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4. Diskussion

4.1 Thrombozytenaktivierungsstatus ex vivo und Thrombo -
zytenaktivierbarkeit in vitro bei Patienten und gesunden

Kontrollprobanden

An arteriosklerotischen Stenosen im Gefal3kreislauf sind u.a. Blutplattchen an
der Pathophysiologie der arteriosklerotischen Plaquebildung beteiligt.
Blutplattchen sind dabei zum einen Bestandteile arteriosklerotischer Plaques,
zum anderen werden Plattchen an der thrombogenen Oberflache
arteriosklerotischer Plaques aktiviert. Durch Aggregation aktivierter Plattchen
kann es zur Thrombusbildung kommen (Marcus et al, 1990). Wird ein
Thrombus an arteriosklerotischen Stenosen der hirnversorgenden Arterien mit
dem Blutfluss in ein nachgeschalteten Gefald im Hirnkreislauf verschleppt, kann
es zu einem Gefallverschluf® und damit zu einem arterio-arteriellen Schlagabfall
kommen (Thrombembolie), (Poeck, 1998). Eine erhohte Plattchenaktivierung
an arteriosklerotischen Stenosen der hirnversorgenden Arterien wird daher als
ursachlicher Faktor fur das Auftreten eines akuten thrombotischen oder
thrombembolischen Ereignisses (Schlaganfall, flichtiger Schlaganfall) bei

Patienten angenommen (Smith, 1999).

Aus diesem Grunde werden in der klinischen Praxis zur Sekundarprophylaxe
eines Schlaganfalls bei Patienten mit arteriosklerotischen Stenosen der
hirnversorgenden  Arterien  plattchenhemmende  Medikamente  (ASS,
Clopidogrel, Dipyramidol) eingesetzt. Studien haben z.B. gezeigt, dass eine
intensive Plattchenhemmung durch eine Kombination von ASS und Dipyramidol
in der Sekundarprophylaxe nach einem arterio-arteriellen Schlaganfall bei
diesen Patienten das Risiko fur ein erneutes Ereignis signifikant reduziert (del
Zoppo, 1998). In dieser Arbeit wurde die Plattchenaktivierung und die

Plattchenaktvierbarkeit bei 62 asymtpomatischen Risikopatienten mit mittel- bis
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hochgradigen arteriosklerotischen Stenosen der hirnversorgenden Arterien im

peripheren Blut bestimmt.

Eine Plattchenaktvierung &t sich u.a. durch den Nachweis
aktivierungsabhangig auf der Zelloberflache prasentierter Marker nachweisen.
In dieser Arbeit wurden als Aktivierungsmarker die Glykoproteine P-Selektin
(CD62P), Thrombospondin-1 und CD63 auf der Plattchenoberflache
durchfluBzytometrisch bestimmt. P-Selektin (CD62P) wird in vielen Studien als
gebrauchlicher Aktivierungsmarker fur Plattchen verwendet. Sowohl P-Selektin
als auch Thrombospondin-1 sind dartUberhinaus wichtige Bindungsproteine
zwischen Plattchen und der GefalRwand bzw. zwischen Plattchen und
Leukozyten bei arteriosklerotischen und thrombotischen Prozessen (Neuman et
al, 1998, Ross und Fuster, 1996).

Yamazaki et al (2001) und Grau et al (1998) wiesen bei Patienten mit akutem
ischamischen cerebralen Insult z.B. eine Plattchenaktivierung anhand einer
erhohten P-Selektin-Expression auf der Plattchenoberflache im peripheren Blut
nach. Auch K. Jurk konnte in unserem Labor bei Patienten mit akutem
cerebralen Insult eine signifikant erhohte Prasentation der Aktivierungsmarker
CD62P, CD63 und Thrombospondin-1 im Vergleich zu Kontrollprobanden im
peripheren Blut nachweisen (Jurk, 1999 und Jurk et al, 2004).

Zum Vergleich des im peripheren Blut vorliegenden Plattchenaktivierungsstatus
als Risikofaktor bei asymptomatischen Patienten mit arteriosklerotischen
Stenosen zu gesunden Kontrollprobanden wurden die genannten
Aktivierungsmarker auf der Plattchenoberflache mittels der Durchflulizytometrie
quantitativ bestimmt. Zum einen wurde die Plattchenaktivierung bei Patienten
und Kontrollprobanden ex vivo gemessen. Zum anderen wurde mit dieser
Methode auch die Aktivierbarkeit der Plattchen bei Patienten und
Kontrollprobanden in  vitro mittels  Thrombinstimulierung, die bei
arteriosklerotischen und thrombotischen Prozessen zur Zellaktivierung fuhrt,

gemessen.
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Eine erhohte Plattchenaktivitat bei Patienten mit mittel- bis hochgradigen
arteriosklerotischen Stenosen der hirnversorgenden Arterien gegenuber
gesunden Kontrollprobanden lieR sich in dieser Arbeit mittels der Bestimmung
der Aktivierungsmarker CD62P, CD63 und Thrombospondin-1 auf der
Plattchenoberflache nicht nachweisen (Abb. 3.1., 3.2). Demnach scheint es an
der Oberflache der stenosierenden arteriosklerotischen Plaques bei den
untersuchten asymptomatischen Patienten nicht zu einer ausgepragten
Plattchenaktivierung zu kommen, die im peripheren Blut nachweisbar ist. Die
Plattchenaktivierung konnte allerdings auch durch die bei vielen Patienten
vorliegende medikamentose Prophylaxe (ASS, Ticlopidin) effektiv gehemmt

sein und aus diesem Grunde nicht nachweisbar sein.

Die in dieser Arbeit zur Bestimmung der Plattchenaktivierung herangezogenen
Oberflachenproteine auf den Blutplattchen konnen in der Zirkulation allerdings
auch enzymatisch abgespalten werden (Michelson, 1996, Lawler und Slayter,
1987). Aufgrund dieses physiologischen Vorgangs kdnnten aktiviert vorliegende
Plattchen mittels dieser Methode mdglicherweise nicht erfallt werden, da bei

voraktivierten Plattchen die Glykoproteine bereits abgespalten wurden.

Furman et al (1998) zeigten z.B. bei Patienten mit stabiler arteriosklerotischer
koronarer Herzerkrankung, dass zirkulierende Blutplattchen
aktivierungsabhangig zwar degranuliert vorliegen und ihre Aktivierungsmarker
ausgeschuttet haben, aber so gut wie kein P-Selektin auf der
Plattchenoberflache nachweisbar war. lwamoto et al (1995) konnten bei
Patienten in der chronischen Phase nach einem Schlaganfall eine erhdhte
Plattchenaktivitat durch aktivierungsabhangige Sekretion der alpha-Granula das
Protein B-Thromboglobulin im Blut nachweisen. Diese Parameter wurden in
dieser Arbeit nicht bestimmt. Damit zeigt sich in dieser Methode eine
Einschrankung in der Beurteilbarkeit der Plattchenaktivierung anhand der
alleinigen durchfluRzyometrischen Bestimmung der Aktivierungsmarker CD62P,
CD63 und Thrombospondin-1 auf der Plattchenoberflache.



96

K. Jurk konnte bei Patienten mit einem akuten arterio-arteriellen cerebralen
Insult neben einer erhohten P-Selektin-Prasentation in unserem Labor
nachweisen, dass der spezifische Thrombinrezeptor PAR-1 auf Blutplattchen
proteolytisch  gespalten war und somit eine thrombinvermittelte
Plattchenaktivierung in der Zirkulation stattgefunden hat (Jurk et al, 2004). Der
Nachweis einer Plattchenaktivierung mittels dieser Methode war in dieser Arbeit
bei asymtomatischen Patienten nicht durchgefihrt worden und konnte in
zukinftigen Untersuchungen auch als Nachweis einer thrombinvermittelten
Plattchenaktivierung bei Patienten mit asymptomatischen arteriosklerotischen

Prozessen herangezogen werden.

Im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden zeigte sich in den durchgeflhrten
Untersuchungen, dass die Blutplattchen bei den Patienten insgesamt deutlich
weniger durch den bei arteriosklerotischen Prozessen zentral bedeutsamen
Agonisten Thrombin (0.3 U/ml) aktivierbar waren (p< 0.05), (Abb.3.4,3.6). Dies
konnte wie bereits zuvor diskutiert an der medikamentdsen Plattchenhemmung
liegen, die aufgrund der arteriosklerotischen Gefalterkrankung von den meisten
Patienten eingenommen wurden. Es konnte aber auch auf die bereits erwahnte
Moglichkeit hindeuten, dass die Plattchen bereits im Gefalkreislauf voraktiviert
vorlagen und daher durch Thrombin weniger stimulierbar waren. Eine derartige
Voraktivierung lalkt sich nur mittels anderer Methoden, z.B. dem Nachweis

eines gespaltenen PAR-1-Rezeptors auf Blutplattchen nachweisen.

Bei den Patienten mit echoarmen und echoreichen Stenosen zeigte sich
zusatzlich, dass die Blutplattchen bei Patienten mit echoarmen Stenosen
deutlich weniger aktivierbar waren sowohl gegenuber Patienten mit echoreichen
Stenosen (p<0.05) wie auch gegenuber Kontrollprobanden (p< 0.001),
(Abb.3.24, 3.25, 3.26). Dieses Ergebnis konnte daflr sprechen, dass es bei
asymptomatischen Patienten doch zu einer Plattchenaktivierung an den
arteriosklerotischen Stenosen kommt. Somit konnte es aufgrund der geringeren

Stimulierbarkeit und der grofderen Refraktaritdt durch Voraktivierung der
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Blutplattchen bei echoarmen Stenosen zu einer starkeren Plattchenaktivierung
an frischeren thrombotischen Plaques im Gefallsystem als an umgebauten und
verkalkten echoreichen Plaques zu kommen. Auch dieses Ergebnis mufite mit
anderen Methoden zur Bestimmung der Plattchenaktivierung bestatigt werden.
Da morphologisch echoarme Plaqueformationen als instabilere Plaques
angesehen werden und eine erhdhte Gefahr flir thrombembolische Ereignisse
darstellen (Liapis, 2001, Mathiesen, 2001), konnte eine erhohte
Plattchenaktivierung im Vergleich zu asymptomatischen Patienten mit
echoreichen Stenosen in der Thrombogenese und der Entstehung eines akuten

Schlaganfalls eine Rolle spielen.

