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Kurzzusammenfassung

Kurzzusammenfassung

Einleitung: Die Datenlage zu neuroprotektiven Auswirkungen des Insulin-like-Growth-Factor-1
(IGF-1) und dem Insulin-like-Growth-Factor-Binding-Protein-3 (IGFBP-3) auf hypoxisch-
ischamisch verletztes Hirngewebe ist bisher nicht eindeutig gewesen. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden die Zusammenhénge zwischen den in der Akutphase gemessenen Humanplasmaspiegeln
der beiden Proteine und dem funktionell-neurologischen Outcome von Schlaganfallpatienten nach
drei Monaten untersucht.

Methodik: In Heparinplasmaproben von Schlaganfallpatienten, die der EARLY-Studie
(NCT00562588) entstammen, wurden mittels Chemilumineszenz-Immunoassay die IGF-1- und
die IGFBP-3-Plasmawerte am Tag des Studieneinschlusses (Tag 0) und an Tag 8 nach dem
ischamischen Ereignis bestimmt. Das Outcome wurde drei Monate nach dem Schlaganfall anhand
der modified Rankin Scale (mRS) festgestellt; ein schlechtes Outcome war definiert als mRS = 3-
6 Punkte. Nach Dichotomie der Studienpopulation in zwei Outcome- und zwei IGFBP-3-Gruppen
wurden bivariate Dependenzanalysen durchgefiihrt. Zur Uberpriifung von Einflussfaktoren auf die
IGFBP-3-Plasmaspiegel wurde ein multiples lineares Regressionsmodell mit den IGFBP-3-
Werten von Tag 0 als Kriterium erstellt. Abschlieend wurde eine multiple binére logistische
Regression mit dem Outcome als Kriterium sowie samtlichen Proteinwerten und vorher
detektierten potentiellen Storfaktoren als Prédiktoren durchgefihrt, um die pradiktive Eignung der
Proteine zu testen.

Ergebnisse: Die Kohorte bestand aus 404 Patienten. Der mittlere Wert auf der mRS bei
Studienaufnahme betrug 2 (+/- 1) Punkte. 89 Patienten hatten ein schlechtes Outcome. 120
Patienten hatten niedrige IGFBP-3-Spiegel (unterhalb -2 Standardabweichungen vom alters-
adjustierten Mittelwert) und 284 Patienten hatten normale IGFBP-3-Spiegel. Die Plasmaspiegel
des IGF-1 und des IGFBP-3 waren positiv miteinander korreliert (Tag 0: r = 0.621, p < 0.001;
Tag 8: r = 0.685, p < 0.001). In der multiplen linearen Regression zeigten die IGFBP-3-Spiegel
einen Zusammenhang mit dem Patientenalter, dem Geschlecht sowie den IGF-1-Spiegeln. Nach
Confounder-Adjustierung in der abschlieBend durchgefiihrten multiplen binédren logistischen
Regression zeigten sich keine signifikanten Zusammenhénge zwischen den IGF-1- sowie IGFBP-
3-Spiegeln an Tag 0 zum Outcome (IGF-1: OR 1.4; 95%-K10.9-2.4; p=0.172; IGFBP-3: OR 0.7;
95%-K1 0.4-1.2; p = 0.167). Niedrige IGF-1-Spiegel an Tag 8 zeigten einen signifikanten und
unabhéngigen protektiven Einfluss auf das Outcome (OR 0.6; 95%-KI1 0.37-0.99; p = 0.044).
Niedrige IGFBP-3-Spiegel an Tag 8 zeigten einen signifikanten und unabhéngigen Einfluss auf
ein schlechtes Outcome nach 90 Tagen (OR 2.8; 95%-KI 1.6-4.8; p < 0.001).
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Schlussfolgerung: Die IGF-1- und IGFBP-3-Plasmaspiegel von Tag 8 zeigten einen signifikanten
und unabh&ngigen Zusammenhang zum Schlaganfall-Outcome nach 90 Tagen. Dies ist vermutlich
die bisher erste Studie, in der die unabhangige Assoziation zwischen niedrigen IGFBP-3-Spiegeln
in der Akutphase und einem schlechten funktionellen Zustand nach 90 Tagen anhand einer
ausreichend groRen Studienkohorte demonstriert werden konnte. Die Resultate lassen postulieren,
dass der pradiktive Wert der IGF-1- und IGFBP-3-Spiegel in einer Abhéangigkeit zu dem

Messzeitpunkt in der Akutphase nach ischdmischen Schlaganfall steht.

Vi
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Abstract

Background: Potential neuroprotective effects of both Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1) and
Insulin-like Growth Factor Binding Protein-3 (IGFBP-3) on hypoxically-ischemically injured
brain tissue have been contradictorily described elsewhere. The aim of this study was to determine
if plasma levels of IGF-1 and IGFBP-3 assessed in stroke patients within the acute phase are
indicative of three months functional outcome.

Methods: IGF-1 and IGFBP-3 plasma levels were measured using a chemiluminescence
immunoassay in heparin blood samples originally taken from the EARLY -Study (NCT00562588).
Assessment was implemented on admission and eight days post-stroke. Neurological deficits were
assessed via modified Rankin Scale (mRS) three months after stroke occurrence, resulting in either
favourable functional outcome (MRS = 0-2) or unfavourable outcome (MRS = 3-6). Bivariate
dependency analyses following dichotomization of all patient parameters into two outcome groups
and two IGFBP-3-level-groups were performed. In order to detect factors possibly influencing
IGFBP-3 levels, a multiple linear regression model was established using the IGFBP-3-levels (day
0) as the criterion variable. A multiple binary logistic regression including the outcome as a
criterion and all assessed protein levels as well as possible confounders as predictors was
conducted to test for the proteins’ independent predictive value.

Results: Overall, 404 Patients were included. Average mRS on admission as well as three months
post-stroke were 2 (+/- 1). Out of those, 89 patients had an unfavourable outcome. IGFBP-3-levels
were low in 120 patients (below -2 standard deviations from the age-adjusted mean) and normal
in 284 patients. IGF-1 and IGFBP-3 plasma levels correlated with each other (day 0: r =0.621, p
< 0.001; day 8: r = 0.685, p < 0.001). In a multiple linear regression IGFBP-3-levels were
associated with age, gender and IGF-1-levels. After adjusting for confounders, IGF-1 and IGFBP-
3-levels measured on admission showed no significant association with the outcome in a multiple
binary logistic regression (IGF-1: OR 1.4; 95%CI 0.9-2.4; p = 0.172; IGFBP-3: OR 0.7; 95%ClI
0.4-1.2; p=0.167). Low IGF-1-levels from day 8 were significantly and independently associated
with a decreased risk of a poor outcome (OR 0.6; 95%CI 0.37-0.99; p = 0.044). Low IGFBP-3-
levels (day 8) were significantly associated with an unfavourable outcome (OR 2.8; 95%CI 1.6—
4.8; p <0.001).

Conclusion: IGF-1- and IGFBP-3-levels assessed 8 days after ischemic stroke were independently
associated with functional outcome after three months. To the best of my knowledge, this is the

first study to demonstrate an independent linkage between low IGFBP-3-levels in the acute phase

\l



Abstract

and poor outcome in a sufficiently large cohort. The predictive value of both IGF-1- and IGFBP-
3-levels might be dependent on the time of blood-sampling after a stroke.

Vil
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Einleitung

1 Einleitung

Zerebrovaskuldre Erkrankungen zeigen eine hohe Prévalenz in der Allgemeinbevolkerung und
fihren nicht selten zu einer permanenten Invaliditdt und damit reduzierten Lebensqualitat des
betroffenen Individuums.'? Auch bei jungen Betroffenen kann das klinische Bild eines
Schlaganfalls desastrése Ausmale annehmen und zu physischen, psychischen sowie sozialen
Beeintrachtigungen fiihren.®* Deutschlandweit stellt der Schlaganfall mit etwa 8% die
dritthaufigste Todesursache dar, gefolgt von Herz- und Krebserkrankungen; gleichzeitig ist der

Schlaganfall die haufigste Ursache erworbener Behinderung im Erwachsenenalter.®

Zunehmend wurden in der Vergangenheit biochemische Serum-Marker hinsichtlich ihrer
klinischen Relevanz beim Schlaganfall evaluiert. Neben der Optimierung der Diagnose in der
Akutphase liegt der Fokus oftmals auch auf einer individuellen Prognoseabschétzung beziglich
des funktionellen Outcomes.® Eine Vielzahl derartiger Biomarker wurden als potentielle
Pradiktoren deklariert, darunter beispielsweise das C-reaktive Protein oder das B-natriuretische
Peptid; in vielen Studien wurde jedoch nicht deutlich, ob ein Biomarker eine préadiktive
Zusatzinformation gegenber klinisch etablierten EinflussgroRen auf das Schlaganfall-Outcome,
wie etwa das Patientenalter oder die initiale Schwere eines Infarkts, liefern konnte, sodass der
klinische Nutzen zumeist unsicher war.” Der weiteren Identifizierung von Parametern, die einen
moglichst unabhdngigen prognostischen Wert beim Schlaganfall besitzen, kommt daher eine

grolRe Bedeutung zu.

Wiederholt konnte die Assoziation der somatotropen Achse zu sowohl physiologischen als auch
pathologischen Prozessen im Nervensystem und an den Blutgefalien demonstriert werden. Als
Bestandteil dieser Hormonachse spielen insbesondere das Somatotrope Hormon
(Wachstumshormon, nachfolgend: GH) sowie der Insulin-like-Growth-Factor-1 (nachfolgend:
IGF-1) eine Rolle bei kardio- und zerebrovaskularen Erkrankungen.® Beide Hormone sind bei der
Entwicklung und Myelinisierung des Nervensystems, bei Prozessen des Gehirn-Wachstums sowie
in Bezug auf die Neuroplastizitit des Gehirns involviert.® Weiterhin wurden potentielle
Korrelationen zwischen sowohl dem IGF-1 als auch seinem Bindungsprotein, dem Insulin-like-
Growth-Factor-Binding-Protein-3  (nachfolgend: IGFBP-3), und dem Auftreten von
Arteriosklerose beobachtet. Wéhrend einige Studien einen moglichen Zusammenhang zwischen

niedrigen IGFBP-3-Serumspiegeln und der Entwicklung einer Koronar-Arteriosklerose zeigten,
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konnte zudem in anderen Studiengruppen eine Beziehung zwischen der Intima-Media-Dicke der
Karotiden und dem zirkulierenden IGF-1- sowie IGFBP-3 demonstriert werden.1%!

Die beschriebenen Auswirkungen des IGF-1 und des IGFBP-3 machen diese Hormone flr die
Biomarker-Forschung beim Schlaganfall interessant. Aberg und Bondanelli konnten
neuroprotektive Effekte hoher IGF-1-Serumspiegel in der Rehabilitationsphase nach
ischamischem Schlaganfall beobachten; dies suggeriert einen pradiktiven Wert des IGF-1 fiir den
spateren funktionellen Zustand von Schlaganfallpatienten.'>!® Die Datenlage ist derzeit noch
kontrér: in einem Tierversuch mit Mausen zeigte sich eine Assoziation zwischen hohen Pra-
Infarkt-1GF-1-Serumwerten und einer groReren postischdmischen Lé&sionsausdehnung nach
provoziertem Arteria-Media-Infarkt mit anschliefender Reperfusion. In demselben Tierversuch
zeigte sich eine vermehrte Expression von IGFBP-3-Messenger-Ribonukleinsaure (nachfolgend:
mRNA) in einer durch Ischdamie geschadigten murinen GroBhirnhemisphare.'* Insgesamt
verdichten sich die Hinweise tber neurotrophe IGFBP-3-Effekte. Als Bindungsprotein (bt das
IGFBP-3 einen modulierenden Einfluss auf das IGF-1 aus und kann somit mdglicherweise
zytoprotektive IGF-1-Effekte potenzieren; zudem zeigt das IGFBP-3 proangiogene Effekte, durch
welche eine Revaskularisation und Reparaturmechanismen nach hypoxisch-ischdmischer
Verletzung begiinstigt werden konnen.™®

Die Datenlage beziglich potentieller Einflusse des IGFBP-3 auf das funktionelle Outcome nach
ischamischem Schlaganfall ist bis dato gering. In einer Arbeit von Denti und Kollegen konnte ein
signifikanter Zusammenhang zwischen niedrigen IGF-1-Spiegeln und einem schlechten
Schlaganfall-Outcome, jedoch kein Zusammenhang zwischen dem IGFBP-3 und dem Outcome
festgestellt werden.'® Allerdings konnten Ebinger et al. in einer Substudie der Berliner
Cream&Sugar-Studie anhand einer Fallzahl von 100 Schlaganfallpatienten einen potentiellen
unabhdngigen Zusammenhang zwischen niedrigen IGFBP-3-Spiegeln und dem Schlaganfall-
Outcome nach einem Jahr demonstrieren — die Aussagekraft war jedoch aufgrund der geringen

Fallzahl limitiert.'”*® Diese Studie gab den AnstoR fiir die vorliegende Arbeit.

1.1 Wissenschaftliche Fragestellungen und Hypothesen

Ziel dieser Arbeit war die Beantwortung der Frage, inwieweit das IGF-1 und das IGFBP-3 als
Biomarker zur prognostischen Abschéatzung des neuronalen Outcome von Schlaganfallpatienten
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Verwendung finden konnten. Der Schwerpunkt dieser Dissertation wurde dabei auf das IGFBP-3
gelegt. Zu diesem Zweck wurden die folgenden Forschungsfragen sowie Hypothesen untersucht.

Wissenschaftliche Fragestellungen und Hypothesen:

Fragestellung 1: Lassen sich insbesondere durch die Bestimmung der Blutplasmaspiegel des
bisher wenig untersuchten Bindungsproteins IGFBP-3, gemessen in der Akutphase des
Schlaganfalls, Aussagen Uber das neurologische Outcome nach ischamischem Schlaganfall

treffen?

Fragestellung 2: Lassen sich weiterhin durch die Bestimmung der IGF-1-Plasmapiegel, gemessen
in der Akutphase des Schlaganfalls, Aussagen (ber das neurologische Outcome nach

ischamischem Schlaganfall treffen?

Hypothese 1: Niedrige IGFBP-3-Plasmaspiegel sind mit einem schlechten funktionellen
neurologischen Outcome, festgestellt mit Hilfe der modified Rankin Scale (hachfolgend: mRS)

und definiert als mRS = 3-6 Punkte 90 Tage nach dem Schlaganfall-Ereignis, assoziiert.

Hypothese 2: Niedrige IGF-1-Plasmaspiegel sind mit einem schlechten funktionellen
neurologischen Outcome, festgestellt mit Hilfe der mRS und definiert als mRS = 3-6 Punkte 90

Tage nach dem Schlaganfall, assoziiert.

Nebenhypothese: Die Blutplasmakonzentrationen von IGF-1 und IGFBP-3 sind positiv

miteinander korreliert.

Unabhangige Zusammenhange zwischen sowohl dem IGF-1, als auch dem IGFBP-3 und dem
klinischen Zustand der Patienten nach drei Monaten kénnten in Zukunft die Selektion derjenigen
Patienten, die in der Rehabilitationsphase besondere Fiirsorge und Behandlung benétigen,

erleichtern und zudem Wege freimachen fiir neuartige Therapieoptionen.

1.2 Der ischamische Schlaganfall

Der Terminus Schlaganfall wird in der medizinischen Fachwelt nicht einheitlich benutzt.
Grundsatzlich stellt die Bezeichnung einen Uberbegriff fur akut auftretende neurologische

Ausfallsymptome  aufgrund  einer  plotzlichen  regionalen  Minderperfusion  des



Einleitung

Zentralnervensystems und einem damit einhergehenden Sauerstoff- und N&hrstoffmangel
umschriebener  Neuronenverbande dar. Die World Health Organisation (auch:
Weltgesundheitsorganisation, nachfolgend: WHO) definiert den Schlaganfall wie folgt: “Definite
stroke is defined as rapidly developed clinical signs of focal or global disturbance of cerebral
function, lasting more than 24 hours or until death, with no apparent non-vascular cause.“!® Es
handelt sich laut WHO also um eine sich rasch entwickelnde klinische Symptomatik einer fokalen
oder globalen Stérung der Hirnfunktion, welche langer als 24 Stunden anhalt oder zum Tode fiihrt
und fir deren Genese keine andere als eine vaskulare Ursache erkennbar ist (Ubersetzung d.A.).
In der Begriffsdefinition der Deutschen Gesellschaft fur Neurologie wird der ischdmische
Schlaganfall als ein ,akutes fokales neurologisches Defizit aufgrund einer umschriebenen

Durchblutungsstérung des Gehirns* bezeichnet.?

Generell urséchlich fur einen Schlaganfall kénnen verschiedene vaskuldre Ereignisse, wie zum
Beispiel eine akute intrazerebrale Hamorrhagie, ein isch&mischer Hirninfarkt oder auch eine
Sinus- oder Hirnvenenthrombose sein. Die einzelnen Atiologien stellen jeweils eigene
Krankheitsentitaten mit spezifischen Behandlungsmethoden dar und sollen an dieser Stelle nicht
alle einzeln diskutiert werden. Der Fokus dieser Arbeit liegt auf dem ischdmischen Hirninfarkt.
Wie nachfolgend noch detailliert erldutert, stellen mikroangiopathische, thromboembolische oder
auch hamodynamische Veranderungen die pathomechanische Grundlage des ischamischen

Schlaganfalls dar.?

Patienten mit Schlaganfall kdnnen einen sehr variablen zeitlichen Verlauf présentieren. Bildet sich
die neurologische Symptomatik innerhalb von 24 Stunden vollstandig zuriick und hinterlasst die
zerebrale Durchblutungsstérung in der Bildgebung kein morphologisches Korrelat, so spricht man
von einer fluchtigen ischdmischen Attacke oder auch transitorisch-ischamischer Attacke
(nachfolgend: TIA).?! Meist halt die Symptomatik einer TIA nicht langer als 30 Minuten an.
Aufgrund der heute préazisen bildgebenden Maglichkeiten befindet sich die Begriffsdefinition der
TIA im Wandel und soll einerseits limitiert werden auf eine Symptomdauer von maximal einer
Stunde und andererseits auf diejenigen Patienten, bei denen sich keine strukturellen
Verénderungen in der Bildgebung mittels Magnetresonanztomographie (nachfolgend: MRT) mit

diffusionsgewichteten Sequenzen demaskieren lassen.?%%2

Die neurologischen Ausfallerscheinungen bei Patienten mit einem akuten ischdmischen

Hirninfarkt konnen sehr vielfaltig sein und hdangen unmittelbar von der Lokalisation der

4
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Durchblutungsstérung im Zentralnervensystem ab. Dabei reichen die Beschwerden von
unmittelbar auftretenden Paresen und Sensibilitatsstérungen tber motorische und sensorische
Aphasien, Nausea und Vomitus, Visusstorungen, Diplopie und homonyme Hemianopsie,
zerebelldre Symptome wie Ataxie, Dysmetrie und Vertigo bis hin zu Bewusstseinseintriibung und

Exitus letalis.

1.2.1 Die globale Burde

Allein in Deutschland ereignen sich jahrlich rund 196 000 erstmalige und 66 000 wiederholte
Schlaganfalle (Stand: 2008).° Fiir das ,,Erlangen Stroke Project* wurde im Zeitraum von 1994 bis
1996 in Erlangen ein Schlaganfall-Register zur Ermittlung der Schlaganfall-Inzidenz eingefuhrt.
Die Daten ergaben eine jéhrliche Gesamtinzidenz erstmaliger Infarktereignisse von 1.74 / 1000
Einwohner, davon 1.47 / 1000 fir Manner sowie 2.01 / 1000 fur Frauen. Die Neuerkrankungsrate
flr rein zerebrale Infarzierungen lag bei 1.37 / 1000 Einwohner; die Differenz zur Gesamtinzidenz
wurde aus den anderen Schlaganfall-Subtypen, also intrazerebraler Hamorrhagie,

Subarachnoidalblutung und dem undefinierten Schlaganfall gebildet.?

Schétzungen aus der Global Burden of Disease Study von 2010 zufolge fiihrt der Schlaganfall die
Todesursachenstatistik weltweit auf Platz zwei an und ist gleichzeitig die dritthaufigste Ursache
der sogenannten Disability Adjusted Life Years (nachfolgend: DALY). Zehn Prozent der rund 53
Millionen Todesfélle weltweit lieen sich im Jahr 2010 auf den Hirnschlag zurlckfuhren;
auflerdem vier Prozent der etwa 2.5 Milliarden DALY Insgesamt steigt die durch Schlaganfall
bedingte internationale Krankheitslast, bezogen auf die absolute Zahl der von Schlaganfall
Beeintréchtigten, der Uberlebenden sowie der Verstorbenen und auch die Anzahl der DALY stetig
an. Sollte sich dieser Trend fortsetzen, so wird es Hochrechnungen zufolge im Jahr 2030 etwa 12
Millionen Todesfalle, 70 Millionen Schlaganfall-Uberlebende und rund 200 Millionen auf den
Hirninfarkt zuriickfiihrbare DALY geben.?

In den westlichen Industrienationen vereinnahmt das Krankheitsbild Hirninfarkt etwa zwei bis
finf Prozent der gesamten Gesundheitskosten.®> Die direkten Kosten fiir die flichendeckende
Versorgung von Schlaganfallpatienten in Deutschland wurden fiir den Zeitraum zwischen den
Jahren 2006 und 2025 auf 108.6 Milliarden Euro geschatzt; angesichts potentiell hoherer
Uberlebensraten in der Zukunft konnten diese Kosten noch unterschatzt werden.?* Weltweit stellt

der ischamische Schlaganfall die Gesundheitssysteme folglich vor enorme organisatorische und



Einleitung

wirtschaftliche Herausforderungen, insbesondere auch unter Berticksichtigung der Tatsache des
steten demographischen Wandels. Eine angemessene Begegnung der globalen Birde des
Schlaganfalls durch optimierte Therapiekonzepte und friihzeitige rehabilitative MaRnahmen wird

deshalb immer dringlicher.

1.2.2 Therapie

Der akute Schlaganfall wird einheitlich als medizinischer Notfall betrachtet und sollte
entsprechend unverziiglich und effektiv behandelt werden.?® Erwiesenermafen lieR sich durch die
Einfihrung von Stroke Units langfristig die Sterblichkeit, das Risiko einer Abhangigkeit sowie die
Notwendigkeit einer langerdauernden Rehabilitation verringern, unabhéngig von dem

Schlaganfall-Subtyp sowie Alter und Geschlecht des Patienten.?%%°

Nach dem Konzept des ,,Time is brain® sollte die Behandlung so bald wie moglich begonnen
werden, um den resultierenden Hirnschaden mdglichst gering zu halten. Diagnostisches Mittel der
Wahl ist die Durchfiihrung einer kranialen Computertomographie (nachfolgend: CT), mit Hilfe
derer eine rasche Differenzierung zwischen intrazerebraler Ischdmie und Blutung getroffen
werden kann, wobei sich eine parenchymattse Blutung sofort und ein Infarkt im Nativ-CT erst im

Verlauf demaskiert.20:26

Neben einer allgemeinen Basistherapie, welche die Uberwachung des neurologischen Status und
der Vitalfunktionen, eine Oxygenierung sowie eine Blutdruck-, Serumglukosespiegel-,
Korpertemperatur- und Elektrolytstatuskontrolle beinhaltet, stellt sich in der Akutsituation stets
die Frage nach der geeigneten spezifischen Therapie. Im Sinne einer systemischen Fibrinolyse
empfiehlt die Deutsche Gesellschaft fir Neurologie eine intravendse Infusion mit Recombinant
Tissue Plasminogen Activator (auch: Alteplase, nachfolgend: rtPA), welche innerhalb eines
Zeitfensters von maximal 4,5 Stunden nach Symptombeginn realisierbar, in diesem Zeitraum unter
Ausschluss von Gegenanzeigen aber auch relativ sicher ist.2%?” Voraussetzung jeder Lyse-
Therapie ist der Blutungsausschluss mittels CT oder MRT; sollten sich Hinweise auf ein
ausgedehntes Ischamieareal ergeben, so besteht ein erhohtes Blutungsrisiko.? Die rechtzeitige
thrombolytische Behandlung kann zu einer Optimierung des klinischen Outcomes der Patienten

fithren.?®

Bei grolRen Gefalverschliissen kann eine intraarterielle Behandlung mittels Kathetertechnik mit
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der Freisetzung eines Thrombolytikums oder einer mechanischen Thrombektomie indiziert sein.
Verschiedene randomisierte kontrollierte Studien aus der jlingsten VVergangenheit zeigen positive
Effekte zumindest bei Patienten, die mit diesen Techniken binnen der ersten sechs Stunden nach

Symptombeginn behandelt wurden. 303

Einen wesentlichen klinischen sekundérprophylaktischen Effekt erzielt man durch die Applikation
von Thrombozytenaggregationshemmern, Antihypertonika, oralen Antikoagulantien (bei
paroxysmalem, permanentem oder persistierendem Vorhofflimmern) sowie die Verabreichung
von Statinen.3* Ein Schlaganfall pradisponiert fiir zahlreiche medizinische Komplikationen wie
Dysphagie und Aspirationspneumonie, Dekubitalgeschwiir, tiefe Beinvenenthrombose und
konsekutive Lungenembolie, aber auch epileptische Anfalle, die entsprechend behandelt werden
miussen; zudem sind friihe rehabilitative Malinahmen wesentlicher Bestandteil jeder Schlaganfall-

Behandlung.?

1.2.3 Atiologie und pradisponierende Risikofaktoren

Der zerebralen Ischamie im Allgemeinen konnten verschiedene atiopathogenetische Grundlagen
zugeordnet werden. Eine grobe Einteilung l&asst sich durch die Differenzierung in mikro- und
makroangiopathische Ursachen der Ischamie erzielen. Unter makroangiopathisch bedingten
Schlaganfallen versteht man allgemeinhin thromboembolische und hdmodynamische Infarkte,
wohingegen mikroangiopathische Verdnderungen mit Hyalinisierung und arteriosklerotischen
Veranderungen der kleinen GeféBe zu lakunaren Infarkten im Bereich von Hirnstamm und
Stammganglien sowie auch zu spongidser Demyelinisierung des Marklagers, der sogenannten
Binswanger-Krankheit, fiihren kénnen.® Eine Kategorisierung der Schlaganfall-Subtypen auf
Grundlage ihrer Atiologie kann anhand der sogenannten TOAST-Klassifikation, nach der
klinischen Studie ,,Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment®, vorgenommen werden. Die
TOAST-KIassifikation stellt ein simpel anzuwendendes System mit einer hohen Interrater-
Reliabilitat dar.®

Zahlreiche pradisponierende Risikofaktoren, die gleichzeitig die Risikofaktoren fiir die Genese der
genannten beglnstigenden pathogenetischen Verénderungen darstellen, konnten identifiziert
werden. Nach der Deutschen Gesellschaft fir Allgemeinmedizin und Familienmedizin lassen sich
die Anfalligkeits-Kriterien einteilen in metabolische (beispielsweise Diabetes mellitus und

Hypercholesterinamie), kardiovaskulére (beispielsweise Hypertonie, Koronare Herzkrankheit,
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Vorhofflimmern), auf den Lebensstil bezogene Risikofaktoren (wie Adipositas und
Nikotinkonsum) und allgemeine Arteriosklerose-Risikofaktoren, ergo Alter, Geschlecht sowie
hereditire Faktoren.®” Nach einer weiteren moglichen Differenzierung unterscheidet man in
modifizierbare und nicht-modifizierbare Disposition unter Beruicksichtigung der Adaptierbarkeit
des personlichen Lebensstils und der Maoglichkeit des medikamentésen Eingreifens in
Stoffwechsel- und kardiovaskulire Pathologien.®®

Weniger bekannte modifizierbare Risikofaktoren stellen unter anderem Gerinnungs- sowie
Fettstoffwechselstorungen dar. So liel} sich eine erhthte Pradisposition von Tragern des A-
Polymorphismus (-455G>A) des fiir das R-Fibrinogen kodierende Gen feststellen.3®4% In
verschiedenen prospektiven Studien konnte weiterhin auf dem Boden einer verstarkten
prothrombotischen Tendenz eine Assoziation zwischen erhohten Aktivitatsleveln des
Gerinnungsfaktors VII1 und der Inzidenz von Schlaganfallen beschrieben werden.

In puncto Pathologien des Lipidstoffwechsels konnten hohe Serumspiegel des Lipoprotein(a) als
relevanter Pradiktor fir den Hirninfarkt identifiziert werden.*® Ebenso wurde die
Hypercholesterindmie, von welcher man ab einem Gesamtcholesteringehalt von 200 Milligramm
pro Deziliter (nachfolgend: mg/dl) und mehr in der Blutbahn spricht, in Studien als prognostischer
Marker registriert. In einer Studie von 1989 beispielsweise gingen Gesamtcholesterinwerte ab 280

mg/dl mit einem mehr als verdoppelten Infarktrisiko einher.*?

Als einflussreicher Risikofaktor wird im allgemeinen Konsens die arterielle Hypertonie
angesehen. Im Rahmen der priméren und sekundaren Prévention lasst sich das Schlaganfallrisiko
unter antihypertensiver Therapie erheblich verringern: das relative Hirninfarktrisiko wird unter

einer konsequenten Behandlung im Verlauf mehr als halbiert.*®

1.3 Arterielle Vaskularisation des Gehirns

Die Blutversorgung des Gehirns erfolgt im Wesentlichen durch vier groRlumige, im Normalfall
paarig angelegte Arterien. Die Arteriae carotides internae ziehen durch den Canalis caroticus in
das Schadelinnere und verzweigen sich nach Durchbruch der Dura mater in der Cisterna carotica
in die Arteria ophthalmica (Blutversorgung des Auges), die Arteria hypophysialis superior (diese
tritt neben dem Hypophysenstiel von oben in die Hypophyse ein) sowie die fiir das Grof3hirn
relevanten Arteriae encephali, im Wesentlichen die Arteria cerebri anterior und die Arteria cerebri

media (nachfolgend: MCA). Uber die Arteria cerebri anterior und media erfolgt die arterielle
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Versorgung des Telencephalons (Endhirn), namlich des Frontal-, Parietal- und auf’erdem des
Hauptteils des Temporallappens. Die ebenfalls doppelt angelegte Arteria vertebralis steigt durch
die Foramina transversaria der Querfortsatze der Halswirbelséule nach kranial und vereinigt sich
ventral der Medulla oblongata zur Arteria basilaris. Uber die aus ihr entspringenden Arteriae
cerebri posteriores perfundiert sie die hinteren Abschnitte des Telencephalons, ndmlich den
Okzipitallappen und basale Abschnitte des Temporallappens; tber weitere Aste versorgen die
Vertebralarterien sowie die Arteria basilaris auch den Hirnstamm und das Cerebellum
(Kleinhirn).*

Zwischen dem Carotis-Interna-System und dem Vertebralis-System existiert, gelegen an der
Hirnbasis in der Cisterna basalis, ein zirkuldres Anastomosengebiet, der sogenannte Circulus
arteriosus cerebri (Willisi). Erstmalig beschrieben wurde dieser Arterienring im Jahre 1664 durch
den englischen Arzt Thomas Willis in seinem Werk ,,Cerebri Anatome®. Die Verbindung
zwischen vorderem und hinterem Hirnkreislauf wird durch die Arteria communicans posterior,
entspringend aus der Arteria carotis interna, gebildet. Eine wichtige Verbindung zwischen den
Versorgungsgebieten der beiden Arteriae carotides internae stellt die Arteria communicans
anterior dar; Uber beide Communicans-Arterien kann eine kompensatorische Perfusion bei
Verschluss beispielsweise einer Arteria carotis interna tiber die restlichen Arterien erfolgen, sofern
die Okklusion nicht apoplektiform geschieht.**

Die erorterte Anatomie zeigt sich lediglich in etwa 60% aller durchgefiihrten Sektionen; beinahe
jeder zweite weist also anatomische Normvarianten auf: die héchste Variabilitat in Form von
Aplasie und Hypoplasie konnte jungst fir die vordere und hintere Arteria communicans

demonstriert werden.*®

1.4 Das Hormonsystem

Der Begriff des Hormons beschreibt einen Botenstoff, der im Wesentlichen der Signaltransduktion
und damit der Kommunikation der Zellen untereinander dient. Die biologische Wirkung reicht
dabei von der Sicherstellung eines normalen Wachstums des Organismus Uber die Steuerung des
Sexualverhaltens bis zur Regulation von Stoffwechselprozessen und Anpassungsreaktionen des
Organismus auf dufiere Umwelteinfliisse. Hormone werden von hormonbildenden Zellen in das
Kdrperinnere sezerniert und entfalten ihre biologische Wirkung an spezialisierten Zielzellen der
Erfolgsorgane. Erreicht das Hormon seine Zielzelle auf hAmatogenem Wege, so ist von endokriner

Sekretion die Rede - die klassische Vorstellung der Hormonphysiologie, wie bereits 1905 von
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Starling und Bayliss eingefiihrt.* Diffundiert der Botenstoff zu seinem Zielgewebe, so handelt es
sich im weiteren Sinne um eine parakrine Wirkung; beeinflusst die sezernierende Zelle sich durch
das Hormon auch selbst, so liegt ein autokriner Effekt vor. Ein weiterer Mechanismus ist der intra-
oder zytokrine Effekt, wenn die sezernierende Komponente fehlt, das Hormon also direkt in der
synthetisierenden Zelle selbst wirkt.” Hormone wirken systemisch, sofern sie tiber die Blutbahn
im Organismus verteilt werden; bei einer lokalen Wirkung im Umfeld der Hormonabgabe handelt

es sich um Gewebehormone.*®

Die systemischen Hormone gehtren unterschiedlichen Molekilklassen an. Abhangig von den
Molekileigenschaften der jeweiligen Gruppe wirken Hormone auf unterschiedliche Weise in der
Peripherie. Fur diese Arbeit von besonderem Interesse ist die Stoffklasse der Protein- und
Peptidhormone. Ebenso wie die Amino- und Fettsdureabkémmlinge Uberqueren die Molekiile
dieser Stoffgruppe nicht die Plasmamembran, sondern wirken durch direkte Bindung an
Oberflachenrezeptoren in der Zellmembran, durch welche intrazellulére Signalkaskaden in Gang
gesetzt werden kdnnen. Das Insulin und das IGF-1 sowie weitere Wachstumsfaktoren entfalten
ihren biologischen Effekt iiber Rezeptortyrosinkinasen;*® diese speziellen Rezeptoren fiinren tiber
eine  Autophosphorylierung mit anschlieBender Phosphorylierungskaskade zu einer
Signalweiterleitung innerhalb der Zielzelle. Anders dagegen ist der biochemische Funktionsablauf
der lipophilen Hormone (insbesondere Steroidhormone) und auch beispielsweise der
Schilddriisenhormone, welche die Plasmamembran per Diffusion oder (ber bestimmte
Transportmechanismen tberwinden und mit zytoplasmatischen oder nukleéren Rezeptorproteinen

interagieren.*8

Hormone unterstehen unterschiedlichen Regulationsmechanismen, welche den Organismus
sowohl vor lberschieRender als auch unzureichender Hormonwirkung schiitzen. Uber spezielle
Ruckkopplungsmechanismen wird die Hormonsynthese und —Sekretion jeweils an einen entweder
intrinsisch vordefinierten Soll- oder Istwert angepasst oder die Adaption erfolgt entsprechend der
aktuellen Bedurfnisse und Umweltbedingungen des Organismus, wie es zum Beispiel beim
Schilddriisenhormon Thyroxin der Fall ist.*® Bei diesen Feedback-Mechanismen unterscheidet
man in der Regel zwischen den direkten und den indirekten Regulationsabldufen. Bei der direkten
Ruckkopplung kann die endokrine Zelle selbst die Regelgréfie messen und die Hormonproduktion
entsprechend adaptieren. Bei dem indirekten Mechanismus liegen die Messfiihler auRRerhalb der
sezernierenden Zelle; diese wird dann beispielsweise durch Ubergeordnete Zentren mittels

Steuerhormonen in ihrer Aktivitat beeinflusst und kann ihrerseits periphere endokrine Driisen

10
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regulieren -*° die Ablaufe innerhalb solcher Hormonachsen sind bedeutsam fiir die vorliegende
Monographie.

