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1. Einleitung

1.1. Einfihrung

Antithrombotische Medikamente gehorten mit insgesamt tiber 1400 Millionen
Tagesdosen (DDD) im Jahr 2012 zu den in Deutschland am hdufigsten einge-
setzten Wirkstoffen [66]. Zu ihnen zédhlen Thrombozytenaggregationshemmer,
Fibrinolytika sowie Antikoagulantien.

Mit mehr als 570 Millionen Tagesdosen im Jahr 2012, haben die Antikoagulantien
einen Anteil von iiber 40 % an der Zahl der Gesamtverordnungen der Anti-
thrombotika [34]. Im Vergleich zu den Zahlen des Jahres 2011 stieg die Menge
der Verordnungen von Antikoagulantien um 10 % an, was die Fortsetzung einer
seit einigen Jahren zu beobachtenden Entwicklung darstellt [34]. Dies zeigt die
klinische wie auch gesundheitsokonomische Relevanz dieser Wirkstoffgruppe.
Antikoagulantien hemmen die Thrombenbildung sowohl im arteriellen als auch
im venosen Gefdfssystem durch direkte oder indirekte Beeinflussung der plasma-
tischen Gerinnung. Davon abzugrenzen sind Thrombozytenaggregationshem-
mer, wie Acetylsalicylsdure (Aspirin) und ADP-Rezeptorantagonisten (Clopi-
dogrel, Prasugrel, Ticagrelor), welche an den Thrombozyten wirken und deren
Verklumpen inhibieren.

Das Spektrum der Einsatzbereiche von Antikoagulantien ist vielfaltig und bein-

haltet prophylaktische, wie auch therapeutische Indikationen.

Es existiert eine Vielzahl antikoagulatorischer Wirkstoffe. Fiir den akuten Einsatz
werden meist Heparine, unfraktioniert oder niedermolekular, verwendet. Diese
sind jedoch nur parenteral verfiigbar und somit fiir die Langzeitanwendung
ungeeignet.

Die einzige seit langem etablierte, oral verfiigbare und damit fiir die Langzeit-
therapie geeignete Wirkstoffgruppe, sind die Vitamin K-Antagonisten (VKA).
Diese sind unter den Antikoagulantien mit einer Gesamtverordnungszahl von
390 Millionen DDD fiir 2012, die am hdufigsten verordnete Wirkstoffgruppe [34].



1. Einleitung

In Deutschland wird in der Mehrzahl der Fille Marcumar® (Phenprocoumon)
rezeptiert [34].

Allerdings besitzen VKA nur eine geringe therapeutische Breite. Dartiber hin-
aus zeigen sie eine interindividuell sehr unterschiedliche Pharmakokinetik und
rufen zahlreiche Arzneimittelinteraktionen hervor, weshalb ein engmaschiges
Monitoring der Gerinnungsfunktion notwendig ist [37].

In den letzten Jahren wurde daher verstarkt an der Entwicklung neuer Wirkstoffe
mit verbesserten Eigenschaften, insbesondere im Hinblick auf die Pharmakoki-
netik und die Applikationsform geforscht.

Drei sogenannte NOAK (Neue Orale Antikoagulantien) wurden bislang in
Deutschland zugelassen: Rivaroxaban (Xarelto®, BayerAG) und Dabigatran
(Pradaxa ®, Boehringer Ingelheim) im Jahr 2008, Apixaban (Eliquis ®, Bristol-
Myers Squibb, Pfizer) im Jahr 2011.

Nach Abschluss der hier durchgefiihrten Studie, wurde im Juni 2015 Edoxa-
ban (Lixiana ®,Daiichi Sankyo) ein weiterer Faktor Xa- Inhibitor europaweit
zugelassen [3]. Weitere Medikamente befinden sich derzeit noch im Zulassungs-
verfahren.

Im Gegensatz zu den VKA existiert beim Einsatz der NOAK bislang kein routi-
nemadflig durchfithrbarer Labortest, der die Gerinnungshemmung ausreichend
darstellt [27]. Zwar ist bei den NOAK, im Gegensatz zu den VKA, ein Thera-
piemonitoring nicht erforderlich, jedoch wire ein Test zur Einschdtzung der
Gerinnungshemmung beispielsweise im Fall einer akuten Blutung wiinschens-
wert [11}27].

Des weiteren ist bislang unklar ob bzw. inwiefern die NOAK die Thrombozy-
tenfunktion beeinflussen. Dies ist insbesondere bei der gleichzeitigen Einnahme

von Thrombozytenaggregationshemmern von Interesse.
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1.2. Hamostase

1.2.1. Primare Hamostase

Zum Vestdndnis der Wirkweise der einzelnen Substanzen und der durchge-
fiihrten Labortests soll hier zunéchst ein Uberblick iiber die Vorgéinge bei der
Blutgerinnung gegeben werden.

Es wird dabei zwischen der priméren/zellularen Hamostase (siehe Abb. (1} Seite
und der wenig spéter einsetzenden sekundédren/plasmatischen Hamostase
(siehe Abb. 2} Seite |8) unterschieden. Infolge einer Gefédfsverletzung kommt es
zur Exposition subendothelial gelegener Strukturen der extrazelluliren Matrix,
wie beispielsweise Kollagen. Diese Strukturen bewirken die Aktivierung von
Thrombozyten und deren Anhaften an der Gefafswand. Eine wichtige Rolle hier-
bei spielt der in Endothelzellen gebildete von Willebrand-Faktor (vVWF). Uber
den vWF kommt es zu einer stabileren Bindung der Thrombozyten an die Ge-
falwand. Aulerdem fiihrt er zu einer weiteren Aktivierung von Thrombozyten.
Die Thrombozytenaktivierung fithrt zu einer Konformationsanderung des an der
Zelloberflache lokalisierten GP IIb/Illa-Rezeptors. An diesen Rezeptor bindet
Fibrin, wodurch es zur Ausbildung von Briicken zwischen Thrombozyten und
damit zur Thrombozytenaggregation kommt.

Aufserdem verdndern aktivierte Thrombozyten die Form ihrer Zelloberfldache,
wodurch diese vergroflert und dadurch die Aggregation verbessert wird.
Dartiber hinaus fiihrt die Aktivierung zur Sekretion von in den Thrombozyten
enthaltenen elektronendichten Granula. In diesen sind weitere Aktivatoren wie
ADP, Thromboxan A, (TxA»), Serotonin, vVWF und Plattchen aktivierender Fak-
tor (PAF) gespeichert [61]].

TxA;, wird in den Thrombozyten, katalysiert durch das Enzym Cyclooxygenase-1
(COX-1), aus Arachidonsdure gebildet. TxA; bewirkt iiber die Bindung an den
TGo-Rezeptor eine weitere Pldttchenaktivierung [31]. Die COX-1 kann durch
den Wirkstoff Acetylsalicylsdure irreversibel gehemmt werden. Dadurch kommt

es zu einer Abschwéchung der Thrombozytenaggregation.
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Abbildung (1) Thrombozytenaktivierung (modifiziert nach Rassow et al.: Duale Reihe
Biochemie. 1. Auflage, Thieme-Verlag, Stuttgart 2006)

Freigesetztes ADP bindet an P2Y12- und P2Y1-Rezeptoren an der Oberfldche der
Thrombozyten [78]. Auch dies bewirkt eine weitere Thrombozytenaktivierung.
Der P2Y12-Rezeptor kann durch die Gabe von ADP-Rezeptor-Antagonisten, wie
Clopidogrel und Prasugrel, gehemmt werden [78].

Auflerdem werden die x-Granula der Thrombozyten ausgeschiittet. In die-
sen befinden sich Proteine wie Thrombospondin-1 (TSP-1), sP-Selektin und
B-Thromboglobulin (3-TG) [30].
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Diese fordern ebenfalls die Thrombozytenaggregation, werden aber auch bei
anderen Vorgangen freigesetzt, wie beispielsweise sP-Selektin bei Entziindungen
zur Rekrutierung von Leukozyten, oder TSP-1 als Inhibitor von Neovaskularisa-
tion [12,130, 45].

Ein weiterer Aktivator ist Thrombin. Thrombin bindet an G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren auf der Thrombozytenmembran, PAR-1 und PAR-4 [42].

Der so entstandene Thrombus ist allerdings instabil und bildet nur eine erste
provisorische Abdichtung des Gefaflwandschadens.



1. Einleitung

1.2.2. Sekundare Hamostase

Der wéhrend der primédren Hamostase gebildete Thrombus wird durch Quer-
vernetzung von Fibrin, dem Endprodukt der Gerinnungskaskade, stabilisiert.
Dieser Vorgang wird als sekunddre Hamostase oder plasmatische Blutgerinnung
bezeichnet.

Fibrin entsteht durch die Abspaltung zweier Proteine von Fibrinogen durch die
Serin-Protease Thrombin (= Gerinnungsfaktor II). Thrombin wiederum entsteht
aus Prothrombin, ebenfalls durch proteolytische Abspaltung, katalysiert durch
Faktor Xa. Dabei bedingt ein aktiviertes Faktor X-Molekiil die Umwandlung von
mehr als 1000 Thrombin-Molekiilen [61]].

Die Bildung von Faktor Xa aus Faktor X kann durch zwei unterschiedliche Pro-
teinkomplexe erfolgen: das intrinsische und das extrinsische System.

Das intrinsische System spielt wahrscheinlich in vivo eine untergeordnete Rolle,
wird jedoch in der Labordiagnostik,vor allem bei der Messung der aktivierten
Thromboplastinzeit (aPTT), hdufig verwendet. Der Gerinnungsablauf beginnt
mit der Aktivierung von Faktor XII an Fremdoberflichen. Faktor XIla akti-
viert daraufhin Faktor XI, welcher seinerseits Faktor IX aktiviert. Dieser bildet
gemeinsam mit Faktor VIIla und Ca?"-lIonen den oben genannten, Faktor X
aktivierenden Komplex [61].

Am Beginn des extrinsischen Systems steht die Aktivierung von Faktor VII
durch Tissue Factor (TF). TF ist ein im Membranprotein, das im Gewebe haufig
vorkommt, jedoch von Endothelzellen nicht exponiert wird. Daher konnen die
im Blut enthaltenen Gerinnungsfaktoren nur im Fall einer Gewebeverletzung
mit TF in Kontakt kommen.

Der durch die Bindung an TF aktivierte Faktor VII bildet nun ebenfalls einen
Faktor X aktivierenden Komplex.

Thrombin wiederum aktiviert nicht nur Fibrinogen zu Fibrin, sondern auch die
Faktoren V und VIIIL Bindet Faktor Xa nun an Faktor Va so entsteht der soge-
nannte Prothrombinase-Komplex, welcher 300.000mal effektiver die Bildung
von Thrombin katalysiert als Faktor Xa allein [60].

Das in dieser Kaskade entstandene Fibrin wird durch Faktor XIII quer-vernetzt,
wodurch eine zusitzliche Stabilisierung des Thrombus erreicht wird.
Gleichzeitig wird nun durch den gewebepezifischen Plasminogenaktivator (t-PA)

und die Urokinase das fibrinolytische System aktiviert. Dabei wird die Serin-
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Protease Plasmin aus der inaktiven Form Plasminogen gebildet. Plasmin spaltet
nun die Fibrinpolymere in einzelne Fragmente (Fragment D und E), so dass der
Thrombus zerfallt.

Zur Vermeidung einer Ausbreitung der Gerinnungsreaktion iiber die lokale
Geféfischadigung hinaus gibt es mehrere Mechanismen: Zum einen inaktiviert
der Serinproteaseinhibitor Antithrombin III (AT III) Thrombin und Faktor Xa.
Zum anderen wird durch Thrombin Protein C aktiviert. Das aktivierte Protein C
(APC) wiederum bindet an Protein S. Dieser Komplex spaltet und inaktiviert die

Faktoren Va und VIIla, wodurch die Gerinnung gehemmt wird [61].
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Abbildung (2) Gerinnungskaskade (modifiziert nach Rassow et al.: Duale Reihe Bioche-
mie. 1. Auflage, Thieme-Verlag, Stuttgart 2006)
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1.3. Wirkweise der Antikoagulantien

1.3.1. Heparine

Heparine wurden erstmals 1916 entdeckt [53]. Zundchst waren nur unfrak-
tionierte Heparine bekannt. In den 1980er Jahren wurde durch enzymatische
Abspaltungen fraktioniertes (niedermolekulares) Heparin entwickelt, welches
eine geringere spezifische Molmasse als unfraktioniertes Heparin aufweist.

Durch die Bindung von Heparin an AT III wird dessen Wirkung, die Inaktivie-
rung von aktiviertem Faktor V und X (Prothrombinase-Komplex, siehe Abb.
Seite [§), um das tausendfache verstarkt. Im Gegensatz zu den fraktionier-
ten Heparinen hemmt unfraktioniertes Heparin zusétzlich direkt Thrombin
(Faktor I1a)[38]]. Im klinischen Alltag erfolgt die Kontrolle der Wirkung von
unfraktioniertem Heparin durch die Messung der PTT. Zur Dosisanpassung der
niedermolekularen Heparine wird deren Wirkung tiber die Bestimmung der

Faktor Xa-Aktivitdt gemessen.

1.3.2. Cumarine

Die Gerinnungsfaktoren II, VII, IX und X werden durch y-Carboxylierung in der
Leber aktiviert, wobei Vitamin K als Co-Faktor dient [58]. Der Wirkmechanismus
der Cumarine beruht auf einer kompetitiven Inhibition des Enzyms Chinon-
Epoxid-Reduktase, wodurch die Vitamin K-Bildung gehemmt wird [58]]. Die
Wirkung setzt erst nach etwa 48-72 Stunden ein, da die Halbwertszeit von
Thrombin ungefdhr 60 Stunden betrédgt [37]. Daher sollte die Cumarin-Therapie
immer tiberlappend mit der Gabe von Heparin erfolgen [37].

Zu den Cumarinen zdhlt Phenprocumon, das in Deutschland am h&ufigsten
verwendete Derivat, besser unter dem Handelsnamen Marcumar® bekannt,

sowie das vor allem in den USA haufig eingesetzte Warfarin (Coumarin®) .
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Die Wirkung der Cumarine kann durch die Gabe von Vitamin K aufgehoben
werden, allerdings erfolgt dies mit einer Latenz von mehreren Stunden. Zur sofor-
tigen Aufhebung der Wirkung ist die Gabe eines Gerinnungsfaktor-Konzentrats

notwendig [77].

