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1. Einleitung und Zielsetzung der Arbeit

Die periphere arterielle Verschlusskrankheit (PAVK) ist eine systemische
GefaBerkrankung auf Grundlage von Atherosklerose mit haufiger Manifestation in der
unteren Extremitat [1]. Betroffene Patienten haben ein hohes kardiovaskulares Risiko
gepragt von kardialen und zerebralen Ereignissen mit eingeschrankter
Lebensqualitdt und erhdéhtem Risiko fir Amputationen [2]. Dabei kann diese
Erkrankung als unabhangiger Risikofaktor fir kardiovaskuldre Morbiditat und
Mortalitdt betrachtet werden mit zunehmendem Risiko bei fortgeschrittener
Erkrankung [3].

Nach Zahlen der Weltgesundheitsorganisation stellen atherothrombotische
Erkrankungen weltweit die Hauptursache der Morbiditdt und Mortalitat dar [4].
Schatzungsweise leiden allein in Europa etwa 40 Millionen Menschen an einer PAVK
und die Pravalenz nimmt parallel mit dem Alter zu [3]. Im Zuge der demographischen
Entwicklung einer alternden Bevélkerung sowie der damit verbundenen
gleichzeitigen Zunahme atherogener Risikofaktoren wie Hypertonie und Diabetes
mellitus ist in Zukunft mit einer weiter steigenden Erkrankungszahl zu rechnen [2, 5].

Dieses kardiovaskulare Risiko bei PAVK kann deutlich durch eine antithrombotische
Therapie reduziert werden. Der klinische Stellenwert von
Thrombozytenaggregationshemmern bei symptomatischer PAVK zur
Sekundarpravention kardiovaskularer Ereignisse ist daher unbestritten [6, 7]. Die
European Society of Cardiology (ESC) unterstreicht in den aktuellen Leitlinien von
2017 diese enorme Bedeutung in der Sekundarpravention der peripheren
Atherosklerose und widmet diesbezlglich der antithrombotischen Therapie ein
ganzes Kapitel. Des Weiteren empfehlen diese aktuellen Leitlinien der ESC mit
héchsten Empfehlungs- und Evidenzgrad eine singulare
Thrombozytenaggregationshemmung mit Acetylsalicylsdure (ASS) oder Clopidogrel
zur Sekundarprophylaxe bei PAVK [8].

Thrombozyten sind Schllisselzellen der priméaren und sekundaren Hamostase, da auf
deren Oberflache explosionsartig Thrombin, ein zentrales Enzym der Hamostase,
gebildet wird und Thrombozyten aktiviert [9]. Darlber hinaus sind Thrombozyten
mafBgeblich an thromboembolischen Komplikationen sowie an der initialen Phase der

Entstehung der Arteriosklerose beteiligt. Entziindung und Hamostase sind dabei zwei
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sich gegenseitig beeinflussende und verflochtene Prozesse, sodass eine
Thrombozytenaggregationshemmung endotheliale Entziindungsprozesse beeinflusst
und vice versa [10]. Studien verdeutlichten in diesem Zusammenhang, dass
besonders bei PAVK Patienten eine erhdhte Thrombozytenaktivierung sowie erhdhte
Entziindungsparameter vorherrschen [11, 12]. Diese Effekte einer erhdhten
Thrombozytenaktivitdt konnten in Studien bei PAVK Patienten trotz ASS Einnahme
weiterhin nachgewiesen werden. Dies zeigt, dass sich Patienten mit PAVK
hinsichtlich der Wirkung von Gerinnungsmedikamenten deutlich von Patienten
anderer Manifestationen der Atherosklerose unterscheiden [13].

In der im Jahre 2017 publizierten COMPASS Studie konnte gezeigt werden, dass
eine niedrig dosierte Antikoagulation mit Rivaroxaban zusatzlich zu einer
Thrombozytenaggregationshemmung mit ASS signifikant die Prognose von
Hochrisiko Patienten mit PAVK bei vertretbarem Sicherheitsprofil verbessert [14]. Es
ist derzeit jedoch unklar, worauf diese Kklinischen Effekte einer intensivierten
Gerinnungstherapie zurlckzufihren sind.

Ziel meiner Dissertation ist es, die in vitro Thrombinbildungskapazitdt sowie die
Thrombozytenfunktion bei Patienten mit PAVK und koronarer Herzkrankheit (KHK)
unter verschiedenen, im klinischen Alltag bei PAVK zur Sekundéarpravention und
nach Intervention eingesetzten Therapieregimen, zu untersuchen, um mdégliche
Rlckschlisse auf die veranderte Wirksamkeit antithrombotischer Therapien bei
PAVK zu ziehen.

Daflr sollte die plasmatische und thrombozytare Thrombinbildungskapazitat mittels
kalibrierter automatisierter Thrombographie (CAT) bei PAVK und KHK Patienten
nach diversen antithrombozytdren Therapiekonzepten im pléttchenfreien und
plattchenreichen Plasma getriggert durch Thrombin und tissue factor (TF)
vergleichend analysiert werden. Im zweiten Teil der Arbeit sollte mit Hilfe der
Durchflusszytometrie die  Glykoprotein  (GP)llIb/llla  Aktivierung, P-Selektin
Oberflachenexpression sowie die Mepacrine Aufnahme und Freisetzung ex vivo und
nach Zugabe von Agonisten zwischen Patienten mit KHK und PAVK mit
unterschiedlicher medikamentéser Therapie charakterisiert werden. Da Clopidogrel
einen hohen Stellenwert in der Sekundarpravention kardiovaskularer Ereignisse bei
PAVK Patienten hat, sollte zudem das Ansprechen auf die Clopidogreltherapie
mittels Vasodilator Stimulated Phosphoprotein (VASP) Phosphorylierung evaluiert

werden.

13



2. Literaturdiskussion
2.1 Periphere arterielle Verschlusskrankheit

2.1.1 Definition, Epidemiologie und Diagnostik

Bei der PAVK handelt es sich um eine chronisch-progrediente Erkrankung meist auf
Grundlage einer weit fortgeschrittenen Atherosklerose [15, 16]. Vaskulitiden,
traumatische GefaBverletzungen und embolische Verschlisse sind seltener die
Ursache der PAVK [17]. Zwar ist die PAVK Uberwiegend in den unteren Extremitaten
klinisch manifest, jedoch verdeutlichen die 2017 veréffentlichten Leitlinien der ESC
zur Diagnose und Therapie der Peripheral Arterial Disease (PAD), dass die
Atherosklerose eine systemische Erkrankung des gesamten GefaBbaumes ist. Darin
werden  atherosklerotische  Erkrankungen in  verschiedene GeféBgebiete
aufgegliedert [8]. Schlaganfall, Herzinfarkt und PAVK stellen somit lediglich
unterschiedliche Manifestationsformen ein und derselben Erkrankung dar, wobei
zahlreiche Studien zeigen, dass gerade die PAVK als weit fortgeschrittener
Atherosklerose betrachtet werden sollte [18, 19].

Weltweilt leiden schatzungsweise tber 200 Millionen Menschen an PAVK [20, 21].
Ein positiv linearer Zusammenhang zeigt die Pravalenz in Bezug auf das Alter der
Patienten. Unabhangig vom Geschlecht steigt diese bei tber 70-Jahrigen auf etwa
15-20% an [1, 22]. Des Weiteren liegt eine hohe Koinzidenz der Atherosklerose in
mehreren GefaBprovinzen vor und die Atheroskleroselast korreliert dabei direkt mit
der kardiovaskularen Prognose. So liegt die Pravalenz bei Patienten mit PAVK fir
eine KHK bei bis zu 70% und ist Ausdruck der ursachlichen generalisierten
Atherosklerose [1, 23].

Klinisch symptomatisch wird zwischen einem Stadium mit ischamiebedingten
Muskelschmerzen bei Belastung, als Claudicatio intermittens bezeichnet, und der
kritischen  Extremitatenischamie unterschieden [24]. Zur Einteilung dieser
Symptomatik bedient man sich in Deutschland meist der Klassifikation nach

Fontaine, die vier Stadien der klinischen Prasentation unterscheidet [25].

Die Diagnostik der PAVK erfolgt stufenweise und beginnt mit einer gezielten
Anamnese mit klinischer Untersuchung, welche Inspektion, Palpation der Pulse im
Seitenvergleich und Auskultation auf Stromungsgerausche der Aorta, Beckenarterien
und Oberschenkelarterien beinhaltet [26].
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Zur Basisdiagnostik zahlt die Ermittlung des Kndéchel-Arm-Index (ankle-brachial-
index = ABI), einer einfachen und kostenginstigen Methode PAVK Patienten zu
identifizieren. Die Messung des ABI erfolgt mittels geeigneter Blutdruckmanschette
an der Arteria dorsalis pedis und Arteria tibialis posterior am liegenden Patienten
nach einer Ruhephase von mindestens zehn Minuten. Dabei wird der niedrigere
systolische Knécheldruck ins Verhaltnis zum systolischen Blutdruck der oberen
Extremitat gesetzt [23]. Fur die Definition der PAVK wird der niedrigste berechnete
ABI verwendet. ABI Werte unter 0,9 sind kennzeichnend fir eine PAVK, wobei bei
einem ABI unter 0,5 eine schwere Ischamie des Beins vorliegt [25]. Falsch hohe ABI
Werte werden bei Patienten mit Mediakalzinose kennzeichnend durch nicht
kompressible GefalBe ermittelt. Alternativ kann daher die Messung des Blutdrucks an
der GroBBzeh erfolgen und der Toe Brachial Index (TBI) bestimmt werden [22, 24].

Pathologisch ist dieser TBI bei einem Wert =0,7. Der TBI berechnet sich analog zum

ABI als Verhaltnis von GroBzehblutdruck zu Blutdruck am Arm [25].

Bei erhdartetem PAVK Verdacht aus klinischer Untersuchung und Basisdiagnostik
wird eine weiterflhrende angiologische Diagnostik durchgefiihrt, um den
Kompensationsgrad der PAVK zu bestimmen und eine fundierte Therapieplanung zu
erstellen.

Diese beinhaltet bildgebende Verfahren, wie etwa Duplexsonographie,
computertomographische- und Magnetresonanzangiographie (CTA, MRA) sowie
funktionelle  angiologische  Diagnostik, beispielsweise  Continuous  wave
Dopplersonographie, Oszillographie und Laufbandergometrie [26].

Eine zentrale Rolle in der Diagnostik der PAVK nimmt dabei die farbkodierte
Duplexsonographie ein, die gleichzeitig eine morphologische und funktionelle
Untersuchung ermdglicht jedoch ein gutes Duplexsonographiegerat sowie erfahrene
Untersucher voraussetzt [25]. Um eine in Ruhe gut kompensierte PAVK zu
demaskieren, bedient man sich Belastungsuntersuchungen. Haufig wird dazu eine
standardisierte Laufbandergometrie durchgefihrt bis der Patient Schmerzen in den
Beinen angibt. Vor und nach der Laufbanduntersuchung wird der ABI bestimmt.
Reduziert sich der ABI Wert nach Laufbanduntersuchung um 20%, so beweist dies
eine PAVK [25]. Funktionelle Untersuchungen liefern wichtige Informationen zum
Kompensationsgrad der PAVK und sind fir die Indikationsstellung weiterer
therapeutischer Schritte von enormer Bedeutung.
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Goldstandard der GefaBdarstellung ist aktuell die invasive intraarterielle
Angiographie in digitaler Subtraktionstechnik, welche meist in Bereitschaft fir
Balloninterventionen durchgefiihrt wird. Weitere radiologische GefaBdarstellungen
sind CTA und MRA, deren Anwendung bei unzureichenden Befunden zur
Therapieplanung dienen [24].

Differenzialdiagnostisch missen Claudicatio intermittens Symptome von nicht
vaskularen Ursachen, unter anderem bedingt durch Spinalkanalstenosen,
Gelenkarthrosen oder Veranderungen der Wirbelsdule, abgegrenzt werden [24].
Haufig ermdglicht erst die Kombination mehrerer Untersuchungsmodalitdten die

eindeutige Diagnose einer PAVK.

2.1.2 Grundzlge der Therapie

Ziel der PAVK Therapie ist eine Reduzierung kardiovaskularer und
extremitatenbedingter Ereignisse und damit eine Verbesserung der kardiovaskularen
Prognose und Lebensqualitat [26]. Unabhangig des klinischen Stadiums erfolgt eine
konservative Basisbehandlung, die regelmaBige kdrperliche Aktivitat, Nikotinkarenz,
Gewichtsreduktion sowie Behandlung einer etwaigen Hypercholesterinamie,
Hypertonie und Diabeteseinstellung umfasst. Bei symptomatischen PAVK Patienten
wird eine antithrombotische Therapie empfohlen; im Stadium kritischer
Extremitatenischamie ist eine rasche Revaskularisierungstherapie zur Vermeidung

von Amputationen indiziert [1].

Fundmental bei der nicht medikamentds konservativen Therapie einer PAVK ist eine
standardisierte Bewegungstherapie, die insbesondere bei Claudicatio intermittens
Patienten in supervidierter Form stattfinden sollte [26]. Studien zeigten nicht nur eine
Steigerung der Gehstrecke, sondern auch eine Zunahme von mit Angiogenese
assoziierten Zelltypen sowie eine Reduktion von Inflammationsmarkern [1]. Die
Leitlinien der ESC sprechen physischer Aktivitdt, gesunder Erndhrung und
Nikotinkarenz den héchsten Empfehlungsgrad zur Therapie einer Atherosklerose aus
[8].

Um die Gehstrecke bei Claudicatio intermittens medikamentds zu verlangern, ist
derzeit lediglich Cilostazol und Naftidrofuryl in Verwendung und wird bei einer
Gehstrecke unter 200 Metern bei stark eingeschrankter Lebensqualitat eingesetzt
[27, 28].
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In der medikamentésen PAVK Sekundarpravention ist die Therapie von
Fettstoffwechselstérungen von zentraler Bedeutung [26]. Die Prognose einer PAVK
kann mafgeblich insbesondere durch Senkung des low density lipoprotein (LDL)
Cholesterins verbessert werden. Mehrere randomisierte kontrollierte Studien der
letzten drei Jahrzehnte zeigten bei PAVK Patienten unter Statintherapie einen
signifikanten Rickgang von Myokardinfarkten, Schlaganfall und kardiovaskularem
Tod sowie RevaskularisierungsmaBnahmen [29, 30]. Eine Statintherapie bewirkt
zudem eine Steigerung der schmerzfreien Strecke bei Patienten mit Claudicatio
intermittens [31]. Aktuelle Leitlinien der ESC empfehlen daher eine Statintherapie zur
Sekundarpravention bei PAVK Patienten, die bis zur maximal tolerierbaren
Statindosis zu steigern ist, um den Ziel LDL Wert zu erreichen [8]. Dieser wurde bei
sogenannten Hochrisikopatienten, zu denen PAVK Patienten gezéahlt werden, 2019
von der ESC und Européischen Atherosklerosegesellschaft veroffentlichten Leitlinie
zum Umgang mit Dyslipidamie auf unter 55 mg/dl gesetzt und verdeutlicht die
enorme Bedeutung der Therapie von Fettstoffwechselstérungen bei Patienten mit

peripherer Atherosklerose [32].

Eine signifikante Reduktion kardiovaskularer Ereignisse bei PAVK Patienten lasst
sich durch Behandlung einer Hypertonie erreichen. Empfohlen wird diesbezlglich ein
Zielblutdruck von unter 140/90 mmHg beziehungsweise bei Diabetes Patienten ein
diastolischer Blutdruck =85 mmHg, wobei systolische Werte weniger als 110-120
mmHg vermieden werden sollten [8]. Neben Lebensstilanderungen und taglichem
Kochsalzkonsum unter 5-6 g finden vor allem Angiotensin Converting Enzym (ACE)
Hemmer und Angiotensin Rezeptorblocker (ARB) Verwendung, da diese in Studien
zu weniger kardiovaskularen Ereignissen wie Myokardinfarkt, Schlaganfall und
kardiovaskularem Tod fUhrten [8, 33]. Diabetes mellitus tragt wesentlich zur
Entwicklung und Progression einer PAVK bei [1]. Um Amputationen und vaskulare
Eingriffe bei PAVK Patienten zu vermeiden, ist eine enge Zusammenarbeit zwischen

GefaBmedizinern und Diabetologen essenziell [8, 26].

Bei starker Limitation im Alltag, erfolgloser Verlangerung der Gehstrecke durch
supervidiertes Gehtraining und ausgereizter medikamentéser Therapie sind bei
PAVK Patienten im Stadium der Claudicatio intermittens
RevaskularisierungsmaBnahmen indiziert [34]. Dabei wird zwischen einer
endovaskuldaren Therapie, bei der (ber einen Ballonkatheter der Verschluss

17



rekanalisiert oder die Stenose erweitert wird und einer operativen Therapie, die durch
Thrombendarteriektomie oder Bypassoperation erfolgen kann, unterschieden [26].
Ob eine endovaskulare oder eine operative Therapie zum Einsatz kommt, ist unter
anderem davon abhangig, welche GefaBregion betroffen ist und in welchem Zustand
der Patient ist. Prinzipiell empfehlen aktuelle Leitlinien der ESC von 2017 bei kurzen
Lasionen, das hei3t aorto-iliakal unter 5 Zentimeter und femoro-popliteal unter 25
Zentimeter eine endovaskulare Therapie [8]. Patienten mit chronisch GliedmaBen
bedrohender Ischamie bedurfen einer individuellen Risikostratifizierung sowie eines
multidisziplindren Therapieansatzes bestehend aus Wundtherapie, Schmerzkontrolle
und rascher Revaskularisation [34]. Im Stadium einer akuten Extremitatenischamie,
haufig durch embolische Verschlisse oder akute Thrombosen verursacht, sollte eine
dringliche Revaskularisation durchgefiihrt werden, um Amputationen zu vermeiden
[8].

Aktuell untersuchen mehrere Studien die antiinflammatorische Therapie bei
Atherosklerose. Es wird sich in Zukunft zeigen, inwiefern dieser therapeutische
Ansatz in die Behandlung Einzug finden wird. Positive Einflisse auf kardiovaskulare
Ereignisse konnten bereits in der CANTOS Studie gezeigt werden, bei welcher ein
monoklonaler Antikdrper gegen Interleukin (IL) 13 eingesetzt wurde [35]. Studien aus
den USA zeigten zudem, dass die Bedeutung der PAVK von Patienten und Arzten
unterschatzt wird und PAVK Patienten hinsichtlich Risikofaktoren und
Begleiterkrankungen deutlich unterbehandelt sind [20, 22]. Neue Therapieregime,
Forschungsvorhaben und Aufklarungsarbeit sind flr eine adaquate PAVK und

Atherosklerose Therapie in Zukunft unerlasslich.

2.2 Thrombozyten — Physiologie, Biochemie und klinische Relevanz

Thrombozyten sind etwa im Durchmesser 2 bis 3 ym grof3e anukleare Blutplattchen,
welche als Sequestrierung von in Knochenmark gereiften Megakaryozyten entstehen
[36]. Physiologisch sind diese in einer Konzentration von 100—450 x 10° pro Liter im
peripheren Blut vorhanden und haben eine durchschnittliche Lebenszeit von 5 bis 10
Tagen, bevor sie Gber das retikuloendotheliale System der Leber und Milz abgebaut
werden [37, 38].

Im ruhenden Zustand haben Thrombozyten eine typisch diskoide Form.
Charakteristisch flr Thrombozyten sind spezifische Rezeptoren auf deren Membran,

welche elementar fur die Signaltransduktion sind. Ferner besitzen Thrombozyten im
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Zytoplasma Speichergranula mit Inhaltsstoffen, die nach Thrombozytenaktivierung
sezerniert werden und eine wichtige Rolle als Mediatoren der Hamostase sowie im

Rahmen von Entziindungs- und Immunmodulation einnehmen [39].

Entgegen friherer Uberzeugungen, dass Thrombozyten einzig als Hidmostasezellen
dienen, sind Thrombozyten an vielfaltigen physiologischen und pathophysiologischen
Prozessen beteiligt. Insbesondere in der Frihphase der Arteriosklerose, bei
Entzindung und Abwehr, Tumorwachstum und Tumormetastasierung, beim Schutz
des Endothels und Angiogenese sowie bei arteriellen thrombotischen
GefaBverschlissen sind sie von zentraler Bedeutung [9]. Nachfolgend wird die
klinische Funktion und Beteiligung der Thrombozyten bei Hamostase und
Arteriosklerose dargestellt.

2.2.1 Thrombozyten im Zentrum der Hdmostase

Bei der Himostase handelt es sich um ein komplexes System, welches einerseits bei
einer Verletzung der Integritat von BlutgefaBen zu einem Wundschluss am Ort der
Schadigung flhrt sowie andererseits die FlieBeigenschaft des Blutes gewéhrleistet
[40]. Man unterscheidet dabei im Ablauf die primare Hamostase, welche vorwiegend
durch Zusammenlagerung von Thrombozyten zu einem instabilen Thrombus und
ersten Wundschluss fuhrt, von der sekundaren Hamostase, auch plasmatische
Gerinnung genannt, durch  Gerinnungsfaktoren. Klassische Sichtweisen
unterscheiden bei der sekundaren Hamostase zwischen einem intrinsischen und
extrinsischen Aktivierungsweg, die beide kaskadenartig weitere Enzyme aktivieren
und als gemeinsame Endstrecke zu einem stabilen Thrombus durch Fibrin fhren.
Nach definitivem Wundschluss und funktionslos gewordenem Blutgerinnsel sowie als
Schutz vor UberschieBender Koagulation limitiert das Fibrinolysesystem vor
UberschieBender Koagulation durch Abbau von Fibrin Polymeren [41].

Moderne Sichtweisen der Hamostase verlassen jedoch dieses klassische Modell der
sekundaren Hamostase mit intrinsischer und extrinsischer Aktivierungskaskade
zunehmend zu Gunsten des zellbasierten Modells. Dougald Monroe beschrieb
dieses zellbasierte Modell erstmalig, welches Uber Aktivierungsschleifen und
Feedback-Reaktionen auf der Thrombozytenoberflache zu explosionsartiger
Thrombinvermehrung fihrt und Thrombozyten als Zentralzellen der Hamostase
betrachtet [42].
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Nachfolgend wird die primdre Hamostase durch Thrombozytenadhésion, -aktivierung
und —aggregatbildung sowie das zellbasierte Modell der Thrombingenerierung auf
der Thrombozytenoberflache erlautert.

Thrombozytenadhdsion, -aktivierung und - aggregatbildung

Durch Verletzung des GefaBendothels oder atherosklerotischer Plaqueruptur treten
subendotheliale Strukturen in Erscheinung, welche konstitutiv TF an der Oberflache
tragen und unterschiedlichste Mechanismen der Blutgerinnung aktivieren. Dabei
interagieren Thrombozyten als erste Zellen am verletzen Endothel. Bei hohem
Scherstress, welcher bei arterieller Blutstrbmung und hochgradigen Stenosen
vorherrscht, werden Thrombozyten dabei durch die Interaktion des GPlb mit dem von
Willebrand Faktor (vWF) und Thrombospondin-1 eingefangen und abgebremst. Eine
Aktivierung des GPIb/V/IX - Komplexes erfolgt jedoch erst bei mehrfachem Kontakt
und Quervernetzen des multimeren vVWF mit GPIb auf den Thrombozyten [39, 43].
Demgegenliber bindet GPVI - Hauptrezeptor fir Kollagen auf der
Thrombozytenoberflache - bei geringem Scherstress freiliegende Kollagenfibrillen an
der verletzten GefaBwand und leitet das Kollagenaktivierungssignal Cber

Immunoreceptor tyrosine-based activation motifs weiter [9].

Dieser Adhésionsprozess beziehungsweise Kontakt zwischen verletztem Gefal und
Thrombozyten fihrt tber Signalkaskaden zu einer  aktivierenden
Konformationsanderung der Integrine in der Thrombozytenmembran und
Thrombozyten werden aktiviert. Das aktivierte Integrin a2B1 (GPla/lla) bewirkt eine
starkere Bindung an Kollagen, wohingegen das Integrin allbp3 (GPIlIb/llla) in
aktivierter Form an ldsliches Fibrinogen und vWF binden kann. Dadurch haften
Thrombozyten fest an der subendothelialen Matrix, kbnnen sich ausbreiten und so

effektiv den ersten Wundverschluss bewirken [39].

Um weitere Thrombozyten zu rekrutieren und die initiale Stimulierung autokrin zu
amplifizieren, setzen die aktivierten Thrombozyten eine Vielzahl von
Granulainhaltsstoffen aus a-Granula, dichten Granula und Lysosomen via Exozytose
frei. Wichtige Guanosintriphosphat (GTP) — bindende prothrombotische Inhaltsstoffe
sind unter anderem Adenosindiphosphat (ADP) und Thromboxan A2 (TXA2) (vgl.
Abbildung 1). Des Weiteren bewirkt Serotonin eine Verstarkung der

20



Thrombozytenaktivierung Uber den Gq gekoppelten Serotoninrezeptor. Neben GTP
bindenden G Proteinen erfolgt als zweiter wichtiger Signaltransduktionsweg die
Signallbertragung Uber Quervernetzung der Rezeptoren durch Tyrosinkinasen. Als
Agonisten dafir fungieren Immunglobuline, Kollagen und vWF [39].

Die Vernetzung der Thrombozyten untereinander wird als Thrombozytenaggregation
bezeichnet und geschieht tber Ausbildung von Fibrinogenbriicken am GPIlb/llla. Ein
inaktiver Thrombozyt tragt in etwa 50.000 GPIlIb/llla Komplexe auf seiner Oberflache.
Jedoch ist er im inaktiven Zustand nicht in der Lage, 16sliche Liganden zu binden und
dadurch unkontrolliert und ohne Reiz sich zu aktivieren [44]. Interaktionen zwischen
GPIIb/llla und seinen Liganden bedingen Formwechsel, Pseudopodienbildung und
Ausbreitung der Thrombozyten und resultieren in einer Vernetzung der
Thrombozyten [10].

Um eine unkontrollierte Thrombozytenaktivierung zu vermeiden, werden
Thrombozyten Uber inhibitorische und modulierende Mechanismen reguliert. Zum
einen sondert intaktes GefaBendothel thrombozyteninhibitorische Stoffe wie
Prostazyklin (PGl2) oder Stickstoffmonoxid (NO) ab; zum anderen werden
Thrombozyten Uber autogene negative Feedback Reaktionen, insbesondere nach
Stimulierung mit Thrombin oder Kollagen, gehemmt [39].
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Abbildung 1: G Protein gekoppelte Signaltransduktion bei Thrombozyten.

Nach Thrombozytenaktivierung mit Agonisten wie ADP, TXAz, Serotonin und Thrombin kommt es zu
G-Protein vermittelten Signaltransduktionsprozessen, welche durch Gg, Gis und Gi G-Proteine
mediiert werden. Gq gekoppelte Rezeptoren, unter anderem PAR1, PAR4, TXAz-Rezeptor, fihren
Uber Stimulation der PLC zu einer vermehrten Bildung von IP3. Dadurch kommt es zu einer Erh6hung
des zytosolischen Kalziums, welches zu einer Aktivierung der PKC fihrt. Das Protein Gis ist
elementar am thrombozytaren Shape Change Uber RhoaA Aktivierung beteiligt, wohingegen das Gi
Protein durch Inhibierung der AC mit resultierender cAMP Abnahme sowie Aktivierung der PI3K flhrt.

Abkilirzungen in Abbildung 1: AA: Arachidonsaure, AC: Adenylatzyklase, ADP: Adenosindiphosphat,

ATP: Adenosintriphosphat, Ca?: Kalzium-lon, cAMP: Zyklisches Adenosinmonophosphat, CO:
Cyclooxygenase, GTP: Guanosintriphosphat, IPs: Inositol-1,4,5- Trisphosphat, PGlz: Prostazyklin,
PI3K: Phosphatidylinositol-3-Kinase, PIP2: Phosphatidylinositolbiphosphat, PKC: Proteinkinase C,
PLA: Phospholipase A, PLC: Phospholipase C, TXAz: Thromboxan A2. (Modifiziert aus: [44])
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Explosionsartige Thrombinvermehrung auf der Thrombozytenoberfldche

Bei strukturellen oder entziindlichen GefaBveranderungen kommt Blut mit TF in
Kontakt und kleine Mengen Thrombin werden Uber den Faktor Vlla-TF Komplex
generiert. Diese geringen Mengen Thrombin auf der Oberflache TF-prasentierender
Zellen (Fibroblasten, aktivierte Monozyten und Endothelzellen) sind nicht in der Lage
Fibrinogen in Fibrin umzuwandeln, reichen jedoch aus, Thrombozyten und
Gerinnungsfaktoren zu aktivieren und die weitere Thrombingenerierung
voranzutreiben [45]. Aktivierte Thrombozyten, vor allem thrombinvermittelt durch
Interaktion mit Protease-activated receptor (PAR)-1 und PAR-4, sind in der Lage,
Gerinnungsfaktoren durch spezifische, hochaffine Rezeptoren und Ca?*-lonen an der
Thrombozytenoberflache zu binden und vor Inaktivierung zu schitzen [10]. Faktor
Xla bindet Uber dessen Rezeptor GPlb an der Thrombozytenoberflache, aktiviert
Faktor IX und ermdglicht eine erh6hte Ansammlung des Xase- und Prothrombinase-
Komplexes auf der Thrombozytenoberflache [46, 47]. Thrombin bewirkt zudem eine
Abnahme der Affinitat von Faktor VIII zum vWF, sodass ein Anbinden von Faktor VIII
an die Thrombozytenmembran und Faktor IXa mdéglich ist.

Auf diese Weise ist es mdglich, dass explosionsartig durch optimale Arbeitsweise
des Xase- und Prothrombinase—Enzymkomplexes auf der Thrombozytenoberflache
tber Faktor Xa Thrombinmolekile vermehrt werden. Diese effiziente
Thrombinbildung flhrt dazu, dass Fibrinogen gespaltet werden kann und ein stabiles
Fibrinnetz gebildet wird [44].
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FXI)
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Bindung von aktivierten Gerinnungsfaktoren auf der Oberfléche aktivierter Thrombozyten
Koordinierte Anlagerung des Xase- und Prothrombinase-Enzymkomplexes auf der
Thrombozytenoberfliche

Thrombin- “burst” auf der
Thrombozytenoberfliche

Schnelle und massive Fibrinbildung auf Thrombozytenaggregaten

Abbildung 2: Zellabhidngige Thrombingenerierung.

Auf der Oberflache TF-tragender Zellen werden bei GefaBverletzung oder vaskulédrer Entziindung
geringe Mengen Thrombin gebildet. Diese kleinen Mengen Thrombin reichen zwar nicht zur Bildung
eines Thrombus aus, jedoch aktivieren diese Thrombozyten und Gerinnungsfaktoren. Auf der
Thrombozytenoberflache aktivierter Thrombozyten wird dadurch vermehrt Thrombin gebildet und Gber
Feedback-Mechanismen explosionsartig generiert. Dies fihrt zu einer Verfestigung der
Thrombozytenaggregate, da Thrombin die Spaltung von Fibrinogen in I8sliches Fibrin katalysiert.
(Modifiziert aus: [10])
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2.2.2 Rolle der Thrombozyten bei Arteriosklerose und thromboembolischen

Krankheiten

Neben der zentralen Rolle der Thrombozyten in der Hamostase sind diese zudem
mafgeblich an der Entstehung und Progression der Arteriosklerose sowie an akuten
atherothrombotischen Ereignissen beteiligt. Grundlage fir die Pathogenese der
Arteriosklerose ist die chronische GefaBentzindung sowie Dysfunktion des
Endothels an bestimmten vulnerablen Orten der Arterien [48]. Diese
Permeabilitatserhéhung am entziindlich veranderten GeféaBendothel bewirkt, dass
Thrombozyten Uber das von Endothelzellen exprimierte P-Selektin via GPIb/V/IX
oder P-selectin glycoprotein ligand am Endothel reversibel anhaften. Fir eine feste
Adhéasion der Thrombozyten am Endothel bedarf es weiterer Bindung Uber Integrine,
welche die wichtigsten Oberflachenrezeptoren flr eine stabile Adhasion darstellen [4,
49]. Aktivierte am  Endothel adharierende Thrombozyten sezernieren
proinflammatorische Mediatoren, wie beispielsweise Plattchenfaktor (PF)4, regulated
on activation, normal T-cell expressed and secreted chemokine (RANTES) und IL
13, und rekrutieren dabei vorwiegend Monozyten und neutrophile Granulozyten aus
der Blutzirkulation ins entziindete Endothel [4]. Dabei tragt PF4 direkt zur Genese
der Arteriosklerose bei, indem es den LDL Stoffwechsel inhibiert und die Aufnahme
von oxidiertem LDL durch Monozyten deutlich steigert [17]. Zudem bewirkt die
Sekretion von proinflammatorischen Mediatoren aus Thrombozyten wiederum eine
Generierung und Sekretion von Zytokinen in verschiedenen Zellen der GefaBwand,
die Uber Rickkopplungskreise Thrombozyten zur Sekretion verstarkt anregen. Ein
weiterer wichtiger Mediator und Chemoattractant fir Monozyten und Neutrophile ist
Cluster of Differentiation (CD) 40, welcher in groBen Mengen in Thrombozyten
gespeichert wird, und nach Freisetzung am Endothel eine gesteigerte endotheliale
Aktivierung auslést [49]. Vor allem unter hohem Scherstress ist es Leukozyten
dadurch méglich, zusammen mit Thrombozyten und Thrombozytenmikropartikel,
welche hauptsachlich von aktivierten Thrombozyten abgeschnirt werden, in
vulnerable GefaBe und Plaques zu migrieren. Dies bewirkt, dass Monozyten zu
Makrophagen differenzieren und die Schaumzellbildung und damit den
Atherogeneseprozess vorantreiben. Zudem fiihrt die Sezernierung von Proteasen
durch Thrombozyten zu einer Plaqueinstabilisierung, welche in einer Plaqueruptur
und thrombotischem GefaBverschluss resultieren kann [9].
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Inwiefern TF zur Pathogenese der Arteriosklerose beitragt, ist derzeit unklar. Studien
zeigten zwar einen Zusammenhang zwischen einer erhdhten TF Expression und der
Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen. In Knock-out M&usen mit
verminderten TF Level wurden jedoch keine signifikanten Unterschiede in der Menge

und Zellzusammensetzung atherosklerotischer Lasionen gefunden [50].

Dieses oben angefuhrte neuere Verstédndnis der Thrombozyten im Zentrum der
primaren und sekundaren Blutgerinnung unterstreicht, dass Thrombozyten nicht nur
als Quelle negativ geladener Phospholipide und als Vermittler der priméaren
Hamostase fungieren. Vielmehr sind Thrombozyten in besonderer Weise in der
Lage, Gerinnungsprozesse zu steuern, zu verstarken und zu kontrollieren. Zudem
zeigt sich, dass Thrombozyten nicht nur den finalen Thrombus bei Rupturen
arteriosklerotischer Plaques bilden, sondern bereits entscheidend in der Frihphase
der Pathogenese der Arteriosklerose beteiligt sind und Brickenglied zwischen
Leukozyten und Endothelzellen bilden.

Schaumzellbildung

Proteolyse Entziindung Oxidativer , Burst”
Chemotaxis »

Plagueadhasion Proteolyse
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Abbildung 3: Thrombozyten in der Frithphase der Atherogenese.

Thrombozyten sind bereits in der Frihphase der Arteriosklerose beteiligt, indem sie an aktivierte
vaskulare Endothelzellen binden und durch Sekretion chemotaktischer Substanzen Monozyten und
neutrophile Granulozyten anlocken und deren Aktivierung verstéarken. (Modifiziert aus: [9])
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2.2.3 Antithrombozytare Substanzen

Da der Prozess der Thrombozytenadhdsion, -aktivierung und —aggregation Uber
mehrere Schritte ablauft und diverse pharmakologisch relevante Rezeptoren und
aktivierende Faktoren von Thrombozyten beeinflusst werden kénnen, werden
nachfolgend primar die klinisch am haufigsten eingesetzten
Thrombozytenaggregationshemmer und deren Signalwege, namlich Cyclooxigenase
(COX)1-Hemmer, P2Yi2 Antagonisten und GPllb/llla Antagonisten, erlautert und
deren Signalwege dargestellt. Abbildung 4 fasst die Wirkmechanismen

antithrombozytarer Substanzen zusammen.

COX-1 Hemmer

Ein aktivierender Signalweg der Thrombozyten erfolgt Uber die Synthese und
Freisetzung von TXA2, welches Ca®*-abhangig aus Arachidonsiure (Uber die
Phospholipase A2 metabolisiert wird. Das freigesetzte TXAz2 wiederum bindet am
Thrombozyten Uber den Gq gekoppelten Thomboxanrezeptor und bewirkt dadurch
eine verstarkte Thrombozytenaktivierung durch Konformationsénderung und

vermehrter Granulasekretion [44, 51].

