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Einleitung

Die arterielle Thrombose als pathophysiologisches Korrelat des Myokardinfarktes (Ml)
(Jackson 2011) sowie der ischamisch bedingten Folgeerkrankungen stellen weiterhin die
primare Todesursache in Deutschland dar (Destatis 2015, Todesursachen). Wahrend der
Atherothrombose kommt es durch die Ruptur einer atherosklerotischen Plaque in den
Koronararterien zur Freisetzung von subendothelialen Matrixproteinen (z.B. Kollagene, von-
Willebrand-Faktor, Laminin, Fibronectin) sowie von l6slichen Signalstoffen (z.B. ADP,
Lipidmediatoren). Die lokale Freisetzung dieser potenten Thrombozytenagonisten sowie die
Exposition der hoch thrombogenen Matrixproteine triggert die Aktivierung von Thrombozyten,
die wesentlich zur Thrombusbildung mit anschlieBender Reduktion des Perfusionsflusses und
folglich zur Gewebeischdmie des Herzmuskels (Jackson 2011) beitragen.

Thrombozyten sind anukleare Zellen, die im Knochenmark von ihren Vorlauferzellen, den
Megakaryozyten, im Prozess der Thrombopoiesis (Italiano and Shivdasani 2003) in das Blut
freigesetzt werden. Nach einer intravaskularen Lebenszeit von 7-10 Tagen werden sie aus
der Zirkulation entfernt und abgebaut. In den vergangenen Jahren konnte gezeigt werden,
dass Thrombozyten neben ihrer klassischen physiologischen Aufgabe der Uberwachung der
Integritat der GefaRwand als korpuskularer Bestandteil der primaren Hamostase vielféltige
Aufgaben im Rahmen von Tumorerkrankungen (Labelle, Begum et al. 2011), Infektionen (Gay
and Felding-Habermann 2011) sowie der Pathogeneses der Atherosklerose (Massberg,
Brand et al. 2002) tbernehmen.

Im Rahmen der arteriellen Thrombose erfolgt die anfangliche Rekrutierung der Thrombozyten
zur Verletzungsstelle tber den von-Willebrand-Faktor (WWF), der durch das Glykoprotein
GPIba auf dem Thrombozyten gebunden wird. Die dadurch erzielte Dezeleration erméglicht
die Bindung des Glykoproteins GPVI an Kollagen und Fibrinogen, was die initiale Aktivierung
der Thrombozyten bedingt. Die vollstandige Thrombozytenaktivierung erfolgt durch die
Kumulation weiterer Aktivierungssignale uUber andere Thrombozytenrezeptoren. Dazu
gehodren unter anderem die Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren wie z.B. den ADP-
Rezeptor (P2Y12, P2Y1), den Serotoninrezeptor oder den Thrombinrezeptor (Protease
aktvierter Rezeptor-1) (Bye, Unsworth et al. 2016). Die Thrombozytenaktivierung geht mit
Konformationsénderung der thrombozytaren Integrinrezeptoren einher, die durch die Bindung
ihres spezifischen Substrates der exponierten Matrixproteine scherkraftresistente Adhasion
formt.

Parallel dazu kommt es auf den aktivierten Thrombozyten zur Exposition negativ geladener
Membrananteile, was die Rekrutierung von Gerinnungsfaktoren und die Bildung des

Tenasekomplexes auf der Zelloberflache bedingt (lvanciu and Stalker 2015). Durch die
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Aktivierung von FXa kann in einem nachsten Schritt die Aktivierung von Prothrombin in
katalytisch aktives Thrombin erfolgen, was letztlich zur Fibringenerierung und anschlieender
Quervernetzung der Thrombozyten im Thrombus fuhrt. Durch die Sezernierung der
Thrombozytengranula (z.B. ADP, ATP, Thromboxan, Prothrombin, Fibrinogen), sowie die
zunehmende Gerinnungsaktivierung kommt es zur Amplifikation der
Thrombozytenaktivierung, was zu einer vermehrten Thrombozytenrekrutierung und
Thrombuswachstum fuhrt.

Obwohl das Verstandnis Uber die zugrunde liegenden Mechanismen der
Thrombozytenaktivierung stetig wachst, zielen die derzeitig zugelassenen antithrombozytéaren
Therapien lediglich auf eine Reduktion der Thrombozytenaktivierung wahrend der spaten
Amplifikationsphase. Dazu zahlen Aspirin, was die Thromboxan-Generierung durch
Acetylierung von Ser530 der Cyclooxygenase | hemmt, die P2Y12 ADP-Rezeptor-
Antagonisten (Clopidogrel, Prasugrel und Ticagrelor), ein PAR-1 Thrombinrezeptor-
Antagonist (Vorapaxar) und die Glykoprotein GPIIbllIA Hemmer (Tirofiban, Abciximab).
Bislang sind keine antithrombozytaren Therapien, die spezifisch die frihe Phase der
Thrombozytenrekrutierung und Aktivierung inhibieren, zugelassen. Ziel einer solchen
spezifischen Thrombozyteninhibition soll die Reduktion von Blutungskomplikationen im
Rahmen einer primédren Blutstilung bei gleichzeitig bestehender suffizienter
antithrombotischer Wirkung sein. Aktuell wird das Revacept, ein dimeres losliches GPVI
Fragment (Ungerer, Rosport et al. 2011) das intravaskular exponierte GPVI Bindungsstellen
innerhalb einer GefaRlasion blockiert und somit eine Aktivierung der Thrombozyten verhindert,
als moglicher neuer therapeutischer Ansatz in einer klinischen Phase |l Studie
(NCT03312855) getestet.

Ein neues Level an Komplexitdt ergibt sich durch die Einfihrung der neuen oralen
Antikoagulantien (NOAC) die neben der Faktor lla bzw Xa Inhibition der Gerinnungsreaktion
auch Einfluss auf die Thrombozytenfunktion wéhrend der arteriellen Thrombose haben
kénnen. Auch dahingehend ist eine detaillierte Untersuchung NOAC vermittelter Effekte auf
die Thrombozytenfunktion essentiell.

Zusammengefasst ergibt sich, dass ein besseres Verstandnis der zugrunde liegenden
molekularen Mechanismen der Thrombozytenaktivierung sowie pharmakodynamischer
Medikamenteneffekte auf die Thrombozytenfunktion fur die klinische Patientenversorgung

und die Entwicklung neuer antithrombotischer Therapien von essentieller Bedeutung ist.
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Zielsetzung

1.) Im ersten Projekt wird der Einfluss der 1 Integrine auf die Kollagen vermittelte Thrombo-
zytenaktivierung und arterielle Thrombose untersucht. Daflir wurden verschiedene genetisch
veranderte 31 Integrin Mauslinien generiert.

2.) Im zweiten Projekt wird die pathophysiologische Relevanz der MicroRNAs als neuer
Regulationsmechanismus der Thrombozytenfunktion untersucht. Dafur wird der Einfluss der
am haufigsten exprimierten MicroRNA in Thrombozyten miR223 mit Hilfe eines miR223
Knockout-Mausmodells analysiert.

3.) Im dritten Projekt wird der Einfluss der NOACs, im Besonderen des oralen Thrombin-
inhibitors (OTI) Dabigatran, unter dem ein erhohtes Risiko fur Herzinfarkte beobachtet wurde,
auf die Thrombozytenfunktion untersucht.

Weitere NOAC assoziierte Effekte auf die Thrombozytenaktivierung werden in einer Uber-
sichtsarbeit zusammengefasst und diskutiert.