4.2 Leukozytenaktivierungsstatus ex vivo und in vitro
Leukozytenaktivierbarkeit bei Patienten und gesunden Kontroll-

probanden

An arteriosklerotischen Stenosen im Gefalissystem kommt es durch
Aktivierungsprozesse zu einer Leukozytenaktivierung. Aktivierten Monozyten
und PMNL werden eine Rolle bei der Entstehung eines thrombembolischen
Schlaganfalls bei Patienten mit arteriosklerotischen Stenosen der
hirnversorgenden Arterien zugesprochen (Kochanek und Hallenbeck, 1992,
Prentice et al, 1992). Aktivierte Leukozyten kénnen z.B. durch Sekretion
proteolytischer Enzyme die Kollagenstruktur innerhalb eines
arteriosklerotischen Plaques lysieren und eine erhohte Instabilitat induzieren.
Kommt es dabei zu einer akuten Plaqueruptur, kann es an der prokoagulanten
Oberflache der arteriosklerotischen Stenosen zu einer Thrombusbildung
kommen (Libby, 2001). Dabei werden nicht nur Blutplatichen aktiviert und
aggregieren untereinander, sondern bilden auch Assoziate mit Leukozyten.
Aktivierte Leukozyten triggern dabei sogar die Plattchenaktivierung und die

Assoziatbildung und damit die Thrombusformation (Jungi, 1986).
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Aktivierungsbedingt  exprimieren  Leukozyten unter anderem  das
Bindungsmolekil CD11b auf der Leukozytenoberfliche wund binden
Thrombospondin-1 auf ihrer Oberflache zurick. Beide Proteine sind an
physiologischen und pathophysiologischen Prozessen im Rahmen der
Arteriosklerose und Thrombogenese beteiligt. Sie fungieren wu.a. als
Adhasionsvermittler zwischen Blutplattchen und Leukozyten. Sowohl
Thrombospondin- als auch CD11b-vermittelt kommt es zu einer wechselseitigen
Aktivierung  von  Plattchen- und  Leukozyten, wobei es durch
Leukozytenaktivierung zu einer Sezernierung von Entzindungsmediatoren
kommt, was wiederum die Plattchenaktivierung und Aggregation triggert (Loike
et al, 1991, Libby, 2001).

Eine erhdhte aktivierungsabhangige Expression dieser Proteine konnte somit
ein erhodhtes Risiko flr eine Progredienz der arteriosklerotischen Stenosierung
bzw. fur das Eintreten eines akuten thrombembolischen Ereignisses darstellen.
CD11b stellt einen fundierten Aktivierungsmarker fur Leukozyten dar (Mickelson
et al, 1996), wahrend Thrombospondin-1 als Aktivierungsmarker in bisherigen
Studien nicht untersucht worden ist. Anhand des Nachweises beider
aktivierungsabhangiger Funktionsproteine mittels DurchfluRzytometrie wurde in
dieser Arbeit der Leukozytenaktivierungsstatus ex vivo und nach

Thrombinstimulierung bestimmt.

Ex vivo zeigte sich in dieser Arbeit eine doppelt so hohe Rate Thrombospondin-
bindender Monozyten bei Patienten mit arteriosklerotischen Stenosen im
Vergleich zu Kontrollpersonen (p< 0.001). Ebenso lieR sich eine signifikant
erhdhte CD11b-Expression (1,5 fach) auf Monozyten von Patienten im
Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden nachweisen (p< 0.01), (Abb. 3.7,
3.8). Auch bei den PMNL zeigte sich ex vivo eine signifikante Erhohung bei der
CD11b-Expression bei den Patienten im Vergleich zu den Kontrollprobanden
(p<0.001), (Abb.3.8), bei der Thrombospondin-1-Bindung auf PMNL war dieser
Unterschied jedoch nicht nachweisbar (Abb.3.7).
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Diese Ergebnisse zeigen, dass bei Patienten mit arteriosklerotischen Stenosen
der hirnversorgenden Arterien eine im Vergleich zu Kontrollprobanden erhdhte
Leukozytenaktivierung vorliegt. Wesentlich deutlicher als die PMNL waren
dabei die Monozyten im Rahmen des chronisch entzindlichen Prozesses an
den arteriosklerotischen Stenosen im peripheren Blut voraktiviert. Die Rate
thrombospondinpositiver Monozyten lag um 50 % hdher als bei den
Kontrollprobanden, die CD11b-Expression auf Monozyten war 1,5 fach hoher.
Im Gegensatz zu den Monozyten war die Rate Thrombospondin- positiver
PMNL im Vergleich zu Kontrollprobanden nicht erhdht, es zeigte sich aber eine
signifikant hohere CD11b-Expression auf PMNL bei Patienten gegenlber den
Probanden, die weniger deutlich war als bei den Monozyten (Abb3.7,3.8).

Voruntersuchungen haben bereits gezeigt, dass Monozyten Dbei
arteriosklerotischen Prozessen, z.B. stabile koronare Gefalterkrankung, aktiviert
vorliegen und mit Plattchen Verbindungen eingehen (Sarma, 2002). K. Jurk
hatte bei Patienten mit akutem Schlaganfall dagegen eine deutlich hohere
Akvierung der PMNL gegenuber Kontrollprobanden feststellen kénnen, die bei
akuten Reaktionen des Entzundungssystems starker involviert zu sein scheinen
(Jurk, 1999). Bei asymptomatischen Patienten mit chronisch entzindlicher
Aktivitat an arteriosklerotischen Lasionen sind eher die Monozyten beteiligt, die
zu Makrophagen und durch Phagozytose und Abbau von Fetten zu
Schaumzellen werden und die chronisch entziindlichen Prozesse innerhalb der
Plaques triggern. Somit scheint der Nachweis aktivierter Monozyten ein
besserer Parameter zu sein fur die Beurteilung der Entzindungsaktivitat bei
arteriosklerotischen Prozessen als der Nachweis aktivierter PMNL. Die
Thrombospondin- Bindung an Monozyten stellte sich in dieser Arbeit als
sensitiverer Aktivierungsmarker heraus als die gebrauchliche CD11b-

Oberflachenexpression.

Betrachtet man die Ergebnisse bei Patienten mit echoreichen Stenosen und
Patienten mit echoarmen Stenosen, so war bei Patienten mit echoreichen

Stenosen im Vergleich zu Kontrollprobanden keine erhohte
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Leukozytenaktivierung (Monozyten, PMNL) nachweisbar (Abb. 3.27-3.30). Bei
Patienten mit echoarmen Stenosen zeigte sich im Gegensatz dazu eine
signifikant hohere Rate Thrombospondin- bindender Monozyten im Vergleich zu
Kontrollprobanden (p< 0.001) und zusatzlich zu Patienten mit echoreichen
Stenosen (p< 0.01), (Abb.3.27). Auch die CD11b-Expression auf Monozyten
war bei Patienten mit echoarmen Stenosen anders als bei Patienten mit
echoreichen Stenosen signifikant hoher (p< 0.005) als bei Kontrollprobanden,
ebenso die CD11b-Expression auf PMNL (p< 0.001), (Abb 3.29, 3.30).

Bei frischen thrombotischen Prozessen, die sich sonographisch echoarm
darstellen, war die Leukozytenaktivierung und insbesondere die
Monozytenaktivierung demnach vergleichsweise hoher als bei alteren, durch
bindegewebigen Umbau und Kalizifizierzung sonographisch echoreich
erscheinende Plaques. Bei Patienten mit echoreichen Stenosen war sogar
keine  signifikant erhOhte  Leukozytenaktivierung in  Relation zu
Kontrollprobanden mehr nachweisbar. Da gerade echoarme Stenosen in
Hirnkreislauf haufiger zu akuten Ereignissen fuhren (Mathiesen, 2001,Liapsis,
2001), kann auch die erhdhte Aktivierung von Leukozyten im Rahmen der
Entzindungsreaktion an arteriosklerotischen Plaques ein ursachlicher Faktor
fur das erhdhte Schlaganfallrisiko sein. Ob der Nachweis eines erhohten
Leukozytenaktivierungsstatus bzw. der durchfluRzytometrische Nachweis der
Aktivierungsmarker Thrombospondin-1 und CD11b ein prediktiver Faktor flr

ein spateres Ereignis sind, 1alt sich nur in prospektiven Studien untersuchen.
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4.3 Thrombozyten-Leukozyten-Assoziation ex vivo und
thrombin-induzierte Thrombozyten-Leukozyten-Assoziatbil -
dung in vitro bei Patienten und gesunden Kontrollprobanden

An der Artherogenese und Thrombogenese sind komplexe Plattchen-
Leukozyteninteraktionen beteiligt (Li, Hu, 2000). Erhdhte Assoziationsraten
zwischen Blutplattchen und Leukozyten wurden im peripheren Blut bei
Patienten mit akutem Schlaganfall bereits in der Dissertation von K. Jurk in
unserem Labor nachgewiesen (Jurk, 1999). Furmann et al (1998) haben bei
Patienten mit asymptomatischer stabiler koronarer Herzerkrankung eine
erhohte Assoziationsrate zwischen Platichen und Leukozyten im peripheren
Blut nachgewiesen. Sarma et al (2002) wiesen eine signifikant erhohte
Assoziationsrate zwischen Blutplattchen und Monozyten bei Patienten mit
akuten Koronarsyndromen (Myokardinfarkt, instabile Angina pectoris) nach.
Demnach sind erhodhte Plattchen-Leukozyten-Assoziate nicht nur bei akuten
ischamischen Ereignissen (Myokardinfarkt, Schlaganfall) im Gefalisystem
nachweisbar, sondern auch bei asymptomatischen Patienten mit
arteriosklerotischer Gefalkerkrankung (stabile Angina pectoris) nachgewiesen

worden.

