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1 Einleitung

1.1 Das hamostatische System

Die normale Hdmostase findet sich in einer fein abgestimmten Balance als koordiniertes
Zusammenspiel von Enzymen des plasmatischen Gerinnungssystems, Proenzymen,
Kofaktoren, Inhibitoren sowie Zellen des Blutes und der GefaRwand [1].

Man unterscheidet die primére und die sekundare Hamostase [2]. Die friiher gebrauchli-
che Unterscheidung der intrinsischen und extrinsischen Gerinnung sowie der gemein-
samen Endstrecke beider Systeme spiegelt nicht die in-vivo-Verhéltnisse wieder [3],
sondern stellt den Ablauf der plasmatischen Gerinnung nach artifizieller Aktivierung
unter Laborbedingungen dar [2]. Um zu verstehen, welche Komponenten der Gerinnung
die einzelnen Gerinnungstests erfassen, ist die Kenntnis dieses Modells jedoch wichtig
(siehe Abbildung 1.1)

Intrinsisches (endogenes) Extrinsisches (exogenes)
System System

BT~
L EXi— FXlla >N
4
‘\ PR Fi(la Tissue Factor

\ FIX— FIXa FVila «— FVII

\ FVilla

\ (Kofaktor)
N\ FX ——"— FXa

Fll ——— Flla Erfassung

durch
Erfassung Quick-Wert
durch aPTT
Erfassung durch Erfassung
Thrombinzeit _-- durch
FXII

quervernetztes Fibrin

Abbildung 1.1 Intrinsisches und extrinsisches System und zugehdrige Gerinnungstests
Aus: Classen, Innere Medizin, 6. Auflage 2009 © Elsevier GmbH, Urban & Fischer, Miinchen
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1.1.1 Die priméare Hamostase

Wird die GefaBwand verletzt, heften sich zirkulierende Thrombozyten am Ort der En-
dothelzellschadigung an das subendotheliale Bindegewebe [4]. Diese sogenannte
Thrombozytenadhdsion wird hauptséchlich durch den von-Willebrand-Faktor (VWF)
vermittelt [5].

Die Thrombozytenadh&sion fuhrt zur nachfolgenden Thrombozytenaktivierung und
-aggregation [6]. Aktivierte Thrombozyten setzen ihrerseits plattchenstimulierende In-
haltsstoffe frei und aktivieren und rekrutieren so weitere Thrombozyten [5].

AuBerdem wird auf der Thrombozytenoberflache der Plattchen-Glykoprotein(Gp)-
I1b/111a-Komplex aktiviert und bindet Fibrinogen, wodurch sich rasch ein Thrombozy-
tenaggregat bildet [7]. Eine schematische Darstellung der Thrombozytenaggregation
liefert Abbildung 1.2.
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Abbildung 1.2 Stark vereinfachtes Schema der priméren Hamostase. Wird die GefédBwand verletzt, heften sich
im Blut zirkulierende Thrombozyten direkt oder mithilfe von vVWF an das exponierte subendotheliale Bindegewebe.
Auf der Thrombozytenoberfldche wird der GP-11b/111a-Komplex aktiviert und bindet Fibrinogen, wodurch ein
Thrombozytenaggregat entsteht.

VWF =von-Willebrand-Faktor; GP-I1b/Il1a-Komplex = Glykoprotein-11b/I11a-Komplex

1.1.2 Die sekundéare (plasmatische) Hamostase

Plasmatische Gerinnungsfaktoren zirkulieren im Plasma normalerweise als inaktive
Proteine [7]. Wird bei einem Endotheldefekt subendothelial lokalisierter Tissue factor
(TF) exponiert, wird die plasmatische Gerinnung aktiviert [2]. Tissue factor bindet da-
raufhin im Blut zirkulierenden aktivierten Faktor VII (Faktor V1la) und bildet so den
Tissue factor-Faktor VIla-Komplex, welcher wiederum Faktor IX und Faktor X akti-
viert [8, 9]. Der aktivierte Faktor IX aktiviert mit Faktor Vllla als Kofaktor ebenfalls
Faktor X. Aktivierter Faktor X (Faktor Xa) generiert daraufhin aus Prothrombin kleine
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Mengen Thrombin [4], welches die zentrale Protease der plasmatischen Gerinnung ist
[7].

Durch eine zusatzliche Generierung von Faktor Xa durch einen Komplex aus Faktor
IXa, Faktor Vllla, Ca2+ und Phospholipiden, wird die Gerinnungskaskade nochmals
verstérkt [8]. Faktor Xa wird zusammen mit Faktor Va, Phospholipiden und Ca2+ im
sogenannten Prothrombinasekomplex gebunden [6, 10] und wandelt so als zentraler
Thrombinaktivator Prothrombin in Thrombin um [11].

Thrombin wandelt nun l6sliches Fibrinogen in Fibrin um und aktiviert die Faktoren V,
VIII und XI, wodurch noch mehr Thrombin gebildet wird (sog. ,,Thrombin burst* [12])
[1]. AuBRerdem stimuliert Thrombin die Thrombozytenaggregation und -sekretion [13].
Faktor XI1I (fibrinstabilisierender Faktor) wird durch Thrombin aktiviert und fihrt dann
durch die Quervernetzung der Fibrinmonomere zu einer Stabilisierung des Fibrinthrom-
bus [7].

1.1.3 Antithrombotische Mechanismen

Um eine UberschieRende Gerinnselbildung und damit das Risiko thrombotischer Ereig-
nisse und GeféRverschliisse zu verhindern, wirken mehrere antithrombotische Mecha-
nismen zusammen [7]:

Antithrombin (auch ATIII, Antithrombin I11) wird in der Leber gebildet und inhibiert
durch Komplexbildung vor allem Faktor Xa und Thrombin [14]. In deutlich geringerem
MafRe inhibiert Antithrombin daneben auch Faktor 1Xa, Faktor Xla und Faktor Xlla [14,
15].

Protein C wird von Thrombin aktiviert und inaktiviert unter Mitwirkung des Kofaktors
Protein S die Faktoren Va und Vllla [5].

Tissue factor Pathway Inhibitor (TFPI) inhibiert den Tissue factor-Faktor Vlla-Faktor
Xa-Komplex und somit die Tissue factor/Faktor Vlla-vermittelte Gerinnungsaktivie-

rung [7].

1.1.4 Fibrinolyse
Die Hauptfunktion des fibrinolytischen Systems ist es, Fibringerinnsel aufzulésen und
so die GefalRdurchgangigkeit zu erhalten bzw. wiederherzustellen [5]. Das zentrale En-
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zym des fibrinolytischen Systems ist Plasmin [2]. Sogenannte Plasminogenaktivatoren
wie Tissue-Typ-Plasminogenaktivator (tPA) und Urokinase-Typ-Plasminogenaktivator
(uPA) spalten Plasminogen und setzen so das aktive Enzym Plasmin frei [5, 7]. Dieses
wiederum baut dann Fibrin zu Fibrinspaltprodukten (u.a. D-Dimere) ab [2].

Die wichtigsten Inhibitoren der Fibrinolyse sind das Plasmin hemmende Antiplasmin,

sowie die Plasminogenaktivator-Inhibitoren, welche bevorzugt tPA und uPA hemmen

[7].

1.2 Medikamentdse Herabsetzung der Gerinnungsféahigkeit

1.2.1 Heparin

Heparin ist eine korpereigene Substanz, die in hoher Konzentration in Gewebs-
Mastzellen enthalten ist [16]. Fir therapeutische Zwecke wird sie aus der Mukosa von
Schweinedarm gewonnen [16]. Heparine sind indirekte Hemmstoffe der Blutgerinnung,
da ihr antithrombotischer Effekt hauptsachlich durch die Aktivierung von Antithrombin
begrundet wird [17].

Unfraktioniertes Heparin (UFH) ist ein heterogenes Gemisch aus Glykosaminoglykanen
unterschiedlicher Lénge, von denen ca. ein Drittel antikoagulatorische Eigenschaften
aufweist [18, 19]. Die gerinnungshemmende Wirkung von Heparin beruht hauptsachlich
auf der Aktivierung von Antithrombin I11, welches dann u.a. die aktivierten Gerin-
nungsfaktoren Xa und Ila (Thrombin) inaktiviert [16].

Inzwischen werden niedermolekulare Heparine (NMH) deutlich haufiger eingesetzt als
unfraktioniertes Heparin [20]. Sie weisen im Vergleich zu UFH verschiedene Vorteile
wie eine vorhersagbare antikoagulatorische Wirkung [19], eine bessere Bioverfligbar-
keit [21], l&ngere Halbwertszeit [17], ein geringeres Blutungsrisiko auf, sowie deutlich
weniger unerwunschte Wirkungen [19].

Trotzdem bergen alle Heparine das Risiko einer potenziell lebensbedrohlichen heparin-
induzierten Thrombozytopenie (HIT) Typ Il [22]. In der Langzeitanwendung kann es
auBerdem, insbesondere unter der Therapie mit unfraktioniertem Heparin, zu Neben-

wirkungen wie Osteoporose [18] und Alopezie [23] kommen. Der Einsatz von Hepari-



Einleitung 15

nen wird jedoch in erster Linie aufgrund der Notwendigkeit einer parenteralen Substitu-

tion [17] und der therapeutischen Breite [24] stark limitiert.

1.2.2 Vitamin-K-Antagonisten

Vitamin-K-Antagonisten (VKA) gehdren zu den am héufigsten verschriebenen Medi-
kamenten in Deutschland [25]. Bis vor einigen Jahren waren Vitamin-K-Antagonisten
die einzigen verfugbaren oralen Antikoagulanzien [17]. Ebenso wie die ausschlieBlich
parenteral verabreichten Antikoagulanzien UFH und NMH, wirken VKA nicht gezielt,
sondern inhibieren mehr als ein Enzym in der Gerinnungskaskade [26]. Durch die An-
tagonisierung von Vitamin K hemmen sie die y-Carboxylierung der Gerinnungsfaktoren
I, VII, IX und X, sowie von Protein C und ProteinS [27]. Die Vitamin K abhangigen
Gerinnungsfaktoren II, VIL, IX und X benétigen die y-Carboxylierung jedoch, um ihre
prokoagulatorische Wirkung zu entfalten [28]. So resultiert die Behandlung mit VKA in
einer hepatischen Produktion von teilweise carboxylierten, teilweise decarboxylierten
Enzymen mit herabgesetzter prokoagulatorischer Aktivitat [29].

Obwohl die Antikoagulation mit VKA unter optimalen Bedingungen sehr wirksam ist
[30], stellt ihr Einsatz im klinischen Alltag oft eine Herausforderung dar [28, 30]: Sie
haben eine geringe therapeutische Breite [17, 26, 28] und weisen erhebliche interindivi-
duelle und intraindividuelle Schwankungen der Dosis-Wirkungs-Beziehung auf [31,
32]. Vitamin-K-Antagonisten haben aulRerdem zahlreiche Interaktionen mit anderen
Medikamenten und Nahrungsmitteln [17, 31] und weisen dartber hinaus eine lange
Halbwertszeit, sowie eine lange Latenzzeit bis zur vollen Wirksamkeit auf [17]. AuRer-
dem spielt die Beeinflussung der antikoagulatorischen Wirkung durch Faktoren wie
Alter [33], Geschlecht [34] und Korpergewicht [35] ebenfalls eine Rolle. Deshalb ist bei
Patienten, die mit Vitamin-K-Antagonisten therapiert werden, eine regelmaRige Uber-

wachung der Blutgerinnung unumganglich [17, 30].

1.3 Direkte orale Antikoagulanzien

In den letzten Jahren wurden einige direkte orale Antikoagulanzien (DOAK) entwickelt,
die gegenuiber Heparinen und Vitamin-K-Antagonisten einige Vorteile bieten [36]. Zu

den direkten oralen Antikoagulanzien gehoren die direkten selektiven und reversiblen



Einleitung 16

Faktor Xa-Inhibitoren Rivaroxaban, Apixaban und Edoxaban [37], sowie der direkte
Thrombininhibitor Dabigatran [38]. Alle diese Substanzen haben u.a. den Vorteil einer
oralen Substitution und hemmen im Gegensatz zu Vitamin-K-Antagonisten spezifisch
und selektiv Schlisselfaktoren in der Gerinnungskaskade [24, 39]. AuBerdem zeichnen
sie sich durch vorhersagbare pharmakokinetische Eigenschaften, wie eine groRRe thera-
peutische Breite und eine nur unerhebliche Beeinflussung durch Nahrungsmittel oder
Medikamente aus [24, 36], wodurch keine routinemaRige Uberwachung der Blutgerin-
nung erforderlich ist [40-42].

Abbildung 1.3 zeigt die schematische Darstellung der Blutgerinnungskaskade, sowie die

Angriffspunkte neuer Antikoagulanzien.
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Oral Parenteral
E:)\i/)?;g;(r?ban } _____ FondapaI{Ii lr\]/lulil(
Edoxaban

!
IX
}
Dabigatran —————————] Thrombin (11a) —_ gir\?;tirr%%?ﬂ

Fibrinogen ——— Fibrin

Abbildung 1.3 Angriffspunkte von Antikoagulanzien

Die direkten oralen Antikoagulanzien hemmen direkt Faktor Xa oder Thrombin. Bei den parenteralen Antikoagulan-
zien Fondaparinux und NMH ist die Hemmung von Faktor Xa Antithrombin abhangig.

AT = Antithrombin; TF=Tissue factor; NMH =niedermolekulares Heparin; 11(a)/V/VI11/1X/X(a) =Faktor

I (aktiviert)/VIVII/IX/X (aktiviert)

madifiziert nach [4, 40]

1.3.1 Rivaroxaban (Xarelto®)
Rivaroxaban (Xarelto®; Bayer HealthCare) ist ein oral verfligbarer, direkter, selektiver
und reversibler Inhibitor von Faktor Xa [36]. Es bindet unabhangig von Antithrombin

direkt und reversibel an das katalytische Zentrum der Serinprotease Faktor Xa (FXa)
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und hemmt diesen sowohl in freier, als auch in Thrombus- und Prothrombinasekomplex
gebundener Form [43]. Der Prothrombinasekomplex wird nur von direkten, nicht aber
von indirekten Faktor Xa-Inhibitoren gehemmt [44]. Dies ist von besonderer Relevanz,
da der Prothrombinasekomplex die Reaktionsgeschwindigkeit der Thrombinbildung im
Vergleich zu freiem FXa um den Faktor 3x10° erhéht [6].

Es hat sich gezeigt, dass Faktor Xa ein besonders vielversprechender Angriffspunkt fir
eine wirksame Antikoagulation ist, da er ein Schlisselenzym der plasmatischen Gerin-
nung ist [44]. Er katalysiert u.a. die Umwandlung von Prothrombin zu Thrombin, wobei
ein Molekil Faktor Xa mehr als 1000 Thrombinmolekiile generiert [26, 45]. Thrombin
wiederum fuhrt zu Gerinnselbildung und Wundverschluss [45, 46]. Eine effektive
Hemmung von Thrombin erfordert also aufgrund der teilweise sehr hohen Thrombin-
konzentrationen im Plasma eine anhaltend hohe Konzentration an freiem Antikoa-
gulanz. Da Faktor Xa auch wahrend des Ablaufs der Hamostase in deutlich niedrigeren
Konzentrationen im Plasma enthalten ist [47], gilt dies fur Inhibitoren von Faktor Xa
nicht [48].

Durch die selektive Hemmung von Faktor Xa kann der antithrombotische Effekt also
durch die Verminderung der Thrombingenerierung erreicht werden, was zu einer herab-
gesetzten thrombinvermittelten Aktivierung der plasmatischen Gerinnung fuhrt [49].
Trotz signifikanter Hemmung der Thrombingenerierung beeintrachtigt Rivaroxaban die
flur die Thrombozytenaktivierung ndétige initiale Entstehung von Thrombin nicht [49],
weshalb auch unter antithrombotischen Dosierungen keine signifikante Zunahme der
Blutungszeit beobachtet wurde [44, 50].

Rivaroxaban weist eine Bioverfugbarkeit von nahezu 80% auf, die maximale Plasma-
konzentration wird bereits nach 2 bis 4 Stunden erreicht und die Eliminationshalbwerts-
zeit ist mit 7 bis 11 Stunden vergleichsweise kurz [51]. Die Beeinflussung des Riva-
roxabanspiegels durch Nahrungsmittel oder Medikamente ist nur unerheblich und die
therapeutische Breite ist grol3 [24, 42]. Aullerdem ist die orale Substitution und das
weitgehende Wegfallen einer routineméaRigen Uberwachung der Blutgerinnung im am-
bulanten Setting sehr patientenfreundlich [40-42].

Rivaroxaban wurde 2008 fiir die Prophylaxe vendser Thromboembolien nach elektivem

Huft- und Kniegelenkersatz zugelassen [52]. Seitdem wurde die Gabe von Rivaroxaban
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fiir weitere Anwendungsgebiete genehmigt. Eine Ubersicht tiber Zulassungsjahr, Indi-

kationen und die jeweiligen Dosierungen liefert Tabelle 1.1.

