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Abkiirzungen

ARA Arachidonséure

ASS Acetylsalicylsdure; Aspirin®

COX Cyclooxygenase

COX-1 Cyclooxygenase 1

COX-2 Cyclooxygenase 2

E Enzym, hier: COX-1

HAPR High On Aspirin Platelet Reactivity

I; Inhibitor 1, hier: ASS

1, Inhibitor 2, hier: Nicht-ASS-NSAID

1Cs Konzentration, bei der die Enzymaktivitdt zu 50 %

gehemmt ist

k Assoziationsgeschwindigkeitskonstante
K; Michaelis-Menten-Konstante des Inhibitors
Knm Michaelis-Menten-Konstante

1 Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante
MAA Methylaminoantipyrin

min Minute

n Stichprobengrofle

NSAID Non-steroidal anti-inflammatory drug
PAP pléattchenarmes Plasma

PG Prostaglandin

PGH, Prostaglandin H;

PGG, Prostaglandin G,

PRP pléttchenreiches Plasma

TX Thromboxan

TXA, Thromboxan A,

TXB, Thromboxan B,

VS. Versus
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1. Einleitung
1.1 Bedeutung von Acetylsalicylsiure fiir die kardiovaskulire Prognose

Die Priavention kardiovaskuldrer Ereignisse durch Acetylsalicylsdure (ASS, Aspirin®),
einem Thrombozytenfunktionshemmer und zugleich Nicht-steroidalen Antiphlogis-
tikum (Non-Steroidal Anti-inflammatory Drug, NSAID), ist durch zahlreiche
experimentelle und klinische Studien belegt (Antithrombotic Trialists’ Collaboration,
2002; Hennekens und Schneider, 2008; Antithrombotic Trialists’ (ATT) Collaboration
et al., 2009). Der Einsatz von ASS in dieser Indikation reicht von der Priméir- und
Sekundérpravention atherothrombotischer Ereignisse bis hin zur Akuttherapie bei
Herzinfarkt und ischdmischem Schlaganfall, wobei die Risikoreduktion durch ASS in
diesen verschiedenen Bereichen unterschiedlich grof} ist. Die wahrscheinlich wichtigste
und groffite Metaanalyse beziiglich der kardioprotektiven Wirkung von ASS umfasste
287 Studien und 135.000 Patienten und zeigte, dass ASS das Risiko fiir thrombotische
Ereignisse um ein Viertel, fiir nicht-letale Herzinfarkte um ein Drittel, fiir nicht-letalen
Schlaganfall um ein Viertel und das Risiko des vaskuldren Todes um insgesamt ein
Sechstel senkt (Antithrombotic Trialists’ Collaboration, 2002; Antiplatelet Trialists’
Collaboration, 1994). ASS wirkt dabei protektiv sowohl bei akutem Myokardinfarkt
oder akutem ischdmischen Schlaganfall, als auch bei stabiler und instabiler Angina
Pectoris, vorausgegangenem Myokardinfarkt, Schlaganfall oder zerebraler Ischdmie, bei
der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit, sowie bei Vorhofflimmern. In allen
Bereichen iiberwog dabei die kardiovaskuldre Risikoreduktion gegeniiber dem Risiko
groferer extrakranieller Blutungen. Die Antithrombotic Trialists’ Collaboration
untersuchte weiterhin in einer Metaanalyse die Risikoreduktion durch die Langzeit-
ASS-Einnahme in der Primédrpriavention bei 95.000 Patienten und in der Sekundér-
pravention bei 17.000 Hochrisikopatienten gegeniiber einem Placebo (Antithrombotic
Trialists’ (ATT) Collaboration et al., 2009). Zusammenfassend kommen diese Analysen
zu dem Ergebnis, dass ASS sowohl in der Akuttherapie als auch zur Sekundér-
pravention eingesetzt werden sollte, da dort die Risikoreduktion von thrombotischen
Ereignissen die Nebenwirkungen von ASS, wie Blutungen und gastrointestinale
Komplikationen, iiberwiegt. Im Gegensatz dazu wiirden jedoch in der Primédrpravention
eher die Risiken von ASS im Vergleich zum Nutzen im Vordergrund stehen. Bei diesen
Metaanalysen wurde auBlerdem festgestellt, dass Dosierungen von 75 bis 100 mg téglich
mindestens genauso effektiv wie hohere Dosierungen waren (Antithrombotic Trialists’
Collaboration, 2002). Die kardiovaskuldre Pravention durch ASS in Dosierungen unter
75 mg téglich war nicht sicher belegbar.

Verschiedene sehr grofle Einzelstudien trugen erheblich zum Ergebnis der Meta-
analysen bei. So kam z.B. die randomisierte, doppelblinde, Placebo-kontrollierte
Physician’s Health Studie aus dem Jahr 1989, bei welcher 22,071 Arzte als Probanden
teilnahmen, zu dem Ergebnis, dass low-dose ASS (325 mg jeden zweiten Tag) das
Risiko fiir Myokardinfarkt um 44% senkte, wobei diese Risikoreduktion nur bei
Probanden mit einem Alter von mindestens 50 Jahren gezeigt werden konnte (Steering
Committee of the Physicians’ Health Study Research Group, 1989).

Der Nutzen von ASS scheint iiber die Prdvention und Therapie kardiovaskulérer

Ereignisse hinauszugehen. Seit einigen Jahren wird vermutet, dass ASS das Risiko fiir

Darmkrebs und moglicherweise anderer Tumoren senkt (Schror und Rauch, 2013;

Andersen und Vogel, 2014; Kim, 2014). ASS koénnte in Zukunft daher auch in diesem

Gebiet eine wichtige Anwendung finden. Weiterhin wird ASS zur Risikoreduktion bei

Praeklampsie verwendet und konnte auch im Rahmen neuropsychiatrischer
1



Erkrankungen nutzbar werden (Bujold et al. 2009; Jaturapatporn et al. 2012; Berk et al.
2013; Talari, Mesdaghinia und Abedzadeh Kalahroudi 2014). ASS findet insofern
weitreichende Anwendung.

1.2 Pharmakologische Wirkung von ASS und anderen NSAIDs auf Thrombozyten

Die Hemmung der Thrombozytenfunktion durch ASS beruht darauf, dass ASS die
enzymatische Aktivitit der Cyclooxygenase (PGH-Synthase)-1 (COX-1) der
Thrombozyten irreversibel hemmt. ASS weist eine ca. 170-fach hohere Affinitit zur
COX-1 im Vergleich zur induzierbaren Isoform COX-2 auf (Schror, 1997; Mason,
Jacobs und Freedman, 2005; Eikelboom et al., 2012). Die COX katalysiert die Bis-
Dioxygenierung von Arachidonsdure (ARA) — einer vierfach ungesittigten Omega-6-
Fettsdure mit 20 Kohlenstoff-Atomen (C20:4®06) — in Prostaglandin (PG) G2, und die
anschlieBende Reduktion zu Prostaglandin H, (PGH;). PGH, wird anschlieend durch
die thrombozytire Thromboxansynthase zu Thromboxan (TX) A, umgesetzt - ein
wichtiger feedback-Aktivator fiir die Thrombozytenaggregation (Simmons, Botting und
Hla, 2004; Rouzer und Marnett, 2009). Die COX-1 — bestehend aus 576 Aminoséduren —
ist wie auch die COX-2 ein homodimeres Enzym bei dem jeweils nur eine Untereinheit
vom Substrat gebunden wird (Rouzer und Marnett, 2009; Ricciotti und FitzGerald,
2011) (Abb. 1). Jede der zwei Untereinheiten besteht aus drei Doménen: der Epidermis-
Wachstumsfaktor (Epidermal Growth Factor, EGF) Domine, der membranbindenden
Doméne (MBD) und der katalytischen Doméne (Rouzer und Marnett, 2009). Die
katalytische Doméne beinhaltet die aktiven Zentren der Cyclooxygenase- und
Peroxidase-Aktivitét, die sich auf jeweils gegeniiberliegenden Seiten der Him-Gruppe
befinden (Rouzer und Marnett, 2009).
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Abb. 1:

COX-1, ihre beiden Untereinheiten und ARA als Substrat in einem Thrombozyten. Die COX-1
bindet ARA in L-férmiger Konformation, welche eine ionische Bindung mit Arginin 120 und eine
Wasserstoffbriickenbindung mit Tyrosin 355 einhergeht (Simmons, Botting und Hla, 2004).



ASS hemmt die COX durch Blockade des substratbindenden, hydrophoben Kanals,
dessen Eingang von der membranbildenden Doméne gebildet wird und in dem sich das
aktive Zentrum der COX befindet, infolge der Acetylierung eines Serinrests (Ser529 in
COX-1 des Menschen, Ser530 in tierischer COX-1, Ser516 in COX-2), wodurch die
ARA durch eine sterische Hinderung nicht mehr an das katalytische Zentrum der COX
— der Aminosdure Tyrosin 385 — gelangen kann (Rowlinson et al., 2000; Smith und
Song, 2002; Garavito, Malkowski und DeWitt, 2002; Simmons, Botting und Hla, 2004;
Gupta et al., 2004; Gupta, Selinsky und Loll, 2006) (Abb. 2). Dabei wird die Synthese
von PGH, und die nachfolgende Umsetzung zu Thromboxan (TX) A, irreversibel
verhindert und die Thrombozytenfunktion somit gehemmt (Abb. 3). Angriffspunkte
vieler Nicht-ASS-NSAIDs sind die Aminosduren Arginin 120 und die im substrat-
bindenden Kanal der COX lokalisierten Aminosduren Glutamat 524 und Tyrosin 355
(Simmons, Botting und Hla, 2004). Durch die Substitution von Isoleucin 523 der COX-
I durch Valin bei der COX-2 ergibt sich hier eine hydrophobe Ausstiilpung, die die
Bindungsstelle selektiver COX-2-Hemmer — der Coxibe — darstellt (Simmons, Botting
und Hla, 2004).
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Abb. 2:

COX-1-Hemmung durch ASS. ASS hindert durch Acetylierung von Serin 529 den Zugang von
Arachidonsaure zum aktiven Zentrum des Enzyms.
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Thrombozytenaggregationshemmung durch ASS im Thrombozyten. TPa = Thromboxan-
Prostanoid Rezeptor a.



Fiir eine effektive Pravention kardiovaskulédrer Ereignisse durch ASS wird eine nahezu
komplette COX-1 Inaktivierung (= 95 %) vorausgesetzt, da eine nicht-lineare
Beziehung zwischen der Hemmung der TXA,-Synthese und der Hemmung der TXA,-
induzierten Thrombozytenaggregation besteht und Thrombozyten durch eine auf 5-10%
herabgesetzte Thromboxansynthese aggregieren konnen (Reilly und FitzGerald, 1987;
Catella-Lawson et al., 2001; Renda et al., 2006). Dies wird im Allgemeinen mit niedrig
dosierter ASS erreicht (75-100 mg), die einmal téglich verabreicht wird. Im Gegensatz
dazu werden fiir die Hemmung der COX-2 — z.B. bei entziindungshemmender
Indikation — zehn- bis hundertmal héhere ASS-Dosierungen und kiirzere Dosierungs-
intervalle als bei der Thrombozytenaggregationshemmung benétigt, da hier im
Unterschied zur irreversiblen Hemmung durch ASS eine aktive Proteinsynthese noch
moglich ist und das COX-Enzym relativ rasch (Stunden) resynthetisiert werden kann
(Eikelboom et al., 2012). Mit hoheren ASS-Dosen steigt jedoch auch die Gastrotoxizitit
(Eikelboom et al., 2012). Nicht-ASS-NSAIDs hemmen bei iiblichen analgetischen
Dosierungen die COX zu etwa 70-90%, was aufgrund der hohen TXA,-Produktion der
Thrombozyten fiir eine Hemmung der Thrombozytenaggregation in vivo nicht ausreicht
(Patrono et al., 2001).

1.3 High on Aspirin Platelet Reactivity (HAPR)

1.3.1 Definition von HAPR

Verschiedene Arbeiten haben gezeigt, dass eine Thrombozytenaggregationshemmung
durch ASS nicht immer erreicht wird. Dies wird haufig als High on Aspirin Platelet
Reactivity (HAPR) bezeichnet. HAPR bedeutet, dass unter Behandlung mit niedrig
dosierter ASS die oben beschriebene Antiplattchenwirkung nicht erreicht wird, d.h. die
COX-1 und damit die Thrombozytenfunktion nicht inhibiert werden. Insofern kann
HAPR die Priavention kardiovaskulérer Ereignisse durch ASS in Frage stellen (Weber et
al., 2002; Mason, Jacobs und Freedman, 2005; Biondi-Zoccai et al., 2014). Viele
Autoren haben hierfiir den Begriff “Aspirin-Resistenz” verwendet, jedoch oft mit
unklarer Definition. Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wird daher der Begriff
der HAPR vorgezogen. Mit ,,Aspirin-Resistenz* wurde sowohl die Unfdhigkeit von
ASS bezeichnet, sein therapeutisches Ziel — die COX-1 — zu hemmen, als auch kardio-
vaskuldre Ereignisse unter low-dose ASS-Therapie zu verhindern. Der Begriff besagt
nichts iiber andere Faktoren, die zu HAPR fiithren konnen, wie zum Beispiel
Komorbiditdten (Linden et al., 2012).

1.3.2 Ursachen von HAPR

Es gibt zahlreiche und sehr vielfiltige Ursachen fiir HAPR. Mason et al. teilten diese in
vier Kategorien ein: 1) Klinische Ursachen, 2) Pharmakodynamische Ursachen, 3)
Biologische Ursachen und 4) Genetische Ursachen (Mason, Jacobs und Freedman,
2005; Weng et al., 2013) (Abb. 4). Dariiber hinaus wurden auch pharmakokinetische
Ursachen fiir HAPR identifiziert (Sweeny, Gorog und Fuster, 2009).



‘ ASS: individuell unterschiedliche Wirksamkeit
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Abb. 4:
Mogliche Ursachen fir HAPR.

Viele der diskutierten Mechanismen sind bisher hypothetisch und basieren auf
klinischen Studien ohne ausreichende mechanistische Untersuchungen. Auch haben nur
wenige Studien HAPR gegen mangelnde Therapie-Adhédrenz abgegrenzt.

Der Fokus der vorliegenden Arbeit liegt auf Medikamenteninteraktionen als pharmako-
dynamische Ursache von HAPR. Sowohl experimentelle als auch klinische Vorarbeiten
konnten diese Interaktionen, insbesondere fiir eine Komedikation von ASS mit anderen
NSAIDs, als Ursache fiir HAPR belegen (Catella-Lawson et al., 2001; Polzin et al.,
2013.; Saxena et al., 2013; Hohlfeld, Saxena und Schroér, 2013; Li et al., 2014). Wenn
ASS zusammen mit einem NSAID présent ist, kann es zu einer pharmakodynamischen
Wechselwirkung am COX-Enzym kommen. Eine naheliegende Erklarung der Inter-
aktion ist, dass ASS, NSAID und das physiologische Substrat, also ARA, an sich
iiberlappenden Bindungsstellen miteinander konkurrieren (Goltsov et al., 2009). Nach
diesem Modell wére anzunehmen, dass ASS und NSAID kompetitiv interagieren und
dass die NSAID- und ASS-Konzentrationen sowie die NSAID-Affinitit zur COX-1
Parameter sind, die die Thrombozytenaggregationshemmung durch ASS kritisch be-
einflussen. Infolge von Komorbidititen ist Polymedikation, die unter anderem /ow-dose
ASS und NSAIDs einschlief3t, ein hdaufiges pharmakologisches Problem bei Menschen
im hoheren Lebensalter.

Eine andere, ebenfalls aktuelle Hypothese zur Interaktion von ASS und NSAID ist ein
Cross-Talk zwischen den beiden COX-Untereinheiten. Hiernach konnte die Bindung
von NSAIDs an einer Untereinheit der COX eine Konformationsdnderung der zweiten
Untereinheit induzieren und in Folge dessen die Hemmung durch ASS beeintrachtigt
werden (Yuan et al., 2006; Prusakiewicz et al., 2009; Sidhu et al., 2010).



1.4 Indikationen fiir ASS in Kombination mit anderem NSAID

Patienten mit chronisch-entziindlichen, rheumatologischen Erkrankungen leiden an
einem erhohten kardiovaskuldren Risiko (Scott et al., 2012; Liao und Solomon, 2013;
van den Oever, van Sijl und Nurmohamed, 2013; Merifo-Ibarra, 2014; Mason und
Libby, 2014; Rezus et al.,, 2015). Bei diesen werden regelmiBig NSAIDs zur
Schmerzreduktion und gleichzeitig — bei kardiovaskuldrer Indikation — oft niedrig
dosierte ASS in Kombination verabreicht. Da Nicht-ASS-NSAIDs die COX-1 nur
reversibel hemmen, wird die thrombozytire TXA,-Synthese allenfalls intermittierend
gehemmt, so dass es im Dosisintervall zur Pléttchenaktivierung und arterieller
Thrombusbildung kommen kann (Catella-Lawson et al., 2001; Renda et al., 2006). Wie
stark NSAIDs die COX hemmen, hingt dabei von ihrer aktuellen Plasmakonzentration
ab. Die Halbwertszeiten gingiger NSAIDs (Ibuprofen etc.) betragen meist nur 2-4 h
(Hohlfeld, Saxena und Schror, 2013). Deshalb sind NSAIDs nicht geeignet, ASS in der
Kardioprotektion zu ersetzen.

Eine naheliegende Frage ist, warum {iiberhaupt ASS mit einem anderen NSAID
kombiniert wird und nicht ASS in hoherer (analgetischer) Dosis eingesetzt wird. Das
hingt damit zusammen, dass niedrig dosierte ASS zur Kardioprotektion zu einem 2-
fach erhohten Risiko fiir gastrointestinale Nebenwirkungen fiithrt - besonders fiir
gastrointestinale Blutungen als Folge der Thrombozytenhemmung - wihrend hohere
ASS-Dosierungen im analgetischen und antiinflammatorischen Bereich mit einem 5-6-
fach erhohten Risiko einhergehen (Baigent und Patrono, 2003). Da zudem hohere ASS-
Dosen keine stirkere kardiovaskuldre Risikoreduktion als niedrig dosierte ASS be-
wirkten, wurde die ASS-Dosis auf 75-100 mg reduziert (CURRENT-OASIS 7
Investigators et al., 2010; Eikelboom et al., 2012). Aus diesem Grund werden anstelle
einer Dosiserhdhung von ASS andere NSAIDs als Analgetika und Antiphlogistika
eingesetzt.

