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1. Diabetes mellitus

Der Diabetes mellitus ist ein Sammelbegriff fir eine Gruppe von
Stoffwechselerkrankungen, die sich durch erhdhte Blutzuckerspiegel kennzeichnen
(American Diabetes Association 2009). Der Diabetes und assoziierte
Folgeerkrankungen gehéren zu den haufigsten weltweit dokumentierten
Todesursachen. Nach Schéatzungen der Weltgesundheitsorganisation (WHQO) sind
weltweit ca. 347 Millionen Menschen betroffen (Danaei et al. 2011). Innerhalb
Europas sind derzeit laut Diabetes Federation rund 52 Millionen Menschen erkrankt.
Far das Jahr 2030 wird ein Zuwachs von 12 Millionen Neuerkrankungen auf
insgesamt 64 Millionen Patienten prognostiziert (International Diabetes Federation
2011). Die Erkrankung wird atiologisch Uberwiegend in zwei Hauptgruppen unterteilt.
Patienten mit einem Typ | Diabetes weisen ein absolutes Insulindefizit auf, welches
durch die autoimmunologische Destruktion der Insulin produzierenden - Zellen im
Pankreas entsteht (Atkinson and Maclaren 1994). Der Uberwiegende Teil der
Patienten erkrankt am sogenannten Typ Il Diabetes. Der Typ Il Diabetes wird durch
ein relatives Insulindefizit bei gleichzeitig zunehmender Insulinresistenz in den
peripheren Geweben charakterisiert. Dies flhrt zu einer vermehrten Insulinproduktion
in den pankreatischen B — Zellen bis zur Uberreizung und letztlich dem Versagen der
B — Zellen mit rasch progredienter Insulinresistenz (Abbildung 1) (European Society
of Cardiology - Guidelines 2013). Neben genetischen- und Umweltfaktoren entsteht
der Diabetes mellitus Typ Il UOberwiegend im Kontext des sogenannten
,Metabolischen Syndroms’. Das Metabolische Syndrom setzt sich je nach Definition
der Fachgesellschaften aus den folgenden Komponenten zusammen:
Insulinresistenz (1), viszeraler Adipositas (ll), einer Lipidstoffwechselstérung (ll). und
einem arteriellen Hypertonus (IV). Studien haben gezeigt, dass Patienten, die die
Kriterien des Metabolischen Syndroms erfillen, ein bis zu flnffach erhdéhtes Risiko
haben an einem Diabetes Typ Il zu erkranken (Alberti et al. 2009).



Zeitverlauf der Insulin Resistenz, Insulin Spiegel und Beta Zellen Funktion im Zeitverlauf
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Abbildung 1: Beschreibende zeitliche Beziehung beim Typ Il Diabetes zwischen Insulinresistenz,
Insulin Spiegel und Beta-Zell Funktion (modifiziert nach (European Society of Cardiology - Guidelines
2013)

1.1 Diabetes und die koronare Herzerkrankung

Der Grundstein zur Klarung der Beziehung zwischen dem Diabetes mellitus und der
koronaren Herzerkrankung wurde im Jahre 1979 durch den von Kannel und McGee
verdffentlichten Artikel ,Diabetes and cardiovascular disease: The Framingham
Study” gelegt (Kannel and McGee 1979). Die Autoren hatten Uber einen Zeitraum
von 20 Jahren Patienten im Alter zwischen 45 und 74 Jahren aus der Framingham
Kohorte unter anderem im Hinblick auf den Einfluss eines Diabetes mellitus und
kardiovaskularer Endpunkte untersucht. Die Framingham Studie war die erste
generationsUbergreifende, longitudinale Studie, die mit einer entsprechenden GréBe
in der Lage war, Risikofaktoren fur koronare Herzerkrankungen zu identifizieren
(Meigs 2010). In der Studie konnte zum ersten Mal nachgewiesen werden, dass
Patienten mit Diabetes im direkten Vergleich zu Patienten ohne Diabetes ein zwei-
bis dreifach erhéhtes Risiko fur die Entstehung kardiovaskularer Erkrankung haben
(Kannel and McGee 1979). Durch intensivierte Therapien konnte das absolute Risiko
eines Patienten mit Diabetes ein kardiovaskulares Ereignis zu erleiden im Laufe der
Jahre um 49% gesenkt werden. Trotz dieser absoluten Senkung bleibt das relative
Risiko des Patienten mit Diabetes unverandert 2-fach erhéht (Fox et al. 2004). Die
enge Beziehung zwischen der koronaren Herzerkrankung und dem Diabetes Typ I
hat zur Formulierung der sogenannten ,Common Soil Hypothese’ von Stern geflhrt
(Stern 1995). Die ,Common Soil Hypothese’ besagt, dass die durch das Fettgewebe

vermittelte subklinische Inflammation sowohl zur Entstehung der Arteriosklerose und



als auch zur Entwicklung des Diabetes mellitus beitragen. Beide Erkrankungen
haben somit eine gemeinsame Wurzel. Diese auf hauptsachlich auf
epidemiologischen Daten basierte Annahme wird nun vermehrt durch experimentelle
Daten gestitzt. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass eine latente
Inflammation durch vermehrten oxidativen Stress und die daraus resultierende
endotheliale Dysfunktion ein grundlegender Bestandteil in der Entstehung beider
Erkrankungen ist (Ross 1999, Hess and Grant 2011). Die enge Beziehung zwischen
Diabetes mellitus und koronarer Herzerkrankung wurde 1998 epidemiologisch von
Haffner und Kollegen demonstriert. Haffner et al. wiesen in einer finnischen Kohorte
nach, dass Patienten mit einem Diabetes mellitus ohne kardiovaskulare Erkrankung
dasselbe Risiko haben, einen akuten Myokardinfarkt zu entwickeln wie Patienten
ohne Diabetes mit einem vorhergegangen Infarkt. Der Diabetes mellitus wird daher
als Risikoaquivalent fir einen Myokardinfarkt angesehen (Haffner et al. 1998).
Ursachlich hierfir sind unter anderem instabilere Plaques, frihzeitigere
Plaquerupturen und eine vermehrte Thrombusformation bei Diabetespatienten wie in
humanen Gewebsstudien von Moreno et al. und Stratmann et al. gezeigt werden
konnte (Moreno et al. 2000, Stratmann and Tschoepe 2009).

1.2 Der vulnerable Patient

Patienten mit Diabetes mellitus gelten als vulnerabele Patienten im Hinblick auf ihr
erhéhtes kardiovaskulares Risiko. Es wurde lange angenommen, dass isolierte
arteriosklerotische Veranderungen im GefaB3 dieses Risiko determinieren, allerdings
gibt es nun vermehrte Evidenz, dass ebenfalls Veranderungen des Blutes und des
Myokards einen wichtigen Einfluss auf das erhdhte kardiovaskulare Risiko haben.
Das Konzept des vulnerablen Patienten beinhaltet somit 3 Aspekte, die in ihrer
Gesamtheit das kardiovaskulare Risiko von Patienten mit Diabetes bestimmen: Das
vulnerable Gefal (1), das vulnerable Myokard (Il) und das vulnerable Blut (111).

1.2.1 Das vulnerable GefaB

Die endotheliale Dysfunktion ist die Grundlage der diabetischen Vaskulopathie und
bildet somit den Boden des vulnerablen GefaBes des Patienten mit Diabetes. Durch
eine Dysfunktion des Endothels kommt es zu einer vermehrten Akkumulation von

Low Density Lipoprotein (LDL) in der Intima, welches durch Reactive Oxygen



Species (ROS) und proinflammatorische Zellen oxidiert wird. Dies flhrt zur
vermehrten Expression von Adhasionsmolekllen und somit zur vermehrten intimalen
Infiltration von Makrophagen und Lymphozyten. Makrophagen internalisieren das
oxidierte LDL und bilden sich zu sogenannten Schaumzellen um. Diese Konstellation
wird ,Fatty Streak’ genannt. Dieser Prozess bildet Uber Jahrzehnte einen
fibroatheromatésen Plaque, der durch eine fibrése Kappe aus proliferierten glatten
Muskelzellen und Kollagen bedeckt ist. In instabilen Plaques werden die glatten
Muskelzellen durch Makrophagen und Lymphozyten ersetzt, die zu einer
progressiven Verdinnung der Kappe fihren, letztendlich mit Ruptur,
Thrombusauflagerung und konsekutiv dem akuten Myokardinfarkt (Weber and Noels
2011).

Bei Patienten mit Typ Il Diabetes wird die endotheliale Dysfunktion durch eine
persistierende Hyperglykdmie und vermehrters Vorkommen proinflammatorischer
Zytokinen wie Tumor Necrosis Factor Alpha (TNFa) und Interleukin 6 (IL-6) aus dem
viszeralen Fettgewebe verursacht (Jian and Ming-H 2009). Darlber hinaus ist das
Endothel bei Patienten mit Diabetes einer erhdhten oxidativen Stressbelastung
ausgesetzt. Die erhéhte ROS-Produktion entsteht sowohl direkt durch die
Hyperglykdmie als auch indirekt durch eine gesteigerte Protein Kinase C — Aktivitat
(PKC) (Hink et al. 2001). Dies fUhrt zu einer Aktivierung des Endothels und kann
somit zu einer vermehrten Expression von Adhasionsmolekilen Vascular Adhesion
Molecule 1 (VCAM-1) und Intracellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1) flihren, die
wiederum die Infiltration von CD4-positiven Lymphozyten und Makrophagen
erhéhen. Dies fuhrt zur vermehrten Produktion der proinflammatorischen Zytokine IL-
1 und TNF-a (Morigi et al. 1998). Stickstoffmonoxid (NO) ist als wichtiger Mediator
der endothelialen Vitalitét bei Patienten mit einem Diabetes reduziert (Jian and Ming
H 2009, Hess et al. 2012). Es entsteht ein Ungleichgewicht zwischen ROS- und NO-
Produktion, zugunsten der ROS-Produktion. Es konnte gezeigt werden, dass das
superoxide Anion (O2) mit NO Peroxynitrit (ONOQO’) bildet, welches Uber
Nitrosylierung die Aktivitdt der Endothelien Stickstoffmonoxid Synthase (eNOS)
hemmt und somit die NO Synthese reduziert (Creager 2003).

Experimentelle Daten implizieren, dass der Progress der atherosklerotischen
Plaqueformation durch einen direkten Effekt der Hyperglykamie beim Patienten mit



Diabetes Uber Osteopontin, Vitronectin und Thrombospondin auf die glatten
Muskelzellen beschleunigt wird (Maile et al. 2007).

Die Plaqueruptur wird beim Patienten mit Diabetes durch ein vermehrtes Vorliegen
von instabilen Plaques, sogenannten Thin-Cap-Fibroatheromas (TCFA), begiinstigt
(Hong et al. 2009). Es konnte gezeigt werden, dass das Vorliegen des TCFA
Phanotyps mit der Dauer des Diabetes assoziiert ist (Jason et al. 2009).
Biopsiestudien von diabetischen, arteriosklerotischen Plaques zeigten, dass diese im
Vergleich zu  Patienten  ohne  Diabetes eine  signifikant  erhdhte
Makrophageninfiltration aufweisen, die somit die erhdhte Vulnerabilitdt des Plaques

erklaren (Moreno et al. 2000).
1.2.2 Das vulnerable Myokard

Bereits in der Framingham Studie konnte gezeigt werden, dass Patienten mit
Diabetes im direkten Vergleich zur allgemeinen Bevdlkerung ein vier- bis funffach
erhdhtes Risiko haben, im Laufe ihres Lebens eine Herzinsuffizienz zu entwickeln
(Kannel et al. 1974). Echokardiographische Studien haben nachgewiesen, dass
Patienten mit einem insulinunabh&ngigen Diabetes ein signifikant héheres Risiko auf
eine LV -Hypertrophie sowie auf ein global reduziertes LV-Schlagvolumen haben
(Devereux et al. 2000). Die Pathophysiologie des vulnerablen Myokards ist zum
jetzigen Zeitpunkt nur unzureichend geklart, allerdings konnten verschiedene
metabolische Auswirkungen auf das Myokard gezeigt werden. Es stellte sich heraus,
dass Patienten mit Diabetes einen veranderten myokardialen Metabolismus
aufweisen, der sich aufgrund des durch die Insulinresistenz bedingten relativen
Minderangebots an Glukose auf die Lipolyse von nicht veresterten Fettsauren
umstellt (Rijzewijk et al. 2009). Hierdurch steigt der myokardiale Sauerstoffbedarf,
der wiederum die Sensibilitat des Herzens in der Ischdmie erhéht (Paulson 1997,
Stanley et al. 1997). Neben dem veradnderten Metabolismus flhren die durch
Hyperglykdmie entstandenen Advanced Glycation Endproducts (AGEs) zu einer
Mikroangiopathie, die die myokardiale Sauerstoffversorgung weiter einschrankt
(Donaldson et al. 2010). Die vermehrte Aufnahme von Fettsduren fihrt bei
reduziertem Sauerstoffangebot hingegen zu einer Akkumulation, sodass unter
anderem das toxische Metabolit Ceramide gebildet wird. Es konnte gezeigt werden,



dass Ceramide Uber vermehrte induzierbare Stickstoffmonoxid Synthase (iINOS)

Aktivitat Apoptose in Kardiomyocyten induzieren kann (T. et al. 2000).

Elektrochemisch zeigt sich in Kardiomyozyten diabetischer Patienten ein erhdhter
Ca®*-Spiegel, welcher die ventrikuldre Relaxation negativ beeinflusst und das
Entstehen einer diastolischen Pumpfunktionsstérung und zusatzlich, durch
verlangerte QT Intervalle, das Entstehen von Arrhythmien begilnstigt (Vasanji et al.
2004).

Tabelle 1: Ubersicht biochemischer und klinischer Verénderungen im vulnerabelen GefaB und

Myokard in Patienten mit Diabetes melltius Typ Il (ROS: Reactive Oxygen Species; TNF-Q: Tumor
Necrosis Factor Alpha, NO: Nitric Oxide; TCFA: Thin Cap Fibroatheroma; LV: Linker Ventrikel; HF-
REF: Heart Failure Reduced Ejection Fraction).

Vulnerables Gefdf3 Vulnerables Myokard
4 ROS(0z, ONOO) 4 LV - Hypertrophie
A Inflammatorische Zytokine ( TNF- .

aIL-1,1L-6 ) P HF-REF

A aktiviertes Endothel (VCAM-1, ICAM-1 |4 O: Bedarf

A Deposition toxischer Metaboliten

¥ NO Synthese (eNOS) (Ceramide)

A TCFA A Ca?* Spiegel

A Makrophagen Infiltration

1.2.3 Das vulnerable Blut

Das vulnerable Blut beschreibt Komponenten im Blut, die zum prothrombotischen
Risiko des Patienten mit Diabetes beitragen und somit das Risiko auf ein
kardiovaskulares Ereignis erhdhen. Wéhrend das Konzept des vulnerablen GefaBes
die Grundlage fir die arteriosklerotischen Plaques und letztendlich den
Myokardinfarkt bildet und das vulnerable Myokard die Anfalligkeit des Herzens
gegeniber metabolischen Stdérungen bestimmt, sind in der Akutphase, also der
Plaqueruptur und Thrombusformation, die Komponenten des vulnerablen Blutes
entscheidend. Die Faktoren, die zu einem erhdéhten prothrombotischen Risiko der
diabetischen Patienten beitragen, kdnnen in die diabetische Thrombozytopahtie (1)



und Veranderung der plasmatischen Gerinnung (IlI) unterteilt werden. Auf die
folgenden Komponenten wird im nachsten Abschnitt detailliert eingegangen.

