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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 Gefäßkreislauf sind u.a. Blutplättchen an 

der Pathophysiologie der arteriosklerotischen Plaquebildung beteiligt. 

Blutplättchen sind dabei zum einen Bestandteile arteriosklerotischer Plaques, 

zum anderen werden Plättchen an der thrombogenen Oberfläche 

arteriosklerotischer Plaques aktiviert. Durch Aggregation aktivierter Plättchen 

kann es zur Thrombusbildung kommen (Marcus et al, 1990). Wird ein 

Thrombus an arteriosklerotischen Stenosen der hirnversorgenden Arterien mit 

dem Blutfluss in ein nachgeschalteten Gefäß im Hirnkreislauf verschleppt, kann 

es zu einem Gefäßverschluß und damit zu einem arterio-arteriellen Schlagabfall 

kommen (Thrombembolie), (Poeck, 1998). Eine erhöhte Plättchenaktivierung  

an arteriosklerotischen Stenosen der hirnversorgenden Arterien wird daher als 

ursächlicher Faktor für das Auftreten eines akuten thrombotischen oder 

thrombembolischen Ereignisses (Schlaganfall, flüchtiger Schlaganfall) bei 

Patienten angenommen (Smith, 1999).  

 

Aus diesem Grunde werden in der klinischen Praxis zur Sekundärprophylaxe 

eines Schlaganfalls bei Patienten mit arteriosklerotischen Stenosen der 

hirnversorgenden Arterien plättchenhemmende Medikamente (ASS, 

Clopidogrel, Dipyramidol) eingesetzt. Studien haben z.B. gezeigt, dass eine 

intensive Plättchenhemmung durch eine Kombination von ASS und Dipyramidol 

in der Sekundärprophylaxe nach einem arterio-arteriellen Schlaganfall bei 

diesen Patienten das Risiko für ein erneutes Ereignis signifikant reduziert (del 

Zoppo, 1998). In dieser Arbeit wurde die Plättchenaktivierung und die 

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

peripheren Blut bestimmt.  

 

Eine Plättchenaktvierung läßt sich u.a. durch den Nachweis 

aktivierungsabhängig auf der Zelloberfläche präsentierter Marker nachweisen. 

In dieser Arbeit wurden als Aktivierungsmarker die Glykoproteine P-Selektin 

(CD62P), Thrombospondin-1 und CD63 auf der Plättchenoberfläche 

durchflußzytometrisch bestimmt. P-Selektin (CD62P) wird in vielen Studien als 

gebräuchlicher Aktivierungsmarker für Plättchen verwendet. Sowohl P-Selektin 

als auch Thrombospondin-1 sind darüberhinaus wichtige Bindungsproteine 

zwischen Plättchen und der Gefäßwand bzw. zwischen Plättchen 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 

ischämischen cerebralen Insult z.B. eine Plättchenaktivierung anhand einer 

erhöhten P-Selektin-Expression auf der Plättchenoberfläche im peripheren Blut 

nach. Auch K. Jurk konnte in unserem Labor bei Patienten mit akutem 

cerebralen Insult eine signifikant erhöhte Präsentation 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 Plättchenaktivierungsstatus 

als Risikofaktor bei asymptomatischen Patienten mit arteriosklerotischen 

Stenosen zu gesunden Kontrollprobanden wurden die genannten 

Aktivierungsmarker auf der Plättchenoberfläche mittels der Durchflußzytometrie 

quantitativ bestimmt. Zum einen wurde die Plättchenaktivierung bei Patienten 

und Kontrollprobanden ex vivo gemessen. Zum anderen wurde mit dieser 

Methode auch die Aktivierbarkeit der Plättchen bei Patienten und 

Kontrollprobanden in vitro mittels Thrombinstimulierung, die bei 

arteriosklerotischen und thrombotischen Prozessen zur Zellaktivierung führt, 

gemessen.  
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Eine erhöhte Plättchenaktivität bei Patienten mit mittel- bis hochgradigen 

arteriosklerotischen Stenosen der hirnversorgenden Arterien gegenüber 

gesunden Kontrollprobanden ließ sich in dieser Arbeit mittels der Bestimmung 

der Aktivierungsmarker CD62P, CD63 und Thrombospondin-1 auf der 

Plättchenoberfläche nicht nachweisen (Abb. 3.1., 3.2). Demnach scheint es an 

der Oberfläche der stenosierenden arteriosklerotischen Plaques bei den 

untersuchten asymptomatischen Patienten nicht zu einer ausgeprägten 

Plättchenaktivierung zu kommen, die im peripheren Blut nachweisbar ist.  Die 

Plättchenaktivierung könnte allerdings auch durch die bei vielen Patienten 

vorliegende medikamentöse Prophylaxe (ASS, Ticlopidin) effektiv gehemmt 

sein und aus diesem Grunde nicht nachweisbar sein. 

 

Die in dieser Arbeit zur Bestimmung der Plättchenaktivierung herangezogenen 

Oberflächenproteine auf den Blutplättchen können in der Zirkulation allerdings 

auch enzymatisch abgespalten werden (Michelson, 1996, Lawler und Slayter, 

1987). Aufgrund dieses physiologischen Vorgangs könnten aktiviert vorliegende 

Plättchen mittels dieser Methode möglicherweise nicht erfaßt werden, da bei 

voraktivierten Plättchen die Glykoproteine bereits abgespalten wurden.  

 

Furman et al (1998) zeigten z.B. bei Patienten mit stabiler arteriosklerotischer 

koronarer Herzerkrankung, dass zirkulierende Blutplättchen 

aktivierungsabhängig zwar degranuliert vorliegen und ihre Aktivierungsmarker 

ausgeschüttet haben, aber so gut wie kein P-Selektin auf der 

Plättchenoberfläche nachweisbar war. Iwamoto et al (1995) konnten bei 

Patienten in der chronischen Phase nach einem Schlaganfall eine erhöhte 

Plättchenaktivität durch aktivierungsabhängige Sekretion der alpha-Granula das 

Protein β-Thromboglobulin im Blut nachweisen. Diese Parameter wurden in 

dieser Arbeit nicht bestimmt. Damit zeigt sich in dieser Methode eine 

Einschränkung in der Beurteilbarkeit der Plättchenaktivierung anhand der 

alleinigen durchflußzyometrischen Bestimmung der Aktivierungsmarker CD62P, 

CD63 und Thrombospondin-1 auf der Plättchenoberfläche.  
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K. Jurk konnte bei Patienten mit einem akuten arterio-arteriellen cerebralen 

Insult neben einer erhöhten P-Selektin-Präsentation in unserem Labor 

nachweisen, dass der spezifische Thrombinrezeptor PAR-1 auf Blutplättchen 

proteolytisch gespalten war und somit eine thrombinvermittelte 

Plättchenaktivierung in der Zirkulation stattgefunden hat (Jurk et al, 2004). Der 

Nachweis einer Plättchenaktivierung mittels dieser Methode war in dieser Arbeit 

bei asymtomatischen Patienten nicht durchgeführt worden und könnte in 

zukünftigen Untersuchungen auch als Nachweis einer thrombinvermittelten 

Plättchenaktivierung bei Patienten mit asymptomatischen arteriosklerotischen 

Prozessen herangezogen werden.  