1.5 Pravalenz und klinische Konsequenzen von HAPR

Die Angaben zur Héufigkeit von HAPR wvariieren in der Literatur. Mason et al.
beschrieben, dass etwa 5 % bis 45 % der ASS-Nutzer von HAPR betroffen seien und
dass dies aufgrund der hohen Prdvalenz atherosklerotischer kardiovaskuldrer
Erkrankungen grofle Auswirkungen habe (Mason, Jacobs und Freedman, 2005). Die
Autoren schlussfolgerten, dass es aus diesem Grund wichtig sei, ASS-Non-Responder
zu identifizieren und die antithrombozytidre Therapie entsprechend zu modifizieren.
Auch konnten Medikamenteninteraktionen, die zu HAPR fiihrten, klinisch insofern
relevant sein, als die dadurch verursachte ,Beendigung® einer Thrombozyten-
funktionshemmung zu einem erhohten thrombotischen Risiko fiihren. So zeigte eine
multizentrische Kohortenstudie eine erhdhte ein-Jahres-Mortalitdt nach Beendigen der
ASS-Therapie bei Patienten, die zuvor einen Herzinfarkt erlitten hatten (Ho et al., 2006;
Hohlfeld et al., 2008). Breet et al. stellten fest, dass HAPR, die durch ARA-induzierte
Lichttransmissionsaggregometrie und einen weiteren Test (VerifyNow® Aspirin-Assay)
bei 951 Patienten erfasst wurde, signifikant mit kardiovaskuldren Ereignissen assoziiert
war, die nach perkutaner transluminaler koronarer Angioplastie (PTCA) auftraten
(Breet et al., 2010). Ahnliche Ergebnisse wurden kiirzlich an einem groBen Patienten-
kollektiv (n=7.090) berichtet, wo HAPR mittels Vollblutaggregometrie (Multiplate
Analyzer) zum Zeitpunkt der perkutanen koronaren Intervention (PCI) identifiziert
wurde. Auch hier ergab sich ein signifikant erhohtes Risiko fiir kardiovaskuldren Tod
und fiir Stent-Thrombosen von 6,2% in der HAPR-Gruppe vs. 4,5% in der
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Vergleichsgruppe ohne HAPR innerhalb des ersten Jahres (Mayer et al., 2014). Siller-
Matula et al. konnten zeigen, dass eine unzureichende Hemmung der Thrombozyten-
aggregation in einem Beobachtungszeitraum von 12 Monaten bei 5,4% der Patienten zu
kardiovaskuldren Ereignissen fiihrte, wihrend es bei einer Hemmung der Aggregation
innerhalb des therapeutischen Bereichs bei nur 2,5% zu Komplikationen kam (Siller-
Matula et al., 2015). Diese Arbeitsgruppe kam zu dem Schluss, dass eine personalisierte
Therapie zur Thrombozytenaggregationshemmung gerechtfertigt und sogar notwendig
sei.

Zusammenfassend ist es nach aktuellem Kenntnisstand wahrscheinlich, dass HAPR zu
einer verminderten Risikoreduktion durch ASS fiihrt und mit einer hoheren Inzidenz der
kardiovaskuldren Mortalitét einhergeht. Es spricht also vieles dafiir, dass HAPR von
grofBer klinischer Relevanz ist.

1.6 Fragestellung

Wihrend die Wechselwirkung von ASS und NSAIDs als solche durch experimentelle
und klinische Untersuchungen bestétigt ist, sind Fragen zum pharmakologischen
Mechanismus bisher kaum beantwortet. Im Rahmen dieser Dissertation sollen daher
folgende bisher offen gebliebene Fragen zu den Interaktionen von ASS und NSAIDs an
der COX-1 untersucht werden:

- Fihrt die kombinierte Inkubation von verschiedenen NSAIDs und ASS zu einer
Aufhebung der COX-Hemmung durch ASS und somit zu HAPR?

- Gibt es Unterschiede zwischen verschiedenen NSAIDs beziiglich der Interaktion
mit ASS oder handelt es sich um ein ,,Klassenphdnomen* aller NSAIDs?

- Wird die Interaktion zwischen NSAIDs und ASS hinsichtlich der Hemmung der
Thrombozytenfunktion durch die Konzentration des Substrats (Arachidonséure)
oder die potency (pharmakologische Wirkstarke) der NSAIDs beeinflusst?

- Gibt es Hinweise dafiir, dass NSAID/ASS-Interaktionen auf einer kompetitiven
Wechselwirkung an der COX-1 beruhen?

- Kann eine Erhoéhung der ASS-Konzentration die Interaktion mit NSAIDs
iiberwinden?

Zur Bearbeitung dieser Fragen soll

1. ein Modell entwickelt und eingesetzt werden, welches die Interaktion
mathematisch simuliert und

2. dieses Modell durch gezielte experimentelle Untersuchungen an thrombozyten-
reichem Plasma gesunder Spender und ausgewidhlten COX-Inhibitoren
(NSAIDs) verifiziert werden.



2. Material und Methoden

2.1 Untersuchungsplan

2.1.1 Probanden

Experimentelle Untersuchungen wurden an thrombozytenreichem Plasma gesunder
freiwilliger Spender durchgefiihrt, welche innerhalb der vorausgegangenen 7 Tage
keine Arzneimittel mit Wirkung auf die Thrombozytenfunktion oder Analgetika vom
NSAID-Typ eingenommen hatten (Ausschlusskriterium). Nach ausfiihrlicher
Aufklidrung gab jeder Blutspender seine schriftliche Einverstdndniserkldrung zur
Teilnahme. Das Studienprotokoll dieser Arbeit steht in Ubereinstimmung mit der
Deklaration von Helsinki (aktuelle Fassung) und wurde von der Ethikkommission der
Universitdt Diisseldorf zustimmend bewertet (Ethikvotum Nr. 3205). Parallel erfolgten
in diesem Projekt auch Untersuchungen an Blutproben von Patienten mit Diabetes
mellitus, die jedoch nicht Gegenstand der vorliegenden Dissertation sind.

2.1.2 Versuchsprotokoll

Die vorliegende Arbeit kann in zwei methodisch abgegrenzte Bereiche untergliedert
werden:

1. Enzymkinetisches Modell: Entwicklung eines enzymkinetischen Modells zur
Simulation der Interaktion von ASS mit einem weiteren NSAID an der
thrombozytiren Cyclooxygenase.

2. Experimenteller Teil: /n vitro-Messungen der ARA- und Kollagen-induzierten
Thrombozytenaggregation und der thrombozytiren Thromboxan-synthese bei
unterschiedlichen Konzentrationen von ASS und des zu untersuchenden NSAID.
Diese werden mit den Ergebnissen des enzymkinetischen Modells verglichen.

2.2 Entwicklung eines enzymkinetischen Modells

Es existieren verschiedene quantitative Methoden um metabolische Zusammenhinge zu
untersuchen. Kinetische Modelle umfassen eine bestimmte Anzahl von Reaktionen und
Parametern und koénnen durch Differentialgleichungen beschrieben und gelost werden.
Zu diesen Modellen gehoren auch enzymkinetische Modelle, die nur eine beschrinkte
Anzahl von enzymatischen Reaktionen modellieren kdnnen und daher nur einen, jedoch
fiir die jeweilige Fragestellung relevanten Teil aller an diesem Enzym verlaufenden
Reaktionen im menschlichen Organismus beriicksichtigen. Modelle stellen immer eine
Vereinfachung der wirklichen Verhéltnisse dar, ermdglichen aber dadurch eine
Vertiefung des  Verstdndnisses komplexer Zusammenhdnge (Okino und
Mavrovouniotis, 1998). Mithilfe eines enzymkinetischen Modells sollte eine
rechnerische Methode entwickelt werden, die die Quantifizierung und Vorhersage der
effektiven COX-1-Hemmung und deren Analyse in Gegenwart von Inhibitoren dieses
Enzyms erlaubt (Teil 1). Die experimentelle Bestitigung des Modells und dessen
Parameter erfolgt in Teil 2 (s.u.).



Beschreibung des Modells
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Abb. 5:
Enzymkinetisches Modell mit dem COX-1-Enzym (E) im Zentrum.

Der Entwicklung des Modells (Abb. 5) wurden drei Reaktionen bzw. Teilschritte
zugrunde gelegt:

)

2)

Im Zentrum des Modells: das physiologische Substrat der COX-1 ist die vierfach
ungesdttigte Fettsdure Arachidonsdure (ARA), die von diesem Enzym in
Prostaglandin H, (PGH,) umgesetzt wird. Dieser Schritt ist geschwindigkeits-
bestimmend fiir die thrombozytire Thromboxansynthese (Wang, Tsai und Hsu,
2001).

E+S=ES—P

Dabei wird mit E das Enzym, also die COX-1 bezeichnet, S bezeichnet das
physiologische Substrat der COX-1, also ARA, und mit P wird das Produkt der
enzymatischen Reaktion bezeichnet, in diesem Fall PGH,. Dieses Modell stellt
insofern eine Vereinfachung dar, als die zwei Teilschritte der Cyclooxygenase-
reaktion (Cyclooxygenase- und Peroxidaseaktivitit) zusammengefasst wurden. Mit
ES wird der Enzym-Substrat Komplex bezeichnet.

In der Skizze des Modells auf der rechten Seite (Abb. 5) ist die Reaktion unter
Zugabe von ASS dargestellt. ASS (I)=Inhibitor 1) bindet als Enzyminhibitor an die
COX (E), was das Enzym aus Schritt 1 entzieht und insofern eine Hemmung ausiibt.
Eine Besonderheit von ASS ist, dass hier zunédchst die Bindung reversibel erfolgt
(EI). AnschlieBend, in einer weiteren Bindungsreaktion, folgt eine irreversible
Inhibition dadurch, dass in der Ndhe des katalytischen Zentrums an der Aminosiure
Serin 529 eine kovalente Acetylierung erfolgt (EI; X). Hierdurch wird ASS zu einem
,irreversiblen® Inhibitor.



E+Il =EII —>E11X

3) Auf der linken Seite der Modellskizze in Abb. 5 ist die Bindungsreaktion eines
weiteren NSAIDs (I,=Inhibitor 2) dargestellt. Die Bindung wurde als reversibel
angenommen. Da die Bindung von NSAID-Analgetika im Bereich der Substrat-
bindungsstelle der COX-1 und die initiale Bindung von ASS am Enzym iiberlappen,
wurde dem Modell eine kompetitive Interaktion zugrunde gelegt (Hohlfeld, Saxena
und Schror, 2013).

E+L=EL

Zusammenfassung der drei Reaktionen an der COX-1:

Die oben dargestellten drei Reaktionen an der COX-1 stehen in Kompetition
miteinander: ASS, ein weiteres NSAID und ARA als physiologisches Substrat der COX
sind Antagonisten bzw. Agonisten am COX-Enzym. Bei der Entwicklung des Modells
wurde den unterschiedlichen Hemmtypen Rechnung getragen.

Erldauterung der Modellgleichungen

1) Differentialgleichungen und Fliisse (Tabelle 1)

Um die Reaktionen an der COX mathematisch zu beschreiben, wurden diese als
Differentialgleichungen formuliert. Diese Differentialgleichungen stellen die Konzen-
trationsdnderungen wihrend der einzelnen Reaktionen als Funktion der Zeit dar. Auf
den linken Seiten der Reaktionsgleichungen, formuliert als d/dt x C stehen die
Zeitableitungen der Konzentrationen C. Die rechte Seite der Gleichungen beschreibt die
verschiedenen Fliisse, die bei der Entstehung des jeweiligen Produkts C auf der linken
Seite der Gleichung relevant sind. Dabei stellen Fliisse mit einem positiven Vorzeichen
Flisse in Richtung des Produkts dar, wobei Fliisse mit einem negativen Vorzeichen
Flisse in die Gegenrichtung, also in die Richtung der Substrate, ausdriicken. Insgesamt
werden in diesem Modell sieben Fliisse F1 und F2 sowie F4-F8 benannt, die bei den
oben geschilderten drei Reaktionen an der COX relevant sind. Da es sich hier um
reversible Reaktionen handelt, mit Ausnahme der Reaktion EI; — EI,X , gibt es fiir
jede Reaktion einen Fluss von Enzym und Substrat zum Produkt und auch den
gegensitzlichen Fluss von dem entstandenen Produkt zu Enzym und Substrat. Mit F1
wird die Assoziationsreaktion von ARA und COX zu einem Enzym-Substrat Komplex
(ES) beschrieben, welcher anschlieBend zu dem Produkt Prostaglandin H, (P) fiihrt, aus
welchem Thromboxan A, entsteht. Der Fluss F2 beschreibt die dazugehdrige
Dissoziation vom jeweiligen Enzym-Substrat-Komplex zuriick zum Enzym, der COX.
Die Produktion von P wird im Modell als proportional zu ES angenommen.

Der Fluss F4 stellt die Assoziation von ASS (I;) an die COX (E) dar und hat als
zugehorige Dissoziationsreaktion den Fluss F5, der von EI;, also der von ASS
reversibel gebundenen COX zu den Substraten COX (E) und ASS (I;) gerichtet ist. F6
ist die Reaktion von der reversibel von ASS gebunden COX zur irreversiblen
Verbindung und da diese Reaktion nicht reversibel ist, fehlt hier eine Dissoziation. Die
Assoziation des konkurrierenden NSAID (I;) mit der COX wird durch den Fluss F7
beschrieben, die zugehorige Dissoziation mit F8.
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Tabelle 1:
Modellgleichungen der Konzentrationsdnderungen der Reaktionsprodukte der COX als
Funktion der Zeit.

Konzentrationsinderung als Funktion der Reaktionsprodukte der COX

Zeit
d/dtx E=—F1+F2-F4+F5-F7+F8 Enzym
d/dtx ES=FI1 - F2 Enzym-Substrat-Komplex
d/dt x EI, =F4 —F5 - F6 Enzym-Inhibitor-1-Komplex

Enzym-Inhibitor-1-Komplex
(irreversibel)

d/dt x EI, X = F6

d/dt x EI, =F7 — F8 Enzym-Inhibitor-2-Komplex

2) Definition der Fliisse (Abb. 6)

Entsprechend der Bedeutung der einzelnen Fliisse wurden diese als Assoziations- oder
Dissoziationsvorgang formuliert, Assoziationen mittels einer entsprechenden Ge-
schwindigkeitskonstanten und dem Produkt der Konzentrationen beteiligter Reaktions-
partner, Dissoziationen mittels Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante multipliziert
mit der Konzentration des entsprechenden Komplexes.

Fl=k.xExS
F2=1.x ES
F4=k;xExI;
F5=1; x El,

F6 = kilx X EIl
F7= ki2 x E x 12
F8 = 112 X EIQ

Abb. 6:

Modellgleichungen der Flisse.

F=Fluss, E=Enzym (COX), S=Substrat (ARA), I1=Inhibitor 1 (ASS), I,=Inhibitor 2 (NSAID),
I=Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante, k=Assoziationsgeschwindigkeitskonstante

Die Assoziationsgeschwindigkeitskonstanten k haben eine Dimension ,,1/(Zeit x
Konzentration)“, die Konstanten der Dissoziationsgeschwindigkeit 1 eine Dimension
,1/Zeit“. Die Michaelis-Menten-Konstanten der COX-Inhibitoren konnten als Quotient
der Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten 1 und der Assoziationsgeschwindigkeits-
konstanten k berechnet werden (K;=1/k). Da die Details der einzelnen Reaktionen nicht
exakt bekannt waren, wurden die Affinitdten der Reaktionspartner nur mittels variabler
Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten realisiert bei auf den Wert 1 festgesetzten
Konstanten fiir die Assoziationsgeschwindigkeit. Um das Modell auf unterschiedliche
NSAIDs anwenden zu konnen, wurden die Differentialgleichungen fiir verschiedene
NSAID-Affinitdten berechnet und daher wurde mit fiinf verschiedenen Werten fiir die
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Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante li; des NSAID gearbeitet (1,=0,001; 1;,=0,01;
1,=0,1; lpx=1; 1p=10). Damit ergaben sich fiir die jeweiligen Michaelis-Menten-
Konstanten des Nicht-ASS-NSAID: Ki(NSAID)=0,001 uM bzw. K;(NSAID)=0,01 uM;
Ki(NSAID)=0,1 uM; Ki(NSAID)=1 uM; K;(NSAID)=10 uM. Die Werte fiir ARA und
ASS (KmM(ARA)=9 uM, Ki(ASS)=27.000 uM) wurden aus der Literatur entnommen
(Ouellet, Riendeau und Percival, 2001; Liu et al., 2006). Da die Fliisse F4 und F7 zwei
Konzentrationen beinhalten (E und I; bzw. E und I,), die abhiingig von der Zeit sind,
handelt es sich bei diesen beiden Fliissen um nichtlineare Gleichungen wie bei einer
Enzymkinetik zweiter Ordnung. Alle anderen Fliisse werden nur durch eine
Konzentration beschrieben, die abhingig von der Zeit ist, und stellen daher lineare
Differentialgleichungen dar.

3) Anfangsbedingungen (Abb. 7)

Als Anfangsbedingungen sind die Bedingungen definiert, die im Programm vorgegeben
wurden, bevor die Iteration (Berechnung) gestartet wurde (t=0). Bei diesen wurden alle
Reaktionsprodukte der COX (ES, EI;, EI; X, EL) auf Null gesetzt. Dies ist damit zu
begriinden, dass anfangs in der Blutprobe keine ASS und kein anderes NSAID
vorhanden ist, da die Probanden, die eine Blutspende gaben, mindestens eine Woche
vor der Blutentnahme kein NSAID einschlieBlich ASS eingenommen haben durften.
Auch das physiologische Substrat der COX, die ARA, wurde anfangs auf Null gesetzt,
da diese erst bei Stimulation der Phospholipase A, aus Membranlipiden der
Thrombozyten freigesetzt (bzw. experimentell zugegeben) wird und ohne Stimulation in
einer minimalen, vernachlédssigbaren Konzentration vorliegt.

