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1. EINLEITUNG

Apud mein eis, quae dulcia sunt, non est malum.

(Meiner Meinung nach kann nichts SiiRes von Ubel sein.)

Avicenna (980 - 1037 n. Chr.) kam zu dieser irrigen Meinung, da zu seiner Zeit zwar der

Diabetes, aber noch nicht seine moglichen Spatschaden bekannt waren.

Unter dem Begriff , Diabetes mellitus’ werden Stoffwechsel veranderungen unterschiedlicher
Ursache subsummiert. Sie sind durch eine dauerhafte Erhéhung des Blutzuckerspiegels bzw.
durch das Unvermégen des Organismus charakterisiert, zugeftihrte Kohlenhydrate zeitgerecht
zu verwerten. Ursache hierfir ist ein relativer oder absoluter Insulinmangel. Der primére
Diabetes |a3t sich in zwei Formen unterteilen, wobel man unter dem Begriff des Typ |
Diabetes mellitus die insulinabhéngige Krankheitsform zusammenfal¥, wahrend die
nichtinsulinabhangige Form als Typ Il Diabetes mellitus bezeichnet wird (20). Es hat sich als
zweckmaldig erwiesen, bei den Geféal3komplikationen die unspezifischen Verénderungen an
den grofen Arterien auf dem Boden der Atherosklerose als Makroangiopathie den
diabetesspezifischen Verdnderungen der terminalen Strombahn (Arteriolen, Kapillaren,
Venolen) im Sinne der Mikroangiopathie gegentiberzustellen. An den kleinen Gefél3en stellen

die Veranderungen an Retina und Glomerulum die klinisch Wichtigsten dar (7).

Mitte des 19. Jahrhunderts stellte Virchow als erster Zusammenhéange zwischen der
Blutgerinnung und der nach ihm benannten Trias Blutstromung, Geféaldinhalt und Geféldwand
dar (141). Mit der Entdeckung der Blutpl&ttchen durch Bizzozero im Jahr 1881 (14) wurde ein
weiterer Schritt in Richtung Aufklarung der VVorgange bei der Blutgerinnung gemacht. Durch
die Entdeckung verschiedener pro- und antikoagulatorischer Faktoren in diesem Jahrhundert

wurden diese Erkenntnisse entscheidend vorangetrieben.

Als Ursache fur die Entstehung von Gefédl3alterationen beim Diabetes mellitus werden
vielfdtige  Verdnderungen der  Blutgerinnung,  Fibrinolyse,  Endothel-  und
Thrombozytenfunktion diskutiert. Die Summe dieser Veranderungen kann dann zur
Hyperkoagulabilitét beitragen (50,60,82,137,144).

Thrombozyten sind unter physiologischen Bedingungen fur die Steuerung der verschiedenen
Komponenten des Gerinnungssystems zu ener bedarfsgerechten  Hamostase

mitverantwortlich. Der Nachweis gesteigerter Thrombozytenaktivierung bei Diabetikern
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wurde durch einige Studien erbracht (57,110,132). Als Antwort auf endotheliale Lésionen

kommt es durch die Aktivierung zur Freisetzung mitogener, oxidativer und
vasokonstriktorischer Substanzen, die in der Lage sind, vorbestehende atherosklerotische
Lasionen zu verstarken. (120,124,126). Desweiteren kommt es zu sterischen Verdnderungen
der Thrombozytenmembran, in deren Folge Adhasion und Aggregation von Pléttchen
beguinstigt werden; durch Freisetzung von Granulainhaltsstoffen kommt es zu Interaktionen
mit der GefélRwand (11,48,63,94).

Der bel Patienten mit Diabetes mellitus nachgewiesenen Endotheldysfunktion wird eine
Schlusselrolle bei  gefélfassoziierten Komplikationen zugeschrieben (39,47,139). Beim
gesunden Menschen setzt das Endothel Substanzen wie Prostaglandine, Peptide und die
sogenannten endothelium-derived factors frei, moduliert dadurch den Tonus der glatten
Muskulatur und schitzt vor Thrombozytenaggregation und Thrombose im Gefaldumen (36).
Es gibt Hinweise, dal3 Thrombomodulin im Plasma as Nachweis fir Endothel verdnderungen
dienen kann (16).

Veranderungen des Hamostasesystems sollen zumindest teilweise mitverantwortlich fur die
Entstehung von Makro- und Mikroangiopathie beim Diabetes-Patienten sein (3,64). Die
Aktivierung des plasmatischen Gerinnungssystems findet ihren Ausdruck in einem erhéhten
Plasmaanteil thrombotischer Prékursoren und einer erhéhten in vivo Thrombingenerierung,
wohingegen Inhibitoren der Blutgerinnung reduziert sind (8,27,29,31,32). Fibrinogen wird im
Zusammenhang mit Gefélerkrankungen und Diabetes mellitus als erhdht beschrieben, darf
aber wegen seiner Eigenschaft as akute-Phase-Protein nicht allein als Indikator fir einen
hyperkoagulatorischen Zustand angesehen werden (110). Die Konversion von Prothrombin zu
Thrombin erfolgt unter Abspaltung des Prothrombinfragments F1+2, wobei eine Erhéhung
dieses Spaltprodukts als Nachweis einer vermehrten Thrombingenerierung angesehen werden
kann (30). Antithrombin und Protein S haben as Gerinnungsinhibitoren klar definierte
Aufgaben: AT komplexiert mit aktivierten Gerinnungsfaktoren und verhindert durch Bildung
eines Thrombin-Antithrombin-Komplexes eine uberschie3ende Thrombinwirkung (91),
wahrend das Vitamin K-abhangige Protein S as Cofaktor fur die antikoagulatorische

Wirkung von aktiviertem Protein C mitverantwortlich ist (31).

Da bis heute die Betrachtung von Veranderungen der Blutgerinnung, Fibrinolyse, Endothel-
und Thrombozytenfunktion beim Diabetes mellitus in Bezug auf die Krankheitsdauer
lediglich ein Teilaspekt durchgefihrter Studien ist, wurde die vorliegende Studie konzipiert,

um den Einfluf3 der Diabetesdauer auf die genannten Faktoren zu untersuchen.



2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. PATIENTEN

Nach einem Informationsgesprach Uber Hintergrund und Ziel der Studie sowie Erklérung
ihres Einverstandnisses wurde bei 31 Patienten mit insulinpflichtigem Diabetes mellitus (Typ
| Diabetes mellitus oder IDDM) Blut abgenommen und untersucht. Der Zeitpunkt der
Diagnosestellung wurde als Beginn der Krankheit definiert; vom Krankheitsbeginn an wurden
die Patienten mit Insulin therapiert.

Die Patienten wurden aus der DiabetessAmbulanz der 3. Medizinischen Klinik der JL-U,
Giefen rekrutiert.

2.2. GRUPPENEINTEILUNG

Die Patienten wurden entsprechend ihrer Krankheitsdauer in folgende Gruppen unterteilt:

Gruppe 1:

Patienten mit Typ | Diabetes mellitus-Krankheitsdauer < 10 Jahre (n = 11)
Gruppe 2:

Patienten mit Typ | Diabetes mellitus-Krankheitsdauer 10 - 20 Jahre (n = 9)
Gruppe 3:

Patienten mit Typ | Diabetes mellitus-Krankheitsdauer > 20 Jahre (n = 11)

2.3. VERSUCHSAUFBAU

2.3.1. BLUTENTNAHME

Die Patienten erschienen zur Untersuchung nichtern und hatten je nach Insulintherapie
lediglich ihre individuelle Dosis eines Basalinsulins gespritzt. Zur Blutentnahme wurde den
Patienten am Oberarm eine Blutdruckmanschette angelegt und diese zum Aufsuchen einer
geeigneten Vene auf 50 - 60 mmHg aufgepumpt; daraufhin wurde der Manschettendruck
abgelassen und die Venenpunktion vorbereitet. Zur Punktion wurde ein Manschettendruck

von 25-30 mmHg angelegt. Mit einem 19 G - Butterfly wurden 2 ml Blut vorgezogen und
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verworfen, um anschlief3end Blut in 2 Diatube H Rohrchen (Diagnostica Stago, Asniere-sur-

Seine, Frankreich) abtropfen zu lassen. Erst jetzt wurden 3 Gerinnungsrohrchen und 1

Serumrohrchen geflillt.

2.3.2. PROBENAUFBEREITUNG

Der Inhalt eines Diatube H Rohrchens wurde bei 3000 U/min und + 4° Celsius 15 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand aus dem mittleren Drittel wurde in Eppendorf - Hiitchen
abpipettiert (2x250pl), auf Eis gelagert und dann bei -20° Celsius eingefroren. Der Inhalt des
zweiten Diatube H Rohrchens wurde zur Messung der Thrombozytenaktivierung, wie unter
2.5.1. beschrieben, vorbereitet.

Die gewonnenen Proben eines Natriumcitratrohrchens wurden direkt auf die unten genannten
Gerinnungsparameter untersucht.

Zwei weitere Natriumcitratrohrchen wurden bei Raumtemperatur und 1000 g fur 5 Minuten
zentrifugiert, der Uberstand abpipettiert, auf 10 Eppendorf - Hitchen verteilt und bei -20°
Celsius eingefroren.

Das Serumrohrchen wurde ebenfalls bei Raumtemperatur und 1000 G far 5 Minuten
zentrifugiert, der Uberstand abpipettiert, auf 4 Eppendorf - Hiitchen verteilt und bei -20°

Celsius eingefroren.

2.4. MERPARAMETER

2.4.1. BIOMETRISCHE DATEN

Alter [Jahre]

2.4.2. LABORCHEMISCHE PARAMETER
Thrombozyten [Tsd./mcl]

Bestimmung: nach dem Widerstandsmef3prinzip mit hydrodynamischer Fokussierung.
Mit SE-9000 der Fa. Sysmex GmbH, Hamburg, BRD



Blutzucker [mg/dl]
Messung: mit Gluco-quantl] Glucose/HK der Fa. Boehringer, Mannheim, BRD

Hb A 1c [% d. Ges.Hb]
Messung: mit BIO-RAD Hamoglobin A 1c-Mikro-Saulentest der Fa. BIO-RAD, Hercules,
USA

2.4.3. PARAMETER DER PLASMATISCHEN GERINNUNG

2.4.3.1. THROMBOPLASTINZEIT NACH QUICK

Zur Bestimmung der Thromboplastinzeit wurde Thromborel S® der Firma Behring
Diagnostics GmbH, Marburg, BRD verwendet. Das Reagenz enthalt aus humanen Plazenten
gewonnenes calciumhaltiges Thromboplastin, welches entsprechend der Werksangaben
verwendet wurde.

Die Zeitmessung erfolgte mit Behring Coagulation System, Behringwerke AG, Marburg,
BRD, wobei unter Verwendung von vier Kalibrierplasmen eine Bezugskurve erstellt, und die
gefundenen Gerinnungszeiten den Werten in Prozent der Norm zugeordnet wurden.
Referenzbereich: 70-130%d. N.

