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Chapter 



F!fec'trk~ile prevention of stroke IS best appli~ed on b a s ~ ~  of t%c 
pathophysroloy~cal mechanism underly~ng (he stroke In many young stroke 
patients however, thls rnechan~srn rernalns uncerlaln Conflickrng daha exrsi 
about hypercaagulabrlrty as a poss~ble contributor lo ~schaemlc sisoke in 
young patrents Extensive laboratory screenlng for ~rethrombotlc stares rn 
stroke patients I$ Ilmiwd to the recognltnon of a number oi kinown diseases 
that cause hypercoagulab~llty, such as the factor V Le~den mulalion. 
dcilclencbes of proteins C and S hyperhornocysteinaem~a etc Suer 
screening is expenswe and no! wdely available Besrdes, i t  often provldes 
only negatlvc ~nformatron, because only specific, known causes of 
hypercoagulabrll~ty can be investlgaied lnslead of ~nvest~gallng a large 
rwrnber of possible causes of hypercoagulab~lrty, I X  would be a greal 
advantage to havc a screening parameter of the coagulation system as a 
whole, I e tire plasmal~c coagulatlor system together w~th llle platelets in tills 
way furlher speclllc lesl~ng could be I~m~ted LO pallenis filth an ldenrrfied 
hypercoagulabil~ty II was the main alm of thrs thes~s to rrivestlgale whether an 
overall test, the endogenous th~~romb~n potential (ETP), can be used as such a 
sc~rcenlng parameter ln youllng slroke pahlents Wllh the ETP, measured both 
in plalelel rlich p!asrna and In pialelet poor plasma, ~t is possible to 
dlflerentkate between hypercoaglulab~l~ty due to platelets, or 
hypercoagulabllrty due to the piasrnallc coaguiation system Also lne 
ll-rlluence of rned~cat~on on Ihe hypercoagulabrl~ty can be stw~d~ed w~th the 
ErP Aparl from caldloelnbolic stroke, secondary stroke preve~ntlon up tlrll 
now IS Iimlied to anClplarelet therapy, wh~ch IS only rnoderalel~y eflectlve i r?  
spec~fic subgroups other rnedlcat~on, l~ke f~xed low-dose oral ant~caagulanls, 
may be more elfectlve In prevenllng vascular events W~th the use of 1hc ETP 
II may he posslble to strallly young slroke pallenis in groups that w11ll beneirt 
itom ollhcr oral antrcoagul~ani or arat~platelol therapy 

In Chaplei 2 we set out lo explore the role ol erythrocyte aggregation in 
young patlenls with non-card~oemibollc stroke Enhanced red blood cell 
aggregallon IS colls~dered as a laclor related lo ihe palhogenesrs of stroke :i 
elderly patl~enls, in whom enhanced red blood cell aygrega'llon rs correlateci 
w~ l l i  ~rlcreased Ilbrli-ioge~i In yourrg stroke paflents we found an enhanced 
red blood call aggrcgatlon compared lo young controlls, both 111 the early anu 
in LYw late phases, whereas 61bnnogen was normal Red blood cell 
aggregatrai was sigl~lflcantly assoc~ated w~lh  stroke after adjctstlng far 
dlllerences In Itbrilnogem, lhemalocr~t and erylhrocyle sedimenlar~on rate Red 
blood c c l  agg~egatlon was hrgller ~n elderly pallents lllara In elderly conlroi,~ 
In cldcriy pal~enls Increased libr~nogen was assaclaled w ~ i h  stroke Wc 
cameluded that cnhanced red blood cell aggregallon ~ndependently relates to 
szroltc 113 young people, which rnay suggest thal enhal?ccu red blood cell 



aggregation canlrrbutes to stroke cause, whereas in elderly palber-its any such 
effect IS probably explained by confoundrng by :a~scd f~ornnogen 

In Chapter 3 we determined wl-retl7er young slroke palierits I-rave 
abrlorrnalitnes In the plasmatic coagul~at~on system Furthermore, lo Investlgatc 
whetlaer there were any ciisliirbaa2ces rn the protein C patllway, we added a12 
acllvaior oi protern C, thrombornodulin, lo lhc throinbin gerleralion assay 
Wlth the use ai the EIP in platelet poor plasma as a scieenlng pararncte; at 
the piasmatrc coagulatron system, we found a plasmla based 
hypercoagiilrlab~l~ty in about one tlilrd ol young stroke palrents Patrellis wiCh 
recurrel?t slroke had a slgn~llcan!ly I3igY3er E I P  than those w~llioul After tile 
ad~dit~on of thrombomodulln flve pallcnls had an ~nsulliicient ~nhib~tron ol 
thrornb~n generalion, lriducat~ng an ab~iorrnallty In the protein C patl-)way 
Abnormal~t~es 11-1 Ihe protein 6: palhway art? easrly defectable wilh iitx 
thrombornodulin test, and may corllrlbiwiic to the development ol strolce rn the 
presence of otl-rer vascular risk Iaclors In patrenls w~th an ident~tled 
liayperactrve coagular~on system, further ~nvest~gat~ons nnlo lllre cause of thus 
plasma based thrornbol!~ tendency are warranlied 