Tabelle 1.1 Zusammenfassung von Indikationen, Dosierungen und Zulassungsjahr von Rivaroxaban [52-59]

VTE =vendse Thromboembolie; TVT =tiefe Venenthrombose; LAE = Lungenarterienembolie; ACS =akutes Koro-

narsyndrom; pAVK =periphere arterielle Verschlusskrankheit; ASS = Acetylsalicylsaure

Indikation Dosierung Zulassung seit

Prophylaxe VTE bei Patienten 10m
nach elektiver Hiift- oder 1xtégl 2008
Kniegelenkersatzoperation g
Th i TVT LAE

efaple von oder 15mg 2 x t&gl. fur 21 Tage
sowie Prophylaxe von deren . 2011

. dann 20mg 1 x tagl.

Rezidiven
Prophylaxe von Schlaganfallen
und systemischen Embolien 20mg 2011
bei Patienten mit nicht valvula- 1xtagl.
rem Vorhofflimmern
Prophylaxe atherothrom- 2,5mg 2 x tagl.
botischer Ereignisse bei kombiniert mit ASS oder 2013
Patienten nach einem ACS mit ASS und Clopidogrel oder
erhdhten kardialen Biomarkern Ticlopidin
Prophylaxe atherothromboti-
scher Ereignisse bei Patienten 2,5mg 2 x tagl. 2018

mit KHK oder symptomati-
scher pAVK

kombiniert mit ASS

1.4 Indikationen zur blutverdiinnenden Therapie

Die Hamostase ist ein fein ausbalanciertes System, das sich in einem natirlichen
Gleichgewicht zwischen prothrombotischen und antithrombotischen Effekten befindet
[7]. Dieses Gleichgewicht kann aus unterschiedlichsten Griinden gestort werden. Allein
in Mitteleuropa erhalten gut 12 % der Bevolkerung blutverdiinnende Medikamente [60].

Die Indikationen zur oralen Antikoagulation sind vielféltig [56].
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Im Folgenden wird insbesondere auf die fur eine Behandlung mit Rivaroxaban zugelas-
senen Indikationen zur blutverdiinnenden Therapie eingegangen, da diese fiir diese Ar-

beit von besonderer Relevanz sind.

1.4.1 Ventse Thromboembolie (VTE)

Kommt es durch die Verschleppung eines Thrombus zu einem akuten arteriellen oder
venosen Gefalverschluss, spricht man von einer Thromboembolie [61].

Vendse Thromboembolien manifestieren sich als tiefe Venenthrombose (TVT) und
Lungenarterienembolie (LAE) [62]. Die jahrliche Inzidenz vendser Thromboembolien
(VTE) in Europa betrégt 183 Falle pro 100000 Einwohner [63]. Die Haufigkeit tiefer
Beinvenenthrombosen in der operativen und konservativen Medizin ohne Prophylaxe ist
in Tabelle 1.2 dargestellt. Es gibt unzahlige Risikofaktoren fur vendse oder arterielle
Thromboembolien. Eine Ubersicht tber die haufigsten Risikofaktoren fir venose
Thromboembolien liefert Abbildung 1.4.
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Tabelle 1.2 Haufigkeiten tiefer Beinvenenthrombosen (Gesamtraten symptomatischer und asymptomatischer) in der

operativen und konservativen Medizin ohne Prophylaxe (AWMF S3-Leitlinie Prophylaxe der venésen Thromboem-

bolie (VTE), 2015) [64]

Patientengruppe

Pravalenz von TVT ohne Prophylaxe

Innere Medizin
Allgemeinchirurgie

Grole gynékologische Eingriffe
GroRe urologische Eingriffe
Neurochirurgie

Schlaganfall

Huft- oder Kniegelenkersatz
Huftfrakturen

Multiples Trauma
Rickenmarkverletzung

Intensivmedizin

10 bis 20%
15 bis 40%
15 bis 40%
15 bis 40%
15 bis 40%
20 bis 50%
40 bis 60%
40 bis 60%
40 bis 60%
60 bis 80%

10 bis 80%
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Expositionelle Risiken

* Polytrauma, schwere Verletzungen von
WS, Becken und/oder UE

* groRere operative Eingriffe an WS, Becken,
Hft- oder Kniegelenk oder in den Korperhohlen
der Brust-, Bauch und/oder Beckenregion

e ischamischer Apoplex mit Parese

* akut dekompensierte COPD

* akuter Myokardinfarkt

*Herzinsuffizienz NYHA 11I/1V

* Sepsis

« aktive Krebserkrankung unter Therapie

*nahezu vollstandige Immobilisierung bei
akuter Infektion

«l&nger dauernde Operationen
«gelenkubergreifende Immobilisation
der UE im Hartverband
«arthroskopisch assistierte Gelenk-
chirurgie an der UE
*nichtvollstandige Immobilisierung bei
fieberhaften Infekten
«liegender ZVK
« Infusion venenaggressiver
Losungen bei Port

*kleine operative Eingriffe

. rin
*Verletzung ohne oder mit geringes
geringem Weichteilschaden Risiko
* Exsikkose «Alter>75 Jahre | bekannte
. Thrombo-
« Polyglobulie + Schwangerschaft -
philie
» Thrombozytose oder Postpartal- .
: . *VTE in
 Stammvarikose periode der Eigen-
*Hormonersatz- | +orale Kontrazep- g
. - anamnese
therapie tion ;
o : *VTE bei
* Adipositas *nephrotisches
« Alter >60 Jahre Syndrom Verwandten
1.Grades
Dispositionelle Risiken | >

Abbildung 1.4 Risikofaktoren fur eine vendse Thromboembolie

Einteilung nach expositionellen Risiken (Akutrisiken) und dispositionellen Risiken (Basisrisiken) in Anlehnung an
[65] (Moerchel et al. 2007) [62, 66-69]. WS =Wirbels&ule, UE =untere Extremitat, COPD =chronisch obstruktive
Lungenerkrankung, NYHA =Schema zur Einteilung der Herzinsuffizienz in Stadien nach der New York Heart
Association, UE =untere Extremitét, ZVK =zentraler Venenkatheter, VTE =vengse Thromboembolie
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Die Wirksamkeit von Rivaroxaban fiir die Prophylaxe vendser Thromboembolien wur-
de in mehreren Studien getestet. Es zeigte sich eine Uberlegenheit von Rivaroxaban
gegenliber Enoxaparin zur Prophylaxe ventser Thromboembolien bei Patienten nach
elektiver Huft- oder Kniegelenkersatzoperation [70-72]. Auch in der Therapie tiefer
Venenthrombosen und Lungenarterienembolien sowie der Prophylaxe von deren Re-
zidiven zeigte sich Rivaroxaban Uberlegen gegenlber Enoxaparin und Vitamin-K-
Antagonisten [73-76].

1.4.2 Vorhofflimmern

Vorhofflimmern ist der Hauptrisikofaktor fir eine arterielle Thromboembolie [77]. Die
Préavalenz des Vorhofflimmerns in der Bevolkerung wird auf ca. 2% geschéatzt [78].
Unter den 80-89 jahrigen leiden bereits 9% an Vorhofflimmern [79]. Patienten mit
Vorhofflimmern haben wiederum ein funffach erhohtes Risiko, einen Schlaganfall zu
erleiden [63].

Die Verfugbarkeit von direkten oralen Antikoagulanzien hat die Prophylaxe von
Schlaganfallen bei Patienten mit nicht valvularem Vorhofflimmern grundlegend veréan-
dert [80]. Eine Metaanalyse randomisierter kontrollierter Studien von Ruff et al. [81] hat
gezeigt, dass direkte orale Antikoagulanzien im Vergleich zu Vitamin-K-Antagonisten
ein besseres Nutzen-Risiko-Profil in der Therapie von Vorhofflimmern aufweisen. Dies
zeigte sich in einer signifikanten Reduktion von Schlaganfallen, intrakraniellen Blutun-
gen und Todesfallen unter den direkten oralen Antikoagulanzien. Das Risiko von gro-
Ren Blutungskomplikationen war mit dem unter Vitamin-K-Antagonisten vergleichbar,
wahrend unter den direkten oralen Antikoagulanzien das Risiko einer gastrointestinalen

Blutung leicht erhéht war.

1.4.3 Akutes Koronarsyndrom

Seit dem Jahr 2013 ist Rivaroxaban in Europa zur Prophylaxe atherothrombotischer
Ereignisse bei Patienten nach einem akuten Koronarsyndrom mit erhéhten kardialen
Biomarkern zugelassen [82]. Das akute Koronarsyndrom (ACS) beschreibt die Phasen
der koronaren Herzerkrankung, die akut lebensbedrohlich sind [5]. Diese sind die insta-

bile Angina pectoris, sowie der Myokardinfarkt mit oder ohne ST-Strecken-Hebung
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(STEMI bzw. NSTEMI) [83]. Die Abgrenzung zwischen instabiler Angina pectoris und
Myokardinfarkt erfolgt anhand des kardialen Nekrosemarkers TroponinT [5].

In einer Studie von Mega et al. (ATLAS ACS-2-TIMI 51[84]) reduzierte Rivaroxaban
in Kombination mit ASS oder mit ASS und Clopidogrel oder Ticlopidin im Vergleich
zu einer dualen Plattchenhemmung aus ASS und Clopidogrel oder Ticlopidin die Zahl
der Todesfalle, Herzinfarkte und Schlaganfélle bei Patienten, die nach einem akuten
Koronarsyndrom stabilisiert worden waren, signifikant.

Aullerdem reduzierte Rivaroxaban die Zahl der Stentthrombosen bei Patienten mit aku-

tem Koronarsyndrom signifikant [85].

1.4.4 Koronare Herzerkrankung und periphere arterielle Verschlusskrankheit
Seit Juli 2018 ist Rivaroxaban fir die Prophylaxe atherothrombotischer Ereignisse bei
Patienten mit koronarer Herzerkrankung oder symptomatischer peripherer arterieller

Verschlusskrankheit zugelassen [86].

Die koronare Herzerkrankung (KHK) verursacht mehr Todesfélle und hohere wirt-
schaftliche Kosten als jede andere Krankheit in der entwickelten Welt [87, 88]. Sie ist
definiert als eine chronische Herzerkrankung, die durch eine atherosklerotisch bedingte
Verengung der Herzkranzgefalle ausgeldst wird [5].

Der Begriff der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK) bezeichnet eine
klinische Storung, die durch eine Stenose oder einen Verschluss der Becken- oder der
Beinarterien verursacht wird [88]. Mehr als 202 Millionen Menschen sind weltweit von
pAVK und den damit verbundenen Risiken betroffen [89]. Die 5-Jahres-Mortalitat von
Patienten mit einer pAVK betragt 15-30% [88].

In einer randomisierten kontrollierten Studie von Eikelboom et al. (COMPASS, Car-
diovascular OutcoMes for People using Anticoagulation StrategieS[90]) wurde eine
Monotherapie ASS 100mg mit einer Monotherapie Rivaroxaban 2x2,5mg und einer
Kombinationstherapie aus ASS 100mg und Rivaroxaban 2x2,5mg verglichen. Es wur-
den 27397 Patienten mit KHK und/oder pAVK eingeschlossen. Die Kombinationsthe-
rapie aus ASS 100mg und 2x2,5mg Rivaroxaban flhrte zu einer signifikanten Redukti-

on kardiovaskularer Ereignisse wie kardiovaskularem Tod, Myokardinfarkt und Schlag-
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anfall. Insgesamt kam es in der Gruppe, die Rivaroxaban und ASS einnahm, zu mehr
Blutungskomplikationen als bei ASS alleine, wobei die Zahl der tédlichen und intrakra-
niellen Blutungen in etwa gleich hoch war. Insgesamt konnte die Zahl der Todesfélle
durch die zusétzliche Gabe von Rivaroxaban zu ASS signifikant reduziert werden (313
statt 378 Todesfalle). Die Studie wurde aufgrund der deutlichen Uberlegenheit der
Kombinationstherapie im Vergleich zur Monotherapie mit ASS vorzeitig abgebrochen
[91].

Diese Zahlen zeigen, welchen Stellenwert Erkrankungen, die mit blutverdiinnenden
Medikamenten entweder behandelt werden oder deren Komplikationen dadurch weitge-

hend verhindert werden kdnnen, in unserer alter werdenden Bevoélkerung haben.

1.5 Laborchemisches Monitoring von Rivaroxaban

Aufgrund der gut vorhersehbaren pharmakodynamischen und pharmakokinetischen

Eigenschaften von Rivaroxaban [92] und des nur geringen Risikos der Akkumulation,

sind routinemé&fige Laborkontrollen des Plasmaspiegels im ambulanten Setting nicht

notwendig [93-95]. Dennoch kann die Bestimmung des Rivaroxabanspiegels in einigen

Situationen einen wichtigen Anhaltspunkt fur klinische Entscheidungen bieten [96]:

« vor Notfalloperationen und Interventionen [97]

* beim perioperativen Management von Patienten unter Rivaroxaban [98]

* bei Patienten mit Thromboembolien oder Blutungen [99]

« bei vermuteter Uberdosierung, Inkomplinance oder Einnahme in suizidaler Absicht
[100]

« fur den Ausschluss einer Akkumulation bei schwerer Nieren- bzw. Leberinsuffizienz

[101]

1.6 Globalgerinnungstests

Aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) und Quickwert (Prothrombinzeit, PT)
sind die im klinischen Alltag am h&ufigsten verwendeten Globalgerinnungstests [24].
Das Testprinzip des Quickwertes beruht auf einer Zugabe von Thromboplastin (sog.
Tissue factor), Phospholipiden und Calciumchlorid zu Blutplasma. Die Fibrinbildung
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wird so induziert und die Zeit bis zur Bildung eines Gerinnsels wird optisch gemessen
[98]. Der Quickwert umfasst die Aktivitaten der Gerinnungsfaktoren 11 (Prothrombin),

V, VII, X und Fibrinogen und bildet so die extrinsische Gerinnungskaskade ab [102].

Das Testprinzip der aPTT beruht auf der Zugabe von aPTT-Reagenz (Oberflachenakti-
vator, Phospholipide und Puffer) zu Zitratplasma, wodurch die Startphase der intrinsi-
schen Gerinnung aktiviert wird [4]. Ausgelost wird der Ablauf der Gerinnungskaskade
durch die anschlieRende Zugabe von Kalziumionen zur Rekalzifizierung der Probe. Die
aPTT beschreibt die Zeit von der Zugabe der Kalziumionen bis zur Gerinnselbildung
[98]. Sie umfasst die Aktivitaten der Gerinnungsfaktoren Il (Prothrombin), V, VIII, IX,
X, X, XII und Fibrinogen sowie Prékallikrein und hochmolekularem Kininogen und
bildet so die intrinsische Gerinnungskaskade ab [98].

In einigen Studien wurde bereits der Einfluss von Rivaroxaban auf Quickwert und aPTT
untersucht, die Ergebnisse widersprechen sich jedoch teilweise. So postulieren u.a. Sa-
mama et al. [103], dass Rivaroxaban Quickwert und aPTT konzentrationsabhangig er-
héht bzw. verlangert [104-106]. Andere Studien kamen wiederum zu der Einschatzung
einer nicht linearen Interaktion von Rivaroxaban mit Quickwert und aPTT [41, 102].

Daher ist es wichtig, diese hdufig eingesetzten [24] und in der Regel gut verfiigharen
Testsysteme hinsichtlich ihrer Aussagekraft auf die Rivaroxaban-Plasmakonzentration

weiter zu untersuchen.

1.7 Spezielle Testmethoden

1.7.1 Thrombin dynamics test

Die Thrombingenerierung nimmt eine Schlisselrolle in der Pathophysiologie der Blut-
gerinnung ein [107]. Bisher gibt es keinen Routinetest, der die Thrombinbildungskapa-
zitat einer Plasmaprobe quantitativ bestimmt. Der im menschlichen Organismus ablau-
fende Thrombinbildungsprozess ist ausgesprochen komplex und herkdmmliche Gerin-
nungstests wie Quickwert und aPTT spiegeln nicht die gesamte Thrombingenerierung
wider und sind auBerdem unempfindlich gegeniber hyperkoagulatorischen Zustédnden

[108]. Die Thrombingenerierung scheint jedoch ein guter Indikator sowohl fiir hyper-
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und hypokoagulatorische Zustande als auch insgesamt fur die Funktionalitat des Gerin-
nungssystems zu sein [107].

