Aus der

Medizinischen Klinik und Poliklinik I, Kardiologie, Klinikum der Universitat Minchen
Direktor: Prof. Dr. med. Steffen Massberg

und dem

Walter-Brendel-Zentrum fur Experimentelle Medizin der Universitat Miinchen
Vorstand: Prof. Dr. med. Ulrich Pohl

Das Schwefelwasserstoff-freisetzende Aspirinderivat ACS14 zeigt
starke antithrombotische Effekte  in vitro und in vivo

Dissertation
Zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin

An der Medizinischen Fakultat der
Ludwig-Maximilians-Universitat zu Miinchen

vorgelegt von

Franziska Fochler
aus
Hof/Saale

2015



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat

Berichterstatter:

Mitberichterstatter:

Mitbetreuung durch

den promovierten Mitarbeiter:

Dekan der
Medizinischen Fakultét:

Tag der mundlichen Prifung:

der Universitat Miinchen

Prof. Dr. med. Florian Krotz

Priv. Doz. Dr. med. Christoph Bidlingmaier
Prof. Dr. med. Bernd Engelmann
Prof. Dr. med. Erhard Hiller

Dr. med. Joachim Pircher

Prof. Dr. med. Dr. h.c. Maximilian Reiser, FACR, FRCR

07.05.2015



Die Stufen

Wie jede Stufe welkt und jede Jugend
Dem Alter weicht, bltiht jede Lebensstufe,
Bltht jede Weisheit auch und jede Tugend

Zu ihrer Zeit und darf nicht ewig dauern.
Es muss das Herz bei jedem Lebensrufe
Bereit zum Abschied sein und Neubeginne,
Um sich in Tapferkeit und ohne Trauern
In andre, neue Bindungen zu geben.
Und jedem Anfang wohnt ein Zauber inne,

Der uns beschitzt und der uns hilft, zu leben.

Wir sollen heiter Raum um Raum durchschreiten,
An keinem wie an einer Heimat hangen,

Der Weltgeist will nicht fesseln uns und engen,
Er will uns Stuf um Stufe heben, weiten.
Kaum sind wir heimisch einem Lebenskreise
Und traulich eingewohnt, so droht Erschlaffen,
Nur wer bereit zu Aufbruch ist und Reise,
Mag lahmender Gewdhnung sich entraffen.

Es wird vielleicht auch noch die Todesstunde
Uns neuen Raumen jung entgegen senden,

Des Lebens Ruf an uns wird niemals enden...

Wohlan denn, Herz, nimm Abschied und gesunde!

Herrmann Hesse
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Einleitung

1 EINLEITUNG
1.1 Aspirin und seine Wirkung auf Thrombozyten
111 Aspirin

Acetylsalicylsdure (Aspirin) ist weltweit eines d&m meisten eingesetzten Medikamente. Bereits im
antiken Griechenland wurde der Saft von Weidennindem Fieber senken und als Schmerzstiller
verwendet. In den 1950er Jahren wurde erstmals dobtdt, dass Aspirin das Risiko einer
koronararteriellen Thrombose reduzieren kann [1§l wegen Ende der 1960er Jahre wurde die
hemmende Wirkung von Aspirin auf die Thrombozytegragation beschrieben [2-4]. Aspirin
inhibiert irreversibel die Cyclooxygenasen und dagine Thrombozytenaggregation. Zuséatzlich wirkt
es schmerzstillend, antirheumatisch, fiebersenkeadantientziindlich [5]. Heute kommt es vor allem
auf dem Gebiet der kardiovaskularen Erkrankungen Tdirombozytenaggregationshemmer zum
Einsatz. Den weitaus grof3ten Anteil nimmt hierkiei Sekundéarpravention nach bereits stattgehabten
Ereignissen wie Myokardinfarkt, Apoplex oder pegpfarterieller Verschlusskrankheit (pAVK) ein.
In einer Vielzahl von Studien konnte gezeigt werddaiss Aspirin nach Myokardinfarkt sowohl das
Risiko erneuter Ereignisse als auch die Mortasignifikant reduzieren kann [6-8]. Aufgrund seines
raschen Wirkeintritts ist Aspirin auch wesentliclBastandteil bei der Therapie akuter Ereignisse wie
beispielsweise des akuten Koronarsyndroms [9]. #ude wird es als
Thrombozytenaggregationshemmer bei interventionell&ingriffen wie der perkutanen
transluminalen koronaren Angioplastie (PTCA) eimgeisund dient nach Stentimplantationen der
Prophylaxe von Stentthrombosen. Im Rahmen der Ppr@gention der koronaren Herzkrankheit wird
es zur medikamentésen Therapie bei Patienten niierhoRisiko fur kardiovaskuldre Ereignisse

eingesetzt [10].

1.1.2 Thrombozyten

Thrombozyten sind kleine, kernlose Blutzellen, diigch Abschniirung von ihren Vorlauferzellen den
Megakaryozyten unter dem Einfluss von Thrombopoietus Niere und Leber im Knochenmark
entstehen. Gegen Ende des 19. Jahrhunderts wustimaég beschrieben, dass Thrombozyten
diejenigen Blutbestanteile sind, welche eine vereGefallwand detektieren kdnnen, sich am Ort der
Verletzung anheften und dort einen Thrombus bilddnh. Sie zirkulieren fur ca. 5 - 9 Tage im Blut,

bevor sie mittels Phagozytose in der Milz oder gen Kupfferzellen der Leber abgebaut werden [12].
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Die physiologische Konzentration liegt zwischen .80 - 400.000/uL. Trotz Kernlosigkeit enthalten
sie zahlreiche zytoplasmatische Organellen wie dhiemdrien, verschiedene Granula, Mikrotubuli,
Aktinfilamente, Glykogen als Energiequelle und diomplexes Membransystem. Vor allem die
Granula mit ihren Inhaltsstoffen sind wesentlichden Funktionsvermittlung bei der Aktivierung der
Thrombozyten beteiligt. So enthalten die sogenami¢@seGranula verschiedene proaggregatorische
Faktoren wie Adenine (ATP, ADP), Guanine (GTP, GDR)mine (Serotonin, Histamin) und
Kationen (Calcium, Magnesium). Die-Granula beinhalten Adhasionsmolekile (Fibronection
Willebrand Faktor (VWF), Thrombospondin), Wachsttakioren (PDGF, EGF, VEGF), Faktoren des
Gerinnungssystems (Fibrinogen, Faktor V, VI, IX]IXund der Fibrinolyse (Plasminogen, Protein S,
PAI-1), proinflammatorische Zytokine (Interleukir XIL-18)), Chemokine (PF4, RANTES) und
Adhasionsmolekile (P-Selectin, Integratlbp3) [12, 13]. Den Durchmesser von 1 - 3 um im
ruhenden Zustand kénnen Thrombozyten auf bis zm@bgi vollstandiger Aktivierung vergréRern.
Wahrend Funktionsverluste (Thrombozytopathie) ogiee reduzierte Anzahl (Thrombozytopenie)
der Thrombozyten eine gesteigerte Blutungsneigumg Folge haben, fihrt andererseits deren
verstarkte Aktivierung zu arteriellen Thrombosenl wlen daraus resultierenden Komplikationen wie
Herzinfarkt, Schlaganfall oder peripher arteriell®erschlusskrankheit (pAVK). Somit sind
Thrombozyten fiur die adaquate Aufrechterhaltungkdepereigenen Hamostase entscheidend [14].
Zusatzlich zeigte sich in den letzten Jahren, @asembozyten an inflammatorischen Prozessen und
der Entstehung arteriosklerotischer L&sionen begtedind [12, 15-17]. Bereits im Stadium der
endothelialen Dysfunktion interagieren sie mit d&weféalRendothel und kdnnen dabei ebenso wie
Leukozyten auf aktiviertem Endothel rollen. Unteeddhgungen mit hohen Scherkraften sind P-
Selectin und sein Gegenrezeptor P-Selectin Glykeprd (PSGL-1), sowie GPIb und vWF fur die
primare Adhasion der Thrombozyten am GefaRendathentwortlich [16-22]. Durch Freisetzung
ihrer zahlreichen intrazellularen Mediatoren, wiendChemokinen Chemokin Ligand 4 (CXCL4,
ehemals platelet factor 4, PF4) und Chemokin Ligan€CL5, ehemals RANTES), den Zytokinen
Interleukin B (IL-1pB), transforming growth factor (TGB)} und CD40 Ligand (CD-40L) oder dem
Wachstumsfaktor platelet derived growth factor (FH)Gnteragieren sie mit Neutrophilen und
Monozyten. Letztere rollen zunachst auf dem Endptievor sie in die GefaRwand einwandern und
dort zu Makrophagen differenzieren, welche sich Vfarlauf zu lipidhaltigen Schaumzellen
entwickeln. Es entstehen arteriosklerotische Plagoei deren Ruptur es zur Thrombozytenadhasion
und Bildung eines Thrombus kommt. Verschlie3t diedas Gefal3 vollstandig, fuhrt dies zu
Komplikationen kardiovaskularer Erkrankungen wie dlgrdinfarkt, Schlaganfall und periphere

arterielle Verschlusskrankheit [16-22].
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1.13 Thrombozytenaktivierung und arterielle Throm  bose

Unter physiologischen Bedingungen zirkulieren Thbozyten in einem ruhenden Zustand im Blut
und ihre Aktivierung wird durch das intakte Enddtder Gefallwand verhindert. Dabei fungiert das
Endothel selbst als Barriere zwischen Blut und ggoagatorischen Faktoren des Subendothels.
Zudem synthetisiert und sezerniert es Thrombozigsnmende Faktoren wie die Autakoide
Stickstoffmonoxid (NO; friherendothelium-derived relaxing factqEDRF)), Prostaglandin, loder

die Gruppe der sogenanntendothelium-derived hyperpolarizing factdiESDHF). Zu letzterer zahlen
beispielsweise als Derivat der Arachidonsaure giexi-Eicosatriensaure (EET), Wasserstoffperoxid
(H20,), Kohlenmonoxid (CO) [23, 24] oder Schwefelwastsdfs (H,S) [25], welche das
thrombozytare Membranpotential Gber Calcium-abhgaéfialiumkanéle zu beeinflussen scheinen. In
den letzten Jahren konnte in unserer Gruppe gezeigten, dass die Hemmung dieser endothelialen
Faktoren oder von Kaliumkanalen zu verstarkten frazyten-Endothel-Interaktionen und
arteriellen Thromboselin vivo fuhrt [26-30]. NO, was aus Endothelzellen durclechemische
(Thrombin, Serotonin, ADP, Acetylcholin) oder meoisghe Stimuli (hohe Scherkrafte) freigesetzt
wird, bt seine hemmenden Effekte auf Thrombozyieer einen cGMP-abhangigen Signalweg aus
[31, 32]. Prostaglandin bls Hauptmetabolit der Arachidonsaureverstoffwelthrsy in Endothelzellen
vermittelt seine Wirkung in Thrombozyten (ber cAMPBhangige Signalwege [31]. Diese beiden
cyclischen Nukleotide (CAMP/cGMP) gelten als Inkilben von Thrombozytenadhésion, -sekretion
und -aggregation und vermitteln ihre Wirkung Ubersechiedene Mechanismen wie die Regulierung
der Myosin-Leichtketten-Kinase, das Zytoskelettrodie von ihnen aktivierten Proteinkinasen [32].
Beide Signalwege (cCAMP, cGMP) filhren zu einer vedeiten C&-Mobilisierung in den
Thrombozyten und verringern die Freisetzung vonmn&8igolekilen aus den Granula, welche fir
weitere Rekrutierungs-, Aktivierungs- und Aggregasivorgange benétigt wiurden [31, 32].

Kommt es zur Verletzung des GefalRendothels mitdegreng der subendothelialen Matrix werden die
Thrombozyten innerhalb von Sekunden aus dem zetardiden Blut an den Ort der Gefaldverletzung
rekrutiert und bilden dort ein Thrombozytenaggredpies geschieht durch vielfaltige direkte oder
indirekte Interaktionen zwischen den Oberflachespéaren der Thrombozyten und den Proteinen der
subendothelialen Matrix wie Collagen, Fibronectihaminin oder Thrombospondin. Unter
Bedingungen mit hohen Scherkraften wie beispielsavén Arteriolen, kleinen oder stenosierten
Arterien werden die ersten Schritte der Thrombamtihdsion durch die Interaktion zwischen dem
Collagen des Subendothels, dem l6slichen von Waled Faktor (VWF) des Blutes und dem
Glykoprotein GPIb/V/IX-Rezeptor auf der Thromboaywberflache vermittelt [33]. Infolgedessen
kommt es durch weitere Interaktionen des subentialiyre Collagens mit den RezeptoresP;-
Integrin und Glykoprotein GPVI auf Seiten der Thimmyten zu deren fester Adhasion an die
verletzte GefalBwand. Die daraus resultierende Adtimg intrazellularer Signalkaskaden fuhrt zur

Formé&nderung mit Oberflachenvergrof3erung und Sekreteiterer prothrombotischer Faktoren aus
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den Thrombozyten. Bei den freigesetzten Signalnitéek handelt es sich um auto- und parakrine
Mediatoren wie Adenosindiphosphat (ADP) und Serot@us derdenseGranula oder Thromboxan
A,, welches nach Aktivierung durch die COX-1 aus Ardonsaure gebildet und sezerniert wird.
Diese bewirken uber die Bindung an ihre entspred@enmembranstdndigen Rezeptoren die
Rekrutierung und Aktivierung weiterer Thrombozyteam den Ort der GeféRverletzung mit
GrofRenzunahme und Stabilisierung des primaren Thoagtenaggregats. Gemeinsamer Endpunkt
der die Thrombozyten-aktivierenden Signalwege ist dberfiihrung des Integringlbp3 in einen
aktivierten Zustand und die Bindung von Fibrinogen diesen. Parallel dazu kommt es durch die
Phospholipide der Thrombozytenmembran zur Aktivigraer Gerinnungskaskade mit Bildung der
Serinprotease Thrombin, welche durch Abspaltung deibrinopeptide Fibrinogen zu
Fibrinmonomeren hydrolysiert. Diese Fibrinmonomeymerisieren, vernetzen Uber Faktor XIlI
Thrombozyten und sind damit fir die Ausbildung sistabilen Thrombus verantwortlich [14, 34-38].

1.1.4 Aspirin in kardiovaskularen Erkrankungen

Acetylsalicylsaure (Aspirin) ist weltweit das am isten eingesetzte Medikament zur
Thrombozytenhemmung. Seine Wirkung entfaltet Aspitirch die Acetylierung der Aminosaure
Serin 529 im katalytischen Zentrum der Cyclooxygend (COX-1), wodurch es zur irreversiblen
Hemmung des Enzyms kommt. In Thrombozyten wird Aid@nsaure nicht mehr zu Thromboxapn A
umgesetzt, was zu einer verminderten Rekrutierumg) Aktivierung weiterer Thrombozyten und
deren anschlieBender Aggregation fuhrt. Da es lsgghThrombozyten um kernlose Zellen handelt,
kdnnen diese im Gegensatz zu den meisten andefksm Zeine neuen Proteine synthetisieren. Die
Aspirin-induzierte Hemmung der COX-1 besteht sdiinitdie restliche Lebenszeit der Thrombozyten
von bis zu 10 Tagen. Die COX-1 ist ein konstitutivden meisten Zellen exprimiertes Enzym und
somit wird neben der Thromboxan-8ynthese in Thrombozyten die Synthese der ze#jtiven
Prostaglandine (PG).DE,, F, und b in Endothelzellen, Magenmukosa und Niere inhibiert

Neben der irreversiblen Hemmung der Bx@ynthese in Thrombozyten kommt es durch die
verminderte Produktion der Prostaglandine zu unessfiten Effekten in anderen Geweben. Von
klinischer Relevanz sind gastrointestinale Nebekwvigen wie Magenblutungen oder Ulzerationen.
Hervorgerufen werden diese durch die vermindertalfktion von Prostaglandin,EPGE) in den
Magenzellen und glatten Muskelzellen des MagendefUphysiologischen Bedingungen inhibiert
PGE die Sauresekretion in den Belegzellen des Mageisdert die Durchblutung der
Magenschleimhaut und stimuliert zum Schutz vor Magere die Bikarbonat (HGQ-Sekretion aus
den Epithelzellen des Magens. Zudem kann es zuscWilzchterung der Nierenfunktion mit

verminderter Natriumausscheidung, Odemen und alfariHypertonie kommen. Dies ist besonders
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bei Patienten mit aktiviertem Renin-Angiotensin-@dteron-System (RAAS) wie arterieller
Hypertonie, Leberzirrhose, Herz- oder Niereningigiz relevant. Hier dient das vasodilatierende
PGE der Aufrechterhaltung der Nierenfunktion, welchles Vasokonstriktion durch Angiotensin I
entgegenwirkt.

Fur die Langzeittherapie im Sinne der Sekundarpiime zeigte sich in Studien, dass Dosen von 75 -
100 mg taglich effektiv fur die antithrombozytaréerapie sind, wahrend in Akutsituationen eine
Initialdosis von mindestens 500 mg indiziert istp @ine ausreichende Thrombozytenhemmung zu
erreichen [10, 39].

Das Isoenzym COX-2 ist konstitutiv exprimiert innigien Zellen des Gefal3systems wie z.B.
Endothelzellen und durch auto- und parakrine Ftais® von Prostaglandinen v.a. Prostaglanglin |
an der Regulation der GefaRRfunktion beteiligt. Zrgéh scheint die Regulation der COX-2 von
lokalen Entzindungsreizen abhéngig zu sein undEdigression wird durch proinflammatorische
Mediatoren wie Zytokine, Wachstumsfaktoren oderopiplysaccharid reguliert. Dies geschieht vor
allem in Zellen, die selbst an inflammatorischerozZ@ssen beteiligt sind, wie beispielsweise
Makrophagen oder Monozyten. Die COX-2 zeigt eineutlith geringere Affinitat fir die
Aspirinwirkung, weshalb v.a. béow-doseAspirintherapie (75 - 100 mg/Tag) kaum Effekte did

Prostaglandinsynthese zu beobachten sind [39, 40].

1.2 Schwefelwasserstoff-freisetzendes Aspirin

121 Schwefelwasserstoff

Schwefelwasserstoff (#3) ist ein farbloses Gas mit einem charakteriséiacberuch nach faulen
Eiern. Jahrelang galtJS als industrieller Schadstoff mit hoher berufshgtér Gesundheitsgefahr. Es
entsteht unter anderem bei Faulnisprozessen, iwéksn oder Erdolraffinerien und kann sich in
Abwasserkanélen von Fabriken oder dem Boden vudkler Gebiete ansammeln. Dennoch ist die
Annahme, dass 13 nitzliche Effekte haben kdnnte, nicht neu. S#itldunderten wurden,B-haltige
Bader zur Schmerz- und Entzindungsreduktion, zuirk@bhg des Immunsystems oder zur
Verbesserung der Durchblutung angewendet. Zusammieistickstoff (NO)- und Kohlenmonoxid
(CO) zahlt HS zu den endogen synthetisierten Gasotransmitidese werden vom Korper selbst
synthetisiert, kbnnen Uber Membranen diffundierad besitzen eine kurze HalbwertszeitSHvird

in geringen Konzentrationen vom Kaorper selbst at@yktein durch die Enzyme Cystathipih-yase
(CSE) und Cystathiofi-Synthase (CBS) hergestellt und erreicht Serumspiaan ca. 30 - 100 puM.
Wahrend diese Gasotransmitter in physiologischemziotrationen nitzlich sind, kdnnen sie in

héheren Konzentrationen schadlich fur den Orgargsreain und beispielsweise die Atmung
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beeintrachtigen [41-46]. Die Effekte von$auf den Stoffwechsel sind vielfaltig. In eineude, in
der Neuronen oxidativem Stress ausgesetzt wurdegiezHS antioxidative Eigenschaften. Die
Behandlung mit BB schitzte die Neurone vor dem Zelltod durch Erhghilrer intrazellularen
Glutathionkonzentration [44, 47, 48].

Zusatzlich konnten in mehreren Studien kardioprotekEffekte von HS beobachtet werden [49, 50].
Es konnte gezeigt werden, dasgSHylatte Muskelzellen relaxieren kann und somibddatierende
und Blutdruck-senkende Eigenschaften besitzt. QilvkRation der glatten Muskelzellen scheint durch
die Aktivierung ATP-abhangiger KKanale und die daraus resultierende Hyperpolavisater Zellen
hervorgerufen zu werden.,8 gehdrt somit zur Gruppe dendothelium-derived hyperpolarizing
factors (EDHF) [25]. Zusatzlich wird die }B-induzierte Vasodilatation Uber eine Hemmung der
Aktivitdt der Phosphodiesterase und die damit vedene Erhdhung der intrazellularen cGMP-
Konzentration vermittelt [51]. Ubereinstimmend dakonnte in einer tierexperimentellen Studie mit
Mausen beobachtet werden, dass ein Mangel # #dit erhohten Blutdruckwerten und einer
verminderten Endothel-abhédngigen Vasodilatation herigeht [52-57]. In  einem Ischamie-
Reperfusions-Model wirkte sich,B protektiv auf InfarktgrofRe und linksventrikul&dfenktion aus
[58, 59].