Ein wichtiger hormoneller Regelkreis im menschlichen Organismus besteht aus der
Hypothalamus-Hypophysen-Achse. Uber Steuerhormone kontrolliert der Hypothalamus - eine
Region des Zwischenhirns (Diencephalon) - die endokrine Aktivitat seiner nachgeschalteten
Driise, der Hypophyse (Hirnanhangsdrise). Selbige setzt sich aus der Neurohypophyse
(Hypophysenhinterlappen, nachfolgend: HHL) und der Adenohypophyse
(Hypophysenvorderlappen, nachfolgend: HVL) zusammen. Der HHL besteht tiberwiegend aus
nicht-myelinisierten Axonen, deren Perikarya, hypothalamisch gelegen, den Nucleus supraopticus
sowie den Nucleus paraventricularis bilden.® In den Neuronen der Nuclei werden die Hormone
Oxytocin sowie das antidiuretische Hormon gebildet und per axonalem Transport bis in den HHL
befordert, wo die Hormone in die Zirkulation freigesetzt werden. Die Hauptmasse der Hypophyse
wird jedoch durch den HVL gebildet; hier existieren funf verschiedene endokrine Zellen fir die
Synthese von insgesamt sechs Botenstoffen; diese umfassen vier glandotrope Hormone, also der
Aktivitatssteigerung von nachgeschalteten endokrinen Driisen dienende Zellen, sowie zwei nicht-
glandotrope Hormone.*® Die Vorderlappenzellen der Hypophyse unterliegen einer speziellen
Regulation. Fur jeden endokrinen Zelltyp sind stimulatorisch wirkende hypothalamische
Steuerhormone nachgewiesen, die sogenannten Releasing-Hormone, unter deren Einfluss die
Sekretion der Hypophysenhormone gesteigert wird. Die Steuerhormone werden auf
hypothalamischer Ebene synthetisiert und in den hypophyséaren Pfortaderkreislauf abgegeben,
uber den sie die Zielzellen in dem HVL erreichen und diesen in seinem Aktivitatszustand
modulieren.? Das Hypophysen-Pfortader-System besteht aus einem ersten Kapillarbett im
Bereich der Eminentia mediana, einer stark vaskularisierten Region im Bereich des
Hypophysenstiels an der Hypothalamus-Basis, sowie einem zweiten Kapillarbett auf Ebene des
HVL. Uber mehrere Venen sind beide Kapillargebiete miteinander verbunden und erméglichen so
den verzogerungsfreien Transport von hypothalamischen Steuerhormonen - die (ber das
fenestrierte Epithel der Eminentia mediana leicht aus den hypothalamischen Axonen in die
Blutbahn sezerniert werden kénnen - zu ihren Zielzellen, namlich den Effektorzellen des HVL.%
Die Steuerhormon-Ausschiittung wird gemeinhin als pulsatil bezeichnet; diese unterliegt einer
gewissen zirkadianen Rhythmik.

Nach dem Prinzip der negativen Rickkopplung wird die Aktivitat der glandotropen Zelltypen des
HVL durch die jeweiligen Hormone der nachgeordneten Driisen sowohl auf hypophysarer, als

auch auf hypothalamischer Ebene gehemmt.>!
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In summa lasst sich die Hormonsekretion im Hypothalamus-Hypophysen-System in verschiedene
Hormonachsen mit jeweils eigenen Regelkreisen unterteilen. Im Rahmen des vorliegenden
Forschungsvorhabens liegt der Fokus insbesondere auf der im folgenden Kapitel beschriebenen

somatotropen Achse.

1.4.1 Die somatotrope Achse

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Hormone IGF-1 und IGFBP-3 sind Bestandteil der
somatotropen GH-IGF-Achse und unterliegen im Organismus dem nicht-glandotropen GH. Die
Sekretion des GH selbst unterliegt dem Somatoliberin (auch Growth Hormone Releasing
Hormone, nachfolgend: GHRH); aulRerdem existiert ein hemmendes Steuerhormon (Release-
Inhibiting Hormone, Somatostatin).>? Im Sinne eines negativen Feedbacks wird die Freisetzung
von GHRH auf Hypothalamus-Ebene durch hohe GH-Serumspiegel unterdriickt.>® Die Sekretion
von GHRH wird durch hohe Spiegel an Glucagon, Vasopressin, Katecholaminen und bestimmten

Aminosauren sowie durch eine Hypoglycamie gefordert.>

Das GH wird von den azidophilen somatotropen Zellen des HVL synthetisiert und zu dessen
Effektorhormonen gezahlt. Es besitzt sowohl direkte als auch indirekte periphere Wirkungen im
Organismus. Zu den direkten Wirkungen werden seine anabolen, lipolytischen und diabetogenen
Eigenschaften gezéhlt, durch welche das Hormon in diverse Stoffwechselprozesse eingreifen
kann. So ist GH flr ein normales Langenwachstum wahrend der Pubertat unentbehrlich; die Anti-
Insulin-Wirkung ist fiir die Adaption des Organismus an Hungerzustande bedeutsam.>® In der
Leber, im Muskelgewebe und renal bewirkt GH die Synthese der Somatomedine IGF-1 und
Insulin-like-Growth-Factor-2 (nachfolgend: IGF-2).>® Viele der eigentlichen peripheren
Wirkungen des GH werden uiber die Somatomedine realisiert.>* Dabei lauft nicht nur die Synthese
der Somatomedine abhéngig vom GH ab, sondern auch die Produktion ihrer Bindungsproteine und
der zugehorigen IGF-Acid-Labile Subunit (nachfolgend: IGFALS). Das GH reguliert so
beispielsweise die Synthese von IGFBP-3 in den hepatischen Endothelzellen und den
Kupfferzellen sowie die Produktion des IGF-1 und der IGFALS in den Hepatozyten - Zusténde,
die mit einem GH-Mangel einhergehen, kdnnen einen reduzierten Serumspiegel der genannten
Komponenten zur Folge haben.**® Die Somatomedine sowie das IGFBP-3 mitsamt der IGFALS

werden in den nachfolgenden Abschnitten detailliert behandelt.
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1.4.2 Die Somatomedine

Neben den beschriebenen direkt durch GH vermittelten Effekten im Organismus gibt es zahlreiche
weitere Wirkmechanismen, die ber die Liberation von Somatomedinen in der Peripherie realisiert
werden. Zu den Somatomedinen z&hlen die insulindhnlichen Wachstumsfaktoren IGF-1
(Somatomedin-C) und IGF-2 (Somatomedin-A), der Sulfation-Factor und auflerdem der
Nervenwachstumsfaktor. Die Faktoren gehdren zu den Polypeptid-Verbindungen; das IGF-1 weist
eine uber 60%ige Homologie zum IGF-2 auf und besitzt aulerdem eine 50%ige Homologie zum
Pro-Insulin.>® Die Somatomedine sind aber nicht nur strukturell dem Insulin sehr ahnlich, sondern
weisen auch eine insulindhnliche Wirkung auf die peripheren Zielgewebe auf; so steigern sie die
Glucosepermeabilitit und -—Aufnahme in die Muskulatur und weiterhin auch die

Proteinbiosynthese innerhalb der Muskulatur und weiterer Gewebe.>

Die Liste der weiteren mdglichen biologischen Auswirkungen der Somatomedine auf den
Organismus wird durch Forschungsbemihungen stetig langer. An dieser Stelle soll hauptsachlich
auf die schon eingangs erwahnten Effekte auf neuronales Gewebe eingegangen werden, wodurch
die Somatomedin-Peptide fiir den Bereich der Neuronenforschung sehr interessant werden.

Uber einen rezeptor-vermittelten Transzytose-Mechanismus konnen die Wachstumsfaktoren die
Blut-Hirn-Schranke tberwinden und so direkt im Zentralnervensystem wirken; weiterhin ist auch
eine Neurosekretion und in der Folge parakrine neuronale Wirkung denkbar.®’ Die IGF-
Auswirkungen auf neuronales Gewebe sind mittlerweile recht gut untersucht. In Tierversuchen
mit Méusen konnte der Stellenwert der Interaktion von IGF-1 mit dem IGF-1-Rezeptor fir eine
normale Hirnentwicklung gezeigt werden; nach Null-Mutation zeigten die Tiere eine
Entwicklungsverzégerung.®® Im Rahmen der embryonalen Entwicklung stimuliert IGF-1 die
Proliferation, Differenzierung und auch das Uberleben der Neuronen, Oligodendrozyten und
Astrozyten; vermutlich wirkt es auch fordernd auf neuronale Stammzellen.%® IGF-1 hat einen
inhibitorischen Effekt auf apoptotische Prozesse und fordert die Neuro- und Synaptogenese im

Kontext der Neuroplastizitat.®>®

Neben der Relevanz der Somatomedine fiir die Hirnentwicklung wurden generell neuroprotektive
Auswirkungen beschrieben. Tatséchlich konnte in alternden Ratten ein protektiver Effekt des IGF-
2 Uber eine Optimierung der mitochondrialen Funktion sowie eine Erhéhung der Aktivitat
antioxidativer Enzyme gezeigt werden; dartber hinaus scheint die Verabreichung von IGF-2 an

13



Einleitung

Ratten deren Cholesterin- und Triglyceridspiegel zu senken;>® beide Parameter konnen
Schlaganfall-Risikofaktoren darstellen.®”426961 |n Experimenten mit Meerschweinchen konnte
man unter einer IGF-1-Behandlung die Permeabilitat der Blut-Riickenmarks-Barriere reduzieren.
Die verminderte Durchléssigkeit kdnnte zu einer erschwerten Migration von Lymphozyten und
weiterer Immunmodulatoren fiihren, was inflammatorische Prozesse im Rahmen von
demyelinisierenden Autoimmunkrankheiten im ZNS ausbremsen und so zur Neuroprotektion
beitragen konnte - denkbar sind &hnliche Effekte natlrlich auch fir postischamische
Hirnschadigungen.®? In Versuchen mit Hiihnerembryonen zeigten sich neurotrophe und anti-
apoptotische Effekte des IGF-1 auf das Uberleben von spinalen Motoneuronen nach
Deafferentation.®®

Insgesamt am relevantesten fir die vorliegende Arbeit sind die beschriebenen protektiven IGF-1-
Wirkungen auf ischamisch verletztes Gewebe. Es gibt Hinweise darauf, dass sowohl das endogene
IGF-1 als auch eine exogene Verabreichung im Sinne einer post-ischdmischen Behandlung das
Ausmaf von durchblutungsbedingten Gewebeschidigungen zu reduzieren scheinen.®* Wie auch
schon eingangs erwahnt, konnte man in Hinblick auf das neurologische Outcome von
Schlaganfall-Patienten demonstrieren, dass hohe IGF-1-Serumspiegel wahrend der post-

ischamischen Rehabilitationsphase mit einem besseren klinischen Endergebnis assoziiert waren.*2

1.4.3 Das IGFBP-3

Bei dem IGFBP-3 handelt es sich um eines von insgesamt sechs IGF-Bindungsproteinen, welche
eine hohe Affinitat zu den Somatomedinen IGF-1 und IGF-2 aufweisen. Die Bindungsaffinitét
zwischen dem IGF-1 und dem IGFBP-3 ist dabei noch groRer als die Affinitat des IGF-1 zu seinem
eigenen Rezeptor, namlich dem IGF-1-Rezeptor.>* Zu der Familie der IGF-Bindungsproteine
zdhlen manche Autoren auch Proteine mit niedrigerer Bindungsaffinitat zu den insulindhnlichen
Wachstumsfaktoren, so zum Beispiel das IGFBP-7 und IGFBP-8; diese werden auch einer IGFBP-

Uberfamilie zugeordnet.®

1986 wurde das IGFBP-3 erstmalig aus Humanplasma isoliert.® Synthetisiert wird das
zirkulierende Hormon groRtenteils in der Leber;>* Hinweise deuten darauf hin, dass die Expression
GH-abhingig anhand eines ,,GH-response Element* in dem IGFBP-3-Gen reguliert wird.*® Neben
dem GH konnen vermutlich auch das IGF-1, der Epidermal Growth Factor (nachfolgend: EGF),
das Thyroidea-stimulierende Hormon sowie das Follikel-stimulierende Hormon als Regulatoren
fir die IGFBP-3-Transkription dienen.” Die Synthese und Sekretion des IGFBP-3 findet
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aullerdem auch in extrahepatischen Zellen, wie Fibroblasten, Muskelzellen, Osteoblasten,

Gliazellen und Neuronen statt.t86°

Heute ist ein GroRteil der vielféltigen biologischen Aufgaben und Funktionen des
Bindungsproteins erforscht. In der Blutbahn zirkuliert das Protein als stabiler, terndrer Komplex
in Verbund mit dem IGF-1 und zusatzlich einem Glykoprotein, der schon zuvor genannten
IGFALS. Dabei kommt dem IGFBP-3 eine IGF-1-modulierende Funktion zu. 80-85% des
zirkulierenden IGF-1 ist nachweislich an IGFBP-3 und die IGFALS gebunden; in diesem Komplex
steigt die Halbwertszeit des IGF-1 auf etwa zwdIf Stunden an; diese liegt beim freien IGF-1 bei
lediglich circa zwolf Minuten.”® Auch die Halbwertszeit des IGFBP-3 verlangert sich innerhalb
des ternaren Komplexes von 30-90 Minuten auf zw6lf Stunden.>* Indem es die Verfuigbarkeit des
freien IGF-1 und IGF-2 limitiert, kann das IGFBP-3 die Interaktion der insulindhnlichen Faktoren
mit deren IGF-Rezeptoren einschréanken; dadurch werden IGF-vermittelte Mitosen verhindert und
das IGFBP-3 wirkt somit indirekt anti-proliferativ.>* 172

Insgesamt vermag das IGFBP-3 die Effekte der Somatomedine zu inhibieren und zu verstarken:
neben der Einschrankung der Bioverfligbarkeit bewirkt direkt an Zellmembranen phosphoryliertes
und damit in seiner Bindungsaffinitat zu den Somatomedinen nochmals verstérktes IGFBP-3 so
auch eine erhéhte Assoziation von IGF-1 mit Zelloberflachen, zumindest bei Brustkrebszellen.!®

Forschungsbemiihungen haben neben der IGF-regulierenden Funktion auch eine intrinsische
biologische Eigenaktivitat des IGFBP-3 ergeben. Diese von den Somatomedinen entkoppelte
Eigenaktivitat hat auf der einen Seite pro-apoptotische und anti-proliferative Effekte, auf der
anderen Seite werden durch das Bindungsprotein jedoch auch Mechanismen der Zellteilung und
des Zellwachstums beginstigt.

So konnten Martin et al. eine unter IGFBP-3-Einfluss potenzierte EGF-Wirkung auf mamillare
Epithelzellen mit einhergehender maximierter Desoxyribonukleinsiure-Synthese  und
Zellproliferation demonstrieren.”” Daneben verdeutlichen zahlreiche weitere Studien die
vielféltigen IGFBP-3-Effekte, welche jeweils unter speziellen Bedingungen zu greifen scheinen.
Interessanterweise weist das IGFBP-3 pro-angiogene Effekte auf. In vitro fordert es die Migration
und Differenzierung endothelialer Vorlauferzellen;”® im Kontext der sauerstoffinduzierten
Retinopathie scheint es in vivo zudem IGF-1-unabhéngig als gefaBprotektiver Faktor sowie
fordernd auf die Vaskulogenese zu wirken.”* Uber derartige Mechanismen konnten eine
Revaskularisation und notwendige Reparaturprozesse in ischamisch geschadigtem Gewebe

induziert werden.®
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Die direkt durch das IGFBP-3 ausgeldsten Effekte basieren auf Interaktionen mit Zelloberflachen
und einigen dort befindlichen Rezeptoren sowie auf Wirkmechanismen innerhalb des Zellkerns.t®
Unter anderen Transmembranproteinen wurde beispielsweise der Typ-V-TGF-R-Rezeptor als ein
maoglicher Bindungspartner des IGFBP-3 identifiziert; Gber diesen kann das Bindungsprotein eine
IGF-unabhingige Zellwachstumsinhibition entfalten.” Uberdies konnte die Wechselwirkung
zwischen IGFBP-3 und dem Tumornekrosefaktor-a. und einer damit einhergehenden Induktion
der Apoptose demonstriert werden.”® Neben den Prozessen an der Zellmembran gibt es auch
Hinweise auf Translokationen des IGFBP-3 in den Nukleus. Ein Bindungspartner des IGFBP-3 ist
der nukledre Retinoid-X-Rezeptor-a, tUber welchen ebenfalls die Apoptose eingeleitet werden

kann.””

Die beschriebenen antiproliferativen und apoptoseinduzierenden Mechanismen machen das
IGFBP-3 insgesamt zu einem interessanten Eiweil in der Krebsforschung.’® Die zusatzlichen
weiteren Eigenschaften machen es ebenso fir die Neurologie und dieses Forschungsvorhaben sehr
bedeutsam. Verschiedene Studien deuten auf mégliche schiitzende Effekte des Bindungsproteins
in hypoxisch-ischdmisch geschadigtem Nervenzellgewebe hin. Wie auch schon eingangs
aufgegriffen, zeigten Tierversuche mit provozierter zerebraler Ischdmie eine vermehrte Expression
der mRNA, die sowohl fur das IGF-1 als auch flr das Insulin-like-Growth-Factor-Binding-
Protein-2 (nachfolgend: IGFBP-2) und das IGFBP-3 Kkodieren, in den ischdmischen
Hirnarealen.2*’® In einer Studie zu den IGFBP-3-Wirkungen auf die ischamisch geschadigte
Méauseretina konnte man verschiedene zytoprotektive Effekte des IGFBP-3 demonstrieren. So
zeigte sich unter anderem eine anti-inflammatorische Wirkung des Bindungsproteins in der
hypoxischen Umgebung, die in einer Reduktion aktivierter Mikrogliazellen resultierte —"° eine
uberschiellende Aktivitat der Mikrogliazellen wiederum ist mit einem vermehrten neuronalen
Verlust im Zentralnervensystem in Verbindung gebracht worden; so zum Beispiel auch im
Rahmen von neurodegenerativen Erkrankungen.?® Zudem wurde eine unter Ischamie-
Bedingungen direkte Apoptose-Reduktion neuronaler Retinazellen bei IGFBP-3-Einwirkung
beobachtet;”® diese Resultate lassen sich mdglicherweise auch auf ischamisches Hirngewebe

Ubertragen.

Das Bindungsprotein scheint also eine fordernde Auswirkung auf neuronale Heilungsprozesse zu
haben — auch Uber ischdmisch bedingte Schaden hinaus. So konnte das Humanin, ein aus 24
Aminosauren bestehendes Peptid, als weiterer Bindungspartner des IGFBP-3 identifiziert werden;

die Interaktionen konnen sowohl synergistischer als auch antagonistischer Natur sein.'>8! Das
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Humanin gilt als bedeutender Inhibitor des Neuronenverlustes zum Beispiel im Rahmen des
Morbus Alzheimer.

Im Rahmen der anfangs erwahnten Substudie der Berliner Cream&Sugar-Studie konnte eine
Assoziation zwischen dem IGFBP-3 und dem Schlaganfall-Outcome nach einem Jahr demonstriert
werden. Diese Assoziation erwies sich als erstaunlich robust und dbertraf auch bekannte
Prédiktoren wie das Patientenalter, den initialen National Institutes of Health Stroke Scale
(nachfolgend: NIHSS, siehe Kapitel 2.2.1.1) und die anhand diffusionsgewichteter MRT-Bilder
ermittelten L&sionsvolumina. Der préadiktive Wert des IGFBP-3 zeigte in dieser Substudie
weiterhin eine IGF-1-Unabhéngigkeit. Aufgrund der relativ geringen Fallzahl von 100 Patienten
war die Aussagekraft jedoch beschrénkt und verlangte nach einer Verifizierung in einer groReren
Kohorte.!’

Eine derartige Kohorte stellt das Patientenkollektiv der vorliegenden Arbeit dar; mit Hilfe der
nachfolgenden Methodik lassen sich die bisherigen Erkenntnisse zum IGFBP-3 und dem Outcome

von Schlaganfallpatienten tUberprifen.
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2 Material und Methodik

Die fiir diese Arbeit erhobenen Daten entstammen der Studie mit dem Titel ,,Early treatment with
aspirin plus extended-release dipyridamole for transient ischaemic attack or ischaemic stroke
within 24 h of symptom onset (EARLY trial): a randomised, open-label, blinded-endpoint trial*
(nachfolgend: EARLY).82 Im Folgenden werden der Hintergrund und die Durchfiihrung der
Studie beschrieben. Es wird weiterhin auf die Labordiagnostik fur diese Arbeit sowie die

Datenanalyse eingegangen.

2.1 Die EARLY-Studie

Fur Schlaganfallpatienten mit nicht-kardioembolischem Hirninfarkt oder TIA sind nach
internationalen  Leitlinien  verschiedene  Thrombozytenaggregationshemmer  fir  die
Sekundarprophylaxe zugelassen; die Behandlungsoptionen umfassen die Gabe von Aspirin in
einer Dosierung von 50-325 mg/dies, die Gabe von Aspirin in einer Kombination mit Extended-
Release-Dipyridamol oder Clopidogrel sowie die Monotherapie mit Clopidogrel.3*828 Kern der
EARLY-Studie war der Vergleich zwischen der Monogabe von Aspirin iber die ersten sieben
Tage der Akutphase und anschlieBender Kombinationstherapie, bestehend aus Aspirin und
Dipyridamol als Retardkapsel, mit einer sofortigen Kombinationstherapie. Es handelt sich um eine
randomisierte, prospektive, offene, multizentrische Studie mit verblindetem klinischen Endpunkt,
die in dem Zeitraum zwischen Juli 2007 und Februar 2009 in ingesamt 46 zertifizierten Stroke

Units in Deutschland durchgefiihrt wurde.

2.1.1 Ethik

Die EARLY-Studie wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen Hochschule Hannover
(nachfolgend: MHH) unter dem Ethikvotum 4554M gepruft sowie genehmigt und ist unter der
EudraCT-Nummer 2006-004870-28 im EudraCT-Register fur klinische Studien registriert. Unter
clinicaltrials.gov ist die Studie unter der Nummer NCT00562588 eingetragen. Die Studie wurde
in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt.®* Die Patienten wurden erst
nach Vorlage und unter Zeugenaufsicht geleisteter Unterschrift einer informierten Einwilligung in
die Studie aufgenommen. Bei Schreibunféhigkeit wurde eine verbale Einwilligung eingeholt; dies
geschah ebenfalls unter Zeugen, vorzugsweise realisiert durch die Anwesenheit von Angehoérigen

der Patienten.

Fur die Messungen der IGF-1- und IGFBP-3-Plasmaspiegel aus den Blutproben der EARLY -
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Teilnehmer im Rahmen dieses Vorhabens wurde ein Amendment als Ergdnzung zum Antrag

4554M an die zustandige Ethikkommission der MHH gestellt; dieses wurde gepruft und akzeptiert.

2.1.2 Studienpatienten

Die Einschlusskriterien fir die EARLY-Studie umfassten ein Mindest-Patientenalter von 18
Jahren sowie eine (urspringlich Gber mindestens 30 Minuten anhaltende; diese VVorgabe wurde
spater aufgrund zu langsamer Rekrutierung fallengelassen) klinische Symptomatik eines akuten
Schlaganfallgeschehens, einhergehend mit einem messbaren neurologischen Defizit. Die
Symptome mussten dabei unterscheidbar von generalisierten Ischamien (z.B. Synkope),
epileptischen Anféllen oder Migréne sein. Der Zeitpunkt des Symptombeginns musste bekannt
sein, um einen Start der Studienmedikation innerhalb der ersten 24 Stunden zu ermdglichen; trat
der Schlaganfall im Schlaf auf, so wurde die Bettzeit als Symptombeginn gewertet.

Inkludiert wurden Patienten mit einer NIHSS zwischen 5 und 20. Der NIHSS-Punktewert wurde
vier Monate nach Studienbeginn aufgrund zu langsamer Rekrutierung modifiziert; in der Folge
wurden auch Patienten mit leichtem Hirninfarkt (NIHSS < 5) inkludiert. Damit wurden ab diesem
Zeitpunkt alle Patienten mit einer NIHSS < 20 eingeschlossen. Urspriinglich sollte weiterhin die
erhobene mRS bei Studieneinschluss schlechter sein als eine ggf. vorliegende retrospektive mRS;

auch dieses Einschlusskriterium wurde fallengelassen.

Ausschlusskriterien waren eine intrakranielle Hamorrhagie sowie die Patienteneignung zur
Thrombolyse; weiterhin Gegenanzeigen flr plattchenhemmende Therapien, eine zu dem
Einschlusszeitpunkt bereits laufende Thrombozytenhemmung mit Aspirin oder weiteren
Aggregationshemmern, die medizinische Indikation zur oralen Antikoagulation, eine laufende
oder geplante Behandlung mit Clopidogrel, die Unfahigkeit zu schlucken sowie eine

Dritttrimester-Schwangerschaft.

2.1.3 Durchfuhrung der EARLY-Studie

Insgesamt wurden zwischen Juli 2007 und Februar 2009 548 Schlaganfall-Patienten nach
Randomisierung im Verhaltnis 1:1 in zwei Studiengruppen aufgeteilt. Eine Gruppe erhielt, mit
Therapiebeginn innerhalb der ersten 24 Stunden nach Symptombeginn, 25 mg Aspirin in
Kombination mit 200 mg retardiertem Dipyridamol zweimal taglich oral iber einen Zeitraum von
90 Tagen. Die Patienten der zweiten Gruppe erhielten eine Monotherapie, bestehend aus 100 mg

Aspirin per os einmal taglich; anschlieBend erfolgte dieselbe Therapie wie die der ersten Gruppe
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in dem Zeitraum von Tag 8 bis 90.

Durch einen unabhéngigen, gegeniber der Therapie verblindeten Experten wurden jeweils die
Tele-mRS (Kontaktierung per Telefon) am Tag 8 und 90 erhoben. Die Tele-mRS von Tag 90
stellte den primaren Endpunkt der Studie dar.

Zusatzlich wurden die NIHSS sowie die mRS direkt nach Patienteneinschluss in die Studie, am
Tag 8 sowie am Tag 90 durch einen Untersucher vor Ort erhoben und festgehalten.

Bei Patienten, bei denen die Tele-mRS-Erhebung am Tag 90 nicht durchgefiihrt werden konnte,
wurde die Last-Observation-Carried-Forward-Methode angewandt und der vom Studientag 8
vorliegende Wert fur die Endauswertung benutzt.

Unerwiinschte vaskulare Zwischenfalle (englisch: Adverse Events, nachfolgend: AE), zu denen
der erneute Schlaganfall, eine TIA, ein Myokardinfarkt, Blutungskomplikationen und die
Mortalitat gezahlt wurden, ergaben einen kombinierten Endpunkt bezogen auf die Sicherheit und

Effizienz der einzelnen Behandlungsoptionen.

Die statistische Auswertung der Studiendaten zeigte, dass die friihe Kombinationsbehandlung
beztiglich der Patientensicherheit und Behandlungseffizienz im Rahmen der Sekundarprophylaxe

mit der erst nach sieben Tagen initiierten Kombinationsbehandlung vergleichbar war.82

2.2 Erfassung und Aufbereitung der Studiendaten

Die fur dieses Forschungsvorhaben bendtigten anonymisierten Patientendaten wurden
freundlicherweise von den EARLY-Investigatoren zur Verfiigung gestellt. Ubermittelt wurden
demographische Daten (Geschlecht, Alter, Body-Mass-Index [nachfolgend: BMI], Ethnizitat, der
Raucherstatus [Raucher, Ex-Raucher, Nichtraucher; in EARLY nicht néher spezifiziert], die Art
der EARLY-Behandlung und eventuelle Studienabbriiche) sowie die mRS- und NIHSS-
Punktewerte der Studientage 0, 8 und 90. Weiterhin wurden Angaben, aus einer Kombination aus
Anamnese, Medikation, korperlicher Untersuchung, Elektrokardiogramm, Standardlabor und ggf.
vorliegender Vordokumentation (z.B. Arztbriefe), zu vorliegenden Begleiterkrankungen
ubersendet (Hypertonie, Vorhofflimmern, Herzinsuffizienz, Diabetes mellitus, Hyperlipiddmie,
vorherige Schlaganfélle). Auch wurden die Daten des kombinierten Endpunktes (vgl. Kapitel
2.1.3), also Angaben zu unerwinschten Ereignissen wie einem vaskulér bedingten Tod,

eingetretenem Tod ohne vaskuldren Hintergrund, nicht-tédlichem Schlaganfall, nicht-tédlichem

20



Material und Methodik

Myokardinfarkt, Blutung, TIA oder auch Fehlen eines unerwiinschten Zwischenfalls gemacht. Die
verwendete Software zur elektronischen Sammlung und Aufbereitung der Daten war das

Programm Excel von Microsoft in der Version 12.1.7.

2.2.1 Das klinische Outcome anhand von Skalen und Indices

Im Kontext der neurologischen Befunderhebung bei Verdacht auf Schlaganfall wurden zur
Friherkennung, Verlaufsbeobachtung und aus Dokumentationsgriinden verschiedene Score-

Systeme eingefuhrt.

Die jeweiligen Angaben der in EARLY verwendeten Scores mRS sowie NIHSS flossen mit in die
statistische Analyse fir diese Arbeit ein. Beide Parameter haben einen erheblichen Einfluss auf
das Schlaganfall-Outcome. Die initiale NIHSS zeigt eine Assoziation zu dem funktionellen
Outcome nach 90-Tagen (vgl. Kapitel 2.2.1.1);8%" weiterhin konnte fiir die innerhalb der ersten
drei Monate nach dem Infarkt erhobene mRS ein préadiktiver Wert auf die 10-Jahres-Letalitét

festgestellt werden.888°

Wie allgemein ublich wurde auch fir die vorliegende Arbeit die mRS vom Tag 90 als der primére
Endpunkt verwendet, um das funktionelle neurologische Outcome der Patienten drei Monate nach

dem Infarktereignis zu beschreiben.

Im Folgenden wird detailliert auf die Hintergriinde der NIHSS und der mRS eingegangen.

2.2.1.1 National Institutes of Health Stroke Scale

Bei der NIHSS handelt es sich um einen standardisierten, reproduzierbaren Schlaganfall-Score.
Entwickelt wurde die NIHSS durch Neurologen der University of Cincinnati, der University of
lowa und dem National Institute of Neurological Disorders and Stroke.*® Mit Hilfe dieser
Klinischen Testung l&sst sich der Grad einer neurologischen Beeintrachtigung nach Schlaganfall
objektivieren und quantifizieren. Urspriinglich wurde die NIHSS als ein 15-Item-Score eingefuhrt;
aufgrund von Kritik&uRerung beziiglich der Komplexitat und Variabilitt der NIHSS fiihrte man
auflerdem eine modifizierte Version des Scores mit lediglich 11 Test-1tems ein und konnte dadurch
eine hohere Test-Reliabilitat erreichen.®® Die vom Patienten erreichte Punktzahl lasst
Ruckschlisse auf das Ausmal? der zerebralen Ischdmie zu; der mdgliche Punktewert umfasst in

der urspriinglichen NIHSS den Bereich von 0 bis 42 Punkten. Anhand der einzelnen Items werden
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der Bewusstseinsgrad, die horizontalen Augenbewegungen, das Gesichtsfeld und die Motorik von
Gesicht sowie oberer und unterer Extremitét Uberpruft. Weiterhin wird auf Extremitatenataxie,

Sensibilitatseinschrankungen, Aphasie, Dysarthrie und Neglect getestet.

Die NIHSS ist nicht nur natzlich fir die Erfassung von Schlaganfallpatienten in der Akutphase der
Ischamie, sondern eignet sich auch als Pradiktor in Bezug auf das funktionelle Outcome nach
Schlaganfall. In einer Studie mit rund 1300 Patienten konnte so demonstriert werden, dass ein
initialer Punktewert von 16 oder mehr mit einer hohen Wahrscheinlichkeit eines Exitus letalis oder
zumindest schwerwiegender bleibender Behinderung nach drei Monaten einherging, wohingegen
eine Punktzahl von sechs oder weniger mit einer meist guten Genesung des Patienten im
Krankheitsverlauf vergesellschaftet war. Jeder zusatzliche Punkt auf der Skala am Tag des

Infarktereignisses verringerte die Wahrscheinlichkeit eines guten 90-Tage-Outcomes um 17%.8

Die urspringliche Version der NIHSS, so wie in EARLY verwendet, ist dieser Arbeit im Appendix
beigefiigt (vgl. Tabelle 17).

2.2.1.2 Modified Rankin Scale

Die mRS beschreibt eine standardisierte Malizahl, mit Hilfe derer sich der Grad einer Behinderung
nach Schlaganfall quantifizieren l&sst. Die Skala umfasst eine Spannweite von null bis sechs
Punkten; null Punkte zeigen eine vollige Symptomfreiheit und sechs Punkte den Tod des Patienten
an. Die Punkteskala beschreibt im Allgemeinen das Ausmall der alltagsrelevanten

Beeintrachtigung des Patienten (vgl. Tabelle 1).

Urspriinglich wurde die Skala 1957 von Rankin in Glasgow, Schottland, beschrieben;® eine
Modifikation erfuhr die Skala im Rahmen einer Studie Uber die praventiven Effekte einer
Aspirintherapie auf vaskulare Ereignisse, die durch eine Gruppe um Warlow 1991 veréffentlicht
wurde.® Kritiker stellen die Qualitat sowohl der eigentlichen Rankin Scale (nachfolgend: RS) als
auch der mRS und der Oxford Handicap Scale - einer weiteren Modifikation der RS - in Frage;
Grund sei eine eingeschrankte Reliabilitat, Validitit sowie Realisierbarkeit der Skalen.® In einer
Arbeit Uber die klinische Bedeutung der Rankin-Einteilung im Rahmen von Schlaganféllen wird
die mRS als Index der globalen Gesundheit bezeichnet; der Index wird aufgrund seiner einfachen
und zlgigen Umsetzbarkeit als ndtzlich zur Bewertung des neurologischen Outcomes

eingeschatzt.®® In einer Studie von van Swieten et al. iiber die Interobserver-Reliabilitit der mRS
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wurde diese als befriedigend, aber steigerungsfahig eingestuft.%

Ungeachtet der Uneinigkeit Gber den eigentlichen Wert der mRS hat die modifizierte Skala seit
der Beschreibung durch van Swieten groRe Verbreitung und allgemeine Anwendung gefunden und
gilt generell als etabliertes Mal} zur Messung eines beim Patienten vorliegenden neurologischen
Funktionsdefizits — dabei wird die mRS zum einen in der klinischen Praxis zur Evaluation des
neurologischen Outcomes eines Patienten nach Schlaganfall benutzt, zum anderen aber auch im
Sinne eines primaren Endpunktes fiir klinische Studien angewandt.®’

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die Tele-mRS, ergo die mRS-Erhebung
mittels telefonischem Interview, in Bezug auf die Reliabilitdt und Validitdt mit der mRS-
Bestimmung im personlichen Kontakt vergleichbar ist.?% Weil die Tele-mRS eine zeit- und

kosteneffiziente Methode zur Outcome-Erfassung darstellt, bietet sie sich fiir Studienzwecke an.%®

In Tabelle 1 ist die mRS, wie sie auch 1988 durch van Swieten et al. verdffentlicht wurde,
gezeigt.%® Bei eingetrenem Tod durch den Apoplex wurde den Patienten in EARLY eine mRS von

6 zugeordnet.

Tabelle 1: Definition der mRS-Werte

0 Keine Symptome.
Keine relevante Beeintrachtigung. Patient kann
1 trotz gewisser Symptome Alltagsaktivitaten
verrichten.
Leichte Beeintrachtigung. Patient kann sich
2 ohne Hilfe versorgen, ist aber im Alltag

eingeschrankt.
Mittelschwere Beeintrachtigung. Patient

3 benotigt Hilfe im Alltag, kann aber ohne Hilfe
gehen.
Hohergradige Beeintréchtigung. Patient ben6tigt

4 Hilfe bei der Korperpflege, kann nicht ohne
Hilfe gehen.
Schwere Behinderung. Patient ist bettlagerig,

5 inkontinent und bendtigt standige pflegerische
Hilfe.