Der etablierte Thrombozytenaggregationshemmer ASS inhibiert irreversibel die COX-
1 und hemmt dadurch die TXA2 Synthese in Thrombozyten [52, 53]. Dies geschieht
Uber Acetylierung eines Serinrestes in der Nahe des aktiven Zentrums des Enzyms,
was dazu fuhrt, dass Arachidonsaure das aktive Zentrum nicht mehr erreichen kann
und weniger TXAz gebildet wird [54]. Dies resultiert in einer abgeschwachten
Thrombozytenaktivierung und —aggregation beziehungsweise einer beeintrachtigten
primaren Hamostase. In niedriger Dosierung inhibiert ASS dabei selektiv die COX-1,
wohingegen in héherer Dosierung ASS die COX-1 und COX-2 hemmt und zu
analgetischen und anti-inflammatorischen Effekten fihrt [55]. Aufgrund der nur
eingeschrankten Mdoglichkeit der Proteinbiosynthese der Thrombozyten, bedingt
durch fehlenden Zellkern, ist eine effektive Thrombozytenaggregationshemmung bei
taglich einmaliger Einnahme von 75-100 mg ASS, unabhéngig der Kkurzen
Halbwertszeit von 15-20 Minuten, méglich [54, 55].

27



P2Y:> Antagonisten

Ein weiterer wichtiger Verstarkeragonist der Thrombozytenaktivierung ist ADP,
welches bei Aktivierung aus den dichten Granula der Thrombozyten ausgeschttet
wird [43]. Das freigesetzte ADP interagiert mit zwei verschiedenen Rezeptoren auf
der Thrombozytenoberflache. Zum einen flihrt diese Bindung am Gq gekoppelten
P2Y1 Rezeptor zu einer Ca?-Mobilisierung im Thrombozyten und zu einer
Konformationsanderung, welche in einer reversiblen Thrombozytenaggregation
resultiert. Zum anderen bedingt diese ADP Bindung am P2Yi2 Rezeptor eine
manifeste Aktivierung durch Wegfall der Hemmreaktion [56]. Der P2Y12 Rezeptor ist
dabei Gi Protein gekoppelt und fihrt bei ADP Bindung zu einer Abnahme von
zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) und dadurch zu einer verstérkten
Aktivierung [57, 58].

Thienopyridine, wie beispielsweise Clopidogrel oder Prasugrel, fihren zu einer
irreversiblen Hemmung des P2Y12 Rezeptors durch Ausbildung spezifischer
Disulfidbindungen mit Cysteinresten des Rezeptors. Da es sich bei Clopidogrel und
Prasugrel um Prodrugs handelt, missen diese erst in aktive Metabolite umgewandelt
werden [54]. Diese Metabolisierung erfolgt bei Prasugrel effektiver als bei
Clopidogrel, da Prasugrel weniger auf Cytochrom P450 Enzyme angewiesen ist und
die Umwandlung vermehrt Uber Esterasen geschieht. Folglich ist nach Einnahme
einer Aufsattigungsdosis schneller eine suffiziente Thrombozytenhemmung unter
Prasugrel gegentiber Clopidogrel zu beobachten [58]. Ein neuerer oral applizierbarer
P2Y12 Antagonist ist Ticagrelor. Dabei handelt es sich um einen direkten und
reversiblen P2Y12 Antagonisten, welcher in der aktiven Form aufgenommen wird und
keiner aktivierenden Metabolisierung bedarf. Der einzige intravends verabreichbare
P2Y12 Antagonist ist Cangrelor, der reversibel und direkt am P2Y12 Rezeptor bindet
und die ADP-induzierte Thrombozytenaktivierung kompetitiv hemmt [54].
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GPlIb/llla Antagonisten

Die Vernetzung von Thrombozyten untereinander und somit der finale Schritt der
Thrombozytenaggregation erfolgt nach Aktivierung und Konformationsédnderung im
GPllb/llla Rezeptor [10]. Aktivierte GPIIb/llla Rezeptoren sind in der Lage, l6sliches
Fibrinogen, beziehungsweise bei hohem Scherstress VvWF, zu binden und

Thrombozyten miteinander zu vernetzen [53].

Abciximab, Eptifibatid und Tirofiban, die derzeit ausschlieBlich intravends
eingesetzten GPIlIb/llla Antagonisten, verhindern eine Interaktion zwischen GPIlb/Illa
Rezeptoren und Fibrinogen [43]. Abciximab, das Fab Fragment eines chimaren
GPllIb/llla Antikérpers, hat eine groBe Affinitdt zum GPIIb/llla Rezeptor und bindet
diesen irreversibel [54]. Dadurch sind aktivierte GPIIb/llla Rezeptoren nicht in der
Lage, losliches Fibrinogen zu binden und Thrombozyten zu vernetzen. Sowohl
Tirofiban, ein nicht peptidisches Tyrosin Derivat, als auch Eptifibatid, ein zyklisches
Heptapeptid, sind GPIIb/llla Antagonisten, welche ebenfalls eine hohe Spezifitat flr
den GPlIb/llla Rezeptor aufweisen, diesen jedoch reversibel binden [43].

Die oben angefiihrten klassischen antithrombozytaren Substanzen stellen derzeit die
klinisch am meisten verwendeten und erforschten Substanzen dar. Aktuell wird an
weiteren  Thrombozytenaggregationshemmern geforscht, welche zu einer
suffizienteren Pravention und Therapie Thrombozyten bedingter Thrombosen flhren,
ohne das Blutungsrisiko zu erhéhen. Neuere Forschungsansétze, die teilweise schon
in klinischen Studien erforscht werden, sind unter anderem PAR-1 Antagonisten,
GPVI Antagonisten, Serotonin Rezeptor Antagonisten und Thromboxan Rezeptor
Antagonisten und werden in den nachsten Jahren deren klinische Verwendung

zeigen.
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Die Thrombusentstehung ist ein mehrschrittiger Prozess, welcher durch das Zusammenwirken der
zelluldren und plasmatischen Hamostase ablauft. Im linken Bildabschnitt ist aus Grinden der
besseren Verstandlichkeit das Kaskadenmodell der sekunddren — plasmatischen Hamostase
dargestellt. Phenprocoumon bewirkt eine Reduktion der Synthese Vitamin K abhangiger
Gerinnungsfaktoren. Demgegeniiber greifen neuere Antikoagulanzien selektiv Gber Hemmung von
Faktor Xa (Rivaroxaban, Apixaban, Edoxaban) oder Gber Thrombin Antagonismus (Dabigatran) in die
Gerinnung ein. Der rechte Bildabschnitt zeigt Thrombozyten mit mdglichen pharmakologischen
Angriffspunkten. Revacept verhindert die Thrombozytenadhdsion an verletztes Endothel.
Acetylsalicylsdure, P2Y12 Antagonisten wie Clopidogrel oder Prasugrel, sowie der PAR-1 Antagonist
Vorapaxar flihren zu einer verminderten Thrombozytenaktivierung. Die Vernetzung der Thrombozyten
miteinander wird durch Abciximab, Eptifibatide und Tirofiban (GPIIb/llla Antagonisten) gehemmit.

Abkilirzungen in Abbildung 4: AA: Arachidonsdure, ADP: Adenosindiphosphat, cGMP: Zyklisches
Guanosinmonophosphat, COX-1: Cyclooxygenase-1, EZ: Endothelzelle, GMP:

Guanosinmonophosphat, GP:  Glykoprotein, PAR: Protease-activated Receptor, PDES:
Phosphodiesterase-3, TXAz: Thromboxan A2. (Modifiziert aus: [54])
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2.2.4 Effekte von Rivaroxaban auf die Thrombozytenfunktion

Rivaroxaban ist ein kleines Molekull, welches Faktor Xa in léslicher Form und im
Prothrombinasekomplex auf der Oberflache aktivierter Thrombozyten kompetitiv
bindet und dadurch inaktiviert [52]. Nach oraler Einnahme wird Rivaroxaban schnell
als aktive Form resorbiert und die maximale Konzentration im Plasma wird in etwa
2,5 bis 4 Stunden erreicht. Abgebaut wird Rivaroxaban zu einem Drittel unverandert
durch Urinausscheidung und zwei Drittel werden in der Leber tber CYP3A4 in die
inaktive Form metabolisiert. Um die maximale Absorption zu erreichen, sollte
Rivaroxaban mit dem Essen eingenommen werden [54].

Der genaue Einfluss von Rivaroxaban auf die Thrombozytenfunktion ist derzeit
ungewiss. Es zeigte sich jedoch, dass es unter einer Therapie mit Rivaroxaban
dosisabhangig zu einer verminderten Thrombingenerierung sowie zu einer
veranderten Kinetik der Thrombingenerierung kommt [52, 59-61]. Thrombin ist neben
mafgeblicher Beteiligung an der plasmatischen Gerinnung zudem ein potenter
Thrombozytenaktivator Uber PAR-1 und PAR-4 [20]. Durch Thrombinreduktion
bedingt durch Faktor Xa Hemmung kommt es dadurch indirekt zu einer
Thrombozytenaggregationshemmung [52]. Analog zum ADP Rezeptor sind PAR-1
und PAR-4 G Protein gekoppelt und interagieren dabei (ber gemeinsame
intrazellulare Kaskaden mit dem ADP Rezeptor [60]. Studien zeigen, dass der Effekt
von Faktor Xa Hemmern wie Rivaroxaban oder Apixaban auf die Thrombin induzierte
Thrombozytenaggregation abhangig von der Therapiedauer ist und eine langfristige
Therapie Uber 7 Tage moglicherweise zu einer veranderten Expression von PAR-1
und PAR-4 fUhrt [62].

Thrombin und Faktor Xa haben zudem Einfluss auf pathophysiologische Prozesse
wie Inflammation, Plaquebildung und Angiogenese. Rivaroxaban reduziert in diesem
Kontext méglicherweise pro-inflammatorische Zytokine und verhindert Plaquebildung
und Plaquedestabilisierung. Diese pleiotropen Effekte werden mdglicherweise mit
unterschiedlichem Einfluss von direkten oralen Antikoagulantien wie Dabigatran, ein
Thrombin Inhibitor, oder Rivaroxaban verandert und sind diesbezlglich hinsichtlich
Atherothrombosepravention untereinander nicht vergleichbar [20].

Die Kombination von Rivaroxaban mit einfacher oder dualer Thrombozytenhemmung
fihrt in vitro und in vivo zu einer synergistisch gesteigerten antithrombozytaren
Wirkung und zeigt zudem in klinischen Studien signifikante Vorteile fur PAVK

Patienten mit vertretbarem Sicherheitsprofil [18, 52].
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Abbildung 5: Einfluss von Rivaroxaban auf Thrombozyten und Gerinnungssystem.

Thrombin ist das zentrale Enzym der Hamostase und katalysiert die Spaltung von Fibrinogen zu
Fibrin, welches Thrombozytenaggregate zu einem stabilen Thrombus formt. Zudem ist Thrombin einer
der potentesten Thrombozytenaktivatoren via PAR-1 und PAR-4 mit daraus resultierender
Thrombozytenaktivierung und Thrombozytenaggregation. Rivaroxaban inaktiviert Faktor Xa und fuhrt
dadurch zu einer verminderten Thrombinbildung und Thrombin-vermittelten Thrombozyten-
Aktivierung.

Abkiirzungen in Abbildung 5: PAR: Protease-activated Receptor. (Modifiziert aus: [20])

2.3 PAVK und antithrombotische Therapie

2.3.1 Indikation bei PAVK zur antithrombotischen Therapie

Die Indikation und Wahl der antithrombotischen Therapie unterscheidet sich nach
Manifestationsform der Atherosklerose sowie Intention der antithrombotischen
Therapie. Das Blutungsrisiko ist gegenidber dem thrombotischen Risiko vor
Therapiebeginn abzuwagen [34, 59].

Bei symptomatischer PAVK der unteren Extremitat ist eine Monotherapie mit einem
Thrombozytenaggregationshemmer indiziert und Clopidogrel ist dabei ASS zu
bevorzugen [8, 63]. Eine Kombinationstherapie aus ASS in Kombination mit zweimal
taglich 2,5 mg Rivaroxaban sollte bei symptomatischen PAVK Patienten ohne
erhdhten Blutungsrisiken erwogen werden [64]. Bei asymptomatischer PAVK der

unteren Extremitat wird keine Thrombozytenaggregationshemmung empfohlen, da
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es in Studien zu keiner Reduktion kardiovaskularer Ereignisse kam [65, 66].
Ungeachtet des Stenttyps sollte als Konsensus bei schwacher Evidenz nach einer
perkutanen Intervention eine duale Thrombozytenaggregationshemmung fir
mindestens 1 Monat erfolgen, die im Anschluss eine langfristige singulare
Thrombozytenaggregationshemmung vorsieht. Eine singulare
Thrombozytenaggregationshemmung wird zudem mit héchstem Empfehlungs- und
Evidenzgrad nach einer infrainguinalen Bypassoperation empfohlen. Ferner spricht
sich die aktuelle Leitlinie der ESC bei kniegelenksiberschreitendem Bypass fir eine
duale Thrombozytenaggregationshemmung mit ASS und Clopidogrel aus,
wohingegen nach infrainguinalem autologen Venenbypass die Gabe eines Vitamin

K-Antagonisten erwogen werden sollte [8].

Bei Patienten mit Indikation flr eine orale Antikoagulationstherapie und gleichzeitiger
PAVK wird eine FortfUhrung der Antikoagulation unter Verzicht auf
Thrombozytenaggregationshemmung als Sekundarpravention und nach operativen
GefaBeingriffen empfohlen [8, 67]. Nach perkutanen Interventionen erfolgt
risikostratifiziert bei niedrigem Blutungsrisiko eine Fortfhrung der oralen
Antikoagulation und eine zusatzliche Gabe von ASS oder Clopidogrel fiir mindestens
einen Monat. Im Gegensatz dazu wird bei hohem Blutungsrisiko die alleinige orale
Antikoagulation nach perkutaner Intervention empfohlen [34].
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2.3.2 Thrombozytenaggregationshemmer bei PAVK — Aktuelle Studienlage

CAPRIE-Studie (ASS vs. Clopidogrel)

Bei der im Jahre 1996 publizierten CAPRIE Studie handelt es sich um eine
randomisierte klinische Studie, die einen mdglichen Nutzen von Clopidogrel
verglichen mit ASS im Hinblick auf Risikoreduktion von ischdmischem Schlaganfall,
Myokardinfarkt und vaskuldrem Tod untersucht. Diesbeziglich wurden 19.185
Patienten mit manifester Atherosklerose, das heit mit frGherem ischamischen
Schlaganfall (=1 Woche und <6 Monate), Myokardinfarkt (<385 Tage) oder
symptomatischer peripherer arterieller Verschlusskrankheit Gber 3 Jahre rekrutiert.
Nach randomisierter Zuteilung erhielten die Probanden entweder taglich 75 mg
Clopidogrel mit einem ASS Placebo oder 325 mg ASS mit einem Clopidogrel
Placebo ohne Kenntnis, welche Medikation enthalten war. Mit einem
durchschnittlichen Verlauf von 1,91 Jahren resultierten dadurch errechnete 36.731
Jahre, die die Patienten dem Risiko ausgesetzt waren. In der Schlaganfall
Untergruppe lag die durchschnittliche Ereignisrate jahrlich unter Clopidogrel bei
7,15% verglichen mit 7,71% bei ASS mit einer relativen Risikoreduktion von 7,3% zu
Gunsten von Clopidogrel (p=0,26). Bei Patienten mit Myokardinfarkt hingegen zeigte
sich ein Anstieg des relativen Risikos von 3,7% unter Clopidogreltherapie (p=0,66).
Die Ereignisrate bei PAVK Patienten hingegen lag jahrlich bei 3,71% unter
Clopidogrel und 4,86% unter ASS Einnahme und flihrte zu einer relativen
Risikoreduktion von 23,8 % unter Clopidogrel (p=0,0028).

Mit Blick auf beobachtete Nebenwirkungen zeigte sich eine hdhere Rate an
Hautausschlagen (p=0,017) und Diarrhoe (p=0,080) unter Clopidogrel, wahrend
haufiger gastrointestinale Beschwerden (p=0,096), gastrointestinale Blutungen
(p=0,05) sowie intrazerebrale Blutungen (p=0,23) unter ASS zu verzeichnen waren.
Zusammenfassend zeigte die gesamte Studienkohorte eine relative Risikoreduktion
von 8,7% (p=0,043) in der Intention to treat Analyse [68].

Obgleich  Schlaganfall, Myokardinfarkt und PAVK nur unterschiedliche
Manifestationsformen der Atherosklerose sind, zeigten sich in dieser Studie deutliche
Vorteile von Clopidogrel gegenitber ASS bei PAVK Patienten. Die Heterogenitat
wurde signifikant in Bezug auf die unterschiedlichen Subgruppen getestet und

unterstreicht dabei den Stellenwert von Clopidogrel bei PAVK Patienten. Folglich ist
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Clopidogrel als einziger = Thrombozytenaggregationshemmer  formal  zur
Sekundarpravention der PAVK zugelassen und diesbezliglich wurde in der Leitlinie
der ESC von 2017 eine Empfehlung gegenliber ASS ausgesprochen [18, 57].

EUCLID-Studie (Clopidogrel vs. Ticagrelor)

Aufbauend auf den Ergebnissen der CAPRIE Studie Uberpriifte die EUCLID Studie
mogliche Vorteile von Ticagrelor gegentiber Clopidogrel bei Patienten mit stabiler
Claudicatio intermittens. In diesem Zusammenhang wurden von Dezember 2012 bis
Marz 2014 13.885 PAVK Patienten in 811 Zentren in 28 Landern eingeschlossen,
davon 6.010 Patienten mit einem ABI <0,80 sowie 7.875 Patienten mit
Revaskularisation der unteren Extremitdt, die mindestens 30 Tage vor
Studieneinschluss stattfand. Nach gleichmaBiger Randomisierung wurde den
Patienten doppelverblindet entweder zweimal taglich 90 mg Ticagrelor oder einmal
taglich 75 mg Clopidogrel verabreicht und im Mittel 30 Monate beobachtet. Als
primarer Endpunkt der Studie wurde die Kombination Schlaganfall, kardiovaskularer
Tod oder Myokardinfarkt vorab definiert. Hospitalisierung aufgrund akuter
Beinischamie, Notwendigkeit peripherer oder koronarer Revaskularisation galten
diesbeziglich als sekundare Endpunkte [69].

Mit Blick auf den primaren Endpunkt der EUCLID Studie konnte kein Unterschied
zwischen einer Behandlung mit Ticagrelor und Clopidogrel festgestellt werden. Unter
Ticagrelor wurde eine verminderte Rate ischamischer Schlaganfalle festgestellt
(1,9% vs. 2,4%, HR 0,78, p=0,03). Auch hinsichtlich des sekundaren Endpunkis
zeigte sich keine starkere Wirkung von Ticagrelor als der bisherige Therapiestandard
Clopidogrel, wobei die Rate an Studienabbriichen aufgrund von Dyspnoe (4,8% vs.
0,8%, p<0,001) oder Blutungen (2,6% vs. 1,4%, p<0,001) unter Ticagrelor erhdht
war. Eine gesonderte Auswertung der 7.875 Patienten mit zuvor durchgefiihrter
peripherer Revaskularisation ergab, dass diese Patientengruppe signifikant hdufiger
den kombinierten Endpunkt (11,4% vs. 9,9%; p=0,02) sowie haufiger
Myokardinfarkte, akute Beinischamien und schwerwiegende Blutungen aufwies. Dies
unterstreicht das hohe Risikopotenzial fortgeschrittener PAVK. Im Hochrisikokollektiv
zeigte sich jedoch kein Vorteil einer Ticagrelor Therapie gegenlber Clopidogrel

bezliglich des primaren Endpunkts der Studie [69].
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Zusammenfassend lasst sich ableiten, dass eine Monotherapie mit Ticagrelor bei
Patienten mit PAVK einer Clopidogrel Monotherapie nicht Uberlegen ist. Erwahnt
werden sollte im Zusammenhang der EUCLID Studie jedoch, dass Patienten mit
homozygoter Mutation im Cytochrom P450 Allel, sogenannte poor metabolizer fir
Clopidogrel, ausgeschlossen wurden [70]. Das Enzym Cytochrom P450 ist
mafgeblich an der Umwandlung des Clopidogrel Prodrugs in die aktiven Metabolite
beteiligt und damit fir eine suffiziente Wirkung entscheidend [54, 58].

COMPASS-Studie (ASS vs. ASS + Rivaroxaban vs. Rivaroxaban)

Ziel der COMPASS Studie war es herauszufinden, ob eine niedrigdosierte
zweimalige Rivaroxaban Gabe in Kombination mit oder ohne ASS einer
Monotherapie mit ASS bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung und/oder PAVK
Uberlegen ist. Dafir wurden von Marz 2013 bis Mai 2016 27.395 Patienten mit
stabiler atherosklerotischer GefaBerkrankung, darunter 7.470 Patienten mit
peripherer Manifestation der Atherosklerose (symptomatische PAVK, Karotisstenose
bzw. KHK und niedrigem ABI) in die Studie eingeschlossen. Nach randomisierter
Zuteilung erhielten Patienten oral verabreicht entweder zweimal taglich 2,5 mg
Rivaroxaban plus 100 mg ASS einmal pro Tag, zweimal taglich 5 mg Rivaroxaban
mit einem ASS Placebo einmal pro Tag oder 100 mg ASS einmal taglich mit
zweimaligem Rivaroxaban Placebo pro Tag. Als primarer kombinierter Endpunkt der
COMPASS Studie wurde kardiovaskularer Tod, Schlaganfall oder Myokardinfarkt
(major adverse cardiovascular event = MACE) definiert. In der Subgruppe mit
peripherer Manifestation der Atherosklerose wurde die ischamiebedingte Major-
Amputation oder eine akute schwere Ischédmie, die zu einer Intervention flhrt, als

Endpunkt festgelegt (major adverse limb event = MALE) [14, 21].

Die Studie wurde vorzeitig mit einer mittleren Behandlungsdauer von 23 Monaten
abgebrochen, da sich eine signifikante Uberlegenheit der Kombinationstherapie von
2,5 mg Rivaroxaban plus ASS gegeniber einer 100 mg ASS Monotherapie zeigte.
MACE ereigneten sich bei 126 (5%) von 2.492 Patienten mit PAVK mit einer
Rivaroxaban plus ASS Therapie, wohingegen es unter einer ASS Monotherapie bei
172 (7%) von 2504 Patienten zu MACE kam. Niedrigdosiertes Rivaroxaban in
Kombination mit ASS war einer ASS Monotherapie signifikant Uberlegen (HR 0,72,
95% CI 0,57 — 0,90, p=0,0047). Vergleicht man MACE unter Rivaroxaban
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Monotherapie mit ASS Monotherapie, konnte jedoch keine signifikante Uberlegenheit
einer Rivaroxaban Monotherapie festgestellt werden (149 (6%) von 2.474 vs. 174
(7%) von 2.504: HR 0,68, 95% CI 0,69 — 1,08, p=0,25).

Mit Blick auf MALE in der PAVK Subgruppe zeigte sich zudem eine 46% Reduktion
von MALE bei Kombination von Rivaroxaban mit ASS gegentber einer ASS
Monotherapie (HR 0,54, 95% CI 0,35 — 0,82, p=0,0037) und eine 33% Reduktion von
MALE unter Rivaroxaban Monotherapie verglichen mit ASS Monotherapie (HR 0,67,
95% Cl 0,45 — 1,00, p=0,047) [14].

Vermehrte schwere Blutungen traten bei Patienten unter Kombinationstherapie von
Rivaroxaban mit ASS im Vergleich zu Patienten unter Monotherapie mit ASS (HR
1,61, 95 % CI 1,12-2,31, p=0,0043) sowie unter Rivaroxaban Monotherapie Gruppe
verglichen mit ASS Monotherapie auf (HR 1,68, 95% CI 1,12-2,31, p=0,0089). Bei
den Blutungskomplikationen handelte es sich dabei mehrheitlich um gastrointestinale
Blutungen. Td&dliche Blutungen, intrakranielle Blutungen oder symptomatische
Blutungen in kritische Organe traten jedoch nicht signifikant haufiger auf [14].

In der aktuellen Leitlinie der ESC von 2017 ist die COMPASS Studie noch nicht
bertcksichtigt, wohingegen in der PAVK Leitlinie der European Society of Vascular
Medicine von 2019 der Einsatz von niedrigdosiertem Rivaroxaban zusatzlich zur ASS
Therapie erwogen werden sollte [34, 64]. Die Ergebnisse der COMPASS Studie
zeigen die nicht mehr zu vernachlassigenden Vorteile einer zusatzlichen
Gerinnungshemmung mit  niedrigdosiertem  Rivaroxaban (ber die bloBe
Thrombozytenaggregationshemmung hinaus. Rivaroxaban 2,5 mg wurde im August
2018 bei KHK und symptomatischen PAVK Patienten zur Prophylaxe
atherothrombotischer Ereignisse zugelassen. Vor allem Patienten mit hohem
thromboembolischem Risiko bei gleichzeitig niedrigem Blutungsrisiko profitieren von

diesem Therapieregime [14, 18].
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2.3.3 Duale Thrombozytenaggregationshemmung nach peripherer transluminaler

Angioplastie

Die Datenlage zur dualen Thrombozytenaggregationshemmung nach peripherer
transluminaler Angioplastie ist sehr diinn und oft nur eine Extrapolation von KHK
Studien [20]. Aktuelle Leitlinien empfehlen in diesem Zusammenhang nach Stenting
eine duale Thrombozytenaggregationshemmung fir mindestens 1 Monat bei
schwacher Evidenz mit anschlieBend einfacher Thrombozytenaggregationshemmung
[34].

MIRROR-Studie (ASS vs. ASS + Clopidogrel)

Die MIRROR Studie ist eine prospektive, randomisierte, doppelblinde, Placebo
kontrollierte Studie, die an 80 PAVK Patienten mit geplanter endovaskularer
Intervention durchgefuhrt wurde. 40 Patienten erhielten vor perkutaner transluminaler
Angioplastie (PTA) mit oder ohne Stentimplantation der femoro-poplitealen
GefaBgegend einmalig 500 mg ASS und 300 mg Clopidogrel 6-12 Stunden vor
Intervention mit anschlieBend taglicher Dosis 100 mg ASS in Kombination mit 75 mg
Clopidogrel fir 6 Monate. Der zweiten Gruppe, auch 40 Patienten umfassend, wurde
in analoger Weise die ASS Therapie verabreicht, jedoch wurde anstelle von
Clopidogrel ein Placebo pra- und postinterventionell gegeben. Als primarer Endpunkt
wurde die Konzentration von B-Thromboglobulin und l6slichem CD40L direkt vor der
Intervention gemessen sowie die Clopidogrel Resistenz bestimmt. Sekundarer
Endpunkt waren dabei klinische Befunde, welche préinterventionell und 6 Monate
nach PTA erhoben wurden. Dazu zahlte unter anderem die Eingruppierung der
PAVK in Stadien nach Rutherford, ABI Bestimmung sowie Erhebung von
kardiovaskularen Ereignissen und RevaskularisationsmaBnahmen am therapierten
GefaBabschnitt [71].

Bei Patienten mit zusétzlicher Clopidogrel Aufsattigungsdosis vor Intervention zeigte
sich eine signifikante Reduktion von B-Thromboglobulin (Median=224,5 IE/ml vs.
365,5 IE/ml, p=0,035) sowie loslichem CD40L (Median=127 pg/ml vs. 206,5 pg/ml,
p=0,046) gegentiber der Placebogruppe. In der Clopidogrelgruppe zeigten 30% nach
Gabe der Aufsattigungsdosis mit Clopidogrel eine Clopidogrelresistenz. Mit Blick auf
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den sekundaren Endpunkt zeigten Patienten mit Clopidogreltherapie 6 Monate nach
PTA signifikant weniger RevaskularisationsmaBnahmen des intervenierten GefaBes
gegentber der Placebogruppe, wobei bei beiden betroffenen Patienten zum
Zeitpunkt der Intervention eine Clopidogrelresistenz nachgewiesen wurde (2 vs. 8,
p=0,040). Die duale Thrombozytenaggregationshemmung konnte jedoch keine
signifikante Verbesserung des ABI sowie der Rutherford Klassifikation nach 6
Monaten nachweisen. Mit Blick auf Blutungskomplikationen konnte zudem kein
wesentlicher Unterschied zwischen den beiden Studiengruppen herausgefunden
werden [71].

Nach 6 Monaten wurde Clopidogrel in der einen Gruppe sowie das Placebo in der
anderen abgesetzt und beide Therapiearme erhielten weiterhin 100 mg ASS als
Monotherapie. Eine weitere Studie untersuchte im Anschluss, ob diese verminderte
Revaskularisationsrate unter dualer Thrombozytenaggregationshemmung auch nach
Clopidogrelende in dieser Studiengruppe weiterhin bestehen bleibt. Diesbeziiglich
wurden 36 Clopidogrel Patienten und 37 Placebo Patienten 12 Monaten nach PTA
erneut evaluiert. Es zeigte sich, dass nach 12 Monaten, das hei3t 6 Monate ohne
duale Thrombozytenaggregationshemmung mit Clopidogrel und ASS, kein
signifikanter Unterschied in Bezug auf erneute Interventionen des betroffenen
GefaBes zwischen der Clopidogrel und Placebo Gruppe festzustellen war (9 (25%)
Patienten mit Clopidogrel vs. 12 (32,4%) Patienten mit Placebo) [72].

Aus dieser Studie lasst sich ableiten, dass Patienten mit gleichzeitig hohem
kardiovaskularem Risiko und geringem Blutungsrisiko madglicherweise von einer
langeren dualen Thrombozytenaggregationshemmung nach PTA profitieren wirden.
Bedacht werden sollte jedoch, dass diese Studie an einer sehr geringen
Patientenzahl durchgefiihrt wurde und daher die Aussagekraft in weiteren Studien
Uberprift werden sollte.

VOYAGER-Studie (ASS vs. ASS + Rivaroxaban)

Aufbauend auf den Ergebnissen der COMPASS Studie, welche einen signifikanten
Vorteil einer niedrigdosierten Rivaroxabantherapie in Kombination mit ASS mit Blick
auf Reduktion kardiovaskulérer Ereignisse bei Patienten mit stabiler PAVK zeigte,
wurde die VOYAGER Studie entwickelt [14]. Die VOYAGER Studie evaluierte bei
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Hochrisiko PAVK Patienten nach endovaskularer oder chirurgischer
Revaskularisationstherapie der unteren Extremitaten die Effektivitat und Sicherheit
einer Kombinationstherapie eines Thrombozytenaggregationshemmers (ASS) mit
niedrig dosiertem Faktor Xa Inhibitor (Rivaroxaban) [20]. Zwischen August 2015 und
Januar 2018 wurden 6.564 Patienten randomisiert entweder der Placebo oder der
Rivaroxaban Gruppe zugeteilt und davon erhielten 6.504 Patienten mindestens eine
Dosis der Studienmedikation. Die mediane Follow up Dauer betrug 28 Monate [73].
Im Rahmen dieser doppelverblindeten Phase Il Studie erhielten die teilnehmenden
Patienten entweder taglich 2,5 mg Rivaroxaban morgens und abends oder in
analoger Weise ein Placebo zusatzlich zu einer taglichen 100 mg ASS Therapie in
beiden Studienarmen. Die Randomisierung erfolgte dabei nach Art der Prozedur,
eingeteilt in die Gruppe der chirurgischen Therapie, die Gruppe der endovaskularen
Therapie mit Clopidogrel sowie die Gruppe der endovaskularen Therapie ohne
Clopidogrel. Clopidogrel war dabei erst ein Ausschlusskriterium ab einer geplanten
dualen Thrombozytenaggregationshemmung von Uber 6 Monaten und Patienten
wurden dazu angehalten, keine weiteren Thrombozytenaggregationshemmer sowie
Antikoagulantien einzunehmen. Primarer Endpunkt der Studie war eine Kombination
aus kardiovaskularen Ereignissen (Myokardinfarkt, ischamischer Schlaganfall und
kardiovaskularer Tod) und Extremitaten Ereignissen (akute Extremitatenischamie
und Amputationen aufgrund vaskuldrer Ursache). Ferner wurde die Rate an
Blutungskomplikationen nach der TIMI und ISTH Klassifikation sowie
hamodynamische Veranderungen der Extremitaten erhoben [74].

In der Rivaroxaban Gruppe trat bei 508 Personen der primare Endpunkt ein
verglichen mit 584 Ereignissen in der Placebo Gruppe. Extrapoliert man diese Zahlen
mittels Kaplan-Meier-Schatzer fur Inzidenzen des primaren Endpunkts innerhalb 3
Jahren, so zeigt dies, dass unter Rivaroxabantherapie signifikant weniger Ereignisse
auftreten als in der Placebo Gruppe (17,3% vs. 19,9%, HR 0,85, 95 % CI 0,76 bis
0,96; p=0,009). Betrachtet man jedoch die Anzahl der Major Blutungen nach TIMI
und ISTH unter Rivaroxabantherapie verglichen mit der Placebo Gruppe, konnte
nach beiden Definitionen eine erhdhte Anzahl festgestellt werden, wobei nach ISTH
die Anzahl der Major Blutungen unter Rivaroxabantherapie signifikant war. Nach
ISTH kam es bei der Rivaroxaban Gruppe zu 140 Major Blutungen verglichen mit
100 Patienten in der Placebo Gruppe (5,94% vs. 4,06%; HR 1,42; 95% CI 1,1 bis
1,84; p=0,007). In der Rivaroxabangruppe zeigten nach TIMI 62 Personen verglichen
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mit 44 Personen in der Placebo Gruppe Major Blutungen (2,65% vs. 1,87%; HR 1,43;
95% CI1 0,97 —2,10; p=0,07) [73].

Analog zu den Ergebnissen der COMPASS Studie unterstreichen die Erkenntnisse
der VOYAGER Studie die Bedeutung von niedrig dosiertem Rivaroxaban morgens
und abends zusatzlich zu einer singuldren Thrombozytenaggregationshemmung bei
Patienten mit peripherer arterieller Verschlusskrankheit als Langzeit Pravention
sowie als Initialtherapie nach Revaskularisationstherapie [14, 73]. Unabhangig der
Definition von Major Blutungen zeigte sich, dass eine Rivaroxabantherapie mit
erhéhter Blutungsneigung einhergeht. Deshalb sollte individuell das Blutungsrisiko
gegentber Pravention kardiovaskularer sowie extremitatenbedingter Ischamien einer

Rivaroxabantherapie abgewogen und im Einzelfall entschieden werden.
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3. Material und Methoden

Nachfolgend werden die Gerate und Materialien aufgelistet, welche im Rahmen der
Studie verwendet wurden. Der Ablauf der Studie, das Patientenkollektiv sowie die
laborchemische Methodik der Studie werden im Folgenden beschrieben und

erlautert.

3.1 Gerate und Materialien

3.1.1 Geréate und Zubehor

Tabelle 1: In dieser Studie verwendete Gerate und Hersteller.

Geréatebezeichnung Typ Hersteller
Automatisches Hamatologie Sysmex KX-21N Sysmex Deutschland GmbH
Analysegerat (Hamburg)
Durchflusszytometer BD FACS Canto Il Becton Dickinson GmbH
(Heidelberg)
Kolbenhub-Einkanalpipetten Eppendorf Research Plus®, Eppendorf Vertrieb Deutschland
variabel 0,1-2,5 pl GmbH (Wesseling)
Research Plus®, variabel 0,5-5
pl
Research Plus®, variabel 2-20
ul
Research Plus®, variabel 10-
100 pl
Research Plus®, variabel 20-
200 pl
Research Plus®, variabel 100-
1000 pl
Magnetrihrer NeoMag D-6010 NeoLab® (Heidelberg)
pH/ORP-Meter HI 2211 Hanna Instruments GmbH (Kehl
am Rhein)
Prazisionswaage CPA 1003P Sartorius AG (Géttingen)
Tischzentrifuge Centrifuge 5418R Eppendorf Vertrieb Deutschland
GmbH (Wesseling)
Thrombinoskop Fluoroskan Ascent® Thermo Fisher Scientific
Biosciences GmbH (USA)
Vortexer Lab Dancer S40 VWR International GmbH
(Darmstadt)
Wasserbad (mit Einsatzen) ED-AP (042) (5A max. 60° Julabo GmbH (Seelbach)
Celsius)
Zentrifuge Allegra X-30R (Rotoren: Breckmann Coulter GmbH
F2402, SX 4400) (Krefeld)
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3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: In dieser Studie verwendete Verbrauchsmaterialien und deren Hersteller.

