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Abstract

Abstract

Coronary artery Disease (CAD) is still the main cause of death in the western world. After
stent implantation, antiplatelet therapy (APT) with acetylsalicylic acid (ASA) or clopidogrel
is crucial. In the western world, atrial fibrillation (AF) is also a prevalent cardiovascular
disease (CVD). It often results in strokes when affected people are not treated. So oral
anticoagulation (OAC) therapy is indispensable for people with AF to prevent stroke. The
treatment of CAD patients after stent implantation who also have an AF is complicated. It is
important that these patients receive an optimal APT to prevent a thrombus due to the stent, as
well as an adequate inhibition in plasmatic coagulation to prevent a stroke.

The role of the key-player thrombin in coagulation is already known. As a strong stimulus of
platelet reactivity, it plays an important role in cellular aggregation. So, targeting thrombin
seemed to be a good option to inhibit both, the cellular as well as the plasmatic coagulation.
Unfortunately, some studies have shown that direct inhibition of thrombin leads to enhanced
myocardial infarction (MI). By contrast, there were no increases or even a decrease of MI
risk, when using FXa-Inhibitors.

It is not known which antiplatelet medication is optimal in combination with OAC in patients
with CAD and AF. At the moment, clopidogrel is preferred. However, it is known that
clopidogrel has some limitations. The other option for APT is ASA, which has been used for a
long time. But it is not known if ASA has also an effect on the outcome of MI.

Hence, in this work we investigate the role of the OAC Rivaroxaban (RIVA) on platelet
reactivity, as well as the effect of ASA on the outcome of MI to investigate the best option for
the therapy of CVD patients with AF.

In in-vivo and in-vitro experiments, we found inhibition of platelet aggregation, platelet
adhesion and thrombus formation, in RIVA treated individuals. This could be explained by
the inhibition of FXa which led to a thrombin independent enhancement of platelet activation
by itself. We found that the target of FXa is the protease-activated receptor 1 (PAR-1) and
revealed PI3K- and PLC-pathway as the background behind this mechanism.

Furthermore, we investigated the protective effect of ASA during an AMI. ASA treated mice
showed decreased infarct sizes and increased cardiac function compared to untreated controls.
Additionally, ASA treatment led to less recruitment of inflammatory cells into the affected
tissue, which was followed by less necrosis of the myocardium. This effect was abolished in

platelet depleted mice.
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Abstract

The results of this work supported two important drugs of antithrombotic therapy by
demonstrating additional previously unknown positive effects. Next to its anticoagulant
characteristics, RIVA acts as an antiplatelet medication, which might be the reason for the
decreased risk of AMI. Additionally, it was shown that ASA also improved the cardiac

outcome after murine AMI.
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Koronare Herzkrankheiten (KHK) sind immer noch die Haupttodesursache der westlichen
Welt. Die Thrombozytenfunktionshemmung mit Acetylsalicylsdure (ASS) oder einem
P2Y12-Hemmer, wie Clopidogrel, ist fiir die Sekundirprévention von KHK-Patienten nach
Stentimplantation essentiell. Auch Vorhofflimmern (VHF) ist in den Industriestaaten ein weit
verbreitetes Leiden und endet unbehandelt oftmals in einem Schlaganfall. Um dem
vorzubeugen sind orale Antikoagulanzien (OAK) in der Therapie von Patienten mit VHF
unverzichtbare Substanzen. Ein besonderes Augenmerk sollte insbesondere auf Patienten mit
beiden Erkrankungen gelegt werden. Die Therapie von KHK-Patienten mit VHF gestaltet sich
als groBe Herausforderung, da sowohl die Hemmung der Thrombozyten als auch die
Hemmung der plasmatischen Gerinnung gewihrleistet werden muss. Dabei spielt Thrombin
eine Schliisselrolle. Grund dafiir ist seine stark plédttchenaktivierende Eigenschaft, die fiir die
zelluldre Gerinnung sehr wichtig ist. Ebenso grofl ist dessen Funktion in der
Gerinnungskaskade.

Eine direkte Hemmung von Thrombin mit Dabigatran zeigte jedoch einen Anstieg von akuten
Myokardinfarkten (AMI). Im Gegensatz dazu war das Risiko eines AMI bei der Therapie mit
FXa-Hemmern nicht erhdht oder sogar vermindert, sodass in dieser Arbeit die Wirkung des
plasmatischen Gerinnungshemmers Rivaroxaban auf die zellulire Gerinnung untersucht
wurde.

Zudem ist bisher noch unklar, welcher Thrombozytenaggregationshemmer am besten in
Kombination mit einem Nicht-Vitamin K-Antagonistischen orale Antikoagulanzien (NOAK)
angewendet werden sollte. Bisher wurde Colpidogrel bevorzugt angewendet, jedoch ist
dessen Wirksamkeit oftmals eingeschrénkt.

Obwohl die Alternative zu dem P2Y 12-Hemmer ASS schon lange zur sekundéren Prophylaxe
verwendet wird, ist dessen Effekt auf das Outcome nach AMI noch nicht bekannt. Dies soll
zusitzlich in dieser Arbeit geklart werden, um eine bestmogliche Therapie fiir KHK-Patienten
mit VHF zu ermdglichen.

Es konnte gezeigt werden, dass durch RIVA die Aggregation und Adhésion von
Thrombozyten, sowie die Thrombusformation, durch eine direkte Hemmung des FXa,
unabhingig von Thrombin, inhibiert wurde. Als Target von FXa konnte der Protease-

aktivierte Rezeptor (PAR)-1 detektiert werden, welcher iiber die Signalwege von
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Zusammenfassung

Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K)- und Phospholipase C (PLC) zu einer Aktivierung der
Thrombozyten fiihrte.

In murinen in-vivo Untersuchungen wurde ein schiitzender Effekt von ASS im AMI
nachgewiesen. Neben einer Verkleinerung der Infarktgroen, konnte eine bessere
Herzfunktion 24h post Ischdmie/Reperfusion (IR) gezeigt werden. AuBlerdem war zu
beobachten, dass nach ASS-Behandlung eine verminderte Rekrutierung von
Inflammationszellen in das betroffene Gewebe stattfand. Mithilfe von Depletion der
Thrombozyten konnte zusétzlich gezeigt werden, dass es sich dabei um einen
pléattchenabhédngigen Effekt handelte.

Zusammengefasst ldsst sich sagen, dass in dieser Arbeit eine thrombinunabhéngige
antiaggregatorische Wirkung fiir RIVA nachgewiesen werden konnte. Dies konnte ein Grund
fiir das geringere AMI-Risiko nach FXa-Therapie sein. Zusdtzlich konnte der Nutzen des
Aggregationshemmers ASS auf das kardiale Outcome nach Infarkt, zusétzlich zu seiner

sekundérprophylaktischen Wirkung, in murine in-vivo Untersuchungen gezeigt werden.
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Koronare Herzkrankheit

Mit 17,9 Millionen Opfern weltweit flihrten kardiovaskuldre Erkrankungen 2016 die Liste der
hdufigsten Todesursachen an. (1) Die koronare Herzkrankheit (KHK) ist dabei die am
hiufigsten auftretende Erkrankung und fiihrt nicht selten zu einem akuten Myokardinfarkt
(AMI).

Ursache der KHK ist die Bildung arteriosklerotischer Plaques in den Herzkranzgefif3en,
welche fiir die Blutversorgung des Herzmuskels zustidndig sind. Das Auftreten der Plaques
kann sich in einer Durchblutungsstorung des Herzmuskels manifestieren, sodass es bei den
Patienten zu einem Mangel des Sauerstoffangebotes kommen kann. (2) Dies kann folglich zu
einer Angina Pectoris fithren. Aulerdem treten oftmals Symptome, wie Atemnot, Hypotonie,
Tachykardie, Schwindel, Ubelkeit oder SchweiBausbriiche auf, die sich im Anfangsstadium
zumeist bei Uberanstrengung des Herzmuskels zeigen. Zur Diagnose einer KHK stehen
verschiedene Verfahren zur Verfiigung. Neben einem Ruhe-Elektrokardiogramm (EKG) sind
das Belastungs-EKG, die Computertomografie (CT)-Angiografie, die Magnetresonanz-
tomographie (MRT), die Single-Photonen-Emissionstomographie (SPECT) oder die
Positronen-Emissionstomographie (PET) Diagnosemethoden, die angewendet werden
konnen. Dabei sollte im Vorhinein jedoch ausgeschlossen werden, dass es sich um ein AMI
handelt. (3) Die Behandlung des chronischen Koronarsyndroms kann tber drei Saulen
verlaufen. Zunichst wird dem Patienten eine konservative, nicht-medikamentdse Therapie
empfohlen. Dabei stehen eine Lebensstildanderung und die Reduktion der Risikofaktoren im
Vordergrund. Erste Schritte hierfiir sind die Steigerung der korperlichen Fitness und die
Reduktion des Gewichtes. Diese werden zumeist durch eine Verbesserung der
Essgewohnheiten, wie die Reduktion von cholesterin- und zuckerreichen Lebensmitteln,
sowie durch den Verzicht auf Alkohol und Nikotin, erreicht. Neben den physischen Aspekten
stehen auch die psychologischen Faktoren im Fokus, sodass auch Stressreduktion und die
seelische Ausgeglichenheit in den aktuellen Leitlinien angesprochen werden. (3) Als zweite
Sdule ist die medikamentdse Therapie der stabilen KHK eine wichtige Option im
Therapieverlauf. Neben Betablockern, Lipidsenkern, Diuretika und Medikamenten, die das
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) betreffen, steht die
Thrombozytenaggregationshemmung im Vordergrund. Letztere spielt auch eine wesentliche

Rolle in der dritten Therapieoption der KHK. Nach Revaskularisation des Gefa3es durch eine
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kathetergestiitzte, perkutane Koronarintervention (PCI) ist die
Thrombozytenaggregationshemmung mit Acetylsalicylsdure (ASS) oder einem P2Y12-
Hemmer, wie Clopidogrel, obligatorisch. (3)

1.2. Akuter Myokardinfarkt

Eine hiufige Folge der KHK ist das Auftreten eines AMI. Das Risiko einen AMI zu erleiden,
steigt mit dem Alter und tritt bei Ménnern haufiger als bei Frauen auf. Neben dem Geschlecht
und dem Alter, spielen auch weitere Faktoren eine gro3e Rolle. Eine ungesunde Lebensweise
mit wenig Bewegung, einer ungesunden und cholesterinreichen Erndhrung, Nikotin- und
Alkoholabusus sowie einer groflen Stressbelastung, konnen das Auftreten von AMIs
begiinstigen. Aber auch Vorerkrankungen, wie beispielsweise Diabetes mellitus, arterielle
Hypertonie, Herzrhythmusstérungen, wie zum Beispiel Vorhofflimmern (VHF) und andere
kardiovaskuldre Erkrankungen, begiinstigen das Risiko flir das Auftreten eines AMIs. (1)

Die hidufigste Ursache eines AMIs ist die Unterbrechung des Blutflusses in einem oder
mehreren Herzkranzgefdlen, hervorgerufen durch einen Thrombus, der das Gefdl3 verschlief3t.
Daraus resultiert eine akute Hypoxie in den Kardiomyozyten. (4) In Folge einer Plaqueruptur
16sen sich die Thromben, die in eines oder mehrere Herzkranzgefiale wandern, welche in
Folge nicht mehr addquat durchblutet werden konnen. Aufgrund des Sauerstoffmangels im
Rahmen der Ischdmie kommt es zu einer Aktivierung zahlreicher Entziindungsreaktionen.
Dadurch werden unter anderem Adhésionsmolekiile aus Endothelzellen freigesetzt.
Insbesondere die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten, aber auch weitere
Abwehrmechanismen, wie zum Beispiel eine erhohte Thrombozytenreaktivitit und der
Anstieg der Aktivitit von Metalloproteinasen ist die Folge davon. (5) Durch die Freisetzung
von Zytokinen wird weiteres Gewebe im Umkreis zerstort, sodass es zu einer vermehrten
Nekrose des Myokards kommt. Dies kann schlussendlich zu einer gestorten adédquaten
Pumpleistung des Herzmuskels bis hin zum Herzstillstand fiihren. Die Entstehung eines AMIs
ist in den meisten Fillen durch das Auftreten arteriosklerotischer Plaques und der daraus
folgenden Verengung des Gefilles bedingt. Bei einer Ruptur der Plaques, wird durch
Freilegen proaggregatorischer Molekiile, wie zum Beispiel Kollagen, eine Aktivierung der
Thrombozyten ausgeldst. Durch Adhésion von Pléttchen an das Endothel der Gefaf3e, sowie
durch Aggregation mit weiteren Blutplédttchen wird die primdre Hamostase sofort in Gang
gesetzt. (6) Durch die Bildung des Thrombus ist jedoch die Gefahr einer Verstopfung des
bereits verengten Gefdles sehr hoch, sodass das Auftreten eines AMIs begiinstigt wird. (4)

Die schnellstmogliche Reperfusion mittels einer kathetergestiitzten, perkutanen
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Koronarintervention (PCI) ist fiir ein gutes Outcome essentiell. (7, 8) In den meisten Fillen
erfolgt dies mithilfe eines Stents. Dabei driickt der bekannte Ausdruck ,, Time is muscle!  die
Bedeutung der Zeit am besten aus. Auch die aktuellen Therapieleitlinien eines AMIs geben
hier definierte Zeitfenster vor. Nach Eintreffen in einer Klinik mit einem Herzkatheterlabor
(HKL), soll innerhalb der ersten 90 min nach erfolgter Diagnose mittels eines EKGs eine PCI
erfolgen. Diese Zeit kann auf 120 min erweitert werden, wenn dann das Erreichen eines HKL
ermoglicht werden kann. Wenn die Moglichkeit hierzu nicht besteht, muss eine
medikamentdse Fibrinolyse eingeleitet werden. In jedem Fall ist eine schnellstmdgliche
Antiplattchentherapie mit Acetylsalicylsdure (ASS) und Clopidogrel, notwendig. Um einen
Wiederverschluss der Gefille zu vermeiden, ist nach erfolgter Revaskularisation eine

lebenslange medikamentose Plattchenhemmung als Sekundarprophylaxe obligatorisch. (9)
1.3. Vorhofflimmern

Unter allen Herzrhythmusstérungen ist die am héiufigsten auftretende Arhythmie das VHF.
(10-12) Mit rund 1,8 Millionen Erkrankten, ist bei rund 2,2 % der deutschen Bevolkerung das
Leiden bekannt. Die Dunkelziffer wird jedoch weit hoher geschitzt. Da die Symptome
oftmals kurz auftreten und bald wieder verebben, werden sie von den Betroffenen selten
beachtet oder fiir wenig bedrohlich wahrgenommen. Héaufig verlduft diese Art von
Herzrhythmusstorung auch ohne bemerkbare Symptome. Erkannt werden diese Félle meist
erst durch das Auftreten eines Schlaganfalls oder einer Thrombose. Die Risikofaktoren fiir
VHF entsprechen zu groflen Teilen denen eines AMIs. Auch hier steigt mit dem Alter und
Vorerkrankungen wie arterieller Hypertonie, Diabetes mellitus oder einer Herzinsuffizienz
das Risiko an. Obwohl das alleinige Auftreten von VHF akut keinen lebensbedrohlichen
Zustand darstellt, haben Patienten, die an VHF leiden, ein erhohtes Risiko fiir das Auftreten
eines Schlaganfalls oder thrombotischer Ereignisse. (12)

VHF ist eine elektrophysiologische Storung des Herzens. Eine diffuse und gestorte
Reizweiterleitung in den Vorhofen fithrt zu einer gestorten Kontraktion der
Vorhofmuskulatur, sodass die Erkrankten unter spiirbarem Herzklopfen leiden. (11)
Besonders im Bereich der Herzohren ist dabei die FlieBgeschwindigkeit des Blutes nur noch
sehr gering. (12) Hierdurch kann es leicht zur Bildung von Thromben kommen, welche in den
Blutkreislauf geraten und zu ischdmischen Ereignissen fithren kdnnen. Daher ist es notwendig
Patienten, die an VHF leiden, schnell zu diagnostizieren und zu therapieren. Die Behandlung

von VHF baut auf zwei Therapiesdulen auf. Neben der Rhythmus- bzw. Frequenzkontrolle,
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spielt die Antikoagulationstherapie eine wesentliche Rolle in der Behandlung von Patienten
mit VHF. (10, 12)

Schwieriger gestaltet sich jedoch die Therapie von KHK Patienten, die zusétzlich an VHF
leiden. Dabei muss laut den aktuellen Leitlinien unterschieden werden, ob der Patient bereits
eine PCI erhalten hat oder nicht. Bei Patienten mit einer stabilen KHK und ohne erfolgter PCI
ist eine Monotherapie mit einem Antikoagulans ausreichend. (3) Ein besonderes Augenmerk
sollte jedoch auf die antithrombotische Therapie von Patienten mit VHF nach einer PCI gelegt
werden. Aufgrund des erhohten Risikos fiir Schlaganfille ist eine adédquate
Antikoagulationstherapie ebenso notwendig, wie eine effiziente Antiplattchentherapie zur

Reduktion des Thromboserisikos in Folge der PCI.
1.4. Antithrombotische Therapie

Die antithrombotische Therapie spielt im Rahmen der Praventionstherapie eine essentielle
Rolle fiir Millionen von Patienten. Dabei wird zwischen zwei Gruppen, den Antikoagulanzien
und den Thrombozytenaggregationshemmern, unterschieden. Antikoagulanzien verhindern
dabei die Blutgerinnung durch das Hemmen von Gerinnungsfaktoren der Gerinnungskaskade
und dienen der Primérpriavention gegen Schlaganfille bei Patienten mit VHF. Auch hier kann
zwischen zwei Gruppen differenziert werden. Die parenteral zu applizierenden Substanzen,
wie die Heparine, sowie die oralen Antikoagulanzien. Im Gegensatz dazu vermindern
Thrombozytenaggregationshemmer die Funktionalitit von Blutpldttchen. In den meisten
Féllen werden sie in der Sekundirprdvention zur Vorbeugung eines weiteren AMIs
verwendet. Sowohl der Cyclooxygenase-(COX)-Hemmer ASS, als auch die verfiigbaren
P2Y12-Hemmer Clopidogrel, Prasugrel, Ticagrelor oder Cangrelor, kommen in der
Antiplattchentherapie zum Einsatz und konnen als Monotherapie oder in Kombination
angewendet werden. (6)

Innerhalb der ersten zwdolf Monate nach einem AMI und der PCI, ist die Therapie bestimmt
durch eine duale Plittchenhemmung (DAPT). Diese besteht zumeist aus ASS und einem
P2Y12-Hemmer. Bei Patienten ohne Vorhofflimmern wird diese Kombination zwolf Monate
fortgefiihrt. (3, 13)

Bei Patienten mit VHF ist nach AMI zusétzlich zu der DAPT ein orales Antikoagulans
(OAK) notwendig, sodass eine addquate Antithrombose gewihrleistet ist. (10, 14). Die
Leitlinien geben hierbei eine vierwochige Tripeltherapie mit ASS, P2Y 12-Hemmer und OAK,
gefolgt von weiteren elf Monaten einer Dualtherapie mit P2Y12-Hemmer und OAK und

anschliefender OAK Monotherapie vor. (13) Bei Patienten mit einem hohen Risiko an
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ischamischen Ereignissen, kann mit der Tripeltherapie, auch iiber den ersten Monat hinaus,

weiter therapiert werden (Abb.1). (14)

Patients with an indication for oral anticoagulation
undergoing PCI'

ety - - -

initiation EE o EE P
I mo. Triple Therapy | mo. Triple Therapy
| i, seed Class lia B
Imo. --- AEo o n o
Triple Therapy Dual
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Abbildung 1: Therapieschema fiir die Zeit nach Myokardinfarkt nach Valgimigli et al.
ESC Empfehlungen der Antithrombotischen Medikation nach Risikogruppen (14)

1.4.1. Orale Antikoagulation

Als OAKs stehen die Vitamin K-Antagonisten (VKA), sowie die Nicht-Vitamin-K-
antagonistischen oralen Antikoagulanzien (NOAK) zur Verfiigung. (15, 16)

Aufgrund ihres besseren Nutzen-Risiko-Verhdltnisses, hinsichtlich der Vermeidung
embolischer Ereignisse und der Anzahl von Blutungen, sind NOAKs den VKA iiberlegen und
Mittel der Wabhl fiir die Priavention von Schlaganfillen bei Patienten mit VHF. (17-20) Bereits
2012 wurde von der European Society of Cardiology (ESC) die Empfehlung ausgesprochen
NOAKS in der Antikoagulationstherapie von Patienten mit VHF zu bevorzugen. (21) Auch in
den aktuellen Leitlinien der ESC von 2019 wird die Anwendung der NOAKSs anstelle der
VKA als Standardtherapie festgelegt. (3)

1.4.1.1. Vitamin K-Antagonisten

Aus der Arzneimittelklasse der VKA finden hauptséichlich drei Substanzen in der Therapie
Verwendung. Das vorrangig in den USA gebriuchliche Warfarin und die in Europa
eingesetzten Wirkstoffe Phenprocoumon, welches unter dem Handelsname Marcumar

bekannt geworden ist, und Acenocoumarol (Sintrom). Letzteres ist jedoch auf dem deutschen
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Markt nicht erhéltlich. (22, 23) Die unter dem Oberbegriff ,,Cumarin-Derivate* bekannten
Verbindungen, greifen indirekt in die Gerinnungskaskade ein, indem sie die Carboxylierung
und somit die Synthese der Faktoren II, VII, IX und X inhibieren. (23) Vitamin K ist ein
wichtiger Kofaktor in der Synthese der Gerinnungsfaktoren und spielt so eine wichtige Rolle
in der sekunddren Hadmostase. Da es nicht eigenstdndig im Korper gebildet werden kann,
erfolgt die Aufnahme von Vitamin K beim Menschen durch die Nahrung. Besonders reich an
Vitamin K ist griines Gemiise, wie zum Beispiel Griinkohl, Blattsalate oder Brokkoli. (24)

Oral eingenommen, werden die VKA als Racemat nahezu komplett aus dem
Gastrointestinaltrakt (GIT) aufgenommen, wobei die Wirkstirke der beiden Enantiomere
unterschiedlich ist. Auch der Metabolismus unterliegt verschiedenen Enzymen. Dabei spielen
jedoch CYP 450 Enzyme eine wesentliche Rolle im Abbau der Derivate. Gerade dieser Faktor
stellt die Therapie mit VKA unter schwere Bedingungen und zwingt Arzte und Patienten zu
engmaschigen Kontrollen. Sowohl interindividuelle Polymorphismen der CYP 450, als auch
Interaktionen mit Lebensmitteln oder anderen Arzneimitteln konnen zu Verdnderungen des
Plasmaspiegels fiihren und dadurch enorme Schwankungen in der Wirksamkeit der
Blutgerinnungshemmung herbeifiihren. Aufgrund der duBerst geringen therapeutischen Breite
ist das Risiko fiir unerwiinschte Blutungen erhoht. (25) Aber auch der gegenteilige Effekt
einer nicht wirksamen Gerinnungshemmung ist stark abhéngig von einem sehr feinjustierten
und empfindlichen Gleichgewicht. Daher ist sowohl fiir die Dosisfindung als auch fiir den
Erhalt der optimalen Dosierung eine regelméfige Blutkontrolle und die Ermittlung des

International Normalized Ratio (INR)-Wertes des Patienten notwendig. (26)
1.4.1.2. Neue orale Antikoagulanzien

Im Gegensatz zu den VKA greifen NOAKSs durch direkte Hemmung von Gerinnungsfaktoren
in die Gerinnungskaskade ein, weshalb sie auch unter dem Synonym direkte orale
Antikoagulanzien (DOAK) bekannt sind. Aufgrund ihres 7argets konnen sie in zwei Gruppen
eingeteilt werden. Man unterscheidet zwischen Faktor Ila- und Faktor Xa-Hemmern. (16)
Durch ihre Wirkungsweise und ihre pharmakologischen Eigenschaften zeigen diese
Substanzen einige Vorteile gegeniiber den VKA. Besonders das verminderte Blutungsrisiko
einer NOAK-Therapie gegeniiber einer Warfarin- oder Phenprocoumon-Therapie ist
hervorzuheben. (16) Auferdem stellt die Dosisfindung und die erleichterte Einstellung eines
stabilen Wirkspiegels, mit geringeren Wechselwirkungen, einen Vorteil von NOAKSs dar.

Aufgrund dessen sollen laut den aktuellen Leitlinien der ESC die NOAKSs gegeniiber den
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VKA bevorzugt werden (3) Es wurde jedoch noch nicht gekldrt, welche der verfiigbaren
NOAKSs innerhalb der Substanzklasse iiberlegen sind.

1.4.1.2.1. Faktor IIa-Inhibitoren

Dabigatranetexilat, der einzige orale Faktor Ila-Hemmer ist seit 2008 in Europa unter dem
Handelsnamen PRADAXA® zugelassen. Der direkte Thrombinhemmer erhielt im August
2011 die Erweiterung der Zulassung als Antikoagulans bei VHF und ist in den Dosierungen
110 mg und 150 mg erhiltlich. Nach Einnahme des Prodrugs Dabigatranetexilat wird das
Molekiil in der Leber und im Plasma durch Hydrolyse umgewandelt und kann so Thrombin
reversibel hemmen. Die Bioverfiigbarkeit ist mit etwa 6,5 % zwar sehr gering, jedoch wird die
maximale Plasmakonzentration nach etwa 30 min bis 2 h schnell erreicht. (6)

Im Gegensatz zu den restlichen NOAKSs war fiir Dabigatran sehr friih ein Antidot verfligbar,
welches alternativ zu einer Substitution der Gerinnungsfaktoren verabreicht werden kann. Mit
dem Mittel Idarucizumab (Praxbind®) wurde im November 2015 ein humanisiertes
Antikorperfragment zur Verfligung gestellt, welches intravends appliziert, durch seine hohe

Affinitdt zu Dabigatran, diesen abfiangt und die Thrombinhemmung neutralisiert. (27)
1.4.1.2.2.  Faktor Xa-Inhibitoren

In der Gruppe der Faktor Xa-Inhibitoren sind drei verschiedene Medikamente zugelassen.
Rivaroxaban (Xarelto®) (RIVA) wurde 2008 auf den Markt gebracht und erlangte, als erste
FXa-hemmende Substanz, die Zulassung des Bundesinstituts fiir Arzneimittel und
Medizinprodukte (BfArM). (28) 2011 erhielt, Apixaban (Eliquis®) die Zulassung der
Europdischen Arzneimittelagentur (EMA). (29) Im Juni 2015 ist der dritte FXa-Hemmer
Edoxaban unter dem Handelsnamen Lixiana® eingefiihrt worden. (30)

Obwohl die FXa-Hemmer weniger Vorfille hinsichtlich schwerer Blutungen im Vergleich zu
VKA zeigten, waren Arzte und Patienten lange misstrauisch gegeniiber den relativ neuen
Arzneimitteln, da lange kein Antidot zur Verfligung stand. Mit der Zulassung des Antidots fiir
RIVA und Apixaban im Jahr 2019 wurde jedoch auch dieser Nachteil der FXa-Inhibitoren
behoben. Mit Andexanet alfa (Ondexxya®) wurde das erste Mittel auf den Markt gebracht,
welches bei schweren Blutungsereignissen von Patienten mit FXa-Antikoagulation appliziert
werden kann und somit eine Gerinnung des Blutes wieder gewdhrleistet. Dabei stellt
Andexanet alfa ein FXa-Analogon dar, sodass die FXa-Hemmer an diese binden und dadurch
nicht mehr den natiirlichen Faktor hemmen konnen. Aufgrund dessen ist die

Funktionsfahigkeit des aktivierten FX wiederhergestellt. (31)
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So kann FXa, zusammen mit FVa, wieder zur Bildung von Thrombin beitragen und die

Gerinnungsfihigkeit kann wiederhergestellt werden.
1.4.1.2.3. Faktor I1a-Inhibitoren versus Faktor Xa-Inhibitoren

Die plasmatische Antikoagulation kann durch die zwei pharmakologisch unterschiedlichen
Subgruppen der NOAKSs, den Flla- oder den FXa-Inhibitoren, und deren Eingreifen an den
verschiedenen Punkten der Gerinnungskaskade, gehemmt werden. Als wesentliches Protein
spielt dabei Thrombin eine grofle Rolle. Sowohl die direkte Hemmung mit Dabigatran, als
auch die Hemmung von FXa und die daraus resultierenden Inhibition der Gerinnungskaskade,
hat zur Folge, dass dem System weniger Thrombin zur Verfiigung steht. (32) Auch auf
zelluldrer Ebene fiihrt es als starker Stimulus zu einer vermehrten Aktivierung der
Thrombozyten, sodass sich die Hemmung von Thrombin auch positiv auf die
Thrombozytenfunktion auswirken konnte. (33, 34) Die direkte Hemmung von Thrombin
durch Dabigatran zeigte jedoch gegenteilige Effekte. Bereits in der RE-LY Studie wurde ein
Zusammenhang zwischen Dabigatran und einem erhéhten AMI-Risiko herausgestellt. (16, 35,
36) Diese Beobachtung wurde auch durch weitere Studien bestétigt und im Zuge einer Meta-
Analyse von Artang et al. publiziert. (37) Ein mdglicher Mechanismus fiir diesen
unerwiinschten Effekt wurde von Polzin et al. 2018 verdffentlicht. Hier wurde gezeigt, dass
die Plattchen von Dabigatran-behandelten Patienten eine signifikante Erhohung der
Thrombozytenaggregation aufwiesen. Dies fiihrten sie auf ein erhdhtes Exprimieren der
Protease-aktivierenden Rezeptoren (PAR) 1 und 4 zuriick (Abb.2). (16, 35, 38)

Auch in dem Review 2018 von Polzin et al., das die Ergebnisse von sechs klinischen Studien
hinsichtlich der Risiken fiir AMIs der angewandten NOAKSs vergleicht, wurde dieser Nachteil
des FII- Hemmers klar herausgestellt. Eingebunden wurden ausschlieflich Studien, in
welchen die jeweiligen Hochstdosen verabreicht wurden. Dabei war zu sehen, dass in Studien,
welche Flla-Hemmer mit VKA-Inhibitoren verglichen, die Flla-inhibierten Patienten ein
erhohtes Auftreten von AMIs aufwiesen. Im Gegensatz dazu stellte sich heraus, dass durch
die Einnahme von FXa-Hemmern das Risiko eines AMIs im Vergleich zur Kontrollgruppe

sogar sank (Abb.3). (16, 18-20, 35)
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Abbildung 2: Wirkmechanismus von Dabigatran schematisch dargestellt von Polzin et al. 2018
(16, Fig.1)
Durch Dabigatran wird Flla direkt gehemmt und steht im Gerinnungsgeschehen nicht mehr zur

Verfiigung. Das Fehlen von FIla bedingt eine Erhohung der PAR-1 und PAR-4-Dichte, was zu
einer Erhohung der Pléttchenreaktivitit fiihrt. (16, 35, 38)

Wie sich in den Rocket-AF-, Aristotle- und Engage-AF-Studien zeigte, war bei Patienten mit
einer FXa-Hemmer-Therapie keine Erhdhung oder teilweise sogar eine Abnahme des AMI
Risikos zu beobachten (Abb.3). (18-20, 22) Ob dies mit einer Verdnderung der
Pléttchenreaktivitit in Zusammenhang steht und ob FXa-Hemmer, im speziellen RIVA, eine
Schnittstelle zwischen zelluldrer und plasmatischer Gerinnung aufweisen, soll in dieser Arbeit

herausgestellt werden.