1.2.3.1 Die diabetische Thrombozytopathie

Die diabetische Thrombozytopathie beschreibt eine Hyperreaktivitat der
Thrombozyten, die sich sowohl bei Patienten mit Typ | und Typ Il Diabetes
nachweisen lasst (Halushka et al. 1981). Es konnte gezeigt werden, dass bei
Patienten mit Diabetes AGEs selektiv an CD36 - (Glycoprotein Illb) Rezeptoren
binden und Thrombozyten Uber diese Bindung aktivieren kdnnen (Ni 2012).
Thrombozyten von Patienten mit Diabetes zeigen reduzierte Magnesiumspiegel und
eine erhdhte Calciummobilisation aus Vesikeln, die wiederum mit einer erhdhten
Aktivitat assoziiert sind (Gawaz et al. 1994, Watala et al. 1998). Eine verstarkte
Thrombozyten-Endothel Bindung wird bei Patienten mit einem Diabetes mellitus
durch eine herabgesetzte Produktion von NO und Prostacyclin verursacht (Martina et
al. 1998). Studien haben gezeigt, dass diabetische Thrombozyten durch
Glykosylierung vermehrte Subpopulationen mit GPIIb-1lla, Thrombospondin und P-
Selectin exprimieren, so dass diese Thrombozyten in einem proaktiven Zustand sind
und eher durch Agonisten stimuliert werden kénnen (Tschoepe et al. 1997). Ein
weiterer Mechanismus ist der oxidative Stress, der Thrombozyten in einen hyper-
reaktiven Zustand im Rahmen des proinflammatorischen Milieus versetzt. Faktoren,
die hierzu beitragen, sind erhéhte intrazelluldre Ca®* Konzentrationen und die
Synthese von 8-iso-prostaglandin F2a aus oxidiertem LDL, das zur vermehrten

Aktivierung der Thrombozyten beitragt (Pratico et al. 1996, Ferretti et al. 2002).

1.2.3.2 Veranderungen der plasmatischen Gerinnung bei Patienten mit
Diabetes

Tissue Faktor (TF) ist der Initiator der Koagulationskaskade und fihrt Uber eine
Komplexbildung mit FVlla zur Aktivierung von Faktor IX und Faktor X. Der aktivierte
Faktor Xa bildet mit den Faktoren Va und Ca®* den sogenannten Prothrombinase
Komplex und initiiert somit die Spaltung von Prothrombin in Thrombin. Dieser
Prozess kann durch aktiviertes Protein C, Uber die Inaktivierung von Faktor Va,
gestoppt werden. Thrombin spaltet wiederum Fibrinogen in Fibrin, welches

zusammen mit dem stabilisierenden Faktor Xllla ein dichtes Fibrinnetzwerk um den



Plattchenthrombus ausbildet. Das entstandene Fibrinnetzwerk kann Uber Plasmin,
welches Uber Urokinase- und Tissue-Plasminogen Aktivator (UPA und tPA) aus
Plasminogen gebildet wird, lysiert werden (Owens and Mackman 2010). Studien
konnten zeigen, dass Patienten mit einem Diabetes mellitus dichtere Fibringerinnsel-
Netzwerke und eine verlangerte Fibrinolyse aufweisen (Alzahrani and Ajjan 2010).
Des Weiteren konnte wiederholt gezeigt werden, dass dichtere Fibringerinnsel
Netzwerke und eine verldngerte Fibrinolyse das Risiko auf eine arterielle Thrombose
erhéhen (Meltzer et al. 2009, Karin et al. 2012, Siegerink et al. 2012). Es wird daher
angenommen, dass das kardiovaskulare Risiko der Patienten mit Diabetes durch die
Alterationen in der Koagulation mitbestimmt wird. Auf die einzelnen Faktoren soll im
folgenden eingegangen werden.

Patienten mit einem Diabetes mellitus exprimieren erhdhte TF-Spiegel, die sowohl
durch oxidativen Stress als auch durch Hyperglykdmie und latente Inflammation
entstehen kénnen (Min et al. 1999, Boden and Rao 2007, Boden et al. 2007).
Ebenfalls konnte nachgewiesen werden, dass Adipozyten in der Lage sind TF zu
produzieren (Samad et al. 1998). Eine weitere Rolle spielen Mikropartikel (MP), die
als Abschndrungen bei Zellaktivierungen oder Apoptose freigegeben werden.
Studien haben gezeigt, dass MPs bei Patienten mit Diabetes vermehrt TF
transportieren und somit zur Hyperkoagubilitdt beitragen kénnen (Tsimerman et al.
2011).

Die Rolle von Faktor Vlla ist aktuell noch unzureichend geklart. Zwar korreliert der
Faktor Vlla mit einem erhdhten Risiko auf einen Myokardinfarkt, allerdings scheinen
die Werte mit erhdhten Triglyceridspiegeln und Adipositas zu korrelieren, sodass der
Einfluss auf die Hyperkoagubilitdt auch im Rahmen des metabolischen Syndroms zu
deuten ist (Meade et al. 1986, Vambergue et al. 2001). Collet et al. konnten in einer
Ubersichtsarbeit weiterhin zeigen, dass Faktor VIII, XI und Xl beim diabetischen
Patienten erhéht und das antikoagulatorische Protein C erniedrigt sind (Carr 2001).

Die Hyperglykdmie bei Patienten mit Diabetes ist weiterhin mit erhéhten Thrombin-
Plasmaspiegeln assoziiert. Erhéhte Plasmaspiegel tragen wiederum Uber eine
erhéhte Umsetzung von Fibrinogen zu Fibrin zu dichteren und weniger permeablen

Fibringerinnseln bei. Es konnte gezeigt werden, dass bei Patienten mit Diabetes



eine gesteigerte Thrombinsynthese zum prothrombotischen Milieu beitragt (Undas et
al. 2008, Ceriello et al. 2009).

Fibrinogenspiegel sind bei Patienten mit Diabetes erhoht und stellen einen
unabhangigen Risikofaktor fur kardiovaskulare Erkrankungen dar (Klein et al. 2003,
Corrado et al. 2010). Die vermehrte Glykosylierung von Fibrinogen flihrt zur
Ausbildung von dichteren und kompakteren Fibrinnetzwerken, die flr eine Lyse
durch Plasmin weniger zuganglich sind und somit die Fibrinolyse des Patienten mit

Diabetes verzdégern (Dunn et al. 2005).

Collet et al. wiesen nach, dass eine ineffektive Fibrinolyse mit pramaturen
kardiovaskularen Ereignissen assoziiert ist (Collet et al. 2006). Neben dem
glykosylierten  Fibrinogen spielt der Serinprotease-Inhibitor PAI- 1 eine
entscheidende Rolle in der diabetischen Hypofibrinolyse. PAI-1 inhibiert die
Fibrinolyse indem es einen Komplex mit tPA bildet, welches somit in seiner Funktion
inaktiviert wird. Ungebunden katalysiert tPA die Konversion von Plasminogen in
Plasmin, welches sehr effektiv Fibringerinnsel lysiert (Hess and Grant 2011). PAI -1
Spiegel sind bei Patienten mit Diabetes erhdht und ebenfalls ein unabhangiger
Risikofaktor fir kardiovaskulare Erkrankungen (Auwerx et al. 1988, Juhan-Vague et
al. 1989, Brazionis et al. 2008). Daruber hinaus sind Adipozyten und Makrophagen in
der Lage PAI-1 zu produzieren (Loskutoff and Samad 1998). Dieser Effekt steht
sowohl unter Einfluss proinflammatorischer Zytokinen als auch von Insulin, welches
in Experimenten Adipozyten zur PAI-1 Produktion anregen konnte (Fain and Madan
2005).

Tabelle 2: Biochemische Veranderungen bei Patienten mit einem Diabetes mellitus

Vulnerables Blut
Diabetische Thrombozytopathie Verdnderungen der plasmatischen
Gerinnung
A AGE- CD36 Bindung A Tissue Factor
¥ Magnesium Spiegel A Thrombin
A Ca?* Mobilisation A Fibrinogen
A GPIIb-Illa, Thrombospondin und P- A FVlla, FVIlla, FXla, FXlla
Selectin Expression
A 8-iso-prostaglandin F2a ¥ APC
A PAI-1




1.3 Die plasmatische Gerinnung bei Patienten im akuten Myokardinfarkt

Das erhOhte kardiovaskulare Risiko von Patienten mit Diabetes wird unter anderem
durch  Veranderungen der plasmatischen Gerinnung und eine dichtere
Fibringerinnsel Struktur beeinflusst (vgl. 1.2.3. Das vulnerable Blut). Undas et al
konnten kdrzlich demonstrieren, dass metabolisch gesunde Patienten im Rahmen
eines akuten Myokardinfarkt eine verlangerte Fibrinolyse und eine dichtere
Fibringerinnsel Struktur aufweisen (Undas et al. 2008). Unklar ist allerdings inwieweit
sich die plasmatische Gerinnung und die Fibringerinnsel Struktur bei Patienten mit
Diabetes im akuten Myokardinfarkt verandert. Bisher fehlen Studien, die gezielt die
Auswirkung eines akuten Myokardinfarkts auf die Fibringerinnselstruktur und
Fibrinolyse bei Patienten mit Diabetes naher untersucht haben.
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2. Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Veranderungen des prothrombotischen Profils
in der instabilen, koronaren Herzerkrankung naher zu untersuchen. Hierzu sollen vor
allem Unterschiede zwischen metabolisch gesunden Individuen und Patienten mit
Diabetes mellitus n&her analysiert werden. Hieraus leiten sich die folgenden
Fragestellungen ab:

1. Zu welchen Veranderungen des Gerinnungssystems kommt es bei Patienten mit
Diabetes und metabolisch gesunden Individuen im Hinblick auf die stabile und
instabile koronare Herzerkrankung.

2. Gibt es Einflussfaktoren, welche die Koagulation beim Patienten mit Diabetes im
akuten Myokardinfarkt beeinflussen ?

3. Gibt es Gemeinsamkeiten zwischen Patienten mit Diabetes und metabolisch
gesunden Individuen im Myokardinfarkt im Hinblick auf die Fibrinolyse-Dauer und
Fibringerinnsel-Dichte?
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3. Methoden

Im folgenden Abschnitt werden die fur die Analysen notwendigen Verfahren und

Techniken sowie Systeme im Detail beschrieben.

3.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Tabelle 3: Zusammensetzung der Lésungen flr die Turbidimetrie und Lyse.

Bezeichnun Zusammensetzun Masse

Permeation Buffer (PB) | TrisBase 6,061g 0,050 M

(pH=74) NaCl 5844g | 0,100 M
H20 1,0L

Activation Mix PB 11676ul | Tris 0,05M, NaCl 0,1M
CaCl2 270ul 0,02 M
Thrombin 54ul 0,1 U/ml

Lysis mix PB 14,5ml Tris 0,05M, 0,1M
Verdtinntes t-PA 50ul 0,1U/ml

Stop Solution Schwefelsdure 100ul M

(Fibrinogen u. C3 Assay)

3.2 Gerate und Software

Tabelle 4: Auflistung der Gerate und Software die im Rahmen der Studie verwendet wurden.

Gerate/Zubehor Hersteller/Anbieter

Gen 5 BioTek, Winooski, USA

SPSS 21.0 IBM Software, New York, USA

Excel 2010 Microsoft Corporation, Redmond, USA
Prism v.5.03 GraphPad Software, Inc, La Jolla, USA
Plate reader ELX808IU | Biotek, Winooski USA

Waage TE 214S/ TE 212

Sartorius Stedim Biotec S.A., Aubagne Cedex, France Sartorius

96- Well Platte

GLKL Greiner Bio One, Frickenhausen, Germany

Vakuum Pumpe 86 VWR International Ltd, Lutterworth, England
Open Clinica v.14.0 Isovera, Waltham, Massachusetts
Mikro 200R Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Germany
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3.3 ELISA - Kits

Tabelle 5: Auflistung der verschiedenen ELISA Kits

Kits Hersteller/Anbieter

Human PAI-1 ELISA Kit Life Technologies - Invitrogen Corporation, Camarillo,
USA
Human Fibrinogen ELISA Genway Biotech Inc., San Diego, California

Quantitation Kit

Human C3 ELISA Quantitation Genway Biotech Inc., San Diego, California
Kit

3.4 Biobank der medizinischen Klinik |

Die Biobank der medizinischen Klinik | existiert seit Marz 2012 und stellt ein Register
zur ldentifikation und Analyse kardiovaskuldrer Risikofaktoren dar. Eine ethische
Prifung der Datenbank erfolgte vorab durch die Ethikkommission des
Universitatsklinikium Aachen (Aktenzeichen EK 206/09). Patienten, die im Rahmen
der Diagnostik eine Herzkatheteruntersuchung erhalten haben, werden nach
entsprechender Einwilligung, in die Datenbank eingeschlossen. Ausschlusskriterien
der Biodatenbank sind die Diagnose eines Typ | Diabetes, eine immunosupressive
Therapie, eine aktive maligne Grunderkrankung, bzw. der Verdacht auf eine maligne
Grunderkrankung, sowie das Vorliegen einer Hepatopathie. Es fand keine
Dokumentation der aus der Studie ausgeschlossenen Patienten statt. Die Daten
wurden vom Koordinierungszentrum flr kardiologische Studien (KKS) mittels
standarisiertem Fragebogen und anhand der fir die Patienten angefertigten
Entlassbriefe erhoben. Die Dokumentation umfasst die Patientencharakteristika, den
koronaren Status der Patienten, das kardiovaskuldare Risikoprofil, die
kardiovaskularen Vorerkrankungen, Routine-Laborparameter sowie die apparative
Diagnostik (z.B. transthorakale Echokardiograhpie). Die Daten wurden standardisiert
in die Datenbanksoftware Open Clinica v14.0 eingegeben und durch zwei arztliche
Mitarbeiter auf Validitat Gberprift (siehe Abbildung 2). Weiterhin wurden von allen
Patienten 9ml Serumblut (2 x 4,5ml Serum Monovetten) und 9ml EDTA Blut
entnommen (3 x 3ml EDTA Monovetten). Die EDTA Monovetten wurden flr zehn
Minuten bei 2500g zentrifugiert und im Anschluss das (berstehende
thrombozytenfreie Plasma abpipettiert. Die Plasma-Proben wurden im Institut fir
Pathologie in einem Gefrierschrank bei - 80° Celsius aufbewahrt.
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3.4.1 Selektion der Patienten — Studie

Fdr die Studie wurde eine Kohorte aus der Biodatenbank von N = 500 Patienten als
Pool zur Patientenselektion ausgewéhlt. Die Kohorte entspricht dem Stand der
Biodatenbank vom 2. Marz 2012 bis zum 8. Februar 2013. Anhand der Diagnose
eines Diabetes Typ Il und dem Bestehen einer koronaren Herzerkrankung wurden
die Patienten in insgesamt 4 Gruppen aufgeteilt:

1. Kontrollpatienten ohne koronare Herzerkrankung
2. Kontrollpatienten mit einer koronaren Herzerkrankung
3. Patienten mit einem Diabetes mellitus Typ Il ohne koronare Herzerkrankung

4. Patienten mit einem Diabetes mellitus Typ Il mit koronarer Herzerkrankung

Zielsetzung war es, in jede der genannten Gruppen insgesamt 50 Patienten
einzuschlieBen. Weiterhin wurden alle Patienten mit einer koronaren Herzerkrankung
anhand des koronaren Status in die Gruppe ,Stabil’ (kein Myokardinfarkt) und die
Gruppe ,Instabil’ (Non-ST Segment Elevation Infarkt (NSTEMI) oder ST Segment
Elevation Infarkt (STEMI) unterteilt. Die Definition fir die Klassifikation ,Instabil’ war

ein Troponin T gréBer 50 pg/ml sowie eine erfolgte Koronarintervention.

