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Zusammenfassung:

Seit einigen Jahren werden direkte Faktor-Xa-Inhibitoren wie Rivaroxaban als
Antikoagulanzien bei Vorhoffimmern empfohlen. Aktuelle Studien zeigen
neben der Reduktion von Schlaganfallen zudem eine Mortalitatssenkung durch
Rivaroxaban. Thrombozyten spielen eine grof3e Rolle in der Entstehung
ischamischer Ereignisse. Daher hypothetisierten wir in dieser Arbeit, dass
direkte Faktor-Xa-Inhibitoren Einfluss auf die Thrombozytenaktivierung haben.
Dazu wurden Versuche an 62 Patienten durchgefihrt. Es wurden die
Thrombozytenfunktion in der Lichttransmissionsaggregometrie und der
Mehrfachelektrodenaggregometrie, das endogene Thrombinpotenzial (ETP)
und die Thrombozytenadhasion in einer Flusskammer unter Einnahme von
Rivaroxaban sowie Apixaban gemessen. Die Freisetzung von Thromboxan aus
Thrombozyten wurde nach Stimulation mit Faktor Xa (FXa) erhoben. Nach
Einnahme von Rivaroxaban oder Apixaban waren die
Thrombozytenaggregation, die Thrombozytenadhasion und das ETP im
Vergleich zum Ausgangswert erniedrigt. FXa konnte als potenter, direkter,
dosisabhangiger Aktivator der Thrombozytenaggregation und
Thromboxanbildung dargestellt werden. Dieser Effekt war unabhangig von
anderen plasmatischen Gerinnungsfaktoren wie Thrombin. Die Aktivierung liel3
sich dosisabhangig durch Rivaroxaban und Vorapaxar, einem PAR-1
Thrombinrezeptorantagonist, in gleichem MalRe hemmen. Zusammenfassend
konnte gezeigt werden, dass FXa eine wichtige Rolle in der Aktivierung von
Thrombozyten spielt. Diese Aktivierung bindet direkte Effekte von FXa auf PAR-
1 Rezeptoren mit ein. Der Mechanismus kann durch Faktor-Xa-Inhibitoren
gehemmt werden, was in einer geringeren Thrombozytenreaktivitat resultiert.
Patienten mit Vorhoffimmern und einem hohen Risiko fir ein ischamisches

Ereignis kdnnten daher von diesem Effekt profitieren.



Abstract:

Direct factor Xa inhibitors like Rivaroxaban are recommended to prevent stroke
in patients with atrial fibrillation. Recent studies showed that therapy with
Rivaroxaban not only decreases the risk of thromboembolic events, but also
mortality. This might be due to other effects than the inhibition of plasmatic
coagulation factors. As platelets play a major role in pathophysiology of
cardiovascular events, this thesis focused on the effects of direct factor Xa
inhibitors on platelet reactivity. Therefore 62 patients were enrolled in a trial.
Platelet function was measured by light transmission aggregometry (LTA),
multiple electrode aggregometry and endogenous thrombin potential (ETP)
before and after intake of direct factor Xa inhibitors. In addition, Platelet
adhesion was assessed in a flow chamber and the release of thromboxane from
platelets was measured after stimulation with factor Xa (FXa). Platelet
aggregation, platelet adhesion and ETP were reduced, compared to baseline,
after medication with Rivaroxaban or Apixaban. We identified FXa as a potent,
dose dependant activator of platelet aggregation in LTA. This effect was
independent from thrombin. This activation could be inhibited dose dependently
by Rivaroxaban or Vorapaxar, a thrombin receptor antagonist. Furthermore,
FXa leaded to increased secretion of thromboxane from platelets. As conclusion
this thesis could show that FXa plays a role in platelet activation. The activation
is mediated by a direct activation of PAR-1 thrombin receptors on platelets. This
effect can be inhibited by direct factor Xa inhibitors resulting in reduced platelet
reactivity. Patients with atrial fibrillation and high cardiovascular morbidity could

benefit from this effect.



Abkiirzungsverzeichnis:

ADP = Adenosindiphosphat

aHT = arterielle Hypertonie

AK = Antikorper

ARA = Arachidonsaure

ASS = Aspirin

AUC = area under the curve
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Cl = Konfidenz Intervall
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CRP = C-reaktives Protein

DM = Diabetes mellitus
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dyn = dyne
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FIl = Prothrombin

Flla = Thrombin

FVa = aktivierter Faktor V

FVlla = aktivierter Faktor VII

FVIII = aktivierter Faktor VIII

FIX = Faktor IX

FIXa = aktivierter Faktor IX



FX = Faktor X

FXa = aktivierter Faktor X

FXla = aktivierter Faktor XI

FXlla = aktivierter Faktor XII

FXllla= aktivierter Faktor XIII

FACS = Durchflusszytometrie mit fluoreszenzaktivierter Zellsortierung
GP = Glykoprotein

GPCR = G-proteingekoppelter Rezeptor
H20 = Wasser
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Hkt = Hamatokrit

INR = international normalized ratio
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KHK = koronare Herzkrankheit

LAA = linkes Vorhofohr
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MACCE = major adverse cardiac and cerebrovascular events
MEA = Mehrfach-Elektroden-Aggregometrie
MFI = mittlere Fluoreszenzintensitat
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1 Einleitung:

In Zeiten des demographischen Wandels nehmen Erkrankungen des Alters und
vor allem des kardiovaskularen Systems, insbesondere in der westlichen Welt,
eine immer groRere Rolle ein [1, 2] . Unter anderem ist Vorhofflimmern (VHF)
eine Erkrankung, deren auftreten stark mit dem Alter korreliert [3, 4]. Durch die
hohe Anzahl an Betroffenen gewinnen auch die oralen Antikoagulanzien (OAK)
in der Therapie des VHF an Wichtigkeit. Diese sollen das Auftreten von akuten
Erkrankungsgeschehen, wie Schlaganfallen, bei VHF verhindern. Dabei sollte
die Therapie auf einer Analyse des Risiko-Nutzen-Verhaltnisses fulRen. Das
Auftreten von Blutungsereignissen, als Risiko der Therapie mit einem
Antikoagulanz, muss stets berucksichtigt werden. Waren Uber Jahrzehnte
hinweg Vitamin-K-Antagonisten (VKA) die Therapie der ersten Wahl, werden
seit einigen Jahren vermehrt direkte orale Antikoagulanzien (DOAK)
verschrieben. Diese konnten sich bei ahnlicher Schlaganfallpravention, aber
deutlich patientenfreundlicherer Anwendung und uUberwiegend besserem
Risikoprofil bewahren. Diese Vorteile finden auch in den aktuellen Leitlinien zur
Therapie des VHF Berlcksichtigung, die DOAKs als Erstlinientherapie zur
Antikoagulation anfuhren [5, 6] . Die DOAKs koénnen aufgrund ihrer
unterschiedlichen Wirkmechanismen in zwei Gruppen unterteilt werden. Die
Wirkung entfalten sie entweder Uber die direkte Inhibition von Thrombin oder
des aktivierten Faktor X (FXa), in der Endstrecke der Gerinnungskaskade. In
dieser Phase gelten die beiden Faktoren als zentrale Bestandteile, deren
Inhibition zu einer effektiven Antikoagulation fluhrt. Von besonderem Interesse
sind hier die DOAKSs, die ihren antikoagulatorischen Effekt Gber die direkte
Inhibition des FXa der Gerinnungskaskade vermitteln. Zugelassene und in der
Klinik haufig verschriebene FXa-Inhibitoren sind Rivaroxaban, Apixaban und
Edoxaban. In Studien konnte jedes dieser Medikamente, seine Uberlegenheit

gegenuber VKA zeigen [7-9] .

Andere aktuelle Studien, wie die COMPASS oder ATLAS-ACS-2 TIMI-51,
untersuchten zusatzlich den Benefit von Rivaroxaban bei kardiovaskularen
Risikopatienten ohne VHF. Bei diesen Patienten konnte durch die additive
Gabe einer niedrigeren Rivaroxabandosis, zusatzlich zur anti-aggregatorischen

Therapie mit Aspirin (ASS), eine Senkung der Mortalitat erreicht werden [10,
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11]. Die Senkung der Mortalitat war hierbei mit einem verminderten Auftreten

von ischamischen Ereignissen assoziiert.

In Zusammenschau der Studienergebnisse scheint Rivaroxaban den VKA im
Risiko-Nutzen-Verhaltnis Uberlegen zu sein. Es stellt sich aber die Frage, ob fur
Rivaroxaban, neben seiner Wirkung auf die plasmatische Gerinnung, andere
Mechanismen zur Risikoreduktion beitragen. Im Hinblick auf das neue
Verstandnis einer zellularen Gerinnung und deren Rolle in der Entstehung von
ischamischen Ereignissen muss auch die Rolle einer erhdhten
Thrombozytenreaktivitat beleuchtet werden [12-15]. In dieser Arbeit wird im
Folgenden eine Studie der Klinik fur Kardiologie des Universitatsklinikums
Dusseldorf vorgestellt in der gezeigt werden konnte, dass direkte FXa-
Inhibitoren, neben ihren potenten antikoagulatorischen, auch direkte
antiaggregatorische Effekte aufweisen [16]. FXa und dessen Inhibition spielen

hierbei eine zentrale Rolle in der Aktivierung von Thrombozyten.
1.1 Die Hamostase als Gleichgewicht zwischen Thrombose und Blutung

Die Blutgerinnung, auch Hamostase genannt, ist ein sehr komplexes System
dessen Ziel es ist, bei einer Verletzung der Integritat des Gefallsystems den
Ubermafigen Blutverlust durch einen schnellen Verschluss der Lasion zu
verhindern. Die Hamostase sorgt somit idealerweise flr das notwendige
Gleichgewicht zwischen Ubermafiger Gerinnbarkeit (Hyperkoagulabilitat) und
Ubermaliger Blutungsneigung (Hypokoagulabilitat) [17]. Dieses Gleichgewicht
kann aus den Fugen geraten, was die Grundlage vieler pathologischer
Prozesse darstellt, bietet aber auch die Mdoglichkeit flr diverse

Therapieansatze.

Die Hamostase kann in zwei Phasen unterteilt werden. In der ,primare
Hamostase“ genannten ersten Phase sind die Thrombozyten als zellularer
Bestandteil der Hamostase der wichtigste Faktor. Sie bilden durch ihre
Aktivierung und Aggregation an der Endothellasion den primaren Thrombus um
die Lasion abzudichten [18]. Hingegen werden in der zweiten Phase der
Hamostase, sekundare Hamostase genannt, humorale Gerinnungsfaktoren
aktiviert, die ihre enzymatische Wirkung in der Gerinnungskaskade entfalten.

Diese resultiert in der Generierung von unléslichem Fibrin, das sich als Netz im
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primaren Thrombus formiert, um diesen zu stabilisieren [17]. Die dargestellte
Unterteilung der Hamostase in einen primaren und sekundaren Teil ist eher
didaktisch aufzufassen, da sie fur ein physiologisches Verstandnis irrefuhrend

ist.

Vielmehr verlaufen beide Phasen der Hamostase nahezu parallel und
verstarken sich gegenseitig. Hierbei kommt das zellgebundene Modell der
Gerinnung, wie es von Hoffman et al beschrieben wurde, am ehesten den
physiologischen Bedingungen in-vivo nahe [19]. In diesem Modell spielen
Thrombozyten eine zentrale Rolle, auf deren Oberflache die einzelnen
Aktivierungsschritte stattfinden und kontrolliert werden. Innerhalb des Modells
werden drei Phasen unterschieden: In der Initiationsphase kdnnen
Gerinnungsfaktoren das Gefal3system verlassen und Uber den Tissue-factor-
pathway (TF) geringe Mengen Thrombin aulerhalb des Gefallsystems
generieren. Die Amplifikationsphase startet mit der Verletzung des Blutgefales,
was zur Freisetzung von Thrombin fuhrt, welches anheftende Thrombozyten
aktivieren kann. Die Aktivierung der Thrombozyten fuhrt zur Amplifikation und
zur  Aktivierung weiterer Thrombozyten. SchlieRBlich  lauft in der
Propagationsphase die Gerinnungskaskade kontrolliert auf der Oberflache der
Thrombozyten ab [12, 19].

1.1.1 Primare Hamostase und Thrombozytenaktivierung

Thrombozyten sind kernlose Zellfragmente, die physiologisch in einer Anzahl
von 150,000-400,000 pro pl Blut im BlutgefaRsystem zirkulieren [20, 21]. Sie
werden von Megakaryozyten im blutbildenden Knochenmark abgespalten und
zirkulieren ungefahr 10 Tage lang im BlutgefaRsystem, ehe sie zum grofiten
Teil in der Milz, aber auch in der Leber, abgebaut werden [22]. Kommt es zu
einer Lasion des Endothels werden Strukturen der subendothelialen Matrix
freigelegt. Diese dienen als Target-Strukturen flir Rezeptoren auf der
Thrombozytenoberflache, die die Thrombozytenadhasion und -aktivierung
vermitteln. Rezeptoren, die vor allem eine Rolle in der Plattchenadhasion
spielen, sind der Glykoproteinkomplex Ib-IX-V (GP Ib-IX-V) und das
Glykoprotein VI (GPVI) [17]. GP Ib-IX-V bindet am subendothelial

immobilisierten von-Willebrand-Faktor (vVWF). Dieser formt mit seiner A1



Untereinheit, die an die GP Ib Domane des GP Ib-IX-V bindet, eine Brucke
zwischen Plattchen und subendothelialem Kollagen [21, 23-25]. Uber diesen
Mechanismus werden Thrombozyten abgebremst und ihre Adhasion an der
Lasionsstelle gefordert [23, 26]. Ein weiterer wichtiger Rezeptor fur die
Adhasion ist GPVI, der direkt an exponierte Kollagenfasern bindet. Uber diese
Bindung wird hauptsachlich auch eine Aktivierung der Thrombozyten vermittelt
[21] [26]. Durch die Aktivierung vollziehen die Thrombozyten eine
Formwandlung, bei der sie stechapfelformige Auslaufer, sogenannte
Pseudopodien, ausbilden [26]. Durch die Thrombozyten-Aktivierung werden
intrazellulare Feedback-Mechanismen in Gang gesetzt, die zu einer
Konformationsanderung und damit zur Aktivierung des Glykoproteinrezeptor
lIbllla (GPllbllla) fahren [17, 26]. Es kommt aullerdem zur Verlagerung
negativgeladener Phospholipide an die Thrombozytenoberflache [26]. Diese
prasentierten Phospholipide dienen als Verbindung zwischen primarer und
sekundarer Hamostase, da sie eine hohe Affinitdt zu Gerinnungsfaktoren haben
und diese komplexieren konnen [26]. Der aktivierte GPlIbllla ist einer der
wichtigsten Rezeptoren fur die weitere Aktivierung von Thrombozyten und das
Etablieren eines stabilen Thrombus. GPlIbllla kann in seiner aktivierten Form
z.B. vWF, Kollagen, Fibronectin, Fibrinogen oder Fibrin binden und so zu einer
Vernetzung unter Thrombozyten und der Thrombusbildung beitragen [17].
Thrombozyten besitzen dardber hinaus a-Granula und dense-Granula als
Speicherort weiterer |6slicher Mediatoren der Aggregation. Die Mediatoren
werden durch die Aktivierung freigesetzt, um ihrerseits weitere Thrombozyten
uber diesen parakrinen Mechanismus zu aktivieren [27, 28]. Von Bedeutung
sind in dem Zusammenhang insbesondere Substanzen wie
Adenosindiphosphat (ADP), Thromboxan-A2 (TXA2), Serotonin und
Prostaglandin-E2 (PGE2). Sie potenzieren, Uber fir sie spezifische G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren (GPCR), die Thrombozytenaktivierung [28]. Thrombin,
das in der Gerinnungskaskade generiert wird, ist einer der starksten Aktivatoren
der Thrombozytenaggregation [27, 29]. Es spaltet als Protease die auf der
Thrombozytenoberflache exprimierten Protease-aktivierten-Rezeptoren (PAR) 1
und 4, welche dadurch aktiviert werden. Als GPCR setzen sie ebenfalls

Signalwege in Gang, die Thrombozytenaggregation vermitteln [17, 30, 31].



1.1.2 Sekundare Hamostase — Ablauf der Gerinnungskaskade

Die sekundare Hamostase verfolgt das Ziel Thrombin zu generieren. Als
zentraler Gerinnungsfaktor vermittelt Thrombin Thrombozytenaggregation,
verstarkt die Gerinnungsaktivitat tber einen Feedbackmechanismus und spaltet
I6sliches Fibrinogen zu Fibrin [29]. Dieses kann sich netzartig organisieren, um
als Grundlage fur die Wundheilung die Festigung des Thrombus zu erreichen
[17]. Durch eine Gewebslasion wird neben Kollagenfasern auch
Gewebsthromboplastin, genannt tissue-factor (TF), als Membranprotein der
extravaskularen Zellmatrix prasentiert. TF bindet als Kofaktor die aktivierte
Form der Serinprotease VII (FVlla) [17, 32]. Der Komplex aus TF und FVlla ist
nun in der Lage die Faktoren IX (FIX) und X (FX) in ihre aktivierte Form zu
Uberfuhren (FIXa und FXa). Dieser Aktivierungsweg wird als extrinsischer Arm
der Gerinnungskaskade bezeichnet. FIXa und FXa kénnen nun auf die
Oberflache von aktivierten Thrombozyten diffundieren. Diese prasentieren auf
ihrer  Oberflache negativgeladene  Phospholipide, die eine Hohe
Bindungsaffinitat fur die Serinproteasen aufweisen [32, 33]. Hier bildet der FIXa
mit aktiviertem Faktor VIII (FVIlla) als Kofaktor und FX den Tenasekomplex, der
FX zu FXa spalten kann. FXa bildet an der Oberflache der Thrombozyten mit
aktiviertem Faktor V (FVa) als Kofaktor den Prothrombinasekomplex. Dieser
spaltet Prothrombin (FIl) zu Thrombin (Flla), was die Endstrecke der
Gerinnungskaskade darstellt und die Rolle der zellularen Gerinnung auf der
Oberflache von Thrombozyten hervorhebt [12, 19]. Flla initiert mehrere
Feedbackmechanismen, um seine eigene Produktion zu férdern. So spaltet er
FV zu FVa des Prothrombinase Komplexes und an vVWF gebundenen FVIII, der
dann dissoziiert und sich als FVllla dem Tenasekomplex anlagert. Zudem wird
durch Flla auch Faktor XI in seine aktive Form Uberfihrt (FXla), der weiteren
FIXa produzieren kann. Die Produktion von FIXa wird auch uUber den
intrinsischen Weg der Gerinnungskaskade gefordert. Dieser fuhrt Uber
Prasentation von negativen Oberflachen zu einer Aktivierung von Faktor XlI
(FXIla). Fur diese Aktivierung werden hochmolekulares Kininogen und
Prakallikrein als Kofaktoren bendtigt. FXlla spaltet Prakallikrein zu Kallikrein
und verstarkt so seine eigene Synthese, im Sinne eines positiven

Feedbackmechanismus [33-35]. FXlla fiuhrt dann Uber die Spaltung von FXI



und FIX zur gesteigerten Tenaseaktivitat und damit zur Einmindung in die
Endstrecke der Gerinnungskaskade [33]. Hier befinden sich mit dem FXa und
Flla die zentralen Faktoren der Gerinnungskaskade. Die Generierung von Flla
stellt zum einen durch die mogliche Thrombozytenaktivierung eine Schnittstelle
zur primaren Hamostase dar, zum anderen wird nach der Spaltung von
Fibrinogen zu Fibrin auch Faktor XlII von Flla gespalten und aktiviert (FXllla).
FXllla vernetzt als Transglutaminase im letzten Schritt die Fibrinmolekule [36].
Dadurch kann ein stabiler Thrombus entstehen und die Gerinnung gilt als

abgeschlossen.