In den meisten fur wissenschaftliche Zwecke verfligbaren Tests zur Messung der
Thrombingenerierung wird die Bildung und Hemmung von Thrombin mithilfe eines
,langsamen® Thrombinsubstrates {iber einen Zeitraum von bis zu einer Stunde bestimmt
[109]. Allerdings wird die Thrombinbildung im Kdrper sehr schnell ausgeldst und wie-
der gehemmt und Blut steht in vivo tber so einen langen Zeitraum nie still [110]. Um
die tatséchliche in vivo-Situation besser abbilden zu kénnen, nutzt der Thrombin dyna-
mics test ein ,,schnelles® chromogenes Substrat, welches schnell von Thrombin umge-
wandelt wird [107] und macht so eine rasche und vollautomatische Quantifizierung der
initialen Thrombinbildungsdynamik mdglich [110, 111]. Anders als andere Methoden
zur Bestimmung der Thrombingenerierung, bildet der TDT nicht die komplette in vitro-
Reaktion mit Initiationsphase, Thrombinaktivierung, maximaler Akkumulation und
Thrombinhemmung ab, sondern konzentriert sich auf die physiologisch wichtige initiale
Dynamik der Thrombinbildung [112]. Der TDT mit intrinsischer Aktivierung (TDTin)
ist bereits kommerziell verfugbar [107]. Der TDT mit extrinsischer Aktivierung wurde
im Rahmen einer Arbeit 2018 entwickelt [113]. Der Ablauf der Gerinnung wird ausge-
|6st, indem fiir den TDT mit intrinsischer Aktivierung (TDTin) ein aPTT-Reagenz und
fir den TDT mit extrinsischer Aktivierung (TDTex) Recombiplastin als Tissue factor
zugegeben wird [113]. Anschlielend wird ein Reagenz bestehend aus CaCl, zur Rekal-
zifizierung der Probe, einem Inhibitor der Fibrinpolymerisation, welcher eine ungestorte
optische Messung ermdglicht und einem chromogenen Substrat, das schnell von
Thrombin gespalten wird zugegeben. Beim Abbau dieses Substrates durch Thrombin
wird p-Nitroanilin freigesetzt, dessen Absorption kontinuierlich gemessen wird [114].
Von der so bestimmten Kurve wird die erste Ableitung berechnet. Sie beschreibt die
Geschwindigkeit der Umwandlung des chromogenen Substrates und spiegelt somit das
AusmaR der Thrombingenerierung wider [115]. Der Maximalwert der ersten Ableitung
(Tmax) reprasentiert die maximale Geschwindigkeit der Umwandlung des Thrombin-
substrates und folglich die Dynamik der Thrombinbildung [115]. Er wird in Prozent der

Norm (Thrombinbildung einer normalen Kontrollpopulation) angegeben [107].
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in-TDT* Aktivator Tissue factor
TDTin
TDTex
' Pl
Thrombin
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chromogenes Substrat
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Lichtquelle | 4 + Computer
p-Nitroanilin

Abbildung 1.5 TDT-Testprinzip. Die intrinsische bzw. extrinsische Gerinnungskaskade wird durch Kontaktaktivator-
Reagenz (TDTin) bzw. Tissue factor (TDTex) ausgeldst. Am Ende der jeweiligen Kaskade steht Thrombin, welches
das chromogene Substrat spaltet. Das Spaltprodukt p-Nitroanilin wird optisch detektiert und ausgewertet (in Anleh-
nung an [112, 115]).

In einigen Studien wurde bereits die Korrelation der Rivaroxaban-Plasmakonzentration
mit der Thrombingenerierung unter Einsatz eines ,,langsamen‘ Thrombinsubstrates un-
tersucht. Hierbei wurde ein dosisabhdngiger Zusammenhang des Rivaroxaban-
Plasmaspiegels mit der Thrombingenerierung gezeigt [4, 95, 116, 117]. In unserer Stu-
die untersuchten wir den Einfluss der Rivaroxaban-Plasmakonzentration auf den
Thrombin dynamics test, also auf die Thrombingenerierung mithilfe eines ,,schnellen*

Thrombinsubstrates. Nach unserer Kenntnis gibt es bisher keine Studien hierzu.

1.7.2 Rotationsthrombelastometrie (ROTEM®)

Die Rotationsthrombelastometrie ist ein viskoelastisches Verfahren, mit dem die Gerin-
nungseigenschaften von Vollblut untersucht werden kénnen [93, 118]. Mit dieser Me-
thode kann die Interaktion von Gerinnungsfaktoren, Inhibitoren und Zellkomponenten
gemessen werden [119]. Sie ist eine Weiterentwicklung der traditionellen Thrombe-
lastographie (TEG®)-Methode, die 1948 von Hartert entwickelt wurde [120]. Im Ge-

gensatz zur klassischen Thrombelastographie ist die Rotationsthrombelastometrie prak-
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tisch unempfindlich gegentber Erschitterungen. Bei diesem System wird ein zylindri-
scher Stempel durch eine elastische Feder in einer Kivette mit Vollblut alternierend
bewegt. Bildet sich in der Kuvette ein Gerinnsel, wird abhéngig von dessen Festigkeit
die rotierende Bewegung des Stempels zunehmend eingeschrankt [121] (siehe Abbil-
dung 1.6). Die Bewegungshemmung wird elektronisch erfasst und als Kurve uber die
Zeit aufgezeichnet [122].

Dreh-Achse (+-4,75%) LED Lichtquelle
C |> ® —_—
Spiegel
Feder .\
[——=24
<': - Detektor i
Kugellager J ») Datenverarbeitung

Kuvette & Probe

Beheizter

Kuvettenhalter

Gerinnsel bildung © Tem Innovations GmbH

Abbildung 1.6 Prinzip der Thromboelastometrie (ROTEM®)

Bildet sich in der Kivette ein Gerinnsel, wird die rotierende Bewegung des Stempels zunehmend eingeschrankt.
Diese Bewegungshemmung wird elektronisch erfasst und als Kurve tiber die Zeit aufgezeichnet (Aus: Tem® Innova-
tions GmbH, https://www.rotem.de/methodik/thromboelastometrie/, 14.11. 2018)

Dabei wird die gesamte Kinetik der Hamostase untersucht: Gerinnungszeit (clotting
time, CT), Gerinnselbildungszeit (clot formation time, CFT), maximale Gerinnselfes-
tigkeit (maximum clot firmness, MCF) und Lyse (Lyse-Index, LI) [119] (siehe Abbil-
dung 1.7). Aullerdem konnen die Messungen mithilfe eines intrinsischen (INTEM®)
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oder eines extrinsischen (EXTEM) Aktivators durchgefuhrt werden. So kann wahlweise

die intrinsische oder die extrinsische Blutgerinnung untersucht werden.
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Abbildung 1.7 Exemplarische Darstellung der ROTEM®-Parameter am Beispiel eines EXTEM-Normalbefundes
CT=Gerinnungszeit (Clotting time), CFT = Gerinnselbildungszeit (Clot formation time), MCF =Maximale Ge-
rinnselfestigkeit (Maximum clot firmness), alpha=Alpha-Winkel

In einigen Studien wurde bereits der Einfluss der Rivaroxaban-Plasmakonzentration auf
die Rotationsthombelastometrie untersucht, wobei insbesondere fur die Rotations-
thrombelastometrie mit extrinsischer Aktivierung (EXTEM) ein linearer Zusammen-
hang gezeigt werden konnte [93, 123-125].

1.7.3 Anti-Faktor Xa-Aktivitat

Der Rivaroxabanspiegel und die Hemmung von Faktor Xa korrelieren eng miteinander
[126]. Deshalb kann die Rivaroxabankonzentration in Plasma mithilfe von Tests, die die
Faktor Xa-Aktivitdt messen, gut quantifiziert werden [127-129]. Die Standard Anti-Xa
Assays, die fur die Bestimmung von u.a. Heparin verwendet werden, reagieren zu sensi-
tiv auf Rivaroxaban [102, 128]. Werden fur diese Tests jedoch Rivaroxabankalibratoren
und -kontrollen verwendet, kann die Anti-Xa Aktivitat (IE/ml) in ng/ml umgerechnet

werden und diese Methode eignet sich fur ein breites Anwendungsspektrum von sehr
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geringen bis hohen Rivaroxaban-Plasmakonzentrationen (20-660ng/ml) [130]. Inzwi-
schen sind verschiedene solcher standardisierter Testkits auf dem Markt [96].

Das Testprinzip beruht auf der hemmenden Wirkung von Rivaroxaban auf den Gerin-
nungsfaktor Xa. Nach der Zugabe von chromogenem Substrat und einem definierten
Uberschuss Faktor Xa zu Plasma [131], laufen zwei Prozesse parallel ab. Erstens
hemmt das vorhandene Rivaroxaban einen Teil des Faktors Xa [98]. Zweitens spaltet
der noch freie FXa das chromogene Substrat (an ein chromogenes Peptid gebundenes
Para-Nitroanilin (p-NA) ab und die Menge des frei gewordenen Para-Nitroanilins kann
anhand dessen optischer Dichte bestimmt werden [129]. Steigende Rivaroxabankon-
zentrationen inhibieren also konzentrationsabhéngig die Aktivitat von Faktor Xa auf das
chromogene Substrat [131], weshalb die entstehende Farbintensitat umgekehrt proporti-
onal zur Menge des in der Probe vorhandenen Rivaroxabans ist [93].

Dieses speziell kalibrierte Testverfahren steht jedoch nicht grof3flachig und rund um die
Uhr zur Verfiigung [101], die Durchfuhrung dauert in Notfallsituationen oft zu lange
und der Einfluss von moglichen Antagonisten auf die Testsysteme ist nicht evaluiert.
Deshalb ist es wichtig, gangige laborchemische Testverfahren hinsichtlich ihrer Mdg-
lichkeit zur Quantifizierung der Rivaroxaban-Plasmakonzentration, sowie der Einfluss-
nahme maoglicher Antagonisten zu untersuchen. AuBerdem kénnten Point-of-care Tech-
niken, wie die Rotationsthrombelastometrie aufgrund der schnellen Verfligbarkeit klini-
sche Vorteile bieten [93].
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1.8 Antagonisierung von Rivaroxaban

Unter einer Behandlung mit Rivaroxaban treten lebensbedrohliche Blutungen seltener
auf als unter Vitamin-K-Antagonisten [132]. Ein groRer Nachteil von Rivaroxaban war
bisher jedoch das Fehlen eines spezifischen Antidots fur den Fall einer akuten Blutung,
Trauma oder Notoperation [133-136].

Auch wenn nach Fertigstellung unserer Experimente Andexanet alfa (siehe Abschnitt
1.8.4) 2018 (USA) bzw. 2019 (EU) als ein spezifisches Antidot fir direkte Faktor Xa-
Inhibitoren zugelassen wurde [137, 138] ist die Frage der Antagonisierung von Rivaro-

xaban noch immer aktuell [139].

Es gibt bereits einige Studien zur Antagonisierung von Rivaroxaban. Besonders vielver-
sprechend wurden hierbei Prothrombinkomplexpraparat (PPSB) [136, 140, 141], akti-
viertes Prothrombinkonzentrat (Feiba®) [95, 136] und rekombinanter Faktor Vlla
(rFVI1la, NovoSeven®) [95, 136] getestet, weshalb wir diese Substanzen auch in unserer
Studie zur Antagonisierung von Rivaroxaban untersuchten. Zur Antagonisierung von
Rivaroxaban als Xa-Inhibitor wére aulRerdem die Gabe eines Faktor X Préparates denk-
bar, weshalb wir Faktor X als vierte Substanz zur Antagonisierung von Rivaroxaban

testeten.

1.8.1 Prothrombinkomplexpraparat

Prothrombinkomplexpréparat (PPSB, Beriplex®; CSL Behring) ist ein heterogenes
Gemisch aus den Vitamin K abhéngigen Gerinnungsfaktoren 11, VII, IX, X, sowie Pro-
tein C und Protein S [142-146]. Aufgrund der hohen Konzentrationen von Faktor X und
Thrombin steigert PPSB die Thrombingenerierung [94, 141]. So kann die Blutgerin-
nung verbessert werden, ohne dass eine hohe Volumenzufuhr bendétigt wird, wie das bei
fresh frozen plasma (FFP, gefrorenes Frischplasma) der Fall ware [147].

PPSB ist u.a. fur die schnelle Antagonisierung von Vitamin-K-Antagonisten bei Patien-
ten mit schweren Blutungskomplikationen zugelassen [145, 147]. Durch das Fehlen
eines spezifischen Antidots fir Rivaroxaban wurde PPSB in den letzten Jahren immer
mehr off-label auch zur Antagonisierung von Rivaroxaban verwendet [144]. In den Stu-

dien hierzu wird von einer kompletten [141] oder teilweisen Reversierung [140, 141,
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146, 148, 149] der Rivaroxabanwirkung durch PPSB gesprochen. Aufllerdem ist die Ga-
be von PPSB im Vergleich zur Therapie mit anderen Gerinnungsfaktoren mit einem nur

geringen Thromboembolierisiko verbunden [150].

1.8.2 Aktiviertes Prothrombinkonzentrat

Aktiviertes Prothrombinkonzentrat (Feiba® ,factor eight inhibitor bypassing activity®;
Baxter) enthalt die Faktoren 11, IX und X in tUberwiegend inaktiver Form, sowie Faktor
VII in Uberwiegend aktivierter Form [151]. Feiba® wird u.a. bei Patienten mit Hamo-
philie eingesetzt, die Hemmkdrper gegen Faktor VIII oder 1X haben [152, 153]. Da
Feiba auch aktivierten Faktor Vlla enthélt, kann es theoretisch die Wirkung von aFVlla
und PPSB kombinieren [154]. In den bisherigen Studien war es mdglich, mithilfe von
Feiba® in vitro die antikoagulatorische Wirkung von Rivaroxaban zu verringern oder
aufzuheben [95, 124, 136, 154-156].

1.8.3 Rekombinanter Faktor Vlla

Die Gabe von rekombinantem aktiviertem Faktor Vlla (rFVIla, NovoSeven®; Novo
Nordisk) flhrt zu einer massiven Thrombingenerierung [157]. Da Rivaroxaban durch
die Hemmung von Faktor Xa die Thrombingenerierung groRtenteils verhindert, ist es
naheliegend, rFVIla als moglichen Antagonisten fir Rivaroxaban zu testen [124]. Es
gibt bereits einige Studien, die die Wirksamkeit von rFVIla zur Antagonisierung von
Rivaroxaban nachweisen [95, 124, 156]. Allerdings ist rFVI1la sehr teuer [155], spricht
nur den endogenen Faktorenpool an und ist mit einem erhdhten Risiko fur Thromboem-
bolien verbunden [158, 159]. Rekombinanter Faktor Vlla ist u.a. zur Behandlung von
Patienten mit angeborener Hamophilie und Hemmkdrpern gegen Blutgerinnungsfakto-
ren VIII oder IX zugelassen [158, 160]. AuRerdem gibt es Berichte tber den erfolgrei-
chen Einsatz von rFVlla bei traumatischen und operativen Blutungskomplikationen, die
auf keine andere Behandlung ansprechen [161-164].

1.8.4 Faktor X und Andexanet alfa (AndexXa®)
Faktor X (Faktor X®; CSL Behring) enthélt die Blutgerinnungsfaktoren X und IX.
Zur Antagonisierung von Rivaroxaban als Xa-Inhibitor, liegt die Gabe eines Faktor X

Praparates, und somit die Zufuhr des durch Rivaroxaban gehemmten Gerinnungsfaktors
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nahe. Nach unserer Kenntnis gibt es bisher keine Studien, die die Antagonisierung von
Rivaroxaban mit Faktor X getestet haben.

Seit Mai 2018 ist jedoch mit Andexanet alfa (AndexXa®; Portola Pharmaceuticals,
USA) ein spezifisches Antidot fir Rivaroxaban und Apixaban auf dem Markt [137].
Andexanet alfa ist ein rekombinanter, modifizierter humaner Faktor X [42, 135]. Er
wirkt als eine Art Kdder (decoy), indem er mit einer hoheren Affinitat als nativer Faktor
Xa an Faktor Xa-Inhibitor im Blut bindet und dessen antikoagulatorische Wirkung in-
nerhalb von 2-5 Minuten neutralisiert [19, 165]. So wird dessen Bindung an nativen
Faktor Xa und die daraus resultierende gerinnungshemmende Wirkung verhindert [165-
167].
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2  Zielsetzung

Im Rahmen dieser in vitro Studie soll die Moglichkeit von Monitoring und Antagoni-
sierbarkeit von Rivaroxaban untersucht werden. Dies geschieht vor dem Hintergrund,
dass die direkten oralen Antikoagulanzien, darunter auch Rivaroxaban, mehr und mehr
im klinischen Alltag eingesetzt werden. Um in speziellen (Notfall-)situationen richtig

handeln zu kdnnen, ist es essenziell, folgende Fragen zu klaren:

1. Mit welchen laborchemischen globalen und speziellen Messverfahren kénnen einer-
seits die Wirkung von Rivaroxaban quantifiziert, andererseits auch die Verbesserung
der Blutgerinnung nach Antagonisierung dargestellt werden?

