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1. Einleitung

1.1 Arteriosklerose

Im Allgemeinen bezeichnet das Krankheitsbild der Arteriosklerose eine chronische
Entziindung der arteriellen GefdBwand, die zu einer pathologischen Verengung des
Gefdllumens fiihrt, bedingt durch atherogene Plaquebildung (Ross 1999). Im Finalstadium
kommt es zu einer Intimaruptur gefolgt von forcierter Thrombenbildung bis hin zum
kompletten Verschluss des jeweiligen GefidBes. Krankheitsbilder wie Schlaganfall und
Myokardinfarkt sind die Folge (Libby 2002). Die Arteriosklerose ist in den westlichen
Industrienationen die hdufigste Ursache fiir frithe Invaliditidt aufgrund peripherer arterieller
Verschlusskrankheit, chronischer kardialer Ischidmien oder Herzinsuffizienzen. Sie hinterlidsst
dabei hohe finanzielle Kosten in den Gesundheitskassen mit einem nicht minder zu

beurteilenden volkswirtschaftlichen Schaden (Millonig 2002).

Als eine von vielen Ursachen fiir die Entstehung von Arteriosklerose gilt die endotheliale
Dysfunktion, welche durch verschiedene Faktoren (Hdmodynamik, Nikotin, Immun-
mechanismen, Hyperlipidamie) begiinstigt wird (Roessner 1987). Die endotheliale
Dysfunktion begiinstigt den Einstrom von Lipoproteinen in die Intima, vor allem von LDL-
Cholesterin, welches beim Einstrom oxidiert wird, wihrend zugleich durch die endotheliale
Dyfunktion und/oder Expression von Adhisionsmolekiilen Monozyten einwandern. Die
migrierten Makrophagen nehmen iiber Scavenger-Rezeptoren das LDL-gebundene und auch
das B-VLDL-gebundene Cholesterin auf und transportieren es in die Lysosomen, wo es durch
Esterhydrolyse freigesetzt wird. Das Cholesterin wird bei einem Uberangebot in
Cytoplasmavakuolen gespeichert. Die zu Schaumzellen transformierten Makrophagen
kumulieren zu einem Fettstreifen auf der Intima. Die Plaque-Bildung der Makrophagen fiihrt
zu einer zusitzlichen Schéddigung des Endothels und begiinstigt die Adhidsion von

Thrombozyten.

Thrombozyten stammen von Megakaryozyten ab. Etwa 1.000 Thrombozyten bilden sich aus
einem Megakaryozyt (Hartwig 2003). Nach einer Verletzung bilden Thrombozyten die
zelluldre Phase der Blutstillung als schneller und determinierter Verschluss des Blutgefiles.
Es wird frei liegendes Kollagen erkannt, wodurch sich zunichst einzelne Thrombozyten
anheften. In den haftenden Thrombozyten wird Thromboxan synthetisiert, das die weitere
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Thrombozytenaggregation induziert, was folglich wiederum die weitere Thromboxansynthese
bedingt. Bekannt ist der Signaltransduktionsweg, der iiber Kontaktaktivierung, Kollagen, von-
Willebrand-Faktor, Adrenalin etc. ablduft. Dies ist der IP3-Weg, der iiber Arachidonsdure
ebenfalls wiederum zur Bildung bestimmter Prostaglandine fiihrt, in Thrombozyten
insbesondere zu Thromboxan TxA2, welches im Thrombozyt nur iiber die Cox-1 Isoform
hergestellt wird. Thromboxan TxA2 induziert zusammen mit anderen Faktoren, wie
Plittchenfaktor 3 und 4, Fibronektin, ADP etc., eine hochgradig verstirkte Aggregation von
insbesondere noch nicht aktivierten Thromboyzten aus dem Blutstrom und bildet schliesslich

auch die Grundlage fiir den makroskopisch sichtbaren Blutpfropf (Thrombus).

Ferner lagern sich durch die von Makrophagen sezernierten Stoffe (PDGF, IL-1 und TNF),
Leukozyten und Fibroblasten im Endothel an, wihrend die vaskuldren glatten Muskelzellen
proliferieren. Die Muskelzellen proliferieren zu sekretorisch aktiven Zellen, die Kollagen und
Proteoglykan sezernieren, so dass die Plaque wichst. Es lagern sich vermehrt
Cholesterinkristalle, Fibrinplittchen, Thrombozyten etc. an. Die Dysfunktion der Intima I6st
zusitzlich  eine  Kaskade von  Entziindungsreaktionen aus, wobei spezielle
Transkriptionsfaktoren wie der nuclear factor kappa-B (NF-xB) ausgeschiittet werden und in
nichster Instanz zu einer Expression von pro-inflammatorischen Proteinen wie der
Cyclooxygenase (COX), der induzierten Stickstoffmonooxid-Synthase (iNOS) oder des
Tumor-Nekrose-Faktors a (TNFa) fithren. Adhésionsproteine heften sich an das geschédigte
Endothel, wobei das P-Selektin die Anhaftung von Mono-, Granulo-, T-Lympho- und
Thrombozyten begiinstigt (Bogen 1994).

Auf der extrazelluldren Ebene 16st die geschédigte Intima die pro-thrombische Kaskade aus,
wobei die Anhaftung von Thrombozyten durch eine Verlangsamung des Blutstromes
begiinstigt wird. Die Initialisierung der Gerinnungskaskade erfolgt iiber die Ausschiittung des
Gewebefaktors TF (tissue-factor) und dem sich an die Intima anheftenden aktivierten
Hagemann-Faktor, wihrend zeitgleich Glykoproteine die Adhision von Thrombozyten an die
verletzte Intima unterstiitzen. Die Thrombozyten werden durch die Freisetzung von
Thromboxan A2 (TXA-2), Adenosindiphosphat (ADP) und Serotonin aus den
Plittchengranula aktiviert, wobei die Aggregation iiber die Bindung an den Glykoprotein
(GP)-IIb/I1a-Rezeptor erfolgt. Der hierbei primér entstehende Abscheidungsthrombus heftet
sich an die Plaque und kann zu einem akuten Verschluss des arteriellen Gefédfes fiihren

(Mutschler 2001).



Die auswandernden Cytokine und Wachstumsfaktoren wie der vascular-endothelial-growth-
factor (VEGF) aktivieren die Proliferation der glatten Muskelzellen der Media und deren
Infiltration in die Intima. Dies fiihrt zu einer Verdickung des Gefédendothels und unterstiitzt
die Entwicklung weiterer atherogener Plaque (Celletti 2001). Durch die aktivierte Caspase-1
unterliegen die Endothelzellen der Apoptose, wobei das nekrotische Gewebe in ein fibroses
,Cap* transformiert wird, was zu einer Stabilisierung der atherogenen Plaque fiihrt. Die
schleichende Einwanderung proteolytischer Enzyme und spezieller Metallo-Proteinasen
rupturiert die Plaque. Es kommt zu einem akuten kardiovaskuldren Ereignis. Die
proteolytische Ruptur des fibrosen ,,Caps®™ 10st erneut die Gerinnungskaskade aus, die zu
einem akuten kompletten Verschluss des GeféBes fithren kann. Sind hierbei auch noch die
Media versorgenden Kapillaren geschéddigt, so kommt es zur internen Bildung eines
Thrombus, der bei Ruptur der Plaque in die Blutbahn freigesetzt wird und zu einem
Verschluss des arteriellen Gefdes oder durch intravasalen Transport zu einer Embolie fiithren

kann.

1.2 Die Thrombozyten-Endothel-Interaktion (PVWI)

Betrachtet man das Endothel als ein eigensténdiges Organ, so besitzt es eine Austauschfliche
von knapp 1000m? und ein Gewicht von 1,5 kg, was dem dreifachen Herzgewicht entspricht
(Devlin 1997, Griebenow 1999). Da das Endothel im Zentrum der Blutendfunktionen steht,
verwundert es nicht, dass sehr viele verschiedene Einfliisse seine Aktivitit regulieren - sowohl
passiv als auch aktiv, sowohl chemisch, als auch physikalisch. Nach innen besitzt es eine
hochsensible  Kontaktfliche zum Blut, die mechanisch auf Blutdruck und
Flussgeschwindigkeit sowie systemisch auf Hormone, Entziindungsmediatoren und

Sauerstoffgehalt reagiert.

Die duBere Schicht des Endothels bildet die Effektorschicht, in der die glatte Muskulatur der
Media liegt, mit deren Hilfe das Endothel auch mechanisch agieren kann. Zu der direkten
Gewebsumgebung, letztlich zu den nur noch kapillarisierten Endverbrauchern, bestehen
wiederum vielfiltige lokal-metabolische Beziehungen. Zu den systemischen Faktoren, die
sich allerdings nicht bis zum volligen Ende der Strombahn erstrecken, gehdren Blutdruck,

Flussgeschwindigkeit, GefdBinnervation, gefilbezogene neuronale Transmitter und
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verschiedene Hormone. In der Endstrombahn hingegen, wirken sich hauptséchlich

Scherkrifte des Blutstroms und zahlreiche Stimuli der Umgebung aus.

Zu diesen gehoren lokalchemische Finfliisse wie pH-Wert, Kalium, Adenosin, Histamin,
Serotonin, Neuropeptide Y, sowie die Gewebshormone Bradykinine und weitere Zytokine.
Bei Stimulation reagiert das Endothel mit der Freisetzung mit einer Reihe von hochaktiven,
kurz- bis mittelfristig und lokal bis retrograd wirkenden Faktoren, die allgemein als Autakoide
bezeichnet werden. Autakoide wirken auf die luminalen Blutbestandteile, welche wichtig sind
fir die traumatische Blutgerinnung und bei Entziindungsprozessen. Die wichtigsten
Autakoide des Endothels sind NO, Prostacyclin, EDHF und die Endotheline (Quilley 1997,
Rubanyi 1991).

Weiterhin erfolgt eine Aktivierung der plasmatischen Gerinnungsphase durch die Faktoren
der Blutgerinnungskaskade mit letztlichem Fibrinverschluss (Cattaneo 2003). Treten die
Thrombozyten in Interaktion mit dem Endothel, so wird dies als Plittchen-GefidBwand-
Interaktion (platelet vessel wall interaction, PVWI) bezeichnet, wobei hier in eine
vorilbergehende und eine stationdre Adhidsion unterschieden wird. Bei intakter
Mikrozirkulation tritt der PVWI Effekt nicht auf. Die Adhésion ist nur bei endothelialer
Dysfunktion, Verletzung oder Entziindungsprozessen in der endothelialen Umgebung

moglich.

Physiologisch wird normalerweise die Aggregation von Thrombozyten u.a. durch
Prostacyclin oder Stickstoffmonoxid (NO) aus dem Endothel gehemmt. Im geschidigten
Endothel werden diese Faktoren vermindert gebildet. NO (Stickstoffmonoxid) wird unter
Verbrauch von NADPH durch NO-Synthasen (NOS) aus L-Arginin und Sauerstoff
hergestellt. Es diffundiert gasformig ungerichtet iiber Entfernungen von Zentimetern hinweg
und bewirkt eine Vasodilatation der GefiBwand sowie eine Thrombozyten-
Aggregationshemmung (TAH) im Blutgefidl (Radomski und Salas 1995). Zur Hemmung der
NOS wurde in dieser Arbeit Nw-nitro-L-Arginin (L-NA) (Woodman und Dusting 1991)

eingesetzt.

Die bizyklische Verbindung Prostacyclin 2 (PGI2) wird, wie auch alle anderen Prostaglandine
(PGs), aus Arachidonsidure gebildet (Davidge 2001). Prostacyclin bewirkt ebenfalls



Vasodilatation und Thrombozyten-Aggregationshemmung (Cheng 2002). Als stabiles

Prostacyclin-Analog wurde in dieser Arbeit Iloprost (Schror 1981) verwendet.

1.3 Die Cyclooxygenase (COX)

Die COX katalysiert die Synthese von Prostaglandin und Thromboxan durch die
Umwandlung von Arachidonsédure (Catella-Lawson 1999). Die Abbildung 1 zeigt den
Prostaglandinsyntheseweg. Der erste Schritt in der Prostaglandinsynthese ist die Freisetzung
von Ficosatetraensidure (Arachidonsdure) und Eicopentansdure aus den membranstindigen
Glykophospholipiden durch Phospholipase A. Die COX zyklisiert die freigesetzte
Arachidonsdure an fiinf zentralen Kohlenstoffatomen durch Oxidation, wobei eine
Intermedidrform entsteht, das Prostaglandin G2 (PGG-2). Die Bifunktionalitit des COX
Enzyms erlaubt es, dass die Peroxidasefunktion von COX das PGG-2 in einer Folgereaktion
zum instabilen Prostaglandin H2 (PGH-2) konvertiert und schlieBlich in ein biologisch aktives
Prostaglandin durch unterschiedliche COX assoziierte Prostaglandinsynthasen umwandelt
(Diaz 2003). Im Verlauf des Prostanoidsyntheseweges wird Arachidonsdure alternativ von
Lipoxygenasen oder durch COX zu Prostaglandin (PG), Prostacyclin (PGI-2) und
Thromboxan (TXA2, TXB2) umgewandelt.