4.) Im vierten Projekt wird die pharmakodynamische Interaktion von Aspirin und dem weitlaufig
eingesetzten Schmerzmittel Metamizol auf die antithrombozytare Wirkung von Aspirin

untersucht.
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Publikationen

Einfluss der B1 Integrine auf Thrombozytenaktivierung und arterielle Thrombose

B1 integrin-mediated signals are required for platelet granula secretion and hemostasis in
mouse. Petzold T, Ruppert R, Pandey D, Barocke V, Meyer H, Lorenz M, Zhang L, Siess W,
Massberg S and Moser M. Blood. 2013;122:2723-31.D0I:10.1182/blood-2013-06-508721.

Im Rahmen einer atherosklerotischen Plaqueruptur kommt es zur Exposition von hoch
thrombogenen, subendothelialen Matrixproteinen. Die unmittelbar einsetzende Rekrutierung
der Thrombozyten erfolgt dabei durch die Scherkrafte abhangige Interaktion des
thrombozytaren von-Willebrand-Faktor (vWF) Rezeptors GPIba mit dem an der Gefal3lasion
exponierten VWF. Durch die VWF vermittelte Verlangsamung der Plattchen kommt es zur
Interaktion und Aktivierung weiterer Matrixrezeptoren, u.a. des primaren Kollagenrezeptors
Glykoprotein VI (GPVI), durch dessen Signale es zur vollstandigen Aktivierung des
Thombozyten kommt. Wahrend des Aktivierungsschritts fuhrt die Bindung der intrazellularen
Regulatorproteine Talin-1 und Kindlin-11l an den zytoplasmatischen Teil der B-Untereinheit der
Integrine zur Konformationsdnderung der extrazellularen Domane des Rezeptors, was die
Bindung an Matrixproteine ermdéglicht. Die Abwesenheit eines der beiden Aktivatorproteine
fuhrt aufgrund der fehlenden Integrinaktivierbarkeit zu einer Protektion vor arteriellen
Thrombosen und einer maximal verlangerten Blutungszeit (Nieswandt, Moser et al. 2007,
Moser, Nieswandt et al. 2008). Durch die strukturelle Aktivierung der B1und $3 Integrine wird
die Rekrutierung und Scherkraft resistente Adhédsion der Thrombozyten an die
Verletzungsstelle ermdglicht.

Die pathophysiologische Relevanz der 1 Integrine ist, im Gegensatz zu den allbBIIIA Integrin,
unzureichend verstanden (Gruner, Prostredna et al. 2003). Neben dem am haufigsten
exprimierten B1 Integrin, dem Kollagenrezeptor a2B1, exprimieren Thrombozyten den
Fibronectin-Rezeptor a5f1 und den Laminin-Rezeptor a631. Wahrend die dominante Rolle
des GPVI hinsichtlich der Kollagen vermittelten Thrombozytenaktivierung wéhrend der friihen
Phase der arteriellen Thrombose generell akzeptiert ist, bleibt die pathophysiologische
Relevanz des o231 Integrins wéahrend dieses Prozesses unklar. Um die Fragestellung
experimentell zu adressieren wurden verschiedene genetisch veranderte konditionelle
Mauslinien generiert, die unterschiedliche Mengen an (31 Integrin auf den Thrombozyten
exprimieren (Petzold, Ruppert et al. 2013). Zudem wurde eine Mauslinie (31-TTAA) generiert,
in der B1 Integrine exprimiert werden, die jedoch aufgrund einer Mutation der intrazellularen
Bindungsstelle (d.h. Aminos&ure788/789 Threonine/Threonine-> Alanine/Alanine) fur das

Integrin- Aktivatorprotein Kindlin-Ill nicht mehr aktiviert werden kdnnen. Zuerst erfolgte eine
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Charakterisierung der aus 4 verschiedenen konditionellen Knock-out M&usen isolierten
Thrombozyten  hinsichtlich  der Integrinexpression und  Aktivierbarkeit — mittels
Durchflusszytometrie. Im Vergleich zu den Kontrollen (d.h. 100% aktivierbares 1-Integrin)
fand sich auf der Zelloberflache der heterozygoten Thrombozyten 52% funktionales B1, auf
den TTAA Thrombozyten 18% nicht aktivierbares, auf den hypomorphen Tieren 3%
aktivierbares und auf knock-out Thrombozyten 0% B1-Integrin (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Charakterisierung der genetisch verénderten konditionellen 81- Integrin knock-
out Mause. Quantifizierung der B1-Integrin Oberflachenexpression auf Thrombozyten mittels
Durchflusszytometrie (A,B) und Immunoblotting (WT: Wildtype Kontrolle, HT: heterozygote,
KO: knock-out, TTAA: Kindlin-3 Bindungsstellen Mutante, Hpm: hypomorph). (D)
Quantifizierung der Expression der Thrombozytenoberflachen-Rezeptoren B3-Integrin,
Glycoprotein VI (GPVI) und IX (GPIX). (E/F) Quantifizierung der thrombozytaren
Integrinaktivierung mittels konformationssensiblen Antikdrpern nach Stimulation mit den
angegebenen Stimuli (d.h. Thrombin, CVX: Convulxin und U4669). Signifikanzlevel sind
angegeben (P-Werte: * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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Die Funktionalitat der B1-Integrine wéhrend der Adh&sion und des Spreadings wurde auf
Kollagen Substraten quantifiziert. Dabei fand sich eine deutlich reduzierte Spreading Flache
(Area) in den knock-out sowie den TTAA und Hpm Thrombozyten. Diese Ergebnisse lie3en
sich auch in-vivo wéhrend der friihen arteriellen Thrombose bestéatigen. In einem Carotis-
Ligaturmodell war die Thrombozytenadhasion in den knock-out sowie den TTAA und Hpm
Tiere reduziert, was die Rolle der B1-Integrine wahrend der Adhasion zur Gefal3lasion unter
hohen, arteriellen Scherkraften unterstreicht. Desweiteren konnten wir zeigen, dass
thrombozytare B1-Integrine wesentlich zur primaren Hamostase beitragen. Wahrend in (31
knock-out Mausen die Blutungszeit deutlich verlangert ist, reichten bereits ~3% an
aktivierbaren B1-Integrinen auf den Thrombozyten aus (B1-hypomorph), um eine normale
Blutungszeit zu erhalten(Petzold, Ruppert et al. 2013) (Abb.2).
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Abbildung 2: Arterielle Thrombose und Blutungszeitmessung. (A) Karotisligaturmodel zur
Induktion einer arteriellen Thrombose. Quantifizierung der Thrombozytenadhéasion an der

Gefaldlasion zu den angegebenen Zeitpunkten (5min, 10min, 15min, 60min) (B) Bestimmung

9



Habilitationsschrift von Dr. med. Tobias Petzold

der Blutungszeit in Sekunden. Tierlinien: WT: C57/bl6 Wildtype Kontrolle, fl/fl: Kontrollgruppe
aus Geschwistertieren (Cre-), HT: heterozygote, KO: knock-out, TTAA: Kindlin-3
Bindungsstellen Mutante, TTAA/fl: Kontrollgruppe aus Geschwistertieren (Cre-), Hpm:
hypomorph, Hpm/fl Kontrollgruppe aus Geschwistertieren (Cre-). Signifikanzlevel sind
angegeben (P-Werte: * p<0.05, **p<0.01).