Bezeichnung

Typ

Hersteller

1,5 ml ReaktionsgefaBe

50 ml Polypropylen
Rohrchen mit konischem
Boden

5 ml Polystyrene Réhrchen

Blutentnahmeréhrchen

Kaniile mit Schlauch zur
Blutentnahme
Latexhandschuhe

Mikrotiterplatten (Calibrated

Automated
Thrombography)
Pipettenspitzen

Pipettenspitzen
Pipettenspitzen
Transferpipetten

Zytometer R6hrchen

Safe Seal GefalB3 (1,5 ml)
Cellstar Tubes® 50 ml, PS

S-Monovette® (10 ml) mit Citrat

3,2% (1:10)

S-Monovette® (2,7 ml) mit K3
EDTA

Safety-Multifly® 21G 200mm

Sempercare® Premium

PS-Microplate, 96-wells, U-
férmiger Boden

Ep T.I.P.S. 50-100 pl

TipOne 200 pl Yellow Tip
TipOne 10 pl XL graduated tip

Einmal-Pasteurpipetten mit
integriertem Saugball 3,5 ml
12x75 mm, Polystyrol (PS)

Sarstedt AG & Co. (Nimbrecht)

Greiner Bio-One GmbH
(Frickenhausen)

Sarstedt AG & Co. (Nimbrecht)

Sarstedt AG & Co. (Nimbrecht)

Lohmann & Rauscher GmbH & Co.

KG (Neuwied)

Greiner Bio-One GmbH
(Frickenhausen)

Fisher Scientific GmbH (Nidderau)
StarLab (Hamburg)

StarLab (Hamburg)

Sarstedt AG & Co. (NUimbrecht)

Ratiolab GmbH (Dreieich)

3.1.3 Reagenzien

Tabelle 3: In dieser Studie verwendete Reagenzien und deren Hersteller.

Bezeichnung

Lésung

Bezugsquelle

a-Thrombin (bovin)

Adenosin 5'- diphosphat
Natriumsalz (ADP)
Arachidonséaure

Convulxin
Dade®Innovin®

FLUCA Kit

PBS (phosphate buffered
solution,
phosphatgepufferte
Salzlésung)
Plattchen-armes-Plasma-
Reagenz (Platelet-poor-
plasma-reagent, PPP-
Reagenz)

PLT VASP/P2Y12 Kit

TRAP-6
Thrombin Kalibrator

100 U/ml in 0,9% NaCl
5 mM ADP in 0,9 %NaCl

53 mM
100 pg/ml
15 nM

10x PBS-Fertigprodukt 1:100 in

ddH20; pH 7,4

vgl. Tabelle 9
40 mM

Sigma-Aldrich GmbH (Seelze)
Sigma-Aldrich GmbH (Seelze)

Sigma-Aldrich GmbH (Seelze)
Enzo Life Sciences

Siemens Healthcare Diagnostics
Products GmbH (Marburg)
Stago Deutschland GmbH
IMMUNOTECH SAS

AppliChem GmbH (Darmstadt)

Stago Deutschland GmbH
(Dusseldorf)

Biocytex (Frankreich)
Bachem (Schweiz)

Stago Deutschland GmbH
(DUsseldorf)
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Tyrodepuffer 140 mM NaCl, 2,7 mM KCl,

12 mM NaHCOs,

0,42 mM NaH2POu,

5,5 mM Glucose,

5 mM Hepes; pH 7,4

3.1.4 Antikdrper

Tabelle 4: In dieser Studie verwendete Antikérper und deren Bezugsquelle.

Zielantigen Endkonzentration

Bezugsquelle

CD36 (Klon 185-1G2)-FITC 5 ug/ml
CD36 (Klon FA6.152)-FITC 5 pg/ml
CD42b (Klon SZ2)-FITC 5 pg/ml
CD41/CD61 (Klon P2)-FITC 5 pg/ml
CD42a (Klon Beb-1)-FITC 5 pg/ml

CD29 (Klon K20)-FITC 5 pg/ml
GPVI (Klon HY101)- 5 pg/ml
eFluor660

CD62P-FITC 5 pg/ml

Aktiviertes GPIllIb/llla (Pac- 5 pg/ml
1)-FITC
IgG1-FITC 5 pg/ml

CD61 (Klon RUU-PL 7F12)- 5 pg/mi
FITC

Santa Cruz (USA)

Beckman Coulter (USA)
Beckman Coulter (USA)
Beckman Coulter (USA)
Becton Dickinson (Heidelberg)
Beckman Coulter (USA)

eBiosciences (USA)

BD Pharmingen (USA)

Becton Dickinson (Heidelberg)

BD Pharmingen (USA)
BD Pharmingen (USA)

3.1.5 Software

Tabelle 5: In dieser Studie verwendete Software-Programme.

Software Hersteller

BD FACSDIVA Software © Becton, Version BD Bioscience (USA)
6.1.3

EndNote™X7 Clarivate Analysis (USA)

GraphPad Prism 9.0.0

Microsoft 365 fir Windows: Word, Excel,
PowerPoint
SPSS Statistics 23 V5 R

Sysmex-Software; Version 1kXNH 00-10

Thrombinoscope™ Software Version 3.0.0.29

GraphPad Software (USA)
Microsoft Corporation (USA)

IBM (Deutschland)
Sysmex Europe (Hamburg)
Thrombinoscope BV (Maastricht, Niederlande)
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3.2 Studienbeschreibung und Methodik
3.2.1 Studiendesign

Bei der TRPX17 Studie handelt es sich um eine monozentrische prospektive
Pilotstudie, welche die in vitro Thrombinbildungskapazitdt sowie die
Thrombozytenfunktion bei Patienten mit PAVK und KHK unter verschiedenen
gerinnungshemmenden bzw. thrombozytenaggregationshemmenden Therapien

untersucht.

3.2.2 Studienpopulation

Fallzahl und Genehmiqung

Bei der Berechnung der FallzahlgréBe wurde als Parameter der im CAT gemessene
Thrombin Peak im plattchenreichen Plasma mit TF als Trigger festgelegt. In der
Studiengruppe PAVK unter ASS Therapie wurde ein Thrombin Peak Mittelwert von
90 nM mit einer Abnahme von mindestens 30% nach zusatzlicher Rivaroxabangabe,
entspricht der Standardabweichung zwischen den Gruppen, angenommen. Die
Power-Kalkulation erfolgte mittels T-Test (zweiseitig, unverbunden) und einem 5%
Test-Signifikanzniveau. Um eine Power von 80% fir einen Unterschied mit
statistischer Signifikanz des Peak zwischen der ASS Monotherapie und ASS in
Kombination mit Rivaroxaban innerhalb der Studiengruppe zu erlangen, wurde eine

Fallzahl von 10 ermittelt.

Da es sich um eine Pilotstudie handelt, die méglicherweise Ergebnisse liefern soll fur
weiterflhrende Studien an gréBeren Patientengruppen, wurden insgesamt 10
Patienten in die Studiengruppe sowie zwei Kontrollgruppen mit jeweils 10 Patienten
eingeschlossen. Insgesamt waren somit 30 Patienten fir die Studienteilnahme
vorgesehen. Vor Studienbeginn wurde ein Antrag bei der Ethikkommission der
Landesarztekammer Rheinland-Pfalz vorgelegt und durch diese genehmigt
(18.03.2019, Antragsnummer: 2019-14055 1). Bei Studienplanung und Ablauf
wurden die Ublichen MaBgaben der Good Clinical Practice sowie die Deklaration von
Helsinki bertcksichtigt und gewahrt [75].
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Patientenrekrutierung und Ein-/ Ausschlusskriterien

Aus dem Zentrum fir Kardiologie/Kardiologie | der Universitatsmedizin Mainz wurden
Patienten in die Studie eingeschlossen, die aufgrund medizinischer Indikation einer
Thrombozytenaggregationshemmung bedurfen. Die zusatzliche Belastung durch die
Studienteilnahme stellte lediglich die Blutabnahme zur
Thrombozytenfunktionstestung dar. Alle Patienten wurden vorab Uber mdgliche
Komplikationen einer vendsen Blutabnahme durch einen approbierten Arzt
umfassend informiert und erst nach deren schriftlicher Zustimmung in die Studie

eingeschlossen.

Die Studiengruppe (n=10) umfasst Patienten mit bekannter PAVK im Stadium llb mit
Indikation fir eine PTA. Zur Gewéhrleistung der Homogenitat in der Gruppe wurden
ausschlieBlich Patienten unter Monotherapie mit 100 mg ASS pro Tag
eingeschlossen. Nach Intervention erhielten die Patienten eine duale
Thrombozytenaggregationshemmung fir 3 Monate. Im Anschluss an die duale
Thrombozytenaggregationshemmung war bei diesen Patienten eine langfristige
Therapie mit 100 mg ASS plus zweimal taglich 2,5 mg Rivaroxaban geplant. Im
Rahmen der 3 Therapiephasen, nachfolgend als PAVK ASS, PAVK ASS +
Clopidogrel und PAVK ASS + Rivaroxaban bezeichnet, wurde jeweils eine
Blutabnahme durchgeflihrt. Es wurde darauf geachtet, dass ausschlieBlich Patienten
mit hohem kardiovaskuldrem Risiko und geringem Blutungsrisiko an der Studie
teilnehmen. Zur Abschatzung des Blutungsrisikos gegenliber dem praventiven Effekt
einer Antikoagulation mit Rivaroxaban wurde der HAS-BLED Score verwendet. Die
Maximalpunktzahl beim HAS-BLED Score betragt 9 Punkte. Jedoch ist bei drei oder
mehr Punkten von einem erhdéhten Blutungsrisiko durch die Antikoagulation
auszugehen. Um ein erhéhtes Blutungsrisiko bei den teilnehmenden Patienten der
Studiengruppe  auszuschlieBen, wurden ausschlieBlich Patienten in die
Studiengruppe eingeschlossen, welche maximal 1 Punkt im HAS-BLED Score
erzielten [76]. Lediglich ein Studienpatient wurde mit einer héheren Punkizahl in die
Studie eingeschlossen, da dieser Patient bereits in der Vergangenheit an der
VOYAGER-Studie mit analoger Studienmedikation teilgenommen hat und dadurch

ein méglicherweise erhdhtes Blutungsrisiko vertretbar war.
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H Hypertonie 1 Punkt
A Eingeschrankte Nieren- und Leberfunktion 1 - 2 Punkt(e)
S Schlaganfall 1 Punkt
B Blutung 1 Punkt
L Schwankende INR - Werte 1 Punkt
E Alter > 65 Jahre 1 Punkt
D Medikamenteneinnahme oder Alkoholkonsum 1 - 2 Punkt(e)

Abbildung 6: Punkteverteilung und Definitionen beim HAS-BLED Score.

Mithilfe des HAS-BLED Score kann das Blutungsrisiko unter Antikoagulationstherapie bei
Vorhofflimmern abgeschéatzt werden. Ab einem Wert von 3 Punkten oder mehr ist von einem hohen
Blutungsrisiko auszugehen.

Abkirzungen in Abbildung 6: INR: International Normalized Ratio. (Modifiziert aus: [77])

Bei der Kontrollgruppe KHK ASS (n=10), nachfolgend als KHK ASS bezeichnet,
wurden Patienten mit stabiler KHK eingeschlossen, die taglich 100 mg ASS
einnahmen. Diagnostiziert wurde die KHK dabei durch eine perkutane transluminale
koronare Angiographie. Ferner wurde darauf geachtet, dass diese Patienten keine
Manifestation der Atherosklerose an weiteren GefaBprovinzen, wie beispielsweise
PAVK an den Extremitaten oder Carotisstenosen, aufweisen. Die Kontrollgruppe
PAVK Clopidogrel (n=10), nachfolgend als PAVK Clopidogrel bezeichnet, setzt sich
aus Patienten mit stabiler PAVK zusammen, welche taglich als Sekundarpravention
75 mg Clopidogrel einnehmen. Bei beiden Kontrollgruppen war eine einmalige
Blutabnahme vorgesehen.

In Studien konnte gezeigt werden, dass Statine neben lipidsenkender Wirkung auch
antiinflammatorische sowie antithrombotische Effekte aufweisen und Einfluss auf die
Thrombozytenfunktion nehmen [78, 79]. Um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse
zwischen und innerhalb den unterschiedlichen Studien- bzw. Kontrollgruppen zu
gewabhrleisten, wurden sowohl in der Studiengruppe als auch in beiden

Kontrollgruppen ausschlieBlich Patienten mit Statintherapie eingeschlossen.

Als  Ausschlusskriterien  wurde PAVK im  Stadium  der  kritischen
Extremitatenischamie, Schwangerschaft, fehlende Einwilligung, Patienten unter 18
Jahren, rheumatische Erkrankungen, aktive Tumorerkrankungen, maligne
Erkrankung mit Limitation der Lebenserwartung auf unter 12 Monate, erhdhtes
Blutungsrisiko, Vorgeschichte flr gastrointestinale Blutungen sowie Indikation ftr
eine Antikoagulation festgelegt.
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3.2.3 Studienablauf

Die in vitro Thrombingenerierung sowie die Thrombozytenfunktion ex vivo und in vitro
wurde unter den 3 Therapieregimen der Studiengruppe an 10 Patienten mit PAVK
getestet.

Die erste Blutabnahme fand dabei am Tag der PTA vor Beginn der Intervention unter
100 mg ASS statt. Nach Intervention erhielten die teilnehmenden Patienten eine
duale Thrombozytenaggregationshemmung mit 300 mg Clopidogrel als
Aufsattigungsdosis einmalig gefolgt von téglich 75 mg Clopidogrel fur 3 Monate.
Unter diesem Therapieregime war die zweite Blutabnahme etwa 1 Monat nach PTA
geplant. Nach Beendigung der dualen Thrombozytenaggregationshemmung mit 100
mg ASS und 75 mg Clopidogrel erhielten die teilnehmenden Patienten fiir 14 Tage
eine singulare Thrombozytenaggregationshemmung mit 100 mg ASS, da ASS und
Clopidogrel die Thrombozyten irreversibel hemmen und dadurch bei sofortiger
Rivaroxabangabe eine erhdhte Blutungsgefahr bestehen kénnte. Nach dieser Zeit
wurde 2,5 mg Rivaroxaban morgens und abends zusatzlich zu 100 mg ASS
verabreicht. Nach etwa 10 Tagen war unter diesem Therapieregime die 3.
Blutabnahme geplant.

Zusatzlich zur Blutabnahme zu den beschriebenen Zeitpunkten wurden klinische
Verlaufsuntersuchungen (angiologische Untersuchung, Blutungskomplikationen,
Medikamentenunvertraglichkeiten, Erfassung klinischer Beschwerden,
kardiovaskulare Ereignisse) durchgefihrt sowie allgemeine Angaben zu den
Patienten (Geschlecht, Alter, Gro6Be, Gewicht, Body Mass Index = BMI),
kardiovaskulare Risikofaktoren (aktuell oder ehemaliges Rauchen, Rauchmenge und
Rauchdauer, familiare Disposition fir kardiovaskulare Erkrankungen) und der
aktuelle Gesundheitsstatus inklusive Medikation dokumentiert und erfasst. Diese
Daten stellen jedoch nicht den primaren Fokus dieser Studie dar. Diesbeziiglich
wurden keine signifikanten Ergebnisse erwartet.
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Patienteneinschluss Verlaufskontrolle 1 Verlaufskontrolle 2
Zeit
| Clopidogrel 75 mg | Rivaroxaban2x2,5 mg | e
| ASS 100 mg |
1. Blutenthnahme 2. Blutentnahme 3. Blutentnahme

Abbildung 7: Ubersicht iiber die Zeitpunkte der Blutanalysen in der Studiengruppe.

Die erste Blutentnahme wurde vor PTA unter ASS Monotherapie durchgefliihrt. Nach PTA erhielten die
Studienpatienten zusétzlich zur ASS Therapie téglich 75 mg Clopidogrel fir insgesamt 3 Monate.
Unter diesem Therapieregime fand die zweite Blutentnahme statt. AbschlieBend wurde Blut unter ASS
in Kombination mit Rivaroxaban in vaskularer Dosierung entnommen und analysiert.

Abkilrzungen in Abbildung 7: ASS: Acetylsalicylsdure, PTA: Perkutane transluminale Angioplastie.

3.2.4 Probengewinnung und Datenmanagement

Die Blutabnahme fand unmittelbar vor Durchflhrung der Laborversuche statt bzw.
maximal mit einer Verzégerung zwischen Abnahme und Beginn der Versuche von 45
Minuten. Zur Blutentnahme wurde eine Vene der Ellenbeuge (Vena mediana cubiti,
Vena basilica, Vena cephalica antebrachii) nach kurzer Stauung punktiert und die S-
Monovetten mit maBigem Sog via 21 Gauge Sicherheitskanlile nach
Herstellervorgaben befillt. Um eine Praaktivierung der Thrombozyten zu verhindern,
erfolgte, nach vorsichtigem Schwenken der Blutréhrchen, der Transport der Proben
erschitterungsfrei bei Raumtemperatur ins Labor. Bei jedem Probanden wurden pro
Blutabnahme jeweils 20 ml Citratblut (je 10 ml Monovetten mit 0,107 mol/l
Praparierungskonzentration Tri-Natriumcitrat-L6sung) und 2,7 ml EDTA Blut
abgenommen und im Centrum fir Thrombose und Hamostase an der

Universitatsmedizin Mainz analysiert.

Alle erhobenen Daten wurden computergestitzt erfasst und in pseudonymisierter
Form gespeichert. Ferner wurden die Patienten gezielt Uber die Verwendung
patientenbezogener Daten sowie Uber die Risiken einer Blutabnahme aufgeklart. Mit

ihrer schriftlichen Einwilligung zur Studienteilnahme stimmten sie der Verwendung
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der anonymisierten Daten zu. Die &rztliche Schweigepflicht wurde gewahrt sowie die
Vorschriften des Datenschutzes eingehalten. Sollten die Patienten einen
Studienausschluss wiinschen, konnten sie die Studie jederzeit und ohne Angabe von

Griinden beenden.

3.2.5 Auswertung und statistische Analyse

Alle im Rahmen der Studie erhobenen Daten wurden zunéachst in Form von Microsoft
Excel Tabellen dokumentiert und anschlieBend mittels IBM SPSS Statistics 23
analysiert und ausgewertet.

Als erster Schritt der statistischen Analyse wurden die Laborergebnisse sowie
Patientencharakteristika auf Normalverteilung durch den Kolmogorov-Smirnov und
Shapiro-Wilk Test getestet. Da die erhobenen Daten keine Normalverteilung
aufzeigten, wurden ausschlieBlich nichtparametrische Tests angewandt. Bei zwei
unverbundenen Stichproben wurde der U-Test von Mann und Whitney durchgefiihrt.
Demgegenlber kam bei zwei verbundenen Stichproben der Wilcoxon-Vorzeichen-
Rang-Test zur Anwendung. Als signifikant beziehungsweise statistisch auffallig
wurden Unterschiede bei einem Signifikanzniveau von p<0,05 definiert. Als p-Werte
wurden dabei beim Mann-Whitney-U-Test die exakten Signifikanzen und beim
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test die zweiseitig getesteten exakten Signifikanzen
verwendet.

Zur graphischen Darstellung der Messergebnisse sowie der statistischen
Zusammenhange wurden Box-Whisker-Plots in GraphPad Prism 9.0.0 erstellt. Die
Whisker erstrecken sich dabei zwischen dem 5%- und dem 95%-Quartil, wohingegen
innerhalb der Box 50% der Daten liegen und den Median anzeigt.

Die TRPX17 Studie wurde statistisch beraten und supervidiert durch Frau Dr. I.
Schmidtmann vom Institut fir Medizinische Biometrie, Epidemiologie und Informatik

der Universitatsmedizin Mainz.

50



3.2.6 Gewinnung von plattchenreichem und plattchenfreiem Plasma

Zur Gewinnung von plattchenreichem Plasma (platelet-rich plasma = PRP) wurde
vengses Citratblut fir 10 Minuten bei Raumtemperatur mit 200 x g zentrifugiert.
AnschlieBend wurde der entstandene gelblich-weiBe Uberstand (PRP) mittels Pipette
in ein neues Polystyrene Rbdhrchen separiert und die Thrombozytenkonzentration
des PRP im Sysmex gemessen.

Fir die Gewinnung von plattchenarmem Plasma (platelet-poor plasma = PPP)
wurden im Anschluss die Citrat Monovetten erneut fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur mit 2.000 x g zentrifugiert. Analog zur Herstellung von PRP wurde
der zentrifugierte gelblich-klare Uberstand (PPP) ebenfalls in neue GefaBe
transferiert. Diese wurden wiederum fir 10 Minuten bei Raumtemperatur mit 30.000
X @ zentrifugiert, sodass plattchenfreies Plasma (platelet-free plasma = PFP)
entsteht.

3.2.7 Calibrated Automated Thrombography (CAT)

3.2.7.1 Technisches Prinzip

Die CAT st eine Labormethode zur kontinuierlichen Messung der
Thrombingenerierung (TG) in vitro und ermdglicht dabei eine kinetische Erfassung
der Thrombinbildung Uber die Zeit [80]. Verwendung findet diese Methode dabei im
Management von Thrombosen, Hamophilie sowie allgemein zur Beurteilung
physiologischer sowie pathologischer Funktionen des Gerinnungssystems [81, 82].
Grundlegend bei dieser Methode ist die Verwendung spezifischer Substrate, die
durch Thrombin gespalten werden. Diese Spaltprodukte fliihren dadurch zu einem
messbaren fluoreszierenden Signal bzw. chromogenen Umschlag und geben
Ruckschluss auf die Thrombinmenge.

Als Substrat wurde anfangs chromogenes Thrombin verwendet. Damit konnte jedoch
nur der Beginn der Thrombingenerierung aufgezeichnet werden. Ferner war es nicht
moglich PRP zu verwenden, da die Bildung von Fibrinnetzen und Présenz von Zellen
wie Thrombozyten zu einer gestdrten Lichtabsorption flhrte. Daher werden aktuell
fluorogene Substrate mit niedriger Affinitat zu Thrombin als Goldstandard verwendet
[81]. Langsam reagierende fluoreszierende Substrate erlauben eine kontinuierliche
Messung der Thrombingenerierung im PRP sowie PPP und erméglichen so den
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Einfluss von Thrombozyten auf die Thrombingenerierung zu messen. Als
fluoreszierendes Substrat wurde in dieser Studie Z-Gly-Gly-Arg-AMC verwendet,
welches durch Spaltung durch Thrombin 7-amino-4-methylcoumarin freisetzt. Dies
kann durch ein 390-nm Extinktions- und 460-nm Emissionsfilter Set aufgezeichnet
werden und mit einer speziellen Software direkt in Thrombingenerierungskurven
konvertiert werden, da die Umsetzung des Substrates proportional zur entstandenen
Thrombinmenge ist [80].

Um innere Filtereffekte zu korrigieren, bedarf es einer adaquaten Kalibrierung mit
einer bekannten Menge Thrombin gebunden an alpha2-Makroglobulin. Dies flhrt
dazu, dass Thrombin nicht durch Plasma Protease-Inhibitoren inhibiert wird. Folglich
bedarf jeder CAT Test zweier Fluoreszenz-Messungen der gleichen Plasmaprobe
[80, 83].

In unserer Studie wurde im PRP die TF und Thrombin getriggerte Thrombozyten-
abhangige Thrombingenerierung sowie die TF getriggerte Thrombingenerierung im
PFP getestet [84].

3.2.7.2 Versuchsdurchflhrung

Initial vor Versuchsbeginn wurde PRP nach der in Kapitel 3.2.6 beschriebenen
Methodik hergestellt. Im Anschluss wurde die Thrombozytenkonzentration im
Sysmex gemessen und mittels PFP auf 150.000 / pl verdinnt. Fir weitere

Untersuchungen im Plasma wurde das tbrige PFP bei — 80 °C eingefroren.

Tabelle 6 zeigt die durchgeflhrten Versuchsreihen mit den unterschiedlichen
Plasma-Reagenz Kombinationen und unterschiedlichen Endkonzentrationen der
Reagenzien. Fir die Durchfihrung des Versuchs wurden zu Beginn 80 pul des
jeweiligen Plasmas (PFP oder PRP) in die definierten Wells einer 96-Well-
Mikrotiterplatte luftfrei pipettiert und anschlieBend 20 ul Reagenz hinzugegeben. Im
PFP wurde als Triggersubstanz PFP-Reagenz mit Phospholipiden eingesetzt mit
einer Endkonzentration von 5 pM TF. Die Phospholipide erméglichen dabei die
Thrombingenerierung trotz fehlender Thrombozytenoberflache im PFP. Im PRP
wurden Versuchsreihen unter Verwendung von Innovin mit einer Endkonzentration
bei Messung von 2,5 pM sowie Thrombin mit einer Endkonzentration im Assay von
0,1 U/ml durchgefihrt. Als Referenz bei jeder Versuchsreihe diente ein Thrombin
Kalibrator bestehend aus 80 ul PFP und 20 pul Kalibrator.
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Tabelle 6: Versuchsreihen kalibrierte automatisierte Thrombographie.
Darstellung der drei Versuchsreihen mit verwendetem Plasma, Reagenz und Endkonzentration des
Reagenz im Plasma bei der Messung.

Abkirzungen in Tabelle 6: PFP=platichenfreies Plasma, PRP=platichenreiches Plasma, TF=tissue

factor (Gewebsfaktor).

Versuchsreihe 1 2 3

Plasma PFP PRP PRP

Reagenz PFP-Reagenz Innovin bovines a-
Thrombin

Endkonzentration des 5pMTF 4 uM 25pMTF 0,1 U/ml Thrombin

Reagenz im Plasma bei der Phospholipide

Messung

Im Anschluss wurde die 96-Well-Mikrotiterplatte und das FluCa-Substrat, bestehend
aus fluorogenem Z-Gly-Gly-Arg-AMC Substrat und Fluo-Puffer mit 17 mM CaClz,
konstant bei 37 °C temperiert. Das im Fluo-Puffer enthaltene CaClz ist dabei
elementar far den Start der Thrombingenerierung.

Im Thrombinoscope-Gerat wurde dann automatisiert FluCa-Substrat zu den
einzelnen Versuchsreihen distribuiert und die Thrombingenerierung alle 20
Sekunden Uber 60 Minuten aufgezeichnet [84].

3.2.7.3 Auswertung der Thrombingenerierung

Aus den erhobenen Daten wurde computergestitzt eine Thrombingenerierungskurve
erstellt, aus welcher bestimmte Parameter abgeleitet werden kénnen.

Das Endogene Thrombin Potential (ETP) beschreibt die Flache unter der Kurve und
reprasentiert die wahrend des Messvorgangs insgesamt gebildete Thrombinmenge.
Angegeben wird diese in nM x min. Die Lagtime, gemessen in Minuten, ist definiert
als Zeit vom Start der Reaktion bis zum Beginn der Thrombingenerierung [81]. Die
maximal gemessene Thrombinkonzentration wird durch den Peak in nM angegeben
und die daflr benétigte Zeit als time to peak gemessen in Minuten definiert [80].

Ein hypokoagulatorischer Status zeigt sich grundsatzlich in einer verlangerten
Lagtime sowie erniedrigtem Thrombin Peak und ETP. Im Gegensatz dazu prasentiert
sich ein hyperkoagulatorischer Zustand durch eine verkirzte Lagtime sowie hohen
Peak und ETP [85].
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Abbildung 8: Thrombogramm.

Das Thrombogramm bildet die gebildete Menge Thrombin in nM in Abhangigkeit der Zeit in Minuten
ab. Die Lagtime beschreibt dabei die Zeit vom Start der Reaktion bis zum Beginn der
Thrombinbildung. Die insgesamt gemessene Thrombinkonzentration wéhrend der Messung wird als
ETP bezeichnet und die maximale Thrombinkonzentration durch den Peak ausgedriickt.
Abkirzungen in Abbildung 8: ETP: Endogenes Thrombin Potential. (Modifiziert aus: [81])

3.2.8 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie zahlt zu den elementarsten laborchemischen Verfahren der
Thrombozytenfunktionsanalyse in der experimentellen Forschung und klinischen
Diagnostik [86]. Im Rahmen dieser Studie findet diese Methode Anwendung in der
Quantifizierung der Thrombozyten Hauptrezeptoren und im Monitoring von ADP
spezifischen P2Y12 Antagonisten. Ferner wurden die durch Agonisten induzierte
sowie basal ex vivo gemessene GPllb/llla  Aktivierung, P-Selektin

Oberflachenexpression und Mepacrine Aufnahme und Freisetzung analysiert.

3.2.8.1 Technisches Prinzip

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um ein laborchemisches Verfahren,
welches eine physikalische sowie chemische Analyse von Partikeln, in dieser Studie
von Thrombozyten, ermdglicht. Dabei werden die zu untersuchenden Zellen von
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einer Kapillare angesaugt, mittels hydrodynamischer Fokussierung zentriert und
perlenschnurartig an einem Laserstrahl geeigneter Wellenlange vorbeigeleitet. Die
hydrodynamische  Fokussierung in  Kombination mit Verengung des
Flussigkeitsstroms in Richtung Messkammer bewirkt, dass die Zellen singular die
Detektoren passieren und dadurch gezielt Eigenschaften von Zellen auf

Einzelzellebene dokumentiert werden konnen.

Die von Zellen gebeugten Lichtstrahlen werden Uber zwei Streulichtdetektoren,
namlich dem Vorwartsstreulicht, Forward scatter, und Seitwartsstreulicht, Side
scatter, wahrgenommen. Das Vorwartsstreulicht liegt in der Ebene des Laserstrahls
und gibt Auskunft Uber die ZellgréBe. Demgegeniber hangt das Signal des
Seitwartsstreulichtes von der Granularitat beziehungsweise inneren Komplexitat der
Zelle ab und misst das im 90 Grad Winkel gestreute Licht vom Vorwartsstreulicht.
Das detektierte Licht kann in ein elektronisches Signal konvertiert und
computergestitzt ausgewertet werden [87].

Ein Synonym der Durchflusszytometrie ist die fluoreszenzaktivierte Zellanalyse
(fluorescence activated cell sorting = FACS). Dabei werden die zu untersuchenden
Zellen zunédchst durch spezifisch fluoreszierende Antikbrper markiert. Diese
Antikdrper kénnen gegen spezifische Oberflachenmolekile oder intrazellulare
Proteine gerichtet sein. AnschlieBend werden diese analog zur Durchflusszytometrie
an einem Laserstrahl bestimmter Wellenlange einzeln und geordnet vorbeigeleitet.
Durch den monochromatischen Laserstrahl werden die Elektronen des Fluorochroms
der markierten Zelle kurzzeitig auf ein héheres Energieniveau angehoben. Unter
Emission von Photonen spezifischer, gréBerer Wellenlange fallen die Elektronen
innerhalb weniger Nanosekunden wieder auf das urspringliche Energieniveau
zurick. Diese emittierte  Photonenkonzentration wird durch  Detektoren
wahrgenommen und verhalt sich proportional zur gebundenen Menge an
fluoreszierenden Antikdrpern [87]. Da sich die Emissionsspektren der einzelnen
Fluoreszenzfarbstoffe unterscheiden ist es madglich, dass gleichzeitig mehrere
Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt werden.
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3.2.8.2 Quantifizierung der Hauptrezeptoren auf der Thrombozytenoberflache

Vor Messung der Thrombozytenfunktion und Monitoring von P2Y12 Antagonisten und
FXa Inhibitoren wurden die Hauptrezeptoren auf der Thrombozytenoberflache von
allen teilnehmenden Probanden der Studie quantifiziert, um die Vergleichbarkeit der
Ergebnisse der Durchflusszytometrie zu gewahrleisten.

Dafur wurde in 9 Polystyrene-Réhrchen je 50 ul venéses Vollblut mit Natriumzitrat
(0,106 mol/l) Zusatz distribuiert und anschlieBend in jedes Réhrchen 50 ul PBS (pH
7,4) hinzugegeben. Nach Zugabe von jeweils 5 yl (finale Konzentration 5 ug/ml) der
in Tabelle 7 aufgelisteten Antikdrper (1 Antikérper pro R6hrchen) wurden diese nach
vorsichtigem Schwenken in der Hand auf einem Schuttler fir 20 Minuten bei 90 rpm
inkubiert.

Tabelle 7: Verwendete Antikérper zur Quantifizierung der Hauptrezeptoren.

Darstellung der Antikdérper mit Klon und Kunjugation, welche zur Quantifizierung der Hauptrezeptoren
im Durchflusszytometer verwendet wurden.

Abklirzungen in Tabelle 7: CD: Cluster of differentiation, GP: Glykoprotein, FITC:
Fluoresceinisothiocyanat.

Antikorper gegen Klon Konjugation
CD41 P2 FITC

CD42b SZ2 FITC

CD42a Beb-1 FITC

CD29 K20 FITC

CD41 SZ722 FITC

CDé61 RUU-PL 7F12 FITC

GPVI HY101 eFluor660
CD36 FA6.152 FITC

CD36 185-1G2 FITC

Nach Inkubation der Antikérper wurde zu jedem Réhrchen 2 ml PBS (pH 7.,4)
hinzugefligt und daraus 500 ul in neue Polystyrene Réhrchen transferiert. Im letzten
Schritt wurde nochmals 2 ml PBS zu jeder Probe hinzugegeben, bevor die Proben im
Durchflusszytometer ausgewertet und die Antigenbindungsstellen berechnet wurden.
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3.2.8.3 Thrombozytenfunktionsmessung

Thrombozyten Agonisten und Thrombozytenaktivierung

Ziel der Thrombozytenfunktionsmessung ist es, die Aktivierung ex vivo/in vivo sowie
die Reaktivitdt der Thrombozyten in vitro bei Patienten mit PAVK und KHK unter
verschiedener antithrombotischer Therapie zu untersuchen. Im PRP werden dazu die
Thrombozyten mit unterschiedlichen Agonisten aktiviert und im Anschluss die
Reaktion mittels fluoreszierender Durchflusszytometrie aufgezeichnet.

Als erster Schritt wurden die im nachfolgenden beschriebenen Agonisten (vgl.
Tabelle 8) in aufsteigender Konzentration in die Polystyrene-Réhrchen pipettiert und
anschlieBend durch Zugabe von jeweils 100 pl verdiinntem PRP (Verdinnung 1:7
mit PBS pH 7,4) aktiviert. Es wurde darauf geachtet, dass bei Thrombinanwendung
gleichzeitig das Tetrapeptid Gly-Pro-Arg-Pro (GPRP) zugegeben wurde, um eine
Fibrinpolymerisation zu vermeiden [88]. Das Mepacrine wurde vor der
Thrombozyten-Stimulation mit einer Endkonzentration von 5 uM fir 10 min bei
Raumtemperatur mit dem verdtinnten PRP vorinkubiert.

Folgende Agonisten wurden zur Thrombozytenaktivierung verwendet:

-Thrombin Receptor Activator Peptide-6 (TRAP-6) ist ein PAR-1 Agonist, welcher
den Thrombinrezeptor unabhangig von der Rezeptorspaltung aktiviert [89].

-Thrombin ist einer der potentesten Thrombozytenaktivatoren Uber PAR-1, PAR-4
und dem Korezeptor GPIba. Zudem bewirkt Thrombin die Konversion von
Fibrinogen in Fibrin, welches zu einem stabilen Thrombus fihrt [89, 90].

-Convulxin ist ein spezifischer Agonist des Kollagenrezeptors GPVI [89].

-Arachidonsaure wird von der COX-1 Uber Phospholipase A2 in TXA2 umgewandelt.

TXAz bindet Uber den Gq gekoppelten Thromboxanrezeptor und bewirkt eine
Aktivierung der Thrombozyten [52, 53].

-ADP flhrt zur Thrombozytenaktivierung Gber die G Protein gekoppelten Rezeptoren
P2Y+1 und P2Y12 [89].
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Thrombozytenfixierung und Thrombozytenwaschen

Die Reaktion wurde nach 6-minGtiger Aktivierungszeit durch die Zugabe von je 100 pl
1% Formaldehyd (FA) Lésung (Endkonzentration 0,5% FA) gestoppt und mittels
Inkubation Uber 30 Minuten fixiert. AnschlieBend wurden die Proben mit einem
Milliliter PBS gewaschen und die Zellen bei 800 x g bei Raumtemperatur fir 10
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde (iber eine Pasteurpipette abpipettiert.

Da PAC-1 Antikérper nicht an bereits fixierte Thrombozyten binden, wurden nach
einer Aktivierungszeit von 6 Minuten die fiar PAC-1 Markierung vorgesehenen
Polystyrene Réhrchen mit PAC-1 Antikérper benetzt. Nach einer Inkubationszeit von
20 Minuten erfolgte im Anschluss die Fixierung mit FA bei Raumtemperatur.

Antikérper-Markierung und Messung am Durchflusszytometer

Nach abgeschlossener Thrombozytenfixierung wurden die Proben mit
Aktivierungsmarker benetzt. Verwendet wurden dafir fluorochrom-markierte
Antikdrper, da diese spezifisch Oberflachenrezeptoren der Thrombozyten binden und
durchflusszytometrisch ausgewertet werden koénnen. Die in dieser Studie
verwendeten thrombozytaren Aktivierungsmarker mit den dazugehdrigen Targets

werden in Tabelle 8 aufgelistet.
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Tabelle 8: Thrombozytiare Aktivierungsmarker mit den dazugehérigen Targets.