Table d
Rate of myocardial infarction (M1) in NOAC landmark trials,

Study Myocardial infarction no, (¥/year) Comparison (HR, C195%, p-value)
RE-LY Dabigatran, 110 mg bd (N = Dabigatran, 150 mg b.id, Warfarin (N = 6022) Dabigatran, 110 mg vs, Wacfarin  Dabigatran, 150 mg,  Dabigatran, 110 mg, vs,
(Connolly et al, 2009)  6015) (N = 6076) vs, Warfarin Dabigatran, 150 mg
86 (0.72) 89(0.74) 63 (0.53) 135 (0.98-1.87), 0.07 1,38 (1.00-191), 1.02 (0.76-1,38), 0.88
0,048
Rocket-AF Rivaroxaban, 20 mgod (N = 7131) Warfarin (N = 7133) Rivaroxaban 20 mg od, vs. Warfarin
(Patel e al, 2011) 101 (091) 126 (112) 0,81 (063-1,06), 0,121
Aristotle Apixaban, § mg bd (N = 9120) Warfarin (N = 9081) Aplxaban 5 mg bid, vs, Warfarin
(Cranger et al,2011) 90 (Q.53) 102 (0.61) 0.88 (066-1.,17), 0.37
Engage-AF Edoxaban, 30 mg od (N = 7034)  Edoxaban, 60 mg od Warfarin (N = 7036) Edoxaban 30 mg od. vs. Edoxaban 60 mgod. vs, Warfarin
(Giugliano et al,2013) (N = 7035) Warfarin
169 (089) 133 (0.70) 141 (0.75) 1.19 (095-1.49), 0.13 094 (0.74-1,19), 0.6
Ploneer-AF ‘Group 1* (N = 709) Group 2% (N = 709) Group 3° (N = 706) Group 1 vs,Group 3 Group 2vs. Group 3
(Cibson et al, 2016)  19(3.0) 17(27) 21 (35) 0.86 (0.46-1,59) 062 0.75 (04-142) 0.37
Re-Dual 110 mg Dual Therapy Group Corres-ponding Triple 150 mg Dual Therapy  Corres-ponding Triple 110 mg Dual Therapy Graupvs. 150 mg Dual Therapy Group vs Triple Thecapy Group
(Cannonet al,2017) (N = 981) Therapy Group (N = 981) Group (N = 763) Therapy Group (N = 764) Triple Therapy Group
44(45) 29(3.0) 26 (34) 22(29) 151 (094-2.41) 009 1,16 (0.66-2.04) 061

* Croup 1; Rivaroxaban 15 mg o, (10 mgod, in case ol GFR 30-50 ml/min) + clopidogrel 75 mgo.d. (or ticagrelor 90 mg b.id or prasugrel 10 mg o.d. in $15% of participants) for 12 months,

* Group2: Rivaroxaban 2.5 mgbid, + aspirin (75 w 100mgo.d) and clopidogrel 75 mg o4l (or ticagrelor 90 mg bid. or prasugrel 10 mgo.d. in $15% of participants) for 1, 6,01 12 months, Participants with treatment for 1 or 6 months received
rivaroxaban 15 mg o0.d. afterwards (or 10 mg o.d. if they had moderate renal impairment) + aspirin (75 to 100 mg o.4.) for the remainder of the 12-month treatment period,

¢ Group 3: Warfarin o.d (target INR2-3) + aspirin (75 to 100 mg 0d,) and clopidogrel 75 mg o.d. (or ticagrelor 90 mg b.id, or prasugrel 10 mg o.d, in $15% of participants) for 1, 6, or 12 months, Particlpants with treatment for 1 or 6 months.
received warfarin od, aferwards (target INR 2-3) + aspirin (75 to 100 mg od.) for the i of the 12-month period,

Abbildung 3: Vergleich fiir das Auftreten eines Myokardinfarktes anhand von verschiedenen Studien
durch Polzin et al. 2018

Vergleich der Studien RE-LY, Rocket-AF, Aristotle, Engage-AF, Pioneer-AF und Re-Dual
beziiglich der Rate auftretender AMI in den einzelnen Gruppen. (16)
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1.4.2. Antiplittchentherapie
1.4.2.1. Clopidogrel

Zur Hemmung des P2Y 12 Rezeptors wird in der Praxis zumeist Clopidogrel angewendet.
Durch die Inhibition des P2Y12 Rezeptors wird die ADP abhingige Aktivierung der
Blutpléttchen verhindert, sodass die zelluldre Gerinnung gehemmt wird. Als Prodrug verlduft
diese Hemmung jedoch nicht iiber das Molekiil Clopidogrel, sondern muss zundchst hepatisch
durch das CYP2P19 Enzym oxidiert und hydrolisiert werden. So kann das entstandene
Molekiil den G-Protein gekoppelten Rezeptor irreversibel hemmen, sodass die Wirkung bis zu
7 d anhélt. Aufgrund des Mitwirkens des Cytochrom P450-Systems zeigt Clopidogrel jedoch
ein grofes Potenzial fiir Neben- und Wechselwirkungen wodurch eine Limitation seiner
Wirkung gegeben ist. Gemél den aktuellen Leitlinien wird Clopidogrel daher bei Patienten
mit einer stabilen KHK nur bei ASS-Unvertriglichkeit oder Kontraindikation von ASS

angewendet. (6)
14.2.2. ASS

Obwohl schon seit 1899 als Analgetikum zugelassen, dauerte es noch etwa weitere 100 Jahre
bis ASS in ihrer wohl wichtigsten Funktion angewendet werden durfte. Bereits im Jahr 1977
schaffte es Aspirin in die Liste der unentbehrlichsten Arzneimittel der
Weltgesundheitsorganisation (WHO). Im selben Jahr erschien auBlerdem eine Studie, welche
den positiven Effekt von Aspirin auf das Schlaganfallrisiko nachwies und dem Medikament
den Weg ebnete. Der Vorteil von ASS hinsichtlich kardiovaskulédrer Ereignisse bei Patienten
mit einer stabilen Angina Pectoris zeigte sich schlieBlich in einer 1983 verdffentlichten
Studie. Es sollten noch weitere zehn Jahre vergehen, bis das niedrig dosierte ASS erstmals
1993 unter dem Namen Aspirin™ Protect fiir die Sekundadrprophylaxe von kardiovaskulédren
Ereignissen zugelassen wurde. (39) Heute zéhlt der Wirkstoff ASS als einer der wichtigsten
Arzneimittel sowohl in der Priventions-, als auch in der Akuttherapie fiir thrombotische
Ereignisse. Als Goldstandard der Plattchenhemmung ist ASS nicht mehr aus dem Klinikalltag

und dem Therapieplan von Millionen von Patienten wegzudenken. (40)
1.4.2.2.1.  Akuttherapie

Im Klinikalltag ist das Verabreichen einer 300-500 mg Bolusgabe von ASS im AMI eine
wichtige Therapieoption der Akutversorgung. Intravends verabreicht, tritt die
thrombozytenaggregationshemmende Eigenschaft sofort ein, sodass die Bildung von weiteren

Thromben, wihrend des Reperfusionsvorgangs vermindert werden kann.
-10 -
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Auflerdem kann ASS akut in einer Dosierung von 500-1000 mg als Analgetikum,
Antipyretikum und Antiphlogistikum verwendet werden. (6)

1.4.2.2.2. Privention

Als Tablette vom Patienten eingenommen hemmt ASS die Thrombozytenaggregation
irreversibel und kann dadurch zur Priavention fiir kardiovaskuldre Ereignisse angewendet
werden. Dabei wird der Arzneistoff direkt liber den GIT aufgenommen und {ibertrdgt seine
Acetyl-Gruppe irreversibel an ein Aminosdurerest (Serin-530) der COX in Thrombozyten.
(41) In niedriger Dosierung ist insbesondere die Hemmung der COX-1 betroffen, was auf die
etwa 150 bis 200-fach stirkere Affinitdt von ASS auf diesen Subtypen zuriickzufiihren ist.
(42) COX-1 ist ein wichtiges Enzym, sowohl fiir die Bildung von Prostaglandinen, die fiir die
Schmerzweiterleitungen und Entziindungsreaktionen verantwortlich sind, als auch fiir die
Expression des Thromboxan A; (TXA), das fiir die Aktivierung der Plittchen und der
darauffolgenden Aggregation zustindig ist. (42) Durch die irreversible Inaktivierung der
COX-1 mit ASS wird folglich weniger TXA gebildet. Da reife Thrombozyten keinen Zellkern
besitzen, ist es den Zellen nicht mehr mdglich das Defizit an TXA auszugleichen, sodass der
Effekt bis zum Absterben der gechemmten Thrombozyten und der Neubildung frischer Zellen
gewihrleistet ist. Dadurch stellt die Einnahme von niedrigdosiertem ASS, trotz ihrer kurzen
Halbwertszeit von ca. 15 min, eines der wichtigsten Therapiemdglichkeiten in der Prophylaxe
fiir thrombotische Ereignisse dar (Abb.4). (6)

Essentiell ist dabei die Uberpriifung der adiquaten Hemmung der Thrombozytenfunktion in
der Priaventionstherapie mithilfe von Thrombozytenfunktionstests. In einer klinischen Studie
zeigten Polzin et al., dass bei 18 % der ASS-therapierten Patienten, die einen
Aortenklappenersatz (TAVI) erhielten, trotz Therapie keine effiziente Aggregationshemmung
gegeben war. (43-46) Dieser Effekt, welcher die Bezeichnung ,, high on-treatment platelet
reactivity (HTPR) erhielt, kann auf verschiedenste Weisen entstehen. Eine der wohl am
meisten diskutierten Begriindungen ist, dass die These - ,,One dose fits all!* — nicht richtig
ist. Wie Rothwell et al. 2018 zeigten, konnte gerade bei Patienten tiber 70 kg nicht immer eine
addquate Hemmung der Thrombozytenaggregation mit 100 mg ASS nachgewiesen werden.
(47) Aber auch bei Patienten mit Begleiterkrankungen, wie Diabetes mellitus oder einer
chronischen Nierenerkrankung, ist oftmals keine vollstindige Aggregationshemmung
gewihrleistet, sodass eine Dosisanpassung empfohlen wird. Zusétzlich konnen auch

Interaktionen mit weiteren Arzneimitteln die Wirksamkeit von ASS herabsetzten. (48)
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Abbildung 4: Wirkmechanismus von ASS
Die Affinitdt von ASS zur COX-1 ist um das 150 bis 200-fache hoher als diese zur COX-2. Bei

niedrig dosiertem ASS erfolgt eine relevante Hemmung somit nur an COX-1.

1.4.2.2.2.1. Primirprophylaxe

Als Mittel der Wahl fiir die Sekundarprophylaxe wurden im Lauf der Zeit immer wieder
Studien durchgefiihrt, welche die Wirksamkeit von ASS zur Primérprophylaxe untersuchen
sollten. Diese zeigten jedoch keine eindeutigen Ergebnisse. Die aktuellsten Untersuchungen
zeigten, dass bei der Primédrpriavention zwischen den Patienten und deren Risikofaktoren
individuell entschieden werden sollte. Zu den drei grof3ten Studien der letzten Jahre zu diesem
Thema gehorten die ASCEND-, die ARRIVE- und die ASPREE-Studie. (49-54) In der
ASCEND-Studie wurden jeweils 7740 Diabetes Patienten ohne kardiovaskulére
Vorerkrankung mit ASS oder einem Placebo therapiert. Dabei waren in der ASS-therapierten
Gruppe signifikant weniger Herzinfarkte, Schlaganfille, transitorisch ischdmische Attacken
(TIA) oder vaskuldr bedingte Tode zu beobachten. Zusétzlich wurden jedoch auch erhohte
Raten an schweren Blutungen beobachtet, sodass das Nutzen-Risiko-Verhéltnis fiir eine
primédrpraventive Therapie mit ASS stark abgewogen werden sollte. (49, 50) In der ARRIVE-
Studie wurde der Vorteil von ASS bei Patienten mit vaskuldren Risikofaktoren, wie
Hypertonie oder Hypercholesterindmie, untersucht. Hier waren keine Unterschiede
hinsichtlich der Prophylaxewirkung von ASS erkennbar. Lediglich die Zahlen fiir GI-
Blutungen schlugen sich negativ auf die Seite der ASS-Gruppe nieder. (49, 51) Die ASPREE-
Studie verglich die Wirkung von ASS hinsichtlich einer Primérprophylaxe bei Personen mit
einem Alter liber 65 Jahren bzw. iiber 70 Jahren. Auch hier gab es nur signifikante
-12-
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Unterschiede in der Anzahl von schweren Blutungen, welche sich zum Nachteil von ASS
auswirkten. (49, 52-54) So kann zusammengefasst werden, dass eine Primérprivention
lediglich bei Diabetespatienten sinnvoll erscheint, jedoch aufgrund des erhohten Risikos fiir
starke Blutungen kritisch abgewogen werden muss. Eine generelle Praventionstherapie zum
Schutz vor thrombotischen Ereignissen bei Patienten ohne Risikofaktoren erscheint bisher
aufgrund des erhohten Risikos fiir GI-Blutungen als nicht sinnvoll. Auch wenn ein
primdrpriaventiver Effekt von ASS zur Prophylaxe von AMIs, mit Ausnahme von
Diabetespatienten, nicht gezeigt werden konnte, ist jedoch bisher noch nicht bekannt, ob
durch eine praventive ASS-Gabe der Verlauf sowie der Qutcome bei Auftreten eines AMIs

verdandert werden kann.
1.4.2.2.2.2. Sekundirprophylaxe

Seit rund 30 Jahren besitzt ASS die Zulassung als Arzneimittel zur Sekundérprophylaxe bei
kardiovaskuldren Ereignissen und ischdmischen Schlaganfillen. (39) Mit einer Tagesdosis
von 100 mg senkt ASS das Risiko fiir weitere thrombotische Ereignisse. (3) Als
Thrombozytenaggregationshemmer sehr wirksam, hat ASS allerdings auch gerade wegen
seines Mechanismus einen groflen Nachteil. Das Blutungsrisiko steigt mit der Einnahme des
COX-Hemmers signifikant an. Da ASS zusétzlich zum erhdhten Blutungsrisiko eine negative
Wirkung auf die Magenschleimhaut zeigt, entstehen hier vermehrt Blutungen. Diese kdnnen
jedoch mit einer addquaten Protonenpumpeninhibition reduziert werden. (55) Besonders bei
Patienten mit VHF, die nach einer PCI eine Tippeltherapie aus DAPT und einem
Antikoagulans erhalten, steigt das Blutungsrisiko an, sodass diese daher nach kurzer Zeit auf
eine Dualtherapie mit einem Plattchenhemmer und OAK eingestellt werden sollten. (3)
Empfohlen wird dabei die Kombination von Clopidogrel und OAK. Dies konnte in grofen
multizentrisch, randomisierten Studien, welche Tripeltherapien mit Dualtherapien verglichen,
herausgestellt werden. Bereits 2013 konnte in der WOEST-Studie gezeigt werden, dass eine
Dualtherapie mit einem OAK und einem P2Y 12-Inhibitor, das Blutungsrisiko, im Vergleich
zu einer Tripeltherapie mit OAK, P2Y 12-Inhibitor und ASS, senken konnte. Gleichzeitig gab
es keine signifikanten Unterschiede fiir das Auftreten von ischdmischen Ereignissen (56).
Auch in nachfolgenden Studien, wie der PIONEER AF-PCI-, (57) der RE-DUAL PCI-, (58,
59) der ENTRUST-PCI- (60) und der AUGUSTUS-Studie (61, 62), wurden Tripeltherapien
mit Dualtherapien mit verschiedenen OAKs und P2Y12-Inhibitor verglichen, wobei die
Autoren zu vergleichbaren Ergebnissen wie in der WOEST-Studie kamen. Es stellte sich

heraus, dass sich das Risiko eines ischdmischen Ereignisses in der Dualtherapie zu dem einer
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Tripeltherapie mit ASS nicht verdanderte, die Blutungsrate dabei jedoch signifikant verringert
war. Daher wird laut ESC empfohlen, ASS nach 4 Wochen abzusetzen und die Dualtherapie
mit OAK und Clopidogrel weiterzufithren. Nach weiteren 11 Monaten kann dies sogar auf
eine Monotherapie mit einem OAK umgestellt werden. (3) Dabei kann auf eine
Plattchenhemmung vollends verzichtet werden.

Da in den erwdhnten Studien jedoch lediglich die Kombination fiir die Dualtherapie mit
Clopidogrel und OAK gepriift wurde ist nicht klar, ob ASS ebensolche Ergebnisse aufweisen
wiirde. Zusétzlich ist die Wirksamkeit von Clopidogrel oftmals eingeschriankt, sodass die
Empfehlung fiir Clopidogrel nicht eindeutig geklart ist.

Obwohl also der Verzicht von ASS auf das Risiko eines erneuten AMIs wohl keine
Auswirkung zeigen konnte, weill man jedoch bisher noch nicht, ob das Wirkungsspektrum
von ASS noch weitere Effekte aufzeigt. Gerade aufgrund seiner zuséitzlichen,
antiinflammatorischen Eigenschaften ist ein Effekt auf den Verlauf und den Oufcome eines
AMIs denkbar. Inflammationen spielen nicht nur im akuten Infarktgeschehen eine
wesentliche Rolle, sondern habe auch einen essentiellen Beitrag in der Heilungsphase des
Herzmuskels nach einem Infarkt. Welchen Einfluss dabei ASS aufweist und wie die

Hemmung der Blutpléttchen in diesem Prozess mitwirken muss noch geklért werden.
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2. Ziel der Dissertation

2.1. RIVA inhibiert die Plittchenreaktivitit unabhingig von Thrombin

Aktivierung &
Aggregation

Abbildung 5: Grafische Zusammenfassung RIVA

Der Einsatz der VKA als Antikoagulanzien, wurde durch die ihnen im Nutzen-Risiko-Faktor
iiberlegeneren NOAKSs abgelost. Das geringere Auftreten von AMIs in der Therapie mit
RIVA und den anderen FXa-Inhibitoren stellte sich bereits in einigen Studien heraus. Der
Mechanismus dahinter wurde jedoch noch nicht vollstindig geklart. Daher sollen in dieser
Arbeit folgende drei Punkte geklart werden:

1. Welchen Einfluss hat RIVA auf die Plittchenreaktivitat?

2. Handelt es sich um einen isolierten Effekt von RIVA oder ist es auf die Hemmung des

Gerinnungsfaktors FXa zurtickzufiihren? Ist der Effekt thrombinabhédngig?

3. Welchem Mechanismus unterliegt dies?
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2. Ziel der Dissertation

2.2. ASS verbessert das kardiale Outcome nach AMI im Mausmodell

& @
& Q Q | &

Qutcome ?

Abbildung 6: Grafische Zusammenfassung ASS

Zusétzlich soll gekldart werden, wie sich ASS im AMI auf den Infarkt und das kardiale
Outcome auswirkt. AuBerdem ist die Fragestellung des Anwendungszeitpunktes zu kléren.
Hat die Primédrprophylaxe vor Ischdmie einen anderen Effekt, als das Loading mit ASS
unmittelbar vor Reperfusionsbeginn, so wie es im Klinikalltag durchgefiihrt wird? Ein
weiterer wichtiger Punkt, der untersucht werden soll, ist die Rolle der Thrombozyten fiir die
herausgefundenen Effekte. Daher sollen hier folgende drei Aspekte gekléart werden:

1. Wie wirkt sich ASS im AMI auf den Infarkt aus?

2. Ist der Effekt plattchenabhéngig?

3. Welche Rolle spielen weiter Entziindungsmediatoren in diesem Geschehen?
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3. Patienten- und Probandenrekrutierung, Versuchstiere,

Material und Methoden

3.1. Patienten- und Probandenrekrutierung

Die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche wurden von der Ethikkommission der
medizinischen Fakultdt Diisseldorf (Studiennummer: 4735 und 6072R) sowie von der
Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen (LMU) genehmigt. Die

Versuche entsprechen der Deklaration von Helsinki von 1975.

Fir die prospektiven Querschnittsanalysen wurden Patienten mit VHF gesucht, welche
aufgrund dieser bereits mit einer NOAK-Medikation therapiert wurden. Anhand einer
Poweranalyse mit einer Stirke von 0,8, einem alpha-Fehler von 0,05 und einer mittleren
EffektgroBe von 0,5 (nach Cohen), konnte hier eine Mindestzahl von 51 Patienten errechnet
werden. Zusitzlich wurden Patienten fiir eine Zeitreihenanalyse rekrutiert, bei welchen
erstmals VHF diagnostiziert wurde, sodass der Beginn einer NOAK-Therapie notwendig war.
Hierbei wurde den Patienten vor sowie 4 h nach Einnahme des FXa-Hemmers Blut
entnommen. Eine mdgliche Heparin-Antikoagulation wurde mindestens 4 h Stunden vor
baseline Abnahme des Blutes gestoppt (Abb.7). Auch hier wurde mittels einer Poweranalyse
eine Mindestgruppengrofle bestimmt. Diese belief sich in der Zeitreihenanalyse aufgrund
einer Effektstirke von 0,8, einem alpha-Fehler von 0,05 und einer mittleren Effektgrofle von
0,5 (nach Cohen) auf 34 Patienten.

Ausschlusskriterien waren eine zusdtzliche Antiplattchentherapie innerhalb der letzten zwei
Wochen, eine Antikoagulationstherapie mit weiteren Arzneimitteln, Erkrankungen der
Gerinnungskaskade, Niereninsuffizienz, hdmodynamische Instabilitdt, Minderjdhrigkeit sowie

fehlende Aufklarungsfahigkeit.
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Querschnittsanalyse Zeitreihenanalyse

Hospitalisierung Hospitalisierung

chronische
RIVA-Therapie

RIVA-naiv

Erstdiagnose AF

Aufkldrung und Aufkldrung und Aufklirung und
Einschluss Einschluss Einschluss
‘ Blutabnahme ‘ ‘ Blutabnahme ‘ Blutabnahme
l l baseline
‘ MEA/LTA ‘ ‘ MEA/LTA ‘

RIVA-Einnahme

Blutabnahme MEA/LTA

Abbildung 7: Flussdiagramm der Querschnitts- und der Zeitreihenanalyse

3.2. Humane Blutuntersuchungen

Die humanen Blutuntersuchungen dieser Arbeit wurden aus zeitlichen und logistischen

Griinden mit Unterstiitzung einiger Mitglieder der Arbeitsgruppe erhoben.
3.2.1. Blutabnahme

Patienten, sowie gesunde Probanden wurden zunichst aufgekliart und datenschutzrechtlich
informiert. Nach Zustimmung wurde das Blut durch Punktion der Vene durch eine
qualifizierte Person, mit Zuhilfenahme einer 21G Venenpunktionskaniile (BD Vacutainer®
Safety-Lok™, Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA), gewonnen. Das Blut
wurde in Blutabnahmerohrchen, welche entweder mit Natriumcitrat (BD Vacutainer®,
Verdiinnung 1:10, Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA) oder Hirudin (S-
Monovette®, Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland) zur Antikoagulation versetzt waren,
gesammelt und innerhalb von 30 min weiterverarbeitet. Die Lagerung und das
Weiterverarbeiten des Blutes mussten dabei bei Raumtemperatur erfolgen, um eine
Voraktivierung der Thrombozyten zu vermeiden.

Zur Determinierung der Thrombinaktivitdt wurde das Blut, welches durch Natriumcitrat
antikoaguliert wurde, nochmals fiir 5 min mit 200 U/ml Hirudin (Hyphen Biomed) inkubiert

und erst im Anschluss dazu fiir die Untersuchungen verwendet.
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3.2.2. Multiplate® Analysen

Die Vollblutaggregation erfolgte durch die Impedanz-Aggregometrie bzw. Multiplate
electrode aggregometry (MEA) am Multiplate Analyzer (Roche). Es wurde nach dem
Protokoll des Herstellers verfahren. Dabei wurde zur Stimulation 6,4 pM Adenosindiphosphat
(ADP), 3,2 pug/ml Kollagen bzw. 32 uM thrombin receptor activator peptide-6 (Trap-6)
verwendet. (63) Fiir die MEA wurden die Kiivetten in die dafiir vorgesehenen Vorrichtungen
platziert und mit den Messzellen verbunden. Nach Vorlegen der Kochsalzlosung (NaCl-Lsg)
in die Kiivetten, wurde die zu untersuchende Probe in die Losung (Lsg) pipettiert und fiir 3
min inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Stimulation mit den jeweiligen Reagenzien, sodass
die Messung beginnen konnte. Die Auswertung der Flidche unter der Kurve (AUC) erfolgte

automatisch tiber die Software des Gerdtes und wurde in Units (U) angegeben.

3.2.3. Lichttransmissionsaggregometrie

Die Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) in dieser Arbeit wurde, je nach Fragestellung,
sowohl mit plittchenreichem Plasma (PRP), als auch mit gewaschenen Plédttchen (WP)

durchgefiihrt.