 

Im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden zeigte sich in den durchgeführten 

Untersuchungen, dass die Blutplättchen 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 

könnte wie bereits zuvor diskutiert an der medikamentösen Plättchenhemmung 

liegen, die aufgrund der arteriosklerotischen Gefäßerkrankung von den meisten 

Patienten eingenommen wurden. Es könnte aber auch auf die bereits erwähnte 

Möglichkeit hindeuten, dass die Plättchen bereits im Gefäßkreislauf voraktiviert 

vorlagen und daher durch Thrombin weniger stimulierbar waren. Eine derartige 

Voraktivierung läßt sich nur mittels anderer Methoden, z.B. dem Nachweis 

eines gespaltenen PAR-1-Rezeptors auf Blutplättchen nachweisen.  

 

Bei den Patienten mit echoarmen und echoreichen Stenosen zeigte sich 

zusätzlich, dass die Blutplättchen bei Patienten mit echoarmen Stenosen 

deutlich weniger aktivierbar waren sowohl gegenüber Patienten mit echoreichen 

Stenosen (p<0.05) wie auch gegenüber Kontrollprobanden (p< 0.001), 

(Abb.3.24, 3.25, 3.26). Dieses Ergebnis könnte dafür sprechen, dass es bei 

asymptomatischen Patienten doch zu einer Plättchenaktivierung an den 

arteriosklerotischen Stenosen kommt. Somit könnte es aufgrund der geringeren 

Stimulierbarkeit und der größeren Refraktärität durch Voraktivierung der 
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Blutplättchen bei echoarmen Stenosen zu einer stärkeren Plättchenaktivierung 

an frischeren thrombotischen Plaques im Gefäßsystem als an umgebauten und 

verkalkten echoreichen Plaques zu kommen. Auch dieses Ergebnis müßte mit 

anderen Methoden zur Bestimmung der Plättchenaktivierung bestätigt werden. 

Da morphologisch echoarme Plaqueformationen als instabilere Plaques 

angesehen werden und eine erhöhte Gefahr für thrombembolische Ereignisse 

darstellen (Liapis, 2001, Mathiesen, 2001), könnte eine erhöhte 

Plättchenaktivierung 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 Gefäßsystem 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 können z.B. durch Sekretion 

proteolytischer Enzyme die Kollagenstruktur innerhalb eines 

arteriosklerotischen Plaques lysieren und eine erhöhte Instabilität induzieren. 

Kommt es dabei zu einer akuten Plaqueruptur, kann es an der prokoagulanten 

Oberfläche der arteriosklerotischen Stenosen zu einer Thrombusbildung 

kommen (Libby, 2001). Dabei werden nicht nur Blutplättchen aktiviert und 

aggregieren untereinander, sondern bilden auch Assoziate mit Leukozyten. 

Aktivierte Leukozyten triggern dabei sogar die Plättchenaktivierung und die 

Assoziatbildung und damit die Thrombusformation (Jungi, 1986).  
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Aktivierungsbedingt exprimieren Leukozyten unter anderem das 

Bindungsmolekül CD11b auf der Leukozytenoberfläche und binden 

Thrombospondin-1 auf ihrer Oberfläche zurück. Beide Proteine sind an 

physiologischen und pathophysiologischen Prozessen im Rahmen der 

Arteriosklerose und Thrombogenese beteiligt. Sie fungieren u.a. als 

Adhäsionsvermittler zwischen Blutplättchen und Leukozyten. Sowohl 

Thrombospondin- als auch CD11b-vermittelt kommt es zu einer wechselseitigen 

Aktivierung von Plättchen- und Leukozyten, wobei es durch 

Leukozytenaktivierung zu einer Sezernierung von Entzündungsmediatoren 

kommt, was wiederum die Plättchenaktivierung und Aggregation triggert (Loike 

et al, 1991, Libby, 2001).  

Eine erhöhte aktivierungsabhängige Expression dieser Proteine könnte somit 

ein erhöhtes Risiko für eine Progredienz der arteriosklerotischen Stenosierung 

bzw. für das Eintreten eines akuten thrombembolischen Ereignisses darstellen. 

CD11b stellt einen fundierten Aktivierungsmarker für Leukozyten dar (Mickelson 

et al, 1996), während Thrombospondin-1 als Aktivierungsmarker in bisherigen 

Studien nicht untersucht worden ist. Anhand des Nachweises beider 

aktivierungsabhängiger Funktionsproteine mittels Durchflußzytometrie 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 ließ sich eine signifikant 

erhöhte 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 Erhöhung 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 erhöhte 

Leukozytenaktivierung vorliegt. Wesentlich deutlicher als die PMNL waren 

dabei die Monozyten im Rahmen des chronisch entzündlichen Prozesses an 

den arteriosklerotischen Stenosen im peripheren Blut voraktiviert. Die Rate 

thrombospondinpositiver Monozyten lag um 50 % höher als bei den 

Kontrollprobanden, die CD11b-Expression auf Monozyten war 1,5 fach höher. 

Im Gegensatz zu den Monozyten war die Rate Thrombospondin- positiver 

PMNL im Vergleich zu Kontrollprobanden nicht erhöht, es zeigte sich aber eine 

signifikant höhere CD11b-Expression auf PMNL bei Patienten gegenüber den 

Probanden, die weniger deutlich war als bei den Monozyten (Abb3.7,3.8).  

 

Voruntersuchungen haben bereits gezeigt, dass Monozyten bei 

arteriosklerotischen Prozessen, z.B. stabile koronare Gefäßerkrankung, aktiviert 

vorliegen und mit Plättchen Verbindungen eingehen (Sarma, 2002). K. Jurk 

hatte bei Patienten mit akutem Schlaganfall dagegen eine deutlich höhere 

Akvierung der PMNL gegenüber Kontrollprobanden feststellen können, die bei 

akuten Reaktionen des Entzündungssystems stärker involviert zu sein scheinen 

(Jurk, 1999). Bei asymptomatischen Patienten mit chronisch entzündlicher 

Aktivität an arteriosklerotischen Läsionen sind eher die Monozyten beteiligt, die 

zu Makrophagen und durch Phagozytose und Abbau von Fetten zu 

Schaumzellen werden und die chronisch entzündlichen Prozesse innerhalb der 

Plaques triggern. Somit scheint der Nachweis aktivierter Monozyten ein 

besserer Parameter zu sein für die Beurteilung der Entzündungsaktivität bei 

arteriosklerotischen Prozessen als der Nachweis aktivierter PMNL. Die 

Thrombospondin- Bindung an Monozyten stellte sich in dieser Arbeit als 

sensitiverer Aktivierungsmarker heraus als die gebräuchliche CD11b-

Oberflächenexpression.  