2.4.3.2. THROMBINZEIT

Die Thrombinzeitbestimmung wurde mit dem im Handel erhdltlichen BC - Thrombin -
Reagenz der Firma Behring Diagnostics GmbH, Marburg, BRD durchgefihrt. Das Reagenz
bestent aus lyophilisiertem Rinderthrombin und -albumin und wurde geméald der
Firmenangaben verwendet.

Mit einem Behring Coagulation System, Behringwerke AG, Marburg, BRD erfolgte die Zeit-
messung.

Referenzbereich: < 21 Sekunden



2.4.3.3. PARTIELLE THROMBOPLASTINZEIT

Mit dem Reagenz Pathromtin® SL der Behringwerke AG, Marburg, BRD wurde die Partielle
Thromboplastinzeit bestimmt. Das Reagenz enthdlt Siliziumpartikel, pflanzliche
Phospholipide und Natriumchlorid bei einem pH-Wert von 7,6 und wurde entsprechend der
Firmenvorgaben angewendet.

Fur die Zeitmessung wurde das Behring Coagulation System, Behringwerke AG, Marburg,
BRD verwendet.

Referenzbereich: 26 - 36 Sekunden

2.4.3.4. ANTITHROMBIN

Das Reagenz Berichrom® Antithrombin I11 (A) der Behringwerke AG, Marburg, BRD wurde
zur Bestimmung von Antithrombin verwendet. Es enthdlt lyophilisiertes Rinderthrombin mit
einem Zusatz von Heparin und Aprotinin und wurde gemal3 der Firmenangaben verwendet.
Die Bestimmung wurde mit einem Behring Coagulation System der Behringwerke AG,
Marburg, BRD durchgefiihrt, wobel durch Kalibrierung mit Standard - Human - Plasma eine
Bezugskurve erstellt wurde.

Referenzbereich: 75-125%d. N.

2.4.3.5. FIBRINOGEN

Die quantitative Bestimmung von Fibrinogen mit einer modifizierten Methode nach Clauss
wurde mit dem Reagenz Multifibren® U der Behringwerke AG, Marburg, BRD durchgefiihrt,
welches Thrombin und Albumin vom Rind enthdlt. Die Ergebnisse wurden mit dem Behring
Coagulation System ermittelt und Uber eine Wertetabelle bzw.Bezugskurve ausgewertet.
Referenzbereich: 1,8-35¢gl



2.4.3.6. GESAMT-PROTEIN SUND FREIESPROTEIN S

Beide Protein S - Werte wurden mittels Elektroimmundiffusion nach Laurell mit dem EID
Protein S-Test und dem Thrombo-Calibrator-Plasma der Firma Boehringer Mannheim,
Diagnostica Stago, Mannheim, BRD quantitativ bestimmt. Als Agarosegelplatten wurden
zwei mit Kaninchen - Antiprotein S vorbeschichtete Platten verwendet. Die Auswertung
erfolgte Uber eine Bezugskurve aus Verdiinnungen eines Normal plasmapools.
Referenzbereich: Gesamt - ProteinS:  70-140%d. N

Freies Protein S: 30 - 45 % PS ges.

2.4.3.7. THROMBOMODULIN

Die Bestimmung von Thrombomodulin erfolgte mit Hilfe eines Enzym — Immunassays, dem
Test Asserachrom Thrombomodulin® von Diagnostica Stago, Asniere-sur-Seine, Frankreich,
der zwei spezifische monoklonale Mausantikorper enthdlt. Nach der Zugabe von Sul phursdure
wurde die Extinktion bei 492 nm photometrisch gemessen. Die Auswertung wurde doppel-
logarithmisch unter Berticksichtigung der Thrombomodulin - Kalibrator - Konzentrationen
durchgefihrt.

2.4.3.8. PROTHROMBINFRAGMENT F 1+2

Prothrombinfragment F 1+2 wurde mit Enzygnost® F 1+2 micro der Behringwerke AG,
Marburg, BRD durch einen Enzym-Immunassay nach der Sandwich-Methode quantitativ
bestimmt. Die Mikrotitrationsplatten sind mit Kaninchen - Antikdrpern gegen Human - F 1+2
beschichtet. Nach der Testdurchfihrung entsprechend der Firmenangaben wurde die
Extinktion bel 492 nm gemesen und nach Berechnung der Extinktionsmittelwerte der
Standards die Bezugskurve auf doppelt logarithmischem Netzpapier erstellt.

Referenzbereich: 0,4 - 1,1 nmol/l



2.5. THROMBOZYTEN

25.1. PLATTCHENFAKTOR 4

Pléattchenfaktor 4 wurde mit Asserachromld PF 4 der Firma Diagnostica Stago, Boehringer
Mannheim, Mannheim, BRD — einem Enzym - Immunoassay nach der Sandwich - Methode
—quantitativ bestimmt. Nach der Testdurchfiihrung entsprechend der Firmenangaben wurde
die Extinktion bei 492 nm gemessen und auf doppelt logarithmischem Papier gegen PF 4 in
IU/ml aufgetragen.

Referenzbereich: 0-5I1U/ml

2.5.2. DURCHFLURZYTOMETRIE

2.5.2.1. HERSTELLUNG DER M ERPROBE

Unmittelbar nach der Blutgewinnung wurde Vollblut im Verhdltnis 1:20 mit 1% Para-
Formaldehyd in PBS/EDTA-Puffer fixiert und der Inhalt auf zwei Aliquots aufgeteilt. Nach
20-mindtiger Fixation bei Raumtemperatur wurden die Proben drei Ma mit PBS/EDTA-
Puffer gewaschen. Die gewaschenen Proben wurden mit 20 pl Fluoreszin-|sothiozyanat
(FITC)-Antikdrper gegen GP1b (CD 42b) und 20 pl Phycoerythrin (PE)-Antikorper gegen
GMP-140 (CD 62) gemischt. Nach 30-minttiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden die
Proben ein Mal gewaschen, zur Messung mit 500 ul PBS/EDTA-Puffer vorbereitet und mit
einem FACScan® (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) innerhalb von 24 Stunden
analysiert. Die tagliche Kalibrierung des Gerates wurde mit Mikrospharen von bekannter
GrolRRe und Fluoreszenz (CaliBrite Beads, Becton Dickinson Immunocytometry Systems)
durchgefhrt.

2.5.2.2. REAGENZIEN DER FIXIERUNGS- UND WASCHLOSUNG

PBS-Puffer (phosphate-buffered-saline), pH 7,4:
140 mmol NaCl
9,2 mmol Na2HPO4 x 7 H20



1,3 mmol NaH2PO4 x H20
5 mmol EDTA x 2H20
1% Para-Formaldehyd in PBS-Puffer/EDTA

2.5.2.3. MONOKLONALE ANTIKORPER

Monoklonale, Fluorochrom-konjugierte Antikdrper gegen CD62p (GMP-140, PADGEM, P-
Selektin), Phycoerythrin (PE)-markiert, Klon AC1.2, Isotyp 1gG1 (Maus), Becton Dickinson,
Immunocytometry Systems, San Jose, California, USA.

Monoklonale, Fluorochrom-konjugierte ~ Antikorper gegen  CD42b  (GPlba),
Fluoreszeinisothiozyanat (FITC)-markiert, Klon SZ2, Isotyp 1gG1l (Maus), Immunotech,
Marseille, Frankreich.

Monoklonale, Fluorochrom-konjugierte 1so-Antikorper, PE-markiert, Klon X40, Isotyp 1gG1
(Maus), Becton Dickinson, Immunocytometry Systems, San Jose, California, USA.

2.5.2.4. MERPRINZIP

Die Durchflu3- oder Flow Zytometrie kann verschiedene Zelltypen anhand von
Lichtstreuungscharakteristika voneinander unterscheiden. Hierzu werden die Zellen in einer
Suspension mit fluoreszierenden monoklonalen Antikorpern markiert. Im Zytometer passieren
die in Lésung gehaltenen Zellen eine Perfusionskammer, um mit maxima 1000 Zellen pro
Sekunde einen fokussierten Laserstrahl zu durchlaufen. Bei entsprechender Wellenlange
ermittelt ein Detektor die nach Aktivierung emittierte Fluoreszenz und die lichtstreuenden
(light scatter) Eigenschaften der Zellen.

Die flowzytometrische Analyse von Vollblut bestimmt den Aktivierungszustand von
Thrombozyten, der durch die Bindung von aktivierungsabhangigen monoklonalen
Antikérpern  beurteilt wird. Sie ist ene physiologische Untersuchung der
Thrombozytenfunktion, bei der ein Agonist eine spezifisch-funktionelle Antwort der
Thrombozyten  hervorruft, welche beispielsweise in  einer  Anderung  der
oberflachenassoziierten physiologischen Rezeptoren resultiert und durch eine Veranderung

des gebundenen monoklonalen Antikorpers gemessen wird (84).
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2.5.2.5. DURCHFUHRUNG DER M ESSUNG

Die vorbereiteten Proben wurden mit einem FACScan Flow Zytometer (Becton Dickinson,
Heidelberg, BRD) analysiert. Das Gerdt war mit einem 5 W Argon-lonen-Laser ausgestattet
und arbeitete mit 200 mW bei einer Wellenlange von 480 nm. Die FITC-Fluoreszenz wurde
mit einem 530/30 Breitbandfilter bestimmt. Das Gerdt wurde so konfiguriert, dal3 es nur
Partikel, die mit Anti-GP1b (FITC-Fluoreszenz) gefarbt waren, erkannte und alle anderen
Partikel von der Anayse ausschlof3. Desweiteren wurden Thrombozyten durch FS/SSC
(forward angle light scatter/side angle light scatter) oder durch FS/FITC-Fluoreszenz
detektiert. 5000 Partikel wurden mit einem bivariaten Histogramm analysiert, welche die
FITC-Fluoreszenz gegen die PE-Fluoreszenz logarithmisch zeigte. Die mittlere
Oberflachenfluoreszenz von Anti-GMP-140 bezieht sich auf die mittlere Fluoreszenz von CD
62p-markierten Thrombozyten, die durch eine Isotyp-Kontrolle normiert wurden. Von
gesunden Probanden wurde Blut gesammelt und eine PE-Fluoreszenz-Schwelle definiert, tber
der weniger als 5% der Probenpartikel lagen, was der 95. Perzentile der PE-Fluoreszenz der
Normalkontrolle entspricht. Der Prozentsatz von aktivierten Thrombozyten bezieht sich auf
das Partikelverhdtnis der PE-Fluoreszenz Uber dieser Schwelle. Die Daten wurden mit der
Software FACScan Menu 2.3.2 ausgewertet.

2.6. STATISTIK

Die Auswertung der Daten erfolgte im Institut fir Medizinische Informatik (Leiter Prof.Dr.
Dudeck) der Justus-Liebig-Universitét Gief3en unter Beratung von Herrn Pabst und Herrn PD
Dr. Bodecker.