Neben kardiovaskularen Effekten zeigtgSHantiinflammatorische Eigenschaften [57, 60, 6i¢ w
reduzierte Leukozytenadhésion an das GefalRend¢@®} durch verminderte Expression von
Adhasionsmolekilen auf Leukozyten (LFA-1) und Ehettellen (ICAM-1), sowie eine reduzierte
Leukozytenextravasion und Odembildung [62, 63]. &rich wird beschrieben, dass,$H in
Makrophagen die Lipopolysaccharid (LPS)-induzigtigchregulation des Transkriptionsfaktors NF-
kB vermindern kann [64] und in LPS-stimulierter Mokitia die TNFe Bildung reduzieren kann [60].
Die Rolle von HS bei inflammatorischen Prozessen ist allerdinghimocht hinreichend untersucht.
Neben den antinflammatorischen werden auch pemmihatorische Eigenschaften fur,SH
beschrieben, wie beispielsweise die Hochregulation Zytokinen und Chemokinen in humanen

Monozyten bei Sepsis oder eine verstarkte Leukoagtieasion in jejunalen BlutgefalRen [57].

1.2.2 Schwefelwasserstoff-freisetzende NSAIDs

Seit mehreren Jahren wird versucht die herkémmtichn-steroidal anti-inflammatory drugs
(NSAIDs; deutsch: NSAR fur Nicht-steroidale Anti-®imatika) so zu modifizieren, dass deren
Nebenwirkungsrate vor allem beziiglich der gastesitihalen Toxizitat verringert wird.

Zu Beginn der 1990er Jahre wurden zunéchst Stifkstaoxid (NO)-freisetzende NSAIDs

entwickelt, bestehend aus dem urspringlichen NSAHB. Aspirin, Diclofenac, Naproxen,

Flurbiprofen), welches Uber eine Esterbindung niem NO-freisetzenden Rest verbunden wurde
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[65, 66]. Die Untersuchungen von NO beziiglich seiflekung auf den Organismus begannen in den
frihen 1980er Jahren und seine Rolleeaidothelium-derived relaxing fact@EDRF) wurde entdeckt.
Dafir erhielten 1998 die drei Forscher Murad, Fgothund Ignarro den Nobelpreis fur Medizin und
Physiologie. Neben der Relaxation der glatten Gutékulatur zeigte NO antithrombozytére und
immunmodulatorische Eigenschaften [44, 53, 67]. &rdseits kann NO durch seine reaktiven
Eigenschaften zellschadigende Effekte vermittelnted Bedingungen von oxidativem Stress kann es
mit Superoxiden reagieren, woraus die Bildung thés Metabolite wie Peroxynitrit resultiert [54,
68], welche verschiedenste Zellbestandteile nérienitrosieren oder oxidieren kénnen. Die Folgen
sind mitochondriale Dysfunktion, DNA Schéaden, vérkte Expression von Oberflachenmolektlen
oder Apoptose [69].

In den ersten Tierexperimenten konnte gezeigt werdass die Behandlung mit NO-freisetzenden
NSAIDs (NO-Aspirin, -Naproxen, -Flurbiprofen, -Dafenac) weniger gastrointestinale Lasionen zur
Folge hatte. In diesen Studien inhibierten sowad derkbmmliche wie auch das NO-freisetzende
NSAID die Synthese des magenprotektiven Prostaglagdgleichwertig [70-72]. Verantwortlich far
die durch NO-NSAIDs vermittelten gastroprotektivEffekte scheinen vielmehr eine verminderte
Leukozyten-Endothel-Interaktion in der Mikrozirktien des Magens, sowie eine gesteigerte
Mukusproduktion zu sein. Zusatzlich vermitteltere dNO-NSAIDs antiinflammatorische Effekte
durch eine reduzierte Produktion von Zytokinen witerleukin-B (IL-1p), IL-18, Interferony und
TNFo, welche COX-unabhéangig aber NO-abhangig zu sefeisen [43, 65]. Bezuglich Aspirin
konnte in einer im Jahr 2004 an gesunden Probadaigefuhrten Studie beobachtet werden, dass
die Behandlung mit einem NO-freisetzenden Aspienglichen mit dem urspriinglichen Aspirin das
Auftreten gastrointestinaler Lasionen deutlich @dren konnte. Zuséatzlich inhibierte das NO-Aspirin
die Thrombozytenfunktion gleichwertig zu Aspirin gessen an der Arachidonsaure-induzierten
Aggregation und der Thromboxan, &reisetzung. Im Jahr 2007 musste die Weiterentumgk des
NO-Aspirins eingestellt werden, da sich einer seMetabolite (NCX4015) irin vitro Studien als
mutagen erwies [43, 73].

In den letzten 20 Jahren deutete sich zunehmenddass Schwefelwasserstoff ;&) von
medizinischem Interesse sein kdnnte, da es nallezpasitiven Eigenschaften von NO zu besitzen
scheint, es allerdings im Rahmen der weiteren Wé#vwaechslung nicht zur Bildung toxischer
Metabolite wie Peroxynitrit kommt. Vielmehr scheidiS durch seine antioxidativen Eigenschaften
die schadlichen Auswirkungen von Peroxynitrit agihndOrganismus minimieren zu kénnen [74].
Somit ist in den letzten 10 Jahren mitSHein weiterer endogen synthetisierbarer Gasotrigtesm
Gegenstand fiir die Weiterentwicklung von NSAIDs geden. Ahnlich den NO-NSAIDs wurden
H.S-freisetzende NSAIDs entwickelt, bestehend aus despringlichen NSAID in Verbindung mit
einem Dithiolethionmolekil. In ersten tierexperirtedlen Studien mit einem J3-freisetzenden

Diclofenac konnten im Vergleich mit dem herkdmméaoh Diclofenac nach mehrtagiger oraler
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Behandlung weniger gastrointestinale Mukosaschdmbachtet werden. Im Verlauf fihrte dies
schlieBlich zu einer Reduktion an gastrointestmaBiutungen [63]. Zudem zeigte diesesSH
freisetzendes Diclofenac im Vergleich zu Diclofersce starkere antiinflammatorische Wirkung in
einem systemischen Inflammationsmodell (LPS-indtere endotoxischer Schock) mit deutlich
reduzierten Plasmakonzentrationen der proinflamnszteen Molekile TNE& und IL-13, sowie

erhohte Plasmalevel des antiinflammatorischen Il[410 43, 75, 76].

1.2.3 ACS14

Bei ACS14 handelt es sich um ein Schwefelwassei$tf$)-freisetzendes Aspirinderivat mit der
chemischen Formel 2-acetyloxybenzoic acid 4-(3xtH8H-1,2-dithiol-5-yl)phenyl Ester. Diese

Verbindung besteht aus einem Aspirinmolekil, wedchi#éer eine Esterbindung mit einem
Dithiolethion-Molektl (ADTOH) verbunden ist [77]. dizteres enthalt drei Sulfhydrylgruppen, aus

welchen HS freigesetzt werden kann [75, 77].

In kinetischen und metabolischen Tierversuchsreilzeigte sich, dass ACS14 zu folgenden
Endprodukten verstoffwechselt wird: SalicylsaurdDT®OH und ACS21, einer i$-freisetzenden
Salicylsaure (Abbildung 1.1). Sowohl nach intrav&srdals auch intraperitonealer Verabreichung von
ACS14 an Nagetiere konnte ein deutlicher AnstiegideBlut zirkulierenden b6 beobachtet werden,
welcher bis zu 24 Stunden nachweisbar war [77, 78].

In den ersten tierexperimentellen Versuchsreinemielerte ACS14 im Vergleich zu Aspirin nach
wiederholter  oraler  Verabreichung in  &hnlichem Aa8m das Plasmalevel des
Cyclooxygenaseproduktes Thromboxap Budem konnten weniger gastrointestinale Ulzengtio
beobachtet werden. Urséachlich hierfir scheint dieigkeit von ACS14 zu sein, durch die Freisetzung
von HS in das zellulare Reduktions-Oxidations-Systengreifen zu kdnnen. So konnten erhohte
Glutathion (GSH)-Konzentrationen, sowie eine veks&iExpression der Hamoxygenase-1 (HO-1)
gemessen werden. Fir letztere ist beschrieben, slasdie Magenmukosa gegenuiber oxidativem
Stress schiitzen und die Ulkusheilung férdern kaih. [Ubereinstimmend dazu zeigte eine kiirzlich
veroffentlichte Studie, dass die zusatzliche GadeHS-Donors NaHS vor Aspiringabe die Rate der
durch Aspirin verursachten Magenschaden signifikedtizieren kann [79].

In einer weiteren tierexperimentellen Studie wirldieh die Behandlung mit ACS14 positiv auf
Blutdruck und Blutzucker bei metabolischem Syndraos. Hier wurde mittels Depletion von
Glutathion ein metabolisches Syndrom mit artenidiigpertonie und Hyperglykamie induziert. Durch
Behandlung mit ACS14 konnten im Vergleich zu Aspifiir Blutdruck und Blutzucker nahezu die

Werte gesunder Tiere erreicht werden. Aul3erdem evanittels Acetylcholin die Endothel-abhangige
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Vasodilatation untersucht. Wahrend diese in derrefiemit metabolischem Syndrom deutlich
eingeschrankt war, konnte nach ACS14-Behandlung dihnlich starke Vasodilatation wie in
gesunden Tieren beobachtet werden [80].

Kardioprotektive Eigenschaften zeigte ACS14 in mirlschamie-Reperfusions-Modell. Dabei flihrte
die Vorbehandlung mit ACS14 im Gegensatz zu Aspimach Ischamie-Reperfusion zu einem
niedrigeren linksventrikularen enddiastolischen diryLVEDP), sowie einer niedrigeren Aktivitat
von Kreatininkinase (CK) und LaktatdehydrogenadeH).[80].

Vor kurzem konnte in einem Arteriosklerosemodel apibE -/- Mausen beobachtet werden, dass das
H,S-freisetzende Aspirin ACS14 sowohl die Entstehatgyauch den Progress arteriosklerotischer
Lasionen positiv beeinflussen kann [81].

In einem Tiermodell mit diabetogener Stoffwechgmlazeigte ACS14 jlngst antioxidative

Eigenschaften, indem es zur Reduktion von Nitritréspiegeln in glatten Muskelzellen fihrte [82].

Abbildung 1.1
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Fragestellung

2 FRAGESTELLUNG

Angesichts der Bedeutung von Aspirin fur die Mediwiurde in der vorliegenden Studie untersucht,
inwiefern der neue Wirkstoff ACS14 die Thrombozwggregation im Vergleich zu Aspirin in

isolierten Thrombozyteax vivound im Tierversuchsmodeéi vivo hemmen kann.

Das Ziel der vorliegenden Studie war deshalb diekdnichung folgender Themen:

¢ Hemmt ACS14 wie Aspirin die Thrombozytenaggregaion

» Beeinflusst die Behandlung mit ACS14 Entstehung Rrabression arteriolarer und arterieller

Thrombenin vivo?

* Was sind die Mechanismen der antithrombozytarehkiWy von ACS14?

10
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3 MATERIAL UND METHODEN
3.1 In vitro und ex vivo Versuche
3.1.1 Thrombozyten- und Blutspender

Die Blutabnahme erfolgte aus der Ellenbeugevenec(Witalis) gesunder Probanden, welche eine
schriftliche Einverstandniserklarung abgegebenehatind keine auf die Thrombozytenfunktion
wirkenden Medikamente in den letzten 10 Tagen eiogenen hatten. Die Studie erfillt die Kriterien

derDeklaration von Helsinki

3.1.2 Thrombozytenaggregation im Vollblut

Die Thrombozytenaggregation wurde im Vollblut mgtémpedanzaggregometrie unter Verwendung

des Multiplate (multiple platelet functional anadyy Assays gemessen. Das Messprinzip beruht
darauf, dass sich Thrombozyten nach Aktivierundadthte anheften. Durch die Anheftung erhoht

sich der elektrische Widerstand an den Dréhten. Aiderung des elektrischen Widerstands wird

kontinuierlich Gber 6 Minuten gemessen und als nahitrary units (AU) ausgedrickt.

3.1.21 Thrombozytenaggregation in humanem Vollblu  t

Die Blutabnahme erfolgte in Hirudin (13 pg/mL) esitende R6hrchen (Sarstedt), um Veranderungen
an der physiologischen Calciumkonzentration zu imeldrn. Die entnommenen Blutproben ruhten fir
mindestens 30 Minuten, um die Wirkung endothelieigesetzter Prostaglandine abklingen zu lassen,
und wurden innerhalb von 30 bis 180 Minuten nachakime analysiert. Jede Testzelle wurde mit 300
puL Vollblut beflllt, mit 300 uL Natriumchlorid-Léswyg (0.9 %; 37 °C) verdinnt und im Anschluss
mit verschiedenen Konzentrationen Aspirin, ACS1dradaHS bei 37 °C unter konstantem Verrihren
(800/min) mit einem Polytetrafluorethylen-besch@étbh magnetischen RuUhrstab inkubiert. Zur
Aggregationsinduktion wurden Arachidonsaure, ThrismBReceptor Activating Protein (TRAP),
Adenosindiphosphat (ADP) oder Collagen verwendérfbr wurden die vom Hersteller bezogenen
Substrate, welche als Pulver in Glasflaschen vgelie mit je 1 mL Aqua dest. gel6st und in der fur

das klinische Monitoring eingesetzten Konzentratio(Arachidonsaure (0.5 mmol/L),

11
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TRAP (32 pumol/L), ADP (6.5 pmol/L) und Collagen Z3pg/mL)) unter konstantem Verrthren
(800/min) bei 37 °C den Proben hinzugefugt.

3.1.2.2 Thrombozytenaggregation in murinem Vollblu  t

Fur die Messung der Thrombozytenaggregation in meuami Vollblut war das Vorgehen &hnlich dem
Versuchsablauf der humanen Thrombozytenaggregatidtechdem die Tiere an 6
aufeinanderfolgenden Tagen mit Aspirin, ACS14 odeégersubstanz gefittert worden waren,
erfolgte 2 bis 4 Stunden nach der letzten GabeBdligabnahme mittels kardialer Punktion bei
anasthesierten Mausen mit einer 27 G Punktionsnbldeldie Koagulation zu verhindern wurde den
Blutproben Hirudin (13 pg/mL) hinzugefugt. Die Apsé der Proben erfolgte analog zu humanen

Proben. Als Agonisten wurden Arachidonsaure und ABfRvendet.

3.1.3 Plasmatische Gerinnung

Die plasmatische Gerinnung wurde mittels Thromltefastrie untersucht. Hierbei werden im
Vollblut die Gerinnungseigenschaften des Bluteg Bestigkeit des entstehenden Thrombus und
dessen anschlieRende Auflésung fur das intrinsisaeeauch das extrinsische Koagulationssystem
analysiert. Im Unterschied zur Impedanzaggregometverden bei der Thrombelastometrie die
Thrombozyten nicht direkt mittels Agonisten wie Ahiddonsaure, ADP, TRAP oder Collagen
aktiviert, sondern indirekt nach Induktion des mischen oder intrinsischen Gerinnungssystems.
Damit kann der Einfluss der humoralen Gerinnungsfah des Plasmas auf die Aggregation
untersucht werden. In den mit Vollblut beflllten $d&iivetten befindet sich ein zylindrischer
Stempel, welcher sich wahrend der Messung drettang§e noch keine Gerinnung eingesetzt hat, ist
diese Bewegung uneingeschrankt mdoglich, und wird Beginn der Gerinnung zunehmend
verlangsamt. Diese kinetischen Veranderungen werdgtisch erfasst und Uber die gesamte
Analysezeit aufgetragen.

Die Blutabnahme erfolgte in 10 % Natriumcitrat O rhol/L) enthaltende Blutentnahmeréhrchen. Fur
die Messung wurden in das Probengefal je 20 pliwadhlorid (200 mmol/L) zur Recalcifizierung
und des entsprechenden Aktivierungsreagenz vorgéagAktivierung des intrinsischen Signalwegs
wurde partielles Thromboplastin-Phospholipid aus nikehenhirn verwendet und fur den
extrinsischen Signalweg rekombinantes Gewebethrptabmin. Nach Zugabe von 300 pL Citratblut
(3.13 %), welches zuvor mit Aspirin oder ACS14 iblart worden war, und der Vermischung mit den
Aktivierungsreagenzien, wurde das Probengefal inM@ssposition angebracht und die plasmatische

Gerinnung tUber mindestens 20 Minuten gemessen.e&aighnet wurden die Zeit von Stimulation bis
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zum Beginn der Thrombusbildung (Clotting Time; CTnd die Zeit vom Beginn der
Thrombusbildung bis zur Formierung eines stabilaroimbus (Clot Formation Time; CFT). Letztere

ist unter anderem abhé&ngig von der Thrombozytetiomk

3.14 Gewinnung isolierter Thrombozyten

Die Blutabnahme erfolgte in 10 % Natriumcitrat (Drhol/L) enthaltende Blutentnahmertéhrchen, um
die Koagulation zu verhindern. Zunéchst wurde et reiches Plasma (PRP) hergestellt. Hierftr
wurde das Vollblut bei 340 G fur 15 Minuten zentgfert. Das PRP wurde erneut bei 600 G fur 10
Minuten in Gegenwart von llomedin (2 ng/mL) zentgfert und die Thrombozyten in einem
Calcium-freien Resuspensionspuffer (siehe Tabellel) 3resuspendiert. Die erforderliche
Thrombozytenkonzentration wurde fir jedes Experimeach Z&hlung mit einem Coulter Counter
(Coulter Z2, Beckman Coulter, Krefeld, Deutschlaeitigestellt.

Tabelle 3.1 Thrombozytenresuspensionspuffer ohne Calcium

NacCl 138 mmol/L
KCI 2.7 mmol/L
NaHCOg3 12 mmol/L
NaH,PO, 0.4 mmol/L
MgCl, x 6H,0 1 mmol/L
D-Glucose 5 mmol/L
Hepes 5 mmol/L
pH 7.35

3.15 Kompetitiver Enzymimmunoassay

Bei einem kompetitiven Enzymimmunoassay handelsiels um ein antikdrperbasiertes Verfahren,
um beispielsweise Proteine, Hormone oder Toxineimer Probe (Serum, Urin, etc.) nachzuweisen.
Das Prinzip dieses Verfahrens beruht darauf, desgul analysierende Probe mit einem gegen das
gesuchte Antigen gerichteten Antikérpern und eineriten LOsung inkubiert wird, welche ein
kompetitives markiertes Antigen enthalt. Beide ,ugbses und kompetitives Antigen, konkurrieren um
die Bindung am Antikorper, wobei die Bindung vontaterem umso geringer ist, je hoéher die
Konzentration des gesuchten Antigens in der PrebeDurch Zugabe eines Reporterenzyms kommt
es zu einem Farbumschlag, der photometrisch gemegselen kann. Dieser ist invers proportional

zur Konzentration des gesuchten Antigens in deb@&rGleichzeitig wird auch eine Standardreihe mit
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bekannten Konzentrationen des gesuchten Antigesislleranhand derer die Konzentration in den

Proben berechnet werden kann.

3.1.5.1 Thromboxan B , Enzymimmunoassay

Thromboxan A (TxA;) wird in Thrombozyten nach deren Aktivierung ausehidonsaure durch die
Cyclooxygenase 1 (COX-1) gebildet. Unter physiodsben Bedingungen besitzt TxAeine
Halbwertszeit von ungefahr 30 Sekunden, weshalbiiledlesszwecke ungeeignet ist. Aus diesem
Grund wurde sein inaktiver und stabiler Metabolirdmboxan B (TxB,) gemessen, welcher durch
nicht-enzymatische Hydratation entsteht und letztfast ausschlief3lich Gber den Urin ausgeschieden
wird. Das im Blut befindliche TxAwird hauptsdchlich aus Thrombozyten freigesetzt somit dient

die Messung der TxBKonzentration in den Uberstanden stimulierter Tilbozyten und im Urin von
Mausen als Mal fur die Hemmung der COX-1 in Thromyten, wie sie beispielsweise durch Aspirin

hervorgerufen wird.