1.2 Vorhofflimmern, eine Erkrankung des Alters - Pathophysiologie und

Klassifikation

VHF ist eine Erkrankung, die mit erhdhter Morbiditat und Mortalitat, vor allem
durch Schlaganfalle, einhergeht und in der westlichen Welt stetig an Bedeutung
gewinnt [4]. So ist auch bekannt, dass VHF, unabhangig von der Therapie, ein
Risikofaktor fur Herzversagen oder den plotzlichen Herztod darstellt [37]. Mit
einer weltweiten Pravalenz von 1-3% ist VHF die haufigste
Herzrhythmusstorung [3, 6]. Die Inzidenz von VHF steigt seit Jahren, was an
der besseren Detektion der Erkrankung, aber auch an einem gehauften
Auftreten von beglnstigenden Risikofaktoren liegen mag [38, 39]. So kann man
sagen, dass wahrscheinlich jeder vierte Erwachsene in seinem Leben an VHF
erkranken wird [40]. Bekannte Risikofaktoren fur das Auftreten von VHF sind
Alter, Geschlecht, arterielle Hypertonie, Adipositas, Herzinsuffizienz,
Erkrankungen der Herzkranzgefalde, Niereninsuffizienz, andere strukturelle
Herzerkrankungen und genetische Pradispositionen [3, 6]. Es konnte gezeigt
werden, dass das Auftreten von VHF mit dem Alter zunimmt. So liegt die
Pravalenz bei Individuen unter 49 Jahren bei nur 0.12-0.16%, wahrend bei Uber
80-Jahrigen die Pravalenz mit 10-17% angegeben wird [3]. Frauen scheinen
weniger haufig betroffen zu sein als Manner, haben aber ein hdheres
Mortalitatsrisiko [41, 42]. Die Therapie von arterieller Hypertonie und
Herzinsuffizienz mit ACE-Hemmern, Angiotensin-1-Rezeptor-Blockern und
Betarezeptor-Blockern, scheinen das Auftreten von VHF zu verhindern [43-45].
Strukturelle Herzerkrankungen wie Klappenerkrankungen und

Kardiomyopathien scheinen jedoch das Auftreten von VHF zu begunstigen [3].
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In der Pathophysiologie fuhren diese Mechanismen zum Fortschreiten eines
fibrotischen Umbaus, im Sinne eines Remodellings, der Vorhofe. Diese
fibrotischen Areale behindern die Integritat der Herzmuskelzellen und somit
auch die physiologische Reizweiterleitung. Stattdessen wird das Auftreten von
kreisenden und ungerichteten Erregungen gefordert [46, 47]. Spontane
Erregungsereignisse sind in ihrer Entstehung haufig von den Pulmonalvenen
(PV) ausgehend zu beobachten, die in den linken Vorhof einmunden [48]. Die
Ineffektive  Kontraktion der Vorhofe fuhrt zu  einer  Blutstase,
Thrombozytenaktivierung und damit zu einem prothrombotischen Milieu [49]. In
dem Zusammenhang ist vor allem das linke Vorhofohr (LAA) als
Pradilektionsstelle fur Thrombenbildung bekannt. Diese Thromben kdnnen sich
aus dem LAA 16sen und Uber die linke Herzkammer und den Ausflusstrakt in die
Peripherie ausgeschwemmt werden. Die Folge sind MACCE, vor allem der
Ischamische Schlaganfall, der durch einen thromboembolischen Verschluss
kranialer und cerebraler Gefalle entsteht. Daher ist es nicht verwunderlich, dass
bei 20-30% der Patienten mit ischamischen Schlaganfallen ein VHF vor, nach
oder wahrend des Schlaganfalls detektiert werden kann [50, 51]. Als weitere
Komplikation kann die schnelle Uberleitung des VHF, die Tachyarrythmia
absoluta (TAA), genannt werden. Auch eine zu langsame Uberleitung, die
Bradyarrhythmia absoluta (BAA), ist mdglich. Diese fihren Uber eine nicht
ausreichende Auswurfkapazitat nicht selten zu einer kardialen Dekompensation
und Herzinsuffizienz, weitere Risikofaktoren fur eine erhéhte Mortalitat. Jedoch
verlauft VHF in vielen Fallen auch asymptomatisch, sodass eine Detektion oft
auch als Zufallsdiagnose im Elektrokardiogramm (EKG) erfolgen kann [52]. Im
EKG zeichnet sich das VHF durch das langer als 30 Sekunden anhaltende
fehlen der P-Welle, als Korrelat einer gerichteten Vorhoferregung, und einem
unregelmafligen RR-Zacken Intervall aus [6]. Die Klassifikation des VHF erfolgt
abhangig von der Dauer von Beginn bis zur Terminierung des
Flimmerzustandes in funf Gruppen. In die erste Gruppe fallen alle
neudiagnostizierten Episoden von VHF. Paroxysmales VHF werden die
Episoden genannt, die sich in den meisten Fallen in den ersten 48 Stunden
selbst terminieren, aber bis zu 7 Tagen andauern konnen. VHF das langer als 7
Tage andauert wird als persistierendes VHF bezeichnet. Die letzten beiden

Gruppen formen das langanhaltend persistierende VHF, welches vor einer
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Intervention mehr als 1 Jahr angedauert hat und das permanente VHF, das
ohne Rhythmustherapie vom Patienten gut akzeptiert wird. In den meisten
Fallen ist ein deutlicher Progress der Episodenlangen von paroxysmalem VHF
hin zu langer andauernden Formen im Verlauf der Erkrankung zu beobachten
[6].

1.3 Die orale Antikoagulation als mortalitatssenkende Therapie

In der Therapie des VHF steht, neben Frequenz und Rhythmuskontrolle,
natlrlich auch die Pravention von Schlaganfallen im Fokus. Hier kommen die
OAK zum Einsatz, die durch effektive Antikoagulation einen Grofteil der
Schlaganfalle verhindern und so zu einer Lebensverlangerung beitragen
konnen. Damit stellen sie das einzige Therapiekonzept dar, das auch die
Langzeitmortalitédt und Morbiditat der Patienten senkt. In der Vielzahl der Falle
Uberwiegt das Risiko einen Schlaganfall zu erleiden dem Blutungsrisiko unter
der Therapie mit OAK. Dennoch sollte die Risikoabwagung zwischen
thromboembolischem Risiko und Blutungsrisiko bei jedem Patienten individuell
erfolgen. Hierzu kénnen verschieden Scores zur Risikostratifizierung verwendet
werden. Ein bekanntes und in den europaischen Leitlinien empfohlenes
Scoring-System ist der CHA2DS2-VASc-Score. Er stellt das Vorhanden- oder
Nichtvorhandensein von Kriterien wie Herzinsuffizienz, Alter, Diabetes mellitus,
vorhergegangene Schlaganfalle, vaskulare Erkrankungen und Geschlecht in
einem Punktesystem dar (s. Abb.1). Bei =1 Punkt bei Mannern und =2 Punkten

bei Frauen ist eine OAK-Therapie indiziert und sollte durchgefihrt werden.



CHA2DS2-VASc Kriterium m

Herzinsuffizienz 1
Bluthochdruck 1

Alter >75 Jahre 2
Diabetes 1
Schlaganfall oder Embolien 2
GefaRerkrankungen 1
Alter 65-74 Jahre 1
Weibliches Geschlecht 1

Abb.1: CHA2DS2-VASc-Score: Kriterien des CHA2DS2-VASc-Scores mit zugehdriger

Punkteverteilung.

Um dem gegenuber das Blutungsrisiko aufzuzeigen, kann man den HAS-
BLED-Score als Hilfsmittel benutzen (s. Abb. 2). Der HAS-BLED-Score umfasst
als klinische Kriterien flr erhdhtes Blutungsrisiko die arterielle Hypertonie,
abnormale Leber- oder Nierenfunktion, vorangegangene Schlaganfalle,
auffallige Blutungsanamnese oder genetische Pradispositionen, labile
International normalized Ratio (INR), Alter >65 Jahre und Alkohol- oder

Drogenabhangigkeit.



HAS-BLED Kriterium m

Bluthochdruck 1
Leber-/Nierenfunktionsstérung Je 1

Schlaganfall 1

Blutungsereignis 1

Labile INR 1

Alter >65 Jahre 1
Alkohol oder Drogen Je 1

Abb.2: HAS-BLED Score: Kriterien des HAS-BLED-Scores zur Bestimmung des

Blutungsrisikos mit zugehdriger Punkteverteilung.

Da es zu Uberlappungen der beiden Scores kommt, wie zum Beispiel beim
Alter und der arteriellen Hypertonie, sollte ein hoher HAS-BLED-Score nicht
dazu fuhren, dass dem Patienten eine Therapie mit OAK vorenthalten wird. Hier
ist vielmehr eine engmaschigere Kontrolle der Therapie von No&ten und

reversible Blutungsrisiken sollten identifiziert und beseitigt werden. [5, 6]
1.4 Orale Antikoagulation — Substanzen und Wirkungsmechanismen

Man kann zwei Gruppen von OAK unterscheiden, zum einen die VKA und zum
anderen die DOAKs. Die DOAKs werden weiter in die direkten FXa-

Antagonisten und die direkten Thrombin-Antagonisten unterteilt.
1.4.1 Vitamin-K-Antagonisten

In die Gruppe der VKA zahlen Medikamente wie Warfarin und Marcumar, deren
Wirkstoff Phenprocoumon seit Jahrzehnten erfolgreich zur oralen
Antikoagulation bei VHF verwendet wurde. Diese Medikamente wurden im
Jahre 1948 zum ersten Mal von Karl Link synthetisiert und 1954 zur Therapie
am Menschen zugelassen [53, 54]. Durch die deutliche Senkung des

Schlaganfallrisikos und der Mortalitat, bezeichneten sie einen Fortschritt in der
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Therapie des VHF [6, 55]. VKA hemmen kompetitiv die Vitamin-K-Reduktase,
ein Enzym, dass dazu bendtigt wird, Vitamin K in seine aktivierte Form zu
Uberfuhren. In dieser Form fungiert es als Kofaktor fur die y-Glutamyl-
Carboxylase. Dieses Enzym ist in der Leber fur die N-terminale vy-
Carboxylierung von Gerinnungsfaktoren zustandig. Die Carboxylierung wird
bendtigt um, unter der Anwesenheit von Kalzium, Konformationsveranderungen
der Gerinnungsfaktoren und damit deren Aktivierung zu gewahrleisten [56].
Dementsprechend wird durch die kompetitive Hemmung, die Produktion der
prokoagulatorischen Gerinnungsfaktoren I, VII, IX und X sowie der
antikoagulatorischen Proteine C und S in der Leber gehemmt [57]. Da der
antikoagulatorische Effekt erst mit der Elimination der bereits produzierten
Gerinnungsfaktoren im Blut Eintritt, bendtigen VKA einige Tage bis zur
maximalen Wirkung. Bis dahin Uberwiegt sogar der prothrombotische Effekt, da
die antikoagulatorischen Proteine C und S geringere Halbwertszeiten als
Prothrombin aufweisen, dessen Clearance-Zeit bedeutend fur den Eintritt der
antikoagulatorischen Wirkung ist [58, 59]. In der Therapie mit VKA stellt
aulRerdem die geringe therapeutische Breite der Medikamente ein Problem dar.
Bei der Therapie von VHF muss hierbei die INR, die den Quick-Wert, ein
Marker fur das extrinsische Gerinnungssystem, ins Verhaltnis zu einer
Standardprobe setzt, engmaschig kontrolliert werden. Bei VHF wird eine INR
zwischen 2-3 als adaquate Antikoagulation im Therapiefenster angesehen.
AulBerhalb dieses therapeutischen Fensters erhdhen sich entweder das
Thromboembolie-, oder das Blutungsrisiko. Da die Wirkung der VKA auch stark
von der Einnahme anderer Medikamente und der Aufnahme Vitamin-K-haltiger
Nahrungsmittel abhangig ist, missen regelmaflige Therapiekontrollen und
Dosisanpassungen erfolgen [6, 60, 61]. Nach Absetzen der VKA ist, abhangig
von der Produktion neuer Gerinnungsfaktoren durch die Leber, erst nach
einiger Zeit mit einer Normalisierung der INR zu rechnen. Durch die Gabe von
Vitamin K kann dieser Prozess jedoch beschleunigt werden [62, 63]. Obwonhl
VKA weiterhin die Therapie der ersten Wahl bei mechanischem Klappenersatz

darstellen, werden sie in der Therapie des VHF von den DOAKs abgel6st [5].
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1.4.2 Direkte orale Antikoagulanzien

DOAKSs sind Medikamente die ihre Wirkung, im Gegensatz zu den VKA, direkt
an den entsprechenden Targetstrukturen ausiben. Diese Targetstrukturen
koénnen Thrombin oder FXa sein. Durch die direkte Inhibition dieser zentralen
Gerinnungsfaktoren, lasst sich eine effektive Antikoagulation erreichen, die
nahezu direkt nach Einnahme des jeweiligen Praparates eintritt. Andersherum
verhalt es sich beim Absetzen der DOAKSs. Das bietet im innerklinischen Setting
einen bedeutenden Vorteil gegentuber den VKA. Es sind des Weiteren keine
regelmaiigen Spiegelkontrollen mit Dosisanpassungen notwendig. Allerdings
sind eine Therapiekontrolle und eine Kontrolle der regelmafiigen Einnahme, wie
uber die INR bei VKA, kaum maoglich. Wichtig fur eine erfolgreiche Therapie ist
dementsprechend die Sicherstellung einer ausreichenden Compliance und
Schulung des Patienten, der das DOAKs regelmaldig einnehmen muss [5, 64,
65]. Eine groRe Metaanalyse konnte zeigen, dass alle DOAKs das Risiko von
MACCE und Mortalitdt gegenuber den VKA bei geringerem intrakraniellem
Blutungsrisiko nochmals senken kdnnen. Gastrointestinale Blutungen traten im
Gegensatz dazu etwas haufiger auf [66]. Aufgrund der dargestellten Vorteile
und eines besseren Risiko-Nutzen-Profils, werden DOAKSs als Erstlinientherapie
fur (nicht valvulares) VHF von den Leitlinien empfohlen [5, 6]. Bei
Niereninsuffizienz ist bei allen DOAKs Vorsicht geboten und wenn mdglich eine
Dosisanpassung durchzufihren. Verfligbare Medikamente sind, neben dem
direkten  Thrombininhibitor  Dabigatran, die direkten FXa-Inhibitoren

Rivaroxaban, Apixaban und Edoxaban.
1.5 Rivaroxaban — Ein direkter Faktor-Xa-Inhibitor

Rivaroxaban wird, als einer der direkten FXa-Inhibitoren, zur Therapie des nicht
valvularen VHF einmal taglich in der Dosis von 20mg eingenommen. Dabei
kommt es zu einer kompetitven Hemmung des FXa wund des
Prothrombinasekomplexes [67]. Die Bioverfugbarkeit von Rivaroxaban ist
abhangig von der gleichzeitigen Nahrungsaufnahme bei Tabletteneinnahme
und variiert von 66% ohne, bis zu 100% bei gleichzeitiger Nahrungsaufnahme.
Nach oraler Einnahme von Rivaroxaban in Tablettenform ist nach 1-4 Stunden

mit der maximalen Wirkung, gemessen an der Anti-FXa-Aktivitat, zu rechnen
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[68]. Im Blutplasma besteht eine hohe reversible Plasmaeiweil3bindung von
95%, wobei Albumin als Haupttransportprotein fungiert [69] [70]. Die terminale
Plasmahalbwertszeit von Rivaroxaban liegt zwischen 5 und 13 Stunden, je nach
Alter und Metabolismus des Patienten [69]. Die Ausscheidung von Rivaroxaban
erfolgt zu 66% renal, davon zu 36% in unveranderter Form. Von diesen 36%
werden 6% glomerular filtriert und 30% uber P-Glykoprotein Transporter renal
sezerniert [71]. Rivaroxaban wird aul3erdem in der Leber, unter anderem
Cytochrom-P450-3A4 abhangig und durch hydrolytische Spaltung, metabolisiert
und Uber den Stuhl ausgeschieden. Hier finden sich ungefahr 21%
metabolisiertes und 7% unmetabolisiertes Rivaroxaban, das moglicherweise
auch nicht resorbiert wurde [69, 71]. Aufgrund der renalen Elimination muss bei
Niereninsuffizienz eine Dosisanpassung erfolgen. So soll ab einer Creatinin-
Clearance (CrCl) zwischen 30-50 ml/min die Rivaroxabandosis auf 15mg
reduziert. Diese Dosis ist auch fur den Bereich der CrCl von 15-29 ml/min

zugelassen, welcher einer schweren Niereninsuffizienz entspricht [5].
1.6 Effekte von Rivaroxaban in klinischen Studien:

Die ROCKET-AF Studie ist eine im Jahre 2011 publizierte randomisiert
kontrollierte Studie, die Rivaroxaban und VKA in Hinblick auf das Auftreten von
MACCE bei 14264 Patienten mit VHF verglichen hat. Insgesamt konnte gezeigt
werden, dass Rivaroxaban den VKA in der Pravention von Schlaganfallen und
thromboembolischen Ereignissen nicht unterlegen ist. In der statistischen
Auswertung aller gréReren Blutungsereignisse gab es keinen signifikanten
Unterschied zwischen Rivaroxaban und VKA, obwohl unter Rivaroxaban
weniger intrakranielle Blutungen, aber dafir mehr gastrointestinale Blutungen
auftraten [72]. Kardiale Vorerkrankungen, wie stattgefundene Myokardinfarkte
oder die koronare Herzkrankheit (KHK), sind ein groRer Risikofaktor flr weitere
kardiovaskulare Ereignisse, bis hin zum kardiovaskularen Tod. Von
besonderem Interesse ist, dass in der ROCKET-AF Studie unter Rivaroxaban
im Trend weniger Myokardinfarkte und vor allem bei diesem Risikokollektiv
insgesamt 14% weniger kardiovaskulare Ereignisse auftraten [73]. An
Patienten ohne VHF aber mit hohem kardiovaskularem Risikoprofil, haben
weitere Studien den Benefit von Rivaroxaban untersucht. Eine dieser Studien
ist die ATLAS-ACS-2 TIMI-51 Studie, die als grolie randomisiert kontrollierte
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Studie im Jahre 2012 veroffentlicht wurde. Die Studie untersuchte bei 15526
Patienten mit Zustand nach akutem Koronarsyndrom die additive Gabe von 2x
taglich 2,5mg oder 5mg Rivaroxaban gegen ein Placebo. Der kombinierte
primare Endpunkt bestand im Auftreten von Tod durch kardiovaskulare
Ursachen, Myokardinfarkt und Schlaganfall. Es konnte gezeigt werden, dass
Rivaroxaban das Auftreten des kombinierten primaren Endpunktes, im
Vergleich zum Placebo, signifikant verringern kann. Ebenfalls war die
Gesamtmortalitat in der Rivaroxabangruppe deutlich geringer als in der
Placebogruppe. Es zeigte sich ein signifikanter Benefit fir das geringere
Auftreten von kardiovaskularen Toden und Myokardinfarkten, allerdings nicht
fur Schlaganfalle. Diese Ergebnisse spiegelten sich auch in der
Subgruppenanalyse wider. Die 2,5mg Rivaroxaban reduzierten, im Gegensatz
zu den 5mg Rivaroxaban, auch die alleinige kardiovaskulare Mortalitdt und die
Gesamtmortalitat, verglichen mit dem Placebo. Beide Rivaroxabangruppen
erhdhten des Weiteren das Risiko fur Blutungsereignisse signifikant, wobei
diese bei der 5mg Dosis haufiger auftraten. Fatale Blutungen waren in beiden
Gruppen, im Vergleich zur Placebogruppe, nicht haufiger zu beobachten [10].
Die COMPASS Studie, aus dem Jahre 2017, hat die Ergebnisse aus der
ATLAS-ACS-2 TIMI-51 Studie aufgegriffen, um zu untersuchen, ob ASS,
Rivaroxaban oder die Kombination aus beiden Medikamenten, die optimale
Sekundarprophylaxe kardiovaskularer Events darstellt. Hierzu wurden 27395
Patienten in drei verschieden Gruppen randomisiert. Die erste Gruppe hat
taglich 100mg ASS und 2x 2,5mg Rivaroxaban erhalten. Die anderen beiden
Gruppen haben jeweils entweder nur 100mg ASS oder 2x 5mg Rivaroxaban
erhalten. Der kombinierte Endpunkt setzte sich aus dem Auftreten von
kardiovaskularem Tod, Myokardinfarkt und Schlaganfall zusammen. Fur den
kombinierten primaren Endpunkt zeigte die Kombination von ASS und
Rivaroxaban ein signifikant geringeres Auftreten als die ASS Gruppe. Zwischen
den Patienten, die mit 2x 5mg Rivaroxaban therapiert wurden, zeigte sich, den
primaren Endpunkt betreffend, kein Unterschied zur ASS-Gruppe. Fur
sekundare Endpunkte, wie das Auftreten von Myokardinfarkten, Schlaganfallen,
akute peripherarterielle Verschlisse und kardiovaskularen Tod, wurden
ebenfalls signifikante Benefits in der Gruppe mit Kombination von ASS und