3.2.3.1. Herstellung von plittchenreichem Plasma

Zur Gewinnung von PRP wurde das Blut 10 min bei 1200 rounds per minute (rpm)
zentrifugiert. Im Anschluss an die Zentrifugation wurde das Plasma vorsichtig abgenommen
und zum Aggregieren verwendet. Fiir die notwenige Kalibrierung des Aggregometers konnte,
durch erneute Zentrifugation des verbliebenen Pellets im Réhrchen fiir 10 min bei 2400 rpm,

plattchenarmes Plasma (PAP) gewonnen werden.
3.2.3.2. Isolierung von gewaschenen Plittchen

Die Isolierung der Pléttchen erfolgte zunichst durch Zentrifugation des Blutes fiir 10 min bei
1200 rpm. Nach Abnahme des PRP, wurde dieses mit 60 pl/ml Acid-Citrate-Dextrose (ACD)-
Losung sowie 0,5 pl/ml einer 1 uM Prostaglandin E1-Lsg (PGE-1) versetzt. Im Anschluss
wurde das Plasma bei 2400 rpm fiir 10 min zentrifugiert, sodass ein Thrombozytenpellet
entstand. Durch Resuspendieren des Pellets, in der volumengleichen Menge des
Thrombozytenwaschpuffers und erneuter Zentrifugation mit denselben Einstellungen, wurden
die Plattchen von noch anhaftenden Plasmariickstinden befreit. Nach Abnahme des
Uberstandes wurde das Pellet, in einem analogen Volumen zum vorher gewonnen Plasma, in

Thrombozytenmedium (TM) resuspendiert und zum Messen verwendet.
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3.2.3.3. Messung in der Lichttransmissionsaggregometrie

Da im Aggregationsverlauf im Vollblut, neben den zu untersuchenden Prozessen auch weitere
Effekte, wie zum Beispiel das Ausschiitten von ADP aus Erythrozyten, eine Rolle spielen
kann, wurden die Aggregationsversuche zusétzlich mit der LTA in PRP oder mit WP
durchgefiihrt. (64) Hierflir wurden zunéchst 50 pul TM in die Kiivette vorgelegt, mit 200 pl
PRP bzw. WP versetzt und bei 37° C fiir 6 min vorinkubiert. Danach wurde sofort mit den
jeweiligen Substanzen stimuliert. 2 min vor Stimulationsbeginn wurde die Aufzeichnung
begonnen und fiir 360 s fortgefiihrt. Als Stimuli wurden 10 uM Trap-6, 2 png/ml Kollagen, 20
uM ADP oder 35 pg/ml FXa verwendet. Je nach Versuch, wurden die Proben 5 min vor
Stimulation mit 206 pM RIVA oder 100 pM Vorapaxar (VORA) vorinkubiert und gemessen.
AuBerdem wurden 10 uM des Phosphoinositid-3-Kinasen-Inhibitors (PI3K) LY29004, 1 uM
des Phospholipase C-Inhibitors (PLC) U73122 oder 40 uM des Rho-associated protein
kinase-Inhibitors (ROCK) Y27632 genutzt, um das Downstream Signaling zu eruieren.

3.2.4. Thrombozytenadhisionsanalyse iiber die Bioflux Flusskammer

Die Thrombozytenadhdsion wurde in kollagen-beschichteten Bioflux 200 low shear Platten
(Fluxion Bioscience) gemessen. Hierflir wurde 50 pl Kollagen I-Losung (100 pg/ml Kollagen
gelost in isotonischer Glucoselosung fiir Kollagenverdiinnungen pH 2,7-2,9 [ProChronoPar])
in das Outlet-Well einer 48-Well microfluidic low-shear Platte pipettiert und solange mit
einer Flussgeschwindigkeit von 2 dyn/cm? laufen gelassen, bis das innere Inlet-Well voll war.
Nach 1 h Inkubationszeit, wurde die iiberschiissige Losung aus den Wells entfernt und mit
200 pl Dulbecco’s Phosphate bufferes saline with calcium chloride and magnesium chloride
(PBS) (Sigma Aldrich) gewaschen. Durch Waschen des Kanals fiir 10 min bei 5 dyn/cm?
konnte nicht adhédrentes Kollagen entfernt werden. Durch 15 min Blocken bei 5 dyn/cm? mit
einer 0,5 %igen Bovine Serum Albumin-Losung (BSA) (Albumin bovine Fraction V,
SERVA) in PBS mit Ca?>"/Mg?* konnten unspezifische Bindungen zwischen Plittchen und
Trageroberfliche verhindert werden. Die Inlet-Wells konnten im Anschluss mit 500 pl
Vollblut, in welchen die Plédttchen 30 min vorher mit 4 uM Calcein AM (life technologies™)
angefarbt wurden, befiillt und mit 10 dyn/cm? fiir 10 min durch die Kanéle laufen gelassen
werden (Abb.8). Im Anschluss wurden die nicht-adhdrenten Zellen durch 10 min Waschen
mit PBS ohne Ca*/Mg*" bei 10 dyn/cm? aus den Kanilen gewaschen. Es erfolgte eine
sofortige Aufnahme der Kanidle mit einer Nikon DS-Qi2 Kamera bei einer 4-fachen

Vergroerung und unter FITC Bedingungen. Die Auswertung erfolgte durch das
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Analyseprogramm BioFlux Montage Software der Firma Fluxion Bioscience und wurde in

Flache der adhérierten Zellen in Prozent, im Vergleich zur gesamten Kanalfldche, angegeben.

Abbildung 8: Aufbau einer kollagen-beschichteten Flusskammer

3.2.5. Durchflusszytometrische Analyse humaner Proben

Die durchflusszytometrischen Analysen der humanen Proben wurden durchgefiihrt um die
intrazellulare Calcium-Signaltransduktion der Plittchen, sowie die Expressionen der
Oberflachenproteine und den beteiligten Rezeptoren, zu iiberpriifen. Hierfiir wurden die
Proben zunichst mit den jeweiligen konjugierten Antikorpern (Tabelle (Tab.) 1) der zu
analysierenden Strukturen bzw. dem Ca?’-sensitiven Marker Flou-4 (Thermo Fisher) versetzt
und fiir 30 min inkubiert. Im Anschluss wurde mit den jeweiligen Agonisten, sowie mit oder
ohne VORA stimuliert. Unverziiglich wurden die Proben mit 4 % Paraformaldehyd (PFA)
fixiert und am FACS Verse (BD) vermessen. Im Anschluss erfolgte die Auswertung der

gewonnenen Daten mit der Software FlowJo V10 (FlowJo Software).

Tabelle 1: AK-Liste der verwendeten Panels der humanen FACS-Analysen

Flou-4 CD62P PE PAR-1-FITC
ICAM-2-BB515 PAR-4-PE
CD40L-BV421
CD41-APC

-21 -



3. Patienten- und Probandenrekrutierung, Versuchstiere, Material und Methoden

3.2.6. Enzyme-linked immunosorbent assay

Bei den enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) handelte es sich um ELISA Kits flir
PI3K, Diacylglycerine (DAG) und Inositoltrisphosphat (IP3), wobei es sich bei allen drei um
direkte Sandwich ELISA handelte. Die Probengewinnung erfolgte durch Inkubation der WP
mit FXa und anschlieBender Zentrifugation zum Gewinn eines Pléttchenpellets. Dieses wurde
umgehend in fliissigem Stickstoff (N2) eingefroren und bis zur Messung bei -80° C gelagert.
Fir die Messungen wurden die Proben aufgetaut, im entsprechenden Volumen PBS
aufgenommen und im Ultraschallbad lysiert. AnschlieBend wurden die ELISA nach
Herstelleranweisung durchgefiihrt. Mithilfe des PlateReaders (FluoStar Omega BMG,
Labtech) wurden im Anschluss die Absorptionen gemessen und mittels des
Auswerteprogramms MARS (BMG Labtech) ausgewertet, sodass die Konzentrationen

berechnet werden konnten.

3.3. Tierversuchsexperimentelle Untersuchungen
3.3.1. Versuchstiere

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Tierversuche wurden vom Landesamt fiir Natur, Umwelt-
und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen (LANUV NRW) unter den Aktenzeichen AZ
84-02.04.2017.A154, AZ 84-02.04.2017.A440 genehmigt.

Fiir die Versuche wurden Méause der Wildtyplinie C57/BL/6J im Alter von 10 bis 15 Wochen
und einem Korpergewicht von 22 g bis 30 g verwendet. Es wurden lediglich ménnliche Tiere
von Janvier bzw. Jackson Laboratory bestellt und in die Versuche eingeschlossen.

Die Haltung und Pflege der Miuse erfolgte durch das Fachpersonal in den Rdumlichkeiten der
zentralen Einrichtung fiir Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT)
der Heinrich-Heine-Universitit (HHU) Diisseldorf bzw. in den Raumlichkeiten unseres
Kooperationspartners Dr. Tobias Petzold der LMU. In einer Gruppengrdf3e von fiinf Tieren, in
Kéfigen der vorgeschriebenen Grofe (Typ 3) mit Holzspdnen ausgelegt und bei einer
Raumtemperatur von 22° C + 2° C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50 % + 10 %
gehalten, stand den Tieren Futter und Wasser ad libitum frei zur Verfiigung. Zum Erhalt des
zirkadianen Rhythmus wurden, wie von der ,,Federation for Laboratory Animal Science
Associations® (FELASA) gefordert, die Haltungsraume mit einem 12 h Tag-Nacht-Zyklus,
mit einer halbstiindigen Dammerungsphase versehen sowie regelmiflig gereinigt und

desinfiziert.
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3.3.2. In-vivo-Induktion arterieller Thrombosen

Die in-vivo-Versuche zur Induktion arterieller Thrombosen sowie die darauffolgenden
histologischen Untersuchungen wurden von unseren Kooperationspartnern der LMU
durchgefiihrt und ausgewertet. Hierfiir wurde den Maiusen eine Stunde vor
Thromboseinduktion, eine gewichtsadaptierte Dosis von RIVA (6 mg/Kg gelost in 1 %iger
Dimethylsulfoxiflosung (DMSO)) bzw. das Vehikel per oral (p.o.) durch Schlunden
verabreicht. Die Plasmaspiegel wurden eine Stunde nach Applikation in Citratblut mithilfe
eines Anti-FXa-Assays (Chromogenix) untersucht. Durch Verletzung der GefaBBwand,
ausgelost iiber eine Applikation eines in Eisen (Fe)-(III)-chlorid getrinkten Filterpapiers an
die AuBlenwand der A. carotis communis, wurde die Thrombose induziert. Wie bereits von
Pircher et al. beschrieben, erfolgte eine Aufzeichnung des Verlaufes der Thrombusbildung
mithilfe der Intravitalmikroskopie. (65) Die Thrombozyten wurden durch Injektion eines
Glykoprotein (Gp)Ib-DyLight 488 gebundenen Antikorpers (X488, Emfret) sichtbar gemacht
und mit einem Olympus BX51WI Fluoreszenzmikroskops aufgenommen. Die Auswertung

der gewonnenen Aufnahmen erfolgte verblindet mithilfe der Cell"R Software (Olympus).
3.3.3. Experimentelle Infarktmodelle
3.3.3.1. Ischimie-Reperfusion ,,open-chest*

Fiir die Ischdmie-Reperfusions (I/R)-Operationen (OP) erfolgte eine priemtive (30 min vor
OP-Beginn), subkutane Applikation des Analgetikums Temgesic (0,1 mg/kg) (Indivior,
PZN:345928).

Zur Intubation wurde die Maus zunédchst in einer Kammer mit 3 % Volumen (Vol) Isofluran
narkotisiert, um sie dann mithilfe eines Venenverweilkatheters (Vasofix® Safety 20G,
B.Braun) intubieren zu koénnen. Nach erfolgter Intubation wurde sie auf einen beheizbaren
Wiarmetisch (38° C) iiberfiihrt und mit sauerstoffangereicherter Raumluft und einem initial
auf 3 % Vol. Isofluran eingestellte Mischung beatmet. Die Micro-Ventilations-Apparatur
wurde dabei auf ein Tidalvolumen von 200 pl und eine Beatmungsfrequenz von
140 Atemziigen/min eingestellt. Nach Uberpriifung einer adiquaten Narkose durch
Reflexkontrolle, erfolgte eine Reduktion des Narkosemittels Isofluran auf die Erhaltungsdosis
von 2 % Vol.

Zur permanenten Uberwachung des Tieres erfolgten eine Temperaturkontrolle mittels

Rektalsonde und die Ableitung eines EKGs.
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Nach Enthaarung des Operationsbereichs mit Veet-Enthaarungscreme, wurde die Haut durch
Octenisept desinfiziert.

Um die laterale Sternotomie zu beginnen, erfolgte ein 1,5 cm langer Hautschnitt vom Sternum
zum linken Vorderbein. Durch vorsichtiges auseinander priparieren der Brustmuskulatur und
anschlieendem fixieren dieser, mit OP-Haken, konnten die Rippen freigelegt werden.

Im nédchsten Schritt wurde der Brustkorb mit einem Schnitt zwischen dritter und vierter Rippe
gedffnet und durch umsetzen der Haken auseinandergezogen, sodass das Herz prépariert
werden konnte. Nach Entfernen des Herzbeutels wurde die linke Koronararterie (LAD)
lokalisiert. Mit einem 7-0 Prolenefaden wurde unter der LAD durchgestochen und etwa bis
zur Mitte des Fadens durchgezogen. Nach Entfernen der Nadel, wurden beide Fadenenden
durch ein ca. 1 mm langes Polyethylenschlauch gezogen, sodass die Fadenenden parallel

rechts und links fixiert werden konnten (Abb.9).

Abbildung 9: Schematische Abbildung der LAD-Okklusion und Fotografie des OP-Aufbaus im open-
chest-Verfahren
Schematische Darstellung der Okklusion der LAD, bei welcher die LAD mit einem 7-0
Prolenefaden unterstochen wird. Im Anschluss werden die Fadenenden durch ein
Polyethylenschlauch gefiihrt. Durch Auseinanderziehen der Fadenenden verschlieit der Schlauch
durch Druckausiibung die LAD und verhindert den weiteren Blutfluss durch das Gefdf3. Daneben

Bild des open-chest Versuchsaufbaus wihrend der Ischdmiezeit.

Durch Auseinanderziehen der Fadenenden, konnte der Blutfluss der LAD unterbrochen
werden, sodass die Ischdmie ausgelost und die typische ST-Streckenhebung im EKG-Verlauf

beobachtet werden konnte. Nach 30 min Ischdmie, wurde die Reperfusion durch Lockern der
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Féden eingeleitet. Der Polyethylenschlauch konnte entfernt werden, wobei zur spiteren
Lokalisation der Einstichstellen, die Faden locker verknotet und die Enden kurz abgeschnitten
wurden.

Im Anschluss konnte der Brustkorb durch Zusammenndhen des dritten und vierten
Rippenbogens mit einem 5-0 Seidenfaden verschlossen werden. Dabei sollte auf ein
addquates Wiederaufpumpen der Lungenfliigel, durch kurze Druckerhohung der Beatmung,
geachtet werden. Nach dem VerschlieBen der Muskelschichten, wurde die Hautschicht durch
Knopfnihte mit einem 4-0 Prolenefaden zugenéht.

Durch Ausschleichen des Isoflurans wurde die Anisthesie beendet, sodass der
Eigenatemreflex wiedereinsetzen konnte. Nach Extubation wurde die Maus bis zum volligen
Erwachen mit einer Wéarmelampe warmgehalten und erhielt postoperativ alle 6-8 h eine

subkutane Temgesicgabe (0,1 mg/kg) iiber einen Zeitraum von 3 d.
3.3.3.2. Ischiamie-Reperfusion ,,closed-chest“

Die I/R-Versuche im ,.closed-chest“-Verfahren erfolgten an zwei verschiedenen Tagen.
Zunichst war es notwendig in einer Vor-OP die Ligatur an das Herz anzubringen, wobei hier
noch keine Ischdmie ausgelost wurde. Im zweiten Teil, nach einer Regenerationszeit von
4-7 d konnte dann die Ischdmie bei geschlossenem Thorax ausgeldst werden.

Analog zum ,,open-chest“-Verfahren, wurde die Maus analgesiert, narkotisiert und fiir die OP
vorbereitet. Um die laterale Sternotomie zu beginnen erfolgte ein 1,5 cm langer Hautschnitt
vom Sternum zum linken Vorderbein. Durch vorsichtiges auseinander préiparieren der
Brustmuskulatur und anschliefendem fixieren dieser mit OP-Haken, wurden die Rippen
freigelegt.

Durch einen Schnitt zwischen dritter und vierter Rippe, wurde der Brustkorb erdffnet und
durch umsetzen der Haken auseinandergezogen, sodass das Herz pripariert werden konnte.
Durch Entfernen des Herzbeutels, konnte die LAD lokalisiert werden. Mit einem 7-0
Prolenefaden wurde unter der LAD durchgestochen und etwa bis zur Mitte des Fadens
durchgezogen. Nach Entfernen der Nadel, wurden beide Fadenenden durch ein
Polyethylenschlauch gezogen, sodass die Fadenenden parallel rechts und links locker fixiert
werden konnten.

Der Brustkorb konnte im Anschluss durch Zusammenndhen des dritten und vierten
Rippenbogens mit einem 5-0 Seidenfaden verschlossen werden, wobei das Ende des linken
Prolenefaden links und das des Rechten, rechts des Verschlussknotens nach aullen vorbei

gefihrt wurde. Hierbei musste ebenfalls auf ein adédquates wiederaufpumpen der
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Lungenfliigel, durch kurze Druckerhohung der Beatmung, geachtet werden. Im Anschluss
wurde das linke Fadenende mithilfe einer Nadel, durch die linke Muskelschicht gezogen.
Ebenso wurde mit dem rechten Fadenende und der rechten Muskelschicht verfahren. Nach
dem VerschlieBen der Muskelschichten, wurden die Fadenenden an der Spitze verknotet.
Mithilfe der Hautschere konnte am rechten unteren Bauchbereich eine Hauttasche gebildet
werden, in welche die Fadenenden vorsichtig gelegt wurden. Im Anschluss wurde die Haut
mit einem 4-0 Prolenefaden durch Knopfnihte verschlossen.

Durch Ausschleichen des Isoflurans, wurde die Anédsthesie beendet, sodass der
Eigenatemreflex wiedereinsetzen konnte. Nach Extubation wurde die Maus, bis zum volligen
Erwachen, mit einer Warmelampe warmgehalten und erhielt postoperativ alle 6-8 h eine
subkutane Temgesic-Gabe (0,1 mg/kg) liber 3 d.

Nach einer Regenerationszeit von 4-7 d wurde die Ischimie wie folgt bei einem
geschlossenen Thorax ausgelost.

Auch hier erfolgte eine priemtive, subkutane Temgesic-Injektion zur Analgesie.

Die Narkose konnte in einer Narkosekammer mit 3 % Vol. mit Isofluran angereicherter
Sauerstoff-Raumluft Mischung eingeleitet werden. Nach suffizienter Narkose wurde die Maus
auf einem beheizten Operationstisch (38° C) fixiert, wobei eine permanente
Temperaturiiberwachung mittels Analsonde, sowie eine EKG-Ableitung durchgefiihrt wurde.
Die Beatmung und Narkose erfolgte iiber eine Gesichtsmaske und mit Sauerstoff
angereicherter Raumluft, welche mit 2 % Vol Isofluran angereichert war.

Zum Auslosen der Ischdmie wurde zunidchst die Haut mit Octenisept desinfiziert. Im
Anschluss wurde die Haut vorsichtig an den Nahtstellen gedffnet und auseinandergezogen.
Mit einer Pinzette konnten die Fadenenden vorsichtig aus der Hauttasche befreit und rechts
und links fixiert werden. Durch langsames und kontrolliertes Auseinanderziehen der
Fadenenden bei gleichzeitiger Kontrolle der EKG-Ableitung konnte die Ischdmie ausgelost
und fiir 30 min, mit einer engmaschigen Beobachtung der Temperatur und der Herzfunktion,
erhalten werden (Abb.10). Im Anschluss wurde die Reperfusion durch Abschneiden der
Fadenenden kurz oberhalb der Muskulatur eingeleitet. Mithilfe von Knopfnédhten konnte die

Haut wieder verschlossen und mit Octenisept desinfiziert werden.
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Abbildung 10: Fotografie des OP-Aufbaus im closed-chest-Verfahren

Durch Ausschleichen des Isoflurans wurde die Anisthesie beendet, wobei die Maus bis zum
volligen Erwachen weiterhin beatmet und gewarmt wurde. Im Anschluss wurde sie in einen
frischen Kifig tiberfiihrt und warmgehalten. Postoperativ erhielten alle Tiere in regelméfigen

Absténden von 6-8 h eine subkutane Temgesic-Gabe (0,1 mg/kg) zur Analgesie.
3.3.4. Medikamentose Behandlung der Versuchstiere
3.3.4.1. Applikation von ASS

Fiir die Applikation von ASS wurden 170 mg ASS in 50 ml isotonischer NaCl-Lsg gelost. Es
wurden je nach Gruppe entweder 30 min vor Ischdmie oder 15 min vor Reperfusionsbeginn

50 pl der ASS-Lsg bzw. der reinen NaCl-Lsg intravends in die Schwanzvene verabreicht
(Abb.11).
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Praischamie

ASS i.v.

BL ( Ischamie 30min ) ( ECHO/Organentnahme ]::>

Tq T 30min Ty Titg

Prareperfusion

ASSi.v.
[ Ischémie 30 min] [ ECHO/Organentnahme ]
T,1d T+15min T+1d

Abbildung 11: Zeitschema der open-chest OP-Methode mit ASS- bzw. Vehikel-Applikation.

Zeitstrahl iiber den Verlauf der open-chest I/R Versuche mit ASS-Applikation vor der Ischdmie

oder vor der Reperfusion.

3.3.4.2. Applikation des Antikorpers zur Plittchendepletion

Die Thrombozytendepletion der Versuchstiere erfolgte mit einem monoklonalen AK aus
Ratten, welches, durch Binden an das Gplba (CD42b) (Emfret, R300) der Maiuse, die
Plattchen zerstorte. Dazu wurde die benétigte Menge des AK mit demselben Volumen an
PBS verdiinnt und den Méusen in die Schwanzvene verabreicht. (66) Die Applikation des AK
erfolgte gewichtsabhdngig mit einer Dosis von 2 pg/g Korpergewicht 1,5 h vor
Ischamieinduktion (Abb.12).

AKiv.| ASSi
Vor-Op (1 BL [ Ischamie 30minJ:[ ECHO/Organentnahme ]_Jl>

.

Ty Tig Tisn  T.3omin To Toa

Abbildung 12: Zeitschema der closed-chest OP-Methode mit Applikation des Depletionsantikorpers bzw.
des Vehikels mit bzw. ohne ASS.
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3.3.5. Kardiovaskulire murine in-vivo Diagnostik
3.3.5.1. Transthorakale Echokardiographie (TTE)

Zur Feststellung der Herzfunktionen, wurden 24 h vor, sowie 24 h nach der Ischdmie
echokardiographische Untersuchungen des Herzes, mit dem hochauflésenden Ultraschallgerit
Vevo 2100 und dem 18-38 MHz Schallkopf MS400 (VisualSonics, Fujifilm), durchgefiihrt.
Hierfiir wurden die Versuchstiere zunédchst in eine Narkosekammer iiberfiihrt und durch
Einleiten von 3 %Vol. Isofluran zu einem Sauerstoff-Luft-Gemisch (40:60) in Narkose gelegt.
Nach Erreichen einer suffizienten Anésthesie, wurde die Maus auf den beheizten Tisch
(37° C) des ECHO-Stativs tiberfiihrt, wobei darauf geachtet wurde, dass die Schnauze der
Maus optimal in die Narkosemaske platziert wurde. Zum Erhalt der Narkose konnte der
Isofluranstrom auf 1,5 % Vol herunter gestellt werden. Im Anschluss wurden die Pfoten der
Maus auf den Elektroden des Kontakt-Pads fixiert und die Temperatursonde vorsichtig rektal
eingefiihrt und fixiert. Dadurch wurde eine permanente Uberwachung der Herz- und
Atemfrequenz, sowie der Temperatur gewahrleistet.

Nach Entfernen der Behaarung vom Thoraxbereich der Maus, mithilfe einer
Haarentfernungscreme (Veet), wurde der Bereich groBziigig mit auf Korpertemperatur
erwarmtem Ultraschallgel benetzt, sodass die Aufnahmen beginnen konnten.

Durch Positionieren des Schallkopfes konnten Aufnahmen der parasternalen Ladngsachse
(PSLA), des linken Ventrikels (LV) im B- (Abb.13A) und M-Mode (Abb.13B) und der
kurzen Achse (SAX)(Abb.13C) in beiden Modi, gewonnen werden. Auflerdem konnte die
Aufzeichnung der Fliisse des Vierkammerblickes, sowie dieser hinter der Aortenklappe
mittels Doppleraufnahmen erfolgen (Abb.13D).

Nach Fertigstellung der Aufnahmen wurde die Maus vom iiberschiissigen Ultraschallgel
befreit. Durch Ausschleichen des Isoflurans konnte die Narkose beendet und die Fixierung
gelost werden. Nach Erlangen des Bewusstseins wurde das Tier zuriick in den Kaéfig

uberfiihrt.
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Abbildung 13: Echokardiographische Darstellung des Herzens.

A. Parasternale Langsachse des linken Ventrikels im B-Mode.

B. Parasternale Langsachse des linken Ventrikels im M-Mode.

C. Kurze Achse des linken Ventrikels im B-Mode.

D. Doppleraufnahme der Flussgeschwindigkeit hinter der Aortenklappe.

Ausgewertet wurden die Aufnahmen mit der Software VevoLab 2.2.0 (VisualSonics). Dabei
konnten aus den Aufnahmen Werte fiir das enddiastolische sowie das endsystolische Volumen
gewonnen werden. Hieraus lieBen sich dann die Ejektionsfraktion (EF) und das
Schlagvolumen (SV) errechnen. Auflerdem konnte die Wanddicke sowie das fractional
shortening (FS) {iiber die M-Mode-Aufnahmen ermittelt werden. Durch die
Doppleraufnahmen lieBen sich auBerdem die Blutfliisse durch die Mitralklappe, sowie die

Flussgeschwindigkeit hinter der Aortenklappe darstellen.
3.3.5.2. Elektrokardiogramm

Das Ableiten eines EKGs erfolgte zur Uberpriifung der Ischimie und der Kontrolle der ST-
Streckenhebung wihrend der Ischdmie. Dabei erfolgte eine Dreipunkt-Ableitung durch
Klemmelektroden, jeweils an beiden Vorderpfoten, sowie der rechten Hinterpfote. Die

Aufnahme erfolgte durch die Programme lox.2 bzw. LabChart Pro 7 (Abb.14).
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e
Baseline
osn

ST-Hebungsinfarkt

Abbildung 14: EKG-Ableitung vor und nach Infarktinduktion

3.3.6. Murine ex-vivo-Analysen von Blut- und Gewebeproben
3.3.6.1. Blut- und Organentnahme

Im Anschluss zu den finalen echokardiographischen Untersuchungen, erfolgte die Tétung und
die gleichzeitige Blut- und Organentnahme der Tiere. Hierfiir bekamen die Miuse eine
intraperitoneale (i.p.) Applikation von Ketamin (100 mg/Kg) (Ketaset® S, Zoetis,
PZN:12467832) und Xylazin (10 mg/Kg) (Rompun®, Bayer, PZN:1320422) zur finalen
Narkoseeinleitung. Gleichzeitig erfolgte eine Heparinisierung der Mause, durch i.p.
Applikation von 1000 LE. (internationale Einheit) Heparin-Natrium (25.000 LE./5 ml
Heparin-Natrium, B.Braun, PZN:9929393). Nach Uberpriifen der Reflexe, wurden die Miuse
durch retroorbitales Punktieren des Venenplexus und dem daraus folgenden Verbluten
euthanasiert.