Thromboxan B , Konzentration im Uberstand stimulierter Thrombozyt en

Isolierte Thrombozyten in einer Konzentration vdd0D00/uL wurden mit Aspirin oder ACS14 in
aquimolarer Konzentration behandelt und mit Arachi&bure oder Thrombin fir 3 Minuten
stimuliert. Durch anschlieBende Zugabe von Indoawith (10 pug/mL) und die damit verbundene
Hemmung der COX-1 und COX-2 wurde die weitere Bilglvon TxA inhibiert. Zur Abtrennung der
zellularen Anteile wurde die Thrombozytensuspendien 3.000 G zentrifugiert. Es erfolgte die
sofortige Analyse der zellfreien Suspension oderAlifbewahrung bei -80 °C. Fir die Bestimmung
der TxB-Konzentration wurde ein TXBEIA Kit (Enzo Life Sciences, Lérrach, Deutschland)
verwendet. Die Analyse der Proben erfolgte in Dkgikn und gemaR Herstellerangaben. Zur
photometrischen Messung bei 405 nm wurde ein Sgiecior (Tecan, Crailsheim, Deutschland)

benitzt.

Thromboxan B , Konzentration im Mausurin

Die Gewinnung der Urinproben von Mausen erfolgtecdlPunktion der Blase mit einer 29 G Spritze
bei anasthesierten Tieren, welche zuvor an 6 aafeierfolgenden Tagen mit Aspirin oder ACS14
behandelt worden waren. Nach Abnahme wurden dibdaraunverziglich mit Indomethacin (10
png/mL) versetzt und bis zur weiteren Analyse bd &€ aufbewahrt. Die Messung der TxB

Konzentration im Urin wurde analog zur Konzentrasimessung in den Uberstanden stimulierter
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Thrombozyten mittels des TxEEIA Kits (Enzo Life Sciences, Lorrach, Deutschlipadrchgefihrt.
Zudem wurde mittels eines enzymatischen KreatingtelBtion Kits (Enzo Life Sciences, Lérrach,
Deutschland) die Kreatininkonzentration in den |Pgroben gemessen. Kreatinin als
Nierenretentionsparameter wird in der Labormed&i® BezugsgroRe flr quantitative MessgréfRen

verwendet, um den Konzentrierungsgrad des Urirtseziicksichtigen.

3.1.5.2 CAMP Enzymimmunoassay

Die Messung der intrazellularen Konzentration vomlischem Adenosinmonophosphat (cCAMP)
erfolgte mittels eines Enzym Immunoassay Kits (GEalthcare Europe GmbH, Freiburg,
Deutschland) in Lysaten isolierter humaner Thromgbeyz Hierfir wurden 400.000.000 isolierte
Thrombozyten mit ACS14 behandelt und anschlie3emtielsrdes im Kit enthaltenen Puffers lysiert.
Die Proben wurden entweder sofort untersucht oder8® °C aufbewahrt. Die Analyse der Proben
erfolgte in Duplikaten und geman Herstellerangabga.photometrische Messung bei 630 nm wurde

mit einem SpectraFluor (Tecan, Crailsheim, Deutsutt) durchgefiihrt.

3.1.6 Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um\énfahren zur Analyse der Eigenschaften von
Zellen. Wahrend die Zellen einzeln einen Laserbtqadissieren, gibt die Streuung des Lichts
Informationen Uber deren ZellgroRe (forward scaffesC)), und deren innere Komplexitat, wie
beispielsweille das Ausmald der Granulation (sides@atter (SSC)). Zudem besteht die Moglichkeit
Fluoreszenzfarben zu messen. Nach Inkubation vdlerZenit Fluoreszenz-markierten Antikérpern,
ist die im Anschluss gemessene Fluoreszenz einfiita@ie Menge des gesuchten Antigens auf der
Zelloberflache. Die Durchflusszytometrie wurde Quantifizierung der Thrombozytenvitalitat durch
Messung des mitochondrialen Membranpotentials wndCdispaseaktivitat verwendet. Zudem wurden
die Oberflachenexpression des aktivierten Integeitisp3 und P-Selectin sowie die Bindung von
Fibrinogen auf der Zelloberflache der Thrombozyjemessen. Die entsprechende Fluoreszenz wurde
mit einem FACSCanto Il flow cytometer (Becton Dicgon, USA) gemessen, die Ergebnisse mit der
FACSDiva Software (Becton Dickinson, USA) analysiend die Medianwerte der Fluoreszenz

ausgewertet.
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3.1.6.1 Messung der Thrombozytenvitalitét in isoli ~ erten humanen Thrombozyten

Als Marker fur die Thrombozytenvitalitat wurde dastochondriale Membranpotential mittels JC-1
Fluoreszenz gemessen. Der Hintergrund dieser Mettomsteht darin, dass der positiv geladene
Farbstoff JC-1 in gesunden Zellen in die negatiladene mitochondriale Matrix eindringt und ab
einer gewissen Konzentration dort akkumuliert. Bid€-1 Aggregate werden durch UV-Licht zur
Emission im roten Wellenlangenbereich (585/590 f&;:Fluoreszenz) angeregt. In apoptotischen
Zellen dagegen verbleibt der Farbstoff im Zytoplasmo er in monomerer Form grin leuchtet mit
einem Absorptionsmaximum bei 510/527 nm.

Als weiteres Mal3 fur die Thrombozytenvitalitéat werdie Caspaseaktivitat mittels eines Poly Caspase
Assay Kits (Immunochemistry, Bloomington, USA) gessen. Das Prinzip dieses Assays beruht
darauf, dass das nicht toxische FLICA™ FAM-VAD-FMReagenz die Zelle permeabilisiert und
danach an aktivierte Caspasen, wie sie in apophatis Zellen vorzufinden sind, irreversibel bindet.
Das im Anschluss gemessene Fluoreszenzsignal istktdiproportional zur intrazellularen
Caspaseaktivitat.

Fur beide Versuche wurden isolierte Thrombozyteron@entration 300.00/puL) zunachst mit
aquimolaren Konzentrationen von Aspirin oder ACSilkubiert. Zusatzlich wurden einige Proben
mit A23187 inkubiert, um eine Positivkontrolle fépoptotische Zellen zu erhalten. Fir die Messung
des mitochondrialen Membranpotentials wurden dieb&n mit dem Fluoreszenzfarbstoff JC-1
inkubiert und fur die Caspaseaktivitat mit dem FAIM® FAM-VAD-FMK Reagenz. Nach erneuter
Zentrifugation bei 600 G fiir 10 Minuten wurden diberstande verworfen, die Thrombozyten in 400
pL Calcium-freien Resuspensionspuffer resuspendiad die entsprechende Fluoreszenz (JC-1:
585/590 nm und 510/527 nm; Caspaseaktivitat: 5T0fBR) gemessen.

3.1.6.2 Quantifizierung von Oberflachenmolekilen a  uf isolierten humanen
Thrombozyten

Isolierte  Thrombozyten in einer Konzentration voi5.0D0.000/mL wurden mit &quimolaren

Konzentrationen Aspirin oder ACS14 behandelt. FarMessung der Oberflachenexpression von P-

Selectin und des aktivierten Fibrinogenrezeptorgedrin allof3) wurden die Thrombozyten mit

Thrombin oder ADP fir 3 Minuten bei 37 °C stimulieDanach erfolgte die Inkubation mit APC-

markiertem P-Selectin- (1:40), FITC-markiertem PA@mtikorper (1:20) oder den entsprechenden

Isotypkontrollen fir 30 Minuten bei 37 °C im Dunkel

Fur die Untersuchung der Fibrinogenbindung wurdén mdit Aspirin oder ACS14 behandelten

Thrombozyten zunachst mit APC-markiertem Fibrino¢®s0 pg/mL) fur 10 Minuten bei 37 °C im
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Dunkeln inkubiert und anschliefend mit Thrombinra8lBP fiur 3 Minuten bei 37 °C stimuliert. Alle

Proben wurden wie oben beschrieben analysiert.

3.1.7 Adenosintriphosphat Chemilumineszenz Assay

Als Mal3 fur die Freisetzung aus déenseGranula wurde die Konzentration von Adenosintrigitat
(ATP) in den Uberstanden stimulierter Thrombozytgttels des Chemilumineszenz Assays ermittelt.
Hierfir wurden Thrombozyten in einer Konzentratioon 250.000/uL mit &quimolaren
Konzentrationen Aspirin oder ACS14 behandelt undudihin mit Luciferin-Luciferase Reagenz (0.2
pmol/L, 2000 U/mL jeweils) fur 5 Minuten inkubiebevor die Stimulation mit Thrombin erfolgte.
Bei der Reaktion von Luciferin mit ATP und Sauefis{®,) kommt es zur Bildung von Oxyluciferin,
welches sich in einem elektronisch angeregten Adstefindet. Durch Emission eines Photons geht
Oxyluciferin in den Grundzustand Uber. Das bei @id3eaktion entstehende Licht wurde Uber 10
Minuten kontinuierlich mit einem LB 9507 Luminomet@erthold, Deutschland) aufgezeichnet und

die ATP-Konzentration der Proben anhand einer St@indihe berechnet.

Luciferin + ATP + O, — Oxyluciferin + AMP + Licht

3.1.8 Western Blotting

Western Blotting ist ein Analyseverfahren, um eingeProteine in einer Probe zu ermitteln. Zunachst
erfolgt die Auftrennung denaturierter Proteine ndeh Lange ihrer Polypeptidkette und ihrer Ladung
in Proteinbanden mittels Gelelektrophorese. Im Ahss werden die Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen, wo sie mittelezdjscher Antikbrper gegen das gesuchte
Zielantigen detektiert werden konnen. Diese Methaderde verwendet, um die Menge des
phosphorylierten Vasodilatator-stimulierten Phogpbteins (VASP) aus Thrombozyten zu

bestimmen.

3.1.8.1 Herstellung von Thrombozytenlysaten

Isolierte humane Thrombozyten (400.000/uL) wurdénaguimolaren Konzentrationen Aspirin oder
ACS14 behandelt. Als Positivkontrolle fur die Bitdyvon phosphoryliertem VASP (pVASP) wurden
einige Thrombozytensuspensionen mit llomedin (5 IAighankubiert. Daraufhin wurden die Proben

unverzuglich auf Eis gekuhlt und die Thrombozytén 10 Minuten mit 4 °C-kaltem Lysispuffer
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aufgelost (Tabelle 3.2). Zur Abtrennung des Zeldibfwurden die Lysate fur 10 Minuten bei 10.000
G und 4 °C zentrifugiert. Es erfolgte die sofortiyealyse oder die Aufbewahrung bei -20 °C.

Tabelle 3.2 Puffer zur Lyse von isolierten humanen Thrombozyten

KH,PO, 20 mM

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) 1mM

Pefablock 1 mM

Leupeptin 1uM

Pepstatin 1uM

NaF 50 mM

Na,O;P-» 40 mM

NazVO, 2 mM

Ph7.3

3.1.8.2 Bestimmung der Proteinkonzentration der Th ~ rombozytenlysate

Die Messung der Proteinkonzentration der Thromlmdysate erfolgte mittels eines
Bicinchoninséure (engl.: bicinchoninic acid, BCAjofin Assay Reagent Kit. Grundlage dieser
Methode ist die Biuretreaktion, bei welcher?Cin alkalischem Medium von Proteinen zu *Cu
reduziert wird. Durch Zugabe von BCA kommt es zmeeidunkelvioletten Verfarbung der Lésung,
hervorgerufen durch die Chelatbildung zwischen z®6A-Molekiilen mit einem Cu-Molekiil.
Dieser Farbumschlag wird photometrisch bei 562 emegsen. Fir die Messung wurden 10 pL des
zu untersuchenden Thrombozytenlysats pro Aushéhiaonginer 96 Mikrotiterplatte vorgelegt und
danach 200 pL der BCA-Losung (hergestellt nach tdiesangaben) hinzugefugt. Alle Proben
wurden als Triplikate gemessen. Zuséatzlich wurdee eProteinverdinnungsreine mit bovinem
Serumalbumin (BSA; 2 mg/mL in destilliertem Wassegben den zu untersuchenden Lysaten
gemessen, um eine Standardkurve mit bekannten ifkoteentrationen zu erhalten. Nach 30-
mindtiger Inkubation bei 37 °C wurden die Probem 80 nm mit einem SpectraFluor (Tecan,

Crailsheim, Deutschland) gemessen.
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Die Proteinkonzentration wurde anhand der folgerfemel berechnet:

fx)=mx+b

Fir die Berechnung der Proteinkonzentratiopgder Probe muss oben stehende Gleichungxach
aufgelost werden. Dabei stehaxfir die Steigung der Standardkurbefir den y-Achsenabschnitt

undf(x) fir den gemessenen Absorptionswert.

3.1.8.3 Gelelektrophorese

Die Thrombozytenlysate mit einem Proteingehalt 26n 40 pg wurden mit Probenpuffer vermischt
und bei 95 °C fur 5 Minuten denaturiert. Danacholgte deren Auftrennung in einem 10 %
Polyacrylamidgel (SDS-PAGE = Sodium dodecyl suligeé electrophoresis) bestehend aus einem 4
% Sammelgel und einem 10 % Trenngel, welche voridudier umgeben wurden (Zusammensetzung
von Gel und Puffer sind in Tabelle 3.3.1 und 3.3aRfgeflhrt). Gleichzeitig mit den
Thrombozytenlysaten wurde ein gefarbter GrolRenmarks Referenz fur die ProteingréfRe
aufgetrennt. Der Strom wurde mit 35 mA angelegt diel Auftrennung Proteine erfolgte bis die

Ersten den Rand des Gels erreichten.

Tabelle 3.3.1 Gel fur Elektrophorese

Trenngel (10 %)

Destilliertes H,O 20 mL
Tris 1.5 M pH 8.8 12.5 mL
Natriumdodecylsulfat (SDS) 10 % (w/v) 0.5mL
Acrylamid/Bisacrylamid 30 % / 0.8 % (w/v) 16.6 mL
Ammoniumpersulfat 10 % (w/v) 0.25 mL
TEMED 0.025 mL

Sammelgel (4 %)

Destilliertes H,O 6 mL
Tris 0.5 M pH 8.8 2.5 mL
SDS 10 % (w/v) 0.1 mL
Acrylamid/Bisacrylamid 30 % / 0.8 % (w/v) 1.3 mL
Ammoniumpersulfat 10 % (w/v) 0.05 mL
TEMED 0.01 mL
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Fur beide Gellésungen wurden zunachgDHTris, Acrylamid/Bisacrylamid vermischt, bevor SD
Ammoniumpersulfat und TEMED hinzugefiigt wurden. das Trenngel vor Austrocknung wahrend
der Polymerisation zu schitzen, wurde es an derkabte mit Butanol bedeckt, welches genauestens

mit destilliertem Wasser ausgespllt wurde, bever@mmelgel an dessen Stelle gegossen wurde.

Tabelle 3.3.2 Puffer fur Elektrophorese

Probenpuffer

Tris HCI pH 6.8 0.0625 M
SDS 2%
Glycerin 10 %
Bromphenolblau 0.005 %
Mercaptoethanol 100 mM
Laufpuffer

Tris Base 24.76 mM
Glycin 191.82 mM
SDS 3.46 mM
3.1.84 Blotting

Die aufgetrennten Proteine wurden mittels semi-&ptting auf eine Nitrozellulosemembran
ubertragen. Hierfur wurden die Nitrozellulosemembrand das Filterpapier in Transferpuffer
eingelegt (Tabelle 3.4) und in folgender Reiherdolgp einer Kassette aufeinandergeschichtet:
Filterpapier, Membran, Gel, Filterpapier. Die Kagsavurde in die entsprechende Halterung des
Blotgerates eingesetzt und die Proteine nach Ankges elektrischen Feldes von 50 Volt fur 2
Stunden auf die Membran ubertragen, wobei sie #ueor auf dem Gel erhaltene Anordnung
beibehalten haben. Auf dieser Membran kénnen dieaigen Proteine mittels spezifischer Antikbrper
detektiert werden.

Hierfir wurde die Membran zunachst mit 5 % (w/v)AB&hospho-VASP-Antikorper) oder 2.5 %
(w/v) Milchpulver (VASP-Antikorper) in TBS/T fur Btunde bei Raumtemperatur geblockt, womit
eine unspezifische Bindung der Antikérper an diendean verhindert wird. Die Inkubation mit dem
entsprechenden Erstantikérper (phospho-VASP- (D10® % BSA), VASP-Antikérper (1:1000 in
2,5 % Milchpulver) erfolgte bei 4 °C Uber Nacht.eDungebundenen Anteile der Erstantikdrper
wurden durch 3-maliges 5-mindtiges Waschen mit TBSitfernt. Danach wurde die Membran fir 1
Stunde mit dem entsprechenden Zweitantikdrper (Mage; 1:5000 in TBS/T; konjugiert mit

Meerrettichperoxidase) bei Raumtemperatur inkubiddessen ungebundene Anteile wurden
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wiederum durch den oben genannten WaschschritrentfDie enzymatische Aktivitat wurde nach
Zugabe eines Chemilumineszenz Detection Kits fuevitichperoxidase gemald Herstellerangaben
mit einem Biolumineszenz Detection System an eDmgitalkamera (Sequoia) gemessen und mit

WASABI Software ausgewertet.

Tabelle 3.4 Puffer fur Blotting

Transferpuffer

Glycin 39 mM
Tris-Base 48 mM
SDS 0.037 %
Methanol 10 %

Tris buffered saline (TBS )

Tris-Base 242¢

NacCl 5.844 g
Destilliertes H,O Ad 1000 mL

Tris buffered saline mit Tween (TBS /T)

TBS 1x
Tween 20 0.1%
pH 7.6

Puffer zum Blocken

Bovine serum albumine (BSA) 5% in TBS/T

3.1.9 Lactatdehydrogenase Assay

Als Mal3 fur Zellschaden wurde die Konzentration tectatdehydrogenase (LDH) im Serum von
unbehandelten und behandelten (Aspirin oder AC$it4fTage) Mausen gemessen. Bei der LDH
handelt es sich um ein Enzym, welches Bestandi&illen Zellen des Organismus ist. Bei Hamolyse
oder Gewebsschadigung kommt es zur FreisetzungdansZellen und damit zu einer erhéhten
Aktivitdt, welche in Blut, Plasma oder Serum lalb@misch nachgewiesen werden kann. Die
Blutentnahme erfolgte 2 bis 4 Stunden nach leé&randlung mittels kardialer Punktion mit einer 27
G Spritze bei anasthesierten Tieren. Das Vollblurde fur 15 Minuten zur Gerinnung stehen
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gelassen und anschliel3end zum Erhalt des Serun®&0®€l G fur 10 Minuten zentrifugiert. Bis zur
weiteren Analyse wurde das Serum bei -80 °C aufbewkir die Messung der LDH-Konzentration

im Serum wurde ein LDH Detection Kit (Cayman, Anrbar, USA) verwendet.

Pyruvat NADH + H* Tetrazolium-Chlorid
LDH Diaphorase

Laktat NAD* Formazan

Im ersten Schritt katalysiert LDH die Reduktion WWAD* zu NADH und H durch die Oxidation von
Laktat zu Pyruvat. Danach reduziert die Diaphomagtels NADH und H Tetrazolium-Chlorid zu
Formazan. Es kommt zu einem Farbumschlag, der 8@i mn mit einem SpectraFluor (Tecan,
Crailsheim, Deutschland) gemessen wurde. Die LDHzeatration der Proben wurde mittels

Standardreihe mit folgender Formel ermittelt:

fx)=mx+b

wobei nachx aufgelost werden muss, um die LDH-KonzentrationUith zu erhalten.m ist die

Steigung der Standardkundeder y-Achsenabschnitt uritk)der gemessene Absorptionswert.

3.1.10 Kleines Blutbild

Die Anzahl der verschiedenen Blutzellen in muringwilblut wurde mit einem Beckman Coulter
Counter (Coulter Z2, Beckman Coulter, Krefeld, Bebtand) gemessen. Hierfir wurden die Tiere fir
6 Tage mit aquimolaren Dosen Aspirin oder ACS14abelelt und 2 bis 4 Stunden nach der letzten
Gabe erfolgte die Blutentnahme bei narkotisiertégréh durch kardiale Punktion mit einer 27 G
Nadel. Diese enthielt 10 % Natriumcitrat (0.11 roplum eine Koagulation des Blutes zu verhindern.

Die Analyse erfolgte direkt im Anschluss.