Rivaroxaban gesehen. In beiden Rivaroxabangruppen waren signifikant mehr
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Blutungsereignisse als in der ASS Gruppe zu beobachten. Im Schaden-Nutzen-
Verhaltnis Uberwiegt jedoch der protektive Effekt der ASS + Rivaroxabangruppe
im direkten Vergleich mit der ASS-Gruppe. Die Gruppe, in der die Patienten
5mg Rivaroxaban erhalten haben, war im Kosten-Nutzen-Verhaltnis nicht
schlechter als die ASS-Gruppe [11]. In diesem Zusammenhang hat eine grol3e
Metaanalyse, die zu einem Groldteil auf die Patientenkollektive der oben
genannten Studien, ROCKET-AF und ATLAS-ACS-2 TIMI-51, zurlckgreift, sich
naher mit dem Auftreten von Myokardinfarkten unter Rivaroxabantherapie
beschaftigt. Als Kontrollgruppen wurden Patienten mit VKA-, Enoxaparin- oder
Placebotherapie herangezogen. Es zeigte sich mit starker Signifikanz, dass die
Einnahme von Rivaroxaban mit einem reduzierten Auftreten von

Myokardinfarkten assoziiert ist [74].
1.7 Fragestellung, Hypothese und Ziele der Arbeit

Zusammenfassend kann man in den oben vorgestellten Studien eine
Assoziation von Rivaroxaban und geringerer kardiovaskularer Mortalitat sehen.
In einem Hochrisikokollektiv mit VHF stehen neben der Schlaganfallprophylaxe,
auch die Verhinderung des Auftretens anderer kardiovaskularer Komplikationen
im Vordergrund. Ein positiver Effekt von Rivaroxaban auf das Auftreten von
Myokardinfarkten konnte in der vorgestellten Metaanalyse gezeigt werden. Die
zu Grunde liegenden Mechanismen erscheinen hingegen unklar. Verwunderlich
erscheint ebenfalls, dass bei anderen Medikamenten, die neben Rivaroxaban
auch die FXa-Aktivitdt beeinflussen, wie VKA oder auch Enoxaparin, diese
Risikoreduktion in der Metaanalyse keineswegs in dem Umfang stattgefunden
hat. Dies suggeriert, dass bei Rivaroxaban, abseits der antikoagulatorischen
Wirkung, auch andere Effekte eine Rolle spielen koénnten. Unter dem
Verstandnis, dass die Gerinnung als komplexes System zellgebunden ablauft,
ist es wahrscheinlich, dass Thrombozyten auch hier eine zentrale Rolle spielen.
Mdglich ware eine direkte antiaggregatorische Wirkung von Rivaroxaban auf
Thrombozyten, die im Zusammenspiel mit der bekannten antikoagulatorischen
Wirkung des Medikamentes die Entstehung von MACCE erschwert. Daher

haben wir in der vorliegenden Arbeit folgende Hypothesen aufgestellt:
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1. Thrombozytenaggregation kann durch FXa am thrombozytaren PAR-
Rezeptor ausgelost werden.

2. Dieser Effekt kann durch direkte FXa-Inhibitoren reduziert werden.

Das Ziel der Arbeit ist es, die Wirkung von FXa Inhibitoren auf die
Thrombozytenfunktion in einem Hochrisikokollektiv zu untersuchen. Darlber
hinaus soll FXa als ein Faktor der direkten Thrombozytenaktivierung zur

Diskussion gestellt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv und Studiendesign

Insgesamt wurden in der Klinik fur Kardiologie, Pneumologie und Angiologie
des Universitatsklinikum Dusseldorf, in den Jahren 2016 bis 2018, 63 Patienten
in die Studie eingeschlossen. Das Patientenkollektiv setzte sich aus 52
Patienten zusammen, die aufgrund eines diagnostizierten Vorhofflimmerns ein
direktes orales Antikoagulanz (DOAK) einnehmen und 11 Patienten, die keine
Antikoagulation erhalten und als Kontrollgruppe eingeschlossen wurden. In der
DOAK-Gruppe konnten 37 Patienten eingeschlossen werden, die ein neu
aufgetretenes Vorhofflimmern aufwiesen. Diese wurden erstmals auf ein DOAK
eingestellt. Als DOAKs wurden Rivaroxaban und Apixaban verwendet. Bei
diesen Patienten wurden Versuche vor und 4 Stunden nach erstmaliger
Einnahme des DOAKSs durchgefuhrt. So konnten unmittelbar eintretende Effekte
des DOAKSs, beispielsweise auf die Thrombozytenfunktion, dargestellt werden.
Die Blutentnahme vor Einnahme des DOAKs diente hierbei als Referenzwert.
Voraussetzung war, dass die Therapie mit unfraktioniertem Heparin flr 4h vor
der Blutentnahme pausiert wurde. Des Weiteren galten die Einnahme von
thrombozytenaggregationshemmenden Medikamenten, Blutgerinnungs-
stérungen, sowie Erkrankungen des hamatopoetischen Systems, als
Ausschlusskriterien. Zudem wurden in-vitro Experimente in Vollblut, Plasma
und Serum gesunder Probanden durchgeflhrt. Die Studie entspricht den
ethischen Grundsatzen, die in der Deklaration von Helsinki festgehalten wurden
und hat vom Ethikkomitee der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf am
04.07.2014 ein positives Votum erhalten (Studiennummern 4735, 6072R).

2.2 Material:
2.2.1 Probengewinnung und Verarbeitung:

Patienten- und Probandenblut wurde durch periphervendse Blutenthahme mit
einer 21g Butterfly-Kanlile (BD Vacutainer® Safety-Lok™) in 2,7ml
Citratvacuvetten (BD Vacutainer®) entnommen. Das Verhaltnis von
Citratlésung und Vollblut entsprach dabei einem Verhaltnis von 1:10. Fur die
Versuche mussten aus den Blutproben plattchenreiches Blutplasma (PRP),

plattchenarmes Blutplasma (PAP), plattchenfreies Blutplasma (PFP), oder
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gewaschene Blutplattchen (WP), in weiteren Arbeitsschritten hergestellt
werden. Um PRP zu erhalten, wurde das durch Citrat gerinnungsunfahige Blut
bei 1200 rpm fur 10 Minuten bei Raumtemperatur (25°C) zentrifugiert (Haereus;
Minifuge RF). Der plattchenreiche Uberstand wurde mit einer Eppendorf
Research® plus Pipette abgenommen und in einem Zentrifugenréhrchen
(Falcon Tube, 15ml) gesammelt. Plattchenarmes Plasma (PAP) wurde
anschliellend durch weitere Zentrifugation des verbliebenen Blutes bei 3000
rom far 10 Minuten bei Raumtemperatur (Hareus; Minifuge RF) hergestellit.
Auch hier wurde der Uberstand wie oben beschrieben abgenommen. Um PFP
zu erhalten wurde das PAP in 2ml Eppendorf-Cups umgefillt und erneut bei
10000 x g in der Tischzentrifuge (Eppendorf 5414 R) zentrifugiert. Der daraus
resultierende Uberstand wurde wiederum abgenommen. Um WP zu erhalten
bendtigte man PRP, dem Acid-Citrate-Dextrose (ACD) beigemengt wurde, bis
ein pH-Wert < 6,5 vorlag. Die Kontrolle des pH-Wertes erfolgte mit dem pH-
Meter (Hanna instruments pH 211 microprocessor pH-meter). Anschlielend
wurden pro 10ml PRP, 5ul 100pM Prostaglandin-E1 (Cayman Chemicals Item
13010) zur Gerinnungshemmung zugegeben. Nach zehnmindtiger Inkubation
wurde das PRP wieder bei 3000 rpm fur 10 Minuten bei Raumtemperatur
zentrifugiert (Hareus; Minifuge RF). Der Uberstand wurde verworfen und die
Thrombozyten in Thrombozytenwaschpuffer volumenaquivalent resuspendiert.
Nach zweimaliger Wiederholung des Waschvorgangs, wurden die
Thrombozyten, je nach Versuch, in Patientenplasma, oder alternativ in albumin-

und glucosehaltigem Thrombozytenmedium (TM) resuspendiert.

2.2.2 Verwendete Substanzen:

Adenosin-5-Diphosphat Sigma, Steinheim, Deutschland

Thrombinreceptor activating peptide (TRAP-6) Sigma, Steinheim, Deutschland

Kollagen HORM® Nycomed, Linz, Osterreich
Arachidonsaure NatuTec, Frankfurt, Deutschland
PGE-1 Cayman-Chemicals, Ann-Arbor, Michigan USA
Boviner aktivierter Faktor X (FXa) Sigma, Steinheim, Deutschland
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Rivaroxaban
Vorapaxar

Kollagen

Phosphate buffered saline with Calcium

Phosphate buffered saline without Calcium

Bovines Albumin
Calcein-AM
ADPTest®
TRAPTest®
ASPITest®
PPP-Reagent
Thrombin Calibrator
Fluo-Buffer
Fluo-Substrate

TXB2 AChE-Tracer
TXB2-ELISA-Antiserum
Washbuffer

Ellman’s Reagent
TXB2 ELISA Standard

Paraformaldehyd 4%

Isoton || BD FACSFlow® Puffer

CD41-APC AK

Anti-Thrombin-Receptor PE AK

APEXxBIO, Houston, Texas USA

AbMole BioScience, Houston, Texas USA
Chronolog., Havertown, Pennsylvania USA
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
Thermo-Fisher, Waltham, Massachusetts USA
Roche, Basel, Schweiz

Roche, Basel, Schweiz

Roche, Basel, Schweiz

Thrombinoscope BV, Maastricht, Niederlande
Thrombinoscope BV, Maastricht, Niederlande
Stago S.A.S, Asniéres sur Seine, Frankreich
Stago S.A.S, Asniéres sur Seine, Frankreich
Cayman-Chemicals, Ann-Arbor, Michigan USA
Cayman-Chemicals, Ann-Arbor, Michigan USA
Cayman-Chemicals, Ann-Arbor, Michigan USA
Cayman-Chemicals, Ann-Arbor, Michigan USA

Cayman-Chemicals, Ann-Arbor, Michigan USA

Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter, Villepinte, Frankreich

Beckman Coulter, Villepinte, Frankreich
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Thrombin R FITC AK Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland

PAR-4 PE Almone Labs, Jerusalem, Israel
lgG1-Mouse-APC Beckman Coulter, Villepinte, Frankreich
IgG-Mouse-PE Beckman Coulter, Villepinte, Frankreich
Tris-Puffer (pH 7,4): 50mM Tris-HCI Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland

Thrombozytenmedium-Puffer (TM, pH 7,4) bestehend aus: 134 mM NaCl, 12
mM NaHCOg3, 2,9 mM KCI, 0,36 mM NaH2PO4 x H20, 1 mM MgClo x 6H20, 5

mM HEPES

2.3 Methoden:

2.3.1 Thrombozytenfunktionsmessung in der Lichttransmissions-
aggregometrie:

Die Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) ist eine gangige Methode und gilt
als Goldstandard zur in-vitro Evaluation der Thrombozytenfunktion [75]. Die
Methode wurde erstmalig im Jahre 1962 von Born und O’Brien etabliert, die
diese unabhangig voneinander beschrieben [76, 77]. In der LTA wird die
Lichttransmission im Vorgang der Thrombozytenaggregation im Zeitverlauf
dargestellt. Dazu wird eine Blutplattchensuspension, beispielsweise PRP oder
WP, von einer Lichtquelle angestrahlt und die Lichttransmission von einem
Detektor erfasst [78]. Dieser Wert wird zum Eichen des Aggregometers als
Referenzwert verwendet und entspricht 0% Lichttransmission [78]. Um den
Eichvorgang zu beenden bendtigt man ein blutplattchenarmes Medium, zum
Beispiel PAP, desselben Individuums. Die Lichtdurchlassigkeit des PAP
entspricht hierbei 100% und damit maximaler Lichttransmission [78]. Zur
Messung der Thrombozytenaggregation wird PRP verwendet, dem ein Stimulus
beigemengt wird, um die Thrombozytenreaktion zu beginnen. Gangige
Stimulanzien sind in diesem Zusammenhang Arachidonsaure (ARA),
Adenosindiphosphat  (ADP), Kollagen, Epinephrin, Thrombin  oder
Thrombinrezeptor aktivierendes Peptid (TRAP) [75]. Mit fortschreitender
Aggregation der Thrombozyten steigt die detektierte Lichttransmission im

Medium. Die Lichttransmission entspricht hierbei der Aggregation und wird
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graphisch als Kurve Uber den Zeitverlauf dargestellt (s. Abb.3). Nach
Beendigung der Messung konnen diagnostische Parameter, wie die Maximale
Aggregation (maximum of aggregation, MoA), in Prozent auf der
Aggregationskurve abgelesen werden. Die Steigung der Aggregationskurve
sowie Phanomene wie ,platelet shapechange“ oder ,secondary wave of
aggregation” bieten weitere Moglichkeiten zur Interpretation. Deswegen ist die
LTA als Diagnostikum zum Erkennen und Differenzieren von
Gerinnungsstorung und Blutplattchen-Medikamenten-Interaktionen in Klinik und
Forschung von groRem Wert [75, 78]. Dennoch muss man sagen, dass die
Durchfuhrung der LTA einen komplexen Vorgang darstellt, der viel Raum flr
Variabilitat zwischen verschiedenen Untersuchern und Untersuchungszentren
bietet. Das ist der Grund, warum die LTA ein wenig standardisiertes Verfahren
darstellt. Neue Leitlinien haben das Ziel diese Variabilitat zu minimieren und
das Verfahren zu standardisieren [75, 78, 79].
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Abb.3: Graphische Darstellung der Aggregation in der LTA: Die Abbildung zeigt eine
exemplarische Darstellung von drei Aggregationskurven, wahrend der LTA mit dem APACT
404. Auf der Y-Achse ist die Maximale Aggregation in Prozent aufgetragen. Hierbei beschreibt
die blaue, durchgezogene Linie die 0% Markierung, wahrend die obere rote Line die 100%
Markierung angibt. Auf der X-Achse ist die Aggregationszeit von 0-360 Sekunden aufgetragen.
Bei 120 Sekunden wird jeweils ein Stimulus in die drei Kanale (blau, rot und schwarz) gegeben.
Die Kurven nahern sich danach, je nach Aggregationsstarke, der 100% Markierung an. Im
Kanal der blauen Aggregationskurve fand keine Aggregation statt.
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2.3.2 Durchfuhrung der Thrombozytenfunktionsmessung in der LTA:

Die Thrombozytenfunktion der Patienten und gesunder Probanden wurde
durch LTA in PRP, sowie auch in WP, bestimmt. Die LTA wurde mit einem
LABiTec APACT 4004 durchgefuhrt. Die Auswertung der Aggregationskurven
erfolgte automatisiert mit der entsprechenden Software des Herstellers (APACT
LPC-Software Version 1.21c) und wurde als MoA in Prozent angegeben. Zur
Eichung wurde PAP oder Albumin und glukosehaltiges TM verwendet. Fur jede
Aggregation wurden 50pl TM mit 200yl PRP oder WP fur 4 Minuten im
Warmeblock bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die
Aufzeichnung der Aggregationskurve gestartet und die Probe fur 2 Minuten
geruhrt. Danach wurde der jeweilige Stimulus in die Probe pipettiert und die
Aggregation fur weitere 4 Minuten aufgezeichnet. Nach insgesamt 6 Minuten
wurde die Aggregationsaufzeichnung automatisch beendet. Als Stimulanzien
wurden 52ug/ml FXa (Sigma F9302-50UG), 10uM thrombin receptor activating
peptide (TRAP-6, Sigma, T1573), 10ug/ml Kollagen (NYCOMED), 20uM
Adenosindiphosphat (ADP, Sigma, A5285) oder 0,5mM Arachidonsaure (ARA,
NatuTec), die in Trispuffer gelést wurde, verwendet. Die Ansatze wurden je
nach Versuchsaufbau im Voraus mit Rivaroxaban (APExBIO) oder Vorapaxar
(AbMole BioScience) in verschiedenen Konzentrationen fur 5-15 Minuten

vorinkubiert.

2.3.3 Thrombozytenfunktionsmessung in der Mehrfach-Elektroden-
Aggregometrie:

Die Mehrfach-Elektroden-Aggregometrie (MEA), auch bekannt als Impedanz-
Aggregometrie, ist ein  weiteres Verfahren zur Messung der
Thrombozytenfunktion. Zuerst 1980 von David C. Cardinal und Roderick J.
Flower beschrieben, bietet die MEA den Vorteil, dass die Thrombozytenfunktion
direkt im antikoagulierten Vollblut gemessen werden kann [80]. Im Gegensatz
zur LTA sind bei der MEA also keine weiteren Aufarbeitungsschritte des
Probenmaterials notwendig [80]. Das fuhrt dazu, dass die MEA auch im
klinischen Setting vermehrt als point-of-care-test (POCT) schnell eingesetzt
werden kann [81]. Der Vorteil der Thrombozytenfunktionsmessung im Vollblut
besteht darin, dass man die Thrombozytenfunktion in einer physiologischeren

Umgebung evaluieren kann. Insbesondere die Rolle der Interaktionen zwischen
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Thrombozyten und anderen Zellen, beispielsweise Leukozyten oder
Erythrozyten, kann in der MEA miterfasst werden. Auf der anderen Seite gibt es
Hinweise, dass genau diese Zell-Zell-Interaktionen zu Problemen fuhren
kobnnen. So konnte gezeigt werden, dass die Ergebnisse der Impedanz-
Aggregometrie von der Blutplatichenanzahl und vom Hamatokrit-Wert der
gemessenen Probe abhangig sind [82, 83]. Die MEA bietet den Vorteil, dass
man weniger Probenmaterial im Vergleich zur LTA bendtigt. In diesem
Probenmaterial sind alle Thrombozyten Subpopulationen enthalten, wahrend
bei der Herstellung des PRP relativ grole Thrombozyten durch Zentrifugation
verloren gehen [80, 81]. Das Prinzip der MEA beruht auf der Messung der, sich
unter Aggregation verandernden, Impedanz zwischen zwei Elektroden. Dazu
wird eine Vollblutprobe zwischen zwei Elektroden platziert, deren negativen
Oberflachen direkt von Thrombozyten bedeckt werden. Wird nun ein Stimulus
beigemengt, kommt es zur weiteren Aktivierung und Aggregation von
Thrombozyten an den beiden Elektroden. Dadurch steigt die Impedanz
zwischen den beiden Elektroden. Sie steht im Verhaltnis mit der Starke der
Thrombozytenaggregation, welche dann als Kurve im Verlauf Gber die Zeit

visualisiert werden kann [80].