Die Cyclooxygenase kommt als Isoenzym in zwei Formen vor: als COX-1 und COX-2. Die
Expression von COX-1 geschieht konstitutiv in nahezu allen Geweben und katalysiert
wichtige physiologische Reaktionen und Funktionen, wie die Regulierung der
Thrombozytenaggregation. Die COX-2 Isoform hingegen wird konstitutiv in den Geweben
von Gehirn, Niere und im Riickenmark exprimiert, spielt jedoch nach heutigem

Erkenntnisstand in Entziindungsprozessen eine entscheidende Rolle.

COX-1 und COX-2 besitzen die gleiche Substrataffinitit zu Arachidonsidure, um diese
katalytisch zu Prostaglandin umzusetzen. Im menschlichen Korper wird die COX-1-Isoform
gemill den physiologischen Konditionen und der genetischen Disposition iiberall exprimiert.
Dabei erfiillt sie homoostatische Aufgaben. Die COX-1 katalysiert als konstitutiv exprimiertes
Enzym die Biosynthese von Prostaglandinen, z. B. im Magen, in der Niere oder in den
Thrombozyten wo Thromboxan A2 gebildet und die Thrombozytenaggregation stimuliert

wird. Das COX-Isoenzym spielt ferner eine entscheidende Rolle bei der Erhaltung des renalen
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Blutflusses und der glomeruldren Filtrationsrate (FitzGerald 2001). Das Isoenzym COX
katalysiert die Synthese von Prostaglandin und Thromboxan durch die Umwandlung von
Arachidonsdure (Catella-Lawson 1999). Die COX rekombiniert sich fiir die Prostanoid-
Synthese mit der Peroxidase zu einer Prostaglandin Endoperoxidase Synthase (PGHS),

(Brater 2001).

Raz und Mitarbeiter konnten 1989 die induzierbare Aktivitit und katalytische Qualitit von
COX Isoenzymen darstellen. Sie beweisen die Existenz einer COX-2 Isoform am in vitro-
Modell humaner dermaler Fibroblasten. Dabei fiihrte die Stimulation der Zellen mit dem
Cytokin Interleukin 1 (IL-1) zu einer signifikanten Forderung der COX Synthese (Raz 1989).
Die iiber IL-1 und nachfolgend COX induzierte Synthese der PG Synthase wird als Prozess
einer frithen transkriptionalen Phase (hemmbar durch Actinomycin D) und der nachfolgenden
translationalen Phase (hemmbar durch Cycloheximid, nicht aber durch Actinomycin D)
beschrieben. IL-1 wirkt dabei als Aktivator in der transkriptionalen, d.h. der frithen Phase.
Inhibitoren der Proteinkinase C (PKC) wirken dem stimulatorischen Effekt von IL-1

entgegen.

Besonders an der Isoform COX-1 findet die Acetylierung des Serinrestes im aktiven Zentrum
statt, was zu einer irreversiblen Inhibition der Thrombozytenaggregation fiihrt. Thrombozyten
sind kernlose Zellfragmente, so dass es ihnen molekularbiologisch unmoglich ist, das
blockierte Enzym zu regenerieren. Der Austausch von Is0523 (COX-1) und Val523 (COX-2)
eroffnet einen direkten Zugang zur hydrophoben Seitentasche des Enzyms in welcher der
Phenylsulfonamidrest des Celecoxib hineinpasst. Die Sulfonamid-Gruppierung von Celecoxib
ist zur Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zu Aminosdureseitenketten in der
Seitentasche von COX-2 befihigt. Der resultierende Komplex besitzt keine kovalenten
Bindungen zwischen Enzym und Ligand und ist zeitlich instabil. Die Hemmung ist daher

reversibel.
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1.4 Nicht-steroidale Antiphlogistika (NSAIDs)

Die klassischen nichtsteroidalen Antiphlogistika (non steroidal anti inflammatory drugs,
NSAIDs) werden gezielt in der Schmerztherapie bei Erkrankungen des rheumatischen
Formenkreises angewandt. lhre entziindungshemmende Wirkung in Kombination mit
analgetischen Effekten lédsst sie u.a. zum Mittel der Wahl bei Patienten mit rheumatischen
Erkrankungen werden, wie beispielsweise Acetylsalicylsdure (ASS), Arylpropionséure-
derivate (Ibuprofen, Flurbiprofen, Naproxen, Ketoprofen, Tiaprofensiure), Arylessig-
sdaurederivate (Diclofenac, Indometacin). Eine neue Generation von NSAIDs sind die so
genannten selektiven Cyclooxygenase-2 Inhibitoren, die auch kurz Coxibe genannt werden.
Im Gegensatz zu den klassischen Antirheumatika wie Diclofenac oder Ibuprofen, welche
sowohl die COX-1 als auch die COX-2 hemmen, beeinflussen Coxibe wie NS-398 (Futaki
1994) in pharmakologisch relevanten Konzentrationen die COX-1 nicht. Thre
pharmakologische Wirkung beruht auf der Synthesehemmung von Prostaglandinen durch die
Inhibition des Iso-Enzyms Cyclooxygenase 2 (COX-2). Dies fiihrt zu einer Reduktion von
Entziindungsmediatoren und lindert die Symptome von Entziindungen, Schwellung und

Schmerz. Die Funktion von COX-1 jedoch, bleibt hiervon weitgehend unbeeinflusst.

Die klassischen NSAIDs zeigten eine nichtselektive inhibitorische Wirkung beider Isoformen
der COX. Somit haben sie auf die physiologischen Wirkungen von COX ebenfalls
unerwiinschte Nebenwirkungen, wie beispielsweise auf die des Gastro-Intestinaltraktes
(Bombardier 2000, Silverstein 2000). Die Entwicklung selektiver COX-Inhibitoren zeigte
eine Verinderung des Thromboxan A2 - Prostacyclin-Gleichgewichtes. Coxibe verschieben
das Prostacyclin-Thromboxan-A2 Gleichgewicht zugunsten des Thromboxan A2. Die
Biosynthese des potenten Thrombozyten-Aktivators und -Aggregators Thromboxan A2
erfolgt in Thrombozyten ausschlieBlich durch die COX-1, wihrend die Biosynthese des
Prostacyclins, welches aggregationshemmende und vasodilatierende Wirkungen aufweist, im
Gefdlbett vor allem im Endothel mit signifikanter Beteiligung der COX-2 stattfindet.
Selektive COX-1-Hemmer, wie niedrig dosierte Acetylsalicylsdure, verschieben das
Prostacyclin-Thromboxan-A2-Gleichgewicht zugunsten des Prostacyclins und hemmen so die
Thrombozyten-Aggregation. Coxibe wie Rofecoxib, Lumiracoxib, Celecoxib oder
Valdecoxib beeinflussen die Thromboxan-Biosynthese in Thrombozyten nicht, hemmen aber
die COX-2-vermittelte Prostacyclin-Biosynthese im Endothel und verschieben somit das

Gleichgewicht zugunsten des Thromboxan A2, was zu einer erhdhten Aggregationsneigung
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der Thrombozyten fiihrt (Steinhilber und Laufers 2004). Einer der wichtigsten
Thrombozytenaggregationshemmer ist der COX-Hemmer Acetylsalicylsdure. Die
pharmakologische Funktionsweise der Acetylsalicylsdure (ASS, Aspirin) beruht auf der
Hemmung der Prostaglandin-Biosynthese (Bergstrom 1963, Bergstrom 1983, Vane 1971,
Vane und Botting 1998). Dabei erfolgt die irreversible Hemmung der Prostaglandin-H2-
Synthase, genauer der Cyclooxygenase-Isoformen COX-1 und COX-2. Diese Enzyme
katalysieren die Bildung von entziindungsverstirkenden Prostaglandinen und Thromboxan
A2, das u.a. thrombozytenaktivierend wirkt. Der Hemmmechanismus besteht in der
Ubertragung eines Acetylrests von ASS auf die OH-Gruppe von Serin 530 im Bereich des
katalytischen Zentrums der COX. Dies verhindert die Bindung des natiirlichen
Enzymsubstrats Arachidonsédure und bedingt eine dauerhafte Inaktivierung (Loll 1995). COX-
1 wird durch ASS etwa 10-100-mal stirker gehemmt als COX-2.

Konservative NSAIDs wie Diclofenac oder Ibuprofen wirken durch Inhibition sowohl der
COX-1 als auch der COX-2 Aktivitdt. Bei diesen besteht der Wirkmechanismus dariiber
hinaus in der kompetetiven Inhibition, wobei hier Wirkstoff und Arachidonsdure um die
Bindung im aktiven Zentrum konkurrieren (Analog-Substrat-Hemmung). Die einzelnen
Wirkstoffe der konventionellen NSAIDs variieren in ihren Eigenschaften um eine effiziente
Bindung im aktiven Zentrum des Isoenzyms sowie in ihrer Féahigkeit, die Enzym-Wirkstoft-

Bindung im Zentrum schneller oder langsamer zu 16sen (Selinsky 2001).

Diclofenac ist das wohl am héufigsten verwendete Antiphlogistikum und gilt als Mittel der
Wabhl bei akuten Erkrankungszustinden. Das Phenylessigsdure-Derivat hemmt effektiv das
COX-Isoenzym mit einer gering ausgeprigten molekularen Affinitit zu COX-1. Die
Wirkstoffe Ibuprofen und Naproxen sind arylierte Derivate der Propionsdure, wobei
Naproxen vorrangig die COX-1 Isoform inhibiert (Van Hecken 2000). Die neue Generation
von NSAIDs, die so genannten COX-2 selektiven Inhibitoren (Coxibe) wirken durch eine
hohe Bindungsaffinitit an die Arachidonsdure-spezifischen Aminosdurereste im aktiven
Zentrum des Enzyms und blockieren den COX-2 charakteristischen Serinrest als Andockstelle
fiir die Arachidonséure. Die Interaktion des Coxibs mit dem Enzym ist in einer fiir die COX-2

charakteristischen Bindungstasche lokalisiert, welche die COX-1 nicht besitzt.

Klassische NSAIDs inhibieren daher beide Isoformen von COX, wihrend die Coxibe selektiv

nur die COX-2 hemmen. Da Prostaglandine aus lipiden Autacoiden entstehen, konnen sie sich
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an vielerlei Systeme adaptieren, wie das ZNS, gastrointestinal, urogenital, endokrin,
kardiovaskuldr, respiratorisch und an das Immunsystem (Tab. 1). Die einzelnen
Prostaglandinliganden 16sen durch die Bindung an ihren spezifischen Rezeptor ein Signal in
der Zelle aus (Tab.1). Fiir diese Arbeit interessant sind die Prostaglandineffekte auf die
Thrombozytenaggregation. Der DP-Rezeptor 10st bei Bindung des Liganden PGD-2 einen
vermehrten Einstrom von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) und Calcium (Ca2+)

aus.

Tabelle 1: Prostaglandine und ihre Wirkung im Rezeptorkomplex (nach Mutschler 2001)

Rezeptor | Signaltransduktion | Liganden | Prostaglandineffekt

DP cAMP', Ca”"" PGD-2 Vasodilatation. Inhibition der Thrombozytenaggegation.
Stimmulation der Zytokinfreisetzung. Relaxation der glatten
Muskulatur im Gastrointestinaltrakt

CRTH2 | cAMP!, Ca™"’ PGD-2 Stimulation der Chemotaxis von T-Helferzellen
und eosinophilen Granulozyten. Bronchokonstriktion
EP1 IP3T, Ca”" PGE, Kontraktion der glatten Muskulatur im Gastrointestinaltrakt und in
PGF der Lunge, Schmerziiberleitung
EP2 IP3T PGE, Relaxation der glatten Muskulatur im Gastrointestinaltrakt, Lungen
PGF und dem vaskulédren System, fortschreitende Zellproliferation
EP3 cAMP', IP3T PGE Inhibition der Sduresekretion im Magen, verstirkte

Uteruskontraktion wéhrend der Schwangerschaft, Inhibition der
Lipolyse und der Transmitterfreisetzung, Schmerziiberleitung

EP4 IP3T, cAMP! PGE Verstirkte Sekretion der Magenschleimhaut, ldsst den Ductus
Arteriosus botalli offen

FP IP3T PGF Unteruskontraktion, Schmerziiberleitung, verstérkte
Zellproliferation

IP IP;" cAMP’ PGI Vasodilatation, Inhibition der Thrombozytenaggregation,
Reninfreisetzung, Natriurese

TP IP;" cAMP’ TXA, Verstirkte Thrombozytenaggregation, Bronchokonstriktion,

PGD Modulation der T-Zellaktivitit
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2. Zielsetzung der Arbeit

Basierend auf den Ergebnissen der kontrovers diskutierten VIGOR-Studie (Mukherjee et al.
2001, Mukherjee 2002, Bing und Lomnicka 2002, Hankey und Eikelboom 2003) aus welcher
der Verdacht einer adversen Wirkung von selektiven COX-2 Hemmern auf die
Thrombozyten-Endothel-Interaktion entstanden ist, formulierten wir die Hypothese der hier

vorliegenden Arbeit:

Selektive COX-2 Hemmer erhthen die Thrombozyten-Endothel-Interaktion (platelet-vessel-
wall-interaction = PVWI) und vermitteln in intakten Gefdf3en somit prothrombotische Effekte

im Tiermodell.

