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1. Abstract

1.1.  Indeutscher Sprache

Einleitung: Vorhofflimmern (VHF) ist weltweit die hdufigste anhaltende Herzrhythmusstérung.
Die Préavalenz ist weiter steigend.

Die Pathophysiologie ist komplex und noch unzureichend verstanden, woraus eine fehlende
Kausaltherapie resultiert. Atherosklerose, kardiale Fibrose, sowie Hyperinflammation und -
koagulation stellen in der Pathogenese jedoch eine Schlisselrolle dar.

Die Protease-aktivierte Rezeptoren PAR1 und PAR2 scheinen hier als wichtige Schnittstelle zu
wirken, Uber die hochregulierte Gerinnungsproteine einen proinflammatorisch und -fibrotisch
bedingten Umbau am Herzen, sowie Atherosklerose beglnstigen, was zu einem Fortschreiten der
Erkrankung und mehr kardiovaskuléren Ereignissen flhrt.

Nicht-Vitamin-K-abhangigen Antikoagulanzien (NOAK) scheinen tber ihre antikoagulatorische
Wirkung hinaus, PAR-assoziiert, protektiv auf die Pathogenese von VHF und Atherosklerose zu
wirken.

Veranderungen im PAR1- und PAR2-Signalling und dessen Effekte wurden bei VHF bisher
jedoch unzureichend untersucht, wobei diese insbesondere im Initialstadium von
pathophysiologischer Relevanz sein durften.

Die vorliegende Arbeit untersucht die PAR1 und PAR2-Expression, sowie dessen Effekte bei
Patient*innen mit neu diagnostiziertem VHF, sowie mdgliche Effekte durch den Einsatz von
NOAK.

Methoden: Bei 80 Patient*innen mit erstdiagnostiziertem VHF und 20 Kontrollen ohne VHF
wurde durchflusszytometrisch die PAR1- und PAR2-Rezeptorverteilung auf Peripheren
Mononukledren Blutzellen (peripheral blood mononuclear cells, PBMCs), sowie mittels PCR die
PAR1-Genexpression quantifiziert. Im vendsen Plasma wurden Entziindungs-, Gerinnungs- und
Fibroseparameter untersucht.

Bei 70 Patient*innen mit bekanntem VHF wurde der Einfluss einer gerinnungsaktiven Therapie
auf die PAR1-/PAR2-Rezeptormenge und auf Fibroseparameter im Blutplasma analysiert.
Zusétzlich wurde sonografisch die Intima-Media-Dicke der Karotiden als Indikator fir
Atherosklerose ermittelt.

Ergebnisse: Bei frihem VHF besteht auf PBMCs eine erhohte PAR1-Rezeptormenge, sowie ein
erhohtes PAR1/PAR2-Mengenverhéltnis. Die PAR1-Genexpression war bei hoher PARL-
Rezeptormenge herabreguliert. Die vendsen Gerinnungs- (FVI11-Aktivitét, Fibrinogen, D-Dimere,



von Willebrand-Faktor-Antigen und -Ristocetin-Cofaktor-Aktivitét), Inflammations- (Interleukin-
6, Tumornekrosefaktor-a) und Fibroseparameter (Galectin-3, sST2) zeigten sich erhoht.

Unter NOAK zeigte sich bei bekanntem VHF hingegen im Vergleich eine erhohte PAR2-
Rezeptormenge. Bei VHF-Patient*innen mit dem NOAK Dabigatranetexilat war im
Gefalultraschall mehr Atherosklerose nachweishar.

Schlussfolgerungen: Bei frihem VHF ist ein erhohtes PAR1-Signalling mit erhéhten
Gerinnungs-, Inflammations-, und Fibroseparametern assoziiert. Dabei kdnnte ein verandertes
Mengenverhéltnis mit einer verstarkten PAR1-Dominanz gegentber PAR2 ein profibrotisches und
-inflammatorisches Signalling verursachen. Eine unter NOAK beobachtete Hochregulation von
PAR2 konnte hingegen protektiv wirken.

1.2.  Inenglischer Sprache

Introduction: Atrial fibrillation (AF) is the most common persistent cardiac arrhythmia. The
prevalence continues to increase.

The pathophysiology is complex and so far insufficiently understood, which results in a lack of
causal therapy. However, atherosclerosis, cardiac fibrosis, as well as hyperinflammation and
coagulation play a key role in the pathogenesis.

The protease-activated receptors PAR1 and PAR2 appear to act as an important interface through
which upregulated coagulation proteins promote proinflammatory and fibrotic remodeling of the
heart, as well as atherosclerosis, which leads to disease progression and more cardiovascular
events.

In addition to their anticoagulant effect, non-vitamin K-dependent anticoagulants (NOACS) appear
to have a protective effect on the pathogenesis of AF and atherosclerosis in a PAR-associated
manner.

However, in AF changes in PAR1- and PAR2- signaling and their effects have so far been
insufficiently investigated, although these are likely to be of pathophysiological relevance,
particularly in the initial stage.

The present work examines PAR1- and PAR2- expression and its effects in patients with newly
diagnosed AF, as well as possible effects from the use of NOACs.

Methods: In 80 patients with first diagnosed AF and 20 controls without AF, the PAR1 and PAR2

receptor distribution on peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) was quantified using flow



cytometry, and PAR1 gene expression was quantified using PCR. Inflammation, coagulation and
fibrosis parameters were examined in venous plasma.

The influence of anticoagulant therapy on the PAR1/PAR2- receptor levels and venous fibrosis
parameters was analyzed in 70 patients with known AF. In addition, the intima-media thickness
of the carotid arteries was determined sonographically as an indicator of atherosclerosis.

Results: In early AF there is an increased amount of PAR1 on PBMCs, as well as an increased
PAR1/PAR2-ratio. High levels of PAR1 seem to cause downregulation of PAR1 gene expression
at mRNA-level. The venous coagulation parameters (FVIII activity, fibrinogen, D-dimers, von-
Willebrand-factor-antigen and ristocetin-cofactor-activity), inflammation parameters (interleukin-
6, tumor necrosis factor-o)) and fibrosis parameters (galectin-3, sST2) were elevated.

Under therapy with NOACSs patients with known AF showed an increased amount of PAR2.
Ultrasound assessment of extracranial carotids demonstrated more atherosclerosis in patients with
the NOAC dabigatran etexilate.

Conclusions: In early AF, increased PARL signaling is associated with elevated parameters for
coagulation, inflammation, and fibrosis. An increased PAR1 dominance over PAR2 could cause
profibrotic and proinflammatory signaling. However, an upregulation of PAR2 observed under

NOACSs could have protective effects.



2. Einleitung

2.1.  Definition und Diagnosekriterien von VHF

GemaR der ESC-Leitlinien ist Vorhofflimmern (VHF) als supraventrikuldre Tachyarrhythmie mit
ungeordneter atrialer elektrischer Aktivitdt und konsekutiv ineffizienter Vorhofkontraktion
definiert (4).

Im gesunden Herzen wird durch die spontane Depolarisation von Schrittmacherzellen im
Sinusknoten ein regelméfiger von den Vorhofen ausgehender elektrischer Stimulus generiert.
Dieser breitet sich geordnet zunachst Uber das Vorhofmyokard aus und bewirkt Uber die
elektromechanische Kopplung der Kardiomyozyten deren Kontraktion und damit die atriale
Systole.

Auf Grund einer zwischengeschalteten bindegewebigen Ventilebene mit elektrisch isolierender
Funktion zwischen Vorhéfen und Kammern, geschieht die Erregung des Kammermyokards
anschlieBend etwas verzdgert Uber den atrioventrikuldren Knoten (AV-Knoten).

Bei VHF ist die geordnete und regelmaRige Erregungsausbreitung in den Vorhdfen gestort.
Stattdessen zeigt sich dort eine unkoordinierte und hochfrequente elektrische Aktivitat, was auf
der einen Seite zu einer insuffizienten Vorhofkontraktion und auf der anderen Seite zu einer
unregelmaRigen elektrischen Erregungsausbreitung auf die Herzkammern und so zu einem
arrhythmischen Herzschlag fiihrt (5).

Im Elektrokardiogramm (EKG) zeigt sich dies durch die Ableitung unregelmaRiger
Kammerkomplexe (QRS-Komplexe) und fehlender regelméaRig vorgeschalteter VVorhofaktionen
(P-Wellen) (s. Abbildung 1).

Zur Diagnosestellung von VHF miissen diese zwei genannten Kriterien im einfachen Oberflachen-
EKG uber mind. 30 Sekunden abgeleitet, oder in einem 12-Kanal-EKG (iber den gesamten
Ableitungsausdruck bestehen. Die Diagnosekriterien dirfen nicht zur Anwendung kommen, sollte

es Hinweise fir einen Block der atrioventrikuléren Erregungsuberleitung (AV-Block) geben (4).
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Abbildung 1: Vergleich Sinusrhythmus und Vorhofflimmern im EKG

VHF zeichnet sich durch unregelméiige Kammerkomplexe (mit R beschriftet) und fehlende
regelmaRig vorgeschalteter Vorhofaktionen (P-Wellen) aus.

(Abbildungen tbernommen und modifiziert aus https://commons.wikimedia.org (6, 7))

2.2. Epidemiologie von Vorhofflimmern

Vorhofflimmern ist die héaufigste klinisch signifikante Herzrhythmusstérung weltweit (8) und
stellt im Rahmen der mit ihr assoziierten erhéhten Morbiditat und Mortalitat bereits heutzutage
eine grol3e Herausforderung und finanzielle Belastung fir den Gesundheitssektor dar (9).

Einer Vielzahl von regionalen Studien zeigen eine steigende Prévalenz und Inzidenz von VHF in
den letzten Jahrzehnten (10-12). Zum einen scheint dies auf die steigende Lebenserwartung
insbesondere in westlichen Landern zuriickzuftihren zu sein, da ein zunehmendes Alter einer der
wichtigsten Risikofaktoren fir die Entstehung von VHF darstellt. Zum anderen zeigen
epidemiologische Untersuchungen auch nach Herausrechnung des Faktors Alters eine steigende
Inzidenz fur VHF, was inshesondere auf eine Zunahme der kardiovaskuldren Risikofaktoren und
Komorbiditaten im Rahmen eines verdanderten Lebensstils zuriickzufuhren ist (13).

So z&hlen zu den wichtigsten Risikofaktoren von VHF das Vorliegen von arterieller Hypertonie,
Diabetes mellitus, Koronarer Herzerkrankung (KHK), chronische Niereninsuffizienz, Adipositas
und das obstruktive Schlafapnoe-Syndrom (OSAS) (4).

Allein in der Européischen Union (EU) waren 2010 ca. 8,8 Millionen Menschen (1,8% der
Gesamtbevolkerung) an VHF erkrankt. Insbesondere vor dem Hintergrund der steigenden
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Lebenserwartung, ergeben Modellrechnungen eine Verdopplung der Fallzahlen bis 2060 auf tiber
17,9 Millionen Menschen mit VHF, entsprechend etwa 3,5% der EU-Gesamtbevolkerung (14).

Die Zahlen und die damit einhergehende Mehrbelastung des 6ffentlichen Gesundheitssektors in
der Zukunft veranschaulichen die Wichtigkeit eines breiten pathophysiologischen Verstandnisses

der Erkrankung fir die Entwicklung praventiver Strategien und den Ausbau von Therapieoptionen.

2.3. Klassifikation

Es existieren unterschiedliche Klassifikationssysteme von VHF. In der traditionellen und
gangigsten Kilassifikation werden funf Formen an Hand von Kklinischer Présentation,

Episodendauer und maglicher spontaner Remission der Episoden unterschieden (s. Tabelle-1) (4).

Tabelle 1: Klassifikation von Vorhofflimmern entsprechend der ESC-Leitlinien
(Ubersetzt und modifiziert aus Hindricks et al. european heart journal 2020 (4))

VHF — Muster Definition

Erstdiagnose Vorher nicht diagnostiziertes VHF, unabhangig von Dauer,

Vorhandensein oder Schweregrad der Symptome

Paroxysmal VHF mit spontaner/therapeutisch induzierter Remission innerhalb

von 7 Tagen nach Beginn

Persistierend VHF, das kontinuierlich Gber mind. 7 Tage anhalt, inkl. Episoden,
welche durch Kardioversion (pharmakologisch oder elektrisch) nach

> 7 Tagen beendet werden

Lang-anhaltend Kontinuierliches VHF > 12 Monate, wenn anschlieBend eine
persistierend rhythmuserhaltende Strategie ergriffen wird
Permanent VHF, das von Patient*in und Arzt*in akzeptiert wird und kein

weiterer Versuch unternommen wird, einen Sinusrhythmus zu

erlangen oder erhalten
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VHF wird im Allgemeinen als chronisch fortschreitende Erkrankung bewertet, welche in der Regel
zunachst paroxysmal auftritt und im Verlauf meist mit zunehmender VHF-Last uber eine
persistierende in eine permanente Form tbergeht (s. Abbildung-2) (15).

Aus einigen Daten lasst sich jedoch ableiten, dass in bis zu 40% bei Erstdiagnose bereits ein
persistierendes VHF vorliegt (16), was durch einen asymptomatischen Verlauf und die dadurch
verspatete Diagnosestellung oder ein bereits fortgeschrittenes strukturelles Substrat vor Beginn
des VHF zu erkldren sein kénnte (17).

In der vorliegenden Arbeit wurde fur die Untersuchung von pathophysiologischen Veranderungen,
welche zum Auftreten der Erkrankung fuhren, ein besonderes Augenmerk auf die Untersuchung
von Patient*innen mit Erstdiagnose VHF gelegt.

& Zeitachse

|| I II II‘ II |I I I| Vorhofflimmern-Episoden

paroxysmal persistierend Lang persistierend permanent

Abbildung 2: Klassische Zeitachse von Vorhofflimmern (VHF)

Schwarze Anteile des Zeitstrahls markieren VHF-Episoden. Diese treten typischerweise im
frihen Stadium von VHF paroxysmal auf und halten nur kurz an. Im Verlauf kommt es zu
langeren und persistierenden Episoden, welche durch den Einsatz von Medikamenten oder einer

Elektrokardioversion jedoch terminiert werden kénnen. Im Spatstadium kommt es haufig zu

einem permanent vorliegendem VHF.

Eine terminologische Unterscheidung von Patient*innen mit VHF und zusétzlicher
Mitralklappenstenose oder Mitralklappen-Prothese (= ,,valvulares VHF*) und Patient*innen ohne
eine solche (= ,,nicht-valvulares VHF*) ist weit verbreitet, jedoch uneinheitlich und verwirrend

(18) und sollte gemanR der aktuellen ESC-Leitlinie nicht mehr verwendet werden (4).
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2.4. Klinische Prasentation von Vorhofflimmern

Die haufigsten im Rahmen von VHF auftretenden Beschwerden sind Palpitationen,
Brustschmerzen, Dyspnoe, eine verringerte korperlichen Leistungsfahigkeit, Schwindel und
seltener auch pra- und synkopale Ereignisse (19, 20).

Die Auspragung der Symptome ist dabei individuell sehr unterschiedlich, verandert sich haufig im
Verlauf der Erkrankung und wird mafdgeblich durch die jeweilige Therapie beeinflusst (19, 20).
Zwischen 15 und 30% der Patient*innen mit VVorhofflimmern sind asymptomatisch(15, 19-21),
was die Diagnosestellung erschwert und mit einer negativen Prognose assoziiert ist (4, 22).
Patient*innen mit permanentem VHF sind dabei héufiger asymptomatisch, als Patient*innen mit

paroxysmalem VHF (20).

2.5.  Aktuelle Therapiekonzepte

Mit dem Ziel einer besseren Symptomkontrolle kdnnen unterschiedliche Therapiekonzepte zur
Anwendung kommen. Dabei kann grundlegend zwischen einer frequenzkontrollierenden und
einer (sinus-)rhythmushaltenden Therapiestrategie unterschieden werden, wobei auch die

Verfolgung beider Strategien in Kombination sinnvoll sein kann.

Frequenzkontrolle

Die bei VHF bestehende unkontrollierte und hochfrequente elektrische Erregung der Vorhofe wird
unregelmaRig tber den AV-Knoten auf das Kammermyokard tbertragen. Haufig kommt es dabei
zu einer tachyarrhythmischen Uberleitung mit Kammerfrequenzen von > 100 Schlagen/min,
wobei auch eine normfrequente oder bradykarde Erregungstberleitung von < 60 Schlagen/min
mdoglich sind.

Tachyarrhythmien flhren h&ufig zu Palpitationen, Brustschmerzen oder zu Symptomen einer
akuten oder dekompensierten chronischen Herzinsuffizienz und verursachen dadurch eine
signifikante Reduktion der Lebensqualitat (23).

Dartiber  hinaus konnen anhaltende Tachykardien Uber die Entstehung einer

Tachykardiomyopathie zu einer chronischen und irreversiblen Herzinsuffizienz fihren.

Frequenzkontrolle stellt einen Therapieansatz dar, bei dem das VHF als Grundrhythmus akzeptiert

wird. Statt einer Kardioversion in den Sinusrhythmus wird ein normfrequenter Kammerrhythmus
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angestrebt, um auf diesem Weg eine bessere Symptomkontrolle zu erreichen und einer
Tachykardiomyopathie vorzubeugen.
Die bei VHF vorliegende atriale Tachykardie und Dysfunktion werden bei einer

frequenzerhaltenden Therapiestrategie bewusst toleriert.

Rhythmuskontrolle

Eine rhythmuskontrollierende Therapiestrategie verfolgt das Ziel, einen Sinusrhythmus
wiederherzustellen und zu erhalten. Daflr kann die elektrische Kardioversion, medikamenttse
Optionen und eine Katheterablation, sowie deren Kombination zur Anwendung kommen.

Fur Jahrzehnte bestand groRer Konsens uber die Gleichwertigkeit von frequenzkontrollierender
und rhythmuskontrollierender Therapiestrategie. Laut den ESC-Leitlinien 2022 besteht auch
weiterhin keine ausreichende Evidenz fur ein generell besseres Outcome von VHF-Patient*innen
unter rhythmuserhaltender Therapiestrategie (4).

Es mehren sich jedoch Daten, die im Vergleich unter rhythmuserhaltender Therapie eine
verzogerte VHF-Progression (24) und eine verbesserte Lebensqualitat zeigen (23).

Vor diesem Hintergrund wird dieses Dogma zunehmend in Frage gestellt und insb. bei
Patient*innen mit guten Aussichten auf eine erfolgreiche Rhythmuskontrolle sollte diese dringend
erwogen werden.

Beglnstigende Faktoren fiir eine erfolgreich sinusrhythmuserhaltene Therapie sind dabei unter
anderem ein junges Alter, wenige kardiale und extrakardiale Komorbiditaten, ein frihes VHF-
Stadium und eine normale GroRe des linken VVorhofs (4).

