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1. Einleitung

Nicht-steroidale Antirheumatika (NSAR) wie Diclofenac, Ibuprofen und Acetylsalicylsédure
(ASS) nehmen einen erheblichen Marktanteil an allen frei verkduflichen Medikamenten ein.
Konsumenten sind meist dltere Patienten mit zahlreichen Begleiterkrankungen. Dabei sind die
Nebenwirkungen der NSAR nicht unerheblich. Eine hdufige Nebenwirkung der NSAR ist de-
ren gastrointestinale Toxizitdt welche von Magenbeschwerden bis hin zu Ulzera und Magen-
blutungen reicht'?. Die Wirkungen und Nebenwirkungen der NSAR entstehen durch eine
Hemmung der Cyclooxygenaseenzyme (COX), welche fiir die Bildung bestimmter Botenstof-
fe, sogenannter Prostanoide verantwortlich sind. COX-Enzyme bilden aus Arachidonsdure
iiber Prostaglandin G, (PgG,) Prostaglandin H, (PgH;). Uber an die Cyclooxygenasen gekop-
pelte weitere Enzyme, die Prostanoidsynthetasen, werden die Prostanoide Prostaglandin Dy,
Es, Fao, b (PgD,, PgE,, PgFy,, Pgly) und Thromboxan A, (TxA,) gebildet. Die Prostanoid-
synthetasen heilen nach ihren Produkten Prostaglandin D-, E- und F-Synthetase (PgDS,
PgES, PgFS), Prostazyklinsynthetase (PgIS) und Thromboxansynthetase (TxAS). Im Orga-
nismus gibt es zwei Isoformen der Cyclooxygenasen. Die COX-1 ist unter anderem fiir einen
Schutz des Magens vor Autodigestion iiber eine Produktion von PgE, und eine Foérderung der
Thrombozytenaggregation liber TxA, zustindig. Die COX-2 wird allgemein als ein Haupt-
mediator von Entziindungsreaktionen und Schmerzempfindung angesehen. Diese werden von
verschiedenen Prostanoiden vermittelt, unter anderem auch iiber COX-2 abhéngig gebildetes
Pgl,’. Die gastrointestinale Toxizitdt der NSAR entsteht durch eine Hemmung der COX-1
abhingigen PgE,-Produktion™. Mit dem Ziel die iiber die COX-2-Hemmung vermittelten
analgetischen Effekte der NSAR zu erhalten und die unerwiinschten Nebenwirkungen der
COX-1-Hemmung zu vermeiden, wurden spezifischere Inhibitoren fiir die COX-2 entwickelt.
Erstaunlicherweise zeigte sich aber im Jahre 2000 im Rahmen der ,,Vioxx Gastrointestinal
Outcome Research“-Studie (VIGOR), einer Multicenterstudie an 8076 Patienten, die den ers-
ten neuentwickelten spezifischen COX-2-Hemmer Rofecoxib mit dem NSAR Naproxen be-
zliglich gastrointestinaler Toxizitit verglich, dass vermehrt Myokardinfarkte in der Patienten-
gruppe mit spezifischer COX-2-Hemmung auftraten®. In der ,,Adenomatous Polyp Prevention
on Vioxx“-Studie (APPROVe, 2004), die an 2587 Patienten die Wirkung von Rofecoxib auf
Rezidive von Kolonpolypen untersuchte, traten erneut erhdhte Raten thromboembolischer Er-
eignisse auf’®. Dies fiihrte zu einem Abbruch der Studie und der Hersteller nahm Rofecoxib
weltweit vom Markt. Interessanterweise zeigte auch das NSAR Diclofenac im multinationa-

len Etoricoxib und Diclofenac Arthritis Langzeitprogramm (MEDAL), das zwischen 2002



und 2006 an 34.701 Patienten durchgefiihrt wurde und die kardiovaskuldre Sicherheit und
gastrointestinale Vertraglichkeit des COX-2-Hemmers Etoricoxib und des NSAR Diclofenac
untersuchte, eine fast identische Rate an kardiovaskuldren Ereignissen unter Diclofenac und
Etoricoxib-Medikation®'. Eine kardiovaskulire Gefihrdung scheint demnach sowohl von
den spezifischen COX-2-Hemmern als auch von einigen NSAR wie Diclofenac auszugehen.
Als eine mogliche Ursache des erhohten kardiovaskuldren Risikos wurde nach VIGOR all-
gemein ein Kippen des Gleichgewichtes zwischen dem antithrombozytéir wirksamen Pgl, und
dem thrombozytenaktivierenden TxA, zugunsten von TxA, angenommen (,,Prostanoid-
Imbalance-Hypothese®).

In der vorliegenden Arbeit wurde im Tiermodell untersucht, ob eine erhohte Atherothrombo-
segefahrdung unter COX-2-Hemmung durch den spezifischen COX-2-Hemmer Parecoxib
oder das NSAR Diclofenac vorliegt und welche Rolle das Gleichgewicht der Prostanoide im
GefaBsystem dabei spielt. Da zum Zeitpunkt des Beginns dieser Arbeit aulerdem unklar war,
ob die klinisch beobachteten kardiovaskuldren Ereignisse von vorbestehenden Risikofaktoren,
wie beispielsweise einer Atherosklerose, abhingig sind, wurde weiterhin untersucht, ob eine
kurzfristige intravasale Entziindung Ausldser der klinisch beobachteten kardiovaskuldren Er-
eignisse sein konnte oder ob es eine grundlegende Gefiahrdung durch COX-2-Hemmer auch

im gesunden Gefaflsystem gibt.

1.1 Die Rolle des Gefafiendothels in Inflammation und Thrombose

Das gesunde Gefdflendothel besteht aus einem einschichtigen Zellverband, der zum Lumen
hin mit einer Schicht aus Glykoproteinen und Proteoglykanen iiberzogen ist. Aufgaben des
GefaBendothels sind die Regulation des Stoffaustausches zwischen Blut und Gewebe, die
Produktion von den Gefdlltonus und damit den Blutdruck beeinflussenden Substanzen wie
Stickstoffmonoxid (NO) und Pgl,, die Aktivierung von weilen Blutkérperchen in Entziin-
dungsprozessen, die Neubildung von Gefdllen (Angiogenese) und die Aktivierung und Hem-
mung von Gerinnungsprozessen. Es wirkt einer Thrombozytenaktivierung, einer Adhdsion
von Thrombozyten und der darauf folgenden Bildung eines Thrombus (primédre Hédmostase)
durch Freisetzung von antithrombozytir wirksamen Substanzen wie NO, ecto-ATPase und
Pgl, entgegen''. Des Weiteren werden die Aktivierung der Gerinnungsfaktoren (sekundire
Hiamostase) und dem entgegengesetzt fibrinolytische Vorgéinge am Endothel initiiert. Ist das
GefiBendothel intakt, so bietet es kaum Anheftungsméglichkeiten fiir Thrombozyten'?. Es ist
sowohl Ziel als auch Quelle von Zytokinen. Unter entziindlichen Bedingungen werden Zyto-

kine wie Interleukin-1 (Il-1) oder Tumornekrosefaktor oo (TNFa) durch Makrophagen, Endo-
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thelzellen und Fibroblasten freigesetzt. Diese binden an Rezeptoren auf Endothel- und Blut-
zellen und stoflen dort eine Vielzahl anti- und prothrombogener Reaktionsketten an. So wer-
den unter II-1- und TNFa-Exposition durch das Endothel prothrombogene Substanzen wie
ADP, von Willebrand Faktor (vWF) und Thromboplastin freigesetzt und endotheliale Ober-
flichenrezeptoren vermehrt exprimiert'’. Diese Faktoren konnen aktivierend auf Thrombozy-
ten wirken und fordern damit eine Thrombusbildung. Bei einer Verletzung des Gefillen-
dothels liegen dariiber hinaus subendotheliale Kollagenfasern frei die wiederum Thrombozy-
ten aktivieren und deren Aggregation einleiten'*. Dem entgegen wirkt eine Aktivierung endo-
thelialer Cyclooxygenasen und NO-Synthetasen (NOS) und die darauf folgende Bildung von

antithrombogen wirksamem Pgl, und NO.

Endothel

Matrix/ Plasma Fibrinogen vWF\ /Kol‘lagen
/J\/ . .. —
Thrombozyt B GPIb-1X-V GPVI R
t |

Abb. 1 Interaktion thrombozytirer Adhisionsmolekiile (ay,p3, GPIb-IX-V, GPVI, 0,p;) mit Liganden wie
dem Kollagen der vaskuliren Matrix und dem von Willebrand Faktor (vWF) oder Fibrinogen des
Plasmas und mit endothelialen Adhésionsmolekiilen (a5, P-Selektin)"

1.2 Thrombozyten

Thrombozyten sind anukledre Zellfragmente, die aus kernhaltigen Megakaryozyten abge-
schert werden. Sie befinden sich circa zehn Tage in der Blutzirkulation bevor sie durch Mak-
rophagen in Milz und Leber aus dieser entfernt werden. Hauptaufgabe der Thrombozyten ist
ihre Rolle in der zelluldren (primiren) Hamostase. Normalerweise adhirieren Thrombozyten
nur duBerst selten fest an die GefiBwand'>"”. Anders verhilt es sich dagegen, wenn Throm-
bozyten direkt durch subendotheliale Strukturen wie dem Kollagen einer geschiadigten Ge-
faBwand oder indirekt durch inflammatorische Endothelaktivierung, wie unter Einfluss von
TNFa, Interleukin-1p oder bakteriellem Lipopolysaccharid, aktiviert werden'®'”. Durch den
von Endothelzellen gebildeten vVWF wird der thrombozytdre Rezeptorkomplex GPIb mit den
Kollagenfasern verbunden. Durch diese Anheftung an die GefdBwand werden die Thrombo-
zyten weiter aktiviert und erfahren eine Formverdnderung. Sie setzen vasokonstriktorische
(Serotonin, platelet derived growth factor, TxA;) und aggregationsféordernde Substanzen

(ADP, TxA,, Calcium, vWF, Fibrinogen) aus ihren Speichergranula frei'>!*!® Durch das von
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der thrombozytiren COX-1 der aktivierten Thrombozyten gebildete TxA,, ADP und den Ent-
ziindungsmediator PAF (platelet activating factor) kommt es zu einer Rekrutierung weiterer
Thrombozyten, die liber Oberflachenrezeptoren verbunden werden. Im Zuge der Formverén-
derung der Thrombozyten (Bildung von Mikrovilli) werden Oberflachenrezeptoren wie P-
Selektin oder das Glykoprotein GPIIb/IIla (Integrin oyBy) auf der thrombozytdren Zellober-

] 13,19
fliche vermehrt exprimiert ™

. Diese dienen der Vernetzung der Thrombozyten mit dem En-
dothel tiber den vWF und Fibrinogen und der Thrombozyten untereinander iiber Fibrinogen.
Unter Thrombineinwirkung kommt es zur Spaltung von Fibrinogen zu Fibrin und in Verbin-
dung mit der plasmatischen Gerinnung (sekundidre Himostase) zur Bildung eines irreversib-

len Thrombus.

1.3 Cyclooxygenasen und deren Hemmung

1971 wurde durch Vane, Smith und Willis erstmals die Funktionsweise von Acetylsalicylsdu-
re, die in einer Syntheschemmung von Prostaglandinen besteht, nachgewiesen®’. Der Wirk-
stoff Salicin war in verschiedenen Aufbereitungen schon seit Hippokrates, damals in Form ei-
nes Weidenrindenextraktes, im 19ten Jahrhundert dann zur Acetylsalicylsdure weiterentwi-
ckelt, als fiebersenkende und schmerzstillende Arznei verwendet worden®!. Hemler und
Lands isolierten 1976 die Cyclooxygenase als das fiir die Prostaglandinsynthese zustindige
Protein®’. 1980 und 1983 wurde nachgewiesen, dass Aspirin die COX iiber die Acetylierung
eines Serin (Serin 530 bei der COX-1, Serin 516 bei der COX-2) hemmt™**. DeWitt et al. ge-
lang es 1988 den komplementidren DNA-Strang (cDNA) der Prostaglandin G/H Synthetase
(Cyclooxygenase) zu klonieren und schon 1989 gab es Hinweise auf eine zweite Isoform der
Cyclooxygenase™?® die sich mit der Identifizierung der hierfiir kodierenden messenger
(m)RNA bestitigten’”**. Die COX-1 und -2 stimmen in 59 Prozent ihrer Aminosiuresequenz

{iberein®® und auch ihre Kristallstruktur ist bemerkenswert dhnlich?**°

. Die Cyclooxygenasen
bestehen aus zwei funktionellen Einheiten, von denen die eine Cylooxygenase- und die ande-
re Hydroperoxidaseaktivitit besitzt. Im hydrophoben Kanal der Cyclooxygenasen wird der
erste Schritt des Arachidonsédurestoffwechsels, der Umbau von Arachidonsdure in Prostaglan-
din G, (PgG,) und folgend durch die Peroxidase weiter zu Prostaglandin H, (PgH>), kataly-
siert’’. Daher werden Cyclooxygenasen chemisch korrekt auch als Prostaglandin H-
Synthetasen (PGHS) bezeichnet. Im Unterschied zur COX-1 besitzt der hydrophobe Kanal
der COX-2 durch den Austausch von Isoleucin gegen Valin an Stelle 523 der Aminosaurese-

32,33

quenz noch eine Seitentasche’ ™. Dieser strukturelle Unterschied ermdglichte die Entwick-

lung spezifischer Hemmer der COX-2. Die COX-17"** ist ubiquitédr im Kérper vorhanden
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und produziert als konstitutiv exprimiertes Enzym Eicosanoide unter physiologischen und pa-
thologischen Bedingungen. Eine Induktion der COX-1 kann beispielsweise durch intravasku-
lare Scherbeanspruchung oder die Wirkung von vaskuldrem endothelialen Wachstumsfaktor
(VEGF) auf Endothelzellen erfolgen®®’. Wihrend die COX-1 die Hauptquelle fiir die stindig
produzierten, zytoprotektiven Prostaglandine der Magenmukosa ist’®, scheint die COX-
227283949 i Heilungsprozess von Magenulzera zu iiberwiegen®. Die endotheliale COX-2
spielt eine bedeutende Rolle in der Synthese der Prostanoide PgF,,, PgE, und Pgl,, wobei im
Gefidllsystem unter physiologischen Bedingungen groftenteils Pgl, synthetisiert wird. Wih-
rend die TxS sowohl, wenn auch schwicher, mit der COX-1 als auch mit der COX-2 inter-

24492 Dies lisst die

agiert, geschieht eine Interaktion bei der PgIS hauptsiachlich mit der COX-
Schlussfolgerung zu, dass die systemische Prostazyklinproduktion von der Aktivitdt der
COX-2 abhingig ist. Diese Hypothese bestitigte sich in einer Studie von McAdam et al. in
der durch Celecoxib die COX-2 spezifisch gehemmt wurde®. Die spezifische Hemmung der
COX-2 duBerte sich in einer Reduktion des Pgl,-Metaboliten 2,3-dinor-6-keto-PgF;, im Urin
gesunder Probanden bei nur leicht beeintrachtigter Bildung des TxA,-Metaboliten TxB,.
Auch die COX-2 wird in einigen Organen, wie dem Gefdllendothel, der glatten GefdBmusku-
latur, den Nieren oder dem Gehirn konstitutiv exprimiert'**. Sie ist zusitzlich durch zahlrei-
che proinflammatorische Stimuli wie Lipopolysaccharid, Il-1, oder TNFo.*®, Scherbeanspru-
chung47 und Wachstumsfaktoren, wie den vaskuliren endothelialen Wachstumsfaktor
(VEGF) induzierbar®”'. Die PGHS wird im GefiBendothel, vaskulirer glatter Muskulatur
und vielen anderen Organen konstitutiv exprimiert’>>>. Die Entwicklung der spezifischen
COX-2-Hemmer geschah vor dem Hintergrund, dass die COX-1-Hemmung der NSAR fiir die
gastrointestinalen Nebenwirkungen verantwortlich zu sein scheint und der erwiinschte analge-
tische und antiinflammatorische Effekt vornehmlich durch die Hemmung der von der COX-2
gebildeten Prostanoide Pgl, und PgE, erreicht werden konnte. Daher wurden Pharmaka ent-
wickelt, die die COX-2 starker hemmen als die COX-1. Wie oben erwéhnt besteht zwischen
der PgHS-1 und -2 ein struktureller Unterschied in Form einer Seitentasche des hydrophoben
Kanals der COX. Spezifische COX-2-Hemmer belegen die Seitentasche des hydrophoben
Kanals der COX-2 und blockieren den Zugang von Arachidonsdure zum Aktivitdtszentrum
des Enzyms. Da sie sperriger sind als die relativ unspezifischen NSAR wie beispielsweise
ASS ist ihnen nur eingeschrénkter Zugang zum Aktivititszentrum der COX-1 moglich. Eini-
ge spezifische COX-2-Hemmer, die als Vorldufer fiir die klinisch verwendeten Pharmaka
entwickelt wurden, wie NS-398 oder DuP-697 binden primir an beide Cyclooxygenaseiso-

formen. Dann erfolgt eine mit der Expositionszeit zunehmende Hemmung der COX-2. Neben
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der zeitlich zunehmenden Hemmung nimmt auch die Dosierung Einfluss auf die COX-2-
Hemmung54. Mit Celecoxib (Monsanto) und Rofecoxib (Merck) erschienen 1995 die ersten
klinisch verwendeten spezifischen COX-2-Hemmer auf dem Markt. Diese Medikamente zeig-
ten in verschiedenen klinischen Studien eine effektive Schmerzlinderung bei verminderter
Toxizitdt fiir den Magen-Darm-Trakt. Zu diesen Studien gehoren die oben bereits erwihnte
VIGOR-Studie sowie die ,,Celecoxib long term arthritis safety study* (CLASS). Inhalt der
CLASS-Studie, in der vom Jahr 1998 bis zum Jahr 2000 7968 Patienten untersucht wurden,
war der Vergleich der gastrointestinalen Toxizitit des COX-2-Hemmers Celecoxib mit den
NSAR Ibuprofen und Diclofenac'®. Wie oben bereits erwihnt traten im Rahmen der VIGOR-
Studie vermehrt Myokardinfarkte auf. In den folgenden Jahren wurden weitere Studien
durchgefiihrt, die die Effektivitit der COX-2-Hemmung bei verschiedenen Indikationen, wie
der Privention eines Rezidivs von Kolonpolypen, dem postoperativen Schmerzmanagement
oder auch dem Einsatz bei Alzheimer-Demenz priifen sollten. Bei der ,,Adenomatous Polyp
Prevention on Vioxx‘ Studie (APPROVe, 2000-2001), die an 2587 Patienten die Auswirkung
des COX-2-Hemmers Rofecoxib auf Rezidive neoplastischer Dickdarmpolypen untersuchte,
traten erneut erhdhte Raten thromboembolischer Ereignisse auf®. Dies fiihrte zu einem Ab-
bruch der Studie und Merck nahm Rofecoxib weltweit vom Markt. Allerdings erfiillten 38
Prozent aller Patienten, die im Rahmen der VIGOR-Studie einen Myokardinfarkt erlitten, die
Kriterien der amerikanischen Zulassungsbehérde (Food and Drug Administration, FDA) fiir
eine Medikation mit niedrig dosierter ASS (Kriterien hierfiir sind: stattgefundener Myokard-
infarkt, Angina pectoris, zerebrovaskuldre Ereignisse, transiente ischdmische Attacken, Angi-
oplastie oder koronarer Bypass). Nur in dieser Gruppe war ein Unterschied zwischen Napro-
xen und Rofecoxib beziiglich der Anzahl kardiovaskuldrer Ereignisse gegeben. Weitere Stu-
dien die als Nebeneffekt vermehrt kardiovaskulidre Ereignisse zeigten waren der ,,Celecoxib
trial for colonic adenoma prevention*>, der an 2035 Patienten eine potentiell priventive Wir-
kung des COX-2-Hemmers Celecoxib auf die Entwicklung kolorektaler Adenome untersuchte
und zwei Studien zu einer Medikation mit Valdecoxib und Parecoxib im postoperativen
Schmerzmanagement bei koronaren Bypassoperationen (CABG)**”’ (Einzelheiten Tabelle 4).
Wie oben bereits erwihnt zeigte das NSAR Diclofenac im Rahmen der MEDAL-Studie eine
ghnliche Rate kardiovaskulirer Ereignisse unter Diclofenac- und Etoricoxib-Medikation’. Die

Ursache dieses Effektes wird nun im Folgenden beleuchtet.