Als zugrunde liegender Mechanismus konnte gezeigt werden, dass die Kollagen getriggerte
Sezernierung von thrombozytaren dense-Granula (z.B. ATP) sowie a-Granula (z.B. VWF,
TSP-1, PF-4 und Serotonin) zur Schaffung eines prothrombotischen Mikromilieus und vollen
Thrombozytenaggregation notwendig ist und dafur bereits 3% funktionale B1-Integrine
ausreichend sind (Abbildung 3). Dabei geht die Sezernierung mit einer Aktivierung der Rho-
GTPase RAC-1 sowie der Reorganisation des  Aktinzytoskeletts einher.
Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass die Aktivierung der a2@1-Integrine und die
subsequent induzierten Signale einen wesentlichen Beitrag zur Kollagen vermittelten
Aktivierung der Thrombozyten wahrend der frihen Phase der art. Thrombose sowie
Hamostase leisten. Als zugrundeliegender Mechanismus konnte gezeigt werden, dass 1-
Integrin vermittelte Signale zu einer Reorganisation den Aktinzytoskeletts fuhren, was letztlich

eine Granula-Sezernierung auslést.

10
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Abbildung 3: B7-Integrine vermitteln die Thrombozytenaggregation und Granulasekretion.
Licht-Transmissionsaggregometrie nach Stimulation von gewaschenen Platichen mit
Kollagen oder CVX (A). Aggregationsreaktion in Gegenwart von Fibrinogen und Mangan (B).
Quantifizierung der dense- Granula ATP Sekretion mittels Lumineszenz Reaktion (D), von
Serotonin (D), Plattchenfaktor-4 (PF-4; E) und Fibrinogen (F) nach jeweils nach Stimulation
mit Kollagen und CVX. Dargestellt ist die Ratio der Sezernierungsantwort (Kollagen/CVX). (G)
Immunoblots zur Bestimmung der vVWF und TSP-1 Sezernierung aus Thrombozyten nach
Stimulation mit Kollagen und CVX. Ein reprasentativer Immunoblot fir 3 unabhangige
Versuche ist gezeigt. (WT: Wildtype Kontrolle, HT: heterozygote, KO: knock-out, TTAA:
Kindlin-3 Bindungsstellen Mutante, Hpm: hypomorph). Signifikanzlevel sind angegeben (P-
Werte: * p<0.05, **p<0.01, **p<0.001).
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Rolle der Micro-RNA223 auf die Thrombozytenfunktion

MiR-223 is dispensable for platelet production and function in mice. Leierseder S*, Petzold T*,
Zhang L, Loyer X, Massberg S and Engelhardt S. Thrombosis and haemostasis.
2013;110:1207-14. DOI:10.1160/TH13-07-0623. *contributed equally

MicroRNAs (miRNAs) sind nicht-kodierende 22-23 Nukleotide lange RNAs, die als post-
transkriptionelle  Regulatoren der Genexpression vielfaltige physiologische und
pathophysiologische Prozesse innerhalb eukaryontischer Zellen regulieren (Bartel 2009)
(Chen, Li et al. 2004). Mechanistisch binden die in der Zelle gebildeten reifen, einzelstréngigen
mMiRNA Molekile an die in der Zelle vorhandenen Boten-RNA (mRNA). Die Bindungsspezifitat
wird dabei durch die miRNA Sequenz bestimmt. Durch eine komplementare Bindung der
miRNA an die mRNA entstehen RNA-Doppelstrange, die an den RISC-Komplex binden und
dadurch die Translation der mMRNA hemmen bzw. einen Abbau des RNA-Komplexes triggern
(Rowley, Chappaz et al. 2016). Die Alteration der mRNA-Level in den Zellen fihrt zu einer
posttranskriptionellen Regulation der Proteinexpression. Der Einfluss von miRNA auf die
Thrombozytenfunktion ist insbesondere vor dem Hintergrund, dass Thrombozyten keinen
Zellkern besitzen und eine Translation in begrenzten Maf3en stattfindet, unzureichend
verstanden (Sunderland, Skroblin et al. 2017). MiRNA223 ist die am haufigsten exprimierte
miRNA in Thrombozyten und ist daher aus klinischer und grundlagenwissenschaftlicher Sicht
von hohem Interesse.

Um die Rolle von miR223 auf die Thrombozytenfunktion und Hamostase genauer zu
untersuchen, wurde ein miRNA223 knock-out (KO) Mausmodell genutzt(Leierseder, Petzold
et al. 2013). Initial erfolgte die Charakterisierung der basalen Thrombozytenparameter. Dabei
fand sich hinsichtlich der Thrombozytenzahlen, Gré3e und Lebenszeit in den KO-Tieren kein
Unterschied im Vergleich zu Kontrolltieren (Abbildung 1A-C). Auch hinsichtlich der Expression
zentraler Thrombozytenrezeptoren (d.h. GPIb, GPXI, Integrin GPIIb sowie B1Integrin) fand
sich kein Unterschied zwischen den Gruppen (Abbildung 1D). Um den Einfluss von miR223
auf die Thrombozytenfunktionalitéat zu adressieren, wurde die Thrombozytenreaktivitat nach
Stimulation mit Thrombin und CVX auf Einzelzellebene mittels Durchflusszytometrie, das
Aggregationsverhalten in plattchenreichen Plasma (PRP) sowie das
Thrombuskontraktionsverhalten untersucht (Abbildung 1F-H). Dabei fanden sich keine
Unterschiede zwischen den Gruppen. Um letztlich die physiologische Relevanz von miR223
unter arteriellen Flussbedingungen zu untersuchen, erfolgten Flusskammerversuche auf
Kollagenoberflachen, wobei sich erneut kein Unterschied beziiglich Thrombozytenadh&sion
und Thrombusformation zwischen Kontrolle und KO zeigte (Abbildung 1I). Im Einklang mit den

in-vitro Daten fanden sich keine signifikanten Unterschiede auf die primare Hamostase in-

12
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vivo, die mittels Blutungszeit (Abbildung 1J) bestimmt wurde. Unsere Studie fand keinen
Hinweis auf einen relevanten Einfluss von miR223 auf die Thrombozytenfunktion. Obwohl sich
auf Grundlage der Thrombozytenzahlen und Parameter unter physiologischen Bedingungen
kein Anhalt fir einen Einfluss von miR223 auf die Megakaryozytenfunktion und
Thrombopoiesis ergeben hat, bleibt unklar, ob diese Beobachtung auch unter Bedingungen
mit gesteigertem Verbrauch von Thrombozyten und kompensatorisch erhdhter
Thrombozytenbildung zutrifft. Um diese Fragestellung in-vivo zu adressieren wurde ein Modell
der Antikorper induzierten Immunothrombozytopenie untersucht. Darin fand sich, dass die
Erholung der Thrombozytenzahlen in miR223 KO Tieren verzégert erfolgt (Abbildung 2A). Die
verzogerte Regeneration der Plattchenzahlen fand sich auch nach Durchfihrung einer
Knochenmarkstransplantation (Abbildung 2B), was fir einen Megakaryozyten (MK)
intrinsischen Mechanismus spricht. In den anschlie3enden Versuchen zur Untersuchung der
Megakaryozytenfunktion und Proliferation fand sich zwischen den Gruppen kein relevanter
Unterschied hinsichtlich des Spreadingverhaltens, der Fahigkeit zur Proplattchenbildung, dem
Proliferationspotential von MK-Vorlauferzellen aus isolierten Knochenmark sowie der Anzahl
von MK im Knochenmark (Leierseder, Petzold et al. 2013) (Abbildung 2C-F). Inwieweit der
moderate Einfluss von miR223 auf die Thrombozyten-Erholungszeit klinisch relevant ist,
werden weiterfuhrende Untersuchungen zeigen.