6 Tod infolge des Apoplex.
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2.3 Labordiagnostik

Fur eine EARLY-Substudie wurden am Studientag 0 und 8 in den teilnehmenden Kliniken bei 425
Patienten mittels One-Way-Standard-Monovetten jeweils etwa 5 ml Blut pro Patient abgenommen,
sodass insgesamt 10 ml Blut pro Patient zur Verfligung standen. Die mit einem Proteinstabilisator
versehenen frostsicheren Proben wurden zentrifugiert und das Blutplasma in Heparingefaen
eingefroren (-18° Celsius). Das gefrorene Heparinplasma wurde dann zur zentralen
Proteinbestimmung an die Medizinische Hochschule in Hannover versandt. Aus den Proben
wurden nach Abschluss der EARLY-Studie die Inflammations-Parameter C-reaktives Protein,
Matrix-Metalloproteinase-9 und Monocyte Chemoattractant Protein-1 bestimmt, um anti-
inflammatorische Effekte der Kombinationsbehandlung aus Aspirin und Extended-Release
Dipyridamol zu untersuchen.!® AnschlieRend erfolgte wiederum die Zugabe eines
Proteaseinhibitors sowie das Einfrieren und Aufbewahren der Proben bei -80° Celsius.

Fur diese Arbeit wurden die Proben erneut aufgetaut und die Plasmaspiegel von IGF-1 und dem
Bindungsprotein IGFBP-3 aus dem Heparinplasma bestimmt. Nach Aliquotierung und damit
Bereitstellung der erforderlichen Volumina wurden jeweils die Spiegel aus insgesamt 404
Patientenproben jeweils vom Tag 0 (Baseline-Wert) und vom Tag 8 (Follow-Up-Wert) mittels

Chemilumineszenz-Immunoassay gemessen (vgl. Kapitel 3.1.1, 2.3.1, Abbildung 2).

2.3.1 Chemilumineszenz-lmmunoassay

Die Proteinmessungen wurden an dem Immulite® 2000 XPi Immunoassay System von der Firma
Siemens durchgefuhrt. Vor der eigentlichen Messung wurde das Gerat mit IGF-1-,
beziehungsweise IGFBP-3-Kalibratorenlésungen fur niedrige und hohe Werte kalibriert. Im

Folgenden wird das zur Probenmessung verwendete Arbeitsprinzip erldutert.

Bei den Immulite-2000-Systemen handelt es sich um Geréte mit kontinuierlichem Direktzugriff
zur Ausfiihrung von Chemilumineszenz-lmmunoassays. Als Festphase kommen in dem System
testspezifische antigen- oder antikorperbeschichtete Polystyrolkugeln zum Einsatz. Speziell fir
die IGF-1- und IGFBP-3-Messungen lagen die Polystyrolkugeln entweder mit Anti-IGF-1-
Antikorpern (monoklonal, von der Maus) oder Anti-IGFBP-3-Antikdrpern (monoklonal, ebenfalls
von der Maus) beschichtet vor. Im ersten Schritt wird eine assayspezifische Kugel in ein speziell
konstruiertes Reaktionsgefall gegeben. AnschlieRend pipettiert das Gerét die Patientenprobe, das

assayspezifische Reagenz sowie Wasser auf die Probe. Das IGF-1 bzw. IGFBP-3 (zu messender
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Analyt) bindet an die Festphase. Das Reagenz besteht aus einer alkalischen Phosphatase (aus
Rinderkalbsdarm), welche ihrerseits mit polyklonalen Anti-IGF-1-Antikérpern vom Kaninchen
beziehungsweise monoklonalen Anti-IGFBP-3-Antikérpern von der Maus konjugiert ist. Wahrend
der Inkubation bei 37° Celsius wird das alkalische Phosphatasekonjugat durch eine
immunologische Reaktion an den Analyten (entweder IGF-1 oder IGFBP-3) und damit auch an
die Festphase (Kugel) gebunden. Die Menge des gebundenen Phosphatasekonjugats ist in diesem
Sandwich-Assay direkt proportional zur Konzentration der zu bestimmenden Analysesubstanz.
Um ungebundene Reaktionsmischung von der Kugel und aus dem Gefal zu entfernen, folgt die
Zentrifugation des Reaktionsgefales um die vertikale Achse und Ableitung der Flissigkeit in eine
Abfallkammer. Die Kugel verbleibt ohne ungebundene Substanz im Reaktionsgefal3. In einem
letzten Schritt wird ein Chemilumineszenzsubstrat (Dioxetanphosphat) zugegeben. Durch das an
die Kugel gebundene alkalische Phosphatasekonjugat wird das Chemilumineszenzsubstrat in ein
instabiles Anionenzwischenprodukt dephosphoryliert; beim Zerfall des Zwischenprodukts werden
Photonen emittiert (siehe Abbildung 1; vgl. DPS Immulite® 2000 Bedienerhandbuch, Abbildung
12-6). Die ausgesandte Lichtmenge ist direkt proportional zur gebundenen alkalischen
Phosphatase und damit zur Konzentration der Analysesubstanz in der Probe (vergleiche: DPS
Immulite® 2000 Bedienerhandbuch).1%
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Abbildung 1: Chemilumineszenz-Reaktion im Immulite® 2000 XPi

Siehe DPS Immulite® 2000 Bedienerhandbuch, Abbildung 12-6. Copyright © by Siemens Healthcare
Diagnostics. IMMULITE ist ein eingetragenes Warenzeichen von Siemens Healthcare Diagnostics.

Die mit Anti-1GF-1- bzw. Anti-IGFBP-3-Antikdrpern konjugierte Alkaliphosphatase bindet Gber den Analyten
an die antikdrperbeschichtete Festphase (Polystyrolkugel); die Menge der gebundenen Alkaliphosphatase steht
damit in einem proportionalen Verhéltnis zur IGF-1 bzw. IGFBP-3-Konzentration in der Probe. Die
Alkaliphosphatase Uberfihrt das zugegebene Dioxetanphosphat (Chemilumineszenzsubstrat) in einer
enzymatischen Reaktion in instabiles Dioxetan, welches bei seinem Zerfall Licht (in zur urspriinglichen Analyt-
Konzentration proportionaler Menge) emittiert.

2.4 Statistische Analysen
Mit Hilfe der Statistik-Software SPSS der Firma IBM in der Version 22.0.0.0 wurde die

statistische Analyse der Daten vorgenommen. Nachfolgend wird das VVorgehen der statistischen
Auswertung der vorliegenden Patientenparameter und gemessenen Hormonplasmaspiegel
detailliert und chronologisch besprochen. Der im Vorfeld erstellte Analyseplan ist dieser Arbeit

im Appendix beigefugt (siehe Appendix, Seite 129).

2.4.1 Vorbereitung der Daten und univariate Statistik

Den einzelnen Variablen wurde zu Beginn das jeweils korrekte Skalenniveau, also die Nominal-
und Ordinalskala sowie das metrische Messniveau innerhalb der Software zugeordnet. Variablen,
die ein metrisches Skalenniveau aufwiesen, wurden mit Hilfe von Normalverteilungsplots auf
Normalverteilung Uberprift. Der optischen Kontrolle wurde anderen Testungen auf

Normalverteilung wie beispielsweise dem Shapiro-Wilk-Test oder dem Kolmogorov-Smirnoff-
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Test gegenuber der Vorzug gegeben, da die statistischen Testungen von manchen Autoren als zu
konservativ angesehen werden.1%? Sofern die Daten nicht annahernd normalverteilt vorlagen,
wurden diese mittels Logarithmieren transformiert und die transformierten Daten dann nach erneut
durchgefuhrtem Normalverteilungsplot auf Lognormalverteilung Uberprift. Dies war
insbesondere fur die nachfolgend detaillierter beschriebenen Dependenzanalysen, in deren
Kontext auch eine Dichotomie der Daten durchgefuhrt wurde, von Bedeutung: Falls die Daten
(nach Dichotomie) innerhalb der jeweiligen Patientengruppen anndhernd normalverteilt oder
lognormalverteilt vorlagen, wurden fiir die Dependenzanalysen parametrische Verfahren
angewandt. Anderenfalls wurde auf die nicht-parametrischen statistischen Testverfahren
zuriickgegriffen.’®® Die Visualisierungen der Normalverteilungsplots der kontinuierlichen
Variablen (ungruppiert, also vor einer Dichotomie) finden sich im Anhang dieser Dissertation
(Appendix, Abbildungen 1-6). Auf die Darstellung der Normalverteilungen einzelner Variablen

nach Dichotomie wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet.

Mit den durch die EARLY-Investigatoren bereitgestellten Baseline-Characteristics und
Demographics sowie der tbermittelten Schlaganfall-Scores wurde im Rahmen von univariaten
Analysen zundchst eine deskriptive Statistik der Studienkohorte durchgefuhrt. Zur ersten
Einschatzung der H&ufigkeitsverteilungen und zur genauen Beschreibung der Distribution der
Daten wurden statistische Malizahlen wie das arithmetische Mittel, der Median und der
Interquartilsabstand ermittelt und in Text- und Tabellenform dargestellt (siehe Tabellen 2-7). Der
Ubergang von den urspriinglich 550 in EARLY eingeschlossenen Studienpatienten zu den in
dieser Dissertation 404 verwendeten Blutproben wurde in einem Flow-Chart der Studienpatienten
dargestellt (siehe Abbildung 2).

2.4.2 Dependenzanalysen

Den eigentlichen Kern der vorliegenden Arbeit bildeten verschiedene bivariate sowie multivariate
Dependenzanalysen, anhand derer auf Zusammenhénge zwischen den Hormonplasmaspiegeln und
den ubrigen vorhandenen Variablen, insbesondere den Schlaganfall-Scores, getestet wurde.
Weiterhin wurde im Kontext der Dependenzanalysen eine Confounder-Analyse durchgefiihrt, um
abschliel’end die Unabhéngigkeit etwaiger Zusammenhange zwischen den IGF-1- und IGFBP-3-
Spiegeln und dem Outcome von Confounder-Einfliissen tiberpriifen zu konnen (vgl. Kapitel 4.1.1).
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2.4.2.1 IGF-1- und IGFBP-3-Spiegel

Um zunédchst einen Eindruck Uber mogliche Tendenzen der Verteilung der ermittelten 1GF-1-
sowie IGFBP-3-Werte zu erhalten, wurden im Sinne einer hormonellen Evaluation, wie zuvor flr
die restlichen vorliegenden Patientenparameter auch (s.0.), mittels univariater Analysen die
iiblichen Lage- und StreuungsmaBe ermittelt und in Textform prasentiert. Uberdies wurde
statistisch auf Mittelwertsunterschiede der gemessenen IGF-1- und IGFBP-3-Spiegel zwischen
Tag 0 und Tag 8 getestet. In diesem Zusammenhang wurde auf Mittelwertsunterschiede bezogen
auf die gesamte Studienkohorte, bezogen isoliert auf die Manner und bezogen isoliert auf die
Frauen untersucht. Da die Gruppierung der Kohorte anhand der Messtage 0 und 8 zwei Gruppen
mit identischen Patienten ergab und es sich in der Folge um Messwiederholungen und damit auch

um verbundene Stichproben handelte, kam an dieser Stelle der gepaarte t-Test zur Anwendung.®

Weiterhin wurde auf Mittelwertsunterschiede zwischen den Ménnern und den Frauen, jeweils
bezogen auf den Studientag 0 und Studientag 8, geprift. Hierbei handelte es sich um unverbundene
Patientengruppen mit unterschiedlichen Patienten, sodass hier der t-Test beziehungsweise der
Welch-Test (in Abhangigkeit der Varianzgleichheit) verwendet wurde. %

Die IGF-1- und IGFBP-3-Werte von Tag 0 und 8 wurden bezuglich ihrer Haufigkeitsverteilung
nach dem Patientengeschlecht in Boxplot-Graphiken visualisiert; die Boxplots erlaubten einen
schnellen Uberblick tiber die Lage des Medians sowie das 25. und 75. Quartil (siehe Abbildungen
3,12).

Um auf Unterschiede der Hohe der ermittelten Hormonspiegel innerhalb der verschiedenen
Schlaganfall-Scores zu testen, wurde die Verteilung der IGF-1- und der IGFBP-3-Werte (jeweils
von Tag 0 und von Tag 8) uber die einzelnen Kategorien der mRS (mRS = 0-6 Punkte; vgl. Kapitel
2.2.1.2) von den Tagen 0, 8 und 90 und Uber eine Kategorisierung der vorliegenden NIHSS von
den Tagen 0, 8 und 90 gemaR Bradley et al. mittels Boxplots graphisch dargestellt.'®* Die
Unterteilungen der NIHSS-Werte entsprachen damit den Kategorien ,,Keine Symptomatik* (0
Punkte), ,leichter Schlaganfall“ (1-4 Punkte), ,,mittelgradiger Schlaganfall“ (5-15 Punkte),
»mittelgradiger bis schwerer Schlaganfall (16-20 Punkte) oder ,,schwerer Schlaganfall“ (> 20
Punkte). Die entsprechenden Boxplot-Graphiken wurden aus Griinden der Ubersichtlichkeit im

Appendix dargestellt (siehe Appendix, Abbildungen 7-14).

28



Material und Methodik

In einem n&chsten Schritt wurde eine Dichotomie des Outcomes einerseits anhand der mRS der
Tage 0, 8 und 90 und andererseits anhand der NIHSS von Tag 0, 8 und 90 durchgefiihrt und die
Verteilungen der IGF-1- und IGFBP-3-Spiegel (jeweils von Tag 0 und von Tag 8) innerhalb der
beiden Outcome-Gruppen analysiert. Um eine Unterteilung der Patienten in solche mit einer
maximal leichten Ausprédgung der Schlaganfallsymptomatik und solche mit einer dartber
hinausgehenden, schwerwiegenderen Symptomatik zu erreichen, wurden bezuglich der mRS 0-2
Punkte auf der Skala als ,,gutes® Outcome, 3-6 Punkte hingegen als ,,schlechtes* Outcome
definiert. Diese Definition war auBerdem nach der dieser Arbeit zugrunde liegenden Studie zum
Zusammenhang zwischen IGF-1 und IGFBP-3 und dem Schlaganfall-Outcome ausgerichtet.!’
Analog wurde die NIHSS in 0-4 Punkte (,,gut*) und 5-42 Punkte (,,schlecht®) dichotomisiert. Die
IGF-1- und IGFBP-3-Spiegel-Verteilungen innerhalb der beiden Patientengruppen mit jeweils
gutem oder schlechtem Outcome wurden ebenfalls in Boxplot-Graphiken dargestellt (siehe
Abbildungen 4-11, 13-20).

Im Sinne einer statistischen Absicherung der optischen Analyse wurden die
Hormonspiegelverteilungen innerhalb der Outcome-Gruppen ebenfalls auf
Mittelwertsunterschiede getestet. Dazu kam, weil unverbundene Stichproben vorlagen, der

ungepaarte t-Test zur Anwendung.%

2.4.2.2 Patientenparameter bei dichotomisierten IGFBP-3-Spiegeln

Ferner wurden die IGFBP-3-Spiegel von Tag 0 in niedrige und normale bis hohe Spiegel
dichotomisiert. Anhand dieser Dichotomie wurden zur Testung auf Unterschiede und
Zusammenhange zwischen den einzelnen Patientenparametern und der Hohe der IGFBP-3-Spiegel
von Tag 0, also in der unmittelbaren Akutphase des Schlaganfalls, Dependenzanalysen
durchgefuhrt (siehe Tabelle 8). Im Rahmen dieser Dependenzanalysen wurden sédmtliche
vorliegenden Patientenparameter inkludiert. Der Sinn dieser Analysen lag in der Aufdeckung von
statistischen Zusammenhdngen zwischen einzelnen Patientenparametern und der Hohe der
IGFBP-3-Spiegel; damit sollte die Detektion potentieller Storfaktoren, sogenannter Confounder,
ermoglicht werden. Dies war insbesondere in Zusammenhang mit der formulierten Hypothese 1
sowie der Nebenhypothese (vgl. Kapitel 1.1) dieser Dissertation von Interesse. Bei sémtlichen
metrisch oder ordinal skalierten Variablen wurde auf statistisch signifikante Lageunterschiede
(also Mittelwerts- oder Medianunterschiede der entsprechenden Variablen zwischen den beiden

IGFBP-3-Spiegel-Gruppen) gepriift. Wie schon in Kapitel 2.4.1 beschrieben, kamen dabei,
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abhangig von der Skalierung der jeweiligen Variable und davon, ob in den Untergruppen eine
Normalverteilung (oder zumindest eine Log-Normalverteilung) anndhernd angenommen werden
konnte oder nicht, parametrische oder nicht-parametrische Testverfahren zum Einsatz. Verwendet
wurden auf Seite der parametrischen Verfahren jeweils der t-Test (oder im Falle ungleicher
Varianzen in den beiden Patientengruppen der Welch-Test), auf Seite der nicht-parametrischen
Verfahren der Mann-Whitney-U-Test.!%?

Die Original-Einteilung der nominalen Parameter auf dem CRF-Prifbogen (Case Report Form,
nachfolgend: CRF, siehe Appendix Seite 110) der EARLY-Studie wurde modifiziert und die
jeweiligen Variablen in SPSS in neue Variablen rekodiert: die Kategorie ,,unbekannt™ des
Fragebogens wurde fiir diese Dissertation als ,,nicht vorliegend* gewertet um die Daten fiir eine
statistische Dependenzanalyse zu optimieren. Ubrig blieben schlieBlich die Kategorien ,,ja* und
»hein®“. Folglich lagen dann nominal skalierte Variablen mit zwei Ausprigungen vor, deren
potentieller statistischer Zusammenhang zu der H6he der IGFBP-3-Spiegel mittels Exaktem Test
nach Fisher Uberprift wurde; im Falle der Variablen ,,Raucherstatus® wurden die drei Kategorien
beibehalten und mittels Chi-Quadrat-Testung auf Zusammenhénge zwischen dem Nikotinkonsum
und der Hohe der IGFBP-3-Spiegel getestet. %3

Die den beschriebenen Dependenzanalysen zugrunde liegende Dichotomie der IGFBP-3-
Hormonplasmaspiegel von Tag 0 wurde anhand alters- und geschlechtsadjustierter Referenzwerte
durchgefuhrt. Dabei ist zu beachten, dass in der Regel jedes Labor eigene Referenzlisten zur
Verfligung stellt; diese sind aber durchaus vergleichbar. Fir diese Dissertation kamen die
Referenzwerte von Elmlinger et al. zur Anwendung, die mit Hilfe von Immulite®
Chemilumineszenz-Assays ermittelt wurden.'® Fir insgesamt 13 Patienten, die bei
Studieneinschluss élter als 85 Jahre alt waren, wurden die Referenzwerte fir die 81-85-Jahrigen
als Orientierung genutzt, da tber dieses Alter hinaus keine Referenzwerte vorlagen. Mit Hilfe der
Referenzwerte wurde zundchst eine Trichotomie der Hormonspiegel in niedrig, normal und hoch
durchgefuhrt. Lagen die gemessenen Hormonspiegel unterhalo der zweifachen
Standardabweichung des altersadjustierten Mittelwertes der Referenztabelle, wurden sie als
niedrig klassifiziert; als hoch galten Werte, die mehr als zwei Standardabweichungen oberhalb des
altersadjustierten Mittelwertes lagen. Werte, die innerhalb des Bereiches mit +/- zwel
Standardabweichungen lagen, wurden als normalwertig deklariert. Diese Definition der
Hormonspiegelhthen war angelehnt an die Methodik der Substudie der Berliner Cream&Sugar-
Studie zum Zusammenhang zwischen IGF-1- und IGFBP-3-Spiegeln und dem Schlaganfall-
Outcome.!” Da in der Kategorie der hohen Hormonspiegel die Fallzahl (nachfolgend: n) lediglich

bei zehn lag, wurden in einem néchsten Schritt die beiden Kategorien ,,normal und ,,hoch* zur
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Gruppe ,,normal* zusammengefasst, sodass am Ende eine dichotome Verteilung der Daten vorlag.
Eine Zusammenfassung der Teststatistiken der Dependenzanalysen mit Angabe der jeweiligen p-
Werte (nachfolgend: p) findet sich in Tabelle 8. Das Signifikanzniveau o wurde auf o = 0.05
festgelegt.

Hinsichtlich der formulierten Nebenhypothese (vgl. Kapitel 1.1) wurde eine Korrelationsanalyse
im Sinne einer Pearson-Korrelation zwischen den IGF-1- und IGFBP-3-Plasmaspiegeln jeweils
von Tag O und Tag 8 vorgenommen. Die Ergebnisse dieser Analysen wurden zusatzlich zur

Préasentation in Textform auch in Streudiagrammen veranschaulicht (siehe Abbildungen 21, 22).

2.4.2.3 Patientenparameter bei dichotomisiertem Outcome von Tag 90

Weiterhin wurden anhand der schon oben beschriebenen Dichotomie der mRS-Werte von Tag 90
(vgl. Kapitel 2.4.2.1) dieselben Dependenzanalysen wie im Falle der IGFBP-3-Spiegel-
Dichotomie durchgefuhrt; auch hier wurden die Daten also auf Lageunterschiede oder
Zusammenhdange untersucht (vgl. Tabelle 9). Als ,,gut* galten mRS-Werte von 0-2 Punkten; 3-6
Punkte wurden als ,,schlecht” definiert. Das Ziel dieser Dichotomie bestand in der Detektion
potentieller Einflusse von bekannten Schlaganfall-Préadiktoren auf das Outcome nach 90 Tagen.
Das Identifizieren von moglichen Zusammenhangen zwischen einzelnen Patientenvariablen und
den mRS-Werten vom Tag 90 diente also auch hier wieder der Confounder-Analyse; dies war auch
besonders fur die noch nachfolgend beschriebenen Regressionsanalysen von Bedeutung.

Zur Einteilung des Outcomes wurde der mRS von Tag 90 (hierbei handelte es sich um eine Tele-
mRS, vgl. Kapitel 2.2.1.2) gegenuber der NIHSS von Tag 90 der Vorzug gegeben, da diese sich
in der wissenschaftlichen Literatur etabliert hat.®"% Zudem lagen lediglich bei 349 Patienten
Angaben zum NIHSS von Tag 90 vor; die Tele-mRS wurde am Studientag 90 dahingegen fir die
gesamte Kohorte (nachfolgend: N) durchgefiihrt. Weiterhin flihrten die Tele-mRS-Experten die
telefonische Befragung verblindet durch.

Auch fiir die Dependenzanalysen beziglich der mRS von Tag 90 wurde das Signifikanzniveau o
auf o = 0.05 festgelegt. Eine Zusammenfassung der Teststatistiken der Dependenzanalysen mit

Angabe der jeweiligen p-Werte findet sich in Tabelle 9.

2.4.2.4 Kreuztabellen und Assoziationsmal3e

Um im Rahmen der eingangs formulierten Hypothesen (vgl. Kapitel 1.1) einen potentiellen
Zusammenhang zwischen den definitionsgemal niedrigen IGF-1- und IGFBP-3-Hormonspiegeln

(jeweils von Tag 0 und Tag 8) und dem neurologischen Outcome der Patienten nach 90 Tagen zu
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erfassen, wurden die dichotomisierten Hormonspiegel und die dichotomisierte Tele-mRS von Tag
90 mittels Kreuztabellen Gberpruft. Im Prinzip wurde hierbei der Frage nachgegangen, ob die
beiden Merkmale ,,Hormonspiegel*“ sowie mRS von Tag 90 innerhalb der Kohorte voneinander
abhangig oder unabhangig waren. Zu diesem Zweck wurden die beobachteten Haufigkeiten mit
denjenigen Haufigkeiten, die im Falle statistischer Unabhadngigkeit auftreten wirden, in den
jeweiligen Kreuztabellen verglichen und in Balkendiagrammen graphisch dargestellt (siehe
Tabellen 10-13, Abbildungen 23-26). Mit Hilfe des Exakten Test nach Fisher wurde auf eine
etwaige statistisch signifikante Abweichung von den im Falle statistischer Unabhéngigkeit
erwarteten Haufigkeiten innerhalb der Zellen der Vierfeldertafel (Kreuztabelle) und damit im
Umkehrschluss auf eine signifikanten Zusammenhang zwischen der Hormonspiegel-Hohe und
dem 90-Tages-Outcome getestet. Der exakte Test nach Fisher sollte allgemein bei Variablen mit
maximal zwei Auspragungen Verwendung finden; weiterhin stellt dieser Test Kkeine
Voraussetzungen an den Stichprobenumfang und folglich die Haufigkeiten innerhalb der einzelnen
Zellen und liefert entsprechend auch bei einer geringen Beobachtungs-Anzahl verlassliche

Resultate (vgl. die relativ niedrigen Beobachtungszahlen in den Tabellen 12-13).1%

Zusatzlich wurden im Kontext der Kreuztabellen-Analysen das relative Risiko (nachfolgend: RR)
sowie die Odds Ratio (nachfolgend: OR) berechnet (vgl. Tabelle 14). Beide Berechnungen waren
jeweils bezogen auf das Risiko beziehungsweise die ,,0dds* eines Patienten mit einem an Tag 0
gemessenen niedrigen IGF-1- oder IGFBP-3-Spiegel ein definitionsgemal schlechtes Outcome
nach 90 Tagen aufzuweisen, verglichen mit denjenigen Patienten, bei denen an Tag O ein normaler
bis hoher IGF1- oder IGFBP-3-Spiegel gemessen worden war. Die im Rahmen der Kreuztabellen-

Analysen erhaltenen OR stellten die rohen, nicht-adjustierten OR dar.

2.4.2.5 Multiple lineare Regression

Neben der angesprochenen multiplen bindren logistischen Regressionsanalyse, welche als letztes
besprochen wird, wurde zundchst eine multiple lineare Regressionsanalyse durchgefuhrt. Da der
Schwerpunkt der vorliegenden Dissertation auf der Untersuchung des IGFBP-3 in der Akutphase
des Schlaganfalls lag, wurde in dem aufgestellten Modell der multiplen linearen Regression der
Einfluss einzelner Pradiktoren auf die IGFBP-3-Spiegel von Tag O untersucht; die
Einflussfaktoren auf die IGFBP-3-Spiegel galten als potentielle Confounder des IGFBP-3-
Einflusses auf den klinischen Endpunkt der vorliegenden Arbeit (mRS Tag 90 = 3-6).

Vor und nach der Durchfuhrung der linearen Regression wurden die grundséatzlichen
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Modellvoraussetzungen tberprift. Die abhéngige Variable lag als intervallskalierte Variable vor;
die erklarenden Variablen lagen ebenfalls intervallskaliert oder dichotom vor. Damit waren die
Anforderungen an die Skalenniveaus erfullt. Zur Testung auf Multikollinearitat unter den
Einflussvariablen wurde eine Kollinearitatsstatistik durchgefiihrt. Berechnet und tabellarisch
angegeben (vgl. Tabelle 15) wurden jeweils die Toleranz sowie der Varianzinflationsfaktor
(nachfolgend: VIF). Zusétzlich wurden nach der Durchfiihrung der Regression die Residuen - also
die durch das formulierte Regressionsmodell nicht erklarbaren Abweichungen von der
Regressionsgeraden - auf Heteroskedastizitat und Autokorrelation untersucht. Bezlglich der
Heteroskedastizitat wurden die unstandardisierten VVorhersagewerte sowie die unstandardisierten
Residuen bei der Durchfiihrung der Regressionsanalyse in SPSS zwischengespeichert, die
unstandardisierten Residuen dann quadriert und anschlielend in eine neue Variable verrechnet.
Mit Hilfe eines Streudiagramms, in welchem die quadrierten Residualwerte Uber den
unstandardisierten VVorhersagewerten dargestellt wurden, wurde optisch auf Heteroskedastizitét
gepruft (vgl. Appendix, Abbildung 15). Mittels Breusch-Pagan-Test wurde schlielflich der
optische Eindruck statistisch abgesichert. Dazu wurde eine lineare Regression mit den identischen
Préadiktoren, aber den quadrierten Residualwerten als Kriteriumsvariable Y durchgefihrt und das
Resultat des Breusch-Pagan-Tests anhand der F-Statistik abgelesen. Zur Testung auf
Autokorrelation wurde eine Durban-Watson-Statistik vorgenommen. Bei der fir diese
Dissertation vorliegenden Fallzahl konnte eine ndherungsweise Normalverteilung fur die

standardisierten Residuen vorausgesetzt werden; dieses wurde nicht gesondert gepruft.

Fur das Modell der multiplen linearen Regression wurde die Einschluss-Methode benutzt.
Bezliglich der einzelnen Préadiktoren wurden jeweils die von der Statistik-Software ausgegebenen
b- als auch die R-Regressionsgewichte sowie das 95%-Konfidenzintervall (nachfolgend: 95%-KI)

des b-Koeffizienten ausgewertet und tabellarisch angegeben (vgl. Tabelle 15).

Weiterhin wurden Statistiken beziglich der Anpassungsgiite des Regressionsmodells ausgewertet
und angegeben. Um zu Uberpriifen, ob das formulierte Regressionsmodell auch tber die Grole der
Stichprobe hinaus Gultigkeit besitzt, wurde das Regressionsmodell mit Hilfe eines F-Tests
varianzanalytisch untersucht. In Zusammenhang mit der durch das Modell geleisteten
Varianzaufklarung fand das korrigierte BestimmtheitsmaR R? Verwendung.

Zur Selektion der Pradiktoren fir das Modell: Diejenigen Parameter, welche im Rahmen der

Dependenzanalysen im Sinne des festgelegten Signifikanzniveaus o eine statistische Signifikanz
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aufgewiesen hatten (betraf die Variablen ,,JGF-1-Spiegel von Tag 0 und Geschlecht), wurden in
die lineare Regression inkludiert; auBerdem wurde aus sachlogischen Uberlegungen heraus das
Patientenalter (trotz fehlender vorheriger Signifikanz) als Variable eingeschlossen und die
Variablen ,,mRS von Tag 8%, ,mRS von Tag 90“ und ,,IGF-1-Spiegel von Tag 8 nicht inkludiert.
Beziiglich des Regressors ,,Geschlecht” diente das weibliche Geschlecht als Referenzkategorie 0.

2.4.2.6 Multiple binéare logistische Regression

In einem abschlieRenden Schritt wurde eine multiple binére logistische Regression durchgefihrt.
Mit Hilfe dieser logistischen Regression wurden die Richtung und Stérke potentieller Einflisse
der inkludierten Préadiktoren auf die abhéngige Variable, die dichotome Auspragung der mRS von
Tag 90 in ,,gut* (mRS Tag 90 = 0-2) und ,,schlecht (mRS Tag 90 = 3-6), ermittelt; dazu wurden
jeweils die Regressionskoeffizienten und die OR inklusive der jeweiligen Konfidenzintervalle
berechnet und tabellarisch angegeben (vgl. Tabelle 16). Hinsichtlich der abhéngigen Variablen
wurde die Auspriagung ,,mRS = 0-2“ mit 0 und die Auspragung ,,mRS = 3-6* mit 1 kodiert; somit
waren die ermittelten OR jeweils als Eintrittswahrscheinlichkeit eines schlechten Outcomes zu
interpretieren.

Ziel der Durchflihrung der logistischen Regression war der Vergleich der OR aller fur das 90-
Tages-Outcome potentiell relevanten Pradiktoren untereinander, da die einzelnen OR in einem
multiplen logistischen Regressionsmodell jeweils als adjustiert fiir alle Ubrigen in dem Modell
vorhandenen Variablen gelten.1% Inkludiert wurden dafiir samtliche Variablen, die im Rahmen
der vorangegangenen Dependenzanalysen der Patientenparameter bei dichotomisiertem Outcome
von Tag 90 eine statistische Signifikanz mit einem p-Wert von maximal 0.01 aufgewiesen hatten
(vgl. dazu Tabelle 9). Zusatzlich wurde auch das Geschlecht als Variable in das Modell
eingeschlossen, da es in den vorherigen Analysen einen Zusammenhang zu den IGFBP-3-Spiegeln
aufgezeigt hatte und damit als mdglicher Confounder des IGFBP-3-Einflusses auf das Outcome
galt (vgl. Tabellen 8, 15). Um ein Overfitting, also eine Uberanpassung, des Regressionsmodells
zu vermeiden, wurde trotz intuitiv plausibler und hochsignifikanter Zusammenhénge zum 90-
Tages-Outcome auf den Einschluss der einzelnen Schlaganfall-Scores verzichtet; lediglich die
MRS von Tag 0 wurde als Pradiktor inkludiert. Durch den Einschluss des Geschlechts und der
mRS von Tag 0 wurde auch der Tatsache Rechnung getragen, dass die initiale Schwere eines
Schlaganfalls sowie das mannliche Geschlecht in der Literatur als Préadiktoren fur das
Schlaganfall-Outcome identifiziert wurden.®® Trotz vorher ermitteltem p-Wert von 0.02 (vgl.

Tabelle 9) wurde auch die Variable ,,IGF-1-Spiegel von Tag 0 in die logistische Regression
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inkludiert, da diese in der multiplen linearen Regression eine hochsignifikante Assoziation zu den
IGFBP-3-Spiegeln aufgewiesen hatte und somit, wie auch die Variable Geschlecht, als potentieller
Confounder galt. Zudem waren die Einflisse samtlicher Hormonspiegel auf das 90-Tages-
Outcome, insbesondere auch im Vergleich untereinander, im Kontext der formulierten Hypothesen

dieser Arbeit von besonderem Interesse.

Die IGF-1- und IGFBP-3-Werte (von den Tagen 0 und 8) sowie das Patientenalter wurden als
kontinuierliche Variablen in das Modell eingebracht. Ublicherweise werden die aus einer
logistischen Regression ermittelten OR fur alle eingebrachten metrischen Variablen im Sinne einer
Erhéhung der erklarenden metrischen Variablen um eine Einheit interpretiert.'® Um die
entsprechenden OR bezlglich eines schlechten Outcomes bei Erniedrigung der IGFBP-3-Spiegel
(vgl. Hypothesen in Kapitel 1.1) um eine Einheit (ergo 1 pg/ml) zu erhalten, wurden die
urspriinglich gemessenen IGFBP-3-Werte daher mit dem Faktor (-1) multipliziert: dies fuhrte zu
einer Vorzeichenumkehr des Regressionskoeffizienten und bei Potenzieren desselben zur
gewiinschten OR. Der Standardfehler und die Wald-Statistik wurden durch diese
Rechenoperationen nicht beeinflusst. Die urspriingliche Skalenbreite der IGFBP-Werte konnte
beibehalten werden, da eine Veranderung des IGFBP-3-Spiegels um 1 pg/ml als klinisch relevant
gelten konnte (vgl. Kapitel 3.2.1).

Die IGF-1-Werte wurden in ng/ml gemessen, sodass das unverénderte Einbringen der IGF-1-
Messungen in die multiple bin&re logistische Regression jeweils die OR bei einer Erhéhung der
IGF-1-Spiegel um 1 ng/ml ergeben hétte — bei der grof3en Skalenbreite der IGF-1-Spiegel in der
Kohorte konnte eine Veranderung um 1 ng/ml jedoch nicht als klinisch relevant gelten (vgl.
Kapitel 3.2.2). Um die OR fir ein schlechtes Outcome bei einer Erniedrigung der IGF-1-Spiegel
zu erhalten, wurden die urspriinglichen 1IGF-1-Werte zun&chst mit dem Faktor (-1) multipliziert.
Die neu verrechneten IGF-1-Werte wurden anschlieBend durch 50 dividiert, um die OR bei einer
Verschiebung der Werte um -50 ng/ml zu erhalten. Dadurch wurde eine zu den IGFBP-3-Werten
vergleichbare Skalenbreite geschaffen; eine Verdnderung des IGF-1-Spiegels um 50 ng/ml konnte
auflerdem als klinisch relevant gelten. 50 ng/ml entsprachen in etwa der Standardabweichung der
IGF-1-Werte innerhalb der Studienkohorte; die Standardabweichung der IGFBP-3-Werte
innerhalb der Kohorte lag ungeféhr bei 1 pug/ml (vgl. Kapitel 3.2.1 und 3.2.2).