Dies wurde an Hand von einem experimentellen selektiven COX-2 Hemmer (NS-398),
(=Agonist der PVWI) und einem unspezifischen Hemmer der beiden COX-Isoformen 1 und 2
(Acetysalicylsdure) (=Antagonist der PVWI) im transparenten Riickenhautkammermodell des

Hamsters in vivo untersucht.

Die in vivo Versuchsbedingungen erfolgten unter gezielter Hemmung von NO
(=Stickstoffmonoxid) (=Antagonist der PVWI) mittels L-NA (=Now-nitro-L-Arginin)
(=Agonist der PVWI) sowie unter Zugabe von Iloprost (=Antagonist der PVWI), von denen
bekannt ist, dass sie einen entscheidenden FEinfluss auf die Thrombozyten-Endothel-

Interaktion ausiiben.
Diese Arbeit soll die Ergebnisse der VIGOR-Studie zur klinischen Untersuchung von

selektiven COX-2 Hemmern im Tiermodell in vivo unter gezielten Bedingungen

nachuntersuchen und mit der aktuellen Literatur kritisch diskutieren.
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3. Material und Methoden

3.1 Die experimentelle Anordnung der ir vivo Riickenhautkammer

3.1.1 Modell der Riickenhautkammer des syrischen Goldhamsters

Die im Folgenden dargestellten tierexperimentellen Untersuchungen erfolgten im Zeitraum
Juni 2003 bis Oktober 2005 am Physiologischen Institut der Ludwig-Maximilians-Universitét
Miinchen unter Leitung von Prof. Dr. med. U. Pohl. Als Tiermodell diente die transparente
Riickenhautkammer, welche am Institut fiir Chirurgische Forschung der LMU Miinchen
entwickelt wurde (Endrich et al. 1980, Endrich et al. 1982). Fiir detaillierte Informationen zu
diesem Modell sei auf die Dissertation von A.E. Goetz bzw. nachfolgende Publikationen der
Arbeitsgruppen am Institut fiir Chirurgische Forschung verwiesen (Dellian et al. 1995, Biirkle

et al. 2004).

3.1.2 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten Syrische Goldhamster (Mesocriceatus aureatus) beiden Geschlechts
mit einem durchschnittlichen Kérpergewicht von 100 g (90-120 g) aus dem Inzuchtstamm der
Firma Charles River, Sulzfeld. Die Tiere wurden jeweils zu mehreren in einem Kéfig im
Tierstall des Physiologikums bei Raumtemperatur und einem 12stiindigen Licht/Dunkel-
Rhythmus mit freiem Zugang zu Futter und Wasser gehalten. Zur Gewohnung an die spéter
folgenden Versuchsbedingungen wurden den Tieren transparente Plexiglasrohren in die
Kifige gelegt. Tiere, die die Rohren konstant mieden, wurden von den Versuchen

ausgeschlossen.

3.1.3 Implantation der Riickenhautkammer

Fiir jede Versuchsanordnung wurden 3-4 Tiere dem Laborstall entnommen, gewogen und
anschlieBend in Einzelhaltung gesetzt. Die Anisthesie der Tiere wurde durch die
intraperitoneale Applikation von einer Losung (250 ul/70g Hamstergewicht) aus 1 ml

Ketamin (Ketavet® 10 %, Pfizer) und 600 ul Xylazin (Rompun® 2%, Bayer Vital GmbH) in

12



I ml 0,9 % NaCl (Braun) eingeleitet und konnte durch zusitzliche Injektionen von 50 ul
dieser Losung aufrecht gehalten werden. Die Rasur des Riickens zur Implantation der
Kammer erfolgte mit einem Langhaarrasierer der FA. Aeskulap. AnschlieBend wurde die
Riickenhaut der Tiere chemisch epiliert (Pilcamed, Schwarzkopf) und feucht gereinigt. Zur

Vermeidung von Unterkithlung wurde der Hamster anschlieBend mit Papiertiichern

abgetrocknet und unter einer Wirmelampe prépariert.

Abbildung 2: Syrischer Goldhamster mit transparenter Riickenhautkammer (Biirkle 2002)

Mittels Diaphanoskopie wurde eine Beurteilung der subkutanen Arteriolen und Venolen
vorgenommen, um die darauf folgende Implantation der transparenten Riickenhautkammer
(Werkstatt, Institut fiir Chirurgische Forschung) aus zwei gleichgrofen konvexen Titanplatten
mit mikrochirurgischem Instrumentarium durchzufiihren. Die Riickenhautkammer, sowie die
Instrumente wurden vor der Implantation mit 70%iger Ethanollosung desinfiziert. Die
Mittellinie wurde markiert und anschlieBend unter Durchleuchtung die Gefdversorgung in
der Riickenhaut ermittelt. Dann wurde der Implantationsbereich freigelegt. Dabei wurde eine
Kammerhilfte am oberen Rand der Hamsterriickenhaut iiber der Mittellinie mit zwei
Haltefdden fixiert. In Seitenlage wurde der noch freie Riickenhautbereich zum Préparator
ausgerichtet. Das runde Beobachtungsfenster der anderen Kammerhilfte wurde auf der
zugewandten Riickenhautseite angebracht, nachdem die Resektion der Cutis und Subcutis

mikrochirurgisch erfolgte. Dabei wurden die intakte Schicht der gegeniiberliegenden
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Epidermis mit subkutanem Gewebe, die versorgenden Gefde und der Hautmuskel
dargestellt. Die zweite Kammerhilfte wurde aufgesetzt und mit drei Schrauben und Muttern
an der gegeniiberliegenden Platte befestigt. Hierbei betrug der Abstand zwischen den Platten

450 um und wurde durch eine entsprechende Unterlegscheibe gewihrleistet.

Aufgrund von  Adhisionskriften schmiegte sich die subkutane Schicht der
gegeniiberliegenden Seite an das runde Beobachtungsfenster an. Die Hautfalte wurde durch
vier Haltefiden (Ethibond, 5-0, Fa. Ethikon, Norderstedt) in den vorgegebenen
Kammerrandbohrlochern fixiert. Das Kammerfenster wurde mit einem Deckglas (@ 11,7 mm,
Fa. Menzel, Braunschweig) und einem Sprengring fixiert. Die anliegenden Gefille des
Musculus cutaneus maximus konnten so makro- und mikroskopisch beobachtet werden

(Biirkle et al. 2002, siehe Abbildung: 2 und 3).
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Abbildung 3: Makroskopische Aufnahme der transparenten Riickenhautkammer (Biirkle 2002)

3.1.4 In vivo Monitoring der Mikrozirkulation

Die syrischen Goldhamster wurden nach Anlage der dorsalen Riickenhautkammer am
Versuchstag (24 Stunden nach Erstanlage) auf die optionalen Protokollbedingungen einer

intakten Mikrozirkulation untersucht. Jedes Tier wurde auf Eignung fiir den Versuch hin
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iiberpriift. Geeignete Tiermodelle zeigten nach der Préparation die Kriterien fiir eine intakte
Mikrozirkulation. Diese Kriterien sind eine Unversehrtheit der Blutgefille, ausreichende
Sauerstoffsittigung, keine Freisetzung von Entziindungsmediatoren und optimale
Blutdruckbedingungen (Gonzen et al. 1987). Die FEignungspriifung begann mit der
Uberpriifung des korrekten Sitzes der Riickenhautkammer. Zur visuellen Uberpriifung wurde
mit einem Photomakroskop (Leitz) und einer daran angeschlossenen Videokamera (XC-77,
Sony®) der Gewebebereich und das Gefdllsystem des Beobachtungsfensters betrachtet und
dokumentiert. Die Ubersichtsaufnahmen wurden vor jedem Versuch angefertigt. Zeigte sich
24 Stunden post operationem eine intakte Mikroziurkulation (Gonzen et al. 1987), so wurde

das Tiermodell fiir die weitere Untersuchung in die Versuchsreihe aufgenommen.

Zur Ruhigstellung wurden die Tiere in eine durchsichtige Plexiglasrohre eingefiihrt, an die sie
bereits gewohnt waren. Die Rohre war mit Luftlochern und einem Schlitz bis auf halbe
Linge, in den die aus der Rohre herausstehende Riickenhautkammer geschoben wurde,
versehen. Die Rohre war eine Spezialanfertigung der Werkstatt des Physiologikums, mit
einem Durchmesser, der an die GroBe der verwendeten Hamster angepasst war. Die Kammer
wurde am Objekttisch des Mikroskops mittels einer Platte fixiert, um starke ruckartige
Bewegungen zu verhindern (Abbildung 3). Die Versuchstiere, welche die oben genannten
Kriterien einer intakten Mikrozirkulation erfiillten, erhielten einen zentralen Venenkatheter in

einem weiteren Schritt.

3.1.5 Anlage eines zentralen venosen Katheters

Die Versuchstiere, die die Kriterien erfiillten, erhielten einen zentralen Venenkatheter in
Kurzzeitnarkose. Hierzu wurden die Tiere 24 Stunden nach Anlage der dorsalen
Riickenhautkammer narkotisiert, wie oben beschrieben. Unter mikroskopischer Sicht wurde
ein mit isotoner Kochsalzlosung gefiillter, 20 cm langer Polyethylenkatheter (0,28 mm ID,
0,61 mm OD; SIMS Portex, U.K.) in die Vena jugularis dexter eingebracht. Der Katheter
wurde ca. 10 mm bis kurz vor das rechte Herz geschoben. Der zentrale Venenkatheter wurde
mit Seide (Perma-Handseide 6-0, Ethicon GmbH, Norderstedt) an der Vena jugularis und an
das subkutane Gewebe fixiert. Die subkutane Katheterausleitung in den Riicken der
Tiermodelle sollte einen nachhaltigen Schutz vor mechanischer Manipulation und vor

Entziindungen gewéhrleisten. Jedes Tier wurde nur fiir einen Versuch verwendet und direkt
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im Anschluss an den Versuch mit einer letalen Dosis der Narkoselosung (ca. 200-250 ul) iiber

den Verweilkatheter eingeschlifert.

Abbildung 4: Versuchsaufbau der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie an der
Riickenhautkammer des Hamsters (A: Gesamtansicht, B: Hamster in der Rohre)

3.2 Isolierung und Fluoreszenzfarbung humaner Thrombozyten

3.2.1 Gewinnung von Thrombozytenkonzentrat

Die Gewinnung von Thrombozytenkonzentrat (platelet rich plasma, PRP) wurde wie
beschrieben (Krotz et al. 2002 a, b) durchgefiihrt: Gesunden Spendern, die sich freiwillig zur
Blutentnahme bereit erkldrt und mindestens 10 Tage keine Medikamente eingenommen
hatten, wurde vendses Blut entnommen. Alle Spender wurden {iiber die wissenschaftliche
Verwendung ihres Blutes informiert und erklérten sich schriftlich einverstanden. Das Blut
wurde mit 3,13 % (w/v = Gewicht pro Volumen) Natriumcitrat-Losung antikoaguliert und auf
Kunststoff-Zentrifugenrohrchen (Fa. Quadrolab) verteilt. Dann wurde das Vollblut 15 min bei
1300 rpm (mit Bremse) bei Raumtemperatur zentrifugiert. Dadurch trennten sich in den
Rohrchen drei Phasen: die untere Phase der roten Erythrozyten (ca. die Hilfte des
Rohrchenvolumens), in der Mitte eine diinne Phase mit den Leukozyten (Buffy Coat) und in

der oberen Phase das klare, leicht gelbliche Plasma (thromboyztenreiches Plasma, platelet rich
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plasma (PRP)). Dieser Uberstand wurde abgenommen und 10 min mit Prostacyclin (Iloprost,
Fa. Schering) inkubiert, um eine Voraktivierung der Thrombozyten zu verhindern.
AnschlieBend wurde der Uberstand vorsichtig auf weitere Kunststoff-Zentrifugenrohrchen
verteilt und 10 min mit 1500 rpm (mit Bremse) bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die

Thrombozyten waren als weiBlicher Niederschlag (Pellet) am Boden des Rohrchens sichtbar.

Zur Fluoreszenzmarkierung wurde Calcein aus dem Tiefkiihlraum auf Raumtemperatur
aufgetaut und dabei aufgrund seiner UV-Empfindlichkeit vor Licht geschiitzt. Der Uberstand
der letzten Zentrifugation wurde abgenommen und aufgehoben. Damit weiterhin keine
Aktivierung der Thrombozyten eintrat, wurde zum Resuspendieren dieser Uberstand wegen
seines noch vorhandenen Prostacyclingehalts verwendet. Das Pellet wurde mittels
Eppendorfpipette in zunzichst nur 1 ml Uberstand resuspendiert, da bei Resuspension in einem
grosseren Volumen zu hohe Scherkrifte auftreten konnen, die eine Schidigung der
empfindlichen Blutplittchen zur Folge hiitten. Dann wurden nochmals 3 ml Uberstand
zugegeben und suspendiert. Dazu wurden 20 pl Calceinlosung (Calcein-AM, 5 uMol/l, Fa.
Molecular Probes, 1 mM in DMSO) sowie 1 ul Ilomedinldsung gegeben und 30 min im

Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Fliissigkeit wurde auf 4 Zentrifugenrohrchen verteilt, mit Uberstand aufgefiillt und 10
min bei Raumtemperatur mit 1.500 rpm (ohne Bremse) zentrifugiert. Der Calcium-freie
Thrombozyten-Resuspensionspuffer wurde hergestellt mit 4,03 g NaCl (138 mMol/l); 0,1 g
KClI (2,7 mMol/l); 0,5 g NaHCO3 (12 mMol/l); 0,03 g Na,PO4 (400 uMol/l); 0,1 g MgCl, x 6
H,O (1 mMol/l); 0,45 g D-Glucose (5 mMol/l) und 0,6 g Hepes (5 mMol/l) auf 500 ml Aqua
dest.. Der pH wurde auf 7,35 eingestellt. Der Puffer wurde im Kiihlschrank gelagert und vor

der Zugabe auf Raumtemperatur gebracht.