Zusammenfassend ergibt sich auf Grundlage unserer Ergebnisse kein Hinweis auf eine
relevante Rolle der am haufigsten exprimierten MicroRNA auf die Plattchenfunktion in murinen
Zellen. Zukinftige weiterfihrende mechanistische Untersuchungen sind nétig, um den
direkten  Einfluss weiterer in  Thrombozyten exprimierten miRNAs auf die

Thrombozytenfunktion zu untersuchen.
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Abbildung 1:
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Abbildung 2:

Copyright protected
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Abbildung 1: (A-C) Charakterisierung der Thrombozytenparameter (Anzahl, Plattchen-
volumen und Lebenszeit) in Vollblut bzw. in-vivo im Mausmodell. (D) Quantifizierung der
Oberflachenexpression der Thrombozytenrezeptoren mittels Durchflusszytometrie (GPIX,
Integrin GPlIb, GPlba; n>3). (E) Thrombozytenaktivierung nach Stimulation mit den
angegebenen Stimuli, quantifiziert mittels Durchflusszytometrie zur Messung des aktiven
GPIIblIIA sowie P-selectin (n>3) Expression. (F-G) Aggregationsmessungen in Vollblut und
gewaschenen Thrombozyten. (H) Thrombus Retraktions Assay nach Stimulation mit
Thrombin. () Flusskammerversuche auf Kollagen unter arteriellen Flussbedingungen mit
Messung der Oberflachenbedeckung durch Rhodamin gefarbtes Vollblut (Shear rate 1000/s;
n>3). (J) Blutungszeitanalyse im Mausmodell dargestellt sind einzelne Individuen. (WT:
Kontrolle, KO: knockout).

Abbildung 2: (A) Erholungszeit der Thrombozytenzahl nach Induktion einer Immun-
thrombozytopenie. (B) Thrombozytenzahlen nach Generierung von Knochenmarkschiméaren.
(C) Spreadingverhalten von Megakaryozyten. (D) Quantifizierung der Proplattchenbildung von
kultivierten Megakaryozyten. (E) Proliferationsverhalten (CFU: koloniebildende Einheit) von
Megakaryozytenvorlauferzellen aus dem Knochenmark. (F) Quantifizierung der
Megakaryozytenzahlen im Knochenmark (MK: in rot, Zellkerne in blau gefarbt). (WT:
Kontrolle, KO: knockout). Signifikanzlevel sind angegeben (P-Werte: * p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001).
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Einfluss der neuen oralen Antikoagulantien auf die Thrombozytenfunktion und
arterielle Thrombose

Oral thrombin inhibitor aggravates platelet adhesion and aggregation during arterial
thrombosis. Petzold T, Thienel M, Konrad I, Schubert I, Regenauer R, Hoppe B, Lorenz M,
Eckart A, Chandraratne S, Lennerz C, Kolb C, Braun D, Jamasbi J, Brandl R, Braun S, Siess
W, Schulz C and Massberg S. Sci  Transl Med. 2016;8:367ral68.
DOI:10.1126/scitransImed.aad6712.

Fir Patienten, die aufgrund eines Vorhofflimmerns oder einer vendsen Thromboembolie eine
dauerhafte orale Antikoagulation benétigen, stellen die seit wenigen Jahren verfugbaren
sogenannten neuen oralen Antikoagulantien (NOACS), die auch als DOACs (Direkte Orale
Antikoagulantien) bezeichnet werden, eine attraktive Alternative zu den bisher genutzten
Vitamin-K Antagonisten (VKA, z.B. Marcumar) dar. Zu der Gruppe der klinisch zugelassenen
NOACs gehdrt der direkte Thrombin (Faktor lla) Inhibitor Dabigatran sowie die Faktor Xa
Inhibitoren Rivaroxaban, Apixaban sowie Edoxaban. In den grof3en klinischen randomisierten
Zulassungsstudien zeigte sich eine Gleichwertigkeit der NOACs bzgl. der Pravention von
Schlaganféallen gegenliber der Behandlung mit VKA sowie eine Gleichwertigkeit bzw.
Uberlegenheit hinsichtlich des Auftretens von Blutungskomplikationen. In der Dabigatran-
Zulassungsstudie zur Schlaganfall-Pravention bei nicht-valvularem Vorhofflimmern fanden
sich bei Patienten unter Dabigatran im Vergleich zu Patienten, die mit Vitamin-K-Antagonisten
behandelt wurden, eine erhohte Haufigkeit von Herzinfarkten (Connolly, Ezekowitz et al.
2009). Vor dem Hintergrund dieser Beobachtung wurde die vorliegende translationale Studie
mit der Fragestellung, ob die erhdhte Rate von Herzinfarkten unter Dabigatrantherapie auf
einem zugrundeliegenden Mechanismus beruht, initiiert.

Hierflr wurden 95 Patienten rekrutiert, die aufgrund von Vorhofflimmern mit Dabigatran (n=45;
150mg zweimal taglich) oder Marcumar (n=54; Ziel INR 2-3) zur Pravention systemischer
Embolien antikoaguliert waren. Wahrend sich kein Hinweis auf eine Alteration der
Thrombozytenaktivierbarkeit auf  Einzelzellebene fand, zeigte sich in der
Vollblutaggregationsmessung lediglich nach Stimulation mit Ristocetin eine verstarkte
Aggregationsantwort. Im Rahmen einer arteriellen Thrombose wird die initiale
Thrombozytenrekrutierung durch VWF vermittelt. Da das Schlangenvenom Ristocetin zu einer
strukturellen Aktivierung des vWF-Molekiils fuhrt, die der physiologischen durch intravasale
Scherkrafte  induzierten  Aktivierung  gleicht, wurden zur  weiteren  Analyse
Flusskammerversuche durchgefuhrt. Um die pathophysiologische Relevanz der Versuche zu
gewahrleisten, wurden Flusskammern verwendet, die mit humanem atherosklerotischen

Plaguematerial beschichtet waren (Brandl, Richter et al. 1997, Reininger, Bernlochner et al.
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2010). Wie in Abbildung 1 dargestellt, fanden sich unter arteriellen Flussbedingungen in der
OTl im Vergleich zur VKA wund unbehandelten Kontrollgruppe eine verstarkte
Thrombozytenadh&sion und Thrombusbildung (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Verstarkte Thrombozytenadhasion und Thrombusformation auf humanem
Plaguematerial unter Flussbedingungen in OTI-behandeltem Patientenblut. Blut von OTI- oder
VKA-behandelten Patienten und gesunden Kontrollen wurde mit einer Scherrate von 1000/s
fur 3min durch eine mit humanem atherosklerotischen Plaquehomogenisat beschichtete
Flusskammer perfundiert. (A) Reprasentative Fluoreszenzbilder nach 1 und 3min Blutfluss
werden gezeigt (Pfeil 120 upm). (B) Die Thrombozytenadhdsion wurde als
Gesamtoberflachendeckung analysiert. (C) Reprasentative 3D-Rekonstruktionen der
Plattchenaggregate und Thromben auf dem atherosklerotischen Plaquematerial nach 3
Minuten Blutfluss (1000/s) werden gezeigt (Malstabsbalken 25um). (D) Analyse der

Oberflachendeckung und Thrombusvolumen nach 3min.