Analog zu dem erlduterten Vorgehen wurde auch die Skalenbreite des Patientenalters angepasst
und die Differenz fur die entsprechende OR in dem Regressionsmodell auf eine Zunahme der

Variablen um 10 Lebensjahre festgelegt, da der klinische Effekt einer Verédnderung um 1
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Lebensjahr als zu gering angesehen wurde. Die definierten Differenzen wurden als
Interpretationsgrundlage der OR in Tabelle 16 angegeben.

Die Patientenparameter Diabetes mellitus, vorangegangene Schlaganfélle und Herzinsuffizienz
wurden als kategoriale Variablen in das Modell eingebracht. Die Auspriagung ,,nein“ (ergo: nicht
vorhanden) wurde als Referenzkategorie 0 kodiert, die Auspriagung ,,ja* (also vorhanden) als
Kategorie 1. Damit galten die in der Tabelle angegeben Resultate fiur die kategorialen Parameter
jeweils fur diejenigen Patienten, bei denen diese Auspragung auch vorlag. Hinsichtlich des
Patientengeschlechts wurden die Manner mit der Referenzkategorie Frauen verglichen. Ebenso
wurde die mRS von Tag 0 als dichotome Variable inkludiert; ein mRS von 0-2 Punkten galt als

Referenzkategorie.

Zur Ermittlung der Modellgute wurde der Hosmer-Lemeshow-Test verwendet. Weiterhin wurde
die durch das Regressionsmodell geleistete Varianzaufklarung, analog zum korrigierten R? in der
linearen Regression, durch das Nagelkerke-R? evaluiert und angegeben. Bei der Durchfiihrung der

bindren logistischen Regression wurde die Einschluss-Methode benutzt.
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3 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der statistischen Auswertung dargestellt. Die Darstellung
folgt dabei einer strukturierten VVorgehensweise von einer rein beschreibenden Statistik Uber
Abhangigkeitsanalysen bis hin zu den Regressionsmodellen. Stetige Variablen wurden auflerdem
auf Normalverteilung tberpruft; die entsprechenden Verteilungsplots finden sich im Appendix
dieser Dissertation (Abbildungen 1-6).

3.1 Deskriptive Statistiken

Ziel der deskriptiven Statistik war zunédchst die Prasentation der Verteilung der vorliegenden
Patientenparameter innerhalb der Studienpopulation. Die statistischen Mal3zahlen wurden dazu in

Text- und Tabellenform dargestellt.

3.1.1 Die Studienpopulation

VVon den 550 eingeschlossenen EARLY -Patienten konnte fir die statistische Analyse eine Fallzahl
von insgesamt 404 Patienten in die statistische Analyse eingeschlossen werden, von denen
komplette (Tag 0 und Tag 8, ergo 808 Einzelproben) sowie verwertbare Messungen vorlagen
(Einzelheiten siehe Flow-Chart, Abbildung 2).

Die Studienpopulation fiur diese Arbeit umfasste 261 Probanden mannlichen Geschlechts (64.4
%); 143 Studienteilnehmer waren Frauen (35.4 %). Bei 403 Patienten lag eine weie Hautfarbe
vor; es gab einen afro-amerikanischen Patienten. Das arithmetische Mittel des Patientenalters lag
bei 66.8 Jahren, wobei das Minimum bei 27 Jahren und das Maximum bei 95 Jahren lag
11.2; Median [nachfolgend: MD] = 68.0;
Interquartilsabstand [nachfolgend: 1QR] = 15.0). Der ermittelte BMI zeigte einen

(Standardabweichung [nachfolgend: SD]

Durchschnittswert von 27.31 Kilogramm pro Quadratmeter (nachfolgend: kg/m?) bei einer
Standardabweichung von 4.03 kg/m? (MD = 26.61; IQR = 5.58) und streute damit gemaR der
Adipositas-Klassifikation der WHO um den Bereich der Praadipositas; 170 Patienten (42.1 %)
fielen in den Bereich der Préadipositas und 101 Patienten (25.0 %) waren per definitionem
adip6s.1%” Bei sechs Patienten wurde der BMI nicht erhoben. Sowohl das Patientenalter, als auch
der BMI wurden mit Hilfe eines Normalverteilungsplots auf Normalverteilung tberprift; eine
Normalverteilung konnte in beiden Féllen ndherungsweise angenommen werden (siehe Appendix,
Abbildungen 1,2).
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550 eingeschlossene
EARLY-Patienten

2 Patienten nicht
randomisiert
(Begrindung: Siehe
h 4 Appendix, CRF Seite 7)
548 randomisierte
EARLY -Patienten

5 Patienten nicht
anbehandelt
(Begriindung: Siehe
v Appendix, CRF Seite

15)

v

543 medikamentods
behandelte EARLY -
Patienten (vgl. Kapitel
2.1.3)

118 Patienten mit
fehlerhafter/ ohne
Blutentnahme

v

v

425 Patienten erhielten
jeweils am Tag 0 und
Tag 8 im Rahmen einer
EARLY-Substudie eine

Blutentnahme 21 im Rahmen dieser
Dissertation nicht
verwertbare Proben
(Messung nicht
3 durchfihrbar / nur 1
Probe vom Patienten
vorhanden)

v

Insgesamt 404
verwertbare Proben
(808 Einzelproben) mit
Eingang in die
statistische Analyse

Abbildung 2: Flow-Chart der Studienpatienten

Bei 425 Patienten wurden im Rahmen einer EARLY-Substudie die Inflammations-Parameter C-reaktives
Protein, Matrix-Metalloproteinase-9 und Monocyte Chemoattractant Protein-1 bestimmt, um anti-
inflammatorische Effekte der Kombinationsbehandlung aus Aspirin und Extended-Release Dipyridamol zu
untersuchen (vgl. Kapitel 2.3). Im Kontext dieser Dissertation konnte nach dem Auftauen noch 404
Patientenproben (808 Einzelproben) statistisch analysiert werden.

Bezliglich des Nikotinkonsums gaben 97 Personen (24.1 %) an zu rauchen, 120 Patienten (29.9
%) waren nach eigener Angabe Ex-Raucher. Im Rahmen der Schlaganfall-Behandlung durch die
EARLY-Investigatoren wurden 194 Patienten (48.0 %) der vorliegenden Studienpopulation mit
Aspirin als Monotherapie innerhalb der ersten Woche anbehandelt; 210 Patienten (52.0 %)
erhielten von Beginn an das Aggrenox-Kombinationspraparat (Zusammenfassung der Ergebnisse

in Tabelle 2).

Die beiden am meisten in der Studienkohorte vertretenen VVorerkrankungen waren die Hypertonie

sowie der Diabetes mellitus. Bei 392 Patienten lagen Informationen bezliglich des Blutdrucks vor;
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301 Personen (76.8 %) litten unter einer Hypertonie. Der Diabetes mellitus lag bei 96 (24.5 %)
von 392 Patienten mit diesbeziglichen Informationen vor. Bei vier Probanden lag ein
Vorhofflimmern vor (n = 388). Eine Herzinsuffizienz zeigte sich bei 16 Personen (4.1%) von 387
Patienten, die diesbeziliglich Angaben machen konnten. Bezlglich einer Hyperlipidamie lagen bei
356 Patienten Informationen vor; 137 (38.5 %) davon gaben erhthte Blutfettwerte an. Zu allen
Patienten lagen Daten (iber stattgehabte Schlaganfalle vor dem aktuellen Ereignis vor. 56 Personen
(13.8 %) hatten in der Vergangenheit schon einmal einen Schlaganfall erlitten (vgl. Kapitel 2.2;

Zusammenfassung der Ergebnisse in Tabelle 3).

Im Rahmen des EARLY -Protokolls wurden Daten bezuglich AE gesammelt. Bei 353 Personen
der vorliegenden Kohorte konnten keine solcher Events aufgezeichnet werden. In summa
ereigneten sich sechs Todesfalle; davon lieen sich funf auf eine vaskulére Genese und einer auf
einen anderweitigen Grund zurlckfihren. Zusatzlich traten Rezidiv-Hirninfarkte bei 34 Patienten
auf, welche diesen Infarkt erneut tiberlebten. In zwei Fallen wurde ein tiberlebter Myokardinfarkt
registriert. Sieben Patienten erlitten eine TIA, zwei Patienten eine Blutung (Zusammenfassung der

Ergebnisse in Tabelle 4).

Zusatzlich wurden Daten in Bezug auf die durchgefiihrte Behandlung in EARLY gesammelt.
Insgesamt wurde die Medikation in 108 Fallen abgesetzt. Dem Abbruch lag in sechs Féllen eine
unerwartete Verschlechterung des Allgemeinzustandes wéhrend der Studienlaufzeit zugrunde; in
ebenfalls sechs Féllen zeigte sich ein eskalierender Verlauf von vorliegenden
Begleiterkrankungen. In 41 Fallen wurden anderweitige, durch die EARLY -Investigatoren nicht
naher Kklassifizierte AE registriert. Neun Patienten zogen ihre Einwilligungserklarung fur die
Studienteilnahme zuriick, zwolf Patienten konnten im Rahmen des Follow-Up nicht mehr
kontaktiert werden und weitere 32 Patienten zeigten einen Non-Compliance in Hinsicht auf das
Studienprotokoll. In zwei Fallen lag dem Abbruch eine anderweitige Motivation zugrunde
(Zusammenfassung der Ergebnisse in Tabelle 4).

Weiterhin wurden die mRS sowie die NIHSS am Tag der Aufnahme in die Studie und auch am
Tag 8 sowie am Tag 90 erhoben. Am Einschlusstag wurden beide Schlaganfall-Scores bei allen
404 Patienten der vorliegenden Kohorte durchgefihrt. Fir die initiale mRS ergab sich ein
Mittelwert von 2.14 Punkten (SD = 1.477). Die initiale NIHSS streute um einen Mittelwert von
3.70 Punkten (SD = 3.354). In der NIHSS zeigten am Einschlusstag 66 Personen (16.3 %) bel

einem Score von 0 Punkten keine Schlaganfallsymptomatik mehr; in 189 Fallen (46.8 %) lief3 sich
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ein ,leichter Hirninfarkt“ feststellen. Die (brigen Patienten konnten in die Kategorie
,mittelgradiger Schlaganfall“ (146 Personen, 36.1 %) oder ,mittelgradiger bis schwerer
Schlaganfall® (3 Personen, 0.7 %) eingeteilt werden (Zusammenfassung der Ergebnisse in Tabelle
5). Die ins Deutsche iibersetze Einteilung richtet sich nach Bradley et al.’® Hinsichtlich der mRS
konnte bei 68 Probanden (16.8 %) keine Schlaganfallsymptomatik mehr konstatiert werden. 88
Personen (21.8 %) zeigten keine relevante Beeintrachtigung (1 Punkt), 73 Personen (18.1 %) eine
leichte Beeintrachtigung (2 Punkte), 86 Personen (21.3 %) eine mittelschwere Beeintrachtigung
(3 Punkte) und 72 Personen (17.8 %) eine hohergradige Beeintrachtigung (4 Punkte). In 17 Féllen
(4.2 %) wurde bei 5 erreichten Punkten auf der Scala eine schwere Behinderung festgestellt (vgl.
Kapitel 2.2.1.2; Zusammenfassung der Ergebnisse in Tabelle 5).

Im Vergleich zu der Score-Erhebung am ersten Tag konnte am Tag 8 eine dhnliche mRS-
Verteilung bei 403 erhobenen Féllen dargestellt werden (M = 1.99; SD = 1.491). In Hinblick auf
die NIHSS (n =402; M = 2.42; SD = 3.434) hatte sich die Haufigkeitsverteilung in Richtung einer
milderen Symptomatik verschoben; in 136 Fallen (33.7 %) konnte keine klinische Auspréagung des
Infarkts mehr nachgewiesen werden (NIHSS = 0). 0 Punkte in der mRS am Tag 8 konnten
dahingegen nur bei 74 Patienten vergeben werden. Zwei Patienten (0.5 %) erreichten in der
Untersuchung einen NIHSS von iber 20 Punkten; diese fielen damit in die Kategorie ,,schwerer

Schlaganfall* (Zusammenfassung der Ergebnisse in Tabelle 6).

Drei Monate nach Studieneinschluss lieR sich in der mRS ein Trend in Richtung niedriger
Punktzahlen und damit besserem neurologischen Status erkennen (M = 1.60, SD = 1.448; Vorwert
von Tag 0: M = 2.14, SD = 1.477). 100 Patienten (24.8 %) hatten keine Symptomatik (MRS = 0);
in 131 Fallen (32.4 %) erhielten die Probanden einen Punkt auf der Skala. 6 Patienten (1.5 %)
waren dahingegen mittlerweile verstorben (6 Punkte). In der NIHSS (n = 349, M = 1.39, SD =
2.646; Vorwert von Tag 0: M = 3.70, SD = 3.354) spiegelte sich dieser Trend ebenfalls wider: Der
Groliteil der Patienten zeigte entweder keine klinischen Residuen (NIHSS = 0; 179 Personen, 44.3
%) oder fiel in die Kategorie ,,leichter Schlaganfall® (143 Personen, 35.4 %). Es lieB sich kein
Median ermitteln, da die Uberwiegende Anzahl Patienten 0 Punkte auf der Skala erreichte. In
einem Fall erreichte ein Patient 22 Punkte in der NIHSS (Zusammenfassung der Ergebnisse in
Tabelle 7).
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Tabelle 2: Beschreibuni der Studienioiulation

Alter in Jahren, arithmetisches Mittel (SD; MD; IQR), (N =404)  66.79 (+/- 11.244; 68.0;

15.0)
Body-Mass-Index, arithmetisches Mittel (SD; MD; IQR), (n = 398) 27.31 (+/- 4.034; 26.61,
5.58)
Geschlecht, méannlich / weiblich, absolut, (Prozent), (N = 404) 261 (64.6) / 143 (35.4)
Hautfarbe, weild/schwarz, absolut (Prozent), (N = 404) 403 (99.8) /1 (0.2)
Raucherstatus, absolut (Prozent), (n = 402)
Raucher 97 (24.1)
Ex-Raucher 120 (29.9)
Niemals geraucht 185 (46.0)
Behandlung in EARLY, absolut (Prozent), (N = 404)
Aspirin 194 (48.0)
Aggrenox 210 (52.0)
Legende fr die Tabellen 2 - 7:
AE Adverse Event, unerwiinschter Zwischenfall
EARLY Early treatment with aspirin plus extended-release dipyridamole for transient ischaemic attack or
ischaemic stroke within 24 h of symptom onset trial
IQR Interquartilsabstand
MD Median
N Fallzahl (komplett, 404 Patienten)
n Fallzahl (inkomplett)
SD Standardabweichung
TIA Transitorisch-ischamische Attacke

Hinweis: Bei einer abweichenden Fallzahl (N # 404) wurden jeweils die giiltigen Prozente unter
Vernachlassigung der fehlenden Werte angegeben.

Tabelle 3: Begleiterkrankungen innerhalb der Studienpopulation

Hypertonie, absolut (Prozent), (n = 392) 301 (76.8)
Vorhofflimmern, absolut (Prozent), (n = 388) 4 (1.0)
Herzinsuffizienz, absolut (Prozent), (n = 387) 16 (4.1)
Diabetes mellitus, absolut (Prozent), (n = 392) 96 (24.5)
Hyperlipidamie, absolut (Prozent), (n = 356) 137 (38.5)
Schlaganfalle [vor dem zum Studieneinschluss 56 (13.9)

fuhrenden ischdmischen Ereignis], absolut (Prozent), (N = 404)

Hinweis: Bei einer abweichenden Fallzahl (N # 404) wurden jeweils die giiltigen Prozente unter
Vernachlassigung der fehlenden Werte angegeben.
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Tabelle 4: Unerwiinschte Ereignisse innerhalb der Studienpopulation

Tabelle 5: Schlaganfall-Scores bei Studieneinschluss
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Tabelle 6: Schlaganfall-Scores von Tag 8

Hinweis: Bei einer abweichenden Fallzahl (n # 404) wurden jeweils die giiltigen Prozente unter
Vernachlassigung der fehlenden Werte angegeben.

Tabelle 7: Schlaganfall-Scores von Tag 90

Hinweis: Bei einer abweichenden Fallzahl (N # 404) wurden jeweils die giiltigen Prozente unter
Vernachlassigung der fehlenden Werte angegeben.
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3.2 Dependenzanalysen
Nachfolgend werden die Resultate der bivariaten sowie multivariaten Dependenzanalysen in Text-

sowie Tabellenform dargestellt. Zusatzlich wurden Boxplot-Graphiken und Streudiagramme zur

Visualisierung von Unterschieden und Zusammenh&ngen angefertigt.

Sowohl die IGF-1- als auch die IGFBP-3-Werte vom Tag 0 und vom Tag 8 lagen annéhernd
normalverteilt vor (siehe Appendix, Abbildungen 3-6). Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde
auf die Darstellung der Normalverteilungsplots der einzelnen Parameter nach einer erfolgten

Dichotomie verzichtet.

3.2.1 IGFBP-3

Die Auswertung der Plasmaspiegelmessungen des IGFBP-3 aus den Blutproben von Tag 0
ergaben einen Median von 3.260 Mikrogramm pro Milliliter (nachfolgend: ug/ml; N = 404; M =
3.302 pg/ml; SD = 1.055 ug/ml; IQR = 1.38 ug/ml). Das 25te Perzentil lag bei 2.550 ug/ml und
das 75te Perzentil lag bei 3.93 pg/mi.

Beziliglich der Plasmamessungen des IGFBP-3 von Tag 8 konnte ein Median von 3.345 pg/mi
ermittelt werden (N = 404; M = 3.351 pg/ml; SD = 1.128 ug/ml; IQR = 1.57 pg/ml).

Da es sich bei den IGFBP-3-Hormonmessungen von Tag 0 und Tag 8 um verbundene Stichproben
handelte (es lagen Messwiederholungen vor und in beiden Gruppen waren die Patienten identisch),
wurde zum Test auf Mittelwertsunterschiede, bezogen auf die IGFBP-3-Spiegel des gesamten
Patientenkollektivs, der gepaarte t-Test eingesetzt. Es konnte kein signifikanter
Mittelwertsunterschied der IGFBP-3-Spiegel von Tag 0 und von Tag 8 festgestellt werden (M Tag
0 =23.302 ug/ml; M Tag 8 = 3.351 pg/ml; gepaarter t-Test: t(403) =-1.367; p = 0.172; N = 404).

Bei der isolierten Betrachtung der Manner lieR3 sich ebenfalls kein signifikanter Lageunterschied
zwischen den IGFBP-3-Spiegeln von Tag 0 und denen von Tag 8 feststellen (M Tag 0 = 3.201
ug/ml; M Tag 8 = 3.274 ug/ml; gepaarter t-Test: t(260) = -1.710; p = 0.088; n = 261). Die alleinige
Analyse der Frauen ergab ebenso keinen signifikanten Mittelwertsunterschied (M Tag 0 = 3.486
ug/ml; M Tag 8 = 3.490 ug/ml; gepaarter t-Test: t(142) =-0.067; p = 0.946; n = 143).
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Bezliglich der IGFBP-3-Messungen von Tag O wiesen die Frauen einen signifikant hoheren
IGFBP-3-Mittelwert (3.486 upg/ml) als die Manner (3.201 pg/ml) auf (Levene-Test der
Varianzgleichheit: p = 0.840; Varianzgleichheit angenommen; t-Test: t(402) = 2.612; p = 0.009).
Die IGFBP-3-Messung vom Tag 8 ergab keinen signifikanten Mittelwertsunterschied zwischen
Mann und Frau (M Manner: 3.274 pg/ml; M Frauen: 3.490 pg/ml; Levene-Test der
Varianzgleichheit: p = 0.923; Varianzgleichheit angenommen; t-Test: t(402) = 1.846; p = 0.066).

Die Visualisierung der Haufigkeitsverteilungen fur das IGFBP-3, aufgeteilt nach Geschlecht und
Tag der Messung, findet sich zusammengefasst in einer gruppierten Boxplot-Analyse (Abbildung
3).

In multiplen Boxplot-Analysen mit den IGFBP-3-Spiegeln von Tag 0 und Tag 8 sowie der mRS
(0-6) und der NIHSS (kategorisiert nach Bradley)® von Tag 90 zeigte sich, dass mit steigendem
Punktewert auf der mRS und der NIHSS die Mediane der Hormonspiegel tendenziell sanken (aus
Griinden der Ubersichtlichkeit im Appendix, Abbildungen 7-10).

In einem ndchsten Schritt wurde anhand einer Dichotomie der mRS-Werte von Tag 0, 8 und 90
jeweils in ,,gut” (0-2 Punkte) und ,,schlecht* (3-6 Punkte) mittels t-Test auf Lageunterschiede der
IGFBP-3-Hormonspiegel zwischen den beiden Patientengruppen getestet. Aus Griinden der
Ubersichtlichkeit sind an dieser Stelle lediglich die p-Werte der t-Tests aufgefiihrt. Nahere
Informationen zu den Testungen finden sich als Erlauterungen unter den dazugehdrigen Boxplot-
Abbildungen (Abbildungen 4-7).

Zwischen den beiden mRS-Gruppen von Tag O ergab sich kein signifikanter
Mittelwertsunterschied beziliglich der IGFBP-3-Werte von Tag 0 (p = 0.089; Abbildung 4);
allerdings lieBen sich hochsignifikant niedrigere IGFBP-3-Spiegel von Tag 8 in der
Patientengruppe mit dem schlechteren mRS von Tag 8 demonstrieren (p < 0.001; Abbildung 5).
Auch zeigten die Testungen auf Lageunterschiede zwischen den mRS-Gruppen von Tag 90 sowohl
bezogen auf die IGFBP-3-Werte von Tag 0 als auch von Tag 8 hochsignifikant niedrigere IGFBP-
3-Spiegel in der Patientengruppe mit dem jeweils schlechten Outcome (p < 0.001 in beiden Fallen;
Abbildungen 6 und 7).

Auch anhand der NIHSS von den Tagen 0, 8 und 90 wurde eine Dichotomie in eine Gruppe mit
jeweils 0-4 NIHSS-Punkten und eine Gruppe mit 5-42 NIHSS-Punkten durchgefiihrt und anhand
dieser mit t-Tests auf Mittelwertsunterschiede der Hormonspiegelverteilung getestet. Auch an
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dieser Stelle finden sich aus Griinden der Ubersichtlichkeit lediglich die p-Werte, nahere
Informationen finden sich in den Erlduterungen der Boxplot-Abbildungen, mit Hilfe derer die
Héufigkeitsverteilungen der IGFBP-3-Spiegel (von Tag 0 und Tag 8) in beiden Gruppen
visualisiert wurden (Abbildungen 8-11). Der festgelegte NIHSS-Grenzwert lag bei 4 Punkten;
somit wurden die Patienten, gemaR Bradley und analog zu der durchgefuihrten mRS-Dichotomie,
in eine Gruppe mit fehlender Symptomatik oder lediglich leichter Beeintrachtigung und eine
Gruppe mit hohergradiger Beeintrachtigung unterteilt (vgl. Kapitel 3.1.1).1%

Die Ergebnisse waren mit denen der mRS-Dichotomie vergleichbar: Zwar zeigten sich keine
signifikanten Lageunterschiede der IGFBP-3-Werte von Tag 0 in den NIHSS-Gruppen von Tag 0
(p = 0.115; Abbildung 8), allerdings ergaben sich nach Dichotomie der NIHSS-Werte von Tag 8
hochsignifikant niedrigere IGFBP-3-Spiegel von Tag 8 innerhalb der Patientengruppe mit dem
schlechteren Outcome (p < 0.001; Abbildung 9). AuRerdem ergaben sich nach Dichotomie anhand
der NIHSS von Tag 90 signifikant niedrigere IGFBP-3-Spiegel - sowohl der Spiegel von Tag 0
als auch von Tag 8 - in der Patientengruppe mit dem schlechteren Outcome (p = 0.005; p = 0.002;
Abbildungen 10 und 11).
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Legende
10 [JIGFBP-3 Tag 0
% [ IGFBP-3 Tag 8
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IGFBP-3-Spiegel in pg/ml (Tag 0 bzw. Tag 8)

P

0

Frauen Miinner

Geschlecht

Abbildung 3: Die IGFBP-3-Verteilung nach Geschlecht und Messtag

Weder bei den Frauen noch bei den Mannern konnte ein signifikanter Mittelwertsunterschied zwischen den
Messungen der Tage 0 und 8 festgestellt werden (Manner: M Tag 0 = 3.201 pg/ml; M Tag 8 = 3.274 ug/ml;
gepaarter t-Test: t(260) = -1.710; p = 0.088; n = 261; Frauen: M Tag 0 = 3.486 ug/ml; M Tag 8 = 3.490 ug/ml;
gepaarter t-Test: t(142) =-0.067; p = 0.946; n = 143).
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Abbildung 4: Die IGFBP-3-Verteilung (Tag 0) nach
mRS-Dichotomie (Tag 0)

Der Mittelwert der Gruppe ,,0-2 lag bei 3.380 pg/ml (n
= 229), der Mittelwert der Gruppe ,,3-6“ bei 3.200
pg/ml (n = 175). Es gab keinen signifikanten
Lageunterschied bzgl. der Mittelwerte (Levene-Test
der Varianzgleichheit: p = 0.160; Varianzgleichheit
angenommen; t-Test: t(402) = 1.703; p = 0.089).
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Abbildung 6: Die IGFBP-3-Verteilung (Tag 0) nach
mRS-Dichotomie (Tag 90)

Der Mittelwert der Gruppe ,,0-2¢ lag bei 3.403 pg/ml (n
= 315), der Mittelwert der Gruppe ,,3-6“ bei 2.943
pg/ml (n = 89). Die IGFBP-3-Mittelwerte unterschieden
sich signifikant (Levene-Test der Varianzgleichheit: p
= 0.685; Varianzgleichheit angenommen; t-Test: t(402)
=3.691; p <0.001).
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Abbildung 5: Die IGFBP-3-Verteilung (Tag 8) nach
mRS-Dichotomie (Tag 8)

Der Mittelwert der Gruppe ,,0-2% lag bei 3.534 pg/ml
(n = 258), der Mittelwert der Gruppe ,,3-6“ bei 3.025
pg/ml (n = 145). Die IGFBP-3-Mittelwerte
unterschieden sich signifikant (Levene-Test der
Varianzgleichheit: p = 0.905; Varianzgleichheit
angenommen; t-Test: t(401) = 4.446; p < 0.001).
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Abbildung 7: Die IGFBP-3-Verteilung (Tag 8) nach
mRS-Dichotomie (Tag 90)

Der Mittelwert der Gruppe ,,0-2% lag bei 3.514 pg/ml
(n = 315), der Mittelwert der Gruppe ,,3-6% bei 2.772
pg/ml (n = 89). Die IGFBP-3-Mittelwerte
unterschieden sich signifikant (Levene-Test der
Varianzgleichheit: p = 0.291; Varianzgleichheit
angenommen; t-Test: t(402) = 5.691; p < 0.001).
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Abbildung 8: Die IGFBP-3-Verteilung (Tag 0) nach
NIHSS-Dichotomie (Tag 0)

Der Mittelwert der Gruppe ,,0-4% lag bei 3.3650 pg/ml
(n = 255), der Mittelwert der Gruppe ,,5-42% bei 3.194
pg/ml (n = 149). Es gibt keinen signifikanten
Lageunterschied bzgl. der Mittelwerte (Levene-Test
der Varianzgleichheit: p = 0.456; Varianzgleichheit
angenommen; t-Test: t(402) = 1.578; p = 0.115).
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Abbildung 10: Die IGFBP-3-Verteilung (Tag 0) nach
NIHSS-Dichotomie (Tag 90)

Der Mittelwert der Gruppe ,,0-4 lag bei 3.310 pg/ml (n
= 322), der Mittelwert der Gruppe ,,5-42% bei 2.740
pg/ml (n=27). Die IGFBP-3-Mittelwerte unterschieden
sich signifikant (Levene-Test der Varianzgleichheit: p
= 0.166; Varianzgleichheit angenommen; t-Test: t(347)
=2.842; p = 0.005).

® 10,00

on *

<

[

€ 8,00

>

E . .

& 6,00

£

S 4,00 .

2

(=9

z

en

T 2,007

m — =

89

S 00
I I
0-4 5-42
NIHSS Tag 8

Abbildung 9: Die IGFBP-3-Verteilung (Tag 8) nach
NIHSS-Dichotomie (Tag 8)

Der Mittelwert der Gruppe ,,0-4% lag bei 3.441 ng/ml
(n=336), der Mittelwert der Gruppe ,,5-42* bei 2.886
pg/ml (n = 66). Die IGFBP-3-Mittelwerte
unterschieden sich signifikant (Levene-Test der
Varianzgleichheit: p = 0.695; Varianzgleichheit
angenommen; t-Test: t(400) = 3.707; p < 0.001).
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Abbildung 11: Die IGFBP-3-Verteilung (Tag 8) nach
NIHSS-Dichotomie (Tag 90)

Der Mittelwert der Gruppe ,,0-4 lag bei 3.403 pg/ml
(n=322), der Mittelwert der Gruppe ,,5-42° bei 2.743
pg/ml (n = 27). Die IGFBP-3-Mittelwerte
unterschieden sich signifikant (Levene-Test der
Varianzgleichheit: p = 0.398; Varianzgleichheit
angenommen; t-Test: t(347) = 3.133; p = 0.002).
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3.22 IGF-1

Die Auswertung des IGF-1 von Tag 0 ergab einen Median von 112.000 Nanogramm pro Milliliter
(nachfolgend: ng/ml) (N = 404; M = 116.747 ng/ml; SD = 48.589 ng/ml; IQR = 66.925 ng/ml).
Bei den IGF-1-Spiegeln von Tag 8 zeigte sich ein Median von 119.000 ng/ml (N = 404; M =
127.811 ng/ml; SD =56.059 ng/ml; IQR = 78.425 ng/ml).

Identisch zu den IGFBP-3-Hormonmessungen handelte es sich auch bei den IGF-1-
Hormonmessungen von Tag O und Tag 8 um verbundene Stichproben (es lagen
Messwiederholungen vor und in beiden Gruppen waren die Patienten identisch). Zum Test auf
Mittelwertsunterschiede wurde daher der gepaarte t-Test eingesetzt. Es zeigte sich, dass, bezogen
auf die gesamte Studienpopulation, der IGF-1-Mittelwert von Tag 8 hochsignifikant hoher war als
der IGF-1-Mittelwert von Tag 0 (M Tag 0 = 116.747 ng/ml; M Tag 8 = 127.811 ng/ml; gepaarter
t-Test: t(403) = -5.969; p < 0.001; N = 404).

Auch bei der isolierten Betrachtung der Manner lieR sich ein hochsignifikanter 1GF-1-
Mittelwertsanstieg (von 122.618 ng/ml auf 132.969 ng/ml) zwischen den Messungen von Tag 0
und den Messungen von Tag 8 zeigen (gepaarter t-Test: t(260) = -4.639; p < 0.001; n = 261). Die
isolierte Analyse der Frauen zeigte ebenfalls einen hochsignifikanten IGF-1-Mittelwertsanstieg
(von 106.032 ng/ml auf 118.398 ng/ml) zwischen den Messungen von Tag 0 und den Messungen
von Tag 8 (gepaarter t-Test: t(142) = -3.746; p < 0.001; n = 143).

Die Méanner wiesen bei der IGF-1-Messung von Tag 0 einen signifikant héheren IGF-1-Mittelwert
(122.618 ng/ml, n = 261) als die Frauen (106.032 ng/ml, n = 143) auf (Levene-Test der
Varianzgleichheit: p = 0.398; Varianzgleichheit angenommen; t-Test: t(402) = -3.322; p = 0.001).
Bezliglich der IGF-1-Messung von Tag 8 liel sich bei den Ménnern ebenfalls ein signifikant
héherer IGF-1-Mittelwert nachweisen (Ménner: 132.967 ng/ml; Frauen: 118.398 ng/ml; Levene-
Test der Varianzgleichheit: p = 0.577; Varianzgleichheit angenommen; t-Test: t(402) = -2.515; p
=0.012).

Die IGF-1-Haufigkeitsverteilung bezuglich des Geschlechts wurde in einer Boxplot-Graphik
veranschaulicht (Abbildung 12).
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In Analogie zu den durchgefihrten Boxplot-Analysen des IGFBP-3 wurden auch die
Hé&ufigkeitsverteilungen der ermittelten IGF-1-Hormonspiegel (jeweils Tag 0 und Tag 8) in Form
von Boxplot-Diagrammen Uber die gesamte mRS vom Tag 90 beziehungsweise die NIHSS vom
Tag 90, kategorisiert nach Bradley, veranschaulicht. Auch hier war zu erkennen: Je schlechter das
Schlaganfall-Outcome nach drei Monaten, desto geringer die Median-Werte der
Hormonspiegelverteilung (siehe Appendix, Abbildungen 11-14).

Analog zum Vorgehen bei der Evaluation der IGFBP-3-Spiegel wurden auch die 1GF-1-Werte
anhand der mRS-Werte von Tag 0, 8 und 90 in ,,gut” (mRS = 0-2 Punkte) und ,,schlecht” (mRS =
3-6 Punkte) dichotomisiert und die erhobenen IGF-1-Werte anhand der Dichotomie auf
Lageunterschiede innerhalb der beiden Patientengruppen geprift. Die Datenverteilung wurde in
Boxplot-Graphiken visualisiert (Abbildungen 13-16). An dieser Stelle werden lediglich die
entsprechenden p-Werte aufgefiihrt, ndhere Informationen finden sich in den jeweiligen
Bildunterschriften. Es ergaben sich weder signifikante Mittelwertsunterschiede der IGF-1-Spiegel
von Tag 0 nach Dichotomie anhand der mRS von Tag 0 noch signifikante Mittelwertsunterschiede
der IGF-1-Spiegel von Tag 8 nach Dichotomie anhand der mRS von Tag 8 (Abbildungen 13,14;
p = 0.715; p = 0.575) Allerdings lieRen sich signifikant niedrigere IGF-1-Spiegel in der
Patientengruppe mit dem jeweils schlechteren mRS-Outcome an Tag 90 sowohl fur die IGF-1-
Spiegel von Tag 0 als auch der IGF-1-Spiegel von Tag 8 demonstrieren (Abbildungen 15,16; p =
0.020; p = 0.009).