2.3.4 Durchfiihrung der Thrombozytenfunktionsmessung in MEA:

Die Thrombozytenfunktion der Patienten wurde im Impedanzaggregometer
(Multiplate®) bestimmt. Die Messung erfolgte im Zentrallabor des
Universitatsklinikum Ddusseldorf, innerhalb der klinischen Routine. Fur die
Impedanzaggregometrie wurden jeweils 300ul Citrat-antikoaguliertes Vollblut im
Roche Multiplate® Analyzer stimuliert. Als Stimulantien wurden ADP
(ADPtest®), TRAP (TRAPtest®) und ARA (ASPltest®) verwendet. Die
Beimengung der Stimulanzien und die Durchfihrung der Messung erfolgten
automatisiert. Die Aufzeichnung und Auswertung der Aggregationskurven
wurden durch die entsprechende Software des Herstellers ebenfalls
automatisiert durchgefiihrt. Die Starke der Aggregation wurde als ,area under

the curve” (AUC) berechnet und dargestellt.
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2.3.5 Durchfiihrung der Messung von Thrombozytenadhasion in einer
kollagenbeschichteten Flusskammer:

Die Thrombozytenadhasion, in Patienten und Probandenblut, wurde in einer mit
Kollagen beschichteten Flusskammer, unter arteriellen Flussbedingungen,
gemessen. Dazu wurde eine 48-Well 0-20dyn/cm? low-shear Platte (Fluxion
Bioscience), mit 100ug/ml Kollagen (Chronolog no. 385) bei 2dyn/cm?
beschichtet. Als Pumpensystem wurde das Bioflux 1000 verwendet. Nach
einstindiger Inkubationszeit wurden die Kapillaren mit calcium- und
magnesiumbhaltiger, Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS) (Sigma D8662) fur
10 Minuten bei 5 dyn/cm?® gewaschen. AnschlieBend wurden unspezifische
Bindungen mit 0,5% in PBS geldstem bovinem Albumin (Serva 11924.02) bei 5
dyn/cm?, Uber 15min Fluss und anschlieRender zehnminutiger Inkubationszeit
abgebunden. Danach wurde mit Calcein AM (Thermo-Fisher C1430)
vorinkubiertes Citrat-Vollblut, unter arteriellen Flussbedingungen, bei 10
dyn/cm? flr 3 und 5 Minuten, durch die Kapillare gepumpt. Nachdem das in der
Kapillare verbliebene Vollblut mit PBS (Sigma D8537) ohne Calcium- und
Magnesiumzusatz bei 2 dyn/cm? ausgewaschen wurde, konnte die
Thrombozytenadhasion im Fluoreszenzmikroskop (Nikon Eclipse TE 2000-U)
dargestellt werden (s. Abb. 4). Mit Hilfe einer hochauflésenden Kamera (Nikon
DS-qi2) wurden bei einer Belichtungszeit von 500ms Bilder der Kapillaren
angefertigt. Die Auswertung der Bilder wurde mit der entsprechenden Software
des Herstellers durchgefuhrt (BioFlux Montage™) und die

Thrombozytenadhasion in Prozent quantifiziert.

Abb.4: Thrombozytenadhasion in einer kollagenbeschichteten Flusskammer: Das Bild
zeigt die fluoreszenzmikroskopische Ansicht von zwei sich gegeniberliegende Kapillaren der

Flusskammer. Die Rander der Kapillaren wurden zur besseren Ubersicht weiR markiert.
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Leuchtend griin stellen sich die an der kapillaren wand adharenten Thrombozyten dar. Fir die

Fluoreszenzmikroskopie wurden diese mit Calcein markiert.

2.3.6 Messung des endogenen Thrombinpotenzials:

Das endogene Thrombinpotenzial (ETP) ist ein guter Parameter um eine
umfassende Aussage Uber den Gerinnungsstatus eines Individuums zu
erhalten [84]. Wahrend man mit konventionellen Laborparametern nur einen
Teil des Gerinnungssystems abbilden kann, kann das ETP bei mehreren
Fragestellungen verwendet werden [85]. Als Beispiel sei hier der Quick-Wert
angefuhrt, der als Laborwert das extrinsische System der Gerinnungskaskade
Uber die TF Aktivierung beurteilt [86]. Er kann jedoch nicht die Wirkung der
Antikoagulation mit Heparin oder heparinahnlichen Substanzen abbilden, da
diese ihre Wirkung im intrinsischen Schenkel entfaltet [87]. Diese
konventionellen Laborparameter weisen auf’erdem eine erheblich geringere
Sensitivitat als das ETP auf, da durch sie nur etwa 5% des gesamten
Thrombinpotenzials abgebildet werden kdnnen [85, 88]. Bei der Messung des
ETP macht man sich zu Nutze, dass Thrombin eine zentrale Funktion im
Gerinnungsablauf darstellt [29]. So fuhrt jeder prokoagulatorische Prozess, Uber
den Weg der Gerinnungskaskade, letztendlich zur Bildung von Thrombin [29].
Zum anderen vermittelt und verstarkt Thrombin selbst auch weitere
gerinnungsfordernde Prozesse [29, 88]. Hierbei spielt auch die Interaktion mit
Thrombozyten eine Rolle, die Thrombinrezeptoren auf ihrer Oberflache
exprimieren [89]. Das ETP kann, je nach Fragestellung, in PRP oder PAP
gemessen werden. Hierzu wird die Technik der kalibrierten automatisierten
Thrombographie (CAT) verwendet, die von Hemker et al im Jahre 2002
beschrieben wurde [84]. Bei der CAT wird den zu messenden Proben eine
bestimmte Menge eines Substrates beigemengt, das bei Spaltung durch
Thrombin fluoresziert. Da das PAP oder PRP aus Citratblut gewonnen wurde,
kann die Reaktion erst nach Rekalzifizierung der Probe eintreten. Da die Starke
der abgegebenen Fluoreszenz nicht linear mit der Thrombinkonzentration
korreliert, ist eine Kalibrierungsmessung notwendig. In dieser Messung wird an
a-2-Makroglobulin  gebundenes Thrombin als Kalibrator in einer festen
Konzentration eingesetzt. Dieses gebundene Thrombin kann weiterhin kleinere

Substrate spalten und die resultierende Fluoreszenzkurve wird als Referenz fir
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die Probenmessung verwendet. Nach Rekalzifizierung des PAP oder PRP wird
Thrombin generiert, was zum Anstieg der Fluoreszenz fuhrt, die in einem
Fluorometer detektiert werden kann. Das ETP wird nun anhand der
Referenzkonstante, die aus der Kalibrierungsmessung entsteht, berechnet und
als Flache unter der Kurve angezeigt [84]. Aus der Kurve lassen sich mehrere
Werte berechnen, die zur Interpretation des ETP verwendet werden kdnnen.
Die Lag-time beschreibet die Zeitspanne vom Reaktionsbeginn bis zur Bildung
von Thrombin [84]. Sie entspricht also der Gerinnungszeit, ist aber sehr viel
sensitiver, da die gemessene Probe in der CAT verdunnt vorliegt [85]. Der
.Peak” beschreibt die maximale Thrombin-Konzentration, die in der Probe
gemessen werden kann, wahrend , Time to peak” die Zeitspanne beschreibt, die
vom Reaktionsstart an vergeht, bis die maximale Thrombin-Konzentration
erreicht wird. Der ,Velocity Index“ spiegelt das Verhaltnis von ,Lag-time“ und
, 1ime to Peak” wider [85].

2.3.7 Durchfuhrung der Messung des endogenen Thrombinpotenzials:

Um das endogene Thrombinpotenzial (ETP) zu messen wurde zunachst PFP
aus Citratblut hergestellt. Das ETP wurde im Verfahren der Kkalibrierten
automatisierten Thrombographie (CAT; Thrombinoscope™ BV, Maastricht,
Niederlande) gemessen. Hierzu wurden auf eine 96-Well-Platte 80ul PFP pro
well pipettiert. AnschlieRend wurden 20ul eines phospholipid- und tissue-
factor*-haltigem Reagenz (PPP-Reagent, Thrombinoscope™) hinzugefiigt, um
eine Thrombinbildung zu stimulieren. Um groRere interindividuelle Unterschiede
zwischen den Proben zu vermeiden, wurde diesen 20ul ,Thrombin Calibrator”
(Thrombinoscope™) beigemengt und eine Kalibrierung durchgefuhrt. Nach
zehnminutiger Inkubationszeit wurden die Proben mit einer Hepes-haltigen
Lésung und einem fluoreszierenden Thrombinsubstrat vermengt (FluCa-Kit:
Fluo-Buffer pH 7,35 und Fluo-Substrate; Stago S.A.S, Asniéres sur Seine,
Frankreich). Die eintretende Rekalzifizierung des citrathaltigen Probenmaterials
bewirkte einen Start der Reaktion und die, vom Thrombinsubstrat ausgehende,
Fluoreszenz konnte im Fluorometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) detektiert werden. Die Messung der Proben dauerte 45
Minuten. Das ETP wurde anschlieRend als area under the curve (AUC), von der

entsprechenden Software des Herstellers (Thrombinoscope™ software;

26



Thrombinoscope BV, Maastricht, Niederlande), zusammen mit anderen

Parametern wie ,Velocity index”, ,peak®, ,time to peak” und ,lag-time*

gemessen und berechnet.
2.3.8 Messung von Thromboxan B2 mittels ELISA

Zur Messung des im Plasma stabilen Metaboliten Thromboxan B2 (TXB2),
wurde ein ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) der Firma Cayman-
Chemicals (ltem-No. 501020, Cayman-Chemicals, Ann-Arbor, Michigan USA)
verwendet. Das Prinzip der Messung basiert darauf, dass ein Gefal (in diesem
Fall eine 96-well-Platte) mit einem fur TXB2-Antiserum spezifischen Antikdrper
(Mouse-Anti-Rabbit-IlgG-coated-Plate Iltem No. 400004, Cayman-Chemicals,
Ann-Arbor, Michigan USA) beschichtet ist. Nun gibt man die zu messende
Plasmaprobe, gleichzeitig mit einer TXB2 haltigen Indikatorsubstanz (TXB2
AChE-Tracer Item No. 401020, Cayman-Chemicals, Ann-Arbor, Michigan USA)
und dem TXB2-Antiserum (TXB2-ELISA-Antiserum Item No. 401022, Cayman-
Chemicals, Ann-Arbor, Michigan USA) in die Wells. Diese beiden TXB2 haltigen
FlUssigkeiten konkurrieren nun um die Bindungsstelle am Antiserum, welches
wiederum von den Antikérpern gebunden wird. Die TXB2 Konzentration im
TXB2 haltigen Substrat ist hierbei immer konstant, wahrend die TXB2
Konzentration in der zu messenden Probe variieren kann. Nun werden die
ungebundenen TXB2 Molekile mit einer Waschsubstanz (Washbuffer ltem No.
400062, Cayman-Chemicals, Ann-Arbor, Michigan USA) ausgewaschen. Die
Indikatorsubstanz beinhaltet neben dem TXB2 auch ein gebundenes Enzym
(Acetylcholinesterase). Ein fur dieses Enzym spezifisches Substrat (Ellman’s
Reagent Item No. 400050, Cayman-Chemicals, Ann-Arbor, Michigan USA),
welches bei Spaltung fluoresziert, wird nun hinzugegeben. Die Starke der
Fluoreszenz kann nun im Photometer gemessen werden und ist umgekehrt
proportional zur gebundenen Menge TXB2 aus der zu messenden
Plasmaprobe. Als Referenz dient eine zuvor durchgefiihrte Verdinnungsreihe
einer TXB2 Stammlésung (TXB2 ELISA Standard Item No. 419034, Cayman-
Chemicals, Ann-Arbor, Michigan USA) aus dem ELISA-Kit. Die Messungen
wurden nach Angaben des Herstellers des ELISA-Kits durchgeflhrt. Die dabei

verwendeten Substanzen waren Teil des ELISA-Kits.
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2.3.9 Messung der Expression Protease-aktivierter Rezeptoren in der

Durchflusszytometrie mit fluoreszenzaktivierter Zellsortierung:

Die Durchflusszytometrie ist ein Komplexes Verfahren in der man die Anzahl
von verschiedenen Zelltypen in einer Probe anhand ihrer unterschiedlichen
Morphologie quantifizieren kann. Von Wolfgang Gohde im Jahre 1969
beschrieben, hat sich die Durchflusszytometrie als Methode in Wissenschaft
und Medizin etabliert [90, 91]. Das Prinzip der Messung beruht auf
unterschiedlichem Brechungsverhalten verschiedener Zelltypen [92]. Eine
kleine Probe, beispielsweise PRP, wird durch eine feine Kapillare gesogen, in
der jede einzelne Zelle durch einen Laser angestrahlt wird. Je nach Komplexitat
der Zelle unterscheidet sich die Lichtstreuung, die als Vorwartsstreulicht und
Seitwartsstreulicht, ,forward scatter” und ,side scatter” genannt, von Detektoren
erfasst werden kann [92]. Das Mal} der Lichtstreuung korreliert proportional mit
der GroRRe und der Komplexitat der angestrahlten Zelle. Eine besondere Form
der Durchflusszytometrie ist die fluoreszensaktivierte Zellsortierung. Hierbei
kdnnen zusatzlich noch spezifischere Sortierungen der Zellen erfolgen. Man
kann hierzu Antikorper (AK) benutzen, die mit einem fluoreszierenden Stoff
gekoppelt sind. Diese AK kdnnen sich nun zum Beispiel gegen
Oberflachenstrukturen von Zellen richten und diese somit markieren. Die
Fluoreszenz wird wiederum von anderen Detektoren erfasst. Diese Technik
kann man sich zu Nutze machen, wenn man die Expression von Protease-

aktivierten Rezeptoren (PAR) auf Thrombozyten messen méochte. [92]

2.3.10 Durchfiihrung der Messung der Expression von PAR in der

Durchflusszytometrie mit fluoreszenzaktivierter Zellsortierung:

Die Expression der Protease-aktivierten Rezeptoren 1 und 4 (PAR-1, PAR-4)
auf Thrombozyten wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie mit
fluoreszenzaktivierter Zellsortierung (FACS) bestimmt. Fir die Messung werden
verschiedene Antikorper bendtigt. Um Thrombozyten in der FACS identifizieren
zu koénnen, wurde ein CD41 Antikérper (CD41-APC AK; Beckman Coulter,
Villepinte, Frankreich) verwendet, der sich gegen das auf der Oberflache von
Thrombozyten exprimierte Integrin-a-llb (CD41) richtet. Da CD41 in der

untersuchten Probe ausschlieRlich von Thrombozyten exprimiert wird, werden
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auch nur diese von dem oben genannten Antikdrper markiert und vom Gerat
detektiert [93]. Auf diesen menschlichen Thrombozyten werden ausschlie3lich
zwei Formen von Thrombinrezeptoren exprimiert, die als PAR-1 und PAR-4
bezeichnet werden [31, 94]. Fur die Darstellung der PAR-1 Thrombinrezeptoren
in der FACS wurde der PAR-1-Antikorper SPAN12 (Anti-Thrombin-Receptor PE
AK; Beckman Coulter, Villepinte, Frankreich) verwendet, der spezifisch nur an
nicht aktivierte PAR-1 bindet. Aullerdem wurde der unspezifische PAR-1
Antikdorper ATAP2 (Thrombin R FITC AK; Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg, Deutschland) verwendet, der sowohl aktivierte als auch nicht
aktivierte PAR-1 bindet. Die Darstellung der PAR-4 Rezeptoren erfolgte mit
einem separaten Antikorper (PAR-4 PE; Almone Labs, Jerusalem, lIsrael).
zusatzlich dazu wurden zwei weitere Isotypen-Anti-Korper verwendet, die
dieselben Fluoreszenzspektren abdeckten wie oben genannte Antikorper, sie
dienten somit als Negativkontrollen zur jeweiligen Messung (IgG1-Mouse-APC
und lgG-Mouse-PE; Beckman Coulter, Villepinte, Frankreich). In Vorbereitung
fur die Messung wurde jeweils 1ul des jeweiligen Antikorpers auf Syl PRP in ein
Eppendorf-Cup pipettiert. Anschlielend wurden die Proben fir 30 Minuten in
einem Warmeblock bei 37°C lichtgeschutzt inkubiert. Danach wurde den
Proben flr den Fixierungsprozess 1ul 4-prozentiges Paraformaldehyd
beigemengt. Die Inkubation wurde nun fir weitere 10 Minuten bei
Raumtemperatur durchgefihrt, wobei die Proben weiterhin vor Licht geschutzt
blieben. Vor der Messung im Durchflusszytometer (Gallios™ 10/3
Durchflusszytometer, Beckman Coulter), wurden die Proben mit 1 ml BD
FACSFlow® Puffer verdinnt und in Messkivetten umgefiillt. Die Analyse und
Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe der Software FlowJo® oder
Kaluza® Version 9.6.2 und die Rezeptorexpression wurde in Prozent

quantifiziert.

2.4 Statistische Auswertung:

Statistische Analysen aller Studienergebnisse wurden mit Hilfe der Statistik-
Softwares IBM SPSS©-Software (New York, USA) und GraphPad-Prism®© 6
Software (GraphPad software Inc, San Diego) durchgefihrt. Die Daten wurden
hiermit zunachst auf Normalverteilung geprift. Hierzu wurden Kolmogorov-

Smirnof-Tests, Shapiro-Wilk-Tests, g-g-Plots und Histogramme herangezogen.
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AnschlieBend wurden normalverteilte Daten, je nach Abhangigkeit der
Variablen, mit Hilfe von gepaarten oder ungepaarten t-Tests analysiert. Bei
nicht-normalverteilten Daten wurden Wilcoxon-matched t-tests bei abhangigen
und Mann-Whitney-U-tests bei unabhangigen Variablen herangezogen. Es
wurde ein Modell der multiplen linearen Regression verwendet, um den Einfluss
von mehreren unabhangigen auf eine abhangige Variable festzustellen. Fur
normalverteilte Variablen werden die Ergebnisse und die deskriptiven
Statistiken der erhobenen Daten als Mittelwerte mit Standardabweichung (Mean
t+ SD) prasentiert. Binadre Variablen werden in der deskriptiven Statistik als
absolute Anzahl mit prozentualem Anteil an der Population in Klammer (No.
[%]) dargestellt. Es wurde ein Konfidenzintervall von 95% gewahlt. Somit

wurden P-Werte <0.05 als signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse:

3.1 Studienpopulation und Patientencharakteristika:

3.1.1 Aligemeines zum Patientenkollektivn. und den Patienten-

charakteristika:

In diese Studie konnten insgesamt 63 Patienten, in jeweils 3 Studiengruppen
eingeschlossen werden. Die erste Gruppe umfasst 37 Patienten mit neu
aufgetretenem Vorhofflimmern. Von diesen wurden 31 Patienten neu mit
Rivaroxaban und 6 Patienten neu mit Apixaban therapeutisch antikoaguliert. Da
in dieser Gruppe Experimente in Zeitreihenanalyse durchgefuhrt wurden, wird
sie im weiteren Verlauf als OAK time-series Gruppe bezeichnet. In die zweite
Studiengruppe wurden 15 Patienten eingeschlossen, die aufgrund eines
Vorhofflimmerns Uber einen langeren Zeitraum Rivaroxaban eingenommen
haben. Diese Gruppe soll als Querschnittsgruppe fur die Patientenpopulation
dienen und wird aus daher im Folgenden als OAK cross-sectional Gruppe
bezeichnet. In die letzte Studiengruppe wurden 11 Patienten eingeschlossen,
die keine orale Antikoagulanzien einnehmen. Diese soll als Kontrollgruppe zur
OAK cross-sectional Gruppe fungieren und wird im Folgenden als Non-OAK
Gruppe bezeichnet. In allen drei Studiengruppen wurden zum einen allgemeine
Charakteristika, Komorbiditaten und die Komedikation aus den, zum Zeitpunkt
der Studie aktuellen, Arztbriefen und Patientenkurven erhoben. Zum anderen
wurden die im Stationsalltag routinemallig erhobenen Laborparameter
ausgewertet. Als allgemeine Charakteristika wurden Alter, Geschlecht, Body
Mass Index (BMI) und der CHA2DS2-VASc Score erfasst. Unter den
Komorbiditaten wurden die koronare Herzkrankheit (KHK), die peripher
arterielle Verschlusskrankheit (pAVK), die Herzinsuffizienz, das Vorhofflimmern
(VHF), die arterielle Hypertonie (aHT), die Hypercholesterinamie, der Diabetes
mellitus (DM) und der Raucherstatus berticksichtigt. Die aktuelle Komedikation
umfasste Antikoagulanzien, ACE-Inhibitoren, AT1-Rezeptor-Antagonisten,
Betarezeptorblocker, Calciumrezeptor-antagonisten, Diuretika, Aldosteron-
rezeptorantagonisten und Statine. Unter den Laborparametern wurden