2. Mit welchen Faktorenkonzentraten kann die Wirkung von Rivaroxaban antagonisiert

werden?

Um dies zu erreichen, wurden in dieser Studie in vitro unterschiedliche laborchemische
Monitoringverfahren zur Messung der Rivaroxabanwirkung getestet, sowie verschiede-
ne Faktorenkonzentrate hinsichtlich ihres Potenzials zur Antagonisierung von Rivarox-

aban untersucht.
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3 Material und Methoden

3.1 Probengewinnung

Nach Zustimmung der Ethikkommission der medizinischen Fakultdt der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen (positives Votum zur ethisch-rechtlichen Unbedenk-
lichkeit vom 12.04.2011) erfolgte die Gewinnung der Blutproben Uber freiwillige Blut-
spender der Abteilung fur Transfusionsmedizin und Hamostaseologie des Klinikums der
Universitdt Minchen. Insgesamt wurden Blutproben von 129 gesunden Probanden un-
tersucht. Dabei wurde auf Proben zurtickgegriffen, die routineméRig bei jeder Blutspen-
de gewonnen werden (sogenanntes predonation sampling). Insgesamt wurden jedem
Blutspender 3-4 solcher predonation samples entnommen. Das Blut wurde in handels-
ublichen Citratréhrchen aus Plastik (Natriumcitrat 1,06 mol/l; Sarstedt, Nimbrecht,
Deutschland) abgenommen. Es wurden nur Probanden in die Studie eingeschlossen, die
keine Dauermedikation erhielten und in den letzten 14 Tagen vor der Blutentnahme

keine Medikamente mit Auswirkung auf die Blutgerinnung eingenommen hatten.

3.2 Probenverarbeitung

Die in vitro Untersuchungen erfolgten je nach Test in Vollblut oder Plasma. Die RO-
TEM® Untersuchungen wurden in Vollblut innerhalb von max. 4 Stunden nach Blut-

entnahme parallel auf 4 Kanélen durchgefihrt.

Das Blut zur Bestimmung aller anderen Parameter (PT, aPTT, TDT, Anti-FXa-
Aktivitat) wurde innerhalb einer Stunde nach Blutentnahme bei 4000 Umdrehungen pro
Minute fir 20 Minuten zentrifugiert und das plattchenarme Plasma (PPP) zur spéateren
Analyse bei -80°C portionsweise eingefroren. Aufgetaut wurde das Plasma im
Wasserbad bei 37 °C und die Weiterverarbeitung erfolgte direkt im Anschluss. Um die
Reproduzierbarkeit der Daten zu Uberprifen, wurden die Messungen doppelt

durchgefiihrt.
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3.3 Vorarbeiten und Festlegungen

Zunéchst wurden die spater verwendeten Konzentrationen Rivaroxaban ermittelt. Dies
erfolgte anhand der in der Literatur angegebenen Plasmakonzentrationen nach der Gabe
von 10mg bzw. 20mg Rivaroxaban (siehe Tabelle 1.1).

Fur unsere Versuche wahlten wir die Konzentrationen 0,10 pg/ml und 0,20 pg/ml Riva-

roxban.

Tabelle 3.1 Ubersicht tiber die Literatur zur Dosisfindung von Rivaroxaban in dieser Studie

Dargestellt sind Ergebnisse verschiedener Studien. Nach Gabe von 10mg bzw. 20mg Rivaroxaban taglich fir mindes-
tens 5 Tage folgte jeweils eine Blutentnahme zur Messung der maximalen Plasmakonzentration (Cmax).

*Review aus insgesamt 15 Studien

Autoren Dosierung Cmax
Mueck etal. (166 20mg g o223ngim
Kubitza et al. [126] 10mg tagl. 0,158 ug/ml
Kreutz et al. [169] 20mg tagl. 0,227 pg/ml
Girgis et al. [170] 20 mg tagl. 0,229 ug/ml
Cuker et et al.* [100] 20mg tagl. 0,274 ug/ml

Aullerdem wurden die einzusetzenden Testverfahren evaluiert. Es wurden diejenigen
Testsysteme ermittelt, welche einen gut messbaren, konzentrationsabhangigen Effekt
der in-vitro Zugabe von Rivaroxaban zeigten. Zudem modifizierten wir die Auswahl
aufgrund der Verfugbarkeit neuer, spezifischer Testsysteme (Anti-Faktor Xa-Aktivitat)

bzw. Schwierigkeiten beim Einsatz anderer Testsysteme.

3.3.1 Einfluss von DMSO
Dimethylsulfoxid (DMSO, (CH3).SO; Merck, Darmstadt, Deutschland) ist ein wichtiges
Losungsmittel, das eine grof3e Bandbreite von sonst schwer 16slichen polaren und unpo-

laren Molekiilen in Losung bringen kann [171].
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Rivaroxaban lasst sich nur schwer in wassrige Losung bringen und wurde daher, wie
auch in den meisten anderen Studien [129, 172, 173], in DMSO geldst. Um einen mog-
lichen Einfluss von DMSO auf die einzelnen Gerinnungstests zu verringern, wurde
DMSO fir unsere Rivaroxaban-Stammlésung 1:1 mit Aqua verdunnt. AuBerdem wur-
den verschiedene Vorversuche durchgefuhrt, um einen méglichen Einfluss von DMSO
auf die von uns verwendeten Gerinnungstests feststellen zu kdnnen. In keiner der Mess-
reihen zeigte sich ein statistisch signifikanter Einfluss von DMSO auf die Messergeb-

nisse. (siehe Anhang 8.3.2).

3.3.2 Versuche mit NaCl

Um einen Dilutionseffekt durch die Zugabe von Rivaroxaban bzw. Antagonisten zu
quantifizieren, wurde eine Messreihe von n=5 durchgefiihrt, in der fir die verwendeten
Testsysteme ein Leerwert mit einer Plasma- bzw. Vollblutprobe, die mit 36 ul NaCl

verdinnt war, verglichen wurde (siehe Anhang 8.3.1).

3.4 Hauptversuche

Nach Festlegung der beiden Rivaroxabankonzentrationen und der einzusetzenden Test-
systeme, wurde in einer Serie von Versuchen an Blutproben von 10 Probanden die An-

tagonisierbarkeit von Rivaroxaban getestet.

Fur samtliche Berechnungen der Plasmakonzentrationen von Antikoagulanz (Rivarox-
aban) und Antagonisten (PPSB, Feiba®, Faktor X und NovoSeven®, s.u.) gingen wir
von einem Patienten mit 70kg KG aus. In der Annahme, dass das Plasmavolumen 5%

des Korpergewichts betragt [174], hat dieser Patient ein Plasmavolumen von 3,51.

3.5 Antikoagulanzien

3.5.1 Rivaroxaban

Rivaroxaban (Xarelto®; Bayer AG) wurde in folgender Losung geliefert:

20mM =20 mmol/l=6 mg Rivaroxaban in 688 ul DMSO=8,72 pug/ul
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Zur Herstellung unserer Stammldsung wurde ein Lésungsmittel aus 50ml DMSO und
50ml Aqua hergestellt. Von der Rivaroxabanlésung wurden nun 50 pl =436 pug =1 umol
in 100ml Lésungsmittel geldst, wobei vor der Zugabe der Rivaroxabanldsung 50 pl des
Losungsmittels verworfen wurden.

Unsere Stammldsung Rivaroxaban enthielt also 436 ug in 100ml Lésungsmittel, also
4,36 ug/ml =210 pmol/l.

Somit erfolgte fiir eine Zielkonzentration von 0,10 pg/ml Rivaroxaban in 500 pl Plasma
bzw. Vollblut eine Zugabe von 24 pul dieser Stammldsung, fir die hohe Rivaroxab-

ankonzentration von 0,20 pg/ml waren es 48 pl.

3.6 Faktorenkonzentrate

Die Mdglichkeit der Antagonisierung von Rivaroxaban wurde mit verschiedenen Fakto-
renkonzentraten untersucht. Dabei wurden die Faktorenkonzentrate so dosiert, dass sich
die resultierenden Plasmakonzentrationen an ublichen Dosierungen fir einen 70kg
schweren Erwachsenen orientierten: 2000 IE fur Beriplex®, Feiba® und Faktor X [95,
136, 141]; 90 ug/kg KG fir NovoSeven® [93].

In der Annahme, dass das Plasmavolumen 5% des Kdrpergewichts betrégt [174], hatte
unser Patient ein Plasmavolumen von 3,51. Bei einer Zielkonzentration von etwa

2000 IE erfolgte die Dosisfindung der Faktorenkonzentrate also folgendermafen:
20001E/3500ml = 0,571 IE/ml fur PPSB, Feiba® und Faktor X
90 ugx 70kg/3500 ml=1,8 pug/ml fiir NovoSeven®

Fur jedes Faktorenkonzentrat wurde eine Stammlésung hergestellt, deren Dosierung so
gewahlt war, dass die Zugabe Faktorenkonzentrat zwischen 12 pl und 18 ul betrug, um
die jeweilige Zielkonzentration in 500l Plasma bzw. Vollblut zu erhalten (Abwei-
chungen jeweils bei der hohen Dosierung PPSB und Faktor X). Die auf den 70kg Men-
schen ubertragenen Dosierungen fur PPSB und Faktor X lagen nach diesen Berechnun-
gen bei 2188 IE bzw. 2026 IE, wobei im Verlauf neben diesen Dosierungen jeweils zu-

sétzlich eine doppelt so hohe Dosierung von 4376 IE bzw. 4052 IE in einigen Testsys-
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temen gepruft wurde. Die ermittelten Dosierungen fur Feiba® und NovoSeven® lagen
bei 2100 IE bzw. 6300 pg.

Die Stammldsungen von Feiba®, Faktor X und NovoSeven® wurden portionsweise bei
-20°C eingefroren, PPSB wurde jeweils frisch gelst. Aufgetaut wurden die Stammlo-
sungen der Faktorenkonzentrate im Wasserbad bei 37°C und die Weiterverarbeitung
erfolgte direkt im Anschluss.

3.6.1 Prothrombinkomplexpraparat (PPSB)

Fur unsere Versuche verwendeten wir ein humanes Prothrombinkomplexpraparat
(PPSB, Beriplex®; CSL Behring, Marburg, Deutschland). Dieses enthalt neben den in
Tabelle 3.2 aufgelisteten Bestandteilen auRerdem Heparin, humanes Albumin, humanes
Antithrombin 111, NaCl, Natriumcitrat, sowie in geringen Mengen HCI bzw. NaOH zur
Einstellung des pH-Wertes [145].

Tabelle 3.2 In Beriplex® (PPSB) enthaltene Gerinnungsfaktoren.
Angegeben sind die Konzentrationen in der gebrauchsfertigen Lésung [145]

Konzentration

Arzneilich wirksame Bestandteile | (IE/ml)

Humaner Blutgerinnungsfaktor II 20-48
Humaner Blutgerinnungsfaktor VII | 10-25
Humaner Blutgerinnungsfaktor IX | 20-31
Humaner Blutgerinnungsfaktor X 22-60
Protein C 15-45

Protein S 12-38
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Die von uns verwendete PPSB-Stammldsung wurde wie folgt hergestellt: 500 IE Beri-
plex® geldst in 20ml Wasser fur Injektionszwecke. Somit betrug die Konzentration
unserer Stammldsung 500 IE/20mI=251E/1mI=0,0251E/1 pl.

Die von uns verwendete niedrige Dosierung PPSB flr einen 70kg Menschen betrug
2188 IE. Dies entspricht einer Zugabe von 25 pl PPSB-Stammldsung zu 1000 pl Plasma
oder Vollblut, also 0,625I1E (0,025 IE/plx25ul=0,6251E). Die in den Testreihen ver-
wendeten Plasma- bzw. Vollblutproben hatten ein Volumen von 500 ul. Hier lag die
PPSB-Zugabe folglich bei 12,5 pul.

Die in einigen Testsystemen eingesetzte hohe Dosierung PPSB betrug 4375 IE auf 70kg
KG. Dies entspricht einer Zugabe von 50l PPSB-Stammldsung zu 1000 pl Plasma
oder Vollblut, also 1,25IE (0,025IE/ulx50ul=1,251E). Bei Probenvolumina von
500 pl ergab dies eine Zugabe von 25 pl PPSB-Stammldsung.

3.6.2 aktiviertes Prothrombinkonzentrat (Feiba®)

Fur unsere Experimente verwendeten wir aktiviertes Prothrombinkonzentrat (Feiba®
»factor eight inhibitor bypassing activity®; Baxter, UnterschleiBheim, Deutschland).
Dieses enthalt neben den in Tabelle 3.3 aufgelisteten Bestandteilen auch Spuren der
Faktoren des Kallikrein-Kinin-Systems, NaCl und Natriumcitrat [153].

Tabelle 3.3 Arzneilich wirksame Bestandteile von FEIBA®. Die Konzentrationsangaben gelten fiir eine
Durchstechflasche mit 20mL Ldsung und 500 IE FEIBA® [151]

FEIBA - Arzneilich wirksame Bestandteile Konzentration

Factor-VIllI-inhibitor-bypass-Aktivitat 25I1E/ml

—_

Humaner Blutgerinnungsfaktor 11, iberwiegend nicht aktiviert

Humaner Blutgerinnungsfaktor IX, Giberwiegend nicht aktiviert
__ ~251E/ml

Humaner Blutgerinnungsfaktor X, tiberwiegend nicht aktiviert

Humaner Blutgerinnungsfaktor V11, iiberwiegend aktiviert _

Faktor VI1II Gerinnungs-Antigen (F VIII C:Ag) 1-6 IE/ml
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Fur unsere Experimente stellten wir folgende Feiba®-Stammlésung her: 1000 IE
Feiba® in 20ml Wasser fiir Injektionszwecke. Folglich betrug die Konzentration unse-
rer Stammldsung 1000 IE/20mI=501E/1mlI=0,051E/1pl.

Die von uns verwendete Dosierung Feiba® betrug 2100 IE pro 70kg KG. Dies ent-
spricht einer Zugabe von 12 ul Feiba®-Stammldsung zu 1000 pl Plasma bzw. Vollblut,
also 0,61E (0,05 IE/plx12ul=0,6 IE). Die erhaltene Stammlésung wurde nochmals 1:1
mit Wasser flr Injektionszwecke verdinnt. Von dieser Losung wurden 15 pl zu 500 pl
Plasma- bzw. Vollblut zugegeben.

3.6.3 rekombinanter Faktor Vlla (rFVIla, Novo Seven®)

Fur unsere Experimente verwendeten wir NovoSeven®, ein rekombinantes Faktor Vlla-
Préparat (rFVIla; NovoNordisk, Mainz, Deutschland). Dieses enthalt Eptacog alfa, ei-
nen rekombinanten Blutgerinnungsfaktor Vlla. Weitere Bestandteile von NovoSeven®
sind NaCl, Calciumchlorid-Dihydrat, N-Glycylglycin, Polysorbat 80, Mannitol, Sucrose,
Methionin, sowie in geringen Mengen HCI bzw. NaOH zur Einstellung des pH-Wertes.
Nach Rekonstitution mit dem Ldsungsmittel (Histidin, Salzséure, Natriumhydroxid,
Wasser fir Injektionszwecke) enthédlt NovoSeven® 1mg/ml Eptacog alfa (aktiviert)
[159].

Fur die Zugabe von rekombinantem Faktor Vlla wurde folgende Stammldsung herge-
stellt: 2mg rFVIla in 20ml Wasser flr Injektionszwecke. Die Konzentration unserer
Stammldsung betrug also 2mg /20mI=100pg/1ml=0,1pg/1pl.

Fur eine Dosierung von 6300ug bei 70kg KG (90 ug/kgx 70kg=6300pg) und einem
Plasmavolumen von 3500 ml, ergab sich eine Zugabe von 18 ul rFVIla-Stammldsung zu
1000l Plasma oder Vollblut, also 1,8ug (0,1pug/pulx18ul=1,8ug). Die erhaltene
Stammldsung wurde nochmals 1:1 mit Wasser fur Injektionszwecke verdiinnt. VVon die-

ser Losung wurden 18 pl zu 500 pl Plasma- bzw. Vollblut zugegeben.

3.6.4 Fakor X Praparat
Das fir unsere Experimente verwendete Faktor X Préparat (Faktor X® P; CSL Behring,

Marburg, Deutschland) enthdlt neben den humanen Gerinnungsfaktoren X und IX auch



Material und Methoden 43

Antithrombin 111, Heparin, Aminoessigsaure, Kalziumchlorid, Kochsalz, Natriumcitrat,

sowie in geringen Mengen HCI und NaOH zur Einstellung des pH-Wertes [175].