1.3.1 Diclofenac

Diclofenac ist ein nicht-steroidales Antiphlogistikum und Analgetikum. Es hemmt die Bil-
dung von Prostanoiden iiber eine reversible Blockade des Aktivititszentrums im hydrophoben
Kanal der Cyclooxygenasen. NSAR, mit Ausnahme von ASS, hemmen beide Cyclooxygena-
sen reversibel {iber eine sterische Blockade des Kanals. Wenn auch allgemein bisher als nicht-
selektives Antiphlogistikum angenommen, haben neuere Studien eine bevorzugte Affinitit
von Diclofenac zur COX-2 gezeigt. In einer randomisierten Fallkontrollstudie von Hinz et al.
zeigte Diclofenac, in klinisch gebrduchlicher Dosierung, eine mit 99 Prozent bei einmaliger
Gabe und bei erreichtem konstanten Serumspiegel signifikant stdrkere Hemmung der COX-2
als eine Medikation mit den spezifischen COX-2-Hemmern Celecoxib (70 %/81 %, Einmal-
dosis/Steady State) oder Rofecoxib (56 %/72 %)’®. Im Vollblutansatz erreichte Diclofenac in
einer therapeutischen Dosierung von 150- 200 mg/die keinen fiir eine 80%ige Hemmung
(ICsp) der COX-1 ausreichenden Wirkspiegel. Die COX-2 hingegen wurde schon bei 13-
30fach geringeren Konzentrationen ausreichend gehemmt’’. Es hat sich herausgestellt, dass
die ICg direkt mit einer ausreichenden Analgesie korreliert®®. Damit kann Diclofenac in einer
Dosierung die zu einer befriedigenden Analgesie fiihrt, als spezifischer COX-2-Hemmer be-

trachtet werden.

1.3.2 Parecoxib

Parecoxib (Dynastat”, Pfizer) ist die intravends applizierte Vorstufe des spezifischen COX-2-
Hemmers Valdecoxib (Bextra®, Pfizer). Laut Fachinformationen wird bei intravendser oder
intramuskuldrer Applikation die maximale Plasmakonzentration des Parecoxib-Metaboliten
Valdecoxib nach 30 Minuten bis zu einer Stunde erreicht. Parecoxib wird mit einer Plasma-
halbwertszeit von 22 Minuten in vivo fast vollstindig zu Valdecoxib metabolisiert und im
Leberstoffwechsel iiber die P450 Cytochrome (CYP) 3A4, 2C9 und durch CYP unabhingige
Glukuronidierung der Sulfonamiduntereinheiten abgebaut. Im oben bereits erwéhnten Voll-
blutansatz zeigte Valdecoxib bei einer therapeutischen Dosierung von 10 mg/die eine 200fach
niedrigere Plasmakonzentration als fiir eine 80%ige Hemmung der COX-1 und eine 2- 4fach

niedrigere Konzentration als fiir eine 80%ige Hemmung der COX-2 notwendig wire™ .



1.4 Prostanoide und deren Wirkung im Gefiaf3bett

Wie eingangs bereits erwédhnt erfolgt der Umbau von Arachidonsiure zu PgG, im hydropho-
ben Kanal der COX. Darauf folgend wird durch die Peroxidase aus PgG, PgH, gebildet’'.
PgH, wiederum wird {iber Synthetasen in die aktiven Metabolite PgE,, PgF,,, PgD,, Pgl, und
TxA, umgewandelt (Abb. 2). Die TxS gekoppelt an die COX-1 wurde erstmals in Thrombo-
zyten beschrieben®'. Sie gehort wie die PgIS zu den Cytochrom P450 Enzymen®®*. Obwohl
die TxS in Gegenwart niedriger Level der zytosolischen Phospholipase Az, (cPLA,,), die
Arachidonsédure zur Synthese der Prostanoide bereitstellt, primér an die COX-2 gekoppelt ist,
ist die COX-1 in Zellen, die groBere Mengen cPLA,, bereitstellen, wie beispielsweise
Thrombozyten, der bevorzugte Interaktionspartner der TxS*'. Das iiber die thrombozytire
TxS produzierte TxA, bewirkt iiber den thrombozytidren Thromboxan A, Rezeptor (TP) eine
Formverinderung der Thrombozyten und darauf folgend eine Thrombozytenaggregation™.
Auf der anderen Seite wird im Sinne eines negativen Feedback-Mechanismus iiber den TP der
glatten GefaBmuskulatur auch eine Freisetzung von Pgl, das antiaggregatorisch und vasodila-
tierend wirkt hervorgerufen®. Des Weiteren bewirkt TxA, iiber Rezeptoren der vaskuldren

65.66 . . . .
7, sowie eine Konstriktion anderer mit glatter

glatten Muskulatur eine Vasokonstriktion
Muskulatur ausgestatteter Organe wie der Bronchien, der Eingeweide, des Uterus und der
Harnblase. In Endothelzellen bewirkt TxA, eine Beschleunigung der Expression von Adhési-
onsmolekiilen wie das intrazelluldre Adhdsionsmolekiil-1 (ICAM-1), das vaskuldre Zelladhi-
sionsmolekiil-1 (VCAM-1) und das endotheliale Leukozytenadhédsionsmolekiil-1 (ELAM-
1)°7% Sowohl PgE, als auch Pgl, tragen hauptsichlich iiber eine Stimulation von Prostaglan-
din E Rezeptoren (insbesondere den PgE,-Rezeptor EP3) und Prostazyklinrezeptoren (IP) zur
Schleimproduktion des Magens, zu einer verminderten Séuresekretion und reduzierten Pep-
sinsekretion und damit zum Schutz der Magenschleimhaut bei*”. Vaskulire glatte Muskelzel-

69-72
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len, Thrombozyten und viele andere Organe verfiigen liber den Rezeptor fiir Pgl, (IP)
der GefdBmuskulatur fiihrt eine Aktivierung des IP zu einer Relaxation und darauf folgend zu
einer Vasodilatation. In Thrombozyten bewirkt Pgl, iiber eine G-Protein vermittelte Signal-
kaskade eine intrazellulire Hemmung des Signalweges des Thromboxanrezeptors und damit
eine verminderte Sekretion von ADP, Serotonin und anderen thrombozytenaktivierenden Me-

diatoren. Eine Hemmung der Expression des GPIIb/IlIla-Rezeptors und damit eine verminder-

te Bindung an Fibrinogen wirkt einer Thrombusbildung weiter entgegen’".



Arachidonsiure

NSAR — l COX-1 (Cyclooxygenase)

COX-2

PgG, j - COX-2 spezifische Inhibitoren

COX-1
COX-2

PgH,
PgD-, PgE-, PgF-, Pgl-Synthetase

< LN

(Hydroperoxidase)

Thromboxansynthetase

PgD, PgE, PgF,, Pgl, TxA,
\’ v v \’ ¥
DP,DP, EP,, FP IP TP, 4

Abb. 2 Der Arachidonsiurestoffwechsel
Die verschiedenen Eicosanoide werden durch die Cyclooxygenasen, Prostanoidsynthetasen und der Thrombo-
xansynthetase aus Arachidonséure synthetisiert.



1.5 Fragestellungen dieser Arbeit

Zu Beginn dieser Arbeit war durch die klinischen Befunde der VIGOR-Studie bekannt, dass
Rofecoxib ein erhohtes kardiovaskulédres Risiko aufweist. Durch tierexperimentelle Untersu-
chungen unserer eigenen Arbeitsgruppe war aulerdem bekannt, dass unter Coxibtherapie eine
verminderte endotheliale Prostazyklinbildung und folgend daraus eine vermehrte arterioldre
Thrombozyten-Endothel-Interaktion vorliegt. Weiterhin lagen vereinzelt klinische Studien
vor, die ein erhohtes Atherothromboserisiko auch unter anderen selektiven COX-2-Hemmern
und einigen NSAR nahelegten®”'?. Unklar war, ob es dabei zu einer Verschiebung des
Gleichgewichtes zwischen antithrombozytirem Pgl, und dem eine Thrombozytenaggregation
fordernden TxA, kommt, wenngleich das mehrfach postuliert worden war und ob dies auch

oder eventuell sogar vermehrt unter dem Einfluss entziindlicher Mediatoren der Fall ist.
Daher ergaben sich fiir unsere Arbeit folgende Fragestellungen:

1. Welche Auswirkungen haben andere klinisch gebrauchliche COX-Hemmer (Pareco-

xib, Diclofenac) auf die Thrombozyten-Endothel-Interaktion in vivo?

2. Besteht ein erhohtes Atherothromboserisiko unter COX-Hemmung durch Parecoxib

und Diclofenac?

3. Welchen Stellenwert hat die Gleichgewichtshypothese der Prostanoide im Rahmen

intraarterieller Thrombogenese unter spezifischer COX-2-Hemmung?

4. Welche Rolle spielen Risikofaktoren wie eine intravasale Entziindung bei der intraar-

teriellen Thrombogenese?
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2. Material und Methoden

2.1 Puffer und Medien

PBS Phosphat gepufferte Salzlosung:
160 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 8 mM
NazHPO4, 1,5 mM KH2PO4

PBS’ Phosphat gepufferte Salzlosung (PBS ) mit

0,9 mM Ca*" und 0,5 mM Mg*"

HMEC-Wachstumsmedium

400 ml M199

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland),

40 ml fetales Kélberserum

(FCS, Biochrom, Berlin, Germany),

40 ml Endothelzellwachstumsmedium (Pro-
moCell, Heidelberg, Deutschland),

3 ml Streptomycin

HMEC-Hungermedium

400 ml M199, 4 ml FCS, 3 ml Streptomycin

Thrombozyten-Resuspensionspuffer

138 mM NacCl, 2,7 mM KCl,

12 mM NaHCO3, 0,4 mM NaH,POy,

1 mM MgCl,, 5 mM D-Glucose,

5 mM HEPES in destilliertem Wasser auf
einen pH-Wert von 7,35 eingestellt

11




2.2 Untersuchung der Thrombozyten-Endothel-Interaktion und der festen Gefil3-
wandadhasion in vivo

2.2.1 Versuchstiere und deren Haltung

Alle Tierversuche wurden nach Genehmigung durch die Regierung von Oberbayern nach § 8
Absatz 1 des deutschen Tierschutzgesetzes durchgefiihrt. Verwendet wurden syrische Gold-
hamster (Mesocricetus auratus) und ,,Black Six“-Méuse (C57BL/6) beiden Geschlechtes. Die
Hamster befanden sich in einer Gewichtsklasse zwischen 80 g und 135 g, die Mause zwischen
20 g und 30 g. Die Tiere entstammten groBtenteils der eigenen Zucht, wobei die Zuchttiere
aus dem Inzuchtstamm der Firma Charles River (Sulzfeld, Deutschland) stammten. Bei
Zuchtengpissen wurden sie in der entsprechenden Gewichtsklasse von Charles River zuge-
kauft. Die Tiere hatten freien Zugang zu Wasser und Futter und wurden unter einem jahres-

zeitlich bedingten Tag-Nacht-Rhythmus bei einer Raumtemperatur von 22- 24 °C gehalten.

2.2.2 Das Modell der Riickenhautkammer zur Beobachtung der Mikrozirkulation
in vivo

L7

Abb. 3 Die Riickenhautkammer
Links ein von der Riickenhautkammer vollkommen unbeeintrachtigter Hamster, rechts Nahaufnahme der Kam-

mer mit Aufsicht auf die Venen und Arterien der Riickenhaut.

Durch das Aufbringen einer Titankammer auf die Riickenhaut der Versuchstiere konnen Ge-
fafle direkt beobachtet und unter verschiedenen Bedingungen am lebenden Tier untersucht
werden. Dieses Verfahren wurde bereits vielfach zur Untersuchung der Mikrozirkulation in
vivo durchgefiihrt”®. Verwendet wurden Kammern die in der Werkstatt des Instituts fiir Chi-
rurgische Forschung des Klinikums der Ludwig-Maximilians-Universitdt in Miinchen herge-
stellt wurden. Die Kammern bestehen aus zwei Platten, die in der Mitte ein Loch von einem
Zentimeter Durchmesser besitzen. Bei dem vorderen Teil der Kammer ist das Loch durch ein

Deckglas mit Sprengring verschlossen. Die Blitter der Riickenhautkammer fiir Hamster ha-
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ben eine Breite von 4,8 cm und eine Hohe von 3,8 cm, die fiir Mduse eine Breite von 3,5 cm
und eine Hohe von 3 cm. Goldhamster besitzen auf dem Riicken zwei symmetrische Navi.
Der Riicken wurde in einem Rechteck, das von den Ohren bis circa einen Zentimeter iiber die
Névi hinaus und beidseits bis zur Grenze zwischen goldfarbenem Riickenfell und weillem
Bauchfell reichte, mit einem Tierlanghaarschneider (Favorita II GT 104, Aesculap, Tuttlin-
gen, Deutschland) rasiert. AnschlieBend wurde der Riicken mit einer Enthaarungscreme (Pilca
Enthaarungscreme, GlaxoSmithKline, Miinchen, Deutschland) enthaart. Die Riickenhaut
wurde im Gegenlicht so angehoben und die beiden aneinander liegenden Hautareale gegen-
einander verschoben, dass die zwei grolen Gefdlbdume der Riickenhaut und die Navi vorerst
iibereinander lagen. In einem zweiten Schritt wurde die Haut verschoben, bis die Querver-
zweigungen der vorderen und hinteren Gefdbdume der hinteren Haut in der Umschlagfalte
zu liegen kamen. In dieser Position wurde die Haut mit zwei Fiaden rechts und links fixiert
und an Schwanenhilsen aufgehédngt. Die riickwértige Halfte der Riickenhautkammer wurde
dann so an der Hautfalte festgenéht, dass das Loch der Kammer circa einen Millimeter vom
hinteren Ast des vorderen Gefdallbaumes entfernt zu liegen kam. Mit einer Venenverweilkanii-
le fiir Grof3tiere wurde daraufhin die Haut durchstochen, die Schrauben der Kammer mittels
der Hiilse hindurch gefiihrt und mit Bulldog-Klemmen fixiert. Die Lage des durchscheinen-
den Loches der riickseitigen Kammerhélfte wurde nun auf der Vorderseite mit einem Stift
markiert. Fiir die Praparation wurde das Tier in Seitenlage gebracht und die Haut mit den Fi-
den iiber die Tischkante aufgespannt. Die Haut wurde in dem markierten Rund, nach einem
oberflachlichen Hautschnitt, stumpf von der darunter liegenden Bindegewebsschicht geldst
und anschlieend abpréipariert. In einem zweiten Schritt wurde die néchste Bindegewebs-
schicht angehoben, mit der Schere in zwei Hilften geteilt und ebenfalls vorsichtig abpripa-
riert. Die gewiinschte Gefdl3schicht war nun nur noch von diinnen Hautchen bedeckt. Diese
wurden mit der flach aufliegenden Schere abpripariert. Mit Hilfe von Pripariersaugern wurde
iiberpriift, ob sich noch Gewebe iiber der GefdBschicht befand. Nun wurden die Bulldog-
Klemmen entfernt und der vordere Teil der Kammer mit Muttern an den Schrauben der hinte-
ren Kammerhilfte befestigt. Die frei priparierte Gefdl3schicht legte sich flach an das Glas der
Vorderseite an. Der vordere Kammerteil wurde an der Haut der Umschlagfalte und dem hinte-
rem Teil der Kammer festgendht. Bei Méusen erfolgte die Préparation analog der Priaparation
beim Hamster. Die Priparation erfolgte zwei Tage vor der Versuchsdurchfithrung um ein Ab-
klingen einer eventuell durch die Operation verursachten 6dematdsen Irritation der gefaBfiih-

renden Schicht zu ermoglichen.
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2.2.3 Legen des zentralen Venenkatheters in die Vena jugularis

Das Legen des zentralen Venenkatheters erfolgte am ersten Tag nach Préparation der Rii-
ckenhautkammer. Fiir die Hamster wurde ein 25 cm langer Silikonschlauch (Omnilab, Miin-
chen, Deutschland) vorbereitet der an einem Ende mit zwei Markierungen von je circa einem
Zentimeter Lange versehen wurde. Dieser wurde auf eine 27 Gauge-Kaniile (Becton, Dickin-
son and Company, Heidelberg, Deutschland) einer mit NaCl-Losung (0,9 %) gefiillten einen
Milliliter fassenden Spritze (Becton, Dickinson and Company, Heidelberg, Deutschland) auf-
gezogen und entliiftet. Der Hals der Tiere wurde ventral rasiert. Das Tier wurde in Riickenla-
ge so auf zwei Plexiglasblocken von vier Zentimetern Hohe gelagert, dass die Kammer zwi-
schen diesen zu liegen kam. Der Kopf des Tieres zeigte zum Préparateur. Fiir die Miuse war
ein spezieller Tisch mit einem Schlitz angefertigt worden, in den die Kammer so eingefadelt
wurde, dass die Méuse flach auf dem Riicken liegen konnten. Der Katheter musste {iber einer
Flamme an einem Ende auf circa sieben Millimetern Linge diinner gezogen werden um spéter
in die Vena jugularis der Mduse inseriert werden zu konnen. Die restliche Vorbereitung ent-
sprach der bei den Hamstern. Nach der entsprechenden Lagerung wurde der Hals leicht {iber-
streckt und die Haut wurde unter Spannung auf der rechten Halsseite mit einem Skalpell ein-
geschnitten. Nun wurde die Haut mit einer geraden Schere von rechts nach links vorsichtig
untertunnelt. Entlang dieses Weges wurde die Venenverweilkaniile bis zur Oberkante der
Hautfalte vor der Kammer vorgeschoben und durch die Haut ausgestochen. Durch die Kanii-
lenhiilse wurde der Silikonkatheter hindurch gefddelt und auf der linken Seite des Tieres auf
dem Operationstuch befestigt. Mit der Schere wurde nun stumpf auf der rechten Halsseite
durch den Schnitt in die Tiefe bis zur Vena jugularis prédpariert. Die Vena jugularis wurde
ganz frei prépariert und iiber eine leicht gedffnete Schere gelegt. Die Vene wurde durch eine
Mikroklemme (5 mm Branchenlidnge fiir Hamster, 4,5 mm fiir Mduse) an ihrem kaudalen En-
de im Bereich der Vena jugularis communis abgeklemmt. Drei Faden von circa vier Zentime-
tern Linge wurden nun in einem nicht zugezogenen einfachen Knoten locker um die Vene
herum gelegt. Der am weitesten kranial gelegene Knoten wurde zugezogen und die Vena ju-
gularis communis zwischen dem zugezogenen Knoten und der Mikroklemme mit einer Mi-
kroschere eingeschnitten. Nach nochmaligem Entliiften wurde der Katheter in die Vene einge-
fiihrt und mit dem mittleren Knoten lose befestigt. Die Mikroklemme wurde gelost und der
Katheter unter Spannung der Vene vorgeschoben, bis die zweite Markierung gerade ver-
schwunden war. Bei den Méusen wurde der Katheter circa fiinf Millimeter inseriert. Durch
Aspiration und anschlieBender Spiilung mit 0,9%iger NaCl-Losung wurde die korrekte Lage
des Katheters iiberpriift. Nach Insertion des Katheters wurden die vorgelegten Faden festge-
14



zogen. Die Haut des Halses wurde mit Einzelknopfnéhten verschlossen. Der Katheter wurde
an der Austrittsstelle am Riicken zu einem Teil unter die Haut zuriickgeschoben um ihn span-
nungsfrei zu halten. Der iibrige Teil wurde kurz vor der Kammer mittels Naht fixiert. Das of-
fene Ende wurde verknotet und durch Abschmelzen des Endes zusétzlich verschlossen um ei-
ne Beliiftung oder ein Zuriicklaufen von Blut durch einen etwaigen Unterdruck zu verhindern.
Abschliefend wurde der Katheter schlaufenférmig an der Kammer mit Omnifilm (Hartmann
AG, Heidenheim, Deutschland) befestigt. Der Katheter wurde spétestens am Vortag des Ver-
suches gelegt, damit die Tiere am Versuchstag von der Narkose unbeeinflusst waren. Die Tie-
re tolerierten sowohl die Narkose, als auch Kammer und Katheter gut. Sie zeigten keinerlei
Zeichen einer Beeintrachtigung. Alle Fdden, Nadeln und Pripariertupfer stammten von der
Firma Fine Science Tools (F.S.T., Heidelberg, Deutschland). Die Priparationsinstrumente
und Klemmen wurden von F.S.T. und Medicon (Tuttlingen, Deutschland), die verwendeten
Spritzen und Kaniilen von Becton, Dickinson and Company (Heidelberg, Niederlassung

Deutschland) bezogen.