Tabelle 6: Geplante Studienverteilung (KHK: Koronare Herzerkrankung)

Diabetes Kontrolle
50 50
KHK + (25 stabil/ 25 instabil) (25 stabil/ 25 instabil)
KHK - 50 50

Die Patienten wurden anhand des Status Diabetes (ja/nein), KHK (ja/nein) und
Myokardinfarkt (ja/nein) konsekutiv in die Studie eingefligt. Ausschlusskriterien fir
eine Aufnahme in die Datenbank waren eine unzureichende oder nicht
nachvollziehbare Dokumentation der Patientencharakteristika (z.B. ein Fehlen der
Akten im Archiv), mangelnde Qualitat der Blutproben (z.B. bereits geronnenes Blut)
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und eine maximal erreichte Anzahl von Patienten in den verschiedenen Subgruppen.
Die ausgeschlossenen Patienten wurden in allen Gruppen dokumentiert um einen
selektiven Ausfall zu detektieren. Insgesamt wurden 149 Patienten in die Studie

eingeschlossen.
3.4.2 Dokumentation der Medikation

Die Medikation der Patienten wurde anhand der Patientenaktien aus dem stationaren
Aufenthalt aus dem Archiv des Universitatsklinikum Aachen dokumentiert. Anhand
der Medikamentendokumentation in den stationaren Akten wurden alle Medikamente
dokumentiert, die die Patienten am Tag der Blutenthnahme flir die Biobank
eingenommen hatten. Alle Medikamente wurden binar (ja/nein) dokumentiert.
Weiterhin wurde anhand der Herzkatheterprotokolle, Notarztdokumentationsbdgen
und Dokumentationsbdgen der Intensivstationen ein eventuell vorher erfolgtes
Loading mittels Thrombozytenaggregationshemmern und Heparin dokumentiert.
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3.5 Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Der Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein antikérperspezifisches
Nachweisverfahren zur Quantifizierung von Stoffen in einer bestimmten Substanz.
Hierbei bindet ein spezifischer Antikdrper an den gesuchten Stoff und wird direkt
oder indirekt UGber einen zweiten Antikérper mit einem Farbstoff detektierbar, so dass
er auf einem Photometer (Platereader) quantifiziert werden kann. Anhand von
parallel angefertigten Standardreihen kénnen so Konzentrationen des Stoffes
bestimmt werden. In diese Studie wurden Indirekte (PAI-1) - und Sandwich Assays
(Fibrinogen, C3) =zur Detektion verwendet. Fir die ELISA Assays wurden

kommerzielle Kits der Firma Life Technologies — Invitrogen und Genway verwendet.
3.5.1 Enzyme Linkend Immunosorbent Assay — Humanes PAI-1

Die Proben fir den ELISA wurden vor Durchfihrung des Assay aus dem -80° Celsius
Gefrierschrank geholt und auf Eis lagernd aufgetaut. Die Proben wurden vor
Gebrauch einmal far die Aliquotierung und einmal fiir ein Experiment einer anderen
Arbeitsgruppe aufgetaut. Die im Invitrogen Kit enthaltenen Lochplatten sind bereits
mit einem monoklonalen spezifischen Antikdrper fir humanes PAI-1 beschichtet, so
dass die Platten nicht fir den Assay vorbereitet werden mussten. Alle Proben
wurden im Verhéltnis 1:2 mittels im Kit enthaltenem Standard Diluent Puffer verdinnt
und jeweils als Duplikat auf die Platte aufgetragen. Als Standard wurde im Kit ein
mitgelieferter Human PAI-1 Standard verwendet. Der Standard wurde mit Diluent
Puffer so verdinnt, dass die folgenden Konzentrationen entstanden (siehe Tabelle
7): 4000pg/ml, 2000 pg/ml, 1000 pg/ml, 500pg/ml, 250pg/ml, 125pg/ml und
62,5pg/ml.

Tabelle 7: Verdinnungsreihe ELISA PAI-1

Schritt Konzentration Standard Sample Diluent
pg/ml

1 4000 600u aus Standard Oul

2 2000 300ul aus Schritt 1 300ul

3 1000 300ul aus Schritt 2 300ul

4 500 300ul aus Schritt 3 300ul

5 250 300ul aus Schritt 4 300ul

6 125 300ul aus Schritt 5 300ul

7 62,5 300ul aus Schritt 6 300ul
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Nach Auftragen aller Proben und des Standards erfolgte eine Inkubation von zwei
Stunden. Im Anschluss wurden alle Proben mittels Vakuumpumpe abgesaugt und
die verbleibenden Wells insgesamt vier Mal mit 400ul Wash Puffer gewaschen.
Nach jeder Beflllung erfolgte das erneute Absaugen mittels Vakuumpumpe. Nach
viermaligem Absaugen wurde die gesamte Lochplatte dber einem Tuch
ausgeschlagen, um alle Rickstande zu beseitigen. Im Anschluss wurden 100ul des
biotinyliertem polyklonalen Antikérper auf die entsprechenden Wells pipettiert. Es
erfolgte eine erneute Inkubation von zwei Stunden. Im Anschluss erfolgte wie oben
beschrieben ein erneuter vierfacher Waschschritt. AnschlieBend wurden 100ul des
Enzyme Strepavidin Peroxidase in der im Kit enthaltenen Strepavidin - Horseradish
peroxidase Working Solution zugefligt. Strepavidin bindet durch die Biotinylierung mit
hoher Affinitat an den zweiten Antikérper. Flir eine maximale Bindung erfolgte eine
Inkubation Uber 30 Minuten. Im Anschluss erfolgte ein weiterer vierfacher
Waschschritt wie bereits beschrieben. Nach dem Waschschritt wurden 100l
stabilized Chromogen, ein Substrat fir die Meerrettich Peroxidase, in jedes Well
gegeben und im Dunkeln fir 15 Minuten inkubiert. Die Meerrettich Peroxidase hat die
Aufgabe eines Reporter-Enzyms und kann die Reaktion vom Chromogen in einen
Farbstoff katalysieren, so dass in Abhangigkeit der Konzentration die Intensitat der
Farbe zu- oder abnimmt. Nach Inkubation wurde direkt eine 100 pl Stop Solution zu
den Proben gegeben, die die Katalysation der Peroxidase unterbindet. Die gefarbten
Proben wurden anschlieBend auf dem Plate Reader bei einer Wellenlange von
340nm gemessen. Die Auswertung erfolgte Uber Microsoft Excel. Die Ergebnisse des
Plate Readers wurden mit dem Verdiinnungsfaktor multipliziert um die Konzentration
zu bestimmen. Bei einer Abweichung von mehr als 10% zwischen den

Doppelmessungen wurden die Proben verworfen und erneut gemessen.
3.5.2 Enzyme Linkend Immunosorbent Assay — Humanes Fibrinogen

Bei dem Kit fir das humane Fibrinogen handelt es sich um ein Sandwich ELISA
Assay. Es mussten vor Beginn des Assays die unbehandelten Lochplatten mit dem
Capture Antibody vorbereitet werden. Hierflr wurden 27,5ul des im Kit enthaltenen
Antikérpers in 11ml Coating Puffer gelést und im nachsten Schritt zu jeweils 100l
pro Well auf die Lochplatte aufgetragen. Die Platten inkubierten nach diesem Schritt
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fir eine Stunde bei Raumtemperatur. Im Anschluss erfolgte ein Waschschritt. Die
Proben wurden mit der beigelegten Washsolution insgesamt drei Mal mit jeweils
300ul pro Well gespilt. Nach jedem Spulvorgang wurden die Wells vorsichtig mit der
Vakuumpumpe leer gesaugt. Am Ende des Waschvorgangs wurden die Lochplatten
auf einem Tuch sanft ausgeschlagen. Zur Vermeidung von unspezifischer Bindung
erfolgte im nachsten Schritt ein Blocking der Capture Antibodys mit 200ul Blocking
Solution pro Well. Im Anschluss inkubierten die Platten erneut fiir eine Stunde und
wurden, wie zuvor beschrieben, drei Mal gewaschen. Die Proben wurden, wie unter
3.3.1. dargestellt, aus dem Gefrierschrank geholt und langsam auf Eis aufgetaut. Um
im Rahmen der Detektionsgrenzen des Platereaders zu bleiben erfolgte eine
Verdinnung der Proben von 1:100.000. Diese erfolgte in zwei Schritten von 1:100

und 1:1000. Parallel zu den Proben wurde der Standard vorbereitet (Tabelle 8)

Tabelle 8: Verdiinnungsreihe ELISA — Humanes Fibrinogen

Schritt Konzentration ng/ml | Standard Sample
Diluent

1 400 25ul aus Standard 975ul

2 200 500ul aus Schritt 1 500ul

3 100 500ul aus Schritt 2 500ul

4 50 500ul aus Schritt 3 500ul

5 25 500ul aus Schritt 4 500ul

6 12,5 500ul aus Schritt 5 500ul

7 6,25 500ul aus Schritt 6 500ul

Alle Proben und der Standard wurden zu jeweils 100ul pro Well auf die Lochplatte
aufgetragen. Alle Proben wurden zweifach gemessen, um eventuelle Pipettierfehler
auszuschlieBen. Die Lochplatten inkubierten fir 60 Minuten. Nach der Inkubation
wurden die Platten wie oben beschrieben insgesamt funf Mal gewaschen. Das
weitere Vorgehen ist identisch mit dem unter 3.3.1 beschriebenen. Die Proben
wurden mit der Meerrettich Peroxidase flr 60 Minuten inkubiert und erneut fir eine
Stunde inkubiert. Nach finfmaligem Waschen erfolgte die Hinzugabe von 100pl
Substrate Solution. Die Platten inkubierten mit der Substrate Solution fir 15 Minuten
und wurden im Anschluss mit Schwefelsaure gestoppt. Unmittelbar nach Beendigung
der Reaktion wurden die Proben auf dem Plate Reader bei einer Wellenlange von

340nm gemessen und im Anschluss in Excel weiter verarbeitet.
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3.6 Turbidimetrie und Lyse Assay

Der Turbidimetrie und Lyse-Assay ist ein Verfahren in dem unter Laborbedingungen
die Entstehung und Lyse eines Fibringerinnsels gemessen wird. In dieser Studie
wurde der Assay mit EDTA - Plasmaproben der Biodatenbank durchgefiihrt. Da
EDTA ein sehr potenter Ca?*-Chelator ist, wurden die Proben mit Ca®* und Thrombin
versetzt um die Gerinnung zu aktivieren. Die Fibrinolyse wird mit tPA erzeugt. Die
Koagulation und Lyse kénnen im Platereader bei einer Wellenldange von 340nm
mittels optischer Dichte bestimmt werden. FUr die vorliegende Studie waren die
folgenden Parameter interessant:

1. Maximale Absorbance Untis (AU). Die maximale Absorbierung (Abbildung:
Punkt |) korrespondiert mit der maximalen Fibringerinnsel-Dichte und gibt den
Punkt an, ab dem der Effekt der Fibrinolyse starker wird als der Effekt der
Koagulation.

2. Lyse 100% - 50%: Die Zeit, die bendtigt wird, um das Fibringerinnsel mittels
tPA von 100% optischer Dichte zu 50% Dichte zu lysieren, ist in der Literatur
der etablierte Lyse-Parameter ( Abbildung: Punkt | bis Punkt Il) (Undas et al.
2009).

N
7

Zeit (in sek)

Optische Dichte (AU)

\ 4

Abbildung 3: Exemplarischer Verlauf der Optischen Dichte im Verhaltnis zur Zeit im

Turbidimetrischen Assay.
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Fir die Turbidimetrie wurden EDTA - Plasma Proben aus dem - 80° Celsius
Gefrierschrank im Wasserbad auf 37° Celsius erwarmt. Vor Gebrauch fir den Assay
wurden die Proben gevortext und in einer Zentrifuge bei 2000 RPM fir eine Minute
in der Mikroliter Zentrifuge zentrifugiert. Von den erwarmten, zentrifugierten Proben
wurden jeweils 25ul in ein Well einer 96 Well-Platte pipettiert. Alle Proben wurden in
den Experimenten doppelt bestimmt. Bei einer Abweichung von > 10% wurden die
Ergebnisse verworfen und erneut gemessen. Danach wurden 75ul Permeation Buffer
zu den Proben gegeben. Erganzend wurde im 10-Sekunden-Takt 50ul Activation Mix
auf die Proben pipettiert um die Turbidimetrie zu starten. Die Zeit wurde hierbei
genau dokumentiert, um diese nach Ablauf des Experiments flr die Ergebnisse
korrigieren zu konnen. Die Proben wurden im Anschluss auf dem Reader fur eine
Stunde alle 12 Sekunden bei 37° Celsius gemessen. Die Ergebnisse der neun
Messungen wurden im Anschluss in Excel weiterverarbeitet, um die maximale AU zu

bestimmen.

FOr den Turbidimetrie und Lyse Assay wurden die Proben wie in der Turbidimetrie
vorbereitet. Zum Starten des Experiments wurde im Gegensatz zur Turbidimetrie
allerdings 75ul Lysis Mix im 10-Sekunden-Takt in jedes Well pipettiert. Nach drei
Minuten Inkubation wurden 50ul Activation Mix, erneut im Abstand von 10 Sekunden
pro Spalte, zu den Proben gegeben. Die Messungen wurden auf dem Plate Reader
ELX808IU dber neun Stunden bei 37° Celsius durchgefihrt. Das Programm des
Readers wurde so eingestellt, dass alle 1:48 Minuten eine photometrische Messung
erfolgte. Die Ergebnisse der neun Messungen wurden im Anschluss in Excel
weiterverarbeitet, um die Lyse 100% - 50% zu bestimmen.

