CD62P-Expression auf Plattchen [rel.E.]
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3. Ergebnisse

3.1 Ex vivo-Thrombozytenaktivierungsstatus bei Patienten und

gesunden Probanden

3.1.1 a-Granula-Sekretion (CD62P-Expression, TSP-1- Bindung)

Nach Aktivierung exprimieren Plattchen P-Selektin aus den a-Granula und
binden aus den oa-Granula sezerniertes Thrombospondin-1 auf der
Plattchenoberflache zurtck. Zur Bestimmung einer Plattchenaktivierung im
Gefallsystem anhand einer erhdhten Expression und Bindung von
Adhasionsmolekulen auf der Plattchenoberflache wurden die P-Selektin-
Expression und die Thrombospondinbindung auf Platichen bei Patienten und

gesunden Kontrollprobanden durchflullzytometrisch gemessen.
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Abb 3.1 : CD62P-Expression (A) und Thrombospondinbindung (B) auf Plattchen ex vivo bei
Patienten (n=56) und gesunden Kontrollprobanden (n=30).

Ex vivo lie sich kein signifikanter Unterschied in der CD62P-Expression auf
Plattchen von Patienten und Kontrollprobanden im peripheren Blut nachweisen.

Die Thrombospondinbindung an Plattchen im peripheren Blut war ex vivo bei
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den Probanden im Durchschnitt hoher nachweisbar als bei den Patienten.

Dieser Unterschied war allerdings nicht signifikant.

3.1.2 “Dense-bodies‘“-Sekretion ( CD63 - Expression )

CD63 (Granulophysin) ist ein weiterer Oberflachenmarker fur die
Plattchenaktivierung, der aktivierungsabhangig aus den “Dense-bodies” bzw.
Lysosomen auf der Plattchenoberflache exprimiert wird. Zur Bestimmung der
Plattchenaktivierung ex vivo wurde die CD63-Expression auf Plattchen im

peripheren Blut bei Patienten und Kontrollprobanden bestimmt.
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Abb. 3.2 : CD63-Expression auf der Plattchenoberflache ex vivo bei Patienten (n=57) und
Kontrollprobanden (n = 30).

Die Abbildung 3.2 zeigt, dass ex vivo auch bei der CD63-Expression auf der
Platichenoberflache zwischen Patienten und Kontrollprobanden kein

signifikanter Unterschied im peripheren Blut nachweisbar war.

Zusammenfassend liel3 sich anhand der durchfluRzytometrisch gemessenen
Funktionsproteine CD62P, CD63 und Thrombospondin-1 auf der
Plattchenoberflache im peripheren Blut kein erhohter
Thrombozytenaktivierungsstatus bei Patienten im Vergleich zu Probanden
detektieren (Abb. 3.1, Abb.3.2).
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3.2 Thrombin-induzierte Thrombozytenaktivierung in vitro bei
Patienten und gesunden Kontrollprobanden

In dieser Arbeit wurde neben dem Thrombozytenaktivierungsstatus ex vivo
auch die Induzierbarkeit der Plattchenaktivierung bei Patienten und Probanden

mit unterschiedlichen Thrombinkonzentrationen gemessen (s.Kap.2.7).

3.2.1 Thrombin-induzierte o - Granula - Sekretion in vitro (CD62P-
Expression und Thrombospondin-1-Bindung)

Die Abbildung 3.3 zeigt die konzentrationsabhangige Aktivierungskinetik der
CD62P-Expression und Thrombospondin-1 Bindung (TSP-1) auf Plattchen bei

Kontrollprobanden.
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Abb. 3.3 : Thrombin-induzierte CD62P-Expression (n=30) und Thrombospondin-1-Bindung
(n=30) auf Plattchen von Kontrollprobanden.

Die CD62P-Expression sowie die TSP-1-Bindung auf Plattchen von gesunden
Probanden wurde durch Thrombin konzentrationsabhangig gesteigert. Bei der
TSP-1-Bindung an Plattchen zeigte sich eine Sattigungskinetik. Die maximale
CD62P-Expression und TSP-1-Bindung auf Plattchen von gesunden Probanden

wurde im mittel bei 0.3 U/ml Thrombin erreicht.
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Die Induzierbarkeit der CD62P-Expression und der Thrombospondinbindung in
vitro wurde daher nach Aktivierung der Plattchen mit 0.3 U/ml Thrombin

zwischen Patienten und Kontrollprobanden verglichen.
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Abb. 3.4 : (A) Thrombin-induzierte CD62P-Expression auf Plattchen ex vivo und nach
Aktivierung mit 0.3 U/ml Thrombin bei Probanden (n=30) und Patienten (n=55). (B) Thrombin-
induzierte Thrombospondinbindung auf Platichen ex vivo und nach Aktivierung mit 0.3 U/ml
Thrombin bei Probanden (n=30) und Patienten (n= 59).

Die CD62P-Expression und die Thrombospondinbindung auf Plattchen lief3 sich
durch Stimulierung mit 0.3 U/ml Thrombin auch bei den Patienten induzieren.
Dabei konnte bei den Probanden durch Thrombinstimulierung allerdings eine im
Durchschnitt ca. 1/5 hohere CD62P-Expression auf Plattchen und
Thrombospondin-1-Bindung an Plattchen im Vergleich zu Patienten induziert
werden (p< 0.05).
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3.2.2 Thrombin-induzierte “Dense - bodies‘ - Sekretion in vitro
(CD63- Expression)

Analog zu der Messung der Oberflachenprasentation von CD62P und
Thrombospondin-1 auf Plattchen ex vivo, wurde auch die Induzierbarkeit der
CD63-Expression auf Plattchen durch Thrombin bei Patienten und gesunden
Kontrollprobanden gemessen. In der Abbildung 3.5 ist die Thrombin-induzierte
CD63-Expression auf Plattchen in Abhangigkeit steigender
Thrombinkonzentrationen dargestellt.
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Abb. 3.5 : Thrombin-induzierte CD63-Expression auf Plattchen bei Kontrollprobanden (n=30).

Die CD63-Expression auf Plattchen im peripheren Blut lie3 sich durch Thrombin
konzentrationsabhangig induzieren. Der maximale Wert der CD63-Expression
auf Plattchen wurde bei den vorgegebenen Thrombinkonzentrationen nach
Aktivierung mit 0.3 U/ml Thrombin erreicht. Deshalb wurde auch die
Induzierbarkeit der CD63-Expression zwischen Patienten und

Kontrollprobanden nach Aktivierung mit 0.3 U/ml Thrombin verglichen.
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Abb. 3.6 : Thrombin-induzierte CD63-Expression auf Plattchen bei Patienten (n=52) und
Kontrollprobanden (n=30).

Bei den Patienten war die CD63 Expression auf Plattchen verglichen mit den
Kontrollprobanden ebenfalls durch 0.3 U/ml Thrombin signifikant induzierbar
(p< 0.001). GegenlUber den Patienten war bei den Probanden jedoch nach
Aktivierung mit 0.3 U/ml Thrombin eine ca. 1/3 hohere CD63-Expression auf der
Plattchenoberflache zu erkennen als bei den Patienten (p<0.05).

3.3 Ex vivo-Leukozytenaktivierungsstatus bei Patienten und
gesunden Kontrollprobanden

An arteriosklerotischen Plaques im Gefallsystem kommt es zur
Leukozytenaktivierung und zur Einwanderung von Leukozyten in die
GefaRwand. Die CD11b-Expression auf der Leukozytenoberflache und die

Thrombospondinbindung an Leukozyten wurden in dieser Arbeit als direkte
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Marker fur eine Leukozytenaktivierung herangezogen. Es wurden bei Patienten
und gesunden Kontrollpersonen die Thrombospondinbindung und CD11b-

Expression auf Monozyten und PMNL ex vivo durchfluzytometrisch bestimmt.

3.3.1 Thrombospondin-1- Bindung an Leukozyten

Die ex vivo Thrombospondinbindung an der Oberflache von Monozyten und
PMNL bei Patienten und gesunden  Kontrollprobanden  wurde

durchflulizytometrisch gemessen und quantifiziert.
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Abb. 3.7: Ex vivo Thrombospondinbindung an Monozyten (A) und PMNL (B) bei Patienten
(n=59) und Kontrollprobanden (n=30).