 

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 erhöhte 
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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 höhere Rate Thrombospondin- bindender Monozyten im Vergleich zu 

Kontrollprobanden (p< 0.001) und zusätzlich 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 höher (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 höher als bei älteren, durch 

bindegewebigen Umbau und Kalizifizierzung sonographisch echoreich 

erscheinende Plaques. Bei Patienten mit echoreichen Stenosen war sogar 

keine signifikant erhöhte Leukozytenaktivierung in Relation zu 

Kontrollprobanden mehr nachweisbar. Da gerade echoarme Stenosen in 

Hirnkreislauf häufiger zu akuten Ereignissen führen (Mathiesen, 2001,Liapsis, 

2001), kann auch die erhöhte Aktivierung von Leukozyten im Rahmen der 

Entzündungsreaktion an arteriosklerotischen Plaques ein ursächlicher Faktor 

für das erhöhte Schlaganfallrisiko sein. Ob der Nachweis eines erhöhten 

Leukozytenaktivierungsstatus bzw. der durchflußzytometrische Nachweis der 

Aktivierungsmarker Thrombospondin-1 und CD11b  ein prediktiver Faktor für 

ein späteres Ereignis sind, läßt 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 Plättchen-

Leukozyteninteraktionen beteiligt (Li, Hu, 2000). Erhöhte Assoziationsraten 

zwischen Blutplättchen 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 

erhöhte Assoziationsrate zwischen Plättchen und Leukozyten im peripheren 

Blut nachgewiesen. Sarma et al (2002) wiesen eine signifikant erhöhte 

Assoziationsrate zwischen Blutplättchen und Monozyten bei Patienten mit 

akuten Koronarsyndromen (Myokardinfarkt, instabile Angina pectoris) nach. 

Demnach sind erhöhte Plättchen-Leukozyten-Assoziate nicht nur bei akuten 

ischämischen Ereignissen (Myokardinfarkt, Schlaganfall) im Gefäßsystem 

nachweisbar, sondern auch bei asymptomatischen Patienten mit 

arteriosklerotischer Gefäßerkrankung (stabile Angina pectoris) nachgewiesen 

worden.  

 

Plättchen- und Leukozyten können 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 erhöhte Leukozytenaktivierung vorliegt. Durch 

eine Interaktion aktivierter Leukozyten mit Blutplättchen kann es in der Folge zu 

einer Plättchenaktivierung und zu einer Leukozyten-getriggerten 

Assoziatbildung kommen. Studien an Tiermodellen haben bereits gezeigt, dass 

eine Hemmung der Plättchen-Leukozyten-Interaktion in Tiermodellen die 

Progredienz arteriosklerotischer Plaques reduziert. (Sarma, 2002). Ob 

Leukozyten-Plättchen-Assoziate einen Risikofaktor oder auch prediktiven 

Faktor für eine Progredienz arteriosklerotischer Läsionen oder das Entstehen 

akuter ischämischer Ereignisse darstellen wird in neueren Studien diskutiert 
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(Sarma, 2002). Ob auch bei asymptomatischen Patienten mit 

arteriosklerotischen Stenosen der hirnversorgenden Gefäße, bei denen es im 

Verlauf zu einem akuten arterio-arteriellen Schlaganfall kommen kann, erhöhte 

Assoziationsraten zwischen Blutplättchen und Leukozyten vorliegen, wurde in 

dieser Arbeit untersucht. Analog zur Bestimmung des Plättchen- und 

Leukozytenaktivierungsstatus wurde die Leukozyten-Plättchen-Assoziationsrate 

ex vivo bei Patienten und gesunden Kontrollprobanden bestimmt und 

verglichen. Analog zur Bestimmung des Plättchen- und 

Leukozytenaktivierungsstatus wurde die Leukozyten-Plättchen-Assoziationsrate 

ex vivo bei Patienten und gesunden Kontrollprobanden bestimmt und 

verglichen. 

 

Ex vivo lagen mehr als 50% der  Monozyten bei Patienten mit Carotisstenosen 

mit Plättchen assoziiert vor im Vergleich zu 15% bei gesunden Probanden (p< 

0.001). Bei der Plättchenbindung an PMNL ließ sich eine weniger hohe Rate 

plättchentragender Leukozyten bei Patienten im Vergleich zu Probanden 

nachweisen (p< 0.05), (Abb. 3.13). Diese Ergebnisse zeigen, dass es über 

Aktivierungsprozesse an arteriosklerotischen Prozessen im Gefäßsystem zu 

einer Zellaktivierung und damit Assoziatbildung kommt, die bei gesunden 

Kontrollprobanden deutlich geringer ist. Die Induzierbarkeit von Plättchen-

Monozyten-Assoziaten durch 0,3 U/ml Thrombin war bei den Patienten sogar 

um 20 % höher als bei den Probanden, bei der Plättchenbindung an PMNL 

zeigte sich dieser Unterschied nicht (Abb. 3.15). Die höhere induzierbare 

Plättchenbindung an  Monozyten nach Aktivierung mit 0.3 U/ml Thrombin bei 

Patienten im Vergleich zu Probanden spricht für eine starke chronische 

Aktivierung im Gefäßsystem bei den Patienten, da eine vergleichsweise hohe 

Assoziationsrate bei Probanden durch 10-minütige Aktivierung in vitro nicht 

induzierbar war.  

 

Diese Ergebnisse zeigen, dass der Nachweis von Plättchen-Monozyten-

Assoziaten eine sensitiver Marker für die zelluläre 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 ließ, scheint der Nachweis von Plättchen-

Monozyten-Assoziaten besonders die starke chronische Aktivierung im 

Gefäßsystem wiederzuspiegeln.   

 

Die Plättchen-Monozytenassoziationsrate scheint in Kombination mit der 

CD11b-Expression und insbesondere mit der Thrombospondin-1-Bindung als 

jeweilige Brückenbildner auf Monozyten ein sensitiverer Marker für 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 zusätzlich eine 

höhere Assoziatbildung im Vergleich zu Patienten mit echoreichen Stenosen 

(p< 0.05), die auch nach Aktivierung mit 0.3 U/ml Thrombin noch signifikant 

höher war (p<0.05), (Abb. 3.36). Bei diesem Parameter ließ sich auch eine 

erhöhte Rate plättchentragender Monozyten bei Patienten mit echoreichen 

Stenosen im Vergleich zu Kontrollprobanden nachweisen (p< 0,01). Die 

Plättchenbindung an PMNL war hingegen nur bei Patienten mit echoarmen 

Stenosen höher als bei Kontrollprobanden (p<  0.05), (Abb. 3.36) 

 

Im Blut von Patienten mit echoarmen Stenosen lagen demnach deutlich mehr 

Leukozyten mit Plättchen assoziiert vor als im Blut von Patienten mit 

echoreichen Stenosen, was für eine höhere Zellaktivierung an echoarmen 

Plaques spricht. Gerade die Interaktion von Blutplättchen mit Leukozyten, die 

zu einer wechselseitigen Aktvierung und zu einer gegenseitigen Rekrutierung 

aus dem Blutstrom führt wird in ihrer Bedeutung für eine Progredienz 

arteriosklerotischer Prozesse und der Enstehung akuter Ereignisse in neueren 

Untersuchungen diskutiert (Sarma et al, 2002). Die erhöhte Interaktion 



 

 

104

 

zwischen Plättchen-und Monozyten könnte aufgrund der erhöhten Gefahr einer 

Thrombusbildung ein ursächlicher Faktor für das höhere Risiko 

thrombembolischer Ereignisse bei Patienten mit echoarmen arteriosklerotischen 

Stenosen der hirnversorgenden Arterien sein. Die prospektive Bedeutung 

dieses Faktors müssen 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 
 
 
 
Über Adhäsionsmoleküle wird die Interaktion zwischen Blutplättchen und 

Leukozyten bei zellphysiologischen Prozessen wie der  gegenseitigen 

Rekrutierung aus dem Blutstrom und der Einwanderung in die Gefäßwand an 

arteriosklerotischen Oberflächen vermittelt  (Frenette, 2000, Li, Hu, 2000). 