Plattchen- und Leukozyten konnen sich durch Wechselwirkung gegenseitig
aktivieren. In den Kapitel 3.9 und 4.2 konnte bereits gezeigt werden, das bei
asymptomatischen  Patienten mit arteriosklerotischen Stenosen der
hirnversorgenden Arterien eine erhohte Leukozytenaktivierung vorliegt. Durch
eine Interaktion aktivierter Leukozyten mit Blutplattchen kann es in der Folge zu
einer  Plattchenaktivierung und zu  einer  Leukozyten-getriggerten
Assoziatbildung kommen. Studien an Tiermodellen haben bereits gezeigt, dass
eine Hemmung der Plattchen-Leukozyten-Interaktion in Tiermodellen die
Progredienz arteriosklerotischer Plaques reduziert. (Sarma, 2002). Ob
Leukozyten-Plattchen-Assoziate einen Risikofaktor oder auch prediktiven
Faktor flr eine Progredienz arteriosklerotischer Lasionen oder das Entstehen

akuter ischamischer Ereignisse darstellen wird in neueren Studien diskutiert
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(Sarma, 2002). Ob auch bei asymptomatischen Patienten mit
arteriosklerotischen Stenosen der hirnversorgenden Gefalle, bei denen es im
Verlauf zu einem akuten arterio-arteriellen Schlaganfall kommen kann, erhohte
Assoziationsraten zwischen Blutplattchen und Leukozyten vorliegen, wurde in
dieser Arbeit untersucht. Analog zur Bestimmung des Plattchen- und
Leukozytenaktivierungsstatus wurde die Leukozyten-Plattchen-Assoziationsrate
ex vivo bei Patienten und gesunden Kontrollprobanden bestimmt und
verglichen. Analog zur Bestimmung des Plattchen- und
Leukozytenaktivierungsstatus wurde die Leukozyten-Plattchen-Assoziationsrate
ex vivo bei Patienten und gesunden Kontrollprobanden bestimmt und

verglichen.

Ex vivo lagen mehr als 50% der Monozyten bei Patienten mit Carotisstenosen
mit Plattchen assoziiert vor im Vergleich zu 15% bei gesunden Probanden (p<
0.001). Bei der Plattchenbindung an PMNL lieR sich eine weniger hohe Rate
plattchentragender Leukozyten bei Patienten im Vergleich zu Probanden
nachweisen (p< 0.05), (Abb. 3.13). Diese Ergebnisse zeigen, dass es Uber
Aktivierungsprozesse an arteriosklerotischen Prozessen im Gefaldsystem zu
einer Zellaktivierung und damit Assoziatbildung kommt, die bei gesunden
Kontrollprobanden deutlich geringer ist. Die Induzierbarkeit von Plattchen-
Monozyten-Assoziaten durch 0,3 U/ml Thrombin war bei den Patienten sogar
um 20 % hoher als bei den Probanden, bei der Plattchenbindung an PMNL
zeigte sich dieser Unterschied nicht (Abb. 3.15). Die hohere induzierbare
Plattchenbindung an Monozyten nach Aktivierung mit 0.3 U/ml Thrombin bei
Patienten im Vergleich zu Probanden spricht fir eine starke chronische
Aktivierung im GefalRsystem bei den Patienten, da eine vergleichsweise hohe
Assoziationsrate bei Probanden durch 10-minutige Aktivierung in vitro nicht

induzierbar war.

Diese Ergebnisse zeigen, dass der Nachweis von Plattchen-Monozyten-
Assoziaten eine sensitiver Marker fur die zellulare Aktivierung bei Patienten mit

arteriosklerotischen Stenosen der hirnversorgenden Arterien ist. Da sich im
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Vergleich zu der isolierten Betrachtung der Monozytenaktivierung auch nach
Thrombinstimulierung eine geringere Assoziationarate bei Probanden im
Vergleich zu Patienten induzieren liel3, scheint der Nachweis von Plattchen-
Monozyten-Assoziaten besonders die starke chronische Aktivierung im

Gefallsystem wiederzuspiegeln.

Die Plattchen-Monozytenassoziationsrate scheint in Kombination mit der
CD11b-Expression und insbesondere mit der Thrombospondin-1-Bindung als
jeweilige Brluckenbildner auf Monozyten ein sensitiverer Marker fur chronische
Aktivierungprozesse zu sein als der isolierte  Nachweis der
Monozytenaktivierung anhand der Thrombospondinbindung und CD11b-

Expression.

Bei der Betrachtung von Patienten mit echoarmen und echoreichen Stenosen
zeigte sich im Blut von Patienten mit echoarmen Stenosen zusatzlich eine
hdhere Assoziatbildung im Vergleich zu Patienten mit echoreichen Stenosen
(p< 0.05), die auch nach Aktivierung mit 0.3 U/ml Thrombin noch signifikant
hoher war (p<0.05), (Abb. 3.36). Bei diesem Parameter liel3 sich auch eine
erhdohte Rate plattchentragender Monozyten bei Patienten mit echoreichen
Stenosen im Vergleich zu Kontrollprobanden nachweisen (p< 0,01). Die
Plattchenbindung an PMNL war hingegen nur bei Patienten mit echoarmen
Stenosen hoher als bei Kontrollprobanden (p< 0.05), (Abb. 3.36)

Im Blut von Patienten mit echoarmen Stenosen lagen demnach deutlich mehr
Leukozyten mit Plattchen assoziiert vor als im Blut von Patienten mit
echoreichen Stenosen, was fur eine hohere Zellaktivierung an echoarmen
Plaques spricht. Gerade die Interaktion von Blutplattchen mit Leukozyten, die
zu einer wechselseitigen Aktvierung und zu einer gegenseitigen Rekrutierung
aus dem Blutstrom fuhrt wird in ihrer Bedeutung fir eine Progredienz
arteriosklerotischer Prozesse und der Enstehung akuter Ereignisse in neueren

Untersuchungen diskutiert (Sarma et al, 2002). Die erhohte Interaktion
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zwischen Plattchen-und Monozyten kdnnte aufgrund der erhdhten Gefahr einer
Thrombusbildung ein ursachlicher Faktor flir das hohere Risiko
thrombembolischer Ereignisse bei Patienten mit echoarmen arteriosklerotischen
Stenosen der hirnversorgenden Arterien sein. Die prospektive Bedeutung
dieses Faktors muissen die klinischen Nachuntersuchungen der Patienten

zeigen.

4.4 Korrelation zwischen Leukozyten-Thrombozyten-Assoziaten
und der Expression von Funktionsproteinen auf Leukozyten
bzw. auf Thrombozyten bei Patienten und gesunden Kontroll -
probanden

Uber Adhasionsmolekille wird die Interaktion zwischen Blutplattchen und
Leukozyten bei zellphysiologischen Prozessen wie der gegenseitigen
Rekrutierung aus dem Blutstrom und der Einwanderung in die GefalRwand an
arteriosklerotischen Oberflachen vermittelt (Frenette, 2000, Li, Hu, 2000).
Durch Bindung uber Adhasionsmolekile kdonnen Plattchen- und Leukozyten
miteinander kommunizieren und sich gegenseitig aktivieren. Die
Adhasionsmolekiile CD62P und Thrombospondin-1 auf Blutplatichen sowie
CD11b und Thrombospondin-1 auf Leukozyten, die aktivierungsabhangig auf
der zellularen Oberflache nachweisbar sind, wurden bereits zur Bestimmung
des Aktvierungsstatus von Platichen und Leukozyten in dieser Arbeit
herangezogen. Ob zwischen der Prasentation von Funktionsproteinen auf der
Oberflache von Blutplattchen und Leukozyten und der nachweisbaren
Assoziationsrate der beiden Zelltypen im peripheren Blut ein Zusammenhang
besteht, wurde mittels der Pearson’schen Korrelationssanalyse untersucht.
Dabei liel® sich auch untersuchen, ob den Adhasionsmolekilen eine
unterschiedliche Bedeutung bei der Adhasionsvermittlung zwischen Plattchen

und Leukozyten im Rahmen arteriosklerotischer Prozesse unterliegt.
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Es zeigte sich ein positiver Zusammenhang zwischen der Thrombospondin-1 -
Bindung auf Monozyten und der Rate plattchentragender Monozyten bei
Patienten (R=0.51) und bei den Probanden (R=0.43). Der Signifikanzgrad war
bei den Patienten hdher als bei den Probanden. Es lief3 sich auch eine positive
Korrelation zwischen der CD11b-Expression auf Monozyten und der Rate
plattchenpositiver Monozyten bei Patienten nachweisen, die Korrelation war mit
(R=0.43) weniger deutlich ausgepragt als bei der Thrombospondin-1-Bindung
bei Patienten

(Tab. 3.1,3.2).

Fiar die PMNL liel3 sich im Gegensatz zu den Untersuchungen an Monozyten
keine positive Korrelation zwischen der Thrombospondin-1- Bindung bzw.
CD11b-Expression auf PMNL und der PMNL-Plattchen-Assoziation nachweisen
(Tab.3.1, 3.2). Bei Patienten mit akutem ischamischen Insult konnte K. Jurk im
Gegensatz dazu eine positive Korrelation zwischen der Thrombospondin-1-
Bindung an PMNL und der CD11b-Expression auf PMNL und der Rate
plattchenpositiver PMNL zeigen. Dieser Zusammenhang war bei Patienten mit
einem akuten ischamischen Ereignis (Schlaganfall) deutlicher als die
Korrelation  zwischen der CD11b-Expression auf Monozyten und
Thrombospondinbindung auf Monozyten und der Plattchen-Monozyten-
Assoziation (Jurk,1999). Diese Ergebnisse konnten ein Hinweis daflr sein, dall
bei akuten thrombembolischen Ereignissen aufgrund der erhdhten
Wechselwirkung und Bindung mit den Blutplattchen die PMNL in die
Entzindungsreaktion  starker involviert sind als bei chronischen
arteriosklerotischen Prozessen bei asymptomatischen Patienten, bei denen in
dieser Arbeit eine hohere Korrelation zwischen der Monozytenaktivierung und

der Assoziatbildung bestanden hat.