Die Thrombospondinbindung auf Monozyten war ex vivo bei den Patienten mit
arteriosklerotischer Gefallkrankheit der hirnversorgenden Arterien rund doppelt
so hoch wie bei den Kontrollprobanden (p< 0.0001). Bei der
Thrombospondinbindung an PMNL war dieser Unterschied nicht nachweisbar.
Es zeigten sich sogar hohere Werte der Thrombospondinbindung an PMNL bei

den gesunden Probanden, die jedoch nicht signifikant waren.
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3.3.2 CD11b-Expression auf Leukozyten

Das nach Aktivierung auf der Leukozytenoberflache exprimierte Protein CD11b,
das Bestandteil des Integrin Mac-1-Komplexes ist, spielt bei der Plattchen-
Leukozyten-Assoziation eine Rolle. Es ist z.B. als Ligand fur das
Bruckenmolekul Fibrinogen an der Plattchen-Leukozyten-Adhasion beteiligt. An
arteriosklerotischen Lasionen kommt es zu einer aktivierungsbedingten
Expression auf der Leukozytenoberflache. Die CD11b-Expression bei Patienten
und gesunden Kontrollprobanden wurde auf der Oberflache von Monozyten

und PMNL ex vivo durchfluBzytometrisch bestimmt und verglichen.
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Abb. 3.8 : DurchfluBzytometrisch gemessene CD11b-Expression auf Monozyten (A) und PMNL
(B) bei Patienten (n=53) und gesunden Kontrollprobanden (n=30).

Die CD11b-Expression war ex vivo bei Patienten auf Monozyten und PMNL
rund 1,5 fach so hoch wie bei den Probanden, wobei dieser Unterschied bei der
CD11b-Expression auf PMNL deutlicher war (p< 0.001) als bei der CD11b-

Expression auf Monozyten (p< 0.01).
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3.4 Thrombin-induzierte Leukozytenaktivierung in vitro bei
Patienten und gesunden Kontrollprobanden

Die Induzierbarkeit der CD11b-Expression auf Leukozyten wund die
Thrombospondinbindung an Leukozyten wurde ebenfalls wie in Kap.2.7
(Material und Methoden) beschrieben durch Stimulierung mit steigenden

Thrombinkonzentrationen durchfluRzytometrisch bestimmt.

3.4.1 Thrombospondin-1-Bindung an Leukozyten
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Abb. 3.9 : Thrombospondinbindung an Monozyten (n=30) und PMNL (30) bei Probanden.

Wie bei den zuvor Dbestimmten Parametern wurden bei der
Thrombospondinbindung an Monozyten und PMNL die Maximalwerte nach
Aktivierung mit 0.3 U/ml Thrombin erreicht. Die Werte der Thrombin-induzierten
Thrombospondinbindung an Leukozyten wurden daher wie bei den
Funktionsproteinen auf Plattchen nach Aktivierung mit 0.3 U/ml Thrombin

zwischen Patienten und Probanden verglichen.
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Abb.3.10 : Thrombin-induzierte Thrombospondinbindung an Monozyten (A) und PMNL (B) bei
Patienten (n=59) und bei Kontrollprobanden (n=30) aktiviert mit 0.3 U/ml Thrombin.

Die Thrombospondinbindung an Monozyten und PMNL war bei Patienten durch
Thrombin vergleichsweise stark induzierbar wie bei den Kontrollprobanden. Die
Thrombospondinbindung an PMNL war bei den Patienten (25%) marginal héher
induzierbar als bei den Kontrollprobanden (22%), wobei durch die héhere
Standardabweichung bei den Patienten dieser Unterschied insgesamt
signifikant war. Die Thrombospondinbindung an Monozyten war bei Patienten
wie auch bei Kontrollprobanden durch Thrombinstimulierung insgesamt doppelt
so hoch (48-50%) induzierbar wie die Thrombospondin-1- Bindung an PMNL
(22-25%).

3.4.2 CD11b-Expression auf Leukozyten

In Abb. 3.11 ist die Thrombin-induzierte CD11b-Expression auf Leukozyten mit
steigenden Thrombinkonzentrationen dargestellt. Die Maximalwerte der CD11b-
Expression auf Leukozyten wurden wie bei der Thrombospondinbindung auf
Leukozyten ungefahr bei 0.3 U/ml Thrombin erreicht (Abb.3.11).
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Abb.3.11: CD11b-Expression auf Monozyten (n=30) und auf PMNL (n=30)
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Analog zur Thrombospondinbindung auf Leukozyten wurde die Induzierbarkeit
der CD11b-Expression auf Leukozyten zwischen Patienten und Kontrollproban -
den nach Aktivierung mit 0,3 U/ml Thrombin verglichen (Abb.3.12).
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Abb. 3.12 : Thrombin-induzierte CD11b-Expression auf Monozyten (A) und PMNL (B) bei
Patienten (n=53) und Kontrollprobanden (n=30).
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Die CD11b-Expression auf Monozyten von Patienten war durch Aktivierung mit
0.3 U/ml Thrombin in vergleichbarem Male induzierbar wie die CD11b-
Expression auf Monozyten von gesunden Kontrollprobanden. Die CD11b-
Expression auf PMNL war wie die Thrombospondin-1-Bindung an PMNL durch
0.3 U/ml Thrombin bei den Probanden (38 rel.E.) geringgradig hoher
induzierbar als bei den Patienten (32 rel.E.), (p< 0.05).

3.5 Thrombozyten-Leukozyten-Assoziate ex vivo bei Patienten
und gesunden Kontrollprobanden

Arteriosklerotische  Plaques im  Gefallsystem von Patienten mit
arteriosklerotischer GefalRkrankheit stellen eine prokoagulanten Oberflache dar,
an der Plattchen und Leukozyten aktiviert werden kdonnen. Zudem kann es
durch Stromungsveranderungen des Blutflusses an den stenotischen
Verengungen zur Aktivierung von Plattchen und Leukozyten kommen.
Aktivierungsbedingt exprimieren Plattchen und Leukozyten Adhasionsmolekule
auf der Zelloberfliche und binden sezernierte Glykoproteine auf der
Zelloberflache zurlck. Die Bindung zwischen Plattchen und Leukozyten Uber
Adhasionsmolekiile auf der Zelloberflache ist nur moéglich, wenn mindestens

einer der Assoziationspartner aktiviert vorliegt.

Bei der Bestimmung des Thrombozytenaktivierungsstatus und des
Leukozytenaktivierungsstatus bei Patienten und Probanden ex vivo konnte in
dieser Arbeit bereits gezeigt werden, dal} die Plattchen von Patienten zwar
keine erhohte Expression von Funktionsproteinen zeigten, aber auch nicht mehr
so stark aktivierbar waren wie die Plattchen von den Probanden. Die
Leukozytenaktivierung war nachweislich durch die Detektion der
aktivierungsabhangig auf der Leukozytenoberflache prasentierten
Adhasionsmolekile Thrombospondin -1 und CD11b bei den Patienten ex vivo
gegenuber den Probanden erhdht. Die Platichen-Leukozyten-Assoziationsrate

in der Zirkulation von Patienten und gesunden Probanden ex vivo wurde durch
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die durchfluBzytometrische Bestimmung der Anzahl plattchenpositiver

Monozyten und -PMNL im peripheren Blut nachgewiesen und verglichen.
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Abb. 3.13 : Die Plattchenbindung an Monozyten (A) und an PMNL (B) ex vivo bei Patienten
(n=62) und bei Kontrollprobanden (n=30).

Der Abb. 3.13 ist zu entnehmen, dal’ ex vivo im peripheren Blut bei Patienten
mit arteriosklerotischen Stenosen der hirnversorgenden Arterien eine signifikant
hohere Rate platichentragender Leukozyten gegenuber den Kontrollpersonen
vorlag. Der relative Anteil plattchengebundener Monozyten war dabei bei den
Patienten ex vivo fast 3 mal so hoch wie bei den Probanden (p< 0.001). Der
relative Anteil der Plattchenbindung an PMNL war 1,6 fach hoher als bei den
Probanden (p<0,05). Die Rate plattchentragender Monozyten betrug bei den
Patienten ex vivo bereits fast 50% gegenuber 15 % bei den Probanden. 25 %
der PMNL der Patienten lagen ex vivo mit Plattchen assoziiert vor gegenuber
14 % bei den Probanden.
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3.6 Thrombin-induzierte Leukozyten -Thrombozyten-Assoziat -
bildung in in vitro bei Patienten und gesunden Kontrollproban-
den

Es konnte ex vivo bereits eine signifikant hdhere Rate an Plattchen-Monozyten
und Plattchen-PMNL-Assoziaten bei Patienten gegenuber den
Kontrollprobanden im  peripheren Blut nachgewiesen werden. Die
Induzierbarkeit der Plattchenbindung an Leukozyten mit steigenden
Thrombinkonzentrationen bei gesunden Kontrollprobanden ist in Abb.3.14

dargestellt.
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Abb.3.14 : Thrombin-induzierte Plattchenbindung an Monozyten und PMNL von gesunden
Probanden

Die Rate plattchenpositiver Leukozyten war wie die Thrombospondinbindung
und CD11b-Expression auf Monozyten am deutlichsten nach Aktivierung mit
0.3 U/ml Thrombin in vitro induzierbar. Die Plattchen-Leukozyten-
Assoziatbildung wurde deshalb entsprechend den Funktionsproteinen auf
singularen Zellem nach Aktivierung mit 0.3 U/ml Thrombin zwischen Patienten

und Kontrollprobanden verglichen.
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Abb. 3.15 : Thrombin-induzierte Plattchenbindung an Monozyten (A) bei Patienten (n=62) und
Kontrollprobanden (n=30) und an PMNL (B) bei Patienten (n=58) und Kontrollprobanden
(n=30).