Die Dichotomie der IGF-1-Spiegel anhand der NIHSS von Tag 0, 8 und 90 in die Gruppen ,,0-4
Punkte* und ,,5-42 Punkte* ergab keine signifikanten Lageunterschiede beziiglich der IGF-1-
Spiegel von Tag 0 und 8 und den entsprechenden NIHSS-Werten von Tag 0 und 8 (Abbildungen
17,18; weitergehende Informationen siehe Bildunterschriften; p = 0.655; p = 0.175). In den
Patientengruppen mit dem jeweils schlechten Outcome (NIHSS = 5-42 Punkte) liel3en sich nach
Dichotomie anhand der NIHSS von Tag 90 sowohl fir die IGF-1-Spiegel von Tag 0 als auch fur
die IGF-1-Spiegel von Tag 8 signifikant niedrigere IGF-1-Werte nachweisen als in der
Vergleichsgruppe mit dem besseren Outcome (Abbildungen 19,20; p = 0.012; p = 0.027).
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Abbildung 12: IGF-1-Verteilung nach Geschlecht und Messtag

Sowohl bei den Frauen als auch bei den Mannern zeigten sich statistisch signifikante Anstiege der mittleren
IGF-1-Spiegel zwischen den Messungen an Tag 0 und Tag 8 (Mé&nner: von 122.618 ng/ml auf 132.969 ng/ml,
gepaarter t-Test: t(260) = -4.639; p < 0.001; n = 261; Frauen: von 106.032 ng/ml auf 118.398 ng/ml, gepaarter
t-Test: t(142) = -3.746; p < 0.001; n = 143).
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Abbildung 13: Die IGF-1-Verteilung (Tag 0) nach
mRS-Dichotomie (Tag 0)

Der Mittelwert der Gruppe ,,0-2% lag bei 115.976 ng/ml
(n = 229), der Mittelwert der Gruppe ,,3-6% bei 117.757
ng/ml (n = 175). Es gab keinen signifikanten
Lageunterschied bzgl. der Mittelwerte (Levene-Test
der Varianzgleichheit: p = 0.091; Varianzgleichheit
angenommen; t-Test: t(402) = -0.365; p = 0.715).
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Abbildung 15: Die IGF-1-Verteilung (Tag 0) nach
mRS-Dichotomie (Tag 90)

Der Mittelwert der Gruppe ,,0-2% lag bei 119.724 ng/ml
(n = 315), der Mittelwert der Gruppe ,,3-6“ bei 106.210
ng/ml (n = 89). Die IGF-1-Mittelwerte unterschieden
sich signifikant (Levene-Test der Varianzgleichheit: p
=0.479; Varianzgleichheit angenommen; t-Test: t(402)
=2.330; p = 0.020).
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Abbildung 14: Die IGF-1-Verteilung (Tag 8) nach
mRS-Dichotomie (Tag 8)

Der Mittelwert der Gruppe ,,0-2 lag bei 129.029
ng/ml (n = 258), der Mittelwert der Gruppe ,,3-6% bei
125.754 ng/ml (n = 145). Es gab keinen signifikanten
Lageunterschied bzgl. der Mittelwerte (Levene-Test
der Varianzgleichheit: p = 0.076; Varianzgleichheit
angenommen; t-Test: t(401) = 0.562; p = 0.575).
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Abbildung 16: Die IGF-1-Verteilung (Tag 8) nach
mRS-Dichotomie (Tag 90)

Der Mittelwert der Gruppe ,,0-2“ lag bei 131.655
ng/ml (n = 315), der Mittelwert der Gruppe ,,3-6 bei
114.206 ng/ml (n = 89). Die IGF-1-Mittelwerte
unterschieden sich signifikant (Levene-Test der
Varianzgleichheit: p = 0.934; Varianzgleichheit
angenommen; t-Test: t(402) = 2.612; p = 0.009).
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Abbildung 17: Die IGF-1-Verteilung (Tag 0) nach
NIHSS-Dichotomie (Tag 0)

Der Mittelwert der Gruppe ,,0-4* lag bei 117.575 ng/ml
(n =255), der Mittelwert der Gruppe ,,5-42° bei 115.331
ng/ml (n = 149). Es gab keinen signifikanten
Lageunterschied bzgl. der Mittelwerte (Levene-Test
der Varianzgleichheit: p = 0.662; Varianzgleichheit
angenommen; t-Test: t(402) = 0.447; p = 0.655).
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Abbildung 19: Die IGF-1-Verteilung (Tag 0) nach
NIHSS-Dichotomie (Tag 90)

Der Mittelwert der Gruppe ,,0-4* lag bei 119.762 ng/ml
(n =322), der Mittelwert der Gruppe ,,5-42% bei 94.885
ng/ml (n = 27). Die IGF-1-Mittelwerte unterschieden
sich signifikant (Levene-Test der Varianzgleichheit: p
= 0.221; Varianzgleichheit angenommen; t-Test: t(347)
=2.529; p =0.012).
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Abbildung 18: Die IGF-1-Verteilung (Tag 8) nach
NIHSS-Dichotomie (Tag 8)

Der Mittelwert der Gruppe ,,0-4“ lag bei 129.335
ng/ml (n = 336), der Mittelwert der Gruppe ,,5-42¢
bei 119.080 ng/ml (n = 66). Es gab keinen
signifikanten Lageunterschied bzgl. der Mittelwerte
(Levene-Test der Varianzgleichheit: p = 0.655;
Varianzgleichheit angenommen; t-Test: t(400) =
1.360; p = 0.175).
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Abbildung 20: Die IGF-1-Verteilung (Tag 8) nach
NIHSS-Dichotomie (Tag 90)

Der Mittelwert der Gruppe ,,0-4 lag bei 130.915
ng/ml (n = 322), der Mittelwert der Gruppe ,,5-42¢
bei 106.011 ng/ml (n = 27). Die IGF-1-Mittelwerte
unterschieden sich signifikant (Levene-Test der
Varianzgleichheit: p = 0.294; Varianzgleichheit
angenommen; t-Test: t(347) = 2.227; p = 0.027).

o4



Ergebnisse

3.2.3 Patientenparameter bei dichotomisierten IGFBP-3-Spiegeln
Die Gruppierung der IGFBP-3-Hormonplasmaspiegel (von Tag 0) in die beiden Kategorien

»hiedrige Spiegel* und ,,normale Spiegel* ergab 120 Patienten, die einen niedrigen Blutspiegel
aufwiesen; 284 Probanden zeigten normalwertige Spiegel. Wie schon in Kapitel 2.4.2.2
beschrieben, handelte es sich bei den ,,niedrigen* IGFBP-3-Spiegeln um Werte, die unterhalb der
zweifachen Standardabweichung vom altersadjustierten Mittelwert der Referenzliste (gemal
Elmlinger et al.) lagen; als ,,normal” galten Messergebnisse, die innerhalb des Bereiches der
zweifachen Standardabweichung lagen und in die Kategorie ,,hoch®“ fielen die Werte, welche
oberhalb der zweifachen Standardabweichung lagen. Die genannte Referenzliste wurde mittels
Immulite® Chemilumineszenz-Assays erstellt.}% Diese Definition war weiterhin angelehnt an die
IGFBP-3-Studie von Ebinger et al.” Aufgrund der geringen Fallzahl in der Patientengruppe mit
den hohen Werten (n = 10) wurden die Kategorien ,,normal“ und ,,hoch* zu der Kategorie ,,normal*
zusammengefasst, sodass sich eine dichotome Datenverteilung ergab.

Anhand der Dichotomie wurden die einzelnen Patientenparameter auf Lageunterschiede und
Zusammenhange getestet. Eine Zusammenfassung der Teststatistiken mit Angabe der jeweiligen
p-Werte findet sich in Tabelle 8. Bei Abweichungen von der Gesamtfallzahl (N = 404) wurde dies

in der Tabelle vermerkt. Das Signifikanzniveau o wurde auf o = 0.05 festgelegt.

Zu beachten ist, dass die mRS streng genommen eine ordinal skalierte Variable darstellt. Da bei
Variablen mit ordinalem Charakter parametrische Testverfahren nicht angewendet werden sollten,
kam zwar der Mann-Whitney-U-Test zur Testung auf Lageunterschiede innerhalb der IGFBP-3-
Gruppen zum Einsatz, im FlieBtext wurden hingegen zur Verdeutlichung der Unterschiede
beziglich der zentralen Tendenz der mRS-Erhebungen Mittelwertsdifferenzen angegeben; dies
soll jedoch keineswegs eine kontinuierliche Skala suggerieren. In der Tabelle wurden stets die
Mediane angegeben, die jedoch nicht immer einen im Test signifikanten Lageunterschied
ersichtlich machten, aber gegentber statistischen Ausreissern robust sind und den ordinalen

Charakter der mRS unterstreichen.

Bezuglich der Haufigkeiten innerhalb der Kontingenztafel mit den Variablen Geschlecht und den
IGFBP-3-Kategorien konnte ein statistisch signifikanter Zusammenhang gezeigt werden. Der
Anteil der Ménner war in der Gruppe mit den niedrigen IGFBP-3-Spiegeln im Vergleich mit der

anderen Gruppe um rund 16 Prozentpunkte erhoht. Diese unterschiedliche Geschlechterverteilung
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innerhalb der beiden Gruppen war statistisch signifikant (Fisher’s Exakter Test; N = 404; p =
0.002).

Weiterhin wurden mittels Mann-Whitney-U-Test statistisch signifikante Lageunterschiede der
Variablen ,,mRS von Tag 8“ und ,,mRS von Tag 90“ zwischen den beiden IGFBP-3-
Patientengruppen gefunden. Die mRS von Tag 8 erwies sich in der Patientengruppe mit niedrigen
IGFBP-3-Spiegeln als signifikant héher (M mRS Tag 8 in der IGFBP-3-Kategorie ,,niedrig” =
2.23; M mRS Tag 8 in der IGFBP-3-Kategorie ,,normal“ = 1.88; U = -2.122; p = 0.034). Ebenso
zeigte sich eine signifikant héhere mRS von Tag 90 in der IGFBP-3-Gruppe mit den niedrigen
Spiegeln (M mRS Tag 90 in der IGFBP-3-Kategorie ,,niedrig“ = 1.89; M mRS Tag 90 in der
IGFBP-3-Kategorie ,,normal*“ = 1.48; U =-2.652; p = 0.008).

Bezlglich der gemessenen IGF-1-Spiegel von Tag 0 und von Tag 8 wurden hochsignifikante
Mittelwertsunterschiede zwischen den beiden IGFBP-3-Hormongruppen festgestellt. Die IGF-1-
Spiegel von Tag O waren bei den Patienten mit den ebenfalls niedrigen IGFBP-3-Spiegeln
hochsignifikant niedriger (M IGF-1 von Tag 0 in der IGFBP-3-Gruppe ,,niedrig* = 88.679 ng/ml;
M IGF-1 von Tag O in der IGFBP-3-Gruppe ,hoch® = 128.607 ng/ml; Levene-Test der
Varianzgleichheit: p = 0.019; Varianzgleichheit nicht angenommen; Welch-Test: p < 0.001).
Ebenso zeigten die ermittelten IGF-1-Spiegel von Tag 8 in der Patientengruppe mit den niedrigen
IGFBP-3-Werten hochsignifikant niedrigere Werte (M IGF-1 von Tag 8 in der IGFBP-3-Gruppe
Hhiedrig® = 99.960 ng/ml; M IGF-1 von Tag 8 in der IGFBP-3-Gruppe ,,hoch®“ = 139.579 ng/ml;
Levene-Test der Varianzgleichheit: p = 0.003; Varianzgleichheit nicht angenommen; Welch-Test:
p <0.001).

Dieser Zusammenhang zwischen dem IGF-1 und dem IGFBP-3 wurde im Sinne einer Pearson-
Korrelation (es handelte sich um zwei metrische, normalverteilte Variablen; siehe
Normalverteilungsplots im Appendix, Abbildungen 3-6) gesondert statistisch untersucht
(Hormonmessungen von Tag 0: r(402) = 0.621, p < 0.001; Hormonmessungen von Tag 8: r(402)
= 0.685, p < 0.001). Dementsprechend lag eine hochsignifikante positive Korrelation vor, welche

graphisch in Streudiagrammen dargestellt wurde (siehe Abbildungen 21, 22).

Die restlichen statistischen Testungen sind der Tabelle 8 zu entnehmen; hier ergaben sich keine

signifikanten Ergebnisse.
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Tabelle 8: Patienteniarameter bei dichotomisierten IGFBP-S-SiieieIn von Tai 0

Alter (Jahre), Mittelwert (SD)
(N=404)
Geschlecht (%) (m/w)
(N=404)
Body-Mass-Index, Mittelwert (SD)
(n=398)
NIHSS Tag 0, Median (IQR) N=404)
NIHSS Tag 8, Median (IQR) (n=402)
NIHSS Tag 90, Median (IQR)
(n=349)
mRS Tag 0, Median (IQR) (N=404)
MRS Tag 8, Median (IQR) (n=403)
mRS Tag 90, Median (IQR) (N=404)
Hyperlipidamie, absolut (%) (N=404)
- Ja
- Nein
Raucherstatus, absolut (%) (n=402)
-Raucher

-Ex-Raucher
-Nie geraucht

Hypertonie, absolut (%) (N=404)
- Ja
- Nein

Vorhofflimmern, absolut (%)
(N=404)

- Ja

- Nein
Herzinsuffizienz, absolut (%)
(N=404)

- Ja

- Nein
Diabetes, absolut (%) (N=404)

- Ja

- Nein
Schlaganfalle [vor dem zum
Studieneinschluss fihrenden
Ereignis], absolut (%) (N=404)

- Ja

- Nein
IGF-1-Spiegel Tag 0 (ng/ml),
Mittelwert (SD) (N=404)

66.75
(+/- 9.67)

75.8/ 24.2

27.219
(+/- 4.321)

3 (1-6)
1(0-3)

1(0-2)
2 (1-3)
2 (1-4)
2 (1-3)

35 (29.2)
85 (70.8)

35 (29.4)
33 (27.7)
51 (42.9)

93 (77.5)
27 (22.5)

0(0.0)
120 (100.0)

7 (5.8)
113 (94.2)

32 (26.7)
88 (73.3)

15 (12.5)
105 (87.5)

88.679
(+/- 38.187)

66.80
(+/-11.86)

59.5/40.1

27.357
(+/- 3.916)

3 (1-5)
1(0-3)

0 (0-1)
2 (1-3)
2 (1-3)
1(0-2)

102 (35.9)
182 (64.1)

62 (21.9)
87 (30.7)
134 (47.3)

208 (73.2)
76 (26.8)

4 (1.4)
280 (98.6)

9(3.2)
275 (96.8)

64 (22.5)
220 (77.5)

41 (14.4)
243 (85.6)

128.607

(+1- 47.681)

0.963f
0.002*

0.757+
0.4018
0.308°

0.1408
0.2678
0.0348
0.008%

0.207%

0.276™

0.385"

0.323*

0.263"*

0.374*

0.753"*

< 0.001f
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IGF-1-Spiegel Tag 8 (ng/ml), 99.960 139.579
Mittelwert (SD) (N=404) (+/- 43.607) (+/- 56.636) <0.001"

*Hinweis: Bei N # 404 in den Variablen weichen die angegeben Fallzahlen fiir die Hormongruppen
entsprechend ab; die angegeben Fallzahlen der Hormongruppen entsprechen der gesamten Fallzahl der
Hormonmessungen.

Legende Tabelle 8:

il Welch-Test

# Exakter Test nach Fisher

I t-Test

§ Mann-Whitney-U-Test

fale Chi-Quadrat-Test

IQR Interquartilsabstand

N Fallzahl (komplett, 404 Patienten)
n Fallzahl (inkomplett)

SD Standardabweichung
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Abbildung 21: Streudiagramm der IGF-1- und IGFBP-3-Werte von Tag 0

Die IGF-1- und die IGFBP-3-Spiegel von Tag 0 waren gemaf der Pearson-Korrelation hochsignifikant positiv
miteinander korreliert (r(402) = 0.621, p < 0.001): Patienten mit hohen IGF-1-Spiegeln wiesen tendenziell auch
hohe IGFBP-3-Spiegel auf und umgekehrt.
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Abbildung 22: Streudiagramm der IGF-1 und IGFBP-3-Werte von Tag 8
Die IGF-1- und die IGFBP-3-Spiegel von Tag 8 waren gemal? der Pearson-Korrelation hochsignifikant positiv

miteinander korreliert (r(402) = 0.685, p < 0.001): Patienten mit hohen IGF-1-Spiegeln wiesen tendenziell auch
hohe IGFBP-3-Spiegel auf und umgekehrt.
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3.2.4 Patientenparameter bei dichotomisiertem Outcome

Die Dichotomie des Schlaganfall-Outcomes anhand der mRS von Tag 90 in Patienten mit einem
»guten (mRS = 0-2) oder einem ,,schlechten Outcome (MRS = 3-6) ergab 315 Patienten mit
einem ,guten“ und 89 Patienten mit einem ,schlechten Outcome. Analog zu den
Dependenzanalysen beziglich des IGFBP-3 wurden auch hier Tests auf Lageunterschiede und
Zusammenhange durchgefiihrt.

Eine Zusammenfassung der Teststatistiken mit Angabe der jeweiligen p-Werte findet sich in
Tabelle 9. Bei Abweichungen von der Gesamtfallzahl (N = 404) wurde dies in der Tabelle

vermerkt. Das Signifikanzniveau o wurde auf o = 0.05 festgelegt.

Fiir die Variable ,,Patientenalter* konnte gezeigt werden, dass die Patienten mit der hoheren mRS
am Tag 90 durchschnittlich rund acht Jahre alter waren als die Probanden der Vergleichsgruppe.
Dieser Altersunterschied war statistisch hochsignifikant (Levene-Test der Varianzgleichheit: p =
0.010; Varianzgleichheit nicht angenommen; Welch-Test: p < 0.001).

Hinsichtlich der Geschlechterverteilung in den beiden Outcome-Gruppen war der Anteil der
Manner in der Patientengruppe mit dem besseren Outcome signifikant hoher als in der
Vergleichsgruppe (67.3 % und 55.1 %; p = 0.044).

Weiterhin waren die ermittelten Mediane der einzelnen NIHSS-Erhebungen (an den Tagen 0, 8
und 90) jeweils hochsignifikant niedriger in der Gruppe mit dem besseren Outcome (NIHSS Tag
0: MD 2, IQR 1-5 gegentiber MD 6, IQR 4-8, U =-8.125; NIHSS Tag 8: MD 1, IQR 0-2 gegenuber
MD 5, IQR 3-9, U =-10.514; NIHSS Tag 90: MD 0, IQR 0-1 gegentiber MD 3, IQR 1-6, U = -
9.062; p jeweils < 0.001).

Auch beziglich der mRS-Erhebungen an den Tagen 0, 8 und 90 ergaben sich hochsignifikant
niedrigere mRS-Werte in der Gruppe mit dem besseren Outcome (MRS Tag 0: MD 2, IQR 1-3
gegenliber MD 4, IQR 3-4, U =-8.590; mRS Tag 8: MD 1, IQR 1-2 gegentiber MD 4, IQR 4-4, U
= -12.663; mRS Tag 90: MD 1, IQR 0-2 gegenuber MD 4, IQR 3-4, U = -14.866; p jeweils <
0.001). Die mRS-Erhebung von Tag 90 ist der Vollstandigkeit halber in der Tabelle 9 mit

aufgefuhrt und rein deskriptiv aufzufassen.
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In Hinblick auf das Rauchverhalten konnte ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen
dem Nikotinkonsum und der mRS von Tag 90 demonstriert werden. In der Patientengruppe mit
dem besseren Outcome waren anteilsméRig mehr Raucher vertreten als in der anderen Gruppe
(26.7 % gegeniiber 14.9 %; (X? (2, N = 402) = 8.148; p = 0.017). AuRerdem lieRen sich statistisch
signifikante Zusammenhdnge zwischen der mRS von Tag 90 und dem Vorliegen einer
Herzinsuffizienz, eines Diabetes mellitus und vorheriger Insulte finden. Der Anteil derjenigen
Patienten, die eine der genannten Vorerkrankungen vorwiesen beziehungsweise einen dem zum
Studieneinschluss flihrenden ischdmischen Ereignis vorausgegangenen Hirninfarkt erlitten hatten,
war jeweils in der Patientengruppe mit dem schlechteren Outcome signifikant erhoht
(Herzinsuffizienz: 10.2 % gegenuber 2.2 %; Diabetes mellitus: 34.8 % gegenuber 20.6 %;
vorherige Insulte: 24.7 % gegeniber 10.8 %; p = 0.002, p = 0.007; p = 0.002).

Aus Grinden der Vollstdndigkeit wurden in Tabelle 9 auch die signifikanten
Mittelwertsunterschiede der einzelnen IGF-1- und IGFBP-3-Hormonspiegel innerhalb der beiden
Outcome-Gruppen aufgefiihrt. Diese signifikanten Lageunterschiede wurden bereits in den

Kapiteln 3.2.1 und 3.2.2 ausfuhrlich abgebildet und besprochen.
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Tabelle 9: Patientenparameter bei dichotomisiertem Outcome
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*Hinweis: Bei n # 404 in den Variablen weichen die angegeben Fallzahlen fiir die Hormongruppen
entsprechend ab; die angegeben Fallzahlen der Hormongruppen entsprechen der gesamten Fallzahl der
Hormonmessungen.

Legende Tabelle 9:

Welch-Test

Exakter Test nach Fisher
t-Test
Mann-Whitney-U-Test
Chi-Quadrat-Test

* w4+ T —-

*

Interquartilsabstand
Fallzahl (komplett, 404 Patienten)
Fallzahl (inkomplett)
Standardabweichung

Py

2]
O
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3.2.5 Kreuztabellen und Assoziationsmalie

Anhand der Dichotomie sowohl der Hormonspiegel in Patientengruppen mit einem jeweils
niedrigen oder normalen bis hohen Hormonspiegel als auch der mRS-Werte vom Tag 90 in
Outcome-Gruppen mit einem mRS von 0-2 Punkten oder 3-6 Punkten wurden Kreuztabellen-
Testungen durchgefiihrt, anhand derer auf Zusammenhange zwischen der Hdhe der

Hormonspiegel und dem Schlaganfall-Outcome gepriift wurde.

Zunadchst wurde mit dem Exakten Test nach Fisher auf etwaig vorliegende signifikante

Unterschiede der Outcome-Haufigkeiten innerhalb der beiden IGFBP-3-Gruppen getestet.

Bezlglich der IGFBP-3-Spiegel lieRen sich fir beide Messungen (Tag 0 und Tag 8) jeweils ein
hoherer Anteil an Patienten mit einem schlechten Outcome (MRS = 3-6) in der Patientengruppe
mit den niedrigen IGFBP-3-Werten, verglichen mit der Patientengruppe mit den normalen oder
hohen IGFBP-3-Spiegeln, demonstrieren: Der Anteil der Patienten mit einem schlechten Outcome
war in der Gruppe mit den niedrigen IGFBP-3-Spiegeln von Tag 0 um 10.2 Prozentpunkte héher
als in der Gruppe mit den normalen oder hohen Spiegeln; in der Gruppe mit den niedrigen IGFBP-
3-Spiegeln von Tag 8 war der Anteil mit dem schlechten Outcome gegenuber der Gruppe mit den
normalen oder hohen IGFBP-3-Spiegeln um 14.2 Prozentpunkte erhéht. Diese unterschiedliche
Verteilung erwies sich in beiden Fallen als statistisch signifikant (IGFBP-3-Messung von Tag O:
Exakter Test nach Fisher: p = 0.035; IGFBP-3-Messung von Tag 8: Exakter Test nach Fisher: p =
0.003; vgl. Tabellen 10-11, Abbildungen 23-24).

Hinsichtlich der IGF-1-Spiegel von Tag O erwies sich die Outcome-Verteilung innerhalb der
Vierfeldertafel in beiden Hormonspiegel-Gruppen als ann&hernd identisch (Exakter Test nach
Fisher: p = 0.866; vgl. Tabelle 12, Abbildung 25). Betreffend der IGF-1-Messungen von Tag 8
war der Anteil der Patienten mit einem schlechten Outcome in der Gruppe mit den niedrigen IGF-
1-Spiegeln der Gruppe mit den normalen und hohen IGF-1-Spiegeln gegenuber zwar um 10.6
Prozentpunkte erhéht, doch war auch dieser Unterschied statistisch nicht signifikant (Exakter Test
nach Fisher: p = 0.151; vgl. Tabelle 13, Abbildung 26).

Zusétzlich zu dem Exakten Test nach Fisher wurden die Zusammenhangsmafe des RR und der

OR fir alle Kreuztabellen berechnet. Der Fokus dieser Berechnungen lag dabei stets auf der
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Ermittlung des Risikos beziehungsweise der ,,Chance®, als Patient mit einem definitionsgemaf

niedrigen Hormonspiegel ein schlechtes Outcome nach 90 Tagen zu entwickeln.

Hinsichtlich der IGFBP-3-Messungen von Tag 0 ergab sich ein RR von 1.534 (95%-KI: 1.062 —
2.216, signifikant); damit war das Risiko, mit einem niedrigen IGFBP-3-Spiegel an Tag 0 ein
schlechtes Outcome nach 90 Tagen aufzuweisen, gegenuiber den Patienten mit einem normalen
oder hohen IGFBP-3-Spiegel um das rund 1.5fache (also um rund 50%) erhéht.

Die ermittelte OR fur die IGFBP-3-Messungen von Tag 0 lag bei 1.754 (95% KI: 1.071 — 2.871,
signifikant). Damit war die Quote fur ein schlechtes Outcome unter den Patienten mit einem
niedrigen IGFBP-3-Spiegel an Tag 0 rund 1.8-mal so hoch wie unter den Patienten mit einem
normalen oder hohen IGFBP-3-Spiegel, oder, anders ausgedriickt: In der Patientengruppe mit den
niedrigen IGFBP-3-Spiegeln von Tag 0 gab es rund 1.8-mal so viele Patienten, die nach 90 Tagen
ein definitionsgemal’ schlechtes Outcome aufwiesen, als in der Vergleichsgruppe der Patienten
mit den normalen bis hohen IGBFP-3-Spiegeln von Tag 0.

Analog wurden das RR und die rohe OR fiir die Ubrigen Hormonmessungen berechnet.

Es ergab sich ein RR von 1.788 (95%-KI: 1.245 — 2.568) und eine OR von 2.162 (95%-KI: 1.320
— 3.540) fur die Patienten mit einem niedrigen IGFBP-3-Spiegel von Tag 8, ein schlechtes

Outcome aufzuweisen.

Fur die Patienten mit einem niedrigen IGF-1-Spiegel von Tag 0 ergab sich ein RR von 1.070 (95%-
KI: 0.649 — 1.765, nicht signifikant) sowie eine OR von 1.092 (95%-KI: 0.569 — 2.092, nicht
signifikant).
Fur Patienten mit einem niedrigen 1GF-1-Spiegel von Tag 8 ergab sich ein RR von 1.501 (95%-
KI: 0.903 — 2.496, nicht signifikant) sowie eine OR von 1.732 (95%-KI: 0.836 — 3.590, nicht
signifikant).

Die einzelnen Resultate des Exakten Test nach Fisher, des RR und der rohen OR fiir die einzelnen

Hormonmessungen finden sich zusammengefasst in Tabelle 14.
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Tabelle 10: Kreuztabelle IGFBP-3-Werte von Tag 0 und dichotome mRS von Tag 90
(Angabe der Personenzahlen; in den Klammern sind die Spaltenprozente angegeben)

85 (70.8) 230 (81.0) 315
35(29.2) 54 (19.0) 89
120 284 404

Der Patientenanteil mit einem schlechten Outcome war in der Gruppe mit dem niedrigen IGFBP-3-Spiegel im
Vergleich zu dem entsprechenden Anteil in der Gruppe mit einem normalen / hohen IGFBP-3-Spiegel um 10.2
Prozentpunkte erhéht (Exakter Test nach Fisher: p = 0.035).

Tabelle 11: Kreuztabelle IGFBP-3-Werte von Tag 8 und dichotome mRS von Tag 90
(Angabe der Personenzahlen; in den Klammern sind die Spaltenprozente angegeben)

78 (67.8) 237 (82.0)
37 (32.2) 52 (18.0) 89
115 289 404

Der Patientenanteil mit einem schlechten Outcome war in der Gruppe mit dem niedrigen IGFBP-3-Spiegel im
Vergleich zu dem entsprechenden Anteil in der Gruppe mit einem normalen / hohen IGFBP-3-Spiegel um 14.2
Prozentpunkte erhéht (Exakter Test nach Fisher: p = 0.003).

Tabelle 12: Kreuztabelle IGF-1-Werte von Tag 0 und dichotome mRS von Tag 90
(Angabe der Personenzahlen; in den Klammern sind die Spaltenprozente angegeben)

46 (76.7) 269 (78.2) 315
14 (23.3) 75 (21.8) 89
60 344 404

Die prozentualen Patientenanteile mit einem schlechten Outcome nach 90 Tagen erwiesen sich in beiden
Hormonspiegelgruppen als anndhernd gleich (Gruppe ,,niedrig“: 23.3%, Gruppe ,,normal’/hoch*: 21.8%;
Exakter Test nach Fisher: p = 0.866).

Tabelle 13: Kreuztabelle IGF-1-Werte von Tag 8 und dichotome mRS von Tag 90
(Angabe der Personenzahlen; in den Klammern sind die Spaltenprozente angegeben)

26 (68.4) 289 (79.0) 315
12 31.6) 77 (21.0) 89
38 366 404

Zwar erwies sich der Patientenanteil mit einem schlechten Outcome in der Gruppe mit dem niedrigen IGF-1-
Spiegel von Tag 8 im Vergleich zu dem entsprechenden Anteil in der Gruppe mit einem normalen / hohen IGF-
1-Spiegel um 10.6 Prozentpunkte erhdht, doch war dieser Unterschied nicht signifikant (Exakter Test nach
Fisher: p =0.151).
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Abbildung 23: Visualisierung der Kreuztabelle 10

Der Patientenanteil mit einem schlechten Outcome war in der Patientengruppe mit den niedrigen IGFBP-3-
Spiegeln, relativ zu dem Anteil mit einem schlechten Outcome in der Gruppe mit normalen bis hohen IGFBP-

3-Spiegeln, erhoht (Exakter Test nach Fisher: p = 0.035).
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Abbildung 24: Visualisierung der Kreuztabelle 11

Der Patientenanteil mit einem schlechten Outcome war in der Patientengruppe mit den niedrigen IGFBP-3-
Spiegeln, relativ zu dem Anteil mit einem schlechten Outcome in der Gruppe mit normalen bis hohen IGFBP-

3-Spiegeln, erhéht (Exakter Test nach Fisher: p = 0.003).
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Abbildung 25: Visualisierung der Kreuztabelle 12
Die Patientenanteile mit einem schlechten Outcome erwiesen sich in beiden Hormonspiegelgruppen als
annahernd gleich (Exakter Test nach Fisher: p = 0.866).
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Abbildung 26: Visualisierung der Kreuztabelle 13
Zwar erwies sich der Patientenanteil mit einem schlechten Outcome in der Gruppe mit dem niedrigen IGF-1-

Spiegel im Vergleich zu dem entsprechenden Anteil in der Gruppe mit einem normalen / hohen IGF-1-Spiegel
erhoht, doch war dieser Unterschied nicht signifikant (Exakter Test nach Fisher: p = 0.151).
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Tabelle 14: Assoziationsmafle aus den Kreuztabellen

IGFBP-3 Tag 0 1.534 (1.062 — 2.216) 1.754 (1.071 - 2.871) p=0.035
IGFBP-3 Tag 8 1.788 (1.245 — 2.568) 2.162 (1.320 — 3.540) p=0.003
IGF-1 Tag 0 1.070 (0.649 — 1.765) 1.092 (0.569 — 2.092) p=0.866
IGF-1 Tag 8 1.501 (0.903 — 2.496) 1.732 (0.836 — 3.590) p=0.151

Der exakte Test nach Fisher zeigte signifikante Zusammenhéinge zwischen den IGFBP-3-Spiegeln und dem
Outcome. Die AssoziationsmalBie zeigten aufierdem: Niedrige IGFBP-3-Spiegel erhohten das Risiko eines
schlechten Outcomes nach 90 Tagen um das rund 1.5- bzw. 1.8-fache gegeniiber denjenigen Patienten mit
normalen/hohen IGFBP-3-Spiegeln. Zudem gab es in der Gruppe mit den niedrigen IGFBP-3-Spiegeln rund
1.8- bzw. 2.2-mal so viele Patienten mit einem schlechten Qutcome wie in der Gruppe mit den normalen/hohen
Spiegeln. Die KI schlossen jeweils die 1 nicht mit ein; somit handelte es sich hierbei um signifikante Ergebnisse.

In puncto IGF-1-Spiegel ergab der exakte Test nach Fisher keine signifikanten Zusammenhinge zu dem
Outcome; zudem schlossen die KI der Assoziationsmafle die 1 mit ein und galten somit als nicht signifikant.

Legende Tabelle 14:

95%-KI 95%-Konfidenzintervall; schlieRt dieses den Wert 1 mit ein, so sind die Ergebnisse der
Assoziationsmalle (RR und OR) als nicht signifikant einzustufen, da ein Risiko- bzw.
Quotenverhaltnis (in diesem Fall bei niedrigen Hormonspiegeln) von 1 unverandert bleibt.

RR Relatives Risiko; das angegebene RR gibt jeweils das Risiko der Patienten mit einem niedrigen
Hormonspiegel (beziglich des in der Zeile angegeben Hormons und Messzeitpunkts) ein
schlechtes Outcome am Tag 90 aufzuweisen, im Verhdltnis zu den Patienten mit einem
normalen oder hohen Hormonspiegel, an.

OR Odds Ratio; gibt das Quotenverhéltnis zwischen den Patienten mit niedrigen und den
Patienten mit normalen / hohen Hormonspiegeln (bezlglich des in der Zeile angegeben
Hormons und Messzeitpunkts) fur die Entwicklung eines schlechten Outcomes nach 90 Tagen
an. Hier sind die rohen (nicht-adjustierten) Odds Ratios angegeben.
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3.2.6 Regressionsanalysen

Im Folgenden werden die Resultate der beiden multiplen Regressionsmodelle dargestellt. Neben
den einzelnen Prédiktoren finden sich in den Tabellen die jeweiligen Regressionsgewichte (und
OR im Falle der logistischen Regression) sowie die statistische Signifikanz im Sinne der Wald-
Statistik und Konfidenzintervalle. Weiterhin wurden die Ergebnisse der Testungen bezuglich der

allgemeingultigen Modellpramissen sowie die GltemaRe der Modelle angegeben.

3.2.6.1 Multiple lineare Regression

Zunachst werden an dieser Stelle die Resultate der Uberpriifungen der allgemeinen
Modellpramissen der linearen Regressionsanalyse dargestellt.

Im Kontext der allgemeinen Grundregel, dass festgestellte Toleranzen innerhalb des Modells unter
0.1 den Verdacht auf Kollinearitat unter den Pradiktoren erhdrtet und Toleranzen unter 0.01
eindeutig auf diese hindeuten, konnte keine Kollinearitdt konstatiert werden. Der
Varianzinflationsfaktor VIF — der Kehrwert der Toleranz — wird folgendermafen interpretiert:
VIF-Werte tber 10 sind verdéchtig auf Kollinearitat, VIF-Werte Gber 100 sind eindeutig zu hoch
und deuten damit auf Kollinearitat hin. Die einzelnen VIF-Werte bestatigten das Ergebnis der
Toleranz-Testung. Die jeweilige Toleranz sowie der VIF zu den einzelnen Pradiktoren finden sich
in Tabelle 15.

Der Breusch-Pagan-Test zur statistischen Testung auf etwaig in dem Modell vorliegende
Heteroskedastizitat ergab eine eindeutig vorliegende Homoskedastizitat der Residuen, sodass mit
dem Datensatz auch diese Modellvoraussetzung erfiillt werden konnte. Die Nullhypothese, dass
Homoskedastizitat vorliegt, konnte bestétigt, die Alternativhypothese Uber Heteroskedastizitat
verworfen werden (F = 2.029; p = 0.109). Die graphische Auswertung findet sich im Appendix
(Abbildung 15).

Die Durban-Watson-Statistik ergab einen Wert von 1.540 und lag damit innerhalb der tolerablen

Grenzen von 1.5 und 2.5. Somit konnte das Fehlen von Autokorrelation innerhalb der Residuen

angenommen werden.
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Die varianzanalytische Untersuchung bezlglich der erklarenden Power des aufgestellten
Regressionsmodells ergab, dass die Pradiktoren innerhalb des Modells die abhangige Variable
signifikant vorhersagen konnten (F = 131.541, p < 0.001).

