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1 Einleitung

1.1 Vorhofflimmern

1.1.1 Einfihrung und Definition

Bei einem herzgesunden Menschen wird der Herzrhythmus vom Sinusknoten
vorgegeben. Vom Sinusknoten aus wird die elektrische Erregung uber das
Reizleitungssytem der Vorhofmuskulatur auf den Atrioventrikularknoten (AV-Knoten)
Ubertragen. Vom AV-Knoten aus wird der Impuls weiter zum His-Blindel geleitet,
welches sich weiter distal in einen linken und rechten Tawaraschenkel aufteilt. Die
Tawaraschenkel ziehen in Richtung Apex und zweigen sich dort weiter auf. Von den
Endaufzweigungen, den Purkinjefasern, wird die Erregung schlie3lich auf die

Kammermuskulatur Ubertragen.

Vorhofflimmern stellt eine supraventrikulare Herzrhythmusstérung dar. Hierbei kommt
es zu einer ungeordneten Erregung des Vorhofs, die nicht vom Sinusknoten ausgeht.
Haufig sind mehrere Erregungsfoci im Vorhof verteilt. Hierbei befinden sich die
genannten Foci am haufigsten im Mundungsbereich der Pulmonalvenen (1). Die
ungeordneten Erregungsimpulse fiihren dabei zu einer sehr schnellen Vorhoffrequenz
von bis zu 350-600/min. Dank der Filterfunktion des AV-Knotens werden nur ein Teil
der elektrischen Impulse auf die Herzkammer Ubertragen, wodurch ein
unregelmaiiger Herzschlag entsteht. Im Rahmen des Vorhofflimmerns kann es zu
einer Tachyarrhythmia absoluta mit Kammerfrequenzen zwischen 100-150/min oder

auch zu einer Bradyarrhtythmia absoluta mit Frequenzen unter 60/min kommen.

1.1.2 Epidemiologie und klinische Bedeutung

Weltweit litten 2010 etwa 20.9 Millionen Manner und 12.6 Millionen Frauen an
Vorhoffimmern. Sowohl Inzidenz als auch Pravalenz waren hierbei in
Industrienationen hoher als in Entwicklungslandern (2). In Europa allein waren es 2010
in der Altersgruppe uber 55 Jahre etwa 8.8 Millionen Patienten. Die Pravalenz der
Erkrankung steigt dabei in Abhéngigkeit des Alters. So konnte man in Europa bei
Patienten zwischen 55 und 59 Jahren eine Pravalenz von 1,3% bei Mannern und 1,7%

bei Frauen feststellen, bei Patienten Gber 85 Jahren stieg die Pravalenz bei Mannern
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auf 24.2% und bei Frauen auf 16.1%. Schéatzungen zu Folge kdnnte die Zahl an
europdaischen Patienten tber 55 Jahren bis 2060 sogar auf 17.9 Millionen steigen (3).
Vorhofflimmern zahlt zu den haufigsten Ursachen fur Schlaganfélle, Herzinsuffizienz
und kardiovaskulare Erkrankungen weltweit (4). Schlaganfalle entstehen dabei durch
Thromben, die vordergriindig im linken Vorhofohr entstehen, ber den linken Ventrikel
in die arterielle Blutbahn und schlie3lich in die arterielle Versorgung des Hirns
gelangen konnen. Bei der Entstehung der Thromben spielt die Reduktion der
Flussgeschwindigkeit des Blutes im Bereich des linken Vorhofohrs eine entscheidende
Rolle. Die Blutstase ist bedingt durch die hohe Vorhoffrequenz mit der damit
verbundenen abnehmenden Kontrakitilitdit des Vorhofs. Auch andere Aspekte der
Virchowschen Trias kdnnen anteilig an der Thrombenentstehung beteiligt sein (5, 6).
Das Risiko einen Schlaganfall zu erleiden verflinffacht sich bei Patienten mit
Vorhofflimmern. Bestehen zudem noch weitere kardiovaskulare Erkrankungen (z.B.
koronare Herzerkrankungen, arterielle Hypertonie, Herzinsuffizienz) kann sich das
Risiko einen Schlaganfall zu erleiden zusatzlich verdoppeln oder sogar verdreifachen.
Bei Patienten zwischen 80 und 89 Jahren ist Vorhofflimmern als alleinige
kardiovaskulare Erkrankung zu nennen, die das Auftreten eines Schlaganfall als
Einzelfaktor erheblich steigern kann (7). Auch die Gesamtmortalitat steigt bei Patienten
mit Vorhofflimmern um das Doppelte bis Dreifache (8). Schlaganfalle und schwere

Blutungen sind hierbei fiir 9.8% aller Todesfalle verantwortlich (9).

Gesundheitsdkonomisch stellt Vorhofflimmern aufgrund der oben genannten Punkte
fur das offentliche Gesundheitssystem eine grof3e finanzielle Belastung dar.

1.1.3 Diagnostik

Um die Diagnose Vorhoffimmern zu sichern eignet sich ein 12-Kanal
Elektrokardiogramm (EKG). Hier kann in der Regel keine P-Welle eindeutig
abgegrenzt werden, die RR-Intervalle sich absolut unregelmaflige. Um ein nur
intermittierend auftretendes Vorhofflimmern zu diagnostizieren kann ein (im besten
Falle mehrtagiges) Langzeit-EKG zur Sicherung der Diagnose sinnvoll sein. Eine
Vorhofflimmer-Episode ist definiert als Vorhofflimmern, das tber einen Zeitraum von
mindestens 30s besteht und tber ein 12-Kanal-EKG oder intrakardiales Elektrogramm

aufgezeichnet wird (10, 11).



Typischen Symptome bei Patienten sind Palpitationen, unregelmafiger Puls, innere
Unruhe und Schwindel bis hin zur Synkope. Auch Symptome und Zeichen einer
Herzinsuffizienz kdnnen auftreten. Das haufige Fehlen von Symptomen (in ca. 1/3 der
Falle) kann die Diagnosestellung jedoch ungemein erschweren. Selbst bei sonst
symptomatischen Patienten sind asymptomatische (,stille“) Vorhofflimmer-Episoden
haufig (12, 13).

Der Schweregrad der durch Vorhofflimmern verursachten Symptome wird mittels der
European Heart Rhythm Association (EHRA)-Klassifikation ausgedrickt. Man
unterscheidet hiermit Patienten, die keinerlei Symptome aufweisen bis hin zu

Patienten, die massive Symptome aufweisen und dadurch die gewohnten alltaglichen

Anstrengungen nicht mehr bewerkstelligen kénnen (14).

Bezeichnung Symptome Definition

EHRA | Keine

EHRA I Milde Symptome Normaler Alltag nicht
beeintrachtigt

EHRA I Schwere Symptome Normaler Alltag
beeintrachtigt

EHRA IV Massive Symptome Normaler Alltag in
gewohnter Form nicht
umsetzbar

Tabelle 1: EHRA-KIassifikation (14)

1.1.4 Klassifikation
Unterschiedliche Vorhofflimmer-Subtypen werden nach Haufigkeit und Dauer des
Auftretens, sowie nach Spontankonversion der Vorhofflimmer-Episoden gemeinhin in
funf unterschiedliche Gruppen unterteilt:
- Erstmalig diagnostiziertes Vorhofflimmern: Bei jedem Patienten, der sich
erstmalig mit Vorhoffimmern vorstellt spricht man von einem erstmalig
diagnostizierten Vorhofflimmern, unabhangig von Dauer der Rhythmusstérung

und eventuell auftretenden Symptomen.



- Paroxysmales Vorhofflimmern: Von paroxysmalem Vorhofflimmern spricht man
dann, wenn es zu einer Spontankonversion (meist innerhalb von 48 Stunden)
in einen Sinusrhythmus innerhalb von sieben Tagen kommt. Auch wenn
innerhalb von sieben Tagen nach Auftritt der Episode eine Elektrokardioversion
durchgefuihrt wird kann definitionsgemald von paroxysmalem Vorhofflimmern
gesprochen werden.

- Persistierendes Vorhofflimmern: Wenn Vorhofflimmern langer als sieben Tage
anhalt, dann spontankonvertiert oder nur mittels Elektrokardioversion oder
medikamentdser Rhythmisierung beendet werden kann, bezeichnet man dies
als persistierendes Vorhofflimmern.

- Lang-anhaltendes persistierendes Vorhoffimmern: Wenn Vorhofflimmern
langer als 12 Monate anhalt, man aber weiterhin eine Rhythmisierung anstrebt,
spricht man von lang-anhaltendem persistierendem Vorhofflimmern.

- Permanentes Vorhofflimmern: Wenn Vorhofflimmern seitens des Patienten und
des behandelnden Arztes akzeptiert wird und keine Rhythmisierung mehr
angestrebt wird bezeichnet man dies als permanentes Vorhofflimmern. Sollte
diese Entscheidung im Verlauf revidiert und doch eine Rhythmisierung
angestrebt werden musste das Vorhoffimmern ab diesen Moment an folglich
wieder als lang-anhaltend persistierend bezeichnet werden.

Zu erwahnen gilt, dass die Unterscheidung zwischen paroxysmalem und
persistierendem Vorhofflimmern ohne Zugang zu Langzeit-Monitortiberwachungen oft
falsch ist. Sollte bei einem Patienten Vorhofflimmern sowohl paroxysmal, als auch
persistierend auftreten sollte die pradominante Auftretungsform fur die Klassifizierung

herangezogen werden (15-17).

1.1.5 Stratifizierung des Schlaganfallrisikos mittels CHA2DS2-VASc-Scores

Der CHA2DS2-VASc-Score hilft bei der Abschatzung des individuellen Schlaganfall-
Risikos bei Patienten, die an Vorhofflimmern leiden. Das Scoresystem setzt sich aus
verschiedenen Risikofaktoren zusammen, die in die Errechnung des Gesamtscores
eingehen.

Ein Alter Gber 75 Jahre, sowie ein vorangegangener Schlaganfall (hier zahlt bereits
eine transitorische ischamische Attacke als Schlaganfall) gehen aufgrund ihrer grof3en
Bedeutung als Risikofaktor fiir einen Schlaganfall mit jeweils zwei Punkte in die

Berechnung ein. Mit jeweils einem Punkt werden einberechnet: eine bestehende
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Herzinsuffizienz, arterieller Hypertonus, Diabetes mellitus, atherosklerotische
Vorerkrankungen (Myokardinfarkt in der Vorgeschichte, eine schwer verkalkte Aorta,
oder eine periphere arterielle Verschlusskrankheit), ein Lebensalter zwischen 65 und
74 Jahren, sowie das weibliche Geschlecht. Der errechnete CHA2DS2-VASc-Score

hilft bei der Indikationsstellung zur therapeutischen Antikoagulation.

Risikofaktor Punktezahl

C — Congestive Heart Failure

H — Hypertension
A2—- Age 275 yrs

D — Diabetes mellitus
So — Stroke or TIA

V — Vascular disease
A — Age 65-74 yrs

R R R N R N R e

Sc — Sex category (female)

Tabelle 2: Berechnung des CHA2DS2-VASc-Scores (18)

Weist ein Patient keinerlei klinische Risikofaktoren auf einen Schlaganfall zu erleiden
(CHA2DS2-VASc-Score 0), so kann von einer Antikoagulation abgesehen werden.
Wenn ein Patient nur einen klinischen Risikofaktor aufweist (Zum Beispiel ein
CHA2DS2-VASc-Score von 1 bei einem Mann oder 2 bei einer Frau), so sollte man
unter Einbeziehung des Blutungsrisikos individuell abwagen ob der Patient von einer
Antikoagulation profitiert. Bei einem CHA2DS2-VASc-Score von 2 bei Mannern und 3

bei Frauen ist eine Antikoagulation in jedem Falle empfohlen (4).