Die Plattchenbindung an Monozyten (p< 0.05) wie auch die Plattchenbindung
an PMNL (p< 0.01) war bei den Patienten durch Aktivierung mit 0.3 U/ml
Thrombin signifikant induzierbar. Dabei war die Plattchenbindung an
Leukozyten bei den Patienten, bei denen ex vivo bereits eine hohere Rate
plattchentragender Leukozyten verglichen mit den Probanden vorlag, im
Durchschnitt weniger deutlich induzierbar.

Die Monozyten von Patienten lagen auch nach Thrombinstimulierung zu einem
1,4- fach hoheren Prozentsatz mit Platichen assoziiert vor als die Monozyten
von Kontrollprobanden (p< 0.005). Dieser Unterschied war bei der
Plattchenbindung an PMNL nach Aktivierung mit 0.3 U/ml Thrombin nicht
feststellbar. Es war dagegen sogar eine hohere Rate plattchentragender PMNL
bei den Kontrollprobanden feststellbar, die jedoch nicht signifikant war
(Abb.3.15.).



56

Die Untersuchungen zur Plattchen-Leukozytenbindung haben gezeigt, dal} ex
vivo eine erhohte Rate plattchenpositiver Monozyten und PMNL bei Patienten
mit arteriosklerotischer GefalRkrankheit der hirnversorgenden Arterien
gegenuber den Kontrollprobanden im peripheren Blut vorlag. Dieser
Unterschied war bei der Rate plattchenpositiver Monozyten wesentlich
deutlicher (p< 0.001) als bei der Rate plattchenpositiver PMNL (p< 0.05).

Auch nach Thrombinaktivierung war die Platichenbindung an Monozyten bei
Patienten noch signifikant héher gegenlber den bei Probanden gemessenen
Werten. Im Gegensatz dazu liel3 sich bei der Plattchenbindung an PMNL nach
Thrombinstimulierung keine hohere Assoziationsrate bei den Kontrollprobanden

im Vergleich zu den Patienten nachweisen (Abb. 3.15).
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3.7 Korrelation zwischen der Leukozyten -Thrombozyten -
Assoziation und Funktionsproteinen auf Thrombozyten und

Leukozyten

Die Bildung der Leukozyten-Plattchen-Assoziation wird  Uber
Adhasionsmolekile vermittelt, die durch spezifische Aktivierungssignale
reguliert werden. Bei der Detektion des Leukozytenaktivierungsstatus ex vivo
konnte gezeigt werden, dal} bei den Patienten eine signifikant erhdhte Bindung
und Expression der Adhasionsproteine Thrombospondin und CD11b auf
Monozyten und CD11b auf PMNL im Vergleich zu den Kontrollprobanden im
peripheren Blut vorlag. Bei den Thrombozyten konnte keine erhdhte Expression
und Bindung der Adhasionsmolekile CD62P und Thrombospondin sowie des
Funktionsproteins CD63 bei Patienten gegentber den Kontrollprobanden
nachgewiesen werden. Bei den Patienten zeigte sich allerdings im Vergleich zu
den Probanden eine verminderte Induzierbarkeit der Oberflachenprasentation

dieser Glykoproteine auf Plattchen durch Thrombin.

Zur Untersuchung eines Zusammenhangs zwischen der
aktivierungsabhangigen Oberflachenprasentation einzelner Funktionsproteine
auf Plattchen bzw. Leukozyten und dem Vorliegen plattchenassoziierter
Leukozyten im peripheren Blut wurden in dieser Arbeit auch die gemessenen
Funktionsproteine auf der Oberflache von Plattchen und Leukozyten mit der

Rate der plattchentragender Monozyten bzw.-PMNL korreliert.

3.7.1 Korrelation zwischen der Plattchenbindung an Monozyten und Funk-

tionsproteinen auf Plattchen bzw. Leukozyten

Die durchflulizytometrisch gemessene Thrombospondinbindung an Monozyten
und die CD11b-Expression auf Monozyten ex vivo wurde mit der Rate

plattchentragender Monozyten ex vivo korreliert. Ferner wurde die Korrelation
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zwischen der Prasentation der Adhasionsmolekile Thrombospondin und CD62
und dem Funktionsprotein CD63 auf der Plattchenoberflache ex vivo mit der

Plattchen-Monozyten-Assoziation ex vivo bestimmt.

Tab.3.1 Korrelationskoeffizienten R zwischen der Rate pléttchenpositiver
Monozyten und der Préasentation von Funktionsproteinen auf der Oberfldche
von Leukozyten und Pléttchen bei Patienten.

Korrelations TSP1-Bin- |CD11b-Ex- [ TSP-1-Bin - CD62-Expres- | CD63-Expres-

koeffizient R dung an pression auf | dung auf sion auf sion auf
Monozyten |Monozyten Plattchen Plattchen Plattchen

Plattchenpositi-

ve Monozyten 0.52 0.46 0.08 0.05 <0.01

bei Patienten

Tab.3.2 Korrelationskoeffizienten R zwischen der Rate pléttchenpositiver
Monozyten und der Prédsentation von Funktionsproteinen auf der Oberfldche
von Leukozyten und Pléattchen bei Probanden.

Korrelationsko- | TSP-1-Bin- |CD11b -Ex- | TSP-1-Bin - CD62-Expres- | CD63-Expres -

effizient R dung an pression auf |dung an sion auf sion auf
Monozyten | Monozyten Plattchen Plattchen Plattchen

Plattchenpositi-

ve Monozyten 0.43 0.33 0.47 0.66 0.48

bei Probanden

Die Berechnung der Korrelationskoeffizienten zeigt, dall bei den Patienten
keine positive Korrelation zwischen der Bindung von Thrombospondin an
Plattchen und der Monozyten-Platichen-Assoziation im peripheren Blut
feststellbar war (siehe Tab. 3.1, 3.2). Ebenso bestand keine positive Korrelation
zwischen der CD62P-Expression auf Plattchen und der Monozyten-Plattchen-

Assoziation bei den Patienten.
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Abb. 3.16 : (A) Korrelation zwischen der Plattchenbindung an Monozyten und der CD62-
Expression auf Plattchen (n=55) bei Patienten. (B) Korrelation zwischen der Plattchenbindung
an Monozyten und der Thrombospondinbindung an Plattchen (n=55) bei Patienten.

Bei den gesunden Kontrollprobanden zeigte sich demgegenuber eine positive
Korrelation zwischen der Monozyten-Plattchen-Assoziation und der CD62P-
Expression auf Plattchen (R = 0.66) sowie der Thrombospondinbindung auf
Plattchen (R = 0.38). Die Plattchenbindung an Monozyten korrelierte dabei
deutlicher mit der CDG62P-Expression auf Plattchen als mit der
Thrombospondinbindung an Plattchen (siehe Abb.3.17, Seite 60).
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Abb.3.17 : Korrelation zwischen der Plattchenbindung an Monozyten und der

Thrombospondinbindung auf Plattchen von Probanden (A), (n=30) und der CD62-Expression
auf Plattchen von Probanden (B), (n=30). Der Korrelationskoeffizient betragt fir die
Thrombospondinbindung auf Plattchen R = 0.48 (p< 0.01) und fiir die CD62-Expression auf
Plattchen R = 0.66 (p< 0.01) .

Bei der Korrelation zwischen der Monozyten-Plattchen-Assoziation mit dem
Oberflachenmarker CD63 aus den “Dense-bodies® der Plattchen zeigte sich
eine positive Korrelation bei den Kontrollprobanden (R=0.47), die sich bei
Patienten nicht nachweisen lie3 (Abb. 3.18, Seite 61). Sie war allerdings
weniger deutlich als zwischen der Plattchenbindung an Monozyten und der
CD62P-Expression auf Plattchen (R=0.66), (Abb. 3.17, Seite 60, Abb. 3.18,
Seite 61).
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Abb.3.18 : (A) Korrelation zwischen der Plattchenbindung an Monozyten und der CDG63-
Expression auf Plattchen von Patienten (n = 52) bzw. bei Probanden (B), (n = 30). Der
Korrelationskoeffizient betragt fur die CD63-Expression auf Plattchen von Probanden R= 0.47
(p < 0.05).

Bei der durchfluRzytometrischen Erfassung des Leukozytenaktivierungsstatus
ex vivo konnte Dbereits gezeigt werden, dass sowohl die
Thrombospondinbindung auf Monozyten als auch die CD11b-Expression auf
Monozyten bei Patienten gegenuber Kontrollprobanden signifikant erhéht war
(Abb.3.7 u. 3.8).