3.2 Tierversuche
Alle tierexperimentellen Versuchsreihen wurden aidWp (WT) C57-BL/6 Mausen durchgefuhrt,

welche von Charles River (Sulzfeld, Deutschlandgogen wurden. Die Tiere wurden in der

22



Material und Methoden

Tierhaltung des Physiologischen Instituts Mincheneinem 12 Stunden Tag-Nacht-Rhythmus
gehalten. Sie konnten sich frei in ihren Kafigemwbgen und hatten ungehinderten Zugang zu Wasser
und Nahrung. Die Umgebungstemperatur betrug 24 éiCemer Luftfeuchtigkeit von 50 %. Alle
Experimente wurden nach Genehmigung durch die Regievon Oberbayern in Ubereinstimmung
mit den Paragraphen § 1, 8 2 und § 2a des deut3tbmthutzgesetzes (TierSchG) durchgefiihrt. Die
Studie erfullt die Kriterien der européischen Ridm Directive 2010/63/EUdes Europaischen

Parlaments.
3.3 In vivo Versuche
331 Verabreichung von Aspirin und ACS14

Fur alle Versuchsreihen wurde den Tieren AspirirCSA4 oder die entsprechende Menge an
Tragerflissigkeit oral verabreicht. Dies erfolgté ainer speziellen fur Futterungszwecke geeigneten
Edelstahinadel von Fine Science Tools (Heidelb&utschland). Aspirin und ACS14 wurden in
Dimethylsulfoxid (DMSQO) gel6st (Konzentration 0.5HM) und danach 1:10 in der Tragersubstanz
Carboxymethylcellulose 0.5 % (w/v) verdinnt. Diendéeren verabreichte Dosis betrug flr Aspirin
23 mg/kg Koérpergewicht (KG) und fur ACS14 50 mgK&, was einer aquimolaren Konzentration
entspricht. Die gewéhlte Dosis entsprach den inLiteratur verwendeten Konzentrationen [77, 79,
80]. Die Medikamentengabe fand jeden Tag an 6 aafeierfolgenden Tagen jeweils zur gleichen
Uhrzeit statt, bevor am letzten Tag 2 bis 4 Stundech der letzten Fitterung die Narkose fur die

entsprechenden Versuche eingeleitet wurde.

3.3.2 Anésthesie

Alle chirurgischen Interventionen wurden unter Vendung von Fentanyl (0.05 mg/kg
Korpergewicht (KG)), Medetomidinhydrochlorid (0.5gfkg KG) und Midazolam (5 mg/kg KG) in
Kurzzeitanasthesie durchgefuhrt. Die Anasthetikaden dafir in Natriumchlorid 0.9 % (w/v)
verdinnt und intraperitoneal verabreicht. Nach Begmg des Versuchs wurden die Tiere mit einer
Uberdosis Natrium-Pentobarbital (2 g/kg KG) getotet
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3.3.3 Ruckenhautkammerimplantation

Das Rickenhautkammermodell wurde am Institut flirucgische Forschung der Ludwig-
Maximilians-Universitat (LMU) Minchen, Deutschlandntwickelt. Es handelt sich dabei um ein
etabliertes Modell zur Untersuchung der Mikrozigtidn bei Mausen und anderen Nagetieren [83].
Nach Anésthesie der Mause (siehe 3.3.2) erfolgteEdfithaarung der Tiere am Ricken zun&chst
mechanisch mit einem Rasierer (Aesculap) und dachemisch mit Enthaarungscreme (Pilcamed,
Schwarzkopf). Um die Augen wahrend der VersuchsamitAustrocknung zu schitzen, wurden sie
mit Dexpanthenol Heilsalbe (Roche Deutschland, @eh-Whylen, Deutschland) bedeckt. Nach
Hautdesinfektion mit 70 %-igem Ethanol wurden diglsitanen Gefalle mittels Diaphanoskopie
dargestellt und eine speziell fur diesen Versuch Eitan hergestellte Kammer bestehend aus zwei
inversen Platten implantiert. Die Kammer, sowi@ ahirurgischen Instrumente (Fine Science Tools,
Heidelberg, Deutschland) wurden vor Beginn derrimgstion sterilisiert. In der Kammer bildet ein
zirkulares Fenster den Rahmen fur ein Deckglasl(@ thm, Menzel, Braunschweig, Deutschland).
Dieses Glas bedeckt ein kreisrundes Hautareal, meruzuvor die Haut der einen Seite der
Ruckenhaut entfernt wird, so dass sich die Hautgégentberliegenden Seite mittels Adhasion am
Deckglas anlegen kann. Dies ermoglicht die makis- aaich mikroskopische Beobachtung der
BlutgefalRe der Ruckenhaut (Abbildung 3.1). Die éoiden Versuchsreihen wurden mindestens 24
Stunden nach Implantation der Kammer durchgefibigjenigen Tiere, bei welchen der Blutfluss in
den Arteriolen der Rickenhaut nicht den regulardumsdbedingungen (verlangsamt, umgekehrte
Flussrichtung) entsprach oder bei welchen sich dimzindung oder Implantations-bedingte

Artefakte unter dem Deckglas zeigten, wurden van\dersuchen ausgeschlossen.

24



Material und Methoden

Abbildung 3.1

Ruckenhautkammermodell

Die Ruckenhautkammer besteht aus zwei inversen Titanplatten. Ein zirkuldres Fenster bildet
den Rahmen fur ein Deckglas, durch welches die Mikrozirkulation beobachtet werden kann.
Das Modell wurde fir die Beobachtung der arteriolaren Thrombose nach phototoxisch
induziertem Gefal3schaden verwendet. Im rechten oberen Bild ist eine Maus mit implantierter

Riuckenhautkammer zu sehen.

3.34 Katheterisierung A. carotis

Die A. carotis wurde 24 Stunden nach Implantatien Biickenhautkammer katheterisiert, um eine
exakte Dosis des fluoreszierenden Farbstoffs Fézein-Isocyanat (FITC)-Dextran applizieren zu
kénnen.
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Die Katheterisierung wurde unter der oben beschneb Anésthesie durchgefuhrt. Hierfir wurde die
rechte A. carotis communis von umliegendem Gewelstregnt und ein 20 cm langer
Polyethylenkatheter (0.28 mm Innendurchmesser, 61 Aul3endurchmesser; SIMS Portex, UK),
der zuvor an einen Ende verdiinnt worden war, kivéiss ungeféahr 0.5 cm in die A. carotis
communis eingefuhrt. Dieser wurde sowohl am GegiBes als auch am umliegenden Gewebe mit

einem nicht-resorbierbaren Seidenfaden (5-0, FarenSe Tools, Heidelberg, Deutschland) befestigt.

3.35 Intravitalmikroskopische Beobachtung der art  eriolaren und arteriellen
Thrombose
3.35.1 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Intravitale Fluoreszenzmikroskopie wurde unter Vemdung eines modifizierten Auflicht-
Fluoreszenz Mikroskops (Zeiss Axiotech Vario, Cagiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland)
durchgefuhrt. Das fur die Fotoaktivierung bendtigieoreszenzlicht wurde mittels einer 100 W
Quecksilberlampe (Fluoarc HBO100, Carl Zeiss Micopyy GmbH, Jena, Deutschland) erzeugt und
der Wellenlangenbereich unter Verwendung des fim d@rsuch entsprechenden Filtersatzes
eingegrenzt. Die Aufzeichnung der Bilder und Videmsenzen erfolgte mit einer Digitalkamera
(AxioCam HSm, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, t®ehiand) (Abbildung 3.2 A)

3.35.2 Light-dye Technik und arteriolare Thrombos e

Thrombusbildung und Gefal3verschlusszeit wurderem Arteriolen der Riickenhaut mittéight-dye
Technik untersucht. Diese Methode beruht auf detdktivierung eines fluoreszierenden Farbstoffs
(Fluoreszein-lsocyanat (FITC)-Dextran) durch Fleaenzlicht. Dabei kommt es zur Entstehung von
reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS), welche dasolrel an der dem Fluoreszenzlicht exponierten
Stelle schadigen. Das Ausmald der Endothelschadigtiabhangig von der Intensitat des applizierten
Fluoreszenzlichts und der Dosis des fluoreszienedebstoffs. Im Verlauf kommt es zur Adhé&sion
von Thrombozyten an das geschadigte Endothel bisAmsbildung eines Thrombus, welcher als
Aussparung im fluoreszierenden Plasma sichtbar ,wimd das GefaR im Verlauf vollstandig
verschlielen kann (Abbildung 3.2 B).

Die thrombotische GeféalRverschlusszeit wurde in deteriolen der Rickenhautkammer von
unbehandelten oder mit Aspirin oder ACS14 behaadelieren untersucht. Wahrend der gesamten

Versuchsdauer befanden sich die Mause in speziBliexiglasréhren, um Bewegungen der Tiere zu
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verhindern. Die Rickenhautkammer wurde auf eindbsteangefertigten Plexiglasplatte fixiert,
welche auf dem Mikroskoptisch angebracht wurde. IN#&bnahme des Deckglases von der
Ruckenhautkammer und wahrend der gesamten Versusfisdvurde das Gewebe mit den zu
beobachtenden GefalRen mit auf 37 °C vorgewarmteer8isionslosung (Tabelle 3.5) superfundiert.
Es folgte die Injektion von 4 pl/g Korpergewicht @K 5 % FITC-Dextran (MW 150.000 kDa;
Exzitationsmaximumk = 490 nm, Emissionsmaximuf = 520 nm) Uber den in der A. carotis
liegenden Katheter. Pro Tier wurden 4 - 5 Schadjgstellen in Arteriolen aufgesucht, welche einen
Ausgangsdurchmesser von mindestens 40 um hatterRHaitoaktivierung von FITC-Dextran erfolgte
mittels Exposition des entsprechenden GefaRabsshniter oben genannter Fluoreszenzlichtquelle
mit entsprechendem Filtersatz (Anregung 450 - 480 Bmission 515 nm; Carl Zeiss Microscopy
GmbH, Jena, Deutschland) und Wasserobjektiv mitfaéBer VergrofRerung. Von Beginn der
Schadigung bis zum vollstandigen thrombotischerst®tduss der Arteriole wurden Videosequenzen
(Belichtungszeit 5 Millisekunden) aufgezeichnet.i Behlendem vollstdndigem Gefal3verschluss

betrug die maximale Aufnahmezeit 6 Minuten.

Tabelle 3.5 Superfusionslésung

NaCl 118 mmol/L
KCI 4.8 mmol/L
CacCl, 2.5 mmol/L
MgSO, 1.2 mmol/L
NaHCOg3 25 mmol/L
KH,PO, 1.2 mmol/L
pH 7.4

3.3.6 Arterielle Thrombose A. carotis

Die arterielle Thrombose wurde in der A. carotigemsucht. Hierfur wurde der Endothelschaden
chemisch mittels externer Applikation von Eisencllidsung (FeG) induziert. Zur Visualisierung
der Entstehung des Thrombus wurde der fluoresalerdrarbstoff Dihexyloxacarbocyanin Jodid
(DiOCs) verwendet. Dieser grun-fluoreszierende Farbssofbermeabel fir alle Zellen und lagert sich
aufgrund seiner lipophilen Eigenschaften in den Memen von Zellorganellen wie dem
endoplasmatischen Retikulum oder den Mitochondr@@m. Dadurch kann die Anheftung der
Thrombozyten am Ort der Endothelschadigung beobtwlgrden (Abbildung 3.2 C).

Die folgenden chirurgischen Interventionen wurdateuder oben beschrieben Kurzzeitnarkose (siehe

3.3.2) durchgefuhrt. Zuerst erfolgte die Katheterisng der linken V. jugularis, um eine genaue Bosi

27



Material und Methoden

DiOC;s verabreichen zu kdnnen. Das Vorgehen war dhnlgh der Katheterisierung der A. carotis
communis. Die rechte V. jugularis wurde von umliedem Gewebe getrennt und ein 20 cm langer
Polyethylenkatheter (0.28 mm Innendurchmesser, 61 Aulendurchmesser; SIMS Portex, UK),
der zuvor an einen Ende verdunnt worden war, kiavéiéss ungeféhr 0.5 cm in die Vene eingefuhrt.
Dieser wurde sowohl am Gefal3 selber als auch amegenden Gewebe mit einem nicht-
resobierbaren Seidenfaden (5-0, Fine Science THelslelberg, Deutschland) befestigt.

Im Anschluss wurde die rechte A. carotis commuras vhrer Bifurkation 1 cm kardialwarts von
umgebenden Gewebsschichten getrennt.

Danach wurde der Farbstoff Di@C(Konzentration 100 umol/L; Dosis 5 pullg KG;
Exzitationsmaximum. = 482 nm, Emissionsmaximukn= 504 nm) Uber den Katheter der V. jugularis
injiziert. Dieser zirkulierte fur 10 Minuten zur Adibrierung im Blut. Fir die externe
Endothelschéadigung wurde ein Filterpapier (Whatmpaper 1 mrf) mit Eisenchloridldsung (2 pl von
10 % FeCJ) getrankt und fur 2 Minuten auf die zuvor freiggike A. carotis platziert. Nach Abnahme
des Filterpapiers wurde die A. carotis mit Kochkmang (NaCl 0.9 %) abgespult und die
Thrombusbildung Uber 30 Minuten mit oben genannknoreszenzmikroskop mit entsprechendem
Filtersatz (Anregung 475 nm, Emission 530 nm; Zési®tech Vario, Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Jena, Deutschland) und Objektiv mit 20-facher Viéegrung beobachtet. Pro Sekunde wurde ein Bild
(Belichtungszeit 40 Millisekunden) aufgenommen urdle Thrombusgrofle anhand des
Fluoreszenzsignals jedes einzelnen Bildes mit deoVAsion 4.7 imaging software (Carl Zeiss)
berechnet und in einem Beobachtungszeit-ThrombGsgtiagramm dargestellt. Letztlich wurde die

kumulative Thrombusgré3e Uber 30 Minuten berecldagestellt als area under the curve (AUC).
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Abbildung 3.2

A B

Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

(A) Fur die Intravitalmikroskopie wurde ein spezielles Mikroskop verwendet, welches mit
einer Digitalkamera verbunden war. Dies ermoglichte die Dokumentation der Versuchsreihen
mittels Foto- oder Videoaufnahmen. Wahrend der Versuchsdauer wurden die Mause in einer
Plexiglasrohre auf dem Mikroskoptisch befestigt, um Bewegungen der Tiere wéhrend der
Beobachtungszeit zu vermeiden. (B) In der Mikrozirkulation der Ruckenhaut zeigte sich nach
der Injektion von FITC-Dextran und Endothelschadigung mittels light-dye Technik der
wachsende Thrombus als dunkle Aussparung (weilBer Pfeil) des fluoreszierenden
Blutplasmas. Die schwarzen Pfeile geben die Flussrichtung in der Arteriole an. (C) In der A.
carotis konnte nach der Injektion von DiOCs und Endothelschadigung durch FeCl; die

Entstehung des Thrombus als fluoreszierende Flache dargestellt werden (weil3er Pfeil).
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3.3.7 Blutungszeit

Die Blutungszeit wurde mittels Tail-Bleeding-Metl@odntersucht. Dabei wird die Zeit gemessen, bis
eine Blutung nach Verletzung vollstandig sisti&ie untersucht die priméare Hamostase und ist damit
abhangig von Funktion und Anzahl der Thrombozytdach Einleitung der Narkose (siehe 3.3.2)

wurde ein 5 mm Segment des Schwanzes mit einemp@&kalbgetrennt. Dieser wurde danach

unverzuglich in 0.9 %-ige Kochsalzlésung (37 °Clageht und die Zeit bis zum Stillstand der

Blutung gemessen, maximal jedoch fir 10 Minuten.

34 Statistische Analysen

Alle statistischen Auswertungen wurden unter Vemsry von Sigma Plot 11/Sigma Stat 3.5
durchgefuhrt. Bei normalverteilten Daten wurde dst zum Vergleich von 2 Gruppen verwendet
und der ANOVA Test zum Vergleich mehrerer Grupp&mn Vergleich zweier nicht normalverteilter

Gruppen wurde der Mann-Whitney Rank Sum Test vedeennd fir mehrere nicht normalverteilte
Gruppen ANOVA on ranks. Alle Ergebnisse sind alsttdiverte +/- Standardabweichung vom
Mittelwert  dargestellt. Die Ergebnisse wurden alsigniéikant erklart, wenn die

Fehlerwahrscheinlichkeit p < 0.05 war.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Thrombozytenaggregation im humanen Vollblut

Der Einfluss von ACS14 auf die Thrombozytenaggriegatvurde mittels Impedanzaggregometrie im
Vollblut nach Behandlung mit verschiedenen Konzgianen ACS14 (25 - 500 pmol/L) untersucht.
Nach 5-mindtiger Inkubationszeit zeigte ACS14 aiiesisabh&ngige Hemmung der Arachidonséure
(0.5 mmol/L)-, Thrombin (Thrombin Receptor Activagi Peptide (TRAP)) (32 pmol/L)-,
Adenosindiphosphat (ADP) (6.5 umol/L)- und Collagéh2 pg/mL)-abhangigen Aggregation
(Abbildung 4.1.1 (A)).

Die Thrombozyten-hemmende Wirkung von ACS14 wurd@é der durch eine &quimolare
Konzentration von Aspirin (500 pmol/L) hervorgeném Hemmung verglichen. Wahrend Aspirin nur
eine Reduktion der Arachidonséure- sowie teilwalse Collagen-abhangigen Aggregation zeigte,
fuhrte ACS14 zusatzlich zu einer Inhibition der TIRAund ADP-abhéngigen Aggregation. Es zeigte
sich, dass fir eine gleichwertige Hemmung der Admoisdure-abhangigen Aggregation hoéhere
Dosen von ACS14 als von Aspirin bendtigt wurdenigiddung 4.1.1 (A)).

Als nachstes wurde die Reversibilitat der WirkurapnvACS14 auf die Thrombozytenaggregation
untersucht. Dazu wurde Vollblut mit Aspirin oder 8C4 (500 pmol/L) fir bis zu 3 Stunden inkubiert
und die Aggregation zu verschiedenen Zeitpunkte§, (0, 2, 3 Stunden) gemessen. Wahrend die
hemmenden Effekte von ACS14 auf die AggregationTIRAP-, ADP- und Collagen-abhangigen
Signalweg nach 30 Minuten rickldufig waren, zeigieh die Aggregationshemmung im
Arachidonséure-abhéangigen Signalweg bis zur maximérsuchten Inkubationszeit von 3 Stunden
in den ACS14- wie in den Aspirin-behandelten Profpeichermalien reduziert (Abbildung 4.1.1 (B)).
Um zu untersuchen, ob der hemmende Effekt von AG&i4lie Thrombozytenaggregation durch die
schnelle Freisetzung von SchwefelwasserstofSjHaus dem Molekul hervorgerufen wird, wurden
Aggregationsmessungen nach Inkubation von Vollhiitt verschiedenen Konzentrationen des$SH
Donors Natriumhydrogensulfat (NaHS) (0 - 1000 pijotlurchgefiihrt. Die Behandlung mit NaHS
allein fuhrte zu einer konzentrationsabhangigenibitibn der Aggregation nach Stimulation mit
Arachidonsaure (0.5 mmol/L), TRAP (32 umol/L), A¥e.5 umol/L) oder Collagen (3.2 pg/mL).
Diese Aggregationshemmung durch NaHS war qualitdtimlich, quantitativ deutlich geringer
ausgepragt verglichen mit derjenigen nach Behagdimit einer aquimolaren Konzentration (500
umol/L) ACS14 (Abbildung 4.1.2).
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Abbildung 4.1.1
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(A) Die Behandlung mit steigenden Konzentrationen ACS14 (25 - 500 umol/L, 5 Minuten, 37
°C) fuhrte zu einer konzentrationsabhangigen Hemmung der Aggregation nach Stimulation
mit Arachidonsaure (AA) (0.5 mmol/L), TRAP (32 pumol/L), ADP (6.5 pmol/L) oder Collagen
(3.2 pg/mL). Im Vergleich dazu hemmte Aspirin in aquimolarer Konzentration (500 pmol/L)
nur die  Arachidonsaure- und teilweise Collagen-abhédngige  Aggregation.
Beispielaggregationskurven fir Aspirin und ACS14 (500 pmol/L) in der rechten Spalte.
*P<0.05 vs. Aspirin und Kontrolle; n=12; ANOVA (B) Nach Inkubationszeiten von bis zu 3
Stunden mit Aspirin oder ACS14 (500 umol/L; 37 °C) nahm die Thrombozyten-hemmende
Wirkung von ACS14 im TRAP-, ADP- und Collagen-abhangigen Signalweg nach 30 Minuten
ab, wahrend die Hemmung im Arachidonsdure-abhéngigen Signalweg fir ACS14 wie fir
Aspirin unverandert blieb. *P<0.05 vs. Aspirin; n=5; ANOVA
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Abbildung 4.1.2
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Inkubation von Vollblut mit steigenden Konzentrationen des H,S-Donors NaHS (0 - 1000
pumol/L) fuhrte nach Stimulation mit Arachidonsaure (0.5 mmol/L), TRAP (32 umol/L), ADP
(6.5 umol/L) und Collagen (3.2 pug/mL) zu einer konzentrationsabhdngigen Hemmung der
Aggregation. Verglichen mit einer aquimolaren Dosis ACS14 (500 pmol/L) war diese

schwacher ausgepragt. *P<0.05 Kontrolle; n=5; ANOVA on Ranks
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4.2 Plasmatische Gerinnung in humanem Vollblut

Mittels Thrombelastometrie wurde untersucht, obRidandlung von Vollblut mit ACS14 zuséatzlich
zur Thrombozytenaggregation auch die plasmatiscien@ung beeinflusst. Nach Behandlung von
Vollblut fur 5 Minuten mit aquimolaren Konzentratien (500 pmol/L) Aspirin oder ACS14 zeigte
sich die Zeit von der Stimulation bis zum Beginm @arombusbildung (Clotting Time (CT)) fur den
extrinsischen und intrinsischen Signalweg unveréngegenuber den Kontrollen. Dagegen war die
Zeit von dem Beginn der Thrombusbildung bis zu eifferombusstarke von 20 mm (Clot Formation
Time (CFT)) in den ACS14-behandelten Proben im Ve zu Kontrollen und Aspirin-behandelten
Proben signifikant verlangert, sowohl im extrinbise (184 +/- 10 Sekunden vs. 148 +/- 6 Sekunden
bei Aspirin) als auch im intrinsischen Signalwe@31+/- 21 Sekunden vs. 118 +/- 10 Sekunden;
*P<0.05, n=12; Abbildung 4.2).
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Abbildung 4.2
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(A) Die Behandlung mit Aspirin oder ACS14 (500 pmol/L; 5 Minuten) fuhrte sowohl im
extrinsischen als auch im intrinsischen Signhalweg zu keiner Veranderung der Clotting Time
gegenuber Kontrollen. Im Gegensatz dazu kam es zu einer signifikanten Verlangerung der
Clot Formation Time fur ACS14 behandeltes Vollblut im extrinsischen und intrinsischen
Signalweg. (B) Reprasentative Thrombelastographen fur Kontrollen, Aspirin- oder ACS14-
behandeltes Blut.