Auch bei der isolierten Betrachtung des Monozyenaktivierungsstatus hatte sich
in dieser Arbeit anhand der Thrombospondin-1-Bindung und der CD11b-
Expression auf Monozyten bereits ein besonders starker Aktivierungszustand

der Monozyten gezeigt im Gegensatz zu den PMNL und Blutplattchen. Dadurch
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lakt sich auch die deutlichere Korrelation zwischen der aktivierungsabhangigen
Prasentation der Adhasionsmolekile CD11b- und Thrombospondin-1 auf der
Monozytenoberflache und der Assoziationsrate bei Patienten erklaren. Bei der
Adhasionsvermittlung spielt moglicherweise die Trombospondin-1-Bindung (R=
0.51) eine groRere Rolle als die Adhasionsvermittlung Uber den Liganden
CD11b (R=0.43), der in bisherigen Untersuchungen als hauptsachlich als
Bindungsvermittler untersucht wurde (Sarma, 2001, Li, 2000).

Zwischen der Rate plattchenpositiver Monozyten und der Prasentation von
Funktionsproteinen auf der Plattchenoberflache zeigte sich nur bei den
Probanden eine positive Korrelation. Am deutlichsten bestand dieser
Zusammenhang zwischen der CD62P-Expression auf Plattchen und der Rate
plattchenpositiver  Monozyten (R=0.6), weniger deutlich bei der
Thrombospondin-1-Bindung (R=0.47) und bei der CD63-Expression auf
Plattchen (R=0.3), (Tab. 3.1, 3.2).

Ursachlich fur diesen Zusammenhang konnte eine Plattchenaktivierung
wahrend der Probenvorbereitung und bei der Blutentnahme sein, bei der die
Blutplattchen besonders sensitiv reagieren. Dabei kommt es moglicherweise zu
einer maligen plattchen-getriggerten Assoziatbildung bei den Probanden im
Vergleich zu einer wesentlich ausgepragteren Leukozyten- und insbesondere
Monozyten- getriggerten Assoziatbildung bei den Patienten mit chronisch

arteriosklerotischen Prozessen im Gefalisystem.

Bei den Patienten konnte im Gegensatz zu den Kontrollprobanden keine
positive Korrelation zwischen der Leukozyten-Plattchen-Assoziationsrate und
der Plattchenaktivierung nachgewiesen werden. Dies konnte zum einen daran
liegen, dal3 bereits aktivierte Plattchen im Blut von Patienten vermehrt in
Plattchen-Leukozyten-Assoziaten gebunden vorlagen und damit der Detektion
entgingen. Die Blutplattchen konnten allerdings auch wie in Kap. 4.1 diskutiert
nicht aktiviert vorliegen. Daflr spricht, dass bei Patienten mit einem akutem

Schlaganfall im Gegensatz zu den in dieser Arbeit untersuchten Patienten mit
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asymptomatischen Stenosen der hirnversorgenden Arterien eine erhohte
Plattchenaktivierung im Vergleich zu Kontrollpersonen nachweisbar war (Jurk,
1999). Es konnte allerdings auch eine medikamentose Hemmung der
Plattchenaktivierung- und Aggregation, die fast alle Patienten zum Zeitpunkt der
Untersuchung eingenommen hatten, eine Rolle spielen. Zum anderen kénnten
Funktionsproteine, die dem Nachweis der Plattchenaktivierung dienen, auf der
Plattchenoberflache enzymatisch abgespalten worden sein (Michelson, 1996,
Lawler und Slayter, 1987) und der durchflulizytometrischen Bestimmung
entgangen sein. Somit koénnte eine Plattchenaktivierung bei chronisch
arteriosklerotischen Prozessen anhand der Prasentation von
Funktionsproteinen auf der Oberflache nicht mehr nachweisbar sein und eine
Plattchenaktivierung z.B. nur noch durch den Nachweis eines gespaltenen

Thrombinrezeptors (PAR-1) detektierbar sein.

Zusammenfassend zeigte sich in dieser Untersuchung eine deutlich positive
Korrelation zwischen der Monozyten-Plattchen-Assoziatbildung und der
Oberflachenprasentation der Bindungsproteine Thrombospondin-1 und CD11b
auf Monozyten bei Patienten und in geringerem Ausmal} bei Probanden, wobei
der Zusammenhang zur Thrombospondinbindung auf Monozyten am
deutlichsten war. Die Prasentation der Aktivierungsmarker CDG62P,
Thrombospondin-1 und CD63 auf der Plattchenoberflache korrelierte nur bei
den Kontrollprobanden mit der Rate plattchengebundener Monozyten, bei den

Patienten zwischen diesen Parametern keine Korrelation.

Diese Ergebnisse sprechen insgesamt flr eine vorrangige Beteiligung der
Monozyten bei chronischen arteriosklerotischen Stenosen der hirnversorgenden
Arterien und fur eine eher Monozyten-getriggerte Assoziatbildung als eine
PMNL —oder Plattchengetriggerte Assoziatbildung. Dieses Ergebnis unterstitzt
neuere Untersuchungen, in denen nicht nur die Aktivierung des
Gerinnungssystems durch Plattchenaktivierung, sondern in besonderem Male
auch die Aktivierung des inflammatorischen (entzundlichen) Sytems mit

Leukozytenaktivierung in der Pathophysiologie chronisch arteriosklerotischer
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Prozesse eine Rolle zu spielen scheint (Libby, 2002). Die Monozyten-Plattchen-
Assoziatbildung in Kombination mit der Thrombospondinbindung auf Monozyten
scheint dabei der sensitivste Marker fur die zellulare Aktivierung und damit den
prothrombogenen Zustand bei Patienten mit arteriosklerotischen Stenosen der

hirnversorgenden Arterien zu sein.

Die klinische Bedeutung des Nachweises von Monozyten-Plattchen-Assoziaten
und der Monozytenaktivierung fur die Etablierung eines diagnostischen oder
prediktiven Markers bei arteriosklerotischer Erkrankung der hirnversorgenden

Arteriern mussen prospektive Untersuchungen zeigen.

4.5 Korrelation zwischen Stenosegrad bzw. Maximalgeschwin -
digkeit an der Stenose und Leukozyten bzw. Thrombozyten -
aktivierung sowie Plattchen- Leukozyten- Assoziatbildung bei

Patienten

Scherstress an arteriosklerotischen Verengungen im Gefallsystem kann zu
einer erhohten Plattchenaktivierung und Plattchenaggregation fuhren (Kawano,
2002, Igawa 1995). Der durch die erhdhte FluRgeschwindigkeit erzeugte
Scherstress steht dabei in proportionalem Zusammenhang zum jeweiligen
Stenosegrad der arteriosklerotischen Verengung. Aktivierte Blutplatichen
konnen dabei Leukozyten aktivieren und zur Leukozyten-Plattchen-
Assoziatbildung fuhren (Evangelista, 1999).

Die Abhangigkeit der Aktivierung von Plattchen und Leukozyten und die
Assoziatbildung im Gefallsystem von den sonographischen Parametern wie der
Geschwindigkeitserhohung des Blutflusses an der arteriosklerotischen Stenose
und dem Stenosegrad bei arteriosklerotischer Gefallkrankheit wurde mittels der
Pearson’'schen Regressionsanalyse untersucht. Es wurde dabei der

Zusammenhang zwischen dem Stenosegrad und der Maximalgeschwindigkeit
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an der Stenose mit der aktivierungsabhangigen Prasentation der
Funktionsproteine CD62P, CD63 und Thrombospondin-1 auf Plattchen sowie
CD11b- und Thrombospondin-1 auf Leukozyten untersucht. Ferner wurden die
sonographisch gemessenen Parameter mit der aktivierungsabhangigen
Assoziatbildung zwischen Plattchen und Leukozyten im peripheren Blut
bestimmt. Es liel3 sich dabei kein Zusammenhang zwischen dem Stenosegrad
bzw. der Maximalgeschwindigkeit an der Stenose und der Leukozyten- und
Plattchenaktivitat sowie der Assoziatbildung zwischen Platichen und
Leukozyten nachweisen. (Tab.3.3, 3.4). Damit lieRen sich durch Scherstress an
der arteriosklerotischen Stenose entstehende zellulare Aktivierungsvorgange in
dieser Arbeit im peripheren Blut nicht nachweisen. Demgegenuber konnte zuvor
gezeigt werden, dass bei Patienten mit echoarmen Plagueformationen eine
hdhere Plattchenbindung an Leukozyten und eine héhere
Leukozytenaktivierung sowie eine verminderte Thrombozytenaktivierbarkeit
gegenuber Patienten mit echoreichen Stenosen und Kontrollprobanden vorlag
(Kap. 4.1-4.3). Somit scheint die Plaguemorphologie einen grof3eren Einflul} auf
die Leukozytenaktivierung bzw. die Assoziatbildung im peripheren Blut zu
haben als die Stenoseauspragung und damit der Scherstress an der
arteriosklerotischen Verengung. Allerdings konnen durch Untersuchung der
Zellen im peripheren Blut nicht direkte Aktivierungsvorgange an den
GefaRlasionen, wo die zellphysiologischen Prozesse ablaufen, dargestellt
werden. In einer FluBkammer haben Forlow et al z.B. direkt an
GefalRverengungen eine scherstressinduzierte Plattchenaktivierung sowie eine
P-Selektin-vermittelte Bindung und Aktivierung von Leukozyten nachgewiesen
(Forlow, 2000). Eine signifikante scherstressabhangige Zellaktivierung durch
Messung der Plattchen- und Leukozytenaktivierung bzw. der Assoziatbildung im

peripheren Blut lie® sich in dieser Arbeit jedoch nicht nachweisen.

Epidemiologische Untersuchungen konnten bereits zeigen, dass der
Stenosegrad und damit der Scherstress an einer arteriosklerotischen
Verengung einen geringeren Risikofaktor fur das Eintreten eines akuten

Ereignisses darstellt, als die Echogenitat (Plaguemorphologie) der Stenosierung
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(lanuzzi et al, 1995, Bock et al, 1993). Echoarme Plaques flhren statistisch
haufiger zu thrombembolischen Ereignissen (flichtiger Schlaganfall, manifester
Schlaganfall) als echogene Plaques (Lipasis, 2001). Echogene Plaques sind
durch bindegewebigen Umbau und Kalzifizierung stabiler als echoarme
(weiche) Plaques. Die hohere entzandliche Aktivitat an echoarmen
stenosierenden Plaques konnte ein wichtigerer Faktor bei der in dieser Arbeit
nachgewiesenen Aktivierung von Entzindungszellen sein als physikalische
Vorgange wie die FluRbeschleuniging an der Stenose und der damit
enstehende erhdhte Scherstress. Die Untersuchungen in dieser Arbeit zeigen
insbesondere bei  Patienten mit echoarmen Plaques eine Scherstress
unabhangige Leukozytenaktivierung an arteriosklerotischen Stenosen der
hirnversorgenden Arterien. Die nachgewiesene Aktivierung der
Entzindungszellen (insbesondere Monozyten) kann dabei durch Leukozyten-
getriggerte Assoziatbildung mit Blutplattchen ein Risikofaktor sein fur die lokale

Thrombusbildung und die Entstehung eines thrombembolisches Ereignisses.