Das Thrombozyten-Pellet der letzten Zentrifugation wurde mit 1 ml Thrombozytenpuffer
resuspendiert und in einem Reagenzglas lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur gelagert. Die
Thrombozytenkonzentration wurde mithilfe einer Z&hlkammer fiir Widerstands-Partikel
gezihlt (Coulter Counter Z2, Fa. Beckman Coulter). Diese war so eingestellt, dass sie Partikel
zihlte, welche einen Durchmesser von 1,8 - 3,5 um hatten. Hierfiir wurden 5 pl der zu
zdhlenden Thrombozytenlosung mit 20 ml azidfreier stabilisierter Elektrolytlosung (Isofan I,
Fa. Beckman Coulter) verdiinnt und in Plastik-Kiivetten gefiillt. Die Zdhlkammer wurde

dreimal mit Isoton II-Losung gespiilt. AnschlieBend wurde zur Bestimmung des Leerwertes
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zunichst Isoton II-Losung gemessen, um dann die verdiinnten Thrombozyten zu messen.
Abschliessend wurde das Gerdt noch dreimal gespiilt. Abzug des Leerwertes und
Multiplikation mit dem  Verdiinnungsfaktor ergab die  Konzentration der
Thrombozyten pro ul Losung. Das Resultat war calceingefirbtes Thrombozytenkonzentrat

mit einer Konzentration von ca. 400.000 Plittchen pro pl.

3.2.2 Verwendete Substanzen

3.2.2.1 Wirksubstanzen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden vier unterschiedliche Substanzen hinsichtlich ihres

Einflusses auf die Thrombozyten-Endothel-Interaktion untersucht.

ASS = Aspirin (Fa. Bayer, Aspisol)

Die Flasche mit Trockensubstanz enthilt 0,9 g DL-Lysinmono(acetylsalicylat), entsprechend
0,5 g Acetylsalicylsdure und Glycin. 1 Ampulle mit Losungsmittel enthélt 5 ml Wasser fiir
Injektionszwecke. Es wurde zur Hemmung der Synthese von Prostaglandin sowohl iiber

COX-1 als auch iiber COX-2 eingesetzt.

llo = Tloprost (Fa. Schering)

Iloprost wurde von der Fa. Schering, Berlin, bezogen, wobei Substanz und Trigerlosung in
getrennten Ampullen geliefert wurden. Eine Ampulle der Wirksubstanz enthélt Iloprost-
Trometamol, Ethanol 96 % (v/v), Natriumchlorid, Salzsiure 3,65% und Wasser fiir

Injektionszwecke. Es wurde zur Simulierung der Wirkung von Prostacyclin eingesetzt.

L-NA = No-nitro-L-Arginin (Fa. Sigma)
1,095 mg wurden in 50 ml MOPS gelost (100 pMol/l). Es wurde zur Hemmung der Synthese

von NO eingesetzt.
NS-398 = selektiver Cox-2 Inhibitor (Fa. Sigma)

1 mg wurde in 1 ml DMSO (Fa. Sigma) gelost. Es wurde zur selektiven Hemmung der

Synthese von Prostaglandin iiber COX-2 eingesetzt.
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MOPS = 145 mM NaCl (Fa. Applichem); 4,7 mM KCI (Fa. Applichem); 3,0 mM CaCl, x 2
H,O (Fa. Fluka); 1,17 mM MgSOy4 x 7 H,O (Fa. Fluka); 1,2 mM NaH,POy4 (Fa. Fluka); 2,0
mM Pyruvat (Fa. Sigma); 0,02 mM EDTA (Fa. Applichem); 3,0 mM MOPS (Fa. Applichem);
5 mM Glucose (Fa. Applichem); Zugabe von CaCl; x 2 H,O zuletzt in klare Losung, sonst
Ausfillung durch EDTA. Die Puffersubstanzen wurden in Aqua dest. gelost und die
Pufferlosung mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt (ca. 7 ml 2 N NaOH fiir 5 1 Pufferlésung).

3.2.2.2 Applikation der Wirksubstanzen

Intravenos (i.v.)
Die jeweilige Wirkstofflosung wurde nach dem experimentellen Protokoll intravenos tiber
den Verweilkatheter injiziert. Danach wurden definierte Wartezeiten bis zur Injektion des

Thrombozytenkonzentrats eingehalten.

Intraperitoneal (i.p.)
Die Wirkstofflosungen wurden nach der Implantation des Verweilkatheters intraperitoneal

injiziert. Bis zum Versuchsbeginn wurden 2 Stunden Wirkzeit eingehalten.

Thrombozytenkonzentrat-Inkubation (plt):

Die Losungen der Wirksubstanzen wurden direkt zum Thrombozytenkonzentrat gegeben.
Nach 5-10 min Inkubationszeit wurden davon 100 pl injiziert. Darauf erfolgte unmittelbar die
Messung. Nach Bedarf (Abnahme der sichtbaren Thrombozyten im Blut) wurden wihrend der

Messung 20-30 pl PRP nachinjiziert.

Superfusion (superf.):

Das vordere Sichtfenster der Riickenhautkammer wurde abgenommen und ein kleiner
Plexiglaszylinder (Laboranfertigung) aufgesetzt, der die Wirksubstanzlosung am Abflieen
iiber das Sichtfenster hinderte und einen definierten Ableitungsschlauch zu einer kleinen
Pumpe hatte. Auf das nun freiliegende Beobachtungsgebiet der Riickenhautkammer im
Inneren dieses Zylinders wurden 50 ml Wirksubstanzlosung aus einer 50 ml-Spritze mit
einem Infusomat (Fa. Braun Melsungen) innerhalb von 30 min aufgetrdufelt und im Zylinder
iiberstehende Losung gleichzeitig abgesaugt. Jede Superfusion endete mit einer Spiilung von

5-10 ml MOPS. Darauf erfolgte unmittelbar die Messung.
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3.3 Versuchsprotokoll zum Einsatz der Wirksubstanzen

3.3.1 Kontrollversuch

Kontrollversuche wurden wie in 2.1.4 und 2.1.5 beschrieben durchgefiihrt. Im Anschluss
wurden vor Bildaufnahme 100 pl fluoreszenzgefirbtes humanes Thrombozytenkonzentrat
(platelet rich plasma = PRP) i.v. appliziert. Darauf wurden unmittelbar die Bilder mit

Mikroskop und Kamera aufgenommen.

3.3.2 Versuche mit ASS

Die Versuche wurden analog des Kontrollversuchs durchgefiihrt, wobei 2 h zuvor zusitzlich

Aspisol (5 mg/kg) intravends appliziert wurde. Erst dann wurde das fluoreszenzgefarbte PRP

verabreicht. Anschlieend erfolgten die Aufnahmen mit Mikroskop und Kamera.

3.3.3 Versuche mit NS-398

Die Versuche mit NS-398 wurden analog des Kontrollversuchs durchgefiihrt, jedoch erhielten

die Versuchstiere 2 h vor Bildaufnahme mit Mikroskop und Kamera NS-398 i.p. (5 mg/kg)

injiziert.

3.3.4 Versuche mit NS-398 und ASS

Die Versuche mit NS-398 und ASS wurden analog des Kontrollversuchs durchgefiihrt, jedoch

erhielten die Versuchstiere 2 h vor Bildaufnahme mit Mikroskop und Kamera NS-398 i.p.

(5 mg/kg). AnschlieBend erhielten sie eine Injektion von 100 pl PRP, das vorab 5 Minuten

mit ASS in einer Konzentration von (10 pg/ml) inkubiert wurde.
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3.3.5 Versuche mit L-NA

Die Versuche mit L-NA wurden analog des Kontrollversuchs durchgefiihrt, wobei
anschliefend 30 Minuten eine Superfusion mit L-NA (100 p Molar) appliziert wurde. Danach
erfolgten eine Spiilung mit 5 ml MOPS [4-(N-Morpholino)butansulfon-sdure] und im

Anschluss die Filmaufnahmen mit Mikroskop und Kamera.

3.3.6 Versuche mit NS-398 und Iloprost

Die Versuche mit NS-398 und Iloprost wurden analog des NS-398 Versuchs durchgefiihrt.
Weiterhin wurden die Fluoreszenz-gefirbten Thrombozyten mit Iloprost fiir 5 Minuten
(Endkonzentration 1 nmol/l) inkubiert, zum Versuch appliziert und dann Filmaufnahmen mit

Mikroskop und Kamera durchgefiihrt.

3.3.7 Versuche mit NS-398 und L-NA

Die Versuche mit NS-398 und L-NA wurden analog des NS-398 Versuchs durchgefiihrt. 30
Minuten vor Experimentbeginn wurde die Superfusion mit L-NA verabreicht und eine
Spiilung mit MOPS durchgefiihrt. Im Anschluss erfolgte die Filmaufnahme mit Mikroskop

und Kamera.

3.3.8 Arterieller Verschluss in vivo

Zur Darstellung eines GefidBBverschlusses wurden zunédchst 50 pl einer 5%igen mit
Fluorescein-Isothiocyanat markiertent Dextranlosung (FITC-Dextran, Molekulargewicht
150.000, Fa. Sigma) iiber den zentralen Venenkatheter injiziert. Nachdem ein normaler
Blutfluss in den untersuchten Arteriolen sichergstellt war, wurden zur chemischen
Schidigung der GefidBwand mittels Radikalbildung 30 pl einer FeCl3-Losung (25 mmol/l)
direkt auf die Arteriolen pipettiert. Dazu wurde zuvor das Deckglas entfernt. Danach erfolgten
die Filmaufnahmen bis zum Eintritt des GefidBverschlusses oder von mindestens 6 min Lénge.

Zur Dokumentation des Eintrittszeitpunktes des Gefid3verschlusses wurden Bilder nach 2 min,
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5 min, und falls nétig auch 6.5 und 10 min analysiert (Denis et al. 1998). Abbildung 5 zeigt
den Versuchsablauf.

Einzelhaltung Anlage
mit Riickenhautkammer
Plexiglasréhre
l At=24h l
Mikrozirkulation
| l

ZVK-Anlage «f—— intakt nicht intakt = Ausschluss

vom Versuch

v

vl l l

Kontrollversuch

Applikation von

Applikation von FM-PRP
FM-PRP via ZVK

Applikation von FM-PRP
via ZVK + NS-398 i.p.

Applikation von FM-PRP

via ZVK + 30 Min. via ZVK + NS-398 iy,
Superinfusion L-NA, + 30 Min. Superinfusion
dann \jops L-NA, dann MOPS
v v v

Applikation Applikation von FM-PRP Applikation von FM-PRP

von FM-FRP via ZVK + NS-398 i.p., via ZVK + NS-398 i.p.,

+ASSvia ZVK dann PLT inkubiertes ASS Lv. |  dann PLT inkubiertes Hoprost i.v.

 J A\
———P  At=2h: Fluoreszenzmikroskopic <

Arterieller Verschluss in vivo mittels Eisen-111-chlorid

Abbildung 5: Graphische Darstellung des Versuchsablaufs. FeClI3-induzierter arterieller
Verschluss wurde als Plattchen-Aktivierungsparameter untersucht.
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3.3.9 Kollektiv der 6-keto-Prostaglandin F1o —Immunoassays

Zur Messung der Aktivitit der Cyclooxygenasen wurde die 6-keto-Prostaglandin F,
Konzentration in vitro im Uberstand von HUVEC-Zellkulturen und in vivo im Hamsterserum
bestimmt. Die 6-keto-Prostaglandin F;,-(6-keto-PGF;,) Immunoassays wurden mit
kommerziell erhiltlichen Immunoassay Kits (ELISA) nach Herstellerangaben (R&D Systems,
Deutschland) durchgefiihrt. Fiir die in vivo Messung wurden ca. 300 pl Blut durch kardiale
Punktion abgenommen. Die geronnenen Blutproben wurden in Anwesenheit von Indometacin
zentrifugiert (1 Unug/ml, 1000 rpm, 2 Min). Die Uberstiinde wurden gesammelt und bei -80°C
bis zum 6-keto-PGF,- Immunoassay gelagert. Die HUVEC Zellkulturen wurden zum
Anwachsen auf Kollagen beschichtete 24-Well Mikrotiterplatten aufgetragen. NS-398 (100-
500 wpmol/l), Aspirin (50-500 pg/ml) und eine Blindlosung wurden fiir 2 Stunden

vorinkubiert, bevor Histamin (10 gmol/l) fiir 5 Minuten hinzu gegeben wurde.