3.7 Statistische Auswertung

Die statistische Beratung wurde Uber das statistische Institut fir Medizinische
Statistk von Herrn  Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Ralf Dieter Hilgers des
Universitatsklinikums Aachen durchgefiihrt. Alle statistischen Auswertungen wurden
nach Beratung selbststandig durchgefiihrt. Die statistische Auswertung erfolgte mit
Graph Pad Prism v.5.03 und SPSS v.21.0. Samtliche T-Tests und Korrelationen
wurden mittels Graph Pad Prism erstellt. Zur Korrektur der Heterogenitat der Daten
wurden die Daten flr die Fibrinolyse-Dauer mit Hilfe einer Kovarianzanalyse
(ANCOVA) mit SPSS analysiert. In der Analyse der dbrigen Faktoren
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(Patientecharakteristiken, Medikation, laborchemische Parameter) wurde sich fir
eine lineare Regressionsanalyse entschieden. Alle Fehlerbalken in den Grafiken sind
Standardfehler des Mittelwertes. In der tabellarischen Darstellung werden zu den

Mittelwerten jeweils die Standardabweichungen angegeben (vgl. Tabellen 9 u. 10).
3.8 Patientenpopulation und Exklusion

Die gewlinschte GruppengréBe von 50 Patienten pro Stratum konnte nicht erreicht
werden. Insgesamt wurden 263 Patienten flr die Studie selektiert. Hierfir wurden die
entsprechenden Akten Uber das Akten-Archiv des Universitatsklinikum Aachen
bestellt. 44 Patienten mussten ausgeschlossen werden, da entweder die Akten Uber
das Archiv nicht verfugbar waren oder die medikamentése Therapie nicht
ausreichend dokumentiert wurde. SechsunddreiBig Patienten konnten nicht
eingeschlossen werden, da entweder die Plasmaproben Uber die Biodatenbank nicht
verfigbar waren oder die turbidimetrischen Analysen nicht verwertbar. Ein Teil der
Proben war nicht verwertbar, da die Plasma - Proben bereits geronnen waren (N =
14/36). Bei sieben Patienten ergab der ELISA fir PAI 1 Plasmaspiegel Werte, die um
ein vielfaches Uber der Detektionsgrenze des Reader lagen, sodass diese Proben
trotz wiederholter Mehrfachverdiinnung und erneute Kontrolle nicht in die Studie
aufgenommen werden konnten. Weiterhin wurden jeweils drei Patienten in der
Gruppe ,Kontrolle mit koronarer Herzerkrankung“ und ,Diabetes mit koronarer
Herzerkrankung“ randomisiert ausgeschlossen, da die maximale Gruppengrolie in
der Subgruppe stabil und instabil erreicht wurde (vgl. Abbildung 2) . Somit ergab sich

folgende Gesamtverteilung:

1. 48 Kontroll-Patienten ohne koronare Herzerkrankung

2. 48 Kontroll-Patienten mit koronarer Herzerkrankung

3. 9 Patienten mit Diabetes ohne koronare Herzerkrankung
4. 44 Patienten mit Diabetes mit koronarer Herzerkrankung.
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4. Resultate

4.1 Patientenpopulation
4.1.1 Patientenpopulation — Patientencharakteristika

Die basalen Charakteristika der Patienten sind in Tabellen fir das Vorliegen einer
koronaren Herzerkrankung (Tabelle 9) und einer stabilen oder instabilen koronaren
Herzerkrankung (Tabelle 10) wiedergegeben.

Die Patientencharakteristika der Studienpopulation sind in den Tabellen 9 und 10
unter dem Abschnitt ,Patientencharakteristika’ abgebildet. In der Gruppe der
Patienten mit und ohne koronare Herzerkrankung zeigt sich, dass Patienten mit
einem Diabetes signifikant alter sind (ohne KHK 54,65 + 17,08 vs. 69 + 6,92 Jahre; p
< 0,001 und mit KHK 63,25 = 11,65 vs. 71,09 + 10,44 Jahre; p = 0,001). Dieser
Trend bleibt in der Analyse der stabilen und instabilen Patienten mit Diabetes
erhalten, ist allerdings nur bei den instabilen Patienten mit Diabetes signifikant
(stabil: 65,48 + 11,32 vs. 67,83 £ 11,94 Jahre; p = 0,483 und instabil: 60,83 + 11,76
vs. 75 £ 6,68 Jahre; p < 0,001). Weiterhin haben Patienten mit Diabetes im Trend in

allen Gruppen einen erhéhten BMI im Vergleich zu den Kontrollen. In der Gruppe der
Patienten mit Diabetes und koronarer Herzerkrankung ist dieser Unterschied zu den
metabolisch gesunden Patienten mit koronarer Herzerkrankung signifikant. (Kontrolle
26,13 + 3,65 Diabetes 29,04 + 4,84 kg/m? p < 0,01). Zum Ausschluss eines
moglichen Effekts der Latenz zwischen Blutentnahme und Indexereignis bzw.
Herzkatheteruntersuchung auf die Outcomeparamter wurde die Zeit in diesem
Intervall fir jeden Patienten dokumentiert. In der Gruppe der instabilen Patienten mit
Diabetes fand die Blutentnahme durchschnittlich 3,4 £ 2,95 Tage und in der Gruppe
der instabilen Kontrollen 2,39 *+ 1,34 Tage nach dem Indexereignis statt. Insgesamt
war der Unterschied allerdings nicht statistisch signifikant mit einem P-Wert von p =
0,147.

4.1.2 Patientenpopulation — Laborparameter

Die Laborparameter der Studienpopulation sind in den Tabellen 9 und 10 unter dem
Abschnitt ,Laborparameter’ abgebildet. Die tabellarische Darstellung dient der

Ubersicht und wird im Detail in den folgenden Abschnitten besprochen. Es zeigt sich,
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dass alle Patienten mit Diabetes einen signifikant erhéhten HbA . Wert haben. In der
Gruppe der stabilen Patienten mit Diabetes ist dieser Wert 6,72 + 1,30 % und
unterscheidet sich signifikant von den metabolischen Kontrollen mit einem P Wert
von 0,003. In der Gruppe der instabilen Patienten mit Diabetes ist der HbA. Wert
7,01 £ 1,05 % und unterscheidet sich signifikant von den metabolischen Kontrollen
mit einem P Wert von 0,001.

4.1.3 Patientenpopulation — Medikation

Die Dokumentation der Studienpopulation ist in den Tabellen 9 und 10 unter dem
Abschnitt ,Medikation’ abgebildet. In der Gruppe der Patienten ohne koronare
Herzerkrankung wurden die Diabetespatienten im Vergleich zu den Kontrollen
signifikant haufiger mit Betablockern, Statinen und Diuretika behandelt (Betablocker:
88,9% vs. 58,3% p = 0,035, Statine: 66,7% vs. 25% p= 0,013* Diuretika: 66,7% vs.
20,8% p = 0,013). In der Gruppe der stabilen Patienten mit Diabetes setzt sich
dieser Trend im Vergleich zu den stabilen Kontrollen fort. Hinsichtlich der Statin- und
Diuretikatherapie zeigt sich allerdings keine signifikanten Resultate (Statine: 95,8%
vs. 80% p= 0,095 Diuretika: 33,3% vs. 12% p = 0,075). In der instabilen Situation
zeigen sich keine signifikanten Unterschiede bezlglich der Therapie bei Patienten
mit Diabetes und Kontrollen (vgl. Tabelle 10).
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4.2 Fibringerinnsel-Dichte

Die Fibringerinnsel-Dichte zeigt keinen signifikanten Unterschied bei Patienten mit
Diabetes im Vergleich zu Kontrollpatienten (Abb 4.).
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Abbildung 4: Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwerts der Fibringerinnsel-Dichte in Arbitrary

Units fir Kontroll- und Diabetespatienten mit und ohne koronare Herzerkrankung.

Im Hinblick auf die stabile und instabile koronare Herzerkrankung zeigt sich ebenfalls
kein statistisch signifikanter Unterschied bei Patienten mit Diabetes und
Kontrollpatienten (Abb. 5).
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Abbildung 5: Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwerts der Fibringerinnsel-Dichte in Arbitrary
Units (AU) fir Kontroll- und Diabetespatienten im akuten Infarkt und der stabilen koronaren
Herzerkrankung (SKHK: Stabile koronare Herzerkrankung, IKHK: Instabile koronare Herzerkrankung).

4.3. Fibrinolyse-Dauer

Die Dauer der Fibrinolyse unterscheidet sich bei Diabetespatienten ohne koronare
Herzerkrankung nicht signifikant im Vergleich zu Kontrollpatienten ohne koronare
Herzerkrankung. Ebenfalls besteht kein signifikanter Unterschied bezlglich der
Fibrinolyse Dauer bei Patienten mit Diabetes und koronarer Herzerkrankung im
Vergleich zu Kontrollpatienten und koronarer Herzerkrankung (Abb. 6).
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Abbildung 6: Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwerts der Fibrinolyse-Dauer in Sekunden fiir
Kontroll- und Diabetespatienten mit und ohne koronare Herzerkrankung.

In der instabilen koronaren Herzerkrankung zeigt sich bei den Kontrollen eine hoch
signifikante Verlangerung der Fibrinolyse-Dauer im Vergleich zur stabilen Situation
(Kontrolle SKHK: 841 £ 400 sec. vs. Kontrolle IKHK: 1422 + 688 sec.; p < 0,001). Bei

Patienten mit einem Diabetes hingegen kommt es in der instabilen Situation zu

keiner weiteren Verldngerung der Fibrinolyse (Diabetes SKHK: 1368 sec + 739 vs.
Diabetes IKHK: 1365 sec £ 695 p = 0,991). In der stabilen Situation ist die
Fibrinolyse-Dauer der Patienten mit Diabetes bereits so lang wie bei den Kontrollen
mit instabiler KHK (Diabetes SKHK: 1368 + 739 sec vs. Kontrolle IKHK: 1422 + 688
sec; p = 0,7942) (Abb 7).
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Abbildung 7: Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwerts der Fibrinolyse-Dauer in Sekunden fiir
Kontroll- und Diabetespatienten in der stabilen und instabilen koronaren Herzerkrankung (** p < 0,01;

*k%k

p < 0,001, SKHK: Stabile koronare Herzerkrankung, IKHK: Instabile koronare Herzerkrankung).
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4.4 Einfluss von PAI - 1 auf die Fibrinolyse Dauer

Zur Analyse der Faktoren, welche die Fibrinolyse-Dauer, insbesondere in der
instabilen Situation, beeinflussen, haben wir zunachst das antifibrinolytische Protein
PAI-1 untersucht. Im Kollektiv der Patienten mit einer koronaren Herzerkrankung
zeigt sich ein signifikant héherer PAI-1-Plasmaspiegel bei den Patienten mit Diabetes
im Vergleich zu den gesunden Kontrollen (Diabetes: 2,301 pg/ml = 1,656 vs.
Kontrolle: 1,592 ug/ml = 1,078) (Abb 8).
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Abbildung 8: Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwerts der PAI-1 Plasmaspiegel in pg/ml fir
Kontroll- und Diabetespatienten mit einer koronaren Herzerkrankung (* p < 0,05).

In der Analyse der Subgruppen bleiben die erhéhten PAI-1-Plasmaspiegel in der
stabilen und instabilen Situation beim Patienten mit Diabetes erhalten. Die
Unterschiede zeigen allerdings keine statistische Signifikanz (SKHK Diabetes: 2,409
+ 1,823 pg/ml vs. SKHK Kontrolle: 1,766 + 1,159 ug/ml; p = 0,145 und IKHK
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Diabetes: 2,172 + 1468 ug/ml + IKHK Kontrolle: 1,502 + 1,045 pg/ml; p = 0,089)
(Abb. 9).
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Abbildung 9: Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwerts fir PAl 1 Plasma Spiegel (ug/ml) fur

Kontrollen und Patienten mit Diabetes in der stabilen und instabilen koronaren Herzerkrankung

32



Zur Uberpriifung des Einflusses der PAI-1-Plasmaspiegel auf die Fibrinolyse-Dauer
wurde die Korrelation der Variablen Uberprift. Im Gesamtkollektiv der Patienten mit
Diabetes und Kontrollen mit KHK zeigt sich hier eine signifikante, positive Korrelation
in beiden Gruppen (Diabetes: r* = 0,010; p = 0,028 und Kontrolle: r* = 0,106; p =
0,03) (Abb. 10). In der Subgruppen Analyse der stabilen Patienten mit Diabetes und
stabilen Kontrollen zeigt sich hingegen keine Signifikanz hinsichtlich der Korrelation
zwischen der Fibrinolyse-Dauer und den PAI-1 Plasmaspiegeln (Diabetes: r* = 0,106
: p = 0,101 Kontrolle: r?* = 0,057; p = 0,249) (Abb. 11a). In der Subgruppe der
instabilen Patienten zeigt sich eine signifikante Korrelation in der Gruppe der
Kontrollen. Die Gruppe der instabilen Patienten mit Diabetes zeigt keine signifikante
Korrelation (Kontrolle: r* = 0,354 p = 0,002 Diabetes: r* = 0,097 p = 0,181) (Abb.
10,11a & 11b).

=% Kontrolle
-#- Diabetes

3000- x
X X
x X
x
X X x
x x
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20004 =
x x x r?=0,100 p = 0,028

r2=0,106 p = 0,03

Fibringerinnsel Lyse (in Sek)

(=]

4
PAI 1 (ug/ml)

Abbildung 10: Korrelation (R® zwischen Fibrinolyse-Dauer und PAI-1-Spiegeln von Diabetes- und
Kontrollpatient mit koronarer Herzerkrankung.
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Abbildung 11a: Korrelation (R® zwischen PAI-1 Spiegeln und der Fibrinolyse-Dauer von Diabetes-

und Kontrollpatienten in der stabilen koronaren Herzerkrankung (SKHK: Stabile koronare

Herzerkrankug.
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Abbildung 11b: Korrelation (R?) zwischen Fibrinolyse-Dauer und PAI-1-Spiegeln von Diabetes- und
Kontrollpatienten in der instabilen koronaren Herzerkrankung (IKHK: Instabile koronare

Herzerkrankung).
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4.5. Einfluss des Fibrinogen auf die Fibrinolyse-Dauer

Zur weiteren Klarung des Einflusses von Fibrinogen auf die Fibrinolyse-Dauer
wurden die Fibrinogen-Plasmaspiegel bestimmt. Im Kollektiv der Patienten mit einer
koronaren Herzerkrankung zeigen sich in der Gruppe der Patienten mit Diabetes
statistisch signifikant erhdhte Fibrinogen-Plasmaspiegel im Vergleich zu den
Kontrollen (Diabetes: 8,880 + 4,965 mg/ml vs. Kontrolle: 6,918 + 3,638 mg/ml p =
0,0323) (Abb. 12).

15+

10+

Fibrinogen (mg/ml)

Abbildung 12: Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwerts der Fibrinogen-Plasmaspiegel in mg/ml

fir Kontroll- und Diabetespatienten mit einer koronaren Herzerkrankung (* p < 0,05).
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Des Weiteren zeigen sich die Fibrinogen-Plasmaspiegel in der Gruppe der stabilen
Patienten mit Diabetes im Vergleich zu den stabilen Kontrollen signifikant erhéht
(Diabetes: 9,785 £ 6,057mg/ml vs. Kontrolle: 6,148 = 2,539; p = 0,01). In der Gruppe
der instabilen Patienten mit Diabetes ist dieser Effekt nicht mehr vorhanden
(Diabetes: 7,793 + 3,015 mg/ml vs. Kontrolle: 7,760 + 4,451; p = 0,978). Auffallend
zeigen sich bei Patienten mit Diabetes in der instabilen Situation tendenziell
erniedrigte Fibrinogen-Spiegel im Vergleich zu den stabilen Patienten mit Diabetes.
Dieser Effekt ist allerdings nicht statistisch signifikant (Diabetes SKHK: 9,785 + 1,236
mg/ml vs. Diabetes IKHK: 7,793 + 0,646 mg/ml; p = 0,188) (Abb 13).