Um die physiologische Relevanz fir die arterielle Thromboseentstehung in-vivo zu
adressieren wurden zwei Mausmodelle zur arteriellen Thrombose in OTl und VKA
behandelten Tieren sowie unbehandelten Kontrollen durchgefiihrt (Abbildung 2A, B).
Wahrend die initiale Rekrutierung und Aggregatbildung der Thrombozyten im Carotis-Ligatur-
Modell zwischen den Gruppen nicht unterschiedlich waren (Abbildung 2C, D), fand sich im

Drahtverletzungsmodell, in dem eine deutlich schwerere GefalRverletzung induziert wird, eine
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erhdhte Thrombusstabilitdt unter OTI. Im Gegensatz dazu waren VKA behandelte Tiere gegen
die Bildung einer okkludierenden arteriellen Thrombose geschutzt (Abbildung 2E). Im
nachsten Schritt wurde untersucht, ob die unter OTI Behandlung beobachteten Effekte direkt

durch eine veranderte Thrombozytenreaktivitat unter Flussbedingungen bedingt sind.

A B C .
IS < ® VKA BOTI A Vehikel
140- 4+ ° S 5007 =
kil R 400 ° °
o 1
< 1004 3 ® £ % onl
& Egt o o S 3001 5 e s _m -
— Z 24 [T = ° o A ;AP
- 601 g oo © 200{® o 2 } 2 i
© .- 1| g 5 3 | &
2005 ®m 1 & 1007 % % %
204 ﬁ_ g °® e® 1 8 A ' A
ot 0 < 0
) 10 15 30 60
Vehikel OTI OTlI VKA Zeit nach Gefallasion (min)
D ® VKA BOTI A Vehikel E
40 - A P=0020 g 100 ———I
< A ) '
S 304 o = = 3 ] ' -
= 30 . - 3 . ! p=00007 G5 (n=g)
T & g2 a a B @ ! — — Vehikel (n=6)
g 2019 ® 8, e R
= a J 1 —_— =
5 .g.% ! é.. ?i%; gi%ﬁ g 40 ! VKA (n=3)
T 0T R eETx o b8 2 2 I
A 5 ) l———
A [S]
2 I
0 o o -~ 2 g 0
5 10 15 30 60 t 5 10 15 30
Zeit nach GefaRlasion (min) GefaRlasion  Zeit nach GefaRlasion (min)

Abbildung 2: (A und B) Gerinnungsparameter (aPTT, INR) in Mausen nach Behandlung. Im
Carotis-Ligatur-Modell wurden die Thrombozytenadhasion (C) und Aggregatbildung (D) an
der Lasionsstelle intravital mikroskopisch beobachtet und zu den angegebenen Zeitpunkten
dargestellt. Im Carotis-Denudationsmodell wurden die Bildung eines okklusiven Thrombus
und das Wiedereinsetzen des Blutflusses intravital mikroskopisch beobachtet. Die Daten sind

in einer Kaplan-Meier-Kurve dargestellt.

Hierfir wurden die Flusskammerversuche in Gegenwart des am haufigsten Klinisch
eingesetzten Thrombozytenhemmers, Aspirin (ASS), wiederholt. Wie in Abbildung 3
dargestellt, konnten die prothrombotischen Effekte durch die Gabe von Aspirin antagonisiert
werden. Dies zeigt, dass die prothrombotischen Effekte durch Thrombozyten vermittelt sind.
Um den zugrundliegenden Mechanismus zu adressieren, erfolgte die Bestimmung der
Thrombinlevel, die in der OTI Gruppe erhoht waren. Vor dem Hintergrund der vorliegenden
Ergebnisse, die eine Abhangigkeit des prothrombotischen Effekts von VWF, Thrombozyten in
Gegenwart erhohter Thrombinlevel zeigt, wurde im Folgenden die Rolle des VWF-Rezeptors
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GPIba untersucht. Neben seiner Funktion als VWF-Rezeptor stellt GPlba den am haufigsten

exprimierten Thrombinrezeptor auf Thrombozyten dar.
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Abbildung 3: (A und B) Die Vollblutaggregation nach Stimulation mit Arachidonsaure wurde in
ASS- oder Vehikel-behandeltem Blut gemessen. (C-E) Der Einfluss von ASS auf die
Thrombozytenadhésion und Thrombusformation auf humanem Plaquematerial im Blut von
OTI- oder VKA-behandelten Patienten bzw. von gesunden Kontrollen (Pfeil, 120 um) (C). (E)

Aggregatgrofie versus Thrombusvolumen nach 3min Blutfluss.

Die Interaktion des Thrombins mit dem GPlba erfolgte dabei Uber die so genannten Exosites
I und 11, die als Proteinbindungsstellen aul3erhalb des katalytischen Zentrums von Thrombin
fungieren (Dumas, Kumar et al. 2003). Um den Einfluss der Exosite vermittelten
Thrombinbindung an den Thrombozyten in Gegenwart von Dabigatran auf die
Thrombozytenfunktion zu untersuchen, wurden drei Ansatze gewahlt. In-vivo wurde ein die
GPIba-vWF Interaktion blockierender Antikérper sowie ein Mausmodell, in dem die
extrazellulare Doméane des GPlba-Rezeptors fehlt, untersucht. Dabei fand sich in beiden
Ansatzen eine Thrombusprotektion, was fir eine Abh&ngigkeit des prothrombotischen Effekts
von einer regelrechten GPIba-Funktion spricht. In einem in-vitro Ansatz wurde in

Flusskammerversuchen durch die Verwendung eines spezifischen die GPIba-Thrombin
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Interaktion blockierenden Antikérpers eine Aufhebung des prothrombotischen Phénotyps
unter OTI erreicht. Zusammenfassend zeigt diese Studie, dass OTI (d.h. Dabigatran)
behandeltes Blut einen prothrombotischen Effekt hat, der zu der erhdhten Anzahl von Ml in
Patienten beitragen kann. Als zugrunde liegenden Mechanismus wurde eine veranderte
Thrombinbindung an den VWF-Rezeptor GPIba auf Thrombozyten identifiziert, was zu einer
vermehrten Thrombozytenadhasion und Thrombusbildung beitragt.
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Abbildung 4:

(A) Drahtdenudationsmodel in OTI oder Vehikel (DMSO) behandelten Wildtyp-, IL4R/GPlba
tg chimaren Mausen und WT-Tieren nach Anti-GPlba- Fab oder Kontroll-Fab-Fragmente
Gabe. (B, C) Flusskammerversuche nach Zugabe von 20 pg/ml VM16D Anti-GPlba Antikérper
oder 20 pg/ml Ct6 Kontroll-Antikbrper. Thrombozytenadhédsion und Thrombusformation
wurden analysiert (Pfeil, 120um). (D) Die GPIba-Oberflachenexpression wurde bei Patienten
durchflusszytometrisch bestimmt. (E) Blut von OTI-behandelten Patienten wurde nach
Zugabe von 26 pg/ml Hirudin  durch eine Flusskammer perfundiert, die
Gesamtoberflachendeckung wurde bestimmt. (F) Flusskammerversuche mit Kontrollblut auf
Plaguematerial nach Zugabe von Vehikel, 26 pug/ml Hirudin oder 2,5 uM PAR-1 Antagonist
SCH79797, die Gesamtoberflichendeckung wurde bestimmit.
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Non-vitamin K oral anticoagulants (NOAC) and the risk of myocardial infarction: Differences
between factor Ila and factor Xa inhibition? Polzin A, Dannenberg L, Wolff G, Helten C,
Achilles A, Hohlfeld T, Zeus T, Kelm M, Massberg S, Petzold T. Pharmacol Ther. 2018 Oct
12. pii: S0163-7258(18)30186-4. DOI: 10.1016/j.pharmthera.2018.10.005