Im letzten Schritt wurde der Thorax durch einen waagerechten Schnitt unterhalb des
Sternums, sowie zwei vom ersten Schnitt Richtung Vorderpfoten gesetzten Schnitten
gedffnet. Vorsichtig konnte das Herz mit, wenn nétig, einem ausreichenden Teil des
Aortenbogens herausgenommen werden. Je nach Verwendung wurden die Herzen entweder
sofort blutleer gespiilt und in eine PFA-Losung zur Fixierung iiberfiihrt oder fiir die
Priparation der 2,3,5-Triphenyltetrazolinumchlorid (TTC)-Férbungen in die Kaltschale
gegeben.
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3.3.6.2. Histologie
3.3.6.2.1. 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid-Fiarbung

Zur Ermittlung der InfarktgroBen wurden die Herzen zunédchst mit Evans-Blue perfundiert
und im Anschluss mit TTC gefrbt.

Nach Entnahme des Herzens wurde es in einer auf 4° C temperierten Kaltschale in kalter 0,9
%iger NaCl-Lsg. soweit pripariert, dass es frei von Geweberesten war und nur noch die Aorta
zuriickblieb. Dieser wurde dann vorsichtig liber eine Aortenkaniile gezogen und mit einem
Doppelknoten fixiert. Im Anschluss wurde das Herz durch Spiilen mit NaCl vom restlichen
Blut befreit (Abb.15).

Abbildung 15: Auf Kaniile gezogenes Herz, in welchem die LAD unterstochen ist.

Herz welches zum Blutleerspiilen und Kenntlichmachen der AAR mit Evans-Blue auf eine
Kaniile gezogen und fixiert wurde. Mit einem 7-0 Seidefaden wurde die LAD unterstochen und

vor der Farbung mit Evans-Blue wieder okkludiert.

Daraufhin konnte die LAD-Ligatur mit einem 7-0 Prolenefaden, genau an dieselbe Stelle wie
zuvor, gesetzt werden. Durch das Verknoten des Fadens erfolgte der Verschluss des Gefil3es.
AnschlieBend konnte, durch Durchpumpen einer 1 %igen Evans-Blue-Losung durch die
Kaniile, das Herzareal markiert werden, welches nicht von der Ischdmie betroffen sein konnte.
Die Bestimmung der ,, area at risk“ (AAR) bei Betrachtung der Schnitte, konnte somit spéter
auf das nicht blau gefirbte Areal begrenzt werden. Nachdem das Herz mit Evans-Blue
perfundiert wurde, konnte es gewogen und fiir mind. 1 h bei -20° C eingefroren werden.
Dabei musste es zur Vermeidung von Gefrierbrand, vorher in Frischhaltefolie eingewickelt
werden.

Das gefrorene Herz konnte dann, von der Spitze aufwirts, in ca. 1 mm dicke Scheiben

geschnitten und gewogen werden. Die 6-7 entstandenen Schnitte wurden in vorbereitete
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dunkle Eppendorffgefile, welche die TTC-Losung enthielten und bei 37° C in einem
Thermomixer erwdrmt wurden, iiberfiihrt und fiir 5 min inkubiert. Nach der Inkubationszeit
wurden die Herzschnitte nebeneinander auf einen Objekttriger gelegt, mit einem Deckglas
bedeckt, sodass sie mit einer VergroBerung von 1:1,25 abfotografiert (Leica
Fluoreszenzmikroskop DM4000 M) werden konnten.

Die Bilder wurden mit dem Programm DiskusView ausgewertet. Dabei konnte zwischen der
AAR, dem nicht blaugefarbten Bereich, und dem nicht betroffenen Areal, welches durch die
Evans-Blue-Lsg blau gefarbt wurde, unterschieden werden. Zusétzlich konnte durch die TTC-
Farbung das abgestorbene, weile Gewebe vom intakten, rotgefirbten Gewebe abgegrenzt

werden (Abb.16).

Abbildung 16: Beispiel eines TTC-gefirbten Herzschnittes.

Blau geférbt ist der Bereich, der nicht zur AAR gezéhlt wird. Die AAR setzt sich zusammen aus
dem weil} erscheinenden Infarktareal und der tiefrot gefarbten Fliche von noch lebender und

vom Infarkt nicht betroffener Zellen.

Durch die Formel:

(A1 x Wtl) + (A2 x Wt2) + (A3 x Wt3) + (A4 x Wt4) + (A5 x Wt5) + (A6 x Wt6)
konnte das Gewicht des Infarktgewebes berechnen werden. Dabei gab A die Fliche des
Infarktes der Schnitte 1-6 in Prozent und Wt das Gewicht des Schnittes an.

Durch
m(inf) / m(LV) * 100
lie sich im Anschluss der Infarkt pro linken Ventrikel (LV) berechnen.
AuBerdem konnte durch die Formel
[m(LV) - m(LV Blau)] / m(LV)
die AAR ermittelt werden. (67)
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3.3.6.2.2. Immunbhistologische Analysen

Fiir die immunhistologischen Analysen wurden die Herzen nach der Entnahme zunichst mit
PBS blutleer gespiilt. Nachdem sie {iber Nacht in 4 %iger PFA-Lsg. fixiert wurden, erfolgte
die Entwidsserung der Organe im pharmakologischen Institut der HHU Diisseldorf, durch den
Entwiésserungsautomaten Tissue Tek VIP E150/E300 (Sakura Finetec). Im Anschluss konnten
die Herzen in Paraffin eingebettet werden (ParaffinausgieBstation EG1150H, Leica
Biosystems). Nach vollkommenem Erhérten des Paraffins, wurden vom Apex aus jeweils
zehn Schnitte a 5 pm im Abstand von 250 pm mithilfe des Mikrotoms (Jung Biocut 2035,
Leica) gewonnen und auf Objekttrager liberfiihrt. Die Schnitte wurden fiir mind. 24 h bis zum
vollstdndigen trocknen liegen gelassen.

Unmittelbar vor jeder Firbung wurden die Schnitte entparaffiniert. Hierfiir wurden sie jeweils
zweimal fiir 10 min in Roticlean® (CarlRoth, #1529) getaucht. AnschlieBend wurden sie
nochmals zweimal, jedoch nur fiir 1 min in Roticlean® getaucht. Nachdem die Objekttrager
weitere zwei Béder in 100 %igem Ethanol (EtOH) fiir 1 min erhielten, erfolgte dieselbe
Prozedur in 96 %igem und 70 %igem EtOH. AnschlieBend wurden die Schnitte 1 min lang in
Aqua dest. getaucht, um sie zu rehydrieren. Sowohl das Anfertigen der Schnitte als auch die
Féarbungen und Auswertungen dieser wurden dankenswerterweise mithilfe der medizinischen

Doktoranden Kajetan Trojovsky und Samantha Ahlbrecht durchgefiihrt.

3.3.6.2.2.1. Himatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Firbung)

Nachdem die Herzschnitte entparaffiniert und rehydriert wurden, wurden sie fiir 1 min in eine
Hématoxylin-Losung nach Gill II getaucht. Im Anschluss wurden die Schnitte zum
nachblduen fiir 10 min unter flieBendes Leitungswasser gelegt.

Daraufhin wurden sie fiir 30 s in eine 1 %ige Eosin Y-Lsg. getaucht. Anschlieend konnte
man die Schnitte, durch Tauchen fiir je 30 s in je zwei Ldsungen von 95 %igem und
100 %igem EtOH, dehydrieren. Daraufthin erfolgten nochmals zwei Béder in Roticlean® fiir
je 30 s. Jeweils zwei Tropfen Eindeckmedium (Eukitt®, Fluka) wurden auf die Schnitte
pipettiert, damit mit einem Deckglas luftblasenfrei eingedeckelt werden konnte. Zum
vollstindigen Trocknen mussten die Pridparate mindestens eine Nacht unter dem Abzug
abdampfen. Im Anschluss konnten die Schnitte mit einer 2,5-fachen Vergréflerung

abfotografiert und mit ImageJ (Wayne Rasband) ausgewertet werden.
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3.3.6.2.2.2. MAC-2-Firbung

Die Einwanderung von Makrophagen ist ein Grad der Inflammationsreaktion, welche durch
die MAC-2-Farbung sichtbar gemacht werden sollte.

Hierfir wurden die Schnitte nach dem Entparaffinieren fiir 10 min in eine 3 %ige
Wasserstoffperoxidlosung (H20») in Methanol (MeOH) getaucht. Im Anschluss dazu wurden
sie drei Mal fiir je 1 min mit PBS gewaschen. Jeweils eines der zwei Schnitte pro
Objekttrager, wurde dann mit 50 ul einer 0,25 pg/ml Verdiinnung des MAC-2-Antikdrpers
(Cedarline, #CL8942AP) in 3 %igem Ziegenserumlosung, bzw. dem Negativ-
Kontrollantikorper (Jackson Immuno, #012-000-002) derselben Verdiinnung bedeckt und fiir
1 h im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde drei Mal jeweils 1 min
mit PBS gewaschen. Der Sekundirantikorper (Sigma, #B7139) wurde dann in einer
Verdiinnung von 5 pg/ml auf beide Proben aufgebracht und erneut lichtgeschiitzt bei
Raumtemperatur fiir 30 min inkubiert. Darauthin wurden die Schnitte mit 50 pl einer 4 pg/ml
verdiinnten Streptavidin-Losung (Dianova, Jackson Immuno, #016-030-034) bedeckt und ein
weiteres Mal fiir 45 min inkubiert. Erneut wurde drei Mal mit PBS gewaschen, sodass mit der
Entwicklung der Farbung begonnen werden konnte. Hierfiir wurden alle 15 s vier Tropfen der
Entwicklungslosung aufgetraufelt und fiir 5 min inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte
einmal mit Aqua dest. gewaschen. Nach einem Bad von 20 s in Himalaun GILL II-Losung
und dem nachblduen von 5 min unter flieBendem Leitungswasser, wurden die Schnitte
zweimal jeweils 30 s in frische Losungen von 70 %igem, 96 %igem und 100 %igem EtOH,
sowie zwei Mal fiir dieselbe Zeit in Roticlear® getaucht. Sofort wurden die Schnitte mit
Eukitt® bedeckt und luftblasenfrei mit einem Deckglas belegt. Nach einer angemessenen
Trocknungszeit von mindestens 24 h bis zum vollkommenen Aushirten, wurden die Schnitte

bei einer VergroBerung von 2,5 abfotografiert und mit der Software ImagelJ ausgewertet.

3.3.6.2.2.3. Ly6G-Firbung

Auch die Migration neutrophiler Granulozyten spielt eine wichtige Rolle in
inflammatorischen Prozessen, sodass diese mit der Ly6G-Farbung sichtbar gemacht wurden.
Analog zur MAC-2-Farbung wurden auch hier die Schnitte nach dem Entparaffinieren fiir
10 min in eine 3 %ige H2O»-Lsg. in MeOH getaucht und im Anschluss drei Mal fiir je 1 min
mit PBS gewaschen. Je ein Schnitt, der auf den Objekttragern befindlichen Schnitte, wurde
dann mit 50 pl einer 0,25 pg/ml Verdiinnung des Ly6G-Antikorpers (Abcam, ab25377) in
3 %igem Ziegenserumlosung bzw. dem Negativ-Kontrollantikdrper (Jackson Immuno,

#012-000-002) derselben Verdiinnung bedeckt und fiir 1 h im Dunkeln bei Raumtemperatur
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inkubiert. AnschlieBend wurde drei Mal, jeweils fiir 1 min, mit PBS gewaschen. Der
Sekundérantikdrper (Sigma, #B7139) wurde dann in einer Verdiinnung von 5 pg/ml auf beide
Proben aufgebracht und erneut lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur fiir 30 min inkubiert.
Darauthin wurden die Schnitte mit 50 pl einer 4 pug/ml verdiinnten Streptavidin-Losung
(Dianova, Jackson Immuno, #016-030-034) bedeckt und ein weiteres Mal fiir 45 min
inkubiert. Nach erneutem dreimaligen waschen mit PBS konnte mit der Entwicklung der
Farbung begonnen werden. Hierfiir wurden alle 15 s vier Tropfen der Entwicklungslosung
aufgetraufelt und fiir 5 min inkubiert. Anschlieend wurde einmal mit Aqua dest. gewaschen.
Nach einem Bad von 20 s in Hdmalaun GILL II-Losung und 5 min nachblduen unter
flieBendem Leitungswasser, wurden die Schnitte zweimal jeweils 30 s in frische Losungen
von 70 %igem, 96 %igem und 100 %igem EtOH, sowie zwei Mal fiir dieselbe Zeit in
Roticlear® getaucht. Sofort wurden die Schnitte mit Eukitt® bedeckt und luftblasenfrei mit
einem Deckglas belegt. Nach einer angemessenen Trocknungszeit von mindestens 24 h bis
zum vollkommenen Aushirten, wurden die Schnitte bei einer VergroBerung von 2,5

abfotografiert und mit der Software ImagelJ ausgewertet.
3.3.7. Durchflusszytometrie/ FACS der murinen Immunzellen

Die durchflusszytometrischen Analysen wurden an dem Gerdt FACS Verse der Firma BD
durchgefiihrt.

Hierfir wurden aus den heparinisierten Blutproben der Versuchstiere zundchst die
Leukozyten isoliert. Zur Vorbereitung der Isolation war die Herstellung einer Pufferlosung
aus PBS, 2 mM Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) und 2 % fetales Kélberserum (FCS)
ndtig. Das Vollblut wurde bei 300 G fiir 10 min bei 4° C zentrifugiert und im Anschluss vom
Plasma befreit. Die Erythrozyten (RBC), sowie der Buffycoat wurden in 3 ml
Ammoniumchlorid-Losung aufgenommen und 5 min zum Lysieren inkubiert. Nach dem
Verdiinnen mit 10 ml Pufferlosung wurde, wie zuvor beschrieben, zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Die RBC wurden weitere zweimal lysiert und im Anschluss einmal mit
Puffer gewaschen.

Nach Aufnahme der Zellen in PBS wurde die Losung aliquotiert und jeweils mit 25 pl FCR-
Blocking-Solution (1:25 Verdiinnung) und 1 pl ZombiAK versetzt. Nach 30 min
Inkubationszeit bei 4° C im Dunkeln, erfolgte ein weiterer Zentrifugations- und Waschschritt.
Darauthin wurden die Antikdrpermischungen (je 1:100 Verdiinnung) (Tab.2) in jeweils ein

Eppi pipettiert und fiir weitere 30 min bei 4° C inkubiert.
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Nach einem weiteren Zentrifugations- und Waschvorgang, konnten die Proben in 200 pl
FACS Flow (BD) aufgenommen und vermessen werden. Dabei wurden jeweils 10000 Events
pro Probe aufgezeichnet. Die jeweiligen Anteile der Zellpopulationen konnten im Nachhinein

mithilfe der Software FlowJo (FlowJo Software) bestimmt werden.

Tabelle 2: AK-Liste der verwendeten Panels der murinen FACS-Analysen

CD45 BV CD45 PECy7

CD3 APC CD11b Per-CP-Cy5.5
CD4 Per-CP- Cy5.5 F4/80 PE

CD8 APC Cy7 Ly6g FITC

CD19 FITC Ly6c V450

3.3.8. Hamatologie

Die hdmatologischen Untersuchungen erfolgten an dem Hamatologiegerit scil Vet abe (Scil
Vet), welches uns von der ZETT der HHU Diisseldorf zur Verfiigung gestellt wurde. Fiir die
Untersuchungen wurden den Versuchstieren zwei Tropfen Blut retroorbital entnommen und
in EDTA beschichteten MiniCollect® Tubes gesammelt. Die Messungen verliefen nach
Herstelleranweisung, sodass die gewonnenen Daten libertragen und ausgewertet werden

konnten.
3.4. Statistische Analyse

Die erhobenen Rohdaten wurden mit dem Statistikprogramm GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software Inc.) bearbeitet und zu Grafen verarbeitet. Aus den Einzelwerten wurden
Mittelwerte berechnet und mit der Standardabweichung (S.D.) dargestellt. Signifikanzen
zwischen zwei Gruppen wurden passend zur Zugehorigkeit als gepaarter oder ungepaarter
t-Test berechnet. Der Vergleich zwischen mehr als zwei Gruppen untereinander wurde durch
Zuhilfenahme des One-way ANOVA-Tests durchgefiihrt.

Fiir die Signifikanzpriifungen wurden Werte bis einschlieBlich 0,05 als positive Signifikanz

bestimmt.
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4. Ergebnisse

4.1. Plattchenreaktivitiat unter RIVA
4.1.1. Thrombozytenfunktion unter RIVA

Fir die Darstellung der Plattchenreaktivitit unter dem Einfluss von RIVA wurde die
Aggregationsfdhigkeit der Proben mit verschiedenen Stimuli betrachtet. Es wurde mit ADP,
Collagen und TRAP-6 stimuliert.

4.1.1.1. Vollblutaggregation unter RIVA

Zunichst wurde die Aggregation im Vollblut, welches mit Hirudin antikoaguliert wurde,

mittels des MEA (Multiplate® Analyzer, Roche) gemessen.
4.1.1.1.1. Querschnittsanalyse

Fiir die Querschnittsanalysen wurden Patienten mit einer bestehenden RIVA-Therapie, sowie

RIV A-naive Patienten rekrutiert (Tab. 3).
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Tabelle 3: Patientencharakteristika der rekrutierten Patienten; Angegeben in Mittelwert + S.D.

Eigenschaften

Alter (Jahren) —mean + S.D.
Mainnlich — Anzahl (%)
CHA2DS2-VASc — mean + S.D.

Komorbidititen — Anzahl (%)
Vorhofflimmern

Raucher

CAD

pAVK

Herzfehler

Hypertension
Hypercholesterindmie

Diabetes mellitus II

Medikation — Anzahl (%)
Antikoagulation
ACE-Inhibitoren
AT1-Rezeptor-Antagonisten
Betablocker
Calciumrezeptor-Antagonisten
Diuretika
Aldosteronrezeptor-Antagonisten

Statine

Laborparameter - mean = S.D.
Hamoglobin (g/dl)

Leukozyten (x1000/pl)
Thrombozyten (x1000/ul)
Fibrinogen (mg/dl)

Kreatinin (mg/dl)

CRP (mg/dl)

OAK

Zeitreihenanalyse

Gruppe (N=37)

72.41 +14.16
23 (62.2 %)
427+1.79

37 (100 %)
4(10.8 %)
26 (70.3 %)
4(10.8 %)
7 (18.9 %)
31 (83.8 %)
23 (62.2 %)
15 (40.5 %)

37 (100 %)
12 (32.4 %)
9 (24.3 %)

30 (81.1 %)
10 (27 %)

17 (45.9 %)
14 (37.8 %)
25 (67.6 %)

11.89+£2.12
7.49+£2.27
202.97 +78.63
366.06 £ 98.09
1.18+0.48
349+£5.18

OAK

Querschnittsanalyse

Gruppe (N=53)

70.94 + 11.69
25 (47.2 %)
325+ 1.65

53 (100 %)
11 (20.8 %)
13 (24.5 %)
3(5.7 %)
4(7.5 %)
41 (77.4 %)
18 (34.0 %)
7(13.2 %)

53 (100 %)
20 (37.7 %)
18 (34 %)

46 (86.8 %)
13 (24.5 %)
32 (60.4 %)
14 (26.4 %)
22 (41.5 %)

12.65+2.49
7.64 £2.39
217.85 £ 64.68
298.13 £ 83.34
1.12+£0.29
2.00 £4.04

Kontrolle
Gruppe
(N=52)

61.77 + 17.46
11 (21.2 %)
1.95 + 1.43~

0 (0 %)
5(9.6 %)
3(5.8 %)~
4(7.7 %)~

K

20 (38.5 %)~
8 (15.4 %)~
5(9.6 %)~

0 (0 %)
4(7.7 %)~
3(5.8 %)~
10 (19.2 %)~
3(5.8 %)~
5(9.6 %)~

K

10 (19.2 %) *

13.71 £ 1.53
7.02+2.05
234.78 £ 65.52

K

1.02+£0.76 ¢
0.89+1.08*

ACE= Angiotensin converting enzyme; AT=Angiotensin; CRP=C-reaktives Protein

PHerzfehler wurde definiert als Ejektionsfraktion <40 %

* wurde nicht fiir alle Patienten bestimmt, fiir die Berechnung der Mittelwerte wurden die existierenden Einzelwerte

verwendet, die fehlenden Werte wurden als nicht-vorhandene Werte verrechnet.

-39 .-



4. Ergebnisse

Bei der Stimulation mit ADP zeigte sich ein deutlicher Trend einer Reduktion der
Aggregation in RIVA-Patienten. Die Aggregation fiel von einer AUC von 77,79 U + 17,31 U
(n=19) auf eine AUC von 68,28 U £ 15,5 U (n=25) (p =0,0621) ab.

Mit der Stimulation von Collagen und TRAP-6 zeigten sich hier signifikante Abnahmen in
der Aggregationsrate. Bei Collagen-Stimulation fiel die AUC von 85,16 U £+ 15,95 U (n = 19)
auf 66,06 U £ 11,92 U (n=17) (p = 0,0003). Bei der Stimulation mit TRAP-6 reduzierte die
RIVA-Behandlung die durchschnittliche AUC von 125,4 U + 18,64 U (n = 19) auf 102,5 U +
25,02 U (n=17) (p = 0,0035) signifikant (Abb.17).

ADP Collagen TRAP
200+ 200+ 200+
%) 0.06 %) 0.0003 %) . 0.004
2 150+ 2 150+ 3 150+ L] .‘
= < o
2 1001 2 1004 2 100+
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g 2 g )
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@© © ©
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Con Riva Con Riva Con Riva

Abbildung 17: Vollblutaggregation von RIVA-naiven Patienten verglichen mit Patienten mit chronischer

RIVA-Einnahme, stimuliert mit TRAP, Collagen und ADP

ADP stimulierte Vollblutaggregation: Con vs. RIVA 77,79 U £+ 17,31 U vs. 68,28 U + 15,5 U,
n =19 vs. 25, p = 0,0621; Collagen stimulierte Vollblutaggregation: Con vs. RIVA: 85,16 U +
15,95 U vs. 66,06 U £ 11,92 U, n = 19 vs. 17, p = 0,0003; TRAP-6 stimulierte Vollblut-
aggregation: Con vs. RIVA: 1254 U+ 18,64 U vs. 102,5U + 25,02 U, n=19 vs. 17, p =0,0035;
angegeben in Mittelwert + S.D.

4.1.1.1.2. Zeitreihenanalyse

Da individuelle und krankheitsspezifische Einfliisse, wie zum Beispiel Herz-Rhythmus-
Storungen, auf die Reaktivitdt der Plédttchen einen groen Einfluss haben kénnen, (68) wurden
weitere Versuche durchgefiihrt, in welcher die Aggregation im Verlauf einer RIVA-Einnahme
bei demselben Patienten untersucht wurde. Dadurch konnten die reinen Verdnderungen der
Plattchenfunktionen nach RIVA-Einnahme herausgestellt werden. Hierfiir wurden Patienten
akquiriert, welche die Erstdiagnose fiir VHF erhielten und mit RIVA neu therapiert werden
sollten (Tab. 3). Es zeigte sich, dass das Blut, 4 h nach der initialen Gabe von RIVA,
signifikant niedrigere Aggregationen aufwies, als vor der RIVA-Behandlung. Bei der

Stimulation mit ADP fiel der Wert von 28,8 U + 14,56 U (n = 10) auf 24,7 U + 14,21 U
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(n=10) (p =0,0418). Die TRAP-6 Stimulation liel die Reaktivitdt von 62,00 U + 21,03 U (n
=9)auf 52,33 U £ 15,95 U sinken (p = 0,0146) (Abb.18).

ADP TRAP
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Abbildung 18: Vollblutaggregation vor und nach Ersteinnahme von RIVA, stimuliert mit ADP und
TRAP-6.

ADP stimulierte Vollblutaggregation vor vs. nach RIVA-Einnahme: 28,8 U £ 14,56 U vs. 24,7 U
+ 14,21 U, n = 10, p = 0,0418; TRAP-6 stimulierte Vollblutaggregation vor vs. nach RIVA-
Einnahme: 62,00 U £21,03 U vs. 52,33 U + 15,95 U, n=9; p = 0,0146; angegeben in Mittelwert
+S.D.

4.1.1.2. LTA unter RIVA

Auch in den Aggregationsmessungen mit der LTA zeigten sich signifikant kleinere
Aggregationsmaxima in den Blutproben 4 h nach RIVA-Gabe fiir alle drei Stimuli (ADP:
49,50 % =+ 28,37 % zu 36,17 % £ 24,08 %, n = 19/19, p = 0,0265; Collagen: 72,62 % =+
27,24 % zu 60,69 % + 29,73 %, n = 16/16, p = 0,0130; TRAP-6: 73,40 % =+ 40,18 % zu
51,68 % + 34,30 %, n = 13/13, p = 0,0394) (Abb.19).
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Abbildung 19: LTA vor und nach Ersteinnahme von RIVA, stimuliert mit ADP, Collagen und TRAP-6.

ADP stimulierte Aggregation in der LTA vor vs. nach RIVA-Einnahme: 49,50 % + 28,37 % vs.
36,17 % £ 24,08 %, n = 19, p = 0,0265; Collagen stimulierte Aggregation in der LTA vor vs.
nach RIVA-Einnahme: 72,62 % + 27,24 % vs. 60,69 % + 29,73 %, n = 16, p = 0,0130; TRAP-6
stimulierte Aggregation in der LTA vor vs. nach RIVA-Einnahme: 73,40 % + 40,18 % vs.
51,68 % £ 34,30 %, n = 13; p = 0,0394; angegeben in Mittelwert + S.D.

4.1.2. Thrombozytenadhision unter RIVA

Neben der Aggregationsfahigkeit spielte auch die Adhdsion der Thrombozyten eine grofle
Rolle zur Beschreibung der Reaktivitit von Thrombozyten. Hierfiir wurde der Beginn der
Thrombusformation unter physiologischeren Bedingungen in der Flusskammer, unter
normierten Scherkriften dargestellt. Uber Collagen beschichtete Flusskammern wurden dabei
flir 3 min bzw. 5 min bei 10 dyn/cm? mit Calcein AM gefarbtes Vollblut, mit laminarem bzw.
pulsatilem Fluss, laufen gelassen. AnschlieBend konnte die Fliche, auf welcher die

fluoreszierenden Plittchen adhériert waren, bestimmt werden.
4.1.2.1. Querschnittsanalyse
4.1.2.1.1. Laminarer Fluss

Im Patientenkollektiv, welches mit RIVA behandelt wurde, ist bei einer kurzen laminaren
FlieBzeit von 3 min, im Vergleich zur Kontrollgruppe, ein Trend zu einer kleineren
Adhisionsflichen auszumachen (Con. vs. RIVA: 3437 pm? + 3191 um? zu 2558 pm? + 1543
um?; n = 9/15, p =0,3708) (Abb.20).
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Flow time: 3 min.
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Abbildung 20: Thrombozytenadhésion von RIVA-naiven und RIVA-Patienten, gemessen in der

Flusskammer bei laminarem Fluss nach 3 min.

Im Bioflux gemessene Thrombozytenadhdsion auf collagenbeschichteten Platten bei Con. vs.
RIVA-Patienten: 3437 pm? + 3191 pm? vs. 2558 pm? £ 1543 um?, n = 9 vs. 15, p = 0,3708;
angegeben in Mittelwert + S.D.

4.1.2.1.2. Pulsatiler Fluss

Bei einem pulsatilen Fluss und einer Fliezeit von 5 min zeigten sich hier schon signifikante
Unterschiede zu Gunsten der RIVA-Patienten. Die Fliche, die von Thrombozyten bedeckt
war, betrug in der mit Riva-behandelten Gruppe signifikant kleinere Werte, als die in der

Kontrollgruppe (Con. vs. RIVA: 5464 pm? £ 2473 pm? vs. 3156 um? + 2042 um?; n = 8/16,
p =0,0234) (Abb.21).

Flow time: 5 min.
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Abbildung 21: Thrombozytenadhision von RIVA-naiven und RIVA-Patienten, gemessen in der
Flusskammer bei pulsatilem Fluss nach S min.

Im Bioflux gemessene Thrombozytenadhdsion auf collagenbeschichteten Platten bei Con. vs.
RIVA-Patienten: 5464 pm? + 2473 pm? vs. 3156 pm? + 2042 um? n = 8 vs. 16, p = 0,0234;
angegeben in Mittelwert + S.D.
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4.1.2.2. Zeitreihenanalyse

Auch hier wurden die Versuche, analog zu den Aggregationsversuchen, bei Patienten mit
Ersteinnahme des FXa-Hemmers vor und 4 h nach RIVA-Einnahme durchgefiihrt, um

individuelle Effekte auszuschlief3en.
4.1.2.2.1. Laminarer Fluss

Dabei zeigten sich eindeutige Verringerungen in den Proben, welche post RIVA-Behandlung
entnommen wurden. Hier sanken die Flachen der adhdrierten Thrombozyten bei laminarem

Fluss von 4216 pm? £ 1263 um? auf 2108 um? &+ 1002 um? (n = 4/4; p = 0,0089) (Abb.22).