ES=0
El,=0
EL[X=0
EL=0

Abb. 7:

Anfangskonzentrationen der Reaktionsprodukte des COX-Enzyms (E) in uM.
ES: Enzym-Substratkomplex (Substrat: ARA)

Ely: Enzym-Inhibitor-1-Komplex, El1X: Enzym-Inhibitor-1-Komplex (irreversibel)
El,: Enzym-Inhibitor-2-Komplex

4) Konstanten und Variablen der Berechnungen (Abb. 8-9, Tabelle 2-3)

Die Konzentrationen von ASS (I;) und des Nicht-ASS-NSAIDs (I,), wurden variiert. In
diesem Beispiel waren ASS=300 uM und NSAID=1000 uM vorgesehen (Abb. 8). Der
Parameter Enzym=4 uM zum Zeitpunkt t=0 wurde empirisch festgelegt, da das Enzym
membrangebunden vorliegt und insofern keine Angabe zur Konzentration moglich ist.
Dieser Wert darf selbstverstdndlich nicht Null sein, da ohne das Vorhandensein des
Enzyms keine Reaktion stattfinden wiirde. Der Wert von P=ES/ENZYM x 100 als
Ergebnisparameter bezieht sich prozentual auf den Ausgangswert von E, daher fiihren
Werte fiir E zwischen 0,1 und 100 zu nahezu identischen Ergebnissen.

Das Modell geht davon aus, dass zum Zeitpunkt t=0 zunédchst im untersuchten System
kein Substrat (ARA) vorhanden ist (S=0). Mit TS wurde die Inkubationszeit ohne ARA
benannt und diese wurde auf fiinf Minuten festgelegt (TS=5). T bezeichnet die gesamte
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Inkubationszeit der Thrombozyten, also sowohl ohne ARA als auch mit dieser. Ist T,
die gesamte Inkubationszeit, groBler als TS, die Inkubationszeit ohne ARA, (T>TS) so
wird die Menge an ARA von Null (S=0) auf die zugegebene Menge, in diesem Fall 30
uM geédndert (SO = 30). Auch SO, also die Menge der ARA konnte variiert werden.

Mame Yalue
EF@ Main
() ASS 300
() ENIYM 4
_® NSAID 1000
4,:3, ke 1
() kit 1
—() kiz2 1
() Kix 100
_E:' [= 9
() li1 27000
() liz 0.01
—() =0 30
(TS 5
Abb. 8:

Screenshot des Programms ModelMaker®.
Parameter, die in die Berechnungen einflieRen.
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Tabelle 2:
Variablen der Berechnungen.

K: (NSAID) 0,01 [uM]
lio 0,01 [1/min]
ki 1 [1/(min X uM)]
Tabelle 3:
Konstanten der Berechnungen.
Ki (ASS) 27.000 [uM]
liq 27.000 [1/min]
Ki1 1 [1/(min x uM)]
Ku (ARA) 9 [uM]
lo 9 [1/min]
Ke 1 [1/(min x uM)]
ENZYM 4 [uM]
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S=0firT<TS
S=S0firT>TS

Abb. 9:
Bedingungen fur die Berechnungen.

Das beschriebene mathematisch-enzymkinetische Modell zur Beschreibung der
Medikamenteninteraktion an der COX-1 wurde mit der Software ModelMaker®
Version 4.0 (Cherwell Scientific Ltd.) erstellt. Mit diesem Programm wurden die
Differentialgleichungen numerisch nach dem Integrationsverfahren von Runge-Kutta
mit einer vorgegebenen Genauigkeit von 0,001 bestimmt und anschlieBend die
berechneten Werte in eine Excel-Tabelle iibertragen. Je nach Untersuchung wurde dann
eine entsprechende Kurvenschar mit dem Programm “Graph Pad Prism” Version 5.1
erstellt und zu weiteren grafischen Darstellung in “Power-Point” tiberfiihrt.
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2.3 Experimenteller Teil

2.3.1 Material

Blutentnahme

Die Blutentnahme von gesunden Probanden erfolgte {iber Venenpunktion der Vena
mediana cubiti mit einer Butterfly-Kaniile der Gréfe 21G und einem Innendurchmesser
der Nadel von 0,8 mm (BD Vacutainer Safty Lok). Mit Zugabe von Acid-Citrate-
Dextrose (ACD, 1:10) zur Antikoagulation, wurden je nach Bedarf 30-40 ml Vollblut in
50 ml Perfusor-Spritzen (LuerLock, Braun Melsungen) aufgenommen.

Plasmagewinnung

Unmittelbar nach der Blutentnahme wurde das Zitratblut in 15 ml Falcon-Rohrchen
iiberfiihrt (max. 7 ml Blut pro Falcon) und mittels Zentrifugation (10 min bei Raum-
temperatur, 1200 U/min, Minifuge RF Heraeus) pléttchenreiches Plasma (PRP)
gewonnen. Das PRP im Uberstand wurde sorgfiltig vom Erythrozytensediment getrennt
und in einem Falcon-Rohrchen gesammelt. AnschlieBend wurde durch die Uberpriifung
des “Swirl-Phdnomens” (Lichtbrechung bei vorsichtigem Schwenken) das Vorhanden-
sein von Thrombozyten im Ruhezustand bestétigt. Proben mit negativem Swir/ wurden
nicht verwendet (unbeabsichtigte Voraktivierung). Zum Eichen des Aggregometers
wurde pléttchenarmes Plasma verwendet, das durch zehnminiitige Zentrifugation bei
Raumtemperatur bei 3000 U/min (Minifuge RF, Heraeus) hergestellt wurde.

Substanzen und Losungen

Tabelle 4:

Substanzen und Bezugsquellen.
Substanzen und Bezugsquellen
Arachidonséure NatuTec, Frankfurt
Aspisol® (Acetylsalicylsdure), Lysinsalz | Bayer, Leverkusen
als Lyophilisat
Celecoxib (COX-2 Inhibitor) CT-Arzneimittel, Berlin
DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma-Aldrich, Steinheim
Indomethazinlosung Sigma, Miinchen
Kollagen, unspezifisches Horm, Nycomed, Miinchen
Methylaminoantipyrin (aktiver Metabolit Prof. Dr. H. Weber, Universitit
von Metamizol) Diisseldorf, Institut fiir Pharmazeutische

Chemie

Piroxicam CT-Arzneimittel, Berlin
SC-560 Cayman, Ann Arbor, USA

Weitere, hier nicht aufgefiihrte Standardchemikalien wurden von Merck (Darmstadt,
Deutschland), Sigma (Steinheim, Deutschland) oder Boehringer-Mannheim
(Mannheim, Deutschland) bezogen.
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Tabelle 5:
Pufferldsungen und Bezugsquellen.

Pufferlosungen und Bezugsquellen

ACD 74,8 mM Trinatriumcitrat, 65 mM Zitronensaure
x H,O, 111 mM Glukose x H,O ad 100 ml aqua
dest.

Alkoholische NaOH 100 mM NaOH in Ethanol

EDTA Merck, Darmstadt;

(Ethylendiamintetraessigsédure) 77 mM Na-EDTA

TM-Puffer (pH 7,4) 134 mM NacCl, 12 mM NaHCO3, 2,9 mM KCI,
0,36 mM NaH,PO4x H,0, 1 mM MgCl, x 6H,0,
5 mM HEPES

Tris-Puffer (pH 7,4) Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe;

50 mM Tris-HCl

2.3.2 Methoden

Messung der Thrombozytenaggregation

Die Thrombozytenaggregation wurde nach dem turbidimetrischen Verfahren nach Born
zur Bestimmung der Thrombozytenfunktion gemessen (Born und Hume, 1967; Born,
1970; Michal und Born, 1971). Bei dieser Methode wird die Anderung der Licht-
transmission und damit der optischen Dichte einer Thrombozytensuspension
kontinuierlich photometrisch erfasst. Die maximale Anderung der Lichttransmission
zeigt dabei eine erfolgte Aggregation der Plittchen. Das verwendete Zweikanal-
aggregometer (Labor APACT, Labor Biomedical Technologies, Ahrensburg,
Deutschland) wurde mit einem Flachbettschreiber (Packard Model 621, Zaventem,
Belgien) verbunden, um die Verdnderung in der Lichtdurchlédssigkeit und damit der
Aggregation aufzuzeichnen. Somit sind die aufgezeichneten Aggregationskurven
Funktionen der Lichttransmission iiber der Zeit. Der Papiervorschub des Schreibers
betrug 3 cm/min. Vor jeder Messreihe wurde das Aggregometer mit PRP fiir den
Nullwert und mit PAP fiir den Wert der maximalen Lichttransmission geeicht.

Als Thrombozytensuspension diente pléttchenreiches Plasma (PRP) in einer
Mikrokiivette (500 upl), welches bei 37°C durch einen Magnetriihrer bei 1200 U/min
standig in Bewegung gehalten wurde. Wird ARA, Kollagen oder ein anderer aggrega-
torischer Stimulus zu dieser Suspension hinzugefiigt, verdndern die Thrombozyten ihre
diskoide zu kugeliger Form, wodurch die Lichtdurchldssigkeit des Plasmas zunéchst
abnimmt (als shape-change in den Aggregationskurven sichtbar (s. Abb. 10). Danach
bilden die Thrombozyten Pseudopodien aus, die sich zu Aggregaten verbinden,
wodurch die Lichttransmission immer weiter zunimmt, bis nahezu alle Thrombozyten
aggregiert sind und eine maximale Lichttransmission erreicht wird.

Zunéchst wurde 100 ul TM-Puffer (Kontrolle) oder 100 pul ASS (30 uM) zusammen mit
400 pul PRP in eine Kiivette gegeben und in einem Heizblock des Aggregometers bei
37°C fiir vier Minuten inkubiert, anschliefend fiir zwei Minuten im Lichtkanal des
Aggregometers bei einer Geschwindigkeit von 1200 U/min und einer Temperatur von
37°C geriihrt. Die Inkubationszeit war in den experimentellen Versuchen also sechs-
miniitig und wurde etwas ldnger als die fiinf-miniitige Inkubationszeit im mathe-
matischen Modell gewidhlt, um der Diffusionszeit der Substanzen und der Diffusions-
barriere, die mindestens aus der Zellmembran der Thrombozyten besteht, Rechnung zu
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tragen. Dass die Bedingungen fiir die Experimente mit denjenigen des Modells
vergleichbar sind, wurde durch eine vergleichbare mittlere Hemmung durch ASS zu
Beginn der Versuchsreihen verifiziert. AnschlieBend wurden die Thrombozyten
entweder mit ARA (1 mM; 300 uM) oder mit Kollagen zur Aggregation stimuliert und
vier Minuten lang aufgezeichnet. Mit Kollagen wurde die Aggregationsfahigkeit der
Thrombozyten unabhéngig von der Thromboxansynthese untersucht. Hier wurde mit
der jeweils niedrigsten Konzentration gearbeitet, die im individuell verwendeten PRP
gerade eine vollstdndige Aggregation bewirkte (0,5 pg/ml — 6 pg/ml). Diese wurde zu
Beginn jeder Versuchsreihe ermittelt. Gestoppt wurde die Aggregation nach insgesamt
zehn Minuten (d.h. 4 min nach Zugabe von ARA bzw. Kollagen) mit 30 ul EDTA (4,5
mM) und 4 pl Indomethazin (0,4 mM). AnschlieBend wurde nach flinf-miniitiger
Zentrifugation (Minifuge EBA 12, Hettich, 14000 U/min bei Raumtemperatur) der
Uberstand fiir die spétere Thromboxanbestimmung bei -20°C eingefroren.

Die auf Interaktion mit ASS zu untersuchende NSAID-Substanz (jeweils 5 pl in
entsprechender Konzentration) wurde vor der Stimulierung mit ARA oder Kollagen
entweder zu Thrombozytenmedium (TM, 100 pl) oder zu ASS (100 ul) gegeben, je
nachdem ob die Substanz alleine, oder dessen Interaktion mit ASS untersucht werden
sollte. Je nach Versuchsreihe wurden die ASS-, die ARA- bzw. Kollagenkonzentration
und die Konzentration des zu untersuchenden COX-Inhibitors variiert. Bei Messreihen
mit ASS wurden parallel Thrombozyten mit TM-Puffer ohne ASS und NSAID
inkubiert, so dass sichergestellt wurde, dass die Pldttchen weiterhin funktionsfahig und
aktivierbar waren.

Eine vollstindige Hemmung der Thrombozytenaggregation wurde bei fast allen PRP-
Proben mit einer ASS-Konzentration von 30 uM erreicht. In Einzelfdllen, wenn mit
dieser Konzentration keine vollstindige Hemmung der Aggregation erreicht werden
konnte, wurde die ASS-Konzentration in Schritten von 10 uM erhoht und die ASS-
Konzentration ermittelt, die gerade die Thrombozytenaggregation vollstindig hemmt.
Mit der ermittelten Konzentration von ASS wurde anschlieend die gesamte Messreihe
an der jeweiligen PRP-Probe fortgefiihrt.

Thromboxanbestimmungen zur Verifizierung der Thrombozytenaggregation

Die thrombozytire Thromboxansynthese wurde in Form des Thromboxan B, (TXB;)
gemessen, welches das stabile, inaktive Hydrolyseprodukt des sehr kurzlebigen
Thromboxan A, ist. Fiir jede Messreihe wurde anhand der Aggregation die NSAID-
Konzentration ermittelt, die zu maximaler Interaktion mit ASS fiihrte. Hier wurde
mittels des Cayman TXB, EIA Kit die Konzentration von TXB, bestimmt. Dieser ist
ein kompetitiver Immunoassay, bei dem TXB, mit einem TXB,-Acetylcholinesterase-
Konjugat als Tracer um TXB,-spezifische Bindungsstellen an hoch affinen mono-
klonalen Kaninchen-Antikorpern konkurrieren. Da die Konzentration des TXB,-Tracers
in jedem Well konstant ist, jedoch die Konzentration des TXB, in den einzelnen Proben
variiert, ist die Menge an Tracer, die an den Antikorpern binden kann, umgekehrt
proportional zu der TXB,-Konzentration in den Wells. Das sowohl freie als auch als
Tracer von den Antikérpern gebundene TXB, wird von polyklonalen Immunglobulinen
(IgG) gebunden, die gegen die Antikorper gerichtet sind und sich bereits in den Wells
befunden haben. AnschlieBend werden mithilfe des Waschpuffers nicht gebundene
Anteile aus den Wells entfernt und Ellman’s Reagenz, welches das Substrat der
Acetylcholinesterase enthilt, wird hinzugegeben. Es entsteht ein gelbliches Produkt, das
photometrisch stark bei 412 nm absorbiert. Die Intensitit der gelben Farbe, die so im
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Photometer bestimmt werden kann, ist proportional zum gebundenen TXB,-Tracer,
welches sich umgekehrt proportional zum freien TXB, verhélt. Das LLOQ (lower limit
of quantification) des Thromboxans wurde vom Hersteller mit 1 ng/ml angegeben.
Experimentell ermittelte Werte < 1 ng/ml wurden als Null angenommen.

Auswertung der Ergebnisse

Die Auswertung der Thrombozytenaggregation bzw. deren Hemmung erfolgte {iber
Auswertung der Aggregationskurven sowie der Auswertung der dazugehodrenden
Thromboxanbestimmungen.

1. Aggregationskurven und deren Auswertung (Abb. 10)

Nach Zugabe des proaggregatorischen Stimulus (ARA; Kollagen) erfolgte initial in
allen Versuchen eine Abnahme der Lichttransmission (shape-change). Bei einer
anschlieBenden Thrombozytenaggregation erfolgte in allen Versuchen eine Zunahme
der Lichtdurchldssigkeit in Form einer positiven Steigung der Aggregationskurven. Die
Lichtdurchldssigkeit der Proben nach dem Beenden der Aggregation nach zehn Minuten
wurde als Amplitude der Kurven angegeben. Die Hemmung der Aggregation durch
NSAIDs mit und ohne ASS wurde in Form der maximalen Tangentensteigung der
Aggregationskurven angegeben, wobei eine vollstindige Aggregationshemmung durch
ASS als Nullwert festgelegt wurde (Abb. 10). Bei jeder Messung wurde daher die
maximale Tangentensteigung in [cm/min] und Amplitude in [cm] den aufgezeichneten
Aggregationskurven bestimmt, diese Werte wurden in eine Excel-Tabelle iibertragen
und mit dem Programm “Sigma Plot” grafisch dargestellt. Kam es durch eine effektive
Hemmung der Thrombozyten zu keiner Thrombozytenaggregation, war gelegentlich
noch ein shape-change erkennbar, jedoch kam es hier nicht zu einer Aggregation in
Form einer Zunahme der Lichttransmission.

2. Auswertung der Thromboxanbestimmungen

Die Thromboxandaten fiir die jeweilige Konzentration des untersuchten NSAID, bei der
in der entsprechenden Aggregationskurve die stirkste Interaktion mit ASS gezeigt
wurde, wurden mit Excel 2011 ausgewertet und die dazugehorigen Diagramme wurden
mit SigmaPlot erstellt.
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Abb. 10:

Auswertung der Aggregationskurven.

3. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Excel 2011 und dem Statistikmodul
in der Software SigmaPlot. Die Daten wurden jeweils als Mittelwerte + Standardfehler
des Mittelwertes (SEM) von n Versuchen angegeben. Prozentuale Angaben beziehen
sich auf dieselben Individuen. Unterschiede bei der Aggregationshemmung und der
Thromboxankonzentration zwischen ASS in Kombination mit einem anderen NSAID
im Vergleich zu ASS alleine wurden hinsichtlich ihrer statistischen Signifikanz in
Absprache mit dem Mathematiker am Institut mithilfe des nicht-parametrischen
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (U-test) bestimmt. Das Signifikanzniveau fiir o wurde
mit p < 0,05 festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1 Einfluss von reversibler und irreversibler Inhibition der
Cyclooxygenase im entwickelten enzymkinetischen Modell

Mit Hilfe der Differentialgleichungen des enzymkinetischen Modells wurden fiir
insgesamt fiinf hypothetische NSAID-Affinitidten die COX-Aktivitdt berechnet. Hierfiir
wurden die Michaelis-Menten-Konstanten von K;=10 uM bis K=0,001 pM in
Zehnerpotenzen variiert. Die restliche COX-Aktivitit (in % von der maximalen
Aktivitdt bei Substratsittigung) wurde fiir sechs verschiedene ASS-Konzentrationen,
von 0 bis 1000 uM, und fiir fiinf NSAID-Konzentrationen von 0,1 uM bis 1000 uM
ermittelt. Diese Berechnungen wurden fiir vier ARA-Konzentrationen von 10 uM bis
300 uM durchgefiihrt, die zu jedem K;-Wert vier Kurvenscharen lieferten (Abb. 11-18).
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Abbildung 11:

COX-Aktivitat in % von der maximalen Aktivitat (Substratsattigung). Es liegt ein Ki-Wert des
NSAID von Ki=1 uM zugrunde. Als Substratkonzentration (ARA) wurde 300 uM gewabhlt. Diese
glockenférmigen Konzentrations-Wirkungskurven verdeutlichen, dass die COX-Hemmung durch
ASS bei NSAID-Konzentrationen von 1-100 yM am starksten beeintrachtigt ist und daher hier
die Interaktion besonders ausgepragt ist. Im Vergleich zu ASS=100 uM, ist bei ASS=300 uM ein
ahnlicher, nahezu paralleler Kurvenverlauf bei jedoch insgesamt niedrigerer COX-Aktivitat
erkennbar.

Zunéchst sollen die Ergebnisse fiir einen konstanten K;-Wert und einer konstanten ASS-
und ARA-Konzentration betrachtet werden. Die berechnete Kurve fiir Ki=1 uM,
ARA=300 pM und ASS=100 uM (Abb. 11, griine Kurve) zeigt, dass ASS allein
(NSAID=0 uM) die COX-Aktivitit bis auf etwa 15 % hemmt. Bei zusdtzlicher
Anwesenheit von NSAID nimmt die COX-Aktivitit bemerkenswerterweise
kontinuierlich zu, bis sie bei einer NSAID-Konzentration von 10 uM ein Maximum
erreicht (etwa 60%). Von diesem Maximalwert aus sinkt die COX-Aktivitét bei weiterer
Erhohung der NSAID-Konzentration und fallt schlieBlich bet NSAID=1000 uM auf
unter 5%. Diese ,,glockenformige™ Kurve verdeutlicht, dass bei mittleren NSAID-
Konzentrationen (1-100 puM) die COX-Hemmung durch ASS am stirksten be-
eintrachtigt ist und hier somit die stirkste Interaktion zu erwarten wire.
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Betrachtet man den Graphen fiir die hhere ASS-Konzentration (ASS=300 uM), so
sicht man verglichen mit ASS=100 pM einen dhnlichen Verlauf (Abb. 11). Dieser
Graph verlduft in etwa parallel zu dem Graph von ASS=100 uM, ist jedoch nach unten,
das heit zu einer niedrigeren COX-Aktivitit versetzt, entsprechend stdrkerer
Hemmung des Enzyms. So ist bei NSAID=0 uM die COX nahezu vollstindig gehemmt.
Der Maximalwert der Kurve (Scheitelpunkt) fiir ASS=300 uM betrigt etwa 40%
(starkste Interaktion), wéhrend sie bei ASS=100 puM etwa 60% betrdgt. Auch bei
ASS=300 puM zeigt die mathematische Simulation, dass bei steigenden NSAID-
Konzentrationen (1-100 uM) die COX-Aktivitdt im Vergleich zu ASS allein (NSAID=0
uM) zunidchst stark zunimmt und bei weiterer Erhohung der NSAID-Konzentration
(>100 uM) wieder abfallt.
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Abbildung 12:

COX-Aktivitdat in % von der maximalen Aktivitat (Substratsattigung). ARA=300 pM und
ASS=100 uM. Im Vergleich zum Graphen fir Ki=1 uyM (links) ergibt sich bei einem NSAID mit
hoherer Affinitdt zum Enzym (0,1 uM, rechts) ein zwar ahnlicher, jedoch deutlich flacherer
Kurvenverlauf mit niedrigeren COX-Aktivitaten.

Vergleicht man die Kurve fiir Ki=1 uM mit der Kurve fiir K;=0,1 uM bei konstanter
ASS- und ARA-Konzentration (Abb. 12), sicht man beim niedrigeren K;-Wert - also der
hoheren COX-Affinitdt des NSAID — einen dhnlichen, jedoch flacheren Kurvenverlauf
mit niedrigeren COX-Aktivititen (Maximalwert etwa 25% bei Ki=0,1 uM vs. 60% bei
Ki=1 uM). Das mathematische Modell sagt also voraus, dass NSAIDs mit niedriger
COX-Affinitédt die Wirkung von ASS stédrker beeintrachtigen wiirden.

Im Folgenden wurden bei den Berechnungen sowohl die ASS- und NSAID-
Konzentrationen als auch der Ki-Wert und die ARA-Konzentration variiert (Abb. 13-
18). Die Ergebnisse lieferten 24 Kurvenscharen, die die Abhdngigkeit der Interaktion
von den zuvor genannten Parametern veranschaulichen. Wie schon die Ergebnisse aus
den Abbildungen 11 und 12 verdeutlichen, zeigen auch die Abbildungen 13-17, dass die
Interaktion — zu erkennen an der Zunahme der COX-Aktivitdt — bei Erhohung der
NSAID-Konzentration bis zu einem Maximalwert kontinuierlich zunimmt und bei
weiterer Erhohung der Konzentration schlielich wieder abnimmt. Auch diese Kurven
zeigen die Maxima der Interaktion bei NSAID-Konzentrationen von 10-100 uM,
wihrend bei unter 1 uM und tiber 100 uM die COX-Hemmung kaum beeintrachtigt ist
24



(Abb. 13-17). Auch die Abhingigkeit der Interaktion vom K;-Wert wird in den
Abbildungen 13-17 deutlich. Die stdrkste Interaktion besteht bei dem hochsten
simulierten Ki-Wert von 10 pM (Abb. 13), wihrend die COX-Hemmung durch ASS bei
Ki=0,001 uM kaum beeintriachtigt ist (Abb. 17). Eine weitere interessante Vorhersage
des Modells, die anhand dieser Kurvenscharen deutlich wird, ist, dass eine Erhdhung
der ARA-Konzentration zu stirkerer Interaktion fiihrt. Vergleicht man die COX-
Aktivitidten bei ARA=300, 100, 30 und 10 uM bei konstantem K;-Wert und konstanter
ASS-Konzentration (K;=10 uM; ASS=100 uM), so sieht man einen stetigen Abfall der
COX-Aktivitéit von ca. 60% bet ARA=300 uM auf ca. 40% bei ARA=100 uM, 20% bei
ARA=30 pM und ca. 10% bei ARA=10 uM (Abb. 13). Diese Abhingigkeit der
ASS/NSAID-Interaktion von der ARA-Konzentration wird auch in den weiteren
Kurvenscharen in Abb. 14-18 sichtbar.
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Abbildung 13:

COX-Aktivitat in % von der maximalen Aktivitat (Substratsattigung) in Abhangigkeit von der
NSAID-Konzentration bei einer im Modell vorgegebenen Michaelis-Menten-Konstante des
NSAID von K; = 10 uM, sechs verschiedenen ASS-Konzentrationen in uM (0; 10; 30; 100; 300;
1000) und ARA-Konzentrationen von 300, 100, 30, 10 pM.
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Abbildung 14:

Analog Abbildung 13, jedoch mit Ki= 1 uM.
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Abbildung 15:

Analog Abbildung 13, jedoch mit K; = 0,1 uM.
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Abbildung 16:

Analog Abbildung 13, jedoch mit Ki= 0,01 uM.
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Abbildung 17:

Analog Abbildung 13, jedoch mit K; = 0,001 uM.
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Abbildung 18:

COX-Aktivitat in % von der maximalen Aktivitat (Substratsattigung) in Abhangigkeit von der
NSAID-Konzentration in uM bei verschiedenen

A: ASS-Konzentrationen in uM (0; 10; 30; 100; 300), einer ARA-Konzentration von 30 yuM und
einer Michaelis-Menten-Konstanten des NSAID von K; = 10 uM.

B: ARA-Konzentrationen in uM (10; 30; 100; 300; 1000), einer ASS-Konzentration von 30 uM
und einer Michaelis-Menten-Konstanten K; = 10 uM.

C: Michaelis-Menten-Konstanten K; in uM (0,001; 0,01; 0,1; 1; 10), einer freien ARA-
Konzentration von 30 uM und einer ASS-Konzentration von 30 uM.

D: Michaelis-Menten-Konstanten K; in uM (0,001; 0,01; 0,1; 1; 10) und einer freien ARA-
Konzentration von 30 uM ohne die Zugabe von ASS (ASS=0 pM).

Betrachtet man Abbildung 18A, sieht man deutlich, dass hohere ASS-Konzentrationen
eine niedrigere COX-Aktivitdit und somit eine stirkere COX-Hemmung bewirken.
Wihrend bei ASS=0 uM die COX-Aktivitat anfanglich bei etwa 78% ist, findet man bei
ASS=30 uM zu Beginn eine COX-Aktivitdt von etwa 39% und bei ASS=300 uM eine
zundchst vollstindige Hemmung der COX-Aktivitit. Weiterhin siecht man an den
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simulierten Ergebnissen in Abb. 18, dass die COX-Hemmung durch niedrigere (0,1 uM;
1 uM) und héhere (> 1000 uM) NSAID-Konzentrationen nur wenig beeintrachtigt ist,
d.h. nahezu der Applikation von ASS alleine entspricht. Bei NSAID-Konzentrationen
im Bereich von 1-1000 uM hingegen findet man eine signifikante Zunahme der COX-
Aktivitdt trotz der Anwesenheit von ASS. Dies bedeutet eine fehlende oder verminderte
COX-Hemmung durch ASS, die im biologischen System zu einer HAPR fiihren wiirde.
Betrachtet man die Kurvenscharen fiir unterschiedliche ARA-Konzentrationen (Abb.
18B), so findet man signifikante Zunahmen der COX-Aktivititen bei hohen ARA-
Konzentrationen (100 puM; 300 puM; 1000 pM) und ein Verschwinden dieser
Medikamenteninteraktion bei niedrigen ARA-Konzentrationen (10 pM). Bei dem
niedrigsten Kj-Wert (K;i=0,001 uM) und somit der hochsten hier untersuchten NSAID-
Affinitdt zeigt sich deutlich, dass sowohl bei der alleinigen Gabe des NSAID ohne ASS
(Abb. 18D) als auch bei NSAID in Kombination mit ASS 30 uM (Abb. 18C, Abb. 17)
eine Hemmung der COX vollstindig erzielt wird und damit die COX-Aktivitat
anndhernd Null betridgt. Diese vollstindige Hemmung der COX wird bei sehr hoher
Affinitit des NSAID zur COX bei allen ASS- und NSAID-Konzentrationen erreicht, so
dass hier eine Interaktion mit ASS nicht erfolgt (Abb. 17). Bei diesem K;-Wert ist die
COX auch bei hohen ARA-Konzentrationen (ARA=300 pM) vollstindig und bei allen
NSAID-Konzentrationen gehemmt (Abb. 17).

3.1.1 Zusammenfassung der Ergebnisse der Simulation:

Die numerischen Ergebnisse der Differentialgleichungen des Modells zeigen folgende
Charakteristik:

1. die Interaktion zeigt sich bei niedrigeren (0-30 uM) und héheren (100-1000 uM)
ASS-Konzentrationen (Abb. 13-15; 18A);

2. die Interaktion ist am stirksten ausgepriagt bei mittleren NSAID-

Konzentrationen (1-100 uM) (Abb. 11-17; 18A; 18B);

je hoher die ARA-Konzentration ist, desto stérker ist die Interaktion (Abb. 18B);

4. je hoher der K;-Wert und somit je niedriger die Affinitit des NSAID zur COX-1
ist, desto deutlicher ist die Interaktion ausgepragt (Abb. 12-17; 18C);

5. bei NSAIDs mit niedrigen K;-Werten und damit sehr hohen Affinitdten wird die
COX schon bei sehr geringen NSAID-Konzentrationen gehemmt und die COX-
Hemmung ist in allen untersuchten Konzentrationen vollstindig (Abb. 18D).

[98)

Medikamenteninteraktionen, die zu HAPR fiihren konnen, sind gemall der Simulation
am chesten zu erwarten bei (1) mittleren (und klinisch relevanten) NSAID-
Konzentrationen, (2) allen untersuchten ASS-Konzentrationen, (3) niedrigen NSAID-
Affinititen zur COX-1, sowie (4) hohen ARA-Konzentrationen. Liegen mehrere
Bedingungen gleichzeitig vor, fiihrt dies zu einer stirkeren Interaktion mit hoherer
COX-Aktivitit.
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3.2 Experimentelle Uberpriifung des Modells

Die mit dem Modell simulierten Daten wurden experimentell anhand vier ausgewéhlter
NSAIDs unterschiedlicher Affinitdt zur COX-1 (Celecoxib, MAA, Piroxicam und SC-
560) iiberpriift. Die ICso-Werte dieser NSAIDs, aus denen eine Berechnung des K-
Wertes erfolgen kann, wurden in Vorversuchen separat bestimmt. Dabei wurde fiir
Celecoxib ein ICsp-Wert von 1 uM, MAA von 6 uM und Piroxicam von 2 uM ermittelt.
Die hochste Affinitdt der verwendeten NSAIDs wies SC-560 mit einer ICso von 30 nM
auf.

3.2.1 Celecoxib

ASS alleine in einer Konzentration von 30 uM bewirkte nach Stimulation durch ARA
(300 uM bzw. 1 mM) oder Kollagen (2-6 pg/ml) eine vollstindige Hemmung der
Thrombozytenaggregation (Abb. 19A-C, rote Kurven). Bei gleichzeitiger Anwesenheit
von ASS und Celecoxib im PRP und Stimulation mit 1 mM ARA waren die
Thrombozytenaktivitit und Thromboxansynthese jedoch nicht mehr vollstindig
gehemmt (Abb. 19A). Wie im Modell simuliert, zeigte sich auch experimentell, dass die
Wirkung von ASS durch Celecoxib aufgehoben wurde und die Thrombozyten-
aggregation, als Maf fiir die COX-Aktivitit, nicht mehr vollstindig gehemmt war.
Insofern zeigten ASS und Celecoxib eine Interaktion im Sinne einer teilweise
aufgehobenen Hemmung durch ASS. Diese Interaktion nahm mit Erhéhung der
Celecoxib-Konzentration zu, bis sie ein Maximum bei 0,3 pM Celecoxib erreichte, und
nahm bei weiterer Erh6hung der Celecoxib-Konzentration wieder ab. Wie auch das
Modell zeigte, ergab sich also auch hier eine glockenféormige Konzentrations-
Wirkungskurve in Bezug auf die Interaktion mit diesem NSAID. Celecoxib allein fiihrte
erst ab Konzentrationen > 3 uM zu signifikanter Thrombozytenaggregationshemmung
(Abb. 19A, graue Kurve). Bei ARA-Konzentrationen von 300 uM wurde diese
Interaktion erst bei hoherer Celecoxib-Konzentration und quantitativ geringer
beobachtet, widhrend sie bei ARA 1 mM schon bei sehr niedriger Celecoxib-
Konzentration (0,01 puM) vorhanden war (Abb. 19A; 19B, rote Kurven). Dies
verdeutlicht, dass die Konzentration der ARA die Interaktion beeinflusste. Bei ARA
300 uM fiihrte Celecoxib allein auch in hoheren Konzentrationen zu keiner
signifikanten Hemmung der Aggregation (Abb. 19B, graue Kurve). Auch die
Versuchsreihe mit Stimulation der Thrombozyten durch Kollagen zeigte bei allen
Celecoxib-Konzentrationen Interaktionen, jedoch im Vergleich zur Versuchsreihe mit
ARA 1 mM weniger stark ausgepriagt (Abb. 19C, rote Kurve). Ein Unterschied bei der
Kollagen-Stimulation im Vergleich zu der Stimulation mit ARA war, dass es keinen
kontinuierlichen Anstieg der Interaktion bis zu einem Maximum und einen an-
schlieBenden Abfall gab, sondern die Interaktionen mit Erhohung der Celecoxib-
Konzentration relativ stetig zunahmen.

Die thrombozytdare Thromboxansynthese nach Stimulation mit ARA bzw. Kollagen als
Mal fiir die COX-Aktivitdit war bei alleiniger Verwendung von ASS vollstindig
gehemmt. Wie bei der Hemmung der Aggregation, resultierten Celecoxib und ASS in
Kombination in einer deutlichen Zunahme der Thromboxansynthese, welche auf eine
herabgesetzte Hemmung durch ASS infolge einer Interaktion zwischen ASS und
Celecoxib hinweist (Abb. 19A-C).
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Abbildung 19:

Thrombozytenaggregation in vitro nach Stimulation mit ARA (A: 1 mM; B: 300 pM) bzw.
Kollagen (C: 2-6 pg/ml, s. Methodik). Linke Seite: Konzentrationsabhangige Hemmung der
Aggregation durch Celecoxib allein (graue Kurven) und Effekt von Celecoxib in Gegenwart
von 30 uM ASS (rote Kurven). Rechte Seite: Thrombozytdre Thromboxansynthese unter
den angegebenen Versuchsbedingungen. KON: Kontrolle ohne Inhibitor. * p<0,05 vs.
Celecoxib (0 uM) + ASS (30 uM). Die Hemmung der Aggregation durch Celecoxib allein
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(graue Kurven) und die Hemmung der thrombozytaren Thromboxansynthese durch ASS
allein war statistisch signifikant, wurde der Ubersichtlichkeit halber aber nicht markiert.