Eine besondere Form der rhythmuskontrollierenden Therapie stellt die Katheterablation dar. Hier
hat sich bei VHF die Pulmonalvenenisolation (PV1) durchgesetzt, bei der durch elektrische oder
kryoablative Verddung im linken Vorhof linear angeordnete Lasionen entlang der Einmiindung
aller vier Pulmonalvenen platziert werden. Dessen narbiger Umbau soll zu einem kompletten
elektrischen Leitungsblock zwischen Venen und Vohofmyokard fiihren, mit dem Ziel, mdgliche

ektope Erregungszentren in den Pulmonalvenen vom Vorhofmyokard zu isolieren.
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2.6.  Vorhofflimmern und Schlaganfall

VHF ist mit einer deutlich erhéhten Rate an thromboembolischen Ereignissen assoziiert (25), so
steigt die Wahrscheinlichkeit fur solche bei VHF-Patient*innen mit Hochrisiko-Profil bis auf 15%
pro Jahr (26). Eine besondere klinische Aufmerksamkeit gilt dabei dem ischdmischen
Schlaganfall, der mit einer deutlich herabgesetzten Lebensqualitat assoziiert ist (23).

GrolRe Kohortenstudien ergeben ein 2- bis 10-fach erhdhtes Risiko fir einen ischamischen
Schlaganfall bei Patient*innen mit VHF (27, 28).

Echokardiografische Studien heben hier das linke Vorhofohr als Hauptort der kardialen
Thrombusentstehung hervor (29, 30).

Diese langliche, blind endende Aussackung des Vorhofs mit schmalem Einlass und stark
trabekuliertem  Endokard  pradispositioniert anatomisch  bedingt eine  verringerte
Blutflussgeschwindigkeit und erfiillt damit nach der Virchow’schen Trias eine wichtige Ursache
flir die Thrombogenese (31).

Das Vorliegen von VHF begunstigt nun nicht nur auf Grund der resultierenden insuffizienten
atrialen Systole eine weitere Herabsetzung der Blutflussgeschwindigkeit an dieser Stelle, sondern
auch durch die haufig zusétzlich vorliegende VergroRerung des linken VVorhofs (32, 33), was bei
Patient*innen mit nicht-valvularem VHF mit einem deutlich erhdhten Schlaganfall-Risiko
assoziiert ist (34, 35).

Im Falle einer zusatzlichen Mitralklappenstenose (,,valvuléres Vorhofflimmern) kommt es durch
den herabgesetzten transmitralen Blutfluss und damit einhergehenden erhdhten linksatrialen
Druck zu weiterer Vorhofdilatation, was die Thrombogenese im linken VVorhof weiter begtinstigt
(33).

2.6.1. CHA>DS2-VASc-Score

Vor dem Hintergrund des deutlich erhohten thromboembolischen Risikos bei VHF ist bei der
Mehrzahl der VHF-Patient*innen eine prophylaktische Medikation mit einem oralen
Antikoagulanz (OAK) indiziert.

Jedoch ist, insbesondere auf Grund des mit einem OAK einhergehenden erhdhten Blutungsrisikos
und moglichen anderen Nebenwirkungen, vor Therapiebeginn eine ausfihrliche Nutzen-Risiko-
Abwagung vorzunehmen. Hierfir sollten auch andere Schlaganfall-Risikofaktoren evaluiert

werden und in die Indikationsstellung fur eine OAK miteinflielRen.
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Nach den ESC-Leitlinien von 2022 dient der CHA2DS2-VASc-Score am besten zur Einschatzung
des thromboembolischen Risikos von VHF-Patient*innen (4).

Bei der Anwendung des Scores werden fiir das Vorliegen ausgewéhlter Schlaganfall-
Risikofaktoren Punkte vergeben.

Die einflielenden Risikofaktoren werden dabei unterschiedlich bewertet. So zéhlen ein Alter > 75
Jahre und ein bereits aufgetretenes thromboembolisches Ereignis doppelt (s. Tabelle-2).

Tabelle 2: CHA2DS2-VASc-Score aus den ESC-Leitlinien von 2022
(Ubersetzt und modifiziert aus Hindricks et al. european heart jounal 2020 (4))

Risikofaktoren Punkte
C Chronische Herzinsuffizienz 1
H Hypertonie 1
A2 Alter > 75 Jahre 2
D Diabetes mellitus 1
S2 Friherer Schlaganfall, TIA oder andere Thromboembolie 2
\/ Vaskulare Erkrankung (angiografisch signifikante KHK, 1

vorheriger Myokardinfarkt, pAVK oder Aortenplague)

A Alter (65 — 74 Jahre) 1
Sc Weibliches Geschlecht (engl. Sex category) 1
Maximaler Score 9 Punkte

*Abklrzungen: TIA=Transitorische ischamische Attacke; KHK= Koronare Herzkrankheit; pAVK=
periphere arterielle Verschlusskrankheit.
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An der Summe der Punkte kann dann das individuelle Schlaganfall-Risiko pro Jahr abgeschétzt
werden, was in der zu Grunde liegenden Studie von Lip et al. von 2010 mit steigender Punktezahl
kontinuierlich zunahm (36).

Nach den aktuellen ESC-Leitlinien sollte der CHA2DS>-VASc-Score zur Entscheidungsfindung
fir oder gegen eine orale Antikoagulation neben anderen klinischen Faktoren und unter
Ber(cksichtigung des individuellen Blutungsrisikos angewendet werden.

Empfohlen wir eine OAK bei Mannern ab einem CHA2DS>-VASc-Score > 2, bei nur einem Punkt
sollte diese erwogen werden. Fir Frauen gelten die Empfehlungen ab einem Wert > 3, bzw. ab 2
Punkten (4).

Viele Patient*innen, bei denen entweder vor dem Hintergrund eines hohen Blutungsrisikos oder
auf Grund eines niedrigen CHA2DS>-VASc-Scores auf eine OAK verzichtet wird, erhalten
ersatzweise Acetylsalicylsdure (ASS), wobei dessen prophylaktischer Effekt hinsichtlich
thromboembolischer Ereignisse zweifelhaft ist (37).

2.6.2. Orale Antikoagulanzien

Der Einsatz von oralen Antikoagulantien (OAK) reduziert deutlich das Risiko von Schlaganféllen
bei Patient*innen Vorhofflimmern.

Die Vitamin-K-Antagonisten (VKA) Warfarin und Phenprocoumon reduzieren in einer grof3en
Kohortenstudie das Schlaganfall-Risiko um 64% und die Mortalitat 26% (38) und werden weltweit
seit den 1950ern bei VHF-Patient*innen eingesetzt.

Bei zusétzlicher vorliegender Mitralklappenstenose oder Zustand nach Klappenersatz (valvulares
VHF) bleiben VKA weiter die einzige Therapieoption (4).

Bei dieser Therapiestrategie wird die Vitamin-K abhangige Synthese der Gerinnungsfaktoren Il
(Prothrombin) V11, IX und X gehemmt, was zu einer dosisabhéngigen Antikoagulation fihrt. Eine
geringe therapeutische Breite bedingt dabei regelméiige Kontrollen des Gerinnungsparameter
International Normalized Ratio (INR) und entsprechende Dosisanpassungen (39).

Die Wirksamkeit hinsichtlich der Schlaganfall-Pravention und das Auftreten wvon
Blutungskomplikationen korrelieren dabei signifikant mit der Zeit innerhalb des therapeutischen
Intervalls (TTR= time in therapeutic range) (40).
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Problematisch ist hierbei die Beeinflussung des Vitamin-K-Metabolismus durch zahlreiche
externe Faktoren, wie z.B. bestimmte Komorbiditaten, Wechselwirkungen mit anderen

Medikamenten oder Erndhrungsgewohnheiten, um nur einige wenige zu nennen (41).

Mit den NOAK (Nicht-Vitamin-K-abhangige Orale Antikoagulanzien) gibt es seit der ersten
Zulassung in Deutschland 2011 nach mehr als 50 Jahren erstmals Alternativen zu den VKA fiir
die orale Antikoagulation bei Patient*innen mit nicht-valvularem Vorhofflimmern.

Es handelt sich um den direkten Faktor-1la-Inhibitor Dabigatranetexilat, sowie die drei direkten
Faktor-Xa-Inhibitoren Rivaroxaban, Apixaban und Edoxaban.

In den Zulassungsstudien der vier Substanzen konnte eine Nicht-Unterlegenheit gegentber der
VKA-Leitsubstanz Warfarin gezeigt werden.

Bisher geht aus der ESC-Leitlinien von 2022 jedoch keine klare Empfehlung hinsichtlich einer
OAK bei VHF mit VKA oder NOAK hervor. So zeigten sich die Wirksamkeit und Sicherheit von
VKA in einigen Studien bei hoher TTR vergleichbar mit der von NOAK (42, 43).

Auf der anderen Seite wird das aus der aktuellen Studienlage hervorgehende deutlich erhthte
intrazerebrale Blutungsrisiko, insb. bei schlechter INR-Kontrolle und die verringerten Patienten-

Compliance unter VKA hervorgehoben (4).

2.7.  Allgemeine Komplikationen von VHF

Uber die thromboembolischen Komplikationen hinaus geht Vorhofflimmern mit einer Vielzahl
weiterer Komplikationen einher, was zu einer 1,5- bis 3,5-fachen Erhéhung der Gesamtmortalitat
fuhrt. 20-30% der Menschen mit VHF haben begleitend eine Herzinsuffizienz, welche sich durch
die ineffizientere Pumpfunktion im Rahmen der Herzrhythmusstérung haufig weiter
verschlechtert, was einen der Hauptgrinde fir die deutlich erhohte Hospitalisierungsrate von
VHF-Patient*innen von 10-40% pro Jahr darstellt.

Insbesondere das mit VHF einhergehende erhdhte Risiko von cerebralen Mikroembolien fiihrt zu
einem deutlich erhdhten Risiko flr kognitive Defizite bis hin zu einer vaskularen Demenz.

Bis zu 20% der VHF-Patient*innen entwickeln im Laufe der Erkrankung Symptome einer
Depression. Insgesamt fiihrt VHF bei > 60% den Erkrankten zu einer deutlichen Reduktion der

Lebensqualitat (4).
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2.8.  Pathophysiologie von Vorhofflimmern

Die Pathophysiologie von Vorhofflimmern ist hochkomplex und noch nicht vollstandig
verstanden.

Haisaguerre et al. berichteten zuerst von ektopen Erregungszentren in den Pulmonalvenen als
Ursache von Vorhofflimmern (44), was die Grundlage fir die Pulmonalvenenisolation (PVI) als
Behandlungsmoglichkeit darstellt. Der Fakt, dass ein erheblicher Anteil der Patient*innen
unzureichend auf diese Therapie anspricht (45), suggeriert jedoch eine zuséatzliche
pathophysiologische Beteiligung des atrialen Gewebes.

Umfassende Daten zeigen, dass bei Menschen mit VHF in der Mehrheit der Félle eine atriale
Kardiomyopathie nachweisbar ist (46, 47), welche in der Pathophysiologie von VHF eine wichtige
Rolle einzunehmen scheint und im zeitlichen Verlauf der Erkrankung in der Regel zunimmt (47,
48).

Eine atriale Myopathie meint dabei eine Vielzahl an Verédnderungen des Vorhofs, welche
zusammen das Auftreten von Vorhofflimmern und eine Hyperkoagulabilitat beglinstigen. Dazu
zdhlen insbesondere eine vermehrte atriale Fibrose, eine Druckiiberlastung, sowie ein Umbau von
autonomen Fasern und des Reizleitungssystems im Vorhof. Darliber hinaus lassen sich
insbesondere  eine  endotheliale  Dysfunktion, sowie eine  Hochregulation von
proinflammatorischen und prothrombotischen Faktoren nachweisen (48).

Eine echokardiografische Beurteilung einer moglichen linksatrialen Dilatation als Zeichen atrialer
Myopathie gehort regelhaft zur etablierten Diagnostik bei VHF-Patient*innen (4), dabei gilt das
Ausmald der VergroRerung als signifikanter prognostischer Marker fiir das Wiederauftreten von
VHF nach Erlangen des Sinusrhythmus (49).

2.8.1. Atriale Fibrose

Der atriale Umbau (Remodelling), welcher zu einer atrialen Myopathie mit systolischer
Dysfunktion und veranderten elektrischen Leitungseigenschaften des atrialen Myokards fihrt, ist
komplex.

Dabei besteht grol3er Konsens, dass der Entstehung einer myokardialen Fibrose des linken Atriums
eine zentrale Bedeutung fir die Entstehung und Aufrechterhaltung von Vorhofflimmern zukommt
(47, 48, 50, 51).
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Fibrose ist am Herzen, wie auch an der Mehrheit der tbrigen Organe des Korpers, eine typische
Reaktion auf Verletzung, Fehlfunktion oder Entzindung. Hierbei flhren wiederkehrende
Gewebsverletzungen nach Durchlaufen einer regenerativen Antwort mit Ersatz des
Ursprungsgewebes ohne bleibende Schaden zunehmend zum Einbau von fibrotischem Gewebe.
Dies geschieht durch ein komplexes System aus =zell- und zytokin-vermittelten
proinflammatorischen Prozessen, welche im Herzen zu einer Proliferation von Fibro- und
Myofibroblasten, sowie einer vermehrten Ablagerung kollagenhaltiger extrazellularer Matrix
fuhrt. (48).

Myokardiale Fibrose fihrt durch eine regionale Herabsetzung der kardialen elektrischen
Leitungsgeschwindigkeit (52, 53) zu zunehmend heterogenen elektrischen Leitungseigenschaften
des linken Atriums (elektrisches Remodelling), was eine wichtige Ursache flr die Entstehung von
VHF ist (54, 55). So bilden die heterogenen Leitungseigenschaften die anatomische Grundlage fur
die Entstehung von multiplen kleinen, kreisenden und sich selbst unterhaltenden elektrischen
Erregungen (engl. ,, Re-entries ) in den Vorhdfen als wichtige Ursache fiir die hochfrequente und
irregulére Vorhoffrequenz bei VHF.

Eine vermehrte atriale Fibrose ist nachgewiesen mit einer Progression von VHF assoziiert. So
korrelierte der Fibrosegrad von humanen atrialen Gewebsproben in post-mortem Untersuchungen
positiv mit der VHF-Last und bei Patient*innen mit paroxysmalen VHF waren deutlich weniger
fibrotische Anteile als bei Patienten*innen mit persistierendem VHF nachweisbar (56).

Die wichtigsten Risikofaktoren fur die Entstehung einer atrialen Fibrose sind dabei Alter (57), eine
atriale Druck- und Volumen-Erhdhung und dadurch bedingte erhéhte atriale Wandspannung (58),
oxidativer Stress (59, 60) und inflammatorische Prozesse (59, 61).

Serologische Biomarker fir atriale Fibrose bei Vorhofflimmern

Die Identifikation von im Blut nachweisbarer Biomarker, welche unterschiedliche kardiale
Erkrankungen anzeigen koénnen ist von grof3em klinischem Interesse. Weit verbreitet ist z.B. die
Messung der Enzyme Troponin-1 und Troponin-T als Biomarker fir kardiale Nekrose oder auch
natriuretische Peptide, wie z.B. NT-proBNP als Marker fiir eine erhohte kardiale
Wandspannung(62).

Biomarker fur kardiale Fibrose werden bisher weniger eingesetzt, sind jedoch Gegenstand
aktueller Forschung. Hierbei haben sich die Proteine Galectin-3 (Gal-3) und sST-2 als gute im

Blutplasma messbare Fibrosemarker herauskristallisiert (63).
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Galectin-3 und sST2 bei friithem Vorhofflimmern

Studienergebnisse zeigen bei Vorhofflimmern erhéhte Werte flir sowohl fir Galectin-3 (64), wie
auch fur sST-2 (65). In welchem Ausmal? atriale Fibrose bei VHF im Initialstadium bereits vorliegt
oder ob sich eine signifikante Erhthung dieser Plasma-Fibrosemarker erst im fortgeschrittenen
Stadium der Erkrankung messen lasst, wurde bisher jedoch noch nicht untersucht.

2.8.2. Inflammation und VHF

Auch inflammatorische Prozesse spielen fiir die Entstehung von VVorhofflimmern eine bedeutende
Rolle (61, 66, 67).

Die ersten klinischen Hinweise auf eine mogliche inflammatorische Genese von VHF kommen
von der Beobachtung, dass bei Patient*innen mit Perimyokarditis gehauft atriale Arrhythmien
auftreten (68).

Weitere Hinweise stammen von histologischen Untersuchungen von atrialen Gewebsproben, in
denen bei Menschen mit VHF eine vermehrte Infiltration von Leukozyten und Makrophagen
zusammen mit erh6hten Konzentrationen von proinflammatorischen Zytokinen auffielen (69-71).
Neben regionalen inflammatorischen Prozessen direkt am Herzen, scheinen jedoch auch
systemische entzindliche Prozesse die Genese von VHF zu beginstigten.

So sind zahlreiche extrakardiale entzlindliche Erkrankungen mit einer erhdhten Inzidenz von VHF
assoziiert, darunter z.B. Rheumatoide Arthritis, Psoriasis vulgaris, chronisch entzundliche
Darmerkrankungen, systemischer Lupus erythematodes und Spondylosis ankylosans
(M.Bechterew) (72-76). Bei vielen Patienten*innen mit diesen Erkrankungen kénnen dartber
hinaus Zeichen einer atrialen Myopathie nachgewiesen werden (77, 78).

Urséchlich hierfur sind unter anderem lokal im Herzmuskelgewebe stattfindende entziindliche
Prozesse, welche durch eine Schadigung von Kardiomyozyten und Aktivierung kardialer
Fibroblasten atriale Myopathie und Fibrose beglnstigen (66).

Dartiber hinaus verursachen aktivierte Kkardiale Fibroblasten durch die Sekretion
proinflammatorischer Zytokine eine Infiltration von weiteren Immunzellen, was den lokalen
Entzlindungsprozess weiter intensiviert und wodurch ein sich selbst unterhaltender, bosartiger

Kreislauf mit Progression der Erkrankung entsteht (66, 79, 80).
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2.8.3. Hyperkoagulabilitat bei VHF

Die Pathogenese der Thrombusentstehung bei Vorhofflimmern ist im Gegensatz zu friheren
Annahmen multifaktoriell und nicht ausschlieBlich auf die Blutstase im linken VVorhof zu beziehen
(25). Tatséchlich suggerieren erhdhte Hamostase-Marker im Plasma, wie Fibrinogen, D-Dimere,
oder von-Willebrand-Faktor bei Menschen mit VHF einen auch extrakardial vorliegenden
prothrombogenen Status (81) (82, 83).