Hamoglobingehalt (Hb), Hamatokrit (Hkt), Leukozyten, Thrombozyten,
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Fibrinogen, Serumkreatinin und C-reaktives Protein (CRP) zusammengefasst.
(Tabelle 1)

3.1.2 Die Studienpopulation der OAK time-series Gruppe:

In der OAK time-series Gruppe weisen die Patienten ein mittleres Lebensalter
von 72,41 Jahren auf, die Standardabweichung betragt 14,16 Jahre. Von
diesen Patienten gehdren 23 zum mannlichen Geschlecht, was einen
prozentualen Anteil von 62,2% der Gesamtgruppe ausmacht. Der
durchschnittliche BMI in dieser Studiengruppe betragt 26,34 kg/m? mit einer
Standardabweichung von 4,87 kg/m?. Der CHA2DS2-VASc Score belauft sich
im Mittel in dieser Gruppe auf 4,27 Punkte mit einer Standardabweichung von
1,79 Punkten. Als Komorbiditdten weisen in dieser Gruppe 26 Patienten
(70,3%) eine KHK, 4 Patienten (10,8%) eine pAVK, 7 Patienten (18,9%) eine
Herzinsuffizienz, 37 Patienten ein VHF (100%), 31 Patienten (83,8%) eine aHT,
23 Patienten (62,2%) eine Hypercholesterinamie, 15 Patienten (40,5%) einen
DM und 4 Patienten (10,8%) eine positive Raucheranamnese auf. In dieser
Studienpopulation nehmen 37 Patienten (100%) Antikoagulanzien, 12 Patienten
(32,4%) ACE-Inhibitoren, 9 Patienten (24,3%) AT1-Rezeptorantagonisten, 30
Patienten (81,1%) Betarezeptorblocker, 10 Patienten (27%)
Calciumrezeptorantagonisten, 17 Patienten (45,9%) Diuretika, 14 Patienten
(37,8%) Aldosteronrezeptorantagonisten und 25 Patienten (65,6%) Statine ein.
Der durchschnittliche Hb liegt in der OAK time-series Gruppe bei 11,89 g/dl mit
einer Standardabweichung von 2,12 g/dl. Der Hkt liegt im Durchschnitt bei
36,28 % und hat eine Standardabweichung von 6,36%. Die durchschnittliche
Anzahl der Leukozyten betragt 7,49 x1000/ul mit einer Standardabweichung
von 2,27 x1000/pl. Im Mittel betragt die Thrombozytenzahl 202,97 x1000/ul und
die Standardabweichung 78,63 x1000/ul. Das Fibrinogen im Serum liegt in
dieser Gruppe bei 366,06 mg/dl, die Standardabweichung liegt bei 98,09 mg/dI.
Das Serumkreatinin betragt im Durchschnitt 1,18 mg/dl und das CRP 3,49
mg/dl mit einer jeweiligen Standardabweichung von 0,48 mg/dl und 5,18 mg/dl.
(Tabelle 1)
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3.1.3 Die Studienpopulation der OAK cross-sectional Gruppe:

In der OAK cross-sectional Gruppe betragt das mittlere Lebensalter 75,07 Jahre
mit einer Standardabweichung von 9,32 Jahren. In dieser Gruppe befinden sich
7 Manner was einem prozentualen Anteil von 46,7% der Gruppe entspricht. Der
BMI und der CHA2DS2-VASc Score betragen im Durchschnitt 27,47 kg/m? und
3,67 Punkte, die jeweilige Standardabweichung entspricht 5,88 kg/m? und 1,63
Punkten. Als Komorbiditaten weisen 7 Patienten (46,7%) eine KHK, 3 Patienten
(20%) eine pAVK, 2 Patienten (14,3%) eine Herzinsuffizienz, 15 Patienten
(100%) ein VHF, 13 Patienten (92,9%) eine aHT, 6 Patienten (42,9%) eine
Hypercholesterinamie, 3 Patienten (21,4%) einen DM und 4 Patienten (28,6%)
eine positive Raucheranamnese auf. Als Komedikation nehmen in dieser
Gruppe 15 Patienten (100%) Antikoagulanzien, 6 Patienten (40%) ACE-
Inhibitoren, 5 Patienten (33,3%) AT1-Rezeptorantagonisten, 11 Patienten
(73,3%) Betarezeptorblocker, 6 Patienten (40%) Calciumrezeptorantagonisten,
13 Patienten (86,7%) Diuretika, 5 Patienten (33,3%)
Aldosteronrezeptorantagonisten und 9 Patienten (60,0%) Statine ein. Der Hb
und der Hkt betragen im Mittel in dieser Gruppe 10,81 g/dl und 35,03% mit den
jeweiligen Standardabweichungen von 2,73 g/dl und 5,04%. Die Leukozyten
und Thrombozytenanzahl belaufen sich durchschnittlich auf 8,17 x1000/pl und
197,87 x1000/ul mit Standardabweichungen von 1,68 x1000/ul und 60,69
x1000/ul. Die Serumparameter Fibrinogen, Kreatinin und CRP weisen
Mittelwerte von 298,13 (+ 83,34 mg/dl Standardabweichung), 1,16 (+ 0,34 mg/dI
Standardabweichung) und 3,1 (£ 4,64 mg/dl Standardabweichung) auf. (Tabelle

1)
3.1.4 Die Studienpopulation der Non-OAK Gruppe:

Die Patienten der Non-OAK Gruppe haben ein durchschnittliches Lebensalter
von 70,73 Jahren die Standardabweichung betragt hier 14,01 Jahre. Von 11
Patienten sind 3 mannlichen Geschlechts, was einen prozentualen Anteil von
27,3% ausmacht. BMI und CHA2DS2-VASc Score betragen im Mittel 30,11 bei
7,31 kg/m? Standardabweichung und 2,55 + 1,64 Punkte Standardabweichung.
Die Komorbiditaten belaufen sich in dieser Gruppe auf 1 Patient (9,1%) mit
KHK, 2 Patienten (18,2%) mit pAVK, 9 Patienten (81,8%) mit aHT, 2 Patienten
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(18,2%) mit Hypercholesterinamie, 3 Patienten (27,3%) mit DM und 2 Patienten
(18,2%) mit positiver Raucheranamnese. Herzinsuffizienz und VHF treten in
dieser Gruppe nicht auf. In der Gruppe nehmen 4 Patienten (36,4%) ACE-
Inhibitoren, 2 Patienten (18,2%) AT1-Rezeptorantagonisten, 7 Patienten
(63,6%) Betarezeptorblocker, 1 Patienten (9,1%) Calciumrezeptorantagonisten,
3 Patienten (27,3%) Diuretika und 6 Patienten (54,5%) Statine ein.
Antikoagulanzien und Aldosteronantagonisten werden von keinem der
Patienten in dieser Gruppe eingenommen. In Bezug auf die Laborparameter
zeigt sich ein durchschnitticher Hb von 13,37 g/dl mit einer
Standardabweichung von 1,62 g/dl und ein Hkt von 40,56 % mit einer
Standardabweichung von 4,35% in dieser Gruppe. Die Anzahl der Leukozyten
und Thrombozyten betragt im Mittel 7,53 x1000/ul und 220,18 x1000/ul mit den
jeweiligen Standardabweichungen von 2,67 x1000/ul und 56,67 x1000/ul.
Fibrinogen, Kreatinin und CRP zeigen in der Non-OAK Gruppe Mittelwerte von
383,25 + 40,20 mg/dl Standardabweichung, 1,39 + 1,52 mg/dl
Standardabweichung und 1,03 + 1,08 mg/dl Standardabweichung. (Tabelle 1)

OAK time-series =~ OAK cross-sectional Non-OAK Gruppe

Gruppe (N=37) Gruppe (N=15) (N=11)
Charakteristika
Alter (Jahre) - MW + S.D. 72,41 + 14,16 75,07 £ 9,32 70,73 + 14,01
Mannliches Geschlecht— No. (%) 23 (62,2%) 7 (46,7%) 3 (27,3%)
gf)g.y Mass Index (kg/m) =MW £ 55 344 4,87 27,47 +5,88 30,11+ 7,31
CHA2DS2-VASc — MW + S.D. 4,27 +£1,79 3,67 £1,63 2,55+1,64
Komorbiditaten — No. (%)
KHK 26 (70,3%) 7 (46,7%) 1(9,1%)
pAVK 4 (10,8%) 3 (20,0%) 2 (18,2%)
Herzinsuffizienz 7 (18,9%) 2 (14,3%)
Vorhofflimmern 37 (100%) 15 (100%)
Arterieller Hypertonus 31 (83,8%) 13 (92,9%) 9 (81,8%)
Hypercholesterinamie 23 (62,2%) 6 (42,9%) 2 (18,2%)
Diabetes mellitus 15 (40,5%) 3 (21,4%) 3 (27,3%)
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Raucher 4 (10,8%) 4 (28,6%) 2 (18,2%)
Medikation — No. (%)

Antikoagulanzien 37 (100%) 15 (100%) -
ACE-Inhibitoren 12 (32,4%) 6 (40,0%) 4 (36,4%)
AT1-Rezeptor-Antagonisten 9 (24,3%) 5 (33,3%) 2 (18,2%)
Betarezeptor Blocker 30 (81,1%) 11 (73,3%) 7 (63,6%)
Calciumrezeptor-Antagonisten 10 (27%) 6 (40,0%) 1(9,1%)
Diuretika 17 (45,9%) 13 (86,7%) 3 (27,3%)
AIdostergnerezeptor— 14 (37,8%) 5 (33,3%) -
Antagonisten

Statine 25 (67,6%) 9 (60,0%) 6 (54,5%)
Laborparameter - MW * S.D.

Hamoglobin (g/dl) 11,89+2,12 10,81+2,73 13,37 £ 1,62
Hamatokrit (%) 36,28 + 6,36 35,03 +5,04 40,56 + 4,35
Leukozyten (x1000/ul) 7,49 +£2.27 8,17 £ 1,68 7,53 +2,67

Thrombozyten (x1000/ul)
Fibrinogen (mg/dl)
Kreatinin (mg/dl)

C-reaktives Protein (mg/dl)

202,97 + 78,63
366,06 + 98,09
1,18 £ 0,48

3,49+5,18

197,87 £ 60,69
298,13 + 83,34
1,16 £ 0,34

3,1+4,64

220,18 + 56,67
383,25 £ 40,20
1,39 +1,52

1,03+1,08

Tabelle 1: Patientencharakteristika der OAK-timeseries Gruppe, OAK cross-sectional Gruppe
und der Non-OAK Gruppe.

3.1.5 Vergleich der Charakteristika, Komorbiditiaten, Komedikation und

Laborparameter:

Im Folgenden werden die Charakteristika, Komorbiditaten, Medikationen und

Laborparameter der einzelnen Gruppen verglichen. Da die
Zeitreihenuntersuchungen streng nur in der OAK time-series Gruppe
durchgefuihrt wurden, werden hier nur die OAK cross-sectional Gruppe und die
Non-OAK Gruppe verglichen. Diese beiden Gruppen wurden auch
experimentell gegentbergestellt. In den allgemeinen Charakteristika beider
Gruppen zeigen sich keine statistisch signifikanten Unterschiede bezlglich der
Alters- und Geschlechtsverteilung, BMI und CHA2DS2-VAsc Score [Alter - OAK

cross-sectional Gruppe: 75,07 + 9,32 Jahre vs. Non-OAK Gruppe: 70,73 %
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14,01 Jahre, p=0.352; mannliches Geschlecht - OAK cross-sectional Gruppe: 7
(46,7%) vs. Non-OAK Gruppe: 3 (27,3%), p=0.428; BMI - OAK cross-sectional
Gruppe: 27,47 £ 5,88 kg/m? vs. Non-OAK Gruppe: 30,11 + 7,31 kg/m?, p=0.407;
CHA2DS2-VASc - OAK cross-sectional Gruppe: 3,67 £ 1,63 Punkte vs. Non-
OAK Gruppe: 2,55 = 1,64 Punkte, p=0.097]. Unter den Komorbiditaten besteht
ein signifikanter Unterschied bei der Auftretenshaufigkeit von VHF in beiden
Gruppen [VHF - OAK cross-sectional Gruppe: 15 (100%) vs. Non-OAK Gruppe:
0 (0%), p=<0.0001]. Ansonsten lassen sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen feststellen [KHK - OAK cross-sectional Gruppe:
7 (46,7%) vs. Non-OAK Gruppe: 1 (9,1%), p=0.084; pAVK - OAK cross-
sectional Gruppe: 3 (20,0%) vs. Non-OAK Gruppe: 2 (18,2%), p=>0.999;
Herzinsuffizienz - OAK cross-sectional Gruppe: 2 (14,3%) vs. Non-OAK
Gruppe: 0 (0%), p=0.487; aHT - OAK cross-sectional Gruppe: 13 (92,9%) vs.
Non-OAK Gruppe: 9 (81,8%), p=0.565; Hypercholesterinamie - OAK cross-
sectional Gruppe: 6 (42,9%) vs. Non-OAK Gruppe: 2 (18,2%), p=0.234; DM -
OAK cross-sectional Gruppe: 3 (21,4%) vs. Non-OAK Gruppe: 3 (27,3%),
p=0.665; Raucher - OAK cross-sectional Gruppe: 4 (28,6%) vs. Non-OAK
Gruppe: 2 (18,2%), p=0.661]. Bei der Komedikation sind zwei signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen erkennbar. Zum einen werden in der OAK
cross-sectional Gruppe mehr OAK, [OAK - OAK cross-sectional Gruppe: 15
(100%) vs. Non-OAK Gruppe: 0 (0%), p=<0.0001] zum anderen mehr Diuretika
als in der Non-OAK Gruppe eingenommen [Diuretika - OAK cross-sectional
Gruppe: 13 (86,7%) vs. Non-OAK Gruppe: 3 (27,3%), p=0.004]. Es zeigen sich
keine weiteren Unterschiede [ACE-Inhibitoren - OAK cross-sectional Gruppe: 6
(40,0%) vs. Non-OAK Gruppe: 4 (36,4%), p=>0.999; AT 1-Rezeptorantagonisten
- OAK cross-sectional Gruppe: 5 (33,3%) vs. Non-OAK Gruppe: 2 (18,2%),
p=0.658; Betarezeptorblocker - OAK cross-sectional Gruppe: 11 (73,3%) vs.
Non-OAK Gruppe: 7 (63,6%), p=0.683; Calciumrezeptorantagonisten - OAK
cross-sectional Gruppe: 6 (40,0%) vs. Non-OAK Gruppe: 1 (9,1%), p=0.178;
Aldosteronrezeptorantagonisten - OAK cross-sectional Gruppe: 5 (33,3%) vs.
Non-OAK Gruppe: 0 (0%), p=0.053; Statine - OAK cross-sectional Gruppe: 9
(60,0%) vs. Non-OAK Gruppe: 6 (54,5%), p=>0.999;]. Unter den
Laborparametern treten Unterschiede bei Hb und Hkt zwischen beiden Gruppen

auf. Die Patienten in der Non-OAK Gruppe haben einen signifikant héheren Hb
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und Hkt [Hb - OAK cross-sectional Gruppe: 10,81 £ 2,73 g/dl vs. Non-OAK
Gruppe: 13,37 + 1,62 g/dl, p=0.011; Hkt - OAK cross-sectional Gruppe: 35,03 +
5,04 % vs. Non-OAK Gruppe: 40,56 = 4,35 %, p=0.007]. Ansonsten sind
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den Laborparametern der
Patienten der OAK cross-sectional Gruppe und der Non-OAK Gruppe
feststellbar [Leukozyten - OAK cross-sectional Gruppe: 8,17 + 1,68 x1000/ul vs.
Non-OAK Gruppe: 7,53 + 2,67 x1000/ul, p=0.461; Thrombozyten - OAK cross-
sectional Gruppe: 197,87 + 60,69 x1000/ul vs. Non-OAK Gruppe: 220,18 %
56,67 x1000/pl, p=0.351; Fibrinogen - OAK cross-sectional Gruppe: 298,13 +
83,34 mg/dl vs. Non-OAK Gruppe: 383,25 + 40,20 mg/dl p=0.086; Kreatinin -
OAK cross-sectional Gruppe: 1,16 £ 0,34 mg/dl vs. Non-OAK Gruppe: 1,39 +
1,52 mg/dl, p=0.572; CRP - OAK cross-sectional Gruppe: 3,1 £ 4,64 mg/dl vs.
Non-OAK Gruppe: 1,03 = 1,08 mg/dl, p=0.161]. (Tabelle 2)

OAK cross-sectional Non-OAK

Gruppe (N=15)  Gruppe (N=11) P-Wert
Charakteristika
Alter (Jahre) - MW + S.D. 75,07 £ 9,32 70,73 + 14,01 0.352
Mannliches Geschlecht— No. (%) 7 (46,7%) 3 (27,3%) 0.428
Body Mass Index (kg/m?) — MW + S.D. 27,47 +5,88 30,11 +£7,31 0.407
CHA2DS2-VASc — MW £ S.D. 3,67 £1,63 2,55+1,64 0.097
Komorbiditdten — No. (%)
KHK 7 (46,7%) 1(9,1%) 0.084
pAVK 3 (20,0%) 2 (18,2%) >0.999
Herzinsuffizienz 2 (14,3%) - 0.487
Vorhofflimmern 15 (100%) - <0.0001
Arterieller Hypertonus 13 (92,9%) 9 (81,8%) 0.565
Hypercholesterindmie 6 (42,9%) 2 (18,2%) 0.234
Diabetes mellitus 3 (21,4%) 3 (27,3%) 0.665
Raucher 4 (28,6%) 2 (18,2%) 0.661
Medikation — No. (%)
Antikoagulanzien 15 (100%) - <0.0001
ACE-Inhibitoren 6 (40,0%) 4 (36,4%) >0.999
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AT1-Rezeptor-Antagonisten 5 (33,3%) 2 (18,2%) 0.658

Betarezeptor Blocker 11 (73,3%) 7 (63,6%) 0.683
Calciumrezeptor-Antagonisten 6 (40,0%) 1(9,1%) 0.178
Diuretika 13 (86,7%) 3 (27,3%) 0.004
Aldosteronerezeptor-Antagonisten 5(33,3%) - 0.053
Statine 9 (60,0%) 6 (54,5%) >0.999

Laborparameter - MW + S.D.

Hamoglobin (g/dl) 10,81+2,73 13,37 £ 1,62 0.011
Hamatokrit (%) 35,03 +5,04 40,56 + 4,35 0.007
Leukozyten (x1000/ul) 8,17 £ 1,68 7,53 +2,67 0.461
Thrombozyten (x1000/ul) 197,87 + 60,69 220,18 + 56,67 0.351
Fibrinogen (mg/dl) 298,13 + 83,34 383,25 + 40,20 0.086
Kreatinin (mg/dl) 1,16 £ 0,34 1,39+ 1,52 0.572
C-reaktives Protein (mg/dl) 3,1+4,64 1,03+ 1,08 0.161

Tabelle 2: Patientencharakteristika der OAK cross-sectional Gruppe und der Non-OAK-Gruppe

im Vergleich.