Wir stellten folgende Faktor X-Stammldsung her: 772 IE Faktor X geldst in 20 ml Was-
ser fur Injektionszwecke. Die Konzentration dieser Stammldsung betrug also
7721E/20ml=38,6 IE/1ml=0,0386 IE/1pl. Die von uns verwendete niedrige Dosie-
rung Faktor X betrug 2026,51E/70kg KG. Dies entspricht einer Zugabe von 15 pl Fak-
tor X-Stammldsung zu 1000pl Plasma oder Vollblut, also 0,5791E (0,0386 IE/ul x
15ul=0,579 IE). Die erhaltene Stammldsung wurde nochmals 1:1 mit Wasser flr Injek-
tionszwecke verdlnnt. VVon dieser Losung wurden 15pul zu 500 pl Plasma- bzw. Voll-
blut zugegeben.

Die in einigen weinigen Testsystemen eingesetzte hohe Dosierung Faktor X betrug
4053 1E/70kg KG. Dies entspricht einer Zugabe von 30 ul Faktor X-Stammldsung zu
1000 pl Plasma oder Vollblut, also 1,158 IE (0,0386 IE/plx30 ul=1,158 IE). Zu 500 pl
Plasma- bzw. Vollblutprobe ergab dies eine Zugabe von 30ul der nochmals 1:1 mit

Wasser fur Injektionszwecke verdiinnten Faktor X-Stammldsung.

3.7 Reagenzien und Testdurchfiihrung

3.7.1 Globalgerinnungstests

3.7.1.1 Quickwert

Die Messung des Quickwertes erfolgte auf dem automatischen Koagulationsmessgerét
ACL TOP 500 (Instrumentation Laboratory, Bedford, USA) gemaR der Anleitung des
Herstellers.

Wir testeten mit jeweils zwei Testansdtzen mit unterschiedlichem Tissue factor. Zum
einen mit Recombiplastin (RecombiPlasTin 2G; Instrumentation Laboratory, Bedford,
MA, USA) (Referenzwert 70%-120%) und zum anderen mit Neoplastin (Neoplastin
Plus; Diagnostica Stago, Asniéres, Frankreich) (Referenzwert 70%-130%). Recom-
biplastin ist ein rekombinantes menschliches Thromboblastin, wahrend Neoplastin aus

dem Gehirn von Hasen extrahiert wird [103].
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3.7.1.2 Aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT)

Die Messung der aPTT erfolgte auf dem ACL TOP 500 (Instrumentation Laboratory,
Bedford, USA) gemal der Anleitung des Herstellers.

Wir testeten mit jeweils zwei Reagenzien, aPTT-SP (Instrumentation Laboratory, Be-
dford, USA) (Referenzwert 25,4 -36,9 Sekunden) und aPTT-SS (SynthASil; Instrumen-
tation Laboratory, Bedford, USA) (Referenzwert 25,1 -36,5 Sekunden).

Das SynthASil aPTT-Reagenz ist ein gepuffertes Phospholipidreagenz mit syntheti-
schen Liposomen, welches Silicagel, Stabilisatoren und Konservierungsmittel enthalt
[106]. Das aPTT-SP Reagenz ist eine kolloidale Silica-Dispersion mit synthetischen
Phospholipiden, Puffer und Konservierungsmitteln [104].

3.7.2 Spezielle Testmethoden

3.7.2.1 Thrombin dynamics test (TDT)

Die Messungen des Thrombin dynamics test (TDT) wurden optisch auf dem Behring
Koagulationssystem Analysegerédt (BCS; Siemens, Marburg, Deutschland) aufgezeich-
net und mit einer speziellen Software (TDT Analysis Software for BCS® - V1.0.33)
ausgewertet.

Der Ablauf der Thrombinbildung hangt von der Menge und Art des verwendeten Trig-
gers ab [109]. Wir flihrten den TDT (Pentapharm, Basel, Schweiz) sowohl mit intinsi-
scher (TDTin), als auch mit extrinsischer Aktivierung (TDTex) durch.

Der Ablauf der Gerinnung wird durch Zugabe von 60 pl Kontaktaktivator-Reagenz zu
60 ul Plasmaprobe ausgeldst. Fir den TDTin ist dieser Aktivator ein aPTT-Reagenz auf
Basis von Ellagsédure und Phospholipiden (in-TDT® Aktivator; Pentapharm, Basel,
Schweiz) und fir die TDTex Tissue factor (Recombiplastin 2G; Instrumentation Labo-
ratory, Bedford, USA). Dieses Kontaktaktivator-Reagenz wird 1:3 in 0,9% NaCl ver-
dunnt und nach Zugabe zur Plasmaprobe fir 180s bei 37°C inkubiert. Anschliel3end
werden sowohl fiir den TDTin als auch den TDTex 60 ul Reagenz zugefuigt. Dieses setzt
sich aus folgenden Komponenten zusammen: CaCl,, einem Inhibitor der Fibrin-
Polymerisation (Pefabloc® FG, H-Gly-Pro-Arg-Pro-OH AcOH; Pentapharm, Basel,
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Schweiz), und einem chromogenen Substrat (Pefachrome® TH; Pentapharm, Basel,
Schweiz, H-D-CHG-Ala-Arg-pNa 2AcOH), welches schnell von Thrombin gespalten
wird. Hierbei wird p-Nitroanilin (p-NA) freigesetzt, dessen Absorption kontinuierlich
bei 405nm Uber 4-10 Minuten gemessen wird.

3.7.2.2 Rotationsthrombelastometrie (ROTEM®)

Die Rotationsthrombelastometrie wurde auf einem ROTEM®-System (TEM® Innova-
tions, Miinchen, Deutschland) mit Zitratvollblut durchgefihrt. Die Messungen erfolgten
bei 37°C innerhalb von zwei Stunden nach Blutentnahme mit einer Laufzeit von 30
Minuten.

Die Messungen erfolgten in den Vorversuchen mit jeweils einem intrinsischen (IN-
TEM®) und einem extrinsischen (EXTEM®) Aktivator. INTEM enthélt Ellagséaure,
welche die Kontaktphase und somit die intrinsische Blutgerinnung aktiviert. EXTEM
enthalt Tissue factor und Phospholipide und aktiviert so die extrinsische Blutgerinnung.
Nach Zugabe des jeweiligen Aktivators wird der Ablauf der Blutgerinnung durch Zuga-
be von STARTEM®, einem Reagenz zur Rekalzifizierung des Zitratvollblutes in Gang
gesetzt [118].

Da die Rivaroxaban-Plasmakonzentration in unseren Vorversuchen jedoch nicht signi-
fikant mit der Rotationsthrombelastometrie mit intrinsischer Aktivierung (INTEM) kor-
relierte (Daten nicht aufgefuhrt), wurde in den Hauptversuchen lediglich die Rotations-
thrombelastometrie mit extrinsischer Aktivierung (EXTEM) durchgefuhrt.

3.7.2.3 Anti-Faktor Xa-Aktivitat (STA® Liquid Anti-Xa)

Die Messung der Anti-Faktor Xa-Aktivitat erfolgte auf dem ACL TOP 500 (Instrumen-
tation Laboratory, Bedford, USA) mit dem STA®-Liquid Anti-Xa-Testkit (chromoge-
nes Substrat CBS 02.44, flissiger Faktor Xa und STA® Rivaroxaban Kalibrator und
Kontrolle; Diagnostica Stago, Asnieres, Frankreich) gemaR der Anleitung des Herstel-

lers.

Hierbei werden zu Patientenplasma chromogenes Substrat und ein definierter Uber-

schuss Faktor Xa gegeben [131]. Ein Teil des Faktor Xa wird von Rivaroxaban ge-
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hemmt. Gleichzeitig hydrolisiert der nicht an Rivaroxaban gebundene Faktor Xa das

chromogene Substrat und wird so quantitativ erfasst [98].

3.8 Statistische Auswertung

Die Auswertung erfolgte mit der SigmaStat Software (Version 3.5, Systat Software
GmbH, San José, USA).

Die  Abhéangigkeit  zweier  Faktoren  wurde mithilfe des  Spearman-
Korrelationskoeffizienten R quantifiziert. Dieser beschreibt den Zusammenhang zwi-
schen zwei Variablen, wobei R Werte zwischen +1 und -1 annimmt. Ist R >0, weist dies
auf eine positive Verbindung zwischen den beiden Variablen hin, sie verandern sich
gleichsinnig. Ist R <0, deutet dies auf eine negative Verbindung zwischen den beiden
Variablen hin, sie verandern sich gegenlaufig. Je néher R bei 1 bzw. -1 liegt, desto star-
ker ist der gemessene Zusammenhang. Ein Korrelationskoeffizient von Null zeigt an,
dass keine Verbindung zwischen den beiden Variablen besteht:

0,0 <R > 0,2 kein bis geringer Zusammenhang
0,2 <R > 0,5 geringer bis maBiger Zusammenhang
0,5 <R > 0,8 deutlicher Zusammenhang

0,8 <R > 1,0 sehr hoher Zusammenhang

Um die Wirkung der unterschiedlichen Antagonisten zu quantifizieren, wurde eine ein-
faktorielle Varianzanalyse (oneway Analysis of Variance, ANOVA), gefolgt vom Tu-
key-Test durchgefiihrt. Dieser Test vergleicht die Mittelwerte zweier unabh&ngiger
Stichproben miteinander. Er gehort zu den nicht parametrischen Verfahren, die Stich-

proben missen also nicht normalverteilt sein.

Als Vergleichstest fur unterschiedlich groRe Stichproben (Testreihen mit PPSB bzw.
Faktor X in zwei Konzentrationen) wurde der Dunn-Test verwendet. Dieser wird anstatt
des Tukey-Tests fir einen ANOVA an Rangen verwendet, wenn die Probengréfien un-

terschiedlicher Behandlungsgruppen verschieden sind.
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Verglichen wurden die verschiedenen Rivaroxabankonzentrationen jeweils untereinan-
der und mit einem Kontrollwert (Leerwert). Daneben wurden Vergleiche gezogen zwi-
schen den Testansatzen mit der Kombination aus Rivaroxaban+ Antagonist, Rivarox-
aban alleine und dem jeweiligen Kontrollwert.

Je nach Verteilung wurden die Daten als Mittelwert + Standardabweichung bzw. Medi-
anwert und 25.-75. Perzentile angegeben. Die Grenze der Signifikanz wurde mit
p<0,05 festgelegt.

Die Ergebnisse wurden graphisch als Boxplots dargestellt, wobei die Box den Bereich
kennzeichnet, in dem die mittleren 50 % der Daten liegen. Die Box wird also durch die
25. und die 75. Perzentile begrenzt [1, 2]. Die horizontale Linie in der Box kennzeichnet
den Median, wéhrend die beiden Enden der Antennen die 10. und 90. Perzentile be-

stimmen. Ausreil3er sind als Kreise dargestellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Quickwert

Die Rivaroxaban-Plasmakonzentration zeigte eine hochsignifikante negative Korrelati-
on mit dem Quickwert. Mit Zunahme des Rivaroxaban-Spiegels nahm der Quickwert

also ab.

Der Quickwert mit Neoplastin als Tissue factor zeigte mit einem Spearman-
Korrelationskoeffizienten von R=-0,94 (p<0,000001) eine lineare Korrelation mit der

Rivaroxaban-Plasmakonzentration (siehe Abbildung 4.1).

Mit dem Tissue factor Recombiplastin war die Korrelation nicht linear, zeigte aber ei-
nen hohen Zusammenhang. Der Korrelationskoeffizient lag bei R=-0,87 (p<0,000001)
(siehe Abbildung 4.2).

Jede Dosissteigerung um 0,05ug/ml Rivaroxaban bewirkte eine Abnahme des Quick-
wertes um durchschnittlich 9,5% (Tissue factor Neoplastin) bzw. 10,9% (Tissue factor
Recombiplastin). Hierbei zeigte sich, dass die gemessene Abnahme des Quickwertes
nur bis zu einer Konzentration von 0,15 pg/ml gut korrelierte (>10,5 % pro 0,05 pug/ml
Dosissteigerung Rivaroxaban). Die weitere Steigerung der Rivaroxabankonzentration
hin zu 0,20 pg/ml bewirkte nur mehr eine Abnahme des Quickwertes um durchschnitt-
lich 4,2% (Tissue factor Neoplastin) bzw. 1% (Tissue factor Recombiplastin).
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Quickwert (TF Neoplastin) Quickwert (TF Recombiplastin)
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Abbildung 4.1 Einfluss von Rivaroxaban in ver-
schiedenen Konzentrationen (0,00 pg/ml-

0,20 pg/ml) auf den Quickwert (Tissue factor Neo-
plastin)

Rivaroxaban (ug/ml)

Abbildung 4.2 Einfluss von Rivaroxaban in ver-
schiedenen Konzentrationen (0,00 pg/ml-

0,20 pg/ml) auf den Quickwert (Tissue factor
Recombiplastin)
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PPSB®

Durch Zugabe von PPSB konnte keine statistisch signifikante Verbesserung des Quick-
wertes bewirkt werden (siehe Abbildung 4.3 und Abbildung 4.4).

Die im Testansatz mit der niedrigen Rivaroxabandosierung (0,10 pg/ml) beobachtete
Zunahme des Quickwertes um durchschnittlich 13% (Neoplastin und Recombiplastin)
nach Zugabe von 2188 IE PPSB, war statistisch nicht signifikant (p>0,05). Der Quick-
wert konnte mit einer héheren Konzentration PPSB (4376 IE) nicht weiter verbessert
werden.

Im Testansatz mit der héheren Rivaroxabandosierung (0,20 ug/ml) konnte kein nen-

nenswerter Effekt von PPSB auf den Quickwert gezeigt werden.
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Abbildung 4.3 Antagonisierung von Rivaroxaban Abbildung 4.4 Antagonisierung von Rivaroxaban
mit PPSB. Darstellung des Quickwertes (Tissue mit PPSB. Darstellung des Quickwertes (Tissue
factor Neoplastin) factor Recombiplastin)
0,1R=0,1pg/ml Rivaroxaban; 0,2R=0,2 ug/ml 0,1R=0,1pg/ml Rivaroxaban; 0,2R=0,2ug/ml
Rivaroxaban; PI=2188 |IE PPSB; Ph=4376 IE Rivaroxaban; PI=2188 IE PPSB; Ph=4376 IE

PPSB PPSB
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Feiba®

Feiba® bewirkte sowohl mit Neoplastin als auch mit Recombiplastin als Tissue factor

im Testansatz mit der niedrigen Rivaroxabandosierung (0,10 pg/ml) eine Normalisie-

rung des Quickwertes. Im Testansatz mit der hohen Konzentration Rivaroxaban

(0,20 pg/ml) wurde eine signifikante Verbesserung des Quickwertes erreicht (siehe

Abbildung 4.5 und Abbildung 4.6).
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Abbildung 4.5 Antagonisierung von Rivaroxaban
mit Feiba®. Darstellung des Quickwertes (Tissue
factor Neoplastin)

0,1 R=0,10pg/ml Rivaroxaban; 0,2 R=0,20 pg/ml
Rivaroxaban; + Feiba=Zugabe von 2100 IE Feiba

Quickwert (%)

Quickwert (TF Recombiplastin)

200
180 —
160 —

140 T

120 —
100 — o j*

80 —

|

40 —

[e]e]

20 —

o
0 \ \ \ \ \

Kontrolle 0,1R 0,1R+Feiba 02R 0,2R+Feiba

Abbildung 4.6 Antagonisierung von Rivaroxaban
mit Feiba®. Darstellung des Quickwertes (Tissue
factor Recombiplastin)

0,1R=0,10 pg/ml Rivaroxaban; 0,2 R=0,20 pg/ml
Rivaroxaban; + Feiba=Zugabe von 2100 IE Feiba
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rEVila

Rekombinanter Faktor VIla bewirkte eine deutliche Erhéhung des Quickwertes (siehe
Abbildung 4.7 und Abbildung 4.8).

Im Testansatz mit 0,10 pg/ml Rivaroxaban und Recombiplastin als Tissue factor konnte
der genaue Quickwert vom Gerét (ACL TOP® 500, s.0.) nicht erfasst werden, da Werte
>200% nicht gemessen werden. Es zeigte sich eine signifikante Uberkorrektur von
durchschnittlich +86 % gegentber dem Leerwert (Prozentangaben bezeichnen hier die
Einheit des Quickwertes). Im Testansatz mit der hohen Rivaroxabandosierung
(0,20 pg/ml) betrug die Zunahme des Quickwertes nach Zugabe von rFVIla durch-
schnittlich +101 % gegeniber dem Leerwert.

Mit Neoplastin als Tissue factor zeigte sich eine vollstandige Normalisierung des

Quickwertes durch rFVIIa, ohne signifikante Uberkorrektur.
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Quickwert (TF Neoplastin) Quickwert (TF Recombiplastin)
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Abbildung 4.7 Antagonisierung von Rivaroxaban
mit rFV1la. Darstellung des Quickwertes (Tissue
factor Neoplastin)

0,1R=0,10 pg/ml Rivaroxaban; 0,2R=0,20 pg/ml
Rivaroxaban; +rFVIla=Zugabe von 6300 ug
rFVila

Faktor X

1.1

T

Kont‘rolle O,J‘. R 0,1R L rFVila 0,2‘ R 02R l rFVila
Abbildung 4.8 Antagonisierung von Rivaroxaban
mit rFVIla. Darstellung des Quickwertes (Tissue
factor Recombiplastin).