Durch Bindung über Adhäsionsmoleküle können Plättchen- und Leukozyten 

miteinander kommunizieren und sich gegenseitig aktivieren. Die 

Adhäsionsmoleküle CD62P und Thrombospondin-1 auf Blutplättchen sowie 

CD11b und Thrombospondin-1 auf Leukozyten, die aktivierungsabhängig auf 

der zellulären Oberfläche nachweisbar sind, wurden bereits zur Bestimmung 

des Aktvierungsstatus von Plättchen und Leukozyten in dieser Arbeit 

herangezogen. Ob zwischen der Präsentation von Funktionsproteinen auf der 

Oberfläche von Blutplättchen und Leukozyten und der nachweisbaren 

Assoziationsrate der beiden Zelltypen im peripheren Blut ein Zusammenhang 

besteht, wurde mittels der Pearson`schen Korrelationssanalyse untersucht. 

Dabei ließ sich auch untersuchen, ob den Adhäsionsmolekülen eine 

unterschiedliche Bedeutung bei der Adhäsionsvermittlung zwischen Plättchen 

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 plättchentragender Monozyten bei 

Patienten (R=0.51) und bei den  Probanden (R=0.43). Der Signifikanzgrad  war 

bei den Patienten höher als bei den Probanden. Es ließ sich auch eine positive 

Korrelation zwischen der CD11b-Expression auf Monozyten und der Rate 

plättchenpositiver Monozyten bei Patienten nachweisen, die Korrelation war mit 

(R=0.43) weniger deutlich ausgeprägt als bei der Thrombospondin-1-Bindung 

bei Patienten  

(Tab. 3.1,3.2).  

 

Für die PMNL ließ sich im Gegensatz zu den Untersuchungen an Monozyten 

keine positive Korrelation zwischen der Thrombospondin-1- Bindung bzw. 

CD11b-Expression auf PMNL und der PMNL-Plättchen-Assoziation nachweisen 

(Tab.3.1, 3.2). Bei Patienten mit akutem ischämischen 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 

plättchenpositiver PMNL zeigen. Dieser Zusammenhang war bei Patienten mit 

einem akuten ischämischen Ereignis (Schlaganfall) deutlicher als die 

Korrelation zwischen der CD11b-Expression auf Monozyten und 

Thrombospondinbindung auf Monozyten und der Plättchen-Monozyten-

Assoziation (Jurk,1999).  Diese Ergebnisse könnten ein Hinweis dafür sein, daß 

bei akuten thrombembolischen Ereignissen aufgrund der erhöhten 

Wechselwirkung und Bindung mit den Blutplättchen die PMNL in die 

Entzündungsreaktion stärker involviert sind als bei chronischen 

arteriosklerotischen Prozessen bei asymptomatischen Patienten, bei denen in 

dieser Arbeit eine höhere 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 Blutplättchen. Dadurch 
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läßt sich auch die deutlichere Korrelation zwischen der aktivierungsabhängigen 

Präsentation der Adhäsionsmoleküle CD11b- und Thrombospondin-1 auf der 

Monozytenoberfläche und der Assoziationsrate bei Patienten erklären. Bei der 

Adhäsionsvermittlung spielt möglicherweise die Trombospondin-1-Bindung (R= 

0.51) eine größere Rolle als die Adhäsionsvermittlung über  den Liganden 

CD11b (R=0.43), der in bisherigen Untersuchungen als hauptsächlich als 

Bindungsvermittler untersucht wurde (Sarma, 2001, Li, 2000). 

      

Zwischen der Rate plättchenpositiver Monozyten und der Präsentation von 

Funktionsproteinen auf der Plättchenoberfläche zeigte sich nur  bei den 

Probanden eine positive Korrelation. Am deutlichsten bestand dieser 

Zusammenhang zwischen der CD62P-Expression auf Plättchen und der Rate 

plättchenpositiver Monozyten (R=0.6), weniger deutlich bei der 

Thrombospondin-1-Bindung (R=0.47) und bei der CD63-Expression auf 

Plättchen (R=0.3), (Tab. 3.1, 3.2). 

 

Ursächlich für diesen Zusammenhang könnte eine Plättchenaktivierung 

während der Probenvorbereitung und bei der Blutentnahme sein, bei der die 

Blutplättchen besonders sensitiv reagieren. Dabei kommt es möglicherweise zu 

einer mäßigen plättchen-getriggerten Assoziatbildung bei den Probanden im 

Vergleich zu einer wesentlich ausgeprägteren Leukozyten- und insbesondere 

Monozyten- getriggerten Assoziatbildung bei den Patienten mit chronisch 

arteriosklerotischen Prozessen im Gefäßsystem.  

 

Bei den Patienten konnte im Gegensatz zu den Kontrollprobanden keine 

positive Korrelation zwischen der Leukozyten-Plättchen-Assoziationsrate und 

der Plättchenaktivierung nachgewiesen werden. Dies könnte zum einen daran 

liegen, daß bereits aktivierte Plättchen im Blut von Patienten vermehrt in 

Plättchen-Leukozyten-Assoziaten gebunden vorlagen und damit der Detektion 

entgingen. Die Blutplättchen könnten allerdings auch wie in Kap. 4.1 diskutiert 

nicht aktiviert vorliegen. Dafür 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 erhöhte 

Plättchenaktivierung im Vergleich zu Kontrollpersonen nachweisbar war (Jurk, 

1999). Es könnte allerdings auch eine medikamentöse Hemmung der 

Plättchenaktivierung- und Aggregation, die fast alle Patienten zum Zeitpunkt der 

Untersuchung eingenommen hatten, eine Rolle spielen. Zum anderen könnten 

Funktionsproteine, die dem Nachweis der Plättchenaktivierung dienen, auf der 

Plättchenoberfläche enzymatisch abgespalten worden sein (Michelson, 1996, 

Lawler und Slayter, 1987) und der durchflußzytometrischen Bestimmung 

entgangen sein. Somit könnte eine Plättchenaktivierung bei chronisch 

arteriosklerotischen Prozessen anhand der Präsentation von 

Funktionsproteinen auf der Oberfläche nicht mehr nachweisbar sein und eine 

Plättchenaktivierung 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-Plättchen-Assoziatbildung und der 

Oberflächenpräsentation der Bindungsproteine Thrombospondin-1 und CD11b 

auf Monozyten bei Patienten und in geringerem Ausmaß bei Probanden, wobei 

der Zusammenhang zur Thrombospondinbindung auf Monozyten am 

deutlichsten war. Die Präsentation der Aktivierungsmarker CD62P, 

Thrombospondin-1 und CD63 auf der Plättchenoberfläche korrelierte nur bei 

den Kontrollprobanden mit der Rate plättchengebundener Monozyten, bei den 

Patienten zwischen diesen Parametern keine Korrelation.  