Flow time: 3 min.
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Abbildung 22: Thrombozytenadhision vor und nach RIVA-Ersteinnahme, gemessen in der Flusskammer

bei laminarem Fluss nach 3 min.

Im Bioflux gemessene Thrombozytenadhdsion auf collagenbeschichteten Platten vor vs. nach
RIVA-Einnahme: 4216 pm? = 1263 um? vs. 2108 um? = 1002 pm?, n = 4 vs. 4, p = 0,0089;
angegeben in Mittelwert + S.D.

4.1.2.2.2. Pulsatiler Fluss

Dies ist auch bei 5 min pulsatilem Fluss zu sehen. Der mit Pladttchen bedeckte Bereich betrug
hier vor der RIVA-Einnahme 5798 pm? + 2322 um? und fiel dann signifikant auf 3031 pm? +
2607 pm? (n = 5/5; p = 0,0403) ab (Abb.23).

_44 -



4. Ergebnisse

Flow time: 5 min.
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Abbildung 23: Thrombozytenadhision vor und nach RIVA-Ersteinnahme, gemessen in der Flusskammer

bei pulsatilem Fluss nach 5 min.

Im Bioflux gemessene Thrombozytenadhision auf collagenbeschichteten Platten vor vs. nach
RIVA-Einnahme: 5798 pm? £+ 2322 pm? vs. 3031 pm? + 2607 um?, n =5 vs. 5, p = 0,0403;
angegeben in Mittelwert + S.D.

4.1.3. In-vivo Thrombusformation unter RIVA

Zusitzlich zu den humanen in-vitro-Analysen, wurde die Thrombusformation in-vivo bei
Maiusen untersucht. Hierfiir fiihrten die Kooperationspartner der Arbeitsgruppe um Dr. med.
Petzold aus der LMU folgende Versuche durch. Untersucht wurden zwei Versuchsgruppen,
wovon eine Gruppe RIVA und die andere lediglich das Losungsmittel in welchem RIVA
gelost wurde, verabreicht bekam. Die Applikation erfolgte p.o. iiber eine Gavage der
Substanzen. Nach Induktion einer Verletzung der Arteria carotis communis durch Applikation
eines mit Fe-(Ill)-chlorid getrankten =~ Gewebes, wurden Aufzeichnungen der

Thrombusformation mithilfe eines Intavitalmikroskops durchgefiihrt.
4.1.3.1. Thrombusformation

Die Thrombusformation bei RIVA-behandelten Miusen zeigte in der Untersuchung mittels
Intravitalmikroskopie sichtbare Unterschiede in der Bildungsgeschwindigkeit und der

Thrombusgrofle nach 60 min (Abb.24).
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Abbildung 24: In-vivo Thrombusformation in der Arteria carotis communis im Laufe der Zeit, bei einer

mit Vehikel- oder RIVA-behandelten Maus.

Intravitalmikroskopische Untersuchung der Thrombusformation im Verlauf einer Stunde. (Daten

und Abb, zur Verfiigung gestellt von Petzold et al.)
4.1.3.2.  Zeit bis zur Okklusion

In der Zeit bis zur ersten Okklusion war ein deutlicher Trend bei RIVA-behandelten Mausen
zu sehen. Bei diesen kommt es mit durchschnittlich 1822 s + 1571 s statt 769 s + 682 s zu
spéateren Okklusionen als bei den Vergleichstieren (n = 12/10; p = 0,06) (Abb.25).
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Abbildung 25: Zeit bis zur ersten Okklusion bei Vehikel- vs. RIVA-behandelten Miiusen.

Gemessene Zeit bis zur ersten Okklusion der Arteria carotis communis bei Vehikel vs. RIVA-
behandelter Mause: 769 s + 682 s vs. 1822 s = 1571 s, n = 10 vs. 12, p = 0,06; angegeben in
Mittelwert £ S.D. (Daten und Abb, zur Verfiigung gestellt von Petzold et al.)

4.1.3.3. Fragmentierung des Thrombus

Bei der Anzahl der Thrombusfragmente, welche sich 18sten, sah man mit 2,1 Teilchen pro h +
1,04 zu 5,0 Teilchen pro h + 2,0, eine signifikante Erhdhung der Fragmentanzahl in der
Versuchsgruppe, welche mit RIVA geschlundet wurde (n = 11/7; p <0,001) (Abb.26).
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Abbildung 26: Teilchenanzahl der Thrombusfragmente in Vehikel- und RIVA-behandelter Miuse.

Fragmentzahl der sich pro h vom Thrombus 16sender Teilchen, bei Veh vs. RIVA- behandelter
Mause: 2,1 Teilchen pro h & 1,04 vs. 5,0 Teilchen pro h+2,0,n=11 vs. 7; p < 0,001; angegeben
in Mittelwert £ S.D. (Daten und Abb, zur Verfiigung gestellt von Petzold et al.)

4.1.3.4. Histologie des Thrombus

Betrachtet man die gewonnenen Thromben genauer, unter histologischen Aspekten, waren

auch hier groe Unterschiede zwischen den Gruppen zu sehen.
4.1.3.4.1. Fibrinogen auf der Thrombusoberfliche

Im Vergleich der Thromben auf den Fibrinogenanteil, waren bei den unbehandelten Méusen
mit einem Fldchenanteil von durchschnittlich 46,24 % =+ 10,30 %, wesentlich hoéhere
Fibrinogenbereiche, als bei den RIVA-behandelten Tieren, zu sehen (29,02 % + 11,38 %,
n=>5/7; p=0,023) (Abb.27).
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Abbildung 27: Fibrinogen auf der Oberfliche des Thrombus von Kontrollen und RIVA-behandelten
Miusen.
Thrombus, in welcher das Fibrinogen angeférbt wurde; prozentualer Anteil der gefarbten Flache
bei Veh. vs. RIVA-behandelter Mause: 46,24 % + 10,30 % vs. 29,02 % = 11,38 %, n=5vs. 7, p
= 0,023; angegeben in Mittelwert + S.D. (Daten und Abb, zur Verfiigung gestellt von Petzold et
al.)
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4.1.3.4.2. Thrombozyten auf der Thrombusoberfliche

Bei Betrachtung der Thrombusoberfliche hinsichtlich der Adhdsion von Pléttchen,
war auch hier eine signifikante Reduktion der Flache bei RIVA-behandelten Tieren zu
verzeichnen (Con. vs. RIVA: 44,78 % =+ 3,22 % vs. 31,95 % + 9,34 %; n = 5/7; p =
0,016).

In der Uberlagerung der einzelnen histologisch gefirbten und abfotografierten Bilder,
war im Vergleich eindeutig zu erkennen, dass der Thrombus bei RIVA-behandelten

Tieren eine hohere Porositit aufwies (Abb.28).
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Abbildung 28: Plittchen auf der Oberfliiche des Thrombus von Vehikel- und RIVA-behandelten Miusen.

Abbildung des Thrombus, in welcher die Plittchen angefirbt wurden; prozentualer Anteil der
gefarbten Fliche bei Vehikel- vs. RIVA-behandelter Méuse: 44,78 % =+ 3,22 % vs. 31,95 % =+
9,34 %, n =5 vs. 7, p = 0,016 angegeben in Mittelwert = S.D; Daneben Uberlagerung der
Abbildungen. (Daten und Abb, zur Verfiigung gestellt von Petzold et al.)

4.1.4. Thrombozytenreaktivitit unter Faktor Xa

Weiterhin wurde untersucht, ob die bisher gefundenen Effekte von RIVA auf die FXa-
inhibierenden Eigenschaften zuriickzufiihren waren, sodass im Folgenden die Reaktivitét der

Thrombozyten in Anwesenheit von FXa iiberpriift werden konnte.
4.1.4.1. Im Vollblut

Zunichst konnte gezeigt werden, dass die AUC, gemessen am Multiplate®, fiir welches Blut
freiwilliger Probanden hergenommen wurde, nach Hinzugabe von 10 pg/ml FXa signifikant
anstieg und es zu einer Aktivierung der Thrombozyten durch FXa kam. (Veh. vs. FXa:

18,25 U £9,95 U vs. 22,75 U £ 11,15 U; n = 4/4; p = 0,023) (Abb.29).
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Abbildung 29: Vollblutaggregation mit FXa-Stimulation.

Vehikel vs. FXa stimulierte Vollblutaggregation: 18,25 U+9,95 U vs. 22,75 U+ 11,15U,n=4
vs. 4, p = 0,023; angegeben in Mittelwert + S.D.

4.14.2. Konzentrationsabhingige Reaktivitit in gewaschenen Plittchen

Dass die Reaktivitit der Pléttchen, abhingig von der Konzentration von FXa war, sollte
anhand einer Konzentrations-Wirkungs-Kurve (KWK) gezeigt werden. Um einen mdglichen
Einfluss von im Plasma vorhandenen Proteinen oder Ahnlichem auszuschlieBen, wurden die
Versuche mittels der LTA in WP durchgefiihrt. Bei der Stimulation der Plattchen mit einer
FXa-Konzentration von 13 ng/ml betrug das Maximum der Aggregation (MoA) 14,96 % =+
31,44 %. Diese stieg mit Erh6hung der Konzentration von FXa weiter an. So fiihrten die FXa-
Konzentrationen von 26 ng/ml, 39 ng/ml und 52 ng/ml zu einer MoA von 18,40 % + 34,10 %,
62,24 % + 33,30 % und 66,91 % + 28,86 % (n = 5; p = 0,0322) (Abb.30).
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Abbildung 30: Plittchenaggregation in LTA mit gewaschenen Plittchen nach Stimulation mit FXa.

FXa-stimulierte Aggregation in LTA mit 13 pg/ml, 26 pg/ml, 39 pg/ml oder 52 pg/ml FXa:
14,96 % + 31,44 % vs. 18,40 % £ 34,10 % vs. 62,24 % + 33,30 % vs. 66,91 % + 28,86 %, n =5,
p = 0,0322; angegeben in Mittelwert = S.D.; Signifikanz berechnet durch one-way Anova-Test

4.1.4.3. Konzentrationsabhingige Hemmung der Reaktivitit mit RIVA

Auch die Hemmung der Aggregation, konnte durch eine Konzentrationserhohung des FXa-
Inhibitors RIVA erhoht werden. Dies wurde anhand einer KWK von RIVA, ebenfalls in
gewaschenen Pléttchen, gezeigt. Dabei betrug das MoA ohne RIVA 34,54 % + 9,98 % und
fiel mit steigender RIVA-Konzentration ab (3 pM RIVA: MoA = 9,69 % + 9,47 %; 100 pM
RIVA: MoA = 0,51 % + 0,78%; 300 pM RIVA: MoA = 0,04 % + 0,05 %; n=4; p <0,0001)
(Abb.31).
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Abbildung 31: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von RIVA gemessen in der LTA mit vorinkubierten,

gewaschenen Plittchen nach Stimulation mit FXa.

Konzentrationsabhdngige Hemmung der FXa-stimulierten (35 pg/ml) Aggregation in der LTA:
34,54 % + 9,98 % vs. 9,69 % + 9,47 % vs, 0,51 % £ 0,78 % vs. 0,04 % £ 0,05 %; n = 4,
p <0,0001; angegeben in Mittelwert + S.D.; Signifikanz berechnet durch one-way Anova-Test.

4.1.4.4. Intrazellulires Calcium-Signaling

Fiir die Untersuchung des Signalweges wurde die Ca?‘-Freisetzung aus Plittchen nach
Stimulation mit 32 uM TRAP-6 oder 10 pg/ml FXa zu zwei Zeitpunkten bestimmt. Nach
Stimulation wurde die durchflusszytometrische Messung 60 s und 120 s spdter durchgefiihrt.
Dabei konnte beobachtet werden, dass nach einer Stimulation der Plittchen mit dem starken
Stimulus TRAP-6, das Ca**-Signal im Vergleich zu unstimulierten Proben rasch von 0,245 %
+ 0,070 % auf 88,55 % + 3,48 % stark anstieg, um dann nach 120 s wieder auf 47,74 % =+
6,79 % abzufallen. Eine vorherige Inhibition des PAR-1 mit VORA, hemmte diese Reaktion,
sodass nach 60 s nur noch ein Signal von 4,58 % + 2,37 % (n = 4; P ungehemmt vs. gehemmt < 0,01)
zu beobachten war und nach 120 s weiter auf 3,73 % + 1,44 % abfiel.

Eine Stimulation mit 10 pg/ml FXa fiihrte zwar nicht zu einer sehr starken Aktivierung der
Plittchen und dadurch zu keinem vergleichbar hohen Anstieg des Ca®*-Signals, wie der starke
PAR-1-Stimulator TRAP-6. Aber mit einem Signal von 15,18 % + 3,35 % war trotzdem eine
Aktivierung der Pléttchen und das Freiwerden von intrazelluldrem Calcium zu beobachten.
Auch hier fiel nach 120 s die Ca**-Freisetzung wieder ab und erreicht einen Wert von 7,87 %
+ 2,01 %. Die Inkubation mit VORA im Vorhinein, fiihrte analog zur TR AP-6-Stimulation zu
einer starken Reduktion des Signals, sodass nach 60 s nur noch ein 0,723 %iger + 0,302 %
Anteil an Ca?" positiven Zellen zu messen war (n = 4; P ungehemmt vs. gehemmt < 0,01). Diese fiel
1m Laufe der Zeit weiter ab und war nach 120 s mit 0,483 % + 0,218 % nur noch minimal
messbar (Abb.32).
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Abbildung 32: Calciumsignaltransduktion nach Stimulation mit FXa oder TRAP-6 mit und ohne

Vorinkubation mit Vorapaxar.

Durchflusszytometrische Analysen des Ca?*-Signals ohne Stimulation, mit TRAP-6- (32 uM)
oder FXa-Stimulation (10 pg/ml) und deren Inhibition mit 200 pM Vorapaxar: unstimuliert
0,245 % + 0,070 %; TRAP-6 60 s: 88,55 % + 3,48 %; TRAP-6 120 s: 47,74 % + 6,79 %; FXa
60 s: 15,18 % =+ 3,35 %; FXa 120 s: 7,87 % + 2,01 %; VORA unstimuliert: 0,318 % + 0,163 %;
VORA TRAP-6 60 s: 4,58 % + 2,37 %; VORA TRAP-6 120 s: 3,73 % + 1,44 %; VORA FXa
60 s: 0,723 % =+ 0,302 %; VORA FXa 120 s: 0,483 % + 0,2185 %, n = 4; p (TRAP-6 60 s vs.
VORA TRAP-6 60 s) <0,01; p (FXa 60 s vs. VORA FXa 60 s) < 0,01; angegeben in Mittelwert
+ S.D. (Daten und Abb, zur Verfligung gestellt von Petzold et al.)

4.1.4.5. P-Selektin-Expression

Durch die Aktivierung von Thrombozyten werden Oberflichenproteine exprimiert, welche
durch FACS Analysen quantifiziert werden konnten. Auch hier =zeigten sich
konzentrationsabhidngige Verdnderungen. In den Kontrollproben, ohne FXa-Stimulation,
betrug der Anteil an P-Selektin-positiven Zellen 3,70 % + 0,99 %. Die Anwesenheit von
0,3 nM FXa fiihrte zu einer Erh6hung der P-Selektin-Expression auf 6,09 % + 0,58 %. Diese
stieg weiter an, wenn die Konzentration von FXa auf 3 nM und 30 nM erhoht wurde. Dabei
erhohte sich der Anteil an positiven Zellen flir den Oberflichenmarker auf 14,16 % + 0,09 %
bzw. 94,48 % £+ 0,79 % (n=5; p <0,0001) (Abb.33).
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Abbildung 33: P-Selektin-Expression auf Plittchen, ohne und mit Stimulation mit FXa, gemessen durch

FACS-Analysen.

Expression von P-Selektin nach FXa Stimulation (0,3 nM, 3 nM oder 30 nM) gemessen mittels
Durchflusszytometrie: 3,70 % =+ 0,99 % vs. 6,09 % £ 0,58 % vs. 14,16 % + 0,09 % vs. 94,48 % =
0,79 %, n =5, p < 0,001; angegeben in Mittelwert = S.D.; Signifikanz berechnet durch one-way

Anova-Test

4.1.4.6. ICAM-2-Expression

Ein weiteres Oberflichenprotein, welches bei der Aktivierung der Pldttchen hoch exprimiert
wird, ist das interzelluldre Adhédsionsmolekiil ICAM-2. Auch hier fiihrte eine Erhéhung der
FXa-Konzentration zu einer signifikanten Steigerung der Expression an der Oberfliache der
Blutplattchen. Im Vergleich zu den Kontrollproben ohne Stimulation, stiegen die Werte bei
einer 0,3 nM Zugabe von FXa auf 1,11 % £ 0,085 %. Bei einer Erhohung der FXa-
Konzentration auf 3 nM stieg die Expression auf 1,26 % % 0,075 % und erreichte bei der
Stimulation mit 30 nM FXa eine ICAM-2-Expression von 3,54 % + 1,21 % (n = 5;
p <0,0001) (Abb.34).
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Abbildung 34: ICAM-2-Expression auf Plittchen, ohne und mit Stimulation mit FXa, gemessen durch
FACS-Analyses.
Expression von ICAM-2 nach FXa-Stimulation (0,3 nM, 3 nM oder 30 nM) gemessen mittels
Durchflusszytometrie: 1 % + 0,0 % vs. 1,11 % + 0,08 % vs. 1,26 % + 0,075 % vs. 3,54 % =+
1,21 %, n =5, p <0,001; angegeben in Mittelwert = S.D.; Signifikanz berechnet durch one-way

Anova-Test

4.14.7. CD40L-Expression

Das Membranprotein CD40L dient als Ligand des CD40-Proteins fiir antigenpriasentierende
Zellen. Auch hier zeigten sich Hochregulierungen nach Aktivierung der Plittchen mit FXa.
Das Stimulieren mit 0,3 nM FXa erhohte die Expression von 1,00 % auf 1,11 % £ 0,19 %. Bei
einer Erhohung der FXa-Konzentration um das Zehnfache, erhohte sich die Expression des
Membranproteins mit 1,64 % + 0,07 % maiBig. Die Konzentrationserhohung des FXa auf
30 nM zeigte hingegen einen starken Anstieg der CD40L-positiven Plattchen, sodass ein

Anteil von 7,91 % + 2,32 % erreicht wurde (n =5; p <0,0001) (Abb.35).
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Abbildung 35: CD40L-Expression auf Plittchen, ohne und mit Stimulation mit FXa, gemessen durch
FACS -Analysen.

Expression von CD40L nach FXa-Stimulation (0,3 nM, 3 nM oder 30 nM) gemessen mittels
Durchflusszytometrie: 1,00 % = 0,0 % vs. 1,11 % + 0,19 % vs. 1,64 % + 0,07 % vs. 7,91 % =+
2,32 %, n =15, p <0,001; angegeben in Mittelwert + S.D.; Signifikanz berechnet durch one-way

Anova-Test

4.1.5. Verinderungen der PAR-Expression

Wie bereits durch Achilles et al. gezeigt wurde, fiihrte die Behandlung von Patienten mit dem
FII-Hemmer Dabigatran, zu einer Erhohung der Expression des PAR-1 bzw. PAR-4. (35) Ob
dieser Effekt auch bei der Hemmung von FXa auftritt, wurde mithilfe

durchflusszytometrischer Untersuchungen gepriift.
4.15.1. PAR-1

Anhand der gemessenen Werte stellten sich bei der Behandlung mit RIVA jedoch keine
Unterschiede in der PAR-1-Expression heraus. Mit einer mittleren Fluoreszenzintensitat
(MFI) von 1299 + 313,5 war die Dichte des PAR-1 auf nahezu demselben Wert, wie die der
Kontrollproben, die eine MFI von 1368 + 387,0 (n = 7; p = 0,36) aufwiesen (Abb.36).
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Abbildung 36: PAR-1-Dichte ohne und mit RIVA-Behandlung

PAR-1-Expression auf den Plittchen, gemessen in der Durchflusszytometrie: Con. vs. RIVA
1368 +387,0 vs. 1299 £313,5, n =7, p = 0,36; angegeben in Mittelwert + S.D.

4.1.5.2. PAR+4

Auch die Expression des PAR-4 blieb mit einer MFI von 614,9 = 107,7 zu 593,0 + 95,37 im
Vergleich zwischen Kontrolle und RIVA-Behandlung, nahezu auf demselben Level (n = 7;
p=20,11) (Abb.37).
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Abbildung 37: PAR-4-Dichte ohne und mit RIVA-Behandlung

PAR-4-Expression auf Plittchen, gemessen in der Durchflusszytometrie: Con. vs. RIVA: 614,9
+107,7 vs. 593,0 £ 95,37, n =7, p = 0,11; angegeben in Mittelwert + S.D.

4.1.6. Direkter Effekt von FXa auf PAR-1

Obwohl kein Einfluss auf die Expression der PAR-1 bestand, war jedoch ein direkter Effekt

auf diese zu beobachten.
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4.1.6.1. Plittchenreaktivitit unter Faktor Xa und Vorapaxar

VORA ist ein direkter PAR-1-Antagonist. Es zeigte sich, dass eine Vorbehandlung mit
VORA den pléttchenaktivierenden Effekt des FXa herabsetzte. Bei einer konstanten
Stimulation von FXa sank der MoA-Wert dabei bei einer Konzentration von 30 pM VORA
von 46,06 % + 26,28 % auf 10,90 % = 18,34 %. Die Erhéhung der VORA-Konzentration auf
100 pM bzw. 300 pM, lieBl die Aggregation weiter auf 4,41 % =+ 6,74 % bzw. 3,82 % + 6,22 %
sinken (n =4; p = 0,01). Dadurch lieB sich zeigen, dass FXa iiber eine direkte Aktivierung des
PAR-1 zu einer Aktivierung der Plattchen fihig war (Abb.38).

100+ 0.11
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Abbildung 38: FXa stimulierte Aggregation mit LTA nach Vorinkubation mit Vehikel oder Vorapaxar.

Konzentrationsabhdngige Hemmung der FXa-stimulierten Aggregation. Vehikel vs. 30 pM vs.
100 pM vs. 300 pM Vorapaxar: 46,06 % + 26,28 % vs. 10,90 % + 18,34 % vs. 4,41 % + 6,74 %
vs. 3,82 % £ 6,22 %; angegeben in Mittelwert £ S.D.; Signifikanz berechnet durch one-way

Anova-Test.
4.1.6.2. LC/MS-MS Messungen der Spalt-Produkte

Fiir die Darstellung der Bindungsstellen, an welcher FXa mit dem PAR-1 in Wechselwirkung
trat, wurden, mithilfe von LC/MS-MS, Untersuchungen durchgefiihrt, in welcher nach den
Spaltprodukten gesucht wurde. Hierbei wurde der extrazelluldre Teil des PAR-1-Peptids, der
fiir die Aktivierung des Rezeptors zustindig war, synthetisiert und mit FXa versetzt. Im
Anschluss konnten die Produkte aufgrund ihrer Grofle und Eigenschaften in der LC/MS-MS
aufgetrennt und identifiziert werden. Dabei stellte sich die Bindung zwischen Arginin, an der
Stelle 41 der PAR-1-Proteinkette, und dem benachbarten Serin*? als Angriffspunkt des FXa
heraus. Demgegeniiber waren keine Interaktionen zwischen FXa und dem PAR-4 zu
beobachten (Abb.39).
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Abbildung 39: Spaltprodukte der Interaktion von PAR-1 mit FXa und dessen Intensitéit im

Massenspektrometer.

Synthetisierte extrazellulire Proteinkette des PAR-1, versetzt mit FXa und anschlieBender
Messung der Spaltprodukte in der Massenspektrometrie. Gefundener Angriffspunkt entspricht
Arg*-Ser*?. (69) (Daten und Abb, zur Verfiigung gestellt von Petzold et al.)

4.1.7. Intrazellulire Signaltransduktion

Um weitere Informationen zum Signalweg von FXa zu erhalten, wurden einige bekannte
intrazellulire Enzyme gehemmt. Dadurch konnte durch Verdnderungen in der
Aggregationsfdhigkeit herausgestellt werden, welche Signalwege bei einer Stimulation mit
FXa beteiligt waren. Bei der Hemmung der PI3K fiel die MoA bei FXa-Stimulation von
68,34 % =+ 28,19 % in der Kontrollgruppe auf 50,18 % = 41,66 % (n = 6; p = 0,03) in den
PI3K-inhibierten Proben ab. Die Hemmung der ROCK fiihrte zu keiner Verdnderung der
Aggregation (MoA= 65,72 % + 29,8 %; n = 6; p = 0,54). In Anwesenheit des PLC-Inhibitors
zeigte sich wiederum eine signifikant verminderte Aggregation von 20,54 % £ 31,97 % (n =
6; p = 0,02). Dadurch konnte gezeigt werden, dass die Enzyme PI3K und PLC eine
wesentliche Rolle in der Aktivierung der Thrombozyten mit FXa spielten.

Zur Bestitigung der Ergebnisse wurden die Versuche mit dem bekannten PAR-1-Agonisten
TRAP-6 wiederholt. Auch hier konnte gezeigt werden, dass durch Inhibition der PI3K und der
PLC eine signifikant reduzierte Aggregation zu beobachten war. Die alleinige TRAP-6-
Stimulation fiihrte dabei zu einer durchschnittlichen Aggregation von 39,89 % + 33,21 %.
Diese fiel bei der Inhibition der PI3K auf 22,79 % + 19,92 % (n = 5; p = 0,02) ab. Die
Inhibition von ROCK verédnderte auch hier nichts an der Intensitidt der Aggregation. Diese
blieb mit 44,75 % =+ 28,46 % etwa auf demselben Level, wie die Kontrolle. Ebenso wie in der
FXa-Stimulation, sank die Aggregation nach PLC-Inhibition auf 24,70 % + 23,50 % ab
(n=5,p=0,05) (Abb.40).
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Abbildung 40: FXa- und TRAP-6 stimulierte Aggregation in der LTA nach Vorinkubation mit PI3K-,
ROCK- oder PLC-Inhibitoren.

Durch Inhibition verschiedener Enzyme determinierter Signalwege, die bei einer PAR-1-
Stimulation mit FXa oder TRAP-6 beteiligt waren. Con. vs. PI3K-I. vs. ROCK-I. vs. PLC-I. bei
FXa Stimulation: 68,34 % + 28,19 % vs. 50,18 % + 41,66 % vs. 65,72 % + 29,8 % vs. 20,54 % +
31,97 %, n = 6, p(Con vs. PI3K-I) = 0,03, p(Con vs. PLC-I) = 0,02; Con. vs. PI3K-I. vs.
ROCK-I. vs. PLC-I. bei TRAP-6 Stimulation: 39,89 % =+ 33,21 % vs. 22,79 % + 19,92 % vs.
4475 % + 28,46 % vs. 24,70 % + 23,50 %, n = 5, p(Con vs. PI3K-I) = 0,02,
p(Con vs. PLC-I) = 0,05; angegeben in Mittelwert + S.D.

4.1.8. Pristimulation und Verifizierung des Signalweges

Fiir die weitere Untersuchung des Signalweges, wurde eine Prédstimulation der Pléttchen,
durch Zugabe einer subaggregatorischen Konzentration von FXa durchgefiihrt. Die MoA stieg
dabei, im Vergleich zur Kontrolle ohne Stimulus, von 4,95 % + 8,42 % auf nur 14,09 % =+
10,08 % (n = 4; p = 0,24). Durch Zentrifugation wurden die Pldttchen im Anschluss isoliert,
sodass die Konzentration der phosphorylierten PI3K, sowie die DAG- und IP3-Level
bestimmt werden konnten. Dabei zeigten sich signifikante Unterschiede in den PI3K- sowie
DAG-Konzentrationen. Der phosphorylierte PI3K-Wert stieg im Vergleich zur Kontrolle von
214,1 pg/ml £ 8,17 pg/ml auf 240,30 pg/ml + 19,02 pg/ml (n = 4; p = 0,034). Die DAG-Level
erhohten sich signifikant von 30,37 pg/ml + 7,83 pg/ml auf 35,83 pg/ml + 5,83 pg/ml (n = 4;
p = 0,042). Auch die IP3-Konzentration erhoéhte sich signifikant. (73,00 pg/ml + 7,55 pg/ml
vs. 78,67 pg/ml = 9,018 pg/ml; n = 3; p = 0,042). Dadurch konnte gezeigt werden, dass die
FXa-stimulierte Aggregation, iiber die PI3K- und den PLC-Signalwege verliefen (Abb.41).
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Abbildung 41: Pristimulation der Plittchen mit einer subaggregatorischen Dosis von FXa. pPI3K-, DAG-

und IP3-Konzentration in Plittchen gemessen im ELISA.