Die Messung 0,1 R +rFVIla konnte vom Gerét
nicht erfasst werden, da alle Quickwerte >200%
waren. Naherungsweise ist deshalb der Median bei
200 % eingezeichnet.

0,1R=0,10 pg/ml Riva-roxaban;

0,2R=0,20 ug/ml Rivaroxaban;+ rFVIla=Zugabe
von 6300 ug rFVIla

Faktor X erreichte weder in der Messung mit Recombiplastin, noch in der Messung mit

Neoplastin als Tissue factor signifikante Veranderungen des Quickwertes (Daten nicht

als Graphik aufgefuhrt).
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4.2 Aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT)

Die aktivierte partielle Thromboplastinzeit korrelierte deutlich mit der Rivaroxaban-
Plasmakonzentration. Mit steigender Rivaroxaban-Plasmakonzentration nahm die aPTT
zu. Der Spearman-Korrelationskoeffizient lag fur die aPTT-SP bei R=0,796
(p<0,000001) und fir die aPTT mit SynthASil-Reagenz (aPTT-SS) bei R=0,776
(p<0,000001). Fir beide Testverfahren war die Korrelation nicht linear (siehe Abbil-
dung 4.9 und Abbildung 4.10).

Jede Dosissteigerung von 0,5 pg/ml Rivaroxaban bewirkte eine Zunahme der aPTT um
durchschnittlich 5,6 sec (aPTT-SP) bzw. 3,6sec (aPTT-SS). Auch hier konnte die Ver-
anderung der Blutgerinnung besonders bei Konzentrationsanderungen im Bereich bis zu
einer Rivaroxabankonzentration von 0,15 pg/ml gemessen werden. Eine weitere Steige-
rung von Rivaroxaban auf 0,20 ug/ml hatte besonders mit SynthASil-Reagenz (aPTT-
SS) keinen nennenswerten Einfluss mehr auf die aPTT (im Mittel 0,01 sec).
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Abbildung 4.9 Einfluss von Rivaroxaban in ver- Abbildung 4.10 Einfluss von Rivaroxaban in ver-
schiedenen Konzentrationen (0,00 pg/ml- schiedenen Konzentrationen (0,00 pg/ml-

0,20 ug/ml) auf die aPTT-SP 0,20 ug/ml) auf die aPTT-SS
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PPSB

Es zeigte sich mit beiden verwendeten Reagenzien (aPTT-SS; aPTT-SP) keine statis-

tisch signifikante VVeradnderung der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit nach Zuga-

be von PPSB. Die Tendenz einer Verlangerung der aPTT nach Zugabe von PPSB, die

statistisch nicht signifikant war (p>0,05), war jedoch zu erkennen (siehe Abbildung

4.11 und Abbildung 4.12).
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Abbildung 4.11 Antagonisierung von Rivaroxaban
mit PPSB. Darstellung der aPTT-SP
0,1R=0,1pg/ml Rivaroxaban; 0,2R=0,2pg/ml
Rivaroxaban; PI=2188 IE PPSB; Ph=4376 IE
PPSB
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Abbildung 4.12 Antagonisierung von Rivaroxaban
mit PPSB. Darstellung der aPTT-SS
0,1R=0,1pg/ml Rivaroxaban; 0,2R=0,2 ug/ml
Rivaroxaban; PI=2188 IE PPSB; Ph=4376 IE
PPSB
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Feiba®

Die Antagonisierung mit Feiba® (aktiviertes Prothrombinkonzentrat) konnte durch die

aPTT gut dargestellt werden (siehe Abbildung 4.13 und Abbildung 4.14).

Im Testansatz mit der niedrigen Konzentration Rivaroxaban (0,10 ug/ml) zeigte sich

eine Normalisierung der Gerinnung nach Zugabe von Feiba®. Bei der hohen Dosierung

Rivaroxaban (0,20 ug/ml) konnte Feiba® in der aPTT-SS eine Normalisierung, in der

aPTT-SP eine Verkirzung der aPTT erreichen.
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Abbildung 4.13 Antagonisierung von Rivaroxaban
mit Feiba®. Darstellung der aPTT-SP
0,1R=0,10png/ml Rivaroxaban; 0,2R=0,20 pg/ml
Rivaroxaban; + Feiba=Zugabe von 2100 IE Feiba
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Abbildung 4.14 Antagonisierung von Rivaroxab-
an mit Feiba®. Darstellung der aPTT-SS
0,1R=0,10 pg/ml Rivaroxaban; 0,2 R=0,20 pg/ml
Rivaroxaban; + Feiba=Zugabe von 2100 IE Feiba
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NovoSeven®

Die aPTT zeigte mit beiden verwendeten Reagenzien (aPTT-SS; aPTT-SP) eine deutli-
che Verkurzung der aPTT nach Zugabe von rFVlla (siehe Abbildung 4.15 und Abbil-
dung 4.16).

Im Testansatz mit der niedrigen Dosierung Rivaroxaban (0,10 ug/ml) konnte durch

rFVIla eine vollstdndige Normalisierung des gemessenen Gerinnungswertes erreicht

werden, wohingegen sich die Gerinnung im Testansatz mit der hohen Dosierung Riva-

roxaban (0,20 ug/ml) zwar verbesserte, nicht aber normalisierte.
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Abbildung 4.15 Antagonisierung von Rivaroxab-
an mit rFVIla. Darstellung der aPTT-SP
0,1R=0,10 pg/ml Rivaroxaban; 0,2R=0,20 pg/ml
Rivaroxaban; +rFVIla=Zugabe von 6300 g
rFVila
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Abbildung 4.16 Antagonisierung von Rivaroxaban
mit rFVIla. Darstellung der aPTT-SS

0,1R=0,10 pg/ml Rivaroxaban; 0,2R=0,20 pg/ml
Rivaroxaban; +rFVIla=Zugabe von 6300 pg
rFVila
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Faktor X

Nach Zugabe von Faktor X (2026 IE bzw. 40521E) zu Plasma mit Rivaroxaban
(0,20 pg/ml bzw. 0,20 ug/ml) konnte keine signifikante Verbesserung der in vitro Ge-
rinnung gemessen werden. Es zeigte sich vielmehr eine signifikante Verlangerung der
aPTT in beiden Testansdtzen nach Zugabe von 4052 IE Faktor X zu Rivaroxaban
(0,20 pg/ml und 0,20 pg/ml) sowie nach Zugabe von 2026 IE Faktor X zu Plasma mit
0,10pg/ml Rivaroxaban.
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4.3 Thrombin dynamics test

Es zeigte sich eine negative Korrelation zwischen der Rivaroxaban-
Plasmakonzentration und der Thrombindynamik mit extrinsischer Aktivierung
(TDTex). Rivaroxaban bewirkte also eine konzentrationsabhdngige Verminderung des
TDT (siehe Abbildung 4.17 und Abbildung 4.18).

Der Spearman-Korrelationskoeffizient lag fur den TDTex bei R=-0,777 (p<0,000001)
und fir den TDT mit intinsischer Aktivierung (TDTin) bei R=-0,525 (p=0,0001). Die
Korrelation war nicht linear.

Jede Dosissteigerung von 0,5ug/ml Rivaroxaban bewirkte im Mittel eine Abnahme des
TDTex um 10% und des TDTin um 4,2% (Prozent bezeichnet hier die Einheit der
Thrombindynamik).

Die Thrombindynamik mit extrinsischer Aktivierung reagierte somit deutlich starker auf
Dosisanderungen von Rivaroxaban als die Thrombindynamik mit intrinsischer Aktivitat
(siehe Abbildung 4.17 und Abbildung 4.18).
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Abbildung 4.17 Einfluss von Rivaroxaban in ver- Abbildung 4.18 Einfluss von Rivaroxaban in ver-

schiedenen Konzentrationen (0,00 pg/ml-
0,20 pg/ml) auf den TDTex

schiedenen Konzentrationen (0,00 pg/ml-
0,20 pg/ml) auf den TDTin
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PPSB

Die Thrombindynamik mit extrinsischer Aktivierung zeigte im Testansatz mit der nied-

rigen Konzentration Rivaroxaban (0,10 ug/ml) nach Zugabe von 4376 IE PPSB eine
signifikante Zunahme der Thrombinbildung (p <0,05).

Alle weiteren Ergebnisse der Thrombindynamik zeigten keine statistisch signifikanten
Unterschiede nach Zugabe von PPSB (p>0,05), jedoch war im TDTin eine Tendenz hin
zur Normalisierung der Thrombinbildung nach Zugabe von PPSB in der hohen Kon-
zentration (4376 IE) zu erkennen (siehe Abbildung 4.19 und Abbildung 4.20).
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Abbildung 4.19 Antagonisierung von Rivaroxaban
mit PPSB. Darstellung des TDTex

0,1R=0,10 pg/ml Rivaroxaban; 0,2R =0,20 pg/ml
Rivaroxaban; PI=2188 IE PPSB; Ph=4376 IE
PPSB
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Abbildung 4.20 Antagonisierung von Rivaroxab-
an mit PPSB. Darstellung des TDTin

0,1R=0,10 pg/ml Rivaroxaban; 0,20 R=0,2 pg/ml
Rivaroxaban; PI=2188 |E PPSB; Ph=4376 IE
PPSB
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Feiba®

In der Thrombindynamik mit extrinsischer Aktivierung wurde lediglich im Testansatz
mit 0,10 ug/ml Rivaroxaban und Feiba® eine signifikante Verbesserung der Thrombin-
dynamik gegentiber des Leerwertes gemessen (p<0,05). Die im Testansatz mit
0,20 ug/ml Rivaroxaban gemessene Verbesserung des TDTex war statistisch nicht signi-
fikant (siehe Abbildung 4.21). Im TDTin konnte flr keine der beiden Rivaroxabankon-
zentrationen eine Verbesserung der in vitro Gerinnung nach Zugabe von Feiba® gemes-
sen werden (siehe Abbildung 4.22).
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Abbildung 4.21 Antagonisierung von Rivaroxaban Abbildung 4.22 Antagonisierung von Rivaroxaban

mit Feiba®. Darstellung des TDTex mit Feiba®. Darstellung des TDTin

0,1R=0,10 pg/ml Rivaroxaban; 0,2R=0,20 pg/ml 0,1R=0,10 pg/ml Rivaroxaban; 0,2R=0,20 pug/ml

Rivaroxaban; + Feiba=Zugabe von 2100 IE Feiba Rivaroxaban; +Feiba=Zugabe von 2100 IE Feiba
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rEVila

Im Thrombin dynamics test zeigte sich eine Tendenz, nicht aber eine signifikante Ver-
besserung der Gerinnung nach Zugabe von rFVlla (siehe Abbildung 4.23 und Abbil-
dung 4.24).
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Abbildung 4.23 Antagonisierung von Rivaroxaban Abbildung 4.24 Antagonisierung von Rivaroxab-
mit rFVI1la. Darstellung des TDTex an mit rFVIla. Darstellung des TDTin
0,1R=0,10 pg/ml Rivaroxaban; 0,2R=0,20 pg/ml 0,1R=0,10 pg/ml Rivaroxaban;0,2 R=0,20 ug/ml
Rivaroxaban; +rFVIla=Zugabe von 6300 pug rFVlla Rivaroxaban; +rFVIla=Zugabe von 6300 pug
rEVila
Faktor X

Durch die Zugabe von Faktor X zu Plasma mit Rivaroxaban (0,10pg/ml und 0,20ug/ml)
konnte weder im TDTex, noch im TDTin eine statistisch signifikante VVeranderung der

in vitro Gerinnung gemessen werden.
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4.4 Rotationsthrombelastometrie (ROTEM®)

In der Rotationsthrombelastometrie mit extrinsischer Aktivierung (EXTEM) zeigte sich
eine positive, nicht lineare Korrelation zwischen Clotting time (CT) und Rivaroxaban-
Plasmakonzentration. Der Spearman-Korrelationskoeffizient lag bei R=0,954
(p<0,000001).

Im Mittel verlangerte sich die Clotting time um 30,8 Sekunden pro Dosissteigerung von
0,05 pug/ml Rivaroxaban (siehe Abbildung 4.25).
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Abbildung 4.25 Einfluss von Rivaroxaban in verschiedenen

Konzentrationen (0,00 pug/ml-0,20 pug/ml) auf die Clotting time
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PPSB
Die Clotting time zeigte keine signifikanten Veranderungen nach Zugabe von PPSB.
Auch in der hohen Dosierung (4376 IE) konnte PPSB Rivaroxaban nicht messbar anta-

gonisieren (Daten nicht als Graphik aufgefiihrt).

Feiba®

In der Rotationsthrombelastometrie mit extrinsischer Aktivierung (EXTEM) konnte im
Testansatz mit der niedrigen Rivaroxaban-Dosierung (0,10 ug/ml) nach Zugabe von
2100 IE Feiba® eine Verkirzung der Clotting time (CT) gemessen werden (p<0,001).
Im Testansatz mit der hohen Konzentration Rivaroxaban (0,20 ug/ml) konnte Feiba®
die CT nicht signifikant verkirzen (p>0,05) (siehe

Abbildung 4.26).
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Abbildung 4.26 Antagonisierung von Rivaroxaban mit Feiba®.
Darstellung der Clotting time

0,1R=0,10 pg/ml Rivaroxaban; 0,2 R=0,20 ug/ml Rivaroxaban;
+Feiba=Zugabe von 2100 IE Feiba
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rEVila

Mithilfe der Rotationsthrombelastometrie mit extrinsischer Aktivierung (EXTEM)
konnte fir beide Rivaroxabankonzentrationen nach Zugabe von rFVIlla eine vollstandi-
ge Normalisierung der Gerinnung gezeigt werden (siehe

Abbildung 4.27).
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Abbildung 4.27 Antagonisierung von Rivaroxaban mit rFVIla
Darstellung der Clotting time

0,1R=0,10 pug/ml Rivaroxaban; 0,2R =0,20 pg/ml Rivaroxaban;
+rFVIl=Zugabe von 6300 ug rFVlla

Faktor X
In der ROTEM®-Analyse (EXTEM) konnte keine Verbesserung der in vitro Gerinnung
nach Zugabe von Faktor X gemessen werden.
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4.5 Anti-Faktor Xa-Aktivitat

Mithilfe der Anti-Faktor Xa-Aktivitdt konnte die Rivaroxabankonzentration bestimmt
werden, wobei die gemessenen Konzentrationen im Mittel um 9,9ng/ml (min.
0,48ng/ml; max. 25,7ng/ml) von der tatsachlichen Rivaroxabankonzentration abwi-
chen.

Der Spearman-Korrelationskoeffizient lag bei R=0,783 (p<0,000001). Die Korrelation
war nicht linear.

Messungen zur Verénderung der Hamostase nach Antagonisierung von Rivaroxaban
mithilfe der Anti-Faktor Xa-Aktivitat wurden nicht durchgefuhrt. Der Test stellt nicht
die Wirkung von Rivaroxaban auf die Blutgerinnung dar, sondern misst die vorhandene
Rivaroxabankonzentration. Somit kann auch nach Antagonisierung keine Anderung der

Testergebnisse bei gleichbleibendem Rivaroxaban-Spiegel aufgezeigt werden.
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Abbildung 4.28 Gemessene Konzentration Rivaroxaban (ng/ml)
unter Verwendung von Rivaroxabankalibratoren und -kontrollen

und tatséchliche Rivaroxabankonzentration im Plasma (0 ng/ml-200ng/ml)
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5 Diskussion

Rivaroxaban bietet gegentiber den géangigen Medikamenten zur Blutverdinnung zahl-
reiche Vorteile wie eine orale Substitution, eine hohe Bioverfligbarkeit, eine grol3e the-
rapeutische Breite sowie eine nur unerhebliche Beeinflussung durch Nahrungsmittel
oder Medikamente [24, 39]. Unter der Einnahme von Rivaroxaban ist im ambulanten
Setting keine routinemaRige Uberwachung der Blutgerinnung erforderlich [40-42]. In
Anbetracht dieser Vorteile und der tUberzeugenden Datenlage ist davon auszugehen,
dass auch weiterhin Vitamin-K-Antagonisten und NMH in vielen Féllen durch die di-
rekten oralen Antikoagulanzien ersetzt werden [55, 176, 177].