 

Diese Ergebnisse  sprechen insgesamt für eine vorrangige Beteiligung der 

Monozyten bei chronischen arteriosklerotischen Stenosen der hirnversorgenden 

Arterien und für eine eher Monozyten-getriggerte Assoziatbildung als eine 

PMNL –oder Plättchengetriggerte Assoziatbildung. Dieses Ergebnis unterstützt 

neuere Untersuchungen, in denen nicht nur die Aktivierung des 

Gerinnungssystems durch Plättchenaktivierung, sondern in besonderem  Maße 

auch die Aktivierung des inflammatorischen (entzündlichen) Sytems mit 

Leukozytenaktivierung in der Pathophysiologie  chronisch arteriosklerotischer 
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Prozesse eine Rolle zu spielen scheint (Libby, 2002). Die Monozyten-Plättchen-

Assoziatbildung in Kombination mit der Thrombospondinbindung auf Monozyten 

scheint dabei der sensitivste Marker für die zelluläre Aktivierung und damit den 

prothrombogenen Zustand bei Patienten mit arteriosklerotischen Stenosen der 

hirnversorgenden Arterien zu sein.  

 

Die klinische Bedeutung des Nachweises von Monozyten-Plättchen-Assoziaten 

und der Monozytenaktivierung für die Etablierung eines diagnostischen oder 

prediktiven Markers bei arteriosklerotischer Erkrankung der hirnversorgenden 

Arteriern müssen prospektive Untersuchungen zeigen. 

 

 

4.5 Korrelation zwischen Stenosegrad bzw. Maximalgeschwin -

digkeit an der Stenose und Leukozyten bzw. Thrombozyten -

aktivierung sowie Plättchen- Leukozyten- Assoziatbildung  bei 

Patienten  

 

Scherstress an arteriosklerotischen Verengungen im Gefäßsystem kann zu 

einer erhöhten Plättchenaktivierung und Plättchenaggregation führen (Kawano, 

2002, Igawa 1995). Der durch die erhöhte Flußgeschwindigkeit erzeugte 

Scherstress steht dabei in proportionalem Zusammenhang zum jeweiligen 

Stenosegrad der arteriosklerotischen Verengung. Aktivierte Blutplättchen 

können dabei Leukozyten aktivieren und zur Leukozyten-Plättchen-

Assoziatbildung führen (Evangelista, 1999).  

 

Die Abhängigkeit der Aktivierung von Plättchen und Leukozyten und die 

Assoziatbildung im Gefäßsystem von den sonographischen Parametern wie der 

Geschwindigkeitserhöhung des Blutflusses an der arteriosklerotischen Stenose 

und dem Stenosegrad bei arteriosklerotischer Gefäßkrankheit 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 aktivierungsabhängigen Präsentation der 

Funktionsproteine CD62P, CD63 und Thrombospondin-1 auf Plättchen sowie 

CD11b- und Thrombospondin-1 auf Leukozyten untersucht. Ferner wurden die 

sonographisch gemessenen Parameter mit der aktivierungsabhängigen 

Assoziatbildung zwischen Plättchen und Leukozyten im peripheren Blut 

bestimmt. Es ließ sich dabei kein Zusammenhang zwischen dem Stenosegrad 

bzw. der Maximalgeschwindigkeit an der Stenose und der Leukozyten- und 

Plättchenaktivität sowie der Assoziatbildung zwischen Plättchen und 

Leukozyten nachweisen. (Tab.3.3, 3.4). Damit ließen sich durch Scherstress an 

der arteriosklerotischen Stenose entstehende zelluläre Aktivierungsvorgänge in 

dieser Arbeit im peripheren Blut nicht nachweisen. Demgegenüber konnte zuvor 

gezeigt werden, dass bei Patienten mit echoarmen Plaqueformationen eine 

höhere Plättchenbindung an Leukozyten und eine höhere  

Leukozytenaktivierung sowie eine verminderte Thrombozytenaktivierbarkeit 

gegenüber Patienten mit echoreichen Stenosen und Kontrollprobanden vorlag 

(Kap. 4.1-4.3). Somit scheint die Plaquemorphologie einen größeren Einfluß auf 

die Leukozytenaktivierung bzw. die Assoziatbildung im peripheren Blut zu 

haben als die Stenoseausprägung und damit der Scherstress an der 

arteriosklerotischen Verengung. Allerdings können durch Untersuchung der 

Zellen im peripheren Blut nicht direkte Aktivierungsvorgänge an den 

Gefäßläsionen, wo die zellphysiologischen Prozesse ablaufen, dargestellt 

werden. In einer Flußkammer haben Forlow et al z.B. direkt an 

Gefäßverengungen eine scherstressinduzierte Plättchenaktivierung sowie eine 

P-Selektin-vermittelte Bindung und Aktivierung von Leukozyten nachgewiesen 

(Forlow, 2000). Eine signifikante  scherstressabhängige Zellaktivierung durch 

Messung der Plättchen- und Leukozytenaktivierung bzw. der Assoziatbildung im 

peripheren Blut ließ 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 für das Eintreten eines akuten 

Ereignisses darstellt, als die Echogenität (Plaquemorphologie) der Stenosierung 
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(Ianuzzi et al, 1995, Bock et al, 1993). Echoarme Plaques führen statistisch 

häufiger zu thrombembolischen Ereignissen (flüchtiger Schlaganfall, manifester 

Schlaganfall) als echogene Plaques (Lipasis, 2001). Echogene Plaques sind 

durch bindegewebigen Umbau und Kalzifizierung stabiler als echoarme 

(weiche) Plaques. Die höhere entzündliche Aktivität an echoarmen 

stenosierenden Plaques könnte ein wichtigerer Faktor bei der in dieser Arbeit 

nachgewiesenen Aktivierung von Entzündungszellen sein als physikalische 

Vorgänge wie die Flußbeschleuniging an der Stenose und der damit 

enstehende erhöhte Scherstress. Die Untersuchungen in dieser Arbeit zeigen 

insbesondere bei  Patienten mit echoarmen Plaques eine Scherstress 

unabhängige Leukozytenaktivierung an arteriosklerotischen Stenosen der 

hirnversorgenden Arterien. Die nachgewiesene Aktivierung der 

Entzündungszellen (insbesondere Monozyten) kann dabei durch Leukozyten-

getriggerte Assoziatbildung mit Blutplättchen ein Risikofaktor sein für 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 möglich, longitudinal klinisch nachuntersucht, um einen 

Zusammenhang zwischen der zellulären Aktivierung von Leukozyten und 

Blutplättchen bzw. der Assoziatbildung und dem klinischen Verlauf der 

Patienten zu untersuchen. Sowohl die Leukozyten- wie auch 

Plättchenaktivierung wird bei Patienten mit arteriosklerotischen Stenosen der 

hirnversorgenden Arterien als Risikofaktor für das Auftreten thrombembolischer 

Ereignisse (Schlaganfall, flüchtiger Schlaganfall) diskutiert (Smith et al 2000, 

Sarma et al 2002).  In neueren Untersuchungen rückt dabei besonders die 

Interaktion beider Zellarten mit dem Nachweis von heterozellulären Assoziaten 

im peripheren Blut bei Patienten mit akuten und chronischen Gefäßkrankheiten 
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in den Vordergrund. Über eine zelluläre Aktivierung des inflammatorischen 