15-
ns ns 1 2

Fibrinogen Plasma Spiegel (mg/ml)

& & +
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Abbildung 13: Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwerts des Fibrinogen-Spiegels (mg/ml) far

Kontroll- und Diabetespatienten in der stabilen und instabilen koronaren Herzerkrankung (* p < 0,05).
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4.6. ANCOVA fur Status der koronaren Herzerkrankung

In der Analysis of Covariances (ANCOVA) wurde der Einfluss des KHK-Status des
Patienten (instabile und stabile koronare Herzerkrankung) auf die Fibrinolyse-Dauer
untersucht. Der Effekt wurde fir die Variablen PAI-1-Plasmaspiegel, CRP und
Fibringerinnsel-Dichte korrigiert. Um eine Uberparametrisierung der ANCOVA zu
vermeiden wurde, hinsichtlich der GruppengrdéBe flir lediglich drei Variablen
korrigiert. Die Daten wurden gewahlt, da sie in den praliminaren Analysen einen
signifikanten Einfluss auf die Fibrinolyse-Dauer hatten. In der Kontrollgruppe zeigt
sich, dass der korrigierte Statuseffekt ein hoch signifikanter Pradiktor der Fibrinolyse-
Dauer ist. Es werden durch den Statuseffekt 24,3% der Varianz erklart bei einer
beobachteten Schéarfe von 94,8% ist (p = 0,001). Die Parameter CRP und PAI 1-
Plasmaspiegel sind in diesem Modell ebenfalls signifikante Pradiktoren fir die
Fibrinolyse-Dauer. Hierbei erklart das CRP 19,5% der gefundenen Varianz bei einer
beobachteten Scharfe von 87,6% (p = 0,007) und die PAI-1-Plasmaspiegel 16% bei
einer beobachteten Scharfe von 78,9% (p = 0,003). Bei den Patienten mit Diabetes
findet sich kein unabhangiger Effekt des koronaren Status auf die Fibrinolyse-Dauer.
Der korrigierte Statuseffekt erklart hier lediglich zu 0,001% die gefundene Varianz
der Fibrinolyse-Dauer bei einer beobachteten Scharfe von 53 % (p = 0,867).
Lediglich der PAI-1 -Plasmaspiegel ist ein signifikanter Pradiktor fir die Fibrinolyse-
Dauer mit einer erklarenden Varianz von 11,2% und einer beobachteten Scharfe von
58,0% (p = 0,033).

Tabelle 13: ANCOVA fir die abhangige Variable Fibrinolyse-Dauer und die unabhangige Variable

Status (Instabil/stabile KHK). Modell korrigiert fur PAI-1 und CRP Plasmaspiegel sowie Fibringerinnsel
Dichte.

Partielles Eta- Beobachtete

Gruppe Parameter Quadrat Scharfe p-Wert
Kontrolle | PAI 1 0,160 0,789 ,007
CRP 0,195 0,876 ,003
Fibringerinnsel Dichte 0,007 0,081 ,600
Status 0,243 0,948 ,001
Diabetes PAI 1 0,112 0,580 ,033
CRP 0,004 0,069 ,682
Fibringerinnsel Dichte 0,017 0,128 410
| Status | 0,001 | 0,053 | 867
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4.7 Lineare Regression — Patientencharakteristika

Die lineare Regressionsanalyse wurde fir die erfassten Parameter der
Patientencharakteristika erstellt. In diese Analyse sind die Parameter Geschlecht,
Alter, BMI, Zeitpunkt der Blutentnahme und die Art des Infarkts (z.B. STEMI oder
NSTEMI) eingeflossen. In der Regressionsanalyse zeigt sich, dass die Variablen
Alter, Geschlecht und BMI sowohl bei den Patienten mit Diabetes als auch den
Kontrollen in der stabilen und instabilen Situation keinen Einfluss auf die Fibrinolyse

haben.

Die Art des Infarktes hat bei den Patienten mit Diabetes und Kontrollen keinen
Einfluss auf die Fibrinolyse. Ein STEMI ist in der Gruppe der Kontrollen zwar mit
einer verlangerten Fibrinolyse von durchschnittlich 215 Sekunden assoziiert (95% Kl
-393; 824), eine statistische Signifikanz zeigt sich allerdings nicht bei einem P- Wert
von 0,471. Bei den Patienten mit Diabetes zeigt sich im Rahmen eines STEMI im
Vergleich zu einem NSTEMI zwar eine Verkirzung der Fibrinolyse-Dauer um -488
Sekunden (95% Kl -1179; 203), allerdings ist dieser Effekt ebenfalls nicht statistisch
signifikant bei einem P-Wert von 0,155.

Die Latenz zwischen Blutenthahme und Indexereignis hat in der instabilen Situation
keinen Einfluss auf die Fibrinolyse bei Patienten mit Diabetes und Kontrollen. Hier
zeigt sich fir die Patienten mit Diabetes eine nicht signifikante Verlangerung der
Fibrinolyse um 44,46 Sekunden (95% Kl -70,40; 159,32 p = 0,427) pro Tag Differenz
zwischen Blutentnahme und Indexereignis. Flr die Gruppe der Kontrollen zeigt sich
ein Wert von 113,35 Sekunden (95% Kl 114,31; 341,02 p = 0,312).

Geschlecht - PR S— 107,40 (-313,60; 528,40)
Alter - é 4,21 (-10.95; 19.37)
Sl i 25,45 (-14.50; 65.41)
Verkiirzte Lyse Verlangerte Lyse
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Abbildung 14: Linearer Regressionskoeffizient und 95% Konfidenzintervall fir die
Patientencharakteristika Geschlecht (hier: Mannlich), Alter (in Jahren), BMI (in kg/m?) fiir
Kontrollpatienten in der stabilen Situation.

Geschlecht - : — i 217,20 (-517,57; 95,971)

Alter - i 4,92 (-2155: 31,38)
i ,_,_,_, - 44,76 (-144,92: 55 39)

Ak divee i : . i 215,17 (- 393,89; 824,23)

113,52 (-114,31; 341,01)

Zeitpunkt der Blutentnahme - ——

—
Verkirzte Lyse Verlangerte Lyse

Abbildung 15: Linearer Regressionskoeffizient und 95% Konfidenzintervall fir die
Patientencharakteristika Geschlecht (hier: Mannlich), Alter (in Jahren), BMI (in kg/m?), Art des Infarkts
(hier: STEMI) und Zeitpunkt der Blutentnahme (in Tagen) fir Kontrollpatienten in der instabilen
Situation.

Geschlecht : 1 -41,14 (-1009,27; 926,98)
Alter - H -10,86 (-37,82; 16,09)
BMI - ..H 17,80 (-45,31; 80,90)

Abbildung 16: Linearer Regressionskoeffizient und 95% Konfidenzintervall fir die
Patientencharakteristika Geschlecht (hier: Mannlich), Alter (in Jahren), BMI (in kg/m?) fiir

Diabetespatienten in der stabilen Situation.

Geschlecht - f - 520,50 (-1319,20; 278,20)
i iy -12,92 (-64,07; 38,24)
BMI = ,_;H 18,10 (-66,89; 103,09)

-488,00 (-1179,56, 203,56)
44,46 (-70,40; 159,39)

Art des Infarkts - I T

Blutentnahme Zeitpunkt - i

—_
Verkirzte Lyse Verlangerte Lyse

Abbildung 17: Linearer Regressionskoeffizient und 95% Konfidenzintervall fir die
Patientencharakteristika Geschlecht (hier: Mannlich), Alter (in Jahren), BMI (in kg/m?), Infarkt Status
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(hier: STEMI) und Zeitpunkt der Blutentnahme (in Tagen) fur Diabetespatienten in der instabilen

Situation.
4.8 Lineare Regression — Laborparameter

Die lineare Regressionsanalyse wurde fur die Proteine der Koagulation PAI-1 und
Fibrinogen durchgefihrt. Darlber hinaus wurde der Einfluss der Fibringerinnsel-
Dichte, des WBC, des CRP und des HbA. auf die Fibrinolyse untersucht.

In der Gruppe der stabilen Kontrollen zeigt sich ein hochsignifikanter Einfluss des
Fibrinogen-Plasmaspiegels bei einem Regressionskoeffizienten von 0,11 (95% KI
0,07; 0,16 p < 0,001) wund der Fibringerinnsel-Dichte mit einem
Regressionskoeffizienten von 1548,67 (95% KI: 233,74; 2863,60 p = 0,023).
Ebenfalls ist das CRP ein signifikanter Pradiktor mit einem Regressionskoeffizienten
von 18,08 (95% Kl 10,00; 26,08 p < 0,001).

In der Gruppe der instabilen Kontrollen bleibt der pradiktive Wert des CRP erhalten
bei einem signifikanten Regressionskoeffizienten von 12,34 (95% Kl: 0,43; 24,25 p =
0,043). Dartber hinaus ist PAI-1 ebenfalls ein signifikanter Pradiktor der Fibrinolyse
mit einem Regressionskoeffizienten von 0,39 (95% KIl: 0,15; 0,63 p = 0,003).

Interessanterweise ist der pradiktive Effekt in der Gruppe der stabilen Patienten mit
Diabetes fur PAI-1 und CRP nicht mehr vorhanden. Hier zeigt sich in der Gruppe der
stabilen Patienten mit Diabetes ein Regressionskoeffizient fir PAI-1 von 0,14 (95%
Kl: -0,08; 0,31 p = 0,106) und fur das CRP von 1,07 (95% KI: -20,07; 22,24 p =
0,917). Interessanterweise zeigt sich allerdings bei den stabilen Patienten mit
Diabetes die Leukozytenzahl (WBC) als signifikanter Pradiktor der Fibrinolyse mit
einem Regressionskoeffizienten von 215,60 (95% KI: 30,08; 401,19 p = 0,025).
DarUber hinaus ist die Fibringerinnsel-Dichte pradiktiv fur die Fibrinolyse mit einem
Regressionskoeffizienten 2609,59 (95% Kl 478,99; 4740,19 p = 0,019).

In der Gruppe der instabilen Patienten mit Diabetes zeigt sich keiner der erfassten
Laborparameter pradiktiv fir die Fibrinolyse im akuten Myokardinfarkt. Es besteht ein
grenzwertiger Trend bezlglich des pradiktiven Wertes der PAI-1-Plasmaspiegel mit
einem Regressionskoeffizienten von 0,15 (95% KIl: -0,07; 0,37 p = 0,106) allerdings
ohne signifikanten Effekt.
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PAI-1 - }—.--| 0,83 (-0,06: 0,23)
Fibrinogen -|,| 0,11 (0,07;0,16)**
c3- ——i -0,88 (-1,63; -0,13)*
Fibringerinnsel Dichte - — 1548,67 (233,74, 2863,60)"
WEC - r 1 -66,56 (146,35, 13,22)
CRP - ; | 18,03 (10,00; 26,08)**
HBA1C 4 . . — 439,57 (-163,12; 1042,28)
Reduzierte Lysis Verlangerte Lysis

Abbildung 18: Linearer Regressionskoeffizient und 95% Konfidenzintervall fir Laborparameter PAI-1
(ng/ml), Fibrinogen (pg/ml), C3 (mg/ml), Fibringerinnsel-Dichte (AU), WBC (/nl), CRP (mg/l) und
HbA. (%) bei metabolisch gesunden Kontrollen mit stabiler koronarer Herzerkrankung (p < 0,05%, p <
0,01**, p <0,001***) (PAI-1: Plasminogen Activator Inhibitor — 1, C3: Komplement C3, AU: Arbitrary
Units, WBC: Leukozyten, CRP: C-reaktives Protein)

PAI 14 e 0,39 (0,15; 0,63) **
Fibrinogen i -0,01 (- 0,08; 0,06)
C3- — -0,86 (-2,32; 0,59)
Fibringerinnsel Dichte - ' ; 324,04 (-1497,30; 2145,39)
WBC - f - 69,59 (-145,95; 285,12)
CRP A ' _ 12,34 (0,43; 24,25)"
HBA1C 4 —_ 381,12 (-928,83; 1691,08)
Reduzierte Lysis Verlangerte Lysis ¥

Abbildung 19: Linearer Regressionskoeffizient und 95% Konfidenzintervall fir Laborparameter PAI-1
(ug/ml), Fibrinogen (pg/ml), C3 (mg/ml), Fibringerinnsel-Dichte (AU), WBC (/nl), CRP (mg/l) und
HbA. (%) bei metabolisch gesunden Kontrollen mit instabiler koronarer Herzerkrankung (p < 0,05%, p
< 0,01**, p <0,001***) (PAI-1: Plasminogen Activator Inhibitor — 1, C3: Komplement C3, AU: Arbitrary
Units, WBC: Leukozyten, CRP: C-reaktives Protein)
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PAI-1 - b 0,14 (-0,03: 0,31)
Fibrinogen - | -0,03 (-0,08; 0,02)
c3 — -0,70 (-2,05; 0,65)
Fibringerinnsel Dichte - E — 2609,59 (478,99; 4740,19)"
WBC - W 215,60 (30,08; 401,19) *
HBA1C - r : 1 -130,03 (-379,25; 119.2)
CRPA ; - i 1,07 (-20,07; 22,24)

>

Reduzierte Lysis Verlangerte Lysis

Abbildung 20: Linearer Regressionskoeffizient und 95% Konfidenzintervall fir Laborparameter PAI-1
(ug/ml), Fibrinogen (pg/ml), C3 (mg/ml), Fibringerinnsel-Dichte (AU), WBC (/nl), CRP (mg/l) und
HbA. (%) bei Patienten mit Diabetes mit stabiler koronarer Herzerkrankung (p < 0,05*, p < 0,01**, p
<0,001***) (PAI-1: Plasminogen Activator Inhibitor — 1, C3: Komplement C3, AU: Arbitrary Units, WBC:
Leukozyten, CRP: C-reaktives Protein)

PAI-1 - 0,15 (-0,07:0,37)
Fibrinogen - |-.:| -0,05 (-0,16; 0,06)
C3- : - | -0,25 (-1,92; 1,42)
Fibringerinnsel Dichte- . —  -927,18 (- 2703,80; 849 ,45)
WEC - . : p -28,95 (-126,27; 68,32)
CRP b 1 -3,06 (-19,26; 13,13)
HBA1C - b ! - 277,25 (-57,60;612,10)
Reduziererte Lyse Verlangerte Lyse

Abbildung 21: Linearer Regressionskoeffizient und 95% Konfidenzintervall fir Laborparameter PAI-1
(ug/ml), Fibrinogen (ug/ml), C3 (mg/ml), Fibringerinnsel-Dichte (AU), WBC (/nl), CRP (mg/l) und
HbA. (%) bei Patienten mit Diabetes mit instabiler koronarer Herzerkrankung (p < 0,05*, p < 0,01**, p
<0,001***) (PAI-1: Plasminogen Activator Inhibitor — 1, C3: Komplement C3, AU: Arbitrary Units, WBC:
Leukozyten, CRP: C-reaktives Protein)
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4.9 Lineare Regression - Medikation

Die lineare Regression wurde fir die erfasste kardioprotektive und antidiabetische
Medikation der Patienten durchgefuhrt. Erfasst wurden die
Thrombozytenaggregationshemmung (TAH), Betablocker-, ACE Hemmer-, Statin-,
und Diuretika-Therapie sowie die Antikoagulation. Dardber hinaus wurde ein
eventuelles Loading erfasst. Fir die Diabetespatienten wurden Insulin-Therapie,

orale Antidiabetika oder eine diatetische Therapie dokumentiert.

In der Gruppe der stabilen Kontrollen zeigt sich kein signifikanter Einfluss der
Medikation auf die Fibrinolyse. In der Gruppe der instabilen Kontrollen hingegen zeigt
sich ein protektiver Effekt der Betablocker Therapie auf die Fibrinolyse mit einem
Regressionskoeffizienten von -1044,00 (95% KI -2020,35; -67,65 p = 0,037). Da
100% der Patienten in den instabilen  Gruppen eine duale
Thrombozytenaggregationshemmung (TAH) erhalten haben war keine Auswertung

hinsichtlich der Fibrinolyse méglich.