Dennoch sind fiir den klinischen Alltag nach wie vor besonders zwei Fragen zu kléren:
Erstens wie kann der Rivaroxabanspiegel in Notfallsituationen bzw. bei komplexen Pa-
tienten und perioperativ schnell und zuverlassig gemessen werden? Zweitens, wie kann
Rivaroxaban im Notfall schnell antagonisiert werden? Diese Fragen sind mit der Ent-
wicklung der Anti-Faktor Xa-Aktivitat unter Verwendung von Rivaroxabankalibratoren
und -kontrollen und der Zulassung von Andexanet alfa (AndexXa®) als spezifisches
Antidot flr Rivaroxaban und Apixaban nur teilweise beantwortet. Die Anti-Faktor Xa-
Aktivitat ist nicht in jedem Labor und zu jeder Zeit verfiigbhar. Eine Antagonisierung
von Rivaroxaban mit Andexanet alfa ist im Vergleich zu gangigen Gerinnungsfaktoren
wie PPSB sehr kostenintensiv und ist bei weitem nicht flachendeckend vohanden [144,
166]. Somit ist es weiterhin wichtig, die verfugbaren Alternativen fur Monitoring und
Antagonisierung von Rivaroxaban zu evaluieren, bis die oben genannten Alternativen
voll etabliert und flachendeckend verfiligbar sind.

In dieser Studie wurden verschiedene laborchemische Monitoringverfahren evaluiert,
um die Rivaroxabanspiegel in speziellen Situationen moéglichst genau abbilden zu kon-
nen. Aulerdem testeten wir verschiedene Antagonisten hinsichtlich ihres Potenzials,
Rivaroxaban zu antagonisieren.

Die von uns gewdahlten Rivaroxaban-Plasmakonzentrationen stiitzen sich auf veroffent-
lichte Studien, die die Rivaroxabanspiegel bei ein- bis zweimal taglicher Einnahme un-
terschiedlicher Rivaroxabandosierungen untersuchten [93, 126, 168, 178-182]. Hierbei
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wahlten wir unsere Rivaroxabankonzentrationen entsprechend den Angaben der Plas-
maspiegel nach Einnahme von 10 bzw. 20mg Rivaroxaban fur mindestens finf Tage.
Die Dosierung von 2,5mg zur Prophylaxe atherothrombotischer Ereignisse bei Patien-
ten mit KHK, symptomatischer pAVK oder nach einem akuten Koronarsyndrom war zu
diesem Zeitpunkt noch nicht zugelassen [54, 57] und wurde von uns nicht berticksich-
tigt.

Eine Schwache unserer Studie ist dabei sicherlich die begrenzte Probandenzahl von
n=10. Aulerdem fuhrten wir unsere Versuche ausschlie3lich in vitro durch. Wie in
einigen anderen Studien auch [129, 172, 173], lésten wir Rivaroxaban und Faktoren-
konzentrate in DMSO. In einer Versuchsreihe von n=5 konnten wir keinen Einfluss
von DMSO auf die Gerinnungstests feststellen, es gibt jedoch Studien, die hier zu einem

anderen Ergebnis kommen [26, 183].

5.1 Laborchemisches Monitoring von Rivaroxaban

Die von uns eingesetzten Globalgerinnungstests Quickwert (Prothrombinzeit, PT) und
aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT), die in jeder Klinik routineméafRig rund
um die Uhr verfuigbar sind, zeigten eine konzentrationsabhangige Verlangerung nach
Zugabe von Rivaroxaban. Wie auch in der Literatur beschrieben [41, 102, 184, 185],
zeigte diese Verldngerung auch in unserer Studie keine lineare Dosis-Wirkungs-
Beziehung.

Fur den Quickwert setzten wir sowohl Recombiplastin als auch Neoplastin als Throm-
boplastinreagenz (sog. Tissue factor oder Gewebefaktor) ein. Die unterschiedlichen
Reagenzien variieren deutlich hinsichtlich ihrer Sensitivitat fur Rivaroxaban [168]. Ne-
oplastin wird in Studien insgesamt als sensitiver gegenuber einer Antikoagulation mit
Rivaroxaban eingestuft als Recombiplastin [95, 104, 106] und soll den Effekt von Riva-
roxaban bei Konzentrationen von 0,05-0,70 pg/ml messen kénnen [4]. Dies konnten wir
in unserer Studie nicht bestatigen. Obwohl sich die Werte ab einer Zugabe von
0,10 ug/ml Rivaroxaban signifikant vom Leerwert unterschieden, lagen sie teilweise
auch bei dieser Konzentration noch im Normbereich. Samama et al. [103] empfehlen

hier die Erstellung einer Referenzkurve fir jedes einzelne Thromboplastinreagenz und
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Labor, um so den gerinnungshemmenden Effekt von Rivaroxaban in pg/ml statt als Pro-
thrombinzeit in Sekunden darstellen zu kénnen.

Die aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) wurde in dieser Studie mit zwei Tes-
tansatzen (aPTT-SS und aPTT-SP) eingesetzt. Insgesamt war der Einfluss von Rivarox-
aban auf die aPTT schwacher als auf den Quickwert. Damit konnten wir die Ergebnisse
anderer Studien bestétigen [4, 103, 104, 106]. Wie auch in einer Studie von van Blerk et
al. [104] zeigte sich in unserer Studie aPTT-SP gegenuber der aPTT-SS (berlegen.
Auch bei der aPTT lagen bei beiden Testansatzen die Messergebnisse bei einer Rivaro-
xabankonzentration von 0,10 ug/ml teilweise noch im Normbereich, obwohl sie sich
signifikant vom Leerwert unterschieden.

Insgesamt kdnnen die Absolutwerte von Quickwert und aPTT nicht im Sinne einer kli-
nischen Wirkungskorrelation oder eines Blutungsrisikos ausgelegt werden [41] und stel-
len in Notfallsituationen keine zuverléassige Moglichkeit zur Kontrolle des Rivaroxaban-
spiegels dar. Lediglich kénnen normale Werte von Quickwert und aPTT meist eine ho-
he Plasmakonzentration von Rivaroxaban ausschlieRen [186], klinisch relevante niedri-
ge Rivaroxaban(tal-)spiegel werden in der Regel jedoch nicht erfasst [99]. Aulerdem
hat bei diesen Gerinnungstests die Wahl des Startreagenz erheblichen Einfluss auf die
Messergebnisse, weshalb die Ergebnisse verschiedener Labore nicht automatisch ver-
gleichbar sind [136, 185, 187].

Als weitere Methode zur Bestimmung der antikoagulatorischen Wirkung von Rivarox-
aban testeten wir in dieser Studie den Thrombin dynamics test (TDT) sowohl mit
extrinsischer (TDTex) als auch mit intrinsischer (TDTin) Aktivierung. Hier bildete der
TDT mit extrinsischer Aktivierung eine deutlichere Dosis-Wirkungs-Beziehung ab als
der TDTin. Die Dosis-Wirkungs-Beziehung war jedoch in beiden Féllen nicht linear.
Nach unserer Kenntnis gibt es bisher keine Studien, die den Einfluss der Rivaroxaban-
Plasmakonzentration auf den Thrombin dynamics test, also auf die Thrombingenerie-
rung mithilfe eines ,,schnellen Thrombinsubstrates untersuchten. Da der Thrombin
dynamics test durch die Verwendung dieses ,,schnellen* Thrombinsubstrates die in vi-
vo-Situation besser abbilden kann [107], konnte er auch den Einfluss der Rivaroxab-

ankonzentration auf die physiologische Thrombinbildung besser darstellen als die her-
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kommliche Thrombingenerierung unter Einsatz eines ,,Jangsamen® Thrombinsubstrates.
In einigen Studien wurde der Einfluss der Rivaroxabankonzentration auf die Thrombi-
ngenerierung unter Einsatz eines ,langsamen® Thrombinsubstrates untersucht, wobei
ein dosisabhéngiger Zusammenhang des Rivaroxabanspiegels mit der Thrombingenerie-
rung gezeigt werden konnte [4, 95, 116, 117].

Insgesamt kann auch der Thrombin dynamics test nach unseren Ergebnissen nicht zur
Quantifizierung der Rivaroxaban-Plasmakonzentration empfohlen werden. Er ist nur in
Speziallabors verfiigbar und kann geringe Anderungen der Rivaroxabankonzentration
nicht zuverléssig erfassen, konnte also wie die aPTT und besonders der Quickwert nur

als grobe Orientierungshilfe bei hohen Rivaroxabankonzentrationen dienen.

Auch die Rotationsthrombelastometrie (ROTEM®) in Vollblut ist nicht ohne Ein-
schrankung zur Quantifizierung der Rivaroxaban-Plasmakonzentration zu empfehlen,
bietet aber deutliche Vorteile gegeniiber den herkdmmlichen plasmatischen Gerinnungs-
tests.

In dieser Studie konnten wir die Ergebnisse einiger in vivo Studien [123, 188] bestati-
gen, dass die Rotationsthrombelastometrie mit extrinsischer Aktivierung (EXTEM®)
den Effekt der Rivaroxaban-Plasmakonzentration auf die Blutgerinnung besser wider-
spiegelt als die Rotationsthrombelastometrie mit intrinsischer Aktivierung (INTEM).
Wie auch bei Quickwert, aPTT und TDT beobachtet, kann EXTEM® Rivaroxaban
zwar qualitativ bestimmen, also einen deutlichen Effekt auf die Blutgerinnung detektie-
ren, eine quantitative Bestimmung des genauen Rivaroxabanspiegels oder geringer Ri-
varoxabankonzentrationen ist jedoch nicht moglich [93]. Um die Rivaroxabankonzent-
ration auch bei geringen Plasmaspiegeln mittels ROTEM® quantifizieren zu kénnen,
empfehlen u.a. Adelmann et al. [183] die Verwendung eines lowTF-Rotem®, bei dem
der Tissue factor Anteil im EXTEM®-Reagenz verringert wurde. Mit dieser Methode
konnte die Rivaroxabanwirkung mit guter Sensitivitat und Spezifitdt gemessen werden
[189].

Da die Rotationsthrombelastometrie als Point-of-care Methode den groRRen Vorteil der
schnellen Verfugbarkeit bietet, kann sie jedoch auch in nicht modifizierter Form in Kri-

tischen Situationen eine erste Orientierungshilfe bieten.
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Die Anti-Faktor Xa-Aktivitdt mit Rivaroxabankalibratoren und -kontrollen konnte als
speziell fir die Bestimmung von Rivaroxaban entwickelte Methode in dieser Studie die
Rivaroxaban-Plasmakonzentration gut abbilden. Die Ergebnisse unterschieden sich erst
ab einem Konzentrationsunterschied von 15ng/ml statistisch signifikant voneinander.
Dies liegt wahrscheinlich an der begrenzten Zahl von 10 Probanden in dieser Studie.
Die Ergebnisse in der Literatur zeigen durchweg eine gute Darstellung der Rivaroxab-
ankonzentration durch die Anti-Faktor Xa-Aktivitdt mit Rivaroxabankalibratoren
und -kontrollen [43, 99, 190]. Jedoch wird in vielen Studien darauf hingewiesen, dass
Plasmaproben mit sehr niedrigen (<30ng/ml) oder sehr hohen (>350ng/ml) Rivaroxab-
ankonzentrationen eine nur geringe Korrelation mit der Anti-Faktor Xa-Aktivitat [130,
190, 191] und eine deutlich erhohte Bias [43] aufweisen. Trotzdem stellt die Anti-
Faktor Xa-Aktivitat die bisher beste verfligbare Methode zur Bestimmung der Rivarox-
aban-Plasmakonzentration dar [4, 95, 96]. Wird jedoch bei einem Patienten Rivaroxab-
an antagonisiert, sollte dringend auf andere Gerinnungstests zurtickgegriffen werden.
Die Anti-Faktor Xa-Aktivitat misst die vorhandene Rivaroxabankonzentration im Plas-
ma und stellt nicht die Wirkung von Rivaroxaban auf die Blutgerinnung dar. Somit ist
auch nach Antagonisierung keine Anderung der Testergebnisse bei gleichbleibendem
Rivaroxabanspiegel zu erwarten. Mdgliche Alternativen zur Messung der Gerinnung
nach Antagonisierung sind z.B. EXTEM® und Quickwert, jedoch kann kein Gerin-

nungstest die Blutungstendenz sicher vorhersagen [125].

5.2 Antagonisierung

Prothrombinkomplexpréaparat (PPSB) wird von vielen Autoren zur Behandlung von
Patienten mit Blutungskomplikationen unter Rivaroxabantherapie empfohlen [141, 148,
156, 160]. Ein grol3er Vorteil von PPSB ist sicherlich, dass es Uberall verfligbar ist, eine
geringe Rate an thrombembolischen Komplikationen bei tiblichen Dosierungen aufweist
[149] und in Notfallsituationen ein relativ breites Spektrum an Blutungsursachen abde-
cken kann. Es ist fur Patienten zur schnellen Antagonisierung von Vitamin-K-
Antagonisten zugelassen [145, 147] und wird teilweise auch fir Patienten mit unklaren

Blutungskomplikationen ohne vorbestehende Koagulopathie empfohlen [192-194].
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In dieser Studie konnte PPSB lediglich in hoher Dosierung (4376 IE) nach Zugabe zu
Plasma mit 0,10 pg/ml Rivaroxaban im Thrombin dynamics test mit extrinsischer Akti-
vierung eine vollstdndige Normalisierung der Blutgerinnung erreichen. Alle anderen
von uns verwendeten Messverfahren zeigten nach Zugabe von PPSB keine signifikante
Verbesserung der Blutgerinnung. Diese Ergebnisse decken sich mit anderen in vitro
Studien der Literatur. Korber et al. [93] und Dinkelaar et al. [195] konnten ebenfalls
keine signifikante Verbesserung der Blutgerinnung nach Zugabe von PPSB feststellen.
In verschiedenen anderen in vitro Studien konnte PPSB die Blutgerinnung in Plasma
von Patienten unter Rivaroxabantherapie [95], bzw. in Plasma, dem Rivaroxaban zuge-
setzt wurde [124, 136] signifikant verbessern, jedoch nicht normalisieren.

Im Tiermodell erreichte PPSB keine [196], bzw. nur eine inkomplette Normalisierung
[156] der Blutungszeit. Eerenberg et al. [141] beobachteten in einer Studie an gesunden
Freiwilligen, die 2x20mg Rivaroxaban einnahmen, eine komplette und sofortige Nor-
malisierung der Blutgerinnung nach der Gabe von 50 IE/kg PPSB. Auch bei Patienten,
die unter Rivaroxabantherapie schwere Blutungen erlitten, konnten in Studien mit
351E/kg [144], bzw. 2000 IE [140, 149] PPSB eine deutliche Verbesserung der Blutge-
rinnung erzielt werden.

Die Ergebnisse verschiedener Gerinnungstests und die tatsachliche Klinik kénnen je-
doch divergieren. Gerinnungstests als artifizielle Systeme koénnen leicht durch eine Sub-
stanz gestort werden und so die tatséchliche Klinik mitunter nur unzureichend abbilden
[136, 197]. Die Korrelation zwischen tatsachlicher Verringerung einer Rivaroxaban
assoziierten Blutung und Normalisierung von Gerinnungsparametern wie EXTEM und
Quickwert nach Antagonisierung wird in verschiedenen Studien als nur gering angege-
ben [197, 198].

Diese sehr unterschiedlichen Ergebnisse lassen keine uneingeschréankte Empfehlung von
PPSB zur Antagonisierung von Rivaroxaban zu. Wenn Andexanet alfa nicht zur Verfi-

gung steht, stellt die Gabe von PPSB aber eine mogliche Alternative dar (off-label).

Aktiviertes Prothrombinkonzentrat (Feiba®) enthélt die Faktoren II, IX und X in
Uberwiegend inaktiver Form, sowie Faktor VII in Gberwiegend aktivierter Form [151],

hat also theoretisch den Vorteil, dass es die Eigenschaften von PPSB und rFVlla vereint
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[154]. Feiba® wird von einigen Autoren als berlegen gegenlber PPSB und rFVlla
eingestuft und —sollte kein spezifisches Antidot zur Verfiigung stehen— zur Antagonisie-
rung von Rivaroxaban empfohlen [154, 199, 200].