Ob das VHF an sich oder aber die ihm zu Grunde liegenden Risikofaktoren zu der
Hyperkoagulabilitat fuhren, ist aktuell Bestandteil breiter Diskussion und Forschung. Dabei
konnten in zahlreichen Studien gezeigt werden, dass Hyperinflammation, atriale Myopathie und
Fibrose auch in Abwesenheit von VHF unabhéngige Risikofaktoren fiir das Auftreten von
thromboembolischen Ereignissen darstellen (67, 84-86). So haben z.B. Menschen mit
rheumatoider Arthritis oder systemischen Lupus erythematodes ein 60- bis 100-%ig erhohtes
Schlaganfall-Risiko verglichen mit der Allgemeinbevolkerung (87) und die Assoziation von
erhohten systemische Entziindungsmarkern mit einer erhéhten Schlaganfall-Inzidenz bleibt auch
nach Herausrechnung klassischer kardiovaskulédrer Risikofaktoren, wie VHF oder arterielle
Hypertonie signifikant (88, 89).

Ein wichtiger Mechanismus fir die Hyperkoagulabilitat scheint dabei eine durch Inflammation
und kardiale Fibrose bedingte endotheliale Dysfunktion zu sein (67, 84), wobei von einem

multifaktoriellen Geschehen auszugehen ist und viele Bausteine noch nicht bekannt sein dirften.
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2.9. Protease-aktivierte Rezeptoren (PAR)

Die Gerinnungsfaktoren Thrombin (Faktor-11a) und der aktivierte Faktor-X (FXa) haben sich
durch die Entwicklung der NOAK als effektive Ziele flir eine medikamentdse Antikoagulation
herausgestellt.

Neben ihrer Hauptfunktion in der Hdmostase, spielen beide Faktoren jedoch auch eine wichtige
Rolle in vielen weiteren physiologischen und pathophysiologischen Prozessen.

Eine Interaktion zwischen Gerinnungskaskade und proinflammatorischen und -fibrotischen
Signalwegen ist seit langem bekannt, wobei Thrombin und Faktor-Xa hier eine wichtige
Schnittstelle darstellen (90, 91). Ihre gerinnungsunabhangigen Effekte vermitteln die beiden
Serinproteasen dabei Uberwiegend uber Protease-aktivierte Rezeptoren (PAR) (90).

Die vermehrte Aktivierung von PAR scheint bei in der Pathophysiologie von VHF eine

Schlisselrolle einzunehmen (91, 92).

2.9.1. Struktur und Funktionsweise von Protease-aktivierten Rezeptoren (PAR)

Bei PARs handelt es sich um eine Familie von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren bestehend aus
4 Subtypen: PAR1, PAR2, PAR3 und PAR4.

Alle PARs bestehen aus einem Rezeptorkdrper mit sieben schleifenformig aufgebauten
transmembrandsen Doménen, sowie einem intrazelluldren C-Terminus und einem extrazelluldren
N-Terminus. Der extrazellulare N-Terminus besteht aus einem 17 bis 26 Aminosauren langen
Peptid. Die Spaltung dieser Exodomane an definierter Stelle durch Serin-Proteasen flhrt zu der
Freilegung einer kurzen Aminosdauresequenz am N-Terminus, welche nun intramolekular als
angebundener Ligand an den Rezeptorkdrper binden kann und den PAR aktiviert.

Aktivierte PARs konnen dann intrazellular an multiple G-Protein-Komplexe und R-Arrestin
binden und entsprechende Signalkaskaden aktivieren (93) (s. Abbildung-3).

Zusatzlich zu PAR-aktivierenden Proteasen, existieren auch Proteasen, welche durch
proteolytische Spaltung des extrazelluldren N-Terminus an anderer Stelle einen PAR inaktivieren
kdnnen (94).
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Durch die Proteolyse am N-Terminus der Exodomane von PAR1 kommt es zur Freilegung des
dort gebundenen Liganden. Dieser bindet an die transmembrandsen Rezeptoranteil, was zur

Aktivierung des Rezeptors fiihrt und intrazellulér die Bindung an multiple G-Protein-Komplexe

und R-Arrestin ermdglicht.

2.9.2. Biased Signalling von PARs

Die Aktivierung eines PAR-Subtyps auf einer Zelle hat nicht zwangslaufig das gleiche
intrazellulare Signalling zur Folge.

So konnen verschiedene Proteasen zu einer PAR-Aktivierung fiihren. Jedoch schneiden einige
Proteasen den N-Terminus an einer alternativen Stelle, was zur Demaskierung einer anderen
Ligandendomane fuhrt, dessen Bindung an den Rezeptorkdrper ein anderes Down-Stream-
Signalling bewirkt (94).

So kann beispielsweise, abhangig von der aktivierenden Protease, die Aktivierung des PAR1-
Rezeptors eine pro- oder antiinflammatorischen Zellantwort verursachen (95).

Auch koénnen intermolekulare Wechselwirkungen zwischen mehreren PARs Einfluss auf das
vermittelte Signalling nehmen. So lieR sich z.B. auf Endothelzellen eine Transaktivierung von
PAR2 durch PAR1 zeigen (96).
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Darlber hinaus findet in einigen Falle auch eine Transaktivierung von anderen Rezeptoren, wie
dem eGF-Rezeptor (engl. ,, epidermal growth factor-receptor “) durch PAR1 oder PAR?2 statt, was
ebenfalls zu einem unterschiedlichen Down-Stream-Signalling fiihrt (97, 98).

Die Modoglichkeit der Homodimerisierung von zwei PAR-Rezeptoren oder einer
Heterodimerisierung mit anderen PAR-Rezeptortypen und dadurch vermittelte Unterschiede des
transmembrandsen Signalling (99) veranschaulichen weiter dessen Komplexitat.

2.9.3. PAR bei VHF

Bei VHF kommt es im Rahmen der bekannten Hyperkoagulabilitat zu einer vermehrten lokalen
und systemischen Aktivierung von Gerinnungsfaktoren und damit auch von Thrombin und Faktor-
X. Dadurch kommt es auch zu einer Zunahme ihrer gerinnungsunabhangigen, PAR-vermittelten
Effekte (91, 92).

Insbesondere die exzessive Aktivierung von PARL und PAR2 scheint (ber die Vermittlung
proinflammatorischer und -fibroproliferativer Signalwege im Herzen fur die Pathophysiologie von
VHF eine zentrale Rolle zu spielen (91, 92), weswegen sich in der vorliegenden Arbeit auf die

Untersuchung dieser beiden Rezeptoren-Typen konzentriert wurde.

PAR1

PARL ist der am besten untersuchte Subtyp der PAR-Rezeptorgruppe. Thrombin ist durch seine
hohe Affinitat zum N-Terminus von PAR1 dessen effizientester Aktivator (100). Hierbei spaltet
die Serin-Protease die Peptidverbindung Arg-41/Ser-42 in der Exodomane von PAR1 und legt so
den entsprechenden angebundenen Liganden frei. Dieser bindet an den transmembrandsen Teil
von PAR1, was zur intrazellularer Kopplung von G-Proteinen (Ga12/13, Gaq oder Gai) oder B-
Arrestin und zu entsprechendem Down-Stream-Signalling fuhrt (101).

Auch Faktor-Xa bindet auf Grund seiner strukturellen Ahnlichkeit zu Thrombin mit hoher
Affinitat an PARL. Die Spaltungssequenz und der freigelegte Ligand sind dabei identisch (102).
Ein wichtiger weiterer Aktivator von PAR-1 und ein gutes Beispiel fur biased signalling ist das
aktivierte Protein-C (APC), dessen Hauptfunktion U(ber die proteolytische Spaltung der
Gerinnungsfaktoren VVa und Vllla eine Hemmung der Gerinnungskaskade ist.

APC kann die Exodomane von PAR1 neben der klassischen Stelle Arg-41 auch an Stelle Arg-46

schneiden und so einen alternativen angebundenen Liganden freilegen.
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Wahrend die durch Thrombin oder Faktor-Xa ausgeloste PAR1-Aktivierung eine
proinflammatorische Zellantwort auf Endothel- und anderen Zellen auslost, fihrt eine durch APC
ausgeloste PAR1-Aktivierung zu einer Abschwachung proinflammatorischer Signalkaskaden und
zu zellprotektiven Effekten (95). Weitere PAR-Liganden sind in Tabelle 3 aufgefihrt.

Tabelle 3: Protease aktivierte Rezeptoren (PAR) und ihre wichtigsten Liganden
(Ubersetzt und modifiziert aus Ossovskaya et al. Physiol Rev 2004 (103))

PAR-1 PAR-2 PAR-3 PAR-4
Aktivierende Thrombin Trypsin Thrombin Thrombin
Proteasen
Faktor-Xa Tryptase Trypsin
APC FVlla Cathepsin G
Gingipains-R
Granzym-A FXa
Gingipains-R MT-SP1
Proteinase-3
Trypsin
P Acrosien
MMP-1
Der P3 D9
MMP-13 Gingipains-R

Deaktivierende Cathepsin G Cathepsin G Cathepsin-G

Proteasen Plasmin
Elastase

Elastase
Proteinase-3

Trypsin

*Abkirzungen: MMP=Matrix-Metalloprotease
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PAR2

Als erstes wurde die Protease Trypsin als potenter PAR2-Aktivator identifiziert, wobei diese
lediglich im Gastrointestinaltrakt vorkommt. Im Blut spielen vor allem die berwiegend von
Mastzellen produzierte Tryptase und der Gerinnungsfaktor Faktor-Xa eine Rolle, wobei
letztgenannter PAR2 sowohl in freier Form aktivieren kann, wie auch in besonders effizienter
Weise im Verbund mit Faktor-Vl1la und Faktor-111 (100).

Thrombin kann PAR2 nicht direkt aktivieren. Interessanterweise konnte jedoch eine indirekte
Aktivierung des Rezeptors durch Thrombin auf Endothelzellen nachgewiesen werden (104).
Hierbei kommt es durch den Mechanismus der Transaktivierung bei Zellen, die sowohl PAR1 wie
auch PAR2 exprimieren, nach Thrombin-vermittelter Freilegung des gebundenen Liganden von
PARL1 auch zu einer Bindung dieses Liganden an den Rezeptorkdrper von PAR2, was dessen
(Trans-)Aktivierung zur Folge hat (100).

2.9.4. PAR1 und PAR2 auf zirkulierenden Immunzellen

PARs spielen auch fir die Erkennung von Pathogenen und der dadurch vermittelten
Immunreaktion eine Rolle, weswegen die Rezeptoren auf einer Vielzahl von Immunzellen zu
finden sind.

PARL1 und PAR2 sind auf Monozyten, Makrophagen, natirlichen Killerzellen, T-Helferzellen
(CD4+) und eosinophilen Granulozyten nachweisbar. CD8+-T-Zellen exprimieren ausschlieBlich
PAR1, wahrend neutrophile Granulozyten, Mastzellen und dendritische Zellen ausschlieRlich
PAR2 exprimieren. Auf B-Lymphozyten lassen sich keine PARs nachweisen (105-108).

Auf Grund ihrer systemischen Verfuigbarkeit findet eine Thrombin und Faktor-Xa vermittelte
PAR1- und PAR2-Aktivierung auch auf Immunzellen statt.
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2.9.5. PAR1/PAR2 und das Herz

PAR1 und PAR?2 sind auf zahlreichen Zellen des Herzens nachweisbar und scheinen hier eine
wichtige Rolle in der Pathophysiologie von VHF und anderen kardialen Erkrankungen zu spielen
(91, 92).

Beide Rezeptoren werden von kardialen Myozyten, Endothelzellen und glatten Muskelzellen
exprimiert, PARL1 ist zusatzlich in hoher Konzentration auf kardialen Fibroblasten nachweisbar
(109).

Die Expression von PAR1 und dessen Ligand Thrombin ist dabei auf Kardiomyozyten im linken
Vorhof ausgeprégter als in den Ventrikeln (110) und eine tachykarde Rhythmusstimulation fihrte
in vitro zu einer weiteren Hochregulierung der PAR1-Expression im Vorhofgewebe (111).

Die Exposition mit Thrombin verursachte in vitro PAR1-vermittelte proarrhythmogene Effekte

auf humane atriale Kardiomyozyten (112).

2.9.6. Einfluss von PAR1/2 auf atriale Inflammation und Remodelling

Die Stimulierung von PAR1 und PAR2 am Vorhofgewebe scheint durch Aktivierung
proinflammatorischer Signalwege und profibrotischer Effekte zu einem negativen atrialen
Remodelling zu fihren, was die Grundlage fur die Entstehung von VHF bildet.

So konnte im Tierversuch ein proliferativer Effekt auf kardiale Fibroblasten und ein hypertropher
Effekt auf Kardiomyozyten beobachtet werden (113, 114) und nach simultaner Stimulation mit
Faktor-Xa und induzierter Tachyarrhythmie war in humanen atrialen Gewebsproben eine
gesteigerte Expression von PAR1 und PAR2, sowie typischer proinflammatorischer
Signalmolekdile nachweisbar (111).

Ein PAR2-Mangel fihrte im Mausmodell hingegen nach Myokardinfarkt zu einer reduzierten
Aktivierung proinflammatorischer Signalwege und zu einer Verringerung des postischdmischen
Remodellings (109). Interessanterweise zeigen andere Untersuchungen eine ausgepragte kardiale
Fibrose bei PAR2-knockout-Mdusen (115), sodass die Bedeutung des PAR2-Signallings im

Herzen aktuell noch nicht sicher einzuordnen scheint.

28



2.9.7. PAR und Atherosklerose

Atherosklerose bezeichnet einen chronischen krankhaften Umbau der arteriellen Gefal3wénde. Im
Wesentlichen kommt es hierbei durch pathologische Ablagerungen von Lipiden und entziindlichen
Prozessen zu einem Elastizitatsverlust und einer Verdickung der Gefdalwande. Durch eine
langsame konzentrische Zunahme der Gefalwanddicke oder durch die Ruptur von instabilen
atherosklerotischen GefélRlasionen (Plaques) mit resultierender Thrombose des Gefélies fuhrt
Atherosklerose im fortgeschrittenen Stadium zu einer Minderdurchblutung (Ischdamie) von
Organen. Am Herzen fiihrt die Atherosklerose der Koronararterien im Verlauf zu einer
ischdmischen Kardiomyopathie (Koronare Herzerkrankung, KHK), welche einer der
Hauptrisikofaktoren fur Herzrhythmusstérungen, wie VHF darstellt (4).

Auch Entstehung und Progression von Atherosklerose nehmen PAR1 und PAR2 eine
Schlisselrolle ein. Thrombin und Faktor-Xa vermitteln hier nicht nur Thrombozytenaggregation
und koagulative Effekte, sondern fiihren auch zu Endothelzellaktivierung, Expression von
Adhasionsmolekiilen, Zytokinen und Wachstumsfaktoren, sowie zu Proliferation glatter
Muskelzellen und Fibroblasten in den Gefél3wénden, wobei diese Prozesse zu einem wesentlichen
Anteil PAR1 und PAR2- vermittelt scheinen (91, 92).

2.9.8. PARs und NOAKSs

Insbesondere auf Grund der einfacheren Handhabung, sowie starken Hinweisen fiir eine erhdhte
Patientensicherheit ~und  mindestens  gleichwertigen  prophylaktischen  Effekt  fur
thromboembolische Ereignissen, werden die direkten Faktor-Xa-Hemmer Rivaroxaban, Apixaban
und Edoxaban, sowie der direkte Thrombin-Hemmer Dabigatranetexilat mittlerweile in den USA
deutlich hdufiger fur die OAK bei VHF-Patienten eingesetzt als die klassischen Vitamin-K-
Antagonisten (VKA) (116).

Von besonderem Interesse sind dementsprechend eine Vielzahl von aktuellen Studienergebnissen,
die zahlreiche weitere pleiotrope Effekte der NOAKS uber die Antikoagulation hinaus vermuten
lassen, wobei diese Uberwiegend durch eine Beeinflussung des PAR1- und PAR2-Signallings
bedingt scheinen und primar aus préklinischen Modellen stammen. So scheint die Behandlung mit

NOAKS bei GefalRerkrankungen die weitere Progression von Atherosklerose zu verlangsamen und
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zu einer Stabilisierung von artherosklerotischen Plaques zu fiihren. Dariber hinaus zeigen sich
kardioprotektive Effekte durch antiinflammatorische und -fibrotische Mechanismen (91, 92).
Die orale Antikoagulation mittels VKA scheint im Gegensatz zu den NOAKSs (ber den

gerinnungshemmenden Effekt hinaus keinen Effekt auf das PAR-Signalling zu haben (91).

2.10. Fragestellung

Die Pathophysiologie von VHF ist bis heute nicht zur Ganze verstanden. Lokale und systemische
proinflammatorische Prozesse, atriale Fibrose und Hyperkoagulabilitdt nehmen eine
Schlusselrolle fur die Entstehung und Progression der Erkrankung sowie dessen Komplikationen
ein, wobei sich die einzelnen Komponenten dabei in einem bodsartigen Kreislauf gegenseitig
bedingen und verstéarken.

Ein durch Thrombin und Faktor-Xa vermitteltes PAR1- und PAR2- Signalling flhrt in-vitro und
im Tiermodell zu einer Verstarkung aller drei Komponenten und kdnnte dementsprechend zu einer
Progression der Erkrankung fiihren.

Eine NOAK-vermittelte Hemmung dieses Signallings scheint hingegen protektiv zu wirken.

Vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse ergibt sich die Annahme einer zentralen Bedeutung des
PAR1- und PAR2-Signallings, sowie dessen Hemmung fiir die Pathophysiologie und magliche
Behandlungsoptionen der Erkrankung (s. Abbildung-4).
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Abbildung 4: PAR1/2 im Zentrum der drei pathophysiologischen Komponenten von VHF

Das PAR1- und PAR2-Signalling am Herzen beeinflusst sowohl proinflammatorische, wie auch
profibrotische Prozesse am Herzen und fuhrt zu Hyperkoagulabilitat. Diese drei Komponenten
stellen auch wesentliche pathophysiologische Bausteine fur die Entstehung von
Vorhofflimmern dar. Die Hypothese der vorliegenden Dissertation besteht aus der Annahme
einer Schlisselrolle des kardialen PAR1- und PAR2-Signallings fir die Entstehung von

Vorhofflimmern.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der PAR1 und PAR2-Expression bei
Patient*innen mit neu diagnostizierten VHF und dessen Korrelation mit peripheren Fibrose- und
Gerinnungsmarkern, sowie die Untersuchung einer moglichen Beeinflussung durch den Einsatz
von NOAKS.

Wegen eingeschrénkten Generierungsmaoglichkeiten von humanen atrialen Gewebsproben in-vivo
wurde, vor dem Hintergrund des systemisch vermittelten zellularen Thrombin- und FXa-
Signallings und nachgewiesen ausreichender PAR- Expression, die Untersuchung der Rezeptoren
auf Mononukleédren Zellen des peripheren Blutes (engl. ,,Peripheral blood mononuclear cells*,
PBMC’s) bei Patient*innen mit VHF gewahlt.