4.6 Follow-up der Patienten mit mittel- hochgradigen Stenosen

der hirnversorgenden Arterien

In dieser Arbeit wurden die Patienten mit mittel- bis hochgradigen
Carotisstenosen, soweit moglich, longitudinal klinisch nachuntersucht, um einen
Zusammenhang zwischen der zellularen Aktivierung von Leukozyten und
Blutplattchen bzw. der Assoziatbildung und dem klinischen Verlauf der
Patienten zu untersuchen. Sowohl die Leukozyten- wie auch
Plattchenaktivierung wird bei Patienten mit arteriosklerotischen Stenosen der
hirnversorgenden Arterien als Risikofaktor fur das Auftreten thrombembolischer
Ereignisse (Schlaganfall, fluchtiger Schlaganfall) diskutiert (Smith et al 2000,
Sarma et al 2002). In neueren Untersuchungen rickt dabei besonders die
Interaktion beider Zellarten mit dem Nachweis von heterozellularen Assoziaten

im peripheren Blut bei Patienten mit akuten und chronischen Gefal3krankheiten
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in den Vordergrund. Uber eine zelluldre Aktivierung des inflammatorischen
Systems bei arteriosklerotischen Prozessen kann es durch Leukozyten-
getriggerte Assoziatbildung mit Blutplattchen zu einer Thrombusformation
kommen (Libby et al, 2002). Durch Verschleppung eines an der
arteriosklerotisch veranderten GefalRwand entstandenen Thrombus mit dem
Blutstrom kann es in einem nachgeschalteten Gefall im Hirnkreislauf zu einem
Gefaldverschlu® und somit zur Entstehung eines thrombembolischen
Ereignisses kommen (Poeck,1999). In der derzeitigen Diskussion ist die Frage
inwieweit der Nachweis einer Leukozyten- und Blutplattchenaktivierung und
insbesondere der Nachweis einer Assoziatbildung beider Zellen im Blut
prediktiv fur die Entstehung eines thrombembolischen Ereignisses sind
(Kochanek, 1992, Sarma 2002, Jurk 1999).

Untersucht wurde in dieser Arbeit anhand der prospektiven Daten, ob eine
erhohte Zellaktvierung bzw. Assoziatbildung zwischen Plattchen- und
Leukozyten im peripheren Blut bei Patienten vorlag, bei denen im Verlauf zu

einem akuten cerebralen Ereignis gekommen war.

Von den 62 untersuchten Patienten konnten von 54 Patienten prospektive
Daten gewonnen werden. Bei 8 (14,3%) Patienten zeigten sich im Verlauf
klinische Auffalligkeiten oder eine Progredienz der arteriosklerotischen
GefalRerkrankung. Bei 4 der 8 Patienten zeigte sich in den nachfolgenden
Ultraschalluntersuchungen eine Progredienz der Stenose, bei 3 Patienten war
es im Verlauf zu einem flichtigen thromboembolischen Insult gekommen und
bei 1 Patienten war es zu einem manifesten thromboembolischen Insult

gekommen.

Auffallig war, dass bei 3 von 4 Patienten mit einer Progredienz der Stenose ex
vivo eine sehr hohe Plattchenbindung an Monozyten vorlag, die durch Thrombin
nicht mehr steigerbar war (Tab. 3.5). Bei den Patienten, die in den
nachfolgenden Untersuchungen Symptome zeigten, war die Plattchenbindung
an Leukozyten ebenfalls signifikant erhoht gegenuber den Kontrollprobanden,

aber im Durchschnitt niedriger nachweisbar als bei den Patienten mit einer
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Progredienz der Stenose (3.6,3.7). Auch bei den symptomatisch gewordenen
Patienten war die Plattchenbindung an Monozyten durch Thrombin nicht mehr
stimulierbar. Bei dem Patienten mit einem manifesten thrombembolischen Insult
lag ebenfalls eine erhdhte Plattchenbindung an Leukozyten vor. Auffallig war
weiterhin, dass weder die Plattchenbindung an Leukozyten noch die
Leukozyten bzw. Plattchen an sich bei diesem Patienten im Vergleich zu den
durch Thrombin weiter stimulierbar waren (Tab.3.7). Tendenziell zeigte sich
auch bei der Mehrzahl der Patienten mit einem fluchtigen thrombembolischen
Insult ein refraktares Verhalten der einzelnen Zellen bzw. der Assoziatbildung
gegenuber Thrombin, was fir eine ausgepragte Voraktivierung an den

arteriosklerotischen Prozessen der hirnversorgenden Arterien spricht.

Die Thrombospondin-1-Bindung bei Patienten mit einer Progredienz der
arteriosklerotischen Stenose sowie bei symptomatischen Patienten war
deutlicher erhoht gegentber den Werten bei Kontrollprobanden als die CD11b-
Expression auf Monozyten. Bei den meisten Patienten war die
Thrombospondinbindung an Monozyten nicht mehr signifikant durch Thrombin
stimulierbar (7 Patienten), die CD11b-Expression auf Monozyten war
vergleichsweise nur bei 2 Patienten nicht weiter stimulierbar. Bei dem Patienten
mit einem manifesten Insult zeigte sich eine besonders hohe Thrombospondin-

1- Bindung an Monozyten (68%).

Das refraktéare Verhalten der Blutplattchen, das sich sowohl bei
symptomatischen Patienten wie bei Patienten mit einer Progredienz der
Stenose zeigte, kann allerdings wie bereits in vorherigen Kapiteln
angesprochen auch durch die bei vielen Patienten vorliegende medikamentose
Plattchenhemmung bedingt sein.

In der Gruppe der Patienten mit einem flichtigen thrombembolischen Insult
nahm ein Patient (Pat 2) den Plattchenaggregationshemmer Ticlopidin ein. Bei
diesem Patienten war durch Thrombin in vitro keine signifikante
Plattchenstimulierung anhand der Detektion der aktivierungsabhangig auf der
plattchenoberflache prasentierten Funktionsproteine TSP-1, CD62P und CDG63
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nachweisbar., Pat 1 in dieser Gruppe nahm hingegen das
blutgerinnungshemmende Medikament Phenocruom ein, bei diesem Patienten
konnte eine Plattchenaktivierbarkeit nachgewiesen werden. Auch der Patient
mit dem manifesten thrombembolischen Insult nahm Ticlopidin ein. Auch bei
diesem Patienten konnte keine Plattchenaktivierbarkeit mehr nachgewiesen

werden.

In der Gruppe der Patienten mit einer Progredienz der arteriosklerotischen
Stenose hingegen nahmen zwei Patienten den Plattchenaggregationshemmer
Acetylsalicylsaure ein. Bei diesen Patienten konnte trotz der Medikation eine
siginifikante Plattchenaktivierung festgestellt werden, es konnte sogar bei
Stimulierung  mit 0,3 U/ml  Thrombin eine vergleichweise hohe
Plattchenaktivierung wie bei den Kontrollprobanden erreicht werden. Es gab in
dieser Arbeit auch Patienten, bei denen es weder zu einem symptomatischen
Ereignis gekommen war noch eine Progredienz der arteriosklerotischen
Stenose nachweisbar war, die zur Prophylaxe eines Insultes Ticlopidin
einnahmen. Bei diesen Patienten war im Gegensatz zu den beschriebenen
symptomatischen Patienten eine signifikante Plattchenaktivierung duch
Thrombin detektierbar. Somit scheint eine plattchenaggragtionshemmende
Medikation nicht der alleinige Faktor zu sein, der bei Patieten mit
arteriosklerotische Gefallerkrankung der hirnversorgenden Arterien zu einer
verminderten Stimulierung der Blutplatichen durch Thrombin flihrt, sondern
Aktivierungsvorgange an der geschadigten Gefallwand ebenfalls eine Rolle zu
spielen. Wie bereits zuvor beschrieben kann eine solche Voraktivierung durch
den bei arteriosklerotischen Prozessen maligeblich beteiligten Agonisten
Thrombin nur durch weitere Untersuchungen, z.B. dem Nachweis eines
gespalten Thrombinrezeptors (PAR-1) auf der Plattchenoberflache detektiert

werden.

Ein Vergleich der Plattchenbindung an Monozyten zwischen Patienten mit einer
Progredienz der Stenose und symptomatisch gewordenen Patienten hatte

gezeigt, dass die Plattchenbindung an Monozyten bei beiden Patientengruppen
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zwar erhoht war gegenuber Kontrollprobanden, dass die Rate plattchenpositiver
Monozyten bei den symptomatischen Patienten im Durchschnitt allerdings
niedriger lag als bei den Patienten mit einer Progredienz der
arteriosklerotischen Stenose. Mit dem in dieser Arbeit verwendeten
DurchfluRzytometer sind nur Partikel bis zu einer Groflze von 0,5 um melbar.
Mdglicherweise liegen gerade bei den im Verlauf symptomatischen Patienten
bereits groRere Aggregate im peripheren Blut vor, die mit dieser Methode
aufgund der eingeschrankt nachweisbaren PartikelgroRe nicht mehr erfaldt
werden. Fur diese These spricht, dass durch maximale Thrombinstimulation
keine weitere Assoziatbildung mehr induzierbar war. Gerade bei dem Patienten,
bei dem es im Verlauf zu einem thrombembolischen Insult gekommen wair,
waren nicht nur Blutplattchen, sondern auch Leukozyten sowie die
Assoziatbildung zwischen beiden Zellen durch Thrombin nicht mehr
stimulierbar. Demnach mull es im Gefaldsystem dieses Patienten bereits zu
einer maximalem Zellaktivierung und moglicherweise einer ausgepragten
Aggregatbildung gekommen sein, so dass man keine weitere Aktivierung mehr
induzieren konnte. Eine solche Voraktivierung durch Thrombin lief3e sich z.B.
wie in der Arbeit von K. Jurk indirekt durch den Nachweis enzymatisch
gespaltener Thrombinrezeptoren (PAR-1) auf Plattchen bzw. durch den

Nachweis goRerer Zellaggregate (>0,5 um) experimentell zeigen.