3.2 Experimentelle Versuchsergebnisse:

3.2.1 Patienten zeigen verminderte Thrombozytenaggregation nach

Rivaroxabaneinnahme:

Unter der Hypothese, dass Rivaroxaban die Thrombozytenfunktion beeinflusst,
wurde diese bei Patienten mit neu aufgetretenem Vorhofflimmern gemessen.
Hierzu wurden Zeitreihenexperimente durchgefihrt, bei denen die
Thrombozytenaggregation vor und 4 Stunden nach erstmaliger Einnahme einer
Rivaroxaban Einzeldosis von 20mg gemessen wurde. Die
Thrombozytenaggregation wurde bei diesen Patienten in der MEA und in der
LTA bestimmt.

In der MEA wurde die Thrombozytenaggregation fur die Stimuli ADP, TRAP und
ARA gemessen. Alle folgenden Daten weisen im Shapiro-Wilk Test eine
Normalverteilung auf. Fir ADP zeigen die Patienten (N=10), 4h nach Einnahme
von 20mg Rivaroxaban, im Vergleich zum Ausgangswert eine signifikant

erniedrigte Thrombozytenaggregation in der MEA [ADP — before Rivaroxaban:
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28,8 + 14,56 AUC vs. After Rivaroxaban: 24,7 £+ 14,21 AUC, p=0.0418; two-
tailed paired t-test, mean difference -4,1 AUC, Cl 95% von -8,010 bis -0.1898
(N=10)] (Abb.5 A). Fur TRAP ist bei den Patienten (N=9) ebenfalls eine
signifikante Reduktion der Aggregation nach Einnahme von Rivaroxaban zu
erkennen [TRAP - before Rivaroxaban. 62,0 = 21,03 AUC vs. After
Rivaroxaban: 52,33 £ 15,95 AUC, p=0.0146; two-tailed paired t-test, mean
difference -9,667 AUC, Cl 95% von -16,85 bis -2,487 (N=9)] (Abb.5 B). Auch fur
ARA zeigt die MEA bei den Patienten (N=9) nach Einnahme von Rivaroxaban
einen signifikanten Abfall der Thrombozytenaggregation im Vergleich zur
Ausgangsmessung [ARA - before Rivaroxaban: 23,33 + 18,23 AUC vs. After
Rivaroxaban: 20,0 £+ 17,64 AUC, p=0.0065; two-tailed paired t-test, mean
difference -3,333 AUC, Cl 95% von -5,438 bis -1,228 (N=9)] (Abb.5 C).

A B C
ADP TRAP ARA,
100+ 0.04 100+ 0.01 100+ 0.007
O 80- O 8o O 8o
= = =
< < T <
= 60 = 60 = 60
S S S
8 40 T S 404 S 404
o o o T
=] oD oD
0-! 0-! 0-!
before after before after before after
Rivaroxaban Rivaroxaban Rivaroxaban

Abb. 5: Thrombozytenaggregation in der MEA vor und nach Rivaroxabaneinnahme: Die
Abbildung zeigt die Thrombozytenaggregation in der MEA, vor und nach Einnahme von 20mg

Rivaroxaban. Die Aggregation wurde fur die Stimulanzien ADP (A), TRAP-6 (B) und ARA (C)
gemessen und ist in AUC dargestellt.

In der LTA wurde die Thrombozytenaggregation fir die Stimuli ADP, Kollagen
und TRAP gemessen, dabei wurde ebenfalls die Normalverteilung der Daten im
Shapiro-Wilk Test bestatigt. Exemplarisch sind in der Abbildung (Abb.6) fir
jeden Stimulus die Aggregationskurven, vor und nach Einnahme von 20mg
Rivaroxaban, dargestellt. Fur ADP stimulierte Thrombozyten lasst sich bei den
OAK time-series Patienten (N=19) eine signifikant geringere Aggregation nach

Einnahme von Rivaroxaban nachweisen [ADP — before Rivaroxaban: 49,5 *
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28,37 % MOoA vs. After Rivaroxaban: 36,17 + 24,08 % MoA, p=0.0265; two-
tailed paired t-test, mean difference -13,33 % MoA, Cl 95% von -24,91 bis -
1.739 (N=19)] (Abb.6 A). Fur die durch Kollagen ausgeloste
Thrombozytenaggregation zeigt sich ebenfalls in der LTA eine Abnahme der
Aggregation nachdem die Patienten (N=17) 20mg Rivaroxaban angenommen
haben, diese ist jedoch nicht signifikant [Kollagen — before Rivaroxaban: 79,11
+ 37,58 % MoA vs. After Rivaroxaban: 60,69 £ 29,73 % MoA, p=0.0647; two-
tailed paired t-test, mean difference -18,42 % MoA, Cl 95% von -38,11 bis -
1.263 (N=17)] (Abb.6 B). TRAP =zeigte in der LTA bei den untersuchten
Patienten einen signifikanten Abfall der Thrombozytenaggregation nach
Rivaroxabaneinnahme [TRAP — before Rivaroxaban: 73,40 £ 40,18 % MOoA vs.
After Rivaroxaban: 51,68 £ 34,30 % MoA, p=0.0394; two-tailed paired t-test,
mean difference -21,72 % MoA, Cl 95% von -42,21 bis -1.239 (N=17)] (Abb.6
C).
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Abb.6: Thrombozytenaggregation in LTA vor und nach Rivaroxabaneinnahme: Die
Abbildung zeigt die Messung der Thrombozytenaggregation, vor und nach Einnahme von 20mg
Rivaroxaban. Die Aggregation wurde flir die Stimulanzien ADP (A), Kollagen (B) und TRAP-6
(C) gemessen und ist als prozentuales MoA dargestellt. Exemplarisch werden fir jeden

Stimulus Aggregationskurven vor und nach Rivaroxabaneinnahme gezeigt.

3.2.2 Patienten zeigen auch verminderte Thrombozytenaggregation unter

Apixaban:

Um einen ausschliellich durch Rivaroxaban ausgelosten Effekt auf die
Thrombozytenaggregation auszuschliefen, wurden in die OAK time-series
Gruppe auch Patienten eingeschlossen die erstmalig 5mg Apixaban erhielten
(N=6). Die Thrombozytenfunktionsmessung wurde bei diesen Patienten
ebenfalls mit Hilfe der MEA fur die Stimuli ADP, TRAP und ARA durchgefuhrt.
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Fur ADP zeigten die Patienten (N=6), nach Einnahme von Apixaban, eine
signifikant  niedrigere  Thrombozytenaggregation im  Vergleich zum
Ausgangswert [ADP — before Apixaban: 42,17 + 21,73 AUC vs. After Apixaban:
36,83 = 19,13 AUC, p=0.0096; two-tailed paired t-test, mean difference -5,333
AUC, CIl 95% von -8,696 bis -1,971 (N=6)] (Abb. 7 A). Fur TRAP ist ebenfalls
eine signifikant niedrigere Aggregation nach Apixabaneinnahme zu erkennen
[TRAP — before Apixaban: 68,80 + 19,94 AUC vs. After Apixaban: 57,40 %
17,78 AUC, p=0.0146; two-tailed paired t-test, mean difference -11,40 AUC, ClI
95% von -19,08 bis -3,716 (N=6)] (Abb. 7 B). Die MEA zeigte fur ARA keinen
signifikanten Unterschied vor und nach Einnahme von Apixaban [ARA — before
Apixaban: 39,33 + 23,79 AUC vs. After Apixaban: 38,00 £ 22,24 AUC,
p=0.7081; two-tailed paired t-test, mean difference -1,333 AUC, Cl 95% von -
9,979 bis 7,312 (N=6)] (Abb. 7 C).

A B C

80+

0.009 150+ 0.014 80+ 0.71
60 "" 60 “'
40

40+
20+

100

S0+
20

aggregation (AUC)

aggregation (AUC)
-

aggregation (AUC)

before after before after before after
Apixaban Aplxaban Aplixaban

Abb.7: Thrombozytenaggregation in der MEA nach Apixabaneinahme: Die Abbildung zeigt
die Thrombozytenaggregation in der MEA, vor und nach Einnahme von 5mg Apixaban. Die

Aggregation wurde fir die Stimulanzien ADP (A), TRAP-6 (B) und ARA (C) gemessen und ist in
AUC dargestellt.

3.2.3 Effekte von Rivaroxaban auf Thrombozytenfunktion sind

Plasmaabhangig:

Unter der Fragestellung, ob der durch Rivaroxaban vermittelte Effekt auf
Thrombozyten plasmaabhangig ist, wurden Zeitreihenmessungen mit

Plasmaaustauschexperimenten in WP durchgeflihrt. Zunachst wurden aus der
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gewonnenen Blutprobe, vor Rivaroxabaneinnahme, WP (WPTO) und Plasma
(Plasma TO) hergestellt. 4 Stunden nach Einnahme von Rivaroxaban wurden
ebenfalls WP (WPT1) und Plasma (Plasma T1) hergestellt. Danach wurde die
LTA mit Kollagen fur WPTO die in Plasma TO resuspendiert wurden, far WPT1
die in Plasma T1 resuspendiert wurden, sowie fur WPT1 die in Plasma TO
resuspendiert wurden, durchgefuhrt. Die WPT1, resuspendiert in Plasma T1,
zeigten im Gegensatz zu WPTO, resuspendiert in Plasma TO, eine signifikant
niedrigere Aggregation in der LTA [Kollagen — before Rivaroxaban: 80,08 +
16,33 % MoA vs. After Rivaroxaban: 69,35 + 18,28 % MoA, p=0.0077; two-
tailed paired t-test, mean difference -10,73 % MoA, Cl 95% von -16,74 bis -
4,727 (N=5)]. Hingegen steigt die Aggregation wieder signifikant an, wenn
WPT1 in Plasma TO resuspendiert werden, verglichen mit den gleichen WP
resuspendiert in Plasma T1 [Kollagen — after Rivaroxaban: 69,35 + 18,28 %
MoA vs. Plasmaswitch: 81,31 £ 16,73 % MoA, p=0.0177; two-tailed paired t-
test, mean difference 11,96 % MoA, Cl 95% von 3,417 bis 20,51 (N=5)].
Zwischen der Ausgangsmessung, WPTO resuspendiert in Plasma TO und
WPT1 resuspendiert im gleichen Plasma TO, zeigt sich kein signifikanter
Unterschied in der LTA [Kollagen — before Rivaroxaban: 80,08 £ 16,33 % MoA
vs. Plasmaswitch: 81,31 = 16,73 % MoA, p=0.554; two-tailed paired t-test,
mean difference 1,228 % MoA, Cl 95% von -4,058 bis 6,514 (N=5)]. (Abb. 8)
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Abb.8: In der LTA gemessene Effekte von Rivaroxaban sind plasmaabhangig und
reversibel: Die Abbildung zeigt die Messung der Thrombozytenaggregation vor und nach

Einnahme von Rivaroxaban. Zusatzlich wurde die Thrombozytenaggregation von Thrombozyten
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nach Rivaroxabaneinahme gemessen, welche in rivaroxabannaivem Plasma resuspendiert

wurden. Die Aggregation wurde in der LTA gemessen und als prozentuale MoA dargestellt.

3.24 Rivaroxaban vermindert die Thrombozytenadhasion in

Flusskammerversuchen:

Um die Thrombozytenadhasion unter Rivaroxaban unter naherungsweise
physiologischen Flussbedingungen zu untersuchen wurden
Flusskammerexperimente durchgefuhrt. Hierzu wurde eine Kapillare mit
Kollagen beschichtet und unter arteriellen Flussbedingungen mit Vollblut
inkubiert. Die Thrombozytenadhasion wurde nach 3 und 5 Minuten Durchfluss
gemessen. Die Experimente wurden mit Vollblut der OAK cross-sectional
Gruppe und der Non-OAK Gruppe durchgefuhrt und die Thrombozytenadhasion
beider = Gruppen verglichen. Des Weiteren wurden auch hier
Zeitreihenuntersuchungen mit Patientenvollblut aus der OAK time-series
Gruppe vor und 4 Stunden nach erstmaliger Einnahme von Rivaroxaban

durchgefuhrt.

Nach dreiminttigem Fluss zeigen Patienten, die mit Rivaroxaban effektiv
antikoaguliert sind (N=15), im Vergleich zu Patienten ohne Antikoagulation
(N=11), eine signifikant verminderte Thrombozytenadhasion in der
Flusskammer [Flusszeit 3 Minuten — Non-OAK Gruppe: 21,01 + 4,515 %
Thrombozytenadhasion (N=11) vs. OAK cross-sectional Gruppe: 12,33 = 1,34
% Thrombozytenadhasion (N=15), p=0.0471, two-tailed unpaired t-test,
differences between means -8,680 t 4,147 % Thrombozytenadhasion, Cl 95%
von -17,24 bis -0,1209] (Abb. 9 A). Eine Multiple lineare Regression zeigt, dass
die Einnahme von Diuretika, sowie die Hohe des HB und des HKT keinen
Einfluss auf die Thrombozytenadhasion nach dreiminitigem Fluss haben
(Flusszeit 3 Minuten — Diuretika: B=6.266, Std. Fehler=4.932, Beta=0.279,
t=1.270, p=0.217; HB: B=-0.251, Std. Fehler=1.812, Beta=-0.059, t=0.138,
p=0.891; HKT: B=0.627, Std. Fehler=0.858, Beta=0.306, t=0.731, p=0.472)
(Tabelle 3). Auch nach funfminitigem Fluss zeigen Patienten, die mit
Rivaroxaban effektiv antikoaguliert sind (N=15), im Vergleich zu Patienten ohne
Antikoagulation (N=11), eine signifikant verminderte Thrombozytenadhasion in
der Flusskammer [Flusszeit 5 Minuten — Non-OAK Gruppe: 22,08 + 2,979 %
Thrombozytenadhasion (N=11) vs. OAK cross-sectional Gruppe: 14,24 + 1,965
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% Thrombozytenadhasion (N=15), p=0.0312, two-tailed unpaired t-test,
differences between means -7,839 * 3,425 % Thrombozytenadhasion, Cl 95%
von -14,91 bis -0,7707] (Abb. 9 B). Auch hier sind die Adhasionsverhaltnisse
unabhangig von der Diuretikaeinnahme, dem Hb und dem Hkt (Flusszeit 5
Minuten — Diuretika: B=2.261, Std. Fehler=4.036, Beta=0.120, t=0.560,
p=0.581; HB: B=0.275, Std. Fehler=1.483, Beta=0.077, t=0.186, p=0.854; HKT:
B=0.568, Std. Fehler=0.702, Beta=0.331, t=0.809, p=0.427) (Tabelle 4).

A B
Whole blood Whole blood
3 minutes 5 minutes
% 1904 0.047 % 100 0.031
g 80 g 80-
m B0 m B0
B B
E 40 E 40
E E
g 20 T g 20- T
: m o
= 0- = 0-
Control Riva Control Rliva

Abb.9: Messung der Thrombozytenadhasion in kollagenbeschichteter Flusskammer: Die
Abbildung zeigt die vergleichende Messung der Thrombozytenadhasion in einer
kollagenbeschichtetet Flusskammer. Es werden Patienten ohne Antikoagulation Patienten mit
Rivaroxabanmedikation gegenuibergestellt. Die Thrombozytenadhasion wurde flir dreiminitigen
Fluss (A) und flnfminltigen Fluss (B) gemessen und als prozentual bedeckter Anteil der

Flusskammer dargestellt.

Koeffizienten ?

Multiples lineares Nicht standardisierte Standardisierte t Signifikanz-
Regressionsmodel Koeffizienten Koeffizienten niveau
B Std. Fehler Beta
(Konstante) -8,317 18,635 -,446 ,660
Diuretika 6,266 4,932 ,279 1,270 217
HB -,251 1,812 -,059 -,138 ,891
HKT ,627 ,858 ,306 ,731 472

a. Dependent Variable: Bioflux 3 Minuten
Tabelle 3: Multiples lineares Regressionsmodell fiir dreiminiitigen Fluss in der

Flusskammer: Es wurde der Einfluss von Diuretikaeinnahme, HB und HKT auf die
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Thrombozytenadhéasion untersucht. Es zeigten sich keine signifikanten Zusammenhange nach

dreiminitigem Fluss.

Koeffizienten @

Multiples lineares Nicht standardisierte Standardisierte t Signifikanz-
Regressionsmodel Koeffizienten Koeffizienten niveau
B Std. Fehler Beta
(Konstante) -8,317 15,250 -,545 ,591
Diuretika 2,261 4,036 ,120 ,560 ,581
HB 275 1,483 ,077 ,186 ,854
HKT ,568 ,702 ,331 ,809 427

a. Abhangige Variable: Bioflux 5 Minuten

Tabelle 4: Multiples lineares Regressionsmodell fiir fiinfminitigen Fluss in der
Flusskammer: Es wurde der Einfluss von Diuretikaecinnahme, HB und HKT auf die
Thrombozytenadhasion untersucht. Es zeigten sich keine signifikanten Zusammenhange nach

funfmindtigem Fluss.

In den Zeitreihenexperimenten (N=5) zeigt sich, nach dreiminttigem Fluss,
ebenfalls eine signifikante Abnahme der Thrombozytenadhasion nach
Rivaroxabaneinnahme, im Vergleich zur Ausgangsmessung [Flusszeit 3
Minuten — before Rivaroxaban: 23,66 + 9,477 % Thrombozytenadhasion vs.
After Rivaroxaban: 12,37 + 10,64 % Thrombozytenadhdsion, p=0.0403; two-
tailed paired t-test, mean difference -11,29 % Thrombozytenadhé&sion, Cl 95%
von -21,77 bis -0,8124 (N=5)] (Abb. 10 A). Auch nach finfminatigem Fluss in
der Flusskammer zeigt sich bei den Patienten (N=4) eine verminderte
Thrombozytenadhasion unter Rivaroxaban, im Vergleich zum Ausgangswert
[Flusszeit 5 Minuten — before Rivaroxaban: 1721 £ 5156 %
Thrombozytenadhasion vs. After Rivaroxaban: 8,604 + 4,090 %
Thrombozytenadhasion, p=0.0089; two-tailed paired t-test, mean difference -
8,602 % Thrombozytenadhésion, Cl 95% von -13,10 bis -4,108 (N=4)] (Abb. 10
B).
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Abb. 10: Messung der Thrombozytenadhasion in kollagenbeschichteter Flusskammer vor
und nach Rivaroxabaneinahme: Die Abbildung zeigt die Messung der Thrombozytenadhasion
in einer kollagenbeschichtetet Flusskammer, vor und nach Einnahme von 20 mg Rivaroxaban.
Die Thrombozytenadhasion wurde fir dreiminitigen Fluss (A) und finfmindtigen Fluss (B)

gemessen und als prozentual bedeckter Anteil der Flusskammer dargestellt.