1.3.3. Fondaparinux

Der erste selektive Faktor Xa-Antagonist war Fondaparinux (Arixtra ®, Gla-
xoSmithKline). Fondaparinux enthilt die Bestandteile des niedermolekularen
Heparins (NMH), welche die inhibitorische Wirkung von AT III auf aktivierten
Faktor X verstarken. Somit ist Fondaparinux ein indirekter Faktor Xa-Inhibitor
[38]. Eine Verstarkung der Hemmung des aktivierten Thrombins, wie sie durch
NMH erfolgt, wird durch die Gabe von Fondaparinux nicht ausgelost. Fondapa-
rinux kann nur subkutan verabreicht werden und eignet sich daher wenig fiir

eine langfristige Gabe [38]].

1.3.4. Faktor X-Antagonisten

Rivaroxaban (Bayer HealthCare AG) und Apixaban (Pfizer AG) binden mit sehr
hoher Affinitdt direkt an den aktivierten Faktor X. Dadurch wird sowohl der
extrinsische als auch der intrinsische Weg der Gerinnungskaskade inhibiert (sie-
he Abb. 2] Seite [§). Zusitzlich hemmen die selektiven Gerinnungsinhibitoren
auch den physiologisch entscheidenden, im Prothrombin-Komplex gebundenen
Faktor Xa [56].

Bislang existiert kein spezifisches Antidot. Bei einer schweren Blutungskompli-
kation wird empfohlen PPSB zu verwenden [44].

10
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1.4. Pharmakologische Eigenschaften der Faktor
Xa-Inhibitoren

Die Bioverfiigbarkeit nach oraler Gabe betrégt fiir Rivaroxaban 80-100 %, fiir
Apixaban 50 % [46)162]]. Die maximale Plasmakonzentration erreicht Rivaroxaban
2-4 Stunden, Apixaban 3-4 Stunden nach Einnahme [46, 62]. Fiir Rivaroxaban
liegt die Halbwertszeit im Plasma bei 4-9 Stunden, fiir Apixaban bei 10-14 Stun-
den [46, 62].

Rivaroxaban und Apixaban sind sowohl Substrat des CYP3A4 als auch des
P-Glykoproteins, weshalb sich Wechselwirkungen mit Induktoren und Hem-
mern dieser Enzyme ergeben konnen. Die Medikamente selbst beeinflussen das
Cytochrom-System nicht [4, 5] 11} 56].

Der Abbau von Rivaroxaban erfolgt zu 60 % renal, wobei 30 % unverdndert iiber
den Urin ausgeschieden werden. Die tibrigen 40 % werden bilidr verstoffwech-
selt [79].

Apixaban wird grofitenteils (75 %) hepatobilidr ausgeschieden, 25 % werden tiber
die Nieren eliminiert [62]].

Es konnte fiir beide Wirkstoffe gezeigt werden, dass sowohl Alter, Kérperge-
wicht, Ethnie als auch das Geschlecht keine Dosisanpassung erforderlich machen
[11]. Bei der Einnahme von Rivaroxaban ist bei niereninsuffizienten Patienten
mit einer Kreatinin-Clearance von > 50ml/min keine Reduktion der Dosis not-
wendig [4]. Bei Werten zwischen 50 und 15ml/min sollte eine Anpassung der
Dosis erfolgen, darunter ist Rivaroxaban kontraindiziert [4]. Fiir Apixaban ist ei-
ne Dosisreduktion ab einer GFR von < 30ml/min empfohlen, ab einer GFR von
< 15ml/min liegt eine Kontraindikation vor [5]. Zudem sind beide Medikamen-
te bei Patienten mit méafsiger bis schwerer Beeintrachtigung der Leberfunktion
(Child Pug B und C) kontraindiziert [4} 5].

Ein spezifisches Antidot existiert bislang weder fiir Rivaroxaban noch fiir Apixa-

ban [44]. Derzeit werden mehrere Substanzen in klinischen Studien getestet [57]

11
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1.5. Studienlage und Indikationen flir den Einsatz
von Faktor Xa-Inhibitoren

Bislang sind Rivaroxaban und Apixaban in der Europédischen Union zur Prophy-
laxe tiefer Beinvenenthrombosen und Lungenembolien nach Einsatz von Knie-
und Hiiftgelenksendoprothesen zugelassen, nachdem fiir beide Medikamen-
te in randomisierten, multizentrischen Studien die statistische Uberlegenheit
gegeniiber Enoxaparin gezeigt werden konnte (Apixaban: ADVANCE-2 und
ADVANCE-3 Studie [49]; Rivaroxaban: RECORD 1-3 [24),48]).

Auflerdem werden Faktor Xa-Antagonisten zur Behandlung akuter und rezidi-
vierend auftretender tiefer Beinvenenthrombosen und Lungenembolien einge-
setzt [1, 2]. Multizentrische, randomisierte Studien zeigten keine Unterlegenheit
von Apixaban (AMPLIFY-Studie [6]) und Rivaroxaban (Einstein-DVT, Einstein-
PE [10, 13] gegeniiber Warfarin bzw. Enoxaparin.

Dariiber hinaus sind sie bei Patienten mit nicht valvuldrem Vorhofflimmern
und einem CHA2DS2-VASc-Score > 1 zur Prophylaxe systemischer Embolien
indiziert [1} 2]. Es konnte die Gleichwertigkeit von Rivaroxaban gegeniiber VKA
(ROCKET-AF Studie [59]), sowie die Uberlegenheit von Apixaban gegeniiber
VKA (ARISTOTLE-Studie [29])bzw. gegeniiber Acetylsalicylsdure (ASS) (Apixa-
ban: AVERROES-Studie [17]) gezeigt werden.

Eine weitere Indikation stellt der Einsatz von Faktor Xa-Inhibitoren bei Pati-
enten mit stattgehabtem akuten Koronarsyndrom (ACS) dar. Das ACS ist ein
Uberbegriff tiir Erkrankungen, bei denen es durch den teilweisen bzw. volligen
Verschluss einer Koronararterie zu einer Minderversorgung der Herzmuskulatur
kommt. Dazu zdhlen der akute STEMI, der non-STEMI und die instabile Angina
pectoris.

Die Standardtherapie dieser Patienten besteht derzeit aus der Kombination von
Acetylsalicylsdure mit einem P2Y12 Inhibitor, wie Clopidogrel, um die Ausbil-
dung von Gerinnseln an arteriosklerotischen Plaques und damit den Verschluss
der Koronararterien zu verhindern [33, 69]. Die Wirkung dieser dualen Therapie
beschrankt sich allerdings auf die Hemmung der primdren Hamostase.

In den 1990er Jahren wurde im Rahmen von Studien bereits versucht die duale
Therapie mit Marcumar zu ergdnzen, um eine zusdtzliche Hemmung der plasma-

tischen Gerinnung zu erzielen. In einigen Studien konnte ein Benefit im Hinblick

12
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auf das Auftreten kardiovaskulérer Ereignisse unter der zusatzlichen Therapie
mit VKA gezeigt werden. Jedoch stieg die Rate der Blutungskomplikationen
stark an, sodass dieses Therapieschema letztlich nicht weiter zur Anwendung
kam [8, 63, 74].

Vor dem Hintergrund der selektiven Hemmung des Faktor Xa durch die neuen
Antikoagulantien wurden Studien durchgefiihrt, bei denen das duale Therapie-
schema durch Rivaroxaban bzw. Apixaban ergdnzt wurde.

In der APPRAISE Studie (Phase II-Studie) wurde 1715 Patienten mit Zustand
nach ACS zusétzlich zur dualen Therapie Apixaban gegeben [16]. In dieser Stu-
die zeigte sich ein Anstieg der Blutungskomplikationen, wenngleich der Trend
zur Abnahme kardiovaskuldrer Ereignisse beobachtet wurde [16]. Die darauf
folgende Phase III Studie (APPRAISE-2) wurde wegen einer grofien Zahl schwe-
rer Blutungskomplikationen vorzeitig abgebrochen [7].

In der ATLAS ACS-TIMI 51 (Phase III) Studie wurden 15.526 Patienten mit
kiirzlich stattgehabtem ACS eingeschlossen, die Aspirin oder Aspirin mit P2Y12
Inhibitor und zusétzlich Rivaroxaban in unterschiedlicher Dosierung (2,5 oder
5mg) oder ein Placebo erhielten [54]. Dabei zeigte sich eine signifikante Redukti-
on der Anzahl kardiovaskuldrer Ereignisse gegentiber der Placebo-Gruppe [54].
Die Anzahl der schweren Blutungskomplikationen war gegeniiber der Placebo-
Gruppe nicht signifikant erhoht [54]. Daraufhin wurde die low-dose Gabe von
Rivaroxaban (2,5mg) durch die Europdische Arzneimittel-Agentur (EMA) bei
stattgehabtem ACS mit erhohten Biomarkern zugelassen [1].
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1. Einleitung

Tabelle (1) Vergleich der oralen Antikoagulantien

[41[5][15]
Phenprocoumon Faktor Xa-
(Marcumar®) Inhibitoren
Applikationsart oral oral
zugelassene Indikationen | prophylaktisch prophylaktisch

® postoperative
TVT-Prophylaxe

¢ nach Knie-/Huft-TEP

e bei VHF (CHA2DS2-
VASc-Score > 1)

* nach Herzklappener-

¢ nach Knie-/Hiift-TEP

e bei VHF (CHA2DS2-
VASc-Score > 1)

¢ nach ACS mit erhoh-
ten Biomarkern*

satz therapeutisch
h Myokardinfarkt
* nach Myokardinfar e akute TVT
therapeutisch e akute LAE
e akute TVT
e akute LAE
e TIA
Kontraindikationen erhohte Blutungsneigung; | Kreatinin-Clearance
erhohtes  Blutungsrisiko | < 15ml/min**;
(z.B. GI- Ulzera) Leberfunktionsstorungen***
Schwangerschaft; erhohte Blutungsneigung;
manifeste Niereninsuffizi- | erhohtes Blutungsrisiko
enz; (z.B. GI- Ulzera);
schwere Leberfunktionssto- | Schwangerschaft
rung
Monitoring engmaschige in der Regel nicht notwen-
INR-Kontrollen dig
spezifisches Antidot Vitamin K nicht verftigbar

*: nur Rivaroxaban low-dose (2,5mg); **: Apixaban: ab Kreatinin- Clearance < 30ml/min
Dosisanpassung notwendig, Rivaroxaban: ab Kreatinin- Clearance < 50ml/min Dosisan-
passung notwendig;***: bei leichter bis mifiiger Leberfunktionsstorung (Child Pug A und B)

vorsichtiger Einsatz moglich

TVT: tiefe Venenthrombose; TEP: totale Endoprothese; VHF: Vorhofflimmern; LAE: Lun-
genarterienembolie; TIA: transitorische ischimische Attacke; INR: international normalized
ratio; CHA2DS2-VASc-Score :C=Herzinsuffizienz, H=Hypertonus, A=Alter iiber 75 Jahre,
D=Diabetes mellitus, S=Z.n. Schlaganfall/ TIA, V=Gefiiflerkrankung, A=Alter 65-74 Jahre,

Sc=Geschlecht
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1. Einleitung

1.6. Fragestellung

Ein grofier Vorteil der Faktor Xa-Inhibitoren gegeniiber den herkémmlichen An-
tikoagulantien ist die Tatsache, dass kein Gerinnungs-Monitoring durchgefiihrt
werden muss. Mit der wachsenden Zahl an Indikationen und der immer stiarker
werdenden Verbreitung der Medikamente, zeigt sich jedoch in den letzten Jah-
ren, dass die Einschitzung der Gerinnungssituation in manchen Situationen des
klinischen Alltags unabdingbar ist.

So ist bei Patienten mit akuter Blutung, mit Nierenversagen oder praoperativ
ein schnell verfligbares und kostengiinstiges Messverfahren vonnéten, um die
Situation richtig einschidtzen und die notwendigen Schritte einleiten zu konnen.
Die Globaltests der Gerinnung, Thromboplastinzeit und aktivierte partielle
Thromboplastinzeit, werden routinemaflig in nahezu allen Laboren zur Ge-
rinnungsdiagnostik unter VKA und Heparinen eingesetzt.

Aufgrund der breiten Verfiigbarkeit, der niedrigen Kosten und der bereits vor-
handenen grofsen Erfahrung mit diesen Tests, wéren sie ideal zum Einsatz im
Rahmen der Therapie mit Faktor Xa-Inhibitoren.

Diese Studie untersucht in vivo den Effekt der Faktor Xa-Inhibitoren Rivaroxaban
und Apixaban auf die Globaltests, mit dem langfristigen Ziel einen Test zur
Uberpriifung der Wirksamkeit dieser Medikamente zu etablieren.

Desweiteren wurden an den selben Blutproben spezielle Gerinnungstests durch-
gefiihrt. Dies dient zum einen der weiteren Suche nach Tests zur Gerinnungsdia-
gnostik der Faktor Xa-Inhibitoren, zum anderen aber auch der Uberpriifung, ob
die Aussagekraft dieser Tests unter Faktor Xa-Inhibitoren eingeschrankt ist.
Abschliefiend wurde der Einfluss von Rivaroxaban und Apixaban auf die Throm-
bozytenaktivierung ebenfalls an diesen Blutproben untersucht. Dies ist vor allem
beim gemeinsamen Einsatz von Thrombozytenaggregationshemmern mit Faktor
Xa-Inhibitoren beim akuten Koronarsyndrom von Interesse, um eine mogliche
synergistische Wirkung der beiden Wirkstoffe auszuschliefSen.

Dazu wurden, um den zeitlichen Ablauf der antikoagulatorischen Wirkung dar-
zustellen, serielle Blutentnahmen vor und nach Einnahme von Rivaroxaban oder

Apixaban durchgefiihrt .
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2. Material und Methoden

2.1. Studiendesign

Um die Effekte der direkten Faktor Xa-Inhibitoren auf die verschiedenen Gerin-
nungsparameter im zeitlichen Verlauf zu bestimmen, wurden bei insgesamt 37
Patienten serielle Blutentnahmen durchgefiihrt. Von diesen erhielten 24 Patien-
ten eine Antikoagulation mit Rivaroxaban, 13 mit Apixaban.