Fir alle Parameter wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet. Zur
statistischen Auswertung der Gruppenunterschiede wurde der Kruskal-Wallis 1-Way Anova
Test durchgefihrt. Zusammenhange zwischen den einzelnen Parametern wurden anhand des
Spearman Korrelationskoeffizienten ausgewertet. Der Vergleich der bestimmten Parameter
mit Standardlaborwerten erfolgte durch Anwendung des Student T-Tests. Die Nullhypothese
gilt dabei als abgelehnt, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit (p) bezlglich des Fehlers erster
Art kleiner als 0,05 ist. Somit sind Werte von p < 0,05 as signifikant zu erachten.
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3. ERGEBNISSE

Die Ergebnisse der untersuchten Parameter sind nochmal tabellarisch in Kapitel 7 aufgefihrt.

3.1. THROMBOZYTEN

3.1.1. GMP-140

Die GMP-140-Expression war in Gruppe 1 am hdchsten, wobei es zwischen den drei Gruppen
keine statistisch signifikanten Unterschiede gab (vgl. Abb.1).

[ GMP-140 in % d. Norm ]
(o)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Abb.1: GMP-140-Expression bei Patienten mit Typ I-Diabetes mellitus
Mittelwert + Standardabweichung

Gruppe 1: n = 11 ( Diabetesdauer < 10 Jahre )

Gruppe 2: n = 9 ( Diabetesdauer 10-20 Jahre )

Gruppe 3: n = 11 ( Diabetesdauer > 20 Jahre )

Normalbereich: 5,0 + 1,1% d. Norm
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Auch die Betrachtung der GMP-140-Expression in Bezug auf die Krankheitsdauer in Jahren
zeigte keine statistische Signifikanz (vgl. Abb.2).
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Abb.2: GMP-140-Expression bei Patienten mit Typ I-Diabetes mellitus in
Abhéangigkeit zur Krankheitsdauer in Jahren (n =31)
Normalbereich: 5,0 £ 1,1 % d. Norm
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3.1.2. GP1B

Beziglich der GP1b-Expression zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede
zwischen den untersuchten Gruppen (vgl. Abb.3).

400 -
D 350 -
= 300 -
= 250 -
5
@ 200
o
S 150 -
x
100 -
3
g 50
— 0 -

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Abb.3: GP1b-Expression bei Patienten mit Typ I-Diabetes mellitus
Gruppe 1: n = 11 ( Diabetesdauer < 10 Jahre)
Gruppe 2: n = 9 ( Diabetesdauer 10-20 Jahre )
Gruppe 3: n = 11 ( Diabetesdauer > 20 Jahre )
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Die Beziehung zur Krankheitsdauer in Jahren erbrachte keine statistisch signifikanten
Ergebnisse (vgl. Abb.4).

500 —
E 450 + .
<§z .
c 400 1, o ® .
c * -
S s
(7))
7 350 —+ .
Q ‘ L 2 P’ L 4 * A
o z ‘ *
X
L 300 + .
3 S . A4
o M L 2
O] 250 + . ¢
200 i | | | | 1
0 10 20 30 40 50 60 [ Jahre ]

Abb.4: GP1b-Expression bei Patienten mit Typ I-Diabetes mellitus in
Abhéangigkeit zur Krankheitsdauer in Jahren (n =31)
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3.1.3. PLATTCHENFAKTOR 4

Die Ergebnisse fir PF 4 zeigten keine statistisch signifikanten Gruppenunterschiede (vgl.
Abb.5).
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Abb.5: PF-4-Werte bei Patienten mit Typ I-Diabetes mellitus
Mittelwert + Standardabweichung

Gruppe 1: n = 11 ( Diabetesdauer < 10 Jahre )

Gruppe 2: n = 9 ( Diabetesdauer 10-20 Jahre )

Gruppe 3: n = 11 ( Diabetesdauer > 20 Jahre )

Normalbereich: 0-5 1U/ml
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Die Pléttchenfaktor-4-Werte zeigten im Bezug zur Krankheitsdauer in Jahren keine

statistische Signifikanz (vgl. Abb.6).
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Abb.6: PF-4-Werte bei Patienten mit Typ I-Diabetes mellitus in
Abhangigkeit zur Krankheitsdauer in Jahren (n =31)
Normalbereich: 0-5 1U/ml



17

3.2. THROMBOMODULIN

Die Bestimmung von Thrombomodulin zeigte relativ niedrige Werte im Frihstadium der
Erkrankung, wobei es zwischen den untersuchten Gruppen keine signifikanten Unterschiede
gab (vgl. Abb.7).
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Abb.7: Thrombomodulin bei Patienten mit Typ I-Diabetes mellitus
Mittelwert + Standardabweichung

Gruppe 1: n = 11 ( Diabetesdauer < 10 Jahre )

Gruppe 2: n = 9 ( Diabetesdauer 10-20 Jahre )

Gruppe 3: n = 11 ( Diabetesdauer > 20 Jahre )



18
In Abhangigkeit von der Krankheitsdauer in Jahren ergab sich keine statistische Signifikanz
(vgl. Abb.8).
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Abb.8: Thrombomodulin bei Patienten mit Typ I-Diabetes mellitus in
Abhéangigkeit zur Krankheitsdauer in Jahren (n =31)
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3.3. PLASMATISCHE GERINNUNG

3.3.1. FIBRINOGEN

Die Fibrinogenwerte zeigten in den drei untersuchten Gruppen keine statistisch signifikanten
Unterschiede (vgl. Abb.9).

[ Fibrinogenin g/l ]

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Abb.9: Fibrinogenspiegel bei Patienten mit Typ I-Diabetes mellitus
Mittelwert + Standardabweichung

Gruppe 1: n = 11 ( Diabetesdauer < 10 Jahre )

Gruppe 2: n = 9 ( Diabetesdauer 10-20 Jahre )

Gruppe 3: n = 11 ( Diabetesdauer > 20 Jahre )

Normalbereich: 1,8-3,5 g/l
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Die Fibrinogenspiegel zeigten auch in Abhangigkeit zur Krankheitsdauer in Jahren keine
statistisch signifikanten Unterschiede (vgl. Abb. 10).

6 __
5 1
® *

— . * *
> 47 % o o % *
R *
& 3+ s . .
) *
? . 3 .
£ *
S 2+ * ¢ .
i

1 1

0 10 20 30 40 50 60

Abb.10: Fibrinogenspiegel bei Patienten mit T yp I-Diabetes mellitus in

Abhéangigkeit zur Krankheitsdauer in Jahren (n =31)
Normalbereich: 1,8-3,5 g/l
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3.3.2. ANTITHROMBIN

Fur die ermittelten Antithrombin-Werte ergaben sich keine statistisch signifikanten

Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen (vgl. Abb. 11).
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Abb.11: Antithrombin-Spiegel bei Patienten mit Typ I-Diabetes mellitus
Mittelwert + Standardabweichung

Gruppe 1: n = 11 ( Diabetesdauer < 10 Jahre )

Gruppe 2: n = 9 ( Diabetesdauer 10-20 Jahre )

Gruppe 3: n = 11 ( Diabetesdauer > 20 Jahre )

Normalbereich: 75-125% d. Norm
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Die Antithrombin-Spiegel zeigten auch in der Abhéngigkeit zur Diabetesdauer in Jahren keine
statistisch signifikanten Unterschiede (vgl. Abb. 12).
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Abb.12: Antithrombin-Spiegel bei Patienten mit Typ I-Diabetes mellitus in

Abhéangigkeit zur Krankheitsdauer in Jahren (n =31)
Normalbereich: 75-125% d. Norm
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3.3.3. PROTHROMBINFRAGMENT F 1+2

Die Prothrombinfragment F 1+2-Werte waren in Gruppe 1 am hochsten; statistisch
signifikante Unterschiede zwischen den drei Gruppen konnten aber nicht beobachtet werden
(vgl. Abb.13).
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Abb.13: Prothrombinfragment F 1+2 bei Patienten mit Typ I-Diabetes mellitus
Mittelwert + Standardabweichung

Gruppe 1: n = 11 ( Diabetesdauer < 10 Jahre )

Gruppe 2: n = 9 ( Diabetesdauer 10-20 Jahre )

Gruppe 3: n = 11 ( Diabetesdauer > 20 Jahre )

Normalbereich: 0,4-1,1nmol/l



24
In Abangigkeit von der Krankheitsdauer in Jahren wurden keine statistisch signifikanten
Unterschiede beobachtet (vgl. Abb.14).
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Abb.14: Prothrombinfragment F 1+2 bei Patienten mit Typ I-Diabetes mellitus in
Abhangigkeit zur Krankheitsdauer in Jahren (n =31)
Normalbereich: 0,4-1,1 nmol/l
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3.3.4. PROTEIN S

3.3.4.1. GESAMT-PROTEIN S

Die Konzentrationen von Gesamt-Protein S unterscheiden sich in den drei Gruppen nicht
signifikant (vgl. Abb.15).
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Abb.15: Gesamt-Protein S-Konzentration bei Patienten mit Typ I-Diabetes mellitus
Mittelwert + Standardabweichung

Gruppe 1: n =11 ( Diabetesdauer < 10 Jahre )

Gruppe 2: n = 9 ( Diabetesdauer 10-20 Jahre )

Gruppe 3: n = 11 ( Diabetesdauer > 20 Jahre )

Normalbereich: 70 - 140% d.Norm
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Auch bei der Betrachtung der Gesamt-Protein S-Konzentrationen in Abhangigkeit zur

Krankheitsdauer konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede beobachtet werden (vgl.
Abb.16).
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Abb.16: Gesamt-Protein S-Konzentration bei Patienten mit Typ I-Diabetes mellitus
in Abhangigkeit zur Krankheitsdauer in Jahren (n =31)
Normalbereich: 70 - 140% d. Norm
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3.3.4.2. FREIESPROTEIN S

Die Konzentrationen von freiem Protein S zeigten in den drei untersuchten Gruppen keine
statistisch signifikanten Unterschiede (vgl. Abb.17).
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Abb.17: Freie Protein S-Konzentration bei Patienten mit Typ I-Diabetes mellitus
Mittelwert + Standardabweichung

Gruppe 1: n = 11 ( Diabetesdauer < 10 Jahre )

Gruppe 2. n = 9 ( Diabetesdauer 10-20 Jahre )

Gruppe 3: n = 11 ( Diabetesdauer > 20 Jahre )

Normalbereich: 30-45% d.PSges.
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Eine Abhangigkeit der frelen Protein S-Konzentration zur Krankheitsdauer in Jahren konnte

nicht nachgewiesen werden (vgl. Abb.18).
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Abb.18: Freie Protein S-Konzentration bei Patienten mit Typ I-Diabetes mellitus in
Abhéngigkeit zur Krankheitsdauer in Jahren (n =31)
Normalbereich: 30 - 45% d.PSges.
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3.4. BLUTZUCKER