Zur Untersuchung der angenommenen protektiven Effekte von NOAKS Uber das Herz hinaus auch
auf vaskuldre Erkrankungen, wurde in der vorliegenden Arbeit auch das Ausmal} an
Atherosklerose bei Patient*innen mit VHF in Abhéngigkeit von der eingesetzten Antikoagulation

untersucht.

FUr die vorliegende Arbeit wurden folgende Fragestellungen formuliert:

1. Unterscheidet sich die Expression von PAR1 und PAR2 im Initialstadium von VHF im
Vergleich zu Probanden mit &hnlichem kardiovaskularem Risikoprofil, aber ohne VHF?

2. Zeigen sich im Initialstadium von VHF erhdhte Entzindungs-, Fibrose-, und
Gerinnungsmarker im Blutplasma?

3. Hat die Einnahme von NOAKSs bei VHF einen Einfluss auf die PAR1- und PAR2-
Expression?

4. Hat eine NOAK-Therapie bei VHF einen Einfluss auf Fibrosemarker im Plasma?

5. Ist bei VHF-Patient*innen mit NOAK im GefaRultraschall weniger Atherosklerose

nachzuweisen?
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3. Material und Methodik
3.1. Patientenkohorten

Das vorliegende Studienprotokoll wurde durch die Ethikkommission der Charité-
Universitatsmedizin Berlin genehmigt. Die Studie wurde im Einklang mit der Erklarung von
Helsinki und nach der Satzung der Charité-Universitdtsmedizin Berlin zur Sicherung guter
wissenschaftlicher Praxis durchgefihrt.

Erste Kohorte: Patienten mit erstdiagnostiziertem VHF und Kontrollgruppe

Die Charakteristika der eingeschlossenen Patient*innen wurden bereits in den vorausgehenden
Publikationen dargelegt (1-3).

In die erste Kohorte wurden 100 Patient*innen eingeschlossen. Einschlusskriterien fur die VHF-
Gruppe (n=80) waren die folgenden: Alter >18 Jahre, schriftliche Einwilligungserklarung fur die
Studienteilnahme, Aufnahme in die kardiologische Abteilung der Charité — Campus Benjamin
Franklin auf Grund einer erstdokumentierten Diagnose eines Vorhofflimmerns.
Ausschlusskriterien fiir die VHF-Gruppe waren die folgenden: reversible Ursache fir VHF (z.B.
Hyperthyreose, akuter Myokardinfarkt, Myokarditis, Perikarditis, andere akute infektiése oder
inflammatorische Erkrankungen) oder vorherige Antikoagulation.

Die Kontrollgruppe (n=20) bestand aus Patient*innen mit vergleichbarem kardiovaskuléren
Risikoprofil (aber ohne VHF), welche ebenfalls in die kardiologische Abteilung der Charité —
Campus Benjamin Franklin aufgenommen wurden. Die Aufnahmediagnosen setzten sich
zusammen aus Herzinsuffizienz, hypertensiver Kardiomyopathie oder Verdacht auf Koronare
Herzerkrankung (KHK) zur Durchfiihrung einer elektiven Koronarangiografie.

Patient*innen der Kontrollgruppe, welche in der Nachverfolgung tiber ein Jahr VHF entwickelten,
wurden ausgeschlossen. Eine detaillierte Beschreibung der Patientencharakteristika findet sich in
Tabelle-4.

Eine ausgeglichene Geschlechterverteilung wurde fir beide Gruppen berticksichtigt. Die peripher-
vendse Blutentnahme, sowie Datenerhebung erfolgten innerhalb der ersten 24 Stunden nach

Krankenhausaufnahme.
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Tabelle 4: Erste Kohorte: Charakteristika Patient*innen mit erstdiagnostiziertem VHF und

Kontrollgruppe
(ebenfalls dargestellt in (1-3))

Kontrollgruppe VHF-Gruppe p-Wert
(n=20) (n=80)

mannl./weibl. 10/10 (50%/50%) | 50/30 (62,5%/37,5%) n.s.

CHA:DS,-VASC 3,45 3,98 n.s.

Bekannte Herzinsuffizienz 4/20 (20%) 21/80 (26%) n.s.

Ejektionsfraktion 62% 59% n.s.

NT-proBNP ng/L 170,3 215,3 n.s.

Art. Hypertonie 17/20 (85%) 70/80 (87,5%) n.s.
Alter (in Jahren)

<65 9/20 (45%) 22180 (27,5%) n.s.

65-75 6/20 (30%) 26/80 (32.5%) n.s.

>75 5/20 (25%) 32/80 (40%) n.s.

Diabetes mellitus 5/20 (25%) 24/80 (30%) n.s.

Bekannte TIA/Schlaganfall 1/20 (5%) 8/80 (10%) n.s.

Korpergewicht (kg) 82,95 85,93 n.s.

BMI (kg/m?) 27,97 27,55 n.s.

Procalcitonin (ug/L) 0,07 0,07 n.s.

C-Reaktives Protein (mg/l) 3,33 3,25 n.s.

Werte sind im Mittel oder in Prozent angegeben. Abkurzungen: NT-proBNP=N-terminales Prohormon of
brain natriuretic peptide; TIA=Transitorisch ischamische Attacke; BMI=Body Mass Index; n.s.=nicht

signifikant.
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Zweite Kohorte: Patient*innen mit  bekanntem VHF und  bestehender
gerinnungshemmender Medikation

Der Effekt einer gerinnungsaktiven Medikation auf Patient*innen mit bekanntem Vorhofflimmern
wurde in einer zweiten Kohorte aus 70 Patient*innen untersucht, welche durchgehend seit der
Erstdiagnose Vorhofflimmern mit einer gerinnungshemmenden Medikation behandelt wurden.
Zehn Patient*innen erhielten eine nicht-PAR-gerichtete Medikation mit Acetylsalicylsaure.
Sechzig Patient*innen erhielten eine PAR-gerichtete Medikation mit dem Flla-Hemmer
Dabigatran (n=17) oder dem FXa-Hemmer Rivaroxaban oder Apixaban (n=43).

Hierfir wurden vendse Blutproben von Patient*innen mit bekanntem Vorhofflimmern gesammelt,
die sich 2016 zu elektiven Routineuntersuchungen in der kardiologischen Abteilung der Charite —
Campus Benjamin Franklin vorstellten. Als Messparameter fir das allgemeine kardiovaskulare
Risiko der Patienten wurde bei dieser Patientenkohorte zusétzlich im B-Bild-Geféalultraschall eine
Karotis-Intima-media-Dicken-Messung (engl. ,,carotid intima-media thickness”, CIMT)
durchgefihrt. Daflr wurden im Bereich der Arteria carotis communis beidseits jeweils drei
Messwerte erhoben und gemittelt.

Eine detaillierte Beschreibung der Patientencharakteristika findet sich in Tabelle-5.
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Tabelle 5: Zweite Kohorte:

gerinnungsaktiver Medikation
(ebenfalls dargestellt in (1-3))

Patienten mit bekanntem

VHF und verschiedener

ASS lla Xa
(n=10) (n=17) (n=43)
mannl./weibl. 7/3 9/8 17/26
CHA:DS>-VASC 3 3,9 4
Herzinsuffizienz 2/10 (20%) 13/17 (76%) 26/43 (60%)
Ejektionsfraktion 66 62 59
Art. Hypertonie 9/10 (90%) 13/17 (76%) 36/43 (83%)

Alter (in Jahren)

<65 2/10 (20%) 2/17 (12%) 9/43 (20%)
65-75 5/10 (50%) 11/17 (64%) 19/43 (44%)
>75 3/10 (30%) 4117 (24%) 15/43 (34%)
Diabetes mellitus 2/10 (20%) 3/17 (17%) 13/43 (30%)
TIA/Schlaganfall 0 2/17 (12%) 4/43 (9%)
Korpergewicht 81 82 84
(kg)
BMI (kg/m2) 26,28 28,1 28,8
CRP (mg/l) 9,5 4,3 15,2

Werte sind im Mittel oder in Prozent angegeben. Abkiirzungen:

TIA=Transitorisch ischdmische Attacke; BMI=Body-Mass-Index.
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3.3. Blutentnahme

Nach ausfihrlicher Aufklarung und schriftlicher Einwilligungserklarung erfolgte die
Blutentnahme im Rahmen einer Routineblutentnahme flr klinische Zwecke aus einer peripheren
Armvene. Ein Teil des gewonnenen Materials wurde daflir benutzt, Gber das mit der Charité
kooperierende Labor des Zentrums fur Transfusions- und Zelltherapie Berlin (ZTB) mittels
etablierter Nachweismethoden folgende Laborparameter zu messen: Differentialblutbild, CRP,
Procalcitonin, LDL, HbAlc, Fibrinogen, D-Dimere, Von-Willebrand-Faktor-Antigen, Von-
Willebrand-Faktor-Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat, Faktor-VIIlI, NT-proBNP, Interleukin-6 (IL-6)

und Tumornekrosefaktor-a.

3.4. PBMC-Isolierung aus humanem Vollblut

PBMC-Isolierung - Methodik

Aus dem Blut einer 7,5ml Lithium-Heparin-Monovette wurden in einem néchsten Schritt
Mononukleére Zellen des peripheren Blutes (PBMC’s) isoliert.

Unter PBMC’s werden alle Blutzellen mit rundem Nukleus zusammengefasst. Im Einzelnen
umfasst dies Dendritische Zellen, Lymphozyten, Natirliche Killerzellen (NK-Zellen) und
Monozyten.

Durch eine Dichtegradient-Zentrifugation mit einem Separationsmedium mit einer Dichte von
1.077 g/ml lassen sich die Zellen in einer Vollblutprobe abhéngig von ihrer Dichte in zwei
Gruppen teilen. Die PBMC’s finden sich nach der Zentrifugation auf Grund ihrer geringeren
Dichte in der oberen Zellfraktion, wahrend die Erythrozyten und die polymorphkernigen
Leukozyten (Neutrophile, Basophile und Eosinophile Granulozyten) hiervon entsprechend ihrer
hoheren Dichte durch die Ficoll-Losung getrennt in der unteren Zellfraktion zu finden sind (s.
Abbildung-5).
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Abbildung 5: Schema der PBMC-Isolierung durch Dichtegradient-Zentrifugation mit
einem 1.077g/ml-Separationsmedium

Durch die Zentrifugation kommt es zur Separation der Blutbestandteile. Dabei sammeln sich
die Zellen mit grofiter Dichte (Erythrozyten, polymorphkernige Zellen) am Boden des
Réhrchens, dartber befinden sich getrennt durch das Separationsmedium die mononukleéren

Zellen des Peripheren Blutes (engl. PBMC’s) und in der oberen Fraktion das Blutplasma.

Der prozentuale Anteil der unterschiedlichen Immunzellpopulationen in der isolierten PBMC-

Fraktion variiert individuell stark und hangt zusatzlich von dem aktuellen Immunstatus ab.

Eine Ubersicht tber die durchschnittliche Zellverteilung innerhalb der PBMC-Fraktion zeigt

Abbildung-6.
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5-10% Monozyten
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NK-Zellen
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5-20% Dendritische Zellen
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30-40%
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Abbildung 6: Durchschnittliche prozentuale Anteile der unterschiedlichen
Zellpopulationen innerhalb der PBMC-Zellfraktion

Daten aus Verhoeckx K et al. Cham (CH): Springer. 2015 (117)

PBMC- Isolation - Probenverarbeitung

Das in der Heparin-Monovette gesammelte vendse Blut wurde flr die PBMC-Isolation innerhalb
von max. 4 Stunden weiterverarbeitet.

Dafur wurden fur jede Blutprobe zunédchst ein Leucosep™-Rohrchen mit  15ml
Separationsmedium (Ficoll-Paque™ PLUS, 1.077mg/l) befiillt.

Nach vorsichtiger Hinzugabe des vendsen Bluts wurden die Rohrchen bei 2500rpm fiir 10 Minuten
zentrifugiert. Die Interphase mit den enthaltenen PBMC’s zwischen Plasma und
Separationsmedium wurde entnommen und anschliefend zur Aufreinigung in einem Falcon-
Réhrchen mit 45ml Pufferlésung aus phosphat-buffered saline (PBS) und Bovine-Serum-albumin
(BSA) durchmischt und gekhlt bei 4°C fir 7 Minuten bei 3759 zentrifugiert. Der Uberstand
wurde vorsichtig abgesaugt und das am Réhrchenboden befindliche PBMC- Pellet zur Elimination
maoglicher verbleibender Erythrozyten in 5ml Erylysepuffer (KHCO3+NH4CL + EDTA+H20)
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resuspendiert und anschliel3end erneut mit 45ml PBS/BSA-Pufferlésung gewaschen und bei 4°C
und 375¢g flr 7 Minuten zentrifugiert.

Nach erneuter Resuspension in 45ml PBS/BSA-Pufferlésung wurden 10ul entnommen, die sich
darin befindlichen Zellen mit 40ul Tryptanblau geféarbt und unter dem Mikroskop mit Hilfe einer
Zahlkammer ausgezahlt.

Nach erneuter Zentrifugation bei 4°C und 375g fir 7 Minuten und Verwerfen des Uberstandes
wurde der Pellet vorbereitend fur die Kryokonservierung mit einem Einfriermedium aus Fetalem-
Kélberserum (FKS) und 10% Dimethylsulfoxid (DMSQ) resuspendiert, wobei hier das Volumen
abhangig von der vorher ermittelten Zellzahl so gewéhlt wurde, dass sich in einem Milliliter
Einfriermedium ca. 1 x10"7 Zellen befanden. AbschlieBend wurden die PBMC’s in 1ml Kryotubes

bei -80°C eingefroren.

3.5. Durchflusszytometrie
Durchflusszytometrie - Methodik

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode, mit der groRe Zellpopulationen innerhalb eines
flissigen Mediums ohne grofRen Zeitaufwand quantifiziert und differenziert werden kdnnen.
Hierfar lasst man die in einem flissigen Medium befindlichen Zellen durch eine dinne
Messkammer flieBen. Hier werden sie von einem oder mehreren Lasern in definierten
Wellenléngen angestrahlt. Beim Auftreffen auf die Zellen werden die Laserstrahlen abhéngig von
ZellgroRe und -konsistenz unterschiedlich gebrochen und teils reflektiert. An Hand des dabei
entstehenden charakteristischen  Streuungsmusters (engl. ,, Light-Scatter*) konnen die
unterschiedlichen Zelltypen differenziert werden (118, 119).

Die Lichtstrahlen, welche im Kleinwinkelbereich von 1°-20° zum Einfallswinkel des Laserstrahls
gestreut werden (Vorwaértsstreulicht, engl. Forward Scatter, FSC), geben Auskunft tber das
Zellvolumen, wahrend die Menge an starker gebrochenen Lichtstrahlen > 20° (Seitwaértsstreulicht,
,ide Scatter “, SSC) Aussagen zu der Komplexitat des Zellinneren zulassen. Lichtstrahlen werden
bei dem Ubertritt von Medien mit unterschiedlicher optischer Dichte gebrochen oder reflektiert

und zelluldre Bestandteile mit grolRer optischer Dichte, wie Granula oder ein Nukleus erhéhen das
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Seitwaértsstreulicht(118, 119). Auf diese Weise lassen sich unterschiedliche Zellen einfach
voneinander abgrenzen.

Aufgezeichnet werden die Messdaten durch eine entsprechende Software in einem Zytogramm
oder Frequenzhistogramm.

Die vorherige Inkubation der Zellsuspension mit fluoreszensgekoppelten Antikérpern ermdglicht
eine zusatzliche Aussage Uber das Vorhandensein und die Quantitat von Oberflachenmolekilen
der unterschiedlichen Zellpopulationen.

Dabei werden in Abhéangigkeit der zu untersuchenden Zielmolekile (Antigene) entsprechende
Antikorper mit unterschiedlichen gekoppelten Fluroeszenzfarbstoffen (Fluorochrome) verwendet,
wobei nach dessen laservermittelten Exzitation im Durchflusszytometer jedes Fluorochrom
Lichtstrahlen in Form einer bestimmten Wellenldnge emittiert, was wiederum durch
Photodetektoren detektiert wird.

So l&sst sich messen, wie hdufig die Zellen innerhalb einer bestimmten Zellpopulation mit
entsprechenden Antikorpern markiert waren (engl.: Frequency Of Parent) und tber die gemessene
mittlere Fluroenzenzintensitat (engl.: Mean Fluorescence Intensity= MFI) auch eine Aussage Uber

die Quantitat der Zielmolekile auf der Zelloberflache treffen.

Fur diese Arbeit wurde ein FACSCalibur™-Durchflusszytometer mit der CellQuest Software

(beide Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA) verwendet.

Verwendete Antikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikdrper von R&D Systems (Minneapolis, MN, USA) sind in
Tabelle-6 aufgefihrt.
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Tabelle 6: Charakteristika der verwendeten FACS- Antikdrpernach Herstellerangaben von
R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)

Ziel- Farbstoff Maximale Maximale
antigen Exzitation Emission
(nm) (nm)
PAR-1 Alexa Fluor 488 488 515-545
PAR-2 Allophycocyanin (APC) 650 660
CD-3 Phycoerythrin (PE) 488 565-605
HLA- Peridinin-chlorophyll 482 + 564 675
DR Protein Complex (Per-CP)

Messung von internalisierten Rezeptoren

Im Rahmen des kontinuierlich stattfindenden Umbaus der Zellmembran kommt es zu einer
regelmaRigen Internalisierung von PAR-Rezeptoren in die endosomalen Kompartimente(101,
103). Um auch die internalisierten Rezeptoren zu erfassen, erfolgte in einem zweiten
Versuchsansatz vor der Anfarbung der Rezeptoren die Permeabilisierung der Zellmembranen mit
Saponin. Zur Aufrechterhaltung der molekularen Stabilitat der intrazellularen Rezeptoren erfolgte

in dieser Versuchsreihe die zusatzliche Fixierung der Zellen mit 4% Paraformalaldehyd (PFA).

Durchflusszytometrie - Probenverarbeitung

Auftauen der PBMC’s
Fiir das Auftauen der kryokonservierten PBMC’s wurden zundchst fur jede(n) Proband*in ein
50ml-Falcon-Réhrchen mit 20 ml eines Auftaumediums aus RPMI-604-Medium + FKS + PBS

(alle ThermoFisherScientific™) im 37°C-Wasserbad vorbereitet.
Die in den Kryotubes befindlichen Proben wurden aus dem -80°C-Gefrierschrank enthommen und

umgehend fir 10-20 Sekunden im 37°C-Wasserbad unter optischer Kontrolle angetaut. Sobald
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sich die Proben soweit verflissigt hatten, dass sie sich aus dem Kryotube 16sen lie3en, wurden sie
umgehend in das vorbereitete 50ml-Falcon-Réhrchen mit dem Auftaumedium tberfihrt.
AnschlieBend wurden die Proben fiir 7 min mit 1400rpm bei 4°C zentrifugiert. Nach Verwerfen
des Uberstands wurde der Zellpellet zum Waschen in 10ml Auftaumedium resuspendiert und der
Zentrifugationsvorgang wiederholt.