Es wurden jeweils 20 ml 3,8 % Citratplasma (S-Monovette® Gerinnung, Citrat
1:10, Sarstedt), 5 ml Hirudinblut (S-Monovette® Hirudin, Sarstedt), 5 ml PFA-Blut
(S-Monovette® fiir PFA 100, Sarstedt)und 5 ml DTI-Blut (Thrombin Blood Col-
lection Tubes, american diagnostica) entnommen. Die Abnahmen erfolgten vor
Einnahme von Rivaroxaban/Apixaban, sowie 2 und 6 Stunden nach Einnahme
des Praparats jeweils aus einer peripheren Vene. Das entnommene Blut wurde
sofort in die Abteilung der klinischen Chemie des Deutschen Herzzentrum Miin-
chen transportiert, wo ein Teil der Tests unmittelbar durchgefiihrt wurde. Jeweils
3 Rohrchen mit 3,8 % Citratplasma und das Blut des DTI-R6hrchens wurden 15
Minuten bei 3800 x g bei Raumtemperatur zentrifugiert. Anschlieffend wurde
der Uberstand bis zur weiteren Verarbeitung bei —80° C tiefgefroren.

In die Studie eingeschlossen wurden Patienten mit einer Antikoagulation durch
Rivaroxaban oder Apixaban. Ausschlusskriterien stellten lediglich eine Andmie
und die Ablehnung durch den Patienten dar.

Die Ethikkommission der medizinischen Fakultidt der Technischen Universitit
Miinchen erteilte die Erlaubnis zur Durchfiihrung dieser Studie. Von allen Pa-
tienten wurde nach ausfiihrlicher Aufklarung das schriftliche Einverstandnis

eingeholt.
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2. Material und Methoden

2.2. Methoden

2.2.1. Thromboplastinzeit (TPZ)
und International Normalized Ratio (INR)

Die Thromboplastinzeit (TPZ) wurde im Labor der klinischen Chemie des DHZ
bestimmt. Hierbei wurde das Dade® Innovin® Reagenz (Siemens Healthcare)
verwendet. Dieses Reagenz enthilt neben rekombinantem humanem Gewe-
befaktor (Thromboplastin), synthetische Phopholipide, Calcium, Puffer und
Stabilisatoren. Die Thrombenbildung im Citrat-Blut wird durch Induktion des
exogenen Aktivierungsweges ausgelost. Das Reagenz wird standardmafiig zur
Uberwachung der Antikoagulation mit Vitamin-K Antagonisten eingesetzt und
zeigt keine Verdnderung bei therapeutischer Heparinisierung.

Gemessen wird die Zeit bis zur Gerinnselbildung nach Zugabe des Reagenz
zum Citrat-Blut. Diese wird als TPZ (TPZicst) in Sekunden angegeben. Um die
Werte verschiedener Labore vergleichen zu kénnen, wurde die International
Normalized Ratio (INR) eingefiihrt. Dieser standardisierte Wert beschreibt das
Verhiltnis von gemessener TPZ (T PZiest) zur TPZ beim Gesunden (TPZ,orma1)

TPZest

INR = —————
TP Znormal

Der Referenzbereich fiir gesunde Personen liegt fiir die TPZ bei 70-120 %, fiir
den INR bei 0,9-1,25.
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2. Material und Methoden

2.2.2. Aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT)

Die aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) wurde, unter Verwendung
des Pathromtin SL® Reagenz (Siemens Healthcare), im Labor der klinischen
Chemie des DHZ bestimmt. Hierbei werden Phospholipide, Oberfldchenakti-
vator und Calcium zu Citratplasma hinzugegeben, was zur Aktivierung des
endogenen Wegs des Gerinnungssystems fiihrt. Es wird wiederum die Zeit bis
zur Ausbildung eines Gerinnsels gemessen.

Der Referenzbereich fiir gesunde Personen liegt bei 25,9-36,6 s.

2.2.3. anti-Faktor Xa Spiegelbestimmung

Die Rivaroxaban-Spiegelbestimmung erfolgte durch das klinisch-chemische La-
bor des DHZ. Es wurde der chromogene Test Coamatic® Heparin (Chromogenix)
verwendet. Als Kalibrationsplasma fiir Rivaroxaban wurde TECHNOVIEW®
Rivaroxaban CAL Set (Technoclone) fiir Konzentrationen von 0 bis 150 ng/ml
verwendet, fiir Konzentrationen bis 500 ng/ml das CAL High Set (Technocolo-
ne). Fiir die Messung des Apixaban-Spiegels wurde TECHNOVIEW® Apixaban
Calibrator (Technoclone) benutzt. Die Messungen wurden in Citratplasma durch-
gefiihrt.

Der Probe wird zunéchst eine vorgegebene Menge an Faktor Xa hinzugefiigt,
welcher durch das im Plasma vorhandene Rivaroxaban inaktiviert wird.
Daraufhin wird chromogenes Substrat S-2732 zugegeben. Der noch vorhandene,
aktive Faktor Xa spaltet von diesem Substrat einen gelben Farbstoff ab, der zu
einer Anderung der Lichtabsorption fiihrt. Diese wird bei 405 nm gemessen und
die Rivaroxaban-Konzentration unter Zuhilfenahme einer Kalibrationskurve

bestimmt.
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2.2.4. Fibrinogenspiegel

Der Fibrinogen-Spiegel wurde ebenfalls im klinisch-chemischen Labor des DHZ
bestimmt. Es wurde das Multifibren U ® Reagenz (Siemens Healthcare) verwen-
det. Bei diesem Test wird, nach der Methode nach Clauss, Thrombin in hoher
Konzentration zum Citratplasma hinzugefiigt. Dadurch ist die Zeit bis zur Ge-
rinnselbildung vorrangig vom Fibrinogengehalt des Plasmas abhéngig, welcher
mit Hilfe einer Eichkurve bestimmt wird.

Der Referenzbereich fiir gesunde Personen liegt bei 1,8-3,53,5 g /1.

2.2.5. Antithrombin Ill Aktivitat

Zur Quantifizierung der Antithrombin-Aktivitdat im Citratplasma wurde das
INNOVANCE® Antithrombin Reagens (Siemens Healthcare) verwendet. Der
Test wurde vom Labor der klinischen Chemie des DHZ durchgefiihrt. Hierbei
wird aktivierter Faktor X im Uberschuss zu der Probe hinzugefiigt. Das im
Citratplasma enthaltene Antithrombin bindet und inaktiviert einen Teil des zuge-
tiigten Faktor Xa. Daraufhin wird ein spezifisches chromogenes Substrat durch
den noch aktiven Faktor X unter Farbfreisetzung gespalten. Durch Messung der
Extinktionszunahme bei 405 nm wird die Geschwindigkeit der Substratspaltung
bestimmt.

Daraus lasst sich nun die Aktivitit des Antithrombins errechnen, da diese sich
umgekehrt proportional zur Freisetzung des Farbstoffes verhilt. Der Referenz-
bereich fiir gesunde Personen liegt bei 83-118 % der Norm.
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2.2.6. D-Dimere

Die quantitative Bestimmung des D-Dimer-Gehaltes wurde ebenfalls durch
das klinisch-chemische Labor des DHZ durchgefiihrt. Verwendet wurde das
INNOVANCE® D-Dimer Reagens (Siemens Healthcare).

Der Test wurde in Citrat-Plasma durchgefiihrt.

Bei der Fibrinolyse wird das quer-vernetzte Fibrin gespalten. Die kleinsten
dabei freiwerdenden Einheiten sind D-Dimere, welche aus zwei vernetzten D-
Fragmenten bestehen.

Zur Messung der im Plasma vorhandenen Menge an D-Dimeren werden Poly-
styrolpartikel verwendet, die mit einem monoklonalen Antikorper beladen sind.
Wenn diese Polystyrolpartikel zu einer Probe gegeben werden, welche D-Dimere
enthédlt kommt es zur Aggregation. Da die D-Dimere spiegelbildlich aufgebaut
sind, kommt das Epitop fiir den monoklonalen Antikdrper zweifach vor. Daher
kommt es unter Verwendung von nur einem Antikdrper zur Ausbildung grofier
Antigen-Antikoérper-Komplexe und damit zu einer Zunahme der Triibung der
Probe, welche immunturbidimetrisch gemessen wird.

Der Referenzbereich fiir gesunde Personen liegt bei 0,55 mg/1 FEU.

2.2.7. Prothrombinfragment F1+2

Die Messung von Prothrombinfragment F 1+2 wurde vom klinisch-chemischen
Labor des DHZ unter Verwendung des Enzygnost® F 1+2 (Siemens Healthcare)
Reagens durchgefiihrt. Bei der Umwandlung von Prothrombin zu Thrombin
im Verlauf der Gerinnungskaskade wird Prothrominfragment (F1+2) freigesetzt.
Durch die Bestimmung der Menge dieser Fragmente konnen Riickschliisse auf
die Menge des tatsdchlich gebildeten Thrombins gezogen werden. Der Test ist
ein antikorperbasiertes Nachweisverfahren (ELISA) nach dem Sandwich-Prinzip.
Dabei wird das Citrat- Plasma auf eine Mikrotiterplatte gegeben, auf deren
Oberflache monoklonale Maus- Anitkorper gegen F 1+2 fixiert sind. Nachdem
Prothrombinfragment daran gebunden hat, wird ein zweiter Peroxidase- kon-
jugierter Antikorper gegen Prothrombin auf die Platte gegeben. Im Anschluss
wird, nach Auswaschen des iiberschiissigen Antikorpers, die Farbintensitit des
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durch die Peroxidase gebildeten Farbstoffes photometrisch bestimmt werden.
Mit Hilfe einer Kalibrationskurve kann die Prothrombinfragment F1+2 Konzen-
tration bestimmt werden.

Der Referenzbereich fiir gesunde Personen liegt bei 69-229 pmol /1.

2.2.8. Thrombingenerierung

Die Messung der Thrombingenerierung wurde mit dem calibrated automated
thrombrogram-based assay®(CAT) von Diagnstica Stago im klinisch-chemischen
Labor des DHZ durchgefiihrt. Um die Gerinnungskaskade zu starten werden
der Probe Calciumionen, Tissue Factor und Phospholipide zugefiigt. Das hierbei
entstehende Thrombin spaltet Fluorophor von einem Substrat ab. Die Anderung
der Fluoreszenz wird kontinuierlich aufgezeichnet. Mithilfe einer Kalibrations-
kurve kann die Thrombinkonzentration gegen die Zeit aufgetragen werden. In
der Thrombingenerierungskurve konnen nun die Parameter Lag Phase, welche
mit der klassischen Gerinnungzeit korreliert, das Thrombinmaxium (CATPeak),
die Gesamtmenge des iiber die Zeit gebildeten Thrombins (ETP), die maximale
Thrombinbildungsgeschwindigkeit und die Zeit bis zum Thrombinpeak abge-
lesen werden. Der Referenzbereich fiir gesunde Personen liegt fiir die ETP bei
1745-2737 mol*min und fiir den CATpeak bei 433-669 nmol [32].

2.2.9. Plattchenaggregometrie

Um die Funktion der Thrombozyten zu testen, wurde der Multiplate® Analyzer
(Roche) verwendet. Die Tests wurden durch das klinisch-chemische Labor des
DHZ durchgefiihrt.

In der Multiplate® Testzelle lagern sich die aktivierten Thrombozyten unter
Ausbildung von Aggregaten an die Sensordrédhte an. Dadurch kommt es zu ei-
ner Anderung des Widerstandes zwischen den Drihten, welcher kontinuierlich
aufgezeichnet wird. Es wird die "area under the curve" (AUC) angegeben.

Im ADPtest Multiplate® Reagens ist Adenosin enthalten, welches nach Zugabe
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die Ausbildung eines Gerinnsels triggert. Ist der P2Y12-Rezeptor gehemmt, zum
Beispiel bei Einnahme von ADP-Antagonisten (Clopidogrel, Prasugrel), kann
die Thrombozytenaggregation weniger oder gar nicht ausgeldst werden (siehe
Abb. [1] Seite [).

TxA; fiihrt zu einer Konformationsanderung des GPIIb/Illa Rezeptors und
dadurch zur Thrombozytenaggregation. Daher kommt es nach Zugabe von
ASPltest Multiplate® Reagens, das Arachidonsdure enthélt, zur Thrombozy-
tenaggregation. Ist jedoch die COX-1 durch den Wirkstoff Acetylsalicylsdure
irreversibel gehemmt, so ist die Thrombozytenaggregation abgeschwacht oder
sie bleibt vollstandig aus.

Die Thrombozytenaktivierung und Konformationsdnderung des GPIIb/Illa
Rezeptors kann auch iiber Thrombin ausgeldst werden. Dieser Aktivierungs-
weg kann, Thrombin-unabhéngig, durch die Zugabe von TRAP-6 (TRAPtest
Multiplate®), welches PAR-1 stimuliert, getestet werden.

Desweiteren werden Thrombozyten durch Kollagen aktiviert (siehe Abb. [1} Seite
. Kommt es bei Zugabe von Kollagen (COLtest Multiplate®) zu einer abge-
schwichten oder aufgehobenen Thrombozytenaggregation, so konnen somit
sowohl die Inhibierung der Cyclooxigenase durch Acetysalicylsdure als auch die
Inhibierung des GPIIb /Illa-Rezeptors die Ursache sein.

Der Referenzbereich fiir gesunde Personen liegt bei 570-1130 AU*min fiir den
ADP-Test, 710-1150 AU*min fiir den ASPI-Test und 840-1280 AU*min fiir den
TRAP-Test.
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Abbildung (3) Beispiel einer Multiplate® Messung aus der Gruppe der Rivaroxaban-

Patienten
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2.2.10. Thrombelastometrie

Die ROTEM®-Analyse (Rotations-Thromb-Elastogramm) wurde im klinisch-
chemischen Labor des DHZ durchgefiihrt.