In der Gruppe der stabilen Patienten mit Diabetes zeigt sich ebenfalls kein
signifikanter Effekt der Medikation auf die Fibrinolyse der Patienten. Es zeigt sich
allerdings ein Trend einer TAH-Therapie zur verlangerten Fibrinolyse mit einem
Regressionskoeffizienten von 419,35 (95% KIl: -41,93; 880,62 p = 0,073).

In der Gruppe der instabilen Patienten mit Diabetes zeigt sich ein signifikanter
pradiktiver Effekt der Statin-Therapie auf die Fibrinolyse mit einem
Regressionskoeffizienten von - 891 (95% Kl - 1605; - 178 p = 0,017). Weiterhin ist
die diatetische Einstellung des Diabetes mellitus ein protektiver Faktor fur die
Fibrinolyse-Dauer mit einem Regressionskoeffizienten von - 743 (95% Kl -1309; -178
p = 0,013). Insbesondere die antidiabetische Therapie hat allerdings keinen Einfluss
auf die Fibrinolyse in dieser Kohorte mit einem Regressionskoeffizienten fir das
Insulin von 507,42 (KI 95%: -150,02; 1164,87 p = 0,122) und lediglich im Trend die
oralen Antidiabetika mit einem Koeffizienten von 765,18 (Kl 95%: -95,24; 1625,20 p
= 0,078).
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Loading it -138,00 (-596,26; 320,26)

TAH - b 76,08 (-189,77; 341,93)

Betablocker i 53,40 (-369,51;476,31)

ACE Hemmer- - -147,50 (-539,02; 244,07)
Statine - ——i -351,60 (-747,05; 43,85)
Diuretika - —e -179,45 (-695,01; 336,10

Antikoagulation - ﬂ 173,83 (-171,06; 518,72)

Reduzierte Lyse Verlangerte Lyse

Abbildung 22: Linearer Regressionskoeffizient und 95% Konfidenzintervall fiir die medikamentdse
Behandlung Loading (ja/nein), Thrombozytenaggregationshemmung (TAH) (ja/nein), Betablocker
(ja/nein), Angiotensin Converting Enzyme (ACE) Hemmer (ja/nein), Statine (ja/nein), Diuretika
(ja/nein) und Antikoagulation (ja/nein) bei metabolisch gesunden Kontrollen mit stabiler koronarer

Herzerkrankung.
Loading I—O—'—| -294,00 (-1234,41;646,41)
TAH - i
Beta-Blocker - r—t—|; -1044,00 (- 2020,35; - 67,65) *
ACE Hemmer - H—e—i 488,11 (-172,09; 1148,32)
Statine 1—Q:—| - 38,57 (-1123,67;1046,52)
Diuretika - |_..3_q - 284,21 (-1080,58;512,16)
Antikoagulation - |_:_._| 447,63 (- 333,12; 1228,39)
Verkurzte Lyse Verlangerte Lyse

Abbildung 23: Linearer Regressionskoeffizient und 95% Konfidenzintervall fir die medikamentése
Behandlung Loading (ja/nein), Thrombozytenaggregationshemmung (TAH) (ja/nein), Betablocker
(ja/nein), Angiotensin Converting Enzyme (ACE) Hemmer (ja/nein), Statine (ja/nein), Diuretika
(ja/nein) und Antikoagulation (ja/nein) bei metabolisch gesunden Kontrollen mit stabiler koronarer
Herzerkrankung (p < 0,05%).
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Loading

TAH 4

Betablocker -

ACE Hemmer
Statine -

Diuretika 1

Insulin 1

Orale Antidiabetika
Diatetisch
Antikoagulation

—e—i - 384,81 (-1068,50; 298,90)
—— i 419,35 (- 41,93; 880,62

— 21,60 (-837,62; 880,82)
- - 203,30 (-902,07; 495,49)

S I 751,30 (-816,44; 2319,05)

: 175,50 (-499,37: 850,37)
e - 302,40 (-938,04: 333,24)
e -391,07 (-1160,40;378,26)
. — 422,40 (-212,16; 1056,96)
| li - 132,92 (-507,09; 772,93)

Reduzierte Lyse

Verlangerte Lyse

Abbildung 24: Linearer Regressionskoeffizient und 95% Konfidenzintervall fiir die medikamentdse

Behandlung Loading (ja/nein),

Thrombozytenaggregationshemmung (TAH) (ja/nein), Betablocker

(ja/nein), Angiotensin Converting Enzyme (ACE) Hemmer (ja/nein), Statine (ja/nein), Diuretika

(ja/nein) und Antikoagulation (ja/nein) bei Diabetespatienten mit stabiler koronarer Herzerkrankung.

Loading -

TAH 1

Betablocker -

ACE Hemmer -
Statine -

Diuretika -

Insulin -

Orale Antidiabetika -
Diatetisch -

Antikoagulation

- 522,67 (-1611,33; 566,00)

437,33 (-660,52; 1535,19)

-312,00 (-1028,09; 404,09)

- 891,75 (-1605,44; -178,06) *
540,80 (-186,75; 1268,35)
507,42 (-150,02; 1164,87)

- 765,18 (-95,24; 1625,20)

i - 743,75 (-1309,17; -178,34) *

H—¥—| 553,60 (-171,58; 1278,78)

———
!
———
l—m—§—|
——:
H—e—i
H—E—
—e—

Reduzierte Lyse

Verlangerte Lyse

Abbildung 25: Linearer Regressionskoeffizient und 95% Konfidenzintervall fir die medikamentése

Behandlung Loading (ja/nein),

Thrombozytenaggregationshemmung (TAH) (ja/nein), Betablocker

(ja/nein), Angiotensin Converting Enzyme (ACE) Hemmer (ja/nein), Statine (ja/nein), Diuretika

(ja/nein) und Antikoagulation (ja/nein) bei Diabetespatienten mit instabiler koronarer Herzerkrankung

(p < 0,05%).
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5. Diskussion

Die vorliegende Studie zeigt, dass metabolisch gesunde Individuen im akuten
Myokardinfarkt eine signifikant verldngerte Fibrinolyse-Dauer aufweisen. Des
Weiteren demonstriert die Studie, dass die Fibrinolyse-Dauer von Patienten mit
Diabetes, bereits in der stabilen KHK, der von metabolisch gesunden Individuen im
akuten Myokardinfarkt entspricht. Der akute Myokardinfarkt hat bei Patienten mit
Diabetes keinen Einfluss auf die Fibrinolyse-Dauer.

5.1. Fibringerinnsel-Struktur und Fibrinolyse-Dauer bei Patienten mit Diabetes
und metabolisch gesunden Patienten

Das Fibringerinnsel bildet den letzten Schritt in der Kaskade der arteriellen
Thrombose. Eine dichtere Fibringerinnsel-Struktur und verldngerte -Lyse sind im
akuten Myokardinfarkt mit mehr Komplikationen und komplexeren Infarkten assoziiert
(Zalewski et al. 2007). Es ist bekannt, dass Patienten mit Diabetes eine signifikant
dichtere Fibringerinnsel Struktur mit kleineren Poren aufweisen, die ebenfalls eine
verlangerte Fibrinolyse bedingen (Jérneskog et al. 1996). In der vorliegenden Studie
zeigt sich zwar im Trend, im Kollektiv der Patienten mit Diabetes, eine dichtere
Fibringerinnsel Struktur, allerdings ohne statistisch signifikanten Unterschied (vgl.
Abbildung 4). Eine mégliche Ursache fur diesen Effekt ist die geringe Anzahl an
Patienten in den verschiedenen Gruppen, sodass die Power der Stichprobe nicht
ausgereicht haben kdnnte um einen signifikanten Effekt anzuzeigen. Patienten mit
Diabetes bilden ein sehr heterogenes Kollektiv, sodass es mdglich ist, dass
signifikante Effekte verschleiert werden. Weiterhin haben Fibrinspiegel einen
entscheidenden Effekt auf die Fibringerinnsel Dichte. Dunn et al. konnten
beispielsweise zeigen, dass Fibringerinnsel, die aus aufgereinigtem Fibrinogen von
Patienten mit Diabetes Typ 2 gebildet wurden, eine signifikant dichtere Struktur mit
kleineren Poren aufwiesen als die von metabolisch gesunden Kontrollen (Dunn et al.
2005). Pieters et al. konnten zeigen, dass insbesondere die vermehrte
Glycosylierung des Fibrinogen durch erhéhte Serum Glukose Spiegel zu einer
dichteren Fibringerinnsel Struktur beitragt (Pieters et al. 2007). Daher scheint
insbesondere die diabetische Einstellung der Patienten ein relevanter Faktor.
Auffallend zeigt sich in diesem Kontext die insgesamt sehr gute diabetische

Einstellung der Patienten im vorliegenden Kollektiv mit einem durchschnittlichen
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HbA:; von 6,81% + 1,16%. Dieser Wert ist insbesondere auffallend, da in
vergleichbaren Kollektiven in denen die Fibringerinnsel Struktur in Patienten
untersucht wurde, der Glukose Langzeitwert wesentlich héher ist (Gugliucci et al.
1994, Dunn et al. 2005).

Neben der Fibringerinnsel Dichte ist auch die Dauer der Fibrinolyse ein
entscheidender Pradiktor fir das kardiovaskuldre Risiko. Guimaraes et al.
demonstrierten in einem Kollektiv junger Patienten mit Zustand nach Myokardinfarkt,
ischamischem Schlaganfall oder peripherer arterieller Verschlusskrankheit, dass die
Dauer der Fibrinolyse einen Risikofaktor fur die arterielle Thrombose darstellt
(Guimaraes et al. 2009). Weiterhin errechneten Siegerink et al. in einer Kohorte aus
383 Patienten mit einer arteriellen Thrombose, dass die verlangerte Fibrinolyse das
Risiko auf einen Myokardinfarkt verdreifacht (Siegerink et al. 2012). Bei Patienten mit
Diabetes wird eine verlangerte Fibrinolyse unter anderem durch erhéhte PAI-1 und
Fibrinogen Plasmaspiegel sowie erhdéhte Konzentrationen von Gerinnungsfaktoren
verursacht (Schneider and Burton 2012). Im Hinblick auf das erhdhte kardiovaskulare
Risiko von Patienten mit Diabetes ist es wahrscheinlich, dass die verlangerte
Fibrinolyse bei Patienten mit Diabetes ein Surrogatparameter fir das erhdhte
kardiovaskulare Risiko ist. Interessanterweise zeigt sich hinsichtlich der Fibrinolyse
Dauer kein signifikanter Unterschied im gesamt Kollektiv der Patienten mit Diabetes
und Kontrollen (vgl. Abbildung 6). Ursachlich hierfir ist wahrscheinlich die
studienbedingte Heterogenitdt des Kollektivs. In der Gruppe der Patienten mit
Diabetes und metabolischen Kontrollen, sind Patienten der stabilen und instabilen
Situation zusammengefasst, sodass sich hierdurch eine ausgepragte Variabilitat des
Kollektivs ergibt. Diese These stltzend, zeigt sich in der weiteren Aufschllsselung
hinsichtlich stabiler und instabiler koronarer Herzerkrankungen daher auch im
Konsens mit der Literatur, dass Patienten mit einem Diabetes mellitus eine signifikant
verlangerte Fibrinolyse-Dauer im Vergleich zu metabolisch gesunden Patienten in
der stabilen koronaren Herzerkrankung aufweisen (vgl. Abbildung 7). Dieser Effekt ist
in der vorliegenden Studie mit erhdhten Fibrinogen- und PAI-1-Spiegel assoziiert.
Erhdhte Fibrinogen-Spiegel sind, wie eingangs berichtet, mit dichteren, kompakteren
Fibringerinnseln bei Patienten mit Diabetes verbunden, die wiederum zu einer
verlangerten Fibrinolyse fuhren (Dunn et al. 2005). Unterstitzend zeigt sich neben
den signifikant erhdéhten Fibrinogen-Spiegeln in der Kohorte der stabilen Patienten
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mit Diabetes ein signifikanter pradiktiver Wert der Fibringerinnsel-Dichte auf die
Fibrinolyse. PAI-1 hingegen kann die Fibrinolyse direkt Uber die Hemmung von tPA
inhibieren und stellt somit einen unabhangigen Faktor in der verlangerten Dauer der
Fibrinolyse dar (Hess and Grant 2011). Neben den erhéhten PAI-1 Spiegeln in der
Gruppe der Patienten mit Diabetes zeigt sich hier entsprechend auch eine
signifikante Korrelation im Kollektiv der Patienten mit Diabetes.

Der Effekt eines akuten Myokardinfarkts auf die Fibrinolyse wurde von Undas et al. in
einem Kollektiv von 40 Patienten mit STEMI und NSTEMI ohne Diabetes
beschrieben (Undas et al. 2008). In der Studie konnte belegt werden, dass der akute
Infarkt mit einer Verlangerung der Fibrinolyse assoziiert ist. Entsprechend findet sich
in der vorliegenden Studie ein verlangernder Effekt des akut Ereignisses auf die
Fibrigerinnsel Lyse Dauer, der sich allerdings in der Gruppe der Patienten mit
Diabetes nicht bestatigen lasst. Als Pradiktoren fir den verlangerten Effekt auf die
Fibrinolyse wurden von Undas et al. neben klassischen Parametern der Koagulation
auch inflammatorische Parameter wie der Marker fir metabolischen Stress 8-iso-
PGF.a, CRP und IL-6 identifiziert (Undas et al. 2008). Es wird vermutet, dass ein
akutes Koronarsyndrom mit einer pro-thrombotischen Neigung der Patienten
einhergeht. Palmerini et al. konnten beispielsweise demonstrieren, dass in
Fibringerinnseln von Patienten im akuten Myokardinfarkt vermehrt Areale mit
aktiviertem Tissue Faktor nachweisbar sind, die die Koagulation der Patienten
beeinflussen konnten (Palmerini et al. 2013). Weiterhin konnte von Moyssakis et al.
bei 35 Patienten mit einem akuten Myokardinfarkt zeigen, dass Patienten im akuten
Infarkt erniedrigte Antithrombin 1ll- und Protein C-Spiegel haben, sodass ein
hypofibrinolytisches Milieu entsteht (Moyssakis et al. 2010). Die von Undas et al.
aufgezeigte Beziehung zwischen Inflammation, oxidativem Stress und Koagulation
im akuten Myokardinfarkt ist hingegen unzureichend untersucht. Becatti et al.
konnten allerdings kdrzlich nachweisen, dass im Rahmen eines akuten
Myokardinfarkts die Fibrinogen-Struktur durch erhéhte Carbonylierung im Rahmen
von erhéhtem oxidativem Stress zu einer kompakteren Struktur und verldngerten
Fibrinolyse fiihrt (Becatti et al. 2014). Fir eine Uberpriifung dieser Hypothese in
unserem Kollektiv waren massenspektroskopische Untersuchungen des Fibrinogens
notwendig, die im Rahmen der Studie nicht durchgefihrt wurden. In der vorliegenden
Studie findet sich dennoch ein hochsignifikanter Einfluss von CRP und PAI-1 auf die
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Fibrinolyse in der ANCOVA fir metabolisch gesunde Patienten in der instabilen
Situation. Da CRP und PAI-1 etablierte Akut-Phase Proteine sind, kénnte somit
hierdurch der oxidative Stress indirekt widergespiegelt werden. Im Modell erklart das
CRP die gefundene Varianz der Fibrinolyse zu 19,5%, wahrend PAI-1 die Varianz zu
16% erklart. Diese Ergebnisse werden auch in der linearen Regressionsanalyse
widergespiegelt, in der beide Plasmaspiegel als einzige laborchemische Parameter
einen signifikanten pradiktiven Wert in Bezug auf die Fibrinolyse-Dauer haben. Diese
Ergebnisse werden durch die aktuelle Studienlage gestitzt. Habib et al. konnten
beispielsweise in einer Case-Control Studie zeigen, dass PAI-1 Level bei
metabolisch gesunden Patienten mit ACS gegentiber Angina Pectoris Patienten
erhoht sind (Habib et al. 2012). Weiterhin konnten Rott et al. in einer prospektiven
Studie mit 67 metabolisch gesunden Patienten mit akutem Myokardinfarkt
nachweisen, dass Patienten mit einem STEMI signifikant héhere PAI-1-Spiegel
aufweisen als Patienten mit einem NSTEMI (Rott et al. 2009). Interessanterweise ist
das isolierte Infarktereignis, korrigiert fir CRP, PAI-1 und die Fibringerinnsel-Dichte,
in der Gruppe der instabilen, metabolisch gesunden Kontrollen mit 24,3 % die
Variable in der ANCOVA, die den Zusammenhang am besten erklart. Es ist denkbar,
dass das isolierte Infarktereignis in diesem Modell ein Confounder fiir oxidativen
Stress oder Inflammation ist, der nicht erfasst wurde. Somit ist es im Kontext Studien
von Undas et al. und Becatti et al. wahrscheinlich, dass die verlangerte Fibrinolyse in
der Gruppe der metabolisch gesunden Patienten durch erhdhten oxidativen Stress
und die Inflammation zu erklaren ist. Diese Hypothese ist darlber hinaus
interessant, da gezeigt werden konnte, dass die Reperfusion nach Myokardinfarkt
den oxidativen Stress und die Inflammation im Tiermodel noch verstarkt, sodass die
Patienten nach erfolgter Intervention einer besonders hohen Belastung ausgesetzt
sein kdnnten (Frangogiannis et al. 2002). DarUber hinaus kdnnte auch eine akute
Hyperglykdmie im Rahmen des Myokardinfarkts eine Rolle spielen. Es wird vermutet,
dass es durch den erhdhten oxidativen Stress im Myokardinfarkt zu einer akuten
Hyperglykdmie kommt (Ceriello 2005). Der Zusammenhang zwischen der akuten
Hyperglykdmie und dem Myokardinfarkt ist etabliert und assoziiert mit einer
schlechteren Prognose der Patienten (Gokhroo and Mittal 1989). Iwakura et al.
wiesen nach, dass die akute Hyperglykdmie bei Patienten mit Myokardinfarkt mit
schwereren Infarkten durch ein vermehrtes Auftreten von no-reflow-Phanomenen