In Chapter 4 we lesled whether young stroko patlienlls have a 
hypercoagulairalllly related lo the blood platelets Conl?paring thc. ETP II? 

platelet rucba plasma lo the ETP lln platelet pooli plasn~a allows ~IS~IIIICIIOI~ 

between platelel related or plasma based Ihyperooagulabilriy 1-he ?on 
Wullebrand factor is a iliccessary medrator 11-1 the mechan~ism itllar brings out 
procoagulant actiwlly in plalelels Therefore, we also determined plalciei 
procoagulant acilvity and the concea~tralion of vori Willehra~nd lactar The E l  P 
rn platelel rich plasma was s~gnrl~cantly h~gher rn young slroke pallerlts il-ran In 
controls Plaiiclcl lprocoagulani aci~v~ty and von Wlllebiaiid iaclor war@ ;11so 
slgnrI!cantiy higher rn patrenls Ihan in coa?rlrols kil~gl-I ETP was siqirrl~cai-11Iy 
associated wrth stroke In a lanear regresslorn model Yon W~Uleb~a~ncl laclo11 
coriceniralroKa was assoclaled with platelel procoagulant a~trvily and wrlll Ihc! 
ETP, whereas platelet pracoagularlt activrty also was assoc~diod wr!i~ ll?c II rI2 
We conclwded Chat iliromlbini generailon rn plalelet. rrcii plasma IS cievdZcd in 
yc~urig stroke palients Both plailclet derived procoagulai~t ac;luv~ly and vo~r  
Willebrand factor are rnclrcased In yourx~ stroke pailenls and are rcldlod i c i  
the ETF in platelet rrch piasma I l?~s rndicales thal arnorvg 111c nwrncrobs 

causes that may be behund an ir?crcased ETP, a i.rlg1-1 concc.ri!raXloil al woi? 
W~lireblrand factor is of slglili~llcanl ~rnporlance Our iindnngs probiidc a 
pathophysfologrcal expianalion lor lhc epadernlological observatro~l tila1 
relaies Increased cancentral~on of von Irv'lllcbrand factor lo Ihe occurrence or 
stake 



In Chapter 5 we iniresargared the ~riluencc of aspirin arid oi (axed low-dose 
oral anticoagulants on thvomb~ln generallon an healthy volunteers and In young 
stroke pailen% It would be advantageous if patients w~ lh  hypercoagulabllrty 
either due lo the plasmat~c coagulat~on system or relaied to plateleis c o ~ d  
be separately idenlefrcd, as thrs may eventually allow a more ratrov-hai 
preserrpiion of a pseventrvc d a ~ ~ g  It IS coneervable Chat a decrease in !he 
thrombiln generairon, ~nduced by aspirin or fixed low-dose oral 
anticoagulants, lowcrs the rrsk ol thrombotic events in patients In the conlrois 
there was a mlld bul signlircanl decrease (ca 8%) ol thc ETP In platelet rrcb 
plasma afies two weeks of asplrln intake (30 mglday), mhereas In the pattenis 
such an effect was seen only in the st~bgroup w~th pialelet related 
11ypereoagulab1liiy lm the patiellis wrth plasma based hypeacoagwiabrllity the 
t T P  In Lhe exlrlnsrc pathway decreased aller aspirin use Pialelei 
procoagullant actlvrly decreased In our young stroke pabents after asplrifi 
lreallnenl Fixed low-dase phenprocoumor~ (0,75 rnglday) rn Lhe coriir~ls 
decreased only IBle extrinsic ETP in platelet poor plasma, which effect was 
also seen ~ r i  Ihe pallents Also rn the patlent subgroup wr?h platelet related 
hypercoagulabrl~iy ll-irornblii generation platelet rrch piasrna decreased 
alter phenprocowmon We ~alncluded tllar asplrln mod~uiated tbie 
hypercoagulabic state as measured by [he ETP In young slroke palrents 
especlallly In those patlenrs wrlh platelet related hy~percoagulab~l~ly However, 
!I has only a mlld effect on decreasing Lhrornbln generatlor? We round no 
laboratory support lor a petcrii~al h~gi-rer elfectrvenass of frxed low-dose 
plienprocowmon cornpared to asplirlin on Ihe prevention OF tlirombaernbolrc 
events 