Systems bei arteriosklerotischen Prozessen kann es durch Leukozyten-

getriggerte Assoziatbildung mit Blutplättchen zu einer Thrombusformation 

kommen (Libby et al, 2002). Durch Verschleppung eines an der 

arteriosklerotisch veränderten  Gefäßwand entstandenen Thrombus mit dem 

Blutstrom kann es in einem nachgeschalteten Gefäß im Hirnkreislauf zu einem 

Gefäßverschluß und somit zur Entstehung eines thrombembolischen 

Ereignisses kommen (Poeck,1999). In der derzeitigen Diskussion ist die Frage 

inwieweit der Nachweis einer Leukozyten- und Blutplättchenaktivierung und 

insbesondere der Nachweis einer Assoziatbildung beider Zellen im Blut 

prediktiv für die Entstehung eines thrombembolischen Ereignisses sind 

(Kochanek, 1992, Sarma 2002, Jurk 1999).  

Untersucht wurde in dieser Arbeit anhand der prospektiven Daten, ob eine 

erhöhte Zellaktvierung bzw. Assoziatbildung zwischen Plättchen- 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 Auffälligkeiten oder eine Progredienz der arteriosklerotischen 

Gefäßerkrankung.  Bei 4 der 8 Patienten zeigte sich in den nachfolgenden 

Ultraschalluntersuchungen eine Progredienz der Stenose, bei 3 Patienten war 

es im Verlauf zu einem flüchtigen thromboembolischen Insult gekommen und 

bei 1 Patienten war es zu einem manifesten thromboembolischen Insult 

gekommen.  

 

Auffällig war, dass bei 3 von 4 Patienten mit einer Progredienz der Stenose ex 

vivo eine sehr hohe Plättchenbindung 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 Plättchenbindung 

an Leukozyten ebenfalls signifikant erhöht gegenüber 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 Plättchenbindung an Monozyten durch Thrombin nicht mehr 

stimulierbar. Bei dem Patienten mit einem manifesten thrombembolischen Insult 

lag ebenfalls eine erhöhte Plättchenbindung an Leukozyten vor. Auffällig war 

weiterhin, dass weder die Plättchenbindung an Leukozyten noch die 

Leukozyten bzw. Plättchen 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 flüchtigen thrombembolischen 

Insult ein refraktäres Verhalten der einzelnen Zellen bzw. der Assoziatbildung 

gegenüber Thrombin, was für eine ausgeprägte 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 erhöht gegenüber 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 refraktäre Verhalten der Blutplättchen, 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 medikamentöse 

Plättchenhemmung bedingt sein.  

In der Gruppe der Patienten mit einem flüchtigen thrombembolischen Insult 

nahm ein Patient (Pat 2) den Plättchenaggregationshemmer Ticlopidin ein. Bei 

diesem Patienten war durch Thrombin in vitro keine signifikante 

Plättchenstimulierung anhand der Detektion der aktivierungsabhängig auf der 

plättchenoberfläche präsentierten Funktionsproteine TSP-1, CD62P und CD63 
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nachweisbar. Pat 1 in dieser Gruppe nahm hingegen das 

blutgerinnungshemmende Medikament Phenocruom ein, bei diesem Patienten 

konnte eine Plättchenaktivierbarkeit nachgewiesen werden. Auch der Patient 

mit dem manifesten thrombembolischen Insult nahm Ticlopidin ein. Auch bei 

diesem Patienten konnte keine Plättchenaktivierbarkeit mehr nachgewiesen 

werden.  

 

In der Gruppe der Patienten mit einer Progredienz der arteriosklerotischen 

Stenose hingegen nahmen zwei Patienten den Plättchenaggregationshemmer 

Acetylsalicylsäure ein. Bei diesen Patienten konnte trotz der Medikation eine 

siginifikante Plättchenaktivierung festgestellt werden, es konnte sogar bei 

Stimulierung mit 0,3 U/ml Thrombin eine vergleichweise hohe 

Plättchenaktivierung 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 Plättchenaktivierung duch 

Thrombin detektierbar. Somit scheint eine plättchenaggragtionshemmende 

Medikation nicht der alleinige Faktor zu sein, der bei Patieten mit 

arteriosklerotische Gefäßerkrankung der hirnversorgenden Arterien zu einer 

verminderten Stimulierung der Blutplättchen durch Thrombin führt, sondern 

Aktivierungsvorgänge an der geschädigten Gefäßwand ebenfalls eine Rolle zu 

spielen. Wie bereits zuvor beschrieben kann eine solche Voraktivierung durch 

den bei arteriosklerotischen Prozessen maßgeblich beteiligten Agonisten 

Thrombin nur durch weitere Untersuchungen, z.B. dem Nachweis eines 

gespalten Thrombinrezeptors (PAR-1) auf der Plättchenoberfläche detektiert 

werden.  

 

Ein Vergleich der Plättchenbindung an Monozyten zwischen Patienten mit einer 

Progredienz der Stenose und symptomatisch gewordenen Patienten hatte 

gezeigt, dass die Plättchenbindung an Monozyten bei beiden Patientengruppen 
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zwar erhöht war gegenüber Kontrollprobanden, dass die Rate plättchenpositiver 

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 

Durchflußzytometer sind nur Partikel bis zu einer Größe von 0,5 µm meßbar. 

Möglicherweise liegen gerade bei den im Verlauf symptomatischen Patienten 

bereits größere Aggregate im peripheren Blut vor, die mit dieser Methode 

aufgund der eingeschränkt nachweisbaren Partikelgröße nicht mehr erfaßt 

werden. Für 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 war, 

waren nicht nur Blutplättchen, sondern auch  Leukozyten sowie die 

Assoziatbildung zwischen beiden Zellen durch Thrombin nicht mehr 

stimulierbar. Demnach muß es im Gefäßsystem dieses Patienten bereits zu 

einer maximalem Zellaktivierung und möglicherweise einer ausgeprägten 

Aggregatbildung gekommen sein, so dass man keine weitere Aktivierung mehr 

induzieren konnte. Eine solche Voraktivierung durch Thrombin ließe sich z.B. 

wie in der Arbeit von K. Jurk indirekt durch den Nachweis enzymatisch 

gespaltener Thrombinrezeptoren (PAR-1) auf Plättchen bzw. durch den 

Nachweis gößerer Zellaggregate (>0,5 µm) experimentell zeigen. 