3.2.2 Methylaminoantipyrin (MAA)

Auch bei der Versuchsreihe mit MAA bewirkte ASS allein in einer Konzentration von
30 uM in Gegenwart von ARA 1 mM, ARA 300 uM oder Kollagen (0,5-4 ng/ml) eine
vollstindige Hemmung der Thrombozytenaggregation (Abb. 20A-C, rote Kurven). Bei
der gleichzeitigen Hinzugabe von ASS und MAA zum PRP bei einer ARA-
Konzentration von 1 mM und MAA-Konzentrationen > 0,3 uM kam es zu einer
deutlichen Beeintriachtigung der Hemmung durch ASS (Abb. 20A, rote Kurve). Diese
war bei MAA-Konzentrationen > 1 uM statistisch signifikant. Auch hier bestdtigten die
Ergebnisse das Modell. Diese Interaktion nahm mit Erh6hung der MAA-Konzentration
zu, mit maximaler Thrombozytenaktivitit bei 3-10 uM MAA. Bei ARA-
Konzentrationen von 300 uM wurde diese Interaktion schon ab einer MAA-
Konzentration von 0,1 uM beobachtet, erreichte ein Maximum bei 3 uM MAA und fiel
bei hoheren MAA-Konzentrationen entsprechend der Vorhersagen des Modells wieder
ab (Abb. 20B, rote Kurve). Insofern deutet sich auch hier eine glockenformige
Konzentrationskurve an, auch wenn der vorab gewihlte Bereich der MAA-
Konzentrationen dies nicht vollstindig erfasste. Auch bei der Stimulation mit Kollagen
ergab sich bei allen untersuchten MA A-Konzentrationen eine erhebliche Interaktion, die
bei 10 uM MAA die Hemmung durch ASS vollstandig authob (Abb. 20C, rote Kurve).
MAA alleine fiihrte sowohl bei der Stimulation mit ARA 300 uM, ARA 1 mM und
Kollagen nur zu einer tendenziellen, nicht signifikanten Hemmung der Aggregation
(Abb. 20A-C, graue Kurven).

ASS allein hemmte die thrombozytire Thromboxansynthese nach Stimulation mit
sowohl ARA als auch Kollagen vollstindig (Abb. 20A-C). Wie bei der Aggregation,
resultierten auch hier MAA und ASS zusammen in einer deutlichen Thromboxan-
bildung, die bei den Versuchsreihen mit ARA (300 uM und 1 mM) statistisch
signifikant war. Die Versuche mit Kollagen bestétigten auch hier die Interaktion, die
zuvor mit ARA gezeigt werden konnten. Entsprechend der Versuchsreihe mit Celecoxib
zeigten sich auch bei MAA Interaktionen mit ASS — sowohl bei der Hemmung der
Thrombozytenaggregation als auch bei der Hemmung der Thromboxansynthese.
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Abbildung 20:

Thrombozytenaggregation in vitro nach Stimulation mit ARA (A: 1 mM; B: 300 pM) bzw.
Kollagen (C: 0,5-4 ug/ml, s. Methodik). Linke Seite: Konzentrationsabhéngige Hemmung
der Aggregation durch MAA allein (graue Kurven) und Effekt von MAA in Gegenwart von 30
MM ASS (rote Kurven). Rechte Seite: Thrombozytare Thromboxansynthese unter den
angegebenen Versuchsbedingungen. KON: Kontrolle ohne Inhibitor. * p<0,05 vs. MAA (0
uM) + ASS (30 uM). Die Hemmung der Aggregation durch MAA allein (graue Kurven) und
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die Hemmung der thrombozytaren Thromboxansynthese durch ASS allein war statistisch
signifikant, wurde der Ubersichtlichkeit halber aber nicht markiert.

3.2.3 Piroxicam

In der Versuchsreihe mit Piroxicam bewirkte 30 uM ASS allein bei Stimulation durch
ARA (300 uM und 1 mM) oder Kollagen (1-2 pg/ml) eine vollstindige Hemmung der
Thrombozytenaggregation (Abb. 21A-C, rote Kurve). Bei ASS (30 pM) in
Kombination mit Piroxicam (> 0,3 uM) und Stimulation durch ARA (1 mM) kam es zu
einer deutlichen Zunahme der Aggregation im Sinne einer Interaktion, die bei
Piroxicam 1-30 pM gegeniiber ASS allein statistisch signifikant war (Abb. 21A, rote
Kurve). Diese Interaktion war bei 30 uM Piroxicam maximal. Piroxicam allein (Abb.
21A, graue Kurve) hemmte die Thrombozytenaggregation bei einer Konzentration von
10 uM deutlich und ab Konzentrationen von 30 uM vollstindig. Bei Stimulation mit
300 uM ARA ergab sich ebenfalls eine deutliche Interaktion mit 30 uM ASS, wobei
eine maximale Aggregation bei 3-10 pM Piroxicam auftrat (Abb. 21B, rote Kurve).
Piroxicam allein hemmte die Thrombozytenaggregation nach Stimulation durch 300
uM ARA in Konzentrationen > 10 uM (Abb. 21B, graue Kurve). Auch bei Stimulation
mit Kollagen interagierte Piroxicam mit der Hemmung durch ASS (Abb. 21C, rote
Kurve). Piroxicam allein hemmte auch bei Stimulation mit Kollagen die Aggregation in
Konzentrationen > 10 pM (Abb. 21C, graue Kurve). Insofern bestitigen die

Aggregationsversuche mit Piroxicam die Ergebnisse der Modellsimulation ebenfalls.

Die thrombozytire Thromboxansynthese nach Stimulation mit ARA oder Kollagen
wurde durch ASS allein (30 uM) nahezu vollstindig gehemmt (Abb. 21A-C). Wie bei
der Aggregation, resultierten auch hier Piroxicam und ASS zusammen in einer deutlich
hoheren Thromboxansynthese, was bei 1 mM und 300 uM ARA gegeniiber ASS allein
statistisch signifikant war. Bei der Versuchsreihe mit Piroxicam ergab sich, dhnlich wie
bei Celecoxib und MAA, eine gute Ubereinstimmung mit dem Modell, auch hier mit
glockenformiger Konzentrations-Wirkungskurve.
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Abbildung 21:

Thrombozytenaggregation in vitro nach Stimulation mit ARA (A: 1 mM; B: 300 pM) bzw.
Kollagen (C: 1-2 pg/ml, s. Methodik). Linke Seite: Konzentrationsabhangige Hemmung der
Aggregation durch Piroxicam allein (graue Kurven) und Effekt von Piroxicam in Gegenwart
von 30 uM ASS (rote Kurven). Rechte Seite: Thrombozytdre Thromboxansynthese unter
den angegebenen Versuchsbedingungen. KON: Kontrolle ohne Inhibitor. * p<0,05 vs.
Piroxicam (0 pM) + ASS (30 uM). Die Hemmung der Aggregation durch Piroxicam allein
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(graue Kurven) und die Hemmung der thrombozytaren Thromboxansynthese durch ASS
allein war statistisch signifikant, wurde der Ubersichtlichkeit halber aber nicht markiert.

3.2.4 SC-560

Im Gegensatz zu Celecoxib, Piroxicam und MAA zeigte der hoch affine und selektive
COX-1-Inhibitor SC-560 eine vollstindige Aggregationshemmung bei allen Konzen-
trationen in Kombination mit ASS 30 pM, sowohl bei der Versuchsreihe mit 1 mM als
auch 300 uM ARA (Abb. 22A-B, rote Kurven) (Long et al., 2010). SC-560 allein
hemmte die Thrombozytenaggregation bei Konzentrationen von 0,3 - 1 uM (Abb. 22A-
B, graue Kurven). SC-560 und ASS interagierten also nicht und die Thrombozyten-
aggregationshemmung blieb auch bei kombinierter Zugabe von SC-560 und ASS zum
PRP vollstindig erhalten.

Auch bei der thrombozytiren Thromboxansynthese nach Stimulation mit 300 uM und 1
mM ARA ergab sich eine vollstindige Hemmung durch ASS allein (Abb. 22A-B). Wie
bei der Aggregation, blieb auch bei kombinierter Zugabe von ASS und SC-560 die
Thromboxansynthese vollstindig gehemmt. Von den in dieser Arbeit untersuchten
NSAIDs weist SC-560 die hochste Affinitdt auf. Zugleich war dies die einzige
Substanz, die nicht mit ASS interagierte und somit nicht die ASS-Wirkung be-
eintrachtigte. Da mit SC-560 bei der Aktivierung durch exogene ARA keine Interaktion
mit ASS nachweisbar war, wurde auf erginzende Versuche mit Kollagen verzichtet.
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Abbildung 22:

Thrombozytenaggregation in vitro nach Stimulation mit ARA (A: 1 mM; B: 300 uM). Linke
Seite: Konzentrationsabhangige Hemmung der Aggregation durch SC-560 allein (graue
Kurven) und Effekt von SC-560 in Gegenwart von 30 uM ASS (rote Kurven). Rechte Seite:
Thrombozytare Thromboxansynthese unter den angegebenen Versuchsbedingungen.
KON: Kontrolle ohne Inhibitor. * p<0,05 vs. SC-560 (0 yM) + ASS (30 pM). Die Hemmung
der Aggregation durch SC-560 allein (graue Kurven) und die Hemmung der thrombozytaren
Thromboxansynthese durch ASS allein war statistisch signifikant, wurde der
Ubersichtlichkeit halber aber nicht markiert.
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3.2.5 Zusammenfassung der experimentellen Ergebnisse und Vergleich mit den

Ergebnissen der Simulation

Sowohl die mathematische Simulation als auch die experimentelle Uberpriifung zeigten
insofern vergleichbare Ergebnisse, als dass es bei ASS und NSAIDs zu deutlicher
Interaktion im Sinne einer verminderten Hemmung von Aggregation und
Thromboxansynthese durch ASS in Gegenwart von NSAIDs kam.

Zusammenfassend hing die Interaktion von den folgenden drei Faktoren ab:

1.

Die Konzentration des NSAID beeinflusste das Ausmal} der Interaktion an der
COX. Bei niedrigen und hohen NSAID-Konzentrationen fiel die Interaktion
geringer aus. Bei mittleren (und klinisch eher zu erwartenden) NSAID-
Konzentrationen kam es zu HAPR. Dies zeigten die Konzentrations-Wirkungs-
kurven von Celecoxib, MAA und Piroxicam bei der Thrombozytenstimulation
sowohl mit ARA als auch mit Kollagen (Abb. 19-21).

Weiterhin ergab sich bei hoherer Konzentration der ARA (I mM) eine stirkere
Interaktion. Dies zeigten vor allem die experimentellen Ergebnisse mit Celecoxib
und Piroxicam (Abb. 19A-B; 21A-B). Bei niedrigen ARA-Konzentrationen blieb
die COX auch bei kombinierter Gabe von ASS mit NSAID nahezu gehemmt
(Abb. 18B).

Der dritte Faktor, der sowohl in der Simulation als auch im experimentellen Teil
die Interaktion stark beeinflusste, war die Affinitiat des NSAID zur COX. Bei sehr
hoher Affinitidt (SC-560) wurde, entsprechend der Simulation, {iberhaupt keine
Interaktion beobachtet, d.h. die COX blieb durch ASS auch in Gegenwart dieses
COX-Inhibitors vollstindig gehemmt (Abb. 16, 17, 18C, 22). NSAIDs mit
geringerer Affinitit (Piroxicam, MAA, Celecoxib) zeigten dagegen ausgeprigte
Interaktionen mit ASS und fiihrten zu einer unzureichenden Hemmung der COX
durch ASS (Abb. 12-21).
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3.2.6 Experimentelle Untersuchung zur Aufhebung der Interaktion bei Erh6hung
der ASS-Konzentration

Eine weitere Fragestellung der Arbeit war, ob die Interaktion zwischen NSAIDs und
ASS bei Erhdhung der ASS-Konzentration aufgehoben werden kann. In den
Ergebnissen der Simulation am Computermodell wurde deutlich, dass je hoher die ASS-
Konzentration war, desto geringer die COX-Aktivitit war. Da die bisher dargestellten
Experimente mit jeweils einer einzigen ASS-Konzentration (30 pM) durchgefiihrt
wurden, wurde dieser Fragestellung in einem gesonderten Ansatz nachgegangen. Dazu
wurde jeweils Celecoxib, MAA oder Piroxicam mit einer Konzentration von 3 uM bei
Stimulation mit ARA 1 mM bzw. 300 uM in Kombination mit unterschiedlichen ASS-
Konzentrationen (30 uM, 100 uM, 300 pM) an PRP eines Spenders untersucht. Hier
wurden lediglich Einzelversuche durchgefiihrt, da hier zunichst nur orientierend das
Konzept der Uberwindung der Interaktion iiberpriift werden sollte. In einer Nachfolge-
studie (auBerhalb dieser Dissertation) soll dieser Aspekt detaillierter untersucht werden.
Mit SC-560 wurden diese Experimente nicht durchgefiihrt, da bei dieser Substanz keine
Interaktion mit ASS beobachtet wurde (s. 3.2.4).

Alle Versuche mit ARA 300 uM und den drei NSAIDs Celecoxib, MAA und Piroxicam
verliefen vom Ergebnis her vergleichbar (Abb. 23A-C). ASS erreichte immer eine
vollstindige Hemmung der Aggregation. In Gegenwart von 30 uM ASS und 3 pM jedes
der untersuchten NSAIDs kam es zur Thrombozytenaggregation im Sinne der
vorausgehend gezeigten Interaktion. Wurde jedoch die ASS-Konzentration erhoht (von
30 auf 100 pM), war auch in Kombination mit dem NSAID die Thrombozyten-
aggregation wieder vollstindig gehemmt.

Die Experimente mit 1 mM ARA und jeweils Celecoxib, MAA und Piroxicam verliefen
entsprechend (Abb. 23A-C). Hier erreichte ASS in einer Konzentration von 100 uM
eine vollstindige Thrombozytenfunktionshemmung, die wiederum durch jeweils 3 uM
der gewidhlten NSAIDs weitgehend aufgehoben wurde. Eine Erhoéhung der ASS-
Konzentration von 100 pM auf 300 puM erzielte jedoch auch hier wieder eine
vollstindige Hemmung der Thrombozytenaggregation. Unabhédngig von der gewéhlten
Konzentration von ARA (300 uM oder 1 mM) fiihrte eine Erhohung der ASS-
Konzentrationen zur effektiven Hemmung der Thrombozytenaggregation. Auch in
diesem Punkt wurde insofern das Ergebnis der Simulation bestétigt.
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Abb. 23:

Originalkurven der Thrombozytenaggregation an PRP eines gesunden Spenders nach Zugabe
unterschiedlicher Konzentrationen von Celecoxib (A), MAA (B), Piroxicam (C) und Stimulation
mit ARA (300 pM bzw. 1 mM) in Kombination mit ASS (30 uM, 100 uM, 300 uM). Die im PRP
nach Ablauf der Aggregation bestimmten Thromboxankonzentrationen (TXB,, ng/ml) sind
unterhalb der Originalregistrierungen angegeben.

Zusammenfassung:

Die Interaktion von ASS mit NSAIDs konnte bei Erhohung der ASS-Konzentration
aufgehoben werden (Abb. 23). Der Vergleich zwischen den Versuchen mit den zwei
verschiedenen ARA-Konzentrationen zeigt, dass bei hoheren ARA-Konzentrationen
hohere ASS-Konzentrationen zur Thrombozytenhemmung benotigt wurden und dass
bei hoheren ARA-Konzentrationen daher auch hohere ASS-Konzentrationen zur
Aufhebung der Interaktion nétig waren. Die Interaktion von ASS mit anderen NSAIDs
hing somit stark von der ARA-Konzentration ab. Diese Ergebnisse bestdtigten
wiederum die in der mathematischen Simulation ermittelten Ergebnisse (Abb. 18B). Die
Anpassung der ASS-Dosis muss also ARA-konzentrationsabhéngig erfolgen.
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4. Diskussion

Wie im Ergebnisteil dieser Arbeit dargestellt, bestétigten die experimentellen Resultate
die mit dem mathematischen Modell simulierten Vorhersagen.

Die wichtigsten Ergebnisse kann man wie folgt zusammenfassen:

- Die kombinierte Inkubation von verschiedenen NSAIDs und ASS kann zu einer
Interaktion und somit zur Authebung der ASS-Wirkung und zu HAPR fiihren.

- Verschiedene NSAIDs interagieren unterschiedlich stark mit ASS (Piroxicam,
Celecoxib, MAA), einige interagieren hingegen nicht (SC-560), sodass man nicht
von einem Klassenphdnomen aller NSAIDs ausgehen kann.

- Die Interaktion zwischen NSAIDs und ASS wird hinsichtlich der Hemmung der
Thrombozytenfunktion durch die Konzentration der Wirkstoffe (ASS und Nicht-
ASS-NSAIDs), der Konzentration des physiologischen Substrats (ARA), und der
NSAID-Affinitdt zur COX-1 beeinflusst. Dabei findet man stdrkere Interaktionen
bei mittleren NSAID-Konzentrationen, hoheren ARA-Konzentrationen und
niedrigeren NSAID-Affinitdten zur COX-1.

- Das mathematische enzymkinetische Modell, das auf einem kompetitiven
Mechanismus an der COX-1 beruht, konnte experimentell verifiziert werden. Die
Medikamenteninteraktion kann insofern durch einen kompetitiven Antagonismus an
der COX-1 erklért werden.

- Eine Erhohung der ASS-Konzentration kann die Interaktion mit NSAIDs
iiberwinden.

Im Folgenden werden diese Ergebnisse im Detail diskutiert und mit anderen
Untersuchungen verglichen.

4.1 Vergleich des mathematisch enzymkinetischen Modells mit
anderen pharmakodynamischen Modellen zur Beschreibung der
Medikamenteninteraktion an der COX-1

Cyclooxygenasen sind intensiv untersuchte Enzyme, da sie fir Himostase, Schmerz,
Inflammation und insbesondere in der Pathophysiologie kardiovaskuldrer Erkrankungen
eine erhebliche Bedeutung haben. Es iiberrascht daher nicht, dass Modelle, die die
Medikamenteninteraktion an der COX beschreiben, auch von anderen Arbeitsgruppen
entwickelt wurden.