3.2.5 Patienten zeigen vermindertes endogenes Thrombinpotenzial nach

Rivaroxaban:

Das endogene Thrombinpotenzial wurde bei Patienten mit neuaufgetretenem
VHF in Zeitreihenexperimenten, vor und vier Stunden nach Einnahme von
20mg Rivaroxaban, bestimmt. Neben dem ETP wurden auch die
dazugehdrigen Parameter peak thrombin formation, lag time, time to peak und
velocity index bestimmt. Die Patienten zeigen vier Stunden nach Einnahme von
Rivaroxaban ein signifikant vermindertes ETP [ETP - before Rivaroxaban: 1567
1 530,5 nM x min vs. After Rivaroxaban: 1085 + 280,0 nM x min, p=0.0461; two-
tailed paired t-test, mean difference -515,4 nM x min, Cl 95% von -1014 bis -
16,82 (N=4)] (Abb. 11 A). Die peak thrombin formation zeigt sich nach
Rivaroxaban erniedrigt [peak thrombin formation - before Rivaroxaban: 217,0
118,7 nM vs. After Rivaroxaban: 46,18 £ 31,02 nM, p=0.0004; two-tailed paired
t-test, mean difference -190,1 nM, Cl 95% von -268,2 bis -112,1 (N=10)] (Abb.
11 B). Die lagtime ist nach Einnahme von Rivaroxaban, im Vergleich zum
Ausgangswert, erhoht [lagtime - before Rivaroxaban: 6,536 + 6,906 min vs.
After Rivaroxaban: 9,068 £ 5,576 min, p=0.0039; Wilcoxon matched-pairs test,
median of difference 2,790 min, (N=10)] (Abb. 11 C). Der Parameter time to
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peak ist bei Patienten nach Einnahme von Rivaroxaban erhoht [time to peak -
before Rivaroxaban: 11,08 + 10,01 min vs. After Rivaroxaban: 22,12 + 8,911
min, p=0.002; Wilcoxon matched-pairs test, median of difference 13,14 min,
(N=10)] (Abb. 11 D). Als letzter Parameter ist der velocity index bei diesen
Patienten nach Einnahme von Rivaroxaban signifikant niedriger als der
Ausgangswert [velocity index - before Rivaroxaban: 81,15 £ 67,08 nM / min vs.
After Rivaroxaban: 6,498 + 7,596 nM / min, p=0.002; Wilcoxon matched-pairs
test, median of difference -81,44 nM / min, (N=10)] (Abb. 11 E).

A B C D E
ETP PTF LT TP W
25007 0048 E W0 <0.001 207 0.004 1 ooz _ % 0.002
i —_= ‘E
z 2000 £ 300- = 15 E 30 = 1601
% 1500- E E 5 z
= 2 200 2 04 g 20- E 100-
£ 1000 ] = ] E
B g g g ]
W £ 100 5 E 104 g 50
© >
o & o i o o- o- e
before after before after before after before after before after
Rivaroxaban Rivaroxaban Rivaraxaban Rivaroxaban Rivaroxaban

Abb. 11: Messung des endogenen Thrombinpotenzials vor und nach Rivaroxaban: Die
Abbildung zeigt die Messung des ETP vor und nach Einnahme von 20mg Rivaroxaban. Es
wurden das Endogene Thrombinpotenzial (A), die peak thrombin formation (B), die lag time (C),

die time to peak (D) und der velocity index (E) gemessen.

3.2.6 Aktivierter Faktor X fuhrt einer dosisabhangigen

Thrombozytenaktivierung:

ZU

Als direkter FXa Inhibitor hemmt Rivaroxaban die Aktivitat von humanen

Thrombozyten. Um nun die Rolle von FXa bei der Aktivierung von

Thrombozyten genauer zu untersuchen, wurden in-vitro Experimente mit Blut
von gesunden Probanden durchgeflhrt. Aus dem Blut wurden WP hergestellt,
um den Einfluss des koagulatorischen Systems auf  die
Thrombozytenaktivierung zu minimieren. Die Thrombozytenaggregation wurde
nun in der LTA unter Zugabe von FXa gemessen. FXa zeigt, unter steigender
Konzentration, eine konzentrationsabhangige Aktivierung von Thrombozyten in
der LTA mit WP [Konzentrationswirkungskurve FXa - 13ug/ml FXa: 14,96 +

31,44 % MoA vs. 26pg/ml FXa: 18,40 £ 34,10 % MoA vs. 39ug/ml FXa: 62,24 +
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33,30 % MOoA vs. 52ug/ml FXa: 66,91 + 28,86 % MoA, p=0.0322, One-Way-
ANOVA (N=5)] (Abb. 12).
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Abb. 12: Messung der Thrombozytenaggregation unter FXa-Stimulation: Die Abbildung
zeigt die Messung der Thrombozytenaggregation in der LTA von WP, unter aufsteigender FXa

Dosis. Die Thrombozytenaggregation wird als MoA in Prozent dargestellt.

3.2.7 Rivaroxaban hemmt Plattchenaggregation durch aktivierten Faktor X

dosisabhangig:

Rivaroxaban hemmt als direkter FXa Inhibitor dessen Aktivitat. Unter dieser
Annahme wurden LTA Untersuchungen mit WP gesunder Probanden
durchgefuhrt. Die Untersuchungen wurden mit unterschiedlichen Dosierungen
(3pM, 100pM, 300pM) von Rivaroxaban inkubiert. Anschlielend wurde die LTA
mit FXa durchgeflihrt. Unter ansteigender Dosis von Rivaroxaban lasst sich die
Thrombozytenaktivierung durch FXa dosisabhangig hemmen
[Konzentrationswirkungskurve Rivaroxaban — Kontrolle: 34,54 + 9,981 % MoA
vs. 3pM Rivaroxaban: 9,688 + 9,468 % MoA vs. 100pM Rivaroxaban: 0,5050 +
0,7847 % MoA vs. 300pM Rivaroxaban: 0,0350 + 0,04726 % MoA, p=<0.0001,
One-Way-ANOVA (N=4)] (Abb.13).
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Abb.13: Konzentrationsabhdngige Thrombozytenaggregation unter Rivaroxaban: Die
Thrombozytenaggregation von WP wurde unter Inkubation von verschiedenen
Rivaroxabankonzentrationen in der LTA gemessen und als MoA in Prozent dargestellt. Die

Stimulation erfolgte mit FXa.

3.2.8 Vorapaxar hemmt Thrombozytenaggregation durch aktivierten

Faktor X ebenfalls dosisabhangig:

Vorapaxar ist ein PAR-1 Inhibitor und fungiert damit als Thrombinantagonist an
Thrombozyten. Da FXa die Generierung von Thrombin Uber die
Gerinnungskaskade vermittelt, wurde die Thrombozytenaggregation durch FXa
in WP unter Anwesenheit von Vorapaxar untersucht. Es wurden hierzu WP mit
verschiedenen Vorapaxar Konzentrationen (30pM, 100pM, 300pM) inkubiert,
um eine Konzentrations-wirkungskurve zu erhalten. Auch in dem Fall ist, unter
steigender Dosis von Vorapaxar, eine zunehmende Hemmung der
Thrombozytenaggregationsfahigkeit zZu beobachten
[Konzentrationswirkungskurve Vorapaxar — Kontrolle: 46,06 + 26,28 % MoA vs.
30pM Vorapaxar: 10,90 + 18,34 % MoA vs. 100pM Vorapaxar: 4,405 + 6,743
% MoA vs. 300pM Vorapaxar: 3,820 + 6,223 % MoA, p=0.0108, One-Way-
ANOVA (N=4)] (Abb. 14).
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Abb.14: Konzentrationsabhdngige Thrombozytenaggregation unter Vorapaxar: Die
Thrombozytenaggregation von WP wurde unter Inkubation von verschiedenen
Vorapaxarkonzentrationen (KWK = Konzentrationswirkungskurve) in der LTA gemessen und als

MoA in Prozent dargestellt. Die Stimulation erfolgte mit FXa.

3.2.9 Aktivierter Faktor X fordert die Freisetzung von Thromboxan aus

Thrombozyten

WP von gesunden Probanden wurden mit FXa stimuliert. Anschlieend wurde
das ausgeschiittete TXB2 mittels ELISA aus dem Uberstand gemessen. Die
TXB2 Konzentration war im Uberstand FXa stimulierter Thrombozyten
signifikant hoher als in der nicht stimulierten Kontrolle [Thromboxan B2 —
Kontrolle: 1,587 + 2,331 ng/ml Thromboxan vs. FXa: 131,4 + 79,81 ng/ml
Thromboxan p=0.0242, paired t-test, mean of differences 109,56 ng/ml
Thromboxan, Cl von 23,44 bis 195,6 (N=5)] (Abb. 15).
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Abb.15: Messung der Thromboxankonzentration vor und nach Stimulation mit FXa: Die
Abbildung zeigt die Messung von Thromboxan B2 vor und nach Stimulation mit FXa (A). Die

Thromboxankonzentration ist als ng/ml aufgetragen.

3.2.10 Rivaroxaban hat keinen Einfluss auf die PAR-1 und PAR-4

Rezeptorexpression auf Thrombozyten:

Um auszuschlieBen, dass Rivaroxaban Einfluss auf die PAR-1 und PAR-4
Expression hat, wurde diese mit Hilfe der Durchflusszytometrie auf
Thrombozyten gemessen. Die Messungen erfolgten vor und nach Einnahme
von 20mg Rivaroxaban. Es zeigt sich, vor und nach Einnahme von
Rivaroxaban, kein Unterschied in der Expression vom PAR-1 auf den
Thrombozyten der Patienten [PAR-1 Rezeptorexpression — before Rivaroxaban:
1368 = 387,0 MFI vs. After Rivaroxaban: 1299 % 313,5 MFI p=0,3688, paired t-
test, mean of differences -68,14 MFI, Cl von -239,8 bis 103,5 (N=7)] (Abb.16
A). Die thrombozytare Rezeptorexpression von PAR-4 zeigt ebenfalls keine
signifikanten Veranderungen nach Einnahme von Rivaroxaban [PAR-4
Rezeptorexpression — before Rivaroxaban: 614,9 = 107,7 MFI| vs. After
Rivaroxaban: 593,0 £ 95,37 MFI p=0,1110, paired t-test, mean of differences -
21,86 MFI, Cl von -50,48 bis 6,771 (N=7)] (Abb. 16 B).
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Abb. 16: Expression der Protease aktivierten Rezeptoren auf Thrombozyten nach
Rivaroxaban: Die Expression der PAR-1 (A) und PAR-4 (B) Rezeptoren auf Thrombozyten
wurde in der FACS vor und nach Rivaroxabaneinnahme bestimmt und als mittlere

Fluoreszenzintensitat (MFI) angegeben.
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4 Diskussion:

Die vorliegende Dissertation stellt Ergebnisse einer Studie dar, in der Effekte
von direkten FXa-Inhibitoren auf die Reaktivitdt von humanen Thrombozyten

untersucht wurden [16]. Folgende Ergebnisse konnten gezeigt werden:

1. FXa fungiert als direkter Agonist auf Thrombozyten und I6st deren
Aggregation aus. Der Mechanismus involviert den PAR-1 Rezeptor.

2. Direkte FXa-Inhibitoren reduzieren die Thrombozytenreaktivitat in
Patienten mit VHF und in-vitro.

3. Die Oberflachenexpression der thrombozytaren PAR-1 und PAR-4

Rezeptoren, wird durch Rivaroxaban nicht beeinflusst.

Zunachst wurde die Thrombozytenaktivitat bei Patienten mit VHF, vor und nach
erstmaliger Einnahme von Rivaroxaban, in zwei unterschiedlichen Verfahren
gemessen. Die MEA ist ein Verfahren, in dem die Thrombozytenaggregation im
Vollblut gemessen wird. Obwohl die Aggregometrie im Vollblut, als
physiologisches Milieu, winschenswert ist, kbnnen der Hamatokrit und die
Thrombozytenzahl der Probe, als nicht unerhebliche StérgroRen, die
Ergebnisse der Messung beeinflussen [82, 95]. Studien dazu haben eine
positive Korrelation zwischen der Hohe des Hamatokrits und der Hohe der
Aggregation, bei leichten Agonisten wie ADP oder ARA gesehen [82]. Hierbei
konnte die vermehrte Freisetzung von ADP aus Erythrozyten relevant sein [96].
Durch die Auswahl von Zeitreihenexperimenten am gleichen Individuum wird
der Einfluss dieser StorgroRen auf die Ergebnisse minimiert. Im zeitlichen
Abstand von 4 Stunden zwischen den Messungen ist eine relevante
Veranderung des Hamatokrits und der Thrombozytenzahl der Patienten, bei
komplikationslosem  Krankenhausaufenthalt, unwahrscheinlich.  Dennoch
wurden Hamatokrit und Thrombozytenzahl bei der zweiten Messung nicht
nochmals bestimmt. Als zweite Methode wurde bei diesen Patienten die
aufwandigere Methode der LTA durchgeflihrt. In dieser Methode wird die
Thrombozytenaggregation im PRP gemessen. Sie ist unphysiologischer als die
MEA, da Interaktionen zwischen verschiedenen zellularen Blutbestandteilen
nicht berlcksichtig werden, dennoch stellt die LTA den Goldstandard der

Thrombozytenfunktionsmessung dar. Abweichungen des Hamatokrits oder der
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Thrombozytenzahl wirken sich, im Gegensatz zur MEA, innerhalb der
physiologischen Grenzen nicht auf das Ergebnis der Aggregometrie aus [95].
In dieser Studie haben jedoch beide Methoden zur
Thrombozytenaggregationsmessung, unabhangig voneinander, einen
hemmenden Effekt von Rivaroxaban auf Thrombozyten von Patienten mit neu
aufgetretenem VHF zeigen koénnen. In der MEA war eine signifikant
verminderte Aggregation nach Rivaroxabaneinahme fur alle Stimuli (ADP, ARA,
TRAP) zu sehen, wahrend in der LTA nur die ADP und TRAP induzierte
Aggregation signifikant vermindert war. Die Aggregation mit Kollagen zeigt in
der LTA nur einen nicht signifikanten Trend der Verminderung. Kollagen ist als
starker Aktivator der Plattchenaggregation bekannt. Es ist also durchaus
moglich, dass der durch Rivaroxaban vermittelte hemmende Effekt auf die
Thrombozytenaggregation nicht stark genug ist, um die
Thrombozytenaggregation als Reaktion auf groere Mengen Kollagen zu
verhindern. Da die LTA eine wenig standardisierte Methode ist, gibt es bis jetzt
keine bindenden Richtlinien fur die Durchfihrung, vielmehr hat jedes
durchfihrende Labor seinen eigenen Standard. Studien, die es sich zum Ziel
gemacht haben, eine Standardisierung der LTA zu erreichen, empfehlen die
Verwendung einer Kollagenkonzentration von 2ug/ml, wahrend in dieser Studie
eine hohere Konzentration von 10ug/ml verwendet wurde [78, 79, 97]. Dies
konnte eine starkere Aggregation auch unter Rivaroxaban begunstigt haben. Es
bleibt dennoch festzuhalten, dass man eine Verminderung der
Thrombozytenaktivitat, schon vier Stunden nach einmaliger Einnahme von
20mg Rivaroxaban in der MEA, sowie der LTA, beobachten konnte. Es gibt
einige Studien die den Einfluss von Rivaroxaban, aber auch Apixaban, auf die
Thrombozytenfunktion in der MEA und der LTA untersucht haben. Die
Ergebnisse sind allerdings nicht eindeutig. Einige Studien sehen keinen
aggregationsvermindernden Effekt bei Patienten mit VHF, die Rivaroxaban oder
andere FXa-Inhibitoren einnehmen [98-100]. Eine dieser Studien fuhrte
ebenfalls Zeitreihenexperimente bei 25 Patienten die Rivaroxaban einnahmen
und 13 Patienten die Apixaban einnahmen durch. Die Messzeitpunkte waren
vor morgendlicher Einnahme, 2 Stunden und 6 Stunden nach Einnahme des
jeweiligen Medikaments gesetzt. Die Messung erfolgte durch die MEA im

Multiplate Analyzer. Es konnte kein Einfluss der Medikamente auf die
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Thrombozytenaggregation festgestellt werden [98]. Obwohl der Versuchsaufbau
sehr ahnlich zur vorliegenden Studie erscheint, gibt es den Unterschied, dass
Patienten mit VHF eingeschlossen wurden, die bereits Rivaroxaban oder
Apixaban als Dauermedikation erhielten. In der vorliegenden Studie wurden
jedoch Patienten mit neu aufgetretenem VHF erstmals auf diese Medikamente
eingestellt. Moglicherweise ist die Thrombozytenfunktion durch einen
Restspiegel des Medikaments, bei dauerhafter Einnahme, schon vor der ersten
Messung noch beeintrachtigt, so dass der Effekt im Vergleich zum
Spitzenspiegel nicht mehr so ausgepragt ist. Es konnte dennoch eine
signifikante Verminderung der Thrombingenerierung nach Einnahme von FXa-
Inhibitoren festgestellt werden [98]. Eine weitere Studie an Patienten mit
chronischem VHF, die 9 Patienten mit Rivaroxaban- und 12 Patienten mit
Apixabanmedikation eingeschlossen hat, konnte ebenfalls keinen Effekt der
Antikoagulanzien auf die Thrombozytenaggregation darstellen. Diese wurde in
der Studie mittels LTA fur die Stimuli ADP, Epinephrin und Collagen bestimmt.
Der Messzeitpunkt fur den Spitzenspiegel der Medikamente wurde hier jedoch
schon 2 Stunden nach Medikamenteneinnahme festgelegt und unterscheidet
sich damit  von dem in dieser  Dissertation beschriebenen
Spitzenspiegelmesszeitpunkt von 4 Stunden nach Medikamenteneinnahme
[99]. Obwohl der zeitliche Unterschied die Messergebnisse beeinflussen kdonnte
ist festzuhalten, dass beide Messzeitpunkte im Zeitfenster der Angabe Uber
dem Spitzenspiegel von Rivaroxaban liegen, der nach 1-4 Stunden zu erwarten
ist [68]. Gleichzeitig gibt es aber wissenschaftliche Arbeiten, die bereits Effekte
von FXa-Inhibitoren auf die Thrombozytenaktivierung in Patienten mit VHF
darstellen konnten [101, 102]. In-vitro Arbeiten stellten ebenfalls einen
hemmenden Effekt von FXa-Inhibitoren auf die TF vermittelte
Plattchenaktivierung dar [103]. In den beiden klinischen Studien wurden jeweils
41 und 34 Patienten mit Vorhoffimmern und Rivaroxaban- oder
Apixabanmedikation eingeschlossen. Die Thrombozytenfunktion wurde in
beiden Studien mittels LTA fir TRAP gemessen. Die Studien zeigten, dass
beide FXa-Inhibitoren die Plattchenaggregation mit TRAP signifikant verringern.
Ein Ergebnis, das auch in unserer Arbeit fur Rivaroxaban, sowie fir Apixaban in
der MEA, gezeigt werden konnte. Diese Ergebnisse suggerieren, dass es sich

nicht um einen Substanzeffekt von Rivaroxaban, sondern vielmehr um einen
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Gruppeneffekt der FXa-Inhibitoren handelt. Dennoch konnte keine der beiden
Studien diesen Effekt schon nach einer einmaligen Dosis nachweisen, da eine
Einnahmedauer von >18 bzw. >7 Tagen vor Beginn der Messungen angestrebt
wurde [101, 102]. Weitere der zu diskutierenden Experimente zeigten, dass
Rivaroxaban die Minderung der Thrombozytenaggregation Uuber einen
plasmaabhangigen Effekt vermitteln muss und keine direkten Effekte auf die
Thrombozyten hat. Dies lasst sich aus den Plasmaaustauschexperimenten
ableiten, bei denen die geminderte Thrombozytenaggregation von WP aus
Rivaroxabanpatienten, durch die Resuspension in Rivaroxaban-naivem Plasma,

wieder angehoben werden konnte.