Die Thrombospondin-1-Bindung an Monozyten war bei symptomatischen
Patienten sowie bei Patienten mit einer Progrdienz der Stenose deutlicher
erhdht gegenlber den Kontrollprobanden als die CD11b-Expression auf
Monozyten. Es liel3 sich insbesondere die Thrombospondin-1-Bindung an
Monozyten weniger stimulieren als die CD11b-Expression. Auch dieses
Ergebnis korreliert mit den vorherigen Untersuchungen, bei denen die
Thrombospondin-1-Bindung bei den Patienten deutlicher erhéht war gegenuber
den Kontrollprobanden als die CD11b-Expression auf Monozyten. Desweiteren
hatte sich in den Voruntersuchungen gezeigt, dass die Thrombospondin-1-
Bindung an Monozyten besser mit der Plattchen-Monozyten-Assoziationsrate

bei Patienten korrelierte als die CD11b-Expression auf Monozyten. Somit zeigte
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sich auch anhand der der Betrachtung der Einzelwerte bei symptomatischen
Patienten und bei Patienten mit einer Progredienz der Stenose, dass
Thrombospondin-1 ein starkerer Bindungsvermittler bei progredienten

arteriosklerotischen Prozessen zu sein scheint als CD11b.

Insgesamt ist die Fallzahl an Patienten mit einer Progredienz der
arteriosklerotischen Stenose wie auch symptomatischer Patienten zu gering,
um fundierte Aussagen Uber einen prediktiven Marker fir thrombembolische
Ereignisse zu treffen. Die Ergebnisse zeigen allerdings tendenziell, dass bei
Patienten mit einem Fortschreiten der arteriosklerotischen Gefallerkrankung
eine sehr hohe Leukozyten-Plattchen Assoziationsrate vorlag, insbesondere
zwischen Monozyten und Plattchen. Bei symptomatischen Patienten war die
Assoziationsrate vergleichsweise niedriger, lie sich durch Thrombin allerdings
nicht mehr steigern. Insbesondere bei dem Patienten mit manifestem Insult
scheinen die Leukozyten und Blutplattchen bzw. die Assoziationsrate maximal
aktiviert gewesen zu sein. Die hohe Plattchen-Monozyten-Assoziationsrate
scheint bei den Patienten starker Thrombospondin-1 als CD11b-vermittelt zu
sein. Somit scheint der Nachweis von Plattchen-Monozyten-Assoziaten in
Kombination mit der Detektion Thrombospondin- positiver Monozyten ein

nutzlicher Marker fiir aktive entziindlich-arteriosklerotische Prozesse zu sein.

Eine weitere longitudinale Untersuchung der Patienten mit Aufnahme neuer
Patienten in diese Studie sollte erfolgen, um die Wertigkeit der ermittelten
Parameter weiter zu bestimmen. Die Moglichkeit einer medikamentdsen
Hemmung der Plattchen-Leukozyten-Interaktion zur Pravention von
thrombembolischen Insulten scheint auch nach diesen Ergebnissen weiterhin
eine interessante und ggf. wirksamere Alternative zur bisherigen
ausschlieRBlichen  plattchenhemmenden  Therapie  (ASS, Clopidogrel,
Dipyramidol) bzw. lipidsenkenden prophylaktischen Therapie zur Veringerung
des Schlaganfallrisikos bei Patienten mit arteriosklerotischen Stenosen der

hirnversorgenden Arterien zu sein.
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5. Zusammenfassung/ Ausblick

In dieser Arbeit wurde die Wechselwirkung von Blutplatichen und Leukozyten
bei asymptomatioschen Patienten mit arteriosklerotischen Stenosen der
hirnversorgenden Arterien untersucht. Arteriosklerotische Stenosen der
hirnversorgenden Arterien stellen durch die Madoglichkeit einer lokalen
Thrombusbildung an der Oberflache mit konsekutiver Verschleppung in
nachgeschaltete Hirngefale ein Risiko fur das Entstehen eines manifesten oder
flichtigen Schlaganfalls dar. An der Artherogenese und Thrombusbildung sind
sowohl Blutplattchen als auch Leukozyten beteiligt. An arteriosklerotischen
Prozessen kommt es neben der Aktivierung der Blutplattchen und damit der
Aktivierung des Gerinnungssystems auch zu einer Aktivierung des
inflammatorischen Systems mit Aktivierung von Monozyten und PMNL, wobei
gerade Monozyten durch Einwanderung in die arteriosklerotische Plaques mit

der Umwandlung in phagozytierende Makrophagen beteiligt sind.

Frische Plaques werden dabei durch Einwanderung von Entzindungszellen
durch Kollagenbildung bindegewebig umgebaut und gefestigt. Aktivierte
Leukozyten konnen allerdings auch durch enzymatische Lyse der
Kollagenstruktur zu einer erhohten Instabilitat der Plaques fuhren und damit
eine Plaqueruptur begunstigen.

An arteriosklerotischen Stenosen aktivierte Platichen und Leukozyten kénnen
durch Adhasionsmolekile untereinander kommunizieren und sich in lhrer
Aktivierung gegenseitig verstarken. Durch Assoziatbildung und gegenseitge
Aktivierung kann es an instabilen und rupturierten Plaques zu einer akuten
Thrombusbildung kommen. Durch Verschleppen eines Thrombus mit dem
Blutstrom in nachgeschaltete Gefalle kann es zu einem thrombembolischen
Ereignis (Schlaganfall) kommen. Daher wird neben einer Plattchen- und
Leukozytenaktivierung an  arteriosklerotischen  Plaques gerade die
Wechselwirkung zwischen beiden Zellen als mdglicher Risikofaktor fur die

Schlaganfallentstehung diskutiert.
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In  dieser Arbeit wurde daher die  Platichenaktivierung und
Leukozytenaktivierung sowie die Plattchen-Leukozyten-Assoziatbildung ex vivo
bei Patienten mit arteriosklerotischen Stenosen der hirnversorgenden Arteiren
im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden untersucht. Ferner wurde die
weitere  Aktivierbarkeit von Plattchen- und Leukozyten sowie die
Assoziatbildung zwischen beiden Zellen durch den bei arterioklerotischen
Prozessen zentralen Agonisten Thrombin bei Patienten und Kontrollprobanden

untersucht.

Zur Ermittlung des Plattchen- und Leukozytenaktivierungsstatus wurden die
Aktivierungsmarker CD 62P (P-Selektin), CD63 und Thrombospondin-1-
Bindung auf Plattchen sowie die CD11b-Expression und Thrombospondin-1-
Bindung auf Leukozyten im peripheren Blut durchfluRzyometrisch bestimmt.
CD62P und Thrombospondin-1 auf Plattchen sowie CD11b und
Thrombospondin-1 auf Leukozyten vermitteln funktionell die Assoziatbildung
zwischen beiden Zellen und sind damit an der physiologischen und
pathophysiologischen Wechselwirkung beteiligt. Die Assoziatbildung zwischen
Plattchen und Leukozyten wurde durchfluRzytometrisch durch den
Plattchenmarker CD42a sowie durch unterschiedliche Streueigenschaften der

PMNL und Monozyten bestimmt (siehe Kap.2)

Es wurden insgesamt 62 Patienten mit mittel-hochgradigen Stenosen der
hirnversorgenden Arterien und 30 gesunde age-matched Kontrollprobanden
untersucht. Von den untersuchten Patienten lagen die sonographischen Daten
des Stenosegrades, der FlulRgeschwindigkeit an der Stenose sowie der
Echogenitat der Stenose vor. Die Patienten wurden longitudinal
nachuntersucht, um die Bedeutung der Plattchen- bzw. Leukozytenaktivierung
sowie die Assoziatbildung als diagnostische bzw. prediktive Faktoren fur eine
Progredienz und das Enstehen eines akuten thromembolischen Insultes zu

untersuchen.
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Anhand des durchflulizytometrischen Nachweises der aktivierungsabhangig auf
der Oberflache von Blutplatichen prasentierten Funktionsproteine CDG62P,
CD63 und Thrombospondin-1 liel3 sich bei Patienten mit arteriosklerotische
Stenosen der hirnversorgenden Arterien im peripheren Blut keine erhohte
Plattchenaktivitat im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden nachweisen.
Dieses Ergebnis konnte zum einen den tatsachlichen Aktivierungsstatus der
Blutplattchen bei  Patienten mit arteriosklerotischen  Stenosend er
hirnversorgenden Arterien wiederspiegeln, in dem es nicht zu einer im
peripheren Blut nachweisbaren signifikanten Plattchenaktivierung kommt. Zum
anderen konnten aber auch andere EinfluRgrofien wie eine bei fast allen
Patienten vorgelegene medikamentose Plattchenhemmung (ASS, Ticlopidin)
eine Rolle gespielt haben. Desweiteren zeigte sich eine methodische
Schwache, indem die Aktivierungsmarker CD62P/CD63 und Thrombospondin-1
in der Zirkulation von der Plattchenoberflache enzymatisch abgespalten werden
konnen und demnach durchfluRzytometrisch nicht mehr nachweisbar sein. Die
Plattchenaktivierung konnte in weiterfUhrenden Untersuchungen durch den
Nachweis eines proteolytisch gespaltenen PAR-1-Rezeptors auf Plattchen, der
bereits von K. Jurk in unserem Labor zum Nachweis einer Plattchenaktivierung

herangezogen worden war, nachgewiesen werden.