Goltsov et al. stellten ein sehr differenziertes enzymkinetisches Modell auf, das zum
einen die Wirkung eines NSAIDs an der COX und zum anderen die kombinierte
Wirkung von zwei NSAIDs an der COX beschreiben sollte (Goltsov et al., 2009). Die
Analyse konzentrierte sich auf ASS und Celecoxib. Die Autoren stellten fest, dass
Celecoxib die COX-hemmende Wirkung von ASS vermindern oder sogar ganz
autheben kann, besonders ausgeprégt bei Celecoxib-Konzentrationen von 1- 50 uM mit
dem Maximum der Interaktion bei einer Konzentration von 10 uM (nur noch 10%-ige
Inhibition der COX durch ASS). Bei hoheren sowie bei niedrigeren Celecoxib-
Konzentrationen wurde analog zum Modell dieser Dissertation eine relativ
unbeeintrachtigte COX-Hemmung durch ASS vorgefunden. Die unbeeintrichtigte
COX-Hemmung bei hohen Celecoxib-Konzentrationen (10 - 100 uM) wurde von den
Autoren damit erklirt, dass Celecoxib selbst das COX-1 Enzym inhibiert. Eine starke
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COX-Hemmung durch ASS bei niedrigen Celecoxib-Konzentrationen (< 1 uM) wurde
damit begriindet, dass die meisten COX-1-Molekiile durch ASS irreversibel acetyliert
werden und nicht mehr fir die Bindung der ARA zur Verfiigung stehen. Im
Konzentrationsbereich um 10 pM hingegen konkurriert Celecoxib mit der Bindung
durch ASS, erlaubt jedoch den Zugang von ARA zum aktiven Zentrum, da diese eine
hohere Affinitdt besitzt. Im Vergleich zu der vorliegenden Arbeit wurden durch die
Autoren keine experimentellen Daten erhoben, sondern aus der Literatur entnommen.
Weiterhin wurde die Modellierung nur fiir Celecoxib, aber nicht fiir andere NSAIDs
vorgenommen, so dass die Abhdngigkeit der Interaktionen von der NSAID-Affinitét
weder berechnet noch experimentell untersucht wurde. Es ist aufgrund der unter-
schiedlichen kinetischen Eigenschaften der verschiedenen NSAID-Klassen wichtig, ein
Modell zu entwickeln, das nicht nur fiir Coxibe anwendbar ist (Hohlfeld, Saxena und
Schror, 2013). Das Modell der vorliegenden Arbeit ist andererseits stirker vereinfacht,
was aber auch ein besseres qualitatives Verstindnis ermdglicht.

Eine Untersuchung von Hong et al. beschrieb ein pharmakokinetisches/ pharmako-
dynamisches Modell zur Interaktion von ASS mit Ibuprofen, welches diese Autoren
auch experimentell an zehn gesunden Probanden mithilfe der Vollblutaggregometrie
iiberpriiften (Hong et al., 2008). Sie fanden, dass Ibuprofen die Thrombozytenhemmung
durch ASS sowohl vor der ASS-Gabe als auch bei gleichzeitiger Gabe mit ASS hemmt.
Weiterhin stellten sie fest, dass multiple Ibuprofen-Dosen téglich auch bei der Gabe
nach ASS deren Wirkung beeintrachtigen konnen. Lediglich bei der Applikation einer
einzigen Dosis von Ibuprofen nach der ASS-Gabe oder bei einer gelegentlichen
dreifachen Dosis von Ibuprofen, zum Beispiel nur einmal wochentlich, blieb die
simulierte Thrombozytenhemmung durch ASS erhalten. Im Vergleich zu unserer Arbeit
erfolgten die Versuche ausschlieBlich mit Aggregometrie und es wurden keine TXB,-
Messungen durchgefiihrt, einem sehr spezifischen Biomarker fiir die COX-Hemmung
durch ASS. Wie bei Goltsov et al. wurden auch hier nur Berechnungen fiir ein einziges
NSAID in Kombination mit ASS durchgefiihrt, so dass auch in dieser Arbeit die
Bedeutung verschiedener NSAIDs im Vergleich und die Bedeutung der NSAID-
Affinitdt fiir die Interaktionen nicht weiter untersucht wurde. Dies wire jedoch wichtig,
um unterscheiden zu konnen, welche NSAIDs mit ASS interagieren konnten, um auf
diese Weise NSAIDs zu identifizieren, die potentiell mit ASS kombinierbar sind ohne
die Hemmung der Thrombozytenfunktion zu verlieren. Auch die Bedeutung der ARA-
Konzentration wurde in den vorher beschriebenen Modellen nicht analysiert oder
experimentell liberpriift.

Awa et al. untersuchten auf dem Modell von Hong et al. aufbauend die Abhingigkeit
der zeitlichen Verabreichung von ASS und Ibuprofen im Bezug zu ihrer Interaktion an
der COX, sowohl bei einzelnen Dosen von Ibuprofen und ASS als auch bei mehreren
Dosen beider NSAIDs in verschiedenen zeitlichen Intervallen (Awa et al., 2012). Dabei
zeigten die modellierten Resultate, dass bei Ibuprofen weniger als eine Stunde nach der
ASS-Verabreichung die thrombozytenhemmende Wirkung von ASS massiv reduziert
war. Wurde Ibuprofen jedoch mehr als zwei Stunden nach ASS verabreicht, zeigte das
Modell keine Interaktion und die Hemmung der Thrombozytenfunktion durch ASS
blieb erhalten. Wurde Ibuprofen bis zu zwolf Stunden vor der ASS-Gabe verabreicht,
kam es zu einer vollstindigen Aufhebung der hemmenden ASS-Wirkung. Selbst bei
einer Ibuprofen-Gabe von 18 bis 24 h vor der ASS-Gabe, war die ASS-Wirkung
reduziert. Wurde Ibuprofen (200 mg) drei Tage lang dreimal téglich in fiinf Stunden-
Intervallen mit niedrig-dosierter ASS zwei Stunden nach der ASS-Gabe verabreicht, so
kam es erst ab dem zweiten Tag zu einer reduzierten ASS-Wirkung, die auch anhielt.
Erst drei Tage nach der Einstellung des Ibuprofens wurde wieder eine vollstindige
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Thrombozytenaggregationshemmung durch ASS festgestellt. Damit konnte gezeigt
werden, dass die Auswirkung von Ibuprofen auf die ASS-Wirkung noch bis zur
ndchsten ASS-Dosis am darauffolgenden Tag anhélt und diese beeintrdchtigen und
sogar vollstindig autheben kann. Die Empfehlung der Autoren war, bei gleichzeitiger
Einnahme von ASS anstelle von Ibuprofen andere NSAIDs wie Diclofenac oder
Paracetamol zu verwenden, da diese weniger oder nicht interagieren wiirden. Allerdings
wurde keines dieser NSAIDs von den Autoren selbst untersucht. Sie fligten jedoch
hinzu, dass die kinetischen Parameter anderer NSAIDs sich unterscheiden und daher
ebenfalls untersucht werden sollten. Ahnliche Ergebnisse erzielten auch Catella-Lawson
et al., die zeigen konnten, dass eine multiple Gabe von Ibuprofen, sowie eine Einzel-
dosis von Ibuprofen zwei Stunden vor der Verabreichung von ASS, im Gegensatz zur
Ibuprofen-Gabe nach ASS zu einer Interaktion fiihrte (Catella-Lawson et al., 2001).

Tien et al. entwickelten ein enzymkinetisches Modell fiir den autokatalytischen COX-1-
Synthesemechanismus zur Beschreibung der Regulation der COX-1-Aktivitdt, gingen
jedoch nicht auf Medikamenteninteraktionen an der COX ein (Tien et al., 2005).

4.2 Pharmakologischer Mechanismus der Medikamenteninteraktion
an der COX-1

In der Literatur gibt es sehr uneinheitliche Hypothesen zum Mechanismus der
Medikamenteninteraktion an der COX. Dabei sind zwei grundsitzlich unterschiedliche
Konzepte zu unterscheiden:

1. einen kompetitiven Antagonismus von NSAID und ASS an der COX-1 (Abb. 24)
2. nicht-kompetitive Mechanismen (z.B. Cross-Talk) (Abb. 25).

Da die Ergebnisse des mathematischen Modells in der vorliegenden Arbeit, das auf
einem kompetitiven Mechanismus der Arzneimittelinteraktion basiert, durch die
experimentellen in vitro-Versuche bestitigt werden konnten, liegt es nahe, von einem
kompetitiven Antagonismus von NSAID, ASS und dem physiologischen Substrat ARA
an der COX-1 auszugehen (Abb. 24). Die vorher erlduterten enzymkinetischen Modelle
gingen ebenfalls von einem kompetitiven Antagonismus aus und erzielten ebenfalls
realistische experimentelle Resultate (Goltsov et al., 2009; Hong et al., 2008; Awa et
al., 2012; Pouplana, Lozano und Ruiz, 2002). Diese Autoren gingen davon aus, dass
beim kompetitiven Antagonismus NSAIDs an Aminosduren im hydrophoben Kanal der
COX-1 binden und dadurch mit der ASS-Bindung konkurrieren (Llorens et al., 1999;
Selinsky et al., 2001; Hohlfeld, Saxena und Schror, 2013). Weiterhin zeigen sowohl die
mathematischen als auch experimentellen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass
durch Erhéhung der ASS-Konzentration die Interaktion iiberwunden werden kann, was
auch fiir einen kompetitiven Antagonismus spricht. Hinweise darauf duflerten auch
Hohlfeld et al. (Hohlfeld et al., 2008). Eine aktuelle Untersuchung der eigenen
Arbeitsgruppe beschrieb kiirzlich, dass es unter verschiedenen NSAID-Klassen grof3e
pharmakodynamische Unterschiede beziiglich ihrer Interaktion mit ASS gibt (Saxena et
al., 2013). Die meisten NSAIDs scheinen dabei reversibel entweder direkt am aktiven
Zentrum der COX oder im hydrophoben Kanal des Enzyms zu binden und letztendlich
konnte das Andocken an verschiedenen Aminosduren im hydrophoben Kanal
ausschlaggebend dafiir sein, ob und in welchem Ausmall ein NSAID mit ASS
interagieren wiirde. Insbesondere Arg 120, Tyr 355 und Ser 530, welches an seinem
Hydroxylrest durch ASS acetyliert wird, sollen bei den Interaktionen eine grof3e Rolle
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zukommen, und NSAIDs, die mit Seitenketten dieser Aminosduren Wasserstoff-
briickenbindungen eingehen, scheinen auf diese Weise die ASS-Wirkung zu verhindern.
Saxena et al. gehen nicht davon aus, dass ihre Ergebnisse die Theorie des Cross-Talk-
Mechanismus (siche unten) ausschlieBen. Eine enzymkinetische Modellierung des
Cross-Talks ist derzeit allerdings nicht moglich, da dieser Mechanismus zu wenig
charakterisiert ist und insofern die Parameter fiir Modellrechnungen fehlen.

Die Theorien der nicht-kompetitiven Medikamenteninteraktion beruhen hauptsichlich
auf einen sogenannten Cross-Talk-Mechanismus (Abb. 25). Der Theorie des Cross-
Talk-Mechanismus liegt zugrunde, dass nur eine der zwei identischen Untereinheiten
der COX katalytisch aktiv ist, wihrend die andere eine regulatorische Funktion besitzt
(Yuan et al., 2006; Prusakiewicz et al., 2009). Sidhu et al. beschrieben, dass einige
NSAIDs die COX hemmen in dem sie nur an einer Untereinheit binden (Sidhu et al.,
2010). Diese Untereinheit wiirde dann zur allosterischen Untereinheit werden und die
zweite Untereinheit zur katalytischen. Die Wirksamkeit der katalytischen Untereinheit
wiirde durch die allosterische Untereinheit reguliert werden, abhingig davon welcher
Ligand an der allosterischen Untereinheit gebunden ist. Einige Liganden wiirden die
Aktivitdt der katalytischen Untereinheit erhdhen, andere eher erniedrigen und manche
Liganden wiirden die Katalyse gar nicht beeinflussen. Weiterhin wird diskutiert, dass
zeitabhingige COX-Hemmer sowie COX-2-selektive Inhibitoren nur an der
allosterischen Untereinheit binden, wo hingegen reversibel und kompetitiv bindende
NSAIDs wie Ibuprofen an sowohl der allosterischen als auch der katalytischen
Untereinheit binden miissen (Prusakiewicz et al., 2009; Yuan et al., 2009; Sidhu et al.,
2010). Andere Arbeitsgruppen vermuteten, dass einige NSAIDs iiber die regulatorische
Untereinheit einen nicht-kompetitiven Antagonismus ausiiben, wihrend andere NSAIDs
die COX kompetitiv am katalytischen Zentrum inhibierten (Smith, Urade und
Jakobsson, 2011). Rimon et al. untersuchten die Interaktion von ASS mit Celecoxib
sowohl anhand genauer kristallographischer Messungen als auch tierexperimentell und
beschrieben, dass die Bindung eines NSAID an einer Untereinheit der COX eine
Konformationsdnderung der zweiten, katalytisch aktiven Untereinheit bewirkt, so dass
ithre Hemmung durch ASS verlangsamt oder behindert wird (Rimon et al., 2010).
Generell sei auch immer nur eine der zwei Untereinheiten katalytisch aktiv, welches als
half-of-the-sites reactivity bezeichnet wurde (Yuan et al.,, 2006). Rimon et al.
bestitigten durch kristallographische Analysen, dass nur eine COX-Untereinheit
wihrend der Katalyse aktiv ist und zeigten, dass viele NSAIDs, besonders
zeitabhingige COX-Hemmer (wie Diclofenac), mit der Bindung an nur einer
Untereinheit das komplette Enzym hemmen wiirden (Rimon et al., 2010). Zwar soll
Celecoxib mit der Bindung an einer Untereinheit nicht die Umsetzung von ARA durch
die zweite Untereinheit beeintrachtigen, jedoch die Hemmung der katalytischen
Untereinheit durch ASS verhindern. Dies konnte sogar bei sehr niedriger
(submikromolarer) Celecoxib-Konzentration auftreten, die per se die COX-1-Aktivitét
nicht hemmt. Dazu miisse Celecoxib weniger als die Hélfte der verfiigbaren COX-
Untereinheiten besetzen — hierfliir wiren Plasmakonzentrationen von ASS und
Celecoxib notwendig, die bei iiblicher Dosierung auch durchaus vorkommen. Die
Analyse der Interaktion von Celecoxib mit der COX-1 fiihrten die Autoren mittels
Rontgenkristallographie durch. Im Ergebnis kamen sie zu dem Schluss, dass Celecoxib
auch an der COX-1 wirkt und sogar eine hohere Affinitdt fiir die allosterische
Untereinheit der COX-1 als die der COX-2 aufweist. Wie bereits oben erwidhnt, miissen
sich die beiden Erkldrungsansitze zur Interaktion an der COX nicht zwingend
gegenseitig ausschlief3en.
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Abb. 24:
Kompetitiver Antagonismus zwischen ASS und NSAID an sich Uberlappenden Bindungsstellen
als mogliche Erklarung fir die Interaktion von ASS und NSAID an der COX-1.
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Abb. 25:

Cross-Talk zwischen den zwei COX-Untereinheiten als weitere mdgliche Erklarung fir die
Interaktion von ASS und einem zweiten NSAID an der COX-1. Die Bindung von NSAID an der
allosterischen Untereinheit der COX bewirkt eine Konformationsanderung der zweiten
katalytischen Untereinheit, wodurch die Hemmung durch ASS beeintrachtigt wird.

Einige Autoren vermuteten, dass die COX-2 eine Rolle bei den Interaktionen spielen
konnte. Dies ist auszuschliefen, da bei den hier durchgefiihrten Experimenten mit dem
COX-1-Hemmer ASS sowohl die Thrombozytenaggregation als auch die TXA,-
Synthese zu Beginn nahezu vollstindig gehemmt werden konnte und erst bei der
Zugabe des zweiten NSAID eine unzureichende COX-Hemmung auftrat. Wére die
COX-2 in Thrombozyten aktiv, hitte keine vollstindige Thrombozytenhemmung mit
ASS erreicht werden konnen. Censarek et al. fanden heraus, dass die geringe COX-2-
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Expression, die in Thrombozyten nachweisbar war, nicht aktiv zur Thromboxan-
synthese beitrug (Censarek et al., 2007).

4.3 Interaktion von ASS mit NSAIDs verschiedener Klassen

NSAIDs zeigen vier verschiedene Arten der COX-1 Hemmung: 1) Kompetitive
Hemmung (z.B. Ibuprofen), 2) schwache, zeitabhingige Hemmung (z.B. Naproxen,
Oxicam), 3) starke, zeitabhdngige Hemmung (z.B. Indomethazin) sowie 4) kovalente
Hemmung durch ASS (Gierse et al., 1999). Um zu untersuchen, ob die Interaktion mit
ASS nur bei einigen Arten der NSAIDs vorkommt, oder ob alle NSAID-Klassen die
ASS-Wirkung beeintrachtigen konnen, wurden bei der vorliegenden Arbeit vier
NSAIDs aus unterschiedlichen chemischen Gruppen ausgewidhlt. Diese waren
Celecoxib, als wenig selektive COX-2-Hemmer aus der Gruppe der Coxibe, Piroxicam
als schwacher, zeitabhidngiger COX-1-Hemmer aus der Gruppe der Oxicame, Methyl-
aminoantipyrin als Metabolit des Metamizols aus der Gruppe der Pyrazolon-Derivate,
und letztlich SC-560, einem hoch affinen COX-1-Hemmer, der als Laborsubstanz
eingesetzt wird und mit den Coxiben strukturverwandt ist. Da nicht alle der hier
untersuchten NSAIDs mit ASS interagierten, muss man davon ausgehen, dass es sich
bei den Interaktionen nicht um ein Klassenphidnomen aller NSAIDs handelt, wie auch
Saxena et al. und Meek et al. bereits vermuteten (Saxena et al., 2013; Meek et al.,
2013). Wihrend Celecoxib, Piroxicam und MAA deutlich die ASS-Wirkung
reduzierten, war keine Interaktion von ASS mit SC-560 zu finden. Dabei wurden die
Interaktionen nicht nur dann gezeigt, wenn die Thrombozyten durch exogene ARA
stimuliert wurden, sondern auch, wenn bei der Kollagen-induzierten Thrombozyten-
aktivierung endogene ARA freigesetzt wurde (Hohlfeld et al., 2008). Dies verdeutlicht
die Bedeutung der Interaktionen auch in vivo (Hohlfeld et al., 2008).