CT: Clotting Time; CFT: Clot Formation Time; EXTEM: extrinsisches Gerinnungssystem;
INTEM: intrinsisches Gerinnungssystem

*P<0.05 vs. Aspirin und Kontrolle; n=12; ANOVA
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4.3 Thromboxanfreisetzung aus stimulierten humanen Thrombozyten

Als Mal3 fur die Hemmung der Cyclooxygenase 1 (CQXrl Thrombozyten wurde nach deren
Behandlung mit aquimolaren Konzentrationen (500 limfir 10 Minuten; 37 °C) Aspirin oder
ACS14 die Konzentration von Thromboxap @xB,) in den Uberstanden stimulierter Thrombozyten
gemessen. Dabei handelt es sich um den stabileabiléen des aus stimulierten Thrombozyten
freigesetzten Thromboxan,ANach Stimulation mit Arachidonséaure (0.1 mmol&der Thrombin
(0.2 U/mL) zeigte sich, dass die Vorbehandlung déwombozyten mit ACS14 die TxB
Konzentration auf 24 +/- 5 % fur Arachidonsaure uvhd/- 3 % fur Thrombin im Vergleich zu
unbehandelten Thrombozyten verminderte. Aspiriagnimolarer Konzentration reduzierte die TxB

Spiegel nahezu vollstandig (n=4; Abbildung 4.3).

Abbildung 4.3
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Messung der Thromboxan B , (TxB,) Konzentration in den Uberstanden isolierter
humaner Thrombozyten mittels Enzymimmunoassay

Behandlung mit ACS14 (500 pumol/L; 10 Minuten) fihrte nach Stimulation der Thrombozyten
mit Arachidonséure (AA) (0.1 mmol/L) oder Thrombin (0.2 U/mL) zur Reduktion der TxB,-
Konzentration in den Uberstanden isolierter humaner Thrombozyten.

*P<0.05 vs. Kontrolle; n=4; Mann-Whitney-U-Test
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4.4 Thrombozytenvitalitat

Als Parameter fur die Thrombozytenvitalitéat wurddas mitochondriale Membranpotential und die
Caspaseaktivitat in isolierten humanen Thrombozygeh Behandlung mit Aspirin oder ACS14 (500
pmol/L; 10 Minuten; 37 °C) gemessen. Dabei zeigoh,sdass weder Aspirin noch ACS14 das
mitochondriale Membranpotential oder die Caspasatitder Thrombozyten im Vergleich zu den
Kontrollen veranderten (Abbildung 4.4).

Abbildung 4.4
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Messung des mitchondrialen Membranpotentials und de r Caspaseaktivitat in
isolierten humanen Thrombozyten mittels FACS Analys e

(A) Behandlung mit ACS14 (500 pmol/L; 10 Minuten) fihrte zu keiner signifikanten
Veranderung des mitochondrialen Membranpotentials gemessen mittels JC-1 Fluoreszenz,
wie auch (B) der Caspaseaktivitat. A23187 (10 pmol/L) wurde als Positivkontrolle verwendet,
um einen Verlust des mitochondrialen Membranpotentials oder eine Aktivierung der
Caspasen zu induzieren.

n=4
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4.5 Thrombozytenaggregation in murinem Vollblut

Zunachst wurde untersucht, ob ACS14 nach repatitvaler Gabe ahnliche hemmende Effekte auf
die Aggregation von murinen Thrombozyten hat, wieh sdies nach einmaliger Behandlung von
humanen Thrombozyten zeigte. Nach oraler Behandiiengliere an 6 aufeinanderfolgenden Tagen
mit Aspirin (23 mg/kg KG/Tag) oder ACS14 (50mg/k@Krag) zeigte sich in beiden Gruppen eine
Hemmung der Arachidonsaure (0.1 mmol/L)-abh&ngig@ggregation im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Dieser Effekt war in der Aspiringpe starker ausgepragt als in der ACS14-Gruppe,
allerdings ergab sich kein signifikanter Untersdhi@4 +/- 5 % vs. 54 +/- 15 % zu Kontrollen;
P=0.13; n=6; Abbildung 4.5 (A)). Im Gegensatz zwifs reduzierte ACS14 zudem die ADP (13
umol/L) abhangige Aggregation (65 +/- 5 % zu Koy, *P<0.05; n=6; Abbildung 4.5 (B)).

Abbildung 4.5
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Untersuchung der Thrombozytenaggregation in  murinem Vollblut  mittels

Impedanzaggregometrie nach Behandlung der Tiere an 6 aufeinanderfolgenden Tagen
mit Aspirin oder ACS14

(A) Nach Stimulation der Aggregation mit Arachidonsaure (0.1 mmol/L) war diese in beiden
Behandlungsgruppen signifikant reduziert verglichen mit den Kontrolltieren. (B) ACS14
reduzierte zusatzlich die ADP (13 pmol/L)-induzierte Aggregation im Gegensatz zu Aspirin.
AU: mean arbitrary units

*P<0.05 vs. Kontrolle; #P<0.05 vs. Aspirin; n=6-7 Tiere/Gruppe; ANOVA
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4.6 Thromboxankonzentration im Urin behandelter Ti  ere

Als Mal3 fur die Effektivitat der COX-1 Hemmung werdie Thromboxan B(TxB,) Konzentration

im Urin behandelter Tiere analysiert. TxBst der stabile Metabolit des aus Thrombozyten
freigesetzten Thromboxan,ATxA;) und wird hauptsachlich Gber den Urin ausgeschied\ach
Behandlung der Tiere an 6 aufeinanderfolgendenageAspirin (23 mg/kg KG/Tag) oder ACS14
(50 mg/kg KG/Tag) konnte in beiden BehandlungsgempgAspirin, ACS14) eine signifikante
Reduktion der TxBSpiegel im Urin beobachtet werden (612 +/- 196mmpKreatinin fur Aspirin,

920 +/- 300 pg/mg Kreatinin fur ACS14 und 1760 300 pg/mg Kreatinin fir Kontrollen; n=6-7
Tiere/Gruppe; Abbildung 4.6).

Abbildung 4.6
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Messung der Thromboxan B , (TxB;) Konzentration im Urin behandelter Tiere mittels
Enzymimmunoassay
Die Ausscheidung von TxB, im Urin war nach 6-tagiger Behandlung der Tiere mit Aspirin (23

mg/kg KG/Tag) oder ACS14 (50 mg/kg KG/Tag) signifikant reduziert im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe.

*P<0.05 vs. Kontrolle; n=6-7 Tiere/Gruppe; ANOVA
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4.7 Blutungszeit behandelter Tiere

Die Blutungszeit zeigte sich in beiden Behandlunggpen, Aspirin (23 mg/kg KG/Tag fir 6 Tage)
und ACS14 (50mg/kg KG/Tag fur 6 Tage), signifikargrlangert im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe (227 +/- 60 Sekunden fir Aspirin,118/- 58 Sekunden fur ACS14 vs. 60 +/- 6
Sekunden fur Kontrollen; n=6 Tiere/Gruppe; Abbildua7). Allerdings zeigte sich kein Unterschied
zwischen Aspirin und ACS14.

Abbildung 4.7
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Messung der Blutungszeit mittels der Tail-Bleeding- Methode

Die Behandlung der Mause mit Aspirin (23 mg/kg KG/Tag) oder ACS14 (50 mg/kg KG/Tag)
an 6 aufeinanderfolgenden Tagen filihrte zu einer signifikanten Verlangerung der
Blutungszeit verglichen mit der unbehandelten Kontrollgruppe. Es zeigte sich kein
Unterschied zwischen Aspirin und ACS14.

*P<0.05 vs. Kontrolle; n=6; ANOVA on Ranks
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4.8 Toxizitat von ACS14

Als Mal3 fur die Toxizitat wurden Blutbilder sowigedKonzentration der Lactatdehydrogenase (LDH)
im Serum untersucht, um Auswirkungen der Therapiedse zellularen Bestandteile des Blutes zu
erkennen. Dabei konnten keine Unterschiede zwisEloerrolltieren, Aspirin (23mg/kg KG/Tag fur 6
Tage) und ACS14 (50mg/kg KG/Tag fur 6 Tage)-behhedeTieren hinsichtlich Leukozyten-,
Erythrozyten- und Thrombozytenzahl festgestellt deer Auch die Konzentration von LDH im
Serum, ein Marker fur Hamolyse oder Gewebeschamsgte keine Veranderungen (Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1
Kontrolle Aspirin ACS14
WBC
et 29+/08 24404 28+-06
'("‘}g 45 +/4 47 +/4 45+/3
Plt
Ty 1266 +/-64 1275+/-158 1311 +/-254
LDH 3 2
L 19 +1-7 20 +/-6 17 +-4
Analyse des murinen Vollbluts mittels eines Coulter Counters. Die Messung der LDH-

Konzentration erfolgte im murinen Serum durch ein L DH Detection Kit

WBC: Leukozytenzahl; Hct: Hamatokrit; Plt: Thrombozytenzahl; LDH: Lactatdehydrogenase
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4.9 Untersuchung der arteriolaren Thrombusbildung in der

Ruckenhaut
Um zu untersuchen, inwiefern die Behandlung mit A€Slie Thrombusbildung in Arteriolen der
Ruckenhaut beeinflusst, wurde die arteriolare QGefédfEhlusszeit nach Endothelschadigung
gemessen. Der Endothelschaden wurde milighg-dye Technik in den Arteriolen der Rickenhaut
induziert. Die 6-tdgige Behandlung mit Aspirin (B8/kg KG/Tag) fiuihrte zu keiner signifikanten
Veranderung der arteriolaren Gefal3verschlusszeifligben mit der unbehandelten Kontrollgruppe
(223 +/- 40 Sekunden fur unbehandelte Kontrollen2B8 +/- 18 Sekunden fiir die Aspiringruppe;
n=6). Im Gegensatz dazu verlangerte die BehandhihgACS14 (50mg/kg KG/Tag; 6 Tage) diese
signifikant auf 459 +/- 43 Sekunden (n=6; P<0.0bbidung 4.8).
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Abbildung 4.8
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Messung der arteriolaren GefalRverschlusszeit im Ric  kenhautkammermodel nach
Endothelschadigung mittels Photoaktivierung von Flu oreszein-Isocyanat (FITC)-
Dextran (light-dye Technik)

(A) Die Behandlung der Tiere mit ACS14 (50mg/kg KG/Tag; 6 Tage) verlangerte die
arteriolare Gefaldverschlusszeit signifikant im Vergleich zur Aspirin (23mg/kg KG/Tag; 6
Tage)- und Kontrollgruppe. (B) Die Bilder zeigen die Entstehung eines Thrombus in einer
Arteriole der Ruckenhaut nach Endothelschadigung mittels light-dye Technik. Der weil3e Pfeil
zeigt den nach Endothelschadigung entstehenden Thrombus, welcher als Aussparung des
fluoreszierenden Plasmas zu erkennen ist. Dieser wachst im Zeitverlauf und verschlief3t
schlie3lich das Gefal vollstandig, so dass der Blutfluss sistiert. Die schwarzen Pfeile zeigen
die Richtung des Blutflusses an.

*P<0.05 vs. Aspirin und Kontrolle; n=5-6 Tiere/Gruppe; ANOVA
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4.10 Untersuchung der arteriellen Thrombusbildung in der A. carotis

Nach der Untersuchung der arteriolaren Thrombusbdd wurde zusétzlich die arterielle
Thrombusbildung in der A. carotis nach Schadigung Emsenchlorid (FeG) analysiert. Bei den
Tieren, welche mit ACS14 (50 mg/kg KG/Tag; 6 Tagehandelt worden waren, war das Wachstum
des Thrombus nach Endothelschadigung Uber die Batb@gszeit deutlich geringer ausgepragt
verglichen mit unbehandelten oder Aspirin (23 mg/K&/Tag; 6 Tage)-behandelten Tieren.
Insgesamt zeigte die ACS14-Behandlungsgruppe eimgnifisant geringere kumulative
Thrombusgr6RRe, welche fir die 30-mindtige Beobauhdaeit berechnet wurde (57 +/- 12 % fur
ACS14 vs. 88 +/- 12 % fur Aspirin; P<0.05; n=5-6ei@/Gruppe; Abbildung 4.9). In der
Aspiringruppe konnte ungefahr 20 Minuten nach Ehdischadigung eine verminderte

Thrombusstabilitat im Vergleich zur Kontrollgruppeobachtet werden.
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Abbildung 4.9

A

—— Kontrolle
—o—  Aspirin
—s— ACS14

-
=]
=]

1

P [=2] 2]
[==] =] =]
1 1 ]

*

(AUC rel. zu Kontrolle)
=

ThrombusgroBe
(fluor. rel. zu Kontrolle)

=]

Kumulative ThrombusgréRe

0 10 20 30 @
Zeit (Minuten) +o°

\ Kontrolle

Untersuchung der Thrombusbildung in der A. carotis nach Eisenchlorid (FeCl j3)-
Schadigung

(A) Die Behandlung mit ACS14 (50mg/kg KG/Tag; 6 Tage) fuhrte zu einer signifikant
reduzierten Thromusbildung in der A. carotis nach FeCls;-Schadigung im Gegensatz zu
Aspirin (23 mg/kg KG/Tag), sowie zu einer signifikant verminderten kumulativen
ThrombusgréfRe fur den 30-minltigen Untersuchungszeitraum. In der Aspiringruppe zeigte
sich eine verminderte Thrombusstabilitit mit Reduktion der ThrombusgréRe nach 20
Minuten. (B) Die Bilder zeigen reprasentative Aufnahmen des Thrombus (weil3er Pfeil) in der
A. carotis 10 Minuten nach Schadigung im Kontroll-, Aspirin- und ACS14-behandelten Tier.
Fur die Visualisierung des Thrombus wurden die Blutzellen zuvor mit dem fluoreszierenden
Farbstoff (DiIOCs) angefarbt.

*P<0.05 vs. Aspirin und Kontrolle; n=5-6 Tiere/Gruppe; ANOVA
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4.11 Aktivierung des Fibrinogenrezeptors und Fibri nogenbindung auf
humanen Thrombozyten
Die Aktivierung des Fibrinogenrezeptors (Integuifb3) auf der Thrombozytenoberflache stellt die
gemeinsame Endstrecke aller auf die Aggregatioiviaktnden Signalwege dar. Auf aktivierten
Thrombozyten befindet sich dieser Rezeptor durchf&mnationsdnderungen in einem aktivierten
Zustand und kann demzufolge Fibrinogen binden. Natrgn mit Aspirin fihrte nur die Behandlung
von isolierten Thrombozyten mit ACS14 (500 umolilr 0 Minuten; 37 °C) nach Stimulation mit
Thrombin (0.2 U/mL) oder ADP (5 umol/L) zu einergsifikanten Reduktion des aktivierten
Fibrinogenrezeptors Integrirullbp3 auf der Zelloberflache. Dementsprechend zeigte die
Behandlung mit ACS14 eine signifikant vermindertdndding von Fluoreszenz-markiertem
Fibrinogen auf Thrombozyten nach Stimulation mitdrhbin (0.2 U/mL) oder ADP (5 pumol/L). In
ruhenden Thrombozyten veranderten weder Aspirirnn®CS14 die basale Oberflachenexpression

des Fibrinogenrezeptors sowie die Fibrinogenbindar®; Abbildung 4.10).
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Abbildung 4.10
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Messung der Oberflachenexpression des aktivierten F ibrinogenrezeptors Integrin
allbB3 und der Fibrinogenbindung auf isolierten humanen Thrombozyten mittels FACS
Analyse

(A) Die Behandlung mit ACS14 (500 umol/L; 10 Minuten) flhrte zu einer signifikanten
Reduktion der Aktivierung des Integrins allbB3 nach Stimulation mit Thrombin (0.2 U/mL)
oder ADP (5 wumol/L), sowie demzufolge zu einer (B) signifikant reduzierten
Fibrinogenbindung.

MFI: Mean fluorescence intensity; *P<0.05 vs. Aspirin oder Kontrolle; n=6; ANOVA one way
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4.12 Sekretion von Molekilen aus den Granula human  er Thrombozyten
AulRerdem wurde untersucht, ob ACS14 die Freisetalgrglinhaltsstoffe aus desm und dense
Granula nach Thrombozytenaktivierung beeinflus$s. Mald fir die Freisetzung aus deiGranula
wurde die Oberflachenexpression von P-SelectiretaifACS Analyse gemessen. Stellvertretend fur
die denseGranula wurde die Konzentration des aus aktivierfBhrombozyten sezernierten
Adenosintriphosphats (ATP) durch Chemilumineszeamessen. Nach Stimulation mit Thrombin
(0.2 U/mL) zeigte sich eine leichte Reduktion dére@lachenexpression von P-Selectin auf den mit
ACS14 (500 pmol/L fur 10 Minuten; 37 °C) behandelfénrombozyten. In Bezug auf die Menge des
freigesetzten ATP nach Stimulation mit ThrombinO®.U/mL) konnte kein Unterschied zwischen
Kontrollen, Aspirin oder ACS14 (500 umol/L fur 10imditen; 37 °C) Behandlung festgestellt werden
(Abbildung 4.12).
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Abbildung 4.12
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Messung der Oberflachenexpression von P-Selectin au f isolierten humanen
Thrombozyten mittels FACS Analyse sowie der ATP-Fre isetzung aus isolierten
humanen Thrombozyten mittels Chemilumineszenz Assay

(A) Wahrend ACS14 (500 pmol/L far 10 Minuten) zu einer leicht reduzierten
Oberflachenexpression von P-Selectin (a-Granula) nach Stimulation mit Thrombin (0.2 U/mL)
fuhrte, war (B) die Freisetzung von ATP aus den dense-Granula nach Thrombinstimulation
(0.05 U/mL) unverandert im Vergleich zu Kontrollen und Aspirin.

MFI: Mean fluorescence intensity

*P<0.05 vs. Aspirin oder Kontrolle; n=6; ANOVA one way
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4.13 Intrazellulare cAMP-Konzentration in humanen  Thrombozyten

Fur Schwefelwasserstoff (H), welcher aus ACS14 freigesetzt wird, konntendesen Zellen gezeigt
werden, dass er die intrazellularen Konzentratiomem cyclischen Nukleotiden beeinflussen kann
[51, 84]. Diese sind potente physiologische Inloifah der Thrombozytenaggregation. Im Folgenden
wurde die intrazellulare Konzentration von cyclisaPAdenosinmonophosphat (CAMP) aus isolierten
humanen Thrombozyten mittels ELISA gemessen. Dagigte sich, dass diese nach Behandlung mit
ACS14 (500 pmol/L fur 10 Minuten bei 37 °C) gegeeitiden unbehandelten Kontrollen erhéht war
(1950 +/- 66 fmol/10 Thrombozyten vs. 1497 +/- 118 fmol/IDhrombozyten in Kontrollen; P<0.05;
n=6; Abbildung 4.13 (A)).