FXa stimulierte Aggregation in der LTA mit einer subaggregatorischen Konzentration von FXa;
Con vs. FXa: 4,95 % + 8,42 % vs. 14,09 % + 10,08 %, n = 4, p = 0,24; phosphorylierte PI3K-
Anteil in Plattchen nach Pristimulation mit FXa: 214,1 pg/ml + 8,17 pg/ml vs. 240,30 pg/ml +
19,02 pg/ml, n = 4, p = 0,034; DAG-Gehalt in Pléattchen nach Préstimulation: 30,37 pg/ml +
7,83 pg/ml vs. 35,83 pg/ml £ 5,83 pg/ml, n = 4, p = 0,042; IP3-Gehalt in Plittchen nach
Prastimulation: 73,00 pg/ml + 7,55 pg/ml vs. 78,67 pg/ml £ 9,018 pg/ml; n = 3; p = 0,042;
angegeben in Mittelwert + S.D.
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4.2. ASS im akuten Myokardinfarkt
4.2.1. Infarktgrofien unter ASS-Behandlung — im open-chest-Modell

Ob ASS im AMI einen Einfluss auf die InfarktgroBe und das Outcome hat und ob der
Zeitpunkt der Applikation hier eine Rolle spielt, sollte durch Vergleichen -einer
Versuchsgruppe mit ASS- bzw. Vehikel-Applikation 30 min vor Ischdmie-Induktion und
einer Versuchsgruppe mit ASS- bzw. Vehikel-Applikation 15 min vor Reperfusionsbeginn
gezeigt werden. Dabei zeigte sich, dass ASS in beiden Fillen, sowohl in der
Praventionstherapie vor Ischdmie als auch in der Akuttherapie, wéhrend des
Infarktgeschehens, eine Reduktion der InfarktgroBen zur Folge hatte. Die Flidche des
Infarktareals verringerte sich bei der priaischdmischen Gruppe von 38,89 % + 8,22 % Infarkt
(Inf) pro AAR auf 27,02 % + 4,53 % Inf/AAR signifikant (n = 6/7; p = 0,0071). Ebenso
positiv wirkte sich aber auch eine Bolusinjektion von ASS im Laufe des Infarktes vor der
Reperfusion aus. Hier war ein Abfall des Infarktareals von 43,94 % =+ 9,16 % auf 34,16 % =+
6,80 % zu beobachten (n = 5/8; p = 0,049) (Abb.42).
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Abbildung 42: Infarktgrofie ASS-behandelter Méuse neben Kontrollen ohne ASS-Behandlung. Vergleich
der priischiimischen Intervention mit der Intervention vor Reperfusion.
Infarktgroflen ASS-behandelter Méuse im open-chest I/R Verfahren. Con. vs. ASS vor Ischdmie:
38,89 % =+ 8,22 % Inf/AAR vs. 27,02 % = 4,53 % Inf/AAR, n = 6 vs. 7, p = 0,0071; Con. vs.
ASS vor Reperfusion: 43,94 % £ 9,16 % vs. 34,16 % + 6,80 %, n =5 vs. 8, p = 0,049; angegeben
in Mittelwert = S.D. Représentative Bilder der Evans-Blue und TTC-gefirbten Mausherzen von
links nach rechts: Kontrolle Priaischdmie, ASS-behandelt Priaischdmie, Kontrolle Applikation vor

Reperfusion, ASS-Behandlung vor Reperfusion.
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4.2.2. Herzfunktion unter ASS-Behandlung

Neben den Infarktgrof8en waren auch die Verdnderungen der Herzfunktionen wichtige Marker
des Outcomes. Fiir die Darstellung dieser, wurden echokardiographische Bilder angefertigt
und ausgewertet. Nach AMI sank die Herzleistung erwartungsgeméfl im Vergleich zu den
Basalwerten, welche 24 h vor der Ischdmie aufgezeichnet wurden, ab. Eine Behandlung von
ASS fiihrte allerdings zu einer geringeren Verschlechterung der Herzfunktion nach 24 h
Reperfusionszeit. Bei der Betrachtung der EF fiel der Wert in der Kontrollgruppe der
praischamischen Applikation von 54,47 % + 4,37 % auf 37,84 % + 3,39 % (n = 5;
p = 0,0018). In der ASS-behandelten-Gruppe fiel er hingegen nur von 56,07 % + 7,43 % auf
49,86 % = 9,35 % (n = 5; p = 0,1990). Vergleicht man hierbei die beiden post-ischdmischen
Funktionen miteinander, war somit eine signifikant verbesserte EF in der ASS-Gruppe zu
sehen (p = 0,0269). Analog dazu war auch derselbe Effekt in der Gruppe mit ASS-
Behandlung vor Reperfusion zu beobachten (p = 0,0308) Hier fiel die Funktion in der
Kontrollgruppe von 51,42 % + 9,34 % auf 37,65 % + 5,84 % (n = 9; p = 0,0014) und in der
ASS-Gruppen von 55,17 % £+ 4,91 % auf nur 44,78 % + 6,51% (n = 8; p = 0,0070) ab
(Abb.43).
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Abbildung 43: Ejektionsfraktion gemessen mittels TTE bei ASS-naiven und priischimisch oder vor

Reperfusionsstart mit ASS-behandelten Méusen.

Anderungen der EF bei open-chest I/R operierten Miusen Baseline (BL) vs. post I/R bei
Kontrollen der ASS-Behandlung vor Ischidmie: 54,47 % + 4,37 % vs. 37,84 % £+ 3,39 %, n =5,
p = 0,0018; BL vs. post I/R ASS-Behandlung vor Ischdmie: 56,07 % + 7,43 % vs. 49,86 % +
9,35 %,n=15, p=10,1990; p(post I/R Con. vs. post /R ASS) =0,0269; BL vs. post /R Con. nach
Reperfusionsgruppe: 51,42 % + 9,34 % vs. 37,65 % + 5,84 %, n =9, p = 0,0014; BL vs. ASS-
Behandlung vor Reperfusion: 55,17 % £ 4,91 % vs. 44,78 % + 6,51 %, n =8, p = 0,0070; p(post
I/R Con vs. post I/R ASS-Behandlung) = 0,0308; angegeben in Mittelwert + S.D.
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Auch bei der Betrachtung des Herzindex (SVI), welches sich aus dem Schlagvolumen und der
Korperoberfliche der Tiere zusammensetzt, zeigten sich bei den ASS-behandelten Tieren,
unabhingig vom Applikationszeitpunkt, verbesserte Leistungen im Vergleich zu den
dazugehorigen Kontrollgruppen. Praischdmisch zeigte sich ein Wert von 1,019 pl/beat/m? +
0,2788 ul/beatm*> (n = 5; p= 0,0204) und fiel nach 24 h auf 0,498 pl/beat/m* =+
0,1195 pl/beat/m? in der Kontrollgruppe der Tiere, die die Applikation 30 min vor Ischidmie
erhielten. In der ASS-Gruppe zu diesen Tieren war ein Abfall von 1,128 pl/beat/m? +
0,3047 ul/beat/m? auf 0,7774 pl/beat/m? = 0,2427 upl/beat/m? (n = 5; p = 0,0303) zu messen.
Dies ergab einen signifikant besseren SVI in der ASS-behandelten Gruppe (p = 0,0497).
Entsprechendes ergab sich bei den Untersuchungen der Prireperfusions-Gruppe. Bei den
Kontrollen ergaben sich Werte von 0,7791 pl/beat/m? + 0,2257 pl/beat/m? vor und
0,4810 pl/beat/m? £ 0,0998 pl/beat/m? nach Ischimie (n = 9; p = 0,0063). Hingegen in der
ASS-Gruppe fiel der Wert von urspriinglich 0,9574 ul/beat/m? + 0,1341 pl/beat/m?> auf
0,6308 pl/beat/m?* + 0,1313 pl/beat/m? nach Ischdmie (n = 9; p = 0,0002) (p = 0,0150)
(Abb.44).
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Abbildung 44: Herzindex gemessen mittels TTE bei ASS-naiven und priischimisch oder vor

Reperfusionsstart mit ASS-behandelten Miusen.

Anderungen der SVI bei open-chest I/R operierten Miusen. Baseline (BL) vs. post I/R bei
Kontrollen der ASS vor Ischimie: 1,019 pl/beat/m? £ 0,2788 ul/beat/m? vs. 0,498 ul/beat/m? +
0,1195 pl/beat/m?, n = 5, p = 0,0204; BL vs. post I/R ASS vor Ischdmie: 1,128 pl/beat/m? +
0,3047 pl/beat/m? vs. 0,7774 pl/beat/m? + 0,2427 pl/beat/m?, n =5, p = 0,0303; p(post I/R Con.
vs. post I/R ASS) = 0,0497; BL vs. post I/R Con. Préreperfusionsgruppe: 0,7791ul/beat/m? +
0,2257 pl/beat/m? vs. 0,4810 pl/beat/m? £ 0,0998 pl/beat/m?; n=9, p = 0,0063; BL vs. ASS vor
Reperfusion: 0,9574 pl/beat/m? + 0,1341 ul/beat/m? vs. 0,6308 ul/beat/m? + 0,1313 pl/beat/m?,
n=9, p=0,0002; p(post I/R Con vs. post /R ASS) = 0,0150; angegeben in Mittelwert £ S.D.
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4.2.3. Infarktgroflen unter ASS-Behandlung mit und ohne
Thrombozytendepletion — im closed-chest-Modell

Eine Abhéngigkeit von Thrombozyten der bisher gefundenen Effekte von ASS, sollte durch
weitere Versuche, in welcher die Versuchsmduse von ihren Thrombozyten depletiert wurden
und diese somit im AMI keinen Einfluss mehr nehmen konnten, festgestellt werden. Da eine
Operation am offenen Herzen im thrombozytendepletierten Zustand zum Tod der Tiere durch
verbluten filhren wiirde, wurden diese Versuche im closed-chest I/R-Modell durchgefiihrt.
Dadurch war es moglich den Tieren, die durch i.v. Applikation des AK im Vorfeld depletiert
wurden, bei geschlossenem Thorax die Ischdmie zu induzieren. Als Proof of Concept wurde
hier zunéchst iiberpriift, ob die bisher erzielten Ergebnisse auch durch diese Methode
reproduziert werden konnten. Auch mit der closed-chest Methode konnte eine signifikante
Reduktion der Infarktgrofe in der ASS-Gruppe gezeigt und die bisherigen Erkenntnisse
bestdtigt werden (Con. vs. ASS: 64,64 % Inf/AAR + 9,29 % vs. 47,19 % Inf/AAR + 13,46%;
n=7/6; p=0,0186).
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Abbildung 45: Infarktgrole ASS-behandelter Miuse, verglichen mit Kontrollen ohne ASS-Behandlung.
Daneben Infarktgrofien pliattchendepletierter Miuse, verglichen mit ASS-behandelten und
gleichzeitig plittchendepletierten Miiusen.

Infarktgroen ASS-behandelter Méuse im closed-chest I/R Verfahren. Con. vs. ASS vor
Ischdmie: 64,64 % Inf/AAR + 9,29 % vs. 47,19 % Inf/AAR + 13,46 %, n =7 vs. 6, p = 0,0186;
Infarktgrofen thrombozytendepletierter Méuse ohne und mit ASS-Behandlung vor Ischidmie:
31,51 % Inf/AAR £ 12,01 % vs. 33,91 % Inf/AAR + 12,01 %, n = 6 vs. 4, p = 0,7555);
angegeben in Mittelwert + S.D. Représentative Bilder der Evans-Blue und TTC geférbten
Mausherzen von links nach rechts: Kontrolle Prédischimie, ASS-behandelt Prdischdamie,

plattchendepletiert, plattchendepletiert und ASS-behandelt Praischdmie.
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Bei einer Thrombozytendepletion zeigten sich hingegen keine Unterschiede der InfarktgroBBen
zwischen ASS-behandelten und unbehandelten Tieren. Hier blieb die Flidche des
abgestorbenen Bereichs von 31,51 % Inf/AAR + 12,01 % bei ASS-naiven Tieren auf nahezu
demselben Level, wie bei den ASS-behandelten Tieren mit 33,91 % Inf/AAR + 12,01 %
(n = 6/4; p = 0,7555). Da bei den pléttchendepletierten Tieren, keine weitere Reduktion der
InfarktgroBe mit einer Behandlung von ASS gezeigt werden konnte, konnte somit die

Plattchenabhéngigkeit des ASS-Effektes bestdtigt werden (Abb.45).
4.2.4. Hiamatologische Messungen
4.2.4.1. Blutbildmessung

Zur Uberpriifung der erfolgreichen Thrombozytendepletion, wurde den Versuchstieren eine
geringe Menge Blut entnommen, sodass eine Blutbilduntersuchung durchgefiihrt werden
konnte. Dabei konnte die Depletion der Thrombozyten der Versuchstiere iiberpriift werden.
Vor der Vor-OP, ebenso wie 3 d nach dieser, befanden sich die Plittchenzahlen mit
1239 x 103%/mm?3 + 45,32 x 103%/mm? bzw. 1763 x 103/mm3 + 224,3 x 10*/mm?3 im Normbereich
der Méause. Nach der Applikation des Antikorpers fiel die Anzahl der Thrombozyten hingegen
auf 37,43 x 103%/mm3 £ 8,94 x 10*/mm3 ab (n="7; p <0,0001) (Abb. 46).
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Abbildung 46: Pliattchenanzahl in pléittchendepletierten Méusen vor (T0) sowie 3 d nach (T1) Vor-OP und
24 h nach Induktion der Ischiimie
Nachweis {iiber die Wirksamkeit des Depletionsantikdrpers durch Blutbildmessungen der
behandelten Tiere vor der Vor-OP (TO) vs. zwischen Vor-OP (T1) und Ischdmie vs. 24 h nach
Ischdmie (T2): 1239 x 10%mm? £ 45,32 x 103/mm? vs. 1763 x 103/mm?® + 224,3 x 103/mm? vs.
37,43x10°%mm* £+ 8,94 x 103mm’, n = 7, p < 0,0001; angegeben in Mittelwert + S.D.;

Signifikanz berechnet durch one-way Anova-Test.

AuBerdem zeigten die Blutbilder auch Unterschiede beziiglich der weiteren Blutzellen.
Wihrend die Anzahl der weillen Blutkérperchen (WBC) ihr Maximum bei unbehandelten

Tieren 24 h nach AMI erreichten (5,28 x 10*/mm?® + 1,316 x 103%/mm?® vs. 7,350 x 103 /mm® +
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1,897 x 103/mm?® vs. 8,317 x 10°/mm?> £ 1,454 x 10°/mm?, n = 8), blieb die Anzahl dieser in
der ASS-behandelten Gruppe nahezu gleich (5,800 x 103/mm? + 1,149 x 103/mm? vs. 5,250 x
103/mm?> + 0,9418 x 103/mm?> vs. 5,000 x 103 /mm?> + 1,545 x 10> /mm>, n = 6). Der Vergleich

der Leukozyten Anzahl nach AMI zeigte eine signifikant geringere Menge in der ASS-
behandelten Gruppe (p = 0,0087).
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Abbildung 47: Blutbildanalyse im Vergleich unbehandelter und ASS-behandelter Miiuse BL (T0), nach

Vor-OP (T1) und 24h post Ischimie (T2)

WBC Con.: TO = 5,28 x 10*/mm’® £ 1,316 x 10*mm?, T1 = 7,350 x 10*/mm?>+ 1,897 x 103/mm?,
T2 = 8,317 x 10¥mm’® = 1,454 x 10*%mm? n = 8; ASS: TO = 5,800 x 10%/mm’ =
1,149 x 10¥%mm?, T1 = 5250 x 10*mm® £ 0,9418 x 103mm?, T3 = 5,000 x 103/mm’® =
1,545 x 10*mm?, n = 6; p(T2) = 0,0087; RBC Con: TO = 8,120 x 103/mm® £ 1,629 x 10> /mm?,
T1 = 7,915 x 103/mm?® £ 0,3884 x 10>mm?, T2 = 8,094 x 10>/mm?> + 1,021 x 103/mm? n = §;
ASS TO = 8,162 x 103/mm?> £ 0,4254 x 103mm?, T1 = 8,637 x 10°/mm?> + 0,4884 x 10*/mm? ;
T2 =7,343 x 103/mm? £ 1,795 x 10%mm?, n = 6; p(T2) = 0,339; PLT Con: T0=1327 x 10*/mm?> +
2309 x 103%mm?, T1 = 1772 x 10%mm® £ 287,5 x 10¥mm?, T2 = 1778 x 10°mm’ =
325,9 x 103/mm?, n = 8; ASS: TO = 1343 x 10°*/mm? £ 63,2 x 103mm?, T1 = 1594 x 103 /mm> £
181,4 x 10¥/mm?, T2 = 1243 x 10%mm? = 414,4 x 10%/mm?, n = 6; p(T2) = 0,0321; HCT Con:
TO = 42,13 % + 8,77 %, T1 = 41,76 % + 2,76 %, T2 = 45,26 % + 6,35 %, n = 8; ASS:
TO = 41,32 % % 2,02 %, T1 = 45,18 % % 3,06 %; T2 = 35,80 % = 8,12 %, n = 6; p(T2) = 0,0380;
HGB Con: TO = 13,06 % + 2,44 %, T1 = 13,19 % =+ 0,67 %, T2 = 13,00 % + 1,39 %, n = §;
ASS: TO = 13,50 % + 0,52 %, T1 = 14,00 % % 0,73 %, T2 = 11,08 % 1,96 %, n = 6; p(T2) =
0,0522; angegeben in Mittelwert + S.D.;
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Gleichzeitig blieb die Anzahl der RBC im Verlauf und auch zwischen den Gruppen relativ
konstant. Lediglich die Anzahl der RBCs, nach Ischdmie in der ASS-behandelten Gruppe, war
geringfiigig niedriger, was sich auf einen groBeren Blutverlust zuriickfiihren lassen konnte
(8,120 x 10°/mm?® £ 1,629 x 10°/mm? vs. 7,915 x 103 /mm? £ 0,3884 x 10°/mm? vs. 8,094 x
103/mm?® + 1,021 x 10*/mm?>, n = 8 in den Kontrollen vs. 8,162 x 10>/mm?> + 0,4254 x 10*/mm?
vs. 8,637 x 103/mm> + 0,4884 x 103%/mm? vs. 7,343 x 10>/mm® + 1,795 x 103%/mm3, n = 6).
(Abb.47)

Bei der Betrachtung der Plittchen Anzahl hingegen, konnte wieder ein signifikanter Abfall
der Anzahl nach AMI beobachtet werden (Kontrolle: 1327 x 10%/mm?® £ 230,9 x 103/mm? vs.
1772 x 10°/mm’ + 287,5 x 10¥mm?® vs. 1778 x 10°/mm’ + 325,9 x 10>/mm?, n = &; ASS: 1343
x 103/mm?® + 63,2 x 103/mm? vs. 1594 x 103/mm’ + 181,4 x 103mm? vs. 1243 x 10*/mm’> +
414,4 x 10°/mm>, n = 6; p(Con T2 vs. ASS T2) = 0,0321) (Abb.47).

Gleiche Ergebnisse zeigten auch die Messergebnisse des Hadmatokrit. Auch hier fielen die
Werte postischdmisch in der ASS-Gruppe signifikant ab (Kontrolle: 42,13 % =+ 8,77 % vs.
41,76 % =+ 2,76 % vs. 45,26 % + 6,35 %, n = 8; ASS: 41,32 % £ 2,02 % vs. 45,18 % =+ 3,06
% vs. 35,80 % £ 8,12 %, n = 6; p(Con T2 vs. ASS T2) = 0,0380).

Zwar zeigten die Ergebnisse der Blutuntersuchungen hinsichtlich des Hdmoglobins keine
Signifikanzen, allerdings war ein eindeutiger Trend in den Werten nach AMI zu sehen. Hier
zeigte sich eine Reduktion des Hadmoglobins in der ASS-behandelten Gruppe (Kontrolle:
13,06 % + 2,44 % vs. 13,19 % + 0,67 % vs. 13,00 % + 1,39 %, n = §; ASS: 13,50 % + 0,52 %
vs. 14,00 % £ 0,73 % vs. 11,08 % £ 1,96 %, n = 6; p(con T2 vs. ASS T2) = 0,0522) (Abb.47).

4.2.4.2. Durchflusszytometrische-Analysen

Fir die Darstellung eines Differentialblutbildes, konnten  Ergebnisse aus

durchflusszytometrischen Untersuchungen verwendet werden.
4.2.4.2.1. Monozyten

Monozyten spielen eine essentielle Rolle im Inflammationsprozess des lebenden Organismus,
sodass diese in den FACS-Analysen untersucht wurden. Hier stellten sich gro3e Unterschiede
zwischen den Kontrolltieren und den, mit ASS-behandelten Tieren, heraus. Die Anzahl der
Monozyten sank signifikant von 6,23 % + 0,90 % auf 2,16 % + 0,43 % (n = 2/6; p < 0,0001)
(Abb.48)
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Abbildung 48: Gehalt von Monozyten und deren Anteil an inflammatorischen und nicht-

inflammatorischen Monozytensubgruppen in % der gesamten Leukozyten 24 h post I/R.

Prozentualer Anteil der Monozyten zur Gesamtleukozytenzahl der Kontrollen vs. ASS-
behandelter Miuse: 6,23 % + 0,90 % vs. 2,16 % + 0,43 %, n =2 vs. 6; p < 0,0001; Prozentualer
Anteil der inflammatorischen Monozyten zur Gesamtleukozytenzahl der Kontrollen vs. ASS-
behandelter Mause: 2,78 % + 0,73 % vs. 1,07 % £ 0,26 %, n =2 vs. 6; p = 0,0015; Prozentualer
Anteil der nicht inflammatorischen Monozyten zur Gesamtleukozytenzahl der Kontrollen vs.
ASS-behandelter Mause: 1,09 % + 0,21 % vs. 3,45 % + 0,17 %, n = 2 vs. 6, p < 0,0001;
angegeben in Mittelwert = S.D.;

Dabei lag der Anteil der inflammatorischen Monozyten im Verhéltnis zur gesamt
Leukozytenzahl bei 2,78 % + 0,73 % in der Kontrollkohorte und bei nur 1,07 % + 0,26 % in
der ASS-Gruppe (n = 2/6; p = 0,0015). Auch bei den nicht inflammatorischen Monozyten war
mit 1,09 % £ 0,21 % in der ASS-Gruppe ein signifikant kleinerer Anteil, im Vergleich zu der
Kontrollgruppe mit 3,45 % + 0,17 %, zu verzeichnen (n =2/6, p < 0,0001) (Abb.48).

Des Weiteren wurden in den durchflusszytometrischen Analysen auch die Anzahl der
gesamten Granulozyten bestimmt. Diese stiegen prozentual zu den Leukozyten in der
ASS-Gruppe signifikant von 13,52 % =+ 6,31 % auf 48,65 % + 11,34 % stark an (n = 2/6,
p =0,0069) (Abb.49).

Weitere wichtige Rollen in der Immunantwort spielen die B-Lymphozyten, sodass auch diese
in den FACS-Analysen untersucht wurden. Hier zeigte sich in den ASS-behandelten Tieren
mit 24,85 % + 8,45 % ein signifikant niedrigerer Anteil an B-Lymphozyten, als in der
Vergleichsgruppe mit 44,76 % + 2,62 % (n =2/6; p = 0,0202).

Ebenso verhielt es sich mit den T-Helfer-Zellen. Auch hier war ein niedrigerer Anteil in der
mit ASS-behandelten Gruppe zu sehen. Dieser betrug nur 7,89 % =+ 1,83 %, wobei die
Kontrollgruppe noch 12,37 % =+ 3,32 % T-Helfer-Zellen aufweisen konnte (n = 2/6;
p =0,044) (Abb.49).
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Abbildung 49: Gehalt der Granulozyten, B-Lymphozyten und T-Helfer-Zellen in % der gesamten
Leukozyten 24 h post I/R.

In FACS Analysen bestimmter Anteil an Granulozyten, B-Lymphozyten und T- Helfer-Zellen an
der Gesamtzahl der Leukozyten von Kontrollen und ASS-behandelten Méusen. Granulozyten
Kontrollen vs. ASS: 13,52 % + 6,31 % vs. 48,65 % + 11,34 %, n = 2 vs. 6, p = 0,0069.
B-Lymphozyten Kontrollen vs. ASS: 44,76 % + 2,62 % vs. 24,85 % =+ 8,45 %, n = 2/6;
p = 0,0202; T-Helfer-Zellen Kontrollen vs. ASS: 12,37 % =+ 3,32 % vs. 7,89 % + 1,83 %, n =2
vs. 6; p = 0,044. angegeben in Mittelwert + S.D.;

4.2.5. Immunbhistologische Untersuchungen
4.2.5.1. Inflammationsbereich unter HE-Fiarbung

Mit der HE-Fiarbung wurden in den Herzschnitten krankhafte Verdnderungen des Myokards
sichtbar gemacht, sodass eine Ubersicht der entziindeten Bereiche dargestellt werden konnte.
In der ASS-behandelten Gruppe waren dabei, mit durchschnittlich 1,05 % + 1,53 % des linken
Ventrikels, kleinere Bereiche betroffen, als in der Kontrollgruppe. Hier betrug der Bereich,

der positiv gefarbt war 11,37 % £ 14,13 % (n = 5/5; p = 0,144) (Abb.50).
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Abbildung 50: Inflammatorischer Bereich des linken Ventrikels 24h post I/R bei ASS-naiven und ASS-

behandelten Mausherzen durch Himatoxylin-Eosin-Farbung kenntlich gemacht.
HE positive Flache bei Kontrollen vs. ASS-behandelten Mausen: 11,37 % + 14,13 % vs. 1,05 %
+ 1,53 %, n =15 vs. 5; p = 0,144; angegeben in Mittelwert = S.D.; Représentative Bilder der HE-

gefarbten Herzen.

4.2.5.2. Makrophageneinwanderung

Die Makrophageneinwanderung in das beschéddigte Gewebe wurde mithilfe eines MAC2-AK
sichtbar gemacht und zeigte an, in welchen Bereichen des Herzes Inflammationsprozesse
stattgefunden hatten und wo eine Immunantwort des Organismus begonnen hatte. Bei den
ASS-behandelten Méusen war die Makrophageneinwanderung mit 3,55 % + 1,30 % um ca.
die Halfte niedriger, als in der Vergleichsgruppe ohne ASS (6,18 % =+ 2,33 %) (n = 6/6;
p =0,0366) (Abb.51).
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Abbildung 51: Makrophageneinwanderung im linken Ventrikel 24h post I/R bei ASS-naiven und ASS-
behandelten Mausherzen durch MAC-2-Antikorper gefirbt.

MAC-2 positiver Bereich von Kontrollen vs. ASS-behandelten Méusen: 6,18 % =+ 2,33 % vs.
3,55 % £ 1,30 %, n= 6 vs. 6, p = 0,03606; angegeben in Mittelwert + S.D.; Représentative Bilder
der MAC-2-gefarbten Herzen.