AbschlieBend erfolgte die Resuspension der Zellen in einer PBS/BSA-Pufferlésung und
mikroskopische Auszahlung.

Fur jede(n) Proband*in erfolgte die Verwendung von ca.10"6 Zellen pro durchflusszytometrischer
Versuchsreihe. Die restlichen Zellen wurden fur die weiter unten beschriebene RNA-Isolation
belassen.

Versuchsreihe-1: Durchflusszytometrie ohne  vorherige Zellfixierung und

Membranpermeabilisierung

Nach Zentrifugation der bei 10°C gekihlten Zellsuspension fiir 7 Minuten bei 1400rpm wurde
zunachst vorsichtig der Uberstand abgesaugt. AnschlieBend wurde auf den Zellpellet die
Antikdrper-Farbemischung aus den monoklonalen Antikdrpern (5ul Human PAR1 Alexa Fluor®
488[R&D-Systems], 5ul Human PAR2 APC-konjugierter Antikérper [R&D-Systems], 0,5ul
Human CD3 Epsilon PE-konjugierter Antikorper[R&D-Systems], 1pl HLA-DR Per-CP
konjugierter Antikorper [R&D-Systems], 1ul Beriglobin) und 20ul PBS hinzugegeben. Es erfolgte
die Resuspension auf dem Vortex-Kreisschuttler und die Inkubation im Dunkeln fir 15 Minuten.
Nach Ablaufen der Inkubationszeit wurden jeder Probe weitere 300ul PBS hinzugegeben und

durchflusszytometrisch gemessen.

Versuchsreihe-2: Durchflusszytometrie mit  vorheriger Zellfixierung und

Membranpermeabilisierug

Nach Zentrifugation der aufgetauten PBMC-Zellsuspension (2000rpm, 4°C, 5 min) und
Verwerfen des Uberstandes wurden zur Zellfixierung zunéchst 100pl einer 4%igen PFA-Losung
auf den Zellpellet gegeben.

Nach Resuspension des Pellets auf dem Vortex-Kreisschittler wurden die Proben fir 10 Minuten
bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden mit dem Ziel der Elimination des verbliebenden PFA
300ul PBS hinzugegeben, die Proben erneut zentrifugiert (2000rpm, 4°C, 5min) und der Uberstand

verworfen.

43



Die in Versuchsreihe-1 beschriebenen Antikdrper-Farbemischung wurde pro zu farbender Probe
um 5ul Saponin (1:10) ergénzt. AnschlieBend erfolgte die Farbung, Inkubation, sowie die Messung

im Durchflusszytometer identisch zu Versuchsreihe-1.

3.6. Quantifizierung der PAR-Genexpression

Fur das genauere Verstandnis der Regulation von PAR-1 auf Ebene der Genexpression bei
Patienten mit VHF erfolgte parallel zum Nachweis des Proteins via Durchflusszytometrie aus
einem Teil der Ubrig gebliebenen aufgetauten Zellen die PAR1-mRNA-Isolation und
anschlieBende Quantifizierung mittels Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-
PCR).

RNA-Isolation mit peqGold TriFast

Homogenisierung

Fir die RNA-Isolation wurden nach dem oben beschriebenen standardisierten Auftauen und
Auszéhlen jeweils eine Zellsuspension mit 1x 10”6 PBMC’s verwendet.

Hierfiir wurde der abzentrifugierten Zellpellet nach Verwerfen des Uberstands zunachst in jeweils
500ul pegGold Trifast-Lésung (TriFast™ - DNA/RNA-protein extraction reagent, VWR Life
Science) resuspendiert und fur 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.

AnschlieRend wurden jeweils 100ul Chloroform hinzugegeben und die Proben weitere 5min
stehen gelassen.

Phasentrennung

Durch Zentrifugation der Proben fiir 15min bei 12.000 x g wurde die Suspension entsprechend der
Dichte ihrer Bestandteile in drei Phasen aufgetrennt, wobei die RNA in der oberen, wassrigen
Phase enthalten ist. In der zweiten organischen und Interphase befindet sich die DNA, die Proteine

in der unteren organischen Phase.

RNA-Prézipitation

Die wassrige Phase wurde vorsichtig mittels Pipette abgenommen in ein frisches Rohrchen
uberfuhrt. Zu jeder Probe wurden 250ul Isopropanol hinzugegeben und diese nach vorsichtigem
Durchmischen fur 15min auf Eis inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Zentrifugation bei 12.000 x

g und 4°C, wodurch sich das gelartige RNA-Prazipitat am Réhrchenboden sammelt.
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Waschen und Ldsen der RNA

Der Isopropanol-Uberstand wurde vorsichtig mittels Pipette abgenommen und das Pellet zweimal
mit 0,5ml 75 % Ethanol durch Vortexen und anschlieRende Zentrifugation (10 Minuten, 12.000 x
g, 4 °C) gewaschen.

AnschlieRend wurde das RNA-Pellet tber 7min an der Luft getrocknet und dann mit deionisierten

RNase-freiem Wasser durch mehrmaliges Auf- und Abziehen der Pipette gelost.

Messung des RNA-Gehalts

Im Anschluss erfolgte die Messung des RNA-Gehalts in einem NanoDrop™-Spektrophotometer,

wobei alle verwendeten Messwerte eine 260/280-Ratio von > 1,8 erreichten.

Umschreibung der RNA in cDNA

Vorbereitend fur die Quantifizierung wurde zunéchst die isolierte einzelstrangige und dadurch
relativ instabile RNA mittels reverser Transkription in stabilere komplementére (engl.:

complementary) cDNA berfihrt.

Dafir wird das Enzym ,Reverse Transkriptase®, eine retrovirale RNA-abhdngige DNA-
Polymerase, verwendet. Hierbei fungieren Random-Hexamer-Oligonukleotide als zufallige
Primer, (Uber welche die Reverse Transkriptase an die RNA bindet und aus
Didesoxyribonukleosid-Triphosphaten (ANTP) die komplementdre DNA synthetisiert.

Fur die cDNA-Synthese im Rahmen dieser Arbeit wurden die Reagenzien des High Capacity

cDNA Reverse Transcription Kit von Applied Biosystems™ verwendet.
Arbeitsschritte fir die Reverse Transkription

1. RNA-Denaturierung: 1 ug RNA wurde bis zu einem Volumen von 7,1 ul mit RNAse-freiem

Wasser vermischt und fiir 5 min bei 65°C inkubiert.

2. Primer-Bindung: Im Anschluss wurden 2,9 pL des Mastermixes aus Reverser Transkriptase,

RT-Puffer, Random Primer und dNTP (genaue Zusammensetzung s. Tabelle-7) hinzugegeben

und das Reaktionsgemisch fiir 5 min auf Eis gekihlt.
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AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch im Thermocycler wie folgt inkubiert:

3. Primer-Extension: Auf Grund der Verwendung der relativ kurzen Random-Hexamere als

Primer erfolgte zur Sicherstellung einer sicheren Bindung an die RNA zum Zeitpunkt des
cDNA-Polymerisierungsbeginns die Inkubation fiir 10 min bei relativ niedriger Temperatur
von 25°C.

4. DNA-Polymerisierung: Im Folgenden wurde die Temperatur entsprechend des

Temperaturoptimums der Reversen Transkriptase auf 37°C erhéht und das Reaktionsgemisch
fur 120min inkubiert.

5. Enzymdeaktivierung: Inkubation bei 85°C fiir 5 min.

6. Lagerung der cDNA fiir mehrere Stunden bei 4 °C.

Tabelle 7: Zusammensetzung des Mastermixes fur die cDNA-Synthese

Substanz Volumen je Reaktion
10x RT-Puffer 1l
25X dNTP 0,4ul
10x Random Primer 1l
Reverse Transkriptase (50 U/uL) 0,5ul
Summe 2,9ul
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Messung der Gen-Expression mittels Real-time quantitative PCR (TagMan-PCR)

Die quantitative Echtzeit Polymerasekettenreaktion (engl: Real-time quantitative Polymerase
chain reaction) stellt eine Methode dar, bei der DNA vervielféltigt und gleichzeitig quantifiziert
wird.

Die Quantifizierung erfolgt im Falle der TagMan-Methode mittels Fluoreszenzgekoppelten
Sonden, deren Abbau im Laufe der PCR-Zyklen quantifiziert werden kann.

Die Sonden sind spezifische Oligonukleotide, welche komplementér zur Ziel-DNA sind, deren
Expression quantifiziert werden soll. An dem 5°-Ende der Sonde ist ein Reporter-Fluorochrom
gekoppelt, dessen Fluoreszenzsignal durch die rdumliche Nédhe des am 3°-Ende der Sonde
gekoppelten Quenchers gehemmt wird.

Reporter und Quencher sind so gewahlt, dass das Emissionsspektrum des Reporters den Quencher
anregt. Solange Reporter und Quencher an dem Oligonukleotid (Sonde) gekoppelt sind, emittiert
der Reporter kein Licht, sondern Ubertragt seine Energie auf den Quencher. Sobald die Tag-
Polymerase jedoch den komplementdren Strang hybridisiert und die Sonde erreicht, wird der
Reporter durch die 5°-Exonuklease-Aktivitat der Tag-Polymerase freigesetzt und emittiert nun
Licht. Mit jedem PCR-Zyklus werden mehr Farbstoffmolekiile freigesetzt und die gemessene
Fluoreszenzintensitat nimmt proportional zur Menge der synthetisierten Ziel-DNA-Kopien zu.
Derjenige PCR-Zyklus, ab welchem die DNA-Amplifikation eine exponentielle Phase erreicht und
sich mit jedem weiteren Zyklus die DNA-Menge verdoppelt, ergibt den Ct-Wert (engl.: ,,Cycle
threshold “, Schwellenwertzyklus). Er ist ein relatives Mal flr die Konzentration des Zielgens in
der Messprobe.

Fur die korrekte quantitative Einordnung und zur ldentifizierung von Fehlmessungen, wird der Ct-
Wert des Zielgens mit dem Ct-Wert eines sogenannten ,,Housekeeping Gens*, also einem Gen,
welches unabhdngig von Regulationseinfliissen basal in allen Zelltypen exprimiert wird, hier
GAPDH, normalisiert (120, 121).

Fur die vorliegende Arbeit wurden im Anschluss an die cDNA-Synthese die Expression der Gene
PAR1, PAR2 und GAPDH mittels TagMan-PCR in einem ViiA 7 Real-time PCR-System
quantifiziert. Das Temperaturprofil bestand dabei aus: 2 min Erwérmung auf 50 °C, anschliel3end
zur Denaturierung der cDNA eine Steigerung auf 95 °C fiir 15 Sekunden. Danach erfolgte fiir die
Hybridisierung von Primern und Sonden, sowie Elongation eine Absenkung der Temperatur auf
60°C fur 1 min.
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In 384-Wellplatten wurden Mastermix, RNAse-freies Wasser, die jeweilige TagMan-Sonde des
zu messenden Zielgens (TagMan Gene Expression Assay fur PAR1, PAR2 und GAPDH von
ThermoFisher Scientific™) und die synthetisierte cONA der zu analysierenden Probe nach dem
standardisierten Protokoll gemischt (s. Tabelle-8) und in technischer Doppelbestimmung
quantifiziert.

Die Ct-Werte der Gene wurden ermittelt und anschlielend wurden die 2-ACt-Werte als relative

MRNA-Expression mittels Normalisierung auf GAPDH berechnet.

Tabelle 8: Hinzugefiigte Komponenten fiir die Tagman-PCR

Komponente Volumen je Reaktion

Sonde: TagMan Gene Expression Assay 0,5ul

(20xforward, reserve)

Preamplifizierte cONA 1l
TagMan Universal PCR-Mastermix Sul
Nuklease freies Wasser 3,5ul
Endvolumen 10ul

3.7. Bestimmung der Plasmakonzentration von Galectin-3 und sST-2 mittels ELISA

Mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) kénnen in einer Probe antikorperbasiert
Antigene nachgewiesen und quantifiziert werden. Die fir die vorliegende Arbeit verwendeten
ELISA-Kits ,,Human-ST2/IL-1 R4-Duoset-ELISA (R&D Systems, DY523B-05)* und ,,Human
Galectin-3 DuoSet ELISA (R&D Systems, DY 1154)“ basieren auf dem Prinzip des Sandwich-
ELISAs.

Hierbei werden pro Testdurchlauf jeweils zwei Antikorper verwendet, die fir unterschiedliche

Epitope auf dem jeweiligen Zielantigen spezifisch sind.
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In einem ersten Schritt werden Fanger-Antikorper in Vertiefungen am Boden der Mikroplatte
fixiert, welche nach Zugabe der Probe das Zielantigen binden und dieses so auf der Platte fixieren.
Nach Herauswaschen von unspezifischem Material aus den Vertiefungen wird anschlieRend ein
Enzym-konjugierter Detektionsantikérper hinzugegeben, welcher an einem anderen Epitop des
Zielantigens bindet.

Nach einem weiteren Waschvorgang wird ein kolorimetrisches Substrat auf die Platte gegeben,
welches durch das am Detektionsantikdrper konjugierte Enzym zu einer Farbldsung umgesetzt
wird. Diese Farbreaktion wird nach einer festgelegten Inkubationszeit standardisiert durch eine
Stoppldsung unterbrochen.

Die anschlieend durch die Farbreaktion entstandene und durch ein Photometer bei definierter
Wellenldnge gemessene optische Dichte lasst dann Riickschlusse auf die Existenz und Quantitat
des Zielantigens in der jeweiligen Probe zu. Dafur wird das gemessene Signal der Proben mit dem
Signal der Verdlnnungsreihe einer Standardlésung, welche eine bekannte Konzentration des zu
bestimmenden Antigens enthélt, verglichen.

Die fur diese Arbeit verwendeten ELISA-Kits basieren auf der Bindung von Streptavidin-
Peroxidase an die die Biotin-Gruppe des biotinylierten Fangantikdrpers und der enzymatischen
Umsetzung des Farbsubstrats durch die Peroxidase.

Fur die moglichst genaue Quantifizierung von Gal-3 und sST-2 aus dem Plasma der Probanden
wurde vor Durchflihrung der Testreihen jeweils in einem Testlauf der optimale Verdinnungsfaktor
der Proben ermittelt. Vor diesem Hintergrund verdiinnten wir die Plasma-Proben fir den Gal-3-
Assay in einem Verhéltnis von 1:15, fir den ST-2-Assay von 1:20.

Bei der Durchfiihrung der Tests wurde sich ohne Abweichungen an die Herstellervorgaben
gehalten. Die in den ELISA-Kits enthaltenen Puffer und Ldsungen wurden unmittelbar vor
Durchfiihrung der Test vorbereitet.

Nach Unterbrechung der enzymatischen Reaktion durch Zugabe der Stopplésung, erfolgte die
photometrische Messung bei einer Wellenlédnge von 450 nm mit einer Wellenldngenkorrektur bei
540 nm (Photometer: Tecan™ Infinite F/M 200 Pro).

Durch den Vergleich der gemessenen photometrischen Dichte der Proben mit dem Signal der in
den ELISA-Kits enthaltenden Standardlésungen, welche eine bekannte Konzentration von Gal-3,
bzw. ST-2 enthalt, konnten die Konzentrationen der jeweiligen Analyten in den Proben bestimmt

werden.
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Hierfiir wurde softwaregestutzt aus den Mittelwerten der pro Messplatte doppelt aufgetragenen
Verdunnungsreihe der Standard-Ldsung eine Standardkurve erstellt, in der die gemessene optische
Dichte auf der y-Achse gegen die Antigenkonzentration auf der horizontalen X-Achse aufgetragen
ist.

Mittels linearer Regression konnten die jeweiligen Gal-3-, bzw. ST-2-Konzentrationen in den
Proben bestimmt werden.

Fur die Bestimmung der tatsachlichen Konzentrationen erfolgte abschlieBend noch die
Multiplikation der Messergebnisse mit dem jeweiligen fir den ELISA verwendeten
Verdlnnungsfaktor (15, bzw. 20).

3.8. Quantifizierung der Atherosklerose im GeféRultraschall

Vor dem Hintergrund der Fragestellung eines moglichen protektiven Effekts durch eine PAR-
gerichtete Antikoagulation durch den Einsatz von NOAK bei Patient*innen mit VVorhofflimmern
wurde bei den Patient*innen mit bekanntem Vorhofflimmern (zweite Kohorte) eine
Duplexsonografie mit Darstellung der Arteria carotis communis beidseits durchgefihrt.

Unter Einsatz eines linearen Ultraschallkopfs wurden bei jedem Patienten durch manuelle Setzung
der Messgrenzen jeweils drei Messwerte pro Seite erhoben. Fir den statistischen Vergleich

wurden jeweils der gebildete Mittelwert und der maximale Messwert herangezogen.

3.9. Statistische Auswertung

Die deskriptive Darstellung der ordinal skalierten Daten erfolgte in Form von Boxplots mit
Darstellung des Medians, sowie Markierung des Mittelwerts mit einem Kreuz.

Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 wurde als statistisch signifikant bewertet. Statistisch
signifikante Ergebnisse wurden fettgedruckt dargestellt.

Folgende statistische Testverfahren wurden verwendet: Fur den Vergleich unabhéngiger Variablen
wurde der Mann-Whitney-U-Test angewandt.

Fur die Berechnung monotoner Zusammenhé&nge wurde die Rangkorrelation nach Spearman
berechnet und der Korrelationskoeffizient (r) angegeben.

Die statistische Auswertung erfolgte mit Microsoft Excel, Version Office Professional Plus 2016.
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4. Ergebnisse
4.1.  Erste Kohorte: Vergleich der PAR1 und PAR2- Expression

Bisherige Studiendaten suggerieren eine Schlisselrolle von PAR1 und PAR2 fir die Pathogenese
von Vorhofflimmern. Die exzessive Aktivierung der beiden Rezeptoren tragt wahrscheinlich
mafRgeblich Uber proinflammatorische Prozesse zu einem negativem atrialen Umbau mit
fortschreitender Fibrosierung als Grundlage von Vorhofflimmern bei, wobei zahlreiche
Studiendaten auf einen proinflammatorischen Immunstatus Uber das Herz hinaus als wichtige
Komponente fiir die Entstehung von Vorhofflimmern hinweisen. Ein Grof3teil der Peripheren
Mononukleédre Blutzellen (PBMC’s) tragen als Immunzellen PAR-Rezeptoren. Auf Grund der
systemischen Verfugbarkeit der Gerinnungsfaktoren, ist davon auszugehen, dass eine exzessive
PAR-Aktivierung durch Thrombin und Faktor-Xa auch aufRerhalb des Herzens messbar ist, sodass
die Untersuchung der PAR1 und PAR2 Expression auf ausgewahlten PBMC-Populationen
durchgefuhrt wurde.