Hierbei wird PFA-Blut in eine Kiivette gegeben, in die ein zylindrischer Stempel
eintaucht. Dieser Stempel wird abwechselnd nach links und nach rechts gedreht.
Kommt es zur Blutgerinnung, so hemmt das Gerinnsel die Drehung zunehmend
mit steigender Gerinnselfestigkeit. Ein an das Messgerit angeschlossener Com-
puter berechnet die Kurve.

Durch Zugabe unterschiedlicher Reagenzien konnen verschiedene Aspekte der
Gerinnungskaskade analysiert werden. Im EXTEM kommt es zur Aktivierung
der extrinsischen Gerinnung durch TF.

Im INTEM wird die intrinsische Gerinnung tiber die Kontaktphase ausgelost.
Es wird die CT (Clotting Time) von Beginn der Messung bis zum Einsetzen der
Gerinnung gemessen. Aufserdem wird die CFT (Cot Formation Time), welche
die Zeit vom Beginn der Gerinnung bis zur Ausbildung eines Gerinnsels ei-
ner bestimmten Stabilitdt bestimmt. Anhand der Kurve konnen aufierdem der
Alpha-Winkel, der die Steigung der Kurve zeigt, und die MCF (Maximum Clot
Firmness) abgelesen werden.

Die Referenzbereiche fiir gesunde Personen liegen bei CT (EXTEM): 42-74 s,
CT (INTEM): 137-246 s; CFT (EXTEM): 46-148 s, CFT (INTEM): 40-100 s; MCF
(EXTEM): 49-71 mm, MCF (INTEM): 52-72 mm [47].
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Abbildung (4) Thrombelastometrie
Quelle: https://www.rotem.de/methodik/rotem-analyse/

2.2.11. von Willebrand Faktor

Die Bestimmung der Konzentration von vWF und aktivem vWF wurde durch
das Department of Clinical Chemistry and Hematology des University Medical
Center Utrecht in den Niederlanden durchgefiihrt.

Dazu wurde ein halbautomatischer ELISA Roboter (Freedom EVO, Tecan, Schweiz)
verwendet. Zur Bestimmung des aktiven vVWF wurde ein in Utrecht entwickelter,
llama-anti-active VWF Antikorper (UMC-Utrecht, clone: AU/VWE-all), verwen-
det [41,64]. Um den Gesamtspiegel von vWF, also aktivierter und nicht-aktiver
vWE zu messen, wurde anti-total vVWF IgG (DAKO, A0082) eingesetzt [64]. Die
Mikrotiterplatten wurden tiber Nacht bei 4 © C mit 0,0775 pg/ml anti-total vVWF
IgG bzw. 5 ng/ml anti-active vWF inkubiert [64]. Darauthin wurden die Platten
5 mal mit PBS, welches 0,5 % Tween 20 enthielt, gewaschen. Danach wurden die
Proben verdiinnt, 1:625 fiir gesamt-vWF und 1:10 fiir aktivierten vWE, aufgetra-
gen und fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert [41].

Anschlieffend wurden die Platten erneut gewaschen und mit 0,55 ng/ml po-
lyklonalem rabbit-anti-human vWF bzw. anti-human-active vVWE, welche mit
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Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert waren, fiir eine Stunde bei Raum-
temperatur inkubiert [41} 64]. Die Platten wurden danach mit 100 pl 3,3’,5,5'-
tetramethylbenzidine (TMB) Substrat inkubiert. Die Reaktion wurde durch
H>SO, gestoppt und der Farbumschlag durch einen Spectramax reader (MDS
Analytical Technologies) bei 450 nm gemessen. Der Median der bei 652 gesunden
Erwachsenen gemessenen Werte fiir akivierten vVIWF lag bei 264 ng/ml [64]. Fiir
den gesamt-vWF Spiegel lag dieser im selben Patientenkollektiv bei 19,6 pg/ml
[64].

2.2.12. Faktor VIl und Faktor Vlla

Die Spiegelbestimmung von Faktor VII und Faktor VIIa erfolgte ebenfalls durch
das Department of Clinical Chemistry and Hematology des University Medical
Center Utrecht in den Niederlanden.

Es wurde auch hier ein halbautomatischer ELISA Roboter (TECAN freedom EVO
robot, Mannedorf, Schweiz) benutzt. Uber Nacht wurden die Mikrotiterplatten
mit polyklonalem anti-Faktor VII-Antikorper (1 ng/ml, SAFVII-IG; Stago, As-
nieres sur Seines, Frankreich) bzw. mit dem in Utrecht entwickeltem anti-Faktor
VIla-Antikorper (2 pg/ml o FVIIa-VHV) bei 4° inkubiert [39]. Danach wurden
die Platten 5 mal mit PBS, welches 0,5 % Tween 20 enthielt, gewaschen. Die Blut-
proben wurden mit PBS/10,5 % BSA 20:1 fiir Faktor VII und 4:1 fiir Faktor VIIa
verdiinnt, aufgetragen und fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert [39].
Hierauf wurden die Platten erneut mit PBS/ 0,5 % Tween 20 gewaschen und mit
chicken-anti-Faktor VIla-Antikorper (Verdiinnung: 1:5000, Abcam, Cambridge,
UK) bzw. mit HRP-konjugiertem anti-Faktor VII-Antikorper (1 ng/ml, SAFVII-
HRP; Stago) inkubiert [39]. Zur Messung des Faktor VIla wurden die Platten,
nach einem erneuten Waschschritt, mit HRP-konjugiertem donkey-anti-chicken-
Antikorper (Verdiinnung: 1:5000, Jackson Immuno Research, West Grove, PA,
USA) inkubiert. Danach wurde das Substrat zugefiigt und der Farbumschlag
durch Spectramax reader (MDS Analytical Technologies) bei 450 nm gemessen.
In einer vom Department of Clinical Chemistry and Hematology des University
Medical Center Utrecht durchgefiihrten Studie wurden bei insgesamt 275 inten-
sivmedizinisch betreuten Patienten die Faktor VII und Faktor VIIa Spiegel mit
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oben beschriebenem Verfahren bestimmt. Hierbei zeigte sich fiir Faktor VII ein
medianer Plasmaspiegel von 4.2 ng/ml (25. und 75. Perzentile: 1,7 ng/ml; 9,3
ng/ml) und fiir Faktor VIla ein medianer Plasmaspiegel von 205 ng/ml (25. und
75. Perzentile: 133,0 ng/ml; 426,2 ng/ml)[39].

2.2.13. Beta-Thromboglobulin

Zur Messung der Plattchenaktivierung wurde 3-Thromboglobulin gemessen.
Dieses wird in den «-Granula der Thrombozyten gespeichert und bei deren
Aktivierung ausgeschiittet. Die Messungen wurden vom Department of Clinical
Chemistry and Hematology des University Medical Center Utrecht in den Nie-
derlanden durchgefiihrt.

Die Mikrotiterplatten wurden zundchst mit monoklonalem mouse anti-human
NAP-2 (MAB393; 1 ng/ml) tiber Nacht inkubiert [68]. Am ndchsten Tag wurde
mit 1 % BSA geblockt und die Platten mit 1:80 verdiinntem Citratplasma inku-
biert [68]. Danach wurde mit PBS/ 0,5 % Tween 20 gewaschen. Zur Detektion
wurde mit Biotin-konjugierter goat anti-human NAP-2 (BAF393; 50 ng/ml),
verwendet [68]]. Es wurde Straptavidin-poly-HRP und SuperSignal West Pi-
co Chemiluminescent Substrat dazugegeben. Danach wurde die Lumineszenz
mit einem Spectramax reader (MDS Analytical Technologies) gemessen. In
einer Studie, die ebenfalls vom Department of Clinical Chemistry and Hema-
tology des University Medical Center Utrecht durchgefiihrt wurde, wurde der
B-Thromboglobulin- Spiegel bei 628 gesunden, unter 50-jahrigen Frauen mit
oben genannter Methode bestimmt. Hierbei zeigte sich ein medianer Spiegel von
46,5 ng/ml(25. und 75. Perzentile: 35,7 ng/ml; 58,4 ng/ml)[68].

2.2.14. Losliches P-Selektin

Zur Messung der Thrombozytenaktivierung wurde 16sliches P-Selektin (sP-
Selektin) bestimmt, welches in den x-Granula der Thrombozyten gespeichert ist
und bei deren Aktivierung ausgeschiittet wird.
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Die Konzentration des sP-Selektins wurde durch das Department of Clinical
Chemistry and Hematology des University Medical Center Utrecht in den Nie-
derlanden gemessen.

Fiir die Durchfiihrung des ELISAs wurde ein halbautomatischer ELISA Roboter
(TECAN freedom EVO robot, Mdnnedorf, Schweiz) verwendet. Die Mikrotiter-
platten wurden tiber Nacht mit mouse anti-human P-selectin Antikérper

(1 pg/ml, DY137 Duoset; R&D Systems, Abingdon, UK) bei 4° inkubiert [75]. Am
ndchsten Tag wurden die Platten 5 mal mit PBS/ 0,5 % Tween20 gewaschen und
danach wurde das Plasma (Verdiinnung: 1:10) aufetragen. Nach einer Inkubati-
onszeit von 2 Stunden bei Raumtemperatur, wurden die Platten erneut 5 mal mit
PBS/ 0,5 % Tween20 gewaschen und mouse anti-human P-selectin Antikorper
(0,01 pg/mL) wurde aufgetragen [75]. Nachdem die Platten gewaschen wurden,
wurde Streptavidin-poly- HRP fiir eine Stunde hinzugefiigt und danach erfolgte
wieder das Waschen mit PBS/ 0,5 % Tween20. Hierauf wurde SuperSignal ELISA
Pico chemiluminescent Substrat aufgetragen und die Lumineszenz wurde nach
einer Stunde bei 490nm mit dem SpectraMax L microplate reader (Molecular
Devices Inc. Silicon Vally, CA, USA) gemessen. Mit der selben Methode wurde
in einer Studie, ebenfalls am Department of Clinical Chemistry and Hematology
des University Medical Center Utrecht bei 40 Patienten mit Mitralklappenin-
suffizienz der Plasmaspiegel des sP-Selektins gemessen. Hierbei ergab sich ein
medianer Spiegel von 62,7 ng/ml (25. und 75. Perzentile 49,0 ng/ml; 76,4 ng/ml
[43]

2.2.15. Thrombospondin 1

Auch Thrombospondin 1 (TSP-1) ist ein Marker fiir die Plattchenaktivierung.
Der TSP-1-Spiegel wurde im Department of Clinical Chemistry and Hematology
des University Medical Center Utrecht in den Niederlanden gemessen.

Es wurde auch hier der halbautomatische ELISA Roboter (TECAN freedom EVO
robot, Madnnedorf, Schweiz) verwendet. Zundchst wurde der erste Antikorper
mouse anti-TSP-1 IgG (0,5 ng/ml, DY3074; R&D Systems, Abingdon, UK) auf
die Mikrotiterplatten aufgebracht und tiber Nacht bei 4° inkubiert [40]. Am Tag
darauf erfolgte nach 5 Waschschritten mit PBS/ 0,5 % Tween20 eine zweistiindi-
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ge Inkubation mit 1:15 verdiinntem Plasma bei Raumtemperatur [40]. Danach
wurden die Platten wieder, wie oben beschrieben, gewaschen und der zweite
Antikorper goat anti-human TGF-1b IgG (100 ng/ml, BAF3074; R&D Systems,
Abingdon, UK) aufgetragen. Hierauf erfolgten erneut 5 Waschschritte [40]. Da-
nach wurde mit Streptavidin-poly-HRP fiir eine Stunde inkubiert. Nachdem
wieder das Waschen mit PBS/0,5 % Tween20 erfolgt war, wurde SuperSignal
ELISA Pico chemiluminescent Substrat aufgetragen und die Lichterscheinung
wurde nach einer Stunde mit dem SpectraMax L microplate reader (Molecular
Devices Inc. Silicon Vally, CA, USA) gemessen. Mit dieser Methode wurde in
einer Studie des Department of Clinical Chemistry and Hematology des Uni-
versity Medical Center Utrecht bei 293 Patienten mit akutem Koronarsyndrom
(ACS) der TSP-1-Spiegel gemessen. Hierbei zeigte sich ein medianer Wert von
231,2 ng/ml (25. und 75. Perzentile: 151,5 ng/ml; 358,0 ng/ml)[40].

2.2.16. Thrombin-Antithrombin-Komplex (TAT)

Der Thrombin-Antithrombin-Komplex Spiegel wurde im Department of Clinical
Chemistry and Hematology des University Medical Center Utrecht in den Nie-
derlanden gemessen.

Fiir die Durchfiihrung des ELISAs wurde ein halbautomatischer ELISA Roboter
(TECAN freedom EVO robot, Mannedorf, Schweiz) verwendet.

Uber Nacht wurden die Mikrotiterplatten mit sheep anti-human thrombin
(HAP1204-A2R1, Kordia/Aff. Biologicals) bei 4° inkubiert. Danach wurden die
Platten 5 mal mit PBS, welches 0,5 % Tween 20 enthielt, gewaschen. Die Blutpro-
ben wurden mit PBS/1 % BSA 4:1 verdiinnt, aufgetragen und fiir 2 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Hierauf wurden die Platten erneut mit PBS/0,5 %
Tween 20 gewaschen und mit Peroxidase-konjugiertem sheep anti-human anti-
thrombin (ATIII) (HRPAP2063-AR1 Kordia/ Aff. Biologicals) inkubiert. Zur Mes-
sung der TAT Komplexe wurden die Platten, nach einem erneuten Waschschritt,
Streptavidin-poly- HRP fiir eine Stunde hinzugefiigt. Danach erfolgte wieder
das Waschen mit PBS/ 0,5 % Tween20. Danach wurde das Substrat zugeftigt und
der Farbumschlag durch Spectramax reader (MDS Analytical Technologies) bei
490 nm gemessen. Der Normwert fiir TAT- Komplex ist <4,6 pg/ml. [76]
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2.2.17. Statistische Auswertung

Bevor der T-Test durchgefiihrt wurde, wurde mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov
Test gepriift, ob die Daten normalverteilt sind.

Die demographischen Daten der beiden Patientengruppen wurden mit Hilfe des
T-Testes auf Vergleichbarkeit untersucht.