Samtliche in die multiple lineare Regression eingeschlossenen Variablen zeigten innerhalb des
Modells einen hochsignifikanten Einfluss auf die Kriteriumsvariable (also auf die IGFBP-3-Werte
von Tag 0). Die nachfolgend beschriebenen Variablen wurden entweder aufgrund eines in den
vorherigen statistischen Analysen ermittelten signifikanten Zusammenhangs zu den IGFBP-3-
Spiegeln (betrifft die Variablen ,IGF-Spiegel von Tag 0“ sowie ,,Geschlecht™) oder aus
sachlogischen Uberlegungen heraus (betrifft die Variable ,,Alter”) in das Regressionsmodell
inkludiert. Referenzlisten beziglich der IGF-1-und IGFBP-3-Spiegel zeigen kontinuierlich
absinkende Spiegel bei steigendem Alter; dieser beschriebene Zusammenhang sollte auch fur die

vorliegende Kohorte iiberpriift werden.%®

Die IGF-1-Werte von Tag 0 standen in einem positiven Zusammenhang zu den IGFBP-3-Spiegeln
von Tag 0, wie auch schon in den vorangegangen Analysen deutlich wurde (vgl. Tabelle 8,
Abbildungen 21-22). So zeigte sich fur die IGF-1-Werte ein positiver unstandardisierter
Regressionskoeffizient (b-Gewicht = +0.013, p < 0.001), sodass steigende IGF-1-Spiegel mit
steigenden IGFBP-3-Spiegeln assoziiert waren. Fir das Patientenalter ergab sich ein negativer
unstandardisierter Regressionskoeffizient (b-Gewicht = -0.024, p < 0.001), sodass bei steigendem
Patientenalter sinkende IGFBP-3-Spiegel zu erwarten waren. Das Geschlecht stellte eine binére
Variable in dem linearen Regressionsmodell dar; die Frauen waren dabei mit O kodiert, die Manner
mit 1. Die in der Tabelle angegeben Werte sind entsprechend einem ,,Wechsel“ von dem
weiblichen zum ménnlichen Geschlecht zu interpretieren. Die Ménner wiesen also innerhalb des
Modells einen niedrigeren IGFBP-3-Spiegel auf als die Frauen (b-Gewicht = -0.598, p < 0.001).
Auch dieses Ergebnis war schon in den vorherigen Analysen abzusehen (vgl. Kapitel 3.2.1 und
Tabelle 8).

Den innerhalb des Regressionsmodells gréiten Einfluss auf die IGFBP-3-Spiegel von Tag 0 hatten
die IGF-1-Werte von Tag 0, erkennbar an dem Betrag des z-standardisierten
Regressionskoeffizienten (3 -Gewicht = +0.590). Dieser war damit groRer als der Einfluss des
Patientenalters auf die IGFBP-3-Spiegel (B -Gewicht =-0.251). Fir das Patientengeschlecht wurde
kein standardisierter Regressionskoeffizient berechnet, da bezuglich des Geschlechts eine

gedachte Anderung um eine Standardabweichung (siehe dazu Legende der Tabelle 15) natiirlich
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keinen Sinn ergibt, sondern in diesem Fall lediglich der Wechsel von einem Geschlecht zum
anderen als Variablenveranderung betrachtet werden konnte.

Eine Zusammenfassung der Ergebnisse, inklusive der einzelnen Konfidenzintervalle, ist der

Tabelle 15 zu entnehmen.

Das angepasste R? lag bei 0.493. Daraus ergab sich eine Varianzaufklarung von 49,3 % durch das

formulierte lineare Regressionsmodell.

Tabelle 15: Resultate der multiplen linearen Regression

Konstante +3.765 3.197 - 4.333 <0.001

IGF-1-

Werte Tag 0 +0.013 +0.590 0.011-0.014 + 1 ng/ml <0.001 0.896 1.116
-0.030 - - .

Alter -0.024 -0.251 0.017 + 1 Lebensjahr <0.001 0.891 1.123
-0.755 - - Referenzkategorie:

Geschlecht -0.598 0.440 Erauen <0.001 0.954 1.048

Kriteriumsvariable Y (abhéangige Variable) = IGFBP-3-Spiegel von Tag 0 (als kontinuierliche Variable)
Legende Tabelle 15:

b-Gewicht unstandardisierte Regressionskoeffizienten; spiegeln die Verédnderung der IGFBP-3-Spiegel
von Tag 0 bei einer Veranderung der jeweiligen unabhéngigen Variable um eine Einheit wider

R-Gewicht z-standardisierte Regressionskoeffizienten; spiegeln die Verédnderung der IGFBP-3-Spiegel in
R-Standardabweichungen bei einer Veranderung der jeweiligen unabhéngigen Variable um
eine Standardabweichung wider; diese sind damit untereinander vergleichbar und spiegeln
auch die Einflussstarke der einzelnen Variable wider

Toleranz Wert zur Testung auf Kollinearitat innerhalb des Modells; Werte unter 0.1 deuten auf
Kollinearitat hin

VIF Varianzinflationsfaktor; der Kehrwert der Toleranz. VIF-Werte Uber 10 deuten auf

Kollinearitat hin
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3.2.6.2 Multiple binéare logistische Regression

Zur Uberpriifung der Modellgite der multiplen binaren logistischen Regression wurde im Vorfeld
die Hosmer-Lemeshow-Anpassungsstatistik durchgefuhrt (p = 0.363). Das Ergebnis war so zu
interpretieren, dass die Hypothese tber die Modell-Korrektheit nicht abgelehnt werden konnte.
Das R? nach Nagelkerke lag bei 0.358; ergo konnten 35.8 % der Varianz innerhalb des Modells
erklart werden. Anhand der Wald-Statistik wurden die einzelnen Variablen auf einen signifikanten

beziehungsweise nicht-signifikanten Einfluss auf die abhéngige Variable getestet.

Bezliglich der IGFBP-3-Spiegel von Tag 8 ergab sich eine OR von rund 2.8 (KI: 1.6 —4.8; p <
0.001); demnach war eine gedachte Erniedrigung der IGFBP-3-Spiegel von Tag 8 um 1 ug/ml
(unter Konstanthaltung der Gbrigen Variablen) signifikant mit einer Erhohung der Chance des

Eintritts eines schlechten Outcomes um das 2.8-fache verbunden.

Die Erniedrigung der IGF-1-Spiegel von Tag 8 um 50 ng/ml war mit einer signifikanten
Erniedrigung der Chance, ein schlechtes Outcome nach 90 Tagen aufzuweisen, um den Faktor OR
(rund) = 0.6 (KI, nicht gerundet: 0.373 — 0.986; p = 0.044) verbunden.

Eine Erh6hung des Patientenalters um 10 Jahre war mit einer signifikanten Erhéhung der Chance
auf ein schlechtes Outcome um den Faktor OR (rund) = 1.5 (KI: 1.1 - 2.0; p = 0.012) verbunden.

Stattgehabte Vorinsulte erhohten die Chance auf ein schlechtes Outcome signifikant um den
Faktor OR (rund) = 2.9 (KI: 1.4 - 6.0; p = 0.005).

Ein schlechter mRS an Tag 0 (mRS = 3-6) erhthte die Chance auf ein schlechtes Outcome
signifikant um den Faktor OR (rund) = 4.6 (KI: 2.5 —8.5; p < 0.001).

Alle Ubrigen inkludierten Préadiktoren zeigten keinen signifikanten Einfluss auf die
Eintrittswahrscheinlichkeit eines definitionsgemal schlechten Outcomes an Tag 90. Dies war
erkennbar an den nicht signifikanten Werten aus der Wald-Statistik sowie an den entsprechenden
Konfidenzintervallen, die den Wert 1 mit umfassten.

Eine Zusammenfassung der Resultate aus der multiplen binéren logistischen Regressionsanalyse
findet sich in Tabelle 16.
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IGFBP-3 Tag 0
IGFBP-3 Tag 8
IGF-1Tag0
IGF-1 Tag 8
Alter

Geschlecht

Herzinsuffizienz

Diabetes mellitus

Schlaganfalle [vor
dem zum
Studieneinschluss

fuhrenden Ereignis]

MRS Tag 0

Konstante

Tabelle 16: Resultate der multiplen binaren logistischen Re

-0.359 0.698 0.420 - 1.162 -1 pg/ml 0.167
1.012 2.751 1.564 — 4.840 -1 ug/mi <0.001
0.367 1.444 0.853 — 2.445 -50 ng/ml 0.172
-0.500 0.607 0.373 -0.986 -50 ng/ml 0.044
0.392 1.480 1.091 - 2.009 +10 Lebensjahre  0.012
Referenzkategorie:
-0.545 0.580 0.307 — 1.095 Erauen 0.093
Referenzkategorie:
0.679 1.972 0.523 - 7.442 Merkmal nicht 0.316
ausgepréagt
Referenzkategorie:
0.379 1.460 0.794 — 2.684 Merkmal nicht 0.223
ausgepragt
Referenzkategorie:
1.056 2.875 1.384 - 5.972 Merkmal nicht 0.005
ausgepragt
Referenzkategorie:
1.535 4.642 2.533-8.510 MRS Tag 0 = 0-2 <0.001
-3.202 0.041 0.001

Die abhiingige Variable stellte die dichotomisierte mRS von Tag 90 in “gut” (mRS = 0-2) und “schlecht” (mRS
= 3-6) dar; die angegebenen Resultate sind in Bezug auf die Eintrittswahrscheinlichkeit einer mRS = 3-6 an

Tag 90 zu interpretieren.

Die IGF-1- und IGFBP-3-Werte sowie das Patientenalter wurden als stetige Variablen inkludiert; die
entsprechenden OR traten im Falle des IGFBP-3 bei einer Erniedrigung um 1 pug/ml auf, im Falle des IGF-1
bei einer Erniedrigung um 50 ng/ml. Die Ubrigen Patientenparameter lagen kategorial vor (ja/nein) und sind
entsprechend einer vorliegenden Auspragung des jeweiligen Parameters zu verstehen. Die mRS von Tag 0
wurde als dichotome Variable mit den Auspragungen mRS Tag 0 = 0-2 und mRS Tag 0 = 3-6 eingeschlossen.

Legende Tabelle 16:

Regressionskoeffizient

OR

Gibt die Richtung eines Einflusses einer Variablen auf die
Eintrittswahrscheinlichkeit eines mRS = 3-6 an Tag 90 an; positive
Koeffizienten erhdéhen diese Wahrscheinlichkeit bei Erniedrigung der
erklarenden Variablen um die angegebene Einheitendifferenz (stetige
Variablen) bzw. bei dem Wechsel von der Referenzkategorie zur héheren
Kategorie (kategoriale Variablen), negative Koeffizienten vermindern diese
Wabhrscheinlichkeit

Odds Ratio; gibt die Erhéhung bzw. Erniedrigung des Chancenverhéltnisses
(bezogen auf die Chance, ein schlechtes Outcome nach 90 Tagen aufzuweisen)
bei Erniedrigung der stetigen Variablen um die angegebene
Einheitendifferenz bzw. bei einem Wechsel von der Referenzkategorie zur
héheren Kategorie bei den kategorialen Variablen an

74



Diskussion

4 Diskussion

Im Folgenden werden die Resultate der statistischen Analysen, getrennt nach IGFBP-3 und IGF-
1, bewertet, interpretiert und im Kontext der gegenwaértigen Forschungsliteratur eingeordnet. Im
Rahmen der kritischen Betrachtung wird diese Arbeit hinsichtlich ihrer Limitationen und Stérken
uberprift. AnschlieRend wird die Arbeit im Fazit zusammenfassend und in Hinblick auf die im
Vorfeld formulierten Fragestellungen und Hypothesen beurteilt. Im Ausblick folgt eine

Stellungnahme bezuglich der klinischen Relevanz dieser Dissertation.

4.1 Hauptergebnisse: IGFBP-3

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen niedrigen
IGFBP-3-Spiegeln 8 Tage nach einem ischdmischen Schlaganfall und einem schlechten
funktionellen Zustand nach drei Monaten demonstriert werden. Dieses Ergebnis wird als
Hauptergebnis dieser Dissertation gewertet, da wahrend der Hypothesen-Formulierung im Vorfeld
der Forschungsschwerpunkt aufgrund der geringen gegenwartig existierenden Datenlage auf das
IGFBP-3 gelegt wurde (vgl. Kapitel 1.1). Damit wurde das Hauptziel der vorliegenden Arbeit, die
Verifizierung der durch Ebinger et al. in einer 100 Patienten starken Studie gelieferten Hinweise
auf den prédiktiven Wert niedriger IGFBP-3-Spiegel in der Schlaganfall-Akutphase auf das
funktionelle Outcome anhand einer gréReren Kohorte, konsequent verfolgt.t” In den folgenden
Abschnitten wird die durchgefuhrte Statistik bezlglich der Haupt- und Nebenergebnisse

zusammenfassend bewertet.

4.1.1 Confounder-Analyse

Das IGFBP-3 wurde aufgrund des Fokus dieser Dissertation in den statistischen Analysen
gesondert betrachtet. Im Rahmen der bivariaten Dependenzanalysen wurden daher sdmtliche
vorliegenden Patientenparameter auf einen potentiellen statistischen Zusammenhang zu den
IGFBP-3-Spiegeln von Tag 0 uberprift. Das Hauptziel dieser bivariaten Analysen war es, die
statistische Unabhangigkeit der IGFBP-3-Spiegel von den (brigen Parametern, die
freundlicherweise durch die EARLY-Investigatoren zur Verflgung gestellt worden waren,
demonstrieren und somit mogliche Stérfaktoren, sogenannte Confounder, detektieren zu kénnen.
Tatséchlich konnten dadurch, abgesehen vom Patientengeschlecht und den IGF-1-Spiegeln von
Tag 0, alle weiteren Parameter (ergo: Alter, BMI, Hyperlipiddmie, Raucherstatus, Hypertonie,
Vorhofflimmern, Herzinsuffizienz, Diabetes mellitus, vor dem zum Studieneinschluss fiihrenden

ischamischen Ereignis stattgehabte Schlaganfalle) beziglich eines Zusammenhangs zu den
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IGFBP-3-Spiegeln von Tag 0 ausgeklammert werden (vgl. Tabelle 8). Der bereits in Tabelle 8
ersichtliche hochsignifikante Zusammenhang zwischen den IGF-1- und den IGFBP-3-Spiegeln
wurde zusétzlich gesondert anhand einer Pearson-Korrelation untersucht und graphisch dargestellt
(vgl. Abbildung 21). Damit waren zwei denkbare Einflussfaktoren auf das IGFBP-3 von Tag 0
innerhalb der Studienkohorte (das Patientengeschlecht und die IGF-1-Werte von Tag 0) detektiert.
Zwar zeigten sich in Tabelle 8 auch statistisch signifikante Zusammenhénge zwischen den mRS-
Werten von den Tagen 8 und 90 sowie den IGF-1-Spiegeln von Tag 8 und den IGFBP-3-Spiegeln
von Tag 0, doch wurde dies aufgrund sachlogischer Uberlegungen vernachlassigt (die einzelnen
Schlaganfall-Scores wurden in Tabelle 8 aufgefiihrt, um einen Uberblick der Verteilung der Scores
in den beiden IGFBP-3-Spiegel-Gruppen zu liefern).

Zur Abrundung dieser Confounder-Analyse beziglich der IGFBP-3-Spiegel wurden alle
ermittelten relevanten Faktoren in der multiplen linearen Regression hinsichtlich ihrer
Einflussstarke auf die abhédngige Variable, die IGFBP-3-Spiegel von Tag 0, getestet und
verglichen (vgl. Tabelle 15). Die ermittelten b-Gewichte in einer multiplen linearen Regression
stellen allgemeingultig fur die Ubrigen in dem Modell enthaltenen erklarenden Variablen
adjustierte EffektmaBe dar, sodass der ermittelte Einzeleffekt einer Variablen unter
Berlicksichtigung der tibrigen Variablen interpretiert werden kann.%® So lieR sich beispielsweise
demonstrieren, dass die IGF-1-Spiegel auch unter Adjustierung fur das Patientenalter und
Geschlecht einen Einfluss auf die Hohe der IGFBP-3-Spiegel hatten. An dem Betrag der z-
standardisierten Regressionskoeffizienten wiederum lieR sich die Einflussstarke der einzelnen
Variablen untereinander vergleichen; die IGF-1-Spiegel zeigten in dem Modell den starksten
Einfluss auf die IGFBP-3-Spiegel. Angesichts der Tatsache, dass samtliche Pradiktoren innerhalb
des multiplen linearen Regressionsmodells einen signifikanten Einfluss auf die IGFBP-3-Spiegel
aufwiesen, wurden alle diese Pradiktoren auch als potentielle Confounder beziglich des

Zusammenhanges zwischen den IGFBP-3-Spiegeln und der mRS-Scores von Tag 90 angesehen.

Die bivariaten Dependenzanalysen der Patientenparameter anhand der dichotomisierten mRS von
Tag 90 hatten ebenfalls die Confounder-Detektion zum Ziel (vgl. Tabelle 9). An dieser Stelle
sollten potentielle Storfaktoren innerhalb der Kohorte, die einen Zusammenhang zu dem 90-
Tages-Outcome aufwiesen, aufgespurt werden: die Variablen Alter, Geschlecht, Raucherstatus,
Herzinsuffizienz, Diabetes mellitus, vor dem zum Studieneinschluss fiihrenden ischdmischen
Ereignis stattgehabte Schlaganfélle sowie die an den Tagen 0 und 8 gemessenen IGF-1- und
IGFBP-3-Werte erwiesen sich als statistisch signifikant zu der dichotomisierten mRS von Tag 90

assoziiert. Obendrein konnte auch der intuitiv plausible hochsignifikante Zusammenhang

76



Diskussion

samtlicher an den Tagen 0, 8 und 90 ermittelten Schlaganfall-Scores (mRS und NIHSS) zu der
mRS von Tag 90 demonstriert werden. In der Literatur wurden von diesen Parametern ein
fortgeschrittenes Patientenalter, das mannliche Geschlecht, ein Vorinsult, ein bestehender
Diabetes mellitus sowie der initiale Schweregrad des Schlaganfalls als potente Outcome-

Pradiktoren identifiziert — zumindest nach erfolgter intravendser Thrombolyse.86:87.109

Zusammenfassend lag die hauptsachliche Bedeutung der bivariaten Dependenzanalysen bei
Dichotomie der Patientenparameter anhand der IGFBP-3-Spiegel (vgl. Tabelle 8), der bivariaten
Dependenzanalysen bei Dichotomie der Patientenparameter anhand der mRS von Tag 90 (vgl.
Tabelle 9), der Korrelationsanalysen der IGF-1- und IGFBP-3-Spiegel (vgl. Abbildungen 21,22)
sowie der multiplen linearen Regressionsanalyse mit den IGFBP-3-Spiegeln von Tag 0 als
abhangige Variable (vgl. Tabelle 15) in der Detektion von Einflussgréfien sowohl auf die IGFBP-

3-Spiegel als auch auf das Outcome nach 90 Tagen.

Die Kenntnis uber die statistisch zu dem Outcome assoziierten Parameter war bedeutsam fir die
abschlieBende Modellierung einer multiplen bindren logistischen Regression mit dem
dichotomisierten mRS von Tag 90 als abhangige Variable (vgl. Tabelle 16). Alle
Patientenparameter mit einem p-Wert von maximal 0.01 in den bivariaten Analysen oder einem
signifikanten Einfluss auf die IGFBP-3-Spiegel in der multiplen linearen Regression wurden in
die binare logistische Regression inkludiert (mit Ausnahmen: vgl. Kapitel 2.4.2.6). Die Bedeutung
der multiplen logistischen Regression fir die vorliegende Arbeit lag, wie auch bei der vorherigen
multiplen linearen Regression, in der Maoglichkeit der Confounder-Adjustierung, also einer
mdglichen Einschatzung des interessierenden Einflusses der IGF-1- und IGFBP-3-Spiegel auf das
Outcome unter Kontrolle der tbrigen Variablen in dem Modell; dadurch konnte eine Verzerrung
der Effektschatzung reduziert werden.’%® Die Regel, dass die Anzahl der Beobachtungen die
Anzahl der Pradiktoren in einem multivariablen Modell um das mindestens 20-fache (iberschreiten
sollten, wurde bei 10 inkludierten Pradiktoren und insgesamt 404 Patienten in der Kohorte nicht

verletzt. 110

4.1.2 Bewertung der Statistik zum IGFBP-3

Wiéhrend der Untersuchungen zu einem Effekt des IGFBP-3 auf das 90-Tages-Outcome konnte
insgesamt eine betrachtliche innere Bestdndigkeit der Resultate demonstriert werden. In der
deskriptiven Statistik lielR die Darstellung der IQR und Mediane der IGFBP-3-Spiegel tber die
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einzelnen mRS- sowie NIHSS-Kategorien der Schlaganfall-Skalen von Tag 90 erkennen, dass
diejenigen Patienten, bei denen tendenziell niedrige IGFBP-3-Spiegel gemessen worden waren,
tendenziell auch héhere mRS- sowie NIHSS-Werte am Tag 90 aufwiesen. Dieser Trend war fir
beide IGFBP-3-Messungen (Tag 0 und Tag 8) zu verzeichnen (vgl. Appendix, Abbildungen 7-10).
Die Auswertbarkeit dieser Boxplot-Graphiken blieb aber limitiert: die Patientengruppen, in denen
die Studienteilnehmer an Tag 90 mRS-Werte von 5 oder gar 6 Punkten auf der Skala erreichten,
waren lediglich 6, respektive 7 Patienten stark. Weiterhin préasentierte sich das Patientenkollektiv
hinsichtlich der NIHSS von Tag 90 nicht schlechter als iiber die Kategorie ,,mittelgradiger
Schlaganfall* hinaus: in den h6heren Kategorien war jeweils nur ein Patient vertreten (vgl. Tabelle
7). Die konsequente Entfernung der letzten beiden Boxplots aus den Graphiken aus Griinden der
geringen  Fallzahl geht jedoch mit einem Verschwinden des Trends der

Hormonspiegelverteilungen einher.

Der klinische Endpunkt dieser Arbeit bestand aus der mRS von Tag 90, dichotomisiert in ein
»gutes® Outcome mit 0-2 Punkten und ein ,,schlechtes” Outcome mit 3-6 Punkten. Um einen
denkbaren Zusammenhang der gemessenen IGFBP-3-Werte auch auf zeitlich vor dem Endpunkt
festgestellte mMRS-Werte aufdecken zu kénnen, wurde die Kohorte zusétzlich anhand der mRS-
Erhebungen von den Tagen 0 und 8 in zwei Patientengruppen (MRS = 0-2 und mRS = 3-6)
aufgeteilt, die Verteilung der IGFBP-3-Spiegel (entweder von Tag 0 oder 8) innerhalb der beiden
mRS-Gruppen mittels Boxplots visualisiert und mit Hilfe des unverbundenen t-Tests auf
Mittelwertsunterschiede der IGFBP-3-Spiegel getestet (vgl. Abbildungen 4-7). Es zeigte sich, dass
die IGFBP-3-Spiegel von Tag 0 in den mRS-Gruppen von Tag 0 statistisch nicht unterschiedlich
verteilt waren. Uberraschenderweise erwiesen sich die IGFBP-3-Spiegel von Tag 8 jedoch in der
Patientengruppe mit den schlechteren mRS-Werten von Tag 8 als statistisch signifikant niedriger,
erkennbar an einer im Mittel um rund 0,5 pg/ml niedrigeren IGFBP-3-Konzentration als in der
Vergleichsgruppe (p < 0.001). Hinsichtlich des klinischen Endpunktes (mRS Tag 90) wurde
doppelt getestet. Die Patienten, bei denen an Tag 90 eine schlechte mRS festgestellt wurde, hatten
durchschnittlich um 0,46 pg/ml niedrigere IGFBP-3-Spiegel an Tag 0 (p < 0.001) und um rund
0,74 pg/ml niedrigere IGFBP-3-Spiegel an Tag 8 (p < 0.001). Bedeutsam war in diesem
Zusammenhang die Tatsache, dass die durchschnittlichen IGFBP-3-Konzentrationen, bezogen auf
die gesamte Kohorte, zwischen Tag 0 und Tag 8 annahernd gleich geblieben waren (vgl. Kapitel
3.2.1). Auch bei der isolierten Betrachtung der Méanner und der Frauen zeigten sich keine
signifikanten IGFBP-3-Konzentrationsverdnderungen zwischen den Tagen 0 und 8 (vgl.
Abbildung 3).
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Um auch auf Zusammenhénge zwischen dem IGFBP-3 und der NIHSS von Tag 90 zu testen,
wurde eine Dichotomie der Kohorte anhand der NIHSS von Tag 90 in NIHSS = 0-4 Punkte und
NIHSS = 5-42 Punkte durchgefihrt. GemaR der NIHSS-Kategorisierung nach Bradley et al. lieRen
sich die Patienten anhand dieser Grenzwerte in eine Gruppe mit maximal ,,leichtem* Schlaganfall
und eine Gruppe mit hohergradig ausgepragtem Schlaganfall einteilen;'% diese Einteilung kam
damit der mRS-Dichotomie anhand des Grenzwertes von 2 Punkten (entspricht definitionsgemaf
einer ,,leichten* Schlaganfall-Auspragung, vgl. Tabelle 1) am néchsten. Die Verteilungen der
IGFBP-3-Spiegel innerhalb der beiden NIHSS-Gruppen waren vergleichbar zu den Verteilungen
in den mRS-Gruppen (vgl. Abbildungen 8-11). Die NIHSS von Tag 90 wurde als Outcome-
Parameter in den weiterfiihrenden statistischen Analysen jedoch nicht weiter beriicksichtigt. Zum
einen wurde die mRS von Tag 90 bereits im Vorfeld als primarer Endpunkt der vorliegenden
Arbeit festgelegt und zum anderen war die NIHSS-Erhebung bei 55 Patienten nicht durchgefiihrt

worden, die mRS von Tag 90 lag jedoch von allen 404 Patienten vor.

Ein an Tag O oder Tag 8 festgestellter niedriger IGFBP-3-Spiegel kann gemaR der dieser Arbeit
zugrunde liegenden Hypothese (vgl. Kapitel 1.1) als Risikofaktor fur ein schlechtes Outcome
verstanden werden. Die (blicherweise verwendeten MaRzahlen fir die Auswirkung einer
Exposition gegenuber eines Risikofaktors auf die bindre Grolie einer entweder vorliegenden
Erkrankung oder Nicht-Erkrankung sind das relative Risiko sowie die Odds Ratio, die sich anhand
von Vierfeldertafeln berechnen lassen.!''11? Das relative Risiko als Verhiltnis zweier Inzidenzen
(absoluter Risiken) ist dabei nur fur Kohortenstudien geeignet, da die Inzidenz von
Erkrankungsfallen nicht im Vorfeld durch das Studiendesign (wie etwa bei Fall-Kontroll-Studien)
vorgegeben ist; die Odds Ratio ist als Quotenverhéltnis von den Randverteilungen einer
Kreuztabelle (und damit der Inzidenz) unabhingig.’'*'*® Im Rahmen der vorliegenden
retrospektiven Kohortenstudie konnten entsprechend, um einen umfassenden Eindruck der
Auswirkung niedriger IGFBP-3-Spiegel in der Akutphase auf das Outcome nach 90 Tagen zu
erhalten, beide Assoziationsmalie ermittelt werden (vgl. Tabelle 14).

In den aufgestellten Vierfeldertafeln liel sich zeigen, dass der Anteil derjenigen Patienten mit
einem schlechten Outcome in der Gruppe mit den niedrigen IGFBP-3-Spiegeln an Tag 0 um 10.2
Prozentpunkte héher lag als in der Vergleichsgruppe (normale bis hohe IGFBP-3-Spiegel);
beziglich der Gruppe mit niedrigen IGFBP-3-Spiegeln von Tag 8 war dieser Anteil um 14.2
Prozentpunkte erhoht (vgl. Tabellen 10-11, Abbildungen 23-24). In beiden Féllen erwies sich die
unterschiedliche Outcome-Verteilung als statistisch signifikant (Exakter Test nach Fisher: p =

0.035, p = 0.003). Anhand der errechneten Assoziationsmalfe liel3 sich nun zusétzlich ausdriicken,
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dass ein an Tag 0 gemessener niedriger IGFBP-3-Spiegel die Wahrscheinlichkeit eines schlechten
Outcomes nach 90 Tagen um das rund 1.5-fache erhéhte und es weiterhin in der Patientengruppe
mit einem gemessenen niedrigen IGFBP-3-Spiegel an Tag 0 rund 1.8-mal so viele Patienten gab,
die einen schlechten funktionellen Zustand nach 90 Tagen aufzeigten. In puncto niedriger IGFBP-
3-Spiegel von Tag 8 erhohte sich die Wahrscheinlichkeit eines schlechten Outcomes um das rund
1.8-fache und gleichzeitig gab es in der Gruppe mit den niedrigen IGFBP-3-Konzentrationen von
Tag 8 rund 2.2-mal so viele Patienten mit einem schlechten Zustand nach 90 Tagen. Wichtig war
in diesem Zusammenhang, ob die zugehdrigen 95%-Konfidenzintervalle den ,,Null-Effekt®, also
den Wert 1.0, einschlossen; dies war bei keinem Assoziationsmal? der Fall, sodass alle Risiko- und
Quotenverhéltnisse beziglich niedriger IGFBP-3-Spiegel als statistisch signifikant gelten

konnten. 1

In der Zusammenschau zeigten die Ergebnisse der besprochenen bivariaten Analysen bezuglich
eines Zusammenhangs zwischen niedrigen IGFBP-3-Spiegeln und einem schlechten funktionellen
Zustand nach 90 Tagen sowohl fir die IGFBP-3-Messungen von Tag 0 als auch von Tag 8 eine
Assoziation auf. Zu beachten ist jedoch, dass bei diesen Analysen keine potentiellen Stérfaktoren
berlicksichtigt werden konnten. Die daher abschlieRend durchgefuhrte multiple binare logistische
Regression liel? den interessierenden Einfluss der IGFBP-3-Spiegel auf den funktionellen Zustand
nach 90 Tagen unter Adjustierung fur die Ubrigen potentiell relevanten Parameter erkennen (vgl.
Kapitel 4.1.1). Dies war insbesondere auch im Kontext der in den Kreuztabellen ermittelten OR
interessant (vgl. Tabelle 14). Generell wirden sich die in Tabelle 14 gezeigten OR in einer
einfachen binéren logistischen Regressionsanalyse mit genau einer erklarenden binéren Variable
(also in diesem Fall mit einer der vier durchgefiihrten Hormonspiegelmessungen, binar vorliegend
als ,,niedrige* und ,,normale/hohe* Spiegel) und der dichotomisierten mRS von Tag 90 als
Zielvariable exakt reproduzieren lassen.% In beiden Fallen ist das Resultat eine rohe, also nicht-
adjustierte OR; die adjustierte OR ist durch das Einbringen sdmtlicher interessierenden Variablen
in eine multiple, also multivariate binire logistische Regression zu erhalten.1%®

Anhand der abschlieBend durchgefiihrten multiplen logistischen Regression konnten folglich die
in den Vierfeldertafeln ermittelten rohen OR mit den adjustieren OR verglichen werden. Die
Ergebnisse der multiplen logistischen Regression bilden somit den Kern der vorliegenden Arbeit.
Streng genommen sollten im Sinne einer perfekten Vergleichbarkeit der rohen und adjustierten
OR die erklarenden Variablen in dem Regressionsmodell, wie in einer Vierfeldertafel auch, binar

kodiert vorliegen; die Hormonspiegel wurden jedoch allesamt als metrische Variablen inkludiert,

80



Diskussion

damit der Effekt einer Veranderung der Hormonspiegel um die definierte (und damit klinisch
relevante) Differenz auf das Outcome aufgezeigt werden konnte (vgl. Kapitel 2.4.2.6, Tabelle 16).

Interessanterweise erwiesen sich niedrige IGFBP-3-Spiegel von Tag 0 als nicht forderlich fir ein
schlechtes Outcome; zudem waren die Resultate nicht signifikant (OR = 0.7, 95%-KI: 0.4 -1.2; p
= 0.167). Unter Ausschaltung der Ubrigen Einflussfaktoren konnte allerdings ein starker
pradiktiver Wert des IGFBP-3 von Tag 8 auf den funktionellen Zustand nach 90 Tagen
demonstriert werden. Erkennbar war dies an der hochsignifikanten OR von rund 2.8 (95%-KI: 1.6
—4.8; p <0.001): eine Erniedrigung der IGFBP-3-Spiegel von Tag 8 um 1 pg/ml hatte also den
unabhéngigen Effekt einer rund 2.8-fachen Erhohung der Chance, nach 90 Tagen einen
definitionsgemaR schlechten funktionellen Zustand aufzuweisen. Das IGFBP-3 von Tag 8 ubertraf
dabei andere in der Literatur beschriebene Schlaganfall-Pradiktoren wie ein fortgeschrittenes
Patientenalter, das mannliche Geschlecht und einen vorliegenden Diabetes mellitus und war in
dem Modell in der Einflussstarke vergleichbar mit dem Effekt eines bestehenden Vorinsults (vgl.
Tabelle 16).2° Die Vermutung, dass der pradiktive Wert des IGFBP-3 in der Akutphase von dem
genauen Zeitpunkt der Messung abhéngig ist, ist durch die Resultate naheliegend. Insgesamt
konnte die im Vorfeld aufgestellte Hypothese beziiglich des IGFBP-3 als Prédiktor eines
schlechten funktionellen Zustands nach 90 Tagen angenommen werden. Die Ergebnisse der dieser

Arbeit zugrunde liegenden Studie konnten folglich verifiziert und statistisch abgesichert werden.’

4.2 Nebenergebnisse: IGF-1

In Zusammenschau der Ergebnisse der IGF-1-Analysen konnte gezeigt werden, dass zumindest
die niedrigen IGF-1-Spiegel von Tag 8 einen signifikanten und protektiven Einfluss auf das
Schlaganfall-Outcome nach 90 Tagen aufwiesen (vgl. Kapitel 1.1). Insgesamt wurden diese
Erkenntnisse als Nebenergebnis dieser Dissertation gewertet, da sich in puncto IGF-1 in der
gegenwartigen Literatur bereits mehrere Studien tber die Beziehung zwischen den IGF-1-Spiegeln
und dem Outcome nach Hirninfarkt finden lassen.

Hohen zirkulierenden IGF-1-Spiegeln wurde so mehrfach eine Assoziation zu einem besseren
funktionell-neurologischen Outcome und damit auch ein potentiell pradiktiver Wert beziglich der
Rehabilitation nach stattgehabtem Schlaganfall zugesprochen.'?*3 Derartige Studien stehen im
Gegensatz zu der in der vorliegenden Arbeit gefundenen Assoziation, unterstreichen jedoch die
im Rahmen dieser Arbeit formulierte Hypothese iber negative Effekte niedriger IGF-1-Spiegel in

der post-ischamischen Phase.
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Die Untersuchungen zum IGF-1 dienten zusétzlich der Verifizierung der aufgestellten
Nebenhypothese (vgl. Kapitel 1.1). In der Studie zu den IGFBP-3-Effekten auf das Schlaganfall-
Outcome von Ebinger et al. konnte eine positive IGF-1-IGFBP-3-Korrelation gefunden werden.’
Auch in einer Studie bezlglich der Assoziation zwischen IGF-1, IGFBP-3 und dem Auftreten von
Arteriosklerose in den Karotiden waren das zirkulierende IGF-1- und IGFBP-3 hochsignifikant
positiv miteinander korreliert.!! Das Verhaltnis zwischen den IGF-1- und IGFBP-3-Spiegeln
konnte gemaR der aktuellen Literatur zudem abh&ngig von den Ausgangsbedingungen sein. So
konnte eine hochsignifikante positive Korrelation bei Patienten mit Osophaguskarzinom gefunden
werden; Untersuchungen bei Brustkrebspatientinnen zeigten hingegen keine Korrelation. 1°116 |m
Kontext der vorliegenden Arbeit war die Kenntnis iber Wechselbeziehungen zwischen den beiden
Proteinen, insbesondere nach Schlaganfall, von Interesse, da manche Autoren die
neuroprotektiven IGF-1-Effekte in Zusammenhang mit dem IGFBP-3 beschreiben, zum Teil unter

Beachtung des Quotienten der Blutspiegel beider Proteine. 118

4.2.1 Bewertung der Statistik zum IGF-1

Analog zu der Analyse des IGFBP-3 wurde auch das IGF-1 zunichst in bivariaten
Dependenzanalysen auf mogliche statistische Zusammenhénge zu den ermittelten mRS-Scores an
den Tagen 0, 8 und 90 getestet. Anhand der Dichotomie der jeweiligen mRS-Scores in ,,gut* (mRS
= 0-2) und ,,schlecht* (mRS = 3-6) wurden die IGF-1-Spiegel-Verteilungen in den mRS-Gruppen
mittels Boxplot-Graphiken visualisiert und unter Gebrauch des t-Tests auf Lageunterschiede der
IGF-1-Mittelwerte zwischen den Gruppen getestet. Es ergab sich kein Zusammenhang zwischen
der initialen Schwere des Hirninfarkts und der Héhe der IGF-1-Serumspiegel (vgl. Abbildungen
13,14). Allerdings erwiesen sich die Patienten mit einem schlechten funktionellen Zustand nach
90 Tagen als diejenigen Personen, bei denen an den Tagen 0 und 8 auch tendenziell niedrige IGF-
1-Spiegel gemessen worden waren: in den Gruppen mit dem schlechten 90-Tages-mRS waren die
mittleren 1GF-1-Spiegel von Tag 0 um rund 13.5 ng/ml (p = 0.020) und die IGF-1-Spiegel von
Tag 8 um rund 17.4 ng/ml (p = 0.009) signifikant vermindert (vgl. Abbildungen 15,16). Dieselben
Analysen wurden auch anhand der NIHSS der Tage 0, 8 und 90 durchgefuhrt und zeigten
vergleichbare Ergebnisse. Auch hier wurde, analog zu den IGFBP-3-Untersuchungen und mit

derselben Begriindung, auf weitergehende Analysen verzichtet (vgl. Kapitel 4.1.2).