Darstellung der Antikdrper-Marker sowie die zur Thrombozytenaktivierung verwendeten Agonisten.
Abkilrzungen in Tabelle 8: ADP: Adenosindiphosphat, CD: Cluster of differentiation, GP: Glykoprotein,
TRAP-6: Thrombin Receptor Activator Peptide-6, TZ: Thrombozyten

Antikorper- Antigen/Target/ Anmerkung Aktivierung tiber
Marker Epitop TZ-Agonisten
CD62P P-Selektin Marker fur a-Granula Freisetzung; TRAP-6, Thrombin,
P-Selektin wird nach TZ Aktivierung Convulxin,
auf die Thrombozytenoberflache Arachidonsaure,
transloziert ADP
PAC-1 Aktiviertes GPlIb/llla Fibrinogenbindungsstelle wird nur TRAP-6, Thrombin,
nach Konformationsédnderung des Convulxin,
GPIlIb/llla gebunden Arachidonsaure,
ADP
Mepacrine Freisetzungsmarker fur dichte Thrombin,
Granula; Aufnahme in dichte Convulxin

Granula; diese werden bei Agonisten
Aktivierung ausgeschuttet;
Vorverdinnung des Mepacrines mit
1:100 PBS (Stammlésung 10 mM),
dann Einsatz 1:20 mit 5 pM
Endkonzentration

Die Antikdrperinkubation der Proben erfolgte Gber 45 Minuten bei Raumtemperatur
auf einem Schattler mit 120 rpm. Als letzter Schritt wurden zu jeder Probe 500 ul
PBS hinzugefiigt und vor Messung im Durchflusszytometer durch kurzes Vortexen in
Suspension gebracht.

Im Durchflusszytometer wurden abschlieBend die einzelnen Proben mit einer
Eventzahl von 10.000 Zellen pro Probenrdéhrchen erfasst und mittels BD FACSDIVA

Software analysiert.
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3.2.8.4 Monitoring von ADP-spezifischen P2Y12 Antagonisten mittels Vasodilator
Stimulated Phosphoprotein (VASP)

In dieser Studie wurde zum Monitoring von ADP spezifischen Antagonisten die PLT
VASP/P2Y 12 Kits von BioCytex verwendet. Die Versuche fanden im venésen Vollblut

mit Natriumzitrat 0,106 mol/l als Antikoagulanz statt.

Allgemeines Versuchsprinzip

Thrombozyten werden unter anderem durch ADP aktiviert (vgl. Kapitel 2.2.1 und
2.2.3). ADP interagiert dabei am Thrombozyten Uber den lonenkanalrezeptor P2Xi1
und GOber die G Protein gekoppelten Rezeptoren P2Y1 sowie P2Y12. Der Gi Protein
gekoppelte P2Y12 Rezeptor wird durch ADP aktiviert und vermittelt dadurch eine
Hemmung der Adenylatzyklase, welche eine Abnahme des zyklischen
Adenosinmonophosphats bedingt und aktivitatssteigernd wirkt. Im Gegensatz dazu
aktiviert Prostaglandin E1 (PGE1) diesen Signalweg und bewirkt dabei einen Anstieg
des zyklischen Adenosinmonophosphats Uber den Prostaglandinrezeptor an der
Oberflache der Thrombozyten [58]. Zyklisches Adenosinmonophosphat sowie
zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) entfalten ihre antiaggregatorischen
Wirkungen Uber die Proteinkinasen A und G, welche cAMP beziehungsweise cGMP

abhangig ihre Substrate phosphorylieren bzw. aktivieren.

VASP ist ein intrazellulares Thrombozytenprotein und Substrat der Proteinkinasen A
und G, welche mit unterschiedlicher Affinitat dieses Protein phosphorylieren. Mittels
spezifischer fluoreszierender Antikdrper kann die VASP Phosphorylierungsstelle
Serin239 markiert und untersucht werden [91]. Die VASP Phosphorylierung wird
dabei durch Gabe von PGE1 ausgel6st, wohingegen bei intaktem P2Y12 Rezeptor
und gleichzeitiger ADP Zugabe dieses Signal unterbunden wird. Ist jedoch der P2Y12
Rezeptor irreversibel durch Thienopyridineinnahme, wie beispielsweise Clopidogrel,
gehemmt, bleibt trotz ADP Gabe die VASP Phosphorylierung durch PGE1 aktiv und
das Fluoreszenzsignal erhalten. Phosphoryliertes VASP Kkorreliert dabei mit der
Hemmung des P2Y12 Rezeptors. Durch Testung beider Zustande, namlich einerseits
die Inkubation der Blutprobe mit PGE1 alleine und andererseits in Kombination mit
ADP, kann der Thrombozyten-Reaktivitatsindex (platelet reactivity index = PRI)
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berechnet und die Wirkung von Thienopyridinen nachgewiesen werden [92]. In
Studien konnte gezeigt werden, dass eine gleichzeitige ASS Einnahme zu keiner
signifikanten Interferenz fuhrt [93]. Ein niedriger PRI weist auf eine suffiziente P2Y12
Rezeptor Blockade beispielsweise durch Clopidogrel hin, wohingegen ein hoher PRI

eine Clopidogrel Resistenz oder insuffiziente P2Y12 Blockade aufzeigt.

In der von uns durchgefiihrten Studie wurde anlehnend an internationale Studien ein
Clopidogrel Non-Responder bei einem PRI >50% definiert [94].

PGE1l

ADP —2 |

Thienopyridine (3)

(1)

VASP VASP-P
Thrombozyten Inhibierte
aktiviert oder im Thrombozyten

Ruhezustand

Abbildung 9: Regulation der VASP Phosphorylierung in Thrombozyten.

PGE1 wirkt am Thrombozyten Uber den Prostaglandinrezeptor und fiihrt zu einer vermehrten
Phosphorylierung des im Thrombozyten befindlichen VASP (1). Demgegeniber hemmt ADP, welches
unter anderem auf die P2Y12 Rezeptoren der Thrombozyten wirkt, diesen Weg (2). Thienopyridine
hemmen irreversibel diesen P2Y12 Rezeptor auf der Oberflache der Thrombozyten und verhindern
dadurch die Wirkung von ADP auf den Thrombozyten (3). Mithilfe spezifischer Antikérper kann
phosphoryliertes VASP markiert und dadurch die inhibitorische Kapazitat des ADP bestimmt werden.
Phosphoryliertes VASP korreliert dabei mit der Inhibition des P2Y12 Rezeptors.

Abkilirzungen in Abbildung 9: ADP: Adenosindiphosphat, PGE1: Prostaglandin E1, VASP: Vasodilator
Stimulated Phosphoprotein. (Modifiziert aus: [95])
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Versuchsdurchfiihrung

Die im Rahmen dieser Studie verwendeten Kitkomponenten sind in Tabelle 9
aufgelistet.

Zu Beginn des Versuchs wurden drei Kunststoffréhrchen auf einem Gestell
angeordnet und mit T1, T2 und T3 beschriftet. Das Rdhrchen T3 diente dabei als
Negativkontrolle. 10 ul Reagenz 2a wurde in das Rdhrchen T1, je10 pl Reagenz 2b
wurden in die Réhrchen T2 und T3 sowie 10 pl Gesamtblut in alle 3 Rdhrchen
transferiert, mit niedriger Geschwindigkeit homogenisiert und bei 10 Minuten
Raumtemperatur inkubiert. Zur Fixierung wurde jeweils 10 pl Reagenz 3 in die
Roéhrchen T1, T2 und T3 pipettiert. Nach kurzem Vortexen bei niedriger
Geschwindigkeit wurden die Proben daraufhin 5 Minuten inkubiert. Im Anschluss
fand die Permeabilisierung der Zellen und Antikdrpermarkierung statt. Daflr wurden
10 pl Reagenz 4a in die Réhrchen T1 und T2 sowie 10 pl Reagenz 4b in das
Réhrchen T3 hinzugefligt und analog zur Fixierung bei niedriger Geschwindigkeit im
Vortexer homogenisiert. Nach 5 Minuten Inkubationszeit erfolgte dann die
Fluoreszenzmarkierung und Gegenfarbung der Thrombozyten. Dabei wurde 10 pl
Reagenz 5 in die R6hrchen T1, T2 und T3 transferiert, ebenfalls mit einem Vortex bei
niedriger Geschwindigkeit vermengt und 5 Minuten inkubiert. Zum Abschluss wurde
2 ml Reagenz 1 in jedes der 3 Réhrchen hinzugeflgt, mit hoher Geschwindigkeit im
Vortex homogenisiert und 20 Minuten bei Raumtemperatur lichtgeschutzt inkubiert.

Tabelle 9: Kitkomponenten des PLT VASP/P2Y1: Kits.

Auflistung der im VASP/P2Y 12 Kit enthaltenen Reagenzien.

Abklrzungen in Tabelle 9: ADP: Adenosindiphosphat, CD: Cluster of differentiation, FITC:
Fluoresceinisothiocyanat, 1gG: Immunglobulin G, P: Phosphat, PE: Phycoerythrin, PGE1:

Prostaglandin E1, VASP: Vasodilator Stimulated Phosphoprotein

Reagenz 1 1 x 60 ml Verdiinnungsmittel
Reagenz 2a 1 x Flaschchen PGE1

Reagenz 2b 1 x Flaschchen PGE1 + ADP
Reagenz 3 1 x Flaschchen (300 pl) Fixiermittel

Reagenz 4a 1 x Flaschchen (200 pl) monoklonale anti-VASP-P S239 Maus-Antikérper +
Permeabilisierungsmittel

Reagenz 4b 1 x Flaschchen (100 pl) isotypische Negativkontrolle (monoklonaler Maus-
Antikérper) + Permeabilisierungsmittel

Reagenz 5 1 x Flaschchen (300 ul) Farbreagenz, PE-konjugiertes Thrombozyten-spezifischer
Antikdrper (anti-CD61-PE) + FITC-konjugierter Anti-lgG-Maus-Antikdrper +

Permeabilisierungsmittel
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FOr die Messung im Durchflusszytometer wurden die einzelnen Proben vor der
Messung mittels Vortex nochmals durchgemischt. Die gemessene Thrombozytenzahl
wurde auf 10.000 pro Probe festgelegt und die mittlere (mean) Fluoreszenzintensitat
(MFI) fur die 3 Réhrchen bestimmt.

Analyse der Ergebnisse und Testauswertung

Nach durchflusszytometrischer Bestimmung der MFI wurde der korrigierte MFI
(MFIc) bestimmt, indem der MFI Wert der Negativkontrolle (Réhrchen 3) von den MFI

Werten mit monoklonalen anti-VASP-P Maus-Antikérpern abgezogen wurde:

MFlcraet) = MFIcT1) = MFI(T1) — MFI(T3)
MFIcpcEet + app) = MFlc(r2) = MFI(T2) — MFI(T3)

Der PRI wird in Prozent angegeben und berechnet sich unter Verwendung der

korrigierten mittleren Fluoreszenzintensitaten (MFIc) durch folgende Formel:

PRIvasp (%] = [(MFlrce1) — MFlpGet + app) ) / MFlpce1)] X 100
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4. Ergebnisse
4.1 Deskriptive Statistik

4 1.1 Patientenkollektiv und Probencharakteristika

Im Rahmen dieser Studie wurden 50 Blutproben der 30 Probanden untersucht. Die
Studiengruppe umfasste dabei 10 Patienten, welche unter 3 verschiedenen
Medikationsregimen analysiert wurden, sowie zwei Kontrollgruppen mit jeweils 10
teilnehmenden Probanden (Kontrollgruppe PAVK Clopidogrel und Kontrollgruppe
KHK ASS).

Zum Zeitpunkt der Untersuchung lag das mediane Alter in der Studiengruppe bei
58,5 Jahren mit einem Interquartilsabstand von 56,3 bis 61,5 Jahren. Die erste
Blutabnahme wurde unmittelbar vor PTA unter ASS Einnahme, welches die
Studienpatienten kontinuierlich (ber Monate sowie morgens am Tag der
Blutentnahme einnahmen, durchgefthrt. Die zweite Blutentnahme erfolgte nach PTA
unter dualer Thrombozytenaggregationshemmung mit ASS und Clopidogrel. Die
mediane Einnahmedauer betrug dabei 34,5 Tage mit einem Interquartilsabstand von
32,4 bis 37,6 Tagen. Die letzte Blutabnahme wurde unter ASS und Rivaroxaban in
vaskularer Dosierung durchgefihrt. Diese Medikation nahmen die Patienten im
Median 11,5 Tage mit einem Interquartilsabstand von 8 bis 19,5 Tagen ein.

In der Kontrollgruppe KHK ASS wurde ein medianes Alter von 66 Jahren mit einem
Interquartilsabstand von 57 bis 74,3 Jahren errechnet. In der Kontrollgruppe PAVK
Clopidogrel lag das mediane Alter bei 71 Jahren mit einem Interquartilsabstand von
64,3 bis 79,3 Jahren.

Eine Zusammenfassung weiterer Charakteristika des Studienkollektivs ist in Tabelle
10 dargestellt.
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Tabelle 10: Charakteristika des Studienkollektivs.

Darstellung der demographischen Variablen, PAVK Risikofaktoren, klinischen Charakteristika sowie
Begleitmedikation fir die Studiengruppe und den beiden Kontrollgruppen. Metrische Variablen werden
mit Median sowie 1. und 3. Quartil angegeben. Bindre Variablen werden in absoluten und relativen
Haufigkeiten (%) beschrieben.

Abkilrzungen in Tabelle 10: ARB = Angiotensinrezeptorblocker; BMI = Body Mass Index; n = Anzabhl;

CAVK = Cerebrale arterielle Verschlusskrankheit.

Studiengruppe Kontrollgruppe Kontrollgruppe
(n=10) PAVK Clopidogrel KHK ASS
(n=10) (n=10)
Demographische Variablen
Alter, Jahre 58,5 (56,3 - 61,5) 71 (64,3 - 79,3) 66 (57 - 74,3)
Geschlecht
mannlich 9 (90%) 4 (40%) 9 (90%)
weiblich 1 (10%) 6 (60%) 1 (10%)
BMI, kg/m? 24,7 (22,6 - 27,8) 25,4 (22,3 - 31,3) 29,9 (26,1 - 33,4)
PAVK Risikofaktoren
Rauchen
Aktuell 5 (50%) 3 (30%) 3 (30%)
Ehemalig 5 (50%) 5 (50%) 5 (50%)
Nie 0 (0%) 2 (20%) 2 (20%)
Rauchmenge, Pack 30 (23,8 - 42,5) 30 (11,3 - 40) 21,5 (6 - 48,8)
years
Hypertonie 6 (60%) 8 (80%) 8 (80%)
Dyslipidamie
Cholesterin (ges.), 171,5(151,8 - 195,3) 206,5 (168 - 260,5) 165,5 (142 - 219,8)
mg/dl
LSL Cholesterin, mg/dl 83,5 (67,8 - 118,3) 117,5 (87,8 - 165) 76,5 (59,5 - 114,8)
Diabetes mellitus 1 (10%) 4 (40%) 4 (40%)
Glucose, mg/dl 101,5 (94,5 - 108,5) 124 (106 - 188,8) 102,5 (93,8 - 120,5)
Klinische Charakteristika
Z.n. Schlaganfall 0 (0%) 2 (20%) 1 (10%)
KHK 2 (20%) 2 (20%) 10 (100%)
PAVK 10 (100%) 10 (100%) 0 (0%)
CAVK 0 (0%) 2 (20%) 0 (0%)
Begleitmedikation
Statin 10 (100%) 10 (100%) 10 (100%)
ACE / ARB 6 (60%) 7 (70%) 8 (80%)
3-Blocker 2 (20%) 5 (50%) 8 (80%)
Calciumantagonist 2 (20%) 5 (50%) 4 (40%)
Diuretikum 2 (20%) 5 (50%) 6 (60%)
Antidiabetische Medikation 1 (10%) 3 (30%) 4 (40%)
Protonenpumpeninhibitor 4 (40%) 3 (80%) 4 (40%)
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4.1.2 Messung der Thrombingenerierung im PFP und PRP

Tabelle 11 fasst die Messergebnisse der Thrombingenerierung im CAT zusammen.
Die Thrombogramme, gemessen im PFP mit TF als Triggersubstanz sowie im PRP
getriggert mit TF und Thrombin, sind im Anhang Kapitel 8.1 als Abbildungen 36, 37
und 38 dargestellt.

Die Lagtime ist definiert als Zeit vom Start der Reaktion bis zum Beginn der
Thrombinbildung.

Im PFP nach Zugabe von TF war die Lagtime innerhalb der Studiengruppe unter
gleichzeitiger ASS- und Rivaroxabaneinnahme mit 5,89 Minuten (min) im Median
deutlich verlangert gegentber der Monotherapie mit ASS (3,84 min) sowie der
dualen Thrombozytenaggregationshemmung mit ASS und Clopidogrel (3,94 min).
Auch im Vergleich mit den Kontrollgruppen PAVK Clopidogrel (4,06 min) und KHK
ASS (3,95 min) zeigte sich die Zeit bis zum Beginn der Thrombingenerierung in der
Studiengruppe unter ASS und Rivaroxaban verlangert (5,89 min). Dieser Trend
zeigte sich auch im PRP getriggert mit TF sowie Thrombin; bei Zugabe von Thrombin
jedoch nur marginal. Innerhalb der Studiengruppe war die Lagtime unter ASS
Monotherapie stets am klrzesten. Vergleicht man die Lagtime von Patienten mit
PAVK und KHK mit einer ASS Monotherapie war diese nach Zugabe von TF im PFP
und PRP in der Studiengruppe PAVK verkirzt gegentber der Kontrollgruppe KHK.
Am deutlichsten zeigte sich dies im PRP nach Zugabe von TF (PAVK ASS 8,50 min
vs. KHK ASS 10,79 min).

Das Endogene Thrombin Potential beschreibt die Flache unter der Kurve im
Thrombogramm und reprasentiert dabei die insgesamt gebildete Thrombinmenge
wahrend des Messvorgangs.

Bei der Analyse der Ergebnisse zeigte sich, dass in allen drei Versuchen die
Probanden der Studiengruppe unter ASS und Rivaroxaban im Median die geringste
Gesamtmenge an Thrombin bildeten (PFP + TF 1428,35 nM x min, PRP + TF
1502,58 nM x min, PRP + Thrombin 1243,04 nM x min). Am deutlichsten war dieser
Unterschied im PFP getriggert mit TF zu sehen. Dabei lag der Median bei der
Kontrollgruppe KHK ASS mit 1884,96 nM x min am hdchsten. Ein inhomogenes Bild
zeigte sich bei den Kontrollgruppen KHK ASS und PAVK Clopidogrel. Wahrend in
der Kontrollgruppe KHK im PFP + TF (1884,96 nM x min) und PRP + TF (1644,85
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nM x min) gegeniber der Kontrollgruppe PAVK Clopidogrel (PFP + TF 1810,30 nM x
min, PRP + TF 1547,16 nM x min) eine vermehrt gebildete Thrombinmenge
gemessen wurde, so zeigten die Messergebnisse im PRP + Thrombin geringer
gebildete Thrombinmengen in der Kontrollgruppe KHK ASS (1391,92 nM x min)
verglichen mit der Kontrollgruppe PAVK Clopidogrel (1441,02 nM x min).

Der Peak ist die maximal gemessene Thrombinkonzentration.

Innerhalb der Studiengruppe PAVK lag der h6chste Peak bei allen drei Messungen
im Median bei der Monotherapie mit ASS (PFP + TF 292,71 nM, PRP + TF 93,44
nM, PRP +  Thrombin 60,54 nM) gefolgt von der dualen
Thrombozytenaggregationshemmung unter ASS und Clopidogrel (PFP + TF 288,19
nM, PRP + TF 88,24 nM, PRP + Thrombin 32,48 nM). Die geringste
Thrombinkonzentration innerhalb der Studiengruppe und im Vergleich mit den
Kontrollgruppen wurde unter gleichzeitiger Therapie mit ASS und Rivaroxaban
gemessen (PFP + TF 79,10 nM, PRP + TF 48,05 nM, PRP + Thrombin 32,48 nM).
Verglichen mit der Studiengruppe PAVK ASS bedeutet dies eine Reduktion des
Peaks im PFP + TF um etwa 73%, im PRP mit TF als Triggersubstanz um etwa 49%,
sowie um etwa 46% im PRP nach Zugabe von Thrombin bei zusatzlicher
Rivaroxabaneinnahme zu ASS in der Studiengruppe.

Tabelle 11: Messergebnisse der Thrombingenerierung im CAT.

Angegeben ist der Median sowie das 1. und 3. Quartil fir die im CAT gemessenen Parameter Lagtime
[min], ETP [nM x min] und Peak [nM]. Die Versuche wurden im PFP + TF, PRP + TF sowie PRP +
Thrombin durchgefihrt.

A zeigt die Studiengruppe unter den Therapieregimen ASS, ASS + Clopidogrel und ASS +
Rivaroxaban. B beschreibt die beiden Kontrollgruppen KHK ASS und PAVK Clopidogrel.

A

Parameter PAVK ASS PAVK ASS + PAVK ASS +
Clopidogrel Rivaroxaban
Lagtime [min]
PFP + TF 3,84 3,94 5,89
(3,33; 4,14) (3,41; 4,25) (5,39; 7,17)
PRP + TF 8,50 9,23 12,78
(7,53;9,47) (8,06; 10,01) (11,67; 13,91)
PRP + Thrombin 10,56 11,45 13,17
(9,75; 13,11) (10,33; 13,53) (10,53; 17,58)
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ETP [nM x min]
PFP + TF

PRP + TF

PRP + Thrombin

1827,08
(1749,34; 2020,61)
1645,74
(1477,20; 1765,88)
1410,10
(1089,74; 1565,52)

1808,02
(1683,89; 2139,47)
1661,43
(1419,27; 1813,91)
1359,76
(1196,39; 1589,18)

1428,35
(1119,91; 1572,10)
1502,58

(1210,27; 1797,88)
1243,04

(543,20; 1450,46)

Peak [nM]
PFP + TF 292,71 288,19 79,10
(240,06; 320,49) (260,04; 323,94) (60,21; 113,77)
PRP + TF 93,44 88,24 48,05
(79,48; 118.,40) (69,58; 99,97) (38,68; 64,26)
PRP + Thrombin 60,54 55,15 32,48
(50,77; 80,30) (44,46; 67,37) (16,69; 45,98)
B
Parameter KHK ASS PAVK Clopidogrel
Lagtime [min]
PFP + TF 3,95 4,06
(3,67; 4,42) (3,67; 4,46)
PRP + TF 10,79 8,40
(9,81; 12,07) (7,50; 10,47)
PRP + Thrombin 10,17 9,40
(9,39; 11,33) (8,42; 11,44)
ETP [nM x min]
PFP + TF 1884,96 1810,30
(1633,09; 2105,13) (1669,93; 1881,02)
PRP + TF 1644,85 1547,16

PRP + Thrombin

Peak [nM]
PFP + TF

PRP + TF

PRP + Thrombin

(1406,50; 1893,62)
1391,92
(1054,66; 1552,54)

331,53
(266,80; 356,28)
84,29

(74,04; 94,57)
54,79

(47,25; 68,42)

(1502,48; 1741,89)
1441,02
(1279,07; 1536,99)

294,08
(224,49; 318,36)
81,35

(73,16; 85,03)
57,12

(40,65; 65,1)
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4.1.3 Messung der Thrombozytenfunktion mittels Durchflusszytometrie

In Tabelle 12 sind die Messergebnisse der im Durchflusszytometer gemessenen
Expression von CD62P basal und nach Zugabe von Thrombozytenagonisten
zusammengefasst. Die  Messergebnisse der thrombozytaren  GPIllb/llla
Rezeptoraktivierung sind in Tabelle 13 dargestellt. Tabelle 14 zeigt das
thrombozytare Mepacrine Aufnahme/Freisetzungs-Assay basal und nach Aktivierung
Uber Thrombozyten-Agonisten. Fir die Auswertung wurde flr jeden der verwendeten
Thrombozytenagonisten jeweils eine Agonistenkonzentration festgelegt. Zur
Vollstandigkeit sind im Anhang unter Kapitel 8.3 die Ergebnisse aller

Agonistenkonzentrationen aufgelistet.

Um die Freisetzung der a-Granula naher zu charakterisieren, wurde die Expression
von CD62P auf der Thrombozytenoberflache als Aktivierungsmarker bestimmt.

Im nichtaktivierten — basalem Zustand der Thrombozyten zeigten Studienpatienten
unter dualer Thrombozytenaggregationshemmung mit ASS und Clopidogrel mit 8,50
lin Arbitrary Units (AU) im Median das niedrigste Expressionsniveau von CD62P
innerhalb der Studiengruppe sowie im Vergleich mit beiden Kontrollgruppen (KHK
ASS 11,00 lin AU und PAVK Clopidogrel 10,50 lin AU).

Zur Thrombozytenaktivierung wurden als Agonisten TRAP-6, Thrombin, Convulxin,
Arachidonsaure und Adenosindiphosphat in aufsteigender Konzentration verwendet.
Dabei zeigte sich ein dosisabhéngiger Anstieg thrombozytarer Aktivierung und
Oberflachenexpression von CD62P.

Wie auch bei den Thrombozyten im nichtaktivierten Zustand war auch innerhalb der
Studiengruppe bei gleichzeitiger ASS- und Clopidogreltherapie die geringste
Expression von CD62P bei allen Thrombozytenagonisten zu verzeichnen. Am
deutlichsten war dieser Unterschied unter Verwendung von ADP als
Aktivierungsagonist. Dabei fUhrte eine zusétzliche Clopidogreleinnahme zu einer
Verminderung der Fluoreszenzintensitat von 29,50 lin AU im Median unter ASS
Monotherapie auf im Median 13,00 lin AU. Die zusatzliche Rivaroxabantherapie zur
ASS Monotherapie zeigte in der Durchflusszytometrie ein  ahnliches
Expressionsniveau mit 28,00 lin AU im Median wie unter singularer ASS Therapie
(29,50 lin AU im Median).
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Bei den Kontrollgruppen war die a-granulare Freisetzung unabhangig von der Wahl
des Agonisten in der KHK ASS Gruppe durchweg erhéht gegenliber den PAVK

Kontrollpatienten mit Clopidogreltherapie.

Tabelle 12: Expression von CD62P basal und nach Aktivierung mit Thrombozytenagonisten.
Angegeben ist der Median sowie das 1. und 3. Quartil fir die mittels Durchflusszytometrie gemessene
Fluoreszenzintensitat der CD62P-Antikdrperbindung.

A zeigt die Studiengruppe unter den Therapieregimen ASS, ASS + Clopidogrel und ASS +
Rivaroxaban. B beschreibt die beiden Kontrollgruppen KHK ASS und PAVK Clopidogrel.

A

CD62P PAVK ASS PAVK ASS + PAVK ASS +
Clopidogrel Rivaroxaban
Basal
11,50 (10,25; 13,25) 8,50 (7,00; 10,25) 11,00 (8,00; 14,00)
TRAP-6 [uM]
12,5 116,50 (97,00; 139,00) 88,50 (73,75; 108,00) 91,50 (83,75; 117,80)
Thrombin [U/ml]
0,1 124,00 (94,75; 134,30) 71,50 (50,25; 103,30) 109,50 (89,75; 128,30)
Convulxin [ng/ml]
5 101,00 (83,00; 141,80) 69,00 (38,75; 79,25) 95,50 (79,75; 109,80)
Arachidonséure [uM]
1 72,00 (49,00; 77,75) 65,00 (47,00; 75,50) 72,00 (49,50; 90,50)
Adenosindiphosphat [uM]
0,75 29,50 (26,75; 33,75) 13,00 (9,75; 17,00) 28,00 (19,50; 31,00)
B
CD62P KHK ASS PAVK Clopidogrel
Basal
11,00 (7,75; 12,75) 10,50 (8,75; 13,25)
TRAP-6 [uM]
12,5 95,00 (75,75; 110,30) 71,00 (45,50; 81,25)
Thrombin [U/ml]
0,1 86,50 (76,50; 102,30) 73,50 (60,00; 95,50)
Convulxin [ng/ml]
5 71,00 (51,25; 84,50) 63,00 (43,50; 72,00)
Arachidonséure [uM]
1 73,50 (59,75; 99,50) 67,00 (41,00; 81,25)
Adenosindiphosphat [uM]
0,75 25,00 (16,00; 29,25) 16,00 (15,00; 19,25)
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Zur Einschatzung des Aktivierungszustandes des GPIlIb/llla Rezeptors auf der
Thrombozytenoberflache wurde die PAC-1 Bindung auf der Thrombozytenoberflache
bestimmt. Die Bindung des PAC-1 Antikérpers gilt dabei als direkter Marker fir die
Aktivitat des GPIlIb/llla Rezeptors.

Ohne Zugabe von Thrombozyten-Agonisten war die mediane Fluoreszenzintensitat
am hdchsten in der Studiengruppe ASS + Rivaroxaban (12,00 lin AU), gefolgt von
der Kontrollgruppe KHK mit singularer ASS Therapie (11,00 lin AU). Am geringsten
war die PAC-1 Bindung im basalen Zustand der Thrombozyten in der Studiengruppe
unter dualer Thrombozytenaggregationshemmung mit ASS und Clopidogrel (7,50 lin
AU im Median).

Fir die thrombozytére Aktivierung wurden als Agonisten TRAP-6, Thrombin,
Convulxin, Arachidonsaure und ADP verwendet. Durch Zugabe der Thrombozyten-
Agonisten in steigender Konzentration konnte eine erhebliche Steigerung der PAC-1
Bindung verglichen mit der basalen Aktivitat beobachtet werden.

Unter  allen Therapieregimen  wiesen Studienpatienten mit  dualer
Thrombozytenaggregationshemmung die niedrigste PAC-1 Bindung unabhangig vom
Thrombozyten-Agonisten auf. Beim Vergleich der Kontrollgruppen war die PAC-1
Bindung an aktiviertes GPIIb/llla in der KHK ASS Gruppe stark erhdht bei allen
Thrombozyten-Agonisten mit Ausnahme von Arachidonsdure. Nach thrombozytarer
Aktivierung mittels Arachidonsaure war die PAC-1 Bindung in den Kontrollgruppen
KHK ASS und PAVK Clopidogrel mit 47,50 lin AU im Median in beiden Gruppen
gleich.

Tabelle 13: Thrombozytdre GPllb/llla Rezeptoraktivierung basal und nach Aktivierung mit
Thrombozytenagonisten.

Angegeben ist der Median sowie das 1. und 3. Quartil fir die mittels Durchflusszytometrie gemessene
Fluoreszenzintensitat der PAC-1 Antikdrperbindung.

A zeigt die Studiengruppe unter den Therapieregimen ASS, ASS + Clopidogrel und ASS +
Rivaroxaban. B beschreibt die beiden Kontrollgruppen KHK ASS und PAVK Clopidogrel.

A

aktiviertes GPIllb/llla PAVK ASS PAVK ASS + PAVK ASS +
Clopidogrel Rivaroxaban
Basal
9,00 (6,00; 12,75) 7,50 (5,75; 9,00) 12,00 (10,50; 14,25)
TRAP-6 [uM]
133,00 (101,50;
12,5 134,00 (95,75; 150,50) 67,00 (35,25; 113,80) 146,30)
Thrombin [U/ml]

150,50 (119,50;
0,1 145,00 (115,00; 172,00) 80,00 (37,25; 118,50) 178,30)
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Convulxin [ng/ml] 126,50 (112,00
5 ,00;

5 130,50 (87,50; 176,80) 67,50 (50,25; 136,00) 172,80)
Arachidonséure [uM]
1 74,50 (32,25; 102,80) 41,00 (32,75; 67,00) 45,00 (27,50; 61,25)
Adenosindiphosphat [uM]
0,75 107,00 (97,00; 145,80) 52,50 (34,00; 69,25) 112,00 (71,50; 123,50)
B
aktiviertes GPIIb/llla KHK ASS PAVK Clopidogrel
Basal
11,00 (9,75; 13,00) 8,50 (5,75; 10,50)
TRAP-6 [uM]
12,5 144,50 (93,25; 166,30) 67,50 (32,25; 96,75)
Thrombin [U/ml]
0,1 133,50 (116,80; 196,00) 76,50 (49,25; 92,00)
Convulxin [ng/ml]
5 129,50 (92,50; 173,00) 46,50 (37,75; 114,80)
Arachidonséure [uM]
1 47,50 (34,75; 62,00) 47,50 (20,00; 62,25)
Adenosindiphosphat [uM]
0,75 106,00 (82,00; 125,00) 43,50 (26,50; 59,25)

Das Mepacrine Aufnahme/Freisetzungs-Assay dient der genaueren &-Granula
Analyse. Im basalen Zustand kann die Menge an aufgenommenem Mepacrine in die
Thrombozyten gemessen werden.

Am meisten Mepacrine wurde von Thrombozyten der Studiengruppe unter ASS +
Clopidogrel im Median mit 57,50 lin AU aufgenommen. Bei Thrombozyten der
Kontrollgruppe PAVK mit Clopidogrel Monotherapie wurde mit einem Median von
45,50 lin AU am wenigsten Mepacrine in die dichten Granula aufgenommen.

Durch Zugabe von Thrombozyten-Agonisten werden Thrombozyten aktiviert und
setzen dichte Granula mit Mepacrine frei. Als Agonisten wurden Thrombin und
Convulxin verwendet. Die steigende Konzentration der Agonisten fihrt zu einer
physiologischen Abnahme der Mepacrine Fluoreszenz.

Das hoéchste Fluoreszenzniveau nach Aktivierung mit Thrombin wurde in der
Studiengruppe PAVK ASS + Clopidogrel mit 32,00 lin AU im Median aufgezeichnet
gefolgt von 28,00 lin AU im Median in der Kontrollgruppe PAVK Clopidogrel.
Demgegenlber war die héchste Mepacrine Freisetzung nach Zugabe von Convulxin
mit 25,50 lin AU im Median in der Kontrollgruppe PAVK Clopidogrel.
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Tabelle 14: Thrombozytidre Mepacrine Aufnahme und Freisetzung basal und nach Aktivierung
mit Thrombozytenagonisten.

Angegeben ist der Median sowie das 1. und 3. Quartil fir die mittels Durchflusszytometrie gemessene
Fluoreszenzintensitat der Mepacrineaufnahme.

A zeigt die Studiengruppe unter den Therapieregimen ASS, ASS + Clopidogrel und ASS +
Rivaroxaban. B beschreibt die beiden Kontrollgruppen KHK ASS und PAVK Clopidogrel.

A

Mepacrine PAVK ASS PAVK ASS + PAVK ASS +
Clopidogrel Rivaroxaban
Basal
50,00 (47,00; 62,25) 57,50 (47,00; 61,75) 49,00 (45,25; 56,00)
Thrombin [U/ml]
0,2 19,50 (17,50; 27,00) 32,00 (24,75; 37,50) 23,00 (17,50; 24,00)
Convulxin [ng/ml]
20 14,50 (12,25; 23,50) 22,50 (19,75; 31,00) 15,50 (13,75; 19,00)
B
Mepacrine KHK ASS PAVK Clopidogrel
Basal
46,50 (38,00; 56,25) 45,50 (38,25; 62,00)
Thrombin [U/ml]
0,2 23,00 (19,00; 28,50) 28,00 (22,00; 33,75)
Convulxin [ng/ml]
20 18,50 (15,00; 22,25) 25,50 (18,25; 28,75)

4.1.4 Messung des Thrombozyten-Reaktivitatsindex mittels VASP Phosphorylierung

Tabelle 15 zeigt den medianen PRI in der Studiengruppe sowie in den beiden
Kontrollgruppen unter verschiedener medikamentdser Therapie. Die detaillierten
Einzelmessergebnisse des VASP Assays sind in Tabelle 21 im Anhang Kapitel 8.4
dargestellt.

Der hochste Thrombozyten-Reaktivitatsindex (PRI) wurde in der Kontrollgruppe KHK
unter ASS Monotherapie im Median mit 88,76% gemessen. Mit einem PRI im Median
von 84,61% in der PAVK ASS + Rivaroxaban Gruppe und 84,45% in der PAVK ASS
Gruppe waren diese anndhernd gleich, jedoch marginal vermindert gegenlber der
KHK ASS Gruppe. Demgegeniiber zeigte sich bei der Analyse der Ergebnisse bei
Patienten mit Clopidogreleinnahme ein deutlich verminderter Thrombozyten-
Reaktivitatsindex. Am niedrigsten war dieser in der Kontrollgruppe PAVK unter
Clopidogreleinnahme im Median bei 33,80%. Unter gleichzeitiger ASS- und
Clopidogreltherapie in der Studiengruppe lag dieser bei 41,07 %.
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In dieser Studie wurde ein Clopidogrel Non-Responder bei einem PRI >50%
festgelegt. Bei Betrachtung der Einzelmessungen unter Clopidogreltherapie zeigten
jeweils 4 Probanden in der Kontrollgruppe PAVK Clopidogrel sowie 4 Probanden in
der Studiengruppe PAVK ASS + Clopidogrel einen PRI Gber 50% und wiesen
dadurch eine inadaquate Clopidogrel Response auf.