Im Gegensatz zu dem fehlenden Nachweis einer Aktivierung des
Gerinnungssystem anhand einer Plattchenaktivierung konnte in dieser Arbeit
eine deutliche Aktivierung des inflammatorischen Systems anhand der
Leukozytenaktivierung bei Patienten mit arteriosklerotischen Stenosen der
hirnversorgenden Arterien nachgewiesen werden. Im Vergleich zu den PMNL
zeigte sich dabei eine deutlichere Aktivierung der Monozyten bei
asymptomatischen Patienten mit chronischer arteriosklerotischer
Gefalerkrankung der hirnversorgenden Arterien. Dieses Ergebnis entspricht
auch pathophysiologischen Erkenntnissen Uber die Entstehung und
Progredienz arteriosklerotischer Lasionen, bei denen besonders Monozyten

beteiligt sind, die sich nach Rekrutierung aus dem Blut-



119

strom in arteriosklerotischen Plaques zu Makrophagen umwandeln und damit
den entzlindlichen Prozel3 triggern. Im Vergleich zu dem Bindungsprotein
CD11b war dabei die Thrombospondin-1-bindung an Monozyten ein

deutlicherer Aktivierungsmarker.

Bei Patienten mit arteriosklerotischer Gefallerkrankung der hirnversorgenden
Arterien zeigte sich desweiteren eine signifikant erhohte Plattchenbindung an
Leukozyten im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden. Auch in dieser
Untersuchung war als Zeichen einer starken Monozytenaktivierung eine
besonders hohe Monozytenbindung an Plattchen nachweisbar im Vergleich zu
den PMNL. Ein positiver Zusammenhang zwischen der Prasentation von
Funktionsproteinen auf der Zelloberflache wund Plattchen-Leukoyzten-
Assoziaten lie3 sich nur fir die Thrombospondinbindung auf Monozyten und die
CD11b-Expression auf Monozyten bei Patienten zeigen sowie die CD62P/CD63
und Thrombospondin-1 Prasentation auf Plattchen bei Probanden zeigen. Auch
dieses Ergebnis spricht fur eine starke Monozytenaktivierung bei Patienten und
fur eine Monozyten-getriggerte Assoziatbildung bei Patienten, wahrend bei
Probanden moglicherweise durch  Aktivierungsprozesse wahrend der
Probenvorbereitung eine geringfugige Assoziatbildung durch
Plattchenaktivierung stattfand ohne eine arteriosklerosebedingte chronische
Aktivierung des inflammatorischen Systems.

Die Korrelation zwischen der Plattchenbindung an Monozyten und der
Thrombospondinbindung an Monozyten war deutlicher im Vergleich zur CD11b-
Expression auf Monozyten. Damit scheint auf der Monozytenoberflache
nachgewiesenes Thrombospondin-1 nicht nur ein besserer Aktivierungsmarker
zu sein, sondern auch funktionell eine grélRere Rolle in der Assoziatbildung und
damit Kommunikation mit Blutplattchen bei arteriosklerotischen Prozessen zu
spielen. Der Nachweis von Monozyten-Plattchen-Assoziaten in Kombination mit
Thrombospondin-1- positiven Monozyten im Blut scheint somit ein sensitiver
diagnostischer Marker fur aktive entzundlich-arteriosklerotische Prozesse im

Gefallsystem zu sein.
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Den groRten EinfluR auf die Aktivierung der Zellen scheint die
Plaquemorphologie der arteriosklerotischen Stenosen zu haben, da bei
Patienten mit echoarmen Plaques im Vergleich zu Patienten mit echoreichen
Plaques die Plattchenbindung an  Leukozyten wie auch der
Leukozytenaktivierungsstatus  deutlich  héher waren. Die ebenfalls
sonographisch bestimmbare Maximalgeschwindigkeit an der Stenose wie auch
der Stenosegrad, die indirekte Parameter fur den Scherstress an der Stenose
darstellen, zeigten keinerlei Korrelation zu den experimentell gemessenen
Werten. Allerdings mul® man berucksichtigen, dal® diese Ergebnisse nicht die
unmittelbaren Aktivierungsprozesse an der arteriosklerotischen Stenose
widerspiegeln, sondern den allgemeinen im peripheren Blut gemessenen
Aktivierungsstatus im Gefallsystem zeigen. Insgesamt zeigen die Ergebnisse,
dal} es bei chronischen arteriosklerotischen Prozessen zu einer starken

Zellaktivierung und Assoziatbildung im Blut kommt, die bei echoarmen
Plagueformationen, die haufiger zu einem Schlaganfall fuhren, deutlicher

ausgepragt ist.

Die prospektive Untersuchung kann in dieser Arbeit noch nicht zu fundierten
Aussagen fuhren, zeigt aber, dal} bei Patienten mit einer Progredienz der
arteriosklerotischen GefalRkrankheit stark aktivierte Zellen vorlagen und eine
hohe Leukozyten-Plattchen-Asoziatbildung im Blut nachweisbar war. Bei
symptomatischen Patienten war die detektierte Plattchenbindung an Monozyten
niedriger, es zeigte sich aber ein komplett refraktares Verhalten gegnuber
Thrombin. Wenn durch Stimulierung mit Thrombin in vitro keine weitere
Assoziatbildung mehr induzierbar ist kénnte das bedeuten, dal® gerade bei
diesen Patienten eine groRere Anzahl an Zellen auch in groReren nicht mehr
messbaren Aggregaten vorliegen. Das in dieser Arbeit verwendete
DurchfluBzytometer ist nur in der Lage einzelne Partikel oder Aggregate bis zu
einem Durchmesser von 0,5 um messen. Daher kdnnten bei diesen Patienten
Aggregate zwischen Plattchen und Leukozyten, die groRer als dieser

Durchmesser sind, der Detektion entgangen sein. Gerade bei diesen Patienten
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konnte die Gefahr der Bildung groRerer Gerinnsel, die zu einem Insult flihren,

hoher sein.

Aus den Ergebnissen lafdt sich abschlieend schlul¥folgern, das der Nachweis
einer erhohten Monozytenaktivierung anhand der Thrombospondin-1-bindung
auf Monozyten in Kombination mit der Monozyten-Plattchen-Assoziatbildung
einen guten Indikator fur frischere und damit vulnerabele Prozesse in den
hirnversorgenden Arterien, die zum Schlaganfall fuhren konnen, darstellen. Sie
kénnen aber auch entscheidend in den Prozess involviert sein, der die
Enstehung eines Schlaganfalls beglnstigt oder beschleunigt, worauf
insbesondere die nicht mehr steigerbare Monozytenaktivierung und Monozyten-
Plattchenassoziatbildung bei den im Verlauf symptomatisch gewordenen
Patienten hindeutet. In der Assoziatbildung scheint die Thrombospondinbindung

eine groflRere Rolle zu spielen als die CD11b- vermittelte Bindung.

Eine therapeutische medikamentdse Intervention (z.b. der thrombospondin-
vermittelten Assoziatbildung) zur Hemmung der Plattchen-Leukozyten-
Interaktion  koénnte  somit eine  effektive neue  Alternative  zur
Plattchenaggregationshemmung und zur Antikoagulantienmedikation Dbei
Risikopatienten mit cerebraler arterioklerotisher Gefallerkrankung darstellen.
Ein weiteres Follow-up der Patienten mit Einschleusung weitere geeigneter
Patienten muss allerdings zunachst zeigen, ob eine hohe Monozytenaktivierung
oder Monozyten-Plattchen-Assoziatbildung im peripheren Blut einen prediktiven

Marker fur thromboembolische Ereignisse darstellen.



6. Abkurzungsverzeichnis

Abb.
rel. E.

EDTA

FACS

FITC

FSC

GPRP

HEPES

Kap.

Mac-1

min.

122

Abbildung

relative Einheiten

Ethylendiamintetraessigsaure
Dinatriumsalz-Dihydrat

DurchfluRzytometer
(fluorescent  activated  cell
sorter)

Fluoresceinisothiocyanat

Vorwartsstreulicht (,forward
angle light Scatter")

Glycin-Prolin-Arginin-Prolin

“Hanks balanced salt solution”
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-
ethansulfonsaure

Kapitel

logarithmisch(e)

Makrophagen-assoziiertes
Antigen-1

Minuten



n.s.

PMNL

PBS

PerCP

PSLG

rel.

RT

SSC

TSP-1

123

nicht signifikant

Signifikanzmasf}

Polymorphkernige mononukleare
Leukozyten

Phosphat-gepufferte Salzlésung

Peridinin-Chlorophyll

P-Selektin-Glykoprotein-Ligand

relativ(e)

Raumtemperatur

Seitwartsstreulicht

(,side scatter)

Thrombospondin-1



124

7. Literaturverzeichnis

Altieri, D.C., Bader, R., Mannucci, P.M. und Edington, T.S. (1988) :
Oligospecificity of the cellular adhesion receptor MAC-1 encompasses an
inducible recognition specifity for fibrinogen. J. Cell Biol., 107, 1893-
1900.