4.2.5.3. Neutrophileneinwanderung

Auch die Einwanderung der Neutrophilen in das Gewebe spielt eine essentielle Rolle in
Inflammationsprozessen. Die in das Gewebe eingewanderten Neutrophilen wurden mit einer
immunhistologischen Farbung mithilfe eines Ly6G-AK sichtbar gemacht. Auch hier zeigten
sich signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen. In der Kontrollgruppe lag der Anteil
an migrierten Neutrophilen bei 7,95 % =+ 1,12 %. Der linke Ventrikel der ASS-Gruppe war
hingegen mit nur 5,76 % + 1,47 % eingewanderten, neutrophilen Granulozyten, signifikant

weniger betroffen (n = 7/5; p=0,015) (Abb.52).
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Abbildung 52: Neutrophileneinwanderung im linken Ventrikel 24h post I/R bei ASS-naiven und ASS-
behandelten Mausherzen durch Ly6G-Antikorper geférbt.
Ly6G-positiver Bereich von Kontrollen vs. ASS-behandelten Mausen: 7,95 % + 1,12 % vs.
5,76 % + 1,47 %, n =7 vs. 5; p = 0,015. angegeben in Mittelwert + S.D.; Représentative Bilder
der MAC-2-geférbten Herzen.
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5.1. Plittchenreaktivitiit
5.1.1. Thrombozytenaggregation

NOAKSs spielen bei Risikopatienten, wie zum Beispiel bei Personen mit nicht-valvulirem
VHF, eine wesentliche Rolle in der Praventionstherapie zur Vorbeugung eines Schlaganfalls.
(14) Insbesondere die Therapie von Patienten mit VHF und gleichzeitiger KHK erfordert
Aufmerksamkeit, da sowohl eine optimal Antipldttchentherapie als auch eine effiziente
Antikoagulation notwendig ist. Hierfiir stehen verschiedene Priparate zur Verfiigung, deren
Wirkung jedoch grofle Unterschiede aufweisen. So konnte in Studien gezeigten werden, dass
die Anzahl der ischdmischen Ereignisse in verschieden therapierten Gruppen sehr
gegensitzlich war. Beispielsweise zeigte sich, dass eine Antikoagulation mit Dabigatran statt
eines VKA zu einem signifikant hoheren Risiko fiir AMIs fiihrte. (16, 36, 70) Die Publikation
von Achilles et al. konnte hierfiir die gesteigerte Plittchenreaktivitit bei Einnahme von
Dabigatran ausmachen. Obwohl Dabigatran als direkter Hemmer des starken
Aggregationsstimulus Thrombin wirkt, scheint die Aggregation dadurch nicht gehemmt,
sondern im Gegenteil, sogar gesteigert zu werden. Dies fiihrte die Arbeitsgruppe aus
Diisseldorf auf die gesteigerte Expression der Thrombinrezeptoren PAR-1 und PAR-4 zuriick.
(35)

Im Gegensatz zu Dabigatran liel3 sich in drei groen Studien zeigen, dass die FXa-Inhibitoren
keine Erhohung des AMI-Risikos oder sogar eine Reduktion dieser hervorriefen. (22) In
dieser Arbeit wurde nach dem Mechanismus, auf den diese Effekte beruhen, gesucht und
beschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass durch FXa eine direkte Stimulierung der
Thrombozyten hervorgerufen wird. Durch Hemmung des FXa mit RIVA konnte folglich
sowohl die Thrombozytenaggregation (Abb.17-19), als auch die Adhésion (Abb.20-23)
herabgesetzt werden. Aullerdem war eine verminderte Thrombusformation unter arteriellen
Flussbedingungen bei RIVA-Behandlung sowohl in-vivo als auch in-vitro zu beobachten
(Abb.24). Es konnte des Weiteren herausgestellt werden, dass dies iiber eine Thrombin
unabhingige, FXa-vermittelte Aktivierung des PAR-1 zu erkléren ist (Abb.36).

Obwohl RIVA, als FXa-Hemmer, die Koagulation des Blutes iiber das Eingreifen in die
sekunddre Hdmostase inhibiert, war bisher nicht vollstindig geklért, welche Wirkung es auf
die Thrombozytenfunktion hat. Bisherige Studien waren sich hier nicht einig und kamen zu

widerspriichlichen Ergebnissen. (71-74) In ihren Untersuchungen, welche 2015 veroéffentlicht
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wurde, zeigten Zemer-Wassercrug et al. keine Veranderungen und teils sogar Erhohungen der
Pléttchenreaktivitit nach RIVA-Anwendung. Dabei verglichen sie die Aggregation von
Patienten mit nicht-valvuldrem VHF, vor und mind. 7 d nach RIVA-Einnahme, welches im
Vollblut mithilfe der MEA gemessen wurde. Bei einer Stimulation mit ADP und TRAP,
zeigten sich hier keine Unterschiede in den Aggregationsraten. Eine Arachidonsdureinduzierte
Aggregationsmessung zeigte sogar einen Anstieg dieser. (74) Ahnliche Ergebnisse zeigte die
Gruppe um Steppich et al., die ebenfalls in Messungen via MEA keine signifikanten
Unterschiede in der Aggregation von Patienten mit RIVA bzw. Apixaban feststellen konnten.
Hier wurden, zu jeweils drei verschiedenen Zeitpunkten, Blutproben von Patienten
entnommen und verglichen, die bereits eine mindestens vier wochige Therapie mit RIVA
bzw. Apixaban durchgefiihrten hatten. Gewonnen wurde das Blut dabei vor der
morgendlichen Einnahme der Tablette, sowie jeweils 2 h und 6 h danach. (71) Da die
Arbeitsgruppe in ihrer Studie jedoch keinen Vergleich mit RIVA-naiven Patienten involviert
hatte und lediglich die Aggregationsverdnderungen von Patienten mit bestehender chronischer
RIVA-Einnahme verglichen, konnten hier lediglich Aufschliisse auf Schwankungen in der
Pléttchenreaktivitit im Verlauf zwischen den Einnahmezeitpunkten gezogen werden. Auch
Bénovc¢in et al. konnten zeigen, dass bei Patienten mit VHF vor und 2 h nach RIVA- bzw.
Apixaban-Einnahme, keine signifikanten Unterschiede in der Aggregation aufgezeigt werden
konnten. Die in der LTA gemessenen Proben wurden von Patienten entnommen, welche
mind. 5 d unter Aufsicht das Medikament eingenommen hatten. (75) Im Gegensatz zu den
Ergebnissen von Zemer-Wassercrug et al., Steppich et al. und Banov¢in et al., berichteten
Perzborn et al. in ihrer Publikation 2015 von einer konzentrationsabhingigen Reduktion der
Aggregationsfiahigkeit mit RIVA. Sie konnten zeigen, dass mit RIVA-behandelte Plattchen
gesunder Probanden, mit steigender RIVA-Konzentration eine steigende Inhibition der
Aggregation in der Tissue-Faktor-induzierten LTA aufwies. (73) Nehaj et al. konnten diese
Ergebnisse 2018 in Studien mit Patienten, welche RIVA bzw. Apixaban erhielten,
reproduzieren. Die TRAP-6-induzierte LTA zeigte hier, analog zu den in dieser Arbeit
gezeigten Ergebnissen, eine Senkung der Plédttchenreaktivitit 2 h nach RIVA- bzw. Apixaban-
Einnahme. (72)

Zusétzlich wurden diese Ergebnisse, durch die Resultate einiger klinischer Studien gestiitzt, in
welchen das geringere Auftreten von AMIs in NOAK-behandelten Patienten aufgezeigt
wurde. (16, 61, 76, 77)

Schon geringe Dosen von RIVA zeigten dabei einen Effekt auf die Plittchenfunktion und

lieBen sich mit dem Anstieg der RIVA-Konzentration noch verstirken. Bereits 2012 wurde in
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der Atlas ACS 2-TIMI 51-Studie gezeigt, dass die Therapie mit 2,5 mg RIVA zweimal taglich
zusitzlich zu der standardisierten Antipldttchentherapie, bei Patienten nach einem akuten
Koronarsyndrom, einen Abfall des AMI-Risikos im Vergleich zur Placebo-Gruppe aufwies.
(78) Ein sekundarpriaventiver Effekt von RIVA konnte zusitzlich in der COMPASS-Studie
gezeigt werden. 2017 wurde von Eikelboom et al. mithilfe dieser Studie gezeigt, dass die
Therapie von Patienten mit einer stabilen arteriosklerotischen Gefélerkrankung mit 2,5 mg
zweimal tdglich keine Unterschiede hinsichtlich der Anzahl von AMIs, Schlaganfillen oder
kardiovaskuldren Toden, verglichen mit denen einer ASS-Therapie, zeigte. Ein signifikant
niedrigeres Risiko zeigte sich jedoch mit der Kombination der beiden Substanzen. (79) Auch
Borst et al. konnten die synergistische Wirkung von RIVA zu einer DAPT zeigen. Hier senkte
niedrig dosiertes RIVA, zusitzlich zu ASS und einem P2Y12-Inhibitor, die
Thrombozytenreaktivitit weiter ab. (80) Obwohl diese Effekte nur noch sehr klein waren,
hatten sie nichtsdestotrotz einen Einfluss auf das Risiko von thromboembolischen

Ereignissen, welche mit der Senkung der Plattchenreaktivitét ebenfalls sanken. (69)
5.1.2. Thrombozytenadhiision

Bevor ein AMI auftritt, beginnt der Prozess der Thrombusbildung. Durch Verletzungen der
verkalkten und weniger elastischen GefdaBwénde, konnen Endothelzellen aktiviert werden.
Auf der Oberfliache dieser sowie auf der von prokoagulierenden Thrombozyten, beginnen
verschiedene Reaktionen. (81, 82) Durch Verletzung der GefiBwand wird Kollagen
freigelegt, sodass vorbeiflieBende Blutpléttchen, durch Komplexbildungen mit dem Kollagen
und dem auf den Plittchen befindlichen von-Willebrand-Faktor (vWF), stark gebremst
werden. Dadurch ist es moglich, dass das GPVI, welches sich ebenfalls auf der Oberflédche der
Thrombozyten befindet, in Wechselwirkung mit dem Kollagen tritt und intrazelluldr die
Synthese und Freisetzung von Pléttchenaktivatoren, wie zum Beispiel von TXA und ADP,
gestartet werden. (83) Durch die Aktivierung der Plattchen wird Tissue factor freigesetzt,
wodurch FVII aktiviert werden kann. FVIla wirkt hingegen selber, in Kombination mit dem
freiwerdenden Tissue factor, als katalytisches Enzym fiir die Aktivierung des FX zum FXa.
(32, 84) Mithilfe von FXa kann nun die Generierung von Thrombin stattfinden, welches als
starker Stimulus fiir die Aktivierung von Pléttchen dient. Dadurch sind diese in der Lage, an
die verletzte Stelle des GefdB3es zu adhdrieren und mit dem Wundverschluss zu beginnen. Wie
beschrieben konnte in dieser Arbeit bereits gezeigt werden, dass zusdtzlich eine FXa-
stimulierte Aktivierung der Thrombozyten, losgeldst vom Thrombin, stattfindet und es daher

zu einer Erhohung der Adhésion kommt. Ob dieser Effekt ebenfalls durch RIVA aufgehoben
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werden konnte, konnte durch Versuche mithilfe einer Durchflusskammer gezeigt werden.
Ebenso wie in den Aggregationsversuchen, wurden auch hier vergleichbare Effekte
beobachtet. Die Adhésionsfahigkeit der Thrombozyten wurde von RIVA beeinflusst, sodass
die Fldche des mit Collagen beschichteten Kanals bei Patienten, welche RIVA erhielten,
weniger stark von Pléattchen adhériert wurde, als die der Kontrollpatienten (Abb.20-23). Die in
dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse konnten auch in dem von Alvarez et al. publizierten
Artikel produziert werden. In den Versuchen der Arbeitsgruppe, in welcher die
Thrombozytenadhdsion auf einer mit Endothelzellen der menschlichen Nabelschnurvene
(human umbilical vein endothelial cells/HUVEC) beschichteten Platte nach Inkubation mit
RIVA untersucht wurde, zeigte ebenfalls eine verminderte Adhésion. Ebenso wurde eine

Erhohung der Adhésion von Plittchen auf HUVECs nach FXa-Behandlung gezeigt. (85)
5.1.3. In-vivo Thrombusformation

Neben den in-vitro Versuchen, konnten die positiven Effekte von RIVA auch in murinen
in-vivo Untersuchungen bestitigt werden. Durch die Behandlung mit RIVA, zeigten sich nach
Thrombusinduktion weniger schnelle Bildungen von Thromben (Abb.24), sowie eine
geringere Stabilitit dieser (Abb.28). Ahnliche Effekte konnten auch schon Wagner et al.
mithilfe eines anderen Modells zeigen. Hier wurde bei wildtyp Méausen der Thrombus durch
eine photochemische Reaktion induziert. Zundchst erhielten die Versuchstiere dabei eine
Losung von Rose Bengal, sowie verschiedene Konzentrationen von Rivaroxaban. Im
Anschluss wurde der Thrombus mithilfe eines Lasers induziert und der Verlauf der
Thrombusbildung konnte iiber 60 min beobachtet werden. Auch hier zeigten sich
Unterschiede in der Grofe des Thrombus. Waihrend das Gefd, in der mit Vehikel-
behandelten Gruppe, keinen Blutfluss mehr zeigte, war in den mit RIVA-behandelten Tieren
noch ein Fluss messbar. (86) Aullerdem zeigten Pircher et al. vergleichbare Ergebnisse bei
Untersuchungen mit ASS-behandelten Méusen, welche mit derselben Methode, wie in dieser
Arbeit verwendet, behandelt wurden. (87)

Bei genauerer Betrachtung der gebildeten Thromben, unter histologischen Aspekten, konnte
aullerdem festgestellt werden, dass die Behandlung mit RIVA zu einer geringeren Beteiligung
von Fibrinogen fiithrte. Diese Ergebnisse deckten sich auch mit den vorher beschriebenen
Ergebnissen, der in dieser Arbeit durchgefiihrten Adhédsionsversuche. Die histologische
Darstellung von Fibrinogen zeigte, dass die Thrombusprobe der RIVA-behandelten Tiere
weniger von dem Glykoprotein durchzogen war, als die Thromben der Vergleichstiere

(Abb.27).
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Auch der Vergleich der Thrombozytenmenge, welche an der Thrombusbildung beteiligt war,
zeigte signifikante Unterschiede. Die Untersuchung der entnommenen Thromben aus der
Maus enthielten weniger Pléttchen, als die der Vergleichsgruppe (Abb.28). Analog dazu
konnte man dieselbe Beobachtung bei Thromben, welche aus Patienten mit einer bestehenden
ASS-Therapie gewonnen wurden, machen. (88)

Es konnten herausgestellt werden, dass die RIVA-Behandlung die Dichte der Thromben
verringerte. Die untersuchten Thromben von RIVA-behandelten Tieren zeigten eine sehr viel
groflere Porositit und weniger kompakte Struktur im Vergleich zu den unbehandelten Tieren.
Dadurch scheint es auch nicht zu verwundern, dass die Thromben dieser Tiere in sehr viele
Fragmente zerfielen (Abb.25), welche allerdings dadurch in der GroBe sehr viel geringer

waren (Abb.26).
5.1.4. Verianderungen der Oberflichenproteine

Eine wichtige Rolle in der Plittchenreaktivitit, spielen auch diverse Oberflichenproteine.
Kleinste Verdanderungen dieser zeigten bereits eine Reduktion der harten Endpunkte, wie den
Tod durch kardiovaskuldre Ereignisse, AMIs oder Stent-Thrombosen. (89) Auch hier zeigten
sich bei der Stimulation mit FXa, signifikante Unterschiede in der Expression der
verschiedenen Membranproteine. Untersucht wurde dabei die Expression von P-Selektin
(Abb.33) sowie die Proteinexpression von ICAM-2 (Abb.34) und CD40L (Abb.35), die eine
wichtige Rolle in der Interaktion zwischen Plédttchen und Immunzellen spielen. Besonders
P-Selektin und CD40L sind bedeutende Biomarker zur Bestimmung der
Thrombozytenreaktivitit. Bei den  durchflusszytometrischen = Untersuchungen der
Thrombozyten konnte man einen Zuwachs der Expression fiir alle drei Oberflichenproteine
nach Stimulation mit FXa beobachten. Erhohte CD40L-Werte, der Ligand des
Oberflachenproteins CD40 auf Immunzellen, konnten schon bei Patienten mit Arteriosklerose
beobachtet werden. Diese fiihrten durch ihre Interaktion mit CD40 zu einer Aktivierung des
Nuklear Faktors (NF)-xB, wodurch Inflammationsreaktionen ausgelost werden konnen. (90)
Als wichtiges Oberfldchenprotein auf Endothelzellen spielt P-Selektin eine essentielle Rolle
in der primiren Hidmostase. Aber auch auf der Oberfliche von Plittchen ist P-Selektin zu
finden. Hier wird es fiir die Wechselwirkung mit Leukozyten exprimiert und stellt einen
essentiellen Marker fiir die Aktivierung der Thrombozyten dar. Durch die Expression von
P-Selektin, kann dieses Oberflichenprotein in Wechselwirkung mit seinen Liganden,

P-Selektin-GP-Ligand-1 (PSGL-1), treten. Dabei wurde die P-Selektin-vermittelte
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Leukozytenrekrutierung iiber Plittchen, als eine der wichtigsten Inflammationsmechanismen

im AMI, herausgestellt. (91)
5.1.5. Mechanismus der FXa vermittelten Thrombozytenaktivierung
5.1.5.1. Thrombinabhingigkeit

Wie bereits beschrieben greift RIVA als FXa-Hemmer direkt in die Gerinnungskaskade ein.
Hierfiir fangt es FXa ab, sodass dieser nicht mehr als Enzym fiir die katalytische Aktivierung
von Prothrombin zum starken Aktivierungsstimulus Thrombin zur Verfiigung stehen kann.
(92) So wire auch das Zuriickfiihren des aggregationshemmenden Effekts auf die fehlende
Verfiigbarkeit von Thrombin denkbar. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte jedoch ein
davon génzlich unabhingiger, direkter Effekt von FXa auf die Thrombozyten herausgestellt
werden. Zunédchst war eine Beteiligung von Thrombin in den Versuchen nicht mdglich, da die
gewonnenen Blutproben in Hirudin beschichteten Blutréhrchen aufgefangen und dadurch
antikoaguliert wurden. Das verfligbare Thrombin konnte durch Wechselwirkung mit dem
Hirudin abgefangen und somit fiir weitere Reaktionen entzogen werden. (93) AuBerdem
konnten die Aggregationshemmenden Eigenschaften von RIVA auch in Versuchen mit
gewaschenen, isolierten Plittchen nachgewiesen werden. Hierbei wurden die Plittchen
lediglich in einem Puffer aus Glucose und Salzen aufgenommen, sodass das Mitwirken von
Thrombin auch hier ausgeschlossen werden konnte (Abb.31). Diese Ergebnisse deckten sich

auch mit schon bereits bestehender Literatur. (94, 95)
5.1.5.2. Rezeptorverinderungen

Anders als bei der Dabigatran-Therapie, wo eine Erhéhung der Rezeptordichte von PAR-1
und PAR-4, gezeigt werden konnte, (35) waren bei Patienten mit RIVA-Therapie keine
Verdnderungen der Rezeptordichte zu beobachten (Abb.36, 37). Eine fehlende Beteiligung
des PAR-4 wurde auch schon vorher beschrieben und deckt sich mit den Ergebnissen dieser
Arbeit. (94, 95)

Bei Betrachtung des PAR-1 war, beziiglich der Rezeptordichte bei RIVA-Behandlung, zwar
ebenfalls keine Verdnderung zu sehen, es konnte jedoch ein direkter Effekt auf den PAR-1
ausgemacht werden. Zunichst wurde gezeigt, dass mit VORA, einem bekannten PAR-1-
Inhibitor, der aktivierende Effekt von FXa, ebenso wie mit RIVA, wieder auler Kraft gesetzt
werden (Abb.38). Damit war es moglich zu zeigen, dass sowohl VORA als auch RIVA, die
FXa-induzierte Plittchenaktivierung hemmen konnten, was bewiesenermallen zu geringeren

thrombotischen Ereignissen bei KHK-Patienten fiihrte. (33, 96, 97) Klinisch zeigte jedoch die
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Hemmung des PAR-1 durch VORA erhohte Raten fiir schwere Blutungen, (96) wéhrend
hingegen eine antithrombotische Therapie mit RIVA (2,5 mg zweimal tiglich) kombiniert mit
einer Antipléttchentherapie zwar erhohte Blutungsraten auftraten, diese jedoch weniger
todlich waren und zusitzlich ein vermindertes AMI Risiko aufwies. (78, 79)

Die direkte Wechselwirkung zwischen dem PAR-1 und FXa konnte auflerdem bewiesen
werden, indem die Verbindung Arg*'-Ser*! als Angriffspunkt der extrazelluliren Kette des
Rezeptors durch FXa bestimmt werden konnte (Abb.39). Dabei stellt diese Position ebenfalls
die Stelle der Proteinkette dar, an welcher die chemische Spaltung durch Thrombin erfolgt.

(98)
5.1.5.3. Signalweg

Nachdem gezeigt wurde, dass die Pléattchenaktivierung von FXa, ebenso wie die Stimulation
der Plattchen mit Thrombin, iiber eine Aktivierung des PAR-1 verlduft, war jedoch noch nicht
geklart, iber welchen Signalweg der Mechanismus weiter verlduft. Durch Inhibition einzelner
wichtiger Proteine der verschiedenen Signalwege, stellte sich heraus, dass die Enzyme PI3K
sowie PLC eine wesentliche Rolle im Geschehen spielten (Abb.40). (34) Beide Signalwege
wurden bereits in der Vergangenheit als mogliche Wege der Aktivierung von Pléttchen
identifiziert. (99, 100) Zur Unterstiitzung der gefundenen Signalwege, wurden zusitzlich
Pléattchen durch subaggregatorische Konzentrationen von FXa vorstimuliert um daraus die
exprimierten Signaltransduktoren in den Pldttchen zu bestimmen. (101) Eine Erhéhung der
DAG- und PI3K-Level zeigten, dass die Aktivierung des PAR-1 iiber eine Transduktion der
PLC- und PI3K-Signalkaskade verlaufen musste (Abb.41).

Da die Inhibition von PLC neben der Signalinhibition des PAR-1, aber auch durch Hemmung
weiterer autokriner Singnalwege, die Pldttchenreaktivitit beeinflussen konnte, stellte diese
Methode keine spezifische Untersuchung dar und erbrachte lediglich einen Anhaltspunkt.
Dieses Ergebnis konnte zusitzlich, durch die Bestimmung der intrazelluliren Ca?‘-
Signalstirke nach Stimulation der Thrombozyten mit FXa, gestiitzt werden. Auch hier zeigte
sich durch steigende Ca®'-Intensititen nach Stimulation und dem Aufheben des Effektes
durch Vorinkubation mit VORA, dass der Signalweg iiber PLC eine wichtige Rolle spielen
musste (Abb.32). (34)
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Abbildung 53: Schematische Darstellung des Signalwegs nach Aktivierung des PAR-1 (69)

So konnte gezeigt werden, dass RIVA eine gute und risikoarme Therapiemdglichkeit fiir die
Thrombozytenaggregationshemmung darstellt, dessen Mechanismus unabhingig zu den
gingigen Medikamenten der Antipléttchentherapie iiber die Inhibition von FXa und der
daraus fehlenden Aktivierung des G-Protein-gekoppelten Rezeptors PAR-1 verlduft (Abb.53).
Da RIVA neben der gezeigten FEigenschaft der Aggregationshemmung, zusitzlich
antithrombotische Eigenschaften aufweist, stellt es eine optimale Therapiemethode fiir KHK-

Patienten mit VHF nach AMI dar.

5.2. Thrombozytenaggregationshemmung
5.2.1. Kardiales Outcome nach AMI

Zusitzlich zu der Antikoagulationstherapie wird in den aktuellen Leitlinien fiir Patienten mit
VHF nach PCI eine Thrombozytenaggregationshemmung fiir ein Jahr empfohlen. (3) Dabei
wird hier auf Grund der Studienlage eine Empfehlung fiir Clopidogrel ausgesprochen. Da
jedoch in allen verfiigbaren Studien lediglich die Dualtherapie eines OAKs mit Clopidogrel
gegeniiber einer Tripeltherapie mit den beiden Stoffen und ASS verglichen wurde, kann kein
eindeutiger Vorteil von P2Y12-Hemmers gegeniiber ASS nachgewiesen werden. (56-58, 60,
62)

Im Klinikalltag gehort es zur Routine bei Patienten, mit einer bevorstehenden PCI, mit einem

Loading von ASS und einem P2Y12-Hemmer zu beginnen. Dies wurde bisher durchgefiihrt,
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um den Patienten vor weiteren ischdmischen Ereignissen zu schiitzen. Ob ASS dabei, neben
seiner praventiven Wirkung, auch einen Effekt auf die Ischdmie und den Outcome nach einem
AMI hat, ist bisher noch nicht untersucht worden und war bis dato noch unklar. Eine
Reduktion des Infarktareals oder verbesserte Herzfunktionen konnten bisher noch nicht als
Vorteil von ASS gewertet werden. Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zeigten jedoch
eindeutig positive Effekte von ASS auf das kardiale Outcome nach AMI. Eine ASS-Therapie
zeigte durchgehend bessere Herzfunktionen, geringere Infarktareale, sowie geringere
Inflammationsprozesse in den betroffenen Bereichen. Dadurch konnte in Zukunft die
Diskussion, um die Frage nach einer ASS-Behandlung in der Ischdmie mit zusétzlichen
Punkten fiir ASS ergénzt werden.

Die signifikant verringerten Infarktgroffen in ASS-behandelten Méusen zeigten, dass durch
den Thrombozytenaggregationshemmer, im AMI weniger kardiales Gewebe nekrotisch wurde
und zu Grunde ging (Abb.42). Dies konnte beim Menschen, bei welchen eine Reduktion des
Infarktareals iiber das Uberleben entscheiden kann, groBe Verbesserungen hinsichtlich der
Sterberate zeigen. (102) Dabei war der Zeitpunkt der ASS-Gabe nicht von gro3er Bedeutung.
Die Versuche, in welchen ASS vor der Reperfusion gegeben wurde, spiegelten die
Vorgehensweise im Klinikalltag wider, in welcher Patienten mit einem AMI eine Bolusgabe
von ASS vor PCI erhalten. Es zeigten sich sowohl in dieser Versuchsgruppe als auch in der
Gruppe, welche ASS bereits vor dem Auftreten der Ischdmie erhielten, was eine
Priaventionstherapie widerspiegeln sollte, signifikante Verkleinerungen der InfarktgroBen
sowie verbesserte Herzfunktionen. Natiirlich sollte es auch hier notwendig sein, eine
Abwidgung beziiglich des Blutungsrisikos durchzufiihren. Denn was zusétzlich mithilfe der
Blutbilder gesehen werden konnte, war ein Abfall des Himoglobin- und Hématokrit-Wertes
in der mit ASS-intervenierten Kohorte (Abb.47), was auf eine erhohte Blutungsneigung bzw.

einen erhohten Blutverlust zuriickzufiihren war.
5.2.2. Plittchenabhingigkeit

Aktivierte Pléttchen spielen eine zentrale Rolle im AMI und sind die ersten Zellen, die in das
Gewebe einwandern. (103) Bereits 3 h nach Ischdmie kénnen Thrombozyten in das infarzierte
Myokard einwandern. (104) Doch deren Rolle wird in der Literatur gegensétzlich
beschrieben. Einerseits, konnte gezeigt werden, dass sich die Applikation von Plattchengel in
das betroffene Gewebe, positiv auf das Outcome nach I/R bei Ratten auswirkte (105) und eine
Verbesserung des ventrikuldren Remodelings nach AMI durch Plittchen stattfand. (103)

Andererseits zeigten Liu et al. aber auch, dass eine hohere Neigung zu Rupturen der
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GefaBwand durch Plédttchen verursacht wurden und es gleichzeitig zu gesteigerten
Inflammationen kam. (103) Durch Ausschiitten verschiedener Inflammationsmediatoren war
es den Thrombozyten moglich, Inflammationsprozesse in Gang zu setzen und beispielsweise
Monozyten oder neutrophile Granulozyten in das betroffene Areal zu rekrutieren (106).
Aufgrund der Unterversorgung des Myokards mit Sauerstoff, konnte es zu postischdmischen
Inflammationsprozessen kommen, welche ihrerseits zu einem Untergang weiterer
Gewebezellen flihren konnten. Bereits in den ersten 3 h, wiahrend der Akutphase, migrierten
Thrombozyten in das infarzierte Areal des Myokards und bestimmten somit die frithe Phase
der Inflammation. (103, 104) Unter anderem spielte dabei auch das Sphingolipid Sphingosin-
1-Phosphat (S1P) eine grofie Rolle (107). Bereits Egom et al. konnten zeigen, dass nach AMI
ein Anstieg der S1P-Konzentration zu verzeichnen war. (108) Neben seiner kardioprotektiven
Eigenschaft, (109) zeigte S1P ebenso die Fihigkeit ein Mediator fiir Entziindungsprozesse im
Zusammenspiel von Plittchen und WBC zu sein. Die Freisetzung dieses starken Vermittlers
von Inflammationen kann aus RBC, WBC und Endothelzellen, aber auch
thromboxanabhéngig aus Pléttchen erfolgen. (110) Mit der Hemmung der Plattchenreaktivitit
durch ASS, war es daher moglich die Interaktionen zwischen Thrombozyten und WBC zu
inhibieren, sodass bereits in der Akutphase geringere Inflammationsprozesse ausgelost
werden konnten (107, 111). Aber auch das, aus den aktivierten Plattchen ausgeschiittete TXA,
konnte sich negativ auf die Infarktgrofe auswirken. Durch TXA kommt es zu einer
Vasokonstriktion der Gefdlle. Zusitzlich kommt es durch die Aktivierung der Thrombozyten
zu weiteren Bildungen von Thromben und Mikrothromben, welche in Kombination mit den
durch TXA verengten GefdBBen, weitere kleine Ischdmien und daraus resultierende
Gewebeschiaden zur Folge haben konnen. (112) Zusédtzlich zur Rekrutierung von WBC und
deren Einfluss auf die Inflammationsprozesse, haben die Plédttchen aber auch selbst einen
grolen Einfluss auf die Entziindungsreaktionen. Durch Ausschiitten von Mikrovesikeln,
Exosomen oder auch Apoptosekdrpern kann die Inflammation zuséitzlich verstirkt werden.
(112) All diese thrombozytenabhingigen Prozesse konnen durch ASS und seine
thrombozytenfunktionshemmende Wirkung herabgesetzt und die InfarktgroBe dadurch
verkleinert werden.