Hervorgehend aus den Kreuztabellenanalysen ergab sich hinsichtlich niedriger IGF-1-Spiegel an

Tag 8 eine OR von rund 1.5 und ein RR von rund 1.7 bezuglich eines schlechten Outcomes, doch
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waren diese Resultate statistisch nicht signifikant (vgl. Tabelle 14). Zu beachten ist an dieser Stelle
der Umstand, dass, relativ zu den Kreuztabellentestungen beziliglich des IGFBP-3, der Anteil
Patienten, bei denen ein niedriger IGF-1-Wert Uberhaupt gemessen werden konnte, gering war. So
konnten niedrige IGF-1-Spiegel an Tag 8 bei lediglich etwa 10% der gesamten Studienkohorte
festgestellt werden (vgl. Tabellen 12,13). Insgesamt blieb die Auswertbarkeit der IGF-1-
Ergebnisse aus den Kreuztabellen limitiert.

Die multiple binare logistische Regression bildete, wie bei den IGFBP-3-Analysen auch, den Kern
der Statistik zum IGF-1. Es zeigte sich, dass die Erniedrigung der IGF-1-Spiegel von Tag 0 um 50
ng/ml mit einer Erh6hung der Chance auf die Auspragung eines schlechten Outcomes um das rund
1.4-fache verbunden war; dieser Einfluss erwies sich gleichzeitig als nicht signifikant (95%-KI:
0.9 — 2.4; p = 0.172). Niedrige IGF-1-Werte an Tag 8 wirkten dahingegen signifikant protektiv
(OR =0.6, 95%-KI: 0.4 — 1.0; p = 0.044).

In zusammenfassender Betrachtung der Resultate aus der multiplen logistischen Regression
konnte die formulierte Hypothese bezlglich der Assoziation zwischen niedrigen IGF-1-Spiegeln
in der Akutphase und dem funktionellen Zustand nach 90 Tagen dahingehend angenommen
werden, dass niedrige IGF-1-Spiegel von Tag 8 einen protektiven Einfluss auf das Outcome
aufwiesen.

Die bereits in Kapitel 4.1.1 erlauterten Analysen hinsichtlich einer Assoziation der IGF-1- und
IGFBP-3-Serumspiegel zeigten die erwartete signifikante positive Korrelation zwischen den
beiden Hormonen (vgl. Abbildungen 21,22). Damit konnte die im Vorfeld formulierte

Nebenhypothese bestétigt werden.

4.3 Einordnung in die gegenwartige Literatur

In der wissenschaftlichen Literatur finden sich diverse Hinweise auf zytoprotektive Effekte sowohl
des IGF-1 als auch des IGFBP-3 auf Nervengewebe.®87°119 Die Theorie, dass es sich bei diesen
Proteinen um potentiell bedeutende Biomarker beim Schlaganfall handeln konnte, erscheint
plausibel. Bedingt durch die komplexe und multifaktorielle Pathogenese des Schlaganfalls
einerseits und die komplizierten und teilweise in der Literatur kontrr beschriebenen
neuroprotektiven Auswirkungen des IGF-1 und IGFBP-3 kdnnen kausale Aspekte der gefundenen

Zusammenhange lediglich spekulativer Natur sein.
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Auffallig waren zundchst die zwischen Tag O und Tag 8 nahezu unverénderten IGFBP-3-
Plasmaspiegel in der vorliegenden Kohorte (vgl. Kapitel 3.2.1). Die mittleren IGF-1-Spiegel
waren hingegen am Studientag 8 signifikant angestiegen (vgl. Kapitel 3.2.2). Dieser Befund deckt
sich teilweise mit anderen Studienergebnissen. In einer schwedischen Studie berichteten Aberg et
al. Uber signifikante IGF-1-Serumanstiege bei Schlaganfallpatienten in den ersten 19 Tagen; die
erhohten IGF-1-Spiegel waren mit einer signifikanten Verbesserung des Langzeit-Outcomes nach
Schlaganfall assoziiert.'? Interessanterweise lieR sich an dieser Stelle auch zeigen, dass sich die
IGF-1-Spiegel nach drei Monaten zwischen der Kontroll- und der Schlaganfall-Gruppe nicht mehr
signifikant voneinander unterschieden. Weiterhin konnten Wang et al. in Tierversuchen nach
einem durch Arteria-Media-Okklusion provozierten Hirninfarkt signifikante Serumanstiege
sowohl der IGF-1- als auch der IGFBP-2-Spiegel nachweisen.'?® Der Peak der IGF-1-Messungen
wurde am dritten post-ischamischen Tag verzeichnet, wahrend die héchsten IGFBP-2-Werte
schon nach 24 Stunden gemessen wurden; bis zum siebten Tag fielen beide Spiegel wieder ab.
Denkbar ist, dass dhnliche Plasmaspiegelverdnderungen auch in der vorliegenden Studienkohorte
abgelaufen sind. Insbesondere die festgestellten 1GF-1-Mittelwertsunterschiede zwischen Tag 0
und Tag 8 kénnten Ausdruck eines reaktiven und damit physiologischen Plasmaanstiegs im Sinne
eines Schutzmechanismus sein. Die von Guan et al. im Tierversuch an Ratten beschriebene direkte
Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen einer zwei Stunden nach provozierter Ischamie
durchgefuhrten intrazerebroventrikuléren (nachfolgend: ICV) Applikation von rekombinantem
humanem IGF-1 und einer reduzierten kortikalen Infarzierung dirfte in diesem Zusammenhang
zumindest als Hinweis auf die Relevanz der IGF-1-Spiegel in der postischamischen Phase zu
werten sein; interessanterweise erwies sich die praventive ICV-Behandlung vor Ischdmie als
ineffektiv.’?* An anderer Stelle stand der Neuronenverlust nach einer transienten Ischamie bei
Ratten in keinem Zusammenhang zu einer ICV-1GF-1-Injektion, unabhangig von deren Zeitpunkt;
gleichzeitig wurde aber eine verstarke IGF-1-Bindung an den IGF-Rezeptoren registriert. Anhand
dieser Befunde mutmaliten die Autoren, die intrazelluldre IGF-1-Signaltransduktion kdnne durch
die Ischdmie beeintrachtigt werden, was wiederum in einer kompensatorischen Hochregulation
der IGF-1-Rezeptoren in den betroffenen Hirnarealen miinden kénne.*?? Dazu passt, dass die IGF-
1-Penetration in das Hirngewebe von Ratten in einer hypoxisch-ischdmisch geschédigten
Umgebung schneller abzulaufen scheint als in gesundem Gewebe.'?® Generell kann die
Permeabilitit der Blut-Hirn-Schranke nach Ischamie erhoht sein.2

Der signifikant protektive und unabhangige Effekt niedriger IGF-1-Spiegel von Tag 8 innerhalb
der multiplen binéren logistischen Regression kdnnte in diesem Kontext auch als Ausdruck einer

vermehrten IGF-1-Umverteilung aus dem peripheren Kreislauf in das Hirngewebe als Ausdruck
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eines maximierten IGF-1-Bedarfs nach Hirninfarkt verstanden werden, wie auch von Schwab et
al. postuliert (vgl. Tabelle 16).”® Tatsdchlich konnten Schwab et al. gegeniiber einer
Kontrollgruppe  signifikant  erniedrigte  IGF-1- sowie IGFBP-3-Plasmaspiegel bei
Schlaganfallpatienten zu mehreren Messzeitpunkten innerhalb der ersten zehn Tage nach dem
ischamischen Ereignis konstatieren. Derartige Konzentrationsverminderungen stehen zunéchst im
Gegensatz zu den in dieser Arbeit gefunden IGF-Plasmaanstiegen und den unveranderten IGFBP-
3-Spiegeln zwischen Tag 0 und Tag 8. Erstaunlicherweise war das AusmaR der
Konzentrationsverminderung im Plasma bei Schwab und Kollegen jedoch abhéngig von der
Infarktgrofie im CT: je grofer das Infarktvolumen, desto geringer waren die gemessenen IGF-1-
und IGFBP-3-Plasmaspiegel.”® Dies verdeutlicht den Umstand, dass potentielle Umverteilungen
der IGF-1- und IGFBP-3-Proteinpools womdglich in einer Abhéngigkeit zu der initialen Schwere
eines Hirninfarkts stehen; es stellt sich die Frage, ob die dieser Arbeit zugrunde liegende
Studienkohorte, insbesondere hinsichtlich einer Detektion von IGFBP-3-Spiegel-Veranderungen,
insgesamt ausreichend schwer betroffen war (vgl. Kapitel 3.1.1).

Der in der vorliegenden Arbeit gefundene hochsignifikante Zusammenhang zwischen niedrigen
IGFBP-3-Spiegeln an Tag 8 und einem schlechten funktionellen Zustand nach 90 Tagen war im
Rahmen der multiplen logistischen Regression fur alle innerhalb der Kohorte relevanten
Confounder adjustiert und damit auch vom IGF-1, dessen Assoziation zum Outcome an anderen
Stellen mehrfach beschrieben wurde, unabhangig.**'¢*" Ob die IGFBP-3-Wirkung auf eigene,
vor allem IGF-1-entkoppelte Wirkmechanismen auf molekularer und zelluldrer Ebene
zurlckfihrbar ist, bleibt an dieser Stelle spekulativ; zumindest lasst der unabhangige IGFBP-3-
Effekt in dieser Arbeit vermuten, dass das IGFBP-3 nicht nur als reines IGF-1-Tréagerprotein zu
sehen ist, wie auch von Ebinger et al. postuliert.!’” Insbesondere die dem IGFBP-3 zugeschriebene
fordernde Beeinflussung der Vaskulogenese ist im Kontext der Adaption nach Schlaganfall von
Interesse.”®"™ Es ist nicht auszuschlieBen, dass dem IGFBP-3 eine Schlisselfunktion im
mikrovaskularen Remodelling nach Ischdmie zukommt - vergleichbar mit den Effekten des
Vascular Endothelial Growth Factor, dessen pro-angiogenetische Wirkungen im Tierversuch mit
einem optimierten zerebralen Blutfluss, einem reduzierten Infarktvolumen und einer maximierten
Erhaltung der metabolischen Penumbra nach ischd&mischem Gewebeschaden in Verbindung
gebracht worden ist.?° Der Umstand, dass in der vorliegenden Arbeit lediglich niedrige IGFBP-3-
Plasmaspiegel der Messungen von Tag 8 mit einem schlechten neurologischen Outcome
verbunden waren, konnte Ausdruck einer zeitverzogerten IGFBP-3-Wirkung auf die

Mikrozirkulation im ischdmischen Hirnareal sein. Die weiterhin in der Literatur beschriebenen
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direkt proliferativen und, kontrér dazu, apoptoseinduzierenden IGFBP-3-Effekte sowie dessen
IGF-1-Modulation lassen die gefundenen Zusammenhange zwischen dem IGFBP-3 und dem
Schlaganfall-Outcome generell am wahrscheinlichsten auf ein multifaktorielles Geschehen

zuriickfihren.t®

Ungeachtet expliziter Wirkmechanismen wurden niedrige IGF-1- und IGFBP-3-Spiegel im
Menschen neuerdings zunehmend als mdglicher Risikofaktor unterschiedlicher pathologischer
Zustéande, zum Beispiel Vorhofflimmern, koronare Herzerkrankung und auch Schlaganfall,
identifiziert.125128 Der im Rahmen der vorliegenden Arbeit gefundene unabhangige pradiktive
Wert niedriger IGFBP-3-Plasmaspiegel am 8. post-ischamischen Tag auf den funktionellen
Zustand am 90. post-ischdmischen Tag ist insgesamt aufgrund der bisher sparlichen Datenlage
zum IGFBP-3 und dem Outcome nach Schlaganfall als neuartige IGBFP-3-Komponente zu

werten.

4.3.1 Limitationen

Die Limitationen dieser Arbeit sollten nicht unerwahnt bleiben. Ressourcenbedingt wurde auf die
Bestimmung des GH bei den Patienten verzichtet. Bondanelli et al. berichteten, dass Patienten
nach ischamischem Schlaganfall eine Hypophysendysfunktion, in Verbund mit einem GH-
Mangel, durchleben kénnen.'® Dies ist inshesondere von Interesse, weil die Somatomedine unter
dem Einfluss des GH stehen (vgl. Kapitel 1.4.1). Ebenso unterliegen die Bindungsprotein-Spiegel
in Humanserum dem GH; die IGF-Bindungsproteinspiegel konnen bei Akromegalie-Patienten
erhoht und bei Kindern mit diagnostizierter GH-Defizienz vermindert sein.*?® Manche Prozesse
innerhalb der IGF-Achse werden allerdings auch als autark beschrieben: Die IGFBP-3-Expression
in der menschlichen Leber kann GH-unabhingig ablaufen.**°

Aufgrund fehlender Bildgebung lagen keine Angaben beziglich der Schlaganfall-Subtypen bei
den Patienten vor. Die Schlaganfall-Subtypen sowie die unterschiedlichen Lokalisationen der
Ischamie-Areale kdnnen allerdings, gerade in Bezug auf die beschriebenen neuroprotektiven IGF-
1-Effekte, durchaus von Bedeutung sein. Fiihrt man in Ratten gemaR eines modifizierten Modells
nach Levine eine unilaterale Arteria-Karotis-Ligatur mit einer nachfolgenden kurzen Episode, in
welcher die Ratten einer hypoxischen Umgebung ausgesetzt sind, durch, so ergeben sich oft
reproduzierbare Verteilungsmuster der ischdmisch geschédigten Areale im Gehirn. In

Mitleidenschaft gezogen werden dabei meist der laterale parietale Kortex, der piriforme Kortex
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und der Hippokampus — dort meist die CA1-2-Subregionen - sowie der dorsolaterale Thalamus
und das Striatum.%* Studien tber die IGF-1-Schutzwirkung, in denen gemaR dieses Modells
experimentiert wurde, ergaben, relativ konstant, die grofite Neuroprotektivitat im Bereich des
parietalen Kortex sowie einen mittleren Effekt fir das Striatum und den Thalamus; der
hippokampale post-ischdmische Neuronenverlust war demgegeniber typischerweise nur in
geringem Ausmaf durch eine IGF-1-Applikation zu verhindern.®* Die IGF-1-Auswirkungen auf
verletzte neuronale Netzwerke scheinen also eine direkte Abhéngigkeit von den verschiedenen
Hirn-Arealen aufzuweisen. In der Literatur gibt es Hinweise auf unterschiedliche IGF-1-
Verteilungen in den verschiedenen Hirn-Arealen nach provozierter Ischdmie und ICV-Applikation
im Nagetier.’®* Allgemein ist eine regional unterschiedliche IGF-1-Rezeptordichte im Gehirn

denkbar.132

Im Sinne einer ganzheitlichen Betrachtung waren lokale Konzentrationsveranderungen des IGF-1
und IGFBP-3 im Gehirn von Interesse gewesen. Im Jahr 1982 konnten Nieto-Sampedro et al. im
Tierversuch demonstrieren, dass das Gehirn drei bis zehn Tage nach traumatischer Verletzung
endogene Neurotrophine freisetzt.'*® Zudem zeigte sich eine direkt nach hypoxisch-ischamischer
Hirnverletzung einsetzende Reduktion von IGF-1-mRNA in den betroffenen Hirnarealen bei
neonatalen Ratten, die in unmittelbaren Zusammenhang mit dem Erscheinen von Zell-Apoptosen
und nekrotischen Veranderungen in Verbindung gebracht wurde; in den Folgetagen nach der
Akutphase kam es dann zu einer progressiven Induktion der IGF-1-mRNA-Synthese.'** Solch
wandlungsféhige Muster der Proteinexpression zwischen gesundem und ischdmischem Gewebe
finden sich auch beziiglich des IGFBP-3 und weiterer IGF-Bindungsproteine.1*®

Im Rahmen der durchgefiihrten Dependenzanalysen konnten viele denkbare Confounder
ausgeschlossen werden (vgl. Kapitel 4.1.1). Erwéhnt werden sollte dennoch, dass nicht alle fir die
Schlaganfall-Forschung géngigen Parameter in EARLY erfasst worden waren. Somit lagen
beispielsweise keine Informationen tber die Blutglucose-Situation der Patienten innerhalb der
Akutphase vor. Die Somatomedine und ihre Bindungsproteine kdnnen jedoch verschiedene
Aspekte des Metabolismus entscheidend beeinflussen: So vergrollert die Gabe von
rekombinantem IGF-1 im Komplex mit IGFBP-3 zwar nicht das Risiko einer ausgepragten
Hypoglykamie, kann aber Blutzuckersenkungen verursachen.!®® Durch die Nicht-Erfassung
einiger Parameter konnten unbekannte Storgréf3en im Rahmen der statistischen Auswertung nicht

ganzlich ausgeschlossen werden.
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Die aus der EARLY-Studie stammenden Plasmaproben waren eingefroren und mussten
entsprechend vor der Hormonbestimmung aufgetaut werden. Es ist nicht auszuschlie3en, dass
dadurch bedingte Messungenauigkeiten aufgetreten sein kdnnten. Zumindest existieren aber
Daten, nach denen sich IGF-1- und IGFBP-3-Werte aus uber neun Jahre bei -80° Celsius
eingefrorenen Sera nicht signifikant von Werten aus frisch gewonnenen Sera unterscheiden.'*
Generell sollte betont werden, dass es sich bei den Messungen fur diese Arbeit jeweils um
hormonelle Momentaufnahmen handelte, welche die wahre Hormondynamik in der Zeit nach dem

Insultgeschehen nicht en détail abbilden konnten.

Die vorliegende Studienpopulation war klinisch vergleichsweise milde betroffen. Insbesondere die
ermittelten NIHSS- sowie mRS-Scores vom Studientag 8 zeigten, dass der berwiegende Anteil
der Patienten maximal in die Kategorie ,,mittelgradiger Schlaganfall* (NIHSS) einzuordnen war
und auch in Bezug auf die mRS nicht mehr als 2 Punkte erreichte. Moglicherweise lassen sich die
in dieser Arbeit gefundenen Zusammenhdnge nicht unmittelbar auf schwerer betroffene

Populationen Ubertragen.

Es stellt sich die Frage nach dem optimalen Zeitpunkt zur Erfassung eines post-ischdmischen
neurologischen Outcomes. Der neuronale Zelltod kann auch Monate nach dem Insultgeschehen
noch andauern.'®” Zudem werden im Allgemeinen dementielle Entwicklungen nach einem
stattgehabten Hirninfarkt beobachtet. Tatemichi et al. folgerten aus ihren Studienergebnissen, dass
das Risiko, durch einen ischamischen Insult an einer Demenz zu erkranken, im Vergleich zu Nicht-
Infarkt-Patienten etwa 6-fach erhoht ist.’*® Mit hoher Wahrscheinlichkeit tragen sowohl ein
verzogerter Neuronenverlust, als auch der progressive dementielle Abbau zu einer
Verschlechterung des Langzeit-Outcomes bei. Langzeit-Effekte, Gber die Dauer von drei Monaten
hinausgehend, wurden durch den in EARLY festgelegten Endpunkt nach drei Monaten nicht
uberpraft.

4.3.2 Starken

Aufgrund der Ein- und Ausschlusskriterien in EARLY lag ein insgesamt homogenes Kollektiv vor
(vgl. Kapitel 2.1.2). Durch die Homogenitat der Kohorte konnten wahrscheinlich Confounder-
Effekte bezuglich der Hormonspiegelmessungen und des Outcomes minimiert werden.

So demonstrierte eine niederlandische Arbeitsgruppe die Maximierung der Bioverfligbarkeit von

freiem IGF-1 durch eine intravendse t-PA-Behandlung.**® Zudem kann sich eine Lyse-Behandlung
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generell positiv auf das funktionelle klinische Endergebnis auswirken.?® Da die Thrombolyse in
EARLY ein Ausschlusskriterium darstellte, gab es entsprechend keine lysierten Patienten in der

vorliegenden Kohorte.

Die fiir diese Arbeit zur Verfligung stehende Fallzahl von 404 Patienten war ausreichend hoch.
Eine im Rahmen der Vorstudie am Institut fir Biometrie und klinische Epidemiologie der Charité
- Universitatsmedizin Berlin durchgefuhrte Power Calculation ergab eine benétigte Fallzahl von
rund 280 Patienten und einem Patientenanteil von 13 % mit niedrigen IGFBP-3-Spiegeln (IGFBP-
3-Spiegel unterhalb der altersadjustierten 5. Perzentile) um bei einem zweiseitigen Chi-Quadrat-

Test mit einem Signifikanzniveau o = 0.05 eine Power von 80 % zu erreichen.

Der klinische Endpunkt der vorliegenden Arbeit bestand aus der mRS nach 90 Tagen. In der
Literatur wird die mRS generell als wertvoller Endpunkt fir klinische Schlaganfall-Studien
bewertet.’” Die mRS stellt unter Schlaganfall-Studien ein haufig benutztes Messinstrument fiir
das Outcome dar; das Outcome wird gleichzeitig (iblicherweise nach 90 Tagen bestimmt.14

Daraus ergibt sich eine gute Vergleichbarkeit mit anderen groRen Studien.

4.4 Zusammenfassendes Fazit

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung eines pradiktiven Wertes der IGF-1- sowie
IGFBP-3-Plasmaspiegel in der Akutphase nach ischdmischem Schlaganfall auf den funktionell-
neurologischen Zustand der Patienten nach 90 Tagen.

Die Resultate aus der multiplen binéren logistischen Regression, der Kernanalyse der vorliegenden
Arbeit, ergaben, dass die IGF-1- und IGFBP-3-Spiegel von Tag O in keinem signifikanten
Zusammenhang zu dem Outcome nach 90 Tagen standen. Es konnte weiterhin gezeigt werden,
dass niedrige IGF-1-Spiegel von Tag 8 mit einer unabhéngigen und signifikanten Risikoreduktion
eines schlechten funktionellen Zustands nach 90 Tagen assoziiert waren.

Als Hauptergebnis der vorliegenden Arbeit ist der gezeigte unabhéngige signifikante Effekt einer
Risikoerh6éhung eines schlechten funktionell-neurologischen Zustands nach 90 Tagen bei
niedrigen an Tag 8 gemessenen IGFBP-3-Spiegeln zu werten.

Insgesamt konnten die Hypothesen tiber Zusammenhénge zwischen den IGF-1- sowie IGFBP-3-
Spiegeln in der Akutphase nach einem ischdmischen Schlaganfall und dem Outcome nach 90
Tagen angenommen werden, zumindest hinsichtlich der Messwerte von Tag 8 nach Schlaganfall

(vgl. Tabelle 16). Insbesondere die formulierte Hypothese (iber einen Zusammenhang zwischen
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niedrigen IGFBP-3-Spiegeln in der Akutphase nach ischdmischem Schlaganfall und einem
schlechten Outcome konnte damit verifiziert und eine bis dato kaum untersuchte IGFBP-3-
Eigenschaft konstatiert werden.

Insgesamt lasst sich anhand der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit postulieren, dass der
pradiktive Wert von IGF-1- und IGFBP-3-Messungen in der Akutphase nach ischamischem
Schlaganfall abhangig vom genauen Zeitpunkt der Messung ist. Interessant wire die Uberpriifung
der aus dieser Dissertation hervorgehenden neuen Hypothese anhand von Studien mit mehr als

zwei Messzeitpunkten bei Schlaganfall-Patienten in der unmittelbaren Akutphase.

4.5 Ausblick

Es ist vorstellbar, dass die Kenntnis tiber den pradiktiven Wert sowohl des IGF-1 als auch des
IGFBP-3 fiir das Schlaganfall-Outcome in Zukunft die Nachsorge bei Patienten mit ischd&mischem
Schlaganfall optimieren kénnte. Sollte sich der unabhéngige Zusammenhang zwischen niedrigen
IGFBP-3-Plasmaspiegeln in der Akutphase und dem funktionellen Zustand nach drei Monaten
weiterhin bestétigen, ware ein neuer prognostisch wertvoller Schlaganfall-Biomarker gefunden.
Dies konnte weiterhin den Weg fur neue Therapiekonzepte im Bereich des hypoxisch-ischdmisch
geschadigten Gehirns bahnen. Die bislang in Tierversuchen gefundenen Outcome-optimierenden
Effekte von ICV-verabreichtem IGF-1 sollten dabei mit in Betracht gezogen werden. Kooijman et
al. jedenfalls prognostizierten bereits klinische Studien zur Untersuchung der Effekte von
kurzzeitig subkutan applizierten IGF-1/IGFBP-3-Kombinationen auf den Erhalt der Penumbra und
das klinische Outcome bei Patienten nach ischamischem Schlaganfall.*!’

Ein ganzheitlicher Betrachtungsansatz unter Einbezug der gesamten IGF-Achse — inklusive der
Durchfuhrung von Provokationstestungen — konnte mehr Klarheit (iber die Rolle der gesamten
Hormonachse fir die neuronale Regeneration auf zelluldrer, histologischer und letztendlich
geistig-funktioneller Ebene bringen. Generell sind weitere Untersuchungen notwendig, um in
Zukunft die globale Burde der zerebrovaskularen und neurodegenerativen Erkrankungen etwas
einddmmen zu konnen: denkbar ist nicht nur der neuroprotektive Nutzen nach ischdmischen
Verletzungen des Gehirns, sondern ebenfalls im Bereich degenerativer Erkrankungen, wie etwa

dem Morbus Alzheimer oder der Amyotrophen Lateralsklerose.
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wahrend Schulzeit und Studium ist gro. Ohne Euch wiirde diese Arbeit am heutigen Tage wohl
nicht existieren. Danke auch an meine Geschwister Juliane und Philipp, die mir stets viel zugetraut
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Tabelle 17: National Institues of Health Stroke Scale

1la

Bewusstseinslage (Vigilanz)

(0) Wach, unmittelbar antwortend.

(1) Benommen, aber durch geringe Stimulation zum
Befolgen von Aufforderungen, Antworten oder
Reaktionen zu bewegen.

(2) Somnolent, bedarf wiederholter Stimulation um
aufmerksam zu sein, oder ist sopords und bedarf starker
oder schmerzhafter Stimulation zum Erzielen von
Bewegungen.

(3) Koma, antwortet nur mit motorischen oder
vegetativen Reflexen oder reagiert gar nicht, ist schlaff
und ohne Reflexe.

Anmerkung:  bei  Koma erhdlt Skala 7
(Extremitatenataxie) 0 Punkte.

1b

Orientierung

Frage nach Monat und Alter

(0) beide Fragen richtig beantwortet.
(1) eine Frage richtig beantwortet.
(2) keine Frage richtig beantwortet.

1c

Befolgung von Aufforderungen

Aufforderung die Augen und die nicht paretische
Hand zu 6ffnen und zu schlief3en

(0) beide Aufforderungen richtig befolgt.

(1) eine Aufforderung richtig befolgt.

(2) keine Aufforderung richtig befolgt.

Blickbewegungen
(Okulomotorik)

(0) Normal.

(1) Partielle Blickparese = wenn die Blickrichtung von
einem oder bd. Augen abnormal ist, jedoch keine
forcierte Blickdeviation oder komplette Blickparese
besteht (e. g. Augenmuskelparese). Auch bei
unzureichender Kooperation 1 Punkt.

(2) Forcierte Blickdeviation oder komplette Blickparese,
die durch Ausfiihren des oculocephalen Reflexes nicht
uberwunden werden kann.

Gesichtsfeld

(0) keine Einschrankung.

(1) partielle Hemianopsie.

(2) komplette Hemianopsie.

(3) bilaterale Hemianopsie (Blindheit oder korticale
Blindheit).

Anmerkung: Bei fehlender Beurteilbarkeit 0 Punkte.

Facialisparese

(0) normal.

(1) gering (abgeflachte Nasolabialfalte, Asymmetrie
beim Lé&cheln).

(2) partiell (vollstandige oder fast vollstdndige Parese
des unteren Gesichts).

(3) vollstandig auf einer oder bd. Seiten (fehlende
Bewegungen unterer und oberer Teil des Gesichts).

Motorik und Arme

(0) kein Absinken (der Arm wird ber 10 Sekunden in
der 90°-/45°-Position gehalten)
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Getrennt fir links und rechts, z.B.
bei Tetraparese

(1) Absinken (der Arm wird zundchst bei 90°/45°
gehalten, sinkt aber im Verlauf von 10 Sek. ab.

(2) Anheben gegen Schwerkraft moglich (der Arm kann
die 90°-/45°-Position nicht erreichen oder halten,

sinkt auf die Liegeflaiche ab, kann aber gegen
Schwerkraft angehoben werden)

(3) Kein (aktives) Anheben gegen Schwerkraft, der Arm
fallt nach passivem Anheben sofort auf die

Liegeflache.

(4) Keine Bewegung.

Anmerkung: bei Amputation oder Gelenkversteifung O
Punkte; bei Plegie erhalt Skala 7 (Extremitatenataxie) O
Punkte.

Motorik Beine
Getrennt fir links und rechts, z.B.
bei Tetraparese

(0) Kein Absinken (das Bein bleibt tber 5 Sekunden in
der 30°-Position).

(1) Absinken (das Bein sinkt am Ende der 5-Sekunden-
periode, berihrt aber die Liegeflache nicht).

(2) Aktive Bewegung gegen die Schwerkraft (das Bein
sinkt binnen 5 Sek. auf die Liegeflache ab, kann aber
gegen die Schwerkraft gehoben werden).

(3) Kein (aktives) Anheben gegen die Schwerkraft, das
Bein fallt nach passivem Anheben sofort auf die
Liegeflache.

(4) Keine Bewegung.

Anmerkung: bei Amputation oder Gelenkversteifung Q
Punkte; bei Plegie erhalt Skala 7 (Extremitatenataxie) O
Punkte.

Extremitatenataxie

(0) fehlend.

(1) in einer Extremitat vorhanden.

(2) in zwei Extremitéaten vorhanden.

Anmerkung: Wird bei Verstandigungsschwierigkeiten
oder Plegie als fehlend (0 Punkte) gewertet.

wird bei Angabe von Koma (siehe Skala 1a) als fehlend
(0 Punkte) gewertet.

Sensibilitat

(0) Normal; kein Sensibilitatsverlust.

(1) Leichter bis mittelschwerer Sensibilitatsverlust;
Patient empfindet Nadelstiche auf der betroffenen Seite
als stumpf, oder er nimmt diese nur als Bertihrung wahr.
(2) Schwerer bis vollstandiger Sensibilitatsverlust;
Patient nimmt die Berlihrung von Gesicht, Arm und
Bein nicht wahr,

Sprache (Bilder beschreiben und
Gegenstéande benennen)

(0) normal; keine Aphasie.

(1) Leichte bis mittelschwere Aphasie; deutliche
Einschrankung der Wortflissigkeit oder des
Sprachverstdndnisses, keine relevante Einschrankung
von Umfang oder Art des Ausdruckes. Die
Einschrankung des Sprachvermdgens und/oder des
Sprachverstdndnisses macht die Unterhaltung

schwierig bis unmoglich.

(2) Schwere Aphasie; die Kommunikation findet ber
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fragmentierte Ausdrucksformen statt. Der Untersucher
muss das Gesagte in grolem Umfang interpretieren,
nachfragen oder erraten. Der Untersucher tragt im
wesentlichen die Kommunikation.

(3) Stumm, globale Aphasie; Sprachproduktion oder
Sprachverstandnis nicht verwertbar (auch bei Koma).

10

Dysarthrie

(0) Normal.

(1) Leicht bis mittelschwer; der Patient spricht
zumindest einige Worte verwaschen und kann nur mit
Schwierigkeiten verstanden werden.

(2) Schwer, anarthrisch; die verwaschene Sprache des
Patienten ist unverstandlich und beruht nicht auf

einer Aphasie.

Anmerkung: Bei Intubation 0. &. 0 Punkte.

11

Neglect

(0) Keine Abnormalitat.

(1) Visuelle, taktile, auditive oder personenbezogene
Unaufmerksamkeit oder Ausléschung bei Uberpriifung
von gleichzeitiger bilateraler Stimulation in einer der|
sensiblen Qualitaten.

(2) Schwere halbseitige Unaufmerksamkeit. Kein
Erkennen der eigenen Hand oder Orientierung nur zu
einer Seite des Raumes.

Anmerkung: bei fehlender Beurteilbarkeit 0 Punkte

109



Appendix

~ Boehringer AGGRENOX® Page 1
I" IV Ingelheim Early Initiation of Secondary Ischaemic Stroke Prevention
Visit 1
Bl Trial No. 9.182 Screening / Baseline Patient No.
VISIT
1. Date of visit (dd MON Yy) ..o ‘ | [ ‘ ‘ ‘
2. Time of visit (24 hour clocktime - hRimm) ... :
INFORMED CONSENT

The Patient has been informed as described in the protocol.

1. Date informed consent obtained (dd MON YY) c..cvecvevevvcveecviceeeseee e ‘ | | [ H | ‘

2. Time informed consent obtained (24 hour clocktime - hh:mm) ..o, ‘ \ | : | |
DEMOGRAPHICS

L X e et et et 1l Imale 2 fomale

2. RACE 1-euteie ittt ettt ee ettt et et st a et e ea Rt et eh et et s ea et eae e ae e es e R e e e et 1 white
................................................................................................................. ol Jolack
................................................................................................................. 3 Jasian

3. Date of birth (Ad MON YY) woueeieieriiie et e sre e eraeressae s e e sreemsennessesnes ‘ \ | | [ 1 \

O 1=l o OSSPSR ‘ [ |cm

B WBIGNT 1ot ettt e et s et e b e r et e e n e saa e e eae e en e \_l_l_‘kg

6. Smoking status

NEVET SMOKEM ... ittt e e sme s ese e e eane e enneeesaeaesrneeensnee s s o
111 1T TSP 1
CUITENEY SIMOKES ...eiiee it e et e e e 2D

white:  Sponsor
pink: Investigator
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~ Boehringer AGGRENOX® Page 2
||| IV Ingelheim Early Initiation of Secondary Ischaemic Stroke Prevention
Visit 1
Bl Trial No. 9.182 Screening / Baseline Patient No.