 

Die Thrombospondin-1-Bindung an Monozyten war bei symptomatischen 

Patienten sowie bei Patienten mit einer Progrdienz der Stenose deutlicher 

erhöht gegenüber den Kontrollprobanden als die CD11b-Expression auf 

Monozyten. Es ließ 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 erhöht war gegenüber 

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 Plättchen-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 stärkerer 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 über einen prediktiven Marker für thrombembolische 

Ereignisse zu treffen. Die Ergebnisse zeigen allerdings tendenziell, dass bei 

Patienten mit einem Fortschreiten der arteriosklerotischen Gefäßerkrankung 

eine sehr hohe Leukozyten-Plättchen Assoziationsrate vorlag, insbesondere 

zwischen Monozyten und Plättchen. Bei symptomatischen Patienten war die 

Assoziationsrate vergleichsweise niedriger, ließ sich durch Thrombin allerdings 

nicht mehr steigern. Insbesondere bei dem Patienten mit manifestem Insult  

scheinen die Leukozyten und Blutplättchen bzw. die Assoziationsrate maximal 

aktiviert gewesen zu sein. Die hohe Plättchen-Monozyten-Assoziationsrate 

scheint bei den Patienten stärker Thrombospondin-1 als CD11b-vermittelt zu 

sein. Somit scheint der Nachweis von Plättchen-Monozyten-Assoziaten in 

Kombination mit der Detektion Thrombospondin- positiver Monozyten ein 

nützlicher Marker für aktive entzündlich-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 Möglichkeit einer medikamentösen 

Hemmung der Plättchen-Leukozyten-Interaktion zur Prävention von 

thrombembolischen Insulten scheint auch nach diesen Ergebnissen weiterhin 

eine interessante und ggf. wirksamere Alternative zur bisherigen 

ausschließlichen plättchenhemmenden 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 Blutplättchen und Leukozyten 

bei asymptomatioschen Patienten mit arteriosklerotischen Stenosen der 

hirnversorgenden Arterien untersucht. Arteriosklerotische Stenosen der 

hirnversorgenden Arterien stellen durch die Möglichkeit einer lokalen 

Thrombusbildung an der Oberfläche mit konsekutiver Verschleppung in 

nachgeschaltete Hirngefäße ein Risiko für das Entstehen eines manifesten oder 

flüchtigen Schlaganfalls dar. An der Artherogenese und Thrombusbildung sind 

sowohl Blutplättchen als auch Leukozyten beteiligt. An arteriosklerotischen 

Prozessen kommt es neben der Aktivierung der Blutplättchen 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 Entzündungszellen 

durch Kollagenbildung bindegewebig umgebaut und gefestigt. Aktivierte 

Leukozyten können allerdings auch durch enzymatische Lyse der 

Kollagenstruktur zu einer erhöhten Instabilität der Plaques führen und damit 

eine Plaqueruptur begünstigen.  

An arteriosklerotischen Stenosen aktivierte Plättchen und Leukozyten können 

durch Adhäsionsmoleküle untereinander kommunizieren und sich in Ihrer 

Aktivierung gegenseitig verstärken. 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 Gefäße kann es zu einem thrombembolischen 

Ereignis (Schlaganfall) kommen. Daher wird neben einer Plättchen- und 

Leukozytenaktivierung an arteriosklerotischen Plaques gerade die 

Wechselwirkung zwischen beiden Zellen als möglicher Risikofaktor für die  

Schlaganfallentstehung diskutiert.  
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In dieser Arbeit wurde daher die Plättchenaktivierung und 

Leukozytenaktivierung sowie die Plättchen-Leukozyten-Assoziatbildung ex vivo 

bei Patienten mit arteriosklerotischen Stenosen der hirnversorgenden Arteiren 

im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden untersucht. Ferner wurde die 

weitere Aktivierbarkeit von Plättchen- und Leukozyten sowie die 

Assoziatbildung zwischen beiden Zellen durch den bei arterioklerotischen 

Prozessen zentralen Agonisten Thrombin bei Patienten und Kontrollprobanden 

untersucht.  

 

Zur Ermittlung des Plättchen- und Leukozytenaktivierungsstatus wurden die 

Aktivierungsmarker CD 62P (P-Selektin), CD63 und Thrombospondin-1-

Bindung auf Plättchen sowie die CD11b-Expression und Thrombospondin-1-

Bindung auf Leukozyten im peripheren Blut durchflußzyometrisch bestimmt. 

CD62P und Thrombospondin-1 auf Plättchen 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 

Plättchen und Leukozyten wurde durchflußzytometrisch durch den 

Plättchenmarker 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 Flußgeschwindigkeit an der Stenose sowie der 

Echogenität der Stenose vor. Die Patienten wurden longitudinal 

nachuntersucht, um die Bedeutung der Plättchen- bzw. Leukozytenaktivierung 

sowie die Assoziatbildung als diagnostische bzw. prediktive Faktoren für eine 

Progredienz und das Enstehen eines akuten thromembolischen Insultes zu 

untersuchen.  
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Anhand des durchflußzytometrischen Nachweises der aktivierungsabhängig auf 

der Oberfläche von Blutplättchen präsentierten Funktionsproteine CD62P, 

CD63 und Thrombospondin-1 ließ sich bei Patienten mit arteriosklerotische 

Stenosen der hirnversorgenden Arterien im peripheren Blut keine erhöhte 

Plättchenaktivität im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden nachweisen. 

Dieses Ergebnis könnte zum einen den tatsächlichen Aktivierungsstatus der 

Blutplättchen bei Patienten mit arteriosklerotischen Stenosend er 

hirnversorgenden Arterien wiederspiegeln, in dem es nicht zu einer im 

peripheren Blut nachweisbaren signifikanten Plättchenaktivierung kommt. Zum 

anderen könnten aber auch andere Einflußgrößen wie eine bei fast allen 

Patienten vorgelegene medikamentöse Plättchenhemmung (ASS, Ticlopidin) 

eine Rolle gespielt haben. Desweiteren zeigte sich eine methodische 

Schwäche, indem die Aktivierungsmarker CD62P/CD63 und Thrombospondin-1 

in der Zirkulation von der Plättchenoberfläche enzymatisch abgespalten werden 

können und demnach durchflußzytometrisch nicht mehr nachweisbar sein. Die 

Plättchenaktivierung könnte in weiterführenden Untersuchungen durch den 

Nachweis eines proteolytisch gespaltenen PAR-1-Rezeptors auf Plättchen, der 

bereits von K. Jurk in unserem Labor zum Nachweis einer Plättchenaktivierung 

herangezogen worden war, nachgewiesen werden. 

 

Im Gegensatz zu dem fehlenden Nachweis einer Aktivierung des 

Gerinnungssystem anhand einer Plättchenaktivierung 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 

Gefäßerkrankung der hirnversorgenden Arterien. Dieses Ergebnis entspricht 

auch pathophysiologischen Erkenntnissen über die Entstehung und 

Progredienz arteriosklerotischer Läsionen, bei denen besonders Monozyten 

beteiligt sind, die sich nach Rekrutierung aus dem Blut- 
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strom in arteriosklerotischen Plaques zu Makrophagen umwandeln und damit 

den entzündlichen Prozeß triggern. Im Vergleich zu dem Bindungsprotein 

CD11b war dabei die Thrombospondin-1-bindung an Monozyten ein 

deutlicherer Aktivierungsmarker.  