In der vorliegenden Arbeit wurden die klinischen Daten Uber das Herzinfarktrisiko bei
Patienten mit Vorhofflimmern unter NOAK Therapie aus den grof3en klinischen
Zulassungsstudien  aufgearbeitet. Zudem wurden die bisher bekannten, in
grundlagenwissenschaftlichen Studien herausgearbeiteten zugrunde liegenden
Mechanismen auf die Thrombozytenfunktion zusammengefasst. In den grof3en, klinischen
randomisierten Zulassungsstudien zeigte sich eine Gleichwertigkeit der NOACs bzgl. der
Pravention von Schlaganfallen gegeniber der Behandlung mit VKA sowie eine
Gleichwertigkeit bzw. Uberlegenheit hinsichtlich des Auftretens von Blutungskomplikationen.
In den aktuellen Leitlinien zur Antikoagulation bei Vorhofflimmern wird die Gabe von NOACs
gegenuber VKA praferiert, ohne dass eine weiterfiihrende Empfehlung fir die Verwendung
eines spezifischen NOACs gegeben wird (Kirchhof, Benussi et al. 2016).

Uberraschenderweise fanden sich jedoch in den Zulassungsstudien substanzspezifische
Unterschiede hinsichtlich des Risikos fir das Auftreten eines akuten Koronarsyndroms. Dabei
fand sich in der RE-LY Studie (Connolly, Ezekowitz et al. 2009) ein erhdhtes Risiko unter
Dabigatran, wohingegen fur Rivaroxaban (Rocket-AF)(Patel, Mahaffey et al. 2011), Apixaban
(Aristotle)(Granger, Alexander et al. 2011) sowie Edoxaban (60mg einmal téglich Dosierung
Engage-AF) (Giugliano, Ruff et al. 2013) ein reduziertes Herzinfarktrisiko auftrat. Im Einklang
mit diesen Daten fand sich in der Re-Dual PCI Studie(Cannon, Bhatt et al. 2017), die
verschiedene antithrombotische Therapie- Regime nach PCI bei Patienten mit Vorhofflimmern
untersuchte, unter Dabigatran 150mg zweimal taglich in Kombination mit einem P2Y12-
Inhibitor ein erhdhtes MI-Risiko im Vergleich zur herkdmmlichen Triple-Therapie, die aus einer
Kombination von ASS, P2Y12-Inhibitor und VKA besteht. Im Gegensatz dazu fand sich in der
PIONEER-AF Studie (Gibson, Mehran et al. 2016), in der Rivaroxaban in einem &hnlichen
Studiendesign untersucht wurde, eine Reduktion des Ml Risikos. Die Unterschiede hinsichtlich
der Haufigkeit von Herzinfarkten zwischen den beiden NOAC Gruppen bestatigten sich in
aktuellen Metaanalysen (Uchino and Hernandez 2012, Chatterjee, Sharma et al. 2013). In
verschiedenen experimentellen Studien wurde der Einfluss der Flla und FXa Inhibitoren auf
die Thrombozytenfunktion untersucht. Dabei konnte in mehreren Studien gezeigt werden,
dass die Therapie mit Flla-Inhibitoren (d.h. Dabigatran) zu prothrombotischen Effekten fihrt,
die auf einer verstarkten Thrombozytenaktivierung beruhen. So konnten in der oben zitierten

Arbeit gezeigt werden, dass es in Gegenwart von Dabigatran zu einer vermehrten GPIba
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vermittelten Thrombozytenadh&sion und Thrombusbildung unter Flussbedingungen kommit.
Desweiteren wurde gezeigt, dass es bereits nach einer Einmaldosis von Dabigatran zu einer
vermehrten Oberflachenexpression des Proteasen-aktivierten Rezeptor-1 (PAR-1) auf den
Thrombozyten kommt, worunter die Thrombozytenaktivierung durch Thrombin oder durch
TRAPG, ein spezifisches PAR-1 Rezeptor aktivierendes Peptide, verstarkt ist (Achilles,
Mohring et al. 2017). Dieser prothrombotische Effekt ist durch die reduzierte Thrombin
vermittelte Spaltung des Rezeptors und dessen anschlieBende Internalisierung bedingt
(Chen, Soto et al. 2015). Im Gegensatz dazu findet sich nach Behandlung mit dem FXa
Inhibitor RIVA eine reduzierte Tissue-Faktor induzierte(Perzborn, Heitmeier et al. 2015) und
fur RIVA und Apixaban eine reduzierte TRAP-6 induzierte Thrombozytenaggregation (Nehaj,
Sokol et al. 2018). Dem gegentiber fand eine andere Studie keinen Unterschied auf die ADP,
Epinephrin oder Kollagen induzierte Plattchenaggregation (Banovcin, Skornova et al. 2017).
Vor dem Hintergrund der zunehmenden klinischen und experimentellen Evidenz kann man
sagen, dass die Einnahme von Dabigatran das Risiko flr Herzinfarkte erhéht, wohingegen
eine FXa-Inhibition das Risiko eher reduziert. Nichtsdestotrotz sind weitere klinische und
experimentelle Studien notig, um abschlieBend eine Empfehlung hinsichtlich einer
Personalisierung der NOAK Therapie unter Bericksichtigung des individuellen Risikos fur

einen Ml geben zu kénnen.
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Table 1: Rate an Herzinfarkten (MI) in den NOAK Meilensteinstudien

Copyright protected
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Copyright protected

Abbildung 1: Schematische Zusammenfassung der durch NOAK vermitteleten Effekte auf

die Thrombozytenfunktion.
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Reduktion der antithrombozytaren Wirkung von Aspirin unter Komedikation mit
Metamizol

Dose reduction, oral application, and order of intake to preserve aspirin antiplatelet effects in
dipyrone co-medicated chronic artery disease patients. Dannenberg L*, Petzold T*, Achilles
A, Naguib D, Zako S, Helten C, M'Pembele R, Mourikis P, Podsvyadek Y, Grandoch M,
Levkau B, Zeus T, Kelm M, Hohlfeld T, Polzin A. Eur J Clin Pharmacol. 2018 Sep 24. DOI:
10.1007/s00228-018-2560-z. *contributed equally

Chronische Schmerzsyndrome sind bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung eine haufige
Begleiterkrankung. Aufgrund des ungiinstigen Nebenwirkungsprofils der NSRAs, die mit
einem vermehrten Auftreten von MACCE Ereignissen einhergeht (McMurray, Adamopoulos
et al. 2012, Schjerning Olsen, Gislason et al. 2015, Schmidt, Lamberts et al. 2016) stellt die
Klasse der Pyrazolonderivate mit der klinischen Leitsubstanz -dem Metamizol- eine wichtige
alternative analgetische Substanzklasse dar. In vorangegangenen Studien zeigte sich, dass
eine Begleitmedikation mit Metamizol die Pharmakodynamik von Aspirin verlangsamt und
dabei die antithrombotischen Effekte von Aspirin auf die Arachidonséure-induzierte
Thrombozytenaggregation aufheben (Polzin, Zeus et al. 2013) kann. Pharmakodynamisch
fuhren Aspirin und Metamizol zu einer Hemmung der Kkatalytischen Domdane der
Cyclooxygenase-1. Metamizol bildet reversible Wasserstoffbriickenbindungen mit der
Aminosaure Tyrosin 385 und Serin 530 (Ser530), wahrend Aspirin zu einer irreversiblen
Acetylierung von Ser530 fihrt und somit beide Substanzen um die Interaktion an Ser530
kompetitieren.