4.14 Phosphorylierung von VASP in humanen Thromboz  yten

Zusatzlich wurde die Konzentration des phosphangie intrazellularen Vasodilatator-stimulierten
Phosphoproteins (pVASP) in isolierten humanen Throzgten mittels Western Blot Analyse
gemessen. VASP kann durch die Aktivierung der Rrkiease A phosphoryliert werden, welche
wiederum durch erhohte intrazellulare cAMP-Konzatitmen aktiviert wird. Durch die
Phosphorylierung am Serin 157 kommt es zu Konfilomatinderungen des VASP und damit zu einer
Zunahme des Molekulargewichts von 46 kDa auf 50, kid#s als zusatzliche Bande in der Western
Blot Analyse sichtbar wird (Anti-VASP-Antikdrper,bbildung 4.13 (B), oberer Beispielblot). Mittels
des anti-phospho-VASP-Antikorpers fur Serin 157olgte die Quantifizierung der intrazellularen
Konzentration des phosphorylierten Proteins, weldeh Behandlung mit ACS14 (500 pumol/L fur 10
Minuten bei 37 °C) mehr als 2-fach erhoht war (/8 ¥ %, P<0.05, n=6; Abbildung 4.13 (B)),
wahrend Aspirin in &quimolarer Dosis zu keiner Enlndg verglichen mit den Kontrollen fiihrte (3 +/-
1 % von der Positivkontrolle lloprost). Als Poskontrolle fiir die Bildung von phospho-VASP diente

lloprost.

51



Ergebnisse

Abbildung 4.13
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(A) Die intrazellulare cAMP-Konzentration wurde in Lysaten isolierter humaner
Thrombozyten mittels ELISA gemessen. ACS14 (500 pmol/L; 10 Minuten) fuhrte zu einer
signifikanten Erhdhung verglichen mit Kontrollen. (B) Der Grad der VASP-Phosphorylierung
wurde in isolierten humanen Thrombozyten mittels Western Blot Analyse ermittelt. Die
Bespielblots zeigen die charakteristischen Proteinbanden fir VASP (46 kDa) und phospho-
VASP (50 kDa). ACS14 (500 pmol/L; 10 Minuten) fuhrte zu einer deutlichen
Phosphorylierung des Proteins, sichtbar an der zusatzlichen Bande im anti-VASP-Blot. In der
Quantifizierung fihrte ACS14 (500 pumol/L; 10 Minuten) zu einer signifikanten Erhdhung des
Phosphorylierungsgrades von VASP im Gegensatz zu Kontrollen und Aspirin in aquimolarer
Dosis.

VASP: Vasodilatator-stimuliertes Protein
*P<0.05 vs. Aspirin oder Kontrolle; n=6; t-Test fir A, ANOVA one way fir B
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5 DISKUSSION

5.1 Kardiovaskulare Erkrankungen und deren Therapi e

Kardiovaskulare Erkrankungen sind die fuhrende $adeache in der westlichen Welt. lhre
Behandlung und Préavention ist deshalb nicht nur weissenschaftlichem, sondern auch
wirtschaftlichem Interesse. Das Verstandnis derhdatysiologie und die Entwicklung neuer
medikamenttser Therapien ist die Grundlage dafiiss dinser Gesundheitssystem auch in Zukunft
diese Herausforderung bewaltigen kann.

Grundlage fur die Entstehung dieser Erkrankungeénmisist eine Kombination aus genetischer
Pradisposition und individuellen Risikofaktoren widipositas, Dyslipidamie, arterieller Hypertonie,
Diabetes mellitus oder Nikotinabusus. Allein oderkiombination auftretend begtinstigen diese im
Verlauf die Entwicklung einer endothelialen Dysftiok auf deren Grundlage sich arteriosklerotische
Gefallveranderungen bilden kdnnen. An Stellen adiderotischer Plaques kann es zur Plaqueruptur
mit Aktivierung von Thrombozyten und Ausbildung v@hrombozytenaggregaten kommen, welche
bis zum vollstandigen GefalRverschluss fihren kénnen

Therapieansatze zur Verlangsamung von EntstehudgPuogression der Arteriosklerose sind zum
einen die Modifikation individueller Risiken wie @ehtsreduktion, Ernahrungsumstellung,
sportliche Betdtigung oder Nikotinkarenz; zum aeder stehen zur Hemmung der
Thrombozytenfunktion und zur Behandlung von Dyslimhien oder arterieller Hypertonie
verschiedene medikamentdse Therapieansatze zutigéer. Zur Behandlung der Dyslipidamien
werden bevorzugt Statine eingesetzt, welche diegane Cholesterinsynthese hemmen und dadurch
die atherogenen Plasma-LDL (low-density-lipoproeipiegel reduzieren, sowie die antiatherogenen
Plasma-HDL (high-density-lipoprotein)-Spiegel erbibh Weitere Effekte sind unter anderem eine
verbesserte Endothelfunktion, Plaquestabilitat, z&Bmlungshemmung oder ein vermindertes
Thromboserisiko und somit in der Langzeittherajiiee eeduzierte Gesamtmortalitat. Im Rahmen der
Hypertoniebehandlung werden bevorzugt ACE-Hemmaergesietzt, welche die Synthese des
vasokonstriktorisch wirkenden Angiotensin-l hemmebiese vermindern die Angiotensin-ll-
induzierte Mykoardhypertrophie bei hypertensiverakeankheit und das Myokardremodeling nach
Herzinfarkt. Da Thrombozyten eine der Hauptfunk#iorbei der Entstehung arterieller Thrombosen
einnehmen, ist eine adaquate antithrombozytare aprerein entscheidender Bestandteil des
Therpieregimes bei Arteriosklerose. Hierfur giltpiin seit vielen Jahren als Medikament der ersten
Wahl, da es nachweislich das Auftreten kardiovasienl Komplikationen wie Myokardinfarkt,
Schlaganfall oder peripher arterieller Verschluaskheit (pAVK) verringern und folglich die

Lebensqualitat und das Uberleben der Patienteresseon kann [8].
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5.2 Wirkung von ACS14 auf COX-abhangige und -unabh  &ngige

Signalwege im Vergleich zu Aspirin

5.2.1 Methodische Aspekte der Thrombozytenaggregom  etrie

Die Thrombozytenaggregometrie ist ein labortechmésc Verfahren zur Untersuchung der
Thrombozytenfunktion. Im klinischen Alltag dientesvor allem dem Monitoring der Therapie mit
antithrombozytaren Medikamenten (Aspirin, R2ZXDP-Rezeptor-Antagonisten). Zudem erméglicht
sie die Detektion von Stérungen der Thrombozytektion, welche durch angeborene (Bernard-
Soulier-Syndrom, Glanzmann-Thrombasthenie, etcey edworbene (hamatologische Erkrankungen,
chronische Leber-/Niereninsuffizienz, antithrombtdizg Antikdrper, etc.) Defekte hervorgerufen
werden kénnen [85].

Zur Messung der Thrombozytenaggregation gibt e®rsohiedliche Verfahren. In dieser Arbeit
wurden zwei Assays verwendet, welche nach unterdibhen Messprinzipien die Aggregation
untersuchen. Einerseits die im Jahr 1963 von Bartwiekelte Licht-Transmissionsaggregometrie
(LTA) zur Untersuchung der Aggregation im Plattcleichen Plasma (PRP) und andererseits die von
Cardinal im Jahr 1979 vorgestellte Impedanzaggregoeenzur Aggregationsdiagnostik im Vollblut.
Bei der LTA wird nach Gewinnung des PRP mittels tdargation das Ausmal’ der Aggregation
durch Zunahme der Lichttransmission nach Aggrelghtbg im PRP turbidometrisch quantifiziert.
Dagegen misst die Impedanzaggregometrie die Zunatieseelektrischen Widerstandes an zwei
Sensordrahten wahrend der Thrombozytenaggreg&mirbeiden Verfahren kann durch Zugabe von
Agonisten wie ADP, Arachidonsaure, Collagen oderombin die Aggregation induziert und
gleichzeitig die Untersuchung mehrerer Signalwagelefihrt werden.

Die LTA ist aufgrund der Gewinnung von PRP zeitaerdiger und es werden gréRere Probenmengen
vom Spender benétigt [86]. Bis heute gilt die LTAs aGoldstandard zur Beurteilung der
Thrombozytenfunktion und wurde in vielen Studies Referenzmethode herangezogen [87]. Mehrere
Untersuchungen zeigten, dass eine mittels LTA geemes starke Aggregation nach stattgehabter
perkutaner Koronarintervention (PCI) mit adaquatetithrombozytarer Therapie einen Risikofaktor
fur wiederholte ischamische Ereignisse darste8t$8].

Das Verfahren der Impedanzaggregometrie wurde im ldezten Jahren durch Entwicklung des
Multiplate Analyzer standardisiert, wodurch es Zumend von klinischer Relevanz geworden ist: In
einer Studie, die den Einfluss einer Clopidogre$iBenz auf Stentthrombosen nach PCI untersucht
hat, konnte gezeigt werden, dass Patienten, dig@eviultiplate aldow-responder fiir Clopidogrel
eingestuft wurden, ein 10x erh6htes Risiko einen®irombose hatten [91]. In einer anderen Studie
wurde die Thrombozytenaggregation von Patientenhavechirurgischen Eingriffen gemessen und

beobachtet, dass denjenigen Patienten, deren Thayteim nur schwach nach Stimulation mit ADP
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aggregierten, mit héherer Wahrscheinlichkeit postafiv Thrombozytenkonzentrate transfundiert

werden mussten [92].

5.2.2 Thrombozytenhemmung durch Aspirin und ACS14

Die Wirkung von Aspirin auf Thrombozyten wird durcHie irreversible Hemmung der
Cyclooxygenase (COX) vermittelt, wodurch die Systhevon Thromboxan A (TxA;) aus
Arachidonséure inhibiert wird. Dieser Effekt wirch &iner nahezu vollstandigen Hemmung der
Arachidonsaure-abhéangigen Aggregation ersichtlisleben Arachidonsdure gibt es noch eine
Vielzahl anderer Faktoren wie beispielsweise ADRllagen oder Thrombin, welche Uber die
Bindung an ihre entsprechenden membranstandigembuzytaren Rezeptoren und die Aktivierung
intrazellularer Signalwege zu Thrombozytenaktivieyuind Aggregation fihren.

In unseren Aggregationsstudien mit ACS14 zeigteh,sidass dessen Wirkung nicht auf die
Arachidonsaure-abhangige Aggregation und damitgismmung der COX limitiert ist. Im Gegensatz
zu Aspirin fuhrte die Behandlung von Thrombozyteibh ACS14 zusatzlich zu einer dosisabhangigen
Hemmung der ADP-, Collagen- und Thrombin-induzierfeggregation. Diese Sighalwege werden
durch Aspirin nicht (ADP, Thrombin) oder ledigliethngeringem Ausmafd (Collagen) beeinflusst.
Aufgrund dieser Ergebnisse stellt sich die Fragedwch diese breiten, antithrombozytaren und
COX-unabhangigen Effekte von ACS14 hervorgerufenrdere. ACS14 enthdlt neben dem
Aspirinmolekil ein Dithiolethion, aus dessen Sutfhygruppen Schwefelwasserstoff AF)
freigesetzt werden kann [77, 78]. Um herauszufindeelchen Einfluss b6 alleine auf die
Thrombozytenaggregation ausibt, wurden Aggregattodéen mit dem ES-Donor NaHS
durchgefuhrt. NaHS fiihrte zu einer Hemmung der fifrazytenaggregation nach Stimulation mit
Arachidonséaure, ADP, Collagen oder Thrombin. Im gleich der Aggregationshemmung durch
NaHS mit derjenigen durch ACS14 war erstere qualdit@hnlich, quantitativ aber deutlich geringer
ausgepragt. Bei der Arachidonsaure-abhangigen Aggon kann die starkere Hemmung durch
ACS14 im Vergleich zu NaHS durch das Aspirinmoletté$ Wirkstoffs erklart werden. Im Gegensatz
dazu scheint die starkere Aggregationshemmung dd@$14 im ADP-abhangigen Signalweg durch
andere Mechanismen bedingt zu sein. Die ZugabeAspwrin zum HS-Donor NaHS fihrte nach
Stimulation mit ADP zu keiner verstarkten Hemmurgg Aggregation verglichen mit NaHS alleine.
Dadurch kann der starkere antithrombozytare Effgkih ACS14 bei der ADP-abhangigen
Aggregation als COX-unabhangig angesehen werden settkint durch die verbleibenden

Sulhydrylgruppen des Wirkstoffs hervorgerufen zudea.
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Bereits in friheren Studien konnte durch ahnlich8-fHeisetzende Molekile (Anethol Dithiolthion
(ADT)-Molekul) eine Thrombozytenhemmung und einemiederte Thromboxan BKonzentration
im Plasma nach Stimulation mit verschiedenen Adenibeobachtet werden [93].

Als Mal3 fur die Hemmung der COX-1 kann die Araclnsi@ure-abhanigige Aggregation
hergenommen werden. Um die Effektivitat der COX-dntinung exakter zu quantifizieren, wurde in
dieser Studie die Thromboxan,-Bonzentration in den Uberstanden stimulierter Tibozyten
gemessen. ACS14 reduzierte nach Stimulation mitciidonsaure die TxBKonzentration in
vergleichbarem Ausmal wie Aspirin. Allerdings wurdiir entsprechende Effekte auf die COX-1
Hemmung und damit die TxB<onzentration héhere Dosen von ACS14 im GegensatAspirin
bendtigt. Aufgrund der Resultate pharmakologiscBardien kénnte ein moglicher Grund fir die
verminderte Hemmung der COX-1 durch ACS14 sein,sdA€S14 sehr schnell zu ACS21
deacetyliert wird [77, 78].

5.3 Toxizitat

Die starken hemmenden Effekte von ACS14 auf veesldne Aktivierungssignalwege der
Thrombozyten werfen die Frage auf, inwiefern e sitabei eventuell um unspezifische oder
schadliche Wirkungen des Wirkstoffs auf Thromboamyteandeln kdnnte. Toxische Effekte des
Wirkstoffs wurden in dieser Studie anhand von zwerschiedenen Messungen mittels
Durchflusszytometrie untersucht, fir welche in $tadjezeigt werden konnte, dass sie als Marker fir
Thrombozytenvitalitat gelten [94, 95]. Hierfiir werdas mitochondriale Membranpotential gemessen,
welches Aussagen uber die Vitalitdt der Mitochomdrbder den Einfluss von Medikamenten auf
deren Funktion ermdglicht und damit indirekt derstamd der Thrombozyten erfasst. Zudem wurde
der Aktivitdtsgrad intrazellularer Caspasen bestimaelche den programmierten Zelltod ausldsen.
Diese konnen von verschiedenen Faktoren, wie ledsspeise oxidativem Stress, Infektionen oder
auch Medikamenten aktiviert werden.

Fur die tierexperimentellen Versuchsreihen wurdenMarker fur toxische Effekte von ACS14 die
Blutbilder und die Serumkonzentration der Lactaydiebgenase (LDH) behandelter Tiere untersucht.
In allen Untersuchungen ergab sich kein Anhalt,sdA€S14 toxische Effekte auf Zellen im
Allgemeinen oder Thrombozyten ausibt. Dieser Aussshpotenziell toxischer Wirkungen von
ACS14 auf Zellen ist von erheblicher Bedeutung,ddech die Ankopplung des,B-freisetzenden
Molekils an Aspirin unerwiinschte Nebenwirkungen baespielsweise die gastrointestinale Toxizitat

verringert werden sollen.
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5.4 Reversibilitat der Thrombozytenhemmung durch A CS14

Durch die irreversible Hemmung der Cyclooxygena$€Q@X-1) durch Aspirin, sowie die mangelnde
Fahigkeit der Thrombozyten das Enzym neu syntleeénsi zu konnen, dauert die hemmende Wirkung
von Aspirin auf die Thrombozytenaggregation diebleibende Lebenszeit der Thrombozyten an.
Doch inwieweit handelt es sich bei den Effekten ¥dbS14 auf die Thrombozytenaggregation um
irreversible oder reversible Wirkungen? Hierfir dem Aggregationsmessungen nach
Behandlungszeiten von 0.5, 1, 2 und 3 Stunden @i durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass die
Arachidonsaure- und damit COX-1l-abhéngige Aggregatilber die gesamte Versuchsdauer
gleichermal3en supprimiert blieb, wogegen es bei TRAP-, ADP- und Collagen-abhangigen
Aggregation nach einer Behandlungszeit von mehr3@lsMinuten wieder zu einer langsamen
Zunahme der Aggregation kam. Damit bleibt die iemsible Hemmung der COX-1 auch im neuen
Wirkstoff ACS14 erhalten, wahrend sich die COX-umahgigen Mechanismen von ACS14 als
teilweise reversibel erweisen. Ein moglicher Grdiid die Reversibilitat der COX-unabhangigen
Mechanismen konnte sein, dass diese am ehestem digrc aus dem Wirkstoff freigesetzten
Schwefelwasserstoff (%) bewirkt werden. Wie pharmakodynamische Studezemt haben, erfolgt
dessen Freisetzung vor allem in der ersten Zeith nderabreichung [77]. Aufgrund dieser
Beobachtungen kann vermutet werden, dass die #obétz Effekte von ACS14 auf die Hemmung
der Thrombozytenfunktion am ehesten durch die Etaisg des k& aus den Sulfhydrylgruppen

hervorgerufen werden.

55 Die Effekte von ACS14 in vivo

5.5.1 Vergleich von ACS14 in vitro und in vivo

Nach der Untersuchung der Effekte von ACS14 aufdnanThrombozyten wurde dessen Wirkung
auf murine Thrombozytenn vivo analysiert. Im Gegensatz zu den Aggregationsmessuran
humanen Thrombozyten wurde fiir die tierexperimégneStudien nicht eine einmalige, sondern eine
repetitive orale Gabe von ACS14 oder Aspirin aruteimanderfolgenden Tagen gewahlt. Grundlage
hierfir war das Behandlungsschema vormals durchgefiUntersuchungen an Nagetieren, in denen
eine 6-tdgige orale Behandlung mit ACS14 im Verieru Aspirin zu weniger gastrointestinalen
Lasionen fuhrte [77, 80].

Als Mal3 fur die Effektivitat der COX-Hemmung wurdie Konzentration von Thromboxan BI'xB,)

im Urin der Tiere nach oraler Behandlung mit ACSider Aspirin gemessen, da TxBIs stabiles
Endprodukt der Metabolisierung von Thromboxap Wauptsachlich Gber den Urin ausgeschieden

wird. Entsprechend den Daten aus den humanen Tiozytdn reduzierte die orale Behandlung mit
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Aspirin oder ACS14 die TxBSpiegel im Urin der Mause deutlich. Dieses Ergebsieht in
Ubereinstimmung mit den Resultaten friherer Stydiewelchen ACS14 nach oraler Gabe an Ratten
die Plasmakonzentration von Tx®ergleichbar zu Aspirin reduzierte [77, 80].

Analog zu den Ergebnissen der Aggregationsmessuagdrmumanen Thrombozyten zeigte sich, dass
auch die orale Behandlung von Mausen mit ACS14Adexhidonsaure- und damit COX-abhéangige
Thrombozytenaggregation hemmt. Im Gegensatz zurissiiinrte ACS14 in murinen Thrombozyten
zusatzlich zu einer Hemmung der ADP-abhangigen éggfion.

Insgesamt bleiben nach mehrtagiger oraler BehagdhinACS14 die COX-abhangigen und
-unabhangigen Effekte von ACS14 auf Thrombozytdraléen, womit die Wirkung von ACS14 auf

murine Thrombozyten derjenigen auf humane Thromieozgntspricht.

5.5.2 Blutungszeit

Die breite antithrombozytdre Wirkweise von ACS14f a0OX-abhangige und -unabhangige
Mechanismen wirft die Frage auf, ob ACS14 starikerfespirin die Thrombozytenaggregation oder
Blutungszeit beeinflussen kdnnte. Analysiert wuildeBlutungszeit mit der sogenannten tail-bleeding
Methode, welche eine haufig angewandte Methodévimssung der Blutungszeit darstellt. Es handelt
sich dabei um ein einfaches Verfahren Veranderunden Blutungszeit beispielsweise durch
Medikamente, Thrombozytopenien oder -pathien zerarkn. Allerdings ist es im wissenschaftlichen
Austausch oft nicht einfach die Ergebnisse mitalgiesdenen Laboren zu vergleichen, da es schwierig
ist, die Versuchsbedingungen zu standardisieren.déa Variablen zahlen die Anasthesie mit
inhalativen (Isofluran) oder intravendsen Narkot{kaetamin, Pentobarbiturate), sowie die Art der
Verletzung des Schwanzes (Durchtrennung bei eief@nidrten Entfernung von der Spitze, bei einem
definierten Durchmesser oder die alleinige Inzisien Schwanzvenen). Zudem kann die Blutungszeit
zwischen verschiedenen Mausstammen, dem Geschieent Alter der Tiere variieren [96]. Wir
haben in unserer Studie deshalb versucht, weitestgeeinheitliche Bedingungen zu schaffen. Zur
Vermeidung versuchstechnischer Fehler wurden fi@ Mliessung der Blutungszeit Zeitablauf,
Anasthesie und Art der Schnittverletzung genaundgsti und die Behandlungsgruppen (Aspirin,
ACS14, Kontrollen) hinsichtlich Geschlecht und Altker Tiere vergleichbar zusammengestellt. Dabei
zeigte sich, dass die Blutungszeit in beiden Belumgdgruppen (Aspirin, ACS14) gegenulber der
unbehandelten Kontrollgruppe deutlich verlangertr. wACS14 flhrte allerdings zu keiner
Verlangerung der Blutungszeit gegeniber Aspirin.