Da die Laborparameter nicht normalverteilt waren, wurden nicht-parametrische
Tests fiir deren Auswertung verwendet. Zum Vergleich der Messwerte zu den
verschiedenen Zeitpunkten innerhalb der einzelnen Gruppen wurde der Wilcoxon-
Test fiir verbundene Stichproben angewandt.

Um die beiden Gruppen untereinander zu vergleichen wurde der Mann-Whitney-
U-Test durchgefiihrt.

Der Unterschied zwischen zwei Parametern wurde als signifikant betrachtet,
wenn der p-Wert < 0,05 war. Fiir die Auswertung wurde das Programm SPSS
(IBM SPSS Statistics 22) benutzt.
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3. Auswertung der Ergebnisse

3.1. Charakterisierung des Patientenkollektivs

Die beiden Studiengruppen waren hinsichtlich ihres Alters, der Vorerkrankun-
gen und ihrer Medikation vergleichbar. Es zeigte sich lediglich ein Unterschied
bei der Verteilung der Geschlechter, wobei in der Rivaroxaban Gruppe 84 % der
Patienten méannlich waren, wahrend in der Apixaban Gruppe 54 % méannlich
waren (siehe Tabellen Seite 7).

Die routineméfSig durchgefiihrten Labortests zeigten ebenfalls keine Unterschie-
de zwischen den beiden Gruppen (siehe Tabelle [}, Seite [72).

Zusétzlich wurden die Komplikationen wahrend des Klinikaufenthaltes unter-
sucht (siehe Tabelle [5] Seite [73). Es kam in beiden Gruppen zu keinen schweren
Blutungskomplikationen, thromboembolischen Komplikationen oder Todesfal-
len. Es traten 3 Perikardergiisse in der Apixaban Gruppe auf, welche alle keiner
Intervention bedurften. In der Rivaroxaban Gruppe trat ein Leistenhdmatom von
mehr als 5 mm Durchmesser auf, wobei ebenfalls keine Intervention notwendig

war. Insgesamt entspricht dies einer Rate von 11 % leichter Komplikationen.
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3. Auswertung der Ergebnisse

3.2. Globaltests

Die Ergebnisse der Messungen sind in Tabelle [} Seite dargestellt.

In der Rivaroxaban-Gruppe ergab sich eine hochsignifikante Anderung

(p < 0,001) der TPZ und des INR sowohl 2 Stunden als auch 6 Stunden nach Me-
dikamenteneinnahme verglichen mit den Werten vor Medikamenteneinnahme,
wobei sich ein Trend zur Abnahme der Werte nach 6 Stunden zeigte.

In der Apixaban-Gruppe zeigte sich eine signifikante Anderung der Werte der
TPZ beim Vergleich der Baseline-Werte mit den Werten nach 2 und nach 6 Stun-
den (p < 0,05). Fiir den INR war sowohl nach 2 Stunden (p< 0,05) als auch nach
6 Stunden (p < 0,01) ein signifikanter Anstieg zu beobachten.
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Abbildung (5) Thromboplastinzeit vor Medikamenteneinnahme, 2 Stunden und 6 Stun-
den nach Einnahme von Rivaroxaban bzw. Apixaban

*: p < 0,05 versus baseline; **: p < 0,01 versus baseline; ***: p < 0,001 versus baseline

+ :p < 0,05 versus Apixaban; ++ : p < 0,01 versus Apixaban; +++ : p <0,001 versus
Apixaban
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Abbildung (6) INR vor Medikamenteneinnahme, 2 Stunden und 6 Stunden nach Ein-
nahme von Rivaroxaban bzw. Apixaban

*: p < 0,05 versus baseline; **: p < 0,01 versus baseline; ***: p < 0,001 versus baseline

+ :p < 0,05 versus Apixaban; ++ : p < 0,01 versus Apixaban; +++ : p <0,001 versus
Apixaban

Die Messungen der aPTT der Rivaroxaban Gruppe zeigten hochsignifikante
Anderungen 2 bzw. 6 Stunden nach Einnahme der Medikation im Vergleich
zur Baseline-Messung (p < 0,001), wobei auch hier ein Trend zur Abnahme der
Werte nach 6 Stunden zu beobachten war.

Auch in der Apixaban-Gruppe stieg die aPTT zu beiden Abnahmezeiten signifi-
kant gegeniiber der Baseline (p < 0,01)an.

Beim Vergleich der beiden Gruppen untereinander zeigte sich ein signifikanter
Unterschied der Messwerte fiir die TPZ (p < 0,01 nach 2 Stunden, p < 0,05 nach
6 Stunden), den INR (p < 0,01 nach 2 Stunden) und die aPTT (p < 0,001 nach 2
Stunden, p = 0,001 nach 6 Stunden).
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Abbildung (7) Partielle Thromboplastinzeit vor Medikamenteneinnahme, 2 Stunden
und 6 Stunden nach Einnahme von Rivaroxaban bzw. Apixaban

*: p < 0,05 versus baseline; **: p < 0,01 versus baseline; ***: p < 0,001 versus baseline

+ :p < 0,05 versus Apixaban; ++ : p < 0,01 versus Apixaban; +++ : p <0,001 versus
Apixaban



3. Auswertung der Ergebnisse

3.3. Anti-Faktor Xa-Spiegel

Die Messungen der anti-Faktor Xa-Aktivitat sind in Tabelle [7] Seite [75|gezeigt.
In beiden Gruppen kam es zu einem hochsignifikanten Anstieg der anti-Faktor
Xa-Aktivitdt beim Vergleich der Baseline-Werte mit den Werten nach 2 bzw. 6
Stunden (p < 0,001). Dabei ist auch ein Abfall der Werte nach 6 Stunden im
Vergleich zu den Werten nach 2 Stunden zu beobachten. Die beiden Gruppen

zeigten im Vergleich untereinander keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung (8) anti-Faktor Xa-Aktivitit vor Medikamenteneinnahme, 2 Stunden und 6
Stunden nach Einnahme von Rivaroxaban bzw. Apixaban

*: p < 0,05 versus baseline; **: p < 0,01 versus baseline; ***: p < 0,001 versus baseline

+ :p < 0,05 versus Apixaban; ++ : p < 0,01 versus Apixaban; +++ : p <0,001 versus
Apixaban
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3. Auswertung der Ergebnisse

3.4. Gerinnungsparameter

3.4.1. Spezifische Gerinnungstests

Die Messungen der spezifischen Gerinnungstests sind in Tabelle [8, Seite |76|und
dargestellt.

Die Bestimmung des CATPeaks bei der Thrombingenerierung zeigte in der
Rivaroxaban Gruppe einen hochsignifikanten Abfall der Werte, sowohl beim
Vergleich der Werte vor Medikamenteneinnahme mit den Werten nach 2 Stunden
(p < 0,001), als auch mit den Werten nach 6 Stunden (p < 0,001). Die Bestimmung
des CATPeaks zeigte in der Apixaban Gruppe einen signifikanten Abfall im
Vergleich zur Baseline zu beiden Abnahmezeitpunkten (p <0,05).
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Abbildung (9) CATPeak vor Medikamenteneinnahme, 2 Stunden und 6 Stunden nach

Einnahme von Rivaroxaban bzw. Apixaban
*: p < 0,05 versus baseline; **: p < 0,01 versus baseline; ***: p < 0,001 versus baseline
+ :p < 0,05 versus Apixaban; ++ : p < 0,01 versus Apixaban; +++ : p <0,001 versus

Apixaban
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Die Berechnung des ETP-Wertes in der Rivaroxaban Gruppe zeigte eine signifi-
kante Anderung (p < 0,05) beim Vergleich der Werte nach 2 Stunden zur Baseline
und keine signifikante Verdnderung beim Vergleich der Werte nach 6 Stunden
zur Baseline.

Der ETP-Wert in der Apixaban Gruppe dnderte sich signifikant (p < 0,05) beim
Vergleich der Werte nach 2 Stunden zur Baseline. Dagegen zeigte sich keine
signifikante Anderung beim Vergleich mit den Werten nach 6 Stunden.
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Abbildung (10) ETP vor Medikamenteneinnahme, 2 Stunden und 6 Stunden nach
Einnahme von Rivaroxaban bzw. Apixaban

*: p < 0,05 versus baseline; **: p < 0,01 versus baseline; ***: p < 0,001 versus baseline
+:p < 0,05 versus Apixaban; ++ : p < 0,01 versus Apixaban; +++ : p <0,001 versus

Apixaban

Der AT III-Aktivitat zeigte nach 2 Stunden einen hochsignifikanten Anstieg

(p < 0,001). Auch nach 6 Stunden war der Wert im Vergleich zur Baseline erhoht
(p < 0,01).

Auch in der Apixaban-Gruppe stieg der AT III-Aktivitdt im Vergleich zur Baseli-
ne signifikant an (p < 0,01 fiir Baseline versus 2 Stunden, p < 0,05 fiir Baseline
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versus 6 Stunden).

150
—Rivaroxaban

— Apixaban

1

130

120

AT 11l [mg/dl]

110

90

Zeit nach Medikamenteneinnahme [h]

Abbildung (11) Antithrombin III-Aktivitit vor Medikamenteneinnahme, 2 Stunden
und 6 Stunden nach Einnahme von Rivaroxaban bzw. Apixaban

*: p < 0,05 versus baseline; **: p < 0,01 versus baseline; ***: p < 0,001 versus baseline
+:p < 0,05 versus Apixaban; ++ : p < 0,01 versus Apixaban; +++ : p <0,001 versus
Apixaban

Bei den Messungen des Fibrinogen-Spiegels, der D-Dimere, der Prothrombin-
fragmente F1+F2, des Faktor VII und VIla und der TAT-Komplexe ergaben sich
in beiden Gruppen keine signifikanten Verdnderungen beim Vergleich der Werte
der verschiedenen Zeitpunkte.

Beim Vergleich der beiden Gruppen untereinander zeigte sich ein signifikanter
Unterschied des CATPeaks (p < 0.05 nach 2 Stunden, p = 0,01 nach 6 Stunden).
Aufierdem ergab sich ein signifikanter Unterschied der Faktor VII-Konzentration,
wobei Faktor VII in der Apixaban-Gruppe sowohl vor Einnahme der Medikation
als auch 6 Stunden nach Einnahme, signifikant hther war als in der Rivaroxaban-
Gruppe.

Fiir alle tibrigen Werte zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den

beiden Gruppen.
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3.4.2. Thrombelastogramm

Die Ergebnisse der ROTEM®-Analyse sind in Tabelle @ Seite und darge-
stellt.

Bei den Messungen in der Rivaroxaban-Gruppe war die CT nach Zugabe von
EXTEM zur Gerinnungsaktivierung sowohl 2 Stunden (p< 0,01) als auch 6 Stun-
den nach Medikamenteneinnahme (p < 0,01) signifikant verldangert.

In der Apixaban-Gruppe war die CT nach Zugabe von EXTEM beim Vergleich
der Werte 2 Stunden nach Medikamenteneinnahme mit denen vor Medikamen-
teneinnahme signifikant (p < 0,05) verlangert. Beim Vergleich der Werte vor
Medikamenteneinnahme und 6 Stunden danach zeigte sich kein signifikanter

Unterschied.
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Abbildung (12) Clotting Time bei Gerinnungsaktivierung durch EXTEM vor Medi-
kamenteneinnahme, 2 Stunden und 6 Stunden nach Einnahme von Rivaroxaban bzw.
Apixaban

*: p < 0,05 versus baseline; **: p < 0,01 versus baseline; ***: p < 0,001 versus baseline
+:p < 0,05 versus Apixaban; ++ : p < 0,01 versus Apixaban; +++ : p <0,001 versus
Apixaban
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Nach Einnahme von Rivaroxaban zeigten die CFT, der alpha-Winkel und die
MCEF, bei Gerinnungsaktivierung durch EXTEM, keine signifikanten Verande-
rungen.

In der Apixaban Gruppe dagegen waren bei den Messungen der CFT und des
alpha-Winkels nach Gerinnungsaktivierung durch EXTEM signifikante Ande-
rungen zu beobachten. Die Werte 2 Stunden nach Einnahme von Apixaban
verglichen mit denen vor Einnahme zeigten signifikante Unterschiede (p< 0,05),
wihrend der Vergleich mit den Werten 6 Stunden nach Einnahme keinen signifi-
kanten Unterschied zeigte.

Die MCF (Maximal Clot Firmness) nach Zugabe von EXTEM zeigte stets keine
signifikante Anderung.
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Abbildung (13) Clot Formation Time bei Gerinnungsaktivierung durch EXTEM vor
Medikamenteneinnahme, 2 Stunden und 6 Stunden nach Einnahme von Rivaroxaban bzw.
Apixaban

*: p < 0,05 versus baseline; **: p < 0,01 versus baseline; ***: p < 0,001 versus baseline

+ :p < 0,05 versus Apixaban; ++ : p < 0,01 versus Apixaban; +++ : p <0,001 versus
Apixaban
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Abbildung (14) alpha-Winkel bei Gerinnungsaktivierung durch EXTEM vor Medi-
kamenteneinnahme, 2 Stunden und 6 Stunden nach Einnahme von Rivaroxaban bzw.
Apixaban

*: p < 0,05 versus baseline; **: p < 0,01 versus baseline; ***: p < 0,001 versus baseline

+ :p < 0,05 versus Apixaban; ++ : p < 0,01 versus Apixaban; +++ : p <0,001 versus
Apixaban

Nach Aktivierung der Gerinnung durch die Zugabe von INTEM war die CT beim
Vergleich der Ergebnisse vor Einnahme von Rivaroxaban mit den Ergebnissen 2
Stunden und 6 Stunden nach Einnahme hochsignifikant (p < 0,001)verldngert.
Die CFT, der alpha-Winkel und die MCF waren auch hier 2 Stunden und 6
Stunden nach Einnahme von Rivaroxaban nicht signifikant verdndert.

In der Apixaban Gruppe zeigte sich ein signifikanter Anstieg der CT beim Ver-
gleich vor Einnahme und nach 6 Stunden (p < 0,01). Bei den Messungen 2
Stunden nach Apixaban-Einnahme war dieser signifikante Anstieg noch nicht
zu beobachten.