2.2.4 Narkose der Tiere

Die Hamster wurden zur Priparation der Riickenhautkammer und dem Legen des Jugula-
riskatheters mittels intraperitonealer Injektion einer Mischung aus 1000 pl Ketanest (Kon-
zentration 5 mg/ml, Ketanest® S, Pfizer Pharma GmbH, Berlin, Deutschland), 600 pl Xylazin
(Konzentration 20 mg/ml, Rompun®, Bayer HealthCare, Leverkusen, Deutschland) und
1000 pl 0,9%iger NaCl-Losung (BBraun, Melsungen, Deutschland) narkotisiert. Einem 70 g
schweren Hamster wurden davon 250 pl verabreicht. Die Narkose dauerte circa eine Stunde
an und war somit fiir die Dauer der Priparation von einer dreiviertel Stunde ausreichend. In
Ausnahmefillen wurden bei Bedarf 50 ul der Narkosemischung nachinjiziert oder die Narko-
se wurde durch Sevofluran per inhalationem aufrechterhalten. Fiir die Mausnarkose wurde ei-
ne Mischung aus 160 pl Fentanyl (Konzentration 0,05 mg/ml, CuraMED® Pharma GmbH,
Karlsruhe, Deutschland), 800 ul Midazolam (Konzentration 1 mg/ml, Ratiopharm GmbH,
Ulm, Deutschland), 80 pl Medetomidinhydrochlorid (1 mg/ml, Domitor®, Orion Pharma
Corporation, Espoo, Finnland) und 2960 ul 0,9%iger NaCl-Losung hergestellt. Von dieser
Mischung wurden den Tieren 15 ul/g Korpergewicht (KG) intraperitoneal appliziert. Um ein
Austrocknen der Augen wihrend der Narkose zu vermeiden, wurden diese mit Bepanthen®

Augen- und Nasensalbe (Bayer HealthCare, Leverkusen, Deutschland) abgedeckt.
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2.2.5 Intravitalmikroskopie (IVM)

Der Arbeitsplatz fiir die intravitalmikroskopischen Untersuchungen bestand aus einem Mikro-
skop mit Durchlichtbeleuchtung (Zeiss Axiotech Vario, Firma Zeiss, Gottingen, Deutsch-
land), einer Kaltlichtquelle (Zeiss, Gottingen, Deutschland), einer auf dem Mikroskop aufge-
setzten Kamera mit einer Bildfrequenz von 14,5 Bildern pro Sekunde (Modell C8484, Ha-
mamatsu, Herrsching, Deutschland) und einem mit dieser Kamera verbundenen Computer.
Der Mikroskopiertisch und die Anordnung der Objektive wurden hierfiir in einer Sonderan-
fertigung der Firma Zeiss geliefert. Die Tiere lagen in einer mit Luftléchern versehenen Ple-
xiglasrohre mit einem Durchmesser von 3,8 cm fiir Hamster und 2,4 cm fiir Miuse (Eigenbau
der institutseigenen Werkstatt), die am hinteren Ende mit einer ebenfalls mit Lochern verse-
henen Plexiglasplatte verschlossen wurde. Die Tiere schliipften selbst in die Rohren und zeig-
ten auch in diesen keine Anzeichen von Angst. An der Oberseite der Rohre befand sich ein
Schlitz durch den die Kammer hinausragte. Die Kammer wurde auf einem Aufsatz (Eigenbau
der institutseigenen Werkstatt) auf dem Mikroskopiertisch fixiert und konnte so in gewiinsch-
ter Position unter das Objektiv verbracht werden. Der Katheter wurde mit einer einen Millili-
ter fassenden Spritze mit aufgesetzter 27 Gauge-Kaniile, die zum Spiilen des Katheters mit

NaCl-Losung (0,9 %) gefiillt war, versehen. Die intravitalmikroskopischen Untersuchungen

erfolgten dann am wachen, nicht narkotisierten Tier.

Abb. 4 Das Intravitalmikroskop
Links der Apparateaufbau fiir die Intravitalmikroskopie (Intravitalmikroskop mit aufgesetzter Kamera, Licht-
quelle und Rechner fiir die Aufnahme und Ubertragung der Kamerabilder), rechts eine Nahaufnahme einer Maus

in einer Plexiglasrohre, deren Kammer fiir die Aufnahmen auf dem Tisch fixiert wurde
(Bilder mit freundlicher Genehmigung von N. Hellwig)
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2.2.6 Beurteilung der Thrombozyten-Endothel-Interaktion
2.2.6.1 Isolation der Thrombozyten

Fiir die Messungen des Thrombozytenverhaltens in vivo wurden menschliche Thrombozyten
aus dem Vollblut gesunder, freiwilliger Spender, die zuvor mindestens eine Woche keine Me-
dikamente eingenommen hatten, gewonnen. Die Spender wurden vor der Blutentnahme iiber
den wissenschaftlichen Gebrauch des Blutes aufgeklért und stimmten dem schriftlich zu. Pro
Versuch wurden 40 ml Vollblut, versetzt mit zehnprozentigem Natriumcitrat (0,106 mol/L),
verteilt auf sechs Zentrifugenrohrchen (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland) bei 1300 Umdre-
hungen pro Minute (U/min) in einer Megafuge 1.0 R Zentrifuge (DJB Labcare Ltd, Newport
Pagnell, England) bei ausgeschalteter Bremse, um ein Aufwirbeln des so genannten ,,buffy
coats* aus Leukozyten und Thrombozyten durch das Bremsen zu verhindern, tiber 15 Minu-
ten zentrifugiert. AnschlieBend wurde der thrombozytenreiche Uberstand (PRP= platelet rich
plasma) mit einer Einmal-Plastikpipette vorsichtig abgenommen. Dies ergab circa 20 ml PRP.
Um die Thrombozytenaktivierung wahrend der Waschschritte und der Farbung zu hemmen
wurde ein Mikroliter Hloprost (Konzentration 10 pg/mL, Ilomedin®, Bayer HealthCare Phar-
maceuticals, Berlin, Deutschland) je 10 ml PRP hinzugefiigt. Das PRP wurde auf vier der
oben erwihnten Reagenzrohrchen verteilt und bei 1500 U/min (Heraeus Megafuge 1.0 R,
DJB Labcare Ltd, Newport Pagnell, England) 10 Minuten, diesmal mit eingeschalteter Brem-
se zentrifugiert. Die Thrombozyten befanden sich nun, als so genanntes ,,Pellet gesammelt,
im unteren Teil der Zentrifugenrhrchen. Der Uberstand der nur wenige Thrombozyten ent-
hielt (platelet poor plasma, PPP) wurde wiederum vorsichtig abgenommen. Die Thrombozy-
ten selbst wurden nun in insgesamt einem Milliliter PPP vorsichtig resuspendiert. Die Throm-
bozytensuspension wurde mit weiteren drei Millilitern PPP verdiinnt und zur Fluoreszenzfér-
bung mit 20 ul Calcein AM (Konzentration 100 pg/ml, Merck KGaA, Darmstadt, Deutsch-
land) und einem Mikroliter Iloprost (Konzentration 10 pg/ml) versetzt. Es erfolgte eine Inku-
bation bei Raumtemperatur in Dunkelheit {iber 30 Minuten. Die Suspension wurde auf vier
Zentrifugenrohrchen verteilt, jeweils mit zwei Millilitern PPP verdiinnt und bei 1500 U/min
(Megafuge 1.0R) iiber 10 Minuten zentrifugiert. Die abzentrifugierten Thrombozyten wurden
nach Abnahme des Uberstandes mit einem Milliliter Thrombozyten-Resuspensionspuffer
(Zusammensetzung siche Tabelle) resuspendiert und die Losung auf eine Konzentration von
200.000/pl eingestellt. Bis zur Injektion im Rahmen des folgenden Versuches wurde die Sus-

pension in Dunkelheit bei Raumtemperatur aufbewahrt. Die isolierten und fluoreszenzgefarb-
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ten Thrombozyten wurden innerhalb von maximal 30 Minuten nach Farbung im Versuch

verwandt.

2.2.6.2 Versuchsanordnung

Alle Reagenzien wurden vor den intravitalmikroskopischen Aufnahmen verabreicht. Pareco-
xib und TNFo wurden intravends, Diclofenac intraperitoneal appliziert. Die applizierten Me-
dikamentendosen und Inkubationszeiten wurden analog zu den in vitro Dosierungen bei ei-
nem Milliliter Medium (siehe unten) auf ein geschétztes Blutvolumen von zehn Millilitern bei
einem 100 g schweren Tier berechnet. Sie betrugen fiir Parecoxib 1 mg/kg KG, injiziert vier-
einhalb Stunden vor den Aufnahmen, fiir Diclofenac 1 mg/kg KG, injiziert eine Stunde vor
den Aufnahmen und fiir TNFa 0,5 pg/kg KG, injiziert vier Stunden vor den Aufnahmen.
Nach Injektion und Inkubation der Tiere mit den entsprechenden Medikamenten und/ oder
TNFa wurden die Tiere in der oben erwidhnten Plexiglasrohre auf dem Mikroskopiertisch fi-
xiert. Circa eine Minute vor einer Aufnahme wurden 50 ul der Thrombozytensuspension iiber
den Katheter injiziert. Es wurden pro Tier 5- 8 Aufnahmen von je 30 Sekunden Lénge ge-

macht.

2.2.6.3 Klassifizierung von rollenden und fest adhiirenten Thrombozyten

Ausgewertet wurden 100 Thrombozyten pro Filmsequenz, wobei alle zehn Bilder gemessen
wurde. Die Flussgeschwindigkeit einzelner Thrombozyten wurde aus der Lange der Throm-
bozytenspur pro Einzelbild und der Expositionszeit von 0,069539 Sekunden bei Aufnahme
jedes einzelnen Bildes errechnet. Die Zahl der Thrombozyten pro Geschwindigkeitseinheit
wurde prozentual zu allen gemessenen Thrombozyten gesetzt. Die Anzahl der Thrombozyten
in den unteren fiinf Prozent der Geschwindigkeitsverteilung errechneten sich relativ zum
schnellsten Thrombozyten pro Einzelgefal und wurden dann wiederum zu der Gesamtzahl ins
Verhiltnis gesetzt. Als fest adhédrent an der GefdBwand galten Thrombozyten die sich iiber
mindestens 30 Sekunden nicht von der Stelle bewegten. Die Zahl fest adhdrenter Thrombozy-
ten wurde in Bezug zur beobachteten Gefafifliche gesetzt. GefdBle mit unregelmiBigem Fluss

wurden von der Auswertung ausgeschlossen.

2.2.6.4 Gefifiverschlusszeit

Um den Einfluss verdnderter Eicosanoidspiegel im Blut und deren aktivierende Wirkung auf
Thrombozyten in Hinblick auf eine akute Atherothrombose weiter zu untersuchen wurde die

Zeit von einer traumatischen GefdBwandverletzung bis zum vollstindigen thrombotischen
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GefiBverschluss gemessen. Uber den Katheter wurden den Tieren 50 pl einer fiinfprozentigen
FITC-Dextranlosung (Fluorescein-Isothiocyanat gelabelte Dextranlosung, MW 150.000,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland) injiziert. Auf die vom Deckglas be-
freite Kammer wurden 30 pl einer FeCls-Losung (Konzentration 25 mmol/L) an einer vorher
bestimmten Stelle einer Arterie pipettiert und die Zeit bis zum vollstindigen Sistieren des
Flusses in dieser Arterie gemessen. Die Thrombozyten-Endothel-Interaktion im Geféfver-
schluss wurde mittels Calcein-gefirbter Thrombozyten im Riickenhautkammermodell in
,Black Six‘“-Méausen weiter untersucht. Ob die Gleichgewichtstheorie der Eicosanoide urséch-
lich fiir einen beschleunigten Gefd3verschluss nach traumatischer GefdBwandverletzung unter
Cyclooxygenasehemmung ist, wurde durch eine 15-miniitige intravendse Perfusion mit dem
klinisch verwendeten Prostazyklinanalogon Iloprost in einer Dosierung von 2 ng/kg KG/min

tiberpriift.
2.3 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die Menge an 6-keto-PGF,, und TxB,, als Abbauprodukte von Pgl, und TxA,, wurde im Se-
rum der Versuchstiere mittels eines kommerziell erhéltlichen Immunoassay-Kits (ELISA, As-
say designs, Ann Arbor, USA) gemill den Herstellerangaben gemessen. Die Blutentnahme
zur Gewinnung der Seren der Versuchstiere erfolgte mittels Herzpunktion von subxiphoidal
in Richtung der linken Klavikula unter Palpation des Herzschlages mit der fixierenden Hand.
In der Spritze war ein Mikroliter Indomethacin (20 mM, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, Deutschland) pro Milliliter Vollblut vorgelegt, um die Tatigkeit der COX der Blut-
zellen zum Zeitpunkt der Blutentnahme zu stoppen. Nach 30 Minuten Gerinnungszeit wurden
die Proben bei 1000 g (1 g (g= Erdbeschleunigung) = 9,81 m/s®) zwei Minuten abzentrifugiert
und der Serumiiberstand vorsichtig abgenommen. Die Proben wurden bei -80 °C bis zur
Durchfiihrung der ELISA-Messungen aufbewahrt. Fiir die reinen Blutabnahmen erfolgte kei-
ne Riickenhautkammerpréparation und Katheterimplantation um die Tiere moglichst wenig zu
beanspruchen. Die Applikation aller Substanzen erfolgte hier intraperitoneal. Von einer Blut-
entnahme nach Durchfiihrung der Intravitalmikroskopie wurde abgesehen, da sich hier zu un-
terschiedliche Zeiten ergeben hitten und die Proben durch die injizierten Thrombozyten und

FITC-Dextran verfilscht worden wéren.
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2.4 Detektion von B3;-Integrin auf humanen mikrovaskuliren Endothelzellen
2.4.1 Zellkultur

Verwendet wurden humane mikrovaskuldre Endothelzellen (HMEC), die von Ades et al. zur
Verfiigung gestellt wurden”. Sie wurden in HMEC-Kulturmedium (s.0.) in Six-Well-
Kulturschalen bei 37 °C und finf Prozent CO, im Inkubator kultiviert. Das Kulturmedium
wurde alle zwei Tage ausgetauscht und die Zellen bei Konfluenz, nach Waschen mit PBS"
und Ablosen mit Trypsin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland), in Kul-
turmedium auf frische Zellkulturplatten eins zu zwei verteilt. 24 Stunden vor Versuchsdurch-
fiihrung wurden die Zellen mit PBS™ gewaschen und ein Milliliter Hungermedium (s.0.) auf-

gebracht.

2.4.2 Versuchsansitze und FACS-Messungen

Jeweils drei Schalen wurden mit 10 pg/ml Diclofenac (Diclofenac-ratiopharm® SF, Rati-
opharm GmbH, Ulm, Deutschland) eine Stunde und mit 10 pg/ml Parecoxib (Dynastat”, Fir-
ma Pfizer, Berlin, Deutschland) viereinhalb Stunden inkubiert. Analog wurde mit 5 ng/ml
TNFa (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland) vier Stunden allein oder in
Kombination mit Diclofenac oder Parecoxib in oben genannten Konzentrationen und Inkuba-
tionszeiten behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 300 ul
Accutase” (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland) abgeldst. Die Zellen wur-
den in ein 1,5 Milliliter fassendes Eppendorfgefal aufgenommen und mit einer Tischzentrifu-
ge abzentrifugiert (2000 U/min, 3 min). Der Uberstand wurde abgenommen und die Zellen in
100 ul FACSFlow-Puffer resuspendiert. Nun wurden die Zellen mit vier Mikrolitern CD61-
FITC Antikorper (AbD Serotec, Oxford, Grofbritannien) 15 Minuten bei Raumtemperatur
gefdrbt, erneut abzentrifugiert und in 600 pl FACSFlow-Puffer resuspendiert. Der Anteil der
fluoreszenzmarkierten und damit Integrin-tragenden Zellen wurde nun unverziiglich im
FACScan-Durchflusszytometer gemessen. Die erhobenen Daten wurden mit der Software
CellQuest™ ausgewertet. Das FACScan-Durchflusszytometer, der FACSFlow-Puffer und die
Auswertungssoftware CellQuest™ stammten von Becton, Dickinson and Company (Heidel-

berg, Niederlassung Deutschland).
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2.5 Software

Zur Aufzeichnung und Auswertung der intravitalmikroskopischen Filme wurde das Pro-
gramm Simple PCI (Version 5.3.1, Compix Inc. Sewickley, USA) verwendet. Jegliche Gra-
phiken wurden mit Sigma Plot (Version 10.0, Systat Software GmbH, Erkrath, Deutschland)
erstellt. Die Statistiken wurden mit Sigmastat (ebenfalls Systat Software GmbH) berechnet.

2.6 Statistik

Zur Beschreibung der nicht normalverteilten, in Histogrammen dargestellten
Geschwindigkeitsverteilungen wird im Ergebnisteil der Median aller Messungen angegeben.
Die Verteilung dieser Geschwindigkeiten wurde mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests, mit einer
post-hoc-Korrektur fiir multiple Vergleiche nach Dunn, analysiert. Alle anderen Ergebnisse
werden als Mittelwert + Standardabweichung angegeben und in den Abbildungen als
Mittelwert + Standardfehler dargestellt. Kontinuierliche, normalverteilte Variablen wurden
mittels des ,,Student’s t-test” analysiert, nicht normalverteilte, kontinuierliche Variablen
mittels des Wilcoxon-Rangsummentests. Vergleiche von kontinuierlichen, normalverteilten
Variablen mehrerer Gruppen untereinander wurden mittels einseitiger Varianzanalyse
(ANOVA), gefolgt von einer post-hoc-Korrektur fiir Mehrfachtestungen nach Dunn
analysiert. Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 wurde eine statistische

Signifikanz angenommen.
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3. Ergebnisse

3.1 Die Wirkung einer Hemmung der COX-2 auf die Thrombozyten-Endothel-
Interaktion in vivo

Zunichst wurde untersucht, inwieweit Diclofenac die Thrombozyten-Endothel-Interaktion ei-
ne Stunde nach intraperitonealer Injektion beeinflusst. Hierbei fand sich eine signifikant er-
hohte Interaktion zwischen den injizierten Thrombozyten und der GefdBwand. Dies zeigt sich
in Histogrammen der Geschwindigkeitsverteilung durch eine Linksverschiebung hin zu lang-
sameren Geschwindigkeiten verglichen mit den Geschwindigkeitsverteilungen unbehandelter
Tiere. Die mediane Thrombozyten-Flussgeschwindigkeit betrug in Kontrollexperimenten
0,901 mm/s (n=3549 Thrombozyten, 7 verschiedene Tiere, Streuungsbreite: 0,035-
4,499 mm/s) und unter Diclofenacmedikation 0,652 mm/s (n= 3453 Thrombozyten, 7 ver-
schiedene Tiere, Streuungsbreite: 0,023- 4,368 mm/s). Eine Behandlung mit TNFa verlang-
samte die Thrombozyten auf 0,589 mm/s (n=3033 Thrombozyten, 6 verschiedene Tiere,
Streuungsbreite: 0,035- 3,82 mm/s). Eine kombinierte Gabe von Diclofenac und TNFa fiihrte
zu einer noch weiter verstirkten Thrombozyten-Endothel-Interaktion, was sich in einer medi-
anen Geschwindigkeitsreduktion auf 0,511 mm/s (n=3039 Thrombozyten, 6 verschiedene
Tiere, Streuungsbreite: 0,023- 4,300 mm/s, Abb. 3) duBerte. Viereinhalb Stunden vor den
intravitalmikroskopischen Aufnahmen intravends appliziertes Parecoxib fiihrte intravaskular,
dhnlich wie Diclofenac, vermehrt zu Thrombozyten-Endothel-Interaktionen. Auch hier kam
es zu einer Verlangsamung der Thrombozytengeschwindigkeiten. Die mediane Geschwindig-
keit betrug flir Parecoxib 0,677 mm/s (n= 3122 Thrombozyten, 6 verschiedene Tiere, Streu-
ungsbreite 0,023- 3,538 mm/s). In der Kombination von Parecoxib mit TNFa ergab sich ein
medianer Wert von 0,563 mm/s (n=2926 Thrombozyten, 6 verschiedene Tiere, Streuungs-
breite 0,023- 3,594 mm/s). Gegeniibergestellt wurden diesen Tieren die oben erwihnten Kon-
troll- und mit TNFa behandelten Tiere (mediane Geschwindigkeiten: Kontrolle 0,901 mm/s,
TNFa 0,589 mm/s). (Histogramme der Daten Abb. 5)
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Abb. 5 Die Interaktion von Thrombozyten mit dem Endothel wird durch TNFa, Diclofenac, Parecoxib
und einer Kombination aus COX-2-Inhibitoren und TNFa verstirkt