Vor dem Hintergrund, dass neben der gastrointdstin@oxizitat das erhthte Blutungsrisiko durch
Aspirin oft zu Limitationen der Therapie fuhrt, dieses Ergebnis von entscheidender Bedeutung fr

ACS14. Denn die erwiinschte Hemmung von Thrombozytigrierung und -aggregation bedeutet
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andererseits, dass es im Fall von Verletzungen ddeerationen aufgrund der verminderten

Ausbildung eines stabilen Thrombus zu erhéhtenvBhlisten kommen kann [7, 97-100].

55.3 Die Untersuchung der arteriolaren und arter  iellen Thrombose in der
Mikrozirkulation der Riickenhaut und der A. carotis
Die fuhrende Indikation flr Aspirin ist die Sekumpi&vention kardiovaskularer Erkrankungen wie
Myokardinfarkt, Schlaganfall oder periphere artégi®/erschlusskrankheit (pAVK). Diesen liegt oft
eine Plaqueruptur zugrunde, an deren Stelle ed\asbildung arterieller Thromben kommen kann.
Deshalb ist es eine zentrale Fragestellung deiegethden Studie, inwieweit die Behandlung mit
ACS14 im Vergleich zu Aspirin die Entstehung aeer Thromben nach Endothelschadigung
beeinflusst. Diese wurde anhand von zwei Modellertersucht, wobei zundchst die Bildung
arteriolarer Thromben in der Mikrozirkulation deiéidkenhaut der Maus beobachtet wurde. Zusatzlich
wurde die arterielle Thrombusbildung in der Makrkalation der A. carotis untersucht. Der Grund
fur die Untersuchung der arteriellen Thrombose lginen und grof3en Gefalien ist, dass mit dem
Ruckenhautkammermodell die kleinen GefalRe der Mikkalation untersucht werden. Auch wenn
bereits in einigen Studien gezeigt werden konnéssd=rgebnisse aus der Mikrozirkulation mit der
Pathophysiologie und den klinischen BeobachtungemiReren GefalRen korrelieren [26, 27, 30, 101,
102], so kénnen diese nicht uneingeschrankt aubidigtion in grol3en Arterien Ubertragen werden.
Voraussetzung fur die Entstehung eines arterioladar arteriellen Thrombus ist die Verletzung des
Endothels. In der Literatur sind dafir verschiedeNerfahren beschrieben, wobei die
Endothelschadigung chemisch, photochemisch, edektrimechanisch von intraluminal, mittels Laser
oder Ligatur des Gefal3es induziert werden kann,[108]. Die Art der Gefal3verletzung sollte dabei
an Versuchsbedingungen wie Gefal3groRe oder zuvbedende Fragestellung angepasst werden.
Beispielsweise sind Gefallligatur oder mechanisBobaden von intraluminal Verfahren, die eher fir
die Schadigung in grof3en Arterien als in den Aoten der Rickenhaut geeignet sind.
Fur die A. carotis wurde die chemische Schadigwsy@efal3es mittels Eisenchlorid (Fg@ewahlt,
weil es sich dabei um ein vielfach in Studien argaites und bewdahrtes Verfahren zur Untersuchung
der arteriellen Thrombose in gro3en Gefal3en harjile-107]. Durch lokale Applikation dieses
toxischen Agens ist allerdings keine selektive 8ahing des Endothels moglich, vielmehr kommt es
zur Schadigung aller Zellen, die damit in Kontaktrknen. Um das Wachstum des Thrombus nach
Schadigung beobachten zu kénnen, wurde den TieoenVeersuchsbeginn der fluoreszierende
Farbstoff DiOG intravends injiziert, welcher sich in den Membnaradler zellularen Bestandteile des
Blutes einlagert. Dadurch kann der entstehendewawhsende Thrombus als fluoreszierendes Signal

an der GefaBRwand sichtbar gemacht werden.
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Fur die Untersuchung der arterioldren ThrombosgemRiickenhaut wurde die sogenariight-dye
Technik verwendet und in unserer Arbeitsgruppe atabliert. Dieses Verfahren beruht auf der
Schadigung des Endothels durch Phototoxizitat, eeldurch Exposition des fluoreszierenden
Farbstoffs FITC-Dextran unter Fluoreszenzlicht dreldaraus entstehenden Sauerstoffradikale (ROS)
vermittelt wird. Es handelt sich dabei um einenalek Prozess, welcher am Ort der Lichtexposition
stattfindet. Die entsprechende Dosierung des Falmoms sowie die Intensitatseinstellung des Lichts
ermdglichen es, die Versuchsbedingungen an digljga€&ragestellung anzupassen. Der Umfang der
Endothelschadigung reicht dabei von subklinischatothelialer Dysfunktion bis zur vollstéandigen
Endothelschadigungen mit Ausbildung eines artenéold hrombus, der zum vollstandigen Verschluss
des GefalRes flhren kann [104]. Das zuvor appleietT C-Dextran verbleibt im Plasma und der
Thrombus wird als dunkle Aussparung ausgehend vaowhotel sichtbar. Die Beobachtung der
Auswirkungen von Aspirin und ACS14 auf Entstehurmgd (Progress der arteriolaren Thrombose
erfolgte in der Mikrozirkulation der Ruckenhaut wis Intravitalmikroskopie. Dazu wurde das
Ruckenhautkammermodel der Maus verwendet. DiesesleMeignet sich nicht nur flir die
Beantwortung zu Fragestellungen der Mikrozirkulatiosondern findet seine Anwendung in
verschiedensten Untersuchungen zu Tumorwachstungiogenese oder Inflammation. Die
Intravitalmikroskopie ermoglicht dabei eine genaBeobachtung der Vorgange in den kleinen
GefaRRen der Rickenhaut, sowie die Anfertigung varinahmen hoher Qualitat. Dadurch kénnen
geringfugige Veranderungen von Blutfluss, ThromlteayLeukozyten-Endothelinteraktionen oder
Entstehung von Thromben erkannt und prézise austgweerden [83, 108, 109].

Nach phototoxisch induziertem Endothelschaden im d&teriolen der Rickenhautkammer
verlangerte die vorherige orale Behandlung mit AC8h Gegensatz zu Aspirin die Zeit bis zum
vollstindigen Gefallverschluss durch einen Throndigisifikant. In der A. carotis zeigten die mit
ACS14 behandelten Tiere im Vergleich zu den mitiAspbehandelten Tieren tber den gesamten
Beobachtungszeitraum eine deutlich reduzierte ThrmgroRe. Im Gegensatz dazu flhrte die
Behandlung mit Aspirin lediglich gegen Ende dern3idditigen Versuchsdauer zu einer leichten
Abnahme von ThrombusgrofRe und -stabilitat verghcimit den Kontrolltieren.

Nach diesen Beobachtungen stellt sich die Frage, waachlich fur den starkeren hemmenden
Einfluss von ACS14 auf die Entstehung der arter@aund arteriellen Thrombose sein kbnnte. In
Anbetracht der Ergebnisse aus unseren Aggregatimtise an humanen und murinen Thrombozyten
zeigte ACS14 im Vergleich zu Aspirin nicht nur eiflemmung der COX-abhangigen und durch
Arachidonsaure-induzierten Aggregation, sonderrétzlish eine Hemmung der COX-unabhangigen
Signalwege (ADP, Collagen, Thrombin). Nach Verleguwes Endothels kommt es zur Expression
einer Vielzahl von thrombogenen Faktoren der subdrdialen Matrix, von welchen neben Laminin,
Fibronectin, Tissuefactor oder Thrombospondin, &yh den wohl potentesten

Thrombozytenaktivator darstellt [105]. Die Inteliakien zwischen dem subendothelialen Collagen
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und den Thrombozyten sind multipel, einerseits reddi Gber den l|dslichen VWF des Blutes,
andererseits direkt durch Bindung an die entspretdre thrombozytaren Rezeptoren [14]. Zusatzlich
zu Collagen gehort Thrombin, welches nach Expressies Tissuefactors gebildet wird, zu den
initialen Thrombozytenaktivatoren am Ort der En@bthrletzung. Collagen und Thrombin fihren im
Verlauf Uber die Aktivierung intrazellularer Signadge zur Sekretion auto- und parakrin wirkender
Substanzen aus den Granula. Unter diesen sind dersoADP und TxAan der Rekrutierung weiterer
Thrombozyten und deren anschlieRender Anheftundeanprimaren Thrombus beteiligt. Durch die
Hemmung der COX-unabhéangigen Signhalwege beeinfAS&14 im Gegensatz zu Aspirin zusatzlich
die durch Collagen und Thrombin vermittelte prim&ghasion an die verletzte Gefal3wand. Ferner
kann ACS14 verglichen mit Aspirin das Wachstum désombus vermindern, indem es darlUber
hinaus die ADP-abhangige Rekrutierung weiterer firtrozyten inhibieren kann.

Es ist nicht auszuschlieBen, dass die Schadigungéothels durch die bei der Photoaktivierung des
Fluorochroms entstehenden Sauerstoffradikale (R@®yorgerufen wird. Diese Sauerstoffradikale
beeinflussen das zelluldre Reduktions-Oxidatiorst€3y und spielen bei einer Vielzahl biologischer
Prozesse wie Entstehung von Arteriosklerose oddischgidigung eine wichtige Rolle. FUr
Schwefelwasserstoff und ACS14 im Besonderen kobeteits in mehreren Studien gezeigt werden,
dass beide durch Erh6hung der intrazellularen @Gliaalevel in das zelluldre Reduktions-Oxidations-
System eingreifen kénnen und so die Zelle vor dehéadlichen Auswirkungen von freien
Sauerstoffradikalen schitzen kdnnen [77-80]. Aeselin Grund besteht die Moglichkeit, dass ACS14
nach light-dyeinduziertem Endothelschaden seine hemmende Wirlaufgdie Entstehung eines
Thrombus nicht nur auf thrombozytarer, sondern audrendothelialer Ebene vermittelt.

Durch die verminderte Thrombusgrof3e in der A. ¢ardtirch ACS14 im Vergleich zu Aspirin wird
ersichtlich, dass der starkere hemmende EffektA@814 auf die arteriolare Thrombose light-dye
Modell nicht nur durch mégliche endotheliale Effektes Wirkstoffs hervorgerufen wird, sondern am

ehesten auf die starke Rolle der Thrombozyten &eTtromboseentstehung zurtickzufiihren ist.

5.6 Molekulare Mechanismen der Thrombozytenhemmung durch
ACS14
5.6.1 Die Wirkung von ACS14 auf den Fibrinogenreze  ptor

Es stellte sich Frage, wodurch die breiten antitiirozytéaren Effekte von ACS14 hervorgerufen
werden. Durch die hemmende Wirkung von ACS14 aufX&@®hangige und -unabhangige
Signalwege liegt die Vermutung nahe, dass es salteidum einen zentralen Mechanismus der

Thrombozytenaktivierung handeln kdnnte. Von entsldreler Bedeutung ist hier der
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Fibrinogenrezeptowllbp3-Integrin, dessen Uberfiihrung in einen aktivieZestand als gemeinsamer
Endpunkt der verschiedenen Aktivierungswege (belispeise ADP, Collagen, Thromboxar, A
Thrombin) angesehen werden kann. Im Anschluss Kabninogen gebunden werden, was die
Voraussetzung fur die Quervernetzung der Thromieozyind damit die Entstehung eines stabilen
Thrombus ist [15, 34, 38]. Die FACS-Analaysen zengtdass lediglich die Behandlung mit ACS14 zu
einer Reduktion des aktivierten Fibrinogenrezeptelbf3-Integrin auf der Zelloberflache der
Thrombozyten filhrte. Ubereinstimmend damit zeigteit ACS14, nicht aber mit Aspirin,
vorbehandelte Thrombozyten nach Stimulation mit A@fer Thrombin eine verminderte Bindung
von Fluoreszenz-markiertem Fibrinogen.

In einem nachsten Schritt wurde untersucht, wodudie verminderte Aktivierung des
Fibrinogenrezeptorsgllb3-Integrin nach Behandlung mit ACS14 bedingt sé€inrke. ACS14 kdnnte
einerseits direkt durch Interaktion mit dem Rezepselbst oder indirekt Uber intrazellulare
Signalwege dessen Uberfiihrung in einen aktivieZaistand beeinflussen. Hierzu wurden die
intrazellularen Konzentrationen von cAMP und phaspliertem VASP untersucht, wobei nur die
Behandlung mit ACS14 beide signifikant erhdhen kenrDiese beiden Molekile kénnen nach
aktueller Studienlage den intrazellularen SignalwegUberfilhrung des Fibrinogenrezeptehb f3-
Integrin in einen aktivierten Zustand beeinfluss@n. diesem Signalweg sind neben cAMP noch
cGMP, die Proteinkinasen PKA und PKC oder der gellalare Calciumspiegel beteiligt [14, 36]. Fur
H,S alleine ist bereits beschrieben, die Konzentnatioder intrazellularen cyclischen Nukleotide
cAMP und cGMP erhdéhen zu kénnen, indem es einerggten Abbau durch Hemmung der
intrazellularen Phosphodiesterase vermindern soweren Bildung durch Aktivierung der
Adenylatzyklase steigern kann [51, 84]. cAMP aldividie cCAMP-abhéngige Proteinkinase A, welche
neben intrazelluldren Effektoren wie Transkriptiaksoren oder Cd-Kanilen das Vasodilator-
stimulated Protein (VASP) phosphorylieren kann [1101]. Es konnte gezeigt werden, dass diese
cAMP-abhangige-Proteinkinase-vermittelte  Phosplemyhg von VASP eine verminderte
Aktivierung des FibrinogenrezeptorsillbB3-Integrin  bewirkt und auf diese Weise die
Thrombozytenaggregation hemmen kann [112]. Damiheis¢ ein mdglicher molekularer
Mechanismus fir die antithrombozytare Wirkung vokS44 gefunden zu sein, welcher nach
heutigen Erkenntnissen wahrscheinlich durch di§-Bbhéangige Beeinflussung der intrazellularen
Phosphodiesterase und Adenylatzyklase hervorgewifein

In der Literatur werden fur 1$-freisetzende Substanzen weitere Effekte wie ledéspeise die
Maodifikation von Thiolgruppen beschrieben, womittAderung und Aggregation der Thrombozyten
beeinflussen werden kdnnen. Diese Thiolgruppenefingich beispielsweise im Fibrinogenrezeptor
allbp3-Integrin, im ADP-Rezeptor PZY oder im Collagenrezeptor GP VI [113-115]. Mdgliche

Interaktionen von ACS14 auf die Thiolgruppen die§®zeptoren sind noch nicht hinreichend
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erforscht und stellen zukinftig sicher einen irdsamten Ansatzpunkt fir die weitere

Charakterisierung der antithrombozytaren Wirkung #&S14 dar.

5.6.2 Die Effekte von ACS14 auf die Freisetzung de r Inhaltsstoffe der Granula

Neben der Aktivierung des Fibrinogenrezeptaitb 33-Integrin ist die Sekretion der Inhaltsstoffe aus
den ao- und dense- Granula wesentlicher Bestandteil der auto- und alparen
Thrombozytenaktivierung. Wahrend die Integrinaldiving Voraussetzung fir Quervernetzung und
Thrombusbildung der Thrombozyten ist, fihren die dendenseGranula sezernierten Molekile wie
ADP, ATP oder Serotonin zu Rekrutierung und Aktiureg weiterer Thrombozyten. Die Inhaltsstoffe
der a-Granula sind an Adhasion, Gerinnung, Fibrinolyseflammatorischen Prozessen oder
Interaktionen zwischen Thrombozyten, Monozyten defedothelzellen beteiligt [13].

Als Marker fur die Inhaltsstoffe datenseGranula wurde die Freisetzung von ATP aus stimiglie
Thrombozyten gemessen, wobei kein Unterschied h&isclen mit Aspirin oder ACS14 behandelten
Thrombozyten beobachtet werden konnte. Bei der tMepssder Oberflachenexpression von
P-Selectin, welches aus derGranula sezerniert wird, verminderte ACS14 im Gegéz zu Aspirin
nach Thrombinstimulation die Dichte von P-Selectwf der Thrombozytenoberflaiche. Bei
inflammatorischen und arteriosklerotischen ProzesseP-Selectin wesentlich an den Interaktionen
von Thrombozyten mit Endothelzellen und Leukozytéper den Gegenrezeptor Glykoprotein
(PSGL-1) beteiligt. Durch die verminderte Oberfléobxpression von P-Selectin besitzt ACS14
eventuell zusatzlich zu den antithrombozytaren rasthinflammatorische Effekte, welche sich positiv

auf Entstehung und Progression arteriosklerotiscsionen auswirken kdnnen.

5.7 Klinische Relevanz

Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems sind mit 4& % die fihrende Todesursache in der
westlichen Welt, wobei die Pravalenz dieser Erkumglen mit zunehmendem Alter ansteigt.

Aufgrund der steigenden Lebenserwartung und denitdamundenen demographischen Wandel der
Bevdlkerungsstruktur hin zu einer Alterung der (sskaft wird die adaquate Behandlung dieser
Erkrankungen in Zukunft eine noch zentralere Riollenserem Gesundheitssystem einnehmen.

Seit vielen Jahren gilt Aspirin als Standardtherapior allem fiur die Sekundarpravention

kardiovaskularer Erkrankungen wie Herzinfarkt, &gainfall oder pAVK. Auch wenn es sich bei

Aspirin um ein bewahrtes Medikament handelt, salistTherapie andererseits mit Nebenwirkungen
verbunden, von denen besonders gastrointestinaerafionen und Blutungen von Klinischer

Bedeutung sind. Zusatzlich zeigte sich in den detzlahren, dass die alleinige antithrombozytére
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Therapie mit Aspirin bei einigen Patienten mit tgfalhabtem Ereignis nicht ausreicht, die Entstehung
erneuter arterieller Thrombosen zu verhindern. Urs diel der antithrombozytdren Therapie - die
Vermeidung kardiovaskularer Komplikationen - zueehen, wurden Wirkstoffe entwickelt, welche
die Thrombozytenaktivierung unabhéngig vom Arachsiure-abhangigen Signalweg beeinflussen
konnen. Dies geschah vor dem Hintergrund, das#\kliwierung der Thrombozyten ein komplexes
Zusammenspiel aus verschiedenen aktivierenden feaktaeren Bindung an ihre entsprechenden
membranstandigen Rezeptoren und der daraus resatten Induktion intrazellularer Signalkaskaden
ist.

Von Bedeutung im klinischen Gebrauch sind die Aatagten des P2)¥-Rezeptors, welche die
Wirkung des aus dedenseGranula freigesetzten Adenosindiphosphats (ADREdBlockade des
ADP-Rezeptors hemmen. Dazu zéhlen die oralen Thigidine (Ticlopidin, Clopidogrel, Prasugrel),
welche nach hepatischer Metabolisierung zu eimevérsiblen Hemmung des P2ZYADP-Rezeptors
fuhren, sowie die nicht-Thienopyridine (Ticagrel@angrelor), welche zu einer direkten, reversiblen
Hemmung des Rezeptors fuhren. In einer Vielzahl Stardien (CURE, PCI-CURE, COMMIT/CCS-
2, CLARITY-TIMI 28) zeigte sich, dass die zusathiicGabe von Clopidogrel zu Aspirin im Rahmen
eines akuten Koronarsyndroms (ACS) oder einer panan koronararteriellen Interventionen (PCI)
das Risiko kardiovaskularer Komplikationen (Myokafdrkt, Schlaganfall, kardiovaskularer Tod,
Reokklusion nach koronarer Stentimplantation) $ikant reduziert. Nachteilig fur die Therapie mit
Clopidogrel ist die individuelle Effektivitat der Mésamkeit aufgrund von Interaktionen mit anderen
Medikamenten (Cytochrom (CYP)450 3A4 Interaktionedgr von genetischen Polymorphismen des
Cytochrom CYP2C19 und des P2ZADP-Rezeptors. Prasugrel, Ticagrelor und Cangréilorten im
Vergleich zu Clopidogrel in den jeweiligen Stud@RITON TIMI-38, PLATO, CHAMPION) zwar

zu signifikant weniger kardiovaskularen Komplikatgm, allerdings kam es auch vermehrt zu
Blutungskomplikationen. Fir Prasugrel und Ticagreimab sich ein Vorteil gegeniber Clopidogrel,
weil diese in pharmakodynamischen Studien starkerithrombozytare Effekte, eine geringere
individuelle Variabilitat beziglich der Wirkung aufhrombozyten, sowie einen schnelleren
Wirkungseintritt zeigten, weshalb beide zunehmeedblzugt bei ACS und PCI verabreicht werden
[33, 37, 116].