4.1.1. Untersuchte PBMC-Populationen
Fur die Analyse der PAR-Expression wurden drei PBMC-Subgruppen betrachtet:

HLA-DR+ - Zellen

Das Oberflachenmolekil HLA-DR oder MHC-Klasse-1I-Komplex (engl. ,, Major
histocompatibility complex-/7*) stellt eines der Schlusselmolekile von Antigen-présentierenden
Zellen dar. Die HLA-DR-exprimierenden PBMC’s umfassen Monozyten, Dendritische Zellen,
aktivierte T-Lymphozyten und B-Lymphozyten, welche durch die MHC-II-gekoppelte
Antigenprasentation gegenliber CD4+-T-Helferzellen eine proinflammatorische Immunantwort
ausldsen konnen(122, 123).

Lymphozyten

Die Population der Lymphozyten lasst sich im Durchflusszytometer durch den &hnlichen
Zellphanotyp mit entsprechend &hnlicher Vorwarts- und Seitwértsstreuung gut von den anderen
Zellreihen der PBMC’s abgrenzen. Die Gruppe umfasst T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und
Nattrliche Killerzellen (NK-Zellen).
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CD3-negative Zellen

Bei dem Oberflachenmolekiile CD3 handelt es sich um einen T-Zellrezeptor, welcher durch seine
ubiquitdre Expression in allen T-Zellen als standardisierter T-Zellmarker verwendet wird (124).
Die Betrachtung der CD3-negativen Zellen umfasst dementsprechend das komplette Spektrum der
PBMC’s mit Ausschluss der T-Zellen.

4.1.2. Vergleich der zellularen PAR1-Rezeptormenge

Die durchflusszytometrische Analyse zeigte, dass bei Patient*innen mit erstdiagnostiziertem VHF
im Vergleich mit der Kontrollkohorte in allen drei untersuchten Zellreihen sowohl prozentual mehr
PAR1-tragende Zellen vorkommen, sowie dass auch die extrazellulare PAR1-Rezeptormenge,
gemessen an der Mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI), bei den untersuchten Immunzellen dieser
Patienten erhdht sind (s. Abbildung-7).
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Abbildung 7: Vergleich der PAR1-Expression bei neuem VHF und der Kontrollgruppe

Aufgezeigt werden fur die unterschiedlichen Zellreihen jeweils in der oberen Spalte der
prozentuale Anteil der Zellen mit durchflusszytometrisch nachgewiesener PAR1-Expression
intra- und extrazelluldr, sowie in der unteren Spalte die extrazellulare PAR1-Rezeptordichte,
gemessen an der Mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI).

(Teilergebnisse der Abbildung ebenfalls dargestellt in Friebel J et al. Int. J. Mol. Sci. 2024 (3))
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4.13. Vergleich der extrazellularen PAR1/PAR2-Ratio

Bei der Betrachtung des extrazelluldren Verhaltnisses von PAR1 zu PAR2 auf diesen Zellreihen,
angegeben als die PAR1/PAR2-Ratio, ergab sich fiir beide Gruppen eine mengenmafige

Dominanz des PAR1-Rezeptortyps.

Bei Patient*innen mit erstdiagnostiziertem Vorhofflimmern zeigte sich diese PAR1-Dominanz

jedoch im direkten Vergleich mit der Kontrollgruppe ausgepragter. So war die PAR1/PAR2-Ratio

flr alle untersuchten Zellreihen im Vergleich mit der Kontrollgruppe erhéht (s. Abbildung-8).
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und bei Patienten mit neuem Vorhofflimmern.

Abbildung 8: PAR1/PAR2-Ratio auf den untersuchten Zellreihen bei der Kontrollgruppe
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4.1.4. Quantitative Genexpression von PAR1 bei erstdiagnostiziertem VHF

Fur das bessere Verstandnis genetischer Regulierungsmechanismen von PARL1 bei Patient*innen
mit neuem Vorhofflimmern wurde fir diese Gruppe untersucht, in wie weit die
durchflusszytometrisch gemessene extrazellulare PAR1-Rezeptormenge (quantifiziert durch
PAR1-Mean fluorescence intensity, MFI) mit der PAR1-Genexpression (quantifiziert durch
Tagman-PCR) korreliert.

Hier zeigte sich fir die Lymphozyten und CD3-negativen Zellen eine deutlich negative
Korrelation. Fir HLA-DR+-Zellen zeigte sich ebenfalls ein Trend zur negativen Korrelation,
wobei das Signifikanzniveau jedoch nicht erreicht wurde (s. Abbildung-9).

An Hand dieser Ergebnisse lasst sich dementsprechend fir Patient*innen mit erstdiagnostiziertem
Vorhofflimmern auf Transkriptionsebene eine herunterregulierte PAR1-Expression bei hoher

extrazellularer PAR1-Menge annehmen.
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Abbildung 9: Korrelation der extrazellularen PAR-1-Rezeptordichte an Hand der Mean

fluorescence Intensity (MFI) mit der durch TagMan-PCR quantifizierten PAR1-

Genexpression bei Lymphozyten, HLA-DR+- und CD3- Zellen aus dem Plasma von

Patienten mit neu diagnostiziertem Vorhofflimmern (n=80).
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4.2.  Erste Kohorte: Vergleich der Entztiindungs-, Fibrose- und Gerinnungsmarker

Die unter 4.1. aufgezeigten Ergebnisse lassen auf eine erhdhtes PARZ1-Signallung bei
Patient*innen mit VVorhofflimmern schlieRen, was eine der Hauptthesen dieser Arbeit bestétigt.

Ob sich eine vermehrte PAR1- Aktivierung mit einem proinflammatorischen Immunstatus, sowie
mehr Fibrose- und Gerinnungsaktivitat in Zusammenhang bringen l&sst, soll in dem folgenden

Abschnitt aufgezeigt werden.

4.2.1. Entzindungsparameter

Ein exzessives PAR1-Signalling ist bei einer Reihe von Erkrankungen mit proinflammatorischen
Prozessen vergesellschaftet. Die oben genannten Ergebnisse lassen auch bei Patient*innen mit
einer frihen Form von Vorhofflimmern auf ein erhéhtes PAR1-Signalling schlieRen.

Um einen Zusammenhang mit vermehrter Entziindungsaktivitit bei dieser Patientengruppe zu
untersuchen, wurden in dessen Plasma die Zytokine Interleukin-6 (IL-6) und Tumornekrosefaktor-
a (TNF-o) quantifiziert und mit der Kontrollgruppe verglichen.

IL-6 und TNF-a und wirken bei einer Vielzahl lokaler und systemischer entziindlicher Prozesse
insbesondere als proinflammatorische Immunregulatoren und gelten daher als sensible periphere
Entzindungsmarker.

Abbildung-10  veranschaulicht  die  deutlich  erhthten = Messwerte  der  beiden
Entziindungsmediatoren bei Patient*innen mit neuem Vorhofflimmern im Vergleich mit der

Kontrollgruppe.
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Abbildung 10: Vergleich der serologischen Entziindungswerte Interleukin-6 (IL-6) und

Tumornekrosefaktor-a (TNF-o) aus dem Plasma bei Patient*innen mit Erstdiagnose

Vorhofflimmern und der Kontrollgruppe.

(Teilergebnisse der Abbildung ebenfalls dargestellt in Friebel J et al. Int. J. Mol. Sci. 2024 (3))
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4.2.2. Fibrosemarker

Ein erhohtes PAR1-Signalling schein bei Patient*innen mit fruhem Vorhofflimmern eine
wichtige Ursache fir eine erhéhte Entziindungsaktivitat im Herzgewebe sein, welche wiederum
die Grundlage fur den mit VHF assoziierten negativen atrialen Umbau darstellen kénnte.

Eine zunehmende atriale Fibrose, insb. des linken VVorhofs hat hierbei eine zentrale Bedeutung
flr die Entstehung und Aufrechterhaltung von Vorhofflimmern. So resultieren aus ihr atriale
Dysfunktion und zunehmend heterogene myokardiale Leitungseigenschaften der Vorhofe,
welche unter anderem elektrische Re-entries als elektrophysiologisches Korrelat fur anhaltende
Tachyarrhythmien der VVorhofe bedingen kénnen.

Wie bereits fir den proinflammatorischen Immunstatus beschrieben, scheint auch ein
systemischer profibrotischer Status bei der Entstehung von Vorhofflimmern vorzuliegen,
waobei dieser eng mit den systemischen Entziindungsprozessen verknupft ist und zum Teil aus

ihnen resultiert.

Um diesen suggerierten profibrotischen Status von Patient*innen mit Vorhofflimmern zu
untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit aus deren Plasma die peripheren
Fibrosemarker sST2 und Galectin-3 mittels Sandwich-ELISA-Methode quantifiziert und ein
Vergleich der Patienten mit Erstdiagnose Vorhofflimmern und der Kontrollkohorte
vorgenommen. Beide Faktoren spielen pathophysiologisch eine Rolle fir die Aktivierung
proinflammatorischer und -fibrotischer Signalwege und erhéhte Plasmawerte sind mit kardialer
Fibrose assoziiert.

Abbildung-11 und Abbildung-12 zeigen den Vergleich der Messwerte fur beide Gruppen.
Hieraus wird ersichtlich, dass sich in der Gruppe mit Erstdiagnose VVorhofflimmern sowohl die

Galectin-3-, wie auch die sST2-Werte deutlich erhéht zeigten.
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Abbildung 11: Vergleich des Fibrosemarkers Galectin-3 aus dem Plasma bei Patient*innen

mit Erstdiagnose Vorhofflimmern und der Kontrollgruppe.

(Ergebnisse ebenfalls verdffentlich in Friebel et al. Cells. 2022 (1))
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Abbildung 12: Vergleich des Fibrosemarkers I6sliches ST2(soluble ST2, sST2) aus dem

Plasma bei Patient*innen mit Erstdiagnose Vorhofflimmern und der Kontrollgruppe

(Ergebnisse ebenfalls verdffentlich in Friebel et al. Cells. 2022 (1))
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4.2.3. Gerinnungsmarker

Vorhofflimmern geht mit einem deutlich erhdhten Risiko fir kardioembolische Ereignisse einher.
Wie in der Einleitung beschrieben, scheint dies jedoch nicht ausschlieBlich durch vermehrte
Blutstase des dysfunktionalen linken Vorhofes, sondern vielmehr multifaktoriell bedingt zu sein.
Auch hier dirfte der strukturelle Umbau der Vorhofe, welcher unter anderem mit einer
endothelialen Dysfunktion einhergeht, wesentlich an einer erhdhten Gerinnungsaktivitat bei
Patient*innen mit VVorhofflimmern beteiligt sein.

Die Gerinnungsfaktoren Thrombin und Faktor-Xa sind die beiden Hauptaktivatoren von PAR1.
PAR2 hingegen kann von Faktor-Xa direkt und von Thrombin nur indirekt aktiviert werden.

Eine vermehrte Gerinnungsaktivitét bei Vorhofflimmern sollte dementsprechend hypothetisch mit
einer erhdhten Aktivierung von PAR1 und PAR2 einhergehen, was wiederum tiber den vermehrten
atrialen Umbau in einem bdosartigen Kreislauf die Gerinnungsaktivitat dieser Patient*innen
verstarken konnte.

Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden unterschiedliche Gerinnungsmarker aus dem Plasma
von Patient*innen mit neuem Vorhofflimmern und der Kontrollgruppe verglichen.

Dabei wurden sowohl Parameter der primaren tiber Thrombozytenaggregation vermittelten, wie

auch der sekundaren plasmatischen Gerinnung untersucht.

Von-Willebrandt-Faktor zirkuliert an Faktor-VIII gebunden im Blut und initiiert an verletztem
Endothel die Thrombozytenaggregation. Um die Aktivitdat der primaren Thrombozyten-
vermittelten Gerinnung zu untersuchen, wurde dementsprechend in den Vergleichsgruppen das
von-Willebrandt-Antigen (VWWF-Ag) und Faktor-VIII quantifiziert. Zusétzlich wurde die von-
Willebrandt-Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat (VWF-RCo) als funktioneller Messwert der vVWF-
vermittelten Thrombozytenaggregation gemessen.

Fur die Quantifizierung der sekundéaren plasmatischen Gerinnungskaskade wurde der
Gerinnungsfaktor Fibrinogen und das bei dem Fibrinabbau entstehende Peptid D-Dimere

bestimmt.

Sowohl die Messparameter der priméren Hamostase (s. Abbildung-13), wie auch der sekundéren
Hé&mostase (s. Abbildung-14) zeigten sich in der Gruppe der Patient*innen mit neuem
Vorhofflimmern erhéht und zeigen eine erhdhte Gerinnungsaktivitat bei dieser Patientengruppe

an.
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Abbildung 13: Vergleich von Parametern der priméren thrombozytenaggregations-
vermittelten Gerinnung aus dem Plasma bei Patient*innen mit Erstdiagnose Vorhofflimmern

und der Kontrollgruppe.

*VYWF-Ag = von-Willebrand-Faktor-Antigen, *vWF-RCo= von-Willebrand-Faktor-Ristocetin-
Cofaktor-Aktivitat.

(Teilergebnisse der Abbildung ebenfalls dargestellt in Friebel J et al. Int. J. Mol. Sci. 2024 (3))
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Abbildung 14: Vergleich von Parametern der sekundaren plasmatischen Gerinnung bei

Patient*innen mit Erstdiagnose VVorhofflimmern und der Kontrollgruppe.

(Teilergebnisse der Abbildung ebenfalls dargestellt in Friebel J et al. Int. J. Mol. Sci. 2024 (3))

4.3. Zweite Kohorte: PAR-gerichtete vs. —ungerichtete gerinnungsaktive Medikation

Der folgende Abschnitt zeigt die Ergebnisse der Untersuchungen an der zweiten Patientenkohorte
auf, also von Patient*innen mit bekanntem Vorhofflimmern und unterschiedlicher
gerinnungsaktiver Therapie, entweder mit einer PAR-ungerichteten Medikation mit dem
Thrombozytenaggregationshemmer Acetylsalicylsédure (ASS, n=10) oder einer PAR-gerichteten
Medikation mit einem Faktor-lla-Hemmer (Dabigatranetexilat, n=17), bzw. einem Faktor-Xa-
Hemmer (Rivaroxaban/Apixaban, n=43).

An dieser Kohorte wurde die Hypothese untersucht, nach welcher die direkte Hemmung von
Thrombin (Faktor-11a) oder Faktor-Xa als wichtige PAR-Aktivatoren einen Effekt auf das PAR1-
und PAR2-Signalling und dessen negative Effekte auf Vorhofflimmern und mit Artherosklerose

assoziierte Erkrankungen haben konnte.
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4.3.1. Vergleich der zellularen PAR1 und PAR2-Rezeptormenge

Verglichen wurde die durchflusszytometrisch gemessene PAR1- und PAR2-Gesamtexpression
(intra- und extrazelluldr) auf HLA-DR-positiven, CD3-negativen-Zellen und Lymphozyten bei

Patienten mit bekanntem Vorhofflimmern und unterschiedlicher gerinnungsaktiver Therapie.

Abbildung-15 zeigt die PAR1-Expression auf den unterschiedlichen Zellreihen. Hier zeigte sich
im Vergleich der Therapiegruppen untereinander kein Unterschied.
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Abbildung 15: Vergleich der PAR1-Rezeptormenge zwischen den Therapiegruppen

Anteil der PAR-1-tragenden Zellen in den gemessenen Zellpopulationen bei Patient*innen mit
VHF und gerinnungsaktiver Medikation, entweder mit Acetylsalicylsaure (n=10), Faktor-lla-
Hemmer (n=17) oder Faktor-Xa-Hemmer (n=43)
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In Abbildung-16 wird die PAR2-Gesamtepression der untersuchten Zellreihen demonstriert. Hier
zeigten interessanterweise die Patientengruppen, welche einen direkten Faktor-Ila- oder Faktor-
Xa-Inhibitor einnahmen im Vergleich mit der ASS-Gruppe auf den HLA-DR+-Zellen eine erhohte
PAR2-Menge.

Der Trend flr eine hohere PAR2-Expression bei Patient*innen mit VHF und Medikation mit einer
PAR-gerichteten Medikation im Vergleich zu Acetylsalicylsaure zeigte sich auch fir die anderen

Zelleihen, wobei hier das Signifikanzniveau nicht erreicht wurde.
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Abbildung 16: Vergleich der PAR2-Rezeptormenge zwischen den Therapiegruppen

Anteil der PAR2-tragenden Zellen in den gemessenen Zellpopulationen bei Patient*innen mit
VHF und gerinnungsaktiver Medikation, entweder mit Acetylsalicylsdure (n=10), Faktor-lla-
Hemmer (n=17) oder Faktor-Xa-Hemmer (n=43). Werte mit Erreichen des Signifikanzniveaus

sind fett-gedruckt hervorgehoben.
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Zur Verdeutlichung der PAR1- und PAR2- Expression wurde fur die unterschiedlichen
Therapiegruppen aus den durchflusszytometrischen Messwerten der Zellreihen die PAR1/PAR2-
Ratio gebildet und in Abbildung-17 dargestellt.

Hier zeigte sich auf allen Zellreihen der ASS-Gruppe ein Trend zur héheren PAR1-/PAR2-Ratio,
wobei jedoch nur auf der HLA-DR+-Zellreihe im Vergleich mit der FXa-Gruppe das
Signifikanzniveau erreicht wurde. Insgesamt sprechen die Ergebnisse fir niedrigere PAR1-

Rezeptordominanz unter der Medikation unter einem Flla- oder FXa-Hemmer.
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Abbildung 17: Vergleich der PAR1/PAR2-Ratio zwischen den Therapiegruppen

Darstellung des PAR1/PAR2-Mengenverhaltnisses auf den gemessenen Zellpopulationen bei
Patient*innen mit VHF und gerinnungsaktiver Therapie mit Acetylsalicylsdure (n=10), Faktor-
lla-Hemmer (n=17) oder Faktor-Xa-Hemmer (n=43). Werte mit Erreichen des

Signifikanzniveaus sind fett-gedruckt hervorgehoben
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4.3.2. Vergleich peripherer Fibroseparameter

Vorhofflimmern ist in der Regel eine fortschreitende Erkrankung mit zunehmender VHF-Last,
wobei spatere Stadien mit einer hdheren atrialen Fibrose assoziiert sind (56).

Vor diesem Hintergrund erscheint die Untersuchung der peripheren Fibroseparameter sST2 und
Galectin-3 als Surrogatmarker fur die Messung von struktureller Krankheitsprogression am
Herzen naheliegend.