Diclofenac (1 mg/kg KG) und Parecoxib (1 mg/kg KG) verstarkten die Thrombozyten-Endothel-Interaktion in
vivo verglichen mit den Kontrolltieren, TNFa (0,5 pg/kg KG) hatte einen der Coxibwirkung vergleichbaren
Effekt. Eine kombinierte Gabe von COX-2-Inhibitoren und TNFa zeigte keine additiven Effekte im Sinne einer
weiter verstirkten Thrombozyten-Endothel-Interaktion.
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Bei den Kontrolltieren interagierten 0,96 + 0,16 % aller Thrombozyten (n= 3549 Thrombozy-
ten, 36 Gefélle in 7 verschiedenen Tieren) im Sinne eines an der GefdBwand ,,Entlangrollens*
(im Folgenden als ,,Roller* bezeichnet) mit dem Endothel. Nach Applikation von TNFa stieg
dieser Wert signifikant auf 5,3 £ 0,79 % (n= 3033 Thrombozyten, 32 Gefille in 6 verschiede-
nen Tieren, p= 0,001 vs. Kontrolle). Unter Diclofenacmedikation kam es zu einer Zunahme
der Roller auf 3,09 £ 0,84 % (n= 3453 Thrombozyten, 34 Gefille in 7 unterschiedlichen Tie-
ren, p< 0,01 vs. Kontrolle). Die Kombination von TNFa und Diclofenac fiihrte zu einem An-
stieg auf 2,62 + 0,53 % aller Thrombozyten (n= 3039 Thrombozyten, 31 Gefdfle in 6 Tieren,
p< 0,01 vs. Kontrolle). Der Effekt des TNFa auf das Rollen der Thrombozyten wurde durch
Diclofenac vollstindig aufgehoben (p< 0,05 vs. TNFa, alle Daten Abb. 6). Auch Parecoxib
fiihrte, mit Rollerzahlen von 6,49 & 2,29 % aller Thrombozyten zu einem signifikantem An-
stieg rollender Thrombozyten verglichen mit den Kontrolltieren (n= 3122 Thrombozyten, 30
Gefdlle in 6 Tieren, p= 0,001). In der Kombination von Parecoxib und TNFo war sowohl ge-
geniiber TNFa allein, als auch gegeniiber den Kontrollen und Parecoxib allein kein signifi-
kanter Unterschied mehr erkennbar (n= 2926 Thrombozyten, 30 Gefdfle in 6 verschiedenen
Tieren). Die Zahl der fest an der GefiBBwand adhirenten Thrombozyten war tendenziell,
wenngleich auch nicht signifikant, hoher unter Diclofenacmedikation im Vergleich zu den
Kontrolltieren. In den Kontrollen fanden sich 3,0 +2,1 fest adharente Thrombozyten/mm2
(Analyse von 35 GefdaBlen in 7 verschiedenen Tieren). Diclofenac erhohte diese Zahl auf
8,8 + 3,7 fest adhirente Thrombozyten/mm® (31 GefiBe, 6 Tiere). Eine intraperitoneale Ap-
plikation von TNFa., vier Stunden vor den Messungen, hingegen induzierte eine feste Adhi-
renz von 45,7 £ 15,7 Thrombozyten/mm2 (30 GefiBe, 6 Tiere, p< 0,01 vs. Kontrolle). Eine
zusitzliche Medikation mit Diclofenac verminderte die durch TNFa stark erhohte Adhésion.
Diese Reduktion des Effektes von TNFa durch Diclofenac war nicht signifikant im Vergleich
mit TNFa allein. Im Vergleich mit den Kontrollen war die Zahl fest adhirenter Thrombozyten
jedoch weiterhin signifikant erhoht. Es ergaben sich Werte von 17,8 £ 7,1 fest adhdrente
Thrombozyten/mm? (30 GeféBle, 6 Tiere, p< 0,05 vs. Kontrolle, nicht signifikant vs. TNFa,
alle Daten Abb. 7). Parecoxib fiihrte mit 14,1 + 5,5 Thrombozyten/mm?” zu einer signifikant
hoheren Zahl fest an der GefaBwand adhirenter Thrombozyten (n= 30 Gefidle in 6 verschie-
denen Tieren, p< 0,05 vs. Kontrolle) verglichen mit den Kontrolltieren. In Kombination mit
TNFa kam es zu einem weiteren wenn auch gegeniiber Parecoxib allein nicht signifikanten
Anstieg auf 25,0 + 8,9 Thrombozyten/mm? (n= 29 GefiBe in 6 Tieren, p< 0,05 vs. Kontrolle).

Gegeniiber TNFa verminderte sich die feste Adhdrenz tendenziell.
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Abb. 6 Die Zahl der an der Gefifiwand entlang rollenden Thrombozyten wird durch TNFa, Diclofenac
und Parecoxib erhéht

Es fanden sich signifikant mehr an der GefdBwand entlang rollende Thrombozyten unter Diclofenac-
(1 mg/kg KG, 34 GefdBle in sieben Tieren) und Parecoxibmedikation (1 mg/kg KG, 30 Gefédle in sechs Tieren)
und nach Applikation von TNFa (0,5 pg/kg KG, 32 GefédBe in sechs Tieren) verglichen mit der Kontrollgruppe
(36 GefdBe in sechs Tieren). Diclofenac verhinderte den Effekt des TNFa und fiihrte zu keiner weiteren Steige-
rung (31 Geféle in sechs Tieren). Eine Kombination von Parecoxib und TNFa fiihrte nur tendenziell zu erhdhten
Rollerzahlen (30 Gefédf3e in sechs Tieren).

Signifikant vs. Kontrolle: ** p< 0,01, * p<0,05; Signifikant vs. TNFa.: # p< 0,05
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Abb. 7 TNFa und Parecoxib verstirken eine feste Thrombozytenadhésion an die Gefilwand

Diclofenac (1 mg/kg KG, 31 Gefafle in sechs Tieren) allein bewirkte im Vergleich zu den Kontrollen (35 Gefal3e
in sieben Tieren) eine leichte, nicht signifikante Erh6hung der Zahl fest adhérenter Thrombozyten. Eine Medika-
tion mit Parecoxib (1 mg/kg KG, 30 Gefale in sechs Tieren) fiihrte zu signifikant mehr fest an der GefaBwand
adhdrenten Thrombozyten. Dies war auch nach TNFa-Applikation der Fall (0,5 pg/kg KG, 30 Geféalle in sechs
Tieren). Diclofenac verhinderte den Effekt des TNFa (30 Gefdle in sechs Tieren). Der adhdsionsfordernde Ef-
fekt des TNFo wurde durch Parecoxib (29 Gefidfie in sechs Tieren), wenn auch nicht signifikant gegeniiber
TNFa allein, vermindert. Gegeniiber den Kontrollen blieb eine signifikante Erhohung der Adhirenz bestehen.
Insgesamt war die Zahl fest adhdrenter Thrombozyten niedrig.

Signifikant vs. Kontrolle: ** p< 0,01, * p< 0,05
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Um zu iiberpriifen, ob die beobachtete Thrombozyten-Endothel-Interaktion unter Diclofe-
nacmedikation auch in anderen Spezies auftritt, wurden die Versuche zusitzlich mit ,,.Black
Six“-Méusen durchgefiihrt. Hier wurde speziell die Thrombozyten-Endothel-Interaktion im
traumatischen Gefélverschluss untersucht. Der Median der Geschwindigkeiten lag in diesen
Versuchen bei den Kontrollen bei 0,913 + 0,03 mm/s (n= 649 Thrombozyten, 3 verschiedene
Tiere, Streuungsbreite 0,033- 4,675 mm/s). In der Diclofenacgruppe lagen die Geschwindig-
keiten bei 0,473 = 0,02 mm/s (n=421 Thrombozyten, 3 verschiedene Tiere, Streuungsbreite
0,047- 3,582 mm/s). In diesen Versuchen wurde aullerdem, um der Ursache der verstirkten
Thrombozyten-Endothel-Interaktion unter Diclofenacmedikation weiter auf den Grund zu ge-
hen, nach der einstiindigen Inkubationszeit mit Diclofenac das Prostazyklinanalogon Iloprost
infundiert. Iloprost verhinderte die proadhdsive Wirkung von Diclofenac und fiihrte zu
Thrombozytengeschwindigkeiten von 1,335 + 0,063 mm/s (n=497 Thrombozyten, 3 ver-
schiedene Tiere, Streuungsbreite 0,047- 9,517 mm/s). Dies stellte eine signifikante Veridnde-
rung hin zu langsameren Geschwindigkeiten in der Diclofenacgruppe verglichen mit den
Kontrolltieren oder auch verglichen mit der Kombination Diclofenac und Iloprost dar.

(Histogramme der Daten Abb. 8, Filmausschnitte der Versuche Abb. 9)
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Abb. 8 Die durch Diclofenac verursachte Verstar-
kung der Thrombozyten-Endothel-Interaktion
wurde im Gefallverschluss durch Iloprost teilweise
verhindert
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Abb. 9 Die durch Diclofenac (1 mg/kg KG) verstirkte Thrombozyten-Endothel-Interaktion (B) nach FeCl;
(30 ul, 25 mM) induzierter Gefiflwandverletzung kann durch das Prostazyklinanalogon Iloprost

(2 ng/kg KG/min) (C) verhindert werden (A= Kontrolle). Die Pfeile zeigen beispielhaft Thrombozyten im
GefaBbett. In Reihe B ist eine deutliche Verstiarkung der Adhésion von Thrombozyten nach Diclofenac-
applikation zu sehen. (Bildfolge A/C vertikal, B horizontal)
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Um den Effekt der unterschiedlichen Behandlungen auf die thrombozytenabhidngige intraarte-
rielle Thrombusbildung in vivo zu untersuchen, wurde die Zeit bis zum thrombotischen Ge-
faBverschluss nach exogener GefdaBwandverletzung gemessen. Diclofenac verkiirzte signifi-
kant die Gefalverschlusszeit von 323 + 31 Sekunden in Kontrolltieren (n= 6) auf 113,1 + 43,3
Sekunden (n= 38, p<0,01). TNFa wiederum verkiirzte die Gefallverschlusszeit im Vergleich
zu den Kontrollen auf 43,8 + 18,4 Sekunden (n= 8, p< 0,001). Diclofenac bewirkte in Kombi-
nation mit TNFa keine zusidtzliche Beschleunigung des thrombotischen Verschlusses, son-
dern hob den Effekt des TNFa teilweise auf, was sich in einer Verschlusszeit von 77,6 £ 50,3
Sekunden (n=7, p<0,01 vs. Kontrolle) duBlerte. Die GefaBBverschlusszeit war sowohl unter
Parecoxibmedikation als auch unter der Behandlung mit der Kombination aus TNFa und Pa-
recoxib gegeniiber den Kontrollen signifikant erniedrigt. Bei den mit Parecoxib behandelten
Tieren ergaben sich Zeiten von 129,2 + 43,1 Sekunden (n= 6 verschiedene Tiere, p< 0,01 vs.
Kontrolle). Die Kombination von Parecoxib und TNFa fiihrte zu einer noch weiter verkiirzten
Verschlusszeit von 83,7 £ 23,1 Sekunden (n= 7 unterschiedliche Tiere, p< 0,001). Zwischen
TNFa und Parecoxib oder der Kombination aus TNFa und Parecoxib traten keine signifikan-
ten Unterschiede auf (alle Daten Abb. 10). Im GefaB3verschlussversuch in der Maus wirkte ei-
ne Iloprostperfusion nach Diclofenacapplikation, mit einer GefdBBverschlusszeit von
180,5 £ 69 Sekunden versus Diclofenac allein mit 24 + 6,4 Sekunden, protektiv (je n=3 un-
terschiedliche Tiere, p< 0,05). Damit lag es in einem den Kontrollen (185 + 61,7 Sekunden,
n=3) vergleichbaren Bereich. Dies deutet darauf hin, dass die vermehrte Thrombozyten-
Endothel-Interaktion unter Diclofenacmedikation durch eine verminderte Prostazyklinfreiset-

zung bedingt sein konnte. (Abb. 11)
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Abb. 10 Beschleunigung eines Gefialiverschlusses durch TNFa, Diclofenac, Parecoxib und der
Kombination aus COX-2-Inhibitoren und TNFa im Hamster

Auf eine Verletzung der GefaBwand hin zeigte sich in Anwesenheit von Diclofenac (1 mg/kg KG, n=8), TNFa.
(0,5 png/kg KG, n=7) und der Kombination aus TNFa und Diclofenac (n= 6) ein signifikant verkiirzter Gefal3-
verschluss gegeniiber den Kontrolltieren (n= 6). Auch Parecoxib (1 mg/kg KG, n= 6) und eine Kombination aus
TNFa und Parecoxib (n=7) fiihrten zu signifikant verkiirzten GefdBverschlusszeiten. TNFo verstirkte die
prothrombogene Wirkung der alleinigen Parecoxibmedikation tendenziell. Signifikant vs. Kontrolle: ** p< 0,01
Rechts oben in horizontaler Richtung beispielhafte Abbildungen aus in vivo Versuchen in der Riickenhautkam-
mer: A Gefallverschluss einer Kontrolle, B Gefa3verschluss unter Diclofenacmedikation
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Abb. 11 Die GefalBlverschlusszeit war unter Diclofenacmedikation (1 mg/kg KG, n= 3) gegeniiber den
Kontrollen (n= 3) in ,,Black Six“-Mdusen signifikant vermindert. Iloprost (2 ng/kg KG iiber 15 min, n=3)
verhinderte diesen Effekt

Diclofenac vs. Kontrolle: * p< 0,05; Diclofenac vs. Diclofenac+ Iloprost: # p< 0,05
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3.2 Messung der Metabolite von Prostazyklin und Thromboxan A,

Da sich unter einer Medikation mit Diclofenac oder Parecoxib und nach Applikation von
TNFa in vivo eine deutlich erhdhte Thrombozyten-Endothel-Interaktion und eine verkiirzte
GefidBverschlusszeit gezeigt hatte, wurden, um die Gleichgewichtstheorie der Prostanoide als
Ursache einer erhdhten Atherothrombosegefdhrdung zu iiberpriifen, die 6-keto-PgFi.- (als
Abbauprodukt von Pgl,) und TxB,-Spiegel (als Abbauprodukt von TxA;) im Serum behan-
delter Tiere bestimmt. Obwohl systemisch appliziertes Diclofenac die Menge an zirkulieren-
dem 6-keto-PGF;, deutlich von 1779 + 586 pg/ml (Kontrolle, n=15) auf 471 + 147 pg/ml
(Diclofenac, n=15, p=0,062 vs. Kontrolle) verminderte, verdnderten sich die Spiegel von
TxB; nicht. Die Menge an TxB; betrug 308 + 149 pg/ml in den Kontrolltieren (n=15) und
309 £ 83 pg/ml in mit Diclofenac behandelten Tieren (n= 5, n.s.). TNFa hingegen erhdhte die
Menge an 6-keto-PGF,, leicht auf 2117 + 745 pg/ml (n= 6). TxB, stieg unter dem Einfluss
von TNFa ebenfalls nur leicht auf 327 + 138 pg/ml (n= 6). Die zusitzliche Behandlung der
Tiere die TNFa bekommen hatten mit Diclofenac bewirkte eine Verminderung des TNFa. be-
dingten 6-keto-PGF,-Anstieges auf 415 + 87 pg/ml (n=6). Die Menge an TxB, verdnderte
sich auch in der Kombination von TNFa mit Diclofenac gegeniiber den Kontrollen kaum
(278 = 49 pg/ml, n= 6, alle Daten Abb. 12). Intraperitoneal appliziertes Parecoxib verdnderte
den Spiegel von 6-keto-PgF, mit 1872 = 417 pg/ml (n=9) sowohl gegeniiber den Kontrollen
(1779 £ 586 pg/ml, n=5) wie auch gegeniiber den mit TNFa behandelten Tieren
(2117 £ 745 pg/ml, n= 6) nicht. Eine Verminderung des TNFo-induzierten Effektes beziiglich
6-keto-PgF;, war in den mit TNFa und Parecoxib behandelten Tieren tendenziell erkennbar
(TNFa: 2117 + 745 pg/ml, n=6; TNFo mit Parecoxib: 829 357 pg/ml, n=35, n.s.). Die
TxB,-Spiegel waren dagegen in den mit Parecoxib behandelten Tieren mit 1163 + 357 pg/ml
(n= 10 verschiedene Tiere, p< 0,05 vs. Kontrolle) signifikant gegeniiber den Kontrolltieren
mit 308 £ 149 pg/ml (n=15) erhoht. Hinsichtlich TxB, ergab Parecoxib in Kombination mit
TNFa (968 + 544 pg/ml, n=5) sowohl gegeniiber den Kontrollen wie auch gegeniiber den
Tieren nach alleiniger TNFa-Applikation (327 + 138 pg/ml) keine signifikanten Unterschiede
(alle Daten Abb. 13). Ahnliche Effekte fanden sich im Serum behandelter Miuse (Daten wer-
den nicht gezeigt).
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Abb. 12 Serumspiegel von Prostazyklin- und Thromboxanmetaboliten unter Diclofenactherapie

A Mit Diclofenac behandelte Tiere (1 mg/kg KG, n=5) zeigten im Vergleich zu den Kontrolltieren (n= 5) ver-
minderte Serumspiegel des Pgl,-Metaboliten 6-keto-PgF,, (p= 0,062). Der Anstieg von 6-keto-PgF,, in Anwe-
senheit von TNFa (0,5 pg/kg KG, n= 6) wurde durch Diclofenac verhindert (n= 6). Es zeigte sich ein signifikan-
ter Unterschied gegeniiber TNFa allein und den Kontrolltieren.

B Die Spiegel des TxA,-Metaboliten TxB, unter den verschiedenen Behandlungen zeigten keinen Unterschied
zu den Kontrollen.

Signifikant vs. Kontrolle: * p< 0,05, Signifikant vs. TNFa: # p< 0,05
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Abb. 13 Paradoxe Wirkung von Parecoxib auf die Prostanoidspiegel nach intraperitonealer Applikation
A Parecoxib (1 mg/kg KG, n=9) beeinflusste die Menge an 6-keto-PgF;, im Serum der Versuchstiere im Ver-
gleich zu TNFa (0,5 pg/kg KG, n= 6) und den Kontrollen (n=5) nicht. Lediglich in der Kombination mit TNFa
(n=15) zeigte sich eine tendenzielle, wenn auch nicht signifikante, Reduktion gegeniiber den Werten unter allei-
niger TNFa-Applikation.

B Der TxA,-Metabolit TxB, war im Vergleich mit den Kontrollen (n=35) unter Parecoxibmedikation
(1 mg/kg KG, n=10) signifikant erh6ht. In der Kombination von Parecoxib mit TNFa (0,5 pg/kg KG, n=15) er-
gab sich eine tendenzielle, jedoch nicht signifikante Erhohung der TxB,-Werte.

Signifikant vs. Kontrolle: * p< 0,05
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Um schlieBlich herauszufinden wie sich die Verdnderungen der Eicosanoidmetabolite auf die
Thrombusbildung auswirken konnten, wurde das Verhéltnis der Substanzen parallel in den
untersuchten Proben bestimmt und als Quotient ausgedriickt. Wiahrend der Quotient von TxB,
zu 6-keto-PGF, in den Kontrolltieren einen Wert von 0,14 + 0,02 (n= 4) ergab, war dieser in
mit Diclofenac behandelten Tieren auf 1,28 + 0,57 (n= 5, p< 0,05 vs. Kontrolle) erhoht. Unter
Stimulation mit TNFo fand sich mit einem Quotienten von 0,17 + 0,04 kein signifikanter Un-
terschied gegeniiber den Kontrollen. In Kombination mit Diclofenac hingegen erhohte sich
der Quotient signifikant auf 0,85 + 0,19 (p< 0,05 vs. Kontrolle, n= 6). Parecoxib allein er-
brachte mit 1,22 + 0,73 (n=9) eine tendenzielle, wenn auch nicht signifikante Erh6hung der
Werte gegeniiber den Kontrolltieren. Eine Behandlung mit TNFa und Parecoxib (Quotient:
1,78 £ 0,79; n=5) ergab eine ebenfalls tendenzielle Steigerung gegeniiber den Kontrollen
(0,14 £ 0,02; n=4). Die Kombination von Parecoxib mit TNFa und Diclofenac mit TNFa
war gegeniliber TNFq allein (0,17 £ 0,04; n= 6) signifikant erhoht (p< 0,05 vs. TNFa, alle
Daten siche Abb. 14).
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Abb. 14 Einfluss von TNFa, Diclofenac und Parecoxib auf das Verhéltnis von TxB,/6-keto-PgF,, in vivo
Die Spiegel der Eicosanoidmetabolite TxB, und 6-keto-PgF;, wurden im Serum der Versuchstiere bestimmt und
pro Tier zueinander ins Verhdltnis gesetzt. Dieses Verhéltnis war unter alleiniger Diclofenactherapie
(1 mg/kg KG, n=5) und in der Kombination von Diclofenac und TNFa (n= 6) gegeniiber den Kontrollen (n=4)
signifikant erh6ht. TNFa allein (0,5 ng/kg KG, n= 6) verursachte keine Verdnderung des Verhiltnisses im Ver-
gleich zu den Kontrollen. Das Verhiltnis von TxB, zu 6-keto-PgF;, war unter Parecoxibmedikation
(1 mg/kg KG, n=9) tendenziell gegeniiber den Kontrollen erhdht. In der Kombination von Parecoxib mit TNFa
(n=15) stieg dieses weiter auf ein gegeniiber TNFa signifikantes Niveau. Auch die Kombination von Diclofenac
und TNFa bewirkte eine gegeniiber TNFa. signifikante Erhohung des Verhéltnisses.