Die Thrombospondinbindung an Monozyten und die CD11b-Expression auf
Monozyten zeigte bei den Patienten eine positive Korrelation mit der Plattchen-
Monozyten-Assoziation. Die Thrombospondindung an Monozyten und die Rate
plattchenpositiver Monozyten korrelierte dabei deutlicher (R=0.52, p< 0.01) als
zwischen der CD11b-Expression auf Monozyten und der Rate
plattchenpositiver Monozyten (R=0.46, p< 0.01), (Abb. 3.19, Seite 62).
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Abb.3.19: (A) Korrelation zwischen der Plattchenbindung an Monozyten und der
Thrombospondin-1- Bindung an Monozyten (n= 59) bzw. der CD11b-Expression auf
Monozyten (B), ( n= 51) bei Patienten. Der Korrelationskoeffizient betragt fir die
Thrombospondinbindung an Monozyten R =0.52 (p< 0.01) und fir die CD11b-Expression auf
Monozyten R= 0.46, (p< 0.01).

Auch bei den Kontrollpersonen lie3 sich eine positive Korrelation zwischen der
Plattchenbindung an Monozyten und der Thrombospondinbindung auf
Monozyten nachweisen (R = 0.43, p< 0.05). Die durchfluRzytometrisch
gemessene CD11b-Expression auf Monozyten korrelierte nicht signifikant mit
der Plattchenbindung an Monozyten (R=0.33, p = 0.56). Die Korrelation
zwischen der Plattchenbindung an Monozyten und der Thrombospondinbindung
an Monozyten war bei Patienten (R= 0.52) hoéher als bei den Probanden
(R=0.43),(Abb.3.20, Seite 63).
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Abb. 3.20 : (A) Korrelation zwischen der Trombospondinbindung an Monozyten und der
Plattchenbindung an Monozyten ( n = 30) und der CD11b-Expression auf Monozyten (B),
(n=30) bei gesunden Probanden. Der Korrelationskoeffizient betragt fir die
Thrombospondinbindung an Monozyten R = 0.43 (p<0.05) und fiir die CD11b-Expression an
Monozyten R = 0.33 (p= 0.056).

3.7.2 Korrelation zwischen der Plattchenbindung an PMNL und

Funktionsproteinen auf Plattchen bzw. Leukozyten

Eine grenzwertig positive Korrelation zwischen der Plattchenbindung an PMNL
und der Detektion von Funktionsproteinen auf Plattchen und Leukozyten im
peripheren Blut zeigte sich nur bei der CD62P-Expression auf Platichen bei
Probanden (R=0.34, p = 0.06). Fur die weiteren gemessenen Funktionsproteine
auf  Plattchen und Leukozyten waren keine positiven Korrelationen bei
Patienten und Kontrollprobanden mit der  Plattchenbindung an PMNL
nachweisbar (Tab. 3.3, 3.4).
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Tab. 3.3 Korrelationskoeffizienten R zwischen der Rate pléttchenpositiver

PMNL und der Expression und Bindung von Funktionsproteinen auf der

Oberflache von Leukozyten und Pléttchen bei Patienten (n=62).

Korrelations- TSP-1- Bind- | CD11b-Ex - TSP-1-Bind- CD62-Expres- | CD63-Expres-

koeffizient R dung an pression auf | dung auf Platt- |sion auf Platt- | sion auf Platt-
PMNL PMNL chen chen chen

Plattchenbindung

an PMNL bei 0.21 0.13 0.21 -0.25 0.26

Patienten (A)

Tab.3.4 Korrelationskoeffizienten R zwischen der Rate pléttchenpositiver

PMNL und der Expression und Bindung von Funktionsproteinen auf der

Oberfldche von Leukozyten und Pléttchen bei Probanden (n = 30).

Probanden (B)

Korrelations - TSP-1 - Bind- | CD11b-Ex - TSP-1-Bind- CD62-Expres- | CD63-Expres-

koeffizient R dung an pression auf | dung auf Platt - | sion auf Platt- | sion auf Platt-
PMNL PMNL chen chen chen

Plattchenbindung

an PMNL bei 0.23 0.18 0.25 0.34 0.17

3.8 Thrombozytenaktivierungsstatus ex vivo bei Patienten mit

echoarmen und echoreichen Stenosen und bei gesunden

Kontrollprobanden

Die Echogenitat einer arteriosklerotischen Stenose im Ultraschall hangt von der

Plaquemorphologie der Stenose ab. Echoarme Plaguebestandteile beeinhalten

thrombotisches Material, daly aus Lipiden, Platichen, und Leukozyten besteht,

wahrend echoreiche Plaquebestandteile aus organisiertem und fibrotisch

umgebauten thrombotischen Material und Verkalkungen bestehen (Bock et al,

1993).

An thrombotischen Plaques kommt es innerhalb des GefalRsystems zur

Plattchen- und Leukozytenaktivierung und - Einwanderung. Bindegewebig

umgebautes und verkalktes thrombotisches Material (sonographisch echoreich)

enthalt dabei weniger Entzindungszellen und stellt eine weniger thrombogene
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und stabilere Oberflache im Gefallsystem dar als echoarmes Material. In
echoarmen Plaques mit einem erhohten Gehalt an Lipiden und Makrophagen
wird vermehrt “Tissue“-Faktor gebildet und dadurch vermehrt Thrombin
generiert, was die Plattchen- und Leukozytenaktivierung verstarkt (Toschi et al,
1997).

Untersucht wurde in dieser Arbeit, ob ein Zusammenhang zwischen der
Plaquemorphologie und der Plattchen- und Leukozytenaktivierung bzw. der
Plattchen — Leukozyten - Assoziatbildung besteht. Daher wurden die
Ergebnisse von Patienten mit echoarmen Stenosen gegenuber Patienten mit

echoreichen Stenosen sowie Kontrollprobanden verglichen.

3.8.1 a-Granula - Sekretion (CD62P-Expression, TSP-1-Bindung)

Die Plattchenaktivierung wurde anhand der durchfluBzytometrischen Detektion
der Prasentation der Funktionsproteine Thrombospondin-1 und CD62P aus den
a-Granula auf der Plattchenoberflache zwischen Patienten mit echoarmen und

echoreichen und Kontrollprobanden verglichen.

30

20 n.s.

10

—

— T =

echoarm echoreich Probanden

CD62-Expression auf Plattchen [rel .E.]

Abb. 3.21 : CD62P-Expression auf Plattchen bei Patienten mit echoarmen (n= 22) und
echoreichen (n=11) Stenosen und gesunden Kontrollprobanden (n=30).
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Die gemessene CD62P-Expression auf Plattchen unterschied sich ex vivo im
peripheren Blut nicht signifikant zwischen Probanden und Patienten mit
echoarmen und echoreichen Stenosen (Abb.3.21). Es bestand weder ein
signifkanter Unterschied zwischen der CDG62P-Expression bei Patienten
gegenuber den Kontrollprobanden (s. auch Abb.3.1) noch innerhalb der in

echoarm und echoreich differenzierten Patientengruppe.
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TSP1-Bindung an Plattchen [rel. E.]

echoarm echoreich  Probanden

Abb. 3.22 : Thrombospondinbindung an Plattchen bei Patienten mit echoarmen (n=21) und
echoreichen (n=10) Stenosen und gesunden Probanden (n=30).

Bei der Thrombospondin-1-Bindung an Plattchen lie sich ex vivo wie bei der
CD62P-Expression auf Plattchen kein signifikanter Unterschied zwischen
Patienten mit echoarmen und echoreichen Stenosen bzw. Kontrollprobanden
Nachweisen (Abb. 3.22).

3.8.2 “Dense-bodies‘ - Sekretion (CD63-Expression)

Als weiterer Marker fur die Plattchenaktivierung wurde die CD63-Expression auf
Plattchen zwischen Patienten mit echoarmen und echoreichen Stenosen und
Probanden ex vivo verglichen (Abb. 3.23, Seite 67).
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Abb. 3.23 : CD63-Expression auf Plattchen bei Patienten mit echoarmen (n=18) und
echoreichen (n=11) Stenosen und gesunden Kontrollprobanden (n=30).

Die CD63-Expression auf Plattchen unterschied sich wie die CD62P-Expression
auf Plattchen nicht signifikant zwischen Patienten mit echoarmen und

echoreichen Stenosen und den Kontrollprobanden.

3.9 Thrombin-induzierte Thrombozytenaktivierung bei Patienten
mit echoarmen und echoreichen Stenosen und gesunden

Kontrollprobanden in vitro

3.9.1 Thrombin - induzierte a - Granula - Sekretion (CD62P-Expression,

TSP-1-Bindung)

Zur Bestimmung der Induzierbarkeit der a-Granula-Sekretion durch Thrombin
bei Patienten mit echoarmen und echoreichen Stenosen und Kontrollpersonen
wurden die gemessenen Werte nach 0.3 U/ml Thrombinstimulierung mit den

korrespondierenden ex vivo Werten verglichen.
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Die Ergebnisse zeigen, dal} sowohl bei den Patienten mit echoarmen wie auch
bei den Patienten mit echoreichen Stenosen durch Aktivierung mit 0.3 U/mi
Thrombin eine signifikante Erhohung der CD62-Expression auf Plattchen
induzierbar war. Bei dem Gesamtpatientenpotential der Patienten hatte sich
zuvor nach 0.3 U/ml Thrombinstimulierung eine geringere CD62P-Expression
auf der Plattchenoberflache im Vergleich zu den Probanden gezeigt (Abb.3.4).
Im Gegensatz dazu war die CD62P-Expression bei Patienten mit echoarmen
und echoreichen Stenosen im Vergleich zu den Kontrollprobanden nach 0.3

U/ml Thrombinstimulierung vergleichbar hoch (Abb.3.24).

| ex Vvivo
140 n.s. u

Thrombin
100 -

(@]
o
|

CD62-Expression auf Plattchen [rel.E.]
3

40 -
20 -
O |
echoarm echoreich Probanden
L | L 1 L 1
P <0.001 P<0.01 P <0.001

Abb-3.24 : CDG62-Expression auf Plattchen bei Patienten mit echoarmen (n=22) und
echoreichen (n=11) Stenosen und Kontrollprobanden (n=30) ex vivo und aktiviert mit 0.3 U/ml
Thrombin.