1.2 Therapie

1.2.1 Rhythmus- und Frequenzkontrolle

Die Rhythmuskontrolle hat zum Ziel, das Vorhofflimmern in einen Sinusrhythmus zu
konvertieren. Medikamentbés stehen einem hierzu Klasse-Ic-Antiarrhythmika
(Flecainid, Propafenon) und Klasse-llI-Antiarrhythmika (Amiodaron, Dronedaron) zur

Verfigung. An interventionellen Eingriffen ist vor allem die Katheterablation
11



hervorzuheben. Hierbei wird eine Herzkatheteruntersuchung durchgeftihrt und nach
Auffinden des Bildungsortes fur das Vorhofflimmern eine Ablation durchgefihrt.
Vermutet man den Ursprungsort der Erregung im Mundungsbereich der
Pulmonalvenen, so kann eine Pulmonalvenenisolation sinnvoll sein. Diese kann
entweder mittels einer Hochfrequenz- oder einer Kryoablation durchgefiihrt werden.
Bei der Frequenzkontrolle strebt man die Normalisierung der Herzfrequenz an. Zum
Einsatz kommen hierbei vor allem Beta-Blocker oder auch Kalziumantagonisten vom
Verapamil-Typ. Eskaliert werden kann die Therapie mit Herzglykosiden und
Amiodaron (4).

Hauptziel der Rhythmus- und Frequenzkontrolle stellt die Symptomlinderung dar. Ein
Unterschied hinsichtlich der Mortalitat besteht zwischen den beiden

Therapiekonzepten nicht (19).

1.2.2 Antikoagulation

Aufgrund des erhohten Risikos fur das Auftreten thromboembolischer Ereignisse ist
bei Patienten mit einem relevanten CHA2DS2-VASc-Score eine orale Antikoagulation
indiziert. Hauptziel der Antikoagulation ist daher die Vermeidung ebensolcher
Ereignisse. Aufgrund der gerinnungshemmenden Wirkung geht mit der Einnahme

einer oralen Antikoagulation ein erhéhtes Blutungsrisiko einher.

1.2.3 Vitamin-K-Antagonisten

Uber Jahre hinweg waren Vitamin-K-Antagonisten (VKA) wie Phenprocoumon und
Warfarin die einzigen oralen Blutgerinnungshemmer, die zur Pravention von
Schlaganféllen und anderen thromboembolischen Ereignissen bei Vorhofflimmer-
Patienten zum Einsatz kamen. Hierbei konnte in einer Meta-Analyse von Hart et al.
gezeigt werden, dass Vorhofflimmer-Patienten unter Therapie mit einem VKA ein um
60% reduziertes Risiko zeigen einen Schlaganfall zu erleiden. Die Therapie mit
Thrombozytenaggregationshemmern allein  senkt das Schlaganfallrisiko bei
Vorhofflimmer-Patienten um lediglich 20% (20).

Vitamin-K-Antagonisten wirken indem sie die Vitamin-K-abhangige y-Carboxylierung
der Gerinnungsfaktoren Il, VII, IX und X als kompetitiver Antagonist hemmen. Damit

wird sowohl der intrinsische als auch der extrinsische Weg der Gerinnungskaskade
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entscheidend inhibiert. Neben der Inhibition der y-Carboxylierung der oben genannten
Gerinnungsfaktoren wird zudem die ebenfalls Vitamin-K-abhangige Synthese der
Proteine C und S in der Leber gehemmt. Selbige werden bei der Fibrinolyse bendtigt.

Die blutverdiinnende Wirkung von VKA wird heutzutage meist mittels laborchemischer
Bestimmung des International Normalized Ratio (INR) kontrolliert und Uberwacht.
Hierbei ist bei Vorhofflimmern in der Regel ein Ziel-INR-Wert von 2.5 (bzw. zwischen
2 und 3) empfehlenswert (21). Die Kontrolle des INR-Wertes und — sofern notwendig
— die Anpassung der Dosis des VKA obliegt dem behandelnden Arzt. Allerdings ist
nach entsprechender Schulung auch ein INR-Selbstmanagement seitens des
Patienten moglich, was eine sichere Methode fur passende Patienten in allen
Altersgruppen darstellt (22). Insgesamt ist die Steuerbarkeit der blutverdiinnenden
Wirkung von Vitamin K Antagonisten jedoch schwierig. In einer 2015 publizierten
Register-Studie betrug der Zeitanteil, in dem sich der INR im Zielbereich befand, nur
65% + 20%. Zudem zeigte sich, dass grade bei Patienten mit hohen Risikofaktoren flr
die Entstehung von Schlaganféllen und fir das Auftreten von Blutungen der Zeitanteil,
in dem sich der INR im Zielbereich befand, besonders niedrig war (23). Nachdem bei
einem Zeitanteil von unter 65% eine Verdopplung der Auftretungswahrscheinlichkeit
von Schlaganféllen, schweren Blutung, intrakraniellen Blutungen und Todesfallen
beschrieben ist, ist grade bei gefahrdeten Patienten eine haufige und regelméaRige
INR-Messung obligat (24).

Weiterhin  konnen Vitamin-K-Antagonisten vielerlei Interaktionen mit anderen
Medikamenten und auch Lebensmittel aufweisen, was die Einstellung und
Uberwachung der Zieldosis zusatzlich erschweren kann. So kann es zu Interaktionen
mit Antibiotika, nicht-steroidalen Antirheumatika, oder auch
Protonenpumpeninhibitoren kommen. Nicht zuletzt kénnen auch Lebensmittel wie zum

Beispiel grines Gemuse, griner Tee und Salate die Wirkung der VKA verandern (25).

Um die Wirkung von VKA zu unterbrechen ist, nachdem es sich um einen kompetitiven
Antagonisten handelt, die orale oder intraventse Substitution von Vitamin K mdglich.
Da die Neusynthese Vitamin-K-abhangiger Gerinnungsfaktoren jedoch Zeit bendtigt

ist der Effekt der Vitamin K-Gabe zeitverzogert zu beobachten. Auch ist von
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entscheidender Bedeutung ob Vitamin K oral oder intravends verabreicht wurde, da
eine schnellere Wirkung bei der intravendsen Gabe festgestellt werden konnte. Oral
gegebenes Vitamin K erreichte erst nach 24 Stunden eine zufriedenstellende Umkehr
der blutverdiinnenden Wirkung von VKA (26). Sofern eine lebensbedrohliche Blutung
auftritt oder die Umkehr der blutverdinnenden Wirkung eines VKA aus anderen
Grunden deutlich schneller erreicht werden muss besteht zudem die Moglichkeit
Vitamin-K-abhéangige Gerinnungsfaktoren in Form von humanen Plasmaprodukten

oder auch Prothrombinkonzentrat (PPSB) zu verwenden (27).

1.2.4 Neue orale Antikoagulantien (NOAK)

In Anbetracht der oben genannten Besonderheiten und Probleme, die mit einer VKA-
Therapie einhergehen, wurde in den letzten Jahrzehnten umfassend nach einer
alternativen Mdoglichkeit zur sicheren Blutverdiinnung bei Vorhofflimmer-Patienten
geforscht.

Die sogenannten neuen oralen Antikoagulantien (NOAK) haben gemeinsam, dass es
sich im Gegensatz zu VKA um direkte Inhibitoren eines Gerinnungsfaktors handelt.
Aus diesem Grund werden die NOAK aktuell auch haufig als direkte orale
Antikoagulantien (DOAK) bezeichnet. Zu den in Deutschland zugelassenen NOAK
zahlt der direkte Thrombin-Inhibitor Dabigatran (Pradaxa®, Boehringer Ingelheim),
sowie die direkten Faktor-Xa-Inhibitoren Rivaroxaban (Xarelto®, Bayer AG), Apixaban
(Eliquis®, Bristol-Myers Squibb) und Edoxaban (Lixiana®, Daichi Sankyo Deutschland
GmbH).

1.2.4.1 Direkter Thrombininhibitor

Dabigatran etexilate stellt den einzigen in Deutschland zugelassenen direkten
Thrombininhibitor dar, der oral eingenommen werden kann. Das Medikament wurde
2008 zur Thromboseprophylaxe nach elektivem chirurgischen Huft- oder
Kniegelenksersatz in Deutschland zugelassen. Die Zulassung wurde auf den Einsatz
zur Préavention eines thromboembolischen Ereignissen bei nicht-valvularem
Vorhofflimmern im Jahre 2011 erweitert. In der RE-LY-Studie konnte gezeigt werden,
dass bei Einnahme von Dabigatran in der Dosis von 110mg zweimal taglich eine
ahnlich hohe Rate an thromboembolischen Ereignissen und weniger schwere

Blutungen im Vergleich zu Warfarin auftreten. In der Dosis von 150mg zweimal taglich
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konnte die Haufigkeit von thromboembolischen Ereignissen im Vergleich zu Warfarin
sogar gesenkt werden. Hierbei war die Anzahl an schweren Blutungskomplikationen
jedoch wieder der unter Warfarin-Therapie ahnlich (28).

1.2.4.2 Direkte Faktor-Xa-Inhibitoren

Seit 2014 ist der unter dem Handelsnamen Eliquis® bekannte Wirkstoff Apixaban EU-
weit zur Prophylaxe von Schlaganfallen und systemischen Embolien bei nicht-
valvularem Vorhofflimmern zugelassen. Zur Zulassung des direkten Faktor-Xa-
Inhibitors hatte hierbei die ARISTOTLE-Studie gefuhrt, welche zeigen konnte, dass
eine Apixaban-Therapie bei Patienten mit nicht-valvularem Vorhofflimmern Warfarin in
der Vermeidung von Schlaganfallen und systemischen Embolien Gberlegen ist. Zudem
war in der Apixaban-Gruppe eine niedrigere Mortalitat zu beobachten (29).

Der unter dem Handelsnamen Lixiana® bekannte Wirkstoff Edoxaban stellt einen
weiteren Faktor-Xa-Inhibitor dar und ist seit 2015 europaweit zur Prophylaxe von
thromboembolischen Ereignissen bei nicht-valvularem Vorhofflimmern zugelassen.
Auch hier konnte in der Zulassungsstudie gezeigt werden, dass Edoxaban das Risiko
einen Schlaganfall oder eine systemische Embolie zu erleiden ebenso effektiv hemmt
wie Warfarin. Jedoch war in der Edoxaban-Gruppe die Anzahl an Patienten, die
Blutungen boten oder an einem kardiovaskularen Ereignis starben signifikant reduziert
(30).

Da Rivaroxaban in der hier vorliegenden Arbeit einen besonderen Stellenwert innehalt,

wird selbiger Wirkstoff gesondert aufgefuhrt und detailliert erklart (s.u.).

1.2.4.3 Antidot

Nach Markteinfuhrung der NOAK gab es zunachst kein verfligbares Antidot. Erst 2016
wurde in Deutschland das erste Antidot fur ein NOAK zugelassen. Hierbei handelt es
sich um den Wirkstoff ldarucizumab, ein humanisierter monoklonaler Antikorper,
welcher unter dem Handelsnamen Praxbind® verfligbar ist und von Boehringer
Ingelheim vertrieben wird. In der Studie, die zur Zulassung flihrte, zeigte sich, dass die
gerinnungshemmende Wirkung von Dabigatran nach Gabe von Idarucizumab

innerhalb von Minuten aufgehoben werden kann (31). Indiziert ist die ldarucizumab-
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Gabe bei nicht beherrschbaren oder lebensbedrohlichen Blutungen oder notwendigen
Notfalloperationen.

Fur die oben genannten Faktor-Xa-Inhibitoren wurde erst im Jahre 2019 das Antidot
Andexanet alfa, ein biotechnologisch erzeugtes, strukturell mit Faktor Xa verwandtes
Protein, welches unter dem Handelsnamen Ondexxya® von der Firma Portola
Netherlands B.V. vertrieben wird, europaweit zugelassen. In den ANNEXA-Studien
konnte gezeigt werden, dass die Gabe von Andexanet alfa die Anti-Faktor-Xa-Aktivitat
suffizient senkt. Bei Gber 80% der Patienten konnte nach zwolf Stunden eine gute oder
sogar exzellente hamostatische Wirkung von Andexanet alfa festgestellt werden (32).
Aktuell handelt es sich noch um eine bedingte Zulassung als Gegenmittel bei
schweren Blutungen unter Rivaroxaban und Apixaban, da aus Sicht der européischen
Zulassungsbehorde (European Medicines Agency) die Datenlage zur Aufhebung der
Wirkung von anderen Faktor-Xa-Inhibitoren, wie zum Beispiel Edoxaban, noch nicht
ausreiche. Weiterhin musse das mdglicherweise erhthte Risiko (zum Beispiel fur
Thrombosen) fur Patienten nach Gabe von Andexanet alfa weiter untersucht werden
(33).