Es wire aber ebenso denkbar, dass die Reduktion der Infarktareale durch einen rein
antiinflammatorischen Effekt, aufgrund der COX-2-Hemmung durch ASS (6) zu erkldren
wire und somit die Plittchen keinerlei Einfluss auf die verminderten Inflammationsprozesse
bzw. die reduzierten InfarktgroBen hitten. Dies konnte jedoch durch die Depletion der

Thrombozyten der Versuchstiere mithilfe eines Antikorpers gekldrt werden. So konnte die
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Rolle der Thrombozyten im AMI untersucht und ein méglicher Zusammenhang zwischen der
Plattchenhemmung durch die ASS-Therapie und dem verbesserten Oufcome dargestellt
werden. Dabei wurde eindeutig gezeigt, dass Thrombozyten eine wesentliche Rolle in den
Entziindungsprozessen spielten. Durch die Depletion der Thrombozyten sank die InfarktgroBe
drastisch ab. Ein Vergleich der Infarktgroen von pléttchendepletierten Mausen mit und ohne
ASS zeigte dabei jedoch keine Unterschiede (Abb.45), sodass die Wirksamkeit einer ASS-
Therapie im Wesentlichen abhéngig von der Anwesenheit der Thrombozyten war. So konnte
gezeigt werden, dass durch ASS die Folgeschidden eines AMIs durch Hemmung der

Pléttchenreaktivitédt herabgesetzt wurden.

Abbildung 54: Mechanismus der plittchenvermittelten Leukozytenrekrutierung ohne und mit ASS
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5.2.3. Inflammation post AMI

Neben Thrombozyten spielen auch die Leukozyten eine wichtige Rolle in
Entziindungsprozessen und haben einen essentiellen Beitrag in der Heilungsphase. Besonders
die neutrophilen Granulozyten und die Monozyten haben hier einen wesentlichen Einfluss auf
die Immunantwort. (111) Wéhrend in den ersten 4 h der Ischdmie die Neutophilen in das
Myokard einwandern und ihr Maximum nach 24 h erreichen, bendtigt die Migration der
Monozyten etwa 24 h. Man unterscheidet dabei zwischen zwei Arten von Monozyten. In den
ersten 1-4 d werden hauptsichlich die proinflammatorischen Monozyten/Ly6Che" freigesetzt.
Diese setzen unter anderem proteolytische Enzyme und reaktive Sauerstoffspezies frei (ROS),
was zu einem Untergang noch lebender Kardiomyozyten fithrt und dadurch eine
VergroBBerung der Wunde zur Folge hat. Im weiteren Verlauf, nach etwa 4 d, steigt der Anteil
der nicht-inflammatorischen Monozyten/Ly6C'¥. Diese Zellen sind fiir die Reparatur und die
Regeneration der Wunde zusténdig. (113, 114) Besonders in der ersten Phase, in welcher die
proinflammatorischen Monozyten vorkommen, ist ein sehr fein austariertes Gleichgewicht der
Monozyten fiir die optimale Heilung notwendig. Weder ein Zuviel noch ein Zuwenig von
inflammatorischen Monozyten wirkt sich positiv auf die Inflammation aus, was Nahrendorf et
al. sehr anschaulich in ihrer Publikation von 2011 zeigten (Abb. 55). (115) Die Wirksamkeit
einer antiinflammatorischen Therapie auf die InfarktgroBe konnte auch schon vorher gezeigt
werden. (114) Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, filhrte eine Hemmung der
Thrombozytenfunktion zu einer reduzierten Rekrutierung von Monozyten (Abb.48), was
kleinere InfarktgroBen zur Folge hatte. Dabei war mithilfe von FACS-Analysen zu sehen,
dass sowohl die Gesamtzahl der Monozyten als auch deren proinflammatorischer Anteil nach
ASS-Behandlung geringer als die der Kontrollgruppe war. Gleichzeitig ist ein Anstieg des
Granulozytenanteils zur gesamt Leukozytenzahl zu beobachten. Dies war jedoch schon seit
langerem bekannt. Eine ASS-induzierte Eosinophilie und das daraus folgende Auftreten von
Asthma, einer bekannten Nebenwirkung von ASS, konnte auf diese Eigenschaft des
Arzneimittels zuriickgefiihrt und beschrieben werden, sodass aufgrund dessen auch ein
Anstieg des Granulozytenanteils zu erklédren wére (Abb.49). (116, 117) Zusétzlich konnte
anhand der Blutbilder festgestellt werden, dass in den mit ASS-behandelten Miausen keine
nennenswerten Erhohungen der gesamten WBC zu beobachten waren. Demgegeniiber stieg
die der Kontrollgruppe nach I/R an und erreichte einen signifikant hoheren Wert, als die der

ASS-behandelten Gruppe, was insgesamt flir eine gesteigerte Immunreaktion spricht.
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Abbildung 55: Schematische Darstellung des optimalen Gleichgewichts von inflammatorischen

Monozyten zur Qualitit der Heilung, 2011 dargestellt von Nahrendorf et al. (115)

Ein Vergleich der Herzen unter histologischen Aspekten, zeigte auch hier groe Unterschiede
zwischen den ASS-behandelten- und den Kontrollgruppen. Mithilfe der HE-Féarbung konnte
eine Ubersichtsfarbung durchgefiihrt werden, in welcher gezeigt werden konnte, dass in den
unbehandelten Tieren ein groBerer Bereich von Inflammationen, als bei den mit ASS-
behandelten Tieren, betroffen war (Abb.50). Die Rekrutierung von Makrophagen stellt einen
der wichtigsten Mechanismen in Inflammationsprozessen dar. Durch Chemokine werden
Monozyten aus dem Blut, in das betroffene Gewebe angelockt und differenzieren sich weiter
zu Makrophagen aus. (115) Diese sorgen im entziindeten Gewebe, durch Phagozytose, fiir die
Beseitigung von apoptotischen Zellen und konnen selber durch Ausschiitten zahlreicher
weiterer Chemokine zu einer Verstiarkung des Inflammationsprozesses fiihren. (115) Dadurch
zeigt ein hohes Mall von eingewanderten Makrophagen in das Infarktareal, eine stédrkere
Entziindungsrate, was folglich zu einem verstdrkten Abbau des betroffenen Gewebes fiihrt.
Mithilfe immunhistologischer Untersuchungen der entnommenen Herzen konnte dies
Kenntlich gemacht werden. Dabei konnte man erkennen, dass das infarzierte Gewebe durch
Behandlung mit ASS signifikant weniger von Makrophagen durchzogen war als die Herzen
unbehandelter Tiere (Abb.51).

Auch die neutrophilen Granulozyten haben im Inflammationsprozess einen wichtigen Einfluss
auf die Immunantwort. Die Einwanderung dieser Zellen fiihrt zu einem verstirkten Abbau
vom Gewebe und dadurch zu schlechteren Herzfunktionen nach AMI. (111) Die
Untersuchungen der Herzschnitte nach dem Markieren der Granulozyten mit einem Ly6G
AK, stellten klar heraus, dass eine ASS-Behandlung im Infarkt, 24 h nach Ischdmie eine
signifikant geringe Anzahl an Neutrophilen zeigte, als die Herzschnitte, der mit Vehikel-

behandelten Mause (Abb.52).
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Dadurch konnte eindeutig gezeigt werden, dass durch eine ASS-Behandlung insgesamt eine
geringere Immunantwort nach AMI erfolgt und das Herz im Nachhinein von einer geringeren

Nekrose und dadurch geringeren Narbenbildung betroffen war.
5.3. Limitierende Faktoren

Die groffte Limitierung der humanen Versuche dieser Dissertation ist die Akquise der
Patientenanzahlen. Zunichst ist die Grof3e der einzelnen Gruppen zwischen 37 und 53 relativ
klein. Anhand der berechneten Poweranalysen ergeben die durchgefiihrten Studien jedoch
gute und reprisentative Ergebnisse, zur Darstellung eines Effektes von RIVA auf die
Plattchenreaktivitit. Das Erreichen signifikanter Effekte, auch in Gruppen mit kleineren
Groflen, stellt zusdtzlich die Relevanz des Effektes heraus und unterstreicht einen mdglichen
klinischen Nutzen, der hieraus gezogen werden kann. Des Weiteren sind bei jeder
patientenbezogenen Studie weitere Einfliisse von bestehenden Nebenerkrankungen auf die
Pléttchenfunktion zu bedenken. Dennoch zeigten sich die Effekte auch in der durchgefiihrten
Zeitreihenanalyse, in welcher interindividuelle Unterschiede umgangen werden.

Eine Limitierung der in-vivo Versuche ist in der Verwendung von Versuchstieren zu sehen.
Aufgrund der sehr komplexen Vorgidnge eines AMIs und der biochemischen und
physikalischen Prozesse im lebenden Organismus, welche einen Einfluss auf den Verlauf der
Thrombusbildung nehmen kdénnen, war es unabdingbar die durchgefiihrten Versuche in-vivo
mithilfe von Tierversuchen durchzufiihren. Da im Verlauf der Entwicklung eines Thrombus
zahlreiche Zellpopulationen, Proteine und Mediatoren eine Rolle spielen, ist es nicht moglich
eine einwandfreie Darstellung anhand von Zellkulturen durchzufiihren. Ebenso wiirden diese
Faktoren bei der Verwendung isolierter Gefdfle fehlen. Zusétzlich sind durch die einfache
Handhabung, sowie die kostengiinstige Haltung, die murinen in-vivo Untersuchungen eine
gute Alternative, um schnell erste Ergebnisse zu erhalten. Die Durchfiihrung von
Tierexperimenten stellt daher eine wichtige Methode dar, um die Grundlage fiir
weiterfilhrende translationale Studien zu erhalten. Neben einem groB3en organisatorischen und
zeitlichen Aufwand bei der Patientenrekrutierung von klinischen Studien, ist zusétzlich der
grofite Nachteil dieser Methode, der Allgemeinzustand der Patienten. Die Untersuchungen
dieser zumeist multimorbiden Patienten sind kompliziert, sodass die Erforschung von
Pathomechanismen im Tiermodell eine ideale Methode fiir diese Zwecke darstellt.

Daher musste fiir die Darstellung der in-vivo Thrombusformation auf murine Versuche
zuriickgegriffen werden. Obwohl dies eine sehr gute und leicht zu realisierende Alternative

darstellte, muss jedoch auch erwdhnt werden, dass die physiologischen Eigenschaften
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zwischen Mensch und Maus doch zu unterscheiden sind. Besonders in der Expression der
PAR gibt es grof3e artenspezifische Unterschiede. Wahrend auf den Plittchen von Menschen
PAR-1 und PAR-4 zu finden sind, befindet sich auf denen von Mausen PAR-3 und PAR-4.
Hinsichtlich der Funktion von Thrombozyten gibt es jedoch, trotz unterschiedlicher Grof3e
und Anzahl, keine grof8en Unterschiede zwischen Mensch und Maus. (118)

Auch in den Stoffwechselprozessen von Menschen und Maiusen sind artspezifische
Unterschiede bekannt. Hervorzuheben ist hier die Geschwindigkeit der Stoffwechselprozesse.
Einer der auffilligsten Unterschiede der Versuchstiere zum Menschen ist die Geschwindigkeit
der Herzschlige pro min. Wéhrend der Puls beim Menschen ca. 80 Schlige in der min
betrégt, erreicht eine Maus bis zu 600 Schldge pro min.

Obwohl also die Stoffwechselprozesse bei Médusen um ein wesentliches hoher als beim
Menschen sind, stimmen die Prozessvorgdnge dennoch groftenteils dem des Menschen
iiberein. Trotzdem ist es unabldssig, die erzielten Ergebnisse in klinischen Studien auf Ihre
Ubertragbarkeit am Patienten zu priifen. AuBerdem wurden bisher nur die Auswirkungen auf
die Akutphase und das Outcome nach 24 h Reperfusion untersucht. Um Aussagen iiber die
langfristigere Regeneration zu machen, bedarf es noch weiteren Untersuchungen, die eine

langere Beobachtung der Versuchstiere mit sich bringt.
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Abbildung 57: Grafische Zusammenfassung der Effekte von ASS im AMI

In dieser Arbeit wurden zwei wichtige Substanzen der antithrombotischen Therapie
untersucht und deren Vorteile aufgezeigt.

Es konnte zusammenfassend gezeigt werden, dass durch FXa eine direkte Aktivierung von
Thrombozyten stattfindet. Zusétzlich zeigte RIVA unabhingig von dessen antikoagulierenden
Eigenschaften, auch plittchenhemmende Eigenschaften, welche auf die Hemmung von FXa
zuriickzufiihren sind. FXa aktivierte thrombinunabhingig PAR-1, was folglich iiber eine
Transduktion der PLC- und PI3K-Signalwege, zu der Aktivierung der Thrombozyten fiihrte.

Die in dieser Arbeit in-vitro verwendeten Konzentrationen befinden sich auBerdem mit
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100pM weit unterhalb der im Patienten erreichten Konzentration, die etwa bei 422-787 pM
liegen. (119, 120) Anhand dieser und der iibrigen Ergebnisse kann die klinische Relevanz,
welche die wichtige Rolle der FXa-Inhibitoren in der Thromboseprophylaxe von
Risikopatienten veranschaulicht, gezeigt werden.

Zusatzlich wurde der Nutzen einer ASS-Therapie im AMI untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass durch ASS eine pléttchenabhingige Reduktion der InfarktgroBen, eine
Verbesserung der Herzfunktion, sowie eine verminderte Immunantwort nach AMI auftrat.
Weitere Untersuchungen auf langfristige Folgen sollten hier noch Folgen, sodass die
vollstdndige und langfristige Wirksamkeit von ASS fiir die Primérpravention hinsichtlich des
verbesserten QOutcomes nach AMI vollkommen geklart werden kann. AuBerdem sind
zusitzliche klinische Studien notwendig, um die Ergebnisse aus den murinen Untersuchungen

im Menschen zu reproduzieren und zu bestétigen.
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I. Versuchstiere

Lieferant

Geschlecht

Maus

CS57BL/6]

Janvier

11-15 Wochen

mannlich

II. Tierfutter

Hersteller Artikelnummer
Standard Futter Ssniff
1. Medikamente
Handelsname Inhaltsstoff Hersteller PZN Dosierung
Bepanthen® Augen- | Dexpanthenol | Bayer 1578675 -
und Nasensalbe
Heparin-Natrium Heparin- B.Braun 9929393 1000 LE.
25.000 I.LE./Sml Natrium
Isofluran-Piramal® | Isofluran Piramal 9714675 1,5-2 Vol %
Healthcare
Isoton. NaCl-Losung | NaCl Fresenius Kabi | 809090 -
0,9%
Ketaset® S Ketamin Zoetis 12467832 | 100 mg/Kg
Rompun® Xylazin Bayer 1320422 10 mg/Kg
Temgesic® Buprenorphin Indivior 345928 0,05-0,1 mg/Kg

-97 -




8.  Chemikalien- und Materialliste

IV. Chemikalien

Name Hersteller Artikelnummer
2,3,5-Triphenyltetrazolinum-chlorid A Sigma T8877
Acetylsalicylsidure Sigma A5376
ADP Reagenz Sigma A2754
ADP-Test Roche 8847550190
Ammoniumchlorid-Lyse-Puffer Apotheke UKD -
Aquasonic 100 Parker Laboratories 01-50
Bacillol® Bode 973380
Bovine serum albumin (BSA) SERVA 11924,
(Albumin bovine Fraction V)

Calcein, AM life technologies™ C1430
Collagen chronopar Chronolog 70220
Collagenregenz Horm Takeda 1130630
Di-Natrium-hydrogenphosphat- Merck 106342
dihydrat

Di-Natrium-hydrogenphosphat- Merck 106346
monohydrat

Dulbecco’s Phospate Buffered Sigma D8662
Saline with CaCl2/ MgCl:

Dulbecco’s Phospate Buffered Sigma D8537
Saline without CaCl./ MgCl2

Elektroden-creme Gello -

Entellan® Merck 1.07961.0100
Ethanol 70% VWR 84858.290
Ethanol 96% VWR 20905.296
Ethanol absolut VWR 20821.330
Ethylendiamintetraessigsiure Sigma E7889
Eukitt® Fluka 03989
Evans Blau Fluka 46160
FACSFlow™ BD 342003
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FACS™ Clean BD 340345

Fetales Bovine Serum ThermoFisher A3160802

Hamatoxylin-Losung Merck 1.05174.1000

Isot. Kochsalzlosung Fresenius Kabi 808765

Isotonische Glucose Losung fiir ProChronoPar 11924.02

collagen Verdiinnungen pH 2.7-2.9

LY-294,002 hydrochlorid (PI3K-I) | Sigma L9908

Med. Gase Linde

Octenisept® Schiilke & Mayr 03853401

Paraffin Carl Roth CN48.2

Paraformaldehyd-Losung 4% in Alfa Aesar J19943

PBS

PGE-1 Cayman Chemical 13010.1
Companie

Pikro-Siriusrot-Losung Morphisto 13422.00500

Rivaroxaban APE xBio A4338

ROCK-Inh (Y-27632) Sigma SCMO75

Roticlean® CarlRoth 1529

Sterilium® Bode 975512

Stickstoff fliissig Linde

Trap-6 Sigma T1573

Trap-Test Roche 8847509190

U-73122 hydrat (PLC-Inh) Sigma U6756

Veet Haarentfernungs-Creme Reckitt Benckiser 7768307

Vorapaxar Abmole M3123

Wasser dest. Millipor -

Xylol VWR 28973.328
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V. Puffer

Puffer Zusammensetzung Herstelle

r

65mM Citronenséure Merck
111mM Glukose x H20 Merck
FACS Puffer 2mM EDTA Sigma
2% FCS ThermoFi
in PBS sher
Thrombozytenmedium 134mM NaCl Merck
12mM NaHCO3 Merck
2,9mM KClI Merck
0,36mM NaH2PO4xH20 Merck
ImM MgCI2x6H20 Merck
SmM HEPES Sigma
pH 7,4
Thrombozytenwaschpuffer 113mM NaCl Merck
4mM Na2HPO4 x 2H20 Merck
24mM NaH2PO4 x H20 Merck
4mM KH2PO4 Merck
TTC Puffer Puffer 1:
12,2¢ Na;HPO4 auf 1L H,O Merck
Puffer 2:
6g NaH>PO4 Merck
8:2 Puffer 1+Puffer 2
pH=7.,4
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VI. Verbrauchsmaterial

Material Hersteller Artikelnummer

3M Transpore™ 3M 1527-1

Bioflux 200 low-shear 48 Fluxion Bioscience FL-910-0004

well Platten

Butterfly G21 BD Vacutainer® Safety- 3200162
Lok™

Cellstar PP Greiner Bio-One 188241

Schraubverschluss

Rohrchen, 15 ml

Cellstar PP Greiner Bio-One 227261

Schraubverschluss

Rohrchen, 50 ml

Cellstar® Greiner Bio-One 628 160

Zellkulturschalchen

Citratrohrchen BD Vacutainer® 3223418

Cleanisept® Wipes Dr.Schumacher 00-208-D100

Deckgliser Engelbrecht K12460

Dispensertip VWR 3217261

Einbettkiisten 47-1600-00

Einwegskalpell No.11 Feather® 200130011

Eppendorf Safe-Lock Eppendorf 0030120086

Tubes, 1,5 mL

ES-Kompressen Hartmann 407 853

FACS Roéhrchen Sarstedt 551.579.002

Frischhaltefolie - -

Glas Pasteurpipetten Brand GmbH + Co 7477 20

Hirudinrohrchen Sarstedt 41.959.001

Kuvetten apact LABiTec 40.613.0005

Messzellen Multiplate Roche 06675590001

Micro-Touch® Nitra-Tex® | Ansell 700113

Mikrotomklinge Feather® 207500002
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MiniCollect® Tube Greiner Bio-One 450474
Objekttriger Engelbrecht 111001.
PE 10-Schlauch Reichelt Chemietechnologie
Pipettenspitzen 10/20pl StarLab S1120-3810
Pipettenspitzen 1000pl StarLab S1122-1830
Pipettenspitzen 200ul StarLab S1120-8810
Pipettenspitzen Multiplate | Roche 6675638001
Rasierklingen Wilkinson
Reaktionsgefiaf3 1,5 ml Eppendorf 211-2135
braun
Spatel VWR 231-2176P
Superfrost® Plus Menzel-Gléser OTS
Objekttriger
Wiigeschalen VWR 611-9168
Wattestibchen Nobamed 974202
Wattestiabchen grof3 MaiMed® 71010
Wypall Tiicher Wypall 3227171
Zelletten® Zellstofftupfer | Lohmann & Rauscher 13 356

VII.  Antikorper
Antikorper Konjugat Hersteller Verdiinnung Artikelnummer
CD11b PerCP-Cy5.5 | BD 1:100 550993
CD19 FITC BioLegend 1:100 152404
CD3 APC BioLegend 1:100 100312
CD4 PerCP-Cy5.5 | BD 1:100 550954
CD45 Pe-Cy7 BioLegend 1:100 103210
CD45 BV BioLegend 1:100 103134
CD8 APC-Cy7 Miltenyi 1:100 130-102-305
Depletion -- Emfret 2 ug/g R300
F4/80 Vg BioLegend 1:100 123110
FC-Block - Miltenyi 1:10 130-092-575
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Lyé6c¢ V450 BD 1:100 560594
Lyé6g FITC BioLegend 1:100 127606
Ly6G abcam Ab25377
Farbung
MAC 2 Cedarline CL8942AP
Farbung
PAR-1 AK FITC Alomone Labs APR-031-F
(F2R)
PAR-4 AK FITC Alomone Labs APR-034-F
(F2RL3)
P-Selectin AK | BV 421 BD 1:100 564037
Zombie V500 BioLegend 1:100 423102
Aqua™

VIII. ELISA
Material Hersteller Artikelnummer
ELISA DAG LS-Biosciences LS-F10645-1
ELISA IP3 LS-Biosciences LS-F10644-1
ELISA PL3K MyBioSpources MBS167579-96

IX. Operationsbesteck
Instrument Hersteller Artikelnummer
Feinpinzette FST 11274-20
Feinschere FST 14088-10
Grofier Magnetstand FST 18200-02
Hautschere FST 14575-11
Kleine Basisplatte FST 18200-03
Kleiner Magnetstand FST 18200-01
Mikronadelhalter FST 12075-12
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Mikroschere FST 15001-08
Nadelhalter FST 12500-12
Splitterpinzette FST 11051-10
Wundhaken breit FST 18200-11
Wundhaken schmal FST 18200-10
Wundhakendrihte FST 18200-05

X. Nahtmaterial
Material Hersteller Artikelnummer
Prolene™ 5-0 (1 Ph.Eur.9 | Ethicon® EH7231
Seraflex® 5/0 Serag Wiessner IC108000
Seraflex® 7/0 Serag Wiessner 10051391
PERMA-HAND™ Seide 4- Ethicon® 683H
0 (1.5 Ph.Eur.)

XI. Spritzen und Kaniilen
Material Hersteller Artikelnummer
Aortenkaniile fiir Hugo Sachs 73-2816
Langendorff
Eclipse™ Needle 25G BD 305760
Injekt B.Braun
Injekt® 2, 5, 10, 20 ml B.Braun 4606027V, 4606051V,

4606108V, 4606205V

Mini-Spike® B.Braun 4550242
Omnican®F 1ml B.Braun 9161502
Omnifix®-F Luer Solo 1ml | B.Braun 9161406V
Vasofix® Safety 20G B.Braun 4268113S-01

- 104 -




8.  Chemikalien- und Materialliste

XII.  Gerite

Gerit Hersteller

Apact

LabiTec

Beheizter Operationstisch fiir Kleintiere

Harvard Apparaturs

Bioflux

Fluxion Bioscience

biofluxpumpe

Fluxion Bioscience

Bruker 9.4 T AVANCE III WB NMR-Spektrometer

Bruker

ECG Amplifier Type 689 Hugo Sachs

FACSVerse BD

Feinwaage Sartorius

FluoStar Omega BMG Labtech FluoStar Omega BMG
Labtech

Himatologiegerit scil Vet abc Plus+ Scil Vet

KL 1500 LCD Lichtquelle Leica

Kiihlplatte EG1150C Leica Biosystems
Leica DFC450 C Leica Microsystems
Leica Fluoreszenzmikroskop DM4000 M Leica Microsystems
Lichtmikroskop MZ9.5 Leica Microsystems
M102S Systems (Vitalparameter) SA Instruments
Mikrotom Jung Biocut 2035 Leica

Mikrowaage Sartorius

Minivent Harvard Apparatus
Multiplate® Analyzer Roche

Nikon DS-Qi2 Camera Nikon

Paraffinausgiestation EG1150H

Leica Biosystems

Pipetten, Reference Eppendorf
PowerLab 8/30 ADInstruments
Rasiergerit Favorita II Typ GT109 Aesculap
Rollerpumpe Isma Tec
Rotlichtquelle Beurer
Thermometer Testo 108 Testo AG
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8.  Chemikalien- und Materialliste

Thermomixer 5436 Eppendorf
Tissue Tek VIP E150/E300 Sakura Finetek
Uni Protect Klimaschrank ZoonLab
UNO Microventilator UMV-03 UNO BV
UNO Vaporizer Sigma Delta UNO BV

Vevo2100

Visual Sonics

Vortex VWR
Wasserbad E100 Lauda
Zentrifuge 5810 R Eppendorf
Zentrifuge Mikro 200 R Hettich
Zentrifuge Rotina 38R Hettich

XIII.  Software
Software Hersteller Anwendungsgebiet
Bioflux Montage Fluxion Bioscience Bioflux software

Auswertung

Bioflux software Fluxion Bioscience Bioflux Einstellungen
Diskus view Hilgers — Technisches Biiro | TTC Planimetrie
FACSuite™ BD FACS messung
FlowJo_V10 FlowJo software FACS analyse
graphPad Prismé6 Graphpad Software, Inc. Statistik
ImageJ Wayne Rasband Planimetrische Auswertung
Iox.2 EMKA Elektrokardiogramm
LabChart Pro 7 ADInstruments Elektrokardiogramm
LASX Leica Histologie Kamera
MARS BMG Labtech ELISA Auswertung
Software Apact Software Apact Software Apact
VevoLab 2.2.0 VisualSonics Echokardiographie
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