PRE-SCREENING - AT PATIENTS ARRIVAL AT STROKE UNIT

1. Date of hospital admission (dd mon yy) ... ‘ | [ 1 ‘ ‘ ‘

2. Time of hospital admission (24 hour clocktime - hh:mm) ... ‘ \ | L |

3. Date of brain imaging (dd MON YY) ..ot ‘ | [ | ‘ ‘ ‘

4. Time of brain imaging (24 hour clocktime - hh:mm) ... ‘ l | : | I
5. ECG PerfOrmMEd? ..ot ettt ettt et o |no 1|:|yes

6. Blood pressure at arrival at stroke unit (systolic / diastolic, mmHg) ........c........ ‘ | ‘ / ‘ [ ] |

7. Pulse rate at arrival at stroke unit ..o ‘ [ I beats/min

PHYSICAL EXAMINATION — BASELINE

1. Has a physical examination been performed ..., OL no 1 |_| yes

2. Any relevant clinical findingS? .........oivi i o o 1 ITyes
VITAL SIGNS

1. Blood pressure [after 2 minutes, supine] systolic / diastolic (mmHg) ................ ‘ / |

2. Pulse rate [after 2 minutes, SUPINE] ... ‘4__ beats/min

RELEVANT MEDICAL HISTORY / CONCOMITANT DISEASES

T HYPEIBNSION .o e Gf no 1myes ZTunk
P2 B 1= o 7= =N PR 0 \_ no 1 M yes 2 J unk
3. HyPerlipIaBMIA . ..o e e 0[ no 1Dyes 2:|unk
4. Atrial fibrillation (incl. paroximal artrial fibrillation) .............coooooooooooooevoooroooeo. ol e 1 lyes 20 Junk
5. Congestive heart failure ............ooii it 0[ no 1Dyes 2:|unk
B. Previous SrOKB(S) ..o ol lno 1L yes 2 [ unk

white:  Sponsor
pink: Investigator
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'~

Boehringer AGGRENOX®

||| IV Ingelheim Early Initiation of Secondary Ischaemic Stroke Prevention
Visit 1
Bl Trial No. 9.182 Screening / Baseline

Page

Patient No.

3

PREVIOUS AND CONCOMITANT THERAPIES

e S et et e oo o lno 1l Jyes 2 Junk
Continued — Except study medication ..o ol | no

2. Aggrenox® oo 1] yes 2 _lunk
Continued — Except study medication ...........cceeviiviiiiiiesie e e 0 §| no

3. ClOPIAOGEL ... e e e 07 no 1 m yes Zm unk
[0 0] 1 13 0= O ST SP PP 0 j no 1 D yes

4. Other antiplatelets ... e 0 D no 1 [ yes 2 j unk
[@70] 1 {1 g 10T o ST 0 I:‘ no 1 D yes

5. Anticoagulants, high-dose ... ol lno 1 yes 2 unk
CONtINUE .. 0 IT no 1 W yes

6. Anticoagulants, [oW-0OSE............cooiiiiiii e ol lno 4[] yes 2 [ une
CONTINUEA .ot et ettt ee e e st ean e e e eeee e o o 1] yes

7. Anticoagulants, Oral ... e o__lno 1 u yes 2 \J unk
CONTINUED ... e e bt ol lno 1 yes

8. ANtINYPerENSIVES (... .o 0 L no 1 _] yes 2 U unk
[0 1 [ [V T=T o I PSPPSR 0 U no 1 L yes

9. LPIO FEAUGCETS ...t ettt e et e e es s e ol lno 4[] yes 2l lunk
[T 11 0= TSSO 0 D no 1 E yes

0. ANHTIADEHCS ..o reeee oo eeeeee e eee oo ee oo ee e ee e eereeee ol Jno 10 yes 2[ Junk
[ @70 0101 T =T [ Om no 1ryes

11. Other relevant therapies to be continued during the trial ..........cccccoieiiicnn. ol lno 1l ] yes

P Please record these and any other therapy continued during the trial on
the Concomitant Therapy Form.

pinke. Investigator
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~ Boehringer AGGRENOX® Page 4
||| IV Ingelheim Early Initiation of Secondary Ischaemic Stroke Prevention
Visit 1
Bl Trial No. 9.182 Screening / Baseline Patient No.

NIHSS ASSESSMENT (INVESTIGATOR)
T NTHSS SCOM ittt ettt et et e e eteeae et e et e seenesaeesaeee e aesseesennes | ‘

2. Date of assessment (dd MON YY) ...eeiieie e e s | ‘ ‘

3. Time of assessment (24 hour clocktime - hh:MmM) ... \_l_‘ : \—‘
4, INItIAlS OF ASSESSO ....vviveirecicieiee ettt sttt s \_l—

mRS ASSESSMENT (INVESTIGATOR)

T MBS SCOME ..ttt e e ettt et et u

2. Date of assessment (dd MON YY) ..o e | ‘ ‘ ‘ ‘
3. Time of assessment (24 hour clocktime - hhimm) ....cocoiiiiiieiii e, \_l_‘ : \—‘

4. INtIAlS Of @SSESSON ....eviieiiiiiiei ettt ettt et e s

MRI - BASELINE

If no MRI from pre-screening is available a baseline MRI should be performed
before or at the latest 24 hours after start of study medication.

UDno 1Eyes

1. Has an MRI been performed? ..... ..o e e

2. Date Of ASSESSIMENT .......ooiiiiiiii e e

3. Time Of @SSESSMENT ..o et

LABORATORY TESTS
1. Was a blood sample TaKENT? ... e OD no 1 j yes

2. Please paste the tear-off label of the blood sample onto the space below

ADVERSE EVENTS
1. Did any adverse events occur or have Worsened? ..........cccccovevuiieicocecneen e OD no 1 j yes

P If YES, please enter event(s) on the Adverse Event Report Form.

white:  Sponsor
pink: Investigator

113



Appendix

Boehringer AGGRENOX® Page 5
I" IV Ingelheim Early Initiation of Secondary Ischaemic Stroke Prevention
Visit 1
Bl Trial No. 9.182 Screening / Baseline Patient No.
INCLUSION CRITERIA

T AU INPALIENE ... e e e e 0[ no 1u yes
2. Clinical diagnosis of ischaemic stroke causing a measurable neurological deficit

defined as impairment of language, motor function, cognition and/or gaze, vision

or neglect. Symptoms must be distinguishable from an episode of generalized

ischaemia (i.e. syncope), seizure or migraine disorder...........ccoccceevenivenennne ol Jno 1l lyes
3. Time of stroke onset is known. Symptoms of ischaemic attack began at a time

point what makes the start of study medication within 24 hours possible. When

a stroke happend during sleep, bedtime is assumed as time of onset.............. OI: no 1u yes

Date of stroke (dd MON YY) ....oooei e e

Time of stroke (24 hour clocktime - hRIMM) ..o

. Stroke symptoms are to be present for at least 30 min and have not significantly

improved before randomisation (will be asked for during IVRS) .......cccovvenen.

. NIHSS between 5 and 20 points (at pre-screening and screening) .................

. Screening mRS after stroke is worse than retrospective mRS (before qualifying

. Treatment indication is given either to valid German SPC of Aggrenox® capsules

or to ASS STADA 100 Mg tabIetS .....ceciiiiieiiei e

. A contraindication for stroke lysis iS given ..o

. Patient is able to swallow either medication ..........cccceveieeviieiciccie e

10.Signed and witnessed written informed consent obtained prior to the first study

intervention.

Patients unable to sign, but who are able to understand the meaning of
participation in the study, may give oral, witnessed (preferably by relatives)
informed consent. These patients have to make clear without doubt that they
are willing to participate voluntarily and must be able to understand an
explanation of the contents of the information sheet..........ccccocoiiiici s

P If the answer to any of the above is ,,no", the patient cannot be randomised,

do not continue this patient and go to Patient Eligibility (Page 7).

0.7 no 1| |yes

0__'no 1|:| yes

Ol: no 1J yes

O‘ no 1j yes

D‘ no 17 yes
OI: no 1:' yes
OI: no 1J yes

white:
pink:

Sponsor
Investigator
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=~ Boehringer AGGRENOX® Page 6
I" IV Ingelheim Early Initiation of Secondary Ischaemic Stroke Prevention
Visit 1
Bl Trial No. 9.182 Screening / Baseline Patient No.
EXCLUSION CRITERIA
1. Intracranial haemorrhage on CT-scan present .........covveeieeiiieeiiiescieeeseeeeinns 0 Ino 1: yes

2. A contraindication for Aggrenox® or ASA is given:
- Hypersensitivity to any of the components of the product or salicylates
- Active gastric and duodenal ulcers
- Bleeding disorder
- Pregnancy during the third trimester
- Heredity problems of fructose intolerance and/or galactose intolerance, e.g.
GAlACIOSACIMIA ...ttt e e e oo 1 lyes

3. Precautions and warnings for ASA and Aggrenox® lead to exclusion (see )
Instructions for COMPIEtION) ........coiuiiiiiiiieiiee e o lno 1] yes

4. Patient underwent any thrombolysis therapy (e.g. for stroke, myocardial infarct,
deep vein thrombosis) within 24 hours before medication ................c.............. o lno 1 lyes

5. Any antithrombotic treatment has been planned or started (Note: low-dose
thrombosis prevention which is permitted in combination with ASA treatmentis
ACCEPTADIE) ...t e ol no 1 lyes

6. A platelet inhibiting therapy with ASA doses of more than 100 mg per day, or ‘ -
with clopidogrel at any dose has been planned or started ............cccceeeeeeiinennee o lno 1 lyes

7. Current or recent (within 3 months) participation in another clinical study with a
NON-TEJISTErEA AIUG. ....coueiiiiiiieiiie ettt et et o no 1:J yes

P> If the answer to any of the above is ,,yes“, the patient cannot be rando-
mised, do not continue this patient and go to Patient Eligibility (Page 7).

white:  Sponsor
pink: Investigator
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=~ Boehringer AGGRENOX® Page
||| IV Ingelheim Early Initiation of Secondary Ischaemic Stroke Prevention
Visit 1
Bl Trial No. 9.182 Screening / Baseline Patient No.
PATIENT ELIGIBILITY
1. Will the patient be assigned randomised treatment .............ceoveeicniiieciiec e o | no 1 [] yes

2. If YES, date of randomisation using IVRS (dd Mon yy) .....ccccvieniiinniieniieenee |

If NO,

primary reason for non inclusion (indicate one)

AQVEISE BVENT ..o e e e L
Inclusion / exclusion criterianot met ... 2|
LOSEtO FOIOW-UD e e e e e 3| |
Consent withdrawn (not due to an adverse event)..........ccccccevcnieneene 4|_|
Other (explain DEIOW) ........oeiiice e e e Sm

If the patient will NOT continue in the trial, please sign the declaration
below. If the patient will continue in the trial, the Investigator's
declaration will be signed at the End of Trail section.

Only for patients who are NOT randomised

3.

Investigator‘s Declaration

By signing and dating this page, | declare that | have reviewed for
accuracy all the case report form pages for this patient; the information
contained on these pages accurately reflects the medical record
including the results of tests and evaluations performed on the specified
dates.

Signature
Date (dd mon yy) | \

white:

pink:

Sponsor

Investigator
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o\ Boehringer AGGRENOX® Page
I" IV Ingelheim Early Initiation of Secondary Ischaemic Stroke Prevention
Visit 1
Bl Trial No. 9.182 Screening / Baseline Patient No.

8

DISPENSE OF STUDY MEDICATION

1. Has the patient received the study medication ..........cccoiiiiiiiiniiiniciicee ol lno 1l yes

TREATMENT

1. Date of first intake (Ad MON YY) e et e e ‘ \ ‘ ‘ [ ‘

2. Time of first intake (24 hour clocktime - hhimm) ..., :

white:  Sponsor
pink: Investigator
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~ Boehringer AGGRENOX® Page 9
||| IV Ingelheim Early Initiation of Secondary Ischaemic Stroke Prevention
Visit 2
Bl Trial No. 9.182 Interim Visit (Day 8) Patient No.
VISIT
1. Date of visit (dd MON Yy) ..o ‘ | [ ‘ ‘ ‘

2. Time of visit (24 hour clocktime - hRimm) ... :

NIHSS ASSESSMENT (INVESTIGATOR)

T NTHSS SCOE ...ttt et ettt e
2. Date of assessment (dd MON YY) ... e | | ‘ | ‘ |

3. Time of assessment (24 hour clocktime - hh:mm) ... \_l_‘ : \—‘
4, INHAIS OF ASSBSSOT cu.vvvuivviierceierecsceeasssesesssses s ess s es s seses et s es s s s s \_l—

mRS ASSESSMENT (INVESTIGATOR)
T MBS SCOT ..o u

2. Date of assessment (dd MON YY) ..o e e e s | | ‘ [ H | ‘

3. Time of assessment (24 hour clocktime - hN:MM) ..oo..o.oveeire e, \_l_‘ : \_‘
4. INItIAlS OF ASSESSON ...t s \_l_l_‘

TELE-mRS (BLINDED CENTRALISED MEASUREMENT)

P Will be performed by a specialized centre.

MRI
1. Has an MRl been performed? ... 0|:no 1jyes
2. Date Of ASSESSIMENT ....eveevieceis et eeeeaes e et sesas st e srenseseseeneseessenseeeneesanses | ‘ ‘ [ | ‘ | ‘

3. TIME Of ASSESSIMENT ..o eeeee e eneseeeee e eee et ee e s ee e eee et et eeeseee e \_l_‘ : ‘_l_‘

4. Was MRI different from baseline

UNCRENGE . e e e et sttt et e 1
Lo LT= A= TP TRPRPORRN 2l |
LT e T(0 1Yo PPV SPTO PR URRTPRRPPI s
5. If worsened, does the worsening in MRI qualify for an adverse event? ........... o lno 1] yes

white:  Sponsor
pink: Investigator
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o\ Boehringer AGGRENOX® Page
||| IV Ingelheim Early Initiation of Secondary Ischaemic Stroke Prevention
Visit 2
Bl Trial No. 9.182 Interim Visit (Day 8) Patient No.

10

DISPENSE OF STUDY MEDICATION

1. Has the patient received the study medication ..........cccoiiiiiiiiniiiniciicee o lno 1 yes
LABORATORY TESTS
1. Was a blood sample taken? ... o Jno 1| yes

2. Please paste the tear-off label of the blood sample onto the space below

DISCHARGE FROM STROKE UNIT

1. Was the patient already discharged from stroke unit at Visit 27 .............cccccee. ol no 1 yes

If YES, date of discharge (dd mon yy).....ccceviiiiniiiiiiiiieee e

CONCOMITANT THERAPY
1. Did any changes of concomitant therapies occur? ...........ccccccveeviinceiicinieeee o lne 1l ] yes

P If YES, please enter event(s) on the Concomitant Therapy Form.

ADVERSE EVENTS
1. Did any adverse events occur or have Worsened? ..........ccoccevevuiveieicecneenseene 0‘ lno 1 yes

P If YES, please enter event(s) on the Adverse Event Report Form.

APPOINTMENT FOR NEXT VISIT
1. Date of next Visit (dd MON YY) oo e e

2. Time of next visit (24 hour clocktime - hhimm) ... L1 : |

white:  Sponsor
pink: Investigator
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~ Boehringer AGGRENOX® Page 11
||| IV Ingelheim Early Initiation of Secondary Ischaemic Stroke Prevention
Visit 3
Bl Trial No. 9.182 Interim Visit (Day 9) Patient No.
VISIT

1. Date of Visit (dd MON YY) .o e e s ‘ | | ‘ ‘ ‘
2. Time of visit (24 hour clocktime - hRimm) ... :

CONCOMITANT THERAPY

1. Did any changes of concomitant therapies 0CCUr? ........cccoceiiecvieiiiciiineienene 0 |no 11 lyes

P If YES, please enter event(s) on the Concomitant Therapy Form.

ADVERSE EVENTS
1. Did any adverse events occur or have worsened? ..........ccccveeiiiiiiiiiciiiie e, o‘ ‘ no 1 T yes

P If YES, please enter event(s) on the Adverse Event Report Form.

APPOINTMENT FOR NEXT VISIT

1. Date of next Visit (dd MOM YY) ..o.ovviiieeee e ‘ \ | | L | \

2. Time of next visit (24 hour clocktime - hh:mm) ... _l_‘ : ‘_l_/

white:  Sponsor
pink: Investigator
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~ Boehringer AGGRENOX® Page 12
||| IV Ingelheim Early Initiation of Secondary Ischaemic Stroke Prevention
Visit 4
Bl Trial No. 9.182 Final Visit Patient No.
VISIT
1. Date of visit (dd MON Yy) ..o ‘ | [ ‘ ‘ ‘

2. Time of visit (24 hour clocktime - hRimm) ... :

NIHSS ASSESSMENT (INVESTIGATOR)

T NTHSS SCOE ...ttt et ettt e
2. Date of assessment (dd MON YY) ... e | | ‘ | ‘ |

3. Time of assessment (24 hour clocktime - hh:mm) ... \_l_‘ : \—‘
4, INHAIS OF ASSBSSOT cu.vvvuivviierceierecsceeasssesesssses s ess s es s seses et s es s s s s \_l—

mRS ASSESSMENT (INVESTIGATOR)
T MBS SCOT ..o u

2. Date of assessment (dd MON YY) ..o e e e s | | ‘ [ H | ‘

3. Time of assessment (24 hour clocktime - hN:MM) ..oo..o.oveeire e, \_l_‘ : \_‘
4. INItIAlS OF ASSESSON ...t s \_l_l_‘

TELE-mRS (BLINDED CENTRALISED MEASUREMENT)

P Will be performed by a specialized centre.

MRI
1. Has an MRl been performed? ... 0|:no 1jyes
2. Date Of ASSESSIMENT ....eveevieceis et eeeeaes e et sesas st e srenseseseeneseessenseeeneesanses | ‘ ‘ [ | ‘ | ‘

3. TIME Of ASSESSIMENT ..o eeeee e eneseeeee e eee et ee e s ee e eee et et eeeseee e \_l_‘ : ‘_l_‘

4. Was MRI different from baseline

UNCRENGE . e e e et sttt et e 1
Lo LT= A= TP TRPRPORRN 2l |
LT e T(0 1Yo PPV SPTO PR URRTPRRPPI s
5. If worsened, does the worsening in MRI qualify for an adverse event? ........... o lno 1] yes

white:  Sponsor
pink: Investigator

121



Appendix

~ Boehringer AGGRENOX® Page 13
||| IV Ingelheim Early Initiation of Secondary Ischaemic Stroke Prevention
Visit 4
Bl Trial No. 9.182 Final Visit Patient No.

FOLLOW-UP PRESCRIPTION

1. Prescription after completion of the trial

Aggrenox” 1m
ASS 100 MG PEF AAY ...eeeeieieereee e eeee e rr et e re e see e e e e e e seeeeenennas 2D
Other (eXplain DEIOW) ......oiii e e e s SD
PHYSICAL EXAMINATION
1. Has a physical examination been performed ..o, ol lne 1L yes
2. Any new or worsened clincial findings? ........ccoieiiiiniei e o lno 1[] yes
3. If YES, do these findings qualify for an adverse event? ...................cocccc.... o lno 1l lyes

P If YES, please enter event(s) on the Adverse Event Report Form.

VITAL SIGNS

1. Blood pressure [after 2 minutes, supine] systolic / diastolic (mmHg) ................ ‘ / |

2. Pulse rate [after 2 minutes, SUPINE] ......c..ooiiiiiiir e e \— beats/min
CONCOMITANT THERAPY

1. Did any changes of concomitant therapies occur? ... 0 D no 1 :l yes

P If YES, please enter event(s) on the Concomitant Therapy Form.

ADVERSE EVENTS

1. Did any adverse events occur or have worsened? ... ol lno 1] yes

P> If YES, please enter event(s) on the Adverse Event Report Form.

white:  Sponsor
pink: Investigator
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o\ Boehringer AGGRENOX® Page
I" IV Ingelheim Early Initiation of Secondary Ischaemic Stroke Prevention
Visit 4
Bl Trial No. 9.182 Final Visit Patient No.

14

RETURN OF STUDY MEDICATION

1. Has the patient returned the study medication ............ccocoriiiiiicniiii i OL no 1 J yes

ASSESSMENT OF OVERALL COMPLIANCE

1. How do you judge the overall compliance of the patient?

white:  Sponsor
pink: Investigator
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=~ Boehringer AGGRENOX® Page 15
I"I Ingelheim Early Initiation of Secondary Ischaemic Stroke Prevention
End of Trial
Bl Trial No. 9.182 Patient No.

TERMINATION OF TRIAL MEDICATION
1. Last intake of trial drug (dd mon yy)
2. The patient did not prematurely stop the trial medication..............cccccooeeniienen. 1

The patient prematurely discontinued from trial medication due to

(indicate one reason)

A. Adverse event (must be recorded on adverse event page)

a. unexpected worsening of disease / condition under study ................... ZD

b. unexpected worsening of other pre-existing disease / condition .......... 3T|

C. other adverse event ... il
B. Non compliant with protocol (explain below) ...........cccceeviiviiiiiiiiicneeiee SD
C. Lost to follow-up (eXplain BEIOW) ........coivieriieiiii e am
D. Consent withdrawn for further participation

(not due to an adverse event, explain below) .............cccoooiiiiiiiiiiiccnene 7u
E. Other (explain DEIOW) .......ccoiiiiiiiiiiiee e sl
Explain:

3. Investigator‘s Declaration

By signing and dating this page, | declare that | have reviewed for accuracy all
the case report form pages for this patient; the information contained on these
pages accurately reflects the medical record including the results of tests and

evaluations performed on the dates specified.

Signature Date (dd mon yy) | ‘ ‘ [ |

white:  Sponsor
pink: Investigator
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ol NONE

(If drug, trade name is preferable)

If no therapy has been used, mark this box.

If greater than 4
weeks prior to start of
trial, record ,,cont® in

this column

If greater than 4
weeks prior to start of
trial, record ,,cont“ in

this column

reason for change

~ Boehringer AGGRENOX® Page 16
I" IV Ingelheim Early Initiation of Secondary Ischaemic Stroke Prevention
Visit 1-4
Bl Trial No. 9.182 Cumulative Patient No.
CONCOMITANT THERAPY
Record below details of any therapy currently Start date End date Indication for use
being taken at the time of entry into the trial.
(dd mon yy) (dd mon yy) or

Examples:

Mucosoivan

Asasantin

Atrovent

cont
cont

06 May 04

cont
cont

06 May 04

chronic bronchitis
coronary heart disease

asthmatic attack

10.

white:
pink:

11.

12.

Sponsor
Investigator
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~ Boehringer AGGRENOX® Page 17
I" IV Ingelheim Early Initiation of Secondary Ischaemic Stroke Prevention
Visit 1-4
Bl Trial No. 9.182 Cumulative Patient No.
ADVERSE EVENTS
Record below any new event. Intensity Therapy Action |Outcome Was event Causal
of event for taken with|of event| serious? relationship
0 NONE event trial drug
due to Is there‘ a 1e?sun:P\e
causal relationship
If the patient has concluded participation in the event e g
t”_al and expenenced no adverse eVentS, mark 1= mild O=no 1 = continued 1= recovered| 0 = no If yes, tick | 0 = no
this box. 2 = moderate |1 =yes 2 = reduced 2=notyet |1=yes |appropiiate |1 =yes
3 = severe 3 = discontinued recovered code(s)™
If yes, 4 = increased 3=sequelae |3 =no,
Record symptoms if diagnosis is not known. Tick the most recordon 5 = completed |4 = fatal out
severe Concomitant acc. protocol |5 = unknown signi-
intensity Therapy 6 = discont. & ficant
Serious and significant adverse events must also Pae e
be reparted immediately according to SAE facing page)
procedures.
1. Event 1m er 17 1|T 0 1m om
P B O A O .
gntset: End*: [ con o | ol ] ] | o ]
ate ate
] 4]
(dd mon yy) (dd mon yy) I:‘ s:l SD SD
- . cont
Time Time o] o
(24 hour clock time - hh:mm) (24 hour clock time - hh:mm) 7:| 7D
2. Event 1T| 0|7 17 1|T ol 1m om
P I R I I R O R i
. % o |
g"tset- E"f' : [eom| o] S I R I
ate ate
N £
(dd mon yy) (dd mon yy) D . 5:| SD SD
. . con
Time Time o] o
(24 hour clock time - hh:mm) (24 hour clock time - hh:mm) 7j 7D
3. Event I et B A O R N O o]
P e R B R R I W
gntset: I:E)ntd": [ oo | o | L] | o] | 8]
ate ate
] €]
(dd mon yy) (dd mon yy) U 5:| SD SD
. . cont
Time Time ] o
(24 hour clock time - hh:mm) (24 hour clock time - hh:mm) 7:’ 7D

Description of the above recorded events if necessary (refer to event by above line number)

*

**  Codes for seriousness:
1 = results in death
4 = requires patient hospitalisation

If event is ongoing, mark the ,cont* box

2 = immediately life-threatening

7 = other comparable medical criteria (specify under description)

5 = prolongs patient hospitalisation

3 = persistent or significant disability/incapacity
6 = congenital anomaly/birth defect

*** Medical judgement considering all relevant factors, including pattern of reaction, tempaoral relationship, positive dechallenge or re-challenge,
confounding factors such as co-medication, co-diseases and relevant history

white:
pink:

Sponsor
Investigator
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~ Boehringer AGGRENOX® Page 18
I" IV Ingelheim Early Initiation of Secondary Ischaemic Stroke Prevention
Visit 1-4
Bl Trial No. 9.182 Cumulative Patient No.
ADVERSE EVENTS
Record below any new event. Intensity Therapy Action |Outcome Was event Causal
of event for taken with|of event| serious? relationship
0 NONE event trial drug
due to Is there‘ a 1e?sun:P\e
causal relationship
If the patient has concluded participation in the event e g
t”_al and expenenced no adverse eVentS, mark 1= mild O=no 1 = continued 1= recovered| 0 = no If yes, tick | 0 = no
this box. 2 = moderate |1 =yes 2 = reduced 2=notyet |1=yes |appropiiate |1 =yes
3 = severe 3 = discontinued recovered code(s)™
If yes, 4 = increased 3=sequelae |3 =no,
Record symptoms if diagnosis is not known. Tick the most recordon 5 = completed |4 = fatal out
severe Concomitant acc. protocol |5 = unknown signi-
intensity Therapy 6 = discont. & ficant
Serious and significant adverse events must also Pae e
be reparted immediately according to SAE facing page)
procedures.
4. Event 1m er 17 1|T 0 1m om
P B O A O .
gntset: End*: [ con o | ol ] ] | o ]
ate ate
] 4]
(dd mon yy) (dd mon yy) I:‘ s:l SD SD
- . cont
Time Time o] o
(24 hour clock time - hh:mm) (24 hour clock time - hh:mm) 7:| 7D
5. Event 1T| 0|7 17 1|T ol 1m om
P I R I I R O R i
. % o |
g"tset- E"f' : [eom| o] S I R I
ate ate
N £
(dd mon yy) (dd mon yy) D . 5:| SD SD
. . con
Time Time o] o
(24 hour clock time - hh:mm) (24 hour clock time - hh:mm) 7j 7D
6. Event I et B A O R N O o]
P e R B R R I W
gntset: I:E)ntd": [ oo | o | L] | o] | 8]
ate ate
] €]
(dd mon yy) (dd mon yy) U 5:| SD SD
. . cont
Time Time ] o
(24 hour clock time - hh:mm) (24 hour clock time - hh:mm) 7:’ 7D

Description of the above recorded events if necessary (refer to event by above line number)

*

**  Codes for seriousness:
1 = results in death
4 = requires patient hospitalisation

If event is ongoing, mark the ,cont* box

2 = immediately life-threatening

7 = other comparable medical criteria (specify under description)

5 = prolongs patient hospitalisation

3 = persistent or significant disability/incapacity
6 = congenital anomaly/birth defect

*** Medical judgement considering all relevant factors, including pattern of reaction, tempaoral relationship, positive dechallenge or re-challenge,
confounding factors such as co-medication, co-diseases and relevant history

white:
pink:

Sponsor
Investigator
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~ Boehringer AGGRENOX® Page 19
I" IV Ingelheim Early Initiation of Secondary Ischaemic Stroke Prevention
Visit 1-4
Bl Trial No. 9.182 Cumulative Patient No.
ADVERSE EVENTS
Record below any new event. Intensity Therapy Action |Outcome Was event Causal
of event for taken with|of event| serious? relationship
0 NONE event trial drug
due to Is there‘ a 1e?sun:P\e
causal relationship
If the patient has concluded participation in the event e g
t”_al and expenenced no adverse eVentS, mark 1= mild O=no 1 = continued 1= recovered| 0 = no If yes, tick | 0 = no
this box. 2 = moderate |1 =yes 2 = reduced 2=notyet |1=yes |appropiiate |1 =yes
3 = severe 3 = discontinued recovered code(s)™
If yes, 4 = increased 3=sequelae |3 =no,
Record symptoms if diagnosis is not known. Tick the most recordon 5 = completed |4 = fatal out
severe Concomitant acc. protocol |5 = unknown signi-
intensity Therapy 6 = discont. & ficant
Serious and significant adverse events must also Pae e
be reparted immediately according to SAE facing page)
procedures.
7. Event 1m er 17 1|T 0 1m om
P B O A O .
gntset: End*: [ con o | ol ] ] | o ]
ate ate
] 4]
(dd mon yy) (dd mon yy) I:‘ s:l SD SD
- . cont
Time Time o] o
(24 hour clock time - hh:mm) (24 hour clock time - hh:mm) 7:| 7D
8. Event 1T| 0|7 17 1|T ol 1m om
P I R I I R O R i
. % o |
(D)ntset. Enfl : [ Joon s oL L] e
ate ate
N £
(dd mon yy) (dd mon yy) D . 5:| SD SD
. . con
Time Time o] o
(24 hour clock time - hh:mm) (24 hour clock time - hh:mm) 7j 7D
9. Event I et B A O R N O o]
P e R B R R I W
gntset: I:E)ntd": [ oo | o | L] | o] | 8]
ate ate
] €]
(dd mon yy) (dd mon yy) U 5:| SD SD
. . cont
Time Time ] o
(24 hour clock time - hh:mm) (24 hour clock time - hh:mm) 7:’ 7D

Description of the above recorded events if necessary (refer to event by above line number)

*

**  Codes for seriousness:
1 = results in death
4 = requires patient hospitalisation

If event is ongoing, mark the ,cont* box

2 = immediately life-threatening

7 = other comparable medical criteria (specify under description)

5 = prolongs patient hospitalisation

3 = persistent or significant disability/incapacity
6 = congenital anomaly/birth defect

*** Medical judgement considering all relevant factors, including pattern of reaction, tempaoral relationship, positive dechallenge or re-challenge,
confounding factors such as co-medication, co-diseases and relevant history

white:
pink:

Sponsor
Investigator
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Analyseplan IGFBP-3
Hypothesen:
Low levels of IGFBP-3 are associated with a poor functional outcome. Low levels of IGF-1 are

associated with a poor functional outcome.

1. Beschreibung der Studienpatienten als Gesamt-Gruppe: Alter (MW, SD), Geschlecht, ...
2. Baseline-Parameter nach Dichotomie des Kollektivs in niedrige und normale Proteinspiegel.

3. Uberpriifung der Haupthypothesen: Kreuztabelle, Chi-Quadrat-Test

IGFBP-3 MRS (Tag 90) = 0-2 MRS (Tag 90) = 3-6
niedrig Xy Xy
normal Xy Xy

Zusétzlich ggf. Boxplot-Darstellungen der IGF-1- und IGFBP-3-Plasmaspiegel tiber der mRS von
Tag 90 anfertigen.

Explorative Analyse: Welche Parameter Kkorrelieren noch mit dem Outcome? Alle
Patientenparameter mit dem Outcome in Beziehung setzen.

Parameter MRS (Tag MRS (Tag p-Wert
90) =0-2 90) = 3-6

Mittelwert Wert (SD) Wert (SD) t-test (bei Normalverteilung)

(SD)

Median (IQR) Mann-Whitney-U-Test  (bei  Nicht-
Normalverteilung)

Kateg. Chi-Quadrat-Test

Variable

Geschlecht

Alter

IGF-1

NIHSS

mRS baseline

2. Multiple logistische Regressions-Analyse: Als unabhdngige Variablen alle diejenigen

inkludieren, die in den vorherigen Analysen einen p-Wert unter 0.01 aufgewiesen hatten.
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Normalverteiltes Q-Q-Diagramm Patientenalter
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Abbildung 1: Normalverteilungsplot der Variable Patientenalter
Das Patientenalter war annéahernd normalverteilt.

Normalverteiltes Q-Q-Diagramm Body-Mass-Index

Erwarteter Normalwert

I I I [ I I I
15 20 25 30 35 40 45

Beobachteter Wert

Abbildung 2: Normalverteilungsplot der Variable Body-Mass-Index
Der Body-Mass-Index war annédhernd normalverteilt.
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Normalverteiltes Q-Q-Diagramm IGFBP-3-Spiegel Tag 0
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Abbildung 3: Normalverteilungsplot des IGFBP-3 von Tag 0
Die IGFBP-3-Spiegel von Tag 0 waren anndhernd normalverteilt.
Normalverteiltes Q-Q-Diagramm IGFBP-3-Spiegel Tag 8
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Abbildung 4: Normalverteilungsplot des IGFBP-3 von Tag 8
Die IGFBP-3-Spiegel von Tag 8 waren annahernd normalverteilt.
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Normalverteiltes Q-Q-Diagramm IGF-1-Spiegel Tag 0
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Abbildung 5: Normalverteilungsplot des IGF-1 von Tag 0
Die IGF-1-Spiegel von Tag 0 waren annéhernd normalverteilt.

Normalverteiltes Q-Q-Diagramm IGF-1-Spiegel Tag 8
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Abbildung 6: Normalverteilungsplot des IGF-1 von Tag 8
Die IGF-1-Spiegel von Tag 8 waren anndhernd normalverteilt.
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Abbildung 7: Die Verteilung des IGFBP-3 von Tag 0 uber der mRS von Tag 90
In den hoéheren mRS-Kategorien waren die IGFBP-3-Spiegel der Patienten tendenziell niedriger. Die
Auswertbarkeit blieb jedoch aufgrund nur geringer Fallzahlen in den hoheren mRS-Kategorien limitiert.
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Abbildung 8: Die Verteilung des IGFBP-3 von Tag 8 tiber der mRS von Tag 90
In den hoheren mRS-Kategorien waren die IGFBP-3-Spiegel der Patienten tendenziell niedriger. Die
Auswertbarkeit blieb jedoch aufgrund nur geringer Fallzahlen in den héheren mRS-Kategorien limitiert.
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Abbildung 9: Die Verteilung des IGFBP-3 von Tag 0 tUber die NIHSS von Tag 90
In den hoéheren mRS-Kategorien waren die IGFBP-3-Spiegel der Patienten tendenziell niedriger. Die
Auswertbarkeit blieb jedoch aufgrund nur geringer Fallzahlen in den hoheren mRS-Kategorien limitiert.
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Abbildung 10: Die Verteilung des IGFBP-3 von Tag 8 tiber der NIHSS von Tag 90
In den hoheren mRS-Kategorien waren die IGFBP-3-Spiegel der Patienten tendenziell niedriger. Die
Auswertbarkeit blieb jedoch aufgrund nur geringer Fallzahlen in den héheren mRS-Kategorien limitiert.
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Abbildung 11: Die Verteilung des IGF-1 von Tag 0 Uber der mRS von Tag 90
In den hoéheren mRS-Kategorien waren die IGF-1-Spiegel der Patienten tendenziell niedriger. Die
Auswertbarkeit blieb jedoch aufgrund nur geringer Fallzahlen in den hoheren mRS-Kategorien limitiert.
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Abbildung 12: Die Verteilung des IGF-1 von Tag 8 Uber der mRS von Tag 90
In den hdéheren mRS-Kategorien waren die IGF-1-Spiegel der Patienten tendenziell niedriger. Die
Auswertbarkeit blieb jedoch aufgrund nur geringer Fallzahlen in den hoheren mRS-Kategorien limitiert.
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Abbildung 13: Die Verteilung des IGF-1 von Tag 0 tUber der NIHSS von Tag 90
In den hoéheren NIHSS-Kategorien waren die IGF-1-Spiegel der Patienten tendenziell niedriger. Die
Auswertbarkeit blieb jedoch aufgrund nur geringer Fallzahlen in den héheren NIHSS-Kategorien limitiert.
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Abbildung 14: Die Verteilung des IGF-1 von Tag 8 Uber der NIHSS von Tag 90
In den hoheren NIHSS-Kategorien waren die IGF-1-Spiegel der Patienten tendenziell niedriger. Die
Auswertbarkeit blieb jedoch aufgrund nur geringer Fallzahlen in den héheren NIHSS-Kategorien limitiert.
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Abbildung 15: Test auf Heteroskedastizitét der Residuen in der linearen Regression
Hier kann Homoskedastizitat angenommen werden.
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