In Chapter 6 we discussed Il?e results of our studies on enhanced crylhrocy!e 
aggregallon and an hylpercoagulabrlriy 1r-1 young slroke patlcirits, ire 
iclal~o~ssi-up w~luillh current aricd poteitlral EwXure Iherapeut~cal optilorss for 
sccoaldary slroke prcv~)rl~~ec)!~ We rccom~nend lurlhca shidy on L1F2 
deleclablo l~ypercodgiwlab~liiy 1i-n elaerly stroke patlerrts arid I!? pataeini 
stibgroups Î ile avaiiab~l~ly of a routinely wsabio ETP measurement 117 plalelei 
riel7 plasama would be oi great advantage to such furtiler studres It would 
also tallel an attractive opporturliy lo tallor iulure 1he:apeulrc rnodalit~es io 
stibgroups of patlerlls ldentrl~ed wrlh tilie: ETP 



Chapter 



Preventie van hel herseninîarct is he! meest effectief ii:dien dir gerlchf kap 
worden op de or~dcrligycnde oorzaak van dit herseniniarci Bi! veel jonge 
patibn'ien met een hersenlnfarc'n wardil, ondanks uitgebreid aanvullend 
onderzoek, echter geen duidelijke oorzaak aangetoond In de lileraiuur 
worden verschillende geia'ilen genoemd omtrent hypercsagulabiiite~t als 
inoyelrjke factor die bijdraagt aan hel ontstaan van een herseninfarct up 
jonge loeftrjd Uitgebreid Iaboratorrwm onderzoek iraar een zogenaamde 
'prethromholic staie' bij dc7e pa'iiienien IS beperkt tot de herkenning van eer 
aantal bokende aarudoenrngen die hypercoagulabilibei'r veroorzaken, soais 
factor V Leidlen rnutalie, deficrentie van proteine C of S 
hyperhomocystein~eim~e, enr Dergelijk screcncnd onderi.oek is duur, en niet 
overal uitvoerbaar Daarnaast levort dil vaak slechts negatieve resultalcn op 
omdat alleen specifieke, al bekende oorzaken van hypercoagulab~lireit 
kunnen worden on~dersochl tlet zou een grooi voordeel %i111 als men ZOU 

Biiescliikken over ecn screcnlngsparameter voor het lotale slollingsysteem 
(dus heit plasmalisch slollingsycteem samen met de bloedplaatjes) Dit zoii 
ais voordeel hebben dal verder onderzoek naar ciollrngsafwilkrngen beperkt 
LOU ku~nnen worden tot die patiei?Aen met een geidentificeerde 
Ihypercoagulab1liiel1 R-let voornaamste doel van dit proefschrift was dan ook 
om tc onderzoeken of zo'n rest gebruikt kan worden als een dergelijlie 
screeningsparameter bi] longe patlenten rnel een herseninlarcl De 
'cridogene trombine potentiaalYETP) is een dorgelijke test, waarmee een 
tolalle indruk kan worden verikregen over hel stollingssysteem Met behulp 
van de ETP, gerncteii in grilaaljesrijk en In piaatj~esarm plasma, is hel 
bovendien mogelijk ondersclicad le maken tussen hypercoagullabiliieit ter 
gevolge van de Icrloedpilaatjes, en hypercoagulabuliteit ten gevolge van hel 
plasmat~sch stollingsysteem Ook kan het effecl van rnedicatne op de 
i7ypercoagulabiIi1cit inel beii~tlp van de El-l> worden bestudcera Mci 
uiLzoi'\der~ng vali Iiei herseiiii-ilarct Icn gevolge van een cardiale embolie !s 
de secundaarc. provenlic van liet ischernrscl.i CVA tot op heden beuerki tot 
plaaljes-aggregai~e rcrnrriers eer1 therapie die slechts een beperkte 
effcclivilcil IhcsH I n  cpeclfieke s~uibgrocpen rou andere medicaiic zoals 
bijvoorbeeld een vasle, lage dosis orale ariticoagulantta, welliclal nwer 
clfecliei A]II hlot bchdp van de ETP is hei in~geii jk bepaallde subgroepen 
palienlcn te onderscl1eidei7, die weilici?l meer baal hebbcii bij araie 
ai~nicoagulantia, daiimrel aspirine 