Tabelle 15: Messergebnisse der VASP Phosphorylierung.

Angegeben ist der Median sowie das 1. und 3. Quartil des Thrombozyten-Reaktivitatsindex (PRI).

A zeigt die Studiengruppe unter den Therapieregimen ASS, ASS + Clopidogrel und ASS +
Rivaroxaban. B beschreibt die beiden Kontrollgruppen KHK ASS und PAVK Clopidogrel.

A

Parameter PAVK ASS PAVK ASS + PAVK ASS +
Clopidogrel Rivaroxaban

PRI [%] 84,45 41,07 84,61

(78,66; 86,29) (20,65; 54,25) (83,29; 90,76)
B
Parameter KHK ASS PAVK Clopidogrel
PRI [%] 88,76 33,80

(84,40; 90,51) (9,68; 60,57)
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4.2 Konfirmatorische Datenanalyse

Zur konfirmatorischen Datenanalyse wurde die im PRP gemessene TG zwischen
Studienpatienten mit ASS Monotherapie und Studienpatienten unter gleichzeitiger
ASS- und Rivaroxabaneinnahme verglichen. Es wurde ein mindestens um 30%
erniedrigter Thrombin Peak bei Studienpatienten mit ASS und Rivaroxaban

gegenilber Studienpatienten mit ASS Monotherapie erwartet.

Die gleichzeitige ASS- und Rivaroxabanneinnahme im Vergleich zur ASS
Monotherapie in der Studiengruppe fuhrte zu einer Reduktion des Thrombin Peak um
etwa 49% im TF getriggerten platichenreichen Plasma. Dieser Unterschied erwies
sich als statistisch signifikant (p=0,004). Im PRP mit Thrombin als Triggersubstanz
wurde ein um etwa 46% verminderter Peak in der Studiengruppe unter ASS- und
Rivaroxabantherapie verglichen mit Studienpatienten unter singularer ASS Therapie
gemessen. Dieser Unterschied zeigte sich ebenfalls als statistisch signifikant
(p=0,002).

4.3 Explorative Datenanalyse

4.3.1 Untersuchungen der thrombozytaren und plasmatischen Thrombingenerierung

in vitro

Da die in vitro TG bei Patienten mit PAVK unter verschiedenen antithrombotischen
Therapieregimen unzureichend erforscht ist, wurde im Rahmen dieser Studie die in
vitro Thrombinbildungskapazitat vergleichend mit KHK Patienten analysiert. Um den
Einfluss von Thrombozyten auf die in vitro Thrombinbildung und die Wechselwirkung
von Thrombozyten mit Gerinnungsfaktoren zu detektieren, wurden die Versuche im
PFP sowie im PRP durchgefihrt.

Die Erklarung der einzelnen gemessenen Parameter Lagtime, ETP und Peak sowie
die Durchfhrung der CAT sind im Kapitel 3.2.7 n&her beschrieben.
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4.3.1.1 Lagtime im PFP nach Zugabe von TF

Die Analyse der Lagtime, gemessen im platichenfreien Plasma mit TF als
Triggersubstanz, zeigte eine statistisch auffallig verlangerte Lagtime innerhalb der
Studiengruppe PAVK  (Abb. 10: A) unter gleichzeitiger ASS- und
Rivaroxabantherapie im Vergleich zur Monotherapie mit ASS (p=0,002; Abb. 10: A)
sowie unter dualer Thrombozytenaggregationshemmung durch ASS und Clopidogrel
(p=0,002; Abb. 10: A). Kein hinreichender Unterschied ergab sich bei der Gruppe
PAVK ASS Therapie verglichen mit beiden Kontrollgruppen KHK ASS (p=0,280; Abb.

10: B) und PAVK Clopidogrel (p=0,123; Abb. 10: C).
A B c

p=0,002

- =0,123
p=0,002 5 E

8- p=0,688 8 p=0,280

lagtime [min]
T
lagtime [min]
B (-]
1 1
lagtime [min]
s
1
|_
_|

AN
"

T T T T T
=] > ] ]
v o R & &
&S ¢ o &
& & @ & F 3 Q
? [P Q o <%
O x G
??" %53 ?\'\*-
<¥ \s

Abbildung 10: Lagtime im PFP nach Zugabe von TF.

Darstellung der Lagtime in Minuten. Versuchsdurchfihrung im CAT mit plattchenfreiem Plasma
getriggert mit TF (enthalten im PPP Reagenz). Innerhalb der Studiengruppe wurde zur statistischen
Auswertung der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test angewandt. Beim Vergleich zwischen der Studien-
und Kontrollgruppe bzw. innerhalb der beiden Kontrollgruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test
verwendet.

A zeigt die Lagtime innerhalb der Studiengruppe unter den Therapieregimen ASS, ASS + Clopidogrel
und ASS + Rivaroxaban. B vergleicht die Lagtime zwischen der Studiengruppe PAVK ASS und der
Kontrollgruppe KHK ASS. C bildet den Vergleich der Kontrollgruppe Clopidogrel mit der
Studiengruppe ASS ab.
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4.3.1.2 Lagtime im PRP nach Zugabe von TF

Bei der Messung im PRP getriggert mit TF zeigten die Ergebnisse in der
Studiengruppe (Abb. 11: A) eine verlangerte Lagtime unter ASS- und
Rivaroxabantherapie im Vergleich zum Therapieregime ASS + Clopidogrel (p=0,002;
Abb. 11: A) und singularer Thrombozytenaggregationshemmung mit ASS (p=0,004;
Abb. 11: A). Zudem lie3 sich ein statistisch auffélliger Unterschied durch eine
verlangerte Lagtime in der Kontrollgruppe KHK ASS im Vergleich zur Studiengruppe
PAVK ASS (p=0,003, Abb. 11: B) erkennen. Nicht aufféllig verschieden war PAVK
Clopidogrel verglichen mit PAVK ASS (p=0,739; Abb. 11: C).
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Abbildung 11: Lagtime im PRP nach Zugabe von TF.

Darstellung der Lagtime in Minuten. Versuchsdurchfihrung im CAT mit plattchenreichem Plasma
getriggert mit TF (Innovin). Innerhalb der Studiengruppe wurde zur statistischen Auswertung der
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test angewandt. Beim Vergleich zwischen der Studien- und
Kontrollgruppe bzw. innerhalb der beiden Kontroligruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test
verwendet.

A zeigt die Lagtime innerhalb der Studiengruppe unter den Therapieregimen ASS, ASS + Clopidogrel
und ASS + Rivaroxaban. B vergleicht die Lagtime zwischen der Studiengruppe PAVK ASS und der
Kontrollgruppe KHK ASS. C bildet den Vergleich der Kontrollgruppe Clopidogrel mit der
Studiengruppe ASS ab.
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4.3.1.3 Lagtime im PRP nach Zugabe von Thrombin

Nach Zugabe von Thrombin im PRP lieBen sich keine statistisch relevanten
Unterschiede innerhalb der Studiengruppe (Abb. 12: A) sowie im Vergleich mit den
Kontrollgruppen (Abb. 12: B und C) erkennen (p>0,05). Tendenziell, aber nicht
statistisch relevant, war die Lagtime in der Studiengruppe unter ASS und
Rivaroxaban verlangert gegenlber der ASS (p=0,232; Abb. 12: A) und ASS +
Clopidogrel Therapie (p=0,275; Abb. 12: A). Statistisch unauffallig verlangert war die
Lagtime in der Studiengruppe PAVK ASS im Vergleich zur Kontrollgruppe PAVK
Clopidogrel (p=0,063; Abb. 12: C).
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Abbildung 12: Lagtime im PRP nach Zugabe von Thrombin.

Darstellung der Lagtime in Minuten. Versuchsdurchfihrung im CAT mit plattchenreichem Plasma
getriggert mit Thrombin. Innerhalb der Studiengruppe wurde zur statistischen Auswertung der
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test angewandt. Beim Vergleich zwischen der Studien- und
Kontrollgruppe bzw. innerhalb der beiden Kontrollgruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test
verwendet.

A zeigt die Lagtime innerhalb der Studiengruppe unter den Therapieregimen ASS, ASS + Clopidogrel
und ASS + Rivaroxaban. B vergleicht die Lagtime zwischen der Studiengruppe PAVK ASS und der
Kontrollgruppe KHK ASS. C bildet den Vergleich der Kontrollgruppe Clopidogrel mit der
Studiengruppe ASS ab.
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4.3.1.4 ETP im PFP nach Zugabe von TF

Die Ergebnisse zeigten im PFP mit TF als Triggersubstanz statistisch nennenswerte
Unterschiede zwischen den Therapieregimen ASS und ASS in Kombination mit
Rivaroxaban innerhalb der Studiengruppe (p=0,037; Abb. 13: A). Diese Tendenz des
verminderten ETP innerhalb der Studiengruppe unter ASS und Rivaroxaban zeigte
sich zudem im Vergleich mit dem Therapieregime ASS + Clopidogrel, jedoch ohne
statistische Auffalligkeit. Der Vergleich von Studienpatienten unter ASS Therapie mit
der Kontrollgruppe KHK ASS (p=0,796, Abb. 13: B) und der Kontrollgruppe PAVK
Clopidogrel (p=0,684; Abb. 13: C) ergab keine statistische Relevanz.
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Abbildung 13: ETP im PFP nach Zugabe von TF.

Darstellung des ETP in nM x min. Versuchsdurchfihrung im CAT mit platichenfreiem Plasma
getriggert mit TF (enthalten im PPP Reagenz). Innerhalb der Studiengruppe wurde zur statistischen
Auswertung der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test angewandt. Beim Vergleich zwischen der Studien-
und Kontrollgruppe bzw. innerhalb der beiden Kontrollgruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test
verwendet.

A zeigt das ETP innerhalb der Studiengruppe unter den Therapieregimen ASS, ASS + Clopidogrel
und ASS + Rivaroxaban. B vergleicht das ETP zwischen der Studiengruppe PAVK ASS und der
Kontrollgruppe KHK ASS. C bildet den Vergleich der Kontrollgruppe Clopidogrel mit der
Studiengruppe ASS ab.
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4.3.1.5 ETP im PRP nach Zugabe von TF

Die Ergebnisse innerhalb der

im PRP mit TF als Triggersubstanz lieBen
Studiengruppe (Abb. 14: A) als auch vergleichend mit den Kontrollgruppen (Abb. 14:
B und C) (p>0,05).

Studiengruppe wurde unter ASS und Rivaroxaban im Median am wenigsten

keine statistische Auffélligkeit erkennen Innerhalb der

Thrombin gebildet, jedoch nicht statistisch nennenswert.
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Abbildung 14: ETP im PRP nach Zugabe von TF.

Darstellung des ETP in nM x min. Versuchsdurchfiihrung im CAT mit plattchenreichem Plasma
getriggert mit TF (Innovin). Innerhalb der Studiengruppe wurde zur statistischen Auswertung der
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test Studien- und
Kontrollgruppe bzw. innerhalb der beiden Kontrollgruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test
verwendet.

angewandt. Beim Vergleich zwischen der

A zeigt das ETP innerhalb der Studiengruppe unter den Therapieregimen ASS, ASS + Clopidogrel
und ASS + Rivaroxaban. B vergleicht das ETP zwischen der Studiengruppe PAVK ASS und der
Kontrollgruppe KHK ASS. C bildet den Vergleich der Kontrollgruppe Clopidogrel mit der
Studiengruppe ASS ab.
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4.3.1.6 ETP im PRP nach Zugabe von Thrombin

Die Messung des ETP im PRP nach Zugabe von Thrombin ergab innerhalb der
Studiengruppe (Abb. 15: A) sowie im Vergleich PAVK ASS mit den Kontrollgruppen
KHK ASS (Abb. 15: B) und PAVK Clopidogrel (Abb. 15: C) keinen statistisch
auffalligen Unterschied. Die medikamentése Kombinationstherapie mit ASS und
Rivaroxaban flihrte innerhalb der Studiengruppe zum niedrigsten ETP, in der
Tendenz jedoch ohne statistische Auffalligkeit.
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Abbildung 15: ETP im PRP nach Zugabe von Thrombin.

Darstellung des ETP in nM x min. Versuchsdurchfiihrung im CAT mit plattchenreichem Plasma
getriggert mit Thrombin. Innerhalb der Studiengruppe wurde zur statistischen Auswertung der
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test angewandt. Beim Vergleich zwischen der Studien- und
Kontrollgruppe bzw. innerhalb der beiden Kontrollgruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test
verwendet.

A zeigt das ETP innerhalb der Studiengruppe unter den Therapieregimen ASS, ASS + Clopidogrel
und ASS + Rivaroxaban. B vergleicht das ETP zwischen der Studiengruppe PAVK ASS und der
Kontrollgruppe KHK ASS. C bildet den Vergleich der Kontrollgruppe Clopidogrel mit der
Studiengruppe ASS ab.

81



4.3.1.7 Peak im PFP nach Zugabe von TF

Die Analyse des Thrombin Peak im PFP getriggert mit TF zeigte innerhalb der
Studiengruppe eine statistisch relevante Erniedrigung bei gleichzeitiger ASS- und
Rivaroxabantherapie im Vergleich zur Monotherapie mit ASS (p=0,002; Abb. 16: A)
sowie der Kombinationstherapie unter ASS + Clopidogrel (p=0,002; Abb. 16: A).
Patienten der Studiengruppe unter ASS Monotherapie verglichen mit der
Kontrollgruppe PAVK unter ASS Monotherapie zeigten die Tendenz zu einem
verminderten Peak, jedoch ohne statistische Auffélligkeit (p=0,315; Abb. 16: B). Kein
statistisch hinreichender Unterschied ergab sich aus dem Vergleich zwischen der
Studiengruppe PAVK ASS und der Kontrollgruppe PAVK Clopidogrel (p=0,796; Abb.
16: C).
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Abbildung 16: Peak im PFP nach Zugabe von TF.

Darstellung der maximalen Thrombinkonzentration (Peak) in nM. Versuchsdurchfiihrung im CAT mit
plattchenfreiem Plasma getriggert mit TF (enthalten im PPP Reagenz). Innerhalb der Studiengruppe
wurde zur statistischen Auswertung der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test angewandt. Beim Vergleich
zwischen der Studien- und Kontrollgruppe bzw. innerhalb der beiden Kontrollgruppen wurde der
Mann-Whitney-U-Test verwendet.

A zeigt den Peak innerhalb der Studiengruppe unter den Therapieregimen ASS, ASS + Clopidogrel
und ASS + Rivaroxaban. B vergleicht den Peak zwischen der Studiengruppe PAVK ASS und der
Kontrollgruppe KHK ASS. C bildet den Vergleich der Kontrollgruppe Clopidogrel mit der
Studiengruppe ASS ab.
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4.3.1.8 Peak im PRP nach Zugabe von TF

Die Ergebnisse zeigten im PRP mit TF als Triggersubstanz einen signifikant
verminderten Peak unter gleichzeitiger ASS- und Rivaroxabantherapie verglichen mit
ASS als Monotherapie innerhalb der Studiengruppe (p=0,004; Abb. 17: A). Ebenso
statistisch  aufféllig  innerhalb  der  Studiengruppe erwies sich die
Kombinationstherapie mit ASS und Clopidogrel im Vergleich zur ASS Monotherapie
(p=0,027; Abb. 17: A). Verglichen mit der PAVK ASS + Clopidogrel Gruppe zeigten
die Ergebnisse unter ASS + Rivaroxaban einen statistisch nicht nennenswerten
verminderten Peak (p=0,064; Abb. 17: A). Die Studiengruppe PAVK ASS im
Vergleich zu den Kontrollgruppen KHK ASS (p=0,247; Abb. 17: B) und PAVK
Clopidogrel (p=0,105; Abb. 17: C) wies tendenziell einen héheren Peak auf, jedoch
ohne statistische Relevanz.
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Abbildung 17: Peak im PRP nach Zugabe von TF.

Darstellung der maximalen Thrombinkonzentration (Peak) in nM. Versuchsdurchfiihrung im CAT mit
plattchenreichem Plasma getriggert mit TF (Innovin). Innerhalb der Studiengruppe wurde zur
statistischen Auswertung der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test angewandt. Beim Vergleich zwischen
der Studien- und Kontrollgruppe bzw. innerhalb der beiden Kontrollgruppen wurde der Mann-Whitney-
U-Test verwendet.

A zeigt den Peak innerhalb der Studiengruppe unter den Therapieregimen ASS, ASS + Clopidogrel
und ASS + Rivaroxaban. B vergleicht den Peak zwischen der Studiengruppe PAVK ASS und der
Kontrollgruppe KHK ASS. C bildet den Vergleich der Kontrollgruppe Clopidogrel mit der
Studiengruppe ASS ab.
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4.3.1.9 Peak im PRP nach Zugabe von Thrombin

Die Analyse des Peak im PRP nach Zugabe von Thrombin ergab statistisch
relevante Auffélligkeiten innerhalb der Studiengruppe (Abb. 18: A). Im Vergleich zur
Monotherapie mit ASS wurde der Peak einerseits durch die zusatzliche
Clopidogrelgabe relevant vermindert (p=0,037; Abb. 18: A). Zum anderen war dieser
statistisch signifikant vermindert nach zusatzlicher Rivaroxabangabe im Vergleich zur
ASS Monotherapie (p=0,002; Abb. 18: A) und verglichen mit der dualen
Thrombozytenaggregationshemmung unter ASS und Clopidogrel (p=0,006; Abb. 18:
A). Der Unterschied zwischen den Kontrollgruppen KHK ASS (p=0,393; Abb. 18: B)
und PAVK Clopidogrel (p=0,436; Abb. 18: C) erwies sich als nicht auffallig.
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Abbildung 18: Peak im PRP nach Zugabe von Thrombin.

Darstellung der maximalen Thrombinkonzentration (Peak) in nM. Versuchsdurchfiihnrung im CAT mit
plattchenreichem Plasma getriggert mit Thrombin. Innerhalb der Studiengruppe wurde zur
statistischen Auswertung der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test angewandt. Beim Vergleich zwischen
der Studien- und Kontrollgruppe bzw. innerhalb der beiden Kontrolligruppen wurde der Mann-Whitney-
U-Test verwendet.

A zeigt den Peak innerhalb der Studiengruppe unter den Therapieregimen ASS, ASS + Clopidogrel
und ASS + Rivaroxaban. B vergleicht den Peak zwischen der Studiengruppe PAVK ASS und der
Kontrollgruppe KHK ASS. C bildet den Vergleich der Kontrollgruppe Clopidogrel mit der
Studiengruppe ASS ab.
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4.3.2 Untersuchung der Hauptrezeptoren auf der Thrombozytenoberflache mittels

Durchflusszytometrie

Um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse der Durchflusszytometrie zu gewahrleisten,
wurde vor Messung der Thrombozytenfunktion und Monitoring von P2Y12
Antagonisten und FXa Inhibitoren die = Hauptrezeptoren  auf der
Thrombozytenoberflache von allen teilnehmenden Probanden quantifiziert und

untereinander verglichen.

Die  Ergebnisse der Untersuchung der Hauptrezeptoren auf der
Thrombozytenoberflache teilnehmender Probanden sind in Abbildung 19 und im
Anhang Kapitel 8.2 dargestellt. Tabelle 16 stellt den Median mit 1. und 3. Quartil der
Antigen binding sites (ABS) auf der Thrombozytenoberflache exprimierter
Rezeptoren dar. Die einzelnen p-Werte flir den Vergleich der
Hauptrezeptorprasentation auf der Thrombozytenoberflaiche innerhalb der

Studiengruppe bzw. mit den Kontrollgruppen sind in Tabelle 17 dargelegt.
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Abbildung 19: Hauptrezeptoren auf der Thrombozytenoberflache.
Abbildung 19 zeigt den Median der ABS auf der Thrombozytenoberflache exprimierter Rezeptoren.
Abkidrzungen in Abbildung 19: ABS: Antigen Binding Sites.
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Die Ergebnisse der im Durchflusszytometer gemessenen ABS zeigten im Hinblick
auf GPlIb/llla (P2) statistisch nennenswerte Unterschiede. So konnte eine auffallig
verminderte Anzahl an GPllb/llla (P2) ABS in der Kontrollgruppe KHK mit singularer
ASS Therapie verglichen mit der Studiengruppe unter gleichzeitiger ASS- und
Rivaroxabaneinnahme festgestellt werden (p=0,045; vgl. Anhang Tabelle 17).

Bei Analyse des Rezeptors CD29 (K20) zeigten sich statistisch relevante
Auffalligkeiten innerhalb der Studiengruppe. Verglichen mit der gleichzeitigen ASS-
und Rivaroxabaneinnahme wiesen Thrombozyten unter dualer
Thrombozytenaggregationshemmung mit ASS und Clopidogrel im Median eine
deutlich vermehrte Anzahl an ABS auf (p=0,041; vgl. Anhang Tabelle 17). Auch im
Vergleich mit der Kontrollgruppe KHK mit singularer ASS Einnahme zeigten
Thrombozyten der Studiengruppe unter dualer Thrombozytenaggregationshemmung
mit ASS + Clopidogrel eine erhdhte Anzahl an ABS mit statistischer Relevanz
(p=0,034; vgl. Anhang Tabelle 17).

Die Auswertung von CD36 (185 1G2) auf der Thrombozytenoberflache ergab
statistisch auffallig verminderte ABS in der Studiengruppe unter ASS- und
Rivaroxabantherapie im Vergleich zu Studienpatienten mit ASS- und
Clopidogreleinnahme (p=0,039; vgl. Anhang Tabelle 17).

Kein hinreichender Unterschied bei der Untersuchung der Thrombozyten
Hauptrezeptoren innerhalb der Studiengruppe sowie im Vergleich mit den
Kontrollgruppen zeigten sich bei GPlb (SZ2), CD42a (Beb1), CD41 (SZ22), CD61
(RUU-PL 7F12), CD36 (FA6.162) und GPVI (HY101) (vgl. Anhang Tabelle 16 und
17).

4.3.3 Untersuchung der Thrombozytenfunktion mittels Durchflusszytometrie

Um den Einfluss von ASS, Clopidogrel und Rivaroxaban bei PAVK Patienten und
KHK Patienten auf die Thrombozytenfunktion naher zu charakterisieren, wurden als
thrombozytare Aktivierungsmarker die CD62P Expression sowie die PAC-1 Bindung
auf der Thrombozytenoberfliche gemessen. Uberdies wurde zur genaueren &-

Granula Analyse das Mepacrine Aufnahme/Freisetzungs-Assay durchgeflhrt.

Die Methodik der Durchflusszytometrie sowie die Erklarung der verwendeten
Agonisten zur Thrombozytenaktivierung und thrombozytaren Aktivierungsmarker sind

im Kapitel 3.2.8 nédher beschrieben.
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4.3.3.1 Analyse der CD62P Oberflachen-Expression basal und nach Aktivierung mit
Thrombozyten-Agonisten

Basal

Innerhalb der Studiengruppe (Abb. 20: A) wiesen die Thrombozyten im basalen
Zustand unter gleichzeitiger ASS- und Clopidogreltherapie die geringste CD62P
Expression auf und zeigten im direkten Vergleich mit den anderen Therapieregimen,
ASS Monotherapie (p=0,016; Abb. 20: A) und ASS + Rivaroxaban (p=0,012; Abb. 20:
A), statistische Auffalligkeit. Thrombozyten der Studiengruppe unter singularer
Thrombozytenaggregationshemmung mit ASS exprimierten tendenziell mehr CD62P
im Vergleich zur Kontrollgruppe KHK ASS (p=0,481; Abb. 20: B) und Kontrollgruppe
PAVK Clopidogrel (p=0,436; Abb. 20: C), allerdings ohne statistische Relevanz.
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Abbildung 20: Basale thrombozytdre Oberflachen-Expression von CD62P.

Darstellung der basalen Oberflaichen-Expression von CD62P in linearen relativen Einheiten der
mittleren Fluoreszenzintensitdt des gebundenen anti-CD62P-FITC-Antikdrpers. Messung mittels
fluoreszierender Durchflusszytometrie unter Verwendung von PRP. Innerhalb der Studiengruppe
wurde zur statistischen Auswertung der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test angewandt. Beim Vergleich
zwischen der Studien- und Kontrollgruppe bzw. innerhalb der beiden Kontrollgruppen wurde der
Mann-Whitney-U-Test verwendet.

A zeigt die basale Oberflachen-Expression von CD62P innerhalb der Studiengruppe unter den
Therapieregimen ASS, ASS + Clopidogrel und ASS + Rivaroxaban. B vergleicht die basale
Oberflachen-Expression von CD62P zwischen der Studiengruppe PAVK ASS und der Kontrollgruppe
KHK ASS. C bildet den Vergleich der Kontrollgruppe Clopidogrel mit der Studiengruppe ASS ab.
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TRAP-6 12,5 uM

TRAP-6-stimulierte Thrombozyten zeigten in der Studiengruppe unter ASS Therapie
das héchste Expressionsniveau. Bei Studienpatienten mit singularer ASS Therapie
war dieser Unterschied im Vergleich zur dualen
Thrombozytenaggregationshemmung (p=0,027; Abb. 21: A) sowie verglichen mit
ASS + Rivaroxaban (p=0,018; Abb. 21: A) statistisch auffallig. Auch im Vergleich mit
den beiden Kontrollgruppen wurde eine vermehrte Expression in der Studiengruppe
PAVK mit ASS Therapie gemessen, jedoch war dieser Unterschied nur verglichen
mit der Kontrollgruppe PAVK Clopidogrel statistisch relevant (p=0,002; Abb. 21: C).
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Abbildung 21: CD62P Oberflachen-Expression nach Zugabe von 12,5 uM TRAP-6.

Darstellung der thrombozytaren Oberflachen-Expression von CD62P in linearen relativen Einheiten
der mittleren Fluoreszenzintensitdt des gebundenen anti-CD62P-FITC-Antikdrpers nach
Thrombozytenaktivierung mit TRAP-6. Messung mittels fluoreszierender Durchflusszytometrie unter
Verwendung von PRP. Innerhalb der Studiengruppe wurde zur statistischen Auswertung der
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test angewandt. Beim Vergleich zwischen der Studien- und
Kontrollgruppe bzw. innerhalb der beiden Kontroligruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test
verwendet.

A zeigt die CD62P Oberflachen-Expression innerhalb der Studiengruppe unter den Therapieregimen
ASS, ASS + Clopidogrel und ASS + Rivaroxaban. B vergleicht die CD62P Oberflachen-Expression
zwischen der Studiengruppe PAVK ASS und der Kontrollgruppe KHK ASS. C bildet den Vergleich der
Kontrollgruppe Clopidogrel mit der Studiengruppe ASS ab.
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Thrombin 0,1 U/ml

Nach Aktivierungsreiz der Thrombozyten mit Thrombin wurde innerhalb der
Studiengruppe unter gleichzeitiger ASS- und Clopidogreltherapie das geringste
Expressionsniveau von CD62P gemessen. Der Unterschied verglichen mit den
Therapieformen PAVK ASS (p=0,002; Abb. 22: A) und PAVK ASS + Rivaroxaban
(p=0,004; Abb. 22: A) innerhalb der Studiengruppe war statistisch auffallig. Wie in
den Abbildungen B und C dargestellt, wurde statistisch relevant mehr CD62P in der
Studiengruppe PAVK ASS auf der Thrombozytenoberflache exprimiert als in der
Kontrollgruppe KHK ASS (p=0,019; Abb. 22: B) und der Kontroligruppe PAVK
Clopidogrel (p=0,001; Abb. 22: C).

A B C

p=0,275

200 p=0,002 ﬂ 2001 p=0,019 200+ p=0,001

150

150+ 150

100 bz o

& 100+ L 100+

o
o
1
[
T

anti-CD62P-FITC [lin AU]
3
1
H] H
anti-CD62P-FITC [lin AU]

anti-CD62P-FITC [lin AU]

(=]
o

o

Abbildung 22: CD62P Oberflachen-Expression nach Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin.

Darstellung der thrombozytaren Oberflachen-Expression von CD62P in linearen relativen Einheiten
der mittleren Fluoreszenzintensitdt des gebundenen anti-CD62P-FITC-Antikérpers nach
Thrombozytenaktivierung mit Thrombin. Messung mittels fluoreszierender Durchflusszytometrie unter
Verwendung von PRP. Innerhalb der Studiengruppe wurde zur statistischen Auswertung der
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test angewandt. Beim Vergleich zwischen der Studien- und
Kontrollgruppe bzw. innerhalb der beiden Kontrollgruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test
verwendet.

A zeigt die CD62P Oberflachen-Expression innerhalb der Studiengruppe unter den Therapieregimen
ASS, ASS + Clopidogrel und ASS + Rivaroxaban. B vergleicht die CD62P Oberflachen-Expression
zwischen der Studiengruppe PAVK ASS und der Kontrollgruppe KHK ASS. C bildet den Vergleich der
Kontrollgruppe Clopidogrel mit der Studiengruppe ASS ab.
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Convulxin 5 ng/ml

Auch Convulxin-stimulierte Thrombozyten der Studiengruppe unter ASS- und
Clopidogreltherapie wiesen eine statistisch relevant verminderte Oberflachen-
Expression von CD62P gegeniber der Monotherapie mit ASS (p=0,010; Abb. 23: A)
und ASS in Kombination mit niedrig dosiertem Rivaroxaban (p=0,004; Abb. 23: A)
auf. Vergleicht man die Fluoreszenzintensitat der Studiengruppe unter singularer
ASS Therapie mit den Kontrollgruppen, so konnte ein statistisch aufféllig erhéhter
prozentualer Anteil in der PAVK ASS Gruppe verglichen mit der Kontrollgruppe
Clopidogrel (p=0,009; Abb. 23: C) beobachtet werden. Zudem zeigte sich eine
tendenziell erhdhte, aber nicht statistisch relevante, Expression von CD62P bei
Studienpatienten mit ASS Einnahme verglichen mit der ASS Einnahme in der
Kontrollgruppe KHK (p=0,052; Abb. 23: B).

A B (o4
p=0,492
. 200- . __ 200 p=0,052 200+ _pe0.009
5 —— 2 - =
< < ‘é
£ 1501 — £ 1504 - £ 1504 i
I7)
i 100+ i 100+ - 100+
o
TEaE BT e T
a
8 50 8 50 L? 50
£ £ =
o (]
® 0 T T T 0 T T 0 T T
(= ™ & =) ) > "96
] & 2 & 9 &
x{y \&p °+,§> Q*v -.\*'v‘ \boé _sl_v
& MRS S
O <
G &
v-
& &
S )
Q ¥

Abbildung 23: CD62P Oberflachen-Expression nach Zugabe von 5 ng/ml Convulxin.

Darstellung der thrombozytaren Oberflachen-Expression von CD62P in linearen relativen Einheiten
der mittleren Fluoreszenzintensitdt des gebundenen anti-CD62P-FITC-Antikdrpers nach
Thrombozytenaktivierung mit Convulxin. Messung mittels fluoreszierender Durchflusszytometrie unter
Verwendung von PRP. Innerhalb der Studiengruppe wurde zur statistischen Auswertung der
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test angewandt. Beim Vergleich zwischen der Studien- und
Kontrollgruppe bzw. innerhalb der beiden Kontrollgruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test
verwendet.

A zeigt die CD62P Oberflachen-Expression innerhalb der Studiengruppe unter den Therapieregimen
ASS, ASS + Clopidogrel und ASS + Rivaroxaban. B vergleicht die CD62P Oberflachen-Expression
zwischen der Studiengruppe PAVK ASS und der Kontrollgruppe KHK ASS. C bildet den Vergleich der
Kontrollgruppe Clopidogrel mit der Studiengruppe ASS ab.
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Arachidonsdure 1 uM

Erfolgte eine thrombozytare Aktivierung mit Arachidonsaure, so zeigten sich weder
innerhalb der Studiengruppe (Abb. 24: A) noch im Vergleich mit den beiden
Kontrollgruppen (Abb. 24: B und Abb. 24: C) statistisch relevante Auffélligkeiten
(p>0,05; Abb. 24: A, B und C).
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Abbildung 24: CD62P Oberflachen-Expression nach Zugabe von 1 pM Arachidonséure.

Darstellung der thrombozytaren Oberflachen-Expression von CD62P in linearen relativen Einheiten
der mittleren Fluoreszenzintensitdt des gebundenen anti-CD62P-FITC-Antikdrpers nach
Thrombozytenaktivierung mit Arachidonsdure. Messung mittels fluoreszierender Durchflusszytometrie
unter Verwendung von PRP. Innerhalb der Studiengruppe wurde zur statistischen Auswertung der
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test angewandt. Beim Vergleich zwischen der Studien- und
Kontrollgruppe bzw. innerhalb der beiden Kontroligruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test
verwendet.

A zeigt die CD62P Oberflachen-Expression innerhalb der Studiengruppe unter den Therapieregimen
ASS, ASS + Clopidogrel und ASS + Rivaroxaban. B vergleicht die CD62P Oberflachen-Expression
zwischen der Studiengruppe PAVK ASS und der Kontrollgruppe KHK ASS. C bildet den Vergleich der
Kontrollgruppe Clopidogrel mit der Studiengruppe ASS ab.
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ADP 0,75 uM

Nach Zugabe von ADP als Aktivierungsreiz wiesen Thrombozyten der Studiengruppe
mit ASS + Clopidogrel die niedrigste Expressionsrate von CD62P auf der
Thrombozytenoberflache auf. Sowohl im Vergleich mit der Studiengruppe unter ASS
(p=0,012; Abb. 25: A) sowie ASS in Kombination mit Rivaroxaban (p=0,004; Abb. 25:
A) war dieser Unterschied mit statistischer Auffélligkeit. Die Expressionsrate der
Studiengruppe war mit ASS verglichen mit der Kontrollgruppe KHK ASS (p=0,043;
Abb. 25: B) und der Kontrollgruppe PAVK Clopidogrel (p=0,001; Abb. 25: C)

statistisch auffallig héher.
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Abbildung 25: CD62P Oberflachen-Expression nach Zugabe von 0,75 uM ADP.

Darstellung der thrombozytaren Oberflachen-Expression von CD62P in linearen relativen Einheiten
anti-CD62P-FITC-Antikérpers

Thrombozytenaktivierung mit ADP. Messung mittels fluoreszierender Durchflusszytometrie unter

der mittleren Fluoreszenzintensitdt des gebundenen nach

Verwendung von PRP. Innerhalb der Studiengruppe wurde zur statistischen Auswertung der
Studien- und
Mann-Whitney-U-Test

Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test angewandt. Beim Vergleich zwischen der

Kontrollgruppe bzw. innerhalb der beiden Kontrollgruppen wurde der
verwendet.

A zeigt die CD62P Oberflachen-Expression innerhalb der Studiengruppe unter den Therapieregimen
ASS, ASS + Clopidogrel und ASS + Rivaroxaban. B vergleicht die CD62P Oberflachen-Expression
zwischen der Studiengruppe PAVK ASS und der Kontrollgruppe KHK ASS. C bildet den Vergleich der

Kontrollgruppe Clopidogrel mit der Studiengruppe ASS ab.
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4.3.3.2 Analyse der thrombozytaren GPIIb/llla-Rezeptor-Aktivierung basal und nach
Aktivierung mit Thrombozyten-Agonisten

Basal

Im basalen Zustand wiesen Thrombozyten innerhalb der Studiengruppe unter
Clopidogrel- und ASS Therapie die niedrigste PAC-1 Expression auf. Dieser
Unterschied zeigte sich statistisch auffallig im Vergleich zu den Studienpatienten mit
zusatzlicher Rivaroxabantherapie, welche ein deutlich hbéheres basales PAC-1
Expressionsniveau hatten (p=0,020; Abb. 26: A). Nicht aufféllig verschieden war
jedoch die PAC-1 Bindung an den GPIIb/llla Rezeptor der Studiengruppe ASS
verglichen mit zusatzlicher Clopidogrel- (p=0,344; Abb. 26: A) oder
Rivaroxabantherapie (p=0,445; Abb. 26: A) sowie im Vergleich mit den beiden
Studiengruppen KHK ASS (p=0,315; Abb. 26: B) und der Kontrollgruppe PAVK
Clopidogrel (p=0,579; Abb. 26: C).
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Abbildung 26: Basale Bindung von PAC-1 an GPllb/llla Rezeptor.

Darstellung der basalen Bindung von PAC-1 in lin AU an den GPIllb/llla Rezeptor der
Thrombozytenoberflache. Messung mittels fluoreszierender Durchflusszytometrie unter Verwendung
von PRP. Innerhalb der Studiengruppe wurde zur statistischen Auswertung der Wilcoxon-Vorzeichen-
Rang-Test angewandt. Beim Vergleich zwischen der Studien- und Kontrollgruppe bzw. innerhalb der
beiden Kontrollgruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet.