Um die Plattchenadhasion unter physiologischeren Bedingungen zu
untersuchen, wurden Experimente unter arteriellen Flussbedingungen in einer
kollagenbeschichteten Flusskammer durchgefihrt. Kollagen wird bei
Schadigung des Gefaltendothels freigelegt und 16st in-vivo die Adhasion von
Thrombozyten aus [104]. Im Flusskammermodell konnte eine verminderte
Thrombozytenadhasion, unter erstmaliger Einnahme von 20mg Rivaroxaban, in
Zeitreinenexperimenten nachgewiesen werden. Auch im Vergleich von
Patienten mit dauerhafter Rivaroxabaneinnahme und Patienten ohne
Antikoagulation, konnte eine signifikant niedrigere Thrombozytenadhasion bei
Rivaroxabanpatienten nachgewiesen werden. Wenn man nun die Ergebnisse
beider Experimente vergleicht stellt man fest, dass der reduzierende Effekt von
Rivaroxaban auf die Thromboytenadhasion in den Zeitreihenexperimenten
grolRer ist. In den Fallen erreichte man bei niedrigerer Patientenzahl schon
signifikante Ergebnisse. Die Veranderungen lagen bei dreiminttigem Fluss bei
11,2% in den Zeitreihenexperimenten gegenuber 8,6% im Gruppenvergleich.
Fur finfminGtigen Fluss in der Kammer lagen die Werte fur die Veranderung bei
8,6% und 7,8%. Eine Erklarung flir die unterschiedliche Effektstarke mag sein,
dass die Blutabnahme bei den Patienten der cross-sectional Gruppe frih
morgens, vor Einnahme der taglichen Rivaroxabandosis, stattfand. Es ist hier
also nur mit einer Restaktivitat des Medikaments zu rechnen, die FXa-Inhibition
betragt ungefahr noch 10% [68]. Bei der time-series Gruppe wurden die
Blutabnahmen 4 Stunden nach Einnahme der Tablette durchgeflihrt, hier ist die

maximale Wirkung von Rivaroxaban zu erwarten [68]. Man kann also durchaus
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annehmen, dass es sich bei dem hemmenden Effekt auf Thrombozyten um
einen dosisabhangigen Effekt handelt. Dieses Ergebnis konnte auch in einigen
Arbeiten fur andere Methoden gezeigt werden [103, 105]. Eine weitere, wichtige
Aussage, die man unter der Zusammenschau der Ergebnisse festhalten kann,
ist, dass die verringerte Adhasion von Thrombozyten in der Flusskammer,
unabhangig vom maximalen Rivaroxabanwirkspiegel, auch im Vergleich der
cross-sectional und der Non-OAK Gruppe gezeigt werden kann. Beim Vergleich
beider Gruppen mussen jedoch noch andere Faktoren in Betracht gezogen
werden, die die Thrombozytenfunktion beeinflussen konnen. Unter diesem
Hintergrund sind Alter, Geschlechty CRP und die Einnahme von
Calciumantagonisten  bekannte  Faktoren deren Einfluss auf die
Thrombozytenaktivitat diskutiert werden [106-109]. Diese Faktoren betreffend,
stellen sich in den Patientencharakteristika keine Unterschiede zwischen beiden
Gruppen dar. Die Faktoren in denen sich die Gruppen unterschieden (Diuretika,
Hkt und Hb), hatten nach linearer Regressionsanalyse keinen Einfluss auf die
Thrombozytenadhasion nach drei- oder funfminutigem Fluss. Sicherlich kénnte
das Vorliegen von VHF selbst ebenfalls ein Faktor sein, der die Ergebnisse
zwischen der Non-OAK Gruppe (ohne VHF) und der cross-sectional Gruppe
(mit VHF) beeinflusst. Da jedoch alle Patienten mit VHF auch das
entsprechende Antikoagulanz einnahmen, lassen sich die jeweiligen Einflisse
nicht sicher auseinanderdividieren. In der Literatur gibt es jedoch Hinweise, die
einen Einfluss von VHF auf die Thrombozytenreaktivitdt beschreiben. So
konnten Pourtau et al 2017 zeigen, dass die Thrombozytenaggregation in der
LTA bei Patienten mit paroxysmalem und persistierendem Vorhofflimmern
niedriger ist als in einer Kontrollgruppe ohne VHF. Die Aggregation unterschied
sich ebenfalls zwischen den beiden Patientengruppen mit VHF fur TRAP. Hier
zeigten Thrombozyten von Patienten mit paroxysmalen VHF ein niedrigeres
Ansprechen auf TRAP induzierte Aggregation. Ursachlich scheint unter

anderem eine Desensibilisierung von PAR auf Thrombozyten zu sein [110].

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Rivaroxaban auf das
endogene Thrombinpotenzial gemessen. Thrombin gilt als starker Aktivator der
Thrombozytenaggregation und bildet somit eine Verbindung zwischen primarer

und sekundarer Hamostase. Durch diese Verbindung kénnen sich Effekte auf
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das ETP auch auf die Thrombozytenfunktion auswirken. Hierzu wurde das ETP
mit Hilfe der CAT bei Patienten vor und 4 Stunden nach Einnahme von 20mg
Rivaroxaban gemessen. Es =zeigte sich, dass das ETP wund das
Thrombinspitzenspiegel nach Rivaroxabaneinnahme erniedrigt sind, wahrend
die Latenzzeit bis zum Beginn der Thrombingenerierung und die Zeit bis zum
Erreichen des Thrombinspitzenspiegels erhdht sind. Diese Ergebnisse sind mit
einem Status der Hypokoagulabilitat zu vereinbaren, wie sie bei FXa-Mangel zu
erwarten sind [111, 112]. Die Recherche der aktuell vorhandenen Literatur, zum
Einfluss von FXa-Inhibitoren auf das ETP, bestatigt die Ergebnisse [105, 113-
116]. Graff et al haben beispielsweise bei 8 gesunden Probanden ETP und die
FXa-Aktivitat Uber einen Zeitraum von 36 Stunden nach Rivaroxabaneinnahme
gemessen. Rivaroxaban wurde in einer Dosis von 5mg und 30mg verabreicht.
Es wurden 4 weitere Probanden als Kontrollgruppe eingeschlossen, die ein
Placebo erhielten. Das ETP wurde im Gegensatz zu unserer Arbeit aus PRP
bestimmt und kann dadurch auch die Rolle der Thrombozyten bei der
Generierung von Thrombin abbilden. Die Anti-FXa-Aktivitat war nach 2 Stunden
fur beide Dosierungen am hochsten und fiel Gber 24 Stunden kontinuierlich ab.
Nach 24h war nur bei der 30mg Dosis noch eine Anti-FXa-Aktivitat zu sehen.
Es konnten in dieser Studie eine signifikante dosisabhangige Verminderung des
ETP und der anderen Parameter gegentber dem Placebo gezeigt werden. Es
zeigte sich, dass diese Effekte stark mit der Rivaroxabanplasmakonzentration
korrelieren [105]. Eine weitere Studie von Artang et al zeigte ebenfalls eine
Verminderung des ETPs flr Rivaroxaban und Apixaban bei 10 gesunden
Probanden. Die Korrelation mit den Plasmaspiegeln der Medikamente verhielt
sich jedoch moderat. Eine starke Korrelation zeigte sich hingegen fur die

Thrombinspitzenspiegel in der Messung [113].

Die Hemmung des endogenen Thrombinpotenzials durch direkte Faktor-Xa-
Inhibitoren ist interessant, da eine Reduktion auch zu einer verminderten
Thrombozytenaktivierung durch Thrombin flihren koénnte. In dieser Arbeit
konnte jedoch gezeigt werden, dass die antiaggregatorischen Effekte von
direkten FXa-Hemmern auch in vom Blutplasma separierten Thrombozyten,
und damit unabhangig von Thrombin, auftreten. Hierbei scheint der aktivierte

Faktor X eine zentrale Rolle in der Aktivierung von Thrombozyten zu spielen.
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FXa selbst konnte unabhangig von Thrombin auch in weiteren Experimenten
als direkter Ausloser der Thrombozytenaggregation in WP identifiziert werden.
In der LTA konnte hierbei eine dosisabhangige Aggregation unter FXa
beobachtet werden. Die Vorinkubation von WP mit Rivaroxaban hemmte die
Thrombozytenaggregation ebenfalls dosisabhangig. Eine ahnliche Hemmung
der Thrombozytenaggregation durch FXa wurde unter Vorinkubation der WP
mit Vorapaxar erreicht. Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass der PAR-1
Rezeptor eine zentrale Funktion in der Aktivierung humaner Thrombozyten mit
FXa hat.. Es gibt Hinweise, dass FXa den PAR-1 Rezeptor auf Endothelzellen
spalten und aktivieren kann [117, 118]. Diesen Mechanismus konnten wir in der
Arbeit von Petzold et al in weiterfUhrenden Experimenten auch fur die PAR-1
Rezeptoren auf Thrombozyten darstellen [16]. Es wurde aufgezeigt, dass FXa,
ahnlich wie Thrombin, den PAR-1 Rezeptor spalten kann, woraufhin ein
Phosphoinositid-3-Kinase und Phospholipase C abhangiger ,Downstream-
pathway” zur Thrombozytenaggregation fuhrt [16]. Was den PAR-1 und PAR-4
Rezeptor auf humanen Thrombozyten betrifft, konnten wir in der vorliegenden
Arbeit darstellen, dass die Rezeptorexpression durch Rivaroxaban nicht
beeinflusst wird. Diese Ergebnisse unterstreichen ebenfalls die aufgestellte
Hypothese, dass die hemmenden Effekte von Rivaroxaban auf die
Thrombozytenaktivitat plasmavermittelt sind. Im Gegensatz dazu konnte
gezeigt werden, dass Dabigatran, ein direkter Thrombininhibitor die
Oberflachenexpression von PAR-1 Rezeptoren auf Thrombozyten erhdht [119,
120]. Eine erhdhte Thrombozytenreaktivitat unter Dabigatran konnte ebenfalls

in einigen Studien gezeigt werden und wird diskutiert [119, 121, 122].

Weitere Substanzen, die eine Rolle in der Plattchenaktivierung spielen und
mdglicherweise durch  FXa-Inhibition beeinflusst werden, sind der
thrombozytare GPVI Rezeptor und Thromboxan A2. Al-Tamimi et al konnten
den Zusammenhang von prokoagulatorischen Situationen und der FXa
abhangigen Ablésung (,shedding“) des GPVI Rezeptoren von der
Thrombozytenoberflache darstellen. Die abgelosten Rezeptoren befinden sich
dann in einer I8slichen Form im Plasma und sind Marker fir erhohte
Thrombozytenaktivitat [123]. Eine Verminderung des Sheddings konnten
Pignatelli et al bei Patienten mit VHF zeigen, die Rivaroxaban oder Apixaban

58



Uber einen Zeitraum von 3 Monaten einnahmen [124]. In letzterer Studie ist
auch 11-Dehydro-Thromboxan B2 im Urin bestimmt worden. Dieses stellt das
stabile Abbauprodukt von Thromboxan A2 dar, welches durch die
Cyclooxygenase der Thrombozyten aus Arachidonsaure hergestellt wird. TXB2
ist demnach ein Maly fur die Thrombozytenaktivierung in-vivo [124, 125].
Weitere Korrelationen wurden zwischen dem Thromboxan B2 Spiegel und dem
Auftreten von MACCE bei Patienten mit VHF und bei Patienten unter
Aspirintherapie gezeigt [126, 127]. Pignatelli et al konnten auch eine signifikante
Abnahme der TXB2 Konzentration im Urin von Patienten mit VHF nachweisen,
die Uber 3 Monate mit einem FXa-Inhibitor behandelt wurden. Unsere Arbeit
stutzt diese Ergebnisse insofern, dass in Folge einer Thrombozytenaktivierung
mittels FXa, TXB2 ausgeschittet wird. Demnach scheint die
Thrombozytenaktivierung durch FXa stark mit der TXB2 Synthese
zusammenzuhangen. Eine direkte FXa-Hemmung konnte schlussfolgernd zu
einer geringeren Thrombozytenaktivierung und einer Verminderung der TXB2

Synthese fuhren.
4.1 Limitationen der Arbeit:

Trotz der Vielzahl der Experimente und der umfangreichen Ergebnisse, die
einen eindeutigen Effekt von FXa-Inhibitoren auf die Thrombozytenaktivierung
zeigen, mussen die Limitationen dieser Arbeit diskutiert werden. Zunachst muss
man feststellen, dass die Anzahl der eingeschlossenen 63 Patienten fur eine
klinische Studie eher gering ist. Man muss jedoch sagen, dass die vorhandene
Literatur zu diesem Thema auch aus kleineren Studien, oder in-vitro
Experimenten, mit kleiner Patienten- oder Probandenzahl bestehen. Die in
unserer Arbeit eingeschlossenen Patienten wurden in drei Studiengruppen
zusammengefasst. Durch die unterschiedliche Gruppengréfde und fehlende
Randomisierung oder ,Matching“ der Patienten, gibt es natlrlich einige
Unterschiede in den Patientencharakteristika zwischen den einzelnen Gruppen.
Durch die Durchflihrung der Zeitreihenexperimente, bei denen die Ergebnisse
der gleichen Patienten vor und nach Rivaroxabaneinnahme verglichen wurden,
fallen die Unterschiede zwischen den Gruppen nicht so stark ins Gewicht. Die
cross-sectional Gruppe und die Non-OAK Gruppe, die in Experimenten

miteinander verglichen wurden, stellten sich weitestgehend als ausgeglichen
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dar. Die vorhandenen Differenzen zwischen den Gruppen hatten keine
Auswirkungen auf die Ergebnisse. Dennoch wurden keine Patienten mit VHF
ohne Antikoagulation eingeschlossen. Im Vergleich der beiden Gruppen lasst
sich der Faktor VHF auf die Ergebnisse also schwer herausdividieren. Eine
weitere Limitation dieser Studie ist, dass sie nur an einem Zentrum durchgefuhrt
wurde und das eingeschlossene Patientenklientel ein Hochrisikoprofil aufweist.
Somit sind die Ergebnisse madglicherweise nur bedingt auf die
Gesamtpopulation der Patienten mit VHF Ubertragbar. Eine Endpunktanalyse
konnte aufgrund des kurzen Beobachtungszeitraums in dieser Studie nicht
durchgefuhrt werden. Trotz einer Vielzahl von Methoden und Experimenten, die
in der vorliegenden Studie prasentiert werden, konnten aus strukturell-
organisatorischen und personellen Grinden nicht alle Experimente fir alle
Patienten durchgefuhrt werden. Dies bedingt die geringen und variierenden n-
Zahlen der einzelnen Versuche. Dennoch bleibt festzuhalten, dass man auch
bei diesen kleinen n-Zahlen einen signifikanten Effekt von FXa-Inhibitoren auf
die Thrombozytenaktivierung darstellen konnte. Das Ergebnis lasst vermuten,
dass es sich um einen starkeren Effekt handeln kdnnte. Eine weitere Limitation
dieser Arbeit ist, dass die Anti-FXa-Aktivitat und die Plasmaspiegel der FXa-
Inhibitoren  nicht  bestimmt  wurden. Trotz der standardisierten
Abnahmezeitpunkte bei Stunde 0 und Stunde 4 kdnnen wir nicht sagen, ob die
Medikamente ihren Wirkspiegel erreicht haben und wie hoch dieser war. Eine
Korrelation der Ergebnisse der Experimente mit den Wirkspiegeln der FXa-

Inhibitoren waren deshalb nicht moglich.
4.2 Zusammenfassung und Ausblick:

Bei Patienten mit VHF ist die Aktivierung von Thrombozyten beim Auftreten von
Schlaganfallen und anderen kardiovaskularen Ereignissen ein zentraler Faktor.
In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte von Rivaroxaban und anderen
FXa-Inhibitoren auf Thrombozyten untersucht und dargestellt. Es wurden
insgesamt 62 Patienten eingeschlossen. 37 von ihnen hatten ein neu
aufgetretenes VHF und wurden erstmalig auf Rivaroxaban oder Apixaban
eingestellt. 15 Patienten waren Uber einen langeren Zeitraum mit Rivaroxaban
antikoaguliert und 11 wurden Patienten ohne Antikoagulation als Kontrollgruppe

eingeschlossen. Es konnte in Zeitreihenexperimenten dargestellt werden, dass
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die Thrombozytenaggregation in der MEA sowie der LTA nach
Rivaroxabaneinnahme abnimmt. Das endogene Thrombinpotenzial zeigte sich
ebenfalls verringert, zudem st die Thrombozytenadhasion, die in
Flusskammerversuchen gemessen wurde, nach Einnahme von Rivaroxaban
verringert. In dem Zusammenhang konnte auch eine niedrigere Adhasion bei
langzeitantikoagulierten Patienten, gegenlber Patienten ohne Antikoagulation,
gezeigt werden. Diese antithrombozytaren Effekte scheinen jedoch nicht
Substanzspezifisch zu sein, sondern zeigten sich auch unter Apixaban in der
MEA. Diese Ergebnisse zeigen, dass der Effekt klassenspezifisch fur die FXa-
Inhibitoren ist. Des Weiteren konnte in dieser Arbeit dargestellt werden, dass
FXa unabhangig von  Thrombin ein  potenter  Ausléser der
Thrombozytenaggregation ist. Dieser Effekt ist dosisabhangig und lasst sich,
ebenfalls dosisabhangig, durch Rivaroxaban hemmen. Interessanterweise wies
auch Vorapaxar, ein direkter Inhibitor des PAR-1 Rezeptors, ein sehr ahnliches
Potenzial zur Hemmung der durch FXa stimulierten Aggregation auf. Der PAR-1
Rezeptor kann durch Thrombin auf Thrombozyten aktiviert werden, was zu
einer Thrombozytenaktivierung fuhrt. Diese Aktivierung kann auch durch FXa
erfolgen. Eine verminderte FXa-Aktivitat durch FXa-Inhibitoren kann eine
verminderte Thrombozytenaktivierung Uber den PAR-1 Rezeptor erklaren.
Unterstitzende Ergebnisse zeigen, dass der Effekt durch Rivaroxaban auf
Thrombozyten reversibel und plasmaabhangig ist. Die Expression der PAR
Rezeptoren 1 und 4 auf Thrombozyten bleibt von der Rivaroxabanmedikation
unbeeinflusst. Obwohl auch eine Assoziation von FXa wund erhdhter
Thromboxanproduktion aus Thrombozyten gezeigt wurde, konnte der genaue
Mechanismus in dieser Arbeit nicht dargestellt werden. Zusammenfassend
kann man aus den Ergebnissen schlielen, dass FXa-Inhibitoren Uber die
niedrigere FXa-Aktivitat die Aktivierung von Thrombozyten herabsetzen. Diese
verminderte Aktivitat lasst sich schon nach einer einmaligen Dosis von 20mg
Rivaroxaban beobachten. Der Mechanismus involviert eine direkte Aktivierung
des PAR-1 Rezeptors durch FXa. Andere Mechanismen, wie die FXa
abhangige Synthese von Thromboxan, A2 und das Shedding von
thrombozytaren GPVI Rezeptoren, scheinen ebenfalls von Relevanz zu sein.
Die Blockierung dieser Mechanismen durch FXa-Inhibitoren haben scheinbar

Auswirkungen auf das Auftreten von ischamischen Ereignissen, von denen vor
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allem Hochrisikopatienten profitieren kdnnen. Unter klinischen Gesichtspunkten
stellt sich dann die Frage, welches Antikoagulanz bei der Therapie von
Hochrisikopatienten mit VHF eingesetzt werden sollte. DOAKs scheinen den
VKA zwar nach aktueller Studienlage Uberlegen, welches DOAK nun aber die
optimale Therapie darstellt bleibt offen. Durch den in dieser Arbeit prasentierten
Effekt auf die Thrombozytenfunktion, scheinen direkte Faktor-Xa-Inhibitoren
vorteilhaft zu sein. Dem gegenuber stehen die direkten Thrombininhibitoren, fur
die auch eine Erhdhung der Plattchenreaktivitat diskutiert wird. Perspektivisch
sind jedoch groRere randomisiert-kontrollierte klinische Studien notwendig, um
die Thrombozytenfunktion bei Patienten mit VHF, unter Medikation mit FXa-
Inhibitoren, zu untersuchen. Dabei sollte der Fokus auf der Aufschlisselung
FXa abhangiger Signalwege liegen. Auch der Vergleich von direkten FXa-
Inhibitoren und direkten Thrombininhibitoren auf die Thrombozytenfunktion ist

von klinischer Relevanz.
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an alle, die dabei waren. Zu guter Letzt mdchte ich das grofRte Dankeschon an
meine Familie aussprechen. Danke Mama, Papa und Sidonie, dass ihr mich bei
allem was ich tue so bedingungslos unterstitzt und liebt. Ich weild, dass ihr
furchtbar stolz auf mich seid und hoffe, dass ich euch eines Tages all das
zurickgeben kann, was ihr mir mein ganzes Leben gegeben habt. Ich liebe

euch!