In dieser Studie bewirkten 2100 IE Feiba® nach Zugabe zu Plasma mit niedriger Riva-
roxabankonzentration (0,10 ug/ml) in fast allen Messverfahren eine Normalisierung der
Gerinnung, wahrend in Plasma mit hoher Rivaroxabankonzentration (0,20 pg/ml) eine
Verbesserung, jedoch keine Normalisierung der Blutgerinnung erreicht werden konnte.
Die laut Packungsbeilage empfohlene Dosierung von Feiba® betrégt je nach Indikation
50-100IE/kgKG [151]. Dagegen war unsere Dosierung von Feiba® mit 2100 IE
(2301E/kgKG) im Vergleich zu vielen Studien relativ gering. Dies kdnnte die nur
teilweise Antagonisierung bei 0,20 ug/ml Rivaroxaban erklaren. Herrmann et al. [95]
konnten mit einer ahnlich geringen Dosis von 1750 IE Feiba® in Plasma von Proban-
den, die tdglich 10mg Rivaroxaban einnahmen auch lediglich eine Verbesserung, nicht
aber eine Normalisierung u.a. der Gerinnungsparameter Quickwert und aPTT erreichen.
Escolar et al. [124] erreichten mit einer Dosierung von 75 IE/Kg in vitro eine komplette
Antagonisierung der Rivaroxabanwirkung. Ebenso konnten Marlu et al. [154] in einer
Studie an gesunden Probanden, die 2x20mg Rivaroxaban erhielten, eine komplette
Normalisierung der Blutgerinnung zwei Stunden nach der Gabe von 80 1E/kg Feiba®
beobachten. Perzborn et al. [156] verringerten im Tiermodell bei Ratten, die mit 2
mg /kg Rivaroxaban i.v. behandelt worden waren, mit 50 IE/kg Feiba® die Blutungs-
zeit signifikant. Eine weitere Steigerung der Feiba®-Dosis auf 100 IE/kg konnte keine
weitere signifikante Verbesserung der Blutungszeit erreichen. Da eine Steigerung der
Feiba®-Dosis die Gefahr der thrombembolischen Konzentrationen erhéhen konnte,
sollte dies sorgfaltig abgewogen werden. Dennoch ist die Inzidenz thrombembolischer
Komplikationen mit 4 pro 100000 Feiba®-Infusionen relativ gering [201].

Feiba® stellt eine mogliche Alternative (off-label) zur Antagonisierung von Riva-
roxaban bei lebensbedrohlichen Blutungskomplikationen dar, falls Andexanet alfa (An-

dexXa®) nicht zur Verfligung steht.

Das fir unsere Experimente verwendete Faktor X Praparat (Faktor X® P; CSL Beh-

ring) enthélt die humanen Gerinnungsfaktoren X und IX [175]. In keinem unserer Expe-



Diskussion 74

rimente konnten wir in Plasma mit Rivaroxaban mithilfe von Faktor X eine Verbesse-
rung der Blutgerinnung erreichen. Die Verlangerung der aktivierten partiellen Throm-
boplastinzeit nach Zugabe von Faktor X lasst sich am ehesten durch das in Faktor X
Praparat enthaltene Heparin erkldren. Nach unserer Kenntnis gibt es keine Studien, die
eine Antagonisierung von Rivaroxaban mit einem Faktor X Praparat untersuchten. Je-
doch ist seit Mai 2018 mit Andexanet alfa (AndexXa®) ein rekombinanter, modifizier-
ter Faktor X auf dem Markt [166]. Dieser bindet an Faktor Xa-Inhibitor im Blut, ohne
selbst direkt Einfluss auf die Blutgerinnung zu nehmen [19, 165].

Warum Faktor X Praparat in dieser Studie keinerlei Wirkung auf die Blutgerinnung
zeigte, konnten wir nicht abschlieRend klaren. Vermutlich konnte Rivaroxaban auch den
zugefiihrten Faktor X so weit hemmen, dass dieser keinen Einfluss mehr auf die Gerin-
nung nehmen konnte. Die von uns verwendete Faktor X Dosierung betrug 2027 IE. H6-
here Dosierungen werden vom Hersteller nur bei unkontrollierbaren Blutungen bei Pati-
enten mit Faktor X Mangel empfohlen und gehen mit einem potenziell erhéhten Risiko

thrombembolischer Komplikationen einher [175].

Rekombinanter Faktor VIla (rFVIla, Novo Seven®) aktiviert FX und FIX und flhrt
so zu einer massiven Thrombingenerierung (sog. ,,thrombin burst) [157, 202]. Die
Hemmung von FX durch Rivaroxaban beeintrachtigt jedoch die Blutgerinnung nach
diesem Schritt und wird von rFVI1la somit nur indirekt beeinflusst [152]. Trotzdem zeig-
te sich rFVIla in dieser Studie als potenter Antagonist von Rivaroxaban. Bei einer Do-
sierung von 90 pug/kg rFVIla konnte mit aPTT, EXTEM und Quickwert eine Normali-
sierung oder signifikante Verbesserung der Blutgerinnung gemessen werden. Im
Quickwert mit Recombiplastin als Tissue factor zeigte sich sogar eine massive Uberkor-
rektur gegenuber dem Leerwert. Auch in einer Studie von Escolar et al. [124] konnte
rFV1la die Wirkung von Rivaroxaban in vitro komplett antagonisieren, wobei auch hier
in einigen Tests eine signifikante Uberkorrektur erreicht wurde. In Untersuchungen, bei
denen gesunde Freiwillige einmal taglich 20 mg Rivaroxaban erhielten, konnte rFVlla
die Rivaroxabanwirkung im Plasma dieser Patienten ebenfalls antagonisieren, wobei
auch hier eine Uberkorrektur einiger Werte beobachtet wurde [154, 203]. Dies wirft die
Frage auf, inwieweit diese Uberkorrektur nach der Gabe von rFVlla auf ein erhohtes
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Thromboembolierisiko hinweist. Die Zahl der thrombembolischen Komplikationen
wird in Studien mit bis zu 9% der Patienten angegeben, die rFVIla zur Behandlung un-
kontrollierbarer Blutungen erhielten [158]. Die Behandlung von unkontrollierbaren Blu-
tungen mit rFVIla bei Patienten ohne Hamophilie ist auRerdem nach wie vor off-label
[164].

Im Tiermodell konnte rFV1la durch Rivaroxaban ausgeldste Blutungen bei Ratten signi-
fikant reduzieren [156]. Jedoch waren die Dosierungen von rFVIla mit 400 pg/kg deut-
lich hoher als in unserer Studie. Dosierungen von 210 pg/kg bei Pavianen und 100 pg/kg
bei Ratten reduzierten die Blutungszeit zwar, die Ergebnisse waren jedoch nicht signifi-
kant. Zugelassen sind Dosierungen von bis zu 270 pg/kg [159], und bei héheren Dosie-
rungen ist das Thromboembolierisiko potenziell erhoht.

Auch wenn rFVIla die Wirkung von Rivaroxaban in einigen Studien (s.0.) gut antagoni-
sieren konnte, kann eine Gabe von rFVIla aufgrund fehlender in vivo Daten und einem
erhdhten Thromboembolierisiko im klinischen Alltag nicht generell zur Antagonisie-

rung von Rivaroxaban empfohlen werden [204].

Im Mai 2018, deutlich nach Abschluss unserer Untersuchungen, wurde Andexanet alfa
(AndexXa®) als spezifischer Antagonist der direkten Faktor Xa-Inhibitoren Rivaroxab-
an und Apixaban zugelassen [166]. Andexanet alfa ist sehr teuer, birgt auch ein Risiko
thrombembolischer Komplikationen und ist nicht flachendeckend vohanden [144, 166].
AuRerdem sollte die Rate thrombembolischer Komplikationen von bis zu 18 % bei der

Entscheidung fir die Gabe von Andexanet alfa beriicksichtigt werden [135, 166].

Die Anti-Faktor Xa-Aktivitdt mit Rivaroxabankalibratoren und -kontrollen wird von
vielen Autoren als eine sehr zuverldssige Methode zur Bestimmung der Rivaroxaban-
Plasmakonzentration empfohlen [205, 206]. Mit einer schlechten Korrelation bei sehr
niedrigen oder hohen Rivaroxabanspiegeln [207] und der fehlenden Madglichkeit, eine
Antagonisierung zu messen, weist auch die Anti-Faktor Xa-Aktivitat Einschrankungen
auf. In Notfallsituationen bietet die Rotationsthrombelastometrie mit extrinsischer Akti-
vierung (EXTEM) als Point-of-care Methode eine Orientierungshilfe der Rivaroxaban-
wirkung [183]. Aktivierte partielle Thromboplastinzeit, Thrombin dynamics test und



Diskussion 76

besonders der Quickwert [187, 208] kdnnen ebenfalls als grobe Orientierungshilfe die-
nen, da normale Werte dieser Tests hohe Rivaroxabankonzentrationen in der Regel un-

wahrscheinlich machen [209].
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6 Zusammenfassung

Rivaroxaban ist ein oral verfugbarer, direkter, selektiver und reversibler Inhibitor von
Faktor Xa, unter dessen Einnahme keine routinemaRige Uberwachung der Blutgerin-
nung im ambulanten Setting erforderlich ist. Dennoch gibt es klinische Situationen, in
denen eine Kontrolle der Blutgerinnung bzw. des Rivaroxabenspiegels sehr hilfreich
sein kann. Trotz der kurzen Halbwertszeit von Rivaroxaban ist es auerdem notwendig,
die blutverdiinnende Wirkung in Notfallsituationen schnell und ausreichend zu antago-
nisieren.

In dieser Studie testeten wir in vitro Quickwert (mit Recombiplastin und Neoplastin als
Tissue factor), aktivierte partielle Thromboplastinzeit mit verschiedenen Reagenzien
(@PTT-SP und aPTT-SS), Thrombin dynamics test mit extrinsischer bzw. intrinsischer
Aktivierung (TDTin bzw. TDTex), Rotationsthrombelastometrie mit extrinsischer Akti-
vierung (EXTEM®) und Anti-Faktor Xa-Aktivitat mit Rivaroxabankalibratoren und -
kontrollen hinsichtlich ihrer Eignung zur Bestimmung der gerinnungshemmenden Wir-
kung von Rivaroxaban, bzw. des Rivaroxabanspiegels. AuBerdem untersuchten wir
PPSB (2188 IE bzw. 43751E), Feiba® (21001E), rFVIla (90 ug/kg KG) und Faktor X
(2027 IE) als mogliche Antagonisten fur Rivaroxaban.

Alle von uns eingesetzten laborchemischen Messverfahren zeigten eine Dosis-
Wirkungs-Beziehung zur Rivaroxaban-Plasmakonzentration, die jedoch in keinem Fall
linear war. In dieser Studie zeigten der EXTEM®-Test und der Quickwert mit Neoplas-
tin als Tissue factor die hochste Korrelation zur Rivaroxaban-Plasmakonzentration. Der
Spearman-Korrelationskoeffizient lag hier bei R=0,954 bzw. R=-0,94 (p<0,000001).
Auch der Quickwert mit Recombiplastin als Tissue factor korrelierte mit R=-0,87 gut
mit der Rivaroxaban-Plasmakonzentration. Etwas schwécher fiel die Korrelation bei den
anderen von uns eingesetzten Testverfahren Anti-Faktor Xa-Aktivitat (R=0,783),
aPTT-SP (R=0,796), aPTT-SS (R=0,776) und TDTex (R=-0,777) aus. Der TDTin

zeigte mit R=-0,525 die schwéchste Korrelation zur Rivaroxaban-Plasmakonzentration.
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Unter den Antagonisten zeigten Feiba® und rFVIlla in allen Testverfahren eine deutli-
che Verbesserung oder komplette Normalisierung der Blutgerinnung, wobei es insbe-
sondere nach Gabe von rFVIla teilweise zu einer deutlichen Uberkorrektur der Gerin-
nungsparameter kam. PPSB konnte lediglich in hoher Dosierung (4376 IE) nach Zugabe
zu Plasma mit niedriger Rivaroxabandosierung (0,10 pug/ml) im Thrombin dynamics test
(TDTex) eine Normalisierung der Blutgerinnung erreichen, wahrend in allen anderen
Testverfahren keine signifikante Verbesserung der Blutgerinnung durch PPSB erreicht
werden konnte (p>0,05). Mithilfe von Faktor X konnte in keinem unserer Experimente
in Plasma mit Rivaroxaban eine signifikante Verbesserung der Blutgerinnung gemessen
werden (p<0,05).

Wir konnten die Ergebnisse anderer Studien bestatigen, dass Feiba® eine gute Alterna-
tive zur Antagonisierung von Rivaroxaban darstellt, sollte Andexanet alfa (AndexXa®)
als spezifisches Antidot fur Faktor Xa-Inhibitoren nicht zur Verfiigung stehen. Jedoch
ist auch Feiba® in vielen Kliniken nicht routineméafig verfiigbar. In diesen Féllen kann
PPSB als mdgliche Alternative dienen. Die Antagonisierung von Rivaroxaban durch
rFV1la kann aufgrund fehlender in vivo Daten und dem potenziell erhdhten Thrombo-
embolierisiko nur nach Versagen aller Therapieoptionen bei unkontrollierbaren Blutun-

gen empfohlen werden.

Die Anti-Faktor Xa-Aktivitat mit Rivaroxabankalibratoren und -kontrollen wird von
den meisten Autoren als genaueste Methode zur Messung der Rivaroxaban-
Plasmakonzentration empfohlen. Dies konnten wir in unserer Studie, vermutlich auf-
grund der begrenzten Probandenzahl (n=10) nicht bestatigen. Zur Messung der Blutge-
rinnung nach Antagonisierung von Rivaroxaban eignet sich die Anti-Faktor Xa-
Aktivitéat jedoch nicht, da sie die vorhandene Rivaroxabankonzentration im Plasma und
nicht die Wirkung von Rivaroxaban auf die Blutgerinnung misst. Hier kénnen EX-
TEM® als Point-of-Care-Methode und Quickwert, besonders mit dem Tissue factor
Neoplastin eine gute Orientierungshilfe bieten.
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8.3 Nebenversuche

8.3.1 Versuche mit NaCl

Um einen moglichen Dilutionseffekt durch die Zugabe von Rivaroxaban bzw. den Fak-
torenkonzentraten auszuschlie3en, testeten wir in einer Messreihe von n=5, ob eine
Zugabe von 36 pl NaCl (entspricht dem Volumen der Zugabe bei einer Konzentration
von 0,15pug/ml Rivaroxaban) zu Plasma eine statistisch signifikante Veranderung der

Messergebnisse zur Folge hat.

Eingesetzte Messmethoden:

1. Quickwert (Prothrombinzeit, PT) mit jew. zwei Testansatzen (Tissue factor: Recom-
biplastin bzw. Neoplastin)

2.aPTT-SS und aPTT-SP

3. TDT mit intrinsischer und extrinsischer Aktivierung (TDTin und TDTex)

4. ROTEM® mit extrinsischer Aktivierung (EXTEM)

5. Anti-Faktor Xa-Aktivitat mit Rivaroxabankalibratoren und -kontrollen

Hier zeigte sich nur beim Quickwert mit dem Tissue factor Recombiplastin ein statis-
tisch signifikanter Dilutionseffekt durch die Zugabe von 36l NaCl (p>0,05) (siehe
Tabelle 8.1).
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Tabelle 8.1 Versuche zum Dilutionseffekt. Angegeben sind jew. die Mittelwerte. Die Grenze
der Signifikanz wurde bei p<0,05 festgelegt. AuRer beim Quickwert mit dem Tissue factor

Recombiplastin zeigte sich in keinem der Testverfahren ein statistisch signifikanter Dilutionseffekt

Testverfahren Leerwert 36ul NaCl p-Wert
Quick Neoplastin [%] 94 90,7 0,110
Quick Recombiplastin [%0] 85,3 91,4 0,013
aPTT-SP [s] 30,0 30,5 0,570
aPTT-SS [s] 30,0 30,1 0,876
TDTex [%)] 85,3 91,4 0,111
TDTin [%] 85,9 95,1 0,623
EXTEM CT [s] 48,8 52,4 0,342

8.3.2 Einfluss von DMSO

Um einen mdoglichen Effekt von DMSO auf unsere Messergebnisse auszuschliel3en,
testeten wir in einer Messreihe von n=5, ob eine Zugabe von 36 pl bzw. 48 ul DMSO
(entspricht dem Volumen der Zugabe bei einer Konzentration von 0,15ug/ml bzw.
0,20 pg/ml Rivaroxaban) eine statistisch signifikante Verédnderung der Messergebnisse
zur Folge hat. Hierbei war DMSO in einem Verhéltnis von 1:1 mit Wasser fiir Injekti-

onszwecke verdinnt.

Eingesetzte Messmethoden:
Thrombin dynamics test mit intrinsischer Aktivierung (TDTin)

Thrombin dynamics test mit extrinsischer Aktivierung (TDTex)

Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Einfluss von DMSO auf den Thrombin dy-
namics test (siehe Tabelle 8.2).
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Tabelle 8.2 Einfluss von DMSO auf TDTin und TDTex

Messverfahren Leerwert 36 ul DMSO 48 ul DMSO
TDTin [%] 84,19 90,68 88,77
TDTex [%] 97,59 96,76 96,15

AuRerdem wurden in einer Messreihe von n=5 verschiedene Rivaroxabanldsungen mit
unterschiedlichen DMSO-Konzentrationen getestet. Hierbei wurde Rivaroxaban jeweils
in DMSO und Aqua im Verhéltnis von 1:1; 1:4 und 1:8 in Lésung gebracht. Bei Zugabe
von 24 ul der jeweiligen Rivaroxaban-Stammldsung zu 500 pl Plasma (entspricht

0,10 pg/ml Rivaroxaban), waren weder in der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit

(@PTT-SS) noch im Quickwert mit Neoplastin als Tissue factor statistisch signifikante

Unterschiede beim Vergleich der einzelnen Rivaroxabanldsungen sichtbar.
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