Die Nuchtern-Blutzuckerspiegel unterschieden sich in den drel untersuchten Gruppen nicht
signifikant (vgl. Abb.19).
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Abb.19: Nuchtern-Blutzuckerspiegel bei Patienten mit Typ I-Diabetes

mellitus

Mittelwert + Standardabweichung

Gruppe 1: n = 11 ( Diabetesdauer < 10 Jahre )
Gruppe 2: n = 9 ( Diabetesdauer 10-20 Jahre )
Gruppe 3: n = 11 ( Diabetesdauer > 20 Jahre )
Normalbereich: 60-100 mg/dl
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Die Nuchtern-Blutzuckerspiegel waren in Abhangigkeit zur Krankheitsdauer nicht statistisch

signifikant verandert (vgl. Abb.20).
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Abb.20:Nuchtern-Blutzuckerspiegel bei Patienten mit Typ I-Diabetes mellitus in
Abhangigkeit zur Krankheitsdauer in Jahren (n =31)
Normalbereich: 60-100 mg/dI
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3.5. HBA1C

Beziglich der HbAlc-Werte zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede

zwischen den untersuchten Gruppen (vgl. Abb.21).
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Abb.21: HbAlc-Werte bei Patienten mit Typ I-Diabetes mellitus
Mittelwert + Standardabweichung

Gruppe 1: n = 11 ( Diabetesdauer < 10 Jahre )

Gruppe 2: n = 9 ( Diabetesdauer 10-20 Jahre )

Gruppe 3: n = 11 ( Diabetesdauer > 20 Jahre )

Normalbereich: 4,2-5,9% d.Ges.Hb
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In Abhangigkeit zur Krankheitsdauer waren keine statistisch signifikanten Unterschiede der
HbA1c-Spiegel zu beobachten (vgl. Abb.22).
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Abb.22: HbAlc-Werte bei Patienten mit Typ I-Diabetes mellitus in Abhangigkeit
zur Krankheitsdauer in Jahren (n =31)
Normalbereich: 4,2-5,9% d.Ges.Hb



33

4. DISKUSSION

Gefal3schaden und die damit verbundenen Komplikationen sind nach wie vor die
Haupttodesursache bei Patienten mit Diabetes mellitus und verursachen auch den Haupttell
der direkt und indirekt mit dem Diabetes assoziierten sozialmedizinischen Kosten (21,78).Im
Rahmen der Mikroangiopathie fuhren die Gefal3alterationen zu Schadigungen von Retina und
Glomerulum (7). Hierbel schreibt man dem Endothel der Gefél3e eine SchlUsselrolle zu; die
Aufgabe des Endothels besteht unter physiologischen Bedingungen in seiner Schutzfunktion
fur die Gefdlle. Es soll unter den jeweils individuellen Perfusionsbedingungen einen
adaguaten Stoff- und Gasaustausch des Gewebes sicherstellen, was durch die biochemische
Zusammensetzung in Form von Vasomotions- und Permeabilitétsregulation moglich wird
(122). Desweiteren optimiert das Endothel in Assoziation mit den Thrombozyten seine Anti-
bzw. Prothrombogenitét (93,116).

Es existieren verschiedene Ursachen, die zu Verénderungen dieser physiologischen Vorgange
fuhren kdnnen. Thrombozytenaktivierung (35,87,110,134) und Stérungen der plasmatischen
und endothelialen Faktoren der Gerinnung (4,26,27,29,30,59,77) werden in der Literatur als
Grinde angefhrt.

4.1. THROMBOZYTENAKTIVIERUNG UND DIABETESMELLITUS:

BEDEUTUNG VON GM P-140, GP1B UND PLATTCHENFAKTOR 4

Der Diabetes mellitus hat zahlreiche Auswirkungen auf die Thrombozytenfunktion. Da die
Thrombozyten ihre Konstitution nicht aktiv regulieren kénnen, sind sie vom auferen Milieu
abhangig, welches bei Diabetikern durch Hyperglykémie, Hyper- und Hypoinsulindmie sowie
erhdhten Sympathikotonus mit hypoglykamiebedingten adrenergen Krisen gepragt ist.

Die Bildung intravasaler Thromben auf einem kontinuierlichen, nicht denudierten Endothel
von diabetischen Ratten belegt, dall es beim Diabetes mellitus zur Verminderung
antithrombogener Eigenschaften des Endothels kommt, bevor morphologische Lasionen
erkennbar sind (75,95).Die verminderte Synthese von PGl 2 und NO (EDRF) durfte ein
entscheidender Faktor fir das erhdhte thromboembolische Risiko bei Diabetikern sein, da die
verminderte Freisetzung beider Stoffe die Thrombozytenadhésion und -aggregation
begunstigt (73).

Unter physiologischen Bedingungen steuern die Thrombozyten im Rahmen der

Primarhdmostase die verschiedenen Komponenten der Gerinnung (58,126,130). Wéhrend
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Veranderungen von plasmatischen Faktoren der Gerinnung vor alem fir die ventse

Strombahn klinisch von Bedeutung sind, beeinfluBen die thrombozytenassoziierten
Phénomene vor allem den arteriellen Gefal3schenke (9,22,35,54,108).

Es wurde wiederholt nachgewiesen, dal3 Thrombozyten bei Diabetes mellitus funktionell
aktiver und konstitutiv verandert sind (37,38,110). Dies hat zur Folge, dal3 eine verstarkte
Reiz - Signal - Kopplung, eine vermehrte Thromboxanbildung, eine Prostazyklinresistenz,
eine erhdhte Glykoproteinrezeptorexpression, ein vermehrter Speicherproteingehalt und ein
erhdhtes Thrombozytenvolumen zu beobachten sind.

Die Thrombozytenaktivierung kann als Ausdruck des Verhdltnisses zwischen Stimulations-
und Inhibitionsagonisten und ihrer Signalsysteme gewertet werden. Wann immer
Thrombozyten mit subendothelialen Strukturen in Berihrung kommen, werden sie aktiviert
(117). Auf diesen Aktivatorstimulus reagieren die DNA- und zellkernlosen Thrombozyten,
wel che zytoplasmatische Abschntirungen von vor allem in Knochenmark, Lunge, Leber, Milz
und Niere produzierten Megakaryozyten sind, weitgehend gleich (43,131). Es kommt
innerhalb von Sekunden zum sogenannten shape change, d.h. es kommt zur Ausbildung von
Pseudopodien und zum Ubergang von der diskoiden in die sphérische Form. Anschlief}end
erfolgt die primére, noch reversible Aggregation, gefolgt von der sekundaren, irreversiblen
Aggregation mit der Freisetzung von Granulainhalt (release reaction) (12). Hierbel fusioniert
die Granulamembran mit den Membranen des oberflachenverbundenen Kanalsystems der
Thrombozyten (128) und die Granulainhaltsstoffe werden freigesetzt. Es existieren
verschiedene Granula: aus den a- Granula werden 1. Gerinnungsfaktoren wie Fibrinogen,
Faktor V und VIII, 2. thrombozytenspezifische Proteine wie Plattchenfaktor 4 und [3-
Thromboglobulin, 3. Wachstumsfaktoren wie PDGF (platelet-derived growth factor), EGF
(epidermal growth factor), ECGF (endothelial cell growth factor) und Glykoproteine wie die
Gerinnungsfaktoren und Albumin selbst, sowie Thrombospondin und Fibronektin freigesetzt
(70,112). Einerseits kdnnen solche Stoffe, z.B. Thrombospondin an spezifisch exprimierte
Oberflachenrezeptoren der Thrombozyten zurlckbinden und so zu ener weiteren
Quervernetzung des entstehenden well3en Thrombus fuhren (56,138,149), andererseits konnen
z.B. Pléttchenfaktor 4 und PDGF lokal mit der Gefal3wand interagieren und beispielsweise
Uber ihre mitogene Aktivitédt lokale GeféalRwandveranderungen verstarken (63,94). El
Khawand et al. (1993) sowie Tschdpe et al. (1990) haben in ihren Studien schon auf den
moglichen Zusammenhang zwischen Diabetes und erhdhten Plattchenfaktor 4- Werten
hingewiesen (50,133). Die &- Granula setzen Thrombozytenagonisten wie ADP und Serotonin
frei, die Uber Phospholipase A2 und Arachidonsdure in die Agonisten Prostaglandin G2/H2
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und Thromboxan A2 konvertiert werden, wodurch es zur weiteren Aktivierung im Sinne einer
positiven Feedback - Reaktion kommt (12,69).

Fir die klinische Bedeutung eines gesteigerten Thrombozytenfunktionspotentials ist die

intravasale Thrombozytenaktivierung ausschlaggebend. Die Ergebnisse zahlreicher Studien
lassen den Schlul® zu, da3 es beim Diabetes mellitus tatsichlich zu einer gesteigerten
intravasalen Thrombozytenaktivierung kommt (23,57,113,134,142). Der Beweis hierfir
konnte erst mit der Einflhrung der durchfluRzytometrischen
Thrombozytenaktivierungsmarkeranalyse erbracht werden (1,2,125,132,136). Dabei werden
Antikorper gegen aktivierungsabhangige Oberflachenantigene der Thrombozyten eingesetzt,
so beispielsweise fluoreszierende monoklonale Antikorper gegen GMP-140 und GPlb
(5,105,143).

In der vorliegenden Studie wurden zur Erfassung der Thrombozytenaktivierung die Proteine
GMP-140 und GP1b sowie Pléttchenfaktor 4 bei 31 Patienten mit Typ | Diabetes bestimmt.
Die Patienten wurden abhéngig von der Krankheitsdauer in drei Gruppen eingeteilt: Gruppe 1
mit einer Krankheitsdauer bis zu 10 Jahren, Gruppe 2 zwischen 10 und 20 Jahren und Gruppe
3 mit einer Diabetesdauer von mehr al's 20 Jahren.

Besonders GMP-140 (auch P-Selektin genannt) spielt wegen seiner Zugehorigkeit zur Familie
der Selektine (72,79,99) eine besondere pathophysiologische Rolle, da das P-Selektin die
Interaktion zwischen Thrombozyten und Endothelzellen auf der einen Seite, und Monozyten
und Neutrophilen auf der anderen Seite zu beeinfluen scheint (65,80,89,90,100) und die
Funktion dieser Zelltypen bzgl. Hdmostase und Entziindungsreaktion fordern konnte (146).
GMP-140 ist ein integrales Membran-Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 140000
Dalton, welches auf Thrombozyten, Megakaryozyten und Endothelien (12) gefunden wurde
und auch synonym als Platelet Activation-dependent granule externa membrane-Protein
(PADGEM-Protein) bezeichnet wird (79). Es ist an ruhenden Thrombozyten kaum
nachweisbar, da es sich in der Membran der a-Granula im Innern der Pléattchen und auf den
Weibel-Palade-Bodies der Endothelzellen befindet (65,100). Nach Stimulation der
Thrombozyten und Freisetzung des a-Granulainhalts werden die GM P-140-Rezeptoren an der
Zelloberflache exprimiert (65,89) und kodnnen dann mit Hilfe monoklonaler Antikorper
nachgewiesen werden.