Celecoxib

Coxibe als selektive COX-2-Inhibitoren, haben auch eine geringe Affinitit zur COX-1
und koénnen diese kompetitiv hemmen. Dies wird nicht nur durch die Experimente und
der Modellierung in dieser Arbeit aufgrund der gezeigten Interaktion mit ASS bestitigt,
sondern wurde auch schon von Gierse et al. beschrieben (Gierse et al., 1999). Celecoxib
ist das am wenigsten COX-2-selektive Coxib (Gladding et al., 2008). Es gibt bereits
einige Studien, die die Medikamenteninteraktion von ASS mit Celecoxib untersuchten,
jedoch waren ihre Resultate sehr widerspriichlich. Ouellet et al. untersuchten die
Interaktion von ASS mit Celecoxib, Valdecoxib, Etoricoxib, und Rofecoxib an
isolierten COX-1-Enzymen und anhand von Thrombozytenaggregationen sowie TXB,-
Messungen (Ouellet, Riendeau und Percival, 2001). Sie fanden heraus, dass alle Coxibe
die COX-Hemmung durch ASS beeintriachtigen, und zwar Celecoxib mehr als die
anderen genannten Coxibe, da es weniger COX-2 selektiv sei. Saxena et al.
untersuchten die Interaktion von verschiedenen NSAIDs und ASS in vitro bei ARA-
induzierten Thrombozytenaggregationen und der Thromboxansynthese und stellten
unter anderem auch eine Interaktion von Celecoxib mit ASS fest (Saxena et al., 2013).
Docking-Analysen zeigten, dass im Gegensatz zu anderen NSAIDs, die mit ASS
interagieren, Celecoxib keine Wasserstoffbriickenbindungen mit Ser530, sondern
lediglich mit Tyr355, Ile517 und Ser516 bildete, was auch von der Arbeitsgruppe
Rimon et al. beschrieben wurde (Rimon et al., 2010). Es wurde vermutet, dass
Celecoxib mit diesen Wasserstoftbriickenbindungen ASS sterisch daran hindert, an das
katalytische Zentrum zu gelangen (Saxena et al., 2013). Wihrend auch Goltsov et al.
und Rimon et al. von einer pharmakodynamischen Interaktion von ASS und Celecoxib
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ausgingen, und einen hypothetischen Mechanismus des Cross-Talks beschrieben (siche
oben, Goltsov et al., 2009; Rimon et al., 2010) existieren auch einige Studien, die keine
Interaktion von ASS und Celecoxib feststellen konnten (Wilner et al., 2002; Renda et
al., 2006; Gladding et al., 2008; Li et al., 2014).

Gladding et al. untersuchten sechs NSAIDs in Kombination mit ASS in einer
randomisierten, verblindeten, multiplen Crossover-Studie an 24 gesunden Probanden
(Gladding et al., 2008). Zundchst wurde die Thrombozytenfunktion mithilfe des Platelet
Function Analyzers 100 (PFA-100) tiberpriift. AnschlieBend wurden drei Dosen eines
NSAIDs in zwolf-stiindigen Abstinden an Probanden verabreicht und zwei Stunden
nach der letzten NSAID-Dosis ASS 300 mg gegeben. 24 Stunden spiter wurde wieder
mithilfe des PFA-100 die Thrombozytenfunktion iiberpriift. Sie stellten fest, dass
Ibuprofen 400 mg, Indomethazin 25 mg, Naproxen 550 mg und Tiaprofensdure 300 mg
die Wirkung von ASS antagonisieren. Lediglich bei Sulindac 200 mg und Celecoxib
200 mg konnten sie keine Beeintrichtigung der Thrombozytenhemmung durch ASS
feststellen, so dass sie diese NSAIDs fiir die kombinierte Gabe mit ASS empfahlen. Bei
dieser Studie wurde die Thromboxanmessung als sensitivste Messung beziiglich der
COX-Hemmung durch ASS leider nicht durchgefiihrt, welches eine mdgliche Erklarung
dafiir sein konnte, dass im Gegensatz zu unseren Resultaten keine Interaktion von
Celecoxib und ASS festzustellen war.

Ahnliche Befunde konnten Wilner et al. zeigen. Diese Autoren untersuchten in einer
Placebo-kontrollierten Doppelblindstudie mit 16 gesunden Probanden die Fragestellung,
ob Celecoxib die Wirkung von ASS auf Thrombozyten beeintrichtigt (Wilner et al.,
2002). Die Probanden erhielten iiber vier Tage entweder Celecoxib 400 mg téglich oder
Placebo. Am fiinften Tag nahmen sie eine Dosis von ASS 325 mg mit entweder
Celecoxib 200 mg oder Placebo ein und das Thromboxan und die Thrombozyten-
aggregation wurden einmal zu Beginn der Studie als Baseline gemessen, vor der Gabe
von Celecoxib am fiinften Tag und sowohl zwei als auch acht Stunden nach der letzten
Celecoxib-Gabe. Sie konnten keinen Unterschied zwischen Celecoxib und Placebo
feststellen beziiglich der Thromboxansynthese und der Thrombozytenaggregation, die
von ASS nahezu vollstindig gehemmt schienen, so dass sie schlussfolgerten, dass
Celecoxib mit ASS kombiniert werden konne. Eine Studie von Renda et al. untersuchte
ebenfalls die Interaktion von Celecoxib und ASS 100 mg in 24 Patienten mit
Osteoarthrose und ischdmischer Herzerkrankung und kam auch zu dem Ergebnis, dass
Celecoxib nicht mit ASS interagierte (Renda et al., 2006). Eine mdgliche Erklarung
dafiir, dass COX-2-Inhibitoren nicht mit ASS interagieren, gaben Catella-Lawson et al.
Sie vermuteten, dass es damit zusammenhingen wiirde, dass COX-2-Hemmer an einer
Seitentasche (Side Pocket) des hydrophoben Kanals binden wiirden, der nur bei der
COX-2 und nicht bei der COX-1 existiert (Catella-Lawson et al., 2001).

Dass COX-2-Hemmer jedoch auch an der COX-1 binden, bewiesen Rimon et al. und
widerlegten damit Catella-Lawsons Aussagen (Rimon et al., 2010). AuBlerdem konnten
sowohl wir als auch andere Arbeitsgruppen die Thrombozytenaggregationshemmung
durch ASS mit Celecoxib beeintrachtigen — ein Beweis dafiir, dass Celecoxib offenbar
doch an der COX-1 bindet.

Obwohl die Schlussfolgerungen, ob Celecoxib mit ASS kombiniert werden sollte oder
nicht, sehr verschieden sind, bleibt die Frage offen, ob Celecoxib aufgrund der
Erhohung des kardiovaskuldren Risikos iiberhaupt Patienten verabreicht werden darf,
die aufgrund eines schon existierenden kardiovaskuldren Risikoprofils tdglich ASS
einnehmen miissen (Fanelli et al., 2013). Es besteht nicht nur die Mdglichkeit der
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Interaktion mit ASS, die eventuell die kardioprotektive Wirkung von ASS aufhebt,
sondern auch kardiovaskuldre Nebenwirkungen der Coxibe selbst sind zu bedenken, die
die Einnahme von Coxiben - hier Celecoxib - in Frage stellen (Gislason et al., 2006;
Amer et al., 2010). Die Erhohung des kardiovaskuldren Risikos durch Coxibe héngt
vermutlich damit zusammen, dass sie durch die COX-2-Hemmung die Synthese von
Prostacyclin (Prostaglandin I, PGI,) vermindern, welches antiaggregatorisch wirkt
(McAdam et al., 1999; FitzGerald und Patrono, 2001; Baigent und Patrono, 2003). Da
Prostacyclin reduziert wird, aber die COX-1-vermittelte TXA,-Synthese und somit auch
die Thrombozytenaggregationen kaum beeintrachtigt werden, kann es so zu throm-
botischen Ereignissen kommen (Catella-Lawson et al., 2001; Baigent und Patrono,
2003; Weber et al., 2007). Aus diesem Grund, wurde empfohlen, Coxibe generell in
Kombination mit ASS einzunehmen (Patrono et al., 2001), was bei einer moglichen
Interaktion dieser NSAIDs andererseits natiirlich problematisch wére. Dennoch haben
Coxibe gegeniiber nicht-selektiven COX-Hemmern den klaren Vorteil, dass sie weniger
gastrointestinale Nebenwirkungen zeigen (Bombardier et al., 2000; Silverstein et al.,
2000), so dass man Nutzen und Risiko der Coxibe immer individuell abwégen sollte.

Piroxicam

Saxena et al. untersuchten bereits die Interaktion von ASS und Piroxicam in vitro und
erhielten Resultate, die eine Authebung der ASS-Wirkung zeigten (Saxena et al., 2013).
Den hierbei zugrundeliegenden Mechanismus untersuchten sie anhand von Docking-
Analysen und fanden heraus, dass Piroxicam Wasserstoffbriicken mit Tyr385 und
Ser530 des hydrophoben COX-Kanals bildet und aufgrund dessen wahrscheinlich mit
ASS interagiert.

4-Methylaminoantipyrin (aktiver Metabolit des Metamizols)

Hohlfeld et al. zeigten eine Interaktion von ASS mit MAA als aktivem Metaboliten des
Metamizols anhand der ARA- und Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregationen,
der Thromboxansynthese und der P-Selektin Expression (Hohlfeld et al., 2008). Diese
Interaktionen waren auch an isolierten COX-1-Enzymen von Thrombozyten-
mikrosomen nachzuweisen — ein Beleg dafiir, dass die Interaktion am COX-Enzym
lokalisiert sein muss. Dass MAA die COX-Hemmung durch ASS beeintrachtigen
konnte, wurde zuvor nicht vermutet, da Metamizol selbst bisher kaum mit einem
erhohten Blutungsrisiko durch Thrombozytenhemmung in Verbindung gebracht wurde.
Docking-Analysen an der COX-1 ergaben, dass MAA mit seinen lipophilen Anteilen
die lipophile Tasche des Substratkanals einnimmt, wéhrend die Carbonyl-Gruppe der
Pyrazolin-Derivate Wasserstoftbriickenbindungen mit Ser530 bildet und wahrscheinlich
dadurch die Acetylierung des Serinrests 530 durch ASS verhindert. Auch Tyr355 und
Argl20, die mit ASS vor der Acetylierung des Enzyms ein Komplex bilden, sollen laut
Hohlfeld et al. von MAA gebunden werden. Interaktionen mit ASS wurden auch bei
weiteren Pyrazolin-Derivaten beobachtet, was auch darauf hindeutet, dass die Pyrazol-
struktur bei der Interaktion mit ASS an der COX-1 eine wichtige Rolle spielt. Auch
Papp et al. zeigten, dass niedrige MAA-Konzentrationen die ASS-Wirkung sowohl in
vitro als auch in vivo aufheben, was von diesen Autoren durch Epinephrin- und
Adenosindiphosphat (ADP)-induzierter Thrombozytenaggregation gemessen wurde
(Papp et al., 2014). Zum Mechanismus der Interaktion von MAA mit ASS zeigten
spatere Docking-Analysen, dass Wasserstoffbriickenbindungen zwischen MAA und
Tyr385, Val344 und dem fiir die Interaktion mit ASS wichtigen Ser530 des COX-
Enzyms ausgebildet werden (Saxena et al., 2013).
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SC-560

SC-560 ist das hier untersuchte NSAID mit der hochsten COX-1-Affinitdt und
strukturverwandt mit Celecoxib (Supuran und Winum, 2009). Im Vergleich zu den
weniger COX-1-affinen NSAIDs Celecoxib, Piroxicam und MAA, beeintrichtigte die
Zugabe von SC-560 die Hemmung der Thrombozytenaggregation und der
Thromboxan-synthese durch ASS nicht. Dies ist eine weitere Bestitigung der
Vorhersagen des in dieser Dissertation entwickelten enzymkinetischen Modells,
welches bei hoch affinen COX-Hemmern keine Interaktion mit ASS voraussieht. Eine
sorgfdltige Recherche in der Literatur ergab keine weiteren Untersuchungen zu
Interaktionen von SC-560 und ASS.

4.4 Abhingigkeit der Interaktion mit ASS von den COX-1-Affinitiiten
der NSAIDs

Nach unserem Kenntnisstand gibt es nur zwei Arbeitsgruppen (Ouellet, Riendeau und
Percival, 2001; Meek et al., 2013), die die Interaktionen von NSAIDs mit ASS
hinsichtlich der COX-1-Affinititen der NSAIDs untersucht haben. Ouellet et al.
beschrieben, dass eine niedrige Affinitit zur COX-1 und eine hohe Selektivitit fiir
COX-2 das Risiko einer Interaktion senken wiirden (Ouellet, Riendeau und Percival,
2001). Diese Aussage steht jedoch im Gegensatz zu den Resultaten der vorliegenden
Dissertation, die zeigen, dass weniger affine COX-1-Hemmer (wie Celecoxib) eher
stirker mit ASS interagierten und SC-560, welches die hochste COX-1-Affinitdt von
den in dieser Arbeit untersuchten NSAIDs aufweist, die hemmende Wirkung von ASS
nicht beeintrachtigte. Auch Meek et al. zeigten, dass die NSAID-Affinitit zur COX-1
das Ausmal} der Interaktion mit ASS bestimmte (Meek et al., 2013). Sie stellten fest,
dass Ibuprofen und Naproxen, jedoch nicht Etoricoxib und Meloxicam, welches zwei
Stunden vor der ASS-Einnahme verabreicht wurde, signifikant die ASS-Wirkung
hemmten. Hier sind weitere, detailliertere Untersuchungen zum Mechanismus der
Interaktion erforderlich.

4.5Abhingigkeit der Interaktion mit ASS von den NSAID-
Konzentrationen

So wie auch in sowohl den mathematischen als auch den experimentellen Ergebnissen
dieser Arbeit feststellbar war, beschrieben einige andere Autoren, dass NSAIDs die
ASS-Wirkung bereits ab Konzentrationen, die die COX-1 noch gar nicht hemmen,
antagonisieren (Ouellet, Riendeau und Percival, 2001; Gladding et al., 2008). Hohlfeld
et al. stellten bei den Interaktionen von MAA und ASS fest, dass diese sogar bei
hundertmal niedrigeren MAA-Konzentrationen, als sie fiir die direkte COX-Hemmung
benodtigt werden, auftraten (Hohlfeld et al., 2008). Dies hdngt wahrscheinlich damit
zusammen, dass ASS im Vergleich zur ARA eine weitaus niedrigere Affinitdt zur
COX-1 aufweist, so dass ASS von NSAIDs einfacher und schon bei niedrigeren
NSAID-Konzentrationen zu verdrdngen ist als die ARA (Ouellet, Riendeau und
Percival, 2001; Hohlfeld et al., 2008).

Hohlfeld et al. untersuchten weiterhin die Konzentrationsabhidngigkeit der Interaktion
von ASS und Piroxicam und stellten fest, dass Piroxicam-Konzentrationen zwischen 0,1
und 30 uM zu einer Authebung der ASS-Wirkung fiihren, jedoch geringere und héhere
Konzentrationen die Hemmung der COX-1 nicht beeintrachtigen (Hohlfeld, Saxena und
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Schror, 2013). Sie vermuteten, dass bei sehr hohen Piroxicam-Konzentrationen die
COX-1 sehr wahrscheinlich durch Piroxicam selbst gehemmt wird. Diese hohen
experimentell untersuchten Piroxicam-Konzentrationen seien jedoch hoher als die
maximalen Plasmakonzentrationen bei analgetischen Dosierungen, die bei Piroxicam-
Dosierungen von 20 mg etwa 3-8 uM betragen wiirden, so dass sie davon ausgingen,
dass Piroxicam in der Routine zu keiner relevanten Hemmung der Thrombozyten-
aggregation fiithrt, andererseits aber die Thrombozytenaggregationshemmung durch
ASS verhindert und somit zu HAPR fiihrt. Dies sei bei Piroxicam besonders
bedeutungsvoll, da es eine sehr lange Halbwertszeit von ca. 50 Stunden hitte. Auch
Saxena et al. stellten fest, dass die Interaktionen mit ASS konzentrationsabhidngig sind
und vorwiegend bei therapeutisch relevanten Dosen von NSAIDs vorkommt (Saxena et
al., 2013). Sie beschrieben, dass eine Erhohung der NSAID-Konzentration zu einer
Abnahme der Interaktionen filihrten, wahrend niedrige NSAID-Konzentrationen am
starksten mit ASS interagierten.

Ouellet et al. beschrieben, dass bei hoheren ASS-Konzentrationen auch hohere NSAID-
Konzentrationen bendtigt wurden, um die Wirkung von ASS zu beeintrachtigen und um
zu Interaktionen zu fiihren (Ouellet, Riendeau und Percival, 2001). Hier war eine etwa
10-mal hohere NSAID-Konzentrationen notwendig, um mit ASS 100 pM zu
interagieren, als bei ASS 10 uM benétigt wurden. Dies stimmt mit den Ergebnissen der
vorliegenden Dissertation iiberein (Abb. 23). Die Interaktion von ASS und NSAIDs
konnte zudem verdeckt werden, wenn das NSAID auch schon bei alleiniger Gabe die
Funktion der COX-1 hemmen wiirde (Ouellet, Riendeau und Percival, 2001). In der
vorliegenden Dissertation wurde aus diesem Grund durchgehend die Thrombozyten-
aggregation und Thromboxansynthese bei allen NSAID-Konzentrationen in Ab-
wesenheit von ASS bestimmt. Eine vollstindige COX-1-Hemmung durch Nicht-ASS-
NSAIDs konnte damit bei den hier durchgefiihrten Versuchen ausgeschlossen werden.