1.3 Rivaroxaban

1.3.1 Indikationen und Dosierungen

Rivaroxaban wurde 2008 zur Thromboseprophylaxe nach Implantation einer Hift- und
Kniegelenksprothesen zugelassen, nachdem gezeigt werden konnte, dass mit
Rivaroxaban verglichen mit Enoxaparin eine signifikant bessere
Thromboseprophylaxe erreicht werden konnte (34). Hierbei wird empfohlen
Rivaroxaban 6-10 Stunden postoperativ in der Dosis von 10mg einmal taglich zu
beginnen. Nach Huftoperationen sollte die Einnahmedauer der Thromboseprophylaxe
funf Wochen betragen, nach Knieoperationen zwei Wochen (35).

Im Jahre 2011 folgte die Erweiterung der Zulassung von Rivaroxaban fur die
Prophylaxe von Schlaganfallen und systemischen Embolien bei nicht-valvularem
Vorhofflimmern bei Patienten mit einem oder mehreren Risikofaktoren (s.0. unter
CHA2DS2-VASc-Score). Die empfohlene Dosis betragt hier 20mg einmal taglich. Bei
einer Kreatinin-Clearance kleiner als 50, aber groRBer als 15ml/min wird eine
Dosisreduktion auf 15mg einmal taglich empfohlen. Bei einer leichten

Nierenfunktionseinschrankung  (Kreatinin-Clearance  >50ml/min) ist  keine
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Dosisanpassung erforderlich. Bei einer Nierenfunktionseinschrankung mit einer
Kreatinin-Clearance unter 15ml/min ist eine Rivaroxaban-Therapie kontraindiziert (36).
Ebenfalls im Jahr 2011 erfolgte die Zulassung fur Rivaroxaban zur Behandlung der
akuten tiefen Venenthrombose (TVT) und zur Pravention rezidivierend auftretender
TVT und Lungenarterienembolien (LAE) durch die europaische Arzneimittelagentur.
Bei einer akuten TVT ist innerhalb der ersten drei Wochen 15mg Rivaroxaban zweimal
taglich einzunehmen. Anschlieend ist die einmal tagliche Einnahme von 20mg
ausreichend. Die Therapiedauer ist individuell unterschiedlich und abhéngig von
verschiedenen Risikofaktoren, sollte aber mindestens drei Monate betragen. Auch hier
ist eine Dosisanpassung auf 15mg einmal pro Tag bei einer Kreatinin-Clearance von
15-50ml/min indiziert. Das Behandlungsregime in den ersten drei Wochen andert sich
dabei jedoch nicht (36).

Bei einer rezidivierenden TVT oder LAE sollte nach erneutem Ereignis zunéchst
mindestens sechs Monate 20mg einmal taglich eingenommen werden. Anschliel3end
kann eine Dosisreduktion auf 10mg einmal taglich erwogen werden. Sollte das Risiko
fur eine rezidivierenden TVT oder LAE jedoch als hoch eingeschatzt werden (z.B.
durch komplizierte Komorbiditaten) ist die Prophylaxe in der Dosis von 20mg einmal
taglich fortzufihren. Abermalig wére hier eine Dosisanpassung erforderlich, wenn der
zu behandelnde Patient eine Nierenfunktionseinschrankung mit einer Kreatinin-
Clearance von 15-50ml/min aufweist. Bei der Einnahme von 10mg einmal taglich ist
keine Dosisanpassung erforderlich (36).

Im Jahre 2012 wurde die Zulassung von Rivaroxaban zudem fir die Behandlung einer
akuten LAE erweitert. Hierbei ist Rivaroxaban genauso einzunehmen wie bei einer
akuten tiefen Venenthrombose (s.0.) (36). Die Zulassung erfolgte hierbei auf dem
Boden der Einstein-PE-Studie, die zeigen konnte, dass die Therapie mit einer
Einmalgabe Rivaroxaban der Standardtherapie (bestehend aus Heparin und Vitamin-
K-Antagonisten) nicht unterlegen ist. Anzumerken ist dabei, dass die Anzahl an
schweren Blutungen unter Rivaroxaban (1.1% der Patienten) im Vergleich zur
Standardtherapie (2.2% der Patienten) signifikant niedriger war (37).

Zusatzlich zu den oben genannten Indikationen ist Rivaroxaban seit 2018 fur die
Prophylaxe atherothrombotischer Ereignisse nach einem akuten Koronarsyndrom mit

erhohten kardialen Biomarkern EU-weit zugelassen. Hierbei wird Rivaroxaban in einer
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Dosis von 2.5mg zweimal taglich eingenommen. Kombiniert wird die Therapie mit
Acetylsalicylsdure (ASS) allein, oder mit ASS und einem weiteren
Thrombozytenaggregationshemmer (z.B. Clopidogrel). Bei der Therapie sollte
regelmanig eine Nutzen-Risiko-Abwéagung in Hinblick auf ischamische Ereignisse und
Blutungsrisiko erfolgen. Weiterhin sollte eine Fortflihrung der Therapie Uber 24 Monate
hinweg kritisch diskutiert werden, da es hierzu nur begrenzte Erfahrungen gibt (38).
Auch bei Patienten mit einer koronaren Herzerkrankung (KHK) oder einer peripher
arteriellen VerschluBkrankheit (pAVK) und hohem Risiko fiir ischamische Ereignisse
ist Rivaroxaban in der Dosierung 2,5mg zweimal taglich zur Prophylaxe
atherothrombotischer Ereignisse in Kombination mit ASS seit 2018 zugelassen (38).
Die Erweiterung der Zulassung basiert hier auf der COMPASS-Studie, in der 27395
Patienten mit stabiler atherosklerotischer GefaRerkrankung randomisiert in die
folgenden drei Studienarme aufteilt wurden: Eine Gruppe erhielt Rivaroxaban (2,5mg
zweimal taglich) in Kombination mit ASS (100mg einmal taglich), eine andere Gruppe
erhielt Rivaroxaban (5mg zweimal taglich) als Monotherapie und eine dritte alleinig
ASS (100mg einmal taglich). Bei deutlicher Uberlegenheit der Kombinationstherapie
aus Rivaroxaban und ASS wurde die Studie frihzeitig nach einem durchschnittlichen
follow-up von 23 Monaten beendet. Es hatte sich ein signifikanter Uberlebensvorteil in
dieser Gruppe gezeigt (39).

1.3.2 Wirkmechanismus

Rivaroxaban, ein Oxazolidinon-Derivat, ist ein direkter, reversibler und selektiver
Inhibitor des Gerinnungsfaktors Xa. Hierbei bindet Rivaroxaban im Bereich der S1-
Tasche des Faktors Xa und hemmt damit die Funktion desselben. Rivaroxaban kann
dabei sowohl freien, als auch im Prothrombinasekomplex (bestehend aus Faktor Va,
Xa, Calciumionen und gerinnungsaktive Phospholipide) gebundenen Faktor Xa
hemmen. Die Plasmaproteinbindung (vor allem an Albumin) ist beim Menschen mit ca.
92-95% sehr hoch (40).

1.3.3 Pharmakokinetik
Rivaroxaban wird enteral resorbiert und weist mit 80-100% eine hohe Bioverfluigbarkeit
auf. Das Molekulargewicht betragt 436g/mol. Die Ausscheidung erfolgt etwa zu zwei

Drittel als inaktiver Metabolit. Hiervon wird die Halfte renal und die andere Halfte Uber
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die Fazes ausgeschieden. Das letzte Drittel wird als aktive Substanz tber den Urin
(damit also wieder renal) ausgeschieden. Die maximale Wirkung tritt bereits nach zwei
bis vier Stunden auf, die Halbwertszeit betragt zwischen sieben und elf Stunden (36,
40, 41). Nachdem Rivaroxaban oxidativ und hydrolytisch mittels einer Vielzahl von
Enzymen (darunter auch CYP3A4/3A5 und CYP2J2) verstoffwechselt wird, sind
Interaktionen mit anderen Medikamenten seltener zu erwarten (42). Starke CYP3A4-
Inhibitoren kénnen jedoch die Elimination von Rivaroxaban verlangsamen, CYP3A4-
Induktoren kdnnen selbige entsprechend beschleunigen. Eine gemeinsame Gabe mit

Rivaroxaban sollte bei den genannten Substanzen somit mit Vorsicht erfolgen (36).

1.3.4 Unerwunschte Wirkungen und Kontraindikationen

Zu den haufigsten unerwiinschten Wirkungen z&hlen Blutungen (hierbei kam es am
haufigsten zu Epistaxis und Blutungen im Gastrointestinaltrakt). Zu Hypotonien,
Pruritus, Fieber, peripheren Odemen, einer verminderten Leistungsfahigkeit und
einem Anstieg der Transaminasen oder Nierenretentionsparametern kommt es
ebenfalls haufig. Selten kommt es unter der Einnahme von Rivaroxaban zu einer
Hepatitis, einer toxisch epidermalen Nekrolyse oder auch einer anaphylaktischen
Reaktion bis hin zum anaphylaktischen Schock (36).

Zu den Kontraindikationen zahlt neben der bereits oben genannten schweren
Niereninsuffizienz ~ (Kreatinin-Clearance  <15ml/min) auch eine  schwere
Lebererkrankung, einschlief3lich Leberzirrhosen des Schweregrads Child Pugh B und
C. Auch eine Uberempfindlichkeit gegenuiber dem Wirkstoff oder sonstiger in dem
Medikament enthaltenen Bestandteile stellt eine Kontraindikation dar. Nachdem es
sich bei Rivaroxaban um ein gerinnungshemmendes Medikament handelt, sollte es

bei klinisch relevanten, akuten Blutungen nicht zum Einsatz kommen (43).

1.3.5 Der Einfluss Rivaroxabans auf das Auftreten kardiovaskuléarer Ereignisse
In der im Jahr 2011 im New England Journal of Medicine publizierten ROCKET-AF-
Studie (44) wurde die Effizienz und Sicherheit von Rivaroxaban im Vergleich zu
Warfarin bei Patienten mit nicht-valvularem Vorhofflimmern untersucht. Bei der

Doppelblindstudie wurden insgesamt 14.264 Patienten aus 45 verschiedenen Landern
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eingeschlossen. Die Patienten wurden auf zwei Therapiearme randomisiert verteilt.
Die Patienten erhielten in einem Therapiearm 20mg Rivaroxaban (oder 15mg pro Tag
bei Patienten mit einer Kreatinin-Clearance zwischen 30-49ml/min) pro Tag und in
einem zweiten dosis-adaptiert Warfarin (Ziel-INR 2,0-3,0).

Die Studie konnte zeigen, dass Rivaroxaban einer Warfarin-Therapie in der
Prophylaxe von Schlaganfallen oder systemischen Embolien nicht unterlegen ist.
Unter der Rivaroxaban-Therapie traten entsprechende Ereignisse seltener als unter
Warfarin-Therapie auf, ein signifikanter Unterschied zeigte sich aber nicht.
Intrakranielle und tédliche Blutungen traten unter Rivaroxaban-Einnahme signifikant
seltener auf als unter Warfarin-Therapie, gastrointestinale Blutungen jedoch haufiger.
Aus den Daten der ROCKET-AF-Studie lieR sich zudem ableiten, dass
Myokardinfarkte in der Rivaroxaban-Gruppe um 14% seltener auftraten (nicht
signifikant) als in der Warfarin-Gruppe (45). In einer 2013 von Chatterjee et al.
publizierten Metaanalyse (46), die neun, grof3angelegte Studien mit insgesamt 53.827
eingeschlossenen Patienten verglich, war die Rate an Myokardinfarkten unter
Rivaroxaban-Einnahme verglichen mit verschiedenen Vergleichspraparaten sogar
signifikant reduziert. Neben Daten aus der oben beschriebenen ROCKET-AF-Studie
wurden in der Metaanalyse unter anderem auch Daten der ATLAS ACS 2-TIMI 51-
Studie inkludiert. Hier erhielten Patienten nach einem akuten Koronarsyndrom
zusatzlich zur Standard-Thrombozytenaggregationshemmung niedrigdosiertes
Rivaroxaban (2,5mg zweimal taglich). Es zeigte sich auch hier eine signifikant
reduzierte Rate an Myokardinfarkten in der Gruppe, in der zusétzlich Rivaroxaban
eingenommen wurde (47). Die COMPASS-Studie (39) konnte zudem zeigen, dass es
bei einer stabilen KHK zu einem besseren kardiovaskularen Outcome und Uberleben
kommt, wenn Patienten zusatzlich zur ASS-Therapie niedrigdosiertes Rivaroxaban
(2,5mg zweimal taglich) eingenommen haben. Eine Uberlegenheit gegentiber der
Monotherapie mit ASS allein konnte bei héherer Rivaroxabandosis (5mg zweimal
taglich) nicht gesehen werden. Hier waren Blutungskomplikation jedoch haufiger zu
beobachten.