assoziiert ist (Ceriello 2005). Im Tiermodell konnte weiterhin von Kersten et al.
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demonstriert werden, dass die akute Hyperglykdmie im Hundemodell die
ischamische Prakonditionierung des Myokards unterbricht und somit in der Lage ist,
die Sensitivitdt des Myokards auf ein ischamisches Ereignis zu modulieren (Kersten
et al. 1998). Auch in humanen Clamp Studien konnten Stegenga et al.
demonstrieren, dass eine kontinuierliche Infusion von Glukose bei metabolisch
gesunden Probanden zu einer Zunahme des l6slichen Thrombin-Antithrombin-
Komplexes und TF-Spiegeln flihrt (Stegenga et al. 2006), so dass die akute
Hyperglykdmie ein mdglicher additionaler Mechanismus ist, der die verlangerte
Fibrinolyse bei metabolisch gesunden Patienten erklart. Leider wurden durch den
retrospektiven Charakter der Studie die Glukosewerte der Patienten nicht einheitlich
dokumentiert, so dass diese als Variable nicht auswertbar ist. Die Glukosewerte aus
den Blutentnahmen sind, aufgrund der Latenz zum Indexereignis, ebenfalls nicht

auswertbar.

In der Gruppe der instabilen Patienten mit Diabetes zeigen die Parameter der
Koagulation und das CRP keinen signifikanten Effekt auf die Fibrinolyse-Dauer.
Lediglich die PAI-1-Plasmaspiegel sind im Trend in der linearen Regressionsanalyse
mit einer verlangerten Fibrinolyse assoziiert. Das ist insbesondere bemerkenswert,
da PAI-1 ein etabliertes antifibrinolytisches Protein ist, dessen Effekt auf die
Fibrinolyse gut untersucht ist (Bochenek et al. 2013). Eine mdgliche Ursache, die den
Effekt des PAI-1 auf die Lyse moduliert haben kénnte, ist die zeitliche Latenz der
Blutentnahme zum Indexereignis, so dass ein moglicher akuter Effekt durch das PAI-
1 nicht mehr nachweisbar ist. In der diabetischen Gruppe wurden die Proben
durchschnittlich 3,4 Tage * 2,94 nach dem Indexereignis abgenommen. PAI-1 ist mit
einer durchschnittlichen Halbwertszeit von 2 Stunden sehr kurzlebig, sodass nicht
auszuschlieBen ist, dass die PAI-1-Spiegel im Akutereignis verandert sind. Gegen
diese Annahme spricht allerdings, dass die Blutentnahmezeit keinen signifikanten
Einfluss oder Trend auf die Fibringerinnsel-Zeit ausibt und in der Gruppe der
metabolisch gesunden Patienten mit vergleichbarer Blutentnahmelatenz ein
signifikanter PAI-1-Effekt dokumentiert werden kann. Ein weiterer Faktor ist die
GruppengréBe. Die Gruppe der instabilen Patienten mit Diabetes besteht aus
lediglich 20 Patienten, so dass durch die geringe GruppengréBe der pradiktive Wert
des PAI-1 unterschéatzt worden sein kénnte. Patienten mit Diabetes sind ein extrem

heterogenes Kollektiv, so dass die geringe GruppengréBe nicht ausgereicht haben
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kébnnte um ein signifikantes Effekt zu demonstrieren. Hierflr spricht auch die
Tatsache, dass das PAI-1 in der ANCOVA fir das gesamte Kollektiv der Patienten
mit Diabetes einen signifikanten, pradiktiven Wert aufweist.

Insgesamt zeigt sich in der ANCOVA flr das diabetische Kollektiv, dass das fur PAI-
1, CRP und die Fibringerinnsel-Dichte korrigierte Infarktereignis die gefundene
Varianz lediglich zu 0,1% erklart. Es zeigt sich somit, dass der akute Myokardinfarkt
im scharfen Kontrast zu den metabolisch gesunden Patienten keinen additiven Effekt
auf die Fibrinolyse-Dauer der Patienten mit Diabetes hat. Ferner zeigt sich, dass es
keinen signifikanten Unterschied zwischen der Dauer der Fibrinolyse von Patienten
mit Diabetes und Kontrollen im akuten Infarkt gibt. Somit ist die Verlangerung der
Fibrinolyse-Dauer von diabetischen Patienten vergleichbar mit der Fibrinolyse-Dauer
von metabolisch gesunden Kontrollen in der instabilen Situation. Haffner et al.
konnten bereits 1998 in einer prospektiven Kohortenstudie nachweisen, dass
Patienten mit Diabetes ohne kardiovaskulares Ereignis ein vergleichbares Risiko auf
einen Myokardinfarkt haben wie metabolisch gesunde Patienten nach Myokardinfarkt
(Haffner et al. 1998). Allerdings konnte die von Haffner et al. beschriebene
Risikoaquivalenz in anderen Studien nicht zweifelsfrei reproduziert werden. In einer
Metaanalyse aus 13 Kohortenstudien konkludierten Bulugahapitiya et al., dass das
Risiko eines Patienten mit Diabetes einen Myokardinfarkt zu erleiden tatsachlich 43%
geringer ist als bei metabolisch gesunden Patienten mit Zustand nach Myokardinfarkt
(Bulugahapitiya et al. 2009). Dennoch illustriert das von Haffner beschriebene
akzentuierte Risiko, dass Patienten mit Diabetes ein Hoch-Risiko Kollektiv im
Hinblick auf eine koronare Herzerkrankung darstellen. Eine Einschatzung, die so
auch Einzug in die ESC-Richtlinien als I a Empfehlung gefunden hat (European
Society of Cardiology - Guidelines 2013). Im Hinblick auf das durch Siegerink et al.
errechnete dreifach erhohte Risiko der verldngerten Fibrinolyse auf einen
Myokardinfarkt ist es denkbar, dass die Fibrinolyse-Dauer eine Komponente in der
von Haffner et al. beschriebenen Risikodquivalenz darstellt (Siegerink et al. 2012).
Insbesondere unsere Daten, die zeigen, dass die Fibrinolyse bei Patienten mit
Diabetes mellitus bereits in der stabilen Situation derjenigen von metabolisch
gesunden Individuen im akuten Ereignis entspricht, untermauern diese Hypothese.
Das Vorliegen eines Diabetes mellitus scheint daher in Bezug auf die Fibrinolyse-
Dauer ein Risikoaquivalent zum Myokardinfarkt bei metabolisch gesunden Patienten
darzustellen und erhdht das kardiovaskulare Risiko. Interessanterweise kommt es
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bei Diabetespatienten im akuten Infarkt zu keiner weiteren Verlangerung der
Fibrinolyse. Es scheint ein Plateau hinsichtlich der Fibrinolyse-Dauer erreicht zu sein.
Es ist bekannt, dass Diabetespatienten im akuten Myokardinfarkt eine extrem
vulnerable Population bilden. Donahoe et al. untersuchten diabetische Kollektive aus
elf unabhangigen klinischen Studien und fanden, dass die 30-Tage-Mortalitat fur
Patienten mit Diabetes nach NSTEMI bei 2,1% vs. 1,1% bei metabolisch gesunden
Patienten lag. Noch ausgepragter war der Effekt bei STEMI Patienten. Hier lag der
Unterschied in der 30-Tage-Mortalitdt bei 8,5% im Vergleich zu metabolisch
gesunden Patienten mit 5,4% (Donahoe et al. 2007). Patienten mit Diabetes weisen
bereits in der stabilen Situation eine erhéhte inflammatorische und oxidative
Stressbelastung auf (Hess and Grant 2011). Ursachlich hierfiir sind unter anderem
eine erhdhte Proteinkinase C-Aktivitat und eine erhdhte 8-iso-prostaglandin F2a-
Aktivitat (Pratico et al. 1996, Ferretti et al. 2002). Es wird angenommen, dass
Patienten mit einem Diabetes durch die erhdhte oxidative Belastung eine erhdhte
Vulnerabilitat in der Ischamie und Reperfusion aufweisen. Der oxidative Schaden in
Ischdmie- und Reperfusionsmodellen wird unter anderem durch eine erhdhte
Produktion von Superoxid-Anion und OHe verursacht (Ansley and Wang 2013).
Diese Sauerstoffradikalen sind bereits im Rahmen des Diabetes in erhdhter
Konzentration vorhanden, so dass angenommen werden kann, dass die antioxidative
Kapazitat der Patienten mit Diabetes bereits ausgereizt ist und somit keine Adaption
in der Reperfusion mdglich ist. In der Tat konnten Ceriello et al. in einem Kollektiv
aus 47 Typ llI-Patienten mit Diabetes zeigen, dass die antioxidative Kapazitat der
Diabetespatienten, ausgedrtickt in Vitamin A -Spiegel, SH-Gruppen und Harnsaure,
sowie in einem Assay zur Evaluation der gesamten antioxidativen Kapazitat
signifikant reduziert waren (Ceriello et al. 1997). Es ware somit denkbar, dass die
oxidative Belastung der Patienten mit Diabetes mellitus, die bereits in der stabilen
Situation vorhanden ist, dazu beitragt dass die erhdhte oxidative Belastung im akuten
Infarkt keinen weiteren Einfluss auf die verlangerte Fibrinolyse hat. Die bereits
ausgereizte oxidative Belastung wirde auch erklaren, dass die CRP-Spiegel in der
Diabetesgruppe, im Gegensatz zu den metabolisch Gesunden Patienten, keinen
pradiktiven Wert haben, da durch eine bereits in der stabilen Situation bestehende
low-grade Inflammation kein zusatzlicher Einfluss im akuten Infarkt vorhanden ist. Im
Hinblick auf die akute Hyperglykdmie konnte in einer Clamp-Studie von Stegenga et
al. demonstriert werden, dass eine akute Hyperglykdmie in Kombination mit einer
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induzierten Hyperinsulindmie bei gesunden Probanden zu einer erhéhten Gen-
Expression pro-inflammatorischer Gene IL-1a, IL-18 und CCL3 fihrt, sodass die
akute Hyperglykdmie ein Substrat flr den oxidativen Stress bei Patienten mit
Diabetes darstellen kénnte (Stegenga et al. 2008). Da der oxidative Stress in dieser
Studie nicht direkt bestimmt wurde, ist diese Hypothese in der vorliegenden Arbeit
allerdings nicht Uberprufbar.

5.2 Der medikamentose Einfluss auf die Fibrinolyse-Dauer

Im vorherigen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass die Fibrinolyse-Dauer von
Patienten mit Diabetes, der von metabolisch gesunden Kontrollen im akuten
Myokardinfarkt entspricht. Dieser Effekt ist insbesondere bemerkenswert, da die
Patienten mit Diabetes in der vorliegenden Studie vergleichsweise gut eingestellte
Glukose-Langzeitwerte aufweisen. In der gesamten Diabetespopulation betragt der
Wert 6,8% + 1,2%. Somit liegt der durchschnittliche Langzeitwert der
Diabetespopulation dieser Studie sogar im unteren Bereich des Korridors der
Empfehlungen der nationalen Diabetes-Versorgungsleitlinien von 6,5 - 7,5%
(Bundesérztekammer (BAK) 2013). Da 45,5 % der diabetischen Population mit
koronarer Herzerkrankung diatetisch eingestellt sind, ist davon auszugehen, dass
keine intensive Behandlung, sondern insgesamt die milde Form des Diabetes im
vorliegenden Kollektiv ursachlich fir diesen Effekt ist. Die verlangerte Fibrinolyse-
Dauer trotz milder Form des Diabetes stutzt daher die These des ,Glykamischen
Kontinuums’, die davon ausgeht, dass bereits dezente Veranderungen in der
Glukosehomdostase mit einer Erhéhung des kardiovaskuldren Risikos einhergehen
(Coutinho et al. 1999). Im Hinblick auf das kardiovaskulare Risiko dieser Patienten
werden diese Daten durch die Framingham-Kohorte gestiitzt, in der Singer et al.
demonstrieren konnten, dass bereits die Erhéhung des HbA:._ von 5% auf 6% mit
einem 1,39 fach (95% KI 1,06 — 1,83) erhdéhtem Risiko auf eine kardiovaskulare
Erkrankung assoziiert ist (Singer et al. 1992). Vor dem Hintergrund einer
verlangerten Fibrinolyse ist daher eine Schlussfolgerung, dass Patienten mit einem
Diabetes mellitus bereits bei einer vermeintlich guten Einstellung eine intensivere
Behandlung zur Reduktion des kardiovaskularen Risikos verdienen. Die Effekte einer
intensivierten antidiabetischen Therapie sind in der Literatur allerdings umstritten und
konnten bisher nicht zweifelsfrei belegt werden. Die Fragestellung ob eine isolierte
intensivere Diabetestherapie die Prognose verbessert, wurde 2012 in der ACCORD
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Studie untersucht. Hier zeigte sich, dass eine intensivierte, isolierte, antidiabetische
Therapie mit einem Ziel HbA:. -Wert von unter 6,0% zwar mit einer reduzierten
Inzidenz nicht-fataler myokardialer Infarkte assoziiert war, allerdings auch das
Mortalitatsrisiko deutlich erhdhte. Insbesondere das Risiko an kardiovaskuléaren
Ursachen zu versterben war paradoxerweise in dieser Gruppe signifikant erhdht
(Group et al. 2011). Im Gegensatz hierzu konnte die STENO-2 Studie zeigen, dass
unter anderem eine intensivere Therapie der Patienten mit Diabetes mit einem HbA ;.
-Zielwert unter 6,5% mit einer reduzierten Inzidenz kardiovaskularer Ereignisse
assoziiert war. Bemerkenswert ist hier, dass man in der STENO-2 Studie einen
multimodalen Ansatz gewahlt hatte und Patienten ebenfalls intensiver hinsichtlich
anderer Risikofaktoren wie LDL-Cholesterin und arterieller Hypertonie behandelt
hatte, sodass die positiven Effekte nicht isoliert auf die intensivierte Diabetestherapie
zurickzufihren sind (Gaede et al. 2008). Demnach scheint, auch im Kontext des
metabolischen Syndroms, eine kombinierte Therapie, die auf alle Risikofaktoren
abzielt, eine effektivere Therapiestrategie zu sein. Pieters et al. demonstrierten
beispielsweise, dass eine intensivierte diabetische Therapie in 20 Typ Il Diabetes-
Patienten zwar einen Effekt auf die Fibrinogen-Glykosylierung hatte. Dies hatte
jedoch keinen Einfluss auf die Fibringerinnsel-Struktur (Pieters et al. 2006). In einem
Model mit aufgereinigtem Fibrinogen der gleichen Probanden zeigte sich hingegen
eine signifikant verbesserte Fibringerinnsel-Struktur und eine verkurzte Fibrinolyse-
Dauer (Pieters et al. 2008). Diese Studie demonstriert, dass die Effekte der
Fibrinolyse durch vielfaltige Faktoren bestimmt werden und daher eine isolierte
Diabetestherapie nicht zwangslaufig zu einer Verbesserung des kardiovaskularen

Risikos beitragt.