3.4 Fluoreszenzmikroskopie

3.4.1 Technische Methodik

Zur Beobachtung der fluoreszierenden Thrombozyten und ihrer Wechselwirkung mit dem
Endothel diente ein modifiziertes Mikroskop Axiotech Vario (Fa. Zeiss) mit verschiedenen
Filtern (Filterset 9 fiir FITC und 14 fiir Rhodamin). Zur Orientierung wurde das
Beobachtungsfeld in der Riickenhautkammer direkt beobachtet und dazu mit einer weillen
Lampe beleuchtet, die ein normales farbiges Bild ergab. Zur Aufnahme wurde das
Beobachtungsfeld mit einer Quecksilberlampe beleuchtet. Die Aufnahmen erfolgten mit einer
Digitalkamera C8484 (Fa. Hamamatsu) mit einer aufsteckbaren Vergroerungsoptik (,,Video-
Zoom 44 C 1/3“, Zeiss) als Zusatzgerit. Die Bildfrequenz war 14,5 Bilder/sec bei einer
Belichtungszeit von 0,069539 Sekunden. Die Steuerung der Kamera, die Messung und die
Speicherung der Filme erfolgten mit dem Programm Simple PCI (Fa. Compix Inc., Imaging
Systems, Cranberry. Township, PA, USA). Als Rechner wurde von der Firma Hamamatsu
eine Sequoia mit 200 Gbyte Festplatte zur Verfiigung gestellt. Ein Film hatte 4 Gbyte, bei 4
min Linge. Nach dem Versuch wurden die Filme auf eine Speicherfestplatte iiberspielt und

von dort aus analysiert.
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3.4.2 Analyse der Thrombozyten-Endothel-Interaktion (PVWI)

3.4.2.1 Plittchen-Geschwindigkeit

Innerhalb des vorbezeichneten Riickenhautkammerareals wurde zunichst mit direkter
optischer Beobachtung eine Arteriole identifiziert. Aus diesem Bereich wurde ein spezielles
Areal mit einem unverzweigten oder verzweigten Arteriolenabschnitt (GefidBabschnitt)
betrachtet, wobei pro Gefill bis zu 10 einzelne Gefdlsegmente untersucht wurden. Jedes
Gefillsegment wurde 30 sec lang in 500facher VergroBerung auf einem Areal von 200 um x
100 pm belichtet, so dass insgesamt eine Filmlidnge von 30 sec bei 470 Bildern aufgezeichnet
wurde. Zur Vermeidung einer Mehrfachzédhlung von Thrombozyten wurden die Filme
chronologisch aufgenommen, bei einem Filmmaterial von 4 Minuten pro Gefdl durch 8
Aufnahmen zu je 30 Sekunden Linge. Die Belichtungszeit wurde so gewdhlt, dass der
einzelne Thrombozyt in den aufeinander folgenden Aufnahmen verfolgt werden konnte. Aus
den 470 Bildern eines Films wurden fiir die Messung 10 Bilder so ausgesucht, dass mobile

Thrombozyten nicht doppelt gemessen wurden.

In der Filmanalyse wurde die Linge der Fluoreszenzspuren aller Thrombozyten auf einem
Film-Einzelbild gemessen, wobei die Spurlinge jedes einzelnen Thrombozyten in pm vom
optischen Anfang bis zum Ende der Leuchtspur digital erfasst wurde. Daher wurden pro
Versuchsreihe ca. 4.000 bis 40.000 Spurléingen von Thrombozyten identifiziert, validiert und
analysiert. Alle Bilder wurden aufgenommen und durch das computerassistierte Programm
Cap Image 7.1 (Simple PCI, Fa. Compix Inc., Imaging Systems, Cranberry. Township, PA,
USA) analysiert.

Die resultierende Lénge der Thrombozytenspuren in den einzelnen Bildern Iésst eine
Berechnung der Geschwindigkeit der jeweiligen Thrombozyten iiber die Belichtungszeit
(0,7 sec) des Bildes zu. Bei der Auswertung eines Bildes enspricht die Spurlinge demnach
einem Zeitraum von 0,7 Sekunden. Die Geschwindigkeit berechnet sich folglich aus der
Spurlidnge der Thrombozyten in um divdiert durch 0,7 Sekunden. Die Thrombozyten wurden

nach ihrem FlieBverhalten in stabil adhérent, transient haftend oder frei flieBend eingeteilt.
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3.4.2.2 Frei flieBende und transient haftende Thrombozyten

Als frei flieBende Thrombozyten wurden solche charakterisiert, die auf den Bildern eine Linie
durch ihre Fluoreszenzspur hinterlieBen und nicht als Punkte in Erscheinung traten, so dass
sie auf allen Bildern in Bewegung waren. Transient haftende Thrombozyten erscheinen auf
manchen Bildern als Punkt, auf anderen als kurzer Strich, so dass sie eine Adhision iiber eine
Filmdauer von mindestens 20 Sekunden eingehen mussten und ihre Geschwindigkeit
signifikant kleiner war als die Durchschnittsgeschwindigkeit. Die Thrombozytengeschwindig-
keiten wurden auf eine Maximalgeschwindigkeit normalisiert (die Geschwindigkeit des
schnellsten Thrombozyten), um die systematische Abweichung durch den Einfluss der
verdnderten Blutflussgeschwindigkeit auszuschlieBen. Um den Einfluss der zu
untersuchenden Substanzen auf die Gesamtgeschwindigkeit des Blutflusses zu validieren,
wurden die gemessenen Spurlingen der mobilen und der transient haftenden Thrombozyten
auf die Blutflussgeschwindigkeit normiert, wobei jede gemessene Spurldnge eines
Thrombozyten auf die jeweils lidngste ermittelte Spurlédnge dieses Tieres normiert wurde. Der
erhaltene Wert der normierten Spurlénge lag in einem Intervall zwischen O und 100. Aus den
normierten Spurldngen wurden Histogramme der Hiufigkeitsverteilung (Lange und Bender
2001) erstellt, indem die ermittelte Anzahl von Thrombozyten mit einer bestimmten
normierten Spurldnge gegen diese Spurlidnge aufgetragen wurde. Eine Linksverschiebung der
Geschwindigkeitsverteilung, im Vergleich zur Kontrolle, weist auf einen groeren Anteil von
Thrombozyten mit langsameren Geschwindigkeiten, eine Rechtsverschiebung auf einen

groBBeren Anteil an Thrombozyten mit htheren Geschwindigkeiten hin.

3.4.2.3 Stabil adhédrente Thrombozyten

Thrombozyten verhielten sich stabil adhirent, wenn sie sich fiir 30 Sekunden nicht bewegten
(Massberg et al. 1998) und auf allen untersuchten Bildern als Punkt an gleicher Lokalisation
auftraten. Fest haftende Thrombozyten wurden nicht in die Geschwindigkeitshistogramme
aufgenommen, sondern separat beschrieben durch ihre Anzahl pro Gefilfliche. Als
Vergleichsparameter wurde zu jedem Versuch auch die Geschwindigkeit des Blutflusses
(Volumenfluss) charakterisiert als Linge der ldngsten Thrombozytenspur aus einem Tier,
geteilt durch die Belichtungszeit, um aus dem schnellen Blutfluss in der Mitte des Gefédl3es die

durchschnittliche Blutgeschwindigkeit zu errechnen.
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3.5 Statistische Analyse

Unter intravitaler Mikroskopie wurden die Anzahl der Gefdle (N), die GefédBlinge
(Mikrometer), des jeweils untersuchten GefidBBabschnittes, die Anzahl der Thrombozyten (N)
und deren Fluggeschwindigkeit (Milimeter pro Sekunde) bestimmt. Die Analyse der
Flussgeschwindigkeit erfolgte nach der Formel: Flussgeschwindigkeit = Linge des
GefidBabschnittes (Strecke) / benétigte Zeit zum Durchfluss durch einen definierten Abschnitt
(Zeit). Die gemessenen Werte (absolut) wurden in Relation zur hochsten gemessenen
Geschwindigkeit gesetzt (relativ) und angegeben bzw. abgebildet. Es wurde weiterhin die
Messung der Anzahl des fest adhdrenten Thrombozyten und die benotigte Zeit (in Sekunden)
bis zum vollstindigen GefidBverschluss durchgefiihrt. Zusétzlich wurde die Messung der
Serumkonzentration von 6-keto-Prostaglandin Fy, (6-keto-PGF,,) bestimmt. Diese Werte
wurden in unbehandelten Hamstern (Kontrollen) und in Hamstern mit Behandlung von den

beschriebenen Wirkstoffen (NS-3898, Aspirin, Iloprost, L-NA) gemessen.

Es erfolgte ein statistischer Vergleich zwischen den Kontrollen und den verschiedenen
Wirkstoffgruppen. Hierzu wurde bei dem Vergleich zwischen mehreren Versuchsgruppen bei
normalverteilten Parametern ein ANOVA-Test, bei gepaarten Versuchsgruppen und
normalverteilten Parametern ein Student’s ¢ Test und bei dem Verlgeich zwischen nicht
normalverteilten Flussdiagrammen ein Kolmogorov-Smirnov-Test angewendet. Alle
statistischen Tests wurden zweiseitig und allgemein explorativ auf einem 5%
Signifikanzniveau durchgefiihrt. Die Ergebnisse in dieser statistischen Auswertung wurden

als signifikant gewertet, wenn das 5%ige Signifikanzniveau unterschritten wurde.

Die Angaben der deskriptiven Statistik sind, wenn nicht anders spezifiziert, als Mittelwert +
Standardabweichung angegeben. Die verwendeten Testverfahren sind jeweils im Text explizit
benannt. Zur Veranschaulichung wurden zusitzlich ausgewdihlte Testergebnisse in Graphen

dargestellt.
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4. Ergebnisse

4.1 Basisparameter des Versuchsprotokolls

Der arithmetische Durchschnitt der Durchmesser aller untersuchten Arteriolen lag bei 54.8 +/-
1.1 um, wobei der durchschnittliche Durchmesser in der Kontrollgruppe (38 untersuchte

Arteriolen in 7 Tieren) bei 54.9 £ 2.5 um lag.

In der NS-398 behandelten Gruppe (42 Arteriolen von 7 Tieren) betrug der durchschnittliche
Durchmesser 58.6 + 2.4 um und in der mit Aspirin versorgten Gruppe bei 57.8 + 2.2 um (24
Arteriolen in 4 Tieren). In der mit NS-398 behandelten Gruppe, dem anschlieend Aspirin-
behandelte Thrombozyten infundiert wurden (21 Arteriolen von 4 Tieren), konnte ein

durchschnittlicher Durchmesser von 47.8 + 1.8 um gemessen werden.

Die NS-398 versorgte Gruppe, dem anschlieBend Iloprost-behandelte Thrombozyten
infundiert worden waren, zeigte einen durchschnittlichen Durchmesser von 51.4 + 2.4 um (21
Arteriolen von 4 Tieren) (Tabelle 2). Eine Verringerung des mittleren Arteriolendurchmessers
um mehr als 6 um wurde in der NS-398+Aspirin behandelten Gruppe im Vergleich zur

Kontrollgruppe gemessen.

Die Thrombozytengeschwindigkeit sowohl im NS-398+Aspirin als auch im NS-398+1loprost
behandelten Kollektiv war geringer als im Kontrollkollektiv. Interessanterweise zeigte sich in
allen mit NS-398 behandelten Gruppen, die anschlieBend mit Aspirin oder Iloprost

inkubierten Thrombozyten infundiert wurden, eine Reduzierung der Flussgeschwindigkeit.
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Tabelle 2: Basis- und Vergleichsparameter des Versuchsprotokolls

7 7 4 4 4
38 42 24 21 23
547425 | 58.6+2.4 | 57.8+22 | 478+18 | 514+24
0.83+£0.5 | 0.67+6.0 | 0.84+0.5 | 0.61+03 | 0.60+0.3
20+0.13 | 1.7£0.09 | 1.9+0.15 | 1.4+0.08*% | 1.3+0.08%
415 39.4 44.0 43.6 46.2

Die Werte sind als Anzahl bzw. Mittelwerte + Standardfehler angegeben. Unterschiede
zwischen den jeweiligen Gruppen und den Kontrollen werden markiert wenn signifikant mit * =
p < 0.05.
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4.2 Thrombozytengeschwindigkeit

In der mit NS-398 behandelten Gruppe konnte eine signifikante Linksverschiebung im
Vergleich zur Kontrollgruppe (p <0.05) der Thrombozytengeschwindigkeit beobachtet
werden. Dies spricht fiir eine gesteigerte und verldngerte Thrombozyten-Endothel-Interaktion.
Die mit Aspirin behandelte Gruppe zeigte eine signifikante Rechtsverschiebung im
Verteilungsmuster der Thrombozyten-Endothel-Interaktion (p < 0.05) verglichen mit der

Kontrollgruppe.