Analog zur CD62P-Expression wurde auch die Induzierbarkeit der
Thrombospondinbindung an Plattchen zwischen Patienten mit echoarmen und
echoreichen Stenosen und Kontrollprobanden verglichen. Auch die
Thrombospondinbindung war bei Patienten mit echoarmen und echoreichen
Stenosen signifikant induzierbar (Abb.3.25). Die Thrombospondinbindung an

Plattchen war bei den im Vergleich zu der CD62P-Expression auf Plattchen
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(Abb3.24) allerdings starker induzierbar als bei Patienten mit echoarmen
Stenosen (p<0.05). Zwischen Patienten mit echoreichen Stenosen und
Kontrollprobanden und Patienten mit echoarmen und echoreichen Stenosen

bestand kein signifikanter Unterschied.
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— H ex vivo
L 80
p 0.3 U/ml
% 70 1 P <0.05 | Thrombin
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P <0.001 P <0.01 P <0.001

Abb. 3.25 : Thrombospondinbindung an Patienten mit echoarmen (n=21) und echoreichen
(n=10) Stenosen und gesunden Kontrollprobanden (n=30) ex vivo und aktiviert mit 0.3 U/ml
Thrombin.

3.9.2 Thrombin - induzierte “Dense-bodies* - Sekretion

Die CD63-Expression auf Plattchen war ebenfalls bei Patienten mit echoarmen
und echoreichen Stenosen durch den Agonisten Thrombin signifikant
steigerbar. Nach Aktivierung mit 0.3 U/ml Thrombin liel3 sich bei den Probanden
eine signifikant hohere CD63-Expression auf Plattchen gegenuber Patienten mit
echoarmen Stenosen induzieren. Gegenuber Patienten mit echoreichen

Stenosen und Probanden bestand dieser Unterschied nicht. Auch zwischen
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Patienten mit echoarmen und echoreichen Stenosen bestand kein signifikanter
Unterschied in der Prasentation des Glykoproteins CD63 auf der
Plattchenoberflache nach 0.3 U/ml Thrombinstimulierung (Abb 3.26).

300 - H ex vivo
0.3 U/ml Thrombin
250 -

200

150

100

CD63-Expression auf Plattchen [rel.E.]
3

echoarm echoreich Probanden

P <0.001 P <0.01 P <0.001

Abb. 3.26 : CDG63-Expression auf Plattichen bei Patienten mit echoarmen (n= 18) und
echoreichen (n= 11) Stenosen und bei gesunden Kontrollprobanden (n=30) ex vivo und aktiviert
mit 0,3 U/ml Thrombin.

3.10 Leukozytenaktivierungsstatus bei Patienten mit echo-
armen und echoreichen Stenosen und bei gesunden Kontroll-
probanden ex vivo

In dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass bei dem gesamten
Patientenpotential ex vivo eine signifkant erhdhte CD11b-Expression und

Thrombospondinbindung auf Monozyten im Vergleich zu Kontrollprobanden im
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peripheren Blut nachweisbar war. Fur die PMNL konnte nachgewiesen werden,
dall die CD11b-Epression bei Patienten im Vergleich zu Kontrollprobanden
signifikant erhoht war. Der Leukozytenaktivierungsstatus wurde im weiteren
auch zwischen Patienten mit echoarmen und echoreichen Stenosen und

Kontrollpersonen verglichen.

3.10.1 Thrombospondin-1-Bindung an Leukozyten

Bei einem Vergleich zwischen der Thrombospondinbindung an Leukozyten ex
vivo fiel auf, dass eine signifikant hohere Thrombospondin-1-Bindung an
Monozyten bei Patienten mit echoarmen Stenosen vorlag gegenuber Patienten
mit echoreichen Stenosen (p< 0.01) sowie gegenuber gesunden
Kontrollprobanden (p< 0.001). Patienten mit echoreichen Stenosen wiesen ex
vivo jedoch keine signifikant hdhere Rate thrombospondin-positiver Monozyten

gegenuber Kontrollprobanden auf.
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Abb. 3.27 : Thrombospondinpositive Monozyten bei Patienten mit echoarmen (n= 20) und
echoreichen (n=10) Stenosen und bei Kontrollprobanden (n=30) ex vivo.
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Bei der Thrombospondinbindung auf PMNL zeigten sich anders als bei
Thrombospondinbindung an Monozyten ex vivo kein signifikanten Unterschiede
zwischen Patienten mit echoarmen wund echoreichen Stenosen und

Kontrollprobanden.
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Abb.3.28. : Thrombospondinbindung an PMNL bei Patienten mit echoarmen (n= 21) und
echoreichen (n=10) und Kontrollprobanden (n=30).

3.10.2 CD11b-Expression auf Leukozyten

Bei dem Gesamtpotential der untersuchten Patienten mit mittel- bis
hochgradigen arteriosklerotischen Stenosen der hirnversorgenden Arterien
hatte sich gezeigt, da® die CD11b-Expression auf Monozyten und auf PMNL ex
vivo signifikant erhéht gegentber den Probanden war.
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Abb. 3.29 : CD11b-Expression auf Monozyten bei Patienten mit echoarmen (n= 18) und
echoreichen (n=11) Stenosen und bei Kontrollprobanden (n=30).

Ein Vergleich zwischen Patienten mit echoarmen und echoreichen Stenosen
und Kontrollprobanden zeigte, dass die CD11b-Expression bei Patienten mit
echoarmen Stenosen gegenlber Probanden signifikant erhéht war, wahrend
zwischen Patienten mit echoarmen und echoreichen Stenosen sowie zwischen
Patienten mit echoreichen Stenosen und Probanden kein signifikanter

Unterschied bestand.

Die CD11b-Expression auf PMNL war ex vivo wie die CD11b-Expression auf
Monozyten bei Patienten mit echoarmen Stenosen signifikant hoher als bei
Kontrollprobanden. Zwischen Patienten mit echoreichen Stenosen und
Kontrollprobanden sowie zwischen Patienten mit echoarmen und echoreichen
Stenosen bestand ebenfalls kein signifikanter Unterschied in der
Oberflachenprasentation des Markers CD11b auf PMNL ex vivo.
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Abb.3.30 : CD11b-Expression auf PMNL bei Patienten mit echoarmen (18) und echoreichen
(11) Stenosen und Kontrollprobanden (30) ex vivo.

3.11 Thrombin-induzierte Leukozytenaktivierung in vitro bei
Patienten mit echoarmen und echoreichen Stenosen und bei
gesunden Kontrollprobanden

Die in Kap. 3.10 dargestellten Untersuchungen zum
Leukozytenaktivierungsstatus ex vivo anhand der Thrombospondinbindung an
Leukozyten und der CD11b-Expression auf Leukozyten bei Patienten mit
echoarmen und echoreichen Stenosen und Kontrollprobanden hatte bereits
einen erhohten Leukozytenaktivierungsstatus bei Patienten mit echoarmen
Stenosen im Vergleich zu Probanden gezeigt. Im weiteren wurde in dieser
Arbeit auch die Induzierbarkeit der beschriebenen Adhasionsmolekile auf
Leukozyten durch Thrombin bei Patienten mit echoarmen und echoreichen

Stenosen und Kontrollprobanden bestimmt und verglichen.
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3.11.1 Thrombin-induzierte Thrombospondin-1- Bindung an Leukozyten

Sowohl bei den Patienten mit echoarmen wie auch bei Patienten mit
echoreichen Stenosen war die Thrombospondinbindung an Monozyten durch
Thrombin signifikant induzierbar. Dabei war die Induzierbarkeit der Rate
thrombospondinpositiver Monozyten durch 0.3 U/ml Thrombinstimulierung

zwischen den einzelnen Gruppen vergleichbar vergleichbar hoch (~50%).

H ex vivo
n.s.
100 -
E10.3 U/ml
90 - Thrombin

%

/
/
.

A

TSP-1-positive Monozyten [%]

(I (I (I
P<0.001 P<0.001 P <0.001

echoarm echoreich Probanden

Abb. 3.31 : Thrombospondinbindung an Monozyten bei Patienten mit echoarmen (n=20) und
echoreichen (n=10) Stenosen und gesunden Kontrollprobanden (n=30) ex vivo und aktiviert mit
0.3 U/ml Thrombin.