Signifikant vs. Kontrolle: * p< 0,05; vs. TNFa: # p< 0,05
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3.3 TNFa erhoht die endotheliale CD61-Expression

Um den verschiedenen Mechanismen die zu einer Thrombusbildung in unserem in vivo Mo-
dell beitragen weiter auf den Grund zu gehen, untersuchten wir die Expression der endothelia-
len Adhisionsrezeptoruntereinheit B3-Integrin (CD61) auf humanen mikrovaskuldren Endo-
thelzellen (HMEC) in vitro nach Applikation der Studiensubstanzen. Wihrend Diclofenac al-
lein die CD61-Expression auf HMEC gegeniiber der unbehandelten Kontrolle nicht hochregu-
lierte (Kontrolle: 21,6 = 1,3 relative Fluoreszenzeinheiten (RFU), n=9; Diclofenac: 18,7 = 1,3
RFU, n=9, n.s.), erhohte TNFa die Expression signifikant (31,2 + 1,6 RFU, n=9, p< 0,001
vs. Kontrolle). Diese Steigerung der endothelialen CD61-Expression unter TNFa-Stimulation
wurde bei gleichzeitiger Gabe von Diclofenac nicht erreicht (27,6 = 1,7 RFU, n=9). Mit Pa-
recoxib behandelte HMEC zeigten mit 18,2 + 1,2 RFU (n=9, p= 0,072), wie die mit Diclofe-
nac behandelten Zellen, eine verringerte Expression von CD61 gegeniiber den Kontrollen. In
der Kombination mit TNFoa schwichte Parecoxib die Expression von CD61 signifikant ge-
geniiber der alleinigen Behandlung mit TNFa ab (n=9, p< 0,05). Gegeniiber den Kontrollen
allerdings war die Expression von CD61 auch nach kombinierter Inkubation mit TNFa und

Parecoxib signifikant erhoht.
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Abb. 15 Einfluss der Studiensubstanzen auf die endotheliale Adhiisionsrezeptorexpression in vitro
Diclofenac (10 pg/ml Medium) allein beeinflusste die Expression der endothelialen Adhésionsrezeptorunter-
einheit CD61 auf HMEC nicht signifikant. TNFa (5 ng/ml Medium) hingegen fiihrte zu einer signifikanten
Mehrexpression, die bei Kombination von TNFa mit Diclofenac nur tendenziell vermindert war (n=9 pro Ver-
suchsansatz). Nach Inkubation mit Parecoxib (10 pg/ml Medium) zeigte sich eine deutliche Minderexpression
von CD61 (p=0,072). Die durch TNFa signifikant erhohte Expression wurde durch Parecoxib zwar nicht ver-
hindert, aber dennoch signifikant vermindert (je n=9).
Signifikant vs. Kontrolle: ** p< 0,01, * p<0,05; Signifikant vs. TNFa.: # p< 0,05
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4. Diskussion

4.1 Der Einfluss einer Cyclooxygenasehemmung auf die Thrombozyten-Endothel-
Interaktion und eine arteriolire Thrombusbildung in gesunden Gefiflen im
Tierversuch

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zunidchst die Auswirkung einer COX-2-Hemmung auf
die Thrombozyten-Endothel-Interaktion und eine darauf folgende Thrombusbildung in ge-
sunden Arteriolen zu untersuchen. In klinischen Studien war bereits ein erhohtes kardiovasku-
ldres Risiko fiir die spezifischen COX-2-Hemmer Rofecoxib”*, Celecoxib’® und Valdecoxib®
beschrieben worden. Zu diesen Daten kamen in den letzten Jahren Ergebnisse eines erhohten
kardiovaskuldren Risikos unter einer Therapie mit NSAR. So wies die mit Ibuprofen behan-
delte Gruppe im Rahmen des ,,Therapeutic Arthritis Research and Gastrointestinal Event Tri-
al“ (TARGET), einer Studie an 18.325 Patienten mit Ostheoarthritis, ein erhohtes Risiko ei-
nes thrombotischen Ereignisses verglichen mit Lumiracoxib auf’’. Diclofenac zeigte in der
MEDAL-Studie 2006 ein mit Etoricoxib vergleichbares kardiovaskulires Risiko’. Die Frage
war nun, ob und wenn ja, iiber welchen Mechanismus eine vermehrte Thrombozytenaktivitit
und damit ein erhdhtes Atherothromboserisiko entsteht. Dieser Frage war schon im Vorfeld in
unserer eigenen Arbeitsgruppe anhand des selektiven COX-2-Hemmers NS-398 auf den
Grund gegangen worden. So konnte im in vivo Versuch an Hamsterarteriolen eine vermehrte
Thrombozyten-Endothel-Interaktion nach intraperitonealer Applikation von NS-398 gezeigt
werden'?. Auch zeigte sich gegeniiber den Kontrollen eine deutlich beschleunigte GefiBver-
schlusszeit auf die Gabe von NS-398 hin. Es stellte sich nun die Frage ob auch andere COX-
2-Hemmer, im Sinne eines Klasseneffektes, eine &hnliche Thrombozyten-Endothel-
Interaktion und damit ein erhdhtes Atherothromboserisiko zeigen und ob dies auch unter einer
Medikation mit NSAR der Fall sein konnte. Wir wiéhlten aus der Gruppe der COX-2-Hemmer
Parecoxib und aus der Gruppe der NSAR Diclofenac aus und untersuchten deren Einfluss auf
die Thrombozyten-Endothel-Interaktion und GefdBBverschlusszeit in vivo in den Arteriolen der
Riickenhaut gesunder Hamster. Hierbei konnten wir zeigen, dass sowohl Parecoxib als auch
Diclofenac prothrombotische Verhiltnisse schaffen konnen. Beide Arzneistoffe verursachten
eine signifikant verstirkte Thrombozyten-Endothel-Interaktion, ein signifikant verstirktes
Rollen von Thrombozyten an der GefdBwand sowie eine signifikant verkiirzte Gefél3ver-
schlusszeit. Unter einer Parecoxibmedikation zeigte sich ein signifikant verstérktes Haften
von Thrombozyten an der GefaBwand, welches unter Diclofenactherapie ebenfalls, wenn auch

nur tendenziell, verstdrkt war. Zu einem &hnlichen Ergebnis kamen Borgdorff et al. 2006. In
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einem Rattenmodell zeigten sie eine unter Parecoxibmedikation verstdrkte Thrombozytenag-
gregation in einer Stenose eines arteriellen Bypasses’®. Allerdings war hier eine im Vergleich
zu unseren Versuchen 20fach hohere Parecoxibdosis verwendet worden. Bisher gibt es nur
wenige experimentelle Daten, die die Wirkung einer COX-Hemmung mittels Diclofenac auf
Thrombozyten und deren Aktivierung in vivo untersuchen. Meist werden Thrombozyten in
vitro untersucht. So fanden Galliard-Grigioni et al. 2008 nach einer Inkubation mit Diclofenac
in einer Konzentration von 0,04 pug pro Milliliter eine dhnlich beeintrichtigte Thrombozyten-
funktion im Thrombozytenfunktionstest PFA-100 wie nach einer Inkubation mit 0,5 ug pro
Milliliter Aspirin”. In dieser Untersuchung wurde eine deutlich geringere Menge Diclofenac
eingesetzt als klinisch iiblich. Damit konnte ein &hnlicher Effekt wie unter einer Therapie mit
niedrig dosiertem Aspirin eintreten. Es wiirde sich um eine Dosis handeln, die zwar einen an-
tiaggregatorischen Effekt iiber eine Hemmung der COX-1 hat, in dieser Dosierung allerdings
noch nicht ausreicht um iiber eine Hemmung der COX-2 eine zufriedenstellende Analgesie zu
erreichen. Zu einem dhnlichen Ergebnis kamen Blaicher et al. schon 2004, als sie an 44 Frei-
willigen die Wirkung einer Dosis von 75 mg Diclofenac auf den PFA-100 untersuchten. Auch
hier trat eine verldngerte Aggregationszeit drei Stunden nach Diclofenaceinnahme auf. Diese
normalisierte sich innerhalb von 12 Stunden®’. In vitro Untersuchungen spiegeln allerdings in
keinster Weise das komplexe Zusammenspiel verschiedener Faktoren im Gefalsystem wie-
der, sondern untersuchen isoliert einzelne Mechanismen. Die Thrombozytenfunktion ist nur
ein Bestandteil der Thrombogenese. Hinzu kommen Einfliisse durch volatile Substanzen wie
Eicosanoide oder NO oder Wechselwirkungen zwischen dem Endothel und zelluldren Blutbe-
standteilen mit der Expression von Oberflachenrezeptoren. Diese werden besonders unter ent-
ziindlichen Bedingungen und im Falle einer GefdBwandverletzung vermehrt freigesetzt, be-

ziehungsweise exprimiert.

4.1.1 Die Rolle der COX-2-Spezifitit der Cyclooxygenasehemmstoffe

Cyclooxygenasehemmstoffe bewirken als erwiinschte Effekte eine Reduktion von Entziin-
dung und Schmerzempfinden. Dies erfolgt vornehmlich iiber eine Hemmung der COX-2.
Auch ihr Einfluss auf Thrombozyten im Sinne einer Hemmung der thrombozytiren COX-1
ist im Falle der Acetylsalicylsdure erwiinscht. Um unerwiinschte Nebenwirkungen wie eine
Beeintriachtigung der gastrointestinalen Prostanoidsynthese und damit ein vermehrtes Auftre-
ten von gastrointestinalen Ulcera und Blutungen durch eine Hemmung der COX-1 zu vermei-
den, wurden spezifische Hemmstoffe der COX-2 entwickelt. Infolge dieser Entwicklung kam

es in klinischen Studien zu einer erhohten Rate kardiovaskuldrer Ereignisse. Eine Erkldrung
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dieser Beobachtungen liefert die ,,Prostanoid-Imbalance-Hypothese®, die eine Beeintrichti-
gung des Gleichgewichtes zwischen dem die Thrombozytenaktivitit hemmenden Pgl, und
dem thrombozytenaktivierenden TxA; postuliert. In der Vergangenheit wurde streng zwi-
schen NSAR und Coxiben unterschieden. Hierbei galten die NSAR als beziiglich der COX-1
und -2 nicht selektiv, die Coxibe als gegeniiber der COX-2 selektiv. Wie einige Untersuchun-
gen gezeigt haben ist diese Aufteilung nicht zutreffend. So zeigt beispielweise Diclofenac in
vitro in einer Dosierung von 150- 200 mg/die, womit es im Konzentrationsbereich einer
50%igen Hemmkonzentration liegt, eine 29fach stirkere Hemmung der COX-2 als der COX-
1 und damit die gleiche Selektivitit gegeniiber den beiden Cyclooxygenasen wie der ,,spezifi-
sche COX-2-Hemmer Celecoxib’’. Die spezifische Selektivitit der Cyclooxygenasechemmer
ist allerdings in der Literatur deutlich unterschiedlich beschrieben®'. Diese Unterschiede be-
ruhen hauptséchlich auf verschiedenen Analysemethoden in vitro wie der Verwendung aufge-
reinigter oder mikrosomal rekombinanter Enzyme, homogenisierter oder intakter Zellen®.
Andere die Wirkung der Pharmaka beeinflussende Bedingungen, wie die Proteinbindung®
oder die spezifische Pharmakokinetik des jeweiligen Arzneistoffes, werden oft nicht bertick-

sichtigt®.

4.1.2 Bewertung der ,,Prostanoid-Imbalance-Hypothese*

Unsere Ergebnisse wiesen darauf hin, dass eine Veridnderung des Gleichgewichtes zwischen
aktivierenden und hemmenden Prostanoiden, wie TxA, und Pgl,, eine vermehrte Thrombozy-
tenaktivierung und folgend darauf eine verstirkte Thrombozyten-Endothel-Interaktion bewir-
ken kann. Allerdings sprechen zahlreiche Literaturbefunde und pathophysiologische Zusam-
menhinge gegen die moglicherweise vereinfachende ,,Gleichgewichtstheorie* der Prostanoi-
de. So hingt beispielsweise das Endprodukt der Cyclooxygenasen stark von der jeweiligen
Koppelung an die verschiedenen Prostanoidsynthetasen ab, die in bestimmten Situationen, so
auch unter inflammatorischen Bedingungen verindert werden kann*. Wie eingangs bereits
beschrieben ist die Koppelung der TxS an die jeweilige COX-Isoform von der Menge des
Angebotes an Arachidonsdure abhéngig. Ist das Substratangebot niedrig erfolgt die Koppe-

1*!. Eine Infektion,

lung bevorzugt an die COX-2, bei hoheren Substratmengen an die COX-
Entziindung oder auch ein Trauma aktivieren die Phospholipase A,, die wiederum Arachidon-
sdure aus Zellmembranen freisetzt® . Somit steht unter diesen Bedingungen vermehrt Arachi-
donsédure zur Bildung von TxA; durch die COX-1 zur Verfiigung. Es ist aulerdem bekannt,
dass nicht nur die COX-2 sondern auch die COX-1 {iiber eine Koppelung an die PgIS Pgl,

synthetisieren kann. Die PgIS gekoppelt an die COX-2 benétigt allerdings zur Synthese von

36



Pgl, deutlich geringere Arachidonsdurekonzentrationen als die PgIS gekoppelt an die COX-1.
Auch befinden sich PgIS und COX-2 in engerer Nachbarschaft als PgIS und COX-1 und die
Konversionsreaktion zur Bildung von Pgl, lduft bei der COX-2 sehr viel schneller ab®. Daher
ist es nicht verwunderlich, dass im GefaBsystem die COX-2 das beziiglich der Synthese von
Pgl, dominante Enzym ist. Eine vermehrte Expression der COX-2 wurde besonders auch in

atherosklerotischen Lisionen des GefiBendothels gefunden®”®

. Interessanterweise wurde in
diesen Untersuchungen in nicht von Atherosklerose betroffenen Gefdllen keine Expression
der COX-2 gefunden, dagegen aber eine Expression der COX-1. In atherosklerotischen Pla-
ques hingegen waren beide COX-Isoformen vertreten. Unter entziindlichen Bedingungen wird
durch Hypoxie und Entziindungsmediatoren sowohl die Expression der COX-2 als auch der
PgIS hochreguliert und damit vermehrt vasodilatierendes und antithrombozytéres Pgl, gebil-
det®. Hierdurch wird ein Gegengewicht zu einer unter entziindlichen Bedingungen oder im
Rahmen einer GefaBBwandverletzung vermehrten Synthese prothrombogenen TxA;s geschaf-
fen. Wir haben versucht zu ergriinden, inwieweit ein durch eine Cyclooxygenasehemmung
verursachtes Ungleichgewicht von TxA; und Pgl, an einer intraarteriellen Thrombusbildung
beteiligt ist. Nach Injektion von Diclofenac und einstiindiger Inkubation wurde im Geféalver-
schlussversuch nach traumatischer GefaBwandverletzung eine signifikant verkiirzte Gefa3ver-
schlusszeit beobachtet. Um heraus zu finden ob ein Kippen des Prostanoidgleichgewichtes
durch eine Abnahme von Pgl, zu Gunsten des prothrombogenen TxA, ursdchlich fiir diese
Beobachtungen ist, wurde versucht diese verkiirzte Gefdverschlusszeit durch ein Ersetzen
des, durch Diclofenac induziert, vermindert gebildeten Pgl, zu verhindern. Hierzu wurde den
Tieren nach einer Inkubationszeit von einer Stunde nach intraperitonealer Injektion von Dic-
lofenac iiber 15 Minuten das Prostazyklinanalogon Iloprost iiber einen Katheter in der Vena
jugularis verabreicht. Diese Therapie flihrte zu einer den Kontrollen dhnlichen Geféalver-
schlusszeit. Erwartungsgemif reduzierte Diclofenac den Spiegel des Pgl, im Blut der Ver-
suchstiere. In der hier gewdéhlten Dosis, die einer Tagesdosis von 75mg Diclofenac beim
Menschen entspricht, hatte es allerdings keinen Einfluss auf intravasale TxA,-Spiegel. Somit
anderte sich das Verhiltnis von Pgl, und TxA; zugunsten des prothrombogenen TxA,, Hier-
mit untermauern unsere Ergebnisse die Gleichgewichtstheorie der Prostanoidspiegel als
Schliisselpunkt der Coxib-induzierten Atherothrombosegefdahrdung.

Unsere Parecoxibdaten zeigten ein signifikant verstérktes Rollen und Haften von Thrombozy-
ten an der GefdBwand sowie verkiirzte Gefdlverschlusszeiten unter einer Parecoxib-
medikation. Messungen der Prostanoidspiegel zeigten jedoch keine Verminderung des intra-

vasalen Pgl,, dagegen aber eine Erhohung von TxA,. Dies verwundert in Anbetracht der An-
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nahme, dass Parecoxib spezifisch die COX-2 hemmen miisste, die ja im Gefal3system vor-
nehmlich fiir die Pgl,-Produktion verantwortlich ist. In einer klinischen Studie von Graff et al.
wurde bereits ein dhnlicher Effekt beschrieben. Hier zeigte sich eine Erh6hung der Thrombo-
xanspiegel im Blut gesunder Probanden sechs Stunden nach einer Applikation von Parecoxib
verglichen mit den Ausgangswerten®’. Araujo et al. postulierten ebenfalls eine Induktion der
TxA,-Generation und zusétzlich eine Hemmung der renalen NO-Synthetase in den Nierentu-
buli durch Parecoxib®. Dieser Effekt konnte auch im GeféBsystem eine Rolle spielen. Borg-
dorff et. al. wiederum konnten im oben erwédhnten Modell einer Stenose eines arteriellen By-
passes im Rattenmodell eine signifikante Abnahme des Pgl,-Metaboliten 6-keto-PgF;, unter
einer Medikation mit Parcoxib nachweisen. Allerdings wurde in diesen Versuchen mit 20 mg
Parecoxib pro Kilogramm Korpergewicht eine 20fach hohere Dosis verwendet als in den vor-
liegenden Versuchen’®. Eine von der Dosis abhingige Wirkungszunahme und damit eine Zu-

-92
89-9 In-

nahme des kardiovaskuldren Risikos wurde fiir einige Coxibe und NSAR beschrieben
teressanterweise gibt es bisher keine Untersuchungen einer Dosis-Wirkungsbeziehung von
Parecoxib oder seinem Metaboliten Valdecoxib. Es ist aber anzunehmen, dass auch hier eine
Wirkungsverstirkung mit ansteigender Dosis vorliegt. Eventuell war in dieser Arbeit die Pa-
recoxibdosis zu gering um eine signifikante Abnahme des 6-keto-PgF,, im Serum der behan-
delten Tiere zu erreichen, reichte aber dennoch aus um das Gleichgewicht zwischen TxA, und

Pgl, zu Gunsten des TxA; zu verdndern.