Das enzymkinetische Modell von Goltsov et al. zur Beschreibung der Interaktion von
Celecoxib und ASS zeigte eine Reduzierung der COX-Hemmung um 50-90% bei einer
ASS-Konzentration von 200 uM und Celecoxib-Konzentrationen von 1-50 uM. Bei
hoheren Celecoxib-Konzentrationen wurde wieder eine stirkere bis komplette COX-
Hemmung erreicht (Goltsov et al., 2009). Diese Ergebnisse stimmen sowohl mit den
experimentellen Daten der vorher genannten Publikationen, als auch mit unseren
modellierten und experimentellen Ergebnissen iliberein. Unsere Resultate zeigten die
stiarkste Interaktion von Celecoxib und ASS bei Celecoxib-Konzentrationen von 0,3 uM
bei ASS 30 uM (Abb. 19). Wenn man nach Ouellet et al. annimmt, dass die NSAID-
Konzentrationen bei den Interaktionen proportional zur eingesetzten ASS-Konzen-
tration ist (Ouellet, Riendeau und Percival, 2001), dann miisste nach den hier erzielten
Ergebnissen bei ASS 200 uM die stirkste Interaktion bei Celecoxib 2 uM zu finden
sein (0,3 multipliziert mit 20/3). Dies liegt in dem von Goltsov et al. genannten Bereich
(Goltsov et al., 2009).

4.6 Abhingigkeit der Interaktion mit ASS von der Konzentration der
freien Fettsiuren

Seit wenigen Jahren richtet sich das Interesse auf die Bedeutung von Fettsduren bei
Medikamenteninteraktionen an der COX. So beschrieben Yuan et al. und Dong et al.,
dass nicht nur COX-Hemmer, sondern auch Fettsduren die katalytische Aktivitdt der
COX beeinflussen konnen. Dies gilt teils auch fiir Fettsduren, die keine Substrate der
COX sind (Yuan et al., 2009; Dong et al., 2011; Zou et al., 2012). ARA kann sowohl an
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der allosterischen als auch an der katalytischen Untereinheit binden, hat aber eine 25-
fach hohere Affinitdt zur allosterischen Untereinheit. Die genannten Arbeitsgruppen
schliefen daraus, dass die COX-Aktivitdt stark von der Konzentration und der
Komposition der umgebenden Fettsduren abhdngt, welches als Fatty Acid Tone
bezeichnet wird. Dieses wiederum soll stark von der Erndhrung beeinflusst werden.
Somit konnte mit der Erndhrung die Prostaglandinsynthese und ihre Hemmung durch
ASS und durch andere NSAIDs reguliert werden.

In der vorliegenden Dissertation konnte sowohl bei den Vorhersagen des Modells als
auch bei den experimentellen Ergebnissen die Bedeutung der ARA-Konzentration bei
der Interaktion zwischen ASS und NSAIDs gezeigt werden. Dabei flihrten hohere
ARA-Konzentrationen zu stirkeren Interaktionen. Nur eine einzige andere Arbeits-
gruppe untersuchte den Einfluss der ARA-Konzentration auf die COX-Hemmung. Ein
Einfluss auf die Hemmung durch ASS wurde nicht festgestellt (Gurbel et al., 2007).
Leider untersuchten diese Autoren nicht die Interaktion mit NSAIDs.

4.7 Méglichkeiten zur Uberwindung der HAPR

4.7.1 Anderung der ASS- und NSAID-Dosis

Die in der vorliegenden Dissertation untersuchte Wechselwirkung zwischen NSAID-
Analgetika und ASS kann, auch wenn Studiendaten noch nicht vorliegen, potentiell das
Risiko fiir kardiovaskuldre Ereignisse erhohen. Insofern stellt sich die Frage nach
pharmakologischen Moglichkeiten, HAPR zu vermeiden. Eine naheliegende Moglich-
keit besteht sicherlich darin die NSAID-Dosis zu reduzieren oder die ASS-Dosis zu
erhéhen. Aufgrund des sehr wahrscheinlichen kompetitiven Antagonismus von NSAID
und ASS wire zu erwarten, dass NSAIDs in sehr geringen Konzentrationen nicht mit
ASS um die Bindung am COX-1-Enzym konkurrieren. Sowohl die in dieser Arbeit
vorgelegten mathematischen als auch die experimentellen Ergebnisse bestitigen diese
Annahme. Natiirlich stellt sich hier die Frage, ob bei herabgesetzter NSAID-Dosierung
noch eine effektive antiphlogistische Schmerztherapie erreichbar ist. Nach Literatur-
daten ist dies zumindest fraglich (Hohlfeld, Saxena und Schror, 2013).

Hohlfeld et al. zeigten andererseits, dass bei Erhohung der ASS-Konzentration in vitro
die Interaktion mit MAA verhindert werden konnte (Hohlfeld et al., 2008). Die
Uberwindung von HAPR durch Erhéhung der ASS-Dosis, konnte auch von der
Arbeitsgruppe Wong et al. und Papp et al. bestitigt werden (Wong et al., 2006; Papp et
al., 2014). Auch die in der vorliegenden Dissertation erzielten experimentellen
Ergebnisse bestitigten dies, da bei jeder Interaktion mit jedem untersuchten NSAID
durch eine Erhohung der ASS-Konzentration wieder eine vollstindige COX-Hemmung
erreicht werden konnte (Abb. 23). Jedoch wurde in der Literatur empfohlen, bei
Komedikation von ASS und NSAIDs wie den Coxiben, aufgrund der gastrointestinalen
Nebenwirkungen von ASS, nicht die niedrigste effektive ASS-Dosis von 75-100 mg
taglich zu {berschreiten (Baigent und Patrono, 2003). Selbstverstindlich muss bei
Erhohung der ASS-Dosis mit stirkeren gastrointestinalen und ggf. anderen Neben-
wirkungen gerechnet werden.
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4.7.2 Modifikation des Dosierungsschemas

Selbst bei der Komedikation mit Ibuprofen bei langfristiger Behandlung mit niedrig
dosierter ASS wurden Interaktionen unabhéngig von der Reihenfolge der Verab-
reichung der zwei NSAIDs festgestellt, welches darauf hinweist, dass Ibuprofen die
Acetylierung von COX-1 in neu gebildeten Thrombozyten verhindert (Renda et al.,
2006). Einzelne Dosen von interagierenden NSAIDs, die kurzfristig zur akuten
Schmerzmedikation eingenommen wiirden, schienen hingegen nicht mit ASS zu
interagieren, da die COX-Hemmung durch ASS irreversibel ist und die Regeneration
von Thrombozyten mit aktiver Thromboxansynthese eine Latenz von mehreren Tagen
bendtigt. Wiederholte Dosen von kurz wirksamen NSAIDs (z.B. Ibuprofen) oder
Substanzen mit langer Plasmahalbwertszeit (z.B. Piroxicam) konnen hingegen dazu
filhren, dass die Thromboxansynthese eines wesentlichen Anteils zirkulierender
Thrombozyten nicht durch ASS gehemmt wird. Aktuelle noch unpublizierte Ergebnisse
aus Beobachtungsstudien der eigenen Arbeitsgruppe an kardiologischen und neuro-
logischen Patienten bestétigen dies.

Aus den vorstehenden Uberlegungen ergibt sich auch, dass NSAIDs nicht innerhalb von
zweil Stunden nach der ASS-Einnahme verabreicht werden sollten, da ASS nach etwa
1h seine maximale Plasmakonzentration erreicht, bevor die Substanz relativ schnell mit
einer Halbwertszeit von ca. 20 min zur Salicylsdure deacetyliert und damit inaktiviert
wird (Hohlfeld, Saxena und Schrér, 2013). Ein ausreichender zeitlicher Abstand der
ASS- und NSAID-Dosierungen konnte insofern die HAPR {iberwinden. Ellison et al.
stellten fest, dass ASS mindestens 30 min vor oder 8 h nach der Ibuprofen-Einnahme
verabreicht werden sollte (Catella-Lawson et al., 2001; Ellison und Dager, 2007). Ob
ein modifiziertes Dosierungsschema von ASS und NSAID die Entstehung von HAPR
im klinischen Setting verhindern kann, bleibt im Rahmen zukiinftiger klinischer Studien
zu verifizieren.

4.7.3 Modifikation der Wahl der NSAIDs zur Komedikation mit ASS

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen deutlich, dass hoch affine NSAIDs weniger stark
mit ASS interagieren und daher bevorzugt zur Komedikation mit ASS eingesetzt
werden sollten (Beispiel: SC-560). Demnach besteht die Mdglichkeit, durch die Wahl
von NSAIDs mit hoher Affinitdt zur COX-1 anstelle solcher mit niedriger Affinitdt zur
COX-1 (Celecoxib, Piroxicam und Metamizol) in Kombination mit ASS die Interaktion
zu vermeiden. Selbstverstindlich bedarf es klinischer Studien, um diese Schluss-
folgerung zu verifizieren. Hoch affine Inhibitoren der COX-1, wie etwa SC-560, stehen
derzeit nur experimentell zur Verfiigung und sind nicht fiir die klinische Anwendung
zugelassen.

4.7.4 Alternative antithrombotische Therapie bei HAPR

Eine weitere Moglichkeit, die HAPR zu iiberwinden, wiare ASS durch ein anderes
antithrombotisches Medikament wie Clopidogrel zu ersetzen. In der CAPRIE-Studie
wurden niedrig dosierte ASS und Clopidogrel im Rahmen der kardiovaskuldren
Sekundarpravention verglichen. Beide Pléttcheninhibitoren waren annéhernd vergleich-
bar mit geringem Vorteil von Clopidogrel bei Patienten mit peripherer arterieller
Verschlusskrankheit (CAPRIE Steering Committee, 1996). Allerdings gibt es bisher
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keine klinischen Studien, die den Ersatz von ASS durch Clopidogrel bei HAPR
beflirworten.

Eine weitere Option wire, ASS in Kombination mit Clopidogrel einzusetzen. Wong et
al. zeigten experimentell, dass die kombinierte Gabe von ASS und Clopidogrel HAPR
besser iiberwindet als die Dosiserhdhung von ASS (Wong et al., 2006). Auch Pamukcu
et al. zeigten, dass bei ASS-Non-Respondern eine zusitzliche Gabe von Clopidogrel zur
ASS-Therapie groflere kardiovaskulidre Ereignisse reduzieren konnte im Vergleich zu
einer alleinigen ASS-Therapie (Pamukcu et al., 2007). Eine weitere Arbeitsgruppe
untersuchte ebenfalls diese Fragestellung und stellte fest, dass nur bei adipdsen
Patientinnen und Patienten, die jiinger als 65 Jahre alt waren, ein Vorteil bei
zusitzlicher Clopidogrel-Einnahme bestand (Gasparovic et al., 2014). Selbstver-
standlich ist bei einer derartigen dualen Antipldttchentherapie ein hoheres Blutungs-
risiko in Kauf zu nehmen. Klinische Daten {iber Nutzen und potentielle Risiken liegen
hierzu bisher nicht vor.

4.8 Offengebliebene Fragestellungen und notwendige Studien

Die Interaktion von ASS mit NSAID-Analgetika ist laboranalytisch iiberzeugend belegt.
Der Nachweis, dass auch klinische Outcome-Parameter durch diese Arzneimittel-
interaktion beeinflusst werden, ist bisher nicht erbracht. Prospektiv geplante Studien,
Beobachtungs- oder Fallkontrollstudien werden diese Frage hoffentlich in Zukunft
aufgreifen und beantworten. Welche Modifikation der antithrombotischen Therapie bei
HAPR infolge einer ASS/NSAID-Interaktion hinsichtlich Laborparametern oder hin-
sichtlich der Pravention von atherothrombotischen Ereignissen bestmogliche Ergebnisse
liefert, muss ebenfalls in zukiinftigen Studien untersucht werden.

Ein weiterer fiir zukiinftige Forschung interessanter Ansatz wire die Untersuchung des
Einflusses von Lipiden und Fettsduren in der Nahrung — insbesondere des Gehalts an
ARA und anderer Fettsduren, welche als Substrate der COX-1 fungieren, auf die
thrombozytire Sensitivitit gegenliber ASS und deren Interaktion mit NSAID-
Analgetika.

4.9 Schlussfolgerung

Die experimentell ermittelten Daten bestétigten die Ergebnisse des enzymkinetischen
Modells. Ein NSAID mit sehr hoher Affinitit zur COX-1 (z.B. SC-560) zeigte keine
Interaktion mit ASS. Im Ergebnis konnten solche Substanzen mit ASS kombiniert
werden, ohne dass die Hemmung der thrombozytiren COX-1 verhindert wird. NSAIDs
mit niedriger Affinitdt zur COX-1 hebten dagegen in kombinierter Gabe mit ASS deren
Wirkung teilweise oder sogar vollstindig auf. Diese Substanzen sollten nicht oder mit
Vorsicht in Kombination mit ASS verabreicht werden (z.B. MAA, Piroxicam).

Auch bei zusitzlicher Verabreichung des COX-2-Hemmers Celecoxib konnte die COX-
I-Hemmung durch ASS teilweise bis vollstindig aufgehoben werden, wahrscheinlich
weil diese Substanz eine relativ geringe COX-2-Selektivitit besitzt und auch an der
thrombozytiren COX-1 wirksam ist (Riendeau et al., 2001). Andere Coxibe wie z.B.
Etoricoxib weisen deutlich hohere COX-2-Selektivititen auf (hier 106-fach), so dass
keine Interaktion mit ASS zu erwarten ist (Riendeau et al., 2001).
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Wie auch im Modell simuliert, zeigten die Versuche an PRP weiterhin, dass die Stéirke
der Interaktion auch von der zur Stimulation der Thrombozyten -eingesetzten
Konzentration von ARA abhidngt. Bei hohen ARA-Konzentrationen kam es
experimentell zu stirkeren Interaktionen zwischen ASS und NSAID, was das
mathematische Modell bestétigte. Bei Freisetzung hoher Konzentrationen von ARA ist
insofern unter kombinierter Gabe von ASS und einem NSAID mit einer stirkeren
Interaktion von NSAIDs mit ASS zu rechnen. Die im Rahmen dieser Arbeit durch-
gefiihrten Untersuchungen mit Kollagen als Agonist zeigten eine hohe individuelle
Variabilitit der Thromboxansynthese, die eine hohe interindividuelle Variabilitdt der
Freisetzung von ARA aus endogenen Phospholipiden riickschlieBen ldsst und potentiell
von der Erndhrung beeinflusst wird (Sarkadi-Nagy et al., 2004; Tyburczy et al., 2011;
Kawabata et al., 2011a; Kawabata et al., 2011D).
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5. Zusammenfassung

Nicht-ASS-NSAIDs koénnen die Thrombozytenfunktionshemmung durch ASS
verhindern. Jedoch sind viele Details dieser Medikamenteninteraktion noch nicht
ausreichend charakterisiert. Sowohl kompetitive als auch nicht-kompetitive
Mechanismen der Interaktion an der Cyclooxygenase-1 (COX-1) wurden beschrieben,
doch sind die Daten hierzu kontrovers.

Die vorliegende Dissertation untersucht, ob ein kompetitiver Antagonismus die
Hemmung der COX-1 durch ASS und HAPR durch kombinierte Gabe von ASS und
Nicht-ASS-NSAIDs beschreiben kann und ob ein kompetitiver Mechanismus
experimentell wahrscheinlich gemacht werden kann.

Hierzu wurde ein mathematisches, enzymkinetisches Modell der ASS/NSAID-
Interaktion an der COX-1 mithilfe einer fiir pharmakodynamische Modellierung
geeigneten Software (ModelMaker®) entwickelt, an welchem Auswirkungen einer
Variation enzymkinetischer Parameter untersucht wurden. In einem zweiten Schritt
wurden die Vorhersagen des Modells anhand von Messungen der thrombozytiren
Thromboxansynthese (/mmunoassay) und der Thrombozytenaggregation (Licht-
transmission) am plattchenreichen Plasma gesunder Spender {iberpriift. Hierbei wurden
vier ausgewdhlte NSAIDs aus jeweils verschiedenen Substanzgruppen mit unter-
schiedlichen pharmakologischen Eigenschaften hinsichtlich ihrer Wechselwirkung mit
der Antipldttchenwirkung von ASS analysiert.

Das enzymkinetische Modell zeigte, dass niedrig- und mittelaffine NSAIDs (Ki>1 uM),
jedoch nicht hoher affine NSAIDs mit ASS am COX-1-Enzym interagieren. Die
Interaktion war am stirksten ausgeprigt bei hohen Konzentrationen an Substrat (ARA).
Die experimentellen Ergebnisse bestitigten das mathematische Modell. Auch hier
zeigte sich, dass niedrig- und mittelaffine COX-1-Inhibitoren (Piroxicam, Metamizol,
Celecoxib) die Thrombozytenaggregationshemmung und die Hemmung der throm-
bozytiren TX-Synthese durch ASS stark beeintrachtigten. Im Gegensatz dazu ergab
sich keine Interaktion mit dem hoch affinen COX-1 Inhibitor SC-560. Ebenfalls in
Ubereinstimmung mit dem Modell, war die ASS/NSAID-Interaktion bei hoher ARA-
Konzentrationen (1 mM) deutlich stiarker ausgeprégt als bei niedrigerer Konzentration
(0,3 mM).

Im Ergebnis bestétigten die Experimente das entwickelte mathematische Modell und
damit die Hypothese, dass ein kompetitiver Antagonismus der Interaktion zwischen
ASS und Nicht-ASS-NSAIDs an der COX-1 zugrunde liegt. Dariiber hinaus ergeben
sich aus der vorliegenden Arbeit interessante Schlussfolgerungen, die vielleicht dazu
beitragen konnen, die untersuchte Arzneimittelinteraktion zwischen ASS und NSAID-
Analgetika zu vermeiden.
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