Ziel dieser Arbeit war es, die Medikamenteninteraktionen zwischen Aspirin und Metamizol
hinsichtlich ihrer Dosis-Wirkungs-Beziehung zu untersuchen. Zudem wurde der Einfluss des
Dosisapplikationsintervals auf die AA-induzierte Thrombozytenaggregation mittels LTA
untersucht. In dieser hypothesengenerierenden Studie wurden 80 Patienten, die sich aufgrund
einer bekannten koronaren Herzerkrankung, unter einer chronischen Medikation mit Aspirin
(ASS) sowie einer begleitenden Metamizol Therapie befanden eingeschlossen. Die Patienten
wurden hinsichtlich ihrer AA-induzierten Aggregationsantwort in Aspirin Responder und Non-
Responder, die ein unzureichendes Ansprechen hinsichtlich der antithrombotischen
Aspirinwirkung zeigten (d.h. max. Aggregationantwort (MoA) >20%; HTPR: high on therapy
platelet reaktivity) kategorisiert. Wie in Abbildung 1 dargestellt fand sich in der Studie eine
Assoziation zwischen HTPR und der kumulativen Metamizoldosis, wobei héhere Dosen,
jedoch nicht eine haufigere Applikation, mit einen erhéten HTPR-Anteil einhergehen.
Desweiteren fand sich eine hohere HTPR-Haufigkeit in der intravendsen im Vergleich zur p.o.
Gruppe (Abbildung 2). Letztlich konnten wir zeigen, dass durch eine zeitlich getrennte

Einnahme von Aspirin und konsekutiver Metamizoleinnahme (d.h. 30min. nach ASS-
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Einnahme) nach funf Tagen den inhibitorische Effekt des Metamizol auf die Aspirin vermittelet
antithrombozytare Wirkung aufheben kann.

Zusammenfassend zeigt diese Studie, dass bei gleichzeitig bestehender Medikation von
Aspirin und Metamizol die antithombozytare Aspirinwirkung unter hohen und insbesondere
intravendse Dosen von Metamizol reduziert ist. Durch eine zeitlich getrennte Einnahme der
Medikamente sind diese Effekte jedoch reversibel. Bei Patienten mit einer koronaren
Herzerkrankung unter Aspirineinnahme sollte die Aspirineinnahme mindestens 30 Minuten
vor der Metamizoleinnahme erfolgen, um pharamkodynamische Interaktionen beider

Medikamente zu verhindern.

Copyright protected

Abbildung 1: Dosisabhéngigkeit der HTPR in der LTA nach Stimulation mit Arachidonséure
(High on-treatment platelet reativity: ist definiert als max. Aggregationantwort (MoA )von
>20%). (A) Darstellung der MoA fiir die jeweilige Metamizoldosis. (B) HTPR Haufigkeit fur die
jeweilige Metamizoldosis ist prozentual dargestellt. (C) Darstellung der MoA (in %) fur die
jeweilige Applikationshaufigkeit. (D) Abhangigkeit der HTPR Haufigkeit (in %) von der Anzahl

an Applikationen. Signifikanzlevel sind angegeben.
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Abbildung 2: HTPR Haufigkeit in der LTA nach Stimulation mit Arachidonséure nach i.v.
versus p.o. Gabe (High on-treatment platelet reativity: ist definiert als max.
Aggregationantwort (MoA) von >20%). (A) Darstellung der MoA fur die jeweilige
Applikationsroute. (D) HTPR Haufigkeit (in %) fur die jeweilige Applikationsroute ist prozentual

dargestellt. Signifikanzlevel sind angegeben.
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Zusammenfassung und Ausblick

Thrombozyten spielen in der Entstehung arterieller Thrombosen eine zentrale Rolle und
antithrombozytare Therapieregime stellen einen Grundpfeiler der modernen interventionellen
Therapie dar. Die Untersuchung der grundlegenden Mechanismen der Thrombozytenfunktion
ist daher essentiell und soll zum Verstandnis sowie zur Entwicklung neuer antithrombozytarer

Therapieansatze beitragen.

Die Studie zur Rolle der B1-Integrin auf die Thrombozytenfunktion und die primére Hamostase
konnte zeigen, dass Kollagen induzierte und B1-Integrin vermittelte Signale die Granula-
Sezernierung aus Thrombozyten regulieren und somit zur Schaffung eines prothrombotischen
Mikromillieus wahrend der Thrombusbildung beitragen. Die neuen Ergebnisse integrieren den
Kollagenrezeptor a2B1-Integrin in das bestehende Konzept der Kollagen vermittelten
Thrombozytenaktivierung, die bisher alleinig dem GPVI zugeschrieben wurde (Massberg,
Gawaz et al. 2003, Varga-Szabo, Pleines et al. 2008). Die klinische Relevanz der
Beobachtung ist jedoch bisher nicht bekannt. Frihere Studien fokussierten sich auf den
klinischen Einfluss des Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP) C807T der a2 Integrin
Untereinheit, der die Oberflachenexpression des Kollagenrezeptors (a2B1Integrin) auf
Thrombozyten reguliert hinsichtlich des Auftretens von thrombotischen Events in Patienten
mit koronarer Herzerkrankung (Ye, Liu et al. 2006). Dabei fand sich keine Assoziation
zwischen den SNP-Genotypen und ischdmischen Endpunkten. In Analogie dazu soll nun in
einer retrospektiven Studie nach genetischen Veranderungen im zytoplasmatischen Teil des
B1 Integrins, der die Aktivitat des Integrins durch die Bindung der zytoplasmatischen Protein
Talin-1 und Kindlin-3 (Nieswandt, Moser et al. 2007, Moser, Nieswandt et al. 2008) reguliert,
gescreent werden. In der Arbeit soll zudem nach Verédnderungen der Allelh&aufigkeit der 10
bekannten in diesen Bereich lokalisierten SNPs im Vergleich zu einem Kontrollkollektiv
gesucht werden. Daflr wurde ein Hochrisikokollektiv von 14180 Patienten aus 7
randomisierten, klinischen Studien, die eine Koronarintervention mit Stentimplantation
aufgrund unterschiedlicher Indikation erhalten haben gescreent. Alle eigeschlossenen
Patienten standen unter DAPT und eine Vollblutprobe war in einer Biobank verfigbar. Im
Gegensatz zu friheren Studien, die thromboembolische Endpunkte untersuchten, soll in
Analogie zu der experimentellen Studie der Einfluss der B1-Integrine auf das Auftreten von
Blutungsereignissen untersucht werden. Aus dem Gesamtpatientenkollektiv konnten 764
Patienten mit einer Blutungskomplikation identifiziert werden. Derzeit erfolgt nach Isolation der
DNA die Analyse der Proben.
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In dem zweiten Projekt wurde die Rolle der am h&aufigsten in Thrombozyten exprimierten
microRNA miR223 untersucht. Die Studie zeigte, dass miR223 keinen relevanten Einfluss auf
die Funktion muriner Thrombozyten und deren Vorlaufern, den Megakaryozyten hat. Dies
steht im Gegensatz zu Studien an humanen Plattchen, in denen gezeigt werden konnte, dass
miR223 an die 3'UTR Region des P2Y12 Rezeptors bindet (Landry, Plante et al. 2009) und
somit die Expression des dominanten und Klinisch relevanten ADP-Rezeptors regulieren
kann. Desweiteren konnte in Patientenproben gezeigt werden, dass die Herabregulation der
thrombozytaren miR223 mit einer starkeren Thrombozytenaktivierung gegenitber ADP
einhergeht, wahrend hohe miRNA Level zu einer Herabregulation von P2Y12 und reduzierten
Thrombozytenaktivierung fuhren (Landry, Plante et al. 2009). Ob die in Patienten
beobachteten Schwankungen der miR223 Uber den oben beschriebenen Mechanismus mit
dem Wiederauftreten eines Myokardinfarktes korreliert (Zampetaki, Willeit et al. 2012), muss
in zukinftigen Studien analysiert werden. Insbesondere, da kurzlich gezeigt wurde, dass
miR223 die Endothelfunktion beeinflussen kann (Shi, Fisslthaler et al. 2013). In der
vorliegenden Arbeit fand sich kein Hinweis auf eine veranderte Thrombozytenreaktivitat der
murinen Thrombozyten, wobei der murine P2Y12 Rezeptor kein Target von muriner miR223
ist. In unserer Arbeit konnten wir zeigen, dass miR223 in murinen Thrombozyten funktional ist
und die RNA Level ihrer Targetgene Fbxw7 (F-box and WD repeat domain containing E3
ubiquitin protein ligase 7) und des Transkriptionsfaktors Sp3 reguliert. Daher sind
weiterfuhrende Studien zur besseren molekularen Charakterisierung der miR223 Funktion in
humanen Thrombozyten noétig, bevor therapeutische Ansadtze auf Basis von miRNA
Antagomeren in die klinische Testung eintreten.