Die Bestimmung von GMP-140 in der vorliegenden Arbeit ergab, dal3 die Aktivierung der
Thrombozyten gegeniiber Normalpersonen in allen drei untersuchten Patientengruppen
deutlich erhoht ist. Dies steht im Einklang mit den zuvor geschilderten Ergebnissen anderer
Studien (23,57,113,134,142). Die Patienten der mit einer Krankheitsdauer bis zu 10 Jahren

zeigten zwar keine statistisch signifikant erhohten Werte im Vergleich mit den beiden anderen
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Gruppen, dennoch ist eine Tendenz zu vermehrter Thrombozytenaktivierung in den frihen

Jahren des Typ | Diabetes erkennbar. Die beiden Gruppen mit einer Diabetesdauer von 10-20
Jahren bzw. mit mehr als 20 Jahren unterscheiden sich auf erkennbar niedrigerem Niveau
kaum, was diese Aussage unterstreicht.

Das Glykoprotein GP1b ist der wichtigste und zahlenmaliig bedeutsamste Adhéasionsrezeptor
fir Thrombin und den von Willebrand-Faktor (VWF) auf Thrombozyten (11). Gesunde
Menschen haben 25000 GP1b- Molekile auf der Oberflache jedes Thrombozyten, welche bel
Aktivierung internalisiert werden koénnen (103,147). Der GPlb-Komplex besteht
hauptsachlich aus den Glykoproteinen 1b und IX, wobei das GP1b aus den Untereinheiten o
und 3 zusammengesetzt ist und ein Molekulargewicht von 170000 Dalton hat. Der VWF ist
ein wichtiger Ligand von GP1b mit einem Molekulargewicht von 220000 Dalton und wird
Uberwiegend im Endothel synthetisiert (11). Bel hohen Scherraten adhérieren Thrombozyten
innerhalb von Mikrosekunden an subendotheliale Strukturen und breiten sich rasch tUber dem
Defekt aus (Thrombozyten-Spreading) (127). Hierbel spielt die von der Interaktion zwischen
GP1b und VWF vermittelte Bindung der Thrombozyten an das Subendothel eine Hauptrolle
(101). Bei Patienten mit Bernard-Soulier Syndrom fihrt ein defekter GP1b-IX Komplex z.B.
zu verléngerter Blutungszeit (13). Die Erhdhung von GPlb auf Thrombozyten von
Diabetikern kénnte die molekulare Basis fur die verstarkte Thrombozytenfunktion bei diesen
Patienten darstellen (135,137), da es als spezifischer Rezeptor der zytoadhasiven Proteine
beim Adhésions- und Aggregationsprozef? eine wichtige Rolle spielt (9,67).

Die GPlb-Expression der untersuchten Patienten war im Vergleich mit Normalpersonen
erhoht, was mit den Ergebnissen der oben genannten Verdffentlichungen Ubereinstimmt. In
Abhangigkeit von der Krankheitsdauer waren aber keine statistisch signifikanten
Unterschiede zu detektieren.

Der Nachweis von Glykoproteinen wie GMP-140 und GP1b auf der Oberflachenmembran
von Thrombozyten ist ein Indikator fur das frihe Stadium der Aktivierung und spiegelt den
funktionellen  Status der Thrombozyten in vivo wider (53,80,125). Die
Immunofluoreszenzmarkierung solcher Epitope mit monoklonalen Antikorpern ist bei
fixierten und damit maximal stabilisierten Thrombozyten mdglich, welche dadurch die in
vivo-Situation reprasentieren (44,102). Der Nachweis von Thrombozytenaktivierung bei
Patienten mit Diabetes mellitus ist schon durch einige Studien erbracht worden
(1,2,23,57,113,125,132,134,136,142), dennoch liegen nur vereinzelt Informationen Uber den
Zusammenhang mit der Krankheitsdauer vor. Deshalb war es ein Zidl dieser Studie, eine
mogliche Korrelation zu Uberprifen. Hierfir kann neben GMP-140 und GPlb auch der

Nachwels von Plattchenfaktor 4 zur Analyse herangezogen werden, da er wahrend des
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Aktivierungsvorganges aus den Granula freigesetzt wird (70). Tschope et al. fanden hohere
Aktivierungswerte (GMP-140) bei Patienten mit bestehenden Gefél3schaden als bel Patienten

ohne vaskulare Komplikationen und schlossen auf eine mogliche Thrombozytenaktivierung
durch die Gefaldlasionen; die erhohten Werte bel komplikationsosem Krankheitsverlauf
wurden als Indikator fUr einen primaren Beitrag der Thrombozyten zu diabetischen
Geféal3schaden gedeutet (132). Die Ergebnisse von GP1b werden in der Litratur kontrovers
diskutiert: es wird tber erhthte Werte bei Diabetikern (135,137) berichtet, andererseits sind
einige Autoren auch der Meinung, dal3 es nach der Thrombozytenaktivierung zum Rickgang
der GP1b-Expression kommt (71,107). Dabel soll es zu einer Translokalisation von GP1b-1X
Komplexen zu den Membranen des oberflachenverbundenen Kanalsystems kommen (104).
El-Khawand et al. beschreiben in ihrer Arbeit signifikant erhdhte Aktivierungsparameter (PF
4 und B-TG) bei Patienten im frihen Krankheitsstadium ohne GeféRkomplikationen (50);
dagegen fanden Fritschi et al. erhdhte Plattchenfaktor 4-Werte lediglich bel Patienten mit
einer Makroangiopathie (57). Die Ergebnisse dieser Studie zeigen tendentiell, daf3 die
Thrombozytenaktivierung bei Patienten mit einer geringen Krankheitsdauer deutlicher
ausgepragt ist als bel Patienten mit léangerer Diabetesdauer. Auf der einen Seite kdnnte man
als Grund hierfur anfiihren, dal? die Thrombozytenaktivierng der erfal3baren Gefalischadigung
vorausgeht und daher Thrombozyten moglicherweise einen Anteil an der Entstehung von
Folgeschéden haben. Auf der anderen Seite kann man sich aber auch die Frage stellen, warum
die Thrombozytenaktivierung im Verlauf der Krankheit wieder abnimmt: entweder ist die
oben genannte These richtig, oder die Thrombozyten adhérieren in diesem Stadium so friih an
die atherosklerotischen Plagues, dal3 sieim zirkulierenden Blut nicht mehr nachzuweisen sind.
Im Gegensatz zu einzelnen Studien (50,98,110) konnten wir keine Abhangigkeit der
Thrombozytenaktivierung von der metabolischen Situation der Patienten, die Gber das HbA1c
kontrolliert wurde, nachweisen; dies stimmt wiederum mit den Erkenntnissen anderer
Arbeiten Uberein (19,44,102). Es wird dartber spekuliert, dal3 die Unabhéngigkeit vom
Glukosemetabolismus auf die erst mit Zeitverzogerung eintretende megakaryozytére
Thrombopoese zurlckzufihren sei, und dal3 eine Umkehrung des Thrombozytenstatus eine
Langzeitnormalisierung des Metabolismus voraussetzt (132).

Die mogliche Bedeutung von Thrombozyten beim Diabetes mellitus unter Betrachtung des
pathophysiologischen  Aspektes ist folgendermalen zu verstehen: 1. durch
Mikroembolisierung der kapillaren Strombahn kann es zur Entwicklung mikroangiopathischer
Organlasionen kommen, 2. kann die Thrombozytenaktivierung bel vorgeschadigten Gefalien
die Atherogenese beschleunigen und 3. sind Thrombozyten bei vorbestehenden Gefald sionen

haufig Ausl6ser von akuten thrombotischen Ereignissen (135).



38

4.2. THROMBOZYTENAKTIVIERUNG:

BEDEUTUNG DER DURCHFLURZYTOMETRIE

Mit der ersten Beschreibung der Thrombozyten durch Bizzozero im Jahr 1881 (14) begann
die Aufkldrung von Struktur und Funktion der Blutpléttchen (11,12). Seitdem wurden
zahlreiche Verfahren entwickelt, die unter Berticksichtigung der Fahigkeit der Thrombozyten
zu adhérieren, zu aggregieren und aktiviert zu werden ihre Funktion testen (18,83,111).
Insbesondere die Thrombozytenaktivierung ist in den letzten Jahren in den Vordergrund des
klinischen Interesses geriickt, da nachzuweisen war, dal3 Zusammenhénge u.a. zwischen
koronarer Herzkrankheit , kardiopulmonalem Bypass, myeloproliferativen Erkrankungen und
Thrombozytenaktivierung bestehen (10,24,54,66,74). Bis zur Einflhrung der Durchflul3- oder
Flow Zytometrie existierten lediglich die Blutungszeit und die Thrombozytenaggregation als
standadisierte klinische Tests zur Erfassung der Thrombozytenfunktion; diese beiden
limitieren sich ebenso wie die indirekten Methoden des PF 4- und B-TG-Nachweises, da es
methodische Probleme gibt (84,115,150). Im Rahmen der Thrombozytenaktivierung kommt
es zu Veranderungen an der Zelloberflache: nach dem Aktivatorstimulus fusioniert die
Granulamembran mit der Oberflachenmembran oder mit dem oberflachenverbundenen
offenen Kanalsystem der Thrombozyten und es kommt zur Freisetzung der
Granulainhaltsstoffe wie Plattchenfaktor 4 bzw. zur Exprimierung von Membranproteinen
wie GMP-140, welches dann durch aktivierungsabhdngige monoklonale Antikdrper im
Rahmen der durchflu3zytometrischen Analyse direkt nachgewiesen werden kann und im
Gegensatz zu anderen indirekten Nachweisverfahren (z.B. Aggregometrie) einen grof3en
Vortell bietet (105,125).

In der vorliegenden Studie wurde die Thrombozytenaktivierung neben der Bestimmung von
PF 4 mit Hilfe der Flow Zytometrie analysiert. Diese Methode beruht auf dem Prinzip, dal3 in
Suspension gehaltene Zellen mit fluoreszierenden monoklonalen Antikdrpern markiert
werden und die emittierte Fluoreszenz sowie die lichtstreuenden Eigenschaften der Zellen
detektiert und analysiert werden. Die gewonnenen Vollblutproben wurden verdinnt, fixiert,
gewaschen, mit monoklonalen Antikdrpern markiert und dann mit einem FACScan Flow
Zytometer analysiert.