In Anbetracht der aktuellen Studienlage kann man also annehmen, dass die Einnahme
von Rivaroxaban die Haufigkeit fur das Auftreten kardiovaskularer Ereignisse positiv
beeinflussen kann.

Der genaue Einfluss Rivaroxabans auf die Thrombozytenaggregation, -aktivierung und
-adhé&sion ist dabei jedoch noch nicht ausreichend verstanden.
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1.4 Pathogenese der arteriellen Thrombose

Myokardinfarkte entstehen in den meisten Fallen dadurch, dass sich nach Erosion
oder Ruptur eines atherosklerotischen Plaques im Bereich eines Koronargefal3es ein
okkludierender Thrombus bildet (48). Das Risiko, dass ein Plaque rupturiert ist dabei
abhangig von der Beschaffenheit, der Vulnerabilitdt und der Grél3e desselben (49). Bei
der Ruptur eines Plaques nimmt die Endothelinintegritat Schaden und exponiert
dadurch thrombogene, subendotheliale Matrixproteine wie Laminin, Kollagen und von-
Willebrand-Faktor (VWF). Die Interaktion der freigelegten Matrixproteine mit
Bestandteilen des Gerinnungssystems fuhrt schlief3lich zur
Thrombozytenrekrutierung, -adhasion und -aktivierung. Die initiale
Thrombozytenadhésion entsteht dabei durch Bindung von GPIb(a) an das
freigelegten, kollagengebundenen, vVWF (50). Durch die Bindung von GPIb(a) mit vVWF
kann der Kollagen-Rezeptor GPVI mit seinem Liganden interagieren und dadurch die
Thrombozytenaktivierung einleiten. Der Prozess wird unterstitzt durch vor Ort
produziertes Thrombin, sowie von prothrombogenen Granula wie Adenosindiphosphat
(ADP) und Thromboxan-A2, welche von aktivieren Thrombozyten ausgeschittet
werden. Eine starke Adhasion und Aggregation der Thrombozyten wird erst durch 33-
Integrine erreicht. Nach Stabilisierung und Organisation der Thrombozytenaggregate
mittels Fibrinbildung entsteht schlief3lich ein stabiler Thrombus (50, 51). Abbildung 1
stellt schematisch sowohl die Thrombozytenadhasion, als auch die nachgeschalteten,

fur die Entstehung eines stabilen Thrombus erforderlichen, Prozesse dar.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Adhé&sions- und Aktivierungsmechanismen der hdmostatischen und
prothrombotischen Wirkung der Thrombozyten. Gezeigt werden die wichtigsten Liganden und Rezeptoren, die die
Adhésion und Aktivierung der Thrombozyten vermitteln. Im oberen Teil der Abbildung sieht man wie
Thrombozyten mittels Interaktion des GPIb-V-IX-Komplexes mit kollagengebundenem vWF (im Subendothelium
exponiert) im Bereich der GefalRwandverletzung gebunden werden. Eine stabile Thrombozytenadhasion wird
durch die Bindung an fibrillares Kollagen und durch Ligation mehrerer B1-Integrine erreicht. Nach stabiler
Adhésion durchlaufen Thrombozyten eine Reihe an biochemischen Veranderungen (unterer Teil der Abbildung),
die zur Aktivierung von Integrin allb3 und damit schlie3lich zur hochaffinen Interaktion mit Adhasionsproteinen
wie VWF, Fibrinogen und Fibronectin fihren. Aktivierte Thrombozyten schiitten (oder erzeugen lokal) 16sliche
Agonisten wie ADP, TXA2 und Thrombin. Jeder Agonist kann dann spezifische G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
an der Thrombozyten-Oberflache aktivieren (dazu zéhlen ADP-P2Y1, ADP-P2Y12, TXA2-TP und Thrombin-
PAR1 oder Thrombin-PAR4), wodurch intrazellulare Signalwege schlie3lich zu einer Kalziummobilisation fiihren.
Gezeigt wird im unteren Anteil der Abbildung zudem Interaktionsstellen verschiedener

Thrombozytenaggregationshemmer (52).
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2 Fragestellung der Arbeit

Vorhofflimmern zahlt zu den haufigsten Grinden fur Schlaganfalle und andere
kardiovaskulare Ereignisse. Eine Vielzahl an Patienten benodtigen daher weltweit eine
orale Antikoagulation. Der Stellenwert der NOAK, zu denen auch Rivaroxaban zéhlt,
nimmt dabei stetig zu.

Verschiedene Studien und Metaanalysen konnten zeigen, dass Rivaroxaban das
Auftreten von Herzinfarkten reduziert. Die Pathophysiologie hinter diesem maoglichen
protektiven Effekt ist bisher nicht gut verstanden. Das Ziel meiner Arbeit ist die
genauere  Untersuchung des Einflusses von Rivaroxaban auf die
Thrombozytenaggregation, -adhasion und -aktivierung, sowie auf die Entstehung der
arteriellen Thrombose.

Wir untersuchten hierzu die Thrombozytenfunktion von Patienten mit nicht-valvularem
Vorhofflimmern unter Therapie mit Rivaroxaban im Vergleich mit gesunden Kontrollen
ohne Einnahme einer oralen Antikoagulation. Die Thrombozytenaktivierung
untersuchten wir unter Ruhebedingungen mittels Impedanzaggregometrie und
Lichttransmissionsaggregometrie. Die Thrombusformation und
Thrombozytenadhésion untersuchten wir unter arteriellen Flussbedingungen auf
kollagenbeschichteten  Flusskammern. Um die in vivo ablaufenden
Pathomechanismen der Thrombozytenadh&sion bestmoglich nachzuempfinden
fuhrten wir zudem Flusskammerversuche auf humanen Plaquematerial unter
arteriellen Flussraten durch. Weiterhin untersuchten wir die Thrombenentstehung und
-stabilitdt in vivo mittels eines Mausmodells. Ferner identifizierten wir die FXa-

Spaltstellen auf PAR-1 mittels Massenspektrometrie.
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3 Material und Methoden

3.1 In Vitro Versuche

3.1.1 Patientenkollektiv

In die Studie wurden insgesamt 53 Patienten eingeschlossen, die alle aufgrund von
nicht-valvularem Vorhofflimmern unter dauerhafter Rivaroxaban-Therapie standen.
Als Kontrollgruppe rekrutierten wir auferdem 52 Freiwillige, die weder orale
Antikoagulanzien noch Thrombozytenaggregationshemmer einnahmen. Aus
organisatorischen Grinden konnten nicht alle Experimente mit allen Patienten

durchgeftihrt werden.

Von der Studie ausgeschlossen wurden Patienten mit zusatzlicher
Thrombozytenhemmung (zum Beispiel ASS oder ADP-Rezeptorblocker) oder
Heparin-Therapie in den letzten 14 Tagen, pathologisch verénderte Blutwerte
(Hamoglobin-Wert unter 10g/dl, Thrombozytenzahl unter 100x10° Zellen/l oder tber
800x10° Zellen/l) oder einer ausgepragten Leber- oder Niereninsuffizienz. Auch eine

Tumorerkrankung verhinderte den Einschluss in die Studie.

Alle Studienteilnehmer haben mittels einer unterzeichneten Einverstandniserklarung
zugestimmt an der Studie teilzunehmen. Sie gaben mit der Unterschrift aul3erdem ihr
Einverstandnis zur Blutentnahme und zur Einsicht in ihre Krankenakte ab.

Zu jedem Patienten wurden Daten Uber Geschlecht, Alter, Diagnose (paroxysmales/
persistierendes/ permanentes Vorhoffimmern oder typisches/ atypisches
Vorhofflattern) und Begleiterkrankungen erhoben. Bei jedem Patienten wurde nach
Erheben der beschriebenen Daten der CHA2DS2-VASc-Score errechnet um das
individuelle Risiko fur die Entwicklung eines thromboembolischen Ereignisses
abzuschatzen.

Die Genehmigung des Studienprotokolls durch die Ethikkommission der Ludwig-

Maximilians-Universitat lag vor.

3.1.2 Probengewinnung
Jedem Patienten oder Freiweilligen wurden bis zu 40 ml Blut durch periphere

Venenpunktion entnommen. Zur Verwendung kamen hierbei handelsibliche 21 G
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Butterfly-Kantlen (BD Vacutainer® Safety-Lok, Becton Dickinson, Franklin Lakes, New
Jersey, USA) und Blutentnahmerdhrchen (BD Vacutainer®, Becton Dickinson, Franklin
Lakes, New Jersey, USA, Volumen 2.7 ml, 0.1 M, 3.2% Trisodiumcitrat).

Neben mehreren Citrat-Rohrchen wurde aul3erdem ein Hirudin-R6hrchen
(Antikoagulation mittels 0,045 mg Hirudin pro ml Blut, 2.7 ml, S-Monovette®, Sarstedt,
Numbrecht, Deutschland) entnommen. Lagen keine aktuellen laborchemischen
Parameter vor, wurde die Blutentnahme durch ein Serum- (beschichtet mittels Silikat-
Gerinnungsaktivator, 5.5 ml, S-Monovette®, Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland) und
EDTA-Ro6hrchen (Antikoagulation mittels Ethylendiaminzeztraazetat, 4.9 ml, S-
Monovette®, Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland) erganzt.

Analysiert wurden die Blutproben im Routinelabor des Klinikums der Universitat

Minchen.

3.1.3 Multiplate®-Analyse

Zur Bestimmung der Thrombozytenaggregation wurde ein Multiplate®-Analyzer
(Roche) eingesetzt. Hierbei werden Blut und Reagenzien mit einer elektronischen
Pipette in eine Einmalklvette pipettiert. Anschlielend wird die Veranderung der
Impedanz zwischen zwei in der Einmalkivette integrierten Sensordréahten registriert
und kontinuierlich aufgezeichnet. Die Verédnderung der Impedanz wird in einer
willkdrlich gewahlten Einheit gemessen, den ,aggregation units® [AU]. Weiterhin kann
bei der Analyse die Geschwindigkeit der Aggregation ([AU]/min) und die Flache unter
der Aggregationskurve (JAUC], [AU] x min) studiert werden.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Multiplate®-Analyse

Im Rahmen der Studie wurde mit Hirudin antikoaguliertes Vollblut verwendet. Als
Reagenzien wurden mehrere Thrombozytenaktivatoren verwendet. Es kamen
thrombin receptor-activating peptide 6 (TRAPtest), Adenosinphosphat (ADPtest),
Kollagen (COLtest) und humanes homogenisiertes Plagquematerial zum Einsatz
(Petzold et al. DABI STUDIE Ref.). Verglichen wurde dann die [AUC] nach Stimulation

der verschiedenen Reagenzien.

3.1.4 Lichttransmissionsaggregometrie

Die Thrombozytenaggregation wurde weiterhin mittels
Lichttransmissionsaggregometrie (APACT 4004, Labitec) in Thrimbozytenreichem
Citratplasma untersucht. Wie bereits in einer anderen Studie beschrieben, wurden
Blutproben mit 200 G fir 10 min zentrifugiert um Thrombozytenreiches Plasma zu
erhalten (53). Dem Thrombozytenreichen Plasma wurden dann folgende Stimuli
zugefligt um eine Thrombozytenaggregation herbeizufihren: 10 uM TRAP (Sigma), 2
png/ml Kollagen, 20 uM ADP (Roche), oder 35 pg/ml FXa (Thermo Fisher). Teilweise
wurden die Proben mit dem PAR-1-Inhibitor Vorapaxar (VORA, Axon Medchem) funf
Minuten vor Stimulation inkubiert.