Interessanterweise zeigt sich in der vorliegenden Studie bei den stabilen
Diabetespatienten und metabolisch gesunden Kontrollen kein signifikanter Einfluss
der medikamentésen Therapie auf die Fibrinolyse. Lediglich im Trend zeigt sich in
der linearen Regression die Thrombozytenaggregationshemmung in der Gruppe der
Patienten mit Diabetes mit einer verlangerten Fibrinolyse assoziiert. Da die
Thrombozytenaggregationshemmung keinen direkten Einfluss auf die Koagulation
hat, ist dieser Trend auf den ersten Blick unerwartet. Neben der klassischen
Inhibition der Cyclo-oxygenase-1-Aktivitdt mit konsekutiv verringerter Thromboxane
A2-Produktion und verminderter Plattchenaggregation konnte allerdings von Undas
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et al. gezeigt werden, dass Aspirin auch einen Effekt auf die Thrombinproduktion und
Faktor XIlI-Aktivitat hat (Undas et al. 2003). Dariber hinaus demonstrierten Ajjan et
al., dass die Acetylierung durch Aspirin die Fibringerinnsel-Dichte verringert, so dass
Fibringerinnsel schneller lysieren (Ajjan et al. 2009b). Zu beachten ist hier, dass
dieser positive Effekt ausgerechnet bei Patienten mit Diabetes nicht vorhanden zu
sein scheint. Der genaue Mechanismus ist nicht klar, aber es wird davon
ausgegangen, dass ein kompetitiver Mechanismus zwischen Acetylierung und
Glycosylierung des Fibrinogens im Rahmen des Diabetes besteht, der den Effekt
Aspirins auf das Fibringerinnsel verringert (Ajjan et al. 2009a). Der Trend bezlglich
der antithrombozytaren Therapie ist in der vorliegenden Studie dennoch
zurickhaltend zu interpretieren, da im gesamten Kollektiv der Patienten mit Diabetes
mit einer koronaren Herzerkrankung 95,5% (vgl. Tabelle 10) mit einer TAH behandelt
wurden. Somit stellen die Patienten ohne Thrombozytenaggregationshemmung
lediglich 4,5% der Patienten mit Diabetes dar, und die kleine Zahl gestaltet die
statistische Auswertung schwierig.

Im Kollektiv der instabilen Patienten zeigt sich in der Gruppe der metabolisch
gesunden Patienten, dass die Einnahme eines Betablockers mit einer signifikanten
Reduktion der Fibrinolyse assoziiert ist. In Studien konnte gezeigt werden, dass eine
beta-adrenerge Blockade im Sepsismodell und in der koronaren Herzerkrankung
tatséchlich mit einer reduzierten pro-inflammatorischen Antwort und verkirzter
Fibrinolyse-Dauer assoziiert ist (Teger-Nilsson et al. 1991, Montmollin de et al.
2009), sodass ein direkter Effekt denkbar ware. Allerdings féllt ebenfalls in dieser
Gruppe auf, dass der Effekt in der Gruppe wahrscheinlich kinstlich durch ein
Ungleichgewicht in der Gruppenverteilung verursacht wurde. Die Betablocker-
Therapie im ACS ist ein fester Bestandteil der internationalen Leitlinien und wird
lediglich bei einer akuten Herzinsuffizienz im Stadium gréBer Kilip Il oder klinisch
relevanter Bradykardie nicht empfohlen (Hamm et al. 2011). Da 91,3% der Patienten
mit einem Betablocker behandelt wurden, ist keine genaue Aussage Uber den Effekt
der Therapie in der Gruppe der metabolisch Gesunden mdglich. Interessant wére
daher die Untersuchung einer Dosis-Beziehung der Beta-Blocker Therapie. Da die
Medikation der Patienten allerdings binar dokumentiert wurde ist diese Analyse nicht
moglich. Somit muss der Effekt der beta-adrenergen Blockade in diesem Kollektiv,
aufgrund der GruppengréBe, zurlckhaltend beurteilt werden. Diese Annahme
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stlitzend zeigt sich in der Gruppe der instabilen Patienten mit Diabetes kein Effekt
der Beta-Blockade. Im Gegensatz zeigt sich bei den Patienten mit Diabetes die
Statintherapie im akuten Infarkt mit einer verkirzten Fibrinolyse-Dauer assoziiert.
Bereits die Scandinavian Simvastatin Survival Study hat gezeigt, dass die
Statintherapie bei Patienten mit einer koronaren Herzerkrankung mit einer signifikant
reduzierten Rate an kardiovaskularen Ereignissen assoziiert ist, mit einem relativen
Risiko von 0,45 (95% CI 0,27 — 0,74). (Pyorala et al. 1997). Es ist bekannt, dass
Statine pleiotrope Effekte auf die Koagulation haben, die zu einer verringerten Tissue
Faktor-Expression sowie Thrombinsynthese fUhren (Undas et al. 2005). Da es im
Rahmen der Plaqueruptur im akuten Infarkt zu einer Freisetzung von Tissue Faktor
kommt, ware dieser Effekt insbesondere glinstig, um eine vermehrte Aktivierung der
Koagulationskaskade zu dampfen (Moons et al. 2002). Gegen diese Annahme
spricht, dass in der Gruppe der instabilen Kontrollen kein signifikanter Effekt der
Statintherapie festgestellt wird. Dartiber hinaus sind die Blutenthahmen nicht
unmittelbar im Rahmen des akuten Geschehens enthommen wurden sondern mit
einer Latenz von durchschnittlich 2,89 Tagen, sodass hier keine Aussage Uber den
akuten Effekt méglich sind. Erneut fallt auf, dass in der Gruppenverteilung 91,3% der
Kontrollen und 80% der Diabetespatienten mit einer Statintherapie behandelt wurden
(vgl. Tabelle 10), so dass eine statistische Analyse bei einem Ungleichgewicht der
Gruppenverteilung schwierig ist und daher in dieser Studie nicht zweifelsfrei geklart
werden kann.

Interessanterweise zeigt sich weiterhin, dass insbesondere die medikamentdse
antidiabetische Therapie mit einer verlangerten Fibrinolyse assoziiert ist. Darlber
hinaus ist die diatetische Therapie signifikant mit einer verklrzten Fibrinolyse-Dauer
assoziiert. Es ist wahrscheinlich, dass hier die medikament6se antidiabetische
Therapie mit einer langeren Diabetes Dauer bzw. mit einem schlechter eingestellten
Diabetes assoziiert ist und somit die im Trend verlangerte Finbrinolyse unter
Therapie zu erklaren ist. Somit ware die didtetische Therapie ein Confounder fir eine
mildere Form des Diabetes und daher mit einer verringerten Fibringerinnsel -
Lysedauer assoziiert. HierfUr spricht auch die Tatsache, dass die Patienten mit einer
diatetischen Einstellung einen durchschnittlichen HbAi; von 6,2 % aufweisen,
wahrend die Patienten mit einer oralen Therapie einen durchschnittlichen HbA:; von
7,2% und die mit einer oralen und Insulin Therapie sogar einen HbA; Wert von 8,2%

aufweisen.
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5.3 Limitationen:

Die wichtigste Einschrankung in der vorliegenden Studie ist das Studiendesign. Es
handelt sich um eine Kohortenstudie, die durch den retrospektiven Charakter als
sehr sensibel flr eine mégliche Beeinflussung durch Confounder gilt. Daher sollten
die Daten zurtckhaltend interpretiert werden. Um den Einfluss eines Confoundings
zu verringern wurde versucht, mittels Kovarianzanalyse fir Storfaktoren zu
korrigieren. Da allerdings nur fir dokumentierte Stérfaktoren korrigiert werden kann,
lasst sich ein Confounder-Effekt nicht vollstdndig ausschlieBen. Insbesondere die
Analyse der medikamentésen Therapie ist daher zurlickhaltend zu interpretieren.
Dariiber hinaus gestaltet die geringe GruppengréBe eine statistische Auswertung
schwierig. Somit ist es mdéglich, dass externe Faktoren den eigentlichen Effekt der
Fibrinolyse-Dauer erklaren. Es wurde daher versucht diese Faktoren in der
Diskussion zu benennen (Vgl. 5.4 Der medikamentése Einfluss auf die Fibrinolyse).

Die Blutentnahmen der Patienten in der instabilen Situation wurden nicht auf der
Intensivstation oder Zwischenintensivstation durchgeflhrt, sondern erst nach der
Verlegung der Patienten auf die Normalstation. Daher ist es moglich, dass die
akuten laborchemischen Veranderungen des Myokardinfarkts nicht mehr adaquat
erfasst werden konnten. Es zeigt sich allerdings, dass die Zeit zwischen
Indexereignis und Blutentnahme in der Gruppe der metabolischen Kontrollen und der
Patienten mit Diabetes keinen signifikanten Unterschied aufweist, so dass ein
maoglicher Effekt der Latenz in beiden Gruppen ausgeglichen vertreten sein sollte.

Es mussten Patienten ausgeschlossen werden, da die ELISA Assays oder die
Turbidemetrie keine plausiblen Daten geliefert haben (ELISA N = 7 u. Turbidimetrie
N = 14). Ursé&chlich hierfir wurde angenommen, dass die Blutproben bereits in den
Monovetten geronnen waren und somit die Assays nicht mehr auswertbar waren.
Weiterhin wurden Patienten ausgeschlossen, wenn die Dokumentation der
Medikation nicht im Archiv vorhanden war oder die Plasmaproben nicht verfagbar
waren (N = 70). Ein mdglicher Bias-Effekt kann daher nicht ausgeschlossen werden.
(vgl. 3.8 Patientenselektion und Exklusion)

Insgesamt ist die Zahl der eingeschlossenen Patienten in dieser Studie gering.
Insbesondere in den Gruppen der instabilen Patienten befanden sich lediglich 23
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instabile Kontrollen und 20 instabile Patienten mit Diabetes. Daher ist es mdglich,
dass relevante Faktoren nicht als signifikant detektiert worden sind, da bei
entsprechender GruppengréBe keine ausreichende Analyse mdglich war. Daher

wurden in der Diskussion auch nicht-signifikante Unterschiede benannt.

Die multiplen Testungen in dieser Studie, sowie die Vielzahl an verwendeten
Parametern wurde nicht Bonferroni-korrigiert, so dass nicht auszuschlieBen ist, dass

die gefundenen Effekte nicht valide sind und auf Zufall beruhen.
5.4 Fazit

Die Fibrinolyse-Dauer von Patienten mit Diabetes mit stabiler KHK entspricht der von
Patienten ohne Diabetes im akuten Infarkt. Somit ist der Diabetes hinsichtlich der
Fibrinolyse-Dauer ein Riskoaquivalent zum Myokardinfarkt bei Patienten ohne
Diabetes. Des Weiteren ist die verlangerte Fibrinolyse-Dauer eine Komponente, die
zum erhéhten kardiovaskulédren Risiko von Patienten mit Diabetes beitragen kdnnte.
Der Effekt erklart sich durch erhdéhte PAI-1 und Fibrinogen-Spiegel sowie die
Fibringerinnsel-Dichte. Im akuten Infarkt zeigen metabolisch gesunde Patienten eine
Verlangerung der Fibrinolyse. Im Kontext der Literatur sind Effekte des ,oxidativen
Stress’ und der Inflammation wahrscheinlich, kénnen in dieser Studie jedoch nicht
belegt werden. Im Gegensatz zu metabolisch gesunden Individuen kommt es bei
Patienten mit Diabetes mellitus im akuten Infarkt zu keiner weiteren Verlangerung
der Fibrinolyse. Diese Daten legen nahe, dass im Rahmen des Diabetes mellitus
bereits in der stabilen Situation eine ausgereizte inflammatorische und
antifibrinolytische Situation vorliegt. Insgesamt ist durch die retrospektive Analyse
das Risiko flr ein Confoundig jedoch hoch, so dass eine Bestatigung durch eine

prospektive Studie wiinschenswert ist.
5.5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie kann in einem Kollektiv aus Patienten mit Diabetes und
Patienten ohne Diabetes folgendes gezeigt werden:

e Die Fibrinolyse-Dauer ist bei Patienten ohne Diabetes nach einem
Myokardinfarkt signifikant verlangert.
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e Die Fibrinolyse-Dauer von Patienten mit Diabetes entspricht bereits in der
stabilen koronaren Herzerkrankung der von Patienten ohne Diabetes und
instabilere koronarer Herzerkrankung .

e Die Fibrinolyse-Dauer von Diabetes Patienten wird nicht durch den akuten
Myokardinfarkt beeinflusst.

e Die verlangerte Fibrinolyse-Dauer ist bei Patienten mit Diabetes mit erhéhten
PAI-1 Plasmaspiegeln und einer erhdhten Fibringerinnsel Dichte assoziiert.

e Eine Statintherapie und diatetische Einstellung scheint die Fibrinolyse-Dauer
glnstig zZu beeinflussen. Die Antikoagulation und
Thrombozytenaggreagtionshemmung haben keinen Einfluss.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie beleuchten somit einen neuen Aspekt
hinsichtlich des kardiovaskularen Risikos von Patienten mit Diabetes, der bei der
Entwicklung zukinftiger Therapiestrategien zur Reduktion des kardiovaskularen
Risikos bertcksichtigt werden sollte.
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