Bei der Thrombospondinbindung an PMNL lie3 sich ebenfalls eine signifikante
Induzierbarkeit durch Thrombin nachweisen, die bei Patienten mit echoarmen
Stenosen, Patienten mit echoreichen Stenosen und Kontrollprobanden
vergleichbar hoch war (21-25%).
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Abb.3.32 : Thrombospondinbindung an PMNL bei Patienten mit echoarmen (n=21) und
echoreichen (n=10) und bei gesunden Kontrollprobanden (n=30) ex vivo und aktiviert mit 0.3
U/ml Thrombin.

3.11.2 Thrombin-induzierte CD11b - Expression auf Leukozyten

Auch die CD11b-Expression auf Monozyten war sowohl bei den Patienten mit
echoarmen als auchden Patienten mit echoreichen Stenosen durch Aktivierung
mit 0.3 U/ml Thrombin signifikant induzierbar. Die durch Thrombin induzierbare
CD11b-Expression unterschied sich dabei zwischen den einzelnen Gruppen

nicht signifikant.
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Abb. 3.33 : CD11b-Expression auf Monozyten bei Patienten mit echoarmen (n= 18) und
echoreichen (n=11) Stenosen und bei gesunden Kontrollprobanden (n=30) ex vivo und aktiviert
mit 0.3 U/ml Thrombin.

Die CD11b-Expression auf PMNL war ebenso wie die CD11b-Expression auf
Monozyten (Abb.3.33) bei Patienten mit echoarmen und echoreichen Stenosen
signifikant durch Thrombin induzierbar. Im Vergleich zu den Patienten mit
echoarmen Stenosen war die CD11b-Expression auf PMNL bei den Probanden
héher induzierbar (p<0.05), (Abb. 3.34, Seite 78). Dieser Unterschied war
zwischen Patienten mit echoreichen Stenosen und Probanden nicht zu

beobachten.
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Abb. 3.34 : CD11b-Expression auf PMNL bei Patienten mit echoarmen (n=18) und echoreichen

(n=10) Stenosen und bei gesunden Kontrollprobanden (n=30). Ex vivo und aktiviert mit 0.3 U/ml
Thrombin.
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3.12 Leukozyten-Plédttchen-Assoziate bei Patienten mit
echoarmen, echoreichen Stenosen und bei gesunden
Kontrollprobanden ex vivo

Bei den Patienten mit echoarmen Stenosen wurde ex vivo eine signifikant
hohere Plattchenbindung an Monozyten gegenuber Patienten mit echoreichen

Stenosen und Probanden gemessen.
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Abb.3.35 : Plattchenbindung an Monozyten bei Patienten mit echoarmen (n=22) und
echoreichen (n=11) Stenosen und gesunden Kontrollprobanden (n=30) ex vivo.

Die hohere Plattchenbindung an Monozyten war gegenuber den
Kontrollprobanden (p< 0.001) deutlicher als gegenuber den Patienten mit
echoreichen Stenosen (p< 0.05). Der mit Blutplattchen assoziierte Anteil an
Monozyten war auch bei Patienten mit echoreichen Stenosen ex vivo signifikant

hoher als bei den Kontrollprobanden (p< 0.01).
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Die Anzahl plattchenpositiver PMNL lag ex vivo ebenfalls bei Patienten mit
echoarmen Stenosen prozentuell héher als bei Patienten mit echoreichen
Stenosen und Probanden. Die Plattchenbindung an PMNL war bei Patienten
mit echoarmen Stenosen im Vergleich zu Probanden signifikant hoher war
(p<0.05). Gegenluber Patienten mit echoreichen Stenosen war die
Plattchenbindung an PMNL bei Patienten mit echoarmen Stenosen anders als

bei der Plattchenbindung an Monozyten nicht mehr signifikant erhoht.
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Abb. 3.36 : Plattchenbindung an PMNL bei Patienten mit echoarmen (n=22) und echoreichen
(n=11) Stenosen und bei gesunden Kontrollprobanden (n=30) ex vivo.

3.13. Thrombininduzierte Leukozyten -Thrombozyten —
Assoziatbildung bei Patienten mit echoarmen, echoreichen
Stenosen und bei gesunden Kontrollprobanden in vitro

Die Plattchenbindung an Monozyten war sowohl bei Patienten mit echoreichen
als auch bei Patienten mit echoarmen Stenosen induzierbar. Bei Patienten mit
echoarmen Stenosen, bei denen bereits ex vivo eine signifikant héhere

Plattchenbindung an Monozyten gegenuber Patienten mit echoarmen und
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echoreichen Stenosen vorlag, war die Plattchenbindung an Monozyten durch
Thrombin deutlich weniger induzierbar (p< 0.05) als bei Patienten mit

echoreichen Stenosen (p< 0.01) und bei Kontrollprobanden (p< 0.001).

Die Plattchenbindung an Monozyten war auch nach Aktivierung mit 0.3 U/ml
Trombin bei Patienten mit echoarmen Stenosen, wie bereits ex vivo
nachweisbar, signifikant hoher als bei Patienten mit echoreichen Stenosen und
Kontrollprobanden. Zwischen den Kontrollprobanden und den Patienten mit
echoreichen Stenosen bestand keine signifikante Differenz in  der

Plattchenbindung an Monozyten nach Thrombinaktivierung.

100
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echoarm echoreich Probanden

I | I |

P<0.05 P<0.01 P<0.001

Abb.3.37: Plattchenbindung an Monozyten bei Patienten (n=62) und Kontrollprobanden (n=30)
ex vivo und aktiviert mit 0.3 U/ml Thrombin.

Bei der Plattchenbindung an PMNL konnte die Assoziationsrate ebenfalls durch
Thrombin bei Patienten mit echoreichen und echoarmen Stenosen weiter
induziert werden. Bei Patienten mit echoarmen Stenosen, bei denen ex vivo

bereits eine signifikant erhohte Plattchenbindung an PMNL nachgewiesen
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werden konnte, war die Thrombin-induzierte Plattchenbindung an PMNL
deutlich weniger steigerbar (p< 0.05) als bei Patienten mit echoreichen

Stenosen (p< 0.01) und Kontrollprobanden (p< 0.001).

Die Induzierbarkeit der Plattchenbindung an PMNL war bei Patienten mit
echoarmen Stenosen im Gegensatz zu der Plattchenbindung an Monozyten
nicht hoher als bei Probanden. Insgesamt liel3 sich eine vergleichbar hohe
Menge an plattchentragenden PMNL bei Patienten mit echoarmen Stenosen

wie bei Patienten mit echoreichen Stenosen und Kontrollprobanden induzieren.

100 - ®ex vivo
n.s.
90 - 2 0.3 U/ml
80 - | Thrombin

Plattchenpositive PMNL [%]
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P<0.01 P<0.01 P<0.001

Abb. 3.38 : Thrombin-induzierte Plattchenbindung an PMNL bei Patienten mit echoarmen
(n=22) und echoreichen (n=11) Stenosen und bei gesunden Kontrollprobanden (n=30).
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3.14 Korrelation zwischen dem Stenosegrad und Leukozyten-
Thrombozyten-Assoziaten bzw. Funktionsproteinen auf
Leukozyten und Thrombozyten

An arteriosklerotischen Plaques im Gefallsystem kommt es durch entzindlich
arteriosklerotische Aktivierungsprozesse zur Plattchen und

Leukozytenaktivierung.

In dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden, da® bei Patienten mit
arteriosklerotischen Stenosen der hirnversorgenden Arterien im Vergleich zu
Kontrollprobanden ex vivo eine signifikant héhere Thrombospondinbindung an
Monozyten und PMNL und CD11b-Expression auf Monozyten und PMNL im
peripheren Blut vorlagen.

Bei der Untersuchung des Thrombozytenaktivierungsstatus konnte keine
erhdohte Exprimierung der Funktionsproteine CD62, CD63 auf Plattchen und
Thrombospondin an Plattchen nachgewiesen werden, es zeigte sich allerdings

eine verminderte Induzierbarkeit dieser Parameter durch Thrombin.

In bisherigen Studien konnte bei Patienten mit arteriosklerotischen Stenosen
der hirnversorgenden Arterien kein direkter Zusammenhang zwischen dem
Stenosegrad und dem Risiko fur ischamische Ereignisse ipsilateral der Stenose
nachgewiesen werden. Es zeigte sich aber ein erhdhtes Risiko flr
kontralaterale ischamische Ereignisse. In dieser Arbeit wurde bei allen
Patienten auch der Einflull des sonographisch bestimmten Stenosegrades der
arteriosklerotischen Verengungen auf die Detektion der Plattchen-Leukozyten-
Assoziate und der Funktionsproteine auf Plattchen und Leukozyten im
peripheren Blut untersucht. Es wurden alle Patienten, bei denen der

Stenosegrad bestimmbar war in die Berechnung eingeschlossen.