Die beobachtete Thrombozytenaggregation wurde anschlieBend in Prozent
angegeben.
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3.1.5 Flussigchromatographie mit Tandem-Massenspektrometrie

Um den direkten Einfluss von Faktor Xa auf PAR-1 zu untersuchen bestimmten wir
mittels Flissgkeitschromatographie mit Tandem-Massenspektrometrie die Faktor Xa
Spaltstellen auf synthetisierten PAR-1-Peptiden. Die PAR-1 (Aminosaurensequenz:
arrpeskatnatldprsflirnpndkyepfwedeek) Peptide wurden im Max-Planck-Institut fur
Biochemie in Martinsried hergestellt. Um die Spaltstellen zu bestimmen wurden 2.5 pg
Peptide zusammen mit 0.1 pg/ml Faktor Xa (Sigma) fur 10 Minuten bei 37°C in einer
Reaktionspufferlésung (Zusammensetzung: 20 mM Tris-Cl; 50 mM NaCl; 1 mM CacCl;
pH 7.4) inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben in Flissigstickstoff Uberfihrt und
bei -80°C gelagert.

Nach Auftrennung des Gemisches mittels Flissigchromatographie erfolgte eine
Analyse der Spaltprodukte per Massenspektrometer (Q-Exactive, Thermo Scientific).
Die dabei entstandenen Rohdaten wurden anschlieend mittels der MaxQuant

software (Version 1.6.0.1) analysiert.

3.1.6 Flusskammerversuche

3.1.6.1 Flusskammerversuche auf Kollagen

Um die Pathomechanismen wahrend der arteriellen Thromboseentstehung genauer
analysieren zu koénnen flhrten wir mit dem abgenommenen Patientenblut
Flusskammerversuche durch.

Zunachst wurden hierfur Flusskammern (u-Slide VI®2, Ibidi) mit fibrillarem Kollagen
(250 pg/ml, Kollagenreagens Horm, Nycomed) beschichtet. Anschliel3end wurden die
Kammern bei 37°C in 5% CO2-haltiger Atmosphare fur eine Stunde inkubiert. Hiernach
wurden die Kammern vorsichtig mit 200ul PBS (Dulbeccos Phosphate Buffered Saline,

without calcium chloride and magnesium chloride, Biochrom) gespililt.

Mit Citrat antikoaguliertes Blut wurde aus dem Blutentnahmerdhrchen abpipettiert und
in eine kommerziell verfigbare 5 ml Spritze (BD) tberfahrt. Nun wurde das Blut mit
Rhodamine 6G chloride (Life Technologies) versetzt (finale Konzentration: 0.01%) und
fur 15 Minuten bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Kurz vor Versuchsbeginn wurde

abschlielRend 6mM CaClz zur Probe hinzugefiigt um eine freie Kalzium-Konzentration
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von circa 0.5mM zu erreichen und damit das durch Citrat gehemmte

Gerinnungssystem zu reaktivieren.

Nach Vorbereitung der Blutproben und Flusskammern wurde die blutgefillte Spritze
an ein Spritzenpumpensystem (KDS 100 Syringe Pump, KD Scientific Inc.)
angeschlossen und tber einen Schlauch mit der Flusskammer verbunden. Nun wurde
das Blut fur entweder eine oder drei Minuten Uber die Flusskammer perfundiert (s.
Abbildung 1 fur eine schematische Darstellung des Versuchsablaufs). Wir wahlten eine
Wandscherrate von 1000/s, was einer arteriellen Scherrate in vivo ungefahr entspricht
(54).

Nachfolgend wurde die Kammer 3 Minuten lang mit PBS gespult. Auch hier wurde
abermals die Infusionspumpe mit den oben genannten Einstellungen verwendet. Nach
dem Spulvorgang wurde die Flusskammer unter ein Floureszenz-Mikroskop (Axiovert,
Carl Zeiss Microscopy GmbH), welches mit einem Achroplan 10x0,25 Objektiv und
einer HRc-Axiocam Kamera (Zeiss) ausgestattet war, gelegt. Pro Versuch wurden drei
Bilder (proximaler, mittlerer und distaler Abschnitt der Flusskammer) in einer Auflésung

von 1300x1300 Pixel aufgenommen und anschliel3end als JPEG gespeichert.

Zur Analyse wurden von den pro Flusskammer drei aufgenommenen Bildern ein
reprasentatives Bild ausgewahlt und anschlieRend mit Hilfe des Programms ImageJ
(National Institutes of Health, Maryland) ausgewertet. Hierzu wandelten wir das
jeweilige Bild zun&chst in ein 8-bit-Graustufenbild um und passten zur Minimierung
von etwaigen Unterschieden der Farbqualitat Helligkeit und Kontrast an. Wir

bestimmten schliel3lich die von Thromben bedeckte Flache in Quadratmikrometer.

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Flusskammerversuchs.
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Die beschriebenen Experimente wurden durchgefihrt mit Blut von Patienten unter
dauerhafter Rivaroxaban-Therapie, mit Blut von gesunden Kontrollen und mit Blut von
Patienten kurz vor und vier Stunden nach Einnahme einer niedrigen (2.5 mg) Dosis

Rivaroxaban.

3.1.6.2 Flusskammerversuche auf humanem Plaguematerial

Zur weiteren Untersuchung der klinischen Relevanz unserer Versuche fihrten wir
zudem Flusskammerversuche auf humanem Plaguematerial durch. Hierbei wurde
Patienten atherosklerotische Plaques entnommen, die aufgrund einer (hochgradigen)
Stenose der A. carotis eine Endarteriektomie erhalten hatten. Die Patienten gaben
hierfur ihr schriftliches Einverstandnis ab und die Versuche wurden nach den ethischen
Leitlinien der Declaration of Helsinki und nach Genehmigung durch die
Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt der Ludwig-Maximilians-Universitat
Munchen durchgefihrt.

Um das verwendete Plaquematerial zu erhalten wurden Plaquehomogenisate (100mg
Feuchtgewicht pro Milliliter) von 5 Patienten gepoolt und als Aliquote bei -80°C
aufbewahrt. Das Plaguehomogenisat wurde vor Versuchsdurchfiihrung in einer
Konzentration von 5mg/ml in PBS mit 0,1% Humanem Serum Albumin (HSA; Ibidi)
geldst und auf Glascoverslips (Coverslips for sticky-Slides, Ibidi) aufgetragen. Um
unspezifische Bindungen zu reduzieren wurden die Flusskanale (sticky-Slide 1 0.1
Luer, Ibidi) mit HSA (in PBS geldst, Endkonzentration 4%) geblockt. Nach
Zusammenfiigen des Flusskanals mit dem Plaquematerial-beschichteten Deckglas
wurde die Flusskammer Uber eine Minute hinweg mit PBS und Uber eine weitere
Minute mit HSA (in PBS gel6st, Endkonzentration 4%) gesputilt und anschlie3end tber
zehn Minuten hinweg inkubiert. (55, 56)

Mit dem oben beschriebenen Pumpensystem wurden die mit dem humanen
Plaquematerial beschichteten Flusskammern mit einer Wandscherrate von 1000/s fur
drei Minuten mit den Blutproben perfundiert. Nach Beginn des Blutflusses wurde alle
funf Sekunden ein Bild einer reprasentativen Region, die nicht am &uf3eren Rand der
Flusskammer lag, aufgenommen. Wie bereits bei den Flusskammerversuchen auf
Kollagen wurde anschlieRend (nach Anpassung von Kontrast und Helligkeit) mit Hilfe
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der ImageJ-Software die von Thromben bedeckte Oberflache bestimmt. Die von
Thromben bedeckte Oberflache wurde dann in Quadratmikrometer angegeben. Die
aufgenommenen Bilder wurden zudem in Videodateien im AVI-Format (Frame Rate

von 12 Bildern/Sekunde) umgewandelt.

3.2 In Vivo Versuche

3.2.1 Mauslinien und Behandlungsschema

Fur die in vivo Versuche wurden C57BL/6 M&ause von The Jackson Laboratory
verwendet. Um geschlechtsspezifische Einflisse auszuschlieen und um die
Vergleichbarkeit zu vorangegangen Studien zu erhéhen, wurden nur weibliche Tiere
in einem Alter von 10-12 Wochen verwendet. Einem Teil der Tiere wurde mittels
Magensonde eine gewichtsadaptierte Dosis Rivaroxaban (6 mg/kg Korpergewicht,
geldst in 1% Dimethylsulfoxid (DSMO)) verabreicht. Einem weiteren Teil der Tiere
wurde nur die in physiologischer Kochsalzlésung verdinnte Lésungssubstanz DSMO
(1%) verabreicht. Sowohl Medikation, als auch Lésungssubstanz wurde den Tieren
mittels Magensonde und jeweils eine Stunde vor Induktion einer arteriellen Thrombose
verabreicht.

Die Blutentnahme erfolgte mittels intrakardialer Punktion unter Vollnarkose. Es erfolgte
eine Antikoagulation des so entnommenen Blutes mittels Tisodiumcitrat (aus S-
Monovette, Sarstedt; 170 pl 3,1% Trisodiumcitrat in 830 pl Blut).

Alle Tierexperimente wurden mit Genehmigung von der Regierung Oberbayern
(Miinchen, Deutschland) durchgefihrt.

Die Tieroperationen wurde durchgeftihrt von Dr. med. vet. lldiko Konrad, Dr. med. vet.

Annkathrin Eckart und Dr. med. vet. Irene Schubert.

3.2.2 Eisen(ll)Chlorid-Modell

Um sicherzustellen, dass von einer adaquaten Rivaroxaban-Wirkung auszugehen ist
wurde die Rivaroxaban-Konzentration im Plasma eine Stunde nach Pramedikation
mittels eines Anti-Faktor-Xa-Assays (Chromogenix) bestimmt.

Die Verletzung der Arterie wurde herbeigefuhrt, indem zunadchst die A. carotis
communis beim in Narkose befindlichen Tier freipraperiert wurde. Anschlie3end wurde
ein in Eisenchlorid getranktes Filiterpapier (1 pl 10%iges Eisenchlorid auf 1 mm?
Whatman Filterpapier) fir 4 min im Bereich der Aul3enwand der A. carotis communis
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appliziert. AnschlieRend wurde mit physiologischer Kochsalzlésung umfassend
gespult. Die Arterie wurde wéahrend der Untersuchungen stets feucht gehalten.
Ahnlich wie bei Pircher et al. (57) beschrieben erfolgte die Darstellung der
Thrombusformation im Bereich der Karotis mittels Injektion eines GPIb-DyLight 488
markierten Antikérpers (Klon: X488, Emfret) Uber die Schwanzvene kurz vor der oben
beschriebenen Eisenchlorid-Applikation. Uber 60 min hinweg wurde anschlieRend
mittels eines Fluoreszenzmikroskop (BX51W1, Olympus) mit angeschlossener
Kamera (ORCA-ER CCD, Hamamatsu) die Thrombenbildung in der A. carotis
communis beobachtetet und aufgezeichnet. Die so erhobenen Videodaten wurden
mittels des Bildanalyseprogrammes Cell"R von Olympus untersucht. Die Auswertung
der Daten erfolgte verblindet.

3.2.3 Histologische Analyse der murinen Thromben

Zur weiteren Untersuchung der wie oben beschriebenen Thromben wurden 60 min
nach Induktion mittels Eisenchlorid Thromben chirurgisch entnommen, einem Kryosat
(Tissue-TEK, Sakura) zugefuhrt und anschlielRend bei -80°C eingefroren. Die Proben
wurden dann mit Hilfe des CryoStar NX70 (ThermoFischer Scientific) in 10 um dinne
Schichten geschnitten, in 4%igem Formaldehyd fixiert und mit 5%igem Ziegenserum
(Sigma) blockiert. Einzelne Sektionen wurden dann mit Antikdrpern gegen CD 41
(MWReg 30, eBioscience) und Fibrinogen (A0080, Dako) inkubiert. Weiterhin wurde
DNA mittels 1 pg/ml Hoechst 33342 (Invitrogen) markiert. Mit einem
Konfokalmikroskop (ZEISS LSM 800) wurden Bilder aufgenommen und anschliel3end

mittels Image J-Software ausgewertet.