Hier zeigte sich flr die Therapiegruppen jedoch kein relevanter Unterschied (s. Abbildung-18).
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Abbildung 18: Vergleich der peripheren Fibrosemarker zwischen den Therapiegruppen

Darstellung der gemessenen Werte von Galectin-3 und sST2 als Surrogatmarker fur die
Progression des Vorhofflimmerns bei Patient*innen mit Acetylsalicylsédure (n=10), Faktor-

Ila-Hemmer (n=17) oder Faktor-Xa-Hemmer (n=43).
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4.4.2 Vergleich der quantitativen Atherosklerose

Als Surrogatmarker fur Artherosklerose wurden fiir die Therapiegruppen duplexsonografisch
jeweils drei Messwerte die mittlere und maximale Karotis-Intima-Media-Dicke (cIMT) gemessen.
Fur die maximale und mittlere cIMT zeigten sich in der Therapiegruppe mit Flla-Inhibitor im
Vergleich mit der ASS-100mg-Gruppe signifikant grofiere Messwerte (s. Abbildung-19).
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Abbildung 19: Vergleich der cIMT zwischen den Therapiegruppen

Darstellung der mittleren und maximalen sonografisch gemessenen Karotis-Intima-Media-
Dicke (cIMT) als Surrogatparameter fir Artherosklerose bei Patient*innen mit
Acetylsalicylsaure (n=10), Faktor-lla-Hemmer (n=17) oder Faktor-Xa-Hemmer (n=43).
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5. Diskussion

5.1. Zusammenfassung

Die Ergebnisse einer Vielzahl von experimentellen Studien suggerieren eine entscheidende
Bedeutung des PAR1- und PAR2- Signallings fiir die Pathogenese von Vorhofflimmern (91, 92).
Hierbei scheint eine vermehrte PAR-Aktivierung am Herzen tber proinflammatorische und
profibrotische Effekte ein negatives atriales Remodelling zu begtinstigen (111, 113), welches die
Grundlage fir VHF darstellt. PAR1-Signalling ist dariiber hinaus mit proarrhythmischen Effekten
am Myokard assoziiert (112).

In der vorliegenden Dissertation wurde eine PAR1- und PAR2- vermittelten Zunahme von
Fibrose, Inflammation und Hyperkoagulabilitat bei Patienten mit \Vorhofflimmern, sowie
mdglichen inhibitorischen Effekte durch den Einsatz von Faktor-Xa- oder -lla-Hemmern
(NOAKS) am Menschen untersucht.

Dabei konnte an einer ersten Patientenkohorte gezeigt werden, dass auf den untersuchten
Immunzellpopulationen im Blut bei Patient*innen mit neudiagnostiziertem VHF mehr PAR1
exprimiert wird als bei Patient*innen mit ahnlichem kardiovaskularem Risikoprofil, aber ohne
Vorhofflimmern.

Auch zeigte sich fur die Patientengruppe mit neuem VHF im Vergleich eine hohere
mengenmaliige PAR1-Rezeptordominanz gegenuber PAR2 und intrazellulér eine herabregulierte
PAR1-Transkription.

Alle untersuchten peripheren Fibrose- (sST2, Gal-3), Entzindungs- (TNF-a, IL-6) und
Gerinnungsparameter (FVII1-Aktivitat, D-Dimere, Fibrinogen, VWF-Ag, VWF-RCo) zeigten sich

dartiber hinaus in der Gruppe mit neuem VHF im Vergleich mit der Kontrollgruppe erhéht.

In einer zweiten Patientenkohorte mit bekanntem VHF (n=70) wurde die PAR1- und PAR2-
Expression, die peripher vendsen Fibroseparameter (sST2, Gal-3) und die duplexsonografisch
bestimmte Karotis-Intima-Media-Dicke (cIMT) der Patient*innen in Abhéngigkeit von ihrer
gerinnungsaktiven Therapie verglichen.

Hier ergab sich fir die Therapiegruppen mit NOAK-Einnahme, insb. auf antigenprasentierenden
Zellen (HLADR+), eine hohere PAR2-Expression. In der Gruppe mit Faktor-lla-Inhibitor-

Therapie zeigte sich im Vergleich mit den anderen Therapiegruppen eine gréRere cIMT.
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Hinsichtlich der peripheren Fibrosemarker ergaben sich dr die verschiedenen Therapiegruppen
keine signifikanten Unterschiede.

5.2. Einordnung der vorliegenden Ergebnisse in experimentelle Studien
5.2.1. Fibrose-, Entziindungs- und Gerinnungsmarker sind bei friihem VHF erhoht

Eine mdgliche Erhdhung von peripheren Entzindungs-, Fibrose- und Gerinnungsmarkern bei
Patient*innen mit Vorhofflimmern ist bereits in zahlreichen Studien untersucht worden. Hierbei
blieb jedoch fraglich, ob eine Erhéhung mit dem Auftreten der Erkrankung oder erst im Verlauf
als Folge von Vorhofflimmern auftritt. Vor dem Hintergrund dieser Fragestellung wurde sich im
Rahmen der vorliegenden Arbeit auf die Untersuchung dieser Parameter bei Erstdiagnose von
VHF fokussiert.

Periphere Fibroseparameter: Galectin-3 und sST-2

Galectin-3 (Gal-3) ist ein beta-Galactosid bindendes Protein und wird in zahlreichen Gewebetypen
exprimiert. Es ist an einer Vielzahl von Prozessen beteiligt, welche in der Entstehung von Fibrose
eine entscheidende Rolle spielen, darunter Apoptose, Inflammation und Angiogenese.

Gal-3 ist im murinen Herzen insbesondere in kardialen Makrophagen sowie in atrialen, nicht
jedoch in ventrikuldren, Kardiomyozyten nachweisbar (125).

In atrialen Myofibroblasten fiihrt es an deren Zellmembran u.a. zu einer Stabilisierung von
bestimmten Zytokin-Rezeptoren und flhrt tber diesen Mechanismus zu einer Verstarkung derer
profibrotischer und -inflammatorischer Effekte auf das atriale Gewebe (63).

In einer grof3en Kohortenstudien waren erhéhte Gal-3-Werten im Plasma mit der Entwicklung und
der Progression von VHF assoziiert (64) und erhohte Gal-3-Werten korrelierten bei Patient*innen
mit paroxysmalen VHF in der Magnetresonanztomografie (MRT) mit dem Ausmal} der
linksatrialen Fibrose (126).

Gal-3 wird deswegen als Biomarker fiir die frihe Phase des atrialen Remodelings und Fibrose bei
VHF postuliert (63).
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ST-2 ist ein Teil des Interleukin-1-Rezeptors. Es gibt zwei Isoformen: einen
Transmembranrezeptor (ST-2L) und einen l6slichen (engl. ,, soluble ) ST-2-Rezeptor (sST2).
Die Bindung von Interleukin-33 (IL-33) durch den transmembrandsen ST-2L-Rezeptor flhrt zur
Aktivierung zahlreicher kardioprotektiver Signalkaskaden und damit zu einer Verringerung von
kardialer Fibrose und Hypertrophie (63).

Die Bindung des geldsten sST-2 an freies I1L-33 im Plasma verhindert somit die Entstehung des
transmembrantsen ST-2L/IL-33-Komplexes und verringert so die durch ihn ausgel6sten
kardioprotektiven Effekte (127).

Bei Patient*innen mit persistierendem und permanentem VHF konnten im Vergleich mit
Patient*innen im Sinusrhythmus deutlich erhéhte sST-2-Plasmawerte nachgewiesen werden (65).
Dartiber hinaus ist ein erhohter sST-2-Wert im Plasma nach Pulmonalvenenisolation oder
elektrischer Kardioversion mit einem erhohten Risiko flr ein Wiederauftreten von VHF assoziiert,
was durch die Autor*innen durch eine exzessivere atriale Fibrose bei diesen Patient*innen erklart
wird (128, 129).

Die beiden Fibrosemarker sST-2 und Galectin-3 zeigten sich in unseren Versuchsergebnissen in
der Gruppe mit erstdiagnostiziertem VHF im Vergleich mit der Kontrollgruppe mit dhnlichem
kardiovaskularen Risikoprofil, aber ohne VVHF, deutlich erhoht, sodass von einem profibrotischem
Status der Patienten bereits vor, bzw. unmittelbar bei Auftreten der Erkrankung auszugehen ist.

Interleukin-6 und Tumornekrosefaktor-a

Die Assoziation von VHF mit erhohten systemischen Entziindungsmarkern konnte bereits in
vorherigen Studien nachgewiesen werden und unterstreicht einmal mehr den systemisch
vorliegenden proinflammatorischen Status von Patient*innen mit VHF.

So zeigte sich in mehreren Kohortenstudien signifikant erhéhte Werte des C-reaktiven Proteins
(CRP), wobei das Ausmal} der CRP-Erh6éhung positiv mit der VHF-Last korrelierte (130, 131).
Auch wurde die Assoziation von VHF mit erhohten Werten der proinflammatorischen Zytokine
Interleukin-6 und Tumornekrosefaktor- a (TNF- o) mehrfach gezeigt (132-134).

Unsere Untersuchungsergebnisse bestatigen nun auch die Erhéhung dieser beiden Zytokine bereits
bei Erstdiagnose und damit eine bereits bestehende systemische Entziindungsreaktion bei

Erstauftreten der Erkrankung.
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Gerinnungsfaktoren

Eine Erhohung aller untersuchten Gerinnungsparameter bereits im Initialstadium von VHF ist
insbesondere deshalb hervorzuheben, da diese Ergebnisse im Gegensatz zu der ,,Hiamostase-
Theorie* im linken Vorhof als hauptsdchliche Erklarung fiir die vermehrte Kkardiale
Thrombusbildung bei Patient*innen mit VHF stehen. Nach dieser Theorie kommt es
vordergrindig durch die dysfunktionale Kontraktion des linken Vorhofs bei Auftreten von
Vorhofflimmern und der damit einhergehenden Blutstase zur Thrombogenese. Dieser Theorie
folgend durfte eine relevante Hyperkoagulabilitdat damit erst bei zunehmender VHF-Last und
damit einhergehend langerer Hamostase-Zeit im Vorhof zu vermehrter Thrombusbildung flhren.
Eine Erh6hung der Gerinnungsparameter bereits kurz nach Erstdiagnose bestétigt nun jedoch eine
bereits bei Erkrankungsbeginn bestehenden Hyperkoagulabilitat, welche durch H&mostase nicht
zu erklaren sein dirfte, da im Initialstadium die VHF-Last typischerweise noch relativ niedrig ist.
Interessanterweise zeigten sich in unseren Untersuchungen dabei sowohl die mit der primaren
thrombozytenvermittelten Gerinnungsreaktion assoziierten Parameter (von-Willebrand-Faktor-
Antigen und von-Willebrand-Faktor-Ristocetin-Cofaktor), sowie die mit der sekundéren
plasmatischen Gerinnungsreaktion assoziierten Parameter (Fibrinogen, Faktor-VIII-Aktivitét, D-
Dimere) erhoht.

Hierbei zeigen erhdhte von-Willebrand-Faktor-Antigen (VWF-Ag) und dessen Aktivitatsmesswert
von-Willebrand-Faktor-Ristocetin-Cofaktor ein erhohtes Potenzial fir die Initiierung der
Thrombozytenaggregation am Endothel des Gefalisystems auf. Fibrinogen und Faktor-V111 zeigen
als klassische plasmatische Gerinnungsfaktoren und D-Dimere als Abbauprodukt des

Gerinnungsfaktors la (Fibrin) eine erhohte Aktivitat der sekundaren Gerinnungskaskade auf.

Eine frihe Hyperkoagulabilitit bei VHF werden durch kirzlich  publizierte
Untersuchungsergebnisse von Negreva et al. mit dem Nachweis von erhohtem VWF-Ag,
Fibrinogen und Faktor-VI1I1-Aktivitat bei frihem Vorhofflimmern (135, 136) weiter untermauert.
AbschlieRBend ist bei der Betrachtung der friihen Hyperkoagulabilitat bei VHF noch anzumerken,
dass ein Groliteil der hier untersuchten Gerinnungsfaktoren (Fibrinogen, VWF, Faktor-VIII) als
Akute-Phase-Proteine auch wesentlich durch eine systemische Entziindungsreaktion hochreguliert
werden koénnen. Dies hebt einmal mehr die enge Verstrickung von Inflammation, Fibrose und
Gerinnungssystem hervor.

Inflammation und kardiale Fibrose fiilhren dabei zu endothelialer Dysfunktion, als einen der
wesentlichen Mechanismen fiir Hyperkoagulabilitat bei VHF (67, 84).
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5.2.2. PARL ist bei VHF im Initialstadium hochreguliert

Die deutlich erhohte Menge an PAR1 auf den untersuchten Immunzellen bei fruhem VHF starken
weiter die Annahme eines proinflammatorischen Immunstatus wahrend der Manifestationsphase
von VHF.

Der vermehrte extrazelluldre Rezeptornachweis bei gleichzeitig verringertem PAR1-mRNA-
Nachweis lassen auf eine bereits stattfindende intrazellulare Herabregulation der PAR1-
Transkription in Folge der vermehrten PAR1-Aktivierung bei friihem VHF schlielRen.

Die deutlich erhohte PAR1/PAR2-Ratio bei Patient*innen mit VHF im Vergleich mit der
Kontrollgruppe unterstreicht einmal mehr die Wichtigkeit von PAR1, wobei die deutliche
Dominanz gegeniiber PAR2 zunéchst im Gegensatz zu einigen experimentellen Studien zu stehen
scheint, die zu zusatzlich zu PAR1- auch auf ein erh6htes PAR2-Signalling bei VHF schlielen
lieRen.

So liefl3 sich in vitro in humanem atrialen Gewebe durch synergistische Stimulation mit FXa und
zusatzlichem tachykardem Pacing sowohl eine hochregulierte PAR1-, wie auch PAR2-
Transkription nachweisen (111) und eine Tryptase-vermittelte PAR2-Stimulation verursachte eine
Zunahme von Fibrose (113, 137), sodass eine Hochregulation von PAR2 bei VHF wahrscheinlich
erschien.

Dem gegenuber stehen jedoch andere Studienergebnisse, bei welchen sowohl in humanen
Endomyokardbiopsien, wie auch im PAR2-knockout-Mausmodell eine geringere PAR2-
Expression mit mehr myokardialen Fibrose assoziiert war. Hier stellen die Autoren die Hypothese
auf, dass letztendlich das Mengenverhaltnis von PAR1 und PAR2 auf der Zelloberflache
entscheidend sein konnte, welche intrazellularen Signalkaskaden aktiviert werden und ob dadurch

eine pro- oder kontrafibrotische Zellantwort resultiert (115).

5.2.3. Eine erhohtes PAR1/PAR2-Ratio kénnte zu mehr kardialer Fibrose fihren

Die Komplexitat des PAR-vermittelten Signallings lasst alleine an Hand des aktivierten PAR-
Subtyps keine VVoraussage uber die dadurch vermittelte Zellantwort zu.

Uber Mechanismen, wie das biased signalling, in welchem unterschiedliche PAR-Agonisten den
Rezeptor in anderer Lokalisation spalten oder durch intermolekulare Wechselwirkungen von

mehreren PAR-Rezeptoren auf der Zelloberflache (Homo-/ Heterodimerisierung, Rezeptor-
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Transaktivierung) kann eine Kopplung von jeweils verschiedenen G-Proteinen oder B-Arrestin mit
differenter Zellantwort resultieren (96, 99, 100).

Das PAR1- und PAR2- Signalling scheint dabei eng miteinander verknupft und eine
Mengendominanz von PAR1 gegentiber PAR2 kdnnte bei Patient*innen mit VHF eine wichtige
Komponente fiir die vermehrte atriale Fibrose bei VHF darstellen.

Bekraftigt wird diese Annahme durch den Nachweis, dass eine Thrombin-vermittelte
Transaktivierung von PAR2 durch PAR1 (ber die Kopplung mit B-Arrestin zu einer
Desensibilisierung von PAR1 und dadurch insgesamt zu einer Herabregulation der ansonsten
durch PARL1 vermittelten profibrotischen Signalwege flhrt (138-141).

Daraus resultiert anders herum, dass ein chronischer PAR2-Mangel durch die fehlende PAR2-
Transaktivierung von PAR1 entsprechend zu einer Hochregulation des PAR1-Signallings flhrt,
wodurch sich die ausgepragte myokardiale Fibrose in PAR2-knockout-Mausen erklaren durfte
(115).

Schlussfolgernd scheint die Voraussetzung fiir eine Homoostase der kardialen extrazelluldren
Matrix in einem ausgewogenen Verhéltnis von PAR1 zu PAR2 zu bestehen. Ein hochreguliertes
PAR1- und herabreguliertes PAR2-Signalling fuhren hingegen zu kardialer Fibrose als wichtige
Ursache von Herzrhythmusstérungen, wie VVorhofflimmern (s. Abbildung-20).
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»Pathophysiologisches Dreieck” bei VHF

TNF-a, IL-6 T

PAR1M
PAR2

Hyperkoagulabilitat <:>

FVIII-Aktivitat 1, D-Dimere T, sST-2, Gal-31
Fibrinogen 1, vVWF-Ag 1,
vWF-RCo

Abbildung 20: Pathophysiologisches Dreieck bei friithem Vorhofflimmern mit Darstellung
der Ergebnisse

Frihes Vorhofflimmern (VHF) ist mit erhdhten serologischen Entziindungs-, Fibrose- und
Gerinnungsparametern assoziiert. Eine Auslenkung der Homoostase von kardialem PAR1- und
PAR-2 Signalling zu Gunsten von PAR1 beguinstigt dabei den sich gegenseitig unterhaltenden
pathophysiologischen Kreislauf und fhrt zu mehr kardialer Fibrose als eine der Hauptursachen

fur Vorhofflimmern.

*PAR= Protease-aktivierter-Rezeptor; TNF-o=Tumornekrosefaktor-a; IL-6=Interleukin-6; sST-
2=soluble ST2; Gal-3=Galectin-3; FVIlI=Faktor-VIIl; vWF-Ag=von-Willebrand-Faktor-Antigen;
VWFF-RCo=von-Willebrand-Faktor-Ristocetin-Cofactor.




5.2.4. PARL1-Signalling ist bei VHF mit proinflammatorischen Prozessen assoziiert

Neben Studien, welche die Hypothese eines PAR1-vermittelten profibrotischen Signallings bei
frihem VHF stitzen, bekraftigen andere Untersuchungen auch die durch die Ergebnisse dieser
Arbeit suggerierte PAR1-assoziierte Hyperinflammation bei VHF.