 

Bei Patienten mit arteriosklerotischer Gefäßerkrankung der hirnversorgenden 

Arterien zeigte sich desweiteren eine signifikant erhöhte Plättchenbindung an 

Leukozyten im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden. Auch in dieser 

Untersuchung war als Zeichen einer starken Monozytenaktivierung eine 

besonders hohe Monozytenbindung an Plättchen nachweisbar im Vergleich zu 

den PMNL. Ein positiver Zusammenhang zwischen der Präsentation von 

Funktionsproteinen auf der Zelloberfläche und Plättchen-Leukoyzten-

Assoziaten ließ sich nur für die Thrombospondinbindung auf Monozyten und die 

CD11b-Expression auf Monozyten bei Patienten zeigen sowie die CD62P/CD63 

und Thrombospondin-1 Präsentation auf Plättchen bei Probanden zeigen. Auch 

dieses Ergebnis spricht für eine starke Monozytenaktivierung bei Patienten und 

für eine Monozyten-getriggerte Assoziatbildung bei Patienten, während bei 

Probanden möglicherweise durch Aktivierungsprozesse während der 

Probenvorbereitung eine geringfügige Assoziatbildung durch 

Plättchenaktivierung stattfand ohne eine arteriosklerosebedingte chronische 

Aktivierung des inflammatorischen Systems.  

Die Korrelation zwischen der Plättchenbindung an Monozyten und der 

Thrombospondinbindung an Monozyten war deutlicher im Vergleich zur CD11b-

Expression auf Monozyten. Damit scheint auf der Monozytenoberfläche 

nachgewiesenes Thrombospondin-1 nicht nur ein besserer Aktivierungsmarker 

zu sein, sondern auch funktionell eine größere Rolle in der Assoziatbildung und 

damit Kommunikation mit Blutplättchen bei arteriosklerotischen Prozessen  zu 

spielen. Der Nachweis von Monozyten-Plättchen-Assoziaten in Kombination mit 

Thrombospondin-1- positiven Monozyten im Blut scheint somit ein sensitiver 

diagnostischer Marker für aktive entzündlich-arteriosklerotische Prozesse im 

Gefäßsystem zu sein. 
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Den größten Einfluß 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 Plättchenbindung an Leukozyten wie auch der 

Leukozytenaktivierungsstatus deutlich höher waren. Die ebenfalls 

sonographisch bestimmbare Maximalgeschwindigkeit an der Stenose wie auch 

der Stenosegrad, die indirekte Parameter für den Scherstress an der Stenose 

darstellen, zeigten keinerlei Korrelation zu den experimentell gemessenen 

Werten. Allerdings muß man berücksichtigen, daß diese Ergebnisse nicht die 

unmittelbaren Aktivierungsprozesse an der arteriosklerotischen Stenose 

widerspiegeln, sondern den allgemeinen im peripheren Blut gemessenen 

Aktivierungsstatus im Gefäßsystem zeigen. Insgesamt zeigen die Ergebnisse, 

daß es bei chronischen arteriosklerotischen Prozessen zu einer starken  

Zellaktivierung und Assoziatbildung im Blut kommt, die bei echoarmen 

Plaqueformationen, die häufiger zu einem Schlaganfall führen, deutlicher 

ausgeprägt ist.  

 

Die prospektive Untersuchung kann in dieser Arbeit noch nicht zu fundierten 

Aussagen führen, zeigt aber, daß bei Patienten mit einer Progredienz der 

arteriosklerotischen Gefäßkrankheit stark aktivierte Zellen vorlagen und eine 

hohe Leukozyten-Plättchen-Asoziatbildung im Blut nachweisbar war. Bei 

symptomatischen Patienten war die detektierte Plättchenbindung an Monozyten 

niedriger, es zeigte sich aber ein komplett refraktäres Verhalten gegnüber 

Thrombin. Wenn durch Stimulierung mit Thrombin in vitro keine weitere 

Assoziatbildung mehr induzierbar ist  könnte das bedeuten, daß gerade bei 

diesen Patienten eine größere Anzahl an Zellen auch in größeren nicht mehr 

messbaren Aggregaten vorliegen. Das in dieser Arbeit verwendete 

Durchflußzytometer ist nur in der Lage einzelne Partikel oder Aggregate bis zu 

einem Durchmesser von 0,5 µm messen. Daher könnten bei diesen Patienten 

Aggregate zwischen Plättchen und Leukozyten, die größer als dieser 

Durchmesser sind, der Detektion entgangen sein. Gerade bei diesen Patienten 
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könnte die Gefahr der Bildung größerer Gerinnsel, die zu einem Insult führen, 

höher sein.  

 

Aus den Ergebnissen läßt sich abschließend schlußfolgern, das der Nachweis 

einer erhöhten Monozytenaktivierung anhand der Thrombospondin-1-bindung 

auf Monozyten in Kombination  mit der Monozyten-Plättchen-Assoziatbildung 

einen guten Indikator für frischere und damit vulnerabele Prozesse in den 

hirnversorgenden Arterien, die zum Schlaganfall führen können, darstellen. Sie 

können aber auch entscheidend in den Prozess involviert sein, der die 

Enstehung eines Schlaganfalls begünstigt oder beschleunigt, worauf 

insbesondere die nicht mehr steigerbare Monozytenaktivierung und Monozyten-

Plättchenassoziatbildung bei den im Verlauf symptomatisch gewordenen 

Patienten hindeutet. In der Assoziatbildung scheint die Thrombospondinbindung 

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

 

Eine therapeutische medikamentöse Intervention (z.b. der thrombospondin-

vermittelten Assoziatbildung) zur Hemmung der Plättchen-Leukozyten-

Interaktion könnte somit eine effektive neue Alternative zur 

Plättchenaggregationshemmung und zur Antikoagulantienmedikation bei 

Risikopatienten mit cerebraler arterioklerotisher Gefäßerkrankung darstellen. 

Ein weiteres Follow-up der Patienten  mit Einschleusung weitere geeigneter 

Patienten muss allerdings zunächst zeigen, ob eine hohe Monozytenaktivierung 

oder Monozyten-Plättchen-Assoziatbildung im peripheren Blut einen prediktiven 

Marker für thromboembolische Ereignisse darstellen. 
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6. Abkürzungsverzeichnis 
 
 
 
Abb.       Abbildung 
 
 
rel. E.       relative Einheiten 
 
 
EDTA       Ethylendiamintetraessigsäure 

           Dinatriumsalz-Dihydrat 
 
 
FACS  Durchflußzytometer  

(„fluorescent activated cell 
sorter“) 

 
 
FITC       Fluoresceinisothiocyanat 
 
 
FSC  Vorwärtsstreulicht („forward 

angle light Scatter“) 
 
 
GPRP       Glycin-Prolin-Arginin-Prolin 
 
 
HEPES      “Hanks balanced salt solution“ 
       N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2- 
       ethansulfonsäure 
 
 
Kap.       Kapitel 
 
 
log       logarithmisch(e) 
 
 
Mac-1      Makrophagen-assoziiertes  
      Antigen-1 
 
 
min.       Minuten 
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n.s.       nicht signifikant 
 
 
p       Signifikanzmasß 
 
 
PMNL       Polymorphkernige mononukleäre  
       Leukozyten 
 
 
PBS       Phosphat-gepufferte Salzlösung 
 
 
PerCP       Peridinin-Chlorophyll 
 
 
PSLG       P-Selektin-Glykoprotein-Ligand 
 
 
rel.       relativ(e) 
 
 
RT       Raumtemperatur 
 
 
SSC     Seitwärtsstreulicht  

(„side scatter“) 
 
TSP-1       Thrombospondin-1 
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