3.3 Statistische Auswertung

Die gesamten statistischen Auswertungen wurden mit einer Prism 5 Software
(GraphPad Software) durchgefihrt. Um die statistische Analyse der Daten
durchzufihren wurden die Ergebnisse zunachst auf Normalverteilung gepruft
(D’Agostino-Pearson Omnibus Test fur Fallzahlen 28, bzw. Kolmogorov-Smirnov Test
fur Fallzahlen =5). Die anschlieRende Auswertung erfolgte anhand des ANOVA-Tests,

eines ungepaarten Zweistichproben-t-Tests, eines Mann-Whitney Tests oder eines
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Shapiro-Wilks  Tests. Angegeben wurden jeweils die Mittelwerte =+
Standardabweichung. Ein Unterschied zwischen den Versuchsgruppen wurde dann
als signifikant angesehen, wenn p<0.05 war.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientenkollektiv

In diese Studie wurden 53 Patienten mit nicht-valvularem Vorhofflimmern
eingeschlossen. Unter den Patienten waren 28 Frauen und 25 Ménner, die allesamt
im Schnitt 70.94 (£11.69) Jahre alt waren. Darlber hinaus wurden 52 Freiwillige,
bestehend aus 41 Frauen und 11 Mannern, in die Studie eingeschlossen. Die
eingeschlossenen Kontrollprobanden waren im Schnitt 61.77 (x17.46) Jahre alt. Die

weiteren Charakteristika der eingeschlossenen Patienten und Freiwilligen sind der

untenstehenden Tabelle aufgefuhrt.

Patienten (n=53) Kontrollen (n=52)
Standardabweichung
Méannliches Geschlecht — 25 (47.2%) 11 (21.2%)
Anzahl in Prozent
CHA;DS,-VASc-Score — 3.25 (£1.65) 1.95 (+1.43)
Mittelwert +

Standardabweichung

Vorhofflimmern 53 (100%) 0 (0%)
Anzahl in Prozent

Antikoagulation 53 (100%) 0 (0%)
Anzahl in Prozent

Hamoglobin (g/dl) — 12.65 (£2.49) 13.71 (x1.53)
Mittelwert +

Standardabweichung

Leukozyten (x1000/pl) — 7.64 (£2.39) 7.02 (£2.05)
Mittelwert +

Standardabweichung

Thrombozyten (x1000/ul) - 217.85 (+64.68) 234.78 (£65.52)
Mittelwert +

Standardabweichung

Kreatinin (mg/dl) — Mittelwert 1.12 (£0.29) 1.02 (x0.76)
+ Standardabweichung

Tabelle 3: Patientenkollektiv - Charakteristika
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4.2 Thrombozytenaktivitat unter statischen Bedingungen

Ob und inwieweit Rivaroxaban die Thrombozytenaggregation und -aktivierung
beeinflusst  untersuchten  wir unter statischen  Bedingungen  mittels
Impedanzaggregometrie. Hierzu verglichen wir die Thrombozytenaggregation in
Hirudin antikoaguliertem Vollblut von Patienten unter dauerhafter Rivaroxaban (RIVA)-
Einnahme und von gesunden Kontrollen ohne Einnahme oraler Antikoagulanzien
(Control, in den Abbildungen als Con abgekiirzt). Die Thrombozytenaggregation wurde
dann als Area under the curve (AUC) wiedergegeben.

Unter Stimulation Adenosin 5'-Diphosphat zeigte sich unter Rivaroxaban-Einnahme
eine nicht-signifikant reduzierte Thrombozytenaggregation. Unter Stimulation mit
Kollagen und Thrombinrezeptor Aktivator Proteine-6 (TRAP) zeigte sich im Blut der

Patienten mit Rivaroxaban-Einnahme eine signifikant
Thrombozytenaggregation.
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Abbildung 4: Impedanzaggregationsmessung mit Vollblut nach Stimulation mit 5 pmol/l ADP, 2 pug Kollagen, 12
pmol/l TRAP. Die Thrombozytenaggregation wurde als Area under the curve (AUC) angegeben (ADP-control n=19,
RIVA n=25, P=0.0621, Shapiro-Wilk-Test zeigte eine Normalverteilung; Kollagen-control n=19, RIVA n=17,

p=0.0003, Shapiro-Wilk-Test zeigte eine Normalverteilung; TRAP-control n=19, RIVA n=17, P=0.0004, Shapiro-
Wilk-Test zeigte eine Normalverteilung).

Wir untersuchten anschliel3end ob die Thrombozytenaggregation abhéangig von der
Plasmakonzentration von Rivaroxaban ist. Hierzu erfassten wir die
Thrombozytenaggregation (ausgedrickt in der Area under the curve (AUC)) nach
Stimulation mit ADP in Bezug auf die fir den jeweiligen Patienten bestimmte
Plasmakonzentration von Rivaroxaban. Es zeigte sich, dass héhere Rivaroxaban-

Plasmakonzentrationen mit einer verringerten Thrombozytenaggregation einhergehen
(Abbildung 5).
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Abbildung 5: Thrombozytenaggregation (angegeben als Area under the curve (AUC)) in Abhangigkeit von der
Rivaroxaban-Plasmakonzentration fiir individuelle Patienten wird gezeigt. Die Korrelation zwischen AUC und
Plasmakonzentration wurde mittels linearer Regression berechnet. Die Trendlinie ist mit aufgefiihrt. Das
Bestimmtheitsmaf R? ist angegeben. P=0.006.

Mittels Lichttransmissionsaggregometrie untersuchten wir zudem die Faktor-Xa-
induzierte Thrombozytenaggregation in An- oder Abwesenheit des Protease-
aktivierten Rezeptor-1(PAR-1)-Antagonisten Vorapaxar (VORA). Wie in Abbildung 6
zu sehen ist, ist im Vergleich zu der Kontrollgruppe (in der Abbildung als vehicle, bzw.
Veh. bezeichnet) die Thrombozytenaggregation unter Hinzugabe von Vorapaxar in

verschiedener Konzentration deutlich reduziert.
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Abbildung 6: FXa-induzierte Thrombozytenaggregation wurde in der An- und Abwesenheit von Vorapaxar (VORA)
mittels Lichttransmissionsaggregometrie gemessen (FXa ohne VORA (bezeichnet als Veh.) n=4 versus 30 pmol/l
VORA versus 100 pmol/l VORA versus 300 pmol/l VORA, alle: Friedman-Test, P=0.05. Vehicle versus 30 pmol/l
VORA: Wilcoxon-Test, P=0.11, n zu klein um Normalitatstests durchzufiihren). Die Graphen zeigen den Mittelwert

+ Standardabweichung.

Die Thrombozytenaggregation wurde zudem nach Stimulation mit ADP, TRAP und

Kollagen unter Anwesenheit von Vorapaxar untersucht. Hier zeigte sich, ahnlich wie
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unter Anwesenheit von Rivaroxaban, eine geringe Aggregation der Thrombozyten
(Abbildung 7).
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Abbildung 7: Die Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit TRAP, ADP, oder Kollagen unter Ab- (hier als
vehicle (Veh.) bezeichnet) und Anwesenheit von Vorapaxar (VORA) wurde untersucht (ADP: vehicle n=4 versus
VORA n=4, gepaarter t-Test, P=0.04, Shapiro-Wilks-Test zeigte eine Normalverteilung; TRAP: vehicle n=4 versus
VORA n=4, Wilcoxon-Test, P=0.04, Shapiro-Wilks-Test zeigte keine Normalverteilung; Kollagen: vehicle n=7
versus VORA n=7, Wilcoxon-Test, P=0.02, Shapiro-Wilks-Test zeigte keine Normalverteilung). Die Graphen zeigen

den Mittelwert + Standardabweichung.

4.3 Thrombozytenadhé&sion und Thrombusformation unter

Flussbedingungen

4.3.1 Flusskammerversuche auf Kollagen

Um die arterielle Thrombus- und Thromboseentstehung unter physiologischeren
Bedingungen zu untersuchen fuhrten wir Flusskammerversuche durch.

Eine arterielle Thrombose entsteht zumeist nach Ruptur eines atherosklerotischen
Plaques mit anschliel3ender Freilegung von extrazellularen Matrixproteinen (z.B. VWF,
Laminin, sowie Kollagene). Durch die Freisetzung dieser Matrixproteine (und weiterer
Thrombozytenagonisten wie ADP und Lipidmediatoren) kommt es zu einer Aktivierung
der Thrombozyten, die schliel3lich zur Bildung eines arteriellen Thrombus beitragen.
Um den Einfluss von Rivaroxaban auf die Thrombozytenfunktion wahrend der friihen
Phase der Entstehung einer arteriellen Thrombose zu untersuchen fiihrten wir
Flusskammerversuche auf Kollagen durch.

Mit Citrat antikoaguliertes Vollblut wurde hierzu Uber eine mit Kollagen (250 pg/ml)
beschichtete Flusskammer gegeben. Um mdglichst physiologische Bedingungen zu

erzeugen wahlten wir eine Wandscherrate von 1000/s. Die Analyse der
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Thrombozytenadhésion und Thrombusformation erfolgte anschlie3end nach 1 und 3
Minuten und wurde als bedeckte Flache (Area covered) in Quadratmikrometer (um?)

angegeben.

Nach 1 Minute (Abbildung 8) =zeigt sich kein signifikanter Unterschied in
Thrombozytenadh&sion und Thrombenbildung. Nach 3 Minuten (Abbildung 9)
Flusszeit ist die Thrombozytenadh&sion und Thrombenbildung bei Patienten unter

Rivaroxaban-Dauertherapie signifikant reduziert.
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Abbildung 8: Thrombozytenadhé&sion und Thrombenbildung im Blut mit Rivaroxaban behandelter Patienten (RIVA)
oder gesunden Kontrollen (Con) nach 1 Minute Flusszeit. Représentative Bilder werden gezeigt. Die Pfeile geben
die Flussrichtung an. Die Oberflachendeckung ist in pm? angegeben (Con n=11 vs. RIVA n=10, Mann-Whitney test,
P=0.25, Shapiro-Wilks-Test zeigt keine Normalverteilung). Die Graphen zeigen den Mittelwert =

Standardabweichung.
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Abbildung 9: Thrombozytenadhé&sion und Thrombenbildung im Blut mit Rivaroxaban behandelter Patienten oder
gesunden Kontrollen nach 3 Minuten Flusszeit. Reprasentative Bilder werden gezeigt. Die Pfeile geben die
Flussrichtung an. Die Oberflachendeckung ist in um? angegeben (Con n=11 vs. RIVA n=10, Mann-Whitney test,
P=0.03, Shapiro-Wilks-Test zeigt keine Normalverteilung). Die Graphen zeigen den Mittelwert =

Standardabweichung.