Die Analyse der CFT, des alpha-Winkels und der MCF nach Zugabe von INTEM
ergaben keine signifikanten Verdnderungen im Verlauf der Zeit nach Einnahme

von Apixaban.
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Abbildung (15) Clotting Time bei Gerinnungsaktivierung durch INTEM vor Medi-
kamenteneinnahme, 2 Stunden und 6 Stunden nach Einnahme von Rivaroxaban bzw.
Apixaban

*: p < 0,05 versus baseline; **: p < 0,01 versus baseline; ***: p < 0,001 versus baseline

+ :p < 0,05 versus Apixaban; ++ : p < 0,01 versus Apixaban; +++ : p <0,001 versus
Apixaban

Beim Vergleich der beiden Gruppen untereinander zeigte sich ein signifikanter
Unterschied der CT bei EXTEM nach 2 Stunden (p = 0,001) und nach 6 Stunden
(p =0,01). Auch der Vergleich der Werte der CT bei INTEM zeigte einen signifi-
kanten Unterschied nach 2 Stunden (p = 0,02), wahrend dieser nach 6 Stunden
keinen signifikanten Unterschied mehr zeigte.

Bei allen iibrigen Messungen waren keine signifikanten Unterschiede der beiden
Gruppen zu beobachten.
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3. Auswertung der Ergebnisse

3.5. Thrombozytenfunktionstests

Um die Thrombozytenfunktion zu analysieren wurden Multiplate Tests durch-
gefiihrt (siehe Tabelle [I0} Seite [80).

Dabei zeigte sich sowohl in der Rivaroxaban- als auch in der Apixaban-Gruppe
in keinem der Tests eine signifikante Anderung beim Vergleich der Werte vor
und 2 Stunden nach Medikamenteneinnahme. Es ergab sich in beiden Gruppen
auch keine signifikante Veranderung beim Vergleich der Werte vor Medikamen-
teneinnahme und 6 Stunden danach. Auch der Vergleich der beiden Gruppen
untereinander zeigte keine signifikanten Unterschiede.

Zur weiteren Untersuchung der Thrombozytenaktivierung wurden Stoffe unter-
sucht, welche bei der Plattchenaktivierung von diesen sezerniert werden (siehe
Tabelle Seite [81). Dabei zeigte sich in beiden Gruppen kein signifikanter
Unterschied der Messungen vor Einnahme der Medikation verglichen mit den
Werten 2 bzw. 6 Stunden nach Einnahme. Auch hier wurde ein Vergleich der
Werte beider Gruppen untereinander durchgefiihrt. Dieser zeigte ebenfalls keine

signifikanten Unterschiede der Messergebnisse.
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4.1. Zusammenfassung der Ergebnisse

Die im vorangegangenen Kapitel dargestellten Ergebnisse der Studie sind in

nachfolgender Auflistung zusammenfassend aufgefiihrt:

¢ Die beiden Faktor Xa-Inhibitoren haben unterschiedliche Auswirkungen
auf die Globaltests.

— Beide Medikamente haben Einfluss auf die Ergebnisse der Globaltests
(TPZ, INR und aPTT).
— Rivaroxaban fiihrt zu einer signifikant grofieren Veranderung der Glo-

baltests (TPZ, INR und aPTT) als Apixaban.

* Um die Wirkung der beiden Medikamente zu quantifizieren ist die Bestim-
mung der Anti-Faktor Xa-Aktivitdt am besten geeignet.

* Beide Medikamente zeigen Einfluss auf die Thrombingenerierung.

* Die Wirkung der Medikamente auf die Thrombelastometrie ist analog zur
Wirkung auf die Globaltests.

¢ Alle iibrigen Gerinnungsparameter werden durch keinen der Faktor Xa-
Inhibitoren beeinflusst.

* Durch keines der beiden Medikamente kommt es zu einer Beeinflussung
der Thrombozytenfunktion.
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4.2. Beeinflussung der Globaltests durch die Faktor
Xa-Inhibitoren

Ein grofier Vorteil der Neuen Oralen Antikoagulantien gegeniiber den bislang
meist eingesetzten Vitamin K-Antagonisten, ist die Tatsache, dass sie keines
Monitorings bediirfen [5][4].

Jedoch kommt es durch den immer hédufigeren Einsatz der NOAKSs und die Zu-
nahme der Indikationen, 6fter zu Situationen im klinischen Alltag, in denen eine
Einschdtzung der Gerinnungssituation vonnéten ist [21, 27]. Gerade im Notfall
wire ein schneller, kostengiinstiger und einfach durchzufiihrender Labortest
wiinschenswert, um die Wirkung der NOAKSs einschdtzen zu konnen.

Diese Voraussetzungen erfiillen die Globaltests, TPZ und aPTT, da sie in nahezu

allen Laboren routinemifiig eingesetzt werden.

4.2.1. Rivaroxaban

Douxfils et al. fithrten eine in vitro Studie durch, bei der gepooltes Plasma mit ver-
schiedenen Konzentrationen Rivaroxaban versetzt wurde und in diesen Proben
die TPZ mit verschiedenen Reagenzien gemessen wurde [20]. Dabei zeigte sich
eine lineare Korrelation der TPZ mit der Medikamentenkonzentration [20]. Aller-
dings unterschied sich die Genauigkeit der Messergebnisse signifikant zwischen
den verschiedenen eingesetzten Reagenzien [20]. Diese Ergebnisse konnten von
anderen dhnlich konzipierten Studien bestitigt werden [35, 36, 50, 55, 65} 70].
In einer von E. Eerenberg et al. durchgefiihrten Studie wurde gesunden Méannern
tiber mehrere Tage Rivaroxaban verabreicht und daraufhin die TPZ im Vergleich
zur Baseline gemessen [22]. Dabei zeigte sich ein signifikanter Abfall der TPZ
beim Vergleich vor und nach Medikamenteneinnahme [22].

In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss von Rivaroxaban auf die Glo-
baltests in vivo getestet, wobei dies vor Medikamenteneinnahme und zu zwei
festgelegten Zeitpunkten nach Medikamenteneinnahme geschah, also verschie-
dene Medikamentenkonzentrationen vorlagen. Es konnte gezeigt werden, dass
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die TPZ 2 Stunden nach Einnahme von Rivaroxaban, also zum Zeitpunkt der
maximalen Plasmakonzentration, im Vergleich zur TPZ vor der Einnahme signi-
fikant abféllt. Es zeigte sich ein Trend zu einem Anstieg der TPZ 6 Stunden nach
Einnahme im Vergleich zu den Werten nach 2 Stunden.

Diese Ergebnisse unterstiitzen den Einsatz der TPZ zur Kontrolle der Gerin-
nungsfunktion bei Patienten, die eine Antikoagulation mit Rivaroxaban erhalten.
Auch fiir die INR-Werte konnte ein signifikanter Anstieg der Werte nach 2 und
6 Stunden im Vergleich zur Baseline, sowie ein Trend zur Abnahme der Werte
zwischen 2 und 6 Stunden beobachtet werden.

Allerdings wurde die Berechnung des INR-Werts speziell fiir das Monitoring
der Therapie mit Vitamin-K Antagonisten entwickelt, um eine Standardisierung
zwischen verschiedenen TPZ-Reagenzien zu erreichen [25]].

Vorangegangene Studien konnten zeigen, dass der INR-Wert zwar linear mit der
Rivaroxaban-Konzentration korreliert, jedoch die hohe Variabilitdt zwischen den
einzelnen Tests zur TPZ-Messung nicht ausgleichen kann [35] 65]. Es gibt bereits
einige Versuche einen standardisierten Wert fiir Rivaroxaban, dhnlich dem INR
fiir die VKA, zu bestimmen [71]].

Neben der TPZ wurde auch die aPTT untersucht. Studien, in welchen in vitro
Rivaroxaban gepooltem Blutplasma zugefiigt wurde, zeigten zwar einen konzen-
trationsabhédngigen Anstieg der aPTT, dieser war jedoch geringer und weniger
sensitiv als die TPZ [20,35].

Hillarp et al. hingegen konnten in einer, ebenfalls in vitro Studie, zeigen dass die
aPTT starker von Rivaroxaban beeinflusst wird als die TPZ, insbesondere wenn
zur Messung der TPZ die Owren Methode eingesetzt wird [36].

Analog zu den Messungen der TPZ wurde in allen Studien auch bei den Mes-
sungen aPTT eine grofse Variabilitdt zwischen den verschiedenen Reagenzien
beobachtet [35,36]. Die aPTT zeigt in der hier vorliegenden Studie einen hochsi-
gnifikanten Anstieg 2 Stunden und 6 Stunden nach Medikation. Jedoch zeichnet
sich kein Trend zum Abfall der Werte nach Erreichen der Maximalkonzentration
ab.

Somit wird durch diese Resultate der vorzugsweise Einsatz der TPZ gegeniiber
der aPTT bestarkt.
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4.2.2. Apixaban

Auch fiir Apixaban fiihrten Douxfils et al. eine Studie durch, bei der gepooltes
Plasma mit verschiedenen Konzentrationen des Medikamentes versetzt wurden
und daraufhin die Anderung der Globaltests gemessen wurde [19]. Es zeigte
sich dabei eine konzentrationsabhidngige Verlangerung der PT und der aPTT
[19]. Allerdings war keiner der Tests ausreichend sensitiv [19].

Die Messergebnisse variierten auch hier stark zwischen den verschiedenen Rea-
genzien. [19]

In einer anderen Studie, bei der gesunden Freiwilligen Apixaban verabreicht
wurde, zeigte sich ebenfalls ein ungentigender Anstieg der Messwerte der aPTT
und des INRs [26].

Auch in der hier vorliegenden Studie zeigt sich eine Verlangerung der PT, des
INR und der aPTT beim Vergleich der Baseline mit den Werten nach 2 und nach
6 Stunden. Jedoch sind die Verdanderungen schwicher ausgeprigt, als bei den
Patienten mit Rivaroxaban-Einnahme. AufSerdem zeigt sich nach Erreichen der
Maximalkonzentration, welche nach 3-4 Stunden zu erwarten ist, kein Abfall der
Werte.

Diese Ergebnisse lassen den Riickschluss zu, dass keiner der hier durchgefiihrten
Globaltests ausreichend zur Analyse der Gerinnungssituation unter Apixaban

beitragen kann.
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4.3. Beeinflussung der anti-Faktor Xa-Aktivitat

Da keine klinisch relevanten Metabolite der NOAK bekannt sind und die NOAK
nur gegen ein Enzym gerichtet sind, kann iiber die Messung der anti-Faktor Xa-
Aktivitdt die Konzentration von Rivaroxaban bzw. Apixaban bestimmt werden
[27].

In der vorliegenden Studie wurde eine Analyse der anti-Faktor Xa-Aktivitit fiir
beide Medikamente jeweils unter Verwendung eines spezifischen Kallibrators
durchgefiihrt. Hierbei zeigt sich sowohl bei Apixaban als auch bei Rivaroxaban
ein hochsignifikanter Anstieg 2 und 6 Stunden nach Einnahme, sowie ein Trend
zur Abnahme der Aktivitdt beim Vergleich der Werte nach 2 und nach 6 Stunden.
Damit bestétigt dies die Ergebnisse anderer Studien, die eine hohe Sensitivitét
dieser Messmethode feststellten [19, 20, 35,51, 55]]. Dartiber hinaus besteht eine
geringe Variabilitdt der Messergebnisse verschiedener Tests und verschiedener
Labore, sofern diese einen fiir das jeweilige Medikament geeigneten Kallibrator
verwenden [20, 35]. Die anti-Faktor Xa-Aktivitat stellt somit das beste derzeit
bekannte Verfahren zur genauen Messung der Konzentration von Rivaroxaban
und Apixaban dar und wird daher zur genauen Konzentrationsbestimmung
empfohlen [9,[73].

Die Einschrankung dieser Messverfahren besteht allerdings darin, dass die meis-
ten Reagenzien sensitiv fiir Heparine und Fondaparinux sind und es dadurch
bei paralleler Gabe mehrere Wirkstoffe zu Beeinflussung des Tests kommen
kann [20]. Weitere Nachteile dieses Testes sind die hohen Kosten, die schwierige
Verfiigbarkeit im Notfall und die hohen Anforderungen an das durchfiihrende
Laborpersonal [51].

48



4. Diskussion

4.4. Einfluss auf spezifische Gerinnungstests

4.4.1. Thrombingenerierung

Die Thrombingenerierung stellt den gesamten Gerinnungsablauf, auch tiber den
Zeitpunkt der Fibrinogenbildung hinaus, quantitativ dar und gibt somit einen
guten Uberblick, welche Abschnitte der Gerinnung durch die NOAK inhibiert
werden [28].

In einer in vitro Studie, bei der Plasma gesunder Spender mit verschiedenen
Konzentrationen Rivaroxaban versetzt wurde, zeigte sich mit steigender Rivar-
oxabankonzentration eine zunehmende Verzogerung des Beginns der Thrombin-
bildung (lag-Time), sowie eine Abnahme der maximalen Thrombinkonzentration
(CATPeak) und des gesamten, iiber die Zeit gebildeten Thrombins (ETP) [28].
Diese Ergebnisse wurden von anderen Studien auch fiir Apixaban bestatigt
[19, 120,55, 72]. In der hier diskutierten Studie zeigte sich unter der Antikoagu-
lation mit Rivaroxaban eine hochsignifikante Abnahme des CATPeaks 2 und
6 Stunden nach Einnahme der Medikation, fiir Apixaban jeweils eine signifi-
kante Abnahme des CATPeaks. Aufierdem war bei beiden Medikamenten ein
signifikanter Abfall der ETP 2 Stunden nach Medikamteneinnahme sowie ein
Wiederanstieg des Wertes nach 6 Stunden zu beobachten, so dass dieser im Ver-
gleich zum Wert vor Medikamenteneinnahme keinen signifikanten Unterschied
aufwies.