Bock, R.W., Gay-Weale, A.C., Mock, P.A., Robinson, D.A_, Irwig, L., and Lusby,
R.J. (1993) : J Vasc Surg ; 17 :160-71

Celi, A., Pellegrini, G., Lorenzet, R., De Blasi, A., Ready, N., Furie, B.C., Furie,
B. (1994) : P-selectin induces the expression of tissue factor monocytes.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 91, 8767-8771

Delank W., Gehlen W., (1999): Neurologie, Ferdinand Enke Verlag, Stuttgart

Diacovo, T.G., Roth, S.J., Buccola, J.M., Bainton, D.F. und ,Springer, T.A.
(1996) : Neutrophil rolling, arrest, and transmigration across activated,
surface adherent platelets via sequential action of P-selectin and the
beta-2-integrin CS11b/CD 18, Blood, 88, 146 — 157

Del Zoppo et al, 1998 Sep: The role of platelets in ischemic stroke.
Neurology Sep; 51 (3 Suppl. 3): S9-14

Easton, Hauser und Martin, (1998): Harrison's Principles of Internal Medicine,
14™ Edittion, The McGraw-Hill Companies, Inc., New York



125

Evangelista, V., Piccardoni, P., White, J.G., de Gaetano, F., und Cerlitti, C.
(1993) : Cathepsin G-dependent platelet stimulation by activated
polymorphonuclear leukocytes and its inhibition by antiproteinases :
Role of P-selectin mediated cell-cell adhesion. Blood, 81, 2947-2957

Furman, M.I., Benoit, S.E., Barnard, M.R., Valeri, C.R., Borbone, M.L., Becker,
R.C., Hechtmann, H.B.and Michelson, A.D. (1998): Increased platelet
reactivity and circulating monocyte-platelet aggregates in patients with

stable coronary artery disease. J Am Coll Cardiol; 31: 352-8

Gawaz, M., Fateh, M.S., Pilz, G., Gurland, H.J. und Werdan, K. (1995):
Platelet activation and interaction with leucocytes in patients with sepsis

or multiple organ -failure, Eur. J. Clin. Invest., 25 (11): 843-51

George, J.N., Pickett, E.B., Saucerman, S., Mc Ever, R.P., Kunicki, T.J., Kieffer,
N. und Newman, P.J. (1986): Platelet surface glycoproteins. Studies on
resting and activated Platelets and platelet membrane microparticles in
normal subjects, and observation in Patients during adult respiratory

distress syndrome and cardiac surgery. J. Clin. Invest., 78, 340-348

Grau, A.J., Sigmund, R. und Hacke, W. (1994): Modification of platelet
Aggregation by leucocytes in acute ischemic stroke. Stroke, 25: 2149-
2152

Handin, R.l., Karabin, R. und Boxer, G.J. (1977): Enhancement of platelet

function by Superoxide anions. J.Clin. Invest., 59, 959-965

Jaffe, E.A., Ruggiero, J.T. und Falcone, D.J. (1985): Monocytes and

macrophages synthesize and secrete thrombospondin. Blood, 65, 79-84



126

James, N.G., Pickett, E.B., Saucerman, S., McEver, R.P., Kunicki, T.J., Kieffer,
N. and Newmann, P.J. (1986) : Platelet Surface Glycoproteins,
J. Clin. Invest., 78 : 340-348)

Jenkins, A.L., Howells, G.L., Scott, E., Le Bonniec, B.F., Curtis, M.A. und Stone,
S.R. (1995): The response to thrombin od human neutrophils: Evidence
for two novel receptors. J. Cell Sci., 108, 3059-3066

Jurk K. 1999: Untersuchungen zur Aktivierung von Thrombozyten, Monozyten
und neutrophilen Granulozyten und deren Wechselwirkung untereinander
Dissertation im Fachbereich Biologie der Westfalischen Wilhelms-Univer-

sitat MlUnster

Jurk K., Jahn UR, Van Aken H., Schriek C., Droste DW., Ritter, MA.,
Ringelstein, E.B., Kehrel, BE.: 2004: Platelets in patients wirh acute
ischaemic stroke are refractory to thrombin, due to cleavage of the
seven transmenbrane thrombin receptor(PAR-1). Thromb. Haemost;

91 in press

Kahn, M.L., Nakanshi-Matsui, M., Shapiro, M.J., Ishihara, H. und Coughlin, S.R.
(1999) : Protease- activated receptors 1 and 4 mediate activation of
human platelets by thrombin. J. Clin. Invest., 103, 879-887

Kardoulas, D.G., Katsamouris, A.N., Gallis, P. Th., Philippides, Th. Ph.,
Anagnostakos, N.K., Gorgoyannis, D.S. und Gourtsoyannis, N.C.
(1996) : Ultrasonographic and histologic characteristics of symptom-free
and symptomatic carotid plaque, Cardiovasc. Surgery, Vol 4, No 5 :
580-590



127

Kehrel, B und Flicker, E. (1993): Thrombospondin in relation with disease
processes. In: Lahav, J. (ed.): Thrombospondin. CRC Press, Boca
Raton, 199-207

Kistler, J.P. (1996): Atherothrombotic cerebrovascular disease- large and small
vessels. In: Fuster, V; Ross, R.; Lippincott-Raven, E.J. (eds.):

Atherosclerosis and coronary artery disease, Philadelphia, 1601-1923

Kochanek, Hallenbeck (1992): Polymorphonuclear leucocytes an monocytes in
the pathogenesis of cerebral ischemia and stroke. Stroke, 23: 1367-
1379.

Lahav, J. (1993): The functions of thrombospondin and its involvement in

physiology and pathophysiology. Bioch. Biophys. Acta, 1182, 1-14

Lawler, J. (1986): The structural and functional properties of thrombospondin .
Blood, 67, 1197-1206

Legrand, C., Morandi, V., Mendelovitz, S :, Shaked, H :, Hartman, J.R. und
Panet, A. (1994) : Selective inhibition of platelet macroaggregate
formation by a recombinant heparin-binding domain of human
thrombospondin. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol., 14, 1784-1791

Li, N., Hu, H., Lindquist, M., Wikstrom-Jonsson, E., Goodall, AH. und Hjemdahl,
P. (2000) : Platelet-leucocyte cross talk in whole blood. Arterioscler.
Thromb. Vasc. Biol, Dec. 20(12) : 2702-8

Liapsis. CD., Kakisis, JD. Und Kostakis, AG (2001) : Carotid stenosis : factors
affecting symptomatology. Stroke Dec 1 ; 32(12) : 2782-2

Libby, P., Paul, M.R. und Maseri, A. (2002) : Inflammation and atherosclerosis,
Circulation 105: 1135-1143



128

Loike, J.D., Sodeik, B., Cao, L., Leucona, S., Weitz, J.L., Detmers, P.A., Wright,
S.D. und Silverstein, S.C. (1991) : CD11¢c/CD18 on neutrophils
recognizes a domain at the N-terminus of the A,- chain of fibrinogen.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88, 1044-1048

Marcus, A.J. (1990) : Thrombosis and inflammation as multicellular processes :
Pathophysiologic significance of transcellular metabolism, The Journal of
the American Hematology, November 15, Vol 76, 1903-1907

Mc Ever. R.P. und Martin, M.A. (1994) : A mononclonal antibody to a
membrane glycoprotein binds only to activated platelets. Thromb.
Haemost., 66, 80-87

Metha, P., Metha, J., Lawson, D.L. und Krop, |. (1986) : Leukotrienes potentiate
the effects of epinephrine an thrombin on human platelet aggregation.
Thromb. Res., 41, 731-738

Michelson, A.D. (1996) : Flow cytometrie : a clinical test of platelet function.
Blood, 87, 4925-4936

Nagata, K., Tsuji, T., Todoroki, N., Karagiri, Y., Tanoue, K., Yamazaki, H.,
Hanai, N. und Irimura, T. (1993) : Activated platelets induce superoxide
anion release by monocytes and neutrophils through P-Selectin (CD62).
J. Immunol. 151 : 3267-3273.



129

Neumann, F.J., Marx, N., Gawaz, M., Brand, K., Ott, |., Rokitta, C., Sticherling,
C., Meinl, C., May, A. und Schomig, A. (1997) : Induction of cytokine
Expression in leucocytes by binding of thrombin-stimulated platelets.
Circulation, 95, 2387-2394

Poeck, K, Hacken W. (1998): Neurologie, Springer-Verlag Berlin Heidelberg
New York

Prentice, R.L. Szatrowski, T.P., Kato, H. und Mason, M.W. (1992): Leucocyte
counts and cerebrovascular disease, J Chron. Dis., 35, 703-714

Raffael, A. (1988): Grundlagen der analytischen DurchfluRzytometrie.
Labormedizin, 11, 89-97

Ruf, A.und Patscheke, H. (1995): Platelet-induced neutrophil activation: platelet-
expressed fibrinogen induces the oxidative burst in neutrophils by an
interaction with CD11¢/CD18. Br. J. Haematol., 90, 791-796

Ross, R. und Foster, V. (1996): The Pathogenesis of atherosclerosis,
Lippincott-Raven, E.J. (eds.): Atherosclerosis and coronary artery
disease, Philadelphia, 441-456

Sarma, J., Laan, C.A., Alam, S., Jha, A., Fox, K.A. und Dransfield, I. (2002):
Increased platelet binding to circulating monocytes in acute coronary
syndromes. Circulation, 105: 2166-2171.

Schmitz, G. und Rothe, G. (1994): DurchfluRzytometrie in der klinischen
Zelldiagnostik. Verlag Schattauer, Stuttgart, New York



130

Schwartz, B. S. (1989): Monocyte synthesis of thrombospondin: the role of
platelets. J. Biol. Chem., 264, 7512-7517

Silbergleit, A. (1970): A study of platelet-leucocyte aggregation in coronary
thrombosis and cerebral thrombosis. Thromb. Diath. Harmorrhagica, 42,
155-165

Spangenberg, P., Redlich, H., Bergmann, I., Loesche, W., Goetzrath, M. und
Kehrel, B. (1993): The platelet glycoprotein lIb/llla complex is involved in
the adhesion of activated platelets to leucocytes. Thromb. Haemost., 70,
514-521

Steffen, C.M., Gray-Weale, A.C., Byrne, K.E., Hayes, S.J., Lusby, R.J (1989):
Carotid atheroma: ultrasound appaerance in symptomatic and

asymptomatic vessels. Aust NZ J Surg, 59: 529-34

Smith, NM., Pathansali, R. und Bath, PM. (1999): Platelets and stroke.
Vascular Medicine 4(3): 165-72

Toschi, V., Gallo, R., Lettino, M. (1997): Tissue factor modulates the
thrombogenicity of human atherosclerotic plaques. Circulation 4; 95 (3):
594-9

Tschoepe, D., Schultheily, H.P., Kolarov, P., Schwippert, B., Dannehl, K.,
Nieuwenhuis,H.K., Kehrel, B., Strauer, B. und Gries, F.A. (1993) :
Platelet activation markers are predicitve for increased risk of acute
ischemic events after PTCA, Circulation, 88 : 37-42



131

Tzeng, D.Y., Deuel, T.F., Huang, J.S. Senior, R.M., Boxer, L.A. und Baehner,
N. (1984) : Platelet-derived growth factor promotes polymorphonuclear
leucocyte activation. Blood, 64, 1123-1128

Weyrich, A.S., Mcintyre, T.M., McEver, R.P., Prescott, S.M. und Zimmermann,
G.A. (1995): Monocyte tethering by P-Selectin regulates monocyte
chemotactic protein-1 and tumor necrosis factor-alpha secretion. J. Clin.
Invest., 95, 2297-2303