Eine noch starkere Hemmung der Thrombozytenagdgoegabewirken die Inhibitoren des
Fibrinogenrezeptorsllbp3-Integrin (Tirofibran, Abciximab), da sie die Timbozytenaggregation
unabhangig vom Aktivierungsreiz inhibieren. Sie hiedern die Bindung von Fibrinogen an den
Fibrinogenrezeptatllb 3-Integrin und beeinflussen damit die Quervernegailgr Thrombozyten und
die Bildung von Thrombozytenaggregaten. Mehrere diStu (EPIC, EPILOG, CAPTURE,
PARAGON, PRISM, etc.) zeigten, dass nur deren dfezidinsatz mittels parenteraler Therapie
wahrend des klinischen Aufenthalts bei ACS mit halgender PCI von Vorteil beziglich der

Vermeidung kardiovaskularer Komplikationen ist [33,7].
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In der klinischen Erprobung befinden sich derzeiftibitoren des Thrombin-Rezeptors PAR-1, sowie
des Thromboxan ARezeptors [33, 35, 117].

Durch die antithrombozytdre Wirkung dieser Medikatee steht der gewlnschten Reduktion
kardiovaskularer Komplikationen ein erhohtes Risifor blutungsbedingte Komplikationen
gegenuber. Dies fihrt nicht selten zu Limitationdar Therapie, weshalb der Einsatz dieser
Medikamente an die individuelle Situation des Rdéie angepasst werden sollte. Durch Modifikation
herkdmmlicher Therapeutika wie Aspirin mittels Gaaosmittern (NO, CO, §$) wird versucht,
diese hinsichtlich ihrer antithrombozytaren Wirkeesund ihrer gastrointestinalen Komplikationen zu
verbessern. Hierzu wurde in dieser Studie die Wiiker des Schwefelwasserstofb@Hreisetzenden
Aspirinderivats ACS14 untersucht. Aufgrund der Brgese aus den vorliegenden Untersuchungen zu
den Effekten von ACS14 auf die Thrombozytenfunktiemyeben sich in Zukunft vielleicht neue
Mdglichkeiten die antithrombozytdre Therapie zubessern. Als Vorteil von ACS14 gegeniber
Aspirin kann die verminderte gastrointestinale Ed#t angesehen werden, welche in mehreren
tierexperimentellen Studien beobachtet werden lofifit, 79, 80]. Bezliglich der antithrombozytaren
Eigenschaften konnten wir zeigen, dass ACS14 dudib Beeinflussung intrazellularer
Signalkaskaden neben der Hemmung COX-abhéngigeraB®igge zusatzlich zu einer Hemmung
COX-unabhangiger Signalwege fihrt. Durch die veduaite Oberflachenexpression von P-Selectin
auf aktivierten Thrombozyten nach Behandlung mitsA€ kénnen zudem antiinflammatorische und
antiatherosklerotische Effekte fir ACS14 vermutetdaen.

Das Schwefelwasserstoff-freisetzende Aspirinder&@S14 hat demnach das Potential zukunftig
vielleicht eine Rolle in der Sekundéarpraventiondi@avaskularer Erkrankungen als antithrombozytéares

Medikament einzunehmen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems mit ihrefgén wie Myokardinfarkt, Schlaganfall oder
peripher arterieller Verschlusskrankheit (pAVK) asidie fiuhrende Todesursache in der westlichen
Welt. Auf der Grundlage arteriosklerotischer Geff@anderungen kommt es nach Plaqueruptur zur
Adhasion von Thrombozyten mit Ausbildung arteriell@romben, welche letztlich zum vollstandigen
GefalRverschluss fuhren kénnen. Ein Hauptbestandagil medikamentdsen Therapie ist Aspirin,
welches durch seine irreversible Hemmung der Cyglgenase (COX) in Thrombozyten deren
Aktivierung und Aggregation hemmt. Verbunden mitr daspirintherapie sind unerwinschte
Wirkungen, von welchen vor allem die gastrointedénloxizitéat von klinischer Bedeutung ist. In den
letzten 20 Jahren wurde deshalb versucht, dieajasgstinale Nebenwirkungsrate von Aspirin durch
dessen Modifikation mit Gasotransmittern wie Stioks, Kohlenmonoxid oder Schwefelwasserstoff
(H2S) zu verringern. Bei letzterem handelt es sichaim Schwefelwasserstoff (H)-freisetzendes
Aspirinderivat (ACS14), welches in dieser StudieViergleich zu Aspirin bezuglich seiner Wirkung

auf Thrombozytenaktivierung, -aggregation und atier Thrombose untersucht wurde.

Zuerst wurden Aggregationsmessungen mittels Impedmgiegometrie durchgefihrt. Hier flhrte
Aspirin lediglich zu einer Hemmung der Arachidongiwnd damit COX-abh&ngigen Aggregation,
wohingegen die Behandlung mit ACS14 zusatzlich Aggregation nach ADP-, Collagen- und
Thrombinstimulation inhibierte. Damit zeigte ACSIM Gegensatz zu Aspirin eine Hemmung der
COX-unabhangigen Signalwege. Im Anschluss durchgefiAggregationsuntersuchungen mit dem
H,S-Donor NaHS zeigten, dass3Halleine auch eine Hemmung der Aggregation imallgersuchten
Aktivierungswegen (Arachidonsaure, ADP, Collagerhrombin) bewirkt. Diese war qualitativ
ahnlich der durch ACS14 hervorgerufenen Aggregatiemmung, allerdings quantitativ deutlich
geringer ausgepragt.

Fur die exakte Quantifizierung der Effektivitait d&@OX-Hemmung durch ACS14 wurde die
Thromboxan B-Konzentration in den Uberstanden stimulierter Thbozyten (Arachidonsaure)
gemessen. Diese war nach Behandlung mit ACS14 iceutrniedrigt, wenngleich hdhere
Konzentrationen im Vergleich zu Aspirin notwendignen um entsprechende Effekte zu erzielen.
Um zu untersuchen, ob es sich bei den Effekten AGB814 auf die Thrombozytenaggregation um
reversible oder irreversible Wirkungen handelt, damr Aggregationsmessungen nach
Behandlungszeiten mit ACS14 von bis zu 3 Stunderchdgiefihrt. Wahrend die Arachidonséure-
abhangige Aggregation uber die gesamte Versuchsd#iehermallen supprimiert blieb, kam es bei

der ADP-, Collagen- und Thrombin-abhangigen Aggtieganach 30-minutiger Behandlungsdauer zu
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einer Zunahme der Aggregation. Damit bleibt dertrzd@ Wirkmechanismus von Aspirin - die
irreversible Hemmung der COX - auch in dem neuerk¥tff ACS14 erhalten.

Mogliche toxische Wirkungen von ACS14 auf die Thibwaytenfunktion wurden mittels Messung
des mitochondrialen Membranpotentials als Paranfiétetie Thrombozytenvitalitdt und der Aktivitat
der den Zelltod auslosenden Caspasen untersuclide Bgarameter zeigten sich nach ACS14-
Behandlung unveréndert gegeniiber unbehandeltemiboxyten.

Im 2. Teil dieser Studie wurden die AuswirkungemwCS14 auf die Entstehung arteriolarer und
arterieller Thrombosen im Tiermodell untersucht.r \Beginn der entsprechenden Versuche wurde
zunachst die Wirkung von ACS14 und Aspirin auf mariThrombozyten ermittelt. Analog zu den
Aggregationsstudien mit humanen Thrombozyten zeigiigh, dass es nach 6-tagiger oraler
Behandlung der Tiere mit ACS14 oder Aspirin in lesidBehandlungsgruppen zu einer Hemmung der
Arachidonsaure-abhangigen Aggregation kam. Zusétflihrte die Behandlung der Tiere mit ACS14
im Gegensatz zu Aspirin zur Inhibition der ADP-abyi@en Aggregation. Die Effektivitat der COX-
Hemmung wurde durch Messung der Px@iegel im Urin der behandelten Tiere gemesseigchee
durch die Behandlung mit Aspirin oder ACS14 dettlicermindert werden konnten. Potentiell
toxische Wirkungen von ACS14 konnten durch die A&salvon Blutbildern als Parameter fir die
zellularen Bestandteile des Blutes und der Seruméamnation der Lactatdehydrogenase (LDH) als
allgemeiner Parameter fur erhdhten Zellzerfall imtBnd Gewebe ausgeschlossen werden.

Zur Untersuchung der arteriolaren Thrombose in  dbfikrozirkulation wurde das
Ruckenhautkammermodell der Maus verwendet. Dabeidevunach phototoxisch induziertem
Endothelschaden intravitalmikroskopisch die Entsteheines Thrombus beobachtet und die Zeit bis
zum vollstandigen thrombotischen Verschluss desi@ef gemessen. Wahrend Aspirin in diesem
Modell zu keiner Verlangerung der Verschlusszeigeggiber der unbehandelten Kontrollgruppe
fuhrte, verlangerte die Behandlung mit ACS14 im gleich zu Aspirin die Gefal3verschlusszeit
signifikant.

Zusatzlich wurde der Einfluss von ACS14 auf die skgtiung der arteriellen Thrombose in der
A. carotis nach chemisch induzierter GefalRverlegzumittels Eisenchlorid-Superfusion (FgCI
untersucht. Im Gegensatz zu Aspirin verminderteigleth die Behandlung mit ACS14 die
ThrombusgréfRe wahrend der 30-minltigen Beobachheitgs

Trotz dieser breiten antithrombozytaren Wirkungen YACS14 fuhrte die Behandlung zwar zu einer
Verlangerung der Blutungszeit im Vergleich zur Kotigruppe, doch war diese nicht langer als nach
Aspirinbehandlung.

SchlieB3lich wurde untersucht, welche Mechanismen aggithrombozytaren Wirkung von ACS14
zugrunde liegen kénnten. Es zeigte sich, dass isuBehandlung mit ACS14 die Uberfiihrung des
Fibrinogenrezeptorsallbf3-Integrin in einen aktivierten Zustand reduzidsbereinstimmend dazu

fuhrte nur die Behandlung mit ACS14 zu einer vedriten Adhasion von Fluoreszenz-markiertem
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Fibrinogen an aktivierte Thrombozyten. Um herauislen, wodurch die verminderte Aktivierung
des Fibrinogenrezeptokdlbp3-Integrin bewirkt wird, wurden die intrazellulakonzentration des
zyklischen Nukleotids cAMP und der Phosphoryliersgrgd von VASP gemessen. Im Gegensatz zu
Aspirin fuhrte ACS14 zu einer Erh6éhung der intrhdéren cAMP-Konzentration, sowie zu einer
deutlichen Zunahme des phosphorylierten VASP.

Letztlich wurde die Freisetzung von Inhaltsstofeers dem- und dense-Granula nach Behandlung
mit ACS14 analysiert. Bei der ATP-Freisetzung aes denseGranula konnte kein Unterschied
zwischen unbehandelten, Aspirin- oder ACS14-beHtameThrombozyten festgestellt werden.

Hingegen verminderte ACS14 leicht die Oberflach@nession von P-SelectinGranula).

In der vorliegenden Studie wurde erstmalig die Wik des Schwefelwasserstoff-freisetzenden
Aspirinderivats ACS14 auf Thrombozyten untersuélstkonnte gezeigt werden, dass ACS14 ahnlich
dem herkdmmlichen Aspirin die COX-abhangigen Sigegle hemmt, zusatzlich allerdings COX-
unabhangige Signalwege beeinflusst werden. Bezugtler Entstehung und Progression von
arteriolaren und arteriellen Thrombosen konnten ACS14 im Vergleich zu Aspirin deutlich
hemmende Effekte beobachtet werden. UrsachlicHunigdnnen die verminderte Aktivierung des
Fibrinogenrezeptorsllbp3-Integrin, sowie erhodhte intrazellulare Konzentra¢n von cAMP und
pVASP nach Behandlung mit ACS14 sein.
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7 ANHANG

7.1 Chemikalien

Tabelle 7.1 Puffer und physiologische Losungen

CacCl, Applichem (Darmstadt, Deutschland)
D-Glucose Applichem (Darmstadt, Deutschland)
Glycerin Applichem (Darmstadt, Deutschland)
Glycin Applichem (Darmstadt, Deutschland)
Hepes Applichem (Darmstadt, Deutschland)
KCI Applichem (Darmstadt, Deutschland)
KH,PO, Applichem (Darmstadt, Deutschland)
MgCl, Applichem (Darmstadt, Deutschland)
Na,HPO, Applichem (Darmstadt, Deutschland)
NacCl Applichem (Darmstadt, Deutschland)
Tris Applichem (Darmstadt, Deutschland)

Tabelle 7.2 Chemikalien und Farbstoffe

A23187

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Acrylamid

Applichem (Darmstadt, Deutschland)

Albumin (Rinderserum)

Applichem (Darmstadt, Deutschland)

Ammoniumpersulfat

Applichem (Darmstadt, Deutschland)

APC-markiertes Fibrinogen (Alexa 647)

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

BCA-Reagenz

Thermo Scientific (Rockford, IL,USA)

Bromphenolblau

Merck Chemicals Ltd. (Nottingham, UK)

Carboxymethylcellulose

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
DiOCs Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
EDTA Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Eisenchlorid Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
FITC-Dextran Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
llomedin Schering (Berlin, Deutschland)
Indomethacin Schering (Berlin, Deutschland)
Leupeptin Schering (Berlin, Deutschland)

Luciferin-Luciferase Reagenz

Chrono-Lume, Probe & go Labordiagnostica
GmbH (Osburg, Deutschland)
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Lumiol Applichem (Darmstadt, Deutschland)
B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Methanol Applichem (Darmstadt, Deutschland)
Natriumcitrat Applichem (Darmstadt, Deutschland)
NaF Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Na,O;P» Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
NazVO, Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Nitrozellulosemembran

Peglab Biotechnologie GmbH (Erlangen,
Deutschland)

Paraformaldeyd Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Pefablock Roche (Basel, Schweiz)
Pepstatin Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

ProteingroRenmarker (gefarbt)

Fermentas GmbH (St. Leon-Roth,
Deutschland)

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Applichem (Darmstadt, Deutschland)

Temed

Applichem (Darmstadt, Deutschland)

Tween

Applichem (Darmstadt, Deutschland)

Wasserstoffperoxid

Applichem (Darmstadt, Deutschland)

Tabelle 7.3 Thrombozytenagonisten und Aktivatoren der plasmatischen Gerinnung

Arachidonsaure

Dynabyte (Minchen, Deutschland)

Adenosindiphosphat (ADP)

Dynabyte (Minchen, Deutschland)

Collagen

Dynabyte (Munchen, Deutschland)

Gewebethromboplastin (rekombinant)

Pentapharm AG (Basel, Schweiz)

Thrombin  Receptor Activating
(TRAP)

Protein

Dynabyte (Minchen, Deutschland)

Thromboplastin-Phospholipid (partiell)

Pentapharm AG (Basel, Schweiz)

Tabelle 7.4 Anéasthetika

Fentanyl

CuraMED Pharma GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)

Medetomidinhydrochlorid

Orion Pharma (Espoo, Finnland)

Midazolam

Ratiopharm GmbH (UIm, Deutschland)

Natrium-Pentobarbital

Merial GmbH (Halbergmoos, Deutschland)
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Tabelle 7.5 Antikdrper

APC-markiertes anti-P-Selectin

BD (Franklin Lakes, NJ, USA)

FITC-markiertes PAC-1

BD (Franklin Lakes, NJ, USA)

Anti-Vasodilatator-stimuliertertes
Phosphoprotein (VASP)

Enzo Life Sciences (Lorrach, Deutschland)

Anti-phospho-VASP

Cell Signaling Technology (Danvers, MA,
USA)

Anti-Hase

Enzo Life Sciences (Lorrach, Deutschland)
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7.2

ACS
ACS14
ADP
ADTOH
ASS
ATP
AU
BSA
cAMP
CD40L
CD62P
CFT
cGMP
CK
co
COX
CT
EET
EDHF
EDRF
EGF
FACS
FITC
GDP
GSH
GTP
HO-1
H,0,
H,S
IL-1B
LDH
LTA

Abklrzungen

Arachidonsaure

Akutes Koronarsyndrom
2-acetyloxybenzoic acid 4-(3-thioxo-3H-1jthbl-5-yl) phenyl Ester
Adenosindiphosphat

Dithiolethion

Acetylsalicylsaure
Adenosintriphosphat

aggregation units

Bovine Serum Albumin

cyclisches Adenosinmonophosphat
CD40 Ligand

P-Selectin

Clot Formation Time

cyclisches Guaninmonophosphat
Kreatinkinase

Kohlenmonoxid

Cyclooxygenase

Clotting Time
Epoxy-Eicosatriensdure
Endothelium-derived hyperpolarization factor
Endothelium-derived relaxing factor
Epidermal Growth Factor
Fluorescence activated cell sorting
Fluorescein Isothiocyanat
Guanindiphosphat

Glutathion

Guanintriphosphat
Hamoxygenase-1
Wasserstoffperoxid
Schwefelwasserstoff

Interleukin B

Lactatdehydrogenase

Licht-Transmissionsaggregometrie
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NaHS
NO
NSAID
NSAR
PAI-1
pAVK
PCI
PDGF
PF4
PRP
PSGL-1
RAAS
RANTES
ROS
RPA
TGF
TNFa
TRAP-6
TXA,
TxB,
VASP
VEGF
VWF
WT

Natriumhydrogensulfat

Stickstoffmonoxid

Non-steroidal anti-inflammatory drugs
Nicht-steroidale Anti-Rheumatika
Plasminogen activator inhibitor 1
peripher arterielle Verschlusskrankheit
Perkutane koronararterielle Intervention
Platelet Derived Growth Factor

Platelet Factor 4, jetzt CXCL4 (Chemokin Ligah)
Plattchen reiches Plasma

P-Selectin Glykoprotein Ligand 1
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
CCL5 (Chemokin Ligand 5)

Reactive Oxygen Species, reaktive Saueratiiile
Residual platelet aggregation
Transforming Growth Factdr

Tumor Nekrose Faktar

Thrombin Receptor Activating Protein
Thromboxan A

Thromboxan B

Vasodilatator-stimuliertes Phosphoprotein
Vascular Endothelial Growth Factor

von Willebrand Faktor

Wildtyp
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7.4 Publikationen

Die Ergebnisse dieser Doktorarbeit wurden in einem wissenschaftlichen Artikel

veroffentlicht:

The Hydrogen Sulfide-Releasing Aspirin Derivative ACS14 exerts strong Antithrombotic effects
in vitro an in vivo. Pircher J* Fochler F*, Czermak T, Mannell H, Kraemer B, Wdrnle M, Sparat
A, del Soldato P, Pohl U, Krotz F. ATVB 2012 Se3f;(12): 2884-91

* geteilte Erstautorenschaft

Die Ergebnisse dieser Doktorarbeit wurden im Rahmen von Posterprasentationen

oder Vortragen auf folgenden Kongressen vorgestellt

The new Hydrogen Sulfide-Releasing Aspirin Derivative exerts strong Antithrombotic effectsin
vitro an in vivo. Fochler F. Doktorandentag des Walter-Brendel-Zentrums deiwlig-Maximilians-

Universitat Minchen 2012, Minchen, Deutschland.

The new Hydrogen Sulfide-Releasing Aspirin Derivative exerts strong Antithrombotic effectsin
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the European Society of Microcirculation (ESM) ah@ German Society of Microcirculation and
Vascular Biology (GfMVB) 2011, Minchen, Deutschland

Das neue Schwefelwasser stoff-freisetzende Aspirinderivat ACS14 bewirkt eine hocheffektive
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Maximilians-Universitat Minchen 2011, Minchen, Dslifand. (Pramierter Vortrag)

The new Hydrogen Sulfide-Releasing Aspirin Derivative ACS14 is a strong antiplatelet drug in
vitro an in vivo. Pircher J*,Fochler F*, Mannell H, Del Soldato P, Pohl U, Krétz F. UKaRlet
Meeting 2011, Cardiff, UK.

The new Hydrogen Sulfide-Releasing Aspirin Derivative ACS14 is a highly effective platelet
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U, Krétz F. Jahrestagung Deutsche GesellschaKéiidiologie 2011, Mannheim, Deutschland.
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The new Hydrogen Sulfide-Releasing Aspirin Derivative ACS14 is a highly effective platelet
inhibitor in vitro an in vivo. Fochler F. Jahrestagung der Deutschen Physiologischen Gesafit
2011, Regensburg, Deutschland.
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Site directed vascular gene delivery by ultrasonic destruction of magnetic nanoparticle coated
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