Somit unterstiitzt diese Studie die Annahme, dass Faktor Xa-Inhibitoren bei ex
vivo Thrombinbildung einen starken Effekt auf den CATPeak haben, wahrend
die Gesamtmenge des Thrombins weniger stark beeinflusst wird [19, 20} 55].
Ein moglicher Erklarungsansatz dafiir ist, dass Rivaroxaban und Apixaban den
Thrombin-abhédngigen Feedbackmechanismus hemmen, welcher zu einer Akti-
vierung von Faktor XI und somit zum Wachstum des Thrombus fiihrt [80].
Diese Ergebnisse zeigen, dass die Thrombingenerierung ein Test zum Monitoring
der Faktor Xa-Inhibitoren darstellen konnte, jedoch ist dies derzeit im klinischen
Alltag aufgrund des hohen Zeitaufwandes, der fehlenden Standardisierung und
der mangelnden Verfiigbarkeit der Gerate in weniger spezialisierten Laboren
nicht umsetzbar [20, 55].

49



4. Diskussion

4.4.2. Fibrinogenspiegel, Antithrombin lll und D-Dimere

Der Fibrinogenspiegel, gemessen mit der Methode nach Clauss, wurde von
keinem der beiden Medikamente beeinflusst. Dieses Ergebnis ist analog zu den
Ergebnissen von in vitro Studien [19, 36]].

Der Antithrombin III-Spiegel zeigte in dieser Studie bei beiden Medikamen-
ten eine signifikante Anderung der Werte beim Vergleich zur Baseline. Dies ist
auf die Tatsache zuriickzufiihren, dass die angewandte Messmethode Faktor
Xa-basiert ist, und es somit in Anwesenheit von Faktor Xa-Inhibitoren zu einer
Beeinflussung der Messungen durch diese kommt. Andere Studien, bei denen
ein auf Thrombin basierender Test eingesetzt wurde, kamen zu dem Ergebnis,
dass weder Apixaban noch Rivaroxaban die Ergebnisse beeinflussen [19, 36].
Auch die Konzentration der D-Dimere und der Prothrombinfragmente F1+F2
wurde durch keines der Medikamente beeinflusst, wie auch schon in anderen

Studien in vitro beschrieben wurde [52].

4.4.3. Faktor VIl und Faktor Vlla

Im Gegensatz zur Konzentration von Faktor VIla, war die Konzentration von
Faktor VII in der Apixaban-Gruppe signifikant hoher als in der Rivaroxaban-
Gruppe. Dies fiihrt zu der Vermutung, dass Rivaroxaban an Faktor VII bindet
und diese Bindung, die Detektion im ELISA beeinflusst. Apixaban bindet mit
seinem P1-Anteil in die S1-Tasche und mit dem P4-Anteil in die S4-Tasche von
Faktor Xa [81].

Auch Rivaroxaban bindet iiber die S1- und S4-Tasche an Faktor Xa, die genaue
Lokalisation und Art der Bindung innerhalb der Tasche sind jedoch unterschied-
lich [60, 181].

Faktor VII besitzt dhnlich konfigurierte Bindungsstellen wie Faktor Xa [67]. Somit
sind die dhnlichen Bindungsstellen von Faktor Xa und Faktor VII eine mogliche

Erklarung fiir die Messergebnisse.
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4.4.4. Thrombelastometrie

Die ROTEM®-Analyse zeigte bei Einsatz von EXTEM zur Gerinnungsaktivie-
rung eine signifikante Anderung der Messwerte fiir die CT gegeniiber dem
Ausgangswert bei beiden Gruppen. Zu diesen Ergebnissen kam auch eine kiirz-
lich durchgefiihrte Studie von L. Omert et al.[18]. Im EXTEM-Reagenz ist TF
enthalten, wodurch es zu einer Aktivierung des extrinsischen Systems kommt.
Die Messungen der CT unter Aktivierung durch EXTEM entsprechen also dem
Prinzip der TPZ-Messung, wodurch sich der sehr dhnliche Kurvenverlauf erklart
[14].

Die Zugabe von INTEM-Reagenz bewirkt eine Aktivierung des intrinsischen
Systems. Somit ist das Prinzip der Messungen der CT bei INTEM den Messun-
gen der aPTT [14]ahnlich. Damit erklart sich auch in diesem Fall der gleichartige
Kurvenverlauf dieser beiden Messungen.

Wie schon in einer Studie von M. Casutt et al., gab es auch in dieser Studie
Patienten, bei denen fiir die CT nach Einnahme der Medikation normale Werte
gemessen wurden [14]. Damit sind die Messungen mithilfe der Thrombelas-
tometrie nicht geeignet die Gerinnungssituation unter Faktor Xa-Inhibitoren

ausreichend darzustellen [23].
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4.5. Thrombozytenfunktion

Wegen des zunehmenden Einsatzes der Faktor Xa-Inhibitoren bei der Behand-
lung des ACS in Kombination mit Thrombozytenaggregationshemmern, ist es
von grofler Bedeutung zu wissen, ob und gegebenenfalls inwiefern Faktor Xa-
Inhibitoren die Thrombozytenaktivierung beeinflussen. Hierzu gibt es bislang
nur wenig Daten.

In der vorliegenden Arbeit wurde keiner der getesteten Marker der Thrombozy-
tenaktivierung von Rivaroxaban oder Apixaban beeinflusst. Auch eine in vitro
Studien konnte keinen Effekt therapeutischer Dosen der Faktor Xa-Inhibitoren
auf die Thrombozytenaktivierung nachweisen [23].

Da in dieser Studie keine Patienten mit ACS eingeschlossen waren, ist unklar, ob
starker aktivierte Thrombozyten, wie sie beim ACS vorkommen, von den Faktor

Xa-Inhibitoren beeinflusst werden.
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5. Zusammenfassung

Die Ergebnisse dieser Studie legen dar, wie sich die Antikoagulation mit Faktor
Xa-Inhibitoren in vivo auf die Gerinnungsdiagnostik auswirkt und zeigen mogli-
che Ansitze auf, wie die Gerinnungssituation unter Apixaban bzw. Rivaroxaban
tiberpriift werden kann.

Hierbei wird deutlich, dass der beste Test zur quantitativen Einschdtzung der
Gerinnungshemmung durch die Faktor Xa-Inhibioren die anti-Faktor Xa Spiegel-
bestimmung ist. Die Messungen sind allerdings im Notfall nicht schnell genug
verfiigbar und an kleinen Kliniken aufgrund der hohen Kosten und der hohen
Anforderungen an das Personal nur schwer durchfiihrbar.

Bei den Messungen der Globaltests, welche in allen Laboren zu den Standard-
untersuchungen zdhlen, ist fiir die Darstellung der Gerinnungssituation unter
Rivaroxaban die Messung der TPZ am besten geeignet. Jedoch wire hier eine
Standardisierung, analog zur INR Bestimmung fiir Vitamin K-Antagonisten
wiinschenswert.

Fiir Apixaban zeigt die Studie ebenfalls die besten Ergebnisse bei der Messung
der TPZ.

Allerdings scheint eine valide Darstellung der Gerinnungssituation unter Apixa-
ban generell schwerer moglich zu sein als unter Rivaroxaban. Davon ausgenom-
men ist die anti-Faktor Xa Spiegelbestimmung, welche fiir beide Medikamente
vergleichbar gute Ergebnisse zeigte.

Fiir beide Medikamente zeigt aufierdem die Thrombingenerierung gute Ergeb-
nisse, jedoch gibt es bislang keine Standardisierung der Methode und sie wird
nur in speziellen Labors eingesetzt.

Die zusitzliche Indikation fiir Rivaroxaban zum Einsatz bei ACS, wirft die Frage
auf, ob der Wirkstoff auch die Thrombozytenfunktion beeinflusst. Die Thrombo-
zytenaktivitit wurde in diesem Kollektiv durch die beiden Medikamente nicht
verringert. Allerdings bedarf dies weiterer Untersuchungen, beispielsweise bei
Patienten mit ACS, da in dieser Situation eine hohere Aktivierung der Thrombo-

zyten vorliegt.
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A.1. Tabellen

Tabelle (2) Demographische Charakteristika der Patientengruppen

Rivaroxaban Apixaban P-Wert

(n=24) (n=13)

Alter, Jahren 63,8+ 11,1  58,7+£21,7 0,44
Alter < 75]. 2(8) 4 (31) 0,14
méannlich 21 (84) 7 (54) 0,05
Body mass index, kg/ m?2 27,4427 28,1+4,4 0,61
Vorerkrankungen

Paroxysmales VHF 11 (44) 5(39) 0,7
Persistierendes VHF 5 (20) 4 (31) 0,62
Dauer des VHF, Monate 40+37,2 45+49,3 0,51
Herzinsuffizienz (LVEF < 40%) 3(12) 3 (23) 0,46
Hypertension 17 (68) 8 (62) 0,59
Diabetes mellitus 1(4) 0 (0) 0,32
Z.n. TIA oder Schlaganfall 2 (8) 1(8) >0,9
KHK 7 (28) 2 (15) 0,34
chronische Niereninsuffizienz 0 (0) 1(8) 0,34
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CHADS?2 score, MW 1,1+1,1 1,3+£1,3 0,68
CHA2DS2-VASc score, MW 22+19 2,3+1,9 0,88
0 5 (20) 2(15) 0,69
1 5 (20) 3(23) 038
Grofe des linken Ventrikels, mm 4347 4545 0,8
LVEEF, % 568  51£13 0,28

Die Werte sind Mittelwert + SD oder Anzahl n (%); LVEF, links-ventrikulire Ejektionsfrak-

tion; TIA, transiente ischiimische Attacke

Tabelle (3) Medikation

Rivaroxaban Apixaban P-Wert

(n=25) (n=13)

Medikation

Aspirin 8 (32) 4 (31) 0,88
Clopidogrel 1(4) 0(0) 0,32
Aspirin and Clopidogrel 1(4) 0 (0) 0,32
ACE Hemmer/ Sartane 11 (44) 7 (54) 0,66
Beta- blocker 22 (88) 11 (85) 0,56
Calcium-Kanal Blocker 1(4) 3(23) 0,16
Digoxin 0 (0) 0 (0) >0,9
Statin 9 (36) 5 (39) >0,9
Diuretika 7 (28) 5(39) 0,43

Die Werte sind Mittelwert + SD oder Anzahl n (%); ACE, angiotensin-converting enzyme;
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Tabelle (4) allgemeine Bluttests

Rivaroxaban = Apixaban  P-Wert
(n=24) (n=13)
Hamoglobin (g/dl) 14,4 (+1,38)  14,3(x145) 0,85
Héamatokrit (%) 41,4 (+3,88) 41,6 (£3,44) 0,51
Leukozyten (G/L) 59 (£1,32) 6,7 (£2,18) 0,35
Thrombozyten (G/L) 198,5(£50,92) 223,3 (+68,8) 0,15
Kreatinin (mg/dl) 1(x0,15) 0,9 (x0,17) 0,29
CK (U/1) 159,5 (£194,8) 106,3 (£35,3) 0,63
CKMB (U/1]) 15,7 (¥11,09) 14,8 (+4,84) 0,52
Cholesterol (mg/dl)  205,6 (+42,03) 2109 (+49,58) 0,67
HDL (mg/dl) 53,1 (¥20,01) 63,1 (+20,84) 0,13
LDL (mg/dl) 120,5 (£30,81) 124,1 (¢41,22) 0,76
CRP (mg/1) 2,8 (+4,61) 47 (+828) 046
HbA1lc (%) 5,3 (x0,34) 5,2 (x0,09) >0,9

Die Werte sind Mittelwert + SD.
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Tabelle (5) Komplikationen

Rivaroxaban Apixaban Gesamt P-Wert

(n=24) (n=13) (n=37)
schwere Blutungs- 0 0 0 >0,9
komplikationen
Herztamponade 0 (0) 0(0) 0 (0) >0,9
Leistenhdmatom 0 (0) 0(0) 0 (0) >0,9
gefafichirurgische 0 (0) 0(0) 0 (0) >0,9
Intervention notwendig
Leistenhdamatom: 0 (0) 0(0) 0 (0) >0,9
Bluttransfusion notwen-
dig
Retroperitoneale 0 (0) 0(0) 0 (0) >0,9
Einblutung
leichte Blutungs- 1(4) 3(23) 4 (11) 0,16
komplikationen
Perikarderguss ohne 0 (0) 3(23) 3 (8) 0,08
Tamponade
Leistenhdmatom >5mm 1(4) 0(0) 1(3) 0,33
Gesamt Blutungskom- 1(4) 3(23) 4 (11) 0,16
plikationen
Thromboembolische
Komplikationen 0 (0) 0 (0) 0 (0) >0,9
(CVA/ TIA)

Tod 0 (0) 0(0) 0 (0) >0,9
Gesamt: Blutungskom-

plikationen, thromboe- 1(4) 3 (23) 4(11) 0,16
mbolische Komplika-

tionen,

Tod

Die Werte sind Mittelwert + SD oder Anzahl n (%); CVA, cerebrovascular accident
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Tabelle (6) Globaltests

Rivaroxaban  Apixaban P-Wert
(n=24) (n=13)

TPZ (%)
baseline 83 (x21) 91 (+ 24) 0,54
2h n.M. 61 (+£18)*** 83 (+21)* 0,003
6h n.M. 65 (£20)*** 82 (+20)* 0,026
INR
baseline 1,11 (+0,17) 1,07 (£ 0,1) 0,70
2hnM. 1,32 (+0,24)** 1,12 (+0,13)* 0,006
6hnM. 1,29 (£0,28)*** 1,14 (+0,14)** 0,12
aPTT (s)
baseline 34,5 (+5,2) 30,2 (+8,8) 0,049
2hn.M. 43 (£ 7)*** 33,9 (= 3,1)** <0,001
6hnM. 428 (£7.2)*** 34,7 (£3,9)* 0,001

Die Werte sind Mittelwert + SD;

baseline, vor Medikamtenteneinnahme; n.M., nach Medikamenteneinnahme;
TPZ, Thromboplastinzeit; INR, International Normalized Ratio; aPTT, aktivierte partielle

Thromboplastinzeit;
*: p < 0,05 versus baseline; **: p < 0,01 versus baseline; ***:

p <0,001 versus baseline.
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Tabelle (7) anti Faktor Xa-Spiegel

Rivaroxaban Apixaban P-Wert

(n=24) (n=13)
anti-Faktor Xa (ng/ml)
baseline 95 (£83) 102 (£81)
2hn.M. 200 (£91)*** 212 (£85)***
6h n.M. 177 (£82)*** 174 (£64)***

Die Werte sind Mittelwert + SD; n.M.,
baseline, vor Medikamtenteneinnahme; n.M., nach Medikamenteneinnahme;

*: p < 0,05 versus baseline; **: p < 0,01 versus baseline; ***: p < 0,001 versus baseline.
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Tabelle (8) Gerinnungsparameter

Rivaroxaban Apixaban P-Wert
(n=24) (n=13)

Fibrinogen (g/1)
baseline 339,5 (£83,1) 348,9 (£95,8) 0,70
2hnM. 338,6 (+82,9) 338,2 (+106,9) 0,96
6h n.M. 339,9 (£78,3) 341,8 (+107,2) 0,99
Antithrombin III (%)
baseline 109,5 (+10,9) 113,9 (+14,2) 0,29
2hnM. 124,8 (£13,5) ***  129,1 (£17,5) ** 0,31
6h n.M. 119,8 (£15,7) **  121,3 (£12,5)* 0,79
D-Dimere (mg/1)
baseline 0,54 (+0,96) 0,51 (+0,50) 0,56
2hnM. 0,52 (+0,95) 0,51 (+0,54) 0,67
6h n.M. 0,56 (+1,29) 0,49 (+0,39) 0,35
PTF 1+2 (pmol/l)
baseline 255 (+£224) 204 (+110) 0,84
2h n.M. 204 (+144) 199 (+86) 0,56
6h n.M. 246 (+258) 163 (+86) 0,50
CATPeak (nMolar)
baseline 140 (+73) 165 (+74) 0,18
2h n.M. 80 (+44)*** 121 (+66)* 0,03
6h n.M. 80 (+39)*** 120 (+49)* 0,01

76



A. Anhang

ETP (nmol x min/l)
baseline

2hn.M.