Beispielsweise korrelierte in Endomyokardbiopsien von Patient*innen mit frihem VHF eine
vermehrte PAR1-Expression positiv mit dem Ausmal der Infiltration von zytotoxischen CD8+-T-
Zellen und Naturlichen Killerzellen, sowie mit einer vermehrten kardialen Kollagen-
Anreicherung. Und im vendsen Blut von Patient*innen mit VHF konnten mehr zytotoxische T-
Zellen mit PAR1 als in der Kontrollgruppe, sowie eine vermehrte Thrombin-vermittelte PAR1-
Aktivierung nachgewiesen werden (1), woraus sich ein Zusammengang von kardialem PAR1-
Signalling mit  zytotoxischer  T-Zell-Aktivierung,  strukturellem  Remodeling und

Hyperkoagulabilitat bei Patient*innen mit VHF ableiten lasst.

5.2.5. NOAK koénnten Uber die Hochregulation von PAR2 protektiv wirken

Auf Grund des deutlich erhdhten Risikos von thromboembolischen Ereignissen, besteht fir die
Mehrheit der Patient*innen mit VHF die Indikation fir eine prophylaktische Medikation mit einem
oralen Antikoagulanz (4).

Seit 2009 sind mit der Zulassung von Nicht-Vitamin-K-abhangigen oralen Antikoagulanzien
(NOAK) Alternativen zu den klassischen Vitamin-K-Antagonisten (VKA) vorhanden und werden
insbesondere in westlichen Landern, wie z.B. den USA, mittlerweile bevorzugt eingesetzt (116).
Dabigatranetexilat wirkt tber eine direkte Hemmung von des Gerinnungsfaktor Ila (Thrombin),
wahrend Rivaroxaban, Apixaban und Edoxaban Faktor-Xa inhibieren. Uber den
antikoagulatorischen Effekt hinaus scheinen NOAK auch die tber PAR1 und PAR2-vermittelten
pleiotropen Effekte von Flla- und FXa zu hemmen, wodurch sich eine vielversprechende weitere

Therapiekomponente flr eine Vielzahl von kardiovaskularen Erkrankungen ergeben kénnte (91).

In der hier vorliegenden Arbeit war die NOAK-Therapie bei Patient*innen mit VHF mit einer
vermehrten PAR2-Expression auf antigenprésentierenden Zellen und im Trend auch auf den
ubrigen untersuchten Immunzellreihen assoziiert. Diese Ergebnisse konnten vor dem Hintergrund
der in ersten Kohorten nachgewiesenen PAR1-Dominanz gegeniiber PAR2 bei neuem VHF auf

einen gegenregulatorischen Effekt durch NOAK-Einnahme hinweisen.
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Durch die Wiederherstellung eines ausgewogenen PAR1-/PAR2-Oberflachenverhaltnisses
konnten protektive Effekte hinsichtlich weiterer kardialer Fibrose und atrialem Remodeling
resultieren und damit ein weiterer Progress von VHF aufgehalten oder zumindest verzogert

werden.

5.2.6. VKA haben keinen Effekt auf das PAR1/2-Signalling

Auch die Kklassischen Vitamin-K-Antagonisten fuhren zu einer Reduktion der durch Thrombin-
und Faktor-Xa vermittelten Koagulation, was jedoch nicht zu einer Hemmung der PAR-Rezeptor
vermittelten pleiotropen Effekte zu fuihren scheint (91).

Faktor-X und Prothrombin, sowie andere Vitamin-K-abhangige Gerinnungsfaktoren, werden
uberwiegend in Hepatozyten synthetisiert. Die Gerinnungsaktivitat dieser Proteine ist dabei
hochgradig von der Fahigkeit abhéngig, an die negativ geladene Zellmembran von beispielsweise
Thrombozyten zu binden(142).

Diese Féahigkeit wird berwiegend durch eine Gammacarboxyglutamat-(Gla)reiche Doméne
vermittelt, welche posttranslational durch das Enzym Gamma-Glutamylcarboxylase bereitgestellt
wird. Bei diesem Prozess dient Vitamin-K als essentieller Kofaktor (143).

Vitamin-K-abhangige Gerinnungsfaktoren, welche auf Grund einer Vitamin-K-Antagonisierung
ohne Gla-Domaéne synthetisiert wurden (englisch: ,,proteins induced by vitamin K antagonism or
absence (PIVKAs)“), sind dementsprechend nur in geringem Male dazu in der Lage, die
nachgeschalteten Gerinnungsfaktoren zu aktivieren.

Die Aktivierung von PAR durch Gerinnungsfaktoren scheint jedoch unabhangig von der Gla-
Doméne zu erfolgen (144), sodass VKA nicht zu einer Hemmung der dadurch vermittelten Effekte
flhrt, wéahrend die direkte Hemmung von Thrombin oder Faktor-Xa durch NOAKSs sowohl ihre
Gerinnungsaktivitat, wie auch die PAR-Aktivierung inhibiert (s. Abbildung-21) (91).
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Abbildung 21: Mdgliche Auswirkungen von Antikoagulanzien auf die zellulare

Signalubertragung

Thrombin und Faktor Xa enthalten Gla-Domanen, die flr eine physiologische Gerinnung
notwendig sind. Wéhrend der VKA-Behandlung wird jedoch Thrombin oder Faktor Xa ohne
Gla-Doméne erzeugt, was deren Gerinnungsaktivitat verringert, aber keinen Effekt auf deren
Signalubertragungspotenzial Uber PAR hat. Die Behandlung mit einem direkten
Thrombininhibitor fuhrt sowohl zu einer verminderten Gerinnung, als auch zu einer
verminderten zellularen Signaltibertragung Uber PAR1, jedoch mit unverdnderter
Signaliibertragungskapazitét fur Faktor Xa. Durch die Verwendung eines direkten Faktor-Xa-
Inhibitors werden sowohl die Gerinnung, als auch die PAR1- und PAR2-
Signaliibertragungskapazitét verandert.

Blutgerinnungsfaktoren werden in rémischen Ziffern angegeben und die aktiven Formen sind

durch ein kleines ,,a* gekennzeichnet. 11 zeigt Prothrombin und Ila Thrombin an.

*PIVKA=proteins induced by vitamin k antagonism

(Abbildung ubersetzt und modifiziert aus Spronk et al. Cardiovasc Res 2014 (91), Verwendung
autorisiert durch Oxford University Press am 03.06.2023, Lizenznummer 5561516664755)

78



5.3.  Einordnung der vorliegenden Ergebnisse in den Kontext klinischer Studien

Thrombin und Faktor-Xa sind uber pleiotrope Effekte an der Pathogenese von zahlreichen
kardiovaskuldren Erkrankungen beteiligt. Diese Effekte werden zu einem Grofteil durch die
Aktivierung von PAR-Rezeptoren vermittelt, wobei die Subtypen PAR1 und PAR2 von
besonderer Bedeutung scheinen. In der Pathogenese von Artherosklerose sind die beiden
Serinproteasen beispielsweise uber die Vermittlung von Leukozytenmigration, Angiogenese,
Vasokonstriktion, aber auch durch proinflammatorische Effekte beteiligt (90, 91).

Am Herzen bewirkt die FXa-vermittelte Aktivierung von PAR1 und PAR2 eine Zunahme von
kardialer Fibrose, Hypertrophie und Inflammationsprozessen, welche mit Herzinsuffizienz und

Herzrhythmusstorungen, wie beispielsweise VHF, assoziiert sind (91, 92).

5.3.1. Reduzieren Faktor-Xa-Inhibitoren das Risiko fur die Entstehung von VHF?

Die Ergebnisse der COMPASS-Studie konnten zeigen, dass Patient*innen mit Atherosklerose
deutlich von einer Erweiterung der sekundarprophylaktischen Therapie mit 100mg
Acetylsalicylsaure (ASS) um eine Minimaldosis von 2x 2,5mg des FXa-Hemmers Rivaroxaban
profitieren. So war das Risiko fiir schwere kardiovaskulére Ereignissen in der ASS + Rivaroxaban-
Gruppe gegeniber der ASS-Gruppe um 24% erniedrigt, wobei die Rate von schweren Blutungen
nur diskret anstieg (145).

Der Einsatz von niedrigdosierten VKA mit einem INR< 2,0 zusétzlich zu ASS-100mg hatte in
friheren Studien hingegen keinen Vorteil fir Patienten*innen mit Atherosklerose ergeben. Die
volle Dosierung mit Erreichen eines INR>2,0 zeigte eine leichte kardiovaskulare Risikoreduktion,
jedoch zu dem Preis einer deutlich erhdhten schweren Blutungsrate (146), sodass von dieser
Therapiestrategie abgesehen werden musste.

Es wird davon ausgegangen, dass die Reduktion der schweren kardiovaskularen Ereignisse in der
COMPASS-Studie insbesondere auf die pleiotropen Effekten des niedrig dosierten Rivaroxaban
zuruckzufihren ist (92, 147). Diese umfassen bezogen auf Atherosklerose antiinflammatorische
und plaquestabilisierende Effekte und auf das Herz eine geringere kardiale Hypertrophie, Fibrose
und strukturelles atriales Remodelling (91, 92), wodurch u.a. auch das Risiko von VHF verringert

werden dirfte.
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Daruber hinaus wirkt Rivaroxaban auch indirekt inhibierend auf die Thrombozytenaggregation am
instabilen artherosklerotischen Plaque. So ist FXa innerhalb der Gerinnungskaskade wesentlich an
der Aktivierung von Prothrombin zu Thrombin beteiligt, welches wiederum einen starken
Thrombozyten-Aktivator darstellt.

Rivaroxaban scheint jedoch selbst in sehr niedriger Dosierung diese so generierte
Thrombinaktivierung in einem deutlichen AusmaR zu inhibieren (148).

5.3.2. Dabigatranetexilat: Mehr Atherosklerose-bedingte Komplikationen?

Die Atherosklerose der Koranarien und die sich hieraus manifestierende KHK, stellt einen
wichtigen Risikofaktor fir die Entwicklung von VHF dar (4). Interessanterweise hatten die
Patienten mit VHF und bestehender OAK mit dem Faktor-lla-Hemmer Dabigatranetexilat in
unserer Arbeit im Ultraschall der Karotiden signifikant gréRere Messwerte der Intima-Media-
Dicke.

FXa-Inhibitoren und Flla-Inhibitoren hemmen beide die Gerinnungskaskade, an dessen Ende die
Umsetzung von Fibrinogen zu Fibrin steht. Der Flla-Inhibitor Dabigatran setzt an diesem letzten
Schritt an, indem es direkt das fur diese Umwandlung notwendige Enzym Thrombin hemmt.
Durch die direkte Hemmung von FXa wird hingegen der potente Prothrombinase-Komplex,
bestehend aus Gerinnungsfaktor-Va, -Xa und Calcium-lonen, gehemmt, welcher
membrangebunden auf der Oberflache von aktivierten Thrombozyten am Ort einer Plaqueruptur
proteolytisch groe Mengen Prothrombin (FII) zu Thrombin umsetzt (149).

Faktor-V kann sowohl von Thrombin, wie auch von FXa zu dem fiir den Prothrombinase-Komplex
essentiellen Kofaktor Faktor-Va umgesetzt werden. Hier wurde in vitro gezeigt, dass die
Aktivierung von Faktor-V durch FXa jedoch im Vergleich ca. 50 bis 100x effektiver geschieht
(150).

Dementsprechend kénnte der Plattchen-Prothrombinase-Komplex zu viel Thrombin umsetzen, um
alleine durch den Einsatz des direkten Flla-Inhibitors ausreichend abgeschwacht zu werden. Die
Hemmung des Komplexes durch FXa-Inhibitoren kénnte durch seine wichtige Rolle an der friihen
arteriellen Thrombusentstehung effizienter sein, als die direkte Thrombin-Hemmung durch
Dabigatran (147).

Der Verdacht einer insuffizienten Hemmung der Thrombusentstehung an rupturierten arteriellen

Plaques legen auch Daten aus der Nicht-Unterlegenheits-Studie von Dabigatran im Vergleich zu
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Warfarin (RELY-Studie) und einer anschlieend durchgefiihrten Metaanalyse von 7 randomisiert-
kontrollieren Studien nahe, welche ein erhdhtes Risiko fur Myokardinfarkt und Akutes
Koronarsyndrom unter Dabigatran ergaben (151, 152), auch wenn diese Ergebnisse in einer spater
durchgefuhrten Metaanalyse mit zusatzlichem Einschluss von Daten aus Beobachtungsstudien
nicht bestatigt werden konnte (153).

Bezliglich unserer Daten ist hier limitierend die Messung der cIMT an nur sehr kleinen
Patient*innengruppen, sowie der retrospektive Charakter der Untersuchungen zu erwahnen,
sodass die Unterlegenheit von Dabigatran etexilat hinsichtlich atherosklerotisch bedingter

Komplikationen weiter als fraglich einzustufen ist.

5.4. Klinische Implikationen und Ausblick

Sowohl Faktor-Xa, wie auch Faktor-Ila binden mit hoher Affinitdt an PAR1 und kénnen dartiber
die proinflammatorischen und fibroproliferativen Signalwege initiieren. Die in dieser Arbeit
nachgewiesenen vermehrte PAR1-Expression und gesteigerte PAR1-Dominanz gegeniiber PAR2
auf der Zelloberflache von Immunzellen bei frihem VHF suggeriert ein hochreguliertes PAR1-
Signalling bei diesem Krankheitshild.

Der Einsatz von direkten Faktor-Xa- und Faktor-lla-Hemmern (NOAK) verspricht ber eine
verringerte PAR1-Aktivierung und dadurch vermittelte pleiotrope Effekte das Risiko der
Entstehung und Progression von VHF und anderen kardiovaskularen Erkrankungen zu verringern.
Vitamin-K-Antagonisten hingegen bewirken ihren antikoagulativen Effekt tber die Inhibition der
posttranslationalen  und  Vitamin-K-abhdngigen  Kopplung  von  unterschiedlichen
Gerinnungsfaktoren, wie z.B. Flla und FXa, mit einer Gammacarboxyglutamat-(Gla)reichen
Doméne (143). Die Fahigkeit der Gerinnungsfaktoren Ila und Xa PAR-Rezeptoren zu aktivieren
bleibt jedoch unabhéngig von der Existenz ihrer Gla-Domaéne erhalten, sodass PAR-bedingte
pleiotrope Effekte unter VKA-Medikation nicht zu erwarten sind (144).

Der erfolgreiche Einsatz des FXa-Hemmers Rivaroxaban in niedriger Dosierung zuséatzlich zu
ASS-100mg als potentes Sekundarprophylaktikum fir Patient*innen mit schwerer
Artherosklerose in der COMPASS-Studie durfte dazu fihren, dass in Zukunft die Anzahl von

Patient*innen mit Rivaroxaban in ,,vaskuldrer Dosis* deutlich ansteigen wird.
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Hier ist zu hoffen, dass dies zu weiteren Kklinischen Studien fiihrt, in welchen die in dieser Arbeit
suggerierten protektiven Effekte von NOAK gegeniiber mit Fibrose und Hyperinflammation
assoziierten Erkrankungen weiter untersucht wird.

Insbesondere sind Untersuchungen notwendig, in welchen der Einfluss einer NOAK-Medikation
auf die Entstehung und der Krankheitsprogression von VHF untersucht wird. Auch fehlt es bisher
an klinischen Studien, die FIIA- und FXa-Inhibitoren bei VHF direkt vergleichen.

5.6. Limitationen

Fur die erste Kohorte (n=100) wurde auf ein moglichst vergleichbares kardiovaskulédres
Risikoprofil der eingeschlossenen Probanden von VHF- und Kontrollgruppe geachtet. Dies
spiegelt sich z.B. in einem nur minimalen differenten durchschnittlichen CHA2DS2-Vasc-Score-
Punktewert (4,0 vs. 3,5) wider und auch der Anteil der Patienten mit Herzinsuffizienz zeigte sich
in beiden Gruppen ausgeglichen (26% vs. 20%). Auch lag ein ausgewogenes
Geschlechterverhaltnis vor, wobei in der VHF-Gruppe etwas mehr Ménner eingeschlossen wurden
(62% vs. 50%) und auch etwas mehr dltere Patienten >75 Jahre vorhanden waren (50% vs. 25%),
was sich potentiell auf die untersuchten Parameter ausgewirkt haben kdnnte. So ist ein erhohtes
Lebensalter z.B. mit mehr kardialer Fibrose und einem weniger reaktiven Immunsystem assoziiert.
Die durchschnittlichen serologischen Entziindungsparameter CRP und PCT zeigten sich in beiden

Gruppen jedoch nahezu identisch.

Auch in der zweiten Kohorte (n=70) zeigten sich Charakteristika der Kohorten mit
unterschiedlicher gerinnungsaktiver Therapie relativ &hnlich, wobei hier in der ASS-Gruppe etwas
weniger Patient*innen mit bekannter Herzinsuffizienz eingeschlossen waren, als in der Faktor-1la-
und FXa-Gruppe (20% vs. 76% vs. 60%), was ebenfalls zu einer Verschiebung von Messwerten

gefiihrt haben konnte.

Auch ist limitierend, insb. fir die Therapiekohorte, die geringe GroRe der eingeschlossenen ASS-
Gruppe (n=10) und der Flla-Gruppe (n=17) anzumerken, da in dieser Gruppengrofie bereits
einzelne Ausreiller empfindlich den Durchschnitt des untersuchten Parameters beeinflussen

kdnnen.
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6. Schlussfolgerung

In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass bei friihem VHF eine systemische
Hyperinflammation, -fibrose und -koagulation vorliegt. Dies konnte durch eine Dysbalance mit
hochregulierten PAR1- und herabregulierten PAR2-Signalling verursacht sein.

Der Einsatz von NOAK scheint bei VHF durch die Hochregulation von PAR2 zu einer
Wiederherstellung eines ausgewogenen Verhéltnisses zwischen PAR1 und PAR2 beizutragen und
konnte dadurch durch eine Herabregulation von proinflammatorischen -und -fibrotischen
Prozessen die Krankheitsprogression einschranken und das Risiko fiir andere mit kardialer Fibrose
vergesellschafteten Komorbiditaten senken (s. Abbildung-22).

Prospektiv-randomisierte klinische Studien, die gezielt positive pleiotrope Effekte von NOAK bei

VHF untersuchen, sowie Flla- und FXa-Inhibitoren direkt Vergleichen sind dringend notwendig.
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,Pathophysiologisches Dreieck” bei VHF

FXa-Inhibitoren Entzindung
Flla-Inhibitoren

PAR1

—PAR2Y
PAR21

Hyperkoagulabilitat <:>

Abbildung 22: Méglicher therapeutischer Effekt von NOAK auf das pathophysiologische
Dreieck bei Vorhofflimmern (VHF)

Die Verschiebung des PAR1/PAR2- Signallings zu Gunsten von PAR1 scheint die Entstehung
von VHF zu begiinstigen.

Der Einsatz von Faktor-Ila- und Faktor-Xa-Inhibitoren kénnte ber einer Hochregulation des
kardialen PAR2-Signallings protektiv gegeniiber VHF und anderer mit kardialer Fibrose
assoziierter Erkrankungen wirken.
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