4.1.3 Diclofenac — Vergleich mit klinischen Daten

Unsere Beobachtung einer verstirkten Thrombozytenaktivierung in gesunden GefdBlen im
Tierversuch konnte eine Erkldrung fiir die klinisch beobachteten erhdhten Raten atherothrom-
botischer Ereignisse unter einer Therapie mit Diclofenac sowie verwandten NSAR sein. Oft
werden in klinischen Studien, meist retrospektiven Kohortenstudien, schon vorerkrankte Po-
pulationen untersucht. Diese bringen beispielsweise in Form einer systemischen Entziindung,

wie sie im Rahmen einer Osteoarthritis oder rheumatoiden Arthritis auftritt’!°

91,93

, oder durch
myokardiale Ereignisse, wie einen stattgehabten Myokardinfarkt oder eine Herzinsuffi-
zienz®, schon Risikofaktoren fiir weitere myokardiale Ereignisse mit. Unsere Daten weisen
darauf hin, dass auch im gesunden Gefdllsystem ein erhdhtes kardiovaskuldres Risiko durch
den Gebrauch von Diclofenac entstehen kdnnte. Fosbel et al. untersuchten im Zeitraum erster
Januar 1997 bis 31ster Dezember 2005 eine gesunde Kohorte der dianischen Bevolkerung be-
ziiglich der Einnahme von NSAR und damit verbundener kardiovaskuldrer Ereignisse. In der

hier durchgefiihrten Case-Crossover-Analyse zeigte sich eine signifikante Risikoerh6hung un-
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ter Diclofenactherapie beziiglich kardiovaskuldr bedingtem Tod im Allgemeinen, nicht todli-
chem und tddlichem Herzinfarkt, sowie todlichem und nicht tddlichem Schlaganfall. Dieses
Risiko war besonders hoch, wenn eine Dosis von iiber 100 mg Diclofenac per die {iberschrit-
ten wurde’*”>. Wir verwendeten eine Diclofenacdosis, die etwa einer tiglichen Dosis von
75 mg entspricht. Schon unter dieser Dosierung konnten wir eine vermehrte Thrombozyten-
Endothel-Interaktion sowie eine verstdrkte Thromboseneigung an Stellen verletzten Geféf3en-
dothels feststellen. Da es bei ldngerer Einnahme von evtl. héheren Dosen Diclofenac zu einer
weitreichenden COX-2-Hemmung kommen kann und damit die antithrombozytidre Pgl,-
Bildung empfindlich gestort ist, ist es nicht verwunderlich, dass in klinischen Studien mit
steigender Dosis auch die Raten fataler Nebenwirkungen wie Herzinfarkt und Schlaganfall
steigen. Besonders eine dltere Patientenklientel hat hiufig einige Vorerkrankungen wie bei-
spielsweise eine koronare Herzkrankheit oder auch eine Herzinsuffizienz. Im Falle rheumati-
scher Erkrankungen, die eine Form systemischer Entziindung darstellen, kommt zu einer kar-
dialen Vorerkrankung hiufig eine Medikation mit spezifischen COX-Hemmstoffen oder
NSAR hinzu. Ob eine systemische, oder im Falle der Atherosklerose, lokale Entziindungsre-
aktion einen zusitzlichen Risikofaktor fiir kardiovaskuldre Ereignisse darstellt, wird weiter
unten behandelt werden. Schjerning Olsen et al. untersuchten, ebenfalls an einer Kohorte der
dénischen Bevdlkerung, 2011 das Risiko in Verbindung mit der Einnahmedauer von NSAR
nach einem iiberlebten Myokardinfarkt zu versterben oder einen erneuten Myokardinfarkt zu
erleiden”. Hier zeigte sich beziiglich Diclofenac schon in der initialen Einnahmephase von
Tag Null bis Sieben eine Hazard Ratio von 3,52 zu versterben und eine Hazard Ratio von
3,26 zu versterben oder einen Myokardinfarkt zu erleiden. Dies steht in Konkordanz mit unse-
ren Beobachtungen, in denen schon eine einmalige Applikation von Diclofenac ausreichend
war um das Atherothromboserisiko signifikant zu steigern.

(Die Tabellen 1- 3 geben eine Ubersicht iiber die bisherigen Studien zu Diclofenac und dessen

Wirkung im Gefdl3system)

4.1.4 Parecoxib — Vergleich mit klinischen Daten

Obwohl Parecoxib in den in vivo Versuchen dieser Arbeit eine dhnliche Interaktion von
Thrombozyten mit der GefiBwand hervorrief wie Diclofenac, gibt es hinsichtlich der kardio-
vaskuldren Gefdhrdung unter Parecoxibmedikation unterschiedliche klinische Daten. In einer
retrospektiven Analyse von 17 Studien zu einer perioperativen Parecoxibmedikation und von
15 Studien zu einer Valdecoxibmedikation bei nicht am Herzen operierten Patienten ergab

sich im Gegensatz zu den beiden Valdecoxib/Parecoxib-Studien zum postoperativen
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Schmerzmanagement nach koronarer Bypassoperation (CABG)*®"’ kein erhéhtes Risiko kar-
diovaskuldrer Ereignisse im Vergleich mit der Placebogruppe’. Einige Cyclooxygenase-
hemmer scheinen klinisch dhnliche Wirkungen hervorzurufen. Der oft in Frage gestellte Klas-
seneffekt beziiglich einer Atherothrombosegefdhrdung oder anderer (Neben-) Wirkungen
wird durch die von uns beziiglich Parecoxib im Tierversuch erhobenen Daten unterstiitzt. Wie
unter einer Medikation mit Diclofenac sahen wir ein vermehrtes Rollen und Haften der
Thrombozyten an der GefdBwand, eine signifikant verkiirzte Gefdlverschlusszeit, sowie ein
Kippen des Prostanoidgleichgewichtes zu Gunsten des prothrombogenen TxA,. Wir sahen auf
eine Parecoxibmedikation hin keine Abnahme der Pgl,-Spiegel, jedoch eine signifikante Zu-
nahme des TxA, im Serum der Versuchstiere. Dies ist in klinischen Studien ebenfalls schon

beobachtet worden®”*®

. In diesem Fall ist das beobachtete Kippen des Prostanoidgleichge-
wichtes zu Gunsten des TxA; also nicht durch eine Abnahme des Pgl,-Spiegels bedingt, son-
dern durch eine Zunahme des TxA,. Klinisch hat das den gleichen Effekt und somit kann von
einem Klasseneffekt gesprochen werden. Eine Unterscheidung der Wirkmechanismen ist je-
doch auch zur Risikoevaluation notwendig und bedarf weiterer Forschung.

(Tabelle 4 gibt eine Ubersicht iiber die bisherigen Studien zu Parecoxib und dessen Wirkung
im Gefdllsystem)

4.1.5 Vergleich mit anderen NSAR und ASS

Auch andere NSAR wie beispielsweise Ibuprofen oder Indomethacin zeigten in klinischen
Studien erhohte Raten kardiovaskuldrer Ereignisse’ . So traten in der Case-Crossover-
Analyse der oben erwihnten Studie von Fosbel et al. unter einer Medikation mit Ibuprofen
signifikant mehr Herzinfarkte und Félle durch koronare Ischimie bedingten Todes und in ho-
hen Dosierungen auch vermehrt Fille eines Schlaganfalles auf’. Interessanterweise war die
kardiovaskuldr bedingte Gesamtmortalitit nicht erhoht. Auch andere Studien zeigten ein er-

89,91,97,98 . . ..
257070 Zum kardiovaskuldren Risi-

hohtes kardiovaskulédres Risiko unter Ibuprofentherapie
ko anderer NSAR gibt es unterschiedliche Daten. So zeigten Roumie et al. in einer retrospek-
tiven Kohortenstudie, die 610.001 Antragsteller des ,,Tennessee Medicaid iiber einen Zeit-
raum von 1999 bis 2005 einschloss, zwar kein erhohtes kardiovaskuldres Risiko durch eine
Einnahme von Ibuprofen (und auch Diclofenac) bei einer kardial nicht vorerkrankten Popula-
tion, dafiir aber ein erhéhtes Risiko durch die Einnahme von Indomethacin®. Van Staa et al.
fanden in einer retrospektiven Kohortenstudie, die 1.172.341 Personen der ,,General practice

research database* Grof3britanniens iiber einen Zeitraum von 1987 bis 2006 untersuchte, un-

ter einer Medikation mit Indomethacin ebenfalls ein erhdhtes kumulatives Risiko einen Myo-
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kardinfarkt zu erleiden. Hier war auch ein erhdhtes kumulatives Risiko unter einer Medika-
tion mit Diclofenac beobachtet worden’. Fiir Naproxen gibt es nur wenig Evidenz einer
eventuellen kardiovaskuliren Gefihrdung®. Die Mehrzahl der Studien zeigt kein erhShtes

.. T -101
Risiko beziiglich Naproxen®*>?7-10

. Ein erhohtes Risiko fiir kardiovaskuldre Ereignisse
besteht meist bei Einnahme hoher Dosen der jeweiligen Medikamente®'. Paracetamol wirkt
wohl, neben anderen Mechanismen, auch iiber eine Hemmung der COX-2 und der an diese
gekoppelten PgES'” analgetisch. AuBerdem hat es eine schwache, wenn auch deutlich stéir-
ker hemmende Wirkung auf die COX-1 als auf die COX-2'" und wirkt damit in hoheren Do-
sierungen antithrombotisch'®. In niedriger, subanalgetischer Dosis hemmt ASS vornehmlich
die COX-1 und damit eine Produktion thrombozytenaggregationsfordernden TxA;s. Niedrig
dosiert wird ASS deshalb seit langem zur kardiovaskuldren Protektion bei Patienten mit kar-
dialen Risikofaktoren oder kardiovaskuldren Ereignissen in der Anamnese verwendet. Haufig
besteht eine Komedikation mit NSAR welche mit der Wirkung von ASS auf die COX kon-
kurrieren konnen. So ist beispielsweise flir Ibuprofen ein kompetitiver Antagonismus mit
ASS um den Substratkanal der COX bekannt, der zu einer Abschwéchung der TxA; reduzie-
renden und damit thrombozytenaggregationshemmenden Wirkung von ASS fiihrt'*>'%. Co-
xibe wiederum scheinen {iber ihre vornehmliche Wirkung auf die COX-2 keine Interaktion
mit ASS beziiglich einer thrombozytenaggregationshemmenden Wirkung des ASS zu
haben'*. Auch fiir Paracetamol ist keine Interaktion mit ASS bekannt. So zeigten Galliard-
Grigioni et al. 2009 keine Anderung der PFA-100-Zeit unter einer Medikation mit ASS in
Kombination mit Paracetamol im Vergleich zu ASS kombiniert mit Placebo. Diclofenac wie-
derum scheint in einem dhnlichen Mechanismus wie Ibuprofen ASS den Zugang zu seiner
Bindungsstelle im Kanal der COX-1 zu versperren und verhindert damit eine irreversible
Hemmung der Bildung von TxA, durch ASS'"". Diclofenac hat eine kiirzere Halbwertszeit als
ASS und somit werden kontinuierlich wieder Substratbindungsstellen fiir Arachidonsidure und
damit fiir die Bildung von TxA; frei. Da allem Anschein nach lediglich Paracetamol (in kli-
nisch gebrauchlicher Dosierung) und die spezifischen COX-2-Hemmer die COX-1 unbeein-
flusst lassen, sollte bei Patienten mit Risikofaktoren fiir ein kardiovaskuldres Ereignis und
dem Bedarf einer analgetischen/antirheumatischen Therapie eventuell eine Komedikation mit

niedrig dosiertem ASS und einem Coxib oder auch mit Paracetamol erwogen werden.
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4.2 Experimentelle Cyclooxygenasehemmung bei akuter Entziindung

Im Gefidl3system besteht ein komplexes Zusammenspiel verschiedener Faktoren die die zellu-
lare Hamostase beeinflussen. Diese Faktoren sind unter anderem Stickstoffmonoxid (NO), die
Eicosanoide oder auch eine Expression von Oberflichenrezeptoren. NO verhindert die Mehr-
expression von COX-2 auf einen inflammatorischen Stimulus wie TNFa hin. Blais et al.
konnten zeigen, dass nach intravendser Applikation rekombinanten TNFas die Expression der
mRNA fiir COX-2 in Endothelzellen zerebraler Gefde tendenziell zunimmt. Nach der zu-
satzlichen Applikation eines Inhibitors der NO-Synthetase (NOS) kam es jedoch zu einer sig-
nifikanten Mehrexpression der mRNA fiir COX-2 verglichen mit der alleinigen TNFa-
Gabe'%. Hierbei handelte es sich wohl um die konstitutive, endotheliale Form der NOS. An-
ders als Blais et el. fanden Said et al. 2002 in humanen pulmonalen mikrovaskuldren Endo-
thelzellen keinen Einfluss von TNFa auf die Expression der COX-2. Hier steigerte TNFa le-
diglich eine durch Interleukin-1f initiierte Mehrexpression der COX-2. Interessanterweise
bewirkte der spezifische COX-2-Hemmer NS-398 hier keine Verminderung der 6-keto-PgF,-
Synthese unter Kontrollbedingungen'®. In unseren Untersuchungen erhéhte TNFa die Bil-
dung von Pgl, und TxA, ebenfalls nicht signifikant gegeniiber den Kontrollen. Damit scheint
TNFa fiir eine steigernde Wirkung auf die COX-Expression auf Kofaktoren angewiesen zu
sein. Zusétzlich konnte NO {iber eine durch TNFa verstirkte Bildung der induzierbaren Form
der NOS'"'?, durch eine Hemmung einer Mehrexpression der COX-2, einen Pgl,-Anstieg unter
TNFa-Einwirkung verhindert haben. Im Vergleich der Wirkung von Diclofenac ohne und mit
dem Entziindungsmediator TNFa auf die Prostazyklinsynthese fillt auf, dass Diclofenac im
Entziindungsmodell die Prostazyklinsynthese tendenziell stirker hemmte als im gesunden Or-
ganismus. Auch hier kénnte NO {iber eine Hemmung der COX-2-Synthese zuséitzlich zu der
COX-Hemmung durch Diclofenac beteiligt gewesen sein. Beziiglich Parecoxib fanden sich
keine signifikanten Unterschiede der 6-keto-PgF,-Spiegel im Serum der untersuchten Tiere.
Auch eine Behandlung mit TNFa fiithrte zu keinen signifikanten Verdnderungen. Allerdings
lieB sich wie in den Versuchen mit Diclofenac eine tendenzielle Verminderung der 6-keto-
PgF,-Spiegel nach Kombination von Parecoxib und TNFa beobachten. Wie oben bereits er-
wihnt scheint die Parecoxibdosis eventuell zu gering gewesen zu sein um die COX-2 ausrei-
chend zu hemmen. TNFa hatte auch hier keinen zusétzlichen Einfluss auf die TxB,-Spiegel.
Die vermehrte Bildung von TxB, nach Parecoxibapplikation konnte auch im Entziindungs-
modell beobachtet werden und wurde wie oben erwéhnt bereits in Studien anderer Arbeits-

gruppen beschrieben®”*®. Wenn auch keine Wirkung des TNFa auf die Prostanoidspiegel ge-
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sehen wurde, so bleibt dennoch seine die Thrombozyten-Endothel-Interaktion und die arte-
rielle Thrombusbildung férdernde Wirkung. Als proinflammatorisches Zytokin bewirkt TNFa
eine vermehrte Expression von Oberfldchenrezeptoren. So zeigten Gao et al. 2002 in einer in
vitro Untersuchung an pulmonalen Endothelzellen eine Mehrexpression des a,f33-Integrins auf
eine Stimulation mit TNFa hin''!. Das oyBs-Integrin ist ein wesentlicher Bestandteil der
Thrombozyten-Endothel-Interaktion. Dies bewiesen Bombeli et al. schon 1998, als sie die In-
teraktion von Thrombozyten mit humanen Endothelzellen der Umbilikalvene (HUVEC) un-
tersuchten. Sie fanden eine verminderte Adhdsion thrombinaktivierter Thrombozyten nach
Blockade der endothelialen Adhdsionsmolekiile interzelluldres Adhdsionsmolekiil (ICAM)-1,
ayB3-Integrin sowie GPIba. Antikorper, die das thrombozytdre Adhdsionsmolekiil GPIIblIla
und die zwischen dem GPIIbllla und endothelialen Adhisionsmolekiilen verbindenden Pro-
teine Fibrinogen, Fibronectin und vWF hemmten, fiihrten ebenfalls zu eine verminderten
Thrombozytenadhésion. Keinen Einfluss hatte eine Hemmung der thrombozytiren Oberfla-
chenmolekiile B;-Integrin, GPIba, GPIV, P-Selektin und des Thrombozyten-Endothelzell-
Adhisionsmolekiils (PECAM)-1 und der endothelialen Molekiile B;-Integrin, E-Selektin, P-
Selektin, PECAM-1 und des vaskuliren Zelladhisionsmolekiils (VCAM)-1'"?. Auch in unse-
rer Untersuchung fanden wir eine signifikante Mehrexpression des Bs;-Anteiles der Adhési-
onsrezeptordimere, wie beispielweise das a,B3-Integrin eines ist, auf eine Inkubation von
HMEC mit TNFa hin. Somit scheint ein Hauptmechanismus der TNFa-induzierten Thrombo-
zyten-Endothel-Interaktion in unseren in vivo Versuchen dessen Wirkung auf die Expression
von Oberflachenrezeptoren zu sein. TNFa fiihrte hingegen nicht zu einer vermehrten Expres-
sion von P-Selektin (Daten werden nicht gezeigt). Diclofenac bzw. Parecoxib allein bewirkten
eine allenfalls tendenzielle Verminderung des Bs-Integrins unter Kontrollbedingungen. Pare-
coxib verminderte jedoch die durch TNFa hochsignifikante Mehrexpression des s-Integrins.
In den in vivo Experimenten fiihrte eine Kombination von Parecoxib mit TNFa zu einer im
Vergleich mit der Kombination von Diclofenac und TNFa nicht so stark ausgeprigten Ver-
langsamung der Thrombozytengeschwindigkeiten. Hier konnte eine Hemmung der durch
TNFa initiierten Adhésionsrezeptorexpression durch Parecoxib ursdchlich sein. Eine Hem-
mung der Aktivierung des thrombozytiren Oberflichenmolekiils oypPs-Integrin durch einige

3 Diclofenac hatte hier kei-

NSAR wurde von Dominguez-Jiménez et al. 1999 beschrieben
nen Einfluss auf das o,B3-Integrin. Hinsichtlich einer Wirkung auf Integrine im GefdBsystem
durch Parecoxib gibt es bislang keine Daten. Dies kdnnte dennoch eine zusétzliche Rolle spie-

len und erfordert weitere Forschung.
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4.2.1 Thrombozytenaktivierung unter entziindlichen Bedingungen

Wie im obigen Abschnitt beschrieben kommt es unter entziindlichen Bedingungen zu starken
intravaskuldren Verdnderungen. Diese haben auch Auswirkungen auf die Zellen des Blutes
wie beispielsweise auf Thrombozyten. Thrombozyten enthalten verschiedene Formen von
Speichergranula, in denen Molekiile und Proteine enthalten sind. Diese tragen, werden sie auf
eine Stimulation der Thrombozyten hin freigesetzt, zu einer weiteren Aktivierung von
Thrombozyten und Endothelzellen sowie zu inflammatorischen Prozessen im Gefdllsystem
bei. Die dichten Granula enthalten beispielsweise unter anderem die thrombozytenaktivieren-
den Faktoren Ca*", Adenosindiphosphat und Serotonin, die o-Granula Adhisionsmolekiile
wie P-Selektin, vWF, apfs-Integrin, a,Bs-Integrin und Gerinnungsfaktoren''*. Thrombozyten
besitzen Rezeptoren fiir TNFa (TNFR-1 und -2)'". Die unter inflammatorischen Bedingun-
gen erhohten Spiegel an TNFa konnen {iber diese Rezeptoren zu einer vermehrten Sekretion
der in Thrombozyten gespeicherten aktivierenden Faktoren und Adhésionsmolekiile fithren
und somit eine Thrombozytenaktivierung und -adhésion fordern. Die Expression des CD40-
Liganden (CD40L), einem Subtyp der Tumornekrosefaktorligandensuperfamilie, der von
Thrombozyten ebenfalls exprimiert wird, wird durch TNFo gefordert''®. CD40L bewirkt eine
Hochregulation von Adhisionsmolekiilen auf Endothel- und anderen vaskuldren Zellen, von
weiteren proinflammatorischen Chemokinen, Matrixmetalloproteinasen (diese konnen Pep-
tidbindungen in Proteinen spalten) und von Tissue Factor (Faktor III der Blutgerinnungskas-
kade). Des Weiteren kann er an das thrombozytire Adhadsionsmolekiil oypfB3-Integrin binden
und dadurch die Thrombozytenaktivierung und -vernetzung weiter verstirken''®. Die endothe-
liale Synthese von NO wird durch Bindung von CD40L an den endothelialen Oberflédchenre-
zeptor CD40 vermindert und es kommt zu einer vermehrten Freisetzung reaktiver Sauerstoft-
spezies (ROS)'". Auch ROS koénnen eine verstirkte Thrombozytenaktivierung

118-120
hervorrufen

. Es werden also unter entziindlichen Bedingungen auch von thrombozytérer
Seite Mechanismen in Gang gesetzt, die dem antithrombozytiren Effekt des Pgl, entgegen-
wirken und damit das Atherothromboserisiko steigern. TNFa scheint allerdings in den in un-
seren Untersuchungen verwendeten Dosen keinen direkten Einfluss auf die Thrombozytenak-
tivierung zu haben. In Aggregometeruntersuchungen zur Thrombozytenaktivierung konnten
wir keine erhdhte Aktivierbarkeit nach Inkubation der Thrombozyten mit TNFa in humanem
PRP nachweisen (die Daten werden in dieser Arbeit nicht gezeigt). Zu einem dhnlichen Er-

gebnis kamen Cambien et al. 2003 ebenfalls in Aggregometeruntersuchungen'?'. Es sind

demnach, neben den durch Thrombozyten freigesetzten oder auf deren Oberfldche préisentier-
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ten Faktoren, weitere Faktoren fiir eine Thrombusbildung notwendig. Wird nun durch Athe-
rosklerose oder eine Manipulation an den Koronararterien wie bei koronaren Katheterinter-
ventionen das Endothel zusitzlich beansprucht, was beispielsweise zu freiliegenden Kollagen-
fasern an atheromatdsen Plaques fiihren kann, so konnen dort in einem durch die intravasale
Entziindung prothrombogenen Milieu Thrombozyten verstiarkt aktiviert werden. Hierdurch

steigt das Atherothromboserisiko weiter.