6h n.M.

Faktor VII (ng/ml)
baseline

2hn.M.

6h n.M.

akt. Faktor VII (ng /ml)
baseline

2h n.M.

6h n.M.
TAT-Komplex (pM)
baseline

2h n.M.

6h n.M.

1088 (+262)
995 (+£331)*
1014 (+325)

256 (+210)
257 (£256)
227 (£153)

8,7 (+15,5)
5,6 (+10,8)
15,5 (+19,1)

13,5 (+20,7)
9,6 (18,2)
21,9 (+46,6)

1129 (£214)
1068 (+262)*
1077 (£211)

141 (+61)
162 (+51)
159 (+56)

13,6 (+16,6)
17 (£22,7)
8,3 (+13,3)

13,9 (+36,6)
15,3 (+34,9)
15,4 (+46,9)

0,40
0,34
0,49

0,02
0,18
0,04

0,23
0,16
0,24

0,34
0,56
0,14

Die Werte sind Mittelwert + SD;

baseline, vor Medikamtenteneinnahme; n.M., nach Medikamenteneinnahme;

PTF 1+2, Prothrombinfragment F1+F2; CAT, calibrated automated thrombogram-based
assay; CATPeak, Thrombinmaximum; ETP, endogenous thrombin potential; TAT-Komplex,
Thrombin-Antithrombin-Komplex ;

*: p < 0,05 versus baseline; **: p < 0,01 versus baseline; ***: p < 0,001 versus baseline.
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Tabelle (9) Thrombelastogramm

Rivaroxaban Apixaban P-Wert
(n=24) (n=13)

TE EXTEM CT (s)
baseline 82,8 (£28,7) 729 (£104) 0,44
2h n.M. 105,6 (£32,6)* 78,8 (x10,1)* 0,001
6h n.M. 105,3 (¢41,6)* 76,8 (x14,3) 0,01
TE EXTEM CFT (s)
baseline 92 (£28) 111 (£58) 0,43
2h n.M. 94 (£17) 95 (+42)* 0,89
6h n.M. 100 (£32) 99 (+£36) 0,90
TE EXTEM alpha (°)
baseline 72,7 (£5,9) 69,4 (+8,6) 0,46
2h n.M. 71,3 (£3,1) 72,2 (£6,2)* 0,72
6h n.M. 70,7 (£5,1) 71,1 (x6,4) 0,65
TE EXTEM MCF (mm)
baseline 62,7 (+4,9) 62,1 (+8,3) 0,96
2h n.M. 62,6 (+4,3) 63,5 (£6,9) 0,70
6h n.M. 62,6 (+4) 63,2 (£6,4) 0,65
TE INTEM CT (s)
baseline 187 (£34) 202 (£79) 0,63
2hn.M. 249 (£80)*** 186 (+£95) 0,02
6h n.M. 240 (+44)** 241 (£71)* 0,75
TE INTEM CFT (s)
baseline 94 (£20) 128 (£133) 0,96
2h n.M. 95 (£23) 127 (£87) 0,80
6h n.M. 92 (£22) 104 (+48) 0,77

78



A. Anhang

TE INTEM alpha (°)

baseline 72 (£3,8) 70 (x12,3) 0,46
2h n.M. 71,7 (+4,2) 729 (+6,8) 0,38
6h n.M. 72,1 (£3,7) 71,5 (x6,8) 0,72
TE INTEM MCF (mm)

baseline 57,1 (£4,1) 56,2 (x10,4) 0,96
2h n.M. 56 (+4) 50,8 (x20,8) 0,75
6h n.M. 56,5 (+4,4) 57,5 (x8,7) 0,85

Die Werte sind Mittelwert + SD;

baseline, vor Medikamtenteneinnahme; n.M., nach Medikamenteneinnahme;

TE, Thrombelastogramm; CT, Clotting Time; CFT, Clot Formation Time; alpha, Steigungs-
winkel der Gerinnselentstehung; MCF, Maximal Clot Firmness;

*: p < 0,05 versus baseline; **: p < 0,01 versus baseline; ***: p < 0,001 versus baseline.
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Tabelle (10) Multiplate Test

Rivaroxaban Apixaban P-Wert
(n=24) (n=13)

MP ADP Test (U)
baseline 517 (+277) 538 (+316) 0,77
2hn.M. 528 (+236) 623 (+290) 0,34
6h n.M. 526 (+£227) 619 (+£343) 0,40
MP ASPI Test (U)
baseline 465 (+317) 594 (+£355) 0,42
2hn.M. 422 (£301) 623 (+£390) 0,15
6h n.M. 461 (£317) 651 (+402) 0,16
MP COL Test (U)
baseline 523 (x207) 504 (x£243) >0,99
2h n.M. 521 (+£214) 606 (+264)* 0,35
6h n.M. 554 (+240) 594 (+287) 0,65
MP TRAP Test (U)
baseline 818 (+£206) 849 (+346) 0,96
2hn.M. 876 (£238) 1007 (£317) 0,18
6h n.M. 874 (+270) 981 (+324) 0,27

Die Werte sind Mittelwert + SD;

baseline, vor Medikamtenteneinnahme; n.M., nach Medikamenteneinnahme;

MP, Multiplate; ADP, Adenosinphosphat; ASPI, Arachidonsiure; COL, Kollagen;
TRAP, SFLLRN Peptid;

*: p < 0,05 versus baseline; **: p < 0,01 versus baseline; ***: p < 0,001 versus baseline.
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Tabelle (11) Thrombozytenfunktion

Rivaroxaban Apixaban P-Wert
(n=24) (n=13)

vWF (ug /ml)
baseline 16,9 (5,4) 17,8 (7,5) 0,95
2hn.M. 17,1 (+4,9) 15,9 (£5,4) 0,95
6h n.M. 16,4 (£2,8) 17,5 (£8,3) 0,77
akt. vVWF (ug /ml)
baseline 171 (+69) 212 (+136,0) 0,77
2hn.M. 193 (+85) 213 (+146,6) 0,95
6h n.M. 243 (£192) 122 (+62,8) 0,40
B-TG (ng/ ml)
baseline 17,3 (£8,4) 14,3 (+10,5) 0,35
2hn.M. 21,4 (+18,3) 14,5 (£9,9) 0,29
6h n.M. 15,7 (+8,9) 17,3 (+16,5) 0,86
SP-Selectine (ng/ml)
baseline 72 (£20) 67 (£16) 0,86
2h n.M. 63 (£25) 62 (+25) 0,60
6h n.M. 70 (£15) 70 (£26) 0,80
Thrombospondin (ng/ml)
baseline 248 (£212) 372 (+£546) 0,68
2h n.M. 298 (+309) 188 (+160) 0,95
6h n.M. 154 (+140) 202 (+186) 0,28

Die Werte sind Mittelwert + SD;

baseline, vor Medikamtenteneinnahme; n.M., nach Medikamenteneinnahme;
vWEF, von Willebrand-Faktor; akt. vWF, aktivierter von-Willebrand-Faktor;
B-TG, B-Thromboglobulin;

*: p < 0,05 versus baseline; **: p < 0,01 versus baseline; ***: p < 0,001 versus baseline.
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A.2. Aufklarungsbogen

Patienteninformation
zur Studie ,, Thrombozytenfunktion und Gerinnungsaktivierung unter der
Therapie mit dem oralen FXa Inhibitor Rivaroxaban”

Sehr geehrte Frau/sehr geehrter Herr .............

Sie wurden dartiber aufgeklart, dass bei Ihnen eine Rhythmusstérung (Vorhoff-
limmern) vorliegt, die das Schlaganfallrisiko erh6ht. Deswegen wird eine Anti-
koagulation (Blutverdiinnung) mit Marcumar oder Rivaroxaban durchgefiihrt.
Fiir die Entstehung einer Thrombose oder einer Thombembolie (Schlaganfall)
spielen Gerinnungsprozesse des Blutes eine zentrale Rolle, die bisher allerdings
nur unzureichend verstanden sind. Im Rahmen eines Forschungsprojektes der
Technischen Universitdt Miinchen werden Komponenten der Blutgerinnung un-
tersucht mit dem Ziel, krankheitsbestimmende Faktoren zu erkennen. Fiir diese
Untersuchungen sollen 3 Blutabnahmen vor, 2 Stunden nach und 6 Stunden
nach Tabletteneinnahme von Rivaroxaban/Marcumar durchgefiihrt werden. Es
sollen jeweils ca. 20 ml Blut abgenommen werden und verschiedene Routineun-
tersuchungen von Blutgerinnung und Aktivierung der Blutpldttchen gemessen
werden. Sollte bei Ihnen eine Verddung des Vorhofflimmerns durchgefiihrt wer-
den soll vor, wahrend und nach der Untersuchung eine weitere Blutabnahme
durchgefiihrt werden, bei dem die gleichen Tests durchgefiihrt werden, um den
Einfluss von Heparin, das bei der Untersuchung routinemafig gegeben wird
zu messen. Die Ergebnisse sollen dazu beitragen eine Messung der Gerinnungs-

hemmung unter Antikoagulation mit Rivaroxaban zu optimieren.

Die Teilnahme an der Studie ist freiwillig und das Einverstdndnis kann jederzeit

zuriickgezogen werden.
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Die Auswertung der gewonnenen Daten erfolgt in pseudoanonymisierter

Form entsprechend den Datenschutzvorschriften. Die Gewinnung der Daten

dient ausschliefilich wissenschaftlichen Zwecken.

Hiermit erklére ich mich zur Teilnahme an obengenannter Studie bereit.

(Unterschrift des aufklarenden Arztes)

83



Danksagung

Mein besonderer Dank gilt Frau Prof. Dr. Ilka Ott fiir die Uberlassung des span-
nenden Themas, ihre wertvollen Ratschldge und ihre ausgezeichnete Betreuung
wihrend der gesamten Zeit.

Herrn Dr. Siegmund Lorenz Braun mochte ich herzlich fiir die Unterstiitzung
bei der Planung sowie der Durchfiihrung der Arbeit danken.

Allen Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern des Instituts fiir Laboratoriumsmedizin
des Deutschen Herzzentrums Miinchens, die durch ihren Einsatz zum Gelingen
dieser Arbeit beigetragen haben, sowie insbesondere Frau Christina Bauer und
Frau Birgit Campbell mochte ich herzlich danken.

Ganz besonders mochte ich meinen Eltern und meinen Briidern fiir ihre uner-
miidliche Unterstiitzung und Ermutigung sowohl wéhrend des Studiums als

auch dariiber hinaus danken.



	Einleitung
	Einführung
	Hämostase
	Primäre Hämostase
	Sekundäre Hämostase

	Wirkweise der Antikoagulantien
	Heparine
	Cumarine
	Fondaparinux
	Faktor X-Antagonisten

	Pharmakologische Eigenschaften der Faktor Xa-Inhibitoren
	Studienlage und Indikationen für den Einsatz von Faktor Xa-Inhibitoren
	Fragestellung

	Material und Methoden
	Studiendesign
	Methoden
	Thromboplastinzeit (TPZ) und International Normalized Ratio (INR)
	 Aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT)
	anti-Faktor Xa Spiegelbestimmung
	 Fibrinogenspiegel 
	Antithrombin III Aktivität
	D-Dimere
	Prothrombinfragment F1+2
	Thrombingenerierung
	Plättchenaggregometrie
	Thrombelastometrie
	von Willebrand Faktor
	Faktor VII und Faktor VIIa
	Beta-Thromboglobulin
	Lösliches P-Selektin
	Thrombospondin 1
	Thrombin-Antithrombin-Komplex (TAT)
	Statistische Auswertung


	Auswertung der Ergebnisse
	Charakterisierung des Patientenkollektivs
	Globaltests
	Anti-Faktor Xa-Spiegel
	Gerinnungsparameter
	Spezifische Gerinnungstests
	Thrombelastogramm

	Thrombozytenfunktionstests

	Diskussion
	Zusammenfassung der Ergebnisse
	Beeinflussung der Globaltests durch die Faktor Xa-Inhibitoren
	Rivaroxaban
	Apixaban

	Beeinflussung der anti-Faktor Xa-Aktivität
	Einfluss auf spezifische Gerinnungstests
	Thrombingenerierung
	Fibrinogenspiegel, Antithrombin III und D-Dimere
	Faktor VII und Faktor VIIa
	Thrombelastometrie

	Thrombozytenfunktion

	Zusammenfassung
	Abbildungsverzeichnis
	Quellenverzeichnis
	Anhang
	Tabellen
	Aufklärungsbogen