A zeigt die basale Bindung von PAC-1 innerhalb der Studiengruppe unter den Therapieregimen ASS,
ASS + Clopidogrel und ASS + Rivaroxaban. B vergleicht die basale Bindung von PAC-1 zwischen der
Studiengruppe PAVK ASS und der Kontrollgruppe KHK ASS. C bildet den Vergleich der
Kontrollgruppe Clopidogrel mit der Studiengruppe ASS ab.
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TRAP-6 12,5 uM

Nach Aktivierung mit TRAP-6 banden Thrombozyten der Studiengruppe unter ASS-
und Clopidogreleinnahme mit einer statistischen Auffalligkeit weniger PAC-1 an die
Thrombozytenoberflache assoziiert mit weniger aktivierten GPlIb/llla Rezeptoren als
Patienten unter ASS Monotherapie (p=0,010; Abb. 27: A) sowie bei gleichzeitiger
ASS- und Rivaroxabaneinnahme (p=0,004; Abb. 27: A). Statistisch nennenswert
erwies sich zudem der Vergleich zwischen Studienpatienten unter ASS
Monotherapie und der Kontrollgruppe Clopidogrel. Dabei zeigten Thrombozyten der
Kontrollgruppe Clopidogrel eine deutlich verminderte PAC-1 Bindung gegentiber der
Studiengruppe mit ASS Therapie (p=0,003; Abb. 27: C).
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Abbildung 27: PAC-1 Bindung an GPlib/llla Rezeptor nach Zugabe von 12,5 uM TRAP-6.

Darstellung der Bindung von PAC-1 in lin AU an den GPlIb/llla Rezeptor der Thrombozytenoberflache
nach Thrombozytenaktivierung mit TRAP-6. Messung mittels fluoreszierender Durchflusszytometrie
unter Verwendung von PRP. Innerhalb der Studiengruppe wurde zur statistischen Auswertung der
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test angewandt. Beim Vergleich zwischen der Studien- und
Kontrollgruppe bzw. innerhalb der beiden Kontrollgruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test
verwendet.

A zeigt die PAC-1 Bindung innerhalb der Studiengruppe unter den Therapieregimen ASS, ASS +
Clopidogrel und ASS + Rivaroxaban. B vergleicht die PAC-1 Bindung zwischen der Studiengruppe
PAVK ASS und der Kontrollgruppe KHK ASS. C bildet den Vergleich der Kontrollgruppe Clopidogrel
mit der Studiengruppe ASS ab.
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Thrombin 0,1 U/ml

Mit Thrombin als Aktivierungsreiz der Thrombozyten zeigte sich eine statistisch
relevant verminderte Bindung von PAC-1 der Studiengruppe ASS + Clopidogrel
verglichen mit dem Therapieregime unter ASS Monotherapie (p=0,014; Abb. 28: A)
sowie ASS + Rivaroxabangabe (p=0,025; Abb. 28: A). Wahrend Thrombozyten von
Studienpatienten mit ASS Einnahme im Vergleich zu den beiden Kontrollgruppen
eine héhere PAC-1 Bindungskapazitat aufwiesen, war diese jedoch nur im Vergleich
mit der Kontrollgruppe PAVK Clopidogrel statistisch auffallig erhéht (p=0,001; Abb.
28: C).
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Abbildung 28: PAC-1 Bindung an GPlIb/llla Rezeptor nach Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin.

Darstellung der Bindung von PAC-1 in lin AU an den GPlIb/llla Rezeptor der Thrombozytenoberflache
nach Thrombozytenaktivierung mit Thrombin. Messung mittels fluoreszierender Durchflusszytometrie
unter Verwendung von PRP. Innerhalb der Studiengruppe wurde zur statistischen Auswertung der
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test angewandt. Beim Vergleich zwischen der Studien- und
Kontrollgruppe bzw. innerhalb der beiden Kontroligruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test
verwendet.

A zeigt die PAC-1 Bindung innerhalb der Studiengruppe unter den Therapieregimen ASS, ASS +
Clopidogrel und ASS + Rivaroxaban. B vergleicht die PAC-1 Bindung zwischen der Studiengruppe
PAVK ASS und der Kontrollgruppe KHK ASS. C bildet den Vergleich der Kontrollgruppe Clopidogrel
mit der Studiengruppe ASS ab.
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Convulxin 5 ng/ml

Convulxin-stimulierte  Thrombozyten banden innerhalb der Studiengruppe unter
dualer Thrombozytenaggregationshemmung mit ASS und Clopidogrel am wenigsten
PAC-1 an der Thrombozytenoberflache (Abb. 29: A). Statistisch relevant war der
Unterschied innerhalb des Studienkollektivs jedoch nur im Vergleich mit dem
Therapieregime ASS + Rivaroxaban (p=0,004; Abb. 29: A). Vergleicht man innerhalb
der Studiengruppe die medikamentésen Therapieformen ASS + Clopidogrel mit der
singularen ASS Therapie, so wiesen Thrombozyten unter ASS Monotherapie eine
Tendenz zur vermehrten Bindung von PAC-1 auf (p=0,123; Abb. 29: A). Mit
statistischer Auffalligkeit banden jedoch Thrombozyten der Studiengruppe ASS mehr
PAC-1 als die Kontrollgruppe PAVK unter singularen Clopidogreltherapie (p=0,011;
Abb. 29: C).
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Abbildung 29: PAC-1 Bindung an GPlib/llla Rezeptor nach Zugabe von 5 ng/ml Convulxin.

Darstellung der Bindung von PAC-1 in lin AU an den GPlIb/llla Rezeptor der Thrombozytenoberflache
nach Thrombozytenaktivierung mit Convulxin. Messung mittels fluoreszierender Durchflusszytometrie
unter Verwendung von PRP. Innerhalb der Studiengruppe wurde zur statistischen Auswertung der
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test angewandt. Beim Vergleich zwischen der Studien- und
Kontrollgruppe bzw. innerhalb der beiden Kontroligruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test
verwendet.

A zeigt die PAC-1 Bindung innerhalb der Studiengruppe unter den Therapieregimen ASS, ASS +
Clopidogrel und ASS + Rivaroxaban. B vergleicht die PAC-1 Bindung zwischen der Studiengruppe
PAVK ASS und der Kontrollgruppe KHK ASS. C bildet den Vergleich der Kontrollgruppe Clopidogrel
mit der Studiengruppe ASS ab.
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Arachidonsdure 1 uM

Die Verwendung von Arachidonsaure als Triggersubstanz zeigte keine statistische
Auffalligkeit innerhalb der Studiengruppe und im Vergleich mit den Kontrollgruppen
(p>0,05; Abb. 30: A, B und C). Lediglich der Vergleich zwischen der Studiengruppe
mit ASS Einnahme und der Kontrollgruppe mit Clopidogreltherapie zeigte eine
tendenziell vermehrte PAC-1 Bindung im Studienarm (p=0,075; Abb. 30: C).
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Abbildung 30: PAC-1 Bindung an GPlib/llla Rezeptor nach Zugabe von 1 uM Arachidonséure.

Darstellung der Bindung von PAC-1 in lin AU an den GPlIb/llla Rezeptor der Thrombozytenoberflache
nach  Thrombozytenaktivierung mit  Arachidonsdure. Messung mittels  fluoreszierender
Durchflusszytometrie unter Verwendung von PRP. Innerhalb der Studiengruppe wurde zur
statistischen Auswertung der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test angewandt. Beim Vergleich zwischen
der Studien- und Kontrollgruppe bzw. innerhalb der beiden Kontrollgruppen wurde der Mann-Whitney-
U-Test verwendet.

A zeigt die PAC-1 Bindung innerhalb der Studiengruppe unter den Therapieregimen ASS, ASS +
Clopidogrel und ASS + Rivaroxaban. B vergleicht die PAC-1 Bindung zwischen der Studiengruppe
PAVK ASS und der Kontrollgruppe KHK ASS. C bildet den Vergleich der Kontrollgruppe Clopidogrel
mit der Studiengruppe ASS ab.
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ADP 0,75 uM

Erfolgte eine thrombozytare Aktivierung mit ADP, so zeigten Thrombozyten innerhalb
des Studienkollektivs die geringste PAC-1 Bindung bei gleichzeitiger ASS- und
Clopidogreleinnahme. Im Vergleich mit der Monotherapie ASS (p=0,004; Abb. 31: A)
und der Kombinationstherapie ASS + Rivaroxaban (p=0,002; Abb. 31: A) erwies sich
der Unterschied als statistisch relevant. Auch die Thrombozyten der Kontrollgruppe
PAVK Clopidogrel zeigten eine deutlich verminderte Bindung von PAC-1 als das
Studienkollektiv unter ASS Therapie. Der Unterschied war dabei statistisch auffallig
(p<0,001; Abb. 31: C).
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Abbildung 31: PAC-1 Bindung an GPIIb/llla Rezeptor nach Zugabe von 0,75 uM ADP.

Darstellung der Bindung von PAC-1 in lin AU an den GPlIb/llla Rezeptor der Thrombozytenoberflache
nach Thrombozytenaktivierung mit ADP. Messung mittels fluoreszierender Durchflusszytometrie unter
Verwendung von PRP. Innerhalb der Studiengruppe wurde zur statistischen Auswertung der
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test angewandt. Beim Vergleich zwischen der Studien- und
Kontrollgruppe bzw. innerhalb der beiden Kontroligruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test
verwendet.

A zeigt die PAC-1 Bindung innerhalb der Studiengruppe unter den Therapieregimen ASS, ASS +
Clopidogrel und ASS + Rivaroxaban. B vergleicht die PAC-1 Bindung zwischen der Studiengruppe
PAVK ASS und der Kontrollgruppe KHK ASS. C bildet den Vergleich der Kontrollgruppe Clopidogrel
mit der Studiengruppe ASS ab.
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4.3.3.3 Analyse der thrombozytaren Mepacrine Aufnahme und Freisetzung aus den
6-Granula

Basal

Im nichtaktivierten Zustand zeigte sich die héchste Mepacrine Aufnahme innerhalb
der Studiengruppe unter ASS- und Clopidogreltherapie. Im Vergleich zur
Kombinationstherapie ASS + Rivaroxaban war die Aufnahme statistisch auffallig
erhéht (p=0,043; Abb. 32: A). Verglichen mit den beiden Kontrollgruppen wurde eine
in der Tendenz erhdhte Mepacrine Aufnahme im Studienkollektiv unter ASS
Monotherapie ermittelt. Dieser Unterschied war jedoch nicht statistisch relevant
(p=0,190; Abb. 32: B und p=0,315; Abb. 32: C).
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Abbildung 32: Basale Mepacrine Aufnahme in die 5-Granula.

Darstellung der basalen Aufnahme von Mepacrine in lin AU in die &-Granula der Thrombozyten.
Messung mittels fluoreszierender Durchflusszytometrie unter Verwendung von PRP. Innerhalb der
Studiengruppe wurde zur statistischen Auswertung der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test angewandt.
Beim Vergleich zwischen der Studien- und Kontrollgruppe bzw. innerhalb der beiden Kontrollgruppen
wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet.

A zeigt die basale Mepacrine Aufnahme innerhalb der Studiengruppe unter den Therapieregimen
ASS, ASS + Clopidogrel und ASS + Rivaroxaban. B vergleicht die basale Mepacrine Aufnahme
zwischen der Studiengruppe PAVK ASS und der Kontrollgruppe KHK ASS. C bildet den Vergleich der
Kontrollgruppe Clopidogrel mit der Studiengruppe ASS ab.
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Thrombin 0,2 U/ml

Thrombozyten des Studienkollektivs mit ASS- und Clopidogreleinnahme wiesen das
héchste Mepacrine-Fluoreszenzniveau nach Stimulation mit Thrombin auf. Statistisch
auffallig war dabei der Vergleich innerhalb der Studiengruppe mit der einfachen
Thrombozytenaggregationshemmung mit ASS (p=0,008; Abb. 33: A) sowie der
Kombinationstherapie ASS und Rivaroxaban (p=0,002; Abb. 33: A). Kein
hinreichender Unterschied zeigten die Ergebnisse von Studienpatienten mit ASS

verglichen mit den Kontrollgruppen KHK ASS (p=0,393; Abb. 33: B) und PAVK
Clopidogrel (p=0,105; Abb. 33: C).
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Abbildung 33: Mepacrine Freisetzung aus den &-Granula nach Zugabe von 0,2 U/ml Thrombin.

Darstellung der Mepacrine Freisetzung in lin AU aus den &-Granula der Thrombozyten nach
Thrombozytenaktivierung mit Thrombin. Messung mittels fluoreszierender Durchflusszytometrie unter
Verwendung von PRP. Innerhalb der Studiengruppe wurde zur statistischen Auswertung der
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test angewandt. Beim Vergleich zwischen der Studien- und
Kontrollgruppe bzw. innerhalb der beiden Kontrollgruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test
verwendet.

A zeigt die Mepacrine Freisetzung innerhalb der Studiengruppe unter den Therapieregimen ASS, ASS
+ Clopidogrel und ASS + Rivaroxaban. B vergleicht die Mepacrine Freisetzung zwischen der
Studiengruppe PAVK ASS und der Kontroligruppe KHK ASS. C bildet den Vergleich der
Kontrollgruppe Clopidogrel mit der Studiengruppe ASS ab.

100



Convulxin 20 ng/ml

Auch nach Zugabe von Convulxin lieB sich die héchste Mepacrine Fluoreszenz im
Studienkollektiv ASS + Clopidogrel erkennen. Der Unterschied zum Therapieregime
ASS Monotherapie (p=0,047; Abb. 34: A) und ASS in Kombination mit Rivaroxaban
(p=0,002; Abb. 34: A) erwies sich als statistisch auffallig. Zudem ergaben sich
statistisch relevante Auffélligkeiten bei der Freisetzung von Mepacrine aus den
dichten Granula beim Vergleich des Studienkollektivs unter ASS mit der
Kontrollgruppe PAVK mit Clopidogreleinnahme. Aktivierte Thrombozyten der
Kontrollgruppe PAVK Clopidogrel setzten deutlich mehr Mepacrine frei als
Studienpatienten unter ASS Therapie (p=0,023; Abb. 34: C). Das Fluoreszenzniveau
zwischen der Studiengruppe PAVK ASS und der Kontrollgruppe KHK ASS zeigte
keine statistische Auffalligkeit (p=0,315; Abb. 34: B).
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Abbildung 34: Mepacrine Freisetzung aus den 5-Granula nach Zugabe von 20 ng/ml Convulxin.
Darstellung der Mepacrine Freisetzung in lin AU aus den 08-Granula der Thrombozyten nach
Thrombozytenaktivierung mit Convulxin. Messung mittels fluoreszierender Durchflusszytometrie unter
Verwendung von PRP. Innerhalb der Studiengruppe wurde zur statistischen Auswertung der
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test angewandt. Beim Vergleich zwischen der Studien- und
Kontrollgruppe bzw. innerhalb der beiden Kontroligruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test
verwendet.

A zeigt die Mepacrine Freisetzung innerhalb der Studiengruppe unter den Therapieregimen ASS, ASS
+ Clopidogrel und ASS + Rivaroxaban. B vergleicht die Mepacrine Freisetzung zwischen der
Studiengruppe PAVK ASS und der Kontrollgruppe KHK ASS. C bildet den Vergleich der
Kontrollgruppe Clopidogrel mit der Studiengruppe ASS ab.
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4.3.4 Untersuchung des Thrombozyten-Reaktivitatsindex  mittels VASP
Phosphorylierung

Zur Evaluation der Clopidogrelwirkung bei PAVK Patienten wurde der PRI mittels
VASP/P2Y 12 Kit gemessen.

Die Auswertung des Thrombozyten-Reaktivitdtsindex (PRI) ergab eine statistisch
auffallige Verminderung innerhalb der Studiengruppe unter gleichzeitiger ASS- und
Clopidogreltherapie (Abb. 35: A). Dies zeigte sich im Vergleich mit der ASS
Monotherapie  (p=0,004; Abb. 35: A) sowie im Vergleich mit der
Kombinationstherapie aus ASS und Rivaroxaban (p=0,004; Abb. 35: A). Auch der
PRI der Kontrollgruppe PAVK mit singuldrer Clopidogreleinnahme lie3 einen
statistisch relevant verminderten PRI gegenlber der Studiengruppe PAVK ASS
erkennen (p<0,001; Abb. 35: B).
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Abbildung 35: Thrombozyten-Reaktivitiatsindex (PRI) bei Patienten mit KHK bzw. PAVK
unter verschiedener medikamentdser Therapie.

Darstellung des PRI in %. Durchfiihrung des VASP Assays mit Zitrat versetztem Gesamtblut sowie
Kitkomponenten im Durchflusszytometer. Ein niedriger PRI weist auf eine suffiziente P2Y12
Rezeptorblockade hin. Innerhalb der Studiengruppe wurde zur statistischen Auswertung der Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test angewandt. Beim Vergleich zwischen der Studien- und Kontrollgruppe wurde
der Mann-Whitney-U-Test verwendet.

A zeigt die Studiengruppe unter den Therapieregimen ASS, ASS + Clopidogrel und ASS +
Rivaroxaban. Rechts abgetrennt werden die Ergebnisse der Kontroligruppe PAVK Clopidogrel
aufgezeigt. B vergleicht den PRI zwischen der Studiengruppe PAVK ASS und der Kontrollgruppe
PAVK Clopidogrel.
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5. Diskussion

Die antithrombotische Therapie nimmt eine zentrale Rolle in der Therapie der PAVK
nach peripherer Intervention sowie zur Sekundarpravention kardiovaskularer und
extremitatenbedingter Ereignisse ein [7]. Diesbeziglich wurden im Rahmen dieser
Studie die aktuell klinisch am haufigsten bei PAVK eingesetzten Therapieregime
untersucht.

In der Studiengruppe PAVK mit 10 teilnehmenden Probanden fand die erste
Blutentnahme am Tag der geplanten PTA vor Intervention unter ASS Monotherapie
statt. Nach im Median 34,5 Tagen mit einem Interquartilsabstand von 32,4 bis 37,6
Tagen unter dualer Thrombozytenaggregationshemmung mit ASS und Clopidogrel
wurde die zweite Blutentnahme durchgefiihrt. Die letzte Blutentnahme erfolgte unter
ASS in Kombination mit Rivaroxaban in vaskularer Dosierung mit einer medianen
Einnahmedauer von 11,5 Tagen und einem Interquartilsabstand von 8 bis 19,5
Tagen. Bei zwei teilnehmenden Probanden musste die letzte Blutentnahme
verschoben werden, da diese versehentlich Rivaroxaban nur einmal taglich statt
morgens und abends einnahmen. Ein Studienpatient hatte zwischen der zweiten und
dritten Blutentnahme eine koronare Bypassoperation, weswegen die dritte
Blutentnahme verlegt wurde. Weder bei der zweiten noch bei der dritten
Blutentnahme auBerte ein teilnehmender Proband Blutungskomplikationen. Mit
Ausnahme der Bypassoperation waren keine weiteren kardialen oder
extremitatenbedingten Ereignisse wahrend der Studie zu verzeichnen. Die
Blutentnahmen in den mit jeweils 10 Probanden teilnehmenden Kontrollgruppen KHK

und ASS Therapie und PAVK mit Clopidogreleinnahme fand einmalig statt.

5.1 In vitro Thrombingenerierungspotential bei Patienten mit PAVK bzw. KHK unter
verschiedener antithrombotischer Therapie

Das aktuell gultige Konzept der Hamostase ist das zellbasierte Modell der
Blutgerinnung mit drei sich Uberschneidenden Phasen, welches die
Thrombingenerierung auf der Thrombozytenoberflache beschreibt [96]. Thrombin ist
das zentrale Enzym der Hamostase mit pro- sowie antikoagulatorischen
Eigenschaften. Bei der Bildung eines Blutgerinnsels bewirkt Thrombin die Konversion

von Fibrinogen zu Fibrinmonomere, die sich zu einem Fibrinnetz zusammenlagern

103



und so zu einem stabilen Thrombus filhren. Uberdies ist Thrombin einer der
potentesten Thrombozytenaktivatoren Uber PAR-1 und PAR-4. Neben der zentralen
Rolle in der Hamostase moduliert Thrombin Prozesse, die mit der Initiierung und
Progression von Atherosklerose, wie beispielsweise die Migration und Proliferation
von glatten GefaBmuskelzellen sowie die Rekrutierung von Monozyten in
atherosklerotische Lasionen, assoziiert sind [90].

Da die in vitro TG-Kapazitat bei Patienten mit PAVK unter verschiedenen
antithrombotischen Therapieregimen unzureichend erforscht ist, wurde im Rahmen
dieser Studie mit Hilfe der kalibrierten automatisierten Thrombographie nach Hemker
et al. die in vitro Thrombinbildungskapazitat, das hei3t die kinetische Erfassung der
Thrombinbildung Uber die Zeit, gemessen [80, 83]. Diese Methodik ermdglicht die
nahezu gesamte Beurteilung des Ablaufs der Hamostase und gibt Auskunft Uber die
Kapazitat des Blutes in vitro Thrombin zu generieren. Im Gegensatz dazu bilden
traditionelle Gerinnungstests wie beispielsweise die Prothrombinzeit nur den Beginn
der Blutgerinnung ab [81, 85]. Von besonderem Interesse war dabei der Einfluss von
Rivaroxaban in vaskularer Dosierung zusatzlich zur ASS Therapie auf die in vitro TG-
Kapazitat. Dieser wurde bislang noch nicht bei PAVK Patienten untersucht, obgleich
klinische Studien, insbesondere COMPASS und VOYAGER, signifikante Vorteile der
zusatzlich niedrig dosierten Rivaroxabantherapie bei vertretbarem Sicherheitsprofil
zeigten [14, 73]. Um den Einfluss von Thrombozyten auf die in vitro Thrombinbildung
und die Wechselwirkung von Thrombozyten mit Gerinnungsfaktoren zu detektieren,
wurden die Versuche im PFP sowie im PRP durchgeflhrt und als Parameter die
Lagtime [min], das ETP [nm x min] und der Peak [nm] erfasst. Da im plattchenarmen
Plasma immer noch ein nicht zu vernachlassigender Thrombozytenanteil vorhanden
ist, wurde in dieser Studie darauf verzichtet. Als Triggersubstanz kam im PFP TF mit
Zugabe von Phospholipiden zum Einsatz, da im PFP durch das Fehlen von
Thrombozyten die TG auf Phospholipiden stattfindet. Die TG im PRP wurde durch TF
und Thrombin getriggert.
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5.1.1 Einfluss von Rivaroxaban auf die in vitro Thrombingenerierung

Rivaroxaban ist ein direktes orales Antikoagulans, welches freien sowie im
Prothrombinasekomplex auf der Oberflache aktivierter Thrombozyten gebundenen
Faktor Xa selektiv hemmt und dadurch die TG inhibiert [97, 98].

Gerotziafas et al. untersuchten den Einfluss von Rivaroxaban auf die in vitro TG im
PRP nach TF Aktivierung sowie die indirekte TG durch Messung der
Prothrombinfragmente 1 und 2 im Vollblut. Dabei wurde Blut von 16 gesunden
Probanden mit Rivaroxaban in unterschiedlicher Konzentration versetzt. Mit
steigender  Rivaroxabankonzentration und Zugabe von TF kam es
konzentrationsabhangig zu einer verlangerten Lagtime im PRP und Vollblut. Ferner
reduzierte Rivaroxaban den Peak als auch das ETP im PRP, wobei eine 3,5-fach
héhere Konzentration an Rivaroxaban bendétigt wurde um das ETP um 50% zu
reduzieren als die Lagtime zu verdoppeln. Als mdgliche Erklarung nannten die
Autoren, dass Rivaroxaban mit gréBerem Ausmal die Initiierungs- und
Vervielfaltigungsphase der TG beeinflusst und weniger die Inaktivierung des
entstandenen Thrombins [61]. Daraus lasst sich ableiten, dass in der ex vivo TG
vorwiegend die Parameter Lagtime und Peak beeinflusst werden und das ETP

weniger von Rivaroxaban verandert wird.

Borst et al. untersuchten den Einfluss von Rivaroxaban in vaskularer Dosierung
zusatzlich zur dualen Thrombozytenaggregationshemmung auf die in vitro TG,
Thrombusbildung und Thrombozytenaggregation bei Patienten mit Nicht-ST-
Hebungs-Myokardinfarkt.  Die  erste  Blutentnahme  erfolgte  dabei  vor
Katheterintervention unter ASS Monotherapie. Nach koronarer Intervention erhielten
die Probanden entweder Clopidogrel oder Ticagrelor zusatzlich zur ASS Therapie.
Unter diesem Therapieregime wurde am Tag nach Intervention die zweite
Blutentnahme durchgefihrt. Das Blut wurde mit und ohne Zugabe von 40 ng/ml
Rivaroxaban, welches einer in etwa 2,5 mg oraler Rivaroxabaneinnahme entspricht,
ausgewertet. Flr die dritte Blutentnahme wurde in der Ticagrelor Gruppe die
Therapie fortgesetzt, wohingegen Probanden der Clopidgrelgruppe zusétzlich 2,5 mg
Rivaroxaban morgens und abends erhielten. Unter diesen antithrombotischen
Therapien wurde die letzte Blutentnahme drei Tage nach koronarer Intervention
durchgefihrt. Mit Blick auf die in vitro TG konnte im PPP und PRP sowohl in der

Ticagrelorgruppe mit in vitro Rivaroxabangabe sowie in der Clopidogrelgruppe mit in
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vivo und in vitro Rivaroxabangabe eine verminderte TG gegentber der ASS
Monotherapie gezeigt werden. Die Lagtime und time to peak war signifikant
verlangert, wohingegen der Peak und velocity index, das heif3t die héchste Rate der
Thrombinbildung pro Minute, signifikant vermindert gegenliber der ASS
Monotherapie war. Die insgesamt gebildete Thrombinmenge, ausgedrickt durch das

ETP, wurde jedoch in der Studie von Borst et al. nicht untersucht [99].

In der vorliegenden von uns durchgefihrten Studie konnte im PFP mit TF als
Triggersubstanz gezeigt werden, dass bei PAVK Patienten eine zweimal tégliche
orale 2,5 mg Rivaroxabantherapie zusatzlich zur ASS Therapie gegenlber einer
Monotherapie mit ASS zu einem statistisch auffallig verminderten Peak sowie zu
einer verlangerter Lagtime fahrt.

Im PRP zeigte sich ebenfalls bei zusatzlicher Rivaroxabaneinnahme gegentber der
singuldaren ASS Therapie ein signifikant verminderter Peak um etwa 49% bei TF als
Triggersubstanz sowie im Thrombin getriggertem PRP um etwa 46%. Die Lagtime
war bei gleichzeitiger ASS- und Rivaroxabaneinnahme im TF getriggerten PRP
statistisch auffallig verlangert und im PRP mit Thrombin als Triggersubstanz in der
Tendenz verlangert; jedoch ohne statistische Relevanz.

Diese Ergebnisse bestatigen zum einen die in der Literatur bereits beschriebenen
Effekte von Rivaroxaban auf die ex vivo TG mit Verlangerung der Lagtime und
Reduzierung des Peak. Zum anderen konnten erstmalig im Rahmen dieser
Dissertation diese Effekte im PFP und PRP mit TF und Thrombin als Triggersubstanz
bei Patienten mit PAVK und Rivaroxabaneinnahme in vaskularer Dosierung

zusatzlich zur ASS Therapie laborexperimentell nachgewiesen werden.

Auch Graff et al. kamen zu &hnlichen Erkenntnissen in einer Placebo-kontrollierten,
randomisierten Studie mit 12 gesunden mannlichen Probanden mit einmaliger
Rivaroxabaneinnahme von 5 mg bzw. 30 mg. Analog zu den Ergebnissen unserer
Studie, bei welcher im PRP mit TF als Triggersubstanz der Peak um etwa 49% bei
zusatzlicher Rivaroxabantherapie gegeniber der singuldren ASS Therapie reduziert
wurde, flhrte die einmalige Rivaroxabaneinnahme von 5 mg nach 2 Stunden zu
einer Reduktion des Peak um etwa 40%. Keine statistische Auffalligkeit konnte
jedoch beim ETP im PRP mit Kollagen als Triggersubstanz zwischen den Probanden

mit 5 mg Rivaroxabaneinnahme und der Placebogruppe festgestellt werden, obwohl
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unter gleichen Bedingungen der Peak unter Rivaroxabaneinnahme signifikant

erniedrigt war [100].

Diese Effekte sind ebenfalls in unseren Ergebnissen zu sehen. Im PFP getriggert mit
TF flhrte die zusatzliche Rivaroxabangabe gegeniber der Monotherapie mit ASS zu
einem verminderten ETP mit statistischer Auffalligkeit, sodass der Einfluss von
Rivaroxaban in vaskularer Dosierung zusatzlich zur ASS Therapie auf alle drei
Parameter der CAT (Lagtime, Peak, ETP) mit statistischer Auffélligkeit gegenlber
der ASS Monotherapie bestatigt wird. Da im PFP durch das Fehlen von
Thrombozyten die TG auf Phospholipiden und nicht auf der Thrombozytenoberflache
stattfindet, 1asst sich ein mdglicher Einfluss von Rivaroxaban auf die Inhibierung der
TG auf Phospholipiden ableiten.

Demgegentber wurden im PRP mit TF oder Thrombin als Triggersubstanz bei
Rivaroxabantherapie in vaskularer Dosierung keine statistisch relevanten
Veranderungen im ETP gemessen.

Dies untermauert die Hypothese, dass Rivaroxaban vorwiegend die Initiierungs- und
Vervielfaltigungsphase der TG beeinflusst und weniger die Inaktivierung des
entstandenen Thrombins. Insbesondere bei niedrig dosiertem Rivaroxaban sind
deshalb der Peak und die Lagtime als Parameter der CAT besser geeignet den

Effekt von Rivaroxaban im PRP nachzuweisen als das ETP.

5.1.2 Effekte von ASS wund Clopidogrel als Monotherapie oder duale
Thrombozytenaggregationshemmung auf die in vitro Thrombingenerierung

Bratseth et al. untersuchten den Einfluss einer Langzeittherapie mit ASS oder
Clopidogrel auf die plasmatische TG an KHK Patienten. Zur Evaluierung der in vivo
TG wurden die Prothrombinfragmente 1 und 2 sowie die D-Dimer Konzentration
bestimmt. Demgegeniber wurde zur Beurteilung der in vitro
Thrombingenerierungskapazitat die CAT im PPP mit TF sowie Phospholipiden
durchgefihrt. Als Parameter der CAT wurde die Lagtime, Peak, ETP sowie die time
to peak bestimmt. Nach einer einjahrigen singularen
Thrombozytenaggregationshemmung mit Clopidogrel oder ASS konnte in beiden
Gruppen eine signifikante Verminderung der TG-Kapazitat in vitro (ETP) und in der
ASS Gruppe zudem in vivo TG (ETP, Prothrombinfragmente 1 und 2) festgestellt
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werden. Als méglichen Erklarungsansatz fur den Effekt von ASS auf die TG nannten
die Autoren die antiinflammatorische Wirkung von ASS sowie eine Veranderung der
Gerinnungsfaktoren und TF Expression nach Langzeittherapie in experimentellen
Studien. Den Einfluss von Clopidogrel auf die TG begrindeten die Autoren ebenfalls
mit einer Abnahme von TF aufgrund von verminderter TF Freisetzung von
Thrombozyten-Leukozyten Aggregaten durch Blockierung des ADP Signalwegs. Bei
Betrachtung der Subgruppenanalyse der Studie zeigte sich ein erhdhtes ETP bei
Rauchern gegenlber Nichtrauchern sowie eine erhbhte ex vivo TG bei Patienten mit
Einnahme von ARB und ACE-Hemmern [101].

Bei Patienten mit nicht ST-Hebungs-Myokardinfarkt und Diabetes untersuchten
Boussofara et al. den Einfluss einer erhdhten ASS Tagesdosis auf das ETP im PPP.
Dazu erhielten die teilnehmenden Probanden nach Koronarangiographie als
Aufsattigungsdosis 300 mg Clopidogrel und 250 mg ASS gefolgt von 75 mg
Clopidogrel in Kombination mit 100 mg ASS, 160 mg ASS oder zweimal taglich 100
mg ASS pro Tag fir 6 Monate. Da Statine die TG beeinflussen, erhielten alle
Patienten wahrend der Studie eine Rosuvastatintherapie [102]. Im Median nach 4
Tagen nach der Aufséattigungsdosis und nach 6 Monaten wurde die TG im PPP mit
TF als Triggersubstanz analysiert. Bei der zweimal taglichen 100 mg ASS Gruppe
konnte gegenidber dem Ausgangswert eine signifikante Verminderung des ETP
beobachtet werden, wohingegen bei der 160 mg ASS Gruppe ein niedrigeres ETP
ohne statistische Auffalligkeit beobachtet wurde. Ein nicht signifikanter Anstieg des
ETP nach 6 Monaten wurde in der 100 mg ASS Gruppe im Vergleich zum
Ausgangswert beobachtet. Die signifikante ETP Verminderung nach zweimal
taglicher 100 mg ASS Einnahme begriindeten die Autoren mit einem maoglicherweise
bei Diabetes Patienten vorliegenden erhéhtem Thrombozytenumsatz. Als méglichen
Erklarungsansatz fir die Verminderung der TG flihrten die Autoren neben der
Wirkung als irreversibler COX-1 Hemmer mit Hemmung der TXA2-Synthese mehrere
hypothetische antikoagulatorische Wirkmechanismen von ASS auf, insbesondere die
Acetylierung von Prothrombin in vivo [102].

Analog zu Boussofara et al. wahlten wir als Einschlusskriterium fiir Studienteilnahme
lediglich Patienten unter Statintherapie, da mehrere Studien die Beeinflussung von
Statinen auf die TG zeigten [103-105]. Einflussparameter auf die TG wie
beispielsweise Rauchen oder die Einnahme von ACE-Hemmern und ARB waren
jedoch nicht Schwerpunkt unserer Untersuchungen und es bedarf weiterer Studien,
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die mdgliche Einflussfaktoren auf die TG-Kapazitat in vitro bei PAVK Patienten
untersuchen.

In unserer Studie konnten wir im PFP mit TF als Triggersubstanz keine Unterschiede
mit statistischer Auffalligkeit bei der Thrombingenerierungskapazitét in vitro zwischen
Patienten mit PAVK und ASS Therapie, PAVK und Clopidogreltherapie sowie KHK
und singularer Thrombozytenaggregationshemmung mit ASS feststellen.

Zudem konnten wir im TF oder Thrombin getriggertem PRP keine statistisch
auffalligen Unterschiede bei der Thrombingenerierungskapazitat in vitro zwischen
Patienten mit PAVK und ASS Therapie, PAVK und Clopidogreltherapie sowie KHK
und singularer Thrombozytenaggregationshemmung mit ASS feststellen. Lediglich
die Lagtime, gemessen im PRP mit TF als Triggersubstanz, war bei KHK mit ASS
Therapie gegeniber PAVK Patienten mit ASS Therapie statistisch auffallig
verlangert.

Ob die verkiirzte Lagtime bei Patienten mit PAVK gegenliber KHK auf Grundlage
einer weiter fortgeschrittenen Atherosklerose mit erhdhter prokoagulatorischer
Tendenz oder zuféllig entstanden ist, kann im Rahmen dieser Studie nicht
beantwortet werden. Mit Ausnahme der Studiengruppe PAVK erfolgte jedoch die
Blutabnahme der Kontrollgruppen PAVK Clopidogrel und KHK ASS nur einmalig. Die
Langzeittherapie von ASS oder Clopidogrel auf die TG wurde — anders als in der
Studie von Bratseth et al. - nach 6 Monaten nicht nochmals evaluiert. Zusatzlich zur
TG-Kapazitat in  vitro mittels CAT wurde in unserer Studie eine
durchflusszytometrische Thrombozytenfunktionsanalyse durchgefihrt. Diese wird im
Kapitel 5.2 naher dargestellt, in dem auch die Unterschiede der singularen
Thrombozytenaggregationshemmung bei PAVK und KHK aufgezeigt werden.

An 54 Patienten mit KHK und elektiver Koronarintervention mit Stenting wurde die
TG im PPP und PRP unter dualer Thrombozytenaggregationshemmung evaluiert.
Daflir erhielten die Probanden nach Intervention fir 6 Monate 75 mg oder 100 mg
ASS in Kombination mit 75 mg Clopidogrel taglich. Als Kontrollgruppe dienten 40
dem Alter und Geschlecht der Studiengruppe entsprechende Probanden ohne
klinischen Hinweis auf KHK sowie ohne Einnahme von antithrombotischer
Medikation.  Berezovskaya et al. stellen fest, dass die duale
Thrombozytenaggregationshemmung gegenlber der Kontrollgruppe zu einem
signifikant vermindertem ETP und Peak sowie zu einer signifikant verlangerten time
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to peak im PRP fahrt. Die Lagtime im PRP sowie die TG im PPP zeigten keine
signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe [106].