In den Zulassungsstudien zur Einfihrung der NOACs fanden sich einige unerwartete
Ergebnisse, welche die pharmakodynamische  Komplexitat einer  gezielten
Einzelfaktorinhibition des Gerinnungssystems unterstreichen. Neben den bereits erwahnten
Unterschieden hinsichtlich der Herzinfarktraten zwischen Faktor 1A und Xa Inhibitoren zeigten
sich Uberraschenderweise fur beide Substanzgruppen in Studien zur Antikoagulation nach
mechanischer Herzklappenersatz fur das Dabigatran (Eikelboom, Connolly et al. 2013) und
nach biologischen transfemoralen Aortenklappenersatzes unter Rivaroxaban in Kombination
mit ASS vermehrte thrombembolische Ereignisse (Gallileo Studie, NCT02556203). Die
Ursachen fir die erhéhten thromboembolischen Events erscheinen vor dem Hintergrund der
effizienten Antikoagulation durch NOACs paradox. Weiterfuhrende klinische und
mechanistische Untersuchungen sind nétig, um eine effiziente und sichere individualisierte
antithrombotische Therapie fur die verschiedenen klinischen Szenarien zu ermdglichen. Die
Studie zum Einfluss von Dabigatran auf die Thrombozytenfunktion steht im Einklang mit

anderen translationalen Studien die ebenso prothrombotische Mechanismen des Dabigatrans
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identifiziert haben (Achilles, Mohring et al. 2017). Kumulativ kbnnen die verschiedenen Effekte
von Dabigatran zu der klinisch beobachteten erhohten Anzahl an Ml beitragen. Im Gegensatz
dazu ist die mechanistische Grundlage des antithrombotischen Effekts des Rivaroxaban
unzureichend verstanden. Insbesondere vor dem Hintergrund der kirzlich veroffentlichten
COMPASS-Studie, die fur Patienten mit koronarer Herzerkrankung oder peripherer arterieller
Verschlusskrankheit zeigen konnte, dass die Hinzunahme einer niedrigdosierten RIVA Gabe
(2,5mg zweimal taglich) zur chronisch bestehenden Aspirin Gabe die Gesamtsterblichkeit
reduziert. Interessanterweise fand sich im zweiten Studienarm, indem eine RIVA
Monotherapie (5mg zweimal taglich) gegen Aspirin verglichen wurde, eine Gleichwertigkeit
hinsichtlich der Mortalitat und thrombotischer Ereignisse (Eikelboom, Connolly et al. 2017). In
einer translationalen Studie, in der Patienten die unter DAPT zusatzlich mit niedrigdosierten
RIVA nach dem ATLAS TIMI ACS 52 (Mega, Braunwald et al. 2012) Regime behandelt
wurden, fand sich im Vergleich zu der Kontroligruppe (DAPT) auf Einzelzellebene eine
reduzierte Thrombozytenreaktivitat in der Durchflusszytometrie (Borst, Munzer et al. 2018).
Inwieweit die Klinisch reduzierten thrombotischen Endpunkte auf einen direkten
antithrombozytaren Effekt von RIVA zurlickzuflihren sind, wird derzeit in einer translationalen
Studie in Kooperation mit der Universitat Disseldorf untersucht. Daflir werden Patienten, die
unter RIVA Therapie bei Vorhofflimmern stehen sowie Patienten mit der Erstdiagnose eines
VHF vor der ersten RIVA Einnahme rekrutiert. Erganzend wird der Einfluss von RIVA auf die
arterielle Thromboseentstehung in einem Mausmodell in-vivo untersucht. Die Ergebnisse
dieser Arbeit sollen in Zusammenschau mit den klinischen Studienergebnissen zur

Etablierung von individualisierten, antithrombotischen Therapiekonzepten beitragen.

Um die Klinische Relevanz der Ergebnisse des vierten Projektes hinsichtlich
pharmakodynamischer Interaktion von Aspirin und Metamizol zu untersuchen, laufen derzeit
grol3e retrospektive Untersuchungen. In Abhangigkeit der Ergebnisse werden weiterfihrende
klinisch randomisierte Interventionsstudien noétig sein. Auf Grundlage dieser translationalen
Studie, sollte bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung im klinischen Alltag vorerst die

geringstmogliche orale Dosierung von Metamizol zur Schmerzkontrolle genutzt werden.
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Abkurzungsverzeichnis

ADP
ASS
ATP
CVX
DAPT
DNA
DOAC
Flla
FXa
GPIba
GPIX
GPVI

KO

LTA
MACCE

MEA
MI
miR223
MK
NOAC
NSRAs
OTI
PCI
PF-4
RIVA
SNPs
TSP-1
VKA
VWF

Arachidonséure
Adenosindiphosphat

Aspirin

Adenosintriphosphat

Convulxin (Thrombozytenagonist)
Duale antithrombozytéare Therapie
Desoxyribonukleinsaure

Direkt orale Antikoagulantien
Aktivierter Faktor Il (Thrombin)
Aktivierter Faktor X

Glykoprotein Iba

Glykoprotein IX

Glykoprotein VI

Knock-out (Genetische Deletion der DNA
eines Zielproteins)
Lichttransmissionsaggregometrie
Major Adverse Cardiac and Cerebrovascular
Events (klinische kardiale und
zerebralvaskulare Endpunkte)
Multi-Elektrodenimpedanz-Aggregometrie
Myokardinfarkt (Herzinfarkt)
MikroRNA223

Megakaryozyten

Neue orale Antikoagulantien
Nichtsteroidales Antirheumatikum
Oraler Thrombininhibitor
Perkutane Koronarintervention
Plattchenfaktor-4

Rivaroxaban
Einzelnukleotid-Polymorphismus
Thrombospondin-1

Vitamin-K Antagonist

von-Willebrand-Faktor
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