Die Blutentnahme und Probenaufbereitung wurde so durchgefihrt, dald der damit
verbundenen Problematik Rechnung getragen wurde. Die Verdinnung mit PBS-Pufferl6sung
beugt der Entwicklung von Thrombozytenaggregaten vor. Die Entstehung von Aggregaten
muf3 fUr die Flow Zytometeranalyse minimiert werden, da diese jedes Oberflachenantigen der

Thrombozyten individuell analysiert und bei aggregierten Thrombozyten die Anzahl der
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Antigene vermindert sein kann (106). Eine Fixierung der Proben ist bei klinischen Studien

fast unumganglich, da fixierte Proben noch innerhalb von 24 Stunden analysiert werden
koénnen ohne einen signifikanten Unterschied in ihrer Fluoreszenzintensitét gegentiber sofort
analysierten Proben aufzuweisen (85). Die Verwendung monoklonaler Antikorper geht auf
die Erkenntnis zuriick, dal3 verschiedene Thrombozytenepitope auch verschiedene Aspekte
der Thrombozytenaktivierung widerspiegeln; um ein spezifisches Epitop exakt zu erfassen
und eine unspezifische Bindung zu vermeiden, wurden monoklonale Antikdrper verwendet
(105). Die angewendete zwei Farben/zwei Antikorper-Methode basiert auf der Eigenschaft
von Thrombozyten, in Vollblut durch ihre Lichtstreuung erkannt werden zu kdnnen. Fallen
einige nicht an die spezifischen monoklonalen Antikorper gebundene Partikel in das
untersuchte Fenster, wirde daraus eine Verfalschung der Ergebnisse resultieren. Aus diesem
Grund ist es wichtig, dal3 ein Antikorper die Partikel als Thrombozyten identifiziert und der
zweite die Expression des Zielglykoproteins quantifiziert (1,2,125). Um diesen notwendigen
Voraussetzungen Rechnung zu tragen, kamen mit Fluoreszeinisothiozyanat (FITC) versehene
monoklonale Antikorper fur die Thrombozytenidentifizierung, und mit Phycoerythrin (PE)
versehene monoklonale Antikorper fur die Quantifizierung des Zielglykoproteins zur

Anwendung.

4.3. ENDOTHELIALE FAKTOREN UND DIABETESMELLITUS:

BEDEUTUNG VON THROMBOMODULIN

Patienten mit Diabetes mellitus sind dazu pradisponiert Gefadeiden zu entwickeln, welche
u.a. mit einer Endotheldysfunktion einhergehen (39,47,139). Ein Nachweis der Dysfunktion
mit einem endothel spezifischen Parameter wurde mit der Entdeckung des Thrombomodulins
durch Esmon et al. moglich (52).

Thrombomodulin ist ein endothelstandiges Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von
75000 Dalton, welches as hochaffiner Rezeptor fuir Thrombin fungiert (17). Im
stochiometrischen Verhdtnis von 1:1 an seinen Rezeptor gebunden, erfahrt das Thrombin
eine starke Veranderung seiner Substratspezifitdt. In Abwesenheit von Thrombomodulin
unterstitzt Thrombin die Blutgerinnung durch die Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin
Uber die Aktivierung der Faktoren V, VIII, X1 und XIIl. Wenn Thrombomodulin und
Thrombin als Komplex vorliegen, wird Protein C aktiviert. Aktiviertes Protein C inhibiert die
Faktoren Vaund Vllla und fuhrt daher zu einer Koagulationshemmung, die dadurch verstérkt

wird, dal3 Thrombomodulin die Hemmung von Thrombin durch Antithrombin foérdert (118).
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Thrombomodulin ist somit in der Lage ein prokoagulatorisches in ein antikoagulatorisches

Enzym zu konvertieren (49,51). Wenn Endothelzellkulturen mit H202 inkubiert werden,
kommt es zum Endothel zelluntergang und zur vermehrten Freisetzung von Thrombomodulin
in den Kulturlberstand (76). Thrombomodulin besitzt im Gegensatz zu anderen
Gefal3markern eine hohe Endothelspezifitdt, was durch immunhistologische Studien
unterstrichen wird, die zeigen, da? Thrombomodulin fast ausschliefdich vom Endothel
exprimiert wird (123).

In der vorliegenden Studie zeigten die Patienten mit einer Diabetesdauer zwischen 10 und 20
Jahren die hochsten Thrombomodulinwerte, Patienten mit einer Krankheitsdauer bis zu 10
Jahren die niedrigsten Werte, wobei bel allen untersuchten Patienten die Werte deutlich tber
den Normalwerten lagen. Eine statistische Signifikanz der Thrombomodulinwerte in Bezug
auf die Diabetesdauer war jedoch nicht festzustellen; es deutet sich lediglich die Tendenz an,
dal3 im frihen Stadium der Erkrankung der Endothelmarker Thrombomodulin am geringsten
ausgepragt zu sein scheint. Die Ergebnisse dieser Studie stehen im Einklang mit den
Ergebnissen von Sernau et al. (123), die ebenfalls bel Patienten mit der geringsten
Krankheitsdauer die niedrigsten Werte fanden. Diese Arbeitsgruppe postulierte nach der
Untersuchung von diabetischen und nichtdiabetischen Patienten mit/ohne pAVK und
mit/ohne Albuminurie, dal3 das endothelspezifische Thrombomodulin as Marker fir
mikrovaskulére, aber nicht fir makrovaskuldre Endothelzellschadigungen zu verwerten sai.
Das wurde begrindet mit der Tatsache, dal} 95% des Gefal3gebietes im Bereich der
Mikrozirkulation liegen , und bei einer pAVK im Vergleich zur Mikrozirkulation ein nur sehr
kleines Geféalgebiet befallen ist. Diese Betrachtungsweise unterstiitzt die Ergebnisse unserer
Studie, die einen tendentiellen Anstieg von Thrombomodulin erst mit einer langeren
Erkrankungsdauer zeigte. Auch Leurs et a. fanden datistisch signifikante
Thrombomodulinerhdhungen erst bel  Patienten, die bereits eine Kombination von
Retinopathie und Albuminurie aufwiesen (92). Eine Korrelation zwischen Diabetesdauer und
Thrombomodulinspiegel wurde auch von Iwashima et a. bel Typ Il Diabetikern im frihen
Stadium einer Nephropathie beschrieben (77). Yagoob et a. wiesen in ihrer Studie einen
Zusammenhang von erhéhten Thrombomodulinwerten und bestehendem Tubulusschaden bei
Typ | Diabetikern nach; im Gegensatz dazu war bei Normwerten fur Thrombomodulin kein
Tubulusschaden feststellbar (151), was ein weiterer Hinwels dafir ist, da3 erhdhte
Thrombomodulinwerte erst bel Folgeschaden bzw. langerer Diabetesdauer auftreten.
Hergesell et al. fanden heraus, da3 der Thrombomodulinspiegel auch abhangig von der
renalen Clearance ist (68); die Patienten dieser Studie zeigten jedoch Normwerte fir

Kreatinin, sodal? erhohte Thrombomodulinwerte aufgrund einer verminderten renalen



41
Clearance ausgeschlossen werden kdnnen. Desweiteren konnte kein Zusammenhang zwischen
dem Thrombomodulinspiegel und der metabolischen Situation anhand des HbA 1c festgestellt

werden, was mit den in der Literatur geschilderten Ergebnissen Ubereinstimmt (77,123,151).

4.4, PLASMATISCHE GERINNUNG UND DIABETESMELLITUS:
BEDEUTUNG VON FIBRINOGEN, ANTITHROMBIN, PROTEIN S UND PROTHROMBINFRAGMENT
F1+2

Es wurde in Erwagung gezogen, dal3 die Pathogenese der Geféaldasionen bei Patienten mit
Diabetes mellitus zumindest teilweise mit Verdnderungen des hamostatischen Systems im
Zusammenhang steht (3,64,81). Als Grund wird hierfr in der Literatur der
hyperkoagulatorische Zustand bei diesen Patienten angeftihrt (7,33,110,135), der durch den
Nachweis von Gerinnungsprakursoren, erhthter Thrombingenerierung und Verminderung
von Gerinnungsi nhibitoren gekennzeichnet ist (8,27,29,32).

Diese Hypothesen gaben den Anlass, das plasmatische Gerinnungssystem bel Patienten mit
Diabetes mellitus zu untersuchen. Hierzu wurden Fibrinogen, Prothrombinfragment F1+2,
Antithrombin und Protein S bestimmt.

Fibrinogen stellt die Vorstufe des Endproduktes der Gerinnungskaskade, des Fibrins, dar und
gehort zur Gruppe der Akute-Phase-Proteine (Fey und Fuller 1987). Als solches kann es as
Marker fur Entziindungsprozesse angesehen werden (140), die an der Entstehung von
atherosklerotischen Gefdlveranderungen, u.a. bei Diabetikern, beteiligt sind (7,129).
Wahrend Entzindungsreaktionen steigt der Fibrinogenspiegel (55), wobel Leukozyten die
hepatische Fibrinogensynthese Uber Expression von Interleukin-6 stimulieren kdnnen (109).
Die Rolle der Entzindungsreaktion bei der Entstehung der Atherosklerose ist dadurch
gekennzeichnet, dald Interleukin-1 und Tumor-Nekrose-Faktor in der Lage sind,
antithrombogene Eigenschaften des Endothels wie Regulation der Geféalwandpermeabilitét
und Vasomotion in prothrombogene Eigenschaften umzukehren (109).

In vielen Veroffentlichungen wird im Zusammenhang mit Diabetes mellitus von erhohten
Fibrinogenspiegeln berichtet, unabhéngig davon, ob die Patienten an Typ |- oder Typ Il
Diabetes erkrankt sind (32,59,97). Es existieren aber auch Studien, die den Zusammenhang
zwischen erhohten Fibrinogenspiegeln und Diabetes mellitus nicht bestdtigen konnen
(50,148). Diese Unterschiede konnten darin begriindet sein, dal3 es verschiedene Faktoren
gibt, die den Fibrinogenspiegel beeinfluBen. Hierzu zéhlen neben Alkoholkonsum,

Nikotinabusus, Alter, Adipositas und Infektionsreaktionen auch genetische Faktoren und
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speziell bei Diabetikern ene insuffiziente Blutzuckerkontrolle und gesteigerte
Fibrinogensynthese (34,61,86,140).

In unserer Studie konnte kein satistisch signifikanter Zusammenhang zwischen

Diabetesdauer und Fibrinogenkonzentration festgestellt werden; dies ist mit Ergebnissen aus
der Literatur vergleichbar, die diesen Zusammenhang ebenfalls nicht feststellten (50,59,110).
Die Fibrinogenwerte sind auch gegentiber den Standardlaborreferenzbereichen lediglich bel
Patienten mit einer Diabetesdauer von bis zu 10 Jahren erhdht, die Ergebnisse der beiden
anderen untersuchten Patientengruppen liegen innerhalb des Normbereiches. Auch der von
einigen Autoren vermutete Zusammenhang mit einer insuffizienten Blutzuckerkontrolle
konnte insofern nicht bestdtigt werden, da keine Abhéngigkeit zwischen
Fibrinogenkonzentration und HbA 1c- bzw. Blutzuckerwerten nachzuweisen war.