Wurden den NS-398 behandelten Tieren anschlieBend mit Aspirin oder Iloprost inkubierte
Thrombozyten appliziert, konnte eine Linksverschiebung der Thrombozyten-Endothel-
Interaktions-Muster verhindert werden (in beiden Fillen p < 0.05 vs. NS-398). Bei den mit
NS-398, L-NA und NS-398+L-NA behandelten Kollektiven zeigt sich eine
Linksverschiebung der Thrombozytengeschwindigkeit. Eine graphische Darstellung dieser

Ergebnisse erfolgt in Abbildung 6.
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Abbildung 6: Thrombozyten-Endothel-Interaktion dargestellt an Hand der relativen
Flussgeschwindigkeiten.

Die Abszisse kennzeichnet die Unterteilung nach % der maximalen Flussgeschwindigkeit. Die
Ordinate stellt den prozentualen Anteil an Thrombozyten dar. Die Ergebnisse sind als
signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe * = p < 0.05 sowie im Vergleich zur NS-398 Gruppe *
= p < 0.05 entsprechend markiert.
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4.3 Induktion der Thrombozytenanhaftung an die Gefiflwand durch NS-398

Im Folgenden wurde beobachtet, inwiefern eine feste Anhaftung von Thrombozyten an die

GefiaBwand durch NS-398 induziert werden konnte.

Eine Behandlung der Tiere mit NS-398 bewirkte eine signifikante Verstirkung der
dauerhaften Anheftung von Plittchen im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 7). Im
Kontrollkollektiv wurden keine (0.9 + 0.9 Plittchen/mm?) in den Arteriolen fest haftende
Plittchen beobachtet.
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Abbildung 7: Verstarkung der festen Anheftung von Plattchen an die GefaBwand in vivo durch
die selektive Hemmung von Cox-2 mit NS-398 (* = p < 0.05)
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Abbildung 8: Kameraaufnahmen von im Fettgewebe eingebetteten Arteriolen.

Abgebildet sind Kontrollen (linke Spalte) und NS-398 positive (rechte Spalte) Modelle bei
Zeitpunkt t; = 0 (obere Zeile) und t;= 0+0.069sec (untere Zeile) spéater. Die Kreise zeigen einen
bei beiden Zeitpunkten anhaftenden (floureszenz-markierten) humanen Thrombozyten

4.4 Prothrombotische Wirkung von NS-398 in vivo

Zur in vivo Charakterisierung der prothrombotischen Wi:zung von NS-398 wurde untersucht,
ob die Steigerung der Thrombozyten-Endothel-Interaktion letztlich zu einer Beschleunigung
des thrombotischen Gefdverschlusses fithren kann, wenn die GefdBwand durch andere
Noxen vorgeschédigt ist. Dazu wurde das Plasma mit Fluoreszenzfarbstoff markiert und die
freiliegende Haut der Riickenhautkammer mit FeCls-Losung lokal vorgeschiddigt. Die

Kontrollgruppe umfasste 4 Hamster und die mit NS-398 behandelte Gruppe 6 Hamster.
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Abbildung 8 zeigt eine starke Zunahme an fest haftenden Thrombozyten in der NS-398
behandelten Gruppe, wobei als fest haftende Thrombozyten nur jene galten, die mindestens
30 sec an derselben Stelle der GefiBwand adhirend sind. Abbildung 9 verdeutlicht die
signifikante Beschleunigung des GefidBverschlusses nach Gefilwandschidigung durch

selektive Hemmung von COX-2 mit NS-398.
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Abbildung 9: Beschleunigung des GefaBverschlusses nach GefaBwandschadigung

durch selektive Hemmung von COX-2 mit NS-398 (** = p < 0.001)

Plasma wurde mit Fluorescein-Isothiocyanat-markiertem Dextran gefiarbt. Nach Schidigung
der GefdaBwand mittels Eisen-III-Chlorid war die Zeit bis zum FEintritt des Gefaverschlusses
in NS-398 behandelten Tieren signifikant kiirzer als in der Kontrollgruppe (wobei nur 3 der 6
Tiere in der Kontrollgruppe iiberhaupt einen GefidB3verschluss zeigten). Im 6-miniitigen
Beobachtungszeitraum fand in allen Hamstern, die mit NS-398 behandelt wurden, ein
GefidBBverschluss statt (nach 91.5, 96.0, 106.0, 137.0, 146.0 und 176.0 sec, durchschnittlich
nach 125.4 + 15 sec). Dagegen zeigten nur 3 Tiere der Kontrollgruppe iiberhaupt einen
GefidBBverschluss (nach 182.0, 201.0 und 340.0 sec, durchschnittlich nach 241.8 % 50 sec). Das

vierte Tier zeigte wihrend des gesamten Beobachtungszeitraums von 6 min weder
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GefiBverengung noch Verschluss. Demnach induziert NS-398 eine signifikante Steigerung

und Beschleunigung des Gefid3verschlusses im untersuchten Tiermodell.

4.5 Messungen von 6-Keto-PGF;, im Serum

6-Keto-PGF,, wurde im Hamsterserum und in den Uberstinden von HUVEC-Zellkulturen
gemessen. In vivo konnte eine signifikante Senkung der 6-Keto-PGF,,-Konzentration im
Serum nach Behandlung der Tiere mit NS-398 nachgewiesen werden (974.9 + 193.0 pg/ml in
den Kontrollen, n = 4; 416.6 £ 60 pg/ml in NS-398 behandelten Tieren, n = 4; p < 0.05 vs.
Kontrolle). Dagegen wurde mit Aspirin keine signifkante Verringerung der 6-Keto-PGF),-

Produktion erreicht (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Serum-Konzentrationen von 6-keto-PGF,, in NS-398 und Aspirin

behandelten Tieren im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, n.s. = nicht signifikanter
Unterschied; * = p < 0.05.
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In den HUVEC-Kulturen stieg die 6-Keto-PGF;,-Konzentration im Uberstand nach
Inkubation der Zellen mit Histamin (10 pumol/l, 5 min) im Vergleich zur Kontrolle (32.2 + 3
ng/ml) signifikant auf 48.7 £ 6 ng/ml an (p < 0.05; n = 7). Die Vorinkubation der HUVECs,
sowohl mit NS-398 (100 pmol/l, 2h, n = 4) als auch mit Aspirin (50 pg/ml, 2h, n = 5),
inhibierte nicht nur den Histamin-induzierten Anstieg der 6-Keto-PGF;,-Konzentration,
sondern bewirkte auch eine Verringerung von 6-Keto-PGF), gegeniiber den unbehandelten
Kontrollen (NS-398, 21.2 + 2 ng/ml; p < 0.01 vs. Histamin, p < 0.05 vs. Kontrolle; Aspirin,
24.4 + 3 ng/ml; p < 0.01 vs. Histamin, NS vs. Kontrolle; Abbildung 11).
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Abbildung 11: 6-keto-PGF,-Konzentrationen im Uberstand von HUVEC-Kulturen

nach Inkubation der Zellen mit Histamin, Histamin + NS-398 und Histamin + Aspirin im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, n.s. = nicht signifikanter Unterschied; * = p < 0.05.
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5. Diskussion

5.1 Diskussion der Methodik

5.1.1 Das Riickenhautkammer-Modell am syrischen Goldhamster

Die experimentelle Zuginglichkeit von Blutgefdflen in der Atherioskleroseforschung beruht
auf verschiedenen biologischen Modellen. Dabei wurden Gesamtorganismen untersucht. Dies
sind insbesondere Teilstromgebiete von Maus (Denis 1998), Ratte, Kaninchen (Shinmura

2000), Hamster, Hund (Oltman 1998, Hennan 2001), Rind und Mensch (Passauer 2003).

Darunter wurden unter anderem auch Koronar-Arterien (Vanhoutte und Shimokawa 1989,
Pohl 1994), Aa. radiales, Aa. cremastericae sowie Hirngefde beobachtet. Das hier
angewandte Modell verwendet den Syrischen Goldhamster (Hoepfl 2002) mit dem
Riickenhautkammer-Modell. Dabei werden die oberfldchlichen Arterien, Arteriolen,
Kapillaren, Venolen und Venen sichtbar dargestellt. Es wurde am Institut fiir Chirurgische
Forschung der LMU Miinchen entwickelt (Endrich 1980, Endrich 1982). Dieses Modell wird
seit ca. 20 Jahren fiir Untersuchungen in der Mikrozirkulation verwendet (Menger 2002). Es
diente bisher verschiedenen wissenschaftlichen Fragestellungen, aus dem Bereich
Angiogenese, Mikrozirkulation, Wachstum und Metastasierung bei Tumoren, der
Mikrozirkulationsforschung in der Chirurgie, Sepsis, Inflammation, Schock, Ischimie etc.

(Gonzen et al. 1987, Dellian 1995, MefBmer und Krombach 1998, Biirkle 2002).

Das Modell der Riickenhautkammer des Hamsters ist besonders geeignet, um die Wirkung
von COX-1- und COX-2-Hemmern auf das Endothel und die Thrombozyten iiber den PVWI
Effekt zu untersuchen. Der Hamster kann mit verschiedenen Medikamenten und Inhibitoren
behandelt werden. Dabei wird eine gezielte Manipulation der Endothelseite angestrebt. Die
Thrombozyten werden ebenfalls vor der Zugabe mit verschiedenen Effektoren inkubiert. Das
Endothel selbst kann in keinem Tiermodell selektiv erreicht werden, sondern nur iiber den

Gesamtorganismus. Dies betrifft das Lumen oder das angrenzende Gewebe.
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5.1.2 Intravitalmikroskopie fluoreszenzmarkierter Thrombozyten

In der vorliegenden Arbeit wurden fluoreszenzmarkierte Thrombozyten mit Hilfe der
Intravitalmikroskopie direkt beobachtet. Die Firbungen wurden mit Calcein durchgefiihrt. Mit
dieser Methode konnte schon gezeigt werden, dass sich Pldttchen damit darstellen lassen
(Krotz 2004, Biirkle 2004). Hémodynamisch unauffillige Endstromgebiete mit
Arteriolendsten wurden ausgewihlt und iiber ein Bildaufzeichnungssystem dokumentiert. Das
aus der chirurgischen Forschung stammende Riickenhautkammermodell des Syrischen
Goldhamsters wurde auf physiologisch-biochemische Fragestellungen im Zusammenhang mit
der Mikrozirkulation ausgeweitet. Dieses experimentelle Modell fand erstmalig zur
Untersuchung des Thrombozytenverhaltens in vivo an der Maus Verwendung (Massberg
1998). In der hier vorliegenden Arbeit wurde hingegen der syrische Goldhamster verwendet.
Dies wurde nach einem modifizierten Versuchsprotokoll durchgefiihrt, welches erstmalig in
seiner Form von Verheul und Kollegen (Verheul 2000) beschrieben wurde und weitere

Verwendung bei Krotz und Mitarbeiter (Krétz 2004) fand.

Hierbei werden die Thrombozyten mit Calcein geférbt, um eine spezifische Charakterisierung
der Thrombozyten ausschlieBlich zu erreichen. Bei Massberg und Mitarbeitern erfolgte in
dessen Modell urpspriinglich eine Fidrbung mit Rhodamin, welches allerdings zu einer
unspezifischen Firbung von Blutzellen (Thrombozyten, Leukozyten) fithrte (Massberg 1998).
In dem hier vorliegenden Modell liegt das Augenmerk ausschlieBlich auf der

Intravitalmikroskopie der Thrombozyten.

Isolierte Thrombozyten sind weitgehend gezielt experimentell modifizierbar. Sie konnen
einfach mit Wirksubstanzen ,gewaschen* werden. Durch Markierung mit
Fluoreszenzfarbstoff sind sie in der hier verwendeten Intravitalmikroskopie gut sichtbar
darzustellen und ihre Bewegungen mit Bildaufzeichnungstechniken dokumentierbar. In
eigenen Kontrolluntersuchungen zeigten die so behandelten Thrombozyten ein normales

Aggregationsverhalten.
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5.1.3 Der PVWI Effekt als Parameter der COX-Inhibition

Die humanen Thrombozyten konnten vielfdltig manipuliert werden, insbesondere durch
Féarbung und Stimulierung. Sowohl das intermediédre Rollen entlang der Gefid3wand als auch

das feste Anhaften am Endothel ist experimentell beobachtbar (Siegel-Axel 2006).

Der in dieser Arbeit hauptsidchlich untersuchte Parameter ist die PVWI (platelet vessel wall
interaction), d. h. die Interaktion von Thrombozyten mit der GefdBwand. Diese ldsst sich
durch die Intravitalmikroskopie fluoreszenzmarkierter Thrombozyten beobachten und in
Histogrammen mit der Geschwindigkeitsverteilung der Thrombozyten quantitativ und
qualitativ darstellen (Siegel-Axel 2006, Langer und Gawaz 2008, McClellanda 2009).
Insgesamt konnten fiir etwa 20 Versuchsreihen ca. 400.000 Thrombozyten vermessen werden.
Am eingesetzten Untersuchungsmodell wurden die prothrombotischen Reaktionsmuster, die
Verlangsamung von wandnahen Thrombozyten, d. h. molekular vermittelte Verstirkung der
Adhision, "Rollen" entlang der GefdBwand (transiente PVWI, molekular vermittelt iiber
Selektine), "Sticken" an der GefdBwand (feste PVWI, vermittelt u. a. iiber Integrine) und
Beginn der Aggregation der Thrombozyten untereinander (vermittelt iiber Thromboxan,
Glycoproteine etc.) erfasst (Croner et al. 2006). In unserem Modell bedeutete eine vermehrte
Adhision von Thrombozyten mit der Gefidwand eine Linksverschiebung der Messpunkte in

den von uns dargestellten Histogrammen.