In Hoofdstuk 2 is de ioK oiiderzoclil van aggregatie wan rode bilocdcellen bly 
joiige patieriteii nlcl een heiseninfarcl Een verhoogde erylrocytcn 
aggregatie woirdt beschouwd als een factor die gerolaleerd is aan dc 
i;atl.iogeiiese vair hel herseni~nfarcl bi] oudere patienten 811 deze paiienteti is 
de veihoogde eryirocyte:i aggregatie gccorrcleerd aan een verhoogd 
fibiinogeei? Bi] joi~gc patienre!: met een herser?irilarci vonden wij ecp 
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verhoogde erytrocyten aggregalre vergeileken nwet controlepersoi~eii, zo*~eY 113 

de acute ais in de late fase na liel. rnfaacl, terwijf de ftbrrnogcen conceiitratie 
normaal was Erytrocyten aggregatiie was s~ig~nuticanl geassocieerd n3eo liel 
hersenintarct na correclie waor verschillen in Bibrinlogeei?, Iaerna[ocaiei ei1 
bezrnk!iig Ook bij de oudere palienten was de e~ytrocyte~l aggregatie 
verhoogd, vergeleken me! oudere con?roleperso~aen Wil deze oudere 
palienten bleek een verhoogd fibrinogeen geassocieerd le zijn niet !iet 
oplreder~ van een Iierseniir7farct Wq co~~ciiucleerden dat eeln vertioogde 
erytrocyten aggaegatle onafhankelijk gereiareerd is aai? Rnet optredei: van een 
herseninfarct op jonge leeftijd, hetgeen erop zou Irci~rinei? wijzen dat een 
verhoogde erytrocyten aggregatie bijdraagt aan de oorzaali. van dil 
herseninfarct 811 oudere parieinten Iykt een verhoogde erylracyten ayg~regalie 
vooriiaimelijk te worden veroar7aakt door eiei> verhoogd lrbr~riogeen 

In I-iiooidstcrk 3 bepaalden we in hoeverre jonge satlenkn inei eer1 
herseninlarct afwr~kingen hebberi in lilet plasrnatisch stollungr;sysleein 
Daarnaasl oii?derzockrten wuj ook ot er afwv~jkiiigeii bestonden iln de protein C 
pathway', door een actiwator van proteniie C (thrornbornoduline) Loe te voegen 
aan de t~rornbii~e generatie test Met bc.11ulp van de ETP in plaatlesarm 
placina, vonden we een piasrna-gebonden hypercoag~~labtlilert bil ongeveer 
één derde van de jonge pattenten met een hersen~nlarcl Patienten die een 
recrdief herseniinlarct hadden dooôgeimaald, bleken een srg~nrlicanl lhageic 
ETP te hebberi dan de overige patrenten Na toovocgen val? 
thrornbornoduline hadden vijf patientcn onvoldoende rerriining van de 
trombine generatie, hetgeen wij,sY op een onvoldoende functie van de 'proleifl 
C pathway' Ab~jkingen in de prolein C pathway zilii gemaitkelijk op te 
sporen met de ihrornbornoduline test, en kunnen bildragen aan t-iel ontslaan 
van een herseninfarct, vooral indren er ook nog andlci-o vasculaire 
risicofactorei2 aanx8erilg zijn UI] pat~enten me1 een aanqeloonde afwnjltnily i17 

het plasrnaAisch slolliingsyslecm rs verder oi>derzaek naar cic aorj.;i.-ilc van 
deze hyper~oagulabili~te~t aangewezon 

in i-~ooIdsluk 4 ondcrzochten we of jonge pallc?rrtei7 met eer1 I~cisei-iinlarcl 
hypercoagwabiliteit hebben, gerelateerd aan de bloedplaaijes Door dc  lil P 
un plaatjesrrlk plasma te vergeinjken met de ETP in plaaljesarrn plasrna. kan 
onderscheid worden gemaakt tusseri 1~ypercoagulabilileii op ~ E Z S I U  van I ~ C I  
p!asrnatisch slollingssysleem danwel die bloedplaatles 130 voii Willel~rancl 

factor is een noodzakelijke mediatar bilj het mechariisrne dar procoayularilc 
acnivilei'r 11-1 plaatjes teweeg brengt Daarom osrderioeh'ieri wc ook de plaaljcs 
pr~coagulante activite~t era de won W~llebrarid factor concentratic DG E1P iri 
plaatjesrijk plasma was cignit~cant hoger bi] do patidnten in vcryciiijking niel 
controlepersonen Ook de piaalles procoagulanle activitci! eva de voia 
Willebrand factor waren snynificanl hoger in palienten dan in de controlles 