In unseren Ergebnissen zeigten sich im TF getriggerten PFP - wie erwartet bei
fehlenden Thrombozyten im PFP Reagenz - keine statistisch relevanten
Unterschiede bei der dualen Thrombozytenaggregationshemmung im Vergleich zur
singuldren Thrombozytenaggregationshemmung mit ASS bei PAVK Patienten.

Im PRP mit TF sowie Thrombin als Triggersubstanz flhrte die zuséatzliche Gabe von
taglich 75 mg Clopidogrel zuséatzlich zur 100 mg ASS Therapie bei PAVK Patienten
nach PTA und Stenting zu einem statistisch nennenswert verminderten Peak als die
Monotherapie mit ASS vor PTA. Berezovskaya et al. begriindeten dies damit, dass
durch die verminderte Thrombozytenaktivierung bei dualer
Thrombozytenaggregationshemmung weniger negativ geladene Phospholipide auf
der Thrombozytenoberflache und madglicherweise eine reduzierte Geschwindigkeit
der Translokation von Phospholipiden an die Thrombozytenoberflache fir die TG auf
der Thrombozytenoberflache vorherrschen [106]. Obgleich die CAT keine
spezifischen Mechanismen der Thrombozytenaggregationshemmung beurteilt, Iasst
sich ableiten, dass die duale Thrombozytenaggregationshemmung zu einer
verminderten Thrombozytenaktivitat fihrt mit resultierendem verminderten Thrombin
Peak im PRP. Im Unterschied zu der zitierten Studie von Berezovskaya et al. sollte
jedoch hinzugefligt werden, dass die duale Thrombozytenaggregationshemmung in
unserer Studie mit PAVK Patienten vor PTA unter ASS Monotherapie verglichen
wurde und nicht mit gesunden Probanden ohne antithrombotische Therapie.

5.1.8 Assoziation zwischen Thrombingenerierung und thrombotischen Ereignissen

Bei der Frage nach dem Zusammenhang zwischen TG und thrombotischen
Ereignissen muss einerseits zwischen TG in vivo und in vitro unterschieden werden
und andererseits vendse Thrombosen von atherothrombotischen Ereignissen
differenziert werden. Die in vivo TG beschreibt dabei die im Kérper ablaufende TG
und wird unter anderem durch Messung der Prothrombinfragmente 1 und 2 sowie
der Thrombin-Antithrombin Komplexe bestimmt. Demgegeniber gibt die in vitro TG
Auskunft Gber die Kapazitdt des Plasmas mit und ohne Thrombozyten nach Zugabe

von Triggersubstanzen Thrombin zu generieren [107].
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In unserer Studie wurde ausschlieBlich die in vitro TG-Kapazitat als primérer
Endpunkt bestimmt. Klinische Ereignisse wurden dokumentiert, waren aber nicht
Schwerpunkt der Auswertung, sodass im Rahmen dieser Studie keine Aussagen
Uber die Assoziation zwischen in vitro TG und atherothrombotischen Ereignissen
getroffen werden kann. Um signifikante Erkenntnisse bei klinischen Endpunkten wie
beispielsweise Blutungen oder kardiovaskulare Ereignisse zu erlangen, bedarf es
Studien mit einer gréBeren Patientenanzahl als der von uns durchgefihrten Studie
mit 30 teilnehmenden Patienten. In zahlreichen pro- sowie retrospektiven Studien
konnte der Zusammenhang zwischen TG und dem Auftreten von vendsen
Thrombosen aufgezeigt werden [81].

So zeigte beispielsweise eine Studie an Patienten mit zugrundeliegender
Tumorerkrankung, dass ein erhdhter Peak mit einer signifikant erhdhten
Wahrscheinlichkeit einer Thrombose einhergeht [108]. Mit Blick auf
atherothrombotische Ereignisse auf Grundlage von Atherosklerose ist die Datenlage
jedoch uneindeutig und es bedarf einer differenzierteren Betrachtung [107]. An 108
Patienten mit symptomatischer PAVK und PTA mit Stenting untersuchten Gremmel
et al. den Zusammenhang zwischen in vitro TG im PPP mit TF als Trigger und
kardiovaskularen Ereignissen. Am Tag nach Katheterintervention wurde den
teilnehmenden Probanden Blut unter ASS- und Clopidogreleinnahme abgenommen
und klinische Ereignisse nach 1 und 2 Jahren dokumentiert. Dabei fanden sie einen
inversen Zusammenhang zwischen dem Thrombin Peak und dem kombinierten
Endpunkt bestehend aus Myokardinfarkt, ischamischer Schlaganfall, transitorischer
ischamischer Attacke und kardiovaskuldrem Tod. Diesen inversen Zusammenhang
begriindeten die Autoren damit, dass mdglicherweise eine vermehrte in vivo
ablaufende TG zu Erschépfung und verminderten Thrombingenerierungspotential in
vitro fihrt [109]. Demgegentber konnten Loeffen et al. einen signifikanten
Zusammenhang zwischen dem im PPP gemessenen Peak sowie der Faktor Xla
Konzentration und dem erneuten Auftreten kardiovaskularer Ereignisse bei Patienten
mit akutem Koronarsyndrom feststellen. Im akuten Stadium zeigten Patienten mit
akuten Koronarsyndrom (ST-Hebungsinfarkt, Nicht-ST-Hebungsinfarkt, instabile
Angina pectoris) gegeniber dem Kontrollkollektiv ohne akutem Koronarsyndrom eine
prothrombotische Tendenz mit erhdhter TG-Kapazitat in vitro im PPP mit TF als
Trigger, das heiB3t signifikant kiirzere time to peak sowie héherer velocitiy index und
Peak, und erhdhter Plasmakonzentration von Faktor Xla sowie D-Dimeren. Nach 1
und 6 Monaten wurde nach der ersten Blutentnahme, welche vor
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Katheterintervention und Heparingabe durchgefiihrt wurde, erneut Blut abgenommen
und kardiovaskulare Ereignisse notiert. Im Follow up wurde eine verminderte TG,
insbesondere Peak und ETP, gegentber dem Ersteinschluss gemessen. Die Faktor
Xla Konzentration in den Folgeuntersuchungen zeigte jedoch keinen signifikanten
Unterschied zu den Messungen im akuten Ereignis [110].

Zum jetzigen Zeitpunkt ist es schwierig zu beurteilen, was die genaue Aussagekraft
vermehrter bzw. verminderter TG ist. Flr ein tieferes Verstandnis der Mechanismen
der TG bei der Hamostase, Inflammation und im Zusammenhang mit
atherothrombotischen  Ereignissen bedarf es noch weiterer prospektiver
multizentrischer Studien an groBen Populationen. Die CAT ermdglicht die
Evaluierung der antithrombotischen Therapie, insbesondere die
Kombinationstherapie von Thrombozytenaggregationshemmern mit Antikoagulantien
bei Patienten mit Arteriosklerose unter prothrombotischen Verhaltnissen, da im PRP
das Zusammenspiel zwischen Gerinnungsfaktoren und Thrombozyten analysiert
werden kann. Dieses Verfahren bietet in Zukunft die Mdglichkeit einer
personalisierten antithrombotischen Therapie bei Patienten mit Indikation zur
Antikoagulation und / oder Thrombozytenaggregationshemmung [111]. Um die
Vergleichbarkeit der Studien jedoch zu gewahrleisten, bendtigt es international
einheitlicher prédanalytischer und analytischer Standards der Messung der TG.

5.2 Vergleich der Thrombozytenfunktion von Patienten mit PAVK bzw. KHK unter
verschiedener antithrombotischer Therapie

Zusétzlich zur Messung der Thrombingenerierung im CAT erfolgte eine
durchflusszytometrische Funktionsanalyse der Thrombozyten. Ziel war es, die
Thrombozytenfunktion von PAVK Patienten und KHK Patienten unter den klinisch
relevantesten  antithrombotischen  Therapieregimen zu  untersuchen. Die
Durchflusszytometrie ermdglicht dabei die Analyse der primdren Hamostase auf
zellularer Ebene durch Einsatz fluoreszierender Antikdrper bzw. fluoreszierender
Marker. Da im Rahmen der primaren Hamostase verschiedene Signalwege zur
Thrombozytenaktivierung mit resultierender Thrombozytenaggregation fihren, wurde
in  unserer Studie die  Thrombozytenfunktion  anhand verschiedener
Thrombozytenaktivierungsmarker basal ex vivo sowie die Thrombozyten-Reaktivitat
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in vitro nach Zugabe verschiedener Agonisten untersucht [43]. Der ex vivo
Aktivierungszustand bildet den Aktivierungszustand der Thrombozyten im Patienten
ab, wohingegen die in vitro Thrombozyten-Reaktivitdt das laborexperimentell
gemessene Aktivierungspotential der Thrombozyten beschreibt. Als Marker fur die a-
Granula Freisetzung wurde die Oberflachenexpression von CD62P gemessen; im
Mepacrine-Assay wurde die Funktion der 5-Granula beurteilt. Uberdies wurde die
Aktivitat des GPIIb/llla Rezeptors, welcher Uber Ausbildung von Fibrinogenbriicken
Thrombozyten untereinander vernetzt, anhand der PAC-1 Antikdrperbindung beurteilt
[89]. Die Aktivierung der Thrombozyten erfolgte fir die Detektion der
Oberflachenexpression von CD62P und PAC-1 Gber TRAP-6, Thrombin, Convulxin,
Arachidonsaure und ADP. Fir den Mepacrine-Assay wurden die Thrombozyten mit
Thrombin und Convulxin aktiviert (vgl. Kapitel 3.2.8).

5.2.1 Einfluss von Rivaroxaban auf die Thrombozytenfunktion

Thrombin ist neben seiner mafgeblichen Beteiligung an der plasmatischen
Gerinnung zudem ein potenter Thrombozytenaktivator Gber PAR-1 und PAR-4 [20].
Rivaroxaban inhibiert Faktor Xa und fihrt zu einer verminderten Thrombinbildung,
welche indirekt zu einer verminderten Thrombozytenaktivierung fihrt [52]. Ob
Rivaroxaban jedoch weitere Effekte auf die Thrombozytenfunktion hat, ist nicht
abschlieBend geklart.

In unserer Studie wurde deshalb die Thrombozytenfunktion einer zusatzlichen
Rivaroxabantherapie in vaskularer Dosierung zur ASS Therapie gegeniber der
Monotherapie mit ASS bei PAVK Patienten untersucht. Der ex vivo
Aktivierungsstatus (CD62P, PAC-1, Mepacrine Aufnahme) der Thrombozyten unter
Rivaroxaban in Kombination mit ASS zeigte keine Unterschiede mit statistischer
Auffalligkeit gegeniber der ASS Monotherapie. Dies bedeutet, dass die in der
Blutzirkulation der Patienten vorhandenen Thrombozyten durch eine zusatzliche
Rivaroxabaneinnahme keine veranderte Voraktivitat der Thrombozyten gegenlber
der singularen ASS Therapie zeigten. Mit Blick auf das in vitro Aktivierungspotential
konnte eine statistisch auffallig verminderte Expression von CD62P und PAC-1 nach
Thrombozytenaktivierung mit TRAP-6 (CD62P 12,5 uM; PAC-1 6,5 uM) unter ASS-
und Rivaroxabaneinnahme im Vergleich zur singularen ASS Einnahme festgestellt

werden.
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TRAP-6 ist ein spezifischer Agonist, der Thrombozyten Uber den G Protein
gekoppelten PAR-1 Thrombinrezeptor aktiviert [89]. Nehaj et al. konnten analog zu
den  Ergebnissen unserer Studie eine verminderte = TRAP-induzierte
Thrombozytenaktivierung unter Faktor Xa Inhibitoren feststellen. 41 Patienten mit
nicht-valvularem Vorhoffimmern unter Apixaban- oder Rivaroxabantherapie zeigten
2 Stunden nach Medikamenteneinnahme in der Lichttransmissionsaggregometrie
eine signifikant verminderte Thrombozytenaggregation [112]. Die Gruppe um Petzold
et al. kamen bei Patienten mit Vorhofflimmern zu &hnlichen Ergebnissen. Sie
konnten aufzeigen, dass Faktor Xa direkt Gber PAR-1 die Thrombozytenaktivierung
unabhangig von Thrombin triggert. Faktor Xa spaltet dabei &hnlich zu Thrombin den
PAR-1 Rezeptor, woraufhin ein Phosphatidylinositol-3-Kinase- und Phospholipase C-
abhangiger Signalweg zur Thrombozytenaggregation flhrt. Rivaroxaban inhibiert
dadurch direkt die Thrombozytenaktivierung GOber PAR-1 durch Faktor Xa
Inhibierung. Um zu unterscheiden, ob der Rivaroxaban Effekt thrombozyten- oder
plasmaabhangig ist, flhrten Petzold et al. die Versuche mit Rivaroxaban inkubierten
Thrombozyten in Rivaroxaban naivem Plasma durch. Es zeigte sich eine
Thrombozytenreaktion, die mit Kontrollpatienten ohne Rivaroxabaneinnahme
vergleichbar ist. Auf Grundlage dessen postulierten die Autoren, dass Rivaroxaban
plasmaabhangig Uber Inhibierung von Faktor Xa zu einer verminderten
Thrombozytenaktivierung fihrt und Rivaroxaban nicht direkt an Thrombozyten
bindet. Ferner fanden sie heraus, dass der Effekt von Rivaroxaban dosisabhangig ist,
jedoch bei einmaliger Rivaroxabaneinnahme in niedriger Dosierung abgeschwacht
(verminderte P-Selektin Expression) noch vorhanden ist. Andere Faktor Xa
Inhibitoren (Apixaban und Otamixaban) zeigten in der Studie ahnliche Effekte auf die
Thrombozytenfunktion wie Rivaroxaban. Diesbeziiglich ist davon auszugehen, dass
der Einfluss auf die Thrombozytenfunktion eher ein Gruppeneffekt von Faktor Xa
Inhibitoren als ein Substanzeffekt von Rivaroxaban ist [113].

An einer kleinen Studie mit 8 teilnehmenden Probanden unter Rivaroxabantherapie
wurde eine erhéhte TXA2 Konzentration im Plasma gegeniber gesunden Probanden
und Patienten unter Warfarintherapie, ein Vitamin K Antagonist, festgestellt [114].
TXAz wird aus Arachidonsaure Uber die Phospholipase A2 und COX-1 metabolisiert
und bewirkt eine verstarkte Thrombozytenaktivierung. Obgleich die Studie lediglich
an 8 Patienten durchgefiihrt wurde, kdnnte Rivaroxaban mdglicherweise die
Thrombozytenaktivierung in vivo durch vermehrte TXAz Bildung und Freisetzung

114



erhdéhen. ASS inhibiert irreversibel die COX-1 und dadurch die TXAz2 Synthese in
Thrombozyten [52, 53]. Dies kdnnte ein moglicher Erklarungsansatz sein fir die
Uberlegenheit einer zusatzlichen ASS Gabe zu einer niedrig dosierten
Rivaroxabantherapie in der Prophylaxe atherothrombotischer Ereignisse [14].

Unsere Ergebnisse zeigten, wie erwartet bei COX-1 Hemmung durch ASS
Einnahme, keine Unterschiede in der Expression der
Thrombozytenaktivierungsparameter (CD62P und PAC-1) durch Arachidonsaure bei
zusatzlicher Gabe von Rivaroxaban zur ASS Therapie gegenlber der Monotherapie
mit ASS. Zuklnftige Studien an groBen Populationen missen den Zusammenhang
zwischen Rivaroxabaneinnahme und mdglicherweise erhéhter TXAz2 Synthese

klaren.

Es gibt Hinweise darauf, dass die Einnahmedauer von Faktor Xa Inhibitoren
moglicherweise die Thrombozytenfunktion beeinflussen kann. Sokol et al. konnten an
34 Patienten mit Vorhofflimmern unter Antikoagulation mit Rivaroxaban oder
Apixaban eine signifikant verminderte Thrombin-induzierte Thrombozytenaggregation
2 Stunden nach Medikamenteneinnahme feststellen. Interessanterweise konnte der
Effekt jedoch erst ab einer Einnahmedauer der Faktor Xa Inhibitoren von Gber 7
Tagen beobachtet werden. Als Ursache nannten die Autoren eine mdglicherweise
veranderte  Expression von PAR-1 und PAR-4 Rezeptoren auf der
Thrombozytenoberflache [62]. Eine erhéhte Dichte an PAR-1 auf der
Thrombozytenoberflaiche  konnte  unter  Dabigatrantherapie, ein  direkter
Thrombinhemmer, festgestellt werden [115].

Die mediane Einnahmedauer von 2,5 mg Rivaroxaban morgens und abends
zusatzlich zu 100 mg ASS lag in dieser Stude bei 11,5 Tagen, sodass eine
suffiziente Rivaroxabanwirkung fir die durchgefihrten Versuche vorausgesetzt
werden kann. Vor Versuchsbeginn wurden unter jedem Therapieregime die
Hauptrezeptoren auf der Thrombozytenoberflache quantifiziert. Rivaroxaban in
Kombination mit ASS zeigte gegentber der Monotherapie mit ASS keine statistisch
relevanten Unterschiede bei der Expression der Thrombozyten Hauptrezeptoren
GPlIb/llla (P2), GPIlb (SZ2), CD42a (Beb1), CD29 (K20), CD41 (SZ22), CD61 (RUU-
PL 7F12), CD36 (FA6.162), GPVI (HY101) und CD36 (185 1G2) (vgl. Kapitel 4.3.2).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass in dieser Arbeit der von Petzold et al.
beschriebene Effekt einer verminderten Thrombozytenreaktivitit nach TRAP-6
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Stimulierung bei PAVK Patienten unter niedrig dosierter 2,5 mg Rivaroxabantherapie
verifiziert werden konnte. Angemerkt werden sollte jedoch, dass in unserer Studie
lediglich bei einer Thrombozytenaktivierung mit TRAP-6 in zwei Konzentrationen
(Cb62P 125 pM wund PAC-1 6,5 pM) statistisch relevant verminderte
Thrombozytenaktivierungsmarker zeigten. Bei einer Thrombozytenaktivierung mit
Thrombin, Convulxin, Arachidonsaure und ADP wurden keine statistisch auffalligen
Veranderungen einer zusatzlichen Rivaroxabangabe zur ASS Therapie beobachtet.
Ferner sind die Ergebnisse von Patienten mit Vorhofflimmern nur bedingt auf PAVK
Patienten Ubertragbar, da in Studien gezeigt werden konnte, dass sich die
Thrombozytenfunktion von Patienten mit Vorhofflimmern deutlich von anderen
Patientengruppen unterscheidet [116]. Die Datenlage von Rivaroxaban in Bezug auf
die Thrombozytenfunktion ist zudem uneindeutig, da in einigen Studien kein
signifikanter Effekt von Rivaroxaban auf die Thrombozytenfunktion mit und ohne
zusatzlicher Thrombozytenggregationshemmung nachweisbar war [117, 118]. Es
bedarf weiterfihrender Studien an groBen Probandenzahlen, die den Effekt von
Rivaroxaban in Patienten mit Vorhofflimmern bei PAVK Patienten evaluieren.

5.2.2 Effekte von ASS wund Clopidogrel als Monotherapie oder duale
Thrombozytenaggregationshemmung auf die Thrombozytenfunktion

PAVK Patienten haben ein deutlich erhéhtes kardiovaskulares Risiko im Vergleich zu
Patienten mit koronarer Herzerkrankung, obgleich die Ursache beider Erkrankungen
die Atherosklerose ist [18, 19]. Zahlreiche Studien zeigen, dass mdglicherweise
PAVK Patienten inadaquat auf Thrombozytenaggregationshemmer ansprechen und
eine erhdhte Thrombozytenreaktivitat in Patienten mit PAVK vorherrscht [16, 119,
120].

Diesbezlglich untersuchten wir die Thrombozytenfunktion von PAVK und KHK
Patienten unter einmal taglicher 100 mg ASS Einnahme. Es wurde darauf geachtet,
dass Patienten mit KHK keine weitere Manifestation von Atherosklerose an anderen
GefaBprovinzen aufwiesen. Ohne Zugabe von Thrombozytenagonisten wurden keine
statistisch auffalligen Unterschiede im basalen ex vivo Zustand der Thrombozyten
festgestellt. Nach Zugabe der Agonisten zeigte sich, weitestgehend unabhangig vom
Thrombozyten-Agonist, eine erhdhte Expression von CD62P und PAC-1 sowie eine
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vermehrte Mepacrine Freisetzung. Statistisch auffallig erhéht war die Expression von
CD62P bei Thrombozytenaktivierung mit Thrombin sowie mit ADP bei PAVK
Patienten gegenlber der KHK Gruppe. Dies spricht dafiir, dass Thrombozyten von
PAVK Patienten gegenliber KHK Patienten eine erhéhte Thrombozytenreagibilitat
aufweisen. Um die COX-1 Inhibition, welche durch ASS Einnahme gehemmt wird, zu
evaluieren, wahlten wir Arachidonsaure als Agonisten. Wir konnten keine statistisch
auffalligen Unterschiede in der Expression von CD62P und PAC-1 nach Zugabe von
Arachidonsaure beobachten, jedoch eine in der Tendenz erhéhte PAC-1 Expression
bei PAVK Patienten. Da die Blutenthnahmen nur einmalig unter ASS Therapie
stattfanden und keine Blutentnahmen vor Beginn der Therapie durchgefihrt wurden,
kann in unserer Studie keine generelle Aussage Uber das Ansprechen der ASS
Therapie bei PAVK getroffen werden.

Gremmel et al. kamen in einer Studie an 270 Patienten mit PAVK oder KHK zu
ahnlichen Ergebnissen. Nach peripherer oder koronarer Intervention unter dualer
Thrombozytenaggregationshemmung mit ASS und Clopidogrel untersuchten sie die
ADP, Arachidonsaure und TRAP-6-induzierte Expression von CD62P und PAC-1 in
der Durchflusszytometrie. PAVK Patienten zeigten gegentber KHK Patienten sowohl
basal ex vivo als auch nach Zugabe von TRAP-6 als Thrombozytenaktivator eine
signifikant erhéhte  Expression von CD62P und PAC-1. Auch bei
Thrombozytenaktivierung mit ADP und Arachidonsdure wiesen Thrombozyten von
PAVK Patienten eine signifikant erhdhte Expression der Aktivitatsparameter CD62P
und PAC-1 auf. ADP als Agonist gibt Aufschluss Uber die Clopidogrelwirkung,
wohingegen der Einsatz von Arachidonsdure Rickschlisse auf die ASS Wirkung
zulasst. Die erhéhte Thrombozytenreaktivitat sowie das verminderte Ansprechen der
Thrombozytenaggregationshemmung bei PAVK Patienten im Vergleich zu KHK
Patienten begrindeten die Autoren mit einer madglicherweise bei PAVK weiter
fortgeschrittenen Atherosklerose [120].

Zahlreiche Studien beschreiben den Zusammenhang zwischen inadaquatem
Ansprechen auf Thrombozytenaggregationshemmung und dem Auftreten von
kardiovaskularen Ereignissen, sodass die Kombination aus insuffizienter
Thrombozytenaggregationshemmung und erhéhter Thrombozytenreagibilitat, wie sie

auch in unserer Studie unter ASS Therapie in der Tendenz gezeigt werden konnte,
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mit ein Grund fir die schlechtere Prognose von PAVK Patienten gegentber KHK

Patienten sein kdnnte [121].

In der PAVK Studiengruppe unter dualer Thrombozytenaggregationshemmung zeigte
sich eine erniedrigte Voraktivitdt basal ex vivo (erniedrigte Expression von CD62P
und PAC-1, erhéhte Expression von Mepacrine) verglichen mit der singularen ASS
Therapie in der Tendenz oder zusatzlicher Rivaroxabangabe mit statistischer
Auffalligkeit. Nach erfolgter Thrombozytenaktivierung konnte zudem eine erniedrigte
Expression von CD62P und PAC-1 sowie verminderte Mepacrine Freisetzung bei
allen Thrombozyten-Agonisten unter ASS- und Clopidogreltherapie aufgezeigt
werden. Statistisch auffallig war der Unterschied gegeniiber der Monotherapie mit
ASS bei der CD62P Expression und PAC-1 Expression nach TRAP-6-, Thrombin-
und ADP-induzierten Aktivierung. Eine verminderte Mepacrine Freisetzung wurde
nach Aktivierung mit Thrombin und Convulxin unter dualer
Thrombozytenaggregationshemmung mit statistischer Auffalligkeit gegentber der
ASS Monotherapie festgestellt. Daraus lasst sich ableiten, dass die
thrombozytenhemmenden  Eigenschaften von  ASS  durch  zusétzliche
Clopidogrelgabe gesteigert werden kann und deutlich héher ist als der
Rivaroxabaneinfluss auf die Thrombozytenfunktion. Die synergistischen Effekte von
ASS und Clopidogrel kénnen durch die Hemmung unterschiedlicher Signalwege der

Thrombozytenaktivierung erklart werden.

Die Gruppe um Moshfegh et al. untersuchten an 30 Patienten nach Myokardinfarkt
die Thrombozytenfunktion unter ASS- und Clopidogreleinnahme als Monotherapie
oder dualer Thrombozytenaggregationshemmung. Konform mit den Ergebnissen
unserer Studie konnten sie eine signifikant verminderte Expression von CD62P,
PAC-1 und CD63, einem Marker fiir die Freisetzung von 8-Granula und Lysosomen,
nach Thrombozytenaktivierung mit ADP und Thrombin messen. Kollagen-getriggerte
Thrombozyten unter ASS- und Clopidogreltherapie zeigten eine verminderte
Expression von CD62P, PAC-1 und CD63; jedoch ohne statistische Signifikanz.
Auch die Monotherapie mit Clopidogrel zeigte nach ADP-, Thrombin-, und Kollagen-
induzierter Thrombozytenaktivierung im Vergleich zur Monotherapie mit ASS ein
vermindertes Expressionsniveau von CD62P, PAC-1 und CD63 [122].
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In unserer Studie konnte ebenfalls bei Patienten mit PAVK und Monotherapie mit
Clopidogrel im Vergleich zu PAVK Patienten mit ASS Einnahme eine erniedrigte
hypoaktive thrombozytdre Tendenz nachgewiesen werden. Bei Verwendung von
Arachidonsaure als aktivierenden Agonisten, welcher als Marker fir eine suffiziente
ASS Wirkung verwendet wird, zeigte sich zudem eine in der Tendenz verminderte
Expression von Aktivierungsmarker (CD62P und PAC-1) unter Clopidogreltherapie
verglichen mit singularer ASS Einnahme. Es ist bekannt, dass P2Y12 Inhibitoren wie
Clopidogrel in mehrere Signalwege der Thrombozytenaktivierung, unter anderem die
TXAz2-abhéangige Thrombozytenaktivierung, involviert sind [36, 123]. Auffallig war
jedoch, dass die Clopidogreltherapie im Vergleich zur ASS Therapie dennoch zu
einem niedrigeren Expressionsniveau von Aktivierungsmarkern fihrte. Grund dafir
kénnte ein moglicherweise insuffizientes Ansprechen auf ASS bei PAVK Patienten

sein.

Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass unter Monotherapie mit
ASS bei PAVK Patienten eine erhéhte Thrombozytenreaktivitat gegenlber Patienten
mit KHK vorherrscht. Eine Clopidogreltherapie als Monotherapie oder duale
Thrombozytenaggregationshemmung mit ASS flihrte zu einer deutlich erniedrigten
Thrombozytenreaktivitat gegentiber der Monotherapie mit ASS bei PAVK Patienten.
Unsere Ergebnisse missen jedoch in einer gréBer angelegten Studie validiert

werden.

5.3 Ansprechen auf Clopidogreltherapie bei PAVK Patienten

Clopidogrel ist ein Thrombozytenaggregationshemmer aus der Gruppe der
Thienopyridine, welcher seine Wirkung Uber irreversible Hemmung des
membranstandigen P2Yi2 Rezeptors am Thrombozyten austbt und dadurch die
ADP-abhéangige Thrombozytenaktivierung hemmt [54]. In der 1996 publizierten
CAPRIE Studie war Clopidogrel gegeniber ASS signifikant Gberlegen im Hinblick auf
den gemeinsamen Endpunkt Myokardinfarkt, kardiovaskularer Tod oder
ischamischer Schlaganfall. Insbesondere in der PAVK Subgruppe konnte eine
relative Risikoreduktion um 23,8% zugunsten von Clopidogrel aufgezeigt werden,
was die Bedeutung von Clopidogrel bei PAVK verdeutlicht [68]. Bei symptomatischer
PAVK empfiehlt die aktuelle ESC Leitlinie von 2017 mit héchstem Empfehlungs- und

Evidenzgrad eine singulare Thrombozytenaggregationshemmung, wobei Clopidogrel
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gegenuber ASS zu favorisieren ist (Empfehlungsklasse llb, Evidenzgrad B). Nach
perkutaner transluminaler Angiographie mit infrainguinaler Stentimplantation wird
eine duale Thrombozytenaggregationshemmung mit ASS plus Clopidogrel fir
mindestens 1 Monat empfohlen (Empfehlungsklasse lla, Evidenzgrad C) [8].
Clopidogrel nimmt diesbeziiglich eine zentrale Rolle in der antithrombotischen
Therapie bei PAVK zur Pravention von thrombotischen Ereignissen ein. Zahlreiche
Studien belegten die Effizienz von Clopidogrel zur Reduktion von Myokardinfarkt,

ischamischer Schlaganfall und vaskuldarem Tod [68, 124].

Ungeachtet des klinischen Nutzens einer Thrombozytenaggregationshemmung mit
Clopidogrel, zeigten jedoch eine Vielzahl von Patienten unter Clopidogreltherapie
eine insuffiziente Thrombozytenaggregationshemmung. Die Grinde flur das
inadaquate Ansprechen, so genannte Clopidogrel Low- bzw. Non-Responder, auf die
Therapie mit Clopidogrel sind multifaktoriell [125]. Dazu z&hlen unter anderem die
fehlende Compliance der Patienten, Interaktionen mit anderen Medikamenten, wie
beispielsweise Protonenpumpeninhibitoren, und gastrointestinale Malabsorption. Bei
Clopidogrel handelt es sich um eine inaktive Vorstufe, welche erst in seine aktiven
Metabolite umgewandelt werden muss. Dabei ist das CYP2C19 Enzym entscheidend
bei der Biotransformation beteiligt. Polymorphismen im CYP2C19 Enzym flhren
folglich zu einer verminderten Biotransformation von Clopidogrel in die aktiven
Metabolite mit resultierender héheren Thrombozytenaktivitat trotz
Clopidogreleinnahme [126]. Fir den Nachweis der Clopidogrelwirksamkeit stehen
verschiedene Messmethoden zur Verfigung. Am haufigsten werden dabei die
Lichttransmissionsaggregometrie, der P-VASP-Assay, FACS mit ADP als Agonisten,
VarifyNow und Impedanz-Aggregometrie verwendet.

5.3.1 Nachweis und Pravalenz inadaquater Clopidogrel Response bei PAVK

Patienten

Im Rahmen dieser Dissertation wurde zur Evaluation der Clopidogrelwirkung bei
PAVK Patienten die PAC-1-und CD62P-Expression nach Thrombozytenaktivierung
mit ADP in aufsteigender Konzentration im FACS sowie der PRI mittels VASP/P2Y 12
Kit gemessen. Ein Clopidogrel Non-Responder wurde anlehnend an internationale
Studien bei einem PRI >50% im VASP-Assay definiert [127].
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Sowohl bei der PAC-1- als auch bei der CD62P-Expression wurde nach
Thrombozytenaktivierung mit ADP, unabhangig der Konzentration, ein statistisch
relevant vermindertes Expressionsniveau nach dualer
Thrombozytenaggregationshemmung mit ASS plus Clopidogrel verglichen mit der
Monotherapie ASS vor PTA gemessen. Die zusétzliche Clopidogreleinnahme fiihrte
in der Studiengruppe verglichen mit der Monotherapie ASS vor PTA bei der PAC-1
Expression zu einer etwa 56% niedrigeren medianen Fluoreszenzintensitéat und bei
CD62P zu einer etwa 51% erniedrigten medianen Fluoreszenzintensitat. Da die
Blutentnahmen in den Kontrollgruppen nur einmalig stattfanden und die Probanden
der Kontrollgruppe PAVK Clopidogrel bereits langerfristig Clopidogrel einnahmen,
konnte diesbezliglich kein Ausgangswert ohne Clopidogreleinnahme in dieser
Gruppe gemessen werden.

Im P-VASP-Assay wurde ebenfalls ein erniedrigter PRI innerhalb der Studiengruppe
unter dualer Thrombozytenaggregationshemmung mit ASS wund Clopidogrel
gegenlber der ASS Monotherapie sowie der Kombinationstherapie mit ASS und
Rivaroxaban mit statistischer Auffalligkeit gemessen. In der Kontrollgruppe PAVK mit
Clopidogreltherapie war der PRI statistisch aufféllig vermindert gegeniber PAVK
Patienten der Studiengruppe unter ASS Einnahme. Betrachtet man jedoch die
Einzelmessungen bei Probanden unter Clopidogreltherapie, so waren 40% der
Kontrollgruppe PAVK Clopidogrel sowie 40% der Studiengruppe PAVK mit dualer
Thrombozytenaggregationshemmung Clopidogrel Non-Responder.

Die in unserer Studie an einer kleinen Patientenzahl unter Clopidogreltherapie
ermittelte Haufigkeit von jeweils 40% Clopidogrel Non-Responder spiegelt in etwa die
in der Literatur beschriebene Pravalenz wider. So konnte in einer Metaanalyse mit
insgesamt 34.776 Patienten eine inadaquate Response auf Clopidogrel bei 40,4%
aller Patienten unter Clopidogreleinnahme festgestellt werden. Dafiir wurden 59
Studien, davon 3 Studien an PAVK Patienten, mit 15 verschiedenen Tests zur
Identifikation von Clopidogrel Low- bzw. Non- Responder ausgewertet. Ferner zeigte
sich, dass ein insuffizientes Ansprechen auf Clopidogrel mit einem erhdhten
kardiovaskularen Risiko (RR 2,8; 95% CI 2,4 — 3,27) einhergeht. Von den insgesamt
15 verschiedenen Tests der ausgewerteten Studien konnte bei 11 Tests, unter
anderem auch der in unserer Studie verwendete P-VASP-Assay, ein signifikanter
Zusammenhang mit erhéhtem kardiovaskularem Risiko dargelegt werden [128]. An
60 Patienten mit St-Hebungsinfarkt konnte ebenfalls ein signifikanter
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Zusammenhang zwischen Clopidogrel Non-Responder und erneutem Auftreten
kardiovaskularer Ereignisse dargelegt werden. Die Patienten wurden anhand der
Reduktion der ADP-induzierten Thrombozytenaggregation von Tag 6 im Vergleich
zum Ausgangswert am Tag der koronaren Intervention in vier Quartile eingeteilt,
wobei Patienten im 1. Quatrtil resistent gegentiber Clopidogrel waren und Patienten
im 4. Quartil die niedrigste Thrombozytenaggregation aufwiesen. Nach 6 Monate
Follow up zeigten 40% der Patienten im 1. Quartil ein erneutes kardiovaskulares
Ereignis, wohingegen lediglich ein Patient im 2. Quartil und kein Patient im 3. und 4.
Quartil kardiovaskuléare Ereignisse erlitt. Bei zwei Patienten kam es innerhalb des
Zeitraums zu schweren Blutungen. Beide Patienten waren im 4. Quartil mit der
niedrigsten ADP induzierten Thrombozytenaggregation [129].

Die Studienlage fur PAVK Patienten und Pravalenz von inaddquatem Ansprechen
auf Clopidogrel ist deutlich schwacher im Vergleich zu Studien an KHK Patienten.
Wenige Publikationen in diesem Zusammenhang zeigten jedoch eine hdhere
Inzidenz von Low- bzw. Non-Clopidogrel Responder bei PAVK Patienten gegenlber
Patienten mit KHK [121, 130]. Leunissen et al. untersuchten an 30 PAVK Patienten
nach PTA unter dualer Thrombozytenaggregationshemmung mit ASS plus
Clopidogrel den Anteil an Clopidogrel Non-Responder durch unterschiedliche
Labormethoden. Dabei fanden sie heraus, dass der Anteil an Clopidogrel Non-
Responder stark abhangig von der Labormethode und den zugrundeliegenden
Grenzwerten flr Non-Responder ist. Die Pravalenz variierte dabei von 24% im P-
VASP-Assay bis zu 83,3% im VarifyNow mit Cut-off Werten fir Clopidogrel Non-
Responder von <40% Thrombozytenhemmung und zeigte insgesamt nur eine
geringe Korrelation zwischen den Tests. Wurde der Test innerhalb von 24 Stunden
nach PTA mit 300 mg Clopidogrel als Aufsattigungsdosis durchgefiihrt, so zeigte sich
ein erhdhter Anteil von Clopidogrel Non-Responder gegenlber der Testung nach 24
Stunden. Die Autoren erklarten dieses Phdnomen durch eine mdéglicherweise noch
unzureichend erzielte  Thrombozytenaggregationshemmung, obgleich  die
empfohlene Dauer zwischen Aufsattigungsdosis und Messung lediglich Uber 8
Stunden liegen sollte [126].