5.2 Diskussion der Daten

NO ist seit langem bekannt als Inhibitor der Thrombozytenaggregation (Radomski 1995).
Auch in dieser Untersuchung fiihrte die Applikation von L-NA, welches die endogene
Produktion von NO bewirkt, zur gesteigerten Adhésion von Thrombozyten (Abbildung 6).
Prostacyclin entsteht durch die Aktivitéit der Cyclooxygenasen (COX-1 und COX-2) oder die
Prostaglandin-H-Synthasen. Als klassischer Inhibitor dieser Enzyme wirkt ASS auf beide
Isoenzyme nahezu gleichermallen effektiv. In dieser Untersuchung fiihrte Aspirin zu einer der

von L-NA entgegengesetzten Verschiebung der Plittchengeschwindigkeiten (Abbildung 6).

Als Vertreter eines selektiven COX-2 Inhibitors wurde NS-398 verwendet, das dhnliche

enzyminhibitorische Eigenschaften wie Rofecoxib (Vioxx, Pfizer) aufweist, welches klinisch
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nicht mehr zugelassen ist (Greenberg 2000). Uber Prostacyclin hat das Endothel einen
hemmenden Einfluss auf die Thrombozytenaggregation. Dieser FEinfluss wurde durch
Behandlung der Thrombozyten mit Iloprost simuliert, einem kiinstlichen Prostacyclin, das

nicht metabolisiert wird.

Von den drei Autakoiden Prostacyclin, NO und EDHF war zu Beginn dieser Untersuchung
von den ersten beiden bekannt, dass sie aggregationshemmend auf Thrombozyten wirken. Ein
analoger Einfluss durch EDHF wurde vermutet und in den zwischenzeitlich von uns
durchgefithrten Untersuchungen konnte ebenfalls gezeigt werden, dass EDHF in vivo
antithrombitisch im gesunden Endothel wirkt (Krotz 2010). Zur selektiven Untersuchung der
Wirkung von EDHF musste die gleichgerichtete Wirkung von Prostacyclin und NO
experimentell ausgeschlossen werden. Daher wurde in der Arbeit anfangs versucht, die
Synthese von Prostacyclin und NO mittels NS-398 bzw. L-NA zu unterbinden. Jedoch haben
NS-398 und auch L-NA einen deutlichen Effekt auf die PVWI, wenn sie alleine verabreicht
werden, ohne die anderen Effektoren zu beriicksichtigen. Dariiber hinaus verhielten sich bei
gemeinsamer Applikation von Effektoren bzw. ihren Synthesehemmern in ihrer Wirkung

nicht additiv und auch nicht, wie erwartet, iiberadditiv.

Dies steht im Widerspruch zu Annahmen aus der obigen Modellvorstellung. Danach sollten
die weiterhin vorhandenen beiden Effektoren den Verlust des einen ausgleichen. Auf der
Grundlage dieser Beobachtung wurde davon ausgegangen, dass bei den Experimenten zur
Rolle von EDHF auf eine gleichzeitige Hemmung der Prostaglandinsynthese durch NS-398
und eine zusitzliche Ausschaltung von NO nicht erforderlich ist, wenn der Einfluss von
EDHF auf die Plattchen-GefdBwand-Interaktion zu untersuchen ist. Der Versuch zur
Induktion eines fritheren Eintritts des GefdBwandverschlusses durch die NS-398 Behandlung
zeigte dann, dass der Einsatz von selektiven COX-2 Inhibitoren bei einem vorgeschidigten

Endothel (z. B. bei Atherosklerose) schneller zu einem Gefial3verschluss fiihrt.

Die Aktivitit der Cycooxygenasen wurden ebenfalls iiber die Bestimmung der 6-keto-PGF,-
Konzentration in vitro im Uberstand von HUVEC-Zellkulturen und in vivo im Hamsterserum
bestimmt. /n vivo wurde eine signifikante Senkung der 6-keto-PGF;,-Konzentration im Serum
nach selektiver COX-2 Inhibition durch NS-398 Gabe, jedoch nicht nach Aspirin Gabe

beobachtet. In vitro stieg die 6-keto-PGF,,-Konzentration im Uberstand nach Inkubation der
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Zellen mit Histamin signifikant. Die Vorinkubation der HUVECs mit NS-398 und auch mit
Aspirin inhibierte den Histamin-induzierten Anstieg der 6-keto-PGF;,-Konzentration und
bewirkte sogar eine Verringerung von 6-keto-PGF, gegeniiber den unbehandelten Kontrollen.
Die Inhibierung der 6-keto-PGF;, Synthese nach COX-2 Inhibitor Gabe wurde bereits in
vorhergehenden in vitro Studien gezeigt (FitzGerald 2001, Syeda 2006). Die Inhibierung der
6-keto-PGF, Freisetzung nach Histaminstimulation im Uberstand durch selektive als auch die
unspezifische Inhibition der endothelialen COX unterstreicht die bedeutende Rolle der COX-

2 in der endothelialen Prostazyklinsynthese.

5.3 Klinische Relevanz und Ausblick

Die vorliegende Arbeit konnte darlegen, dass die selektive Inhibition von COX-2 in vivo eine
Vermehrung von transient haftenden Thrombozyten an das Endothel induziert, die
natiirlicherweise nicht in intakten Arteriolen vorkommt. Vermutlich ist sie auf die
verminderte Freisetzung von endothelialen Prostazyklinen zuriickzufithren, wie der
verminderte 6-keto-PGF;, Serumspiegel nach COX-2 Inhibition zeigte. Diese vermehrten
Interaktionen begiinstigen einen thrombotischen Verschluss im verletzten Gefil3, wie dies die
vorliegende Arbeit mit einem durch Eisen-III-Chlorid induzierten GefdBschaden zeigen

konnte.

Die hier im Tiermodell gewonnen in vivo Daten bestitigen die Ergebnisse iiber den
prothrombischen und okklusionsfordernden Effekt der selektiven COX-2 Inhibition am
Tiermodell Hund (Hennan 2001) und bekriftigen die Hypothesen, die bislang aus humanen
Versuchsprotokollen generiert werden konnten (Mukherjee 2001, Hennan 2001, Bombardier
2000, de Gaetano 2003, Shinmura 2000). Auch der verminderte 6-keto-PGF;, Serumspiegel
nach COX-2 Inhibitor-Gabe wurde bereits in vorhergehenden humanen Studien gezeigt
(McAdam 1999, Bombardier 2000). Eine systemische Erniedrigung des 6-keto-PGFq-
Serumspiegel im Menschen, als auch im Tiermodell, gibt jedoch keinen Aufschluss iiber die
Quelle der Prostazyklinsynthese, da neben einer Inhibierung der COX-2 im Endothelium die
COX-2 ebenso in anderen Geweben inhibiert wird, wie beispielsweise im Nierenmark (Qi

2002).
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In der vorliegenden Arbeit fiithrte sowohl die selektive als auch die unspezifische Inihibition
der endothelialen COX zu einer signifikanten Verminderung der 6-keto-PGF;, Freisetzung
durch Histaminstimulation im Uberstand der kultivierten Endothelzellen. Dies unterstreicht
die bedeutende Rolle der COX-2 in der endothelialen Prostazyklinsynthese. Die intravendse
Gabe von Aspirin beeinflusst die COX Wirkung sowohl im Thrombozyten als auch in der
Gefidsswand, da Aspirin nur bei oraler Applikation in niedriger Dosis ein relativ spezifischer

COX-1 Inhibitor am Plattchen ist (Cerletti 1986).

Da selektive COX-2 Inhibitoren weder einen inhibitorischen noch einen vergroernden Effekt
auf die Thrombozytenaggregation ex vivo haben, scheint der pro-adhisive Effekt der COX-2
Inhibition iiber die Verringerung der endothelialen Prostazyklinsynthese wahrscheinlich.
Diese Ergebnisse suggerieren, dass eine verstiarkte Thrombozytenadhésion, wie wir sie in der
vorliegenden Studie beobachteten, nicht durch die Verabreichung von NS-398 ausgelost
werden kann, worauf auch das Fehlen eines NS-398 Effektes nach einer Vorbehandlung der
Thrombozyten mit Iloprost hindeutet. Anscheinend iibt jedoch die Inhibition der COX-2
abhiingigen Prostazyklin-Biosynthese einen prothrombotischen Einfluss aus, worauf die
fehlende Hemmung der Thrombozyten induzierten TxA,-Synthese durch die selektiven
Inhibitoren hindeuten. Das daraus resultierende Ungleichgewicht von vaskuldren
Prostazyklin- und TxA, Effekten induziert eine erhohte Exkretion von Thromboxan B, im
Harn und eine gesteigerte Ausbildung der Intima nach einer Ballon-induzierten Verletzung in

Mausen, die keinen Prostazyklinrezeptor exprimieren (Cheng 2002).

Unter diesem Blickwinkel erniedrigt Aspirin die Thrombozyten-Endothel-Interaktion
signifikant und verhindert eine feste Anheftung unter COX-2 Inhibition, was darauf hinweist,
dass der prothrombotische Effekt der sinkenden endothelialen Prostazyklinfreisetzung durch
eine zeitgleiche Inhibition der COX-1 abhiéngigen TxA, Thrombozytenformation kompensiert
werden kann. Diese gegensitzlichen Effekte der selektiven COX-2 Inhibition treten vor allem

bei gestorter endothelialer Funktion in Erscheinung.

Die in unserer Studie gewonnenen Ergebnisse einer gesteigerten Thrombozytenaktivierung
konnten die Grundlage fiir weitergehende Studien mit dem Fokus eines erhohten
Herzinfarktrisikos nach COX-2 Inhibition sein, wie es in einer Subanalyse der VIGOR Studie
schon geduflert wurde. In der VIGOR Studie wurde das Risiko von gastrointestinalen

Blutungen bei Patienten untersucht, die als sekunddre kardiovaskuldre Prophylaxe Aspirin
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einzunehmen hatten, dies jedoch bis zu Studienbeginn noch nicht taten und unter
randomisierten Bedingungen auch Rofecoxib statt des nicht-selektiven Inhibitors Aspirin
erhielten (Bombardier 2000). Zwischenzeitlich wurde Rofecoxib aufgrund der erhohten
kardiovaskuldren Risiken vom Markt genommen (,,Vioxx-Skandal®). In der mit selektivem
COX-2 Inhibitor behandelten Gruppe wurde anschlieBend ein Herzinfarktrisiko von 4,89% als
statistisch wahrscheinlich berechnet (Mukherjee 2002). Es bleibt jedoch unklar, ob dieses
erhohte Herzinfarktrisiko durch eine ineffiziente Inhibition der Thrombozytenaggregation der
selektiven COX-2 Hemmer bedingt ist, oder ob die Unterschiede in den Gruppen, die zum
einen den nicht-selektiven Cyclooxygenasehemmer Naproxen oder Rofecoxib erhielten, durch
eine zusitzliche Verringerung der anti-adhésiven Eigenschaften des vaskuldren Endotheliums

verursacht wurden (Mukherjee 2001, 2002).

Es ist von Interesse, die Effizienz und Selektivitit der in unserer Studie untersuchten
selektiven COX-2 Inhibitoren mit den COX-2 Hemmern zu vergleichen, die in der tiglichen
Praxis angewendet werden. In Anbetracht der Effizienz wird die Vergleichbarkeit durch den
Grad der Reduktion an Prostaglandinmetaboliten im Serum oder Urin belegt. Die klinischen
Dosen von Rofecoxib (50mg/Tag), so wie sie in der VIGOR Studie verabreicht wurden,
fiihrten zu einer 74%-igen Inhibition der Exkretion von Prostazyklinmetaboliten im Harn von
Menschen, was den gemessenen Wert von 54%-iger Inhibition im Hamsterserum durch die
Verabreichung von NS-398 um ein Vielfaches iibersteigt (Catella-Lawson 1999). Geringere
Dosen von Rofecoxib erreichten hier immer noch eine 70%-ige Inhibition von COX-2
abhingiger Prostanoidsynthese (van Hecken 2000). Celecoxib verringert bei einer Dosis von
400 mg die Exkretion von Prostazyklinmetaboliten um bis zu 80% bis zu 12 Stunden nach
Verabreichung (McAdam 1999). Betrachtet man die Selektivitit der erwdhnten Substanzen,
so zeigten ex vivo Assays, dass die Selektivitidt von Rofecoxib und die von NS-398 #hnlich
sind, wobei beide gegeniiber COX-2 100-fach inhibitorisch wirkungsvoller waren im
Vergleich zu COX-1, wihrend die Selektivitit von Celecoxib nur um ein Zehnfaches

niedriger ist (FitzGerald 2001, 2002, Patrigniani 1997).