Een hoge ETP was cign,ilicant geassocieerd mei eer1 herseniniarcr In eer 
lrneatr rugressrcmt~del was de von Willebrand lZìclOr geassocieerd me[ de 
plaatjes procoayulanrie activiteit en mei de ETP, tewijl de plaatleS 
procoagijlanic activrleit ook geassocieerd was met de ETP Wil 
concludeerden dal de Erornbrne generatie is verhoogd blj longe patiei?ten mei 
een herseninfarct Zowel de pilaahes proc~ayjuilanfe a ~ t i ~ t e l l  als de van 
Wiillebrancli lactor zijn verhoogd bij jonge patienie~n met een herseniniarct en 
r i j  rijn gereiatcerd aan Cle ETP in plaaljesrijk plasma Dit wijs? erop dal onder 
dc verschillende oorzaken die ten groi-edslag kunnen liggen aan een 
verhoogde ErP, eeln hoge concentralre van de von Willeb~rand faiclor een 
belangrqke rol speelt Deze bevindingein geven een palh0fysnologische 
verklaring voor de epidemiologische observatie dat een verhoogde vgn 
Willebrand faclor concenlralie is gerelateerd aan hei optreden van een 
hcrsenie-siarcl 

In Hooldstuk 5 hebben we de ~nvloed van aspirine en van een vaste, lagr: 
dosering orale anticaagulanlia op de trombine generatie onderzocht, zowel 
bil jonge patienten met een heirsenintarct als bij gezonde vrijwilligers Het is 

aannemel~ijk dat een vermindering van de trombiine yene~raiie, cloor 
belïanoleling met aspirine of orale ai7ircoagulantna, samengaal me1 eer1 
vermindering van het rlisico op een trombo-embolische gebeurlenis bil 
patieiïiien Bij de controlepersone~n bestond een verlaging var, de ETP (ca 
8%) 117 plaatjesrijk pllasnia na aspirine gebruiik (30 mgldag) gedurende twee 
wcken, Verwijl bij de pattenten een dergelilk effect alleen werd gezien bij de 
subgroep mel plaatjes-gerelateerde hypercoagulabil~~eit Bnj palienten mei 
een plasma-gebaseerde hypercoagulabiliteil daalde de extrinsieke ETP 
tildens aspirine gebruik De paaljes procoagularile activiteit daalde hij orize 
yslli6iiten tijdons liet gebrrink van aspirine Een vaste, lage dosering 
p~ieiaprocoumoi~ (R75 ingldag) bij de controlcpcrsone~i wermindcrdc aileier; 
nlc ex!rinisicke ETP Hetzclíde efiecr werd bn] de patnerilei? gc;riei-i Bij de 
swbgrocp paliieuiten mei een plaatjes gerolateerde hypercoagulabiliteii 
daaiidc ook de E1 P in plaatjesrijk plasma iia gebruik van phenprocouinon 
We coi-rcludeerdcn dat aspirir-ie de hypcrcoagulabililei1, gemclen met behulp 
van dc ETP, bip jorige patidnten met een herseninfarct beinvlocci1, speciaal rn 
die gioep met ocn plaatjes-gerelateerde hypercoaguÍabiiliteitt Het affect op 
de trombirié; gemratie is echtcr slecl:ts mild Wij vonder: geen idbara'iori~tm 
ondcrsiieuning wooi het idee dat een vaste, lage dosering phenprocournon 
elfectiever is cinn aspirii.ie bij de prevcntte van tronaboembolische 
gebewrtcriiscen 

Hn HoorCristuk 6 hebben we de resultaten van ons ondermek naar eer: 
verhoogde eryilrocylen aggregatie en naar hypercoaigwlabilitieii bl] jonge 
patitlrllen imct een herseninfarct besproken Ook bedrscussieerden we anre 
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bevindingen rn relaiie lot huidige er1 toekomstige therapeul~schc opties vaat 
de secundaire preventie wan i-iet herseninfarct Wij advicereii veider 
onderzoek naar hypcrcnagulabilitelt. Q~dl t?s~Q~i?l  met behulp vaii de ETP, bij 
oudere patrenten en bn] subgroepen parienten Hei beschikbaar zijn vaii cc11 
geaulomaliseerde versie van de ETP nn plaaljesrnjk plaslna za~i  bil dergelijli 
studies van groot nut zijn Dit zou ook de a~iogeli]kE7eid bieden oi?? 
tockornstigr tlierapeutiscl~e allernalievei~ te richten op suibyroepen var1 
patbenteil. dte met bcl?ulp van de ETP le nndcrschoiden zijn 