In unserer Studie erhielten die Patienten der Studiengruppe bei PTA eine

Aufsattigungsdosis von 300 mg Clopidogrel gefolgt von 75 mg Clopidogrel als
Erhaltungsdosis zusétzlich zur Dauertherapie mit 100 mg ASS. Nach einer medianen
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Behandlungsdauer von 34,5 Tagen wurde das Ansprechen der Clopidogreltherapie
in der Studiengruppe getestet. In der Kontrollgruppe PAVK mit 75 mg Clopidogrel
erfolgte die einmalige Blutentnahme nach andauernder Clopidogreleinnahme.
Diesbezuglich l&sst sich der von Leunissen et al. postulierte Einfluss einer
moglicherweise  inadaquaten  Thrombozytenaggregationshemmung  aufgrund
unzureichender Therapiedauer nicht verifizieren. Verzerrungen aufgrund zu kurzer
Einnahmedauer kdnnen jedoch ausgeschlossen werden. Zusammenfassend ist
festzuhalten, dass die Clopidogrel Wirkung mit statistischer Auffalligkeit sowohl in der
Thrombozytenfunktionsanalyse als auch im P-VASP-Assay verglichen mit
Therapieregimen ohne Clopidogrel zu sehen ist. Bei Einzelbetrachtung jedoch
wiesen 40% der Patienten unter Clopidogreltherapie im P-VASP-Assay eine
unzureichendes Clopidogrel Ansprechen auf mit erhéhtem Risiko fir kardiovaskulare
Ereignisse.

5.3.2 Therapeutische Mdéglichkeiten bei Clopidogrel Low- bzw. Non-Responder

Um eine suffiziente Thrombozytenaggregationshemmung bei mangelhafter
Clopidogrel Response zu gewahrleisten, stehen verschiedene therapeutische
Méglichkeiten zur Verfligung. Zum einen kann als Behandlungsstrategie entweder
auf Alternativsubstanzen wie beispielsweise Prasugrel oder Ticagrelor umgestellt
werden; zum anderen kann durch eine Anpassung der Clopidogreldosis ein
Responder Status erreicht werden.

Bonello et al. untersuchten die Auswirkungen einer Anpassung der
Aufsattigungsdosis von Clopidogrel anhand des PRI auf kardiovaskulare Ereignisse
nach perkutaner koronarer Intervention bei gleichbleibender 75 mg Clopidogrel
Erhaltungsdosis. Sie konnten zeigen, dass eine mehrfache Gabe von 600 mg
Clopidogrel als Aufsattigungsdosis bei Clopidogrel Non-Responder zu einer 86%
suffizienten Clopidogrelwirkung (PRI unter 50%) fiihrt. Uberdies zeigte sich
gegentber der Kontrollgruppe mit einmaliger Aufsattigungsdosis von 600 mg
Clopidogrel eine signifikant verminderte Rate an kardiovaskuldren Ereignissen 1
Monat nach perkutaner Intervention. Es wurde kein Unterschied bei
Blutungskomplikationen zwischen der Studiengruppe und Kontrollgruppe beobachtet
[131]. Demgegenlber untersuchten Mega et al. den Einfluss einer erhdhten
Erhaltungsdosis von Clopidogrel bei Patienten mit Polymorphismus im CYP2C19
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Gen. Bei taglicher Einnahme der Standarddosis von 75 mg Clopidogrel wiesen
Probanden mit heterozygoter Loss-of-Function-Mutation im CYP2C19 Gen
(CYP2C1972) verglichen mit Probanden ohne Trager dieser Mutation eine signifikant
erhbhte Thrombozytenreaktivitdt im P-VASP-Assay und VerifyNow auf. Mit
steigender Dosis kam es zu einer verminderten Thrombozytenreaktivitat bei
Probanden mit heterozygoter CYP2C19*2 Mutation. Bei einer taglichen 225 mg
Clopidogreleinnahme in der CYP2C19*2  Gruppe entsprach die
Thrombozytenreaktivitédt der von Probanden ohne Mutation im CYP2C19 Gen bei 75
mg Clopidogreleinnahme. Bei homozygoten CYP2C19*2 Tragern konnte jedoch
keine suffiziente Thrombozytenaggregationshemmung durch Steigerung der
Erhaltungsdosis erzielt werden [132]. Dridi et al. verglichen bei Patienten mit
inadaquater Clopidogrel Response die Thrombozytenreaktivitdt unter doppelter
Clopidogreldosis mit Standarddosis Prasugrel nach perkutaner koronarer
Intervention. 1 Monat nach Therapie zeigten 73,1% der Probanden eine mit
Clopidogrel Responder vergleichbare Thrombozytenreaktivitdt. Der Therapiewechsel
auf Prasugrel fihrte jedoch zu einer starkeren Thrombozyteninhibierung im Vergleich
zur doppelten Clopidogreleinnahme [133]. Neuere P2Y12 Inhibitoren (Prasugrel,
Ticagrelor, Cangrelor, Elinogrel) zeigten in einer Metaanalyse mit 71.097 Patienten
eine deutliche Reduktion kardiovaskularer Ereignisse gegentber Clopidogrel. Die
Anzahl an schweren Blutungen war jedoch unter den neueren P2Y12 Inhibitoren nicht
signifikant gegenlber der Clopidogreleinnahme erhéht [134].

In unserer Studie wurden Patienten nicht auf Veranderungen im CYP2C19 Gen
untersucht. Ferner wurde die Therapie bei ermittelten Clopidogrel Non-Responder im
P-VASP-Assay nicht angepasst. Die Verwendung von neueren P2Y12 Inhibitoren als
Alternative zu Clopidogrel zeigte klinische Vorteile gegentiber Clopidogrel auf Kosten
erhdhter Blutungskomplikationen Es ist derzeit unklar, ob eine angepasste
antithrombotische Therapie bei inadaquater Clopidogrel Response zu einem
verbesserten klinischen Ergebnis fihrt. Die Studienlage dazu ist ambivalent.
Einerseits zeigten groB3 angelegte klinische Studien keinen Unterschied einer
angepassten antithrombotischen Therapie zur konventionellen Therapie mit Blick auf
kardiovaskulare Ereignisse und Blutungskomplikationen [135-137]. Andererseits
konnten mehrere Studien den Vorteil einer angepassten
Thrombozytenaggregationshemmung bei inadaquater Clopidogreltherapie aufzeigen
[131, 138]. Da die Studien mit KHK Patienten durchgefihrt wurden und es bis dato
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keine Studien einer angepassten antithrombotischen Therapie mit PAVK Patienten
gibt, bedarf es in Zukunft gro angelegter randomisierter Studien an Patienten mit
PAVK, die einen moglichen Nutzen der angepassten antithrombotischen Therapie
bei inadaquater Clopidogrel Response untersuchen.

5.4 Limitationen der Studie

Das Probandenkollektiv unserer Studie umfasste 30 teilnehmende Patienten und war
verglichen mit anderen Studien zu diesem Thema eher klein. Trotz der
umfangreichen Ergebnisse der Laborexperimente ist die Ubertragbarkeit auf die
Gesamtpopulation der PAVK Patienten aufgrund der geringen StudiengréBe und
fehlenden Randomisierung der Patienten nur eingeschrankt méglich. Ferner wurden
zwar klinische Endpunkte dokumentiert. Es bedarf jedoch gréBerer Studien, um
signifikante Ergebnisse zu erzielen und Korrelationen mit laborexperimentellen
Erkenntnissen herauszufinden. Die Hamostase ist ein dynamisches, komplexes in
sich greifendes Geschehen und daher eine Herausforderung experimentell zu
untersuchen. Es besteht immer  die Gefahr  einer artifiziellen
Thrombozytenaktivierung bei der Blutabnahme und Probenpréparation und
Storvariablen kdnnen nicht ganzlich ausgeschlossen werden. Alle Blutenthahmen
fanden einmalig statt, sodass zum Zeitpunkt der Blutentnahme von inter-individuell
variierenden Verhéltnissen ausgegangen werden muss. Eine weitere Limitation
unserer Arbeit ist, dass keine Kontrollgruppen ohne Manifestation von
Atherosklerose bzw. ohne antithrombotische Therapie untersucht wurden. Auch
konnten wir in die Studiengruppe PAVK keine Patienten ohne ASS Einnahme vor
Katheterintervention einschlieBen, um so einen Basalwert vor Beginn der
antithrombotischen Therapie zu eruieren. Uberdies wurde nicht die anti-Faktor Xa
Aktivitat sowie der Plasmaspiegel von Rivaroxaban in der Studiengruppe unter
Rivaroxabantherapie gemessen. Eine Korrelation von Wirkspiegel mit den
Ergebnissen der Thrombingerierung und Thrombozytenfunktion war somit nicht
maoglich.
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6. Zusammenfassung

In dieser Dissertation wurde die in vitro Thrombinbildungskapazitat sowie die
Thrombozytenfunktion von 30 Patienten mit PAVK und KHK unter den
verschiedenen, im klinischen Alltag bei PAVK zur Sekundéarpravention und nach
Intervention eingesetzten Therapieregimen, untersucht. Uberdies wurde das

Ansprechen der Clopidogreltherapie mittels P-VASP-Assay evaluiert.

Dazu wurde Blut von Patienten der Studiengruppe PAVK (n=10) vor PTA unter
taglicher 100 mg ASS Monotherapie sowie nach Katheterintervention unter dualer
Thrombozytenaggregationshemmung mit 75 mg Clopidogrel und 100 mg ASS
analysiert. Die letzte Blutentnahme erfolgte unter 100 mg ASS in Kombination mit
zweimal taglicher 2,5 mg Rivaroxabaneinnahme. Eine einmalige Blutabnahme fand
in den Kontrollgruppen PAVK (n=10) mit 75 mg Clopidogreleinnahme und KHK
(n=10), ohne weiterer Manifestation der Atherosklerose an anderen GeféaBprovinzen,
unter 100 mg ASS Monotherapie statt.

Die TG wurde mittels CAT im plattchenfreien und plattchenreichem Plasma getriggert
durch TF und Thrombin durchgefiihrt.

Es konnte gezeigt werden, dass bei PAVK Patienten eine zweimal tagliche orale 2,5
mg Rivaroxabantherapie zusatzlich zur ASS Therapie gegentber einer Monotherapie
mit ASS zu einem signifikant verminderten Peak im TF sowie im Thrombin
getriggertem PRP fuhrt. Im PFP mit TF als Triggersubstanz zeigte sich ebenfalls ein
statistisch auffallig verminderter Peak bei zusatzlicher Rivaroxabaneinnahme
gegenlber der singuldren ASS Therapie. Die Lagtime war bei gleichzeitiger ASS-
und Rivaroxabaneinnahme im TF getriggerten PFP und PRP statistisch aufféllig
sowie im PRP mit Thrombin als Triggersubstanz in der Tendenz verlangert; jedoch
ohne statistische Relevanz. Im PFP getriggert mit TF fUhrte die zusatzliche
Rivaroxabangabe gegentber der Monotherapie mit ASS zu einem verminderten ETP
mit statistischer Auffalligkeit, wohingegen im PRP mit TF oder Thrombin als
Triggersubstanz die Rivaroxabantherapie in vasuklarer Dosierung keine statistisch
relevanten Veranderungen im ETP gemessen wurden. Daraus lasst sich ableiten,
dass Rivaroxaban vorwiegend die Initierungs- und Vervielfaltigungsphase der TG
beeinflusst und weniger die Inaktivierung des entstandenen Thrombins.

Insbesondere bei niedrig dosiertem Rivaroxaban sind deshalb der Peak und die
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Lagtime als Paramter der CAT besser geeignet den Effekt von Rivaroxaban im PRP
nachzuweisen als das ETP.

Die zusatzliche Gabe von taglich 75 mg Clopidogrel zur 100 mg ASS Therapie flhrte
bei PAVK Patienten nach PTA und Stenting zu einem statistisch nennenswert
verminderten Peak im PRP mit TF sowie Thrombin als Triggersubstanz gegenlber
der Monotherapie mit ASS vor PTA.

Die Thrombozytenfunktion wurde anhand verschiedener  etablierter
Thrombozytenaktivierungsmarker basal ex vivo sowie die Thrombozyten-Reaktivitat
in vitro nach Zugabe verschiedener Agonisten untersucht.

Unter ASS- und Rivaroxabaneinnahme konnte im Vergleich zur singularen ASS
Einnahme eine statistisch aufféllig verminderte thrombozytdre Oberflachen-
Expression von CD62P und PAC-1 Bindung nach Thrombozytenaktivierung mit
TRAP-6 festgestellt werden. Bei PAVK Patienten unter 100 mg ASS Therapie wurde
gegenlber KHK Patienten mit 100 mg ASS Einnahme eine erhéhte Expression von
CD62P und PAC-1 sowie eine vermehrte Mepacrine Freisetzung weitestgehend
unabhangig vom Thrombozyten-Agonisten gemessen. Statistisch auffallig erhéht war
die Expression von CD62P bei Thrombozytenaktivierung mit Thrombin sowie mit
ADP bei PAVK Patienten gegentber der KHK Gruppe. Dies spricht daflir, dass
Thrombozyten von PAVK Patienten gegeniber KHK Patienten eine erhdhte
Thrombozytenreagibilitat aufweisen.

Eine Clopidogreltherapie als Monotherapie oder duale
Thrombozytenaggregationshemmung mit ASS flihrte zu einer deutlich erniedrigten
Thrombozytenreaktivitat - weitestgehend unabhangig vom Thrombozyten-Agonisten -
gegenlber der Monotherapie mit ASS bei PAVK Patienten.

Zur Evaluation der Clopidogrelwirkung bei PAVK Patienten wurde die thrombozytére
PAC-1-und CD62P Oberflachen-Expression nach Thrombozytenaktivierung mit ADP
in aufsteigender Konzentration im FACS sowie der PRI mittels VASP/P2Y12 Kit
gemessen.

Die Clopidogrel Wirkung konnte mit statistischer Auffalligkeit sowohl in der
Thrombozytenfunktionsanalyse als auch im P-VASP-Assay verglichen mit
Therapieregimen ohne Clopidogrel nachgewiesen werden. Bei Einzelbetrachtung

jedoch wiesen 40% der Patienten unter Clopidogreltherapie im VASP-Assay eine
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unzureichendes Clopidogrel Ansprechen auf mit erhéhtem Risiko fir kardiovaskulare

Ereignisse.

Trotz der geringen Patientenanzahl konnten im Rahmen dieser Studie wichtige
Ergebnisse der Thrombozytenfunktion unter dualer antithrombotischer Therapie mit
ASS und Rivaroxaban bei der PAVK erzielt werden. Es bedarf jedoch weiterer
Studien mit groBerem Patientenkollektiv, um in Zukunft eine suffizientere
antithrombotische Therapie bei PAVK Patienten zu erzielen und die kardiovaskulére
Prognose dieser Erkrankung dadurch zu verbessern.
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8. Anhang

8.1 Messergebnisse der Thrombingenerierung im CAT
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Abbildung 36: Thrombogramm PFP nach Zugabe von TF.
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Abbildung 36 zeigt die gebildete Menge Thrombin [nM] in Abhé&ngigkeit der Zeit [min] im

plattchenfreien Plasma nach Zugabe von tissue factor (TF).
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Abbildung 37: Thrombogramm PRP nach Zugabe von TF.
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Abbildung 37 zeigt die gebildete Menge Thrombin [nM] in Abhangigkeit der Zeit [min] im

plattchenreichen Plasma nach Zugabe von tissue factor (TF).

138



thrombin [nM]
B
T

N
o
1

— KHKASS

— PAVK Clopidogrel

— PAVK ASS

— PAVK ASS + Clopidogrel
PAVK ASS + Rivaroxaban

Zeit [min]

Abbildung 38: Thrombogramm PRP nach Zugabe von Thrombin.
Abbildung 38 zeigt die gebildete Menge Thrombin [nM] in Abhangigkeit der Zeit [min] im

plattchenfreien Plasma nach Zugabe von Thrombin.

8.2 Ergebnisse der Analyse der Hauptrezeptoren auf der Thrombozytenoberflache

Tabelle 16: Hauptrezeptorprasentation auf der Thrombozytenoberflache.

Angegeben ist der Median sowie das 1. und 3. Quartil fir die im Durchflusszytometer gemessenen

ABS auf der Thrombozytenoberflache exprimierter Rezeptoren.

A zeigt die Studiengruppe unter den Therapieregimen ASS, ASS + Clopidogrel und ASS +
Rivaroxaban. B beschreibt die beiden Kontrollgruppen KHK ASS und PAVK Clopidogrel.

Abkirzungen in Tabelle 16: CD: Cluster of differentiation, GP: Glykoprotein.

A
Antikérper gegen PAVK ASS PAVK ASS + Clopidogrel PAVK ASS +
Rivaroxaban
GPIlibllla (P2) 64876,57 64787,51 69329,32
(61136,26; 80416,67) (60446,08; 74783,94) (67748,59; 73826,60)
GPIb (SZ2) 13310,23 12873,83 13497,26

CD42a (Beb1)
CD29 (K20)
CD41 (SZ22)
CD61 (RUU-PL
7F12)

CD36 (FA6.162)
GPVI (HY101)

CD36 (185 1G2)

(11876,34; 13715,46)
23852,75

(19230,12; 26133,24)
7550,79

(6772,53; 8080,67)
7197,08

(5620,86; 10171,08)
62020,30

(50825,30; 69409,00)
23966,10

(17395,65; 35739,90)
12814,26

(11005,98; 13517,48)
36453,36

(29380,32; 53002,46)

(11907,51; 15585,75)
22188,60

(17319,44; 25732,61)
7617,03

(7020,91; 8544,32)
7851,36

(4639,44; 9635,76)
62132,25

(38790,68; 71424,10)
22654,80

(18400,05; 30452,85)
11452,47

(10101,84; 12579,86)
38448,32

(29471,00; 56493,64)

(12468,60; 15351,96)
23174,76

(21202,44; 24407,46)
7153,38

(6772,53; 7617,03)
8386,68

(6334,62; 12788,20)
60117,15

(48922,15; 75342,35)
24468,30

(15986,70; 36604,80)
11430,14

(10034,86; 12356,61)
37541,52

(24982,34; 52367,70)
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B

CD41 (SZ22)
CD61 (RUU-PL
7F12)

CD36 (FA6.162)
GPVI (HY101)

CD36 (185 1G2)

(6358,56; 7318,97)
6185,92 (4579,96;
8208,24)

55191,35

(52672,48; 59893,25)
18274,50

(16474,95; 24231,15)
11898,96

(10436,70; 13327,73)
32463,44

(29516,34; 37496,18)

Antikorper gegen KHK ASS PAVK Clopidogrel
GPlibllla (P2) 65811,65 66212,39

(59711,38; 68349,71) (60824,57; 80127,24)
GPIb (S22) 13154,37 12936,17

(11673,73; 15570,16) (12390,67; 14120,69)
CD42a (Beb1) 22373,51 23667,84

(19661,57; 26040,79) (22219,42; 26009,97)
CD29 (K20) 6954,68 6557,27

(5596,86; 8163,46)
7316,04

(4371,78; 9576,28)
58549,85

(50321,53; 74838,58)
23380,20

(19251,00; 25361,10)
10581,81

(9733,48; 13807,70)
37632,20

(32962,18; 41395,42)

Tabelle 17: Vergleich der Hauptrezeptorprasentation auf der Thrombozytenoberflache.
Angegeben ist der p Wert fir den Vergleich der Hauptrezeptorprasentation auf der
Thrombozytenoberfliche teilnehmender Probanden. Innerhalb der Studiengruppe wurde zur
statistischen Auswertung der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test angewandt. Beim Vergleich zwischen
der Studien- und Kontrollgruppe bzw. innerhalb der beiden Kontrollgruppen wurde der Mann-Whitney-
U-Test verwendet.

A beschreibt den Vergleich innerhalb der Studiengruppe sowie zwischen den beiden Kontrollgruppen.
B und C vergleicht die beiden Kontrollgruppen mit der Studiengruppe unter verschiedenen
Therapieregimen.

Abkilrzungen in Tabelle 17: CD: Cluster of differentiation, GP: Glykoprotein.
A

Antikérper gegen PAVK ASSvs. PAVKASSvs. PAVKASS + KHK ASS vs.
PAVK ASS + PAVK ASS + Clopidogrel vs. PAVK
Clopidogrel Rivaroxaban PAVK ASS + Clopidogrel

Rivaroxaban

GPllbllla (P2) 0,625 0,492 0,232 0,481

GPIb (SZ2) 0,541 0,371 0,910 0,684

CD42a (Beb1) 0,232 0,557 0,375 0,393

CD29 (K20) 0,365 0,574 0,041 0,796

CD41 (SZ22) 0,520 0,426 0,416 0,393

CD61 (RUU-PL 7F12) 0,275 0,426 0,322 0,631

CD36 (FA6.162) 0,719 0,557 0,492 0,247

GPVI (HY101) 0,084 0,092 0,846 0,631

CD36 (185 1G2) 0,432 1,000 0,039 0,143
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B

Antikoérper gegen KHK ASS vs. PAVK KHK ASS vs.

PAVK ASS Clopidogrel vs. PAVK ASS +
PAVK ASS Clopidogrel

GPIibllla (P2) 0,631 0,912 0,813

GPIb (SZ2) 0,796 0,912 0,870

CD42a (Beb1) 0,853 0,853 0,739

CD29 (K20) 0,105 0,353 0,034

CD41 (SZ22) 0,247 0,853 0,224

CD61 (RUU-PL 7F12) 0,481 0,853 0,739

CD36 (FA6.162) 0,218 0,853 0,190

GPVI (HY101) 0,436 0,315 0,543

CD36 (185 1G2) 0,393 0,971 0,239

C

Antikorper gegen PAVK KHK ASS vs. PAVK
Clopidogrel vs. PAVK ASS + Clopidogrel vs.
PAVK ASS + Rivaroxaban PAVK ASS +
Clopidogrel Rivaroxaban

GPIlibllla (P2) 0,579 0,045 0,670

GPIb (SZ2) 0,971 0,838 0,469

CD42a (Beb1) 0,256 1,000 0,481

CD29 (K20) 0,183 0,362 0,481

CD41 (SZ22) 0,868 0,055 0,325

CD61 (RUU-PL 7F12) 0,853 0,726 0,912

CD36 (FA6.162) 1,000 0,247 0,811

GPVI (HY101) 0,985 0,436 0,837

CD36 (185 1G2) 0,912 0,393 0,912

8.3 Ergebnisse der TZ-Funktionsanalyse

8.3.1 CD62P

Tabelle 18: Thrombozytare Oberflachen-Expression von CD62P basal und nach Aktivierung mit
Thrombozytenagonisten in aufsteigender Konzentration.

Angegeben ist der Median sowie das 1. und 3. Quartil fur die im Durchflusszytometer gemessene
Fluoreszenzintensitat der CD62P-Antikdrperbindung.

A zeigt die Studiengruppe unter den Therapieregimen ASS, ASS + Clopidogrel und ASS +
Rivaroxaban. B beschreibt die beiden Kontrollgruppen KHK ASS und PAVK Clopidogrel.

A

CD62P PAVK ASS PAVK ASS + PAVK ASS +
Clopidogrel Rivaroxaban

TRAP-6 [uM]

0 11,50 (10,25; 13,25) 8,50 (7,00; 10,25) 11,00 (8,00; 14,00)

6,5 77,00 (37,75; 85,75) 41,50 (39,50; 48,00) 66,00 (47,75; 75,25)

12,5 116,50 (97,00; 139,00) 88,50 (73,75; 108,00) 91,50 (83,75; 117,80)

25 129,50 (120,80; 161,80) 113,50 (95,50; 131,80) 133,50 (113,80; 143,80)
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Thrombin [U/ml]

0 11,50 (10,25; 13,25) 8,50 (7,00; 10,25) 11,00 (8,00; 14,00)
0,05 63,00 (42,00; 89,50) 36,00 (23,75; 48,00) 47,50 (28,75; 67,75)
0,1 124,00 (94,75; 134,3) 71,50 (50,25; 103,30) 109,50 (89,75; 128,30)
0,2 151,50 (125,50; 169,80) 107,00 (97,25; 135,80) 132,50 (126,50; 145,50)
Convulxin [ng/ml]

0 11,50 (10,25; 13,25) 8,50 (7,00; 10,25) 11,00 (8,00; 14,00)
25 63,50 (29,50; 102,80) 37,50 (24,75; 57,75) 64,00 (45,00; 70,25)
5 101,00 (83,00; 141,80) 69,00 (38,75; 79,25) 95,50 (79,75; 109,80)
20 151,00 (135,80; 168,80) 130,00 (117,30; 144,50) 143,50 (130,80; 166,30)
Arachidonséure [uM]

0 11,50 (10,25; 13,25) 8,50 (7,00; 10,25) 11,00 (8,00; 14,00)
0,5 37,50 (29,00; 48,50) 28,00 (23,00; 42,00) 33,50 (23,50; 59,00)
1 72,00 (49,00; 77,75) 65,00 (47,00; 75,50) 72,00 (49,50; 90,50)
2 112,50 (70,25; 142,50) 104,50 (63,00; 119,30) 83,50 (60,75; 114,80)
Adenosindiphosphat [uM]

0 11,50 (10,25; 13,25) 8,50 (7,00; 10,25) 11,00 (8,00; 14,00)
0,125 16,50 (14,00; 19,75) 9,50 (7,00; 12,50) 14,50 (11,00; 19,00)
0,25 20,50 (12,75; 25,00) 10,00 (8,00; 14,25) 17,50 (14,00; 23,25)
0,75 29,50 (26,75; 33,75) 13,00 (9,75; 17,00) 28,00 (19,50; 31,00)
B

CD62P KHK ASS PAVK Clopidogrel

TRAP-6 [uM]

0 11,00 (7,75; 12,75) 10,50 (8,75; 13,25)

6,5 41,00 (32,75; 85,25) 33,50 (21,75; 41,25)

12,5 95,00 (75,75; 110,30) 71,00 (45,5; 81,25)

25 125,00 (108,50; 133,80) 105,00 (79,75; 130,00)

Thrombin [U/ml]

0 11,00 (7,75; 12,75) 10,50 (8,75; 13,25)

0,05 35,00 (26,75; 48,50) 38,00 (28,25; 53,25)

0,1 86,50 (76,50; 102,30) 73,50 (60,00; 95,50)

0,2 118,50 (111,50; 134,00) 98,50 (90,75; 134,80)

Convulxin [ng/ml]

0 11,00 (7,75; 12,75) 10,50 (8,75; 13,25)

2,5 49,00 (27,75; 54,50) 35,00 (28,00; 47,00)

5 71,00 (51,25; 84,50) 63,00 (43,50; 72,00)

20 131,00 (116,80; 159,00) 128,00 (104,00; 145,50)

Arachidonséure [uM]

0 11,00 (7,75; 12,75) 10,50 (8,75; 13,25)

0,5 28,50 (25,25; 44,25) 38,50 (25,75; 48,50)

1 73,50 (59,75; 99,50) 67,00 (41,00; 81,25)

2 103,5 (91,5; 113) 67 (51,75; 100,8)

Adenosindiphosphat [uM]
0

0,125

0,25

0,75

11 (7,75; 12,75)
13,5 (9,5; 16,25)
17,5 (11,75; 19,5)
25 (16; 29,25)

10,5 (8,75; 13,25)
13 (11,75; 14,25)
12,5 (12; 14)

16 (15; 19,25)
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8.3.2 GPlIb/llla

Tabelle 19: Thrombozytire GPIllb/llla Rezeptoraktivierung basal und nach Aktivierung mit

Thrombozytenagonisten in aufsteigender Konzentration.

Angegeben ist der Median sowie das 1. und 3. Quartil fiir die im Durchflusszytometer gemessenen

Fluoreszenzintensitat der PAC-1 Antikérperbindung.

A zeigt die Studiengruppe unter den Therapieregimen ASS, ASS + Clopidogrel und ASS +
Rivaroxaban. B beschreibt die beiden Kontrollgruppen KHK ASS und PAVK Clopidogrel.

A

aktiviertes GPlIb/llla PAVK ASS PAVK ASS + PAVK ASS +

Clopidogrel Rivaroxaban

TRAP-6 [uM]

0 9,00 (6,00; 12,75) 7,50 (5,75; 9,00) 12,00 (10,50; 14,25)
6,5 115,50 (92,75; 137,80) 40,00 (22,50; 70,25) 87,50 (58,25; 110,00)
12,5 134,00 (95,75; 150,50) 67,00 (35,25; 113,80) 133,00 (101,50; 146,30)
25 136,50 (87,00; 155,00) 79,50 (40,75; 100,30) 130,50 (119,00; 136,50)
Thrombin [U/ml]

0 9,00 (6,00; 12,75) 7,50 (5,75; 9,00) 12,00 (10,50; 14,25)
0,05 91,00 (38,50; 136,80) 26,00 (10,75; 81,00) 122,00 (80,00; 159,80)
0,1 145,00 (115,00; 172,00) 80,00 (37,25; 118,50) 150,50 (119,50; 178,30)
0,2 179,00 (133,00; 202,00) 106,00 (59,50; 156,80) 195,50 (129,00; 203,50)
Convulxin [ng/ml]

0 9,00 (6,00; 12,75) 7,50 (5,75; 9,00) 12,00 (10,50; 14,25)
25 75,50 (62,00; 151,80) 47,50 (22,50; 88,00) 109,50 (87,50; 138,80)
5 130,50 (87,50; 176,80) 67,50 (50,25; 136,00) 126,50 (112,00; 172,80)
20 178,50 (166,00; 199,00) 129,00 (110,80; 172,00) 165,50 (125,50; 214,80)
Arachidonséure [uM]

0 9,00 (6,00; 12,75) 7,50 (5,75; 9,00) 12,00 (10,50; 14,25)
0,5 61,50 (46,00; 78,75) 38,00 (26,50; 49,00) 60,00 (52,25; 65,00)

1 74,50 (32,25; 102,80) 41,00 (32,75; 67,00) 45,00 (27,50; 61,25)

2 15,00 (11,50; 23,00) 14,50 (6,50; 16,25) 11,00 (6,50; 26,00)

Adenosindiphosphat [uM]
0

9,00 (6,00; 12,75)

7,50 (5,75; 9,00)

12,00 (10,50; 14,25)

0,125 78,00 (48,75; 90,25) 28,00 (13,75; 47,25) 53,50 (40,25; 75,50)
0,25 77,50 (60,50; 104,80) 33,00 (17,75; 51,00) 77,50 (63,50; 91,00)
0,75 107,00 (97,00; 145,80) 52,50 (34,00; 69,25) 112,00 (71,50; 123,50)
B

aktiviertes GPllIb/llla KHK ASS PAVK Clopidogrel

TRAP-6 [uM]

0 11,00 (9,75; 13,00) 8,50 (5,75; 10,50)

6,5 102,00 (69,25; 124,80) 28,00 (18,50; 50,00)

12,5 144,50 (93,25; 166,30) 67,50 (32,25; 96,75)

25 136,50 (107,00; 181,30) 70,50 (40,75; 109,30)

Thrombin [U/ml]

0 11,00 (9,75; 13,00) 8,50 (5,75; 10,50)

0,05 54,50 (18,00; 76,50) 26,50 (14,75; 46,75)

0,1 133,50 (116,80; 196,00) 76,50 (49,25; 92,00)

0,2 176,50 (143,30; 232,00) 118,50 (61,00; 157,50)
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Convulxin [ng/ml]

0 11,00 (9,75; 13,00) 8,50 (5,75; 10,50)
2,5 68,50 (45,00; 113,00) 27,50 (17,25; 42,00)
5 129,50 (92,50; 173,00) 46,50 (37,75; 114,80)
20 174,50 (155,30; 214,80) 134,00 (93,00; 169,80)
Arachidonséure [uM]

0 11,00 (9,75; 13,00) 8,50 (5,75; 10,50)
0,5 58,00 (54,00; 78,25) 45,50 (31,25; 66,75)
1 47,50 (34,75; 62,00) 47,50 (20,00; 62,25)
2 12,50 (8,50; 17,50) 23,00 (16,25; 32,50)
Adenosindiphosphat [uM]

0 11,00 (9,75; 13,00) 8,50 (5,75; 10,50)
0,125 56,50 (19,00; 87,50) 17,50 (8,75; 29,00)
0,25 65,00 (40,75; 97,75) 27,00 (20,25; 40,25)
0,75 106,00 (82,00; 125,00) 43,50 (26,50; 59,25)

8.3.3 Mepacrine

Tabelle 20: Thrombozytdre Mepacrine Aufnahme und Freisetzung basal und nach Aktivierung
mit Thrombozytenagonisten in aufsteigender Konzentration.

Angegeben ist der Median sowie das 1. und 3. Quartil fir die im Durchflusszytometer gemessenen
Fluoreszenzintensitat der Mepacrineaufnahme.

A zeigt die Studiengruppe unter den Therapieregimen ASS, ASS + Clopidogrel und ASS +
Rivaroxaban. B beschreibt die beiden Kontrollgruppen KHK ASS und PAVK Clopidogrel.

A

Mepacrine PAVK ASS PAVK ASS + PAVK ASS +
Clopidogrel Rivaroxaban

Thrombin [U/ml]

0 50,00 (47,00; 62,25) 57,50 (47,00; 61,75) 49,00 (45,25; 56,00)
0,05 41,50 (35,00; 51,00) 51,50 (45,25; 53,25) 43,00 (36,50; 46,00)
0,1 29,00 (26,00; 39,25) 40,50 (34,25; 50,00) 32,00 (26,50; 37,00)
0,2 19,50 (17,50; 27,00) 32,00 (24,75; 37,50) 23,00 (17,50; 24,00)
Convulxin [ng/ml]

0 50,00 (47,00; 62,25) 57,50 (47,00; 61,75) 49,00 (45,25; 56,00)
2,5 46,00 (32,75; 50,75) 51,00 (42,00; 57,25) 42,00 (37,75; 49,25)
5 38,50 (25,00; 42,25) 42,50 (38,75; 53,00) 35,50 (30,25; 41,25)
20 14,50 (12,25; 23,50) 22,50 (19,75; 31,00) 15,50 (13,75; 19,00)
B

Mepacrine KHK ASS PAVK Clopidogrel

Thrombin [U/ml]

0 46,50 (38,00; 56,25) 45,50 (38,25; 62,00)

0,05 41,00 (34,50; 46,50) 44,00 (33,75; 53,50)

0,1 31,00 (25,50; 39,25) 37,50 (31,50; 47,25)

0,2 23,00 (19,00; 28,50) 28,00 (22,00; 33,75)
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Convulxin [ng/ml]

0 46,50 (38,00; 56,25) 45,50 (38,25; 62,00)
2,5 41,00 (37,00; 50,25) 42,50 (35,50; 51,50)
5 36,00 (33,50; 41,75) 38,00 (31,00; 46,75)
20 18,50 (15,00; 22,25) 25,50 (18,25; 28,75)

8.4 Ergebnisse des VASP Assays

Tabelle 21: Einzelmessergebnisse der VASP Phosphorylierung.

Darstellung des Thrombozyten-Reaktivitatsindex (PRI) der einzelnen Probanden.

A zeigt die Studiengruppe unter den Therapieregimen ASS, ASS + Clopidogrel und ASS +
Rivaroxaban. B beschreibt die beiden Kontrollgruppen KHK ASS und PAVK Clopidogrel.

A

Proband Parameter PAVK ASS PAVK ASS + PAVK ASS +
Clopidogrel Rivaroxaban

1 PRI [%] 79,66 23,40 94,87

2 PRI [%] 75,64 26,67 83,33

3 PRI [%] 81,40 51,22 90,57

4 PRI [%] 85,71 47,73 89,23

5 PRI [%] 83,91 63,33 91,36

6 PRI [%] 90,00 6,10 84,55

7 PRI [%] 85,00 85,00 83,15

8 PRI [%] 87,50 12,40 84,55

9 PRI [%] 85,89 34,42 76,23

10 PRI [%] 60,00 50,39 84,68

B

Proband Parameter KHK ASS PAVK Clopidogrel

1 PRI [%] 91,45 60,00

2 PRI [%] 89,83 51,39

3 PRI [%] 89,12 9,33

4 PRI [%] 83,33 72,97

5 PRI [%] 84,76 34,27

6 PRI [%] 88,41 12,61

7 PRI [%] 90,20 9,79

8 PRI [%] 78,26 33,33

9 PRI [%] 97,30 0

10 PRI [%] 85,42 62,26
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