In zuletzt publizierten klinischen Studien konnte bei Patienten nach einem akuten
Koronarsyndrom oder mit stabiler koronarer Herzerkrankung ein vorteilhafter Effekt
einer zusatzlich zur Thrombozytenaggregation eingenommenen niedrigdosierten
Rivaroxaban-Therapie (2.5mg 2x pro Tag) nachgewiesen werden (47). Der oben
genannter Versuchsaufbau wurde daher um weitere Untersuchungen unter Einnahme
einer niedrigen Dosis Rivaroxaban wiederholt. Hierzu wurden gesunden Probanden
sowohl kurz vor, als auch vier Stunden nach Einnahme von 2.5 mg Rivaroxaban Blut
entnommen. Das Blut wurde anschlieBend wie oben beschrieben angefarbt und
nachfolgend fur 1 oder 3 Minuten Uber die kollagenbeschichtete Flusskammer
gegeben. Wie Abbildung 10 und Abbildung 11 zeigen ist ein signifikanter Unterschied
in der Oberflachendeckung nicht zu erkennen.
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Abbildung 10: Analyse von Thrombozytenadh&asion und Thrombenbildung auf mit Kollagen beschichteten
Flusskammern nach 1 min Flusszeit vor und vier Stunden nach Einnahme von 2.5 mg Rivaroxaban (vor Einnahme
n=5 versus 4 Stunden nach Einnahme n=5, gepaarter t-Test, P=0.33, Shapiro-Wilks-Test zeigte eine
Normalverteilung). Die Pfeile zeigen die Flussrichtung an und reprasentieren 120 um. Reprasentative mittels
Fluoreszenzmikroskop aufgenommene Bilder werden gezeigt. Die Graphen zeigen den Mittelwert =+

Standardabweichung.
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Abbildung 11: Analyse von Thrombozytenadh&sion und Thrombenbildung auf mit Kollagen beschichteten
Flusskammern nach 3 min Flusszeit vor und vier Stunden nach Einnahme von 2.5 mg Rivaroxaban (vor Einnahme
n=5 versus nach Einnahme n=5, gepaarter t-Test, P=0.22, Shapiro-Wilks-Test zeigte eine Normalverteilung). Die
Pfeile zeigen die Flussrichtung an und reprasentieren 120 pm. Reprasentative mittels Fluoreszensmikroskop
aufgenommene Bilder werden gezeigt. Die Graphen zeigen den Mittelwert + Standardabweichung.

4.3.2 Flusskammerversuche auf humanem Plaquematerial

Um den in vivo ablaufenden Prozessen moglichst nahe zu kommen erganzten wir
neben Flusskammerversuchen auf Kollagen zudem Versuche auf humanem
Plaquematerial. Die Thrombozytenadhasion und Thrombenbildung wurde nach 1 und

3 Minuten erfasst und als Area covered in Quadratmikrometer angegeben.

Sowohl nach 1 (Abbildung 12), als auch nach 3 Minuten (Abbildung 13) zeigte sich
eine geringere Thrombozytenadhasion und Thrombenbildung bei den Patienten unter
Rivaroxaban-Therapie verglichen mit der Kontrollpopulation. Nach 3 Minuten war

dieser Unterschied als signifikant zu werten.
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Abbildung 12: Thrombozytenadh&sion und Thrombenbildung im Blut mit Rivaroxaban behandelter Patienten
oder gesunder Kontrollen nach 1 min Flusszeit. Es werden reprasentative Bilder gezeigt. Die Pfeile geben die
Flussrichtung an. Die Oberflachendeckung ist in Quadratmikrometer angegeben (Control n=6, RIVA n=5,

P=0.05689, Shapiro-Wilks-Test zeigt eine Normalverteilung). Die Graphen zeigen den Mittelwert +
Standardabweichung.
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Abbildung 13: Thrombozytenadh&sion und Thrombenbildung im Blut mit Rivaroxaban behandelter Patienten
oder gesunder Kontrollen nach 3 min Flusszeit. Es werden reprasentative Bilder gezeigt. Die Pfeile geben die
Flussrichtung an. Die Oberflachendeckung ist in Quadratmikrometer angegeben (Control n=6, RIVA n=5,

P=0.0300, Shapiro-Wilks-Test zeigt eine Normalverteilung). Die Graphen zeigen den Mittelwert £
Standardabweichung.

4.4 Thrombusformation in vivo

Mittels eines Eisen(ll)Chlorid-Modell visualisierten wir die Thrombusformation in vivo.
Hierzu erhielten die Wildtyp-Mause zunachst 60 min vor Intervention eine Einzeldosis
Rivaroxaban (6 mg/kg Korpergewicht, (Rivaroxaban-Gruppe)), bzw. eine
Lésungssubstanz (Kontrollgruppe) uber eine Magensonde. Die Rivaroxaban-
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Plasmakonzentration wurde 60 min nach Verabreichung mittels Blutentnahme
bestimmt. Die hier bestimmten Konzentrationen entsprachen den Werten, die auch bei
humanen Patienten zu erwarten waren (58). Abbildung 14 zeigt den Unterschied der
Plasmakonzentration zwischen Tieren, die Rivaroxaban erhalten haben und Tieren die
ausschlie3lich die Lésungssubstanz DSMO (in der Abbildung als Vehicle (Veh.)
bezeichnet) verabreicht bekommen haben.
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Abbildung 14: Wildtyp-Mause erhielten eine Einzeldosis Rivaroxaban (6 mg/kg Kérpergewicht, in der Grafik
bezeichnet als RIVA) oder ausschlieRlich eine Lésungssubstanz (in der Grafik bezeichnet als Veh.). Die
Rivaroxaban-Plasmakonzentration wurde 60 min nach Verabreichung bestimmt (vehicle n=6 versus RIVA n=7,
ungepaarter t-Test, P<0.0001, Shapiro-Wilks-Test zeigt zeigte eine Normalverteilung). Die Graphen zeigen den
Mittelwert + Standardabweichung.

60 Minuten nach Verabreichung von Rivaroxaban oder der in physiologischer
Kochsalzlésung verdinnten Lésungssubstanz wurde ein in Eisenchlorid getranktes
Filterpapier im Bereich der freipraperierten A. carotis communis appliziert. Der so
entstandene Gefal3schaden fuhrte anschlieend zur Okklusion der A. carotis
communis. Die Thrombusformation wurde mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops tber
60 Minuten hinweg beobachtet. Ein Unterschied in der Zeit bis zum Auftreten der
ersten Okklusion zwischen Rivaroxaban- und Kontrollgruppe konnte nicht beobachtet
werden (Abbildung 15). Die entstanden Thromben in der Rivaroxaban-Gruppe wiesen
jedoch eine hohere Rate an Embolisationen auf, der jeweilige Thrombus imponierte
somit weniger stabil (Abbildungen 16,17).

41



4000- 0.18

6“ L
3
= 3000-
ke .
S
% 2000+
Q
o
e
o 1000+
£
|_

0_

Veh. RIVA

Abbildung 15: Die Zeit bis zur Okklusion des Gefal3es wurde in Sekunden gemessen (vehicle n=9 versus RIVA
n=12, Mann-Whitney-Test, P=0.1258, Shapiro-Wilks-Test zeigte keine Normalverteilung). Die Graphen zeigen
den Mittelwert + Standardabweichung.
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Abbildung 16: Der Anteil an Thrombus-Embolisation in n/h wird gezeigt. Die Beobachtungszeit betrug 60 min.
(vehicle n=11 versus RIVA n=7, P=0.0009, Shapiro-Wilks-Test zeigt zeigte eine Normalverteilung). Die Graphen
zeigen den Mittelwert + Standardabweichung.
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Abbildung 17: Reprasentative Bilder der Fluoreszenzmikroskopie von mit Rivaroxaban oder DSMO (hier
angegeben als vehicle (Veh.)) behandelten Tieren 15, 30, 45 und 60 min. nach Verletzung der A. carotis

communis werden gezeigt. Die Pfeile zeigen die Richtung des Blutflusses an und reprasentieren 500 pum.

Auch die histologische Aufarbeitung entnommener Thromben zeigte eine weniger

kompakte Thrombusstruktur unter Rivaroxaban-Therapie (Abbildung 18) mit im
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Vergleich zu den Kontrolltieren geringerem Thrombozyten- und Fibrinogen-Anteil
(Abbildung 19).

Veh.

RIVA

Fibrinogen CD41 FB/CD41/DAPI
(FB)

Abbildung 18: Thrombuskomposition explantierter Thromben von mit Rivaroxaban (RIVA) oder DSMO (hier als

vehicle (Veh.) bezeichnet) behandelten Tieren. Die Thromben wurden nach Entnahme in 10 um diinne Schichten
geschnitten, in Formalaldehyd fixiert und mit Ziegenserum geblockt. AnschlieRend wurden Sektionen mit
Antikdrpern gegen Fibrinogen (griin) und CDA41 (rot) inkubiert. DNA wurde mittels DAPI (blau) markiert. Die
Analyse erfolgte mit Hilfe eines Konfokalmikroskops. Der weil3e Balken im unteren rechten Bildrand représentiert
100 um. Repréasentative Bilder werden gezeigt
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Abbildung 19: Intravaskulare Oberflachendeckung von Thrombozyten (dargestellt mittels CD41, vehicle n=5
versus RIVA n=7, Mann-Whitney-Test, P=0.02) und Fibrinogen (vehicle n=5 versus RIVA n=7, ungepaarter t-
Test, P=0.02, Shapiro-Wilks-Test zeigte eine Normalverteilung), angegeben in Prozent. Die Graphen zeigen den
Mittelwert + Standardabweichung.
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4.5 FXa-vermittelte Aktivierung des PAR-1 Rezeptors

Um die Cleavage site (Spaltstelle) von Faktor Xa auf PAR-1 zu identifizieren fihrten
wir zudem Flissigchromatographie und Massenspektrometrie durch. Hierzu
analysierten wir vom Max-Planck-Institut fir Biochemie (Martinsried) hergestellte PAR-
1-Peptide, die wir wie oben beschrieben vor- und aufbereiteten. Wir identifizierten
Arg41-Ser42 als Cleavage site von Faktor Xa auf PAR-1.
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Abbildung 20: Massenspektrometrische Analyse von PAR-1-Spaltprodukten nach Inkubation mit Faktor Xa.

Gezeigt werden die reprasentativen Resultate zweier Experimente.
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5 Diskussion

5.1 Thrombozytenaktivitat unter Rivaroxaban-Therapie

Grolle Metaanalysen konnten zeigen, dass die Rate an Myokardinfarkten bei
Patienten unter laufender Rivaroxaban-Therapie im Vergleich zu Patienten, die einen
Vitamin-K-Antagonisten einnehmen reduziert ist (46). Ob und inwieweit Rivaroxaban
dabei einen direkten, diese Beobachtung méglicherweise erklarenden, Einfluss auf die
Thrombozytenaktivierung, -adhasion, -aggregation und auf die arterielle
Thrombenbildung hat ist bisher nicht bekannt. Diese mdglichen Mechanismen weiter
zu untersuchen war Zielsetzung der Arbeit.

Wir konnten in dieser Studie insgesamt 53 Patienten mit nicht-valvularem
Vorhofflimmern, die allesamt Rivaroxaban als Antikoagulation erhielten, einschliel3en.
Zudem schlossen wir 52 gesunde Kontrollen in die Studie ein. Wir untersuchten die
Thrombozytenaggregation zunéchst unter statischen Bedingungen mittels Impedanz-
und Lichttransmissionsaggregometrie. Hier zeigte sich eine geringere
Thrombozytenaggregation bei der Rivaroxaban-Gruppe im Vergleich zu der
Kontrollpopulation. Der beobachtete Effekt war hierbei dosisabhangig. Die
Thrombozytenaggregation war zudem in Anwesenheit des PAR1-Rezeptor-
Antagonisten Vorapaxar in dhnlicher Weise reduziert.

Unter Flussbedingungen zeigte sich in der Rivaroxaban-Gruppe sowohl auf Kollagen,
als auch auf humanem Plaguematerial eine geringe Thrombozytenadh&sion und
Thrombenbildung. In einem Mausmodell konnte zudem eine geringe

Thrombusstabilitat unter Einfluss von Rivaroxaban beobachtet werden.

5.2 Einfluss von Rivaroxaban unter statischen Bedingungen
Thrombozyten spielen eine entscheide Rolle bei der Entstehung und der Stabilitat
arterieller Thromben (59). Um den mdglichen Effekt von Rivaroxaban auf die
Thrombozytenaktivierung und -aggregation genauer zu untersuchen wurden zunachst
in vitro Versuche unter statischen Bedingungen durchgefiihrt. Hierbei wurde eine
Thrombozytenaktivierung durch Stimulation verschiedener Thrombozytenagonisten
herbeigefuhrt und anschlieRend mittels Impedanz- oder
Lichttransmissionsaggregometrie untersucht.
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Der Effekt Rivaroxabans auf die Thrombozytenaggregation in vitro wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. Einige Arbeiten konnten keinen messbaren Effekt Rivaroxabans
auf die Thrombozytenaggregation oder -reaktivitat in vitro nachweisen (60, 61). Im
Jahre 2018 wurde von Nehaj et al. dagegen eine verringerte
Thrombozytenaggregation nach TRAP-Stimulation bei mit Rivaroxaban behandelten
Patienten beobachtet (62). Der Mechanismus, der diese Beobachtung erklaren kénnte
wurde hierbei jedoch nicht beschrieben.