84

Tab 3.5: Korrelation zwischen dem Stenosegrad und Leukozyten-Pléttchen-
Assoziaten bzw. Funktionsproteinen auf Leukozyten und Pléattchen,
Korrelationskoeffizient R:

Korrelations | Plattchenbin - | Plattchenbin - | TSP-1-Bind - | CD11b-Expres- | CD11b- Ex-

koeffizient R | dung an dung an PMNL | dung an Mono - | sion auf Mono- | pression auf

Monozyten zyten zyten PMNL
Stenose- 0.073 0.2 -0.17 0.08 0.02
grad

Korrelations | TSP -1- Bin - | TSP-1- Bind- CD62-Expres - | CD63-Expres -

koeffizient R | dung an dung an PIatt - | sion auf Platt - | sion auf Platt -

PMNL hen chen chen
Stenose- -0.18 0.03 0.002 0.001
grad

Die Tabelle 3.5 zeigt, dal® keine positive Korrelation zwischen dem Stenosegrad
bei Patienten mit mittel- bis hochgradigen arteriosklerotischen Stenosen der
hirnversorgenden Arterien und der Expression von Funktionsproteinen auf
Plattchen- und Leukozyten sowie der Leukozyten-Plattchen-Assoziationsrate im

peripheren Blut nachweisbar war.

3.15 Korrelation zwischen der Maximalgeschwindigkeit
(Vsyst.max.) an der Stenose und Leukozyten-Thrombozyten-
Assoziaten bzw. Funktionsproteinen auf Leukozyten und
Thrombozyten

Durch FluBbeschleunigungen im Gefaldsystem sind die Zellen einem erhdhten
Sherstress ausgesetzt. Die Maximalgeschwindigkeit an der Stenose korreliert

mit dem Sherstress, dem die Zellen in dem Gefallabschnitt ausgesetzt sind.
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Durch einen erhéhten Sherstress kann es zur Plattchenaktivierung und damit
auch zur Rekrutierung und Aktivierung der Leukozyten kommen. Es wurde in
dieser Arbeit auch ein Zusammenhang zwischen dem Parameter der
Maximalgeschwindigkeit an der Stenose (Vsyst. max.) und der Expression und
Bindung von Funktionsproteinen auf der Zelloberflache und der Assoziatbildung

zwischen Plattchen und Leukozyten im peripheren Blut untersucht.

Tab 3.6 : Korrelation zwischen Maximalgeschwindigkeit (Vsyst.max.) an der
Stenose und Leukozyten-Pléattchen-Assoziaten bzw. Funktionsproteinen auf
Leukozyten und Plattchen, Korrelationskoeffizient R:

Korrelations - | Plattchen- Plattchen- TSP-1-Bin - | CD11b-Expres- | CD11b-Expres-
koeffizienz R | bindung an bindung an dung an sion auf Mono- | sion auf PMNL
Monozyten PMNL Monozyten zyten
Vsyst. -0.28 0.12 -0.19 0.09 0.15
max.
Korrelations- | TSP-1- Bin- TSP-1-Bind | CD62-Expres- | CD63-Expres-
koeffizient R | dung an dung an Platt- | sion auf Platt- | sion auf Platt-
PMNL chen - chen chen
Vsyst. 0.01 0.06 <0.01 -0.09
max.

Ebenso wie bei der Korrelation zwischen dem Stenosegrad und einzelnen
Parametern auf singularen Zellen und der Assoziatbildung ergab sich keine

positive  Korrelation zwischen der an der Stenose gemessenen

Maximalgeschwindigkeit und den einzelnen gemessenen Parametern (Tab.3.6).
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3.16 Follow-up (Prospektive Untersuchung) der Patienten

54 von den insgesamt 62 Patienten mit mittel- bis hochgradigen Stenosen der
hirnversorgenden Arterien konnten prospektiv untersucht werden. Da die
Patienten Uber einen Zeitraum von 2 1/2 Jahren in die Studie eingegliedert
worden waren, wurden die einzelnen Patienten Uber einen unterschiedlich
langen Zeitraum von jeweils einem halben bis zu 3 Jahren longitudinal
untersucht. Die Patienten kamen entweder zu Routinekontrollen in die
Neurologische Poliklinik oder wurden elektivim Rahmen der Studie einbestellt.
Die aktuellen Ultraschallergebnisse wurden mit den vorherigen verglichen, so
dald eine Progredienz der Stenose, eine Veranderung der Echogenitat oder das
Auftreten neuer arteriosklerotischer Plaques dokumentiert werden konnte.
Ferner wurden die Patienten anamnestisch befragt und neurologisch
untersucht. Es wurde nach Hinweisen fir einen flichtigen Insult oder
manifesten Insult gefragt und gezielt untersucht. Zum Teil kamen Patienten
aufgrund von akuten Symptomen in die Klinik und es wurden entsprechend
Computertomographie — und Kernspintomographische Untersuchungen
durchgefuhrt. Bei 4 Patienten zeigte sich eine Progredienz der Stenosen. 4
Patienten sind in dem bisherigen Untersuchungszeitraum  neurologisch
symptomatisch geworden, 3 Patienten davon erlitten eine flichtigen
thromboembolischen Insult und bei 1 Patienten ereignete sich ein manifester

thromboembolischer Insult.

Die durchfluBzytometrisch detektierten Funktionsproteine auf Plattchen und
Leukozyten und die Plattchenbindung an Leukozyten wurden in dieser Arbeit
bei Patienten mit Progredienz der arteriosklerotischen GefalRkrankheit bzw.

symptomatischen Patienten mit denen der Kontrollprobanden verglichen.
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Tab. 3.7 : Bindung und Expression von Funktionsproteinen auf Plattchen und
Leukozyten sowie Plattchenbindung an Leukozyten ex vivo und nach
Aktivierung mit 0.3 U/ml Thrombin bei Patienten mit einer Progredienz der
Stenose. Vergleich mit den Mittelwerten bei Kontrollprobanden

Plattchenpo - | Plattchen - CD11b-Expres- | CD11b-Expres- | TSP-1-positive
sitive Mono - | positive sion auf Mono - | sion auf PMNL | Monozyten [%]
zyten [%] PMNL [%] zyten [rel.E.] [rel.E.]
Thrombin 0; 0.3U/ml| 0;03U/ml| 0 ; 0.3U/ml 0 ; 0.3U/ml 0;0.3U/ml
Pat. 1 51,4; 46,4 12,4 ; 15,8 51,8 ; 58,3 8,7 ;78 23 ; 20,8
Pat. 2 73 ;72 42 ; 40 55,7 ; 58,3 14,7 ;17 16 ; 18
Pat. 3 78,6 ; 60 92,8; 74,8 441 ; 124 14,8 ; 33,7 32,5; 33
Pat. 4 25,8 ; 43,8 14,4 ; 49,4 61,5 ; 146 9,6 ; 36,8 18,6 ; 26,8
Proban- 14 ; 39,8 15 ; 447 38 ;170.8 8,2 ; 39 9,6 ; 50,2
den (n=30)
TSP-1-posi- | TSP-1-Bin - CD62P-Expres- | CD63-Expres-
tive PMNL | dung an PIatt- | sion auf Platt- | sion auf Platt-
[%] chen [rel.E] chen [rel.E.] chen [rel.E.]
Thrombin 0;0.3U/ml | 0; 0.3U/ml | 0; 0.3U/ml 0 ; 0.3U/ml
Pat. 1 2,7 ; 3,2 2 ;22 28 ; 3,3 74 ;76
Pat. 2 20 ; 16 32 ; 4,1 39 ;43 59 ;6
Pat. 3 33 ; 30 2,7 ; 20 6,3 ;21,9 9,6 ;30
Pat. 4 9,7 ; 239 (2,6 ; 43,3 6 ;69,8 11,3;70
Proban- 95 ; 281 |96 ; 32,7 4,4 ;56,5 7,8 ;116,3
den (n=30)

Bei Patienten, bei denen es zu einer Progredienz der Stenose gekommen wairr,

lag im Vergleich zu dem Durchschnittswert bei Probanden (14 %) eine hohe

Rate plattchenpositiver (57 %) Monozyten vor, die mit Ausnahme von Pat. 4

durch Thrombinstimulierung nicht mehr steigerbar war. Bei Patient 2 und Pat 3

war auch die Plattchenbindung an PMNL im Vergleich zum Durchschnittswert
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bei Kontrollprobanden (15 %) stark erhéht und nicht mehr weiter durch
Thrombin induzierbar. Bei Pat.1 war die Plattchenbindung an PMNL zwar nicht

erhoht, aber nicht mehr durch Thrombin induzierbar.