4.2.2 Klinische Bedeutung fiir die Anwendung von Cyclooxygenasehemmstoffen bei
entziindlichen Erkrankungen

Die ersten Berichte eines erhdhten kardiovaskuldren Risikos durch spezifische Cyclooxyena-
sehemmstoffe (VIGOR 2000°, APPROVe 2004"%) fiihrten nicht nur zu einer Riicknahme des
spezifischen COX-2-Hemmers Rofecoxib vom Weltmarkt und einer ,,.Black Box“-Warnung
fiir Celecoxib'** sondern sogar zu einer allgemeinen Warnung der US Food and Drug Admi-
nistration (FDA) und der European Medicine Agency (EMEA) beziiglich eines unreflektierten
Gebrauches von Cyclooxygenasehemmern. Geméfl den Empfehlungen der EMEA sind alle
COX-2-Inhibitoren bei Patienten mit einer ischdmischen Herzerkrankung oder einem stattge-
habten zerebralen Insult kontraindiziert. Etoricoxib sollte bei Patienten mit nicht eingestelltem
Hypertonus nicht verschrieben werden. Des Weiteren sollte eine besondere Vorsicht beziig-
lich einer Medikation mit COX-2-Inhibitoren geboten sein, wenn die Patienten Risikofaktoren
fiir eine Herzerkrankung bieten. Diese wiren beispielsweise ein Bluthochdruck, eine Hyperli-
pidamie, ein Diabetes mellitus, das Rauchen oder auch eine periphere arterielle Verschluss-
krankheit. Da das kardiovaskuldre Risiko mit der Dauer und Dosis der Medikamentenein-
nahme steigt, sollte auBerdem versucht werden mit der geringstmdglichen Dosis und Thera-

123124 \ir konnten zeigen, dass schon eine einmalige intravendse

piedauer auszukommen
Medikamentenapplikation in einer Dosis von einem Milligramm Diclofenac bzw. Parecoxib
pro Kilogramm Korpergewicht zu einer signifikant verstdrkten Thrombozyten-Endothel-
Interaktion und einer signifikant verkiirzten Gefalverschlusszeit nach traumatischer Gefa3-
wandverletzung fiihrt. Allerdings kam es nicht spontan zu einem thrombotischen Gefdf3ver-
schluss. Ubertragen auf den klinischen Gebrauch von Diclofenac bzw. Parecoxib bedeutet
dies, dass eine einmalige Applikation der Medikamente die Atherothrombosebereitschaft im
Gefidllsystem steigert. Es bedarf aber scheinbar einer linger andauernden Wirkung der Medi-
kamente auf das Endothel und die Zellen des Blutes und zusitzlich einer prothrombogenen

Pradisposition des arteriellen GefaBBsystems, beispielsweise durch GefdBwandverletzungen,

um letztlich zu einer Thrombusbildung zu fiihren. Eine intravasale Entziindung, in unseren
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Untersuchungen hervorgerufen durch intravends verabreichtes TNFo, trdgt wie oben be-
schrieben und in unseren Versuchen beobachtet ebenfalls zu einer vermehrten Thrombozyten-
Endothel-Interaktion bei. Auch hier kam es nicht zu einer spontanen Thrombusbildung. Eine
intravasale Entziindung ist somit ebenfalls lediglich als Kofaktor einer arteriellen Thrombus-
bildung zu verstehen. Im Falle des Krankheitsbildes der Arthrosklerose, das oft Ursache einer
Einnahme von NSAR und spezifischen COX-2-Hemmern ist, kommen nun mehrere Faktoren
zusammen. Bei den meist dlteren Patienten besteht oft zusétzlich eine Atherosklerose in mehr
oder weniger ausgepragter Form, durch die Gelenkentziindung finden sich intravasal erhdhte
Spiegel von Entziindungsmediatoren und nun trdgt eine Einnahme von Cyclooxygenase-
hemmstoffen (hdufig Diclofenac) zusétzlich zu einer Steigerung des Atherothromboserisikos
bei. Aufbrechende atheromatdse Plaques oder eine mechanische Verletzung des Endothels
wie im Falle der arteriellen Bypass-Graft-Studie (CABG)™ sind dann in der Folge Ausloser
der definitiven Thrombusbildung. Im perioperativen Bereich werden ebenfalls hdufig Cycloo-
xygenasechemmer zur analgetischen Therapie verwendet. Hier kann es bei vorbestehender
Atherosklerose und damit hiufig einhergehender Koronarsklerose, durch ein zusitzliches
Kippen des Gleichgewichtes der Prostanoidspiegel zugunsten von TxA,, durch den Gebrauch
von Cyclooxygenasehemmern zu einer verstirkten Thrombozytenaktivierung und damit zu
kardiovaskuldren Ereignissen kommen. Des Weiteren gehen viele der chirurgisch zu behan-
delnden Erkrankungen mit einer lokalen bis systemischen Entziindungsreaktion einher. Ein
hierdurch bedingter prothrombogener Status kann durch eine zusitzliche Cyclooxygenase-

hemmung weiter verstirkt werden.
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Tabelle 1: Metaanalysen von Beobachtungsstudien iiber das kardiovaskulire Risiko
unter Diclofenacmedikation

RR=risk ratio, OR=0Odds ratio, HR=hazard ratio, (A)MI= (akuter) Myokardinfarkt, CV=kardiovaskuldr,
CVE-= kardiovaskuldre Erkrankung, HF= Herzversagen, GI= gastrointestinal, CI= Konfidenzintervall

Autor, Teilnehmer S.tudlenpopulatlon/ Hypothese/ CV-Risiko OR/RR
Datum, n= eingeschlossene Gegenstand der untersuchte (95 % CI)
Studienart Studien Untersuchung Medikamente ¢
Trelle 116.429 31 randomisierte, kon-  Priméres Outcome: RR vs. Placebo fur MI/CV-Tod
2011 '% trollierte Studien, fataler oder nichtfa- Naproxen 0,82/0,98
Netzwerk Meta- die sieben verschiede-  taler MI Ibuprofen 1,61/2,39
analyse ne NSAR untersuch- Diclofenac 0,82/3,98
ten, davon sieben mit Celecoxib 1,35/2,07
Diclofenac verglei- Etoricoxib 0,75/4,07
chend Rofecoxib 2,12/1,58
Lumiracoxib 2,00/1,89
Chen 99.087 MEDLINE Risiko eines MI ver-  OR, Vergleich COX-2-
2007'% (1966- 2006) bunden mit der Ein-  Hemmer/Diclofenac
Systematisches EMBASE nahme von Coxiben, Rof: b 0.42
Review (1980- 2006) im Vergleich zu Pla- D‘? lect?’“ Vs ’
und Metaanalyse »Cochrane Database cebo, NSAR und den 1clofenac
. . . . » . . Celecoxib vs. 1,28
randomisierter, of systematic reviews Coxiben untereinan- .
. Diclofenac
kontrollierter und ,,Cochrane central  der N
. Etoricoxib vs. 1,61
Untersuchungen register of controlled .
e Diclofenac
trials” (Issue 2, 2006) .
. Valdecoxib vs. 0,14
55 Studien, Dicloft
davon 12 mit Diclofe- telofenac
nac vergleichend
Singh Elektronische Daten- Primédres Outcome: zusammengefasste RR fiir AMI
2006"" banken objektiv diagnosti-
Metaanalyse von (Jan 1980- Juni 2005)  zierter AMI in aDueleS s i’;g
Beobachtungs- Fiinf Studien zu Diclo-  Verbindung mit ei- 1clofenac ’
: 127-131 ] Ibuprofen 1,11
studien fenac , ner Einnahme von N 0.99
neun zu Ibuprofen, NSAR aproxen ’
12 zu Naproxen
McGettigan Fallkontrollstu- Elektronische Daten- Systematisches Re- zusammengefasste RR
2006"" dien: banken view und Meta- .
. .. . Rofecoxib 1,35
Systematisches CV-Ereignisse (1985- Jan 2006) analyse kontrollierter
. A . . . <25 mg/d 1,33
Review und Me- n=86.193 Wissenschaftliche Sit-  Beobachtungs-
. . . . .. >25 mg/d 2,19
taanalyse Kontrollen zungen, epidemiologi-  studien um das Risi-
n=528.000 sche Wissenschaftssei- ko schwerer CV- Celecoxib 1,06
Kohortenstudien:  ten, Bibliographien Ereignisse mit Diclofenac 1,40
selektive COX-2- ausgewdhlter Studien NSAR und Coxiben  Naproxen 0,97
Inhibitoren 17 Fallkontroll-, zu vergleichen Piroxicam 1,06
n=75.520 sechs Kohortenstudien Ibuprofen 1,07
NSAR Indomethacin 1,30
n=375.619
Kontrollen
n=594.720
Kearney 145.373 138 Studien die eine Auswirkung selekti-  Zusammengefasste RR fiir CV-
2006 selektive COX-2- ver COX-2-Hemmer  Ereignisse im Vergleich zu
Metaanalyse Hemmer-Einnahme und NSAR auf das Placebo:
randomisierter >4 Wochen mit Pla- kardiovaskuldre Ri-  Coxibe 1,42
Studien cebo oder NSAR ver-  siko Diclofenac 1,63
gleichen Ibuprofen 1,51
(Jan 1966- Apr 2005) Naproxen 0,92
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Tabelle 2: Retrospektive Kohortenstudien mit der Fragestellung ob NSAR das Risiko

fiir kardiovaskuliire Ereignisse erhohen
RR=risk ratio, OR=0dds ratio, HR=hazard ratio, IRR=incidence rate ratio, RD= Risikodifferenz,
(A)MI= (akuter) Myokardinfarkt, CV= kardiovaskuldr, CVE= kardiovaskuldre Erkrankung, HF= Herzversagen,

GI= gastrointestinal, KHK= koronare Herzkrankheit, AP= Angina pectoris

Autor, . . . Hypothese/Gegen- CV-Risiko Adj. RR/HR/
Datum, :illnehmer Studienpopulation stand der Unter- untersuchte OR/IRR
Studienart suchung Medikamente (95 % CI)
Schjerning Olsen  83.675 Krankenhausaufnahme Risiko von Tod HR in Abhéngigkeit der Einnahme-
2011% mit einem Erstereignis  oder erneutem MI dauer
Retrospektive eines MI in Verbindung mit 0- 7/ 7- 14 Tage
Kohortenstudie und Uberleben des MI;  der Dauer einer alle NSAR 1,34/1,82
,,Danish National Pati- NSAR-Einnahme Rofecoxib 1,04/2,57
ent Registry®, ,,Danish Celecoxib 1,10/1,39
Registry of Medicinal Tbuprofen 0,92/1,57
Product Statistics* und DiellsiiEee 3,52/2,57
,,Central Person Re- Naproxen 1,63/1,60
gistry™ andere NSAR 1,01/1,51
Alter: > 30Jahre
(Jan 1997- Dez 2006) 14- 30/ 30- 90 Tage
alle NSAR 1,58/1,86
Rofecoxib 2,11/1,97
Celecoxib 2,33/1,74
Ibuprofen 1,43/1,91
Diclofenac 2,08/2,61
Naproxen 1,22/1,31
andere NSAR 1,40/1,69
> 90 Tage
alle NSAR 1,56
Rofecoxib 1,57
Celecoxib 1,71
Ibuprofen 1,52
Diclofenac 2,02
Naproxen 1,55
andere NSAR 1,53
Ray 48.566 Krankenhaus- Kardiovaskulares IRR bzgl. eines AMI oder kardio-
2009"* einweisung aufgrund Risiko von NSAR vaskuldren Todes vs. keiner
Retrospektive eines AMI, zur unter Patienten die Medikamenteneinnahme/Naproxen
Kohortenstudie koronararteriellen Re- aufgrund einer Naproxen 0,88/1,00
vaskularisierung oder ~ schweren KHK sta- Ibuprofen 1,18/1,34
bei instabiler AP; tiondr aufgenom- Diclofenac 1,27/1,44
,»lenessee’s expanded  men wurden; Celecoxib 1,03/1,16
medicaid program”, Primédrer Endpunkt: Rofecoxib 1,19/1,35
.Saskatchewan health AMI oder kardio- IRR Dosisabhiingigkeit
databases” in Kana.da, vaskuldrer Tod Naproxen < 1000 mg 122
,,UK General Practice > 1000 mg 0,78/1,00
i?se{‘“h Database Ibuprofen < 1600 mg ~ 0,99/1,27
ter: 40- 89 Jahre > 1600 mg 135/1.73
(Jan 1999- Dez 2004) Diclofenac < 150 mg ~ 1,65/2,12
> 150 mg 0,97/1,24
Celecoxib <200 mg  0,94/1,20
>200 mg 1,26/1,61
Rofecoxib <25 mg 1,12/1,44
>25mg 1,79/2,29
Roumie 610.001 Antragsteller des Verbindung von angepasste HR fiir CV-Ereignisse
2009%° davon ohne  ,,Tennessee Medicaid® NSAR mit einem keine CVE/mit CVE:
Retrospektive CVE Alter: 35- 94 Jahre erhohten Risiko fiir Rofecoxib 1,21/1,21
Kohortenstudie n=525.249  (Jan 1999- Dez 2005) MI, Schlaganfall Celecoxib 1,00/0,92
mit CVE oder Tod aufgrund Valdecoxib 1,30/0,99
n=84.752 einer KHK Diclofenac 1,02/1,01
Ibuprofen 1,03/1,02
Naproxen 1,00/0,88
Indomethacin 1,36/0,97
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Autor, . . . Hypothese/ CV-Risiko Adj.HR/
Datum, :illnehmer Studienpopulation Gegenstand der untersuchte HR/OR
Studienart Untersuchung Medikamente 95 % CD
Gislason 107.092 Uberlebende einer Risiko von Tod HR fiir Tod/HF/MI
2009% ersten Krankenhaus-  und Kranken- Rofecoxib
Retrospektive einweisung aufgrund  hauswiederein- alle Dosen 1,70/1,40/1,30
Kohortenstudie eines Herzversagens ~ weisung aufgrund <25 mg/d 1,42/1,33/1,26
zwischen Jan 1995 von MI oder > 25 mg/d 3,54/1,86/1,59
und Dez 2004 Herzversagen in .
Verbindung mit Celecoxib
NSAR: Dosisab- alle Dosen 1,75/1,24/1,38
héingig-keit <200 mg/d 1,34/1,24/1,33
> 200 mg/d 2,72/1,26/1,50
Diclofenac
alle Dosen 2,08/1,35/1,36
<100 mg/d 1,31/1,34/1,14
> 100 mg/d 5,54/1,42/2,43
Ibuprofen
alle Dosen 1,31/1,16/1,33
<1200 mg/d 0,99/1,16/1,31
> 1200 mg/d 2,83/1,18/1,47
Naproxen
alle Dosen 1,22/1,18/1,52
<500 mg/d 0,88/1,18/1,47
> 500 mg/d 1,97/1,18/1,62
andere NSAR 1,28/1,27/1,32
Fosbel 1.028.437 Gesunde dinische Risiko fiir Tod HR fiir Tod/MI”®
2009°+% Bevolkerung und MI in Ver- Rofecoxib 2,13
Retrospektive bindung mit einer  Celecoxib 2,01
Kohortenstudie NSAR-Einnahme  Djclofenac 1,63
Ibuprofen 1,01
Naproxen 0,97

van der Linden
2009%
Fallkontroll-
studie

>2 Millionen
Falle:Kontrolle
n=1:4

Einwohner der
Niederlande mit ei-
ner ersten Kranken-
hauseinweisung auf-
grund eines AMI, ei-
ner CVE oder eines
GI-Ereignisses

(Jan 2001- Dez
2004)

Inzidenz von
AMI, CVE und
GI-Ereignissen
bei Personen mit
langer zuriicklie-
gendem, kiirz-
lichem und mo-
mentanem Ge-
brauch von Coxi-
ben und NSAR

dosisabhéngiger Risikoanstieg unter
selektiven Coxiben und Diclofenac

Vergleich zu vergangener Einnahme von

NSAR; OR fiir AMI/CVE

Rofecoxib
Celecoxib
Diclofenac
Ibuprofen
Naproxen

1,60/1,41
2,53/1,64
1,51/1,26
1,56/1,18
1,21/1,18
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Autor,
Datum,
Studienart

Jick
2007
Fallkontroll-
studien

Rahme
2007"*
Retrospektive
Kohortenstudie

Teilnehmer
n=

Diclofenac

806 Fille

3216 Kontrollen
Ibuprofen

928 Fille

3703 Kontrollen
Naproxen

312 Fille

1228 Kontrollen

Personenjahre

einer Exposition:

Keine Einnah-
me/Einnahme
von Aspirin:
Paracetamol
75.761/38.048
Rofecoxib
42.671/14.671
Celecoxib
65.860/22.875
NSAR
37.495/9832

Studien-
population

,,General Practice
research
Database”, UK
Alter: 30- 79
Jahre

(Jan 1993- Dez
2000)

,,Government of
Quebec health
insurance data
base”

Alter > 65 Jahre
Verschreibung
der Studienmedi-
kation
1999-2002

Hypothese/
Gegenstand der
Untersuchung

Félle von AMI verbunden
mit Diclofenac, Ibuprofen
und Naproxen

Risiko einer Kranken-
hausaufnahme aufgrund
eines AMI oder einer GI-
Blutung unter Alteren mit
Cox-2-Hemmer-, NSAR-
oder Paracetamoleinnahme

CV-Risiko Adj.HR/
untersuchte HR/OR
Medikamente 95 % CD

bereinigte RR >/=2 Verschreibungen
mit nur einer vergleichend

Diclofenac 1,30
Tbuprofen 1,10
Naproxen 1,10

Risiko verbunden mit der Zahl der Dic-
lofenacverschreibungen

2-4 1,20
5-9 1,40
> 20 2,00

HR einer stationdren Aufnahme
Keine Aspirinkomedikation:

Rofecoxib 1,14
Celecoxib 0,97
Diclofenac 1,17
Ibuprofen 1,04
Naproxen 1,16
Paracetamol Referenz

Aspirinkomedikation:

Rofecoxib 1,28
Celecoxib 1,17
Diclofenac 1,25
Ibuprofen 1,39
Naproxen 1,03
Acetaminophen 1,18
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Autor, . . . Hypothese/ CV-Risiko Adj.HR/
Datum, Iillnehmer Studienpopulation Gegenstand der untersuchte HR/OR
Studienart Untersuchung Medikamente 95 % CI)
Schneeweiss 49.711 ,,Medicare and Risikoerh6hung fir ~ AMI-RD pro 100:
136 . g
2006 Rofecoxib drug benfﬁt GI-Komphkatlonen Celecoxib Referenz
Instrumentelle n=12.232 program”, und MI innerhalb .
. > . Rofecoxib 1,40
variable Analy-  Celecoxib Pennsylvania von 180 Tagen nach .
. . Diclofenac 6,07
se n=19.842 Alter > 65 Jahre Beginn einer NSAR- b f 0.01
i Jan 1999- Dez Therapie uproten o
Diclofenac Naproxen -0,30
n= 1817 2002
Ibuprofen
n= 5353
Naproxen
n=4139
Gislason 58.432 ,,Danish administ- Risiko fiir eine Wie- HR fiir Tod/Re-MI
2006 Rofecoxib rative registers* deraufnahme in eine .
multivariable n=3022 1995- 2002 Klinik oder fiir Tod E(;C;;lo%b ;’igﬁ’gg
»proportional Celecoxib Klinikwiederauf- verbunden mit der z & ’ ’
. >25mg/d 5,26/1,27
hazard modell, p=2489 nahme Einnahme von
case crossover”  Diclofenac n=9773 NSAR bei Patienten  Celecoxib 2,57/1,50
Analyse n=6172 Tod mit vorrangegange- < 200mg/d 1,92/1,47
Ibuprofen n=16.573 nem MI >200mg/d 4,69/1,64
n=10.230 Diclofenac 2,40/1,54
andere NSAR < 100mg/d 0,89/1,27
n= 7449 > 100mg/d 4,44/1,89
Ibuprofen 1,50/1,25
< 1200mg/d 0,75/1,28
> 1200mg/d 2,20/1,22
Andere NSAR 1,29/1,27
Solomon 98.370 ,~Medicare and drug CV-Risiko, Zeitver- Bereinigte RR fiir MI/Apoplex
137 . L.
2006 . Einnahme von benefit program lauf Eies‘R1s1.kos und Celecoxib 0.99/1,00
Retrospektive NSAR/Coxiben beneficiaries for Abhéngigkeit vom .
. .. Rofecoxib 1,16/1,15
Kohortenstudie = 74.838 low-to-moderate- Ausgangsrisiko ver- .
. . . Valdecoxib 1,06/0,93
Kontrollen income older adults  bunden mit Coxiben, ..
. s . Diclofenac 1,43/0,98
n=23.532 in Pennsylvania NSAR und kombi-
. . . Ibuprofen 1,02/0,95
Neueinnahme von nierter Medikation
. Naproxen 0,67/0,83
NSAR/Coxiben
Jan 1999- 2003 Andere NSAR 0,77/1,02
: Keine Einnahme Referenz
Andersohn 486.378 ,,UK General Risiko eines MI mit ~ Multivariate Rate Ratio fiir AMI:
2006 n= 3643 Fille practice database,  Erst- und Zweitgene- Etoricoxib 2,09
Vielschichtige n=13.918 Kontrollen = mindestens eine rations COX-2- <60mg/d 1,51
Fall-Kontroll- NSAR- Inhibitoren > 60mg/d 2,80
Studie Z;{:s}l:;lbung Rofecoxib 1,29
Juni 2000~ Okt N ggn‘f%d }(5)51;
2004 =&omg :
Celecoxib 1,56
<200mg/d 1,44
> 200mg/d 2,46
Valdecoxib 4,60
Diclofenac 1,37
< 100mg/d 1,31
> 100mg/d 1,35
Ibuprofen 1,04
< 1200mg/d 0,99
> 1200mg/d 1,14
Naproxen 1,15
< 750mg/d 1,19
> 750mg/d 1,05
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Tabelle 3: Randomisierte, doppelblinde Studien iiber das kardiovaskulire Risiko von

Diclofenac
Autor, Datum, Teilnehmer Studienpopulation CV-Risiko HR
Studienart n= 95 % CD
Combe 23.504 MEDAL Atherothrombotische Ereignisse,
2009 Etoricoxib durchschnittliches Alter Analyse gemal Protokoll:
Lo 60 mg/d; n= 6769 = 50 lutinee Etoricoxib/Diclofenac 0,99
doppelt verblindete 90 mg/d; n= 5012 Etoricoxib 60mg/d und
Studie Diclofenac n=11.717 90mg/d Blutdruckerhdhung/mmHg
Diclofenac 150mg/d Etoricoxib 3,4-3,6
durchschnittliche Diclofenac 0,9-1,9
Behandlungsdauer
19,4- 20,8 Monate
Krueger 4086 EDGE I Rate kardialer Ereignisse:
2008"* Etoricoxib n= 2032 durchschnittliches Alter ~ Btoricoxib 0,83
Randomisierte, Diclofenac n= 2054 60,8 Jahre mit RA Diclofenac 1,14
doppelt verblindete Etoricoxib 90mg/d, AMI:
Studie Diclofenac 2x 75mg/d S
o Etoricoxib 0,43
durchschnittliche Diclofenac 0.68
Behandlungsdauer ’
19,1/19,3 Monate
(Etoricoxib/Diclofenac)
Baraf 7111 EDGE Rate thrombotischer Ereignisse/100
2007'¥ Etoricoxib n= 3593 durchschnittliches Alter Patientenjahre:
Randomisierte, Diclofenac n= 3518 64 Jahre mit OA Etoricoxib 1,25
doppelt verblindete Etoricoxib 90mg/d, Diclofenac 1,15
slivas ?1clofenag 3).( S Therapieabbruch aufgrund eines Hypertonus:
urchschnittliche N
Etoricoxib 23 %
Behandlungsdauer Diclofenac 0.7 %
9,3/8,9 Monate >
(Etoricoxib/Diclofenac)
Cannon 34.701 »~MEDAL program* Atherothrombotische Ereignisse,
2006>'0 341 (MEDAL, 24.917 Patienten mit OA  Analyse gemiB Protokoll:
Randomisierte, EDGE I, 1) 9787 Patienten mit RA Etoricoxib/Diclofenac 0,95
doppelt verblindete Etoricoxib 90/60mg/d . .
Stlll)(?ie Diclofenac 2x 75mgg/d Rate'/IOO. Patientenjahre:
durchschnittliche Etoricoxib 1,24
Behandlungsdauer Diclofenac 1,30
18 Monate

MEDAL program- ,,Multinational Etoricoxib and Diclofenac Arthritis Long-term program”; primérer Endpunkt: keine Unter-
legenheit von Etoricoxib vs. Diclofenac bzgl. eines Risikos kardiovaskuldrer Ereignisse
EDGE- ,,Etoricoxib versus Diclofenac Sodium Gastrointestinal Tolerability and Effectiveness Study”
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Tabelle 4: Studien zur Effektivitit und zu Nebenwirkungen einer Parecoxib und/oder
Valdecoxibmedikation

Autor, Teilnehmer S'tudienpopulation/ Hypothese/ CV-Risiko OR/RR/HR
Datum, = eingeschlossene Stu- Gegenstand der untersuchte (95 % CT)
Studienart dien Untersuchung Medikamente
Schug 17 Parecoxibstudien 17 Parecoxibstudien, Erhohen Inzidenz CV-Ereignisse
2009”° Gesamt n= 4881 15 Valdecoxibstudien  Parecoxib und 17 Parecoxibstudien
gepoolte post hoc  Parecoxib n= 2966 Cutoff-Datum Valdecoxib das Parecoxib 0,44 %
Analyse Placebo n= 1915 31. Dez 2004 CV-Risiko bei Placebo 0,37 %
15 Valdecoxibstudien nicht kardiolo- Sekundéranalyse aller
gesamt n= 3630 gischen Patien- 32 Studien
Valdecoxib n= 2319 ten? Parecoxib/ 0,40 %
Placebo n= 1311 Valdecoxib
Sekunddranalyse aller Placebo 0,50 %
32 Studien
n= 8511
Parecoxib+
Valdecoxib n= 5285
Placebo n= 3226
Riest, n=320 Effektivitét pra- Keine Unterschiede beziiglich
20084 /postoperativen Blutdruck, Myokardinfarkt,
Randomisierte, Parecoxibs bei Schlaganfall, Lungenembolie,

Placebo kontrol-
lierte Studie
Borgdorff
20067
experimentelle
Studie

Nussmeier
2006'!
sponsoreninitiiert,
randomisiert,
doppelt verblin-
det

Aldington
2005'*
systematisches
Review und Me-
taanalyse rando-
misierter, kontrol-
lierter Studien

Nussmeier
2005
sponsorinitiierte,
randomisierte,
doppelt verblin-
dete, parallel-
gruppierte multi-
pel dosierte, Pla-
cebo-kontrollierte
Studie

n= 1062
Parecoxib/
Valdecoxib n= 533
Placebo n= 529

Placebo/
Parecoxib+
Valdecoxib
n= 1224/1380

n=1671

Parecoxib+
Valdecoxib n= 555
Placebo+ Valdecoxib
n= 556

Placebo n= 560

113 Zentren in 14

Landern

Alter 18- 80 Jahre,
ASA I- 111,

BMI <40

> 55kg KG

Sept 2002 bis Feb

2003

Ott, CABG, 2003
Nussmeier, CABG,
2005

Pfizer, general surge-
ry, 2005

Elektive primére ko-
ronare Bypassoperati-
on,

Alter 18- 80 Jahre,
NYHA I-I1I,
EF>35%

BMI <40

> 55kg KG

post Diskektomie-
Schmerzen
Auswirkung von
Parecoxib auf
Schehrstress in-
duzierte Throm-
bozytenag-
gregation in vivo
in einem Ratten-
modell eines By-
passes mit fokaler
Engstelle

Untersuchung der
Sicherheit und
analgetischen Ef-
fizienz von
Parecoxib und
Valdecoxib bei
Patienten mit ei-
ner nicht kardia-
len Operation
Doppeltverblin-
dete, randomisier-
te, placebokon-
trollierte Studien
zu Parecoxib i.v.,
gefolgt von Val-
decoxib oral, fiir >
7d nach einer
Operation
Komplikationen
assoziiert mit
Parecoxib- und
Valdecoxibein-
nahme nach einer
Herzoperation

TVT oder GI-Blutung von Pa-
recoxib/Valdecoxib vs. Placebo
Thrombozytenaggregation vs.
Kontrolle

Parecoxib 20 mg/kg 188 %
high dose Aspirin

150 mg/kg 146 %
low dose Aspirin

25 mg/kg 68 %
Parecoxib+

Clopidogrel 92 %
Parecoxib+

Aspirin 177 %
RR CV-Ereignis
Parecoxib/Valdecoxib

vs. Placebo: 1,0

Gesamt-OR bzgl. eines Risikos
fiir ein groBeres CV-Ereignis:
2,3

RR fiir ein CV-Ereignis

Placebo vs. 3,70
Parecoxib (p=0,03)
Placebo vs. 2,0 (n.s.)
Placebo+

Valdecoxib

Placebo vs. 2,9 (n.s.)
beide Coxibe
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4.3 Limitationen dieser Untersuchung

Diese Untersuchung muss mit einigen Einschrankungen betrachtet werden. Die Daten wurden
in einem Tiermodell erhoben, das moglicherweise nicht die Situation im menschlichen Orga-
nismus widerspiegelt. Allerdings hat sich dieses Modell schon frither bewéhrt um den klini-
schen Verdacht prothrombotischer Eigenschaften der selektiven COX-2-Hemmer experimen-
tell zu bestitigen'”. Derartige Effekte waren schon seit der Verdffentlichung der VIGOR-
Studie® vermutet und spiter durch groBe klinische Studien belegt worden (sieche auch Tabelle
1- 4). Messungen von Prostanoidmetaboliten lassen nur indirekt Riickschliisse auf intrakorpo-
rale Prostanoidspiegel zu. Prostanoide sind aber so kurzlebig, dass eine direkte Messung nicht
moglich ist. Bei der kardialen Punktion zur Blutgewinnung in unserem Modell konnen allein
schon durch das Trauma Prostanoide freigesetzt worden sein. Um diese Storgrofle moglichst
zu minimieren wurden 20 Gauge messende und damit grof3e Kaniilen fiir die Punktion einge-
setzt und die Probe wurde schon in der Spritze mit dem Cyclooxygenasehemmstoff Indo-
methacin versetzt. Eine andere Moglichkeit wére eine Sammlung von Urin tiber 24 Stunden
in metabolischen Kéfigen und eine Messung der Prostanoidmetabolite in diesem gewesen. Al-
lerdings wird Pgl, in zahlreichen Organen produziert und so iibersteigen im Urin ausgeschie-
dene Abbauprodukte des Pgl, die nicht endothelialer Herkunft sind schnell die Menge derer

endothelialer Herkunft'*

. Uns interessierte jedoch in dieser Fragestellung nicht die Produkti-
on von Prostanoiden im Gesamtorganismus im Allgemeinen sondern deren Vorhandensein
und deren Wirkung im Geféllsystem im Speziellen. Aus diesem Grund wurde die Messung
von 6-keto-PgF;, und TxB, im Hamsterserum vorgenommen. Die im Serum gemessenen
Prostanoide sind allerdings ebenfalls nicht exklusiv endothelialer oder thrombozytarer Her-
kunft, sondern konnen zusitzlich von anderen intra- und paravasalen Zellen wie z.B.
Makrophagen stammen'*’. Da es in der vorliegenden Arbeit um die intravaskulire Wirkung
der Prostanoide ging und nicht um die genaue Untersuchung der Herkunft, lassen die Ergeb-
nisse nach systemischer Medikamentenapplikation Riickschliisse auf dhnliche Mechanismen
im menschlichen Organismus zu. Auch im Menschen wirken Cyclooxygenasehemmstoftfe
nicht spezifisch auf Endothelzellen und Thrombozyten und trotzdem gab es klinisch Hinweise
auf eine prothrombotische Wirkung. Eine systemische Applikation von TNFa ist schlielich
vielleicht ein zu einfaches Modell fiir die Induktion von entziindlichen Bedingungen, da diese
durch verschiedene Faktoren und pathophysiologische Vorgidnge verursacht werden. Es gibt

Studien in dhnlichen Tiermodellen, die sogar eine Verldngerung der Zeit bis zur Bildung einer

Atherothrombose nach TNFa-Applikation gezeigt haben. Allerdings fanden die Beobachtun-
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gen hier 30 Minuten nach einer Behandlung mit TNFa statt'?' und diese Ergebnisse konnten
von uns im Rahmen anderer Projekte der Arbeitsgruppe nicht nachvollzogen werden. Fiir eine
transkriptionelle Regulation beispielsweise einer Adhdsionsrezeptorexpression ist diese Zeit
zu kurz. Diese Ergebnisse stellen damit keinen Widerspruch zu unseren Ergebnissen dar. Eine
verstirkte Expression der COX-2 und damit eine intravasale Erhdhung der einer Thrombozy-
tenaktivierung entgegenwirkenden Prostanoide Pgl, und PgD, sowie eine vermehrte Freiset-
zung von NO ist in dieser Zeit jedoch moglich. Fiir Riickschliisse auf chronische entziindliche
Prozesse, wie sie bei einer Atherosklerose vorliegen, ist der Zeitraum von vier Stunden nach
TNFa-Gabe und die einmalige Administration der Substanz dennoch nicht ausreichend. Auch
dies stellt somit eine Momentaufnahme der Reaktion auf einen inflammatorischen Stimulus
dar. In den klinischen Studien zu den Auswirkungen einer Therapie mit Cyclooxygenase-
hemmern wurden ldngere Einnahmezeitrdume untersucht und nicht wie in dieser Studie die
Folgen einer Einmalapplikation. Die vorliegenden Ergebnisse sind deshalb lediglich als Hin-
weise auf eine mogliche Pathogenese der klinisch beobachteten atherothrombotischen Ereig-
nisse zu verstehen. In unseren Beobachtungen fiihrte eine intraperitoneale Injektion von
0,5 pg TNFa pro kg KG zwar zu einer tendenziellen Erh6hung der Pgl,-Spiegel, die Menge
des durch Thrombozyten freigesetzten TxA,s blieb im Vergleich zu den Kontrollen hingegen
unbeeinflusst. Dies kann mehrere Griinde haben. Die COX-2 ist schon durch geringere Men-
gen Hydroperoxid, wie es unter inflammatorischen Bedingungen freigesetzt wird, induzierbar
als die COX-1'*. Bei der intraperitonealen Injektion ist es moglich, dass letzten Endes ein
bedeutend kleinerer Teil der Substanz in den Blutkreislauf gelangt. Somit reichte die Menge
an TNFo zwar aus um die Expression der COX-2 geringfiigig zu steigern, die der COX-1
hingegen blieb unbeeinflusst. Aus technischen Griinden war es nicht moglich den Tieren die
fiir die Blutentnahmen verwendet wurden und nicht den intravitalmikroskopischen Versuchen
unterzogen wurden TNFa und Parecoxib intravends zu applizieren. Daher wurden diesen die
Substanzen intraperitoneal verabreicht. Leider ldsst dies nur eingeschrankt Riickschliisse auf
eine intravaskuldre Wirkung zu. Allerdings stehen die Messungen der Pgl,- und TxA,-Spiegel
nach Applikation von TNFa und Parecoxib damit auch in keinem Widerspruch zu den intra-

vitalmikroskopisch gewonnenen Beobachtungen.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Dissertationsarbeit wurden in einem Tiermodell Ursachen einer klinisch
beobachteten Atherothrombosegefdhrdung unter Cyclooxygenasehemmung experimentell un-
tersucht. Hierbei fand sich unter Medikation mit dem bisher als nicht selektiv die COX-1 und
die COX-2 hemmend bekannten NSAR Diclofenac in klinisch gebrduchlicher Dosierung eine
signifikant erhdhte Thrombozyten-Endothel-Interaktion und eine verkiirzte GefaBBverschluss-
zeit nach GefdBwandverletzung. Die Pgl,-Spiegel im Serum behandelter Tiere waren tenden-
ziell erniedrigt, was zu einem Kippen des Gleichgewichtes von Pgl, und TxA; in Richtung
prothrombotischer Verhéltnisse fiihrte. Diese Effekte konnten durch das Pgl,-Analogon Ilop-
rost verhindert werden. Dadurch wurde wiederum die Hypothese einer Beeinflussung des
Prostanoidgleichgewichtes als Ursache der klinisch beobachteten kardiovaskuldren Vorfille
unterstiitzt. Das als spezifischer COX-2-Hemmer vermarktete Parecoxib erwies sich als im
Tierversuch ebenfalls prothrombotisch wirksam. Allerdings waren entgegen den Erwartungen
die Pgl,-Spiegel nicht beeinflusst. TxA, hingegen wurde unter einer Medikation mit Pareco-
xib sogar verstirkt freigesetzt. Im Gegensatz zu Diclofenac gibt es beziiglich einer Athe-
rothrombosegefdhrdung unter Parecoxibtherapie uneinheitliche klinische Daten. Unter durch
TNFa induzierten, niedrigschwelligen entziindlichen Bedingungen kam es ebenfalls zu einer
verstiarkten Thrombozyten-Endothel-Interaktion. Hier scheint die Ursache in einer vermehrten
Expression von Adhidsionsrezeptoren zu liegen und nicht in einer Beeinflussung der Prosta-

noide.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass sich die verschiedenen Cyclooxygenasehemmer be-
ziiglich ihrer Wirkung stark voneinander unterscheiden und wenn sie prothrombotisch wirk-
sam sind auch in einem gesunden Gefdf3system eine arterioldre Thrombosegefdhrdung darstel-
len konnen. Dies ist moglicherweise unabhédngig von einem vorbestehenden kardiovaskuldren
Risiko, kann dieses allerdings durchaus verstirken. Um das Risiko eines kardiovaskulédren
Vorfalles fiir die einzelnen Cyclooxygenasehemmer abzuschétzen, miissten diese einzeln in
experimentellen und klinischen Studien weiter untersucht werden. Bis dahin bleibt davon
auszugehen, dass die meisten Cyclooxygenasehemmer mit Ausnahme von Acetylsalicylsidure

ein gewisses kardiovaskuldres Risiko bergen.
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6. Anhang

6.1 Abkiirzungsverzeichnis

ASS Acetylsalicylsdure

Ca?" Calcium

CD40L CD40 Ligand

CO, Kohlendioxid

COX Cyclooxygenase

D-Glucose rechtsdrehende Glucose

EMEA European Medicine Agency

FACS fluorescence activated cell sorting

FCS fetal calf serum

FDA Food and Drug Administration

FITC Fluorescein Isothiocyanat

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsiure
HMEC humane mikrovaskuldre Endothelzellen

HUVEC humane Endothelzellen der Umbilikalvene

11-1 Interleukin-1

1P Prostaglandin I, Rezeptor

KCl1 Kaliumchlorid

KG Korpergewicht

KH,PO, Kaliumdihydrogenphosphat

M199 Medium 199

MEDAL multinational etoricoxib and diclofenac arthritis longterm program
Mg?* Magnesium

mM millimolar (Millimol pro Liter)

Na,HPO, Dinatriumhydrogenphosphat

NaCl Natriumchlorid

NaH,PO, Natriumdihydrogenphosphat

NaHCO; Natriumhydrogencarbonat

NO, NOS Stickstoffmonoxid, NO-Synthetase

NSAR nicht-steroidales Antirheumatikum

PBS Phosphat gepufferte Salzlosung (phosphate buffered saline solution)
PFA-100 platelet function analyzer (Thrombozytenfunktionstest)

PgDS, PgES, PgFS, PglIS, TXAS  Prostanoidsynthetasen
PgG, PgH, PgD, PgE,, PgF,, Pgl, Prostaglandin G, H, D, E,, F,, Prostazyklin

PLP/PRP Platelet low/rich plasma

ROS reaktive Sauerstoffspezies

TNFa Tumornekrosefaktor a

TP Thromboxanrezeptor

TxA, Thromboxan A,

U/min Umdrehungen pro Minute

VIGOR Vioxx gastrointestinal outcomes and research
vWF von Willebrand Faktor
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