In den Untersuchungen zeigte sich auch, dass nicht alle Coxibe die gleichen Nebenwirkungen
ausbilden. In einer Untersuchung von Johnson (1994) konnte sogar bei nicht-selektiven
NSAIDs eine Relation mit kardiovaskuldren Ereignissen beobachtet werden. In vitro wurde
nachgewiesen, dass hochdosierte Acetylsalicylsdure-Applikation zu einer Proliferation der

glatten Muskelzellen in den Gefédlen fiihrt, da die Blockade des Zellzyklus durch Inhibition
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nicht induziert wurde (Marra 2000). In Mausen mit einer APO-E Defizienz konnte hierbei die

Arteriosklerose Genese reduziert werden (Paul 2008).

Celecoxib inhibierte in einer in vitro Studie die Proliferation und reduzierte Hyperplasien in
der Gefdlintima (Conolly 2002, Koo et al. 2007) nach Schiddigung der glatten Muskelzellen
in der GefdBwand durch Ballondilatation oder Stentanlage. Auch in den arteriellen Gefdf3en
von Nagern nach Angioplastik konnte durch Applikation von Celecoxib eine Reduktion der
Hyperplasien in der Intima beobachtet werden, wobei Acetylsalicylsdure keine Wirkung
zeigte. Biochemische Analysen zeigten, dass die Wirkung von Celecoxib auf der Hemmung
der Proteinkinase B beruht, die COX- unabhingig inhibiert wird (Yang 2004). Weiterhin
hemmte Celecoxib die Expression von MCP-1, so dass Celecoxib die Infektionsprozesse der
glatten GefdBmuskelzellen determinierte (Wang 2005), was zu einer Hemmung der
Monozytenmigration durch GefidBBwéinde und anschlieBende Transformation in stimulierte

Makrophagen fiihrt (Boring 1998).

Celecoxib hemmte auch die Expression von Tissue factor (TF), dem Gewebefaktor, der eine
wichtige Rolle in der traumatischen Auslosung der Blutgerinnungskaskade und in der
Arteriogenese triagt. Diese Wirkungen sind jedoch COX unabhingig und werden durch die
Hemmung der N-terminalen Kinase induziert (Steffel 2005). Weiterhin fiihrte Celecoxib in
humanen Endothelzellen zu einer Inhibition der Zellproliferation und 16ste eine Apoptose in
Abhingigkeit zur Dosis aus (Niederberger 2004). Die beschriebenen Prozesse konnen in vivo
zu einer Dysfunktion der Endothelzellen fiihren, was eine Arteriogenese begiinstigt (Ross

1999).

In Studien fiihrte Celecoxib bei tdglicher oraler Applikation von zweimal 200 mg zu einer
signifikanten Reduktion des Proteinspiegels an C-reaktivem Protein (CRP) und des oxidierten
LDLs im Plasma nach nur 14 Tagen Einnahme (Chenevard 2003). Die Studienergebnisse
lassen zundchst auf Mechanismen schlieen, die unabhingig von einer COX Inhibition
ablaufen. NSAIDs koénnen demnach sowohl positive als auch negative Wirkungen auf das
Risiko kardiovaskuldrer Ereignisse haben, wobei die substanzspezifischen Wirkungen allein
von der chemischen Struktur des Wirkstoffes abhingen. Welche Mechanismen der in vitro
dargestellten und beobachteten Mechanismen in vivo durchlaufen werden, bleibt bislang noch

nicht vollig geklart.
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Es gibt zahlreiche Hinweise aus klinischen Studien, die die Beobachtung stiitzen, dass die
COX-2 Isoform der Cyclooxygenase eine intrinsische Kompetenz zu arteriosklerotischen
Komplikationen in sich birgt. Diese Beweiskette entspringt einer Vielzahl von klinischen und
experimentellen Studien, die deutlich fiir eine verstirkte in vivo Thrombozyten-Aktivitit
wihrend einer COX-2 Inhibition sprechen (Stichtenoth 2004). Dies fiihrt zu einer verstérkten
vaskulidren Thrombusbildung durch die selektive Inhibition von COX-2 (Brune 2001, Lyseng-
Williamson 2004), wobei letzteres nicht im Fall einer nicht selektiven COX-Inhibition eintritt.
Seit Erscheinen der VIGOR Studie werden die selektiven COX-2 Inhibitoren als Ursache fiir
eine Reihe vaskuldrer Thrombosen angesehen (Brune 2001). Die VIGOR Studie sollte die
Wirkung eines selektiven COX-2 Inhibitors, des Rofecoxibs, mit der eines NSAID wie
Naproxen auf gastrointestinale Nebenwirkungen und Langzeiteffekte in 8076 Patienten mit
rheumatoider Arthritis untersuchen. Hierbei zeigte sich eine signifikante bis zu 5-fache
Erhohung des Myokardinfarkt-Risikos bei Patienten mit einer kardiovaskuldren Anamnese,
welche eine Einnahme von Aspirin als Sekundirprophylaxe nétig gemacht hitte, die Patienten
jedoch durch das randomisierte Studienprotokoll eine tdgliche Dosis Rofecoxib erhielten
(Burleigh 2002). Es konnte im Rahmen der Studie eine 50%ige Minderung der
gastrointestinalen Nebenwirkungen beobachtet werden, bei gleichzeitigem Auftreten eines
prothrombotischen Nebeneffekts des Rofecoxibs. In der statistischen Auswertung stand daher
die Kontroverse im Raum, ob nun diese Ergebnisse durch den prothrombotischen Effekt von
Rofecoxib entstanden oder ob es sich hierbei um die kardioprotektiven Eigenschaften des
Naproxens handelte. Dies hitte die divergierenden wissenschaftlichen Ergebnisse der Autoren

erkldren konnen (Burleigh 2002).

Obwohl Folgestudien den antithrombotischen Effekt von Naproxen bestitigten, konnten
ausgedehnte klinische Studien die kardioprotektiven Eigenschaften von Naproxen nicht
signifikant beweisen (Hoepfl 2002, McAdam 1999). Trotz der héufig anzutreffenden
unterschiedlichen Ergebnisse respektive der prothrombischen Wirkung von Naproxen lassen
sich dennoch die Studien in ihrer Aussagekraft determinieren, da sie alle protokollarisch in

vitro durchgefiihrt wurden (Chenevard 2003, Stichtenoth 2004, Sikes 2002).

Wie bereits eingangs erwéhnt, hemmen NSAIDs wie Naproxen nicht nur die Thrombozyten
induzierte TxA, Produktion, sondern auch die PGI2 Freisetzung aus dem Endothelium
(Hoepfl 2002). Daher erscheint es vom deterministischen und wissenschaftlichen Standpunkt

aus ungewohnlich, dass das erhohte Myokardinfarktrisiko in der mit Rofecoxib behandelten
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Gruppe der VIGOR Studie durch den antithrombotischen Effekt des Naproxens ausgelost
worden sei. Spitere Studien konnten den prothrombotischen Effekt von Rofecoxib in vivo
unabhéngig von Naproxen bestitigen und leiteten somit eher die allgemeine Fragestellung
ein, ob nicht alle selektiv wirkenden COX-2 Hemmer ein arterielles Thromboserisiko
implizieren. Nachdem Rofecoxib vom Markt genommen wurde, zeigte sich in einer Vielzahl
von Studien ein prothrombotischer Effekt durch die Einnahme von selektiven COX-2-
Inhibitoren, wobei hierzu sowohl langdauernde klinisch randomisierte Studien als auch
Studien mit einer 6-stelligen Probandenzahl zidhlten. Und eigene Untersuchungen bestitigten,
dass zahlreiche COX-Inhibitoren wie z.B. Diclofenac prothrombotisch wirken konnen
(Struthmann et al. 2009). Zahlreiche Ubersichtsarbeiten bestitigen, dass diverse NSAIDs
erhohte kardiovaskuldre Risiken beinhalten, welche moglicherweise auch durch
prothrombotische Effekte erkldrbar wéren (Schjerning-Olsen et al. 2013, Krotz und
Struthmann 2010).

Abseits der Frage, ob Naproxen nun einen kardioprotektiven Effekt auf den menschlichen
Organismus hat oder nicht, wurde durch die klinischen Studien zunehmend deutlicher, dass
Rofecoxib intrinsische atherothrombotische Qualitdt birgt. So konnte eine Korrelation
zwischen einem Myokardinfarkt und Rofecoxib auch in der APPROVe Studie beobachtet
werden, wobei sich die atherothrombotischen Komplikationen erst nach einer 18 monatigen
Einnahme von Rofecoxib zeigten. Die Ergebnisse anderer randomisierter Studien ergaben
dhnliche Resultate in der Auswertung (Stichtenoth 2004, Title 2003). Der Fokus all dieser
Studien, induziert durch die Nebenwirkungen von Rofecoxib, lehnt sich an die generelle
Frage an, ob selektive COX-2 Hemmer ein dhnliches kardiovaskulidres Risiko darstellen oder
nicht. Ferner ist bislang noch ungeklirt, inwiefern die kardiovaskuldren Ereignisse durch eine

lingere Rofecoxib-Einnahme oder durch die Einnahme von Einzeldosen ausgelost wurden.

Ebenso ist es wichtig zu erwihnen, dass wir keine Thrombose in den intakten Arteriolen der
gesunden Hamster beobachten konnten, was Metaanalysen von klinischen Studien an
selektiven COX-Hemmern bestétigten. Zudem konnten diese Studien zeigen, dass durch die
Einnahme von selektiven COX-2 Hemmern kein erhohtes Risiko fiir thrombotische
Ereignisse in vorwiegend gesunden Populationen besteht (Mukherjee 2002, Konstam
2001a,b). Die proadhisiven Effekte von selektiven COX-2 Hemmern in intakten Arteriolen

selbst in gesunden Tieren und der schnelle Verschluss in den Gefidlen geben dennoch Grund
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zu einem sehr vorsichtigen Gebrauch dieser Substanzen bei Patienten mit bestehendem

kardiovaskuliren Risiko.

Die Extrapolation der erhaltenen Ergebnisse dieser Studie hinsichtlich einer Ubertragung der
Daten auf den menschlichen Organismus ist eingeschriankt und Schlussfolgerungen aus den
Ergebnissen sollten sorgfiltig abgewogen werden, insbesondere in Anbetracht der geringen
Zahl an Untersuchungen an Tiermodellen, wie hier vorliegend. Diese Daten kdnnen nicht per
se mit den Daten von grof3 angelegten klinischen Studien an Patienten verglichen werden.
Unabhéngig davon, ob der prothrombotische Effekt der selektiven COX-2 Inhibitoren, den
wir in unseren Untersuchungen beobachtet haben, neben einer eingeschrinkten
kardiovaskuldren Sicherheit der angewandten Substanzen in der klinischen Anwendung
besteht oder nicht, kann diese Hypothese nur in einer prospektiven klinischen Studie gestiitzt
werden. Die Bedeutung der Umsetzung solcher Studien ist wiederholt in anderen
Untersuchungen gedufert worden (Hankey und Eicheboom 2003, Mukherjee 2003, Konstam
2002, Konstam 2001a,b).
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6. Zusammenfassung

In der hier vorliegenden Arbeit wurde erstmals in vivo untersucht, ob selektive COX-2
Hemmer die Thrombozyten-Endothel-Interaktion (platelet-vessel-wall-interaction = PVWI)
erhohen und damit das Thromboserisiko steigern. Es wurde die Bewegung
fluoreszenzmarkierter = humaner  Thrombozyten in  Hamsterarteriolen in  der

Versuchsanordnung des Riickenhautkammermodells mittels Intravitalmikroskopie gemessen.

Transiente und dauerhafte Adhédsion der Thrombozyten an die Gefdwand, sowie
Gefdlverschluss nach induzierter GefiBwandschidigung dienten als Parameter der

Thrombozyten-Endothel-Interaktion.

Die selektive Hemmung von COX-2 mit NS-398 erhohte die dauerhafte Pléittchenadhésion an
die GefdBwand in vivo. Weiterhin war die transiente PVWI in NS-398 behandelten Tieren
signifikant erhoht. Dieser Effekt wurde durch Vorbehandlung der Plittchen mit ASS oder
lloprost aufgehoben. Die Zeit bis zum FEintritt des GefidBverschlusses nach
Gefialwandschiddigung mit FeCl3 wurde durch NS-398 signifikant verkiirzt. Die selektive
Hemmung von COX-2 mittels NS-398 verstirkt sowohl die transiente Plittchen-Gefidl3wand-
Interaktion, als auch das dauerhafte Anheften von Thrombozyten an die GefiBwand. Dabei
kann es zu einem schnelleren Verschluss vorgeschiadigter Gefile kommen, was
hochstwahrscheinlich durch eine Verminderung des antithrombotischen Prostaglandin-

Effektes verursacht sein konnte.

Klinische Relevanz hat die vorliegende Studie dahingehend, dass es zu einer adversen
Wirkung von selektiven COX-2 Hemmern auf die Thrombozyten-Endothel-Interaktion
kommen kann, wodurch das vaskuldre Thromboserisiko gesteigert wird, mit all seinen

konsekutiven klinischen Erscheiningsbildern wie z. B. Herzinfarkt, Embolie und Schlaganfall.
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