Seitdem bekannt ist, da’3 bei der Konversion des Gerinnungsprakursors Prothrombin zu
Thrombin das Spaltprodukt Prothrombinfragment F 1+2 entsteht, wird angenommen, dal3
dieses ein sensitiver Marker fur die Aktivierung des plasmatischen Gerinnungssystems ist
(8,114). Prothrombinfragment F 1+2 wird somit als Marker fur die Thrombingenerierung
angesehen (4). Die in der Literatur angefihrten Ergebnisse berichten einheitlich von erhéhten
Prothrombinfragment F 1+2-Werten bel Typ | Diabetikern (30,32,62,152), was durch die
Ergebnisse unserer Untersuchung unterstrichen wird. Alle untersuchten Patienten lagen mit
ihren Werten Uber den angegebenen Standardlaborreferenzbereichen, wobei Patienten mit
einer Diabetesdauer bis zu 10 Jahren die hochsten Werte aufwiesen; dennoch lag kein
statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Diabetesdauer und Prothrombinfragment F
1+2 vor. Eine Korrelation zwischen Prothrombinfragment F 1+2 und der metabolischen
Situation wurde entsprechend den Ergebnissen anderer Publikationen nicht gefunden (30). Es
existieren Verdffentlichungen, die von einer Korrelation zwischen Fibrinogenspiegel und
Prothrombinfragment F 1+2-Werten berichten (32,62); Prothrombinfragment F 1+2 moduliert
die Fibrinogensynthese, sodal? erhohte Prothrombinfragment F 1+2-Werte mit einer
Uberproduktion von Fibrinogen in der Leber einhergehen konnten (32). Dieser
Zusammenhang konnte in der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden.

Die Antithrombine wurden 1975 von Seegers in vier Gruppen unterteilt, wobel das
Antithrombin [11 Gber 70% der Aktivitat der Antithrombine Gbernimmt; die physiologische
Funktion von Antithrombin besteht in der Hemmung aktivierter Gerinnungsfaktoren (119).
Veranderungen von Antithrombin bel Diabetikern mit Gefafdleiden wurden beschrieben (6),
ebenso wurde bei normalen Plasmakonzentrationen Uber eine reduzierte biologische Aktivitat
von Antithrombin bei Typ 1 Diabetikern berichtet (28). Bei der Bestimmung von

Antithrombin zeigt die Literatur keine signifikanten Unterschiede der Plasmakonzentrationen
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bei Typ | Diabetikern gegentiber Normalpersonen (25,96,110), esist auch keine Abhangigkeit

von der Krankheitsdauer beschrieben (96). Diese Erkenntnisse stimmen mit den Ergebnissen
unserer Arbeit Uberein, bei denen es weder statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
drei untersuchten Patientengruppen gab, noch eine Abhéangigkeit zwischen Diabetesdauer und
metabolischer Situation nachzuweisen war. Desweiteren lagen die Antithrombin-Werte fir
aledrel Patientengruppen innerhalb des Standardlaborreferenzbereiches.

Protein S ist ein Vitamin K-abhangiges Glykoprotein, welches as Co-Faktor fur die
antikoagulatorische Wirkung von aktiviertem Protein C und der Inaktivierung der Faktoren
Vaund Vllladient (45,46,145). Im Plasma zirkuliert das von DiScipio et a. 1977 in Seattle
entdeckte Protein in freier Form und als Komplex mit C4-binding Protein; nur das freie
Protein S agiert als Co-Faktor fr aktiviertes Protein C (119), wahrend es in gebundener Form
seine Fahigkeit als Protein C-Co-Faktor verliert (40). Daher ist nur die freie Protein S
Konzentration fUr die Regulation des Protein C-abhéngigen Gerinnungsweges relevant (31).
Es wurde auch berichtet, dal3 Protein S an Rezeptoren glatter Muskelzellen bindet und somit
auch an der Regulation der Zellproliferation beteiligt sein konnte (88).

Die physiologische Aufgabe des Protein Sist anhand kongenitaler Mangel zusténde mit daraus
resultierender familidrer Thrombophilie beschrieben worden (41); desweiteren wurden
Studien veréffentlicht, die von einem erworbenen Protein S-Mangel bel Patienten in solchen
Situationen berichten, die mit einem erhohten Risiko fur die Entwicklung von
thromboembolischen  Ereignissen einhergehen, wie z.B. Schwangerschaft, Lupus
erythematodes oder Einnahme oraler Kontrazeptiva (15,42).

Ceriello und Mitarbeiter fanden bei Typ | Diabetikern keine Unterschiede der Protein S
Gesamtkonzentration gegentber nichtdiabetischen Patienten, wahrend die Konzentration von
freilem Protein S signifikant erniedrigt war. Da die Konzentration von C4-binding Protein
gleichzeitig erhdht war, wurde daraus der Schlufd gezogen, dal’ Typ 1 Diabetiker zur Gruppe
der Patienten mit einem erworbenen Protein S-Mangel zu zdhlen sind, und dal3 die daraus
resultierende erniedrigte  Protein  S-Aktivitdt auch mitverantwortlich  far  den
hyperkoagulatorischen Zustand dieser Patienten sein konnte (31). Auch in unserer Studie
waren die Werte von freiem Protein S gegeniiber den Standardlabornormalwerten in allen drei
untersuchten Patientengruppen signifikant erniedrigt, wahrend sich die drei Patientengruppen
in der Protein S-Gesamtkonzentration bezogen auf die Standardlabornormalwerte und
untereinander nicht unterschieden. Ein Zusammenhang zwischen den Konzentrationen von
frelem bzw. Gesamt-Protein S zur Diabetesdauer konnte nicht nachgewiesen werden, was in
der Literatur bestétigt wird (50). Der Vergleich von Protein S mit der metabolischen Situation

der Patienten wird in der Literatur kontrovers diskutiert; wahrend Schernthaner und
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Mitarbeiter einen statistisch signifikanten Bezug von HbA1c zu frelem sowie Gesamt-Protein
S feststellten (121), konnten El Khawand et al. bei signifikant erhohter Protein S

Gesamtkonzentration von Diabetikern gegeniiber Normalpersonen diese Korrelation zum
HbA1c nicht herstellen (50). Diese Untersuchung &3t eine Tendenz in der Abhangigkeit von
freier bzw. Gesamt-Protein S-Konzentration zum HbA 1c erkennen, obwohl keine statistische

Signifikanz erzielt wurde.

4.5. SCHLURFOLGERUNG

Die diabetischen Gefél3schaden teilt man in diabetesspezifische Mikro- und unspezifische
Makroangiopathien ein. Als Ursache dieser Gefél3veranderungen wird ein prathrombotischer
bzw. hyperkoagulatorischer Zustand der betroffenen Patienten angenommen, der Folge
zahlreicher Veranderungen von plasmatischer Gerinnung, Fibrinolysesystem, Endothel- und
Thrombozytenfunktion ist. Eine dtatistisch signifikante  Abhangigkeit zwischen
thrombozytéren, plasmatischen sowie endothelialen Aktivierungsmarkern und der
Krankheitsdauer bei Patienten mit Typ | Diabetes mellitus konnte in dieser Studie nicht
nachgewiesen werden, obwohl einige Tendenzen diesbezliglich erkennbar waren. Die
Thrombozyten zeigen in alen drei untersuchten Patientengruppen e ne signifikante Erhéhung
ihrer Aktivierungsparameter gegentiber Normal personen, wobei die Patienten mit geringerer
Krankheitsdauer (Gruppe 1) tendentiell die hochsten Werte zeigten; dies konnte einerseits
dafir sprechen, da3 eine erhohte Reaktivitdét der Thrombozyten den manifesten
GefalRalterationen vorausgeht, andererseits muf3 aber auch die Moglichkeit in Betracht
gezogen werden, dal3 aktivierte Thrombozyten von Patienten mit langerer Krankheitsdauer
(Gruppe 2 und 3) schnell an atherosklerotische Lasionen gebunden werden und so im
zirkulierenden Blut nicht mehr nachzuweisen sind. Thrombomodulin as Marker fur
Endotheldysfunktionen zeigte bei Patienten mit geringer Krankheitsdauer (Gruppe 1) die
niedrigsten Werte, wahrend bei Patienten mit einer Krankheitsdauer von mehr als 10 Jahren
(Gruppe 2 und 3) hohere Werte gemessen wurden, was tendentiell den Anstieg dieses
Parameters mit der Krankheitsdauer belegt, und somit als Nachweis fur die Genese von
Gefal3schaden dienen kann. Auch bei den plasmatischen Gerinnungsfaktoren bzw. Inhibitoren
zeigten keine Veranderungen in Beziehung zur Diabetesdauer. Die Konzentrationen von
frelem Protein S waren bel allen drei untersuchten Patientengruppen signifikant gegentber
Normalwerten erniedrigt, da aber kein Bezug zur Krankheitsdauer festgestellt wurde, kann

dieser Parameter lediglich as Hinweis auf eine Minderung des antikoagulatorischen
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Potentials der Patienten gedeutet werden. Beziehungen zwischen den gemessenen Parametern

und HbAlc- bzw. Blutzuckerwerten der Patienten konnten nur fur die freie und Gesamt-
Protein S-Konzentration tendentiell beobachtet werden, sodald eine Korrelation zur
metabolischen Situation dieser Patienten nicht nachgewiesen werden konnte. Die Anzahl
aktivierter Thrombozyten ist im Fruhstadium der Erkrankung hoher als im weiteren Verlauf
und kann als erster Hinwels fir die Entwicklung von Gefal3sch&den gesehen werden, wéhrend
eine Endotheldysfunktion verstéarkt bel langerer Diabetesdauer vorliegt und somit der
Manifestation der Gefal3schaden unmittelbar vorausgeht. Darliber hinaus zeigt die niedrige
Konzentration von freiem Protein S eine Abschwéachung des Inhibitorpotentials an. Die
routineméaldige Verwendung der untersuchten Parameter als Indikatoren fir die Entwicklung,
Manifestation und Progredienz von Gefél3alterationen scheint nach den Ergebnissen dieser
Studie nicht indiziert. Die Interpretation unserer Ergebnisse in Bezug auf Konsequenzen in
Préavention bzw. Behandlung der Gefaldschdden bel Diabetes mellitus bedarf weiterer

Klarung.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Veranderungen von plasmatischer Gerinnung, Fibrinolysesystem, Endothel- und
Thrombozytenfunktion werden mit as Ursache fir die Entstehung diabetischer
GefalRalterationen angesehen. In der vorliegenden Studie wurde der Einflul3 der
Krankheitsdauer auf das Gerinnungssystem bel 31 Patienten mit Typ | Diabetes mellitus
untersucht. Das Patientenkollektiv wurde entsprechend der Krankheitsdauer drel Gruppen
zugeteilt. In Gruppe 1 (n = 11) wurden Patienten mit einer Krankheitsdauer von weniger as
10 Jahren, in Gruppe 2 (n = 9) Patienten mit einer Krankheitsdauer zwischen 10 und 20
Jahren und in Gruppe 3 (n = 11) Patienten mit einer Krankheitsdauer von mehr als 20 Jahren
untersucht. Die Thrombozytenaktivierung wurde mittels DurchfluRzytometrie und der
Bestimmung von Pléttchenfaktor 4 (PF 4) untersucht. Fur die Durchflul3zytometrie wurden
die monoklonalen, fluoreszierenden Antikbrper CD 62 und CD 42b, 1%ige
Paraformaldehydlésung und ein Phosphatpuffer verwendet. Sowohl die Expression des
Granulamembranproteins 140 (GMP-140) als auch die des Glykoproteins 1b (GP1b) wurden
innerhalb von 24 Stunden nach Blutentnahme gemessen. Parameter der Blutgerinnung und
der Endothelfunktion wurden durch Standardlaborverfahren unter Anwendung von
enzymimmunol ogischen Tests bestimmt.