Die Thrombospondinbindung auf Monozyten und PMNL war bei den Pat 1 und
2 ex vivo nicht héher verglichen mit dem Durchschnittswerten (Monozyten 14%;
PMNL 9,5%) bei Kontrollprobanden, aber nicht mehr weiter durch Thrombin
stimulierbar. Die CD62P- und —-CD63-Expression auf Plattchen sowie die
Thrombospondinbindung auf Plattchen war bei den Patienten 1 und 2 ebenfalls
ex vivo nicht deutlich erhéht gegenlber Kontrollprobanden (CD62-Expression
4.4 rel.E.; Thrombospondinbindung 9,6 rel. E.; CD63-Expression 7,8 rel E.),

aber ebenfalls nicht durch Thrombin stimulierbar.

Bei Pat.3 war neben der Plattchenbindung an Monozyten und — PMNL auch die
Thrombospondinbindung an Monozyten (32,5%) und die
Thrombospondinbindung an PMNL (33 %) relativ erhoht verglichen mit den ex
vivo-Werten der Kontrollprobanden (Thrombospondinpositive Monozyten 9,6 %,
Thrombospondinpositive PMNL 9,5 %). Eine weitere Thrombospondinbindung

an Monozyten und PMNL liel3 sich durch Thrombin nicht weiter induzieren.

Sowohl bei Pat. 3 als auch bei Pat. 4 war die CD11b-Expression auf Monozyten
und PMNL vergleichbar mit den mittleren Werte bei den Probanden (CD11b-
Expression auf Monozyten 38 rel.E., CD11b —Expression auf PMNL 8,2 rel.E.)
und in vergleichbarem MalRe wie bei den Probanden durch Thrombin
stimulierbar. Auch die CD62P -und CD63-Expression sowie die
Thrombospondinbindung auf Plattchen war bei Pat. 3 und Pat. ex vivo
vergleichbar nachweisbar wie bei den Probanden (CD62-Expression 4,4 rel.E.;
Thrombospondinbindung 9,6 rel. E.; CD63-Expression 7,8 rel E.) Im Vergleich
zu den Kontrollprobanden waren die Funktionsproteine auf Blutplatichen

gleichermal3en durch Thrombin weiter induzierbar.
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3.16.2 Patienten mit thromboembolischen fliichtigen Insult

Tab. 3.8: Bindung und Expression von Funktionsproteinen auf Pléttchen und

Leukozyten sowie Plattchenbindung an Leukozyten ex vivo und nach

Aktivierung mit 0.3 U/ml Thrombin bei Patienten mit einem thrombembolischen

fliichtigen Insult

Plattchenposi- | Plattchenpositi- | CD11b-Expres- | CD11b-Expres- | TSP-1-positive
tive Mono - ve PMNL [%] sion auf Mono- | sion auf PMNL | Monozyten [%]
zyten [%] zyten [rel.E.] [rel.E.]
Thrombin | 0 ; 0.3U/ml |0 ; 0.3 U/ml 0 ; 0.3U/ml 0 ; 0.3U/mi 0 ; 0.3U/mi
Pat. 1 13,2 ; 12 314 ; 33 28,6 ; 74,3 9,6 ; 18,8 12,2 ; 40
Pat. 2 48 ; 46 224 ; 22 441 ; 117 14,7 ; 15 48 ; 45
Pat. 3 23,7; 12,5 15,6 ; 11,6 - - 22 ; 84
Proban—- |14 ; 39,8 15 ; 47 38 ;170.8 8,2 ; 39 9,6 ; 50,2
den (n=30)
TSP-1- TSP-1-Bin — CD62P-Expres - | CD63-Expres-
positive dung an PIatt- | sion auf Platt - sion auf Platt —
PMNL [%] chen [rel.E] chen [rel.E.] chen [rel.E.]
Thrombin 0 ; 0.3U/ml 0 ; 0.3U/ml 0:; 0.3U/ml 0 ; 0.3U/ml
Pat. 1 14 21,5 28 ; 16,1 57 ; 15,1 11,8 ; 36,8
Pat. 2 14 ; 11 34 ; 35 6,2 ; 6,7 58 ;6
Pat. 3 6,4 8,9 28 ; 3 55; 5,8 -
Proban—- |9,5 ; 28,1 9,6 ; 32,7 44 ; 56,5 78 ;116,3
den (n=30)

Bei Pat 2 lag die Plattchenbindung an Monozyten mit 48 % deutlich Gber dem

Durchschnittswert bei Kontrollprobanden (14%), bei den Pat 1 und 3 war die

Plattchenbindung an Monozyten gegenuber den Kontrollpersonen nicht erhoht.
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Die Plattchenbindung an PMNL war bei Pat 1 (31,4%) erhdht gegenuber dem
Durchschnittswert bei Kontrollprobanden (15%), wahrend bei Pat 2 und 3 die
Plattchenbindung an PMNL im Bereich der Standardabweichung bei
Kontrollpersonen lag. Die Thrombospondinbindung an Monozyten war bei Pat 2
deutlich héher ( 48%) als der Durchschnittswert bei Kontrollprobanden (9,6%),
bei Pat 1 und 3 lag dieser Wert im Bereich der Standardabweichung bei
Kontrollpersonen. Die CD11b-Expression konnte nur bei Pat 1 und 2 gemessen
werden und lag bei beiden Patienten im Bereich der Durchschnittswerte bei
Kontrollprobanden (38 rel.E.), ebenso die CD11b-Expression auf PMNL. Die
Thrombospondinbindung an Plattchen sowie die CD62P bzw. CD63 -
Expression auf Plattchen lag bei allen drei Patienten im Bereich des
Durchschnittswertes bei Kontrollprobanden (CD62-Expression 4.4;
Thrombospondinbindung 9,6; CD63-Expression 7,8).

Bei allen drei Patienten, die einen thromboembolischen Insult erlitten hatten,
war die Plattchenbindung an Monozyten und an PMNL durch Thrombin nicht
weiter stimulierbar.

Die CD11b-Expression auf Monozyten und PMNL war allerdings im Vergleich
zu Probanden nicht erhoht, dagegen aber weiter induzierbar. Bei dem Pat. 3
waren alle gemessenen ex vivo-Werte der Plattchenbindung an Monozyten-
und PMNL sowie die Funktionsproteine auf Plattchen und Leukozyten im
Vergleich zu den Mittelwerten bei Kontrollprobanden nicht erhoht, aber nicht

mehr weiter durch Thrombin induzierbar.
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3.16.3 Patient mit manifestem thrombembolischen Insult

Tab. 3.9: Bindung und Expression von Funktionsproteinen auf Pléttchen und
Leukozyten sowie Plattchenbindung an Leukozyten ex vivo und nach
Aktivierung mit 0.3 U/ml Thrombin bei Patienten mit einem thrombembolischen
fliichtigen Insult.

Plattchenposi - | Plattchenpositi - | CD11b-Expres- | CD11b-Expres- | TSP-1-positive
tive Monozyten | ve PMNL [%] sion auf Mono- | sion auf PMNL | Monozyten [%]
[%] zyten [rel.E.] [rel.E.]
Thrombin| 0 ; 0.3U/ml | 0; 0.3 U/ml 0 ; 0.3U/mi 0;03Uml |0 ; 0.3U/ml
Pat. 26,8; 24,4 12,6 ; 9,8 - - 68 ; 60
Proban- |14 ; 39,8 15 ;447 38 ; 170.8 8,2 ; 39 9,6 ; 50,2
den
(n=30)
TSP-1- TSP-1-Bindung | CD62P-Expres- | CD63-Expres-
positive an Plattchen sion auf Platt- | sion auf Platt-
PMNL [%] [rel.E] chen [rel.E.] chen [rel.E.]
Thrombin| 0 ; 0.3U/ml| 0 ; 0.3 U/ml 0 ;0.3U/ml 0 ; 0.3 U/ml
Pat. 72 ;93 24 ;28 25 ;28 3,3 ; 3.2
Proban- 9,5 ; 28,1 9,6 ; 32,7 4,4 ; 56,5 7,8 ;116,3
den
(n=30)

Bei dem Patienten mit manifestem thromboembolischen Insult fiel ex vivo eine
signifikant hohere Plattchenbindung (26,8 %) an Monozyten im Vergleich zum
bei (14%) Die

Thrombospondinbindung an Monozyten lag mit 68 % deutlich héher als im

Durchschnittswert Kontrollprobanden auf.

Durchschnitt bei den Kontrollprobanden (9,6 %). Hierbei korrelierte die erhohte

Monozyten-Plattchenbindung mit einer erhoht nachweisbaren
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Thrombospondinbindung auf Monozyten. Die Thrombospondinbindung an
PMNL, die Thrombospondinbindung an Platichen, sowie die CD62P bzw.
CD63-Expression auf Plattchen lag im Bereich des Durchschnittswertes bei
Kontrollprobanden. Die CD11b-Expression auf Monozyten- und PMNL war bei
diesem Patienten nicht mel3bar gewesen. Alle gemessenen Parameter
(Plattchenbindung an Monozyten und PMNL, Thrombospondinbindung an
Monozyten und PMNL, Thrombospondinbindung an Plattchen, CD62P-und
CD63- Expression auf Plattchen) waren durch Thrombin nicht mehr weiter

steigerbar.