In unserer Studie zeigte sich im Blut von mit Rivaroxaban behandelten Patienten im
Vergleich Zu gesunden Probanden eine durchweg geringere
Thrombozytenaggregation. Unsere Ergebnisse decken sich somit mit der von Nehaj
gemachten Beobachtung. Wir konnten auf3erdem zeigen, dass der beobachtete Effekt
dosisabhangig war — je hoher die Plasmakonzentration von Rivaroxaban, desto

geringer war die Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit ADP.

5.3 Einfluss von Rivaroxaban unter Flussbedingungen (in vitro und in
Vivo)

Um den Ablauf der Entstehung arterieller Thromben in vivo mdglichst nahe zu kommen
fuhrten wir anschlieBend Flusskammerversuche durch. Sowohl auf 250 pg/ml
Kollagen, als auch auf humanem Plaguematerial wurden die entsprechenden
Versuche durchgefihrt. Auf Kollagen zeigte sich unter Rivaroxaban-Einnahme nach
einer Minute kein signifikanter Unterschied in  Thrombusbildung und
Thrombozytenadhasion. Erst nach drei Minuten Flusszeit konnte unter Rivaroxaban-
Einnahme eine signifikant geringere Thrombusformation und Thrombozytenadhéasion
beobachtet werden. Ein ahnliches Bild zeigte sich auf humanem Plaquematerial.

Ein signifikanter Effekt konnte bei gesunden Probanden nach Einnahme von 2.5 mg

Rivaroxaban nicht beobachtet werden.

In einem murinen Modell konnten wir &ahnliche Effekte beobachten. Zun&chst
untersuchten wir hier die Thrombusstabililtat nach Induktion eines Gefal3verschlusses
mittels Applikation von Eisenchlorid im Bereich der A. carotis communis von Wildtyp-
Mausen. Wir konnten zeigen, dass die so entstandenen Thromben unter Rivaroxaban-
Einfluss instabiler waren und sich schneller auflésten. Zu einem &ahnlichen Ergebnis
kam eine Studie von Wagner et al. (63), in der in einem vergleichbaren murinen Modell

eine geringe Thrombuslast unter Rivaroxaban gesehen werden konnte.
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Interessanterweise konnten in dem von uns verwendeten Mausmodell in der
Vergangenheit vom Phanotyp her ahnliche Effekte unter dem Einfluss von
Acetylsalicylsdure gesehen werden (64).

Die Interpretation der von uns erhobenen Ergebnisse ist schwierig. Die Mechanismen
des antikoagulativen und thrombozytenhemmenden Effektes von Rivaroxaban laufen
in vivo nach einer Gefalverletzung praktisch zeitgleich ab und kdnnen somit nur
schwer voneinander getrennt werden. Der thrombozytenhemmende Effekt
Rivaroxabans wird allerdings zum einen in dem oben beschriebenen
Flusskammerversuch auf pathophysiologisch relevantem humanen Plaquematerial
deutlich. Zum anderen zeigte eine histologische Aufarbeitung der nach
Gefal3verletzung entnommenen murinen Thromben eine deutlich geringere
Flachendeckung mit Thrombozyten. Eine geringe Flachendeckung mit Thrombozyten
konnte auch bei Thromben beobachtet werden, die aus Koronargefal3en von unter
ASS-Therapie stehender Patienten entnommen wurden (65). Dies unterstitzt die

Annahme eines thrombozytenhemmenden Effekts Rivaroxabans in vivo.

5.4 Antithrombotischer Effekt durch Inhibierung eines PAR-1-
Signalwegs
Wie bereits in vorangegangenen Arbeiten gezeigt werden konnte, fuhrt Faktor Xa
mittels Interaktion mit Protease-aktivierte Rezeptoren (insbesondere PAR-1) zu einem
Kalziumeinstrom in die Zelle (66). Dies kann im Falle von Thrombozyten eine
Aktivierung und Aggregation selbiger erwirken (67). Daraus lasst sich schlie3en, dass
die Inhibition des PAR-1-Signalweges moglicherweise antithrombotisches Potential
besitzt. In mehreren Studien konnte diese Annahme bestatigt werden. So konnte die
Auftretungswahrscheinlichkeit kardiovaskularer Ereignisse mittels Ergadnzung der
Standard-Medikation um einen PAR-1-Antagonisten (Vorapaxar) effektiv reduziert
werden (68, 69). Beobachtet wurden hierbei jedoch zudem vermehrte, insbesondere
intrakranielle, Blutungen (68-70), sodass aktuell keine Zulassung der Substanz von
Seiten der European Medicines Agency (EMA) besteht. Dass die Inhibition des PAR-
1-Signalweges mit Vorapaxar die Thrombozytenaggregation effektiv inhibieren kann,
konnten wir in der vorliegenden Arbeit ebenfalls zeigen. So war die

Thrombozytenaggregation unter Vorapaxar-Therapie im Vergleich zur unbehandelten
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Vergleichspopulation nach Stimulation mit ADP, Kollagen und TRAP signifikant

reduziert.

Zusammen mit einer Arbeitsgruppe aus Dusseldorf konnten wir zudem zeigen, dass
sich Thrombozytenadhasion und Thrombusformation unter Flussbedingungen unter
Vorapaxar — ahnlich wie unter Rivaroxaban-Einfluss — ebenfalls reduziert zeigen (71).
Dass der Faktor Xa einen direkten Einfluss auf PAR-1 hat konnten wir ebenfalls
zeigen. So identifizierten wir mittels Massenspektrometrie die Spaltstellen von Faktor
Xa in PAR-1-Peptiden (Arg41-Ser42) Uber die es zu einer Thrombozytenantwort,
insbesondere einer -aggregation, kommt (67). Die nachgewiesenen Spaltstellen
entsprechen dabei denen von Thrombin.

Der oben beschriebene Faktor Xa-abhangige Signalweg kann mittels Gabe des Faktor
Xa-Antagonisten Rivaroxaban effektiv inhibiert werden. Somit besitzt Rivaroxaban
neben dem bekannten antikoagulatorischen zudem einen
thrombozytenaggregationshemmenden Effekt, der bis dato in der Form unbekannt
war. Dies konnte die beobachtete Reduktion der ischamischen Ereignisse unter

Rivaroxaban-Therapie, zumindest teilweise, erklaren.

5.5 Limitationen der Studie

Die hier vorgestellte Studie hat gewisse Limitationen. Die komplexen, zeitgleich
ablaufenden und ineinander verzahnten, Prozesse wahrend der Entstehung arterieller
Thromben experimentell nachzustellen stellt eine schwere Aufgabe dar. Fur unsere
Flusskammerversuche perfundierten wir das Blut von Patienten und
Kontrollprobanden Uber mit Kollagen (aufgereinigtes, fibrillares Kollagen Typ )
beschichtete Flusskammern. Die hierzu gewahlte Konzentration lag mit 250 pg/ml
recht hoch. Weiterhin erfolgt die Thrombenentstehung und Thrombozytenadhasion auf
fibrillarem Kollagen primér tber das Integrin a21, welchem in vivo bei der Entstehung
arterieller Thromben eine nur untergeordnete Rolle zukommt (72, 73). Um den
tatséachlichen Ablauf der arteriellen Thrombenentstehung in vivo besser nachstellen zu
kénnen erganzten wir die Flusskammerversuche daher um Versuche auf humanem
Plaquematerial. Humanes Plaquematerial enthalt neben Kollagen Typ I, Kollagen Typ
[ll, von Willebrand factor (VWF) sowie in erster Linie Tissue factor (74). Die
pathophysiologische Relevanz unseres Versuchsaufbaus konnten wir so deutlich
erhohen.

48



Eine weitere Limitation der Studie ist die geringe Anzahl an Patienten und freiwilligen
Kontrollen. Auch waren die freiwilligen Kontrollen im Schnitt deutlich junger als die in
die Studie eingeschlossenen Patienten. Weiterhin konnten aus organisatorischen

Grunden nicht alle Experimente und Versuche mit allen Patienten durchgefiihrt

werden.
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6 Zusammenfassung

Zur Pravention von Schlaganfallen bei nicht-valvularem Vorhofflimmern kommen
verschiedene orale Antikoagulantien zum Einsatz. Man unterscheidet Vitamin K-
Antagonisten von sogenannten NOAK. Aktuell werden hierbei zwei verschiedene
Typen von NOAK verwendet: Direkte Faktor Xa- und direkte Faktor lla (Thrombin)-
Inhibitoren. Angesichts einer positiven Nutzen-Risiko-Bewertung (Reduktion der
Auftretungswahrscheinlichkeit eines Schlaganfalls vs. Blutungsrisiko) im Vergleich zu
Vitamin-K-Antagonisten  sollten neue orale Antikoagulantien stets als
Erstlinientherapie in Betracht gezogen werden (11, 28-30, 44). In einer groRangelegten
Metaanalyse konnte ein signifikant reduziertes Risiko fur Myokardinfarkte unter
Rivaroxaban verglichen mit unterschiedlichen Medikamenten beobachtet werden (46).
Diese Erkenntnis ergab sich vor allem aus den Ergebnissen der ROCKET-AF und
ATLAS 2-TIMI 51-Studien. In der ROCKET-AF-Studie wurde Rivaroxaban mit Warfarin
hinsichtlich der Schlaganfall-Préavention verglichen. Man beobachtete hier neben einer
Nicht-Unterlegenheit bezlglich der Schlaganfall-Pravention in der Rivaroxaban-
Gruppe zudem eine 14%ige Risikoreduktion, ein ischamisches kardiales Ereignis zu
erleiden (45). In der ATLAS 1-TIMI 51-Studie wurde zusatzlich zur Standard-
Medikation eine niedrigdosierte (2.5 mg 2x pro Tag) Rivaroxaban-Therapie oder ein
Placebo Patienten verabreicht. Die Patienten, die allesamt kurzlich ein akutes
Koronarsyndrom erlitten haben zeigten in der Rivaroxaban-Gruppe ein reduziertes
Risiko einen erneuten Myokardinfarkt zu erleiden (47). Weiterhin konnte in der
COMPASS-Studie (Cardiovascular Outcomes for People Using Anticoagulation
Strategies) eine hohere Uberlebenswahrscheinlichkeit bei Patienten mit stabiler
koronarer Herzerkrankung beobachten werden, wenn diese neben einer ASS-
Monotherapie zusétzlich Rivaroxaban erhielten. Damit liegt die Annahme nahe, dass
Rivaroxaban die Auftretungswahrscheinlichkeit ischamischer Ereignisse bei Patienten
mit fortgeschrittener Atherosklerose senken kann.

Der antikoagulative Effekt Rivaroxabans ist in der Inhibition der Faktor Xa-getriebenen
Thrombin- und schlie8lich Fibrin-Bildung begrindet. Angesichts der oben
beschriebenen Studienlage vermuteten wir, dass Rivaroxaban zuséatzlich zum
antikoagulativen Effekt zudem einen thrombozytenaggregationshemmenden Effekt

haben kdnnte, der bisher nicht bekannt war.
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Wir konnten in dieser Studie zeigen, dass Rivaroxaban die Thrombozytenaktivierung
und -aggregation, sowie die Entstehung von arteriellen Thromben sowohl in vitro als
auch in vivo reduzieren bzw. hemmen kann. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
Faktor Xa UUber PAR-1 - wunabhéngig von Thrombin - eine direkte
Thrombozytenaktivierung ausléosen kann. Dieser Signalweg ist unter Rivaroxaban-
Einfluss inhibiert. Wir konnten Rivaroxaban damit einen
thrombozytenaggregationshemmenden Effekt nachweisen, der in Kombination mit der
antikoagulativen Wirkung gegebenenfalls die Reduktion der ischamischen Ereignisse

in den oben genannten Studien erklaren kénnte.
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