Eine Beziehung zur Diabetesdauer konnte tendentiell fir die Thrombozytenaktivierung und
Thrombomodulin als Marker fir Endotheldysfunktionen nachgewiesen werden, wobei
Patienten der Gruppe 1 (Diabetesdauer < 10 Jahre) die stérkste Thrombozytenaktivierung im
Vergleich der drel untersuchten Patientengruppen, und Patienten der Gruppen 2 und 3
(Diabetesdauer zwischen 10 und 20 Jahren bzw. > 20 Jahre) stérker erhohte
Thrombomodulinwerte als die Patienten der Gruppe 1 zeigten. Daraus kann der Schluf3
gezogen werden, dal? die verstarkte Thrombozytenaktivierung im Fihstadium der Erkrankung
als erster Hinweis fr die Entstehung von Gefélalterationen dienen kann, und eine verstarkte
Endotheldysfunktion erst im weiteren Verlauf der Erkrankung auftritt und somit den
manifesten Geféldschaden unmittelbar vorausgeht. Korrelationen der bestimmten Parameter zu
HbAlc- und Blutzuckerwerten konnte lediglich fur die freie und Gesamt-Protein S
Konzentration tendentiell nachgewiesen werden, sodal? eine Abhangigkeit von der
metabolischen Situation der Patienten nicht gezeigt werden konnte. FUr alle Parameter der
Blutgerinnung, der Fibrinolyse, der Endothel- und Thrombozytenfunktion konnte kein
statistisch signifikanter Bezug zur Diabetesdauer hergestellt werden.
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7. TABELLEN

7.1. ALTER

Tab. 1: Alter

Mittelwerte + Standardabweichung.

Gruppe 1: n = 11 (Diabetesdauer < 10 Jahre)
Gruppe 2: n = 9 (Diabetesdauer 10 - 20 Jahre)
Gruppe 3: n = 11 (Diabetesdauer > 20 Jahre)

Gruppe 1 Gruppe 2

Alter [Jahre] 330+111 41,1+111

7.2. KRANKHEITSDAUER

Tab. 2: Krankheitsdauer

Mittelwerte + Standardabweichung.

Gruppe 1: n = 11 (Diabetesdauer < 10 Jahre)
Gruppe 2: n = 9 (Diabetesdauer 10 - 20 Jahre)
Gruppe 3: n = 11 (Diabetesdauer > 20 Jahre)

Gruppe 1 Gruppe 2

Krankheitsdauer [Jahre] 6,5+ 2,2 15,8+ 3,2

Gruppe 3

49,3+ 13,1

Gruppe 3

29,6 + 8,8
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7.3. DATEN DER THROMBOZYTENAKTIVIERUNG

Tab. 3: GMP-140 [% d. N.], GP1b [AMFU] und PF-4 [IU/m]

Mittelwerte £ Standardabweichung; Normalwerte: GMP-140: 5 + 1,1 % d. N.; PF-4: 0-5
u/ml.

Gruppe 1: n = 11 (Diabetesdauer < 10 Jahre)

Gruppe 2: n = 9 (Diabetesdauer 10 - 20 Jahre)

Gruppe 3: n = 11 (Diabetesdauer > 20 Jahre)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
GMP-140[%d.N.] 89+6,3 48+ 33 47+19
GP1b [AMFU] 357,4+ 39,9 311,2+ 41,9 333,0+ 53,6
PF-4[1U/ml] 140,9 + 65,8 105,3+ 72,0 112,4 £ 50,1

7.4. THROMBOMODULIN

Tab. 4: Thrombomodulin [ng/ml]

Mittelwerte + Standardabwei chung.

Gruppe 1: n = 11 (Diabetesdauer < 10 Jahre)
Gruppe 2: n = 9 (Diabetesdauer 10 - 20 Jahre)
Gruppe 3: n = 11 (Diabetesdauer > 20 Jahre)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Thrombomodulin [ng/ml] 30,2 + 15,8 40,6 + 19,9 349+128
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7.5. PARAMETER DER PLASMATISCHEN GERINNUNG

7.5.1. GERINNUNGSUNTERSUCHUNGEN

Tab. 5: Quick [%d. N.], TZ[s] und PTT [9]

Mittelwerte + Standardabweichung; Normalwerte: Quick: 70-130 % d. N.; TZ: <21 s; PTT:
26-36 s.

Gruppe 1: n = 11 (Diabetesdauer < 10 Jahre)

Gruppe 2: n = 9 (Diabetesdauer 10 - 20 Jahre)

Gruppe 3: n = 11 (Diabetesdauer > 20 Jahre)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe3
Quick [%d. N.] 97,7+ 35 931+85 96,6 + 4,3
TZ [ 171+11 176+15 171+1.2
PTT [ 348+ 32 345+35 34,4+ 33

7.5.2. FIBRINOGEN

Tab. 6: Fibrinogen [g/l]

Mittelwerte + Standardabweichung; Normalwert: 1,8-3,5 g/l.
Gruppe 1: n = 11 (Diabetesdauer < 10 Jahre)

Gruppe 2: n = 9 (Diabetesdauer 10 - 20 Jahre)

Gruppe 3: n = 11 (Diabetesdauer > 20 Jahre)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Fibrinogen [g/l] 3,711 3,2+0,8 35%+0,8
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7.5.3. ANTITHROMBIN

Tab. 7: Antithrombin 111 [% d.N.]

Mittelwerte + Standardabweichung; Normalwert: 75-125 % d. N..
Gruppe 1: n = 11 (Diabetesdauer < 10 Jahre)

Gruppe 2: n = 9 (Diabetesdauer 10 - 20 Jahre)

Gruppe 3: n = 11 (Diabetesdauer > 20 Jahre)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

AT I [%d. N.] 106,0 + 27,2 94,1+ 16,8 102,6 + 35,9

7.5.4. PROTEIN S

Tab. 8: Freies Protein S [% d.PSges.] und Gesamt-Protein S[% d. N.]

Mittelwerte + Standardabweichung; Normalwerte: Freies Protein S: 30-45 % d.PSges,;
Gesamt-Protein S: 70-140 % d. N..

Gruppe 1: n = 11 (Diabetesdauer < 10 Jahre)

Gruppe 2: n = 9 (Diabetesdauer 10 - 20 Jahre)

Gruppe 3: n = 11 (Diabetesdauer > 20 Jahre)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Gesamt-ProteinS 97,2+ 129 90,1+ 133 96,8 + 23,0
[%d.N.]
Freies Protein S [% 30,1+ 6,0 27,749 31,6+8,7

d.PSges]
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7.5.5. PROTHROMBINFRAGMENT F 1+2

Tab. 9: Prothrombinfragment F 1+2 [nmol/I]

Mittelwerte + Standardabweichung; Normalwert: 0,4-1,1 nmol/I.
Gruppe 1: n = 11 (Diabetesdauer < 10 Jahre)

Gruppe 2: n = 9 (Diabetesdauer 10 - 20 Jahre)

Gruppe 3: n = 11 (Diabetesdauer > 20 Jahre)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Prothrombinfragment F 26,6 + 48,5 3551 53+8,6

1+2 [nmol/I]

7.6. LABORCHEMISCHE PARAMETER

7.6.1. BLUTZUCKER

Tab. 11: Blutzucker [mg/dl]

Mittelwert £ Standardabweichung; Normalwert: 60-100 mg/dl.
Gruppe 1: n = 11 (Diabetesdauer < 10 Jahre)

Gruppe 2: n = 9 (Diabetesdauer 10 - 20 Jahre)

Gruppe 3: n = 11 (Diabetesdauer > 20 Jahre)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Blutzucker [mg/dl] 150,6 + 91,8 190,4 + 65,9 182,8+ 51,1
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7.6.2. HBA1C

Tab. 12: HbA1c [% d. Ges.Hb]

Mittelwert £ Standardabweichung; Normalwert: 4,2-5,9 % d. Ges.Hb.
Gruppe 1: n = 11 (Diabetesdauer < 10 Jahre)

Gruppe 2: n = 9 (Diabetesdauer 10 - 20 Jahre)

Gruppe 3: n = 11 (Diabetesdauer > 20 Jahre)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

HbA1c[%d. GesHb] 89+ 23 75+0,7 81+ 14

7.6.3. THROMBOZYTEN

Tab. 13: Thrombozytenzahl [Tsd./mcl]

Mittelwert + Standardabweichung; Normalwert: 140-440 Tsd./mcl.
Gruppe 1: n = 11 (Diabetesdauer < 10 Jahre)

Gruppe 2: n = 9 (Diabetesdauer 10 - 20 Jahre)

Gruppe 3: n = 11 (Diabetesdauer > 20 Jahre)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Thrombozyten 242 + 58 259 + 47 240 + 57
[Tsd./mcl]
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8. ANHANG

8.1. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

B-TG
AMFU
AT
CD

d. N.
DNA
ECGF
EDRF
HTC
FS

GMP
GP
Hb
IDDM
Ig
mw

n

Y
PADGEM
PBS
PDGF
PE

PF 4
PS
PTT
SSC
Suppl
TZ

3-Thromboglobulin

Arbitrary mean fluorescent Units
Antithrombin

Cluster of differentiation

der Norm

Desoxyribonukleinsaure
Endothelial cell growth factor
Endothelial cell derived relaxation factor
Fluoreszin-1sothiozyanat

Forward angle light scatter
Erdbeschleunigung

Gage

Granule membrane protein
Glykoprotein

Hamoglobin

Insulin dependent diabetes mellitus
Immunglobulin

Milliwatt

Stichprobenumfang

Irrtumswahrscheinlichkeit

Platelet activation dependent granule external membrane

Phosphate-buffered-saline
Platelet derived growth factor
Phycoerythrin

Plé&ttchenfaktor 4

Protein S

partielle Thromboplastinzeit
Side angle light scatter
Supplement

Thrombinzeit
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Vol.
vWF

Volume
von Willebrand Faktor
Watt
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