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Abstract in deutscher Sprache

Vorarbeiten haben gezeigt, dass das Pyrazol-Analgetikum Metamizol in klinisch
relevanter Konzentration die Hemmung der Thrombozytenfunktion durch Acetyl-
salicylsaure (ASS) teilweise oder ganz verhindert. Ob diese Arzneimittel-
interaktion auch flr das in Deutschland rezeptfrei erhaltliche, zur Zahnschmerz-
behandlung zugelassene Pyrazol Propyphenazon zutrifft, ist nicht bekannt.

Um dies zu untersuchen, wurde an thrombozytenreichem Plasma gesunder
Spender durch Zusatz von Arachidonsaure oder Kollagen die Aggregation
(Lichttransmissionsaggregometrie) und die Thromboxansynthese (TXBo,
Immunoassay) induziert und die konzentrationsabhangige Hemmung der
Blutplattchen in vitro durch ASS in Kombination mit Propyphenazon analysiert.
Dariber hinaus wurde untersucht, ob Propyphenazon mit der Arachidonsaure-
induzierten p-Selektinexpression interferiert (Durchflusszytometrie).

ASS allein hemmte erwartungsgemaB die Arachidonsaure- und Kollagen-
induzierte Aggregation vollstandig. In Gegenwart von Propyphenazon wurde die
Hemmung durch ASS signifikant reduziert. Die Interaktion zwischen
Propyphenazon und ASS betraf auch die Arachidonsaure- und Kollagen-
induzierte TXA2-Synthese. Somit wurde in Gegenwart von ASS und
Propyphenazon signifikant mehr TXB2 gemessen als mit ASS allein. Mit dem
TXA2-Rezeptorantagonisten Ramatroban und mit dem nicht selektiven
Cyclooxygenase-Hemmer Indometazin war keine Interaktion nachweisbar.
Propyphenazon allein erzielte eine (reversible) Hemmung der Arachidonsaure-
und Kollagen-induzierten Aggregation in hoéheren Konzentrationen. Die
Arachidonsaure-induzierte p-Selektinexpression wurde durch ASS und Propy-
phenazon allein inhibiert, hier konnte keine Interaktion beobachtet werden.

Das in Deutschland rezeptfrei erhaltliche Analgetikum Propyphenazon kann,
vergleichbar mit Metamizol, die Hemmung wesentlicher Parameter der
Thrombozytenfunktion (Aggregation, Thromboxansynthese) durch ASS im Sinne
einer unerwlinschten Arzneimittelinteraktion in vitro abschwachen oder
aufheben. Ein méglicher Mechanismus ist die Konkurrenz am aktiven Zentrum
der thrombozytéaren Cyclooxygenase (COX-1). Dies kann bei Kombination von
Propyphenazon mit ASS in einer unvollstindigen und moglicherweise
unzureichenden Plattchenhemmung durch ASS resultieren (1).



Abstract in englischer Sprache

Preliminary studies have shown that the pyrazole analgesic metamizol (dipyrone)
interferes with the inhibition of platelet thromboxane synthesis and aggregation
by acetylsalicylic acid (ASA). The knowledge about a conceivable interaction
between propyphenazone, an analgesic approved without a prescription in
Germany for the treatment of toothache, and ASA is only insufficient.

To investigate this, arachidonic acid and collagen-induced aggregation (light
transmission aggregometry) as well as platelet thromboxane formation (TXBs,
immunoassay) were studied using platelet-rich plasma of healthy donors. These
methods were served to determine the concentration-dependent inhibition of
platelets in vitro by ASA with propyphenazone in a wide range of different
concentrations. In addition, this work investigated whether propyphenazone
interferes with arachidonic acid-induced platelet p-selectin expression (flow
cytometry).

As expected, ASA alone completely inhibited arachidonic acid and collagen-
induced aggregation. The presence of propyphenazone lead to significantly less
inhibition by ASA. The interaction also affected arachidonic acid and collagen-
induced TXA2 synthesis. Thus, significantly more TXB2 was measured in the
presence of ASA and propyphenazone than with ASA alone. With the TXA>
receptor antagonist ramatroban and with the non-selective COX inhibitor
indomethacin no interaction was detectable. Propyphenazone alone achieved a
(reversible) inhibition of arachidonic acid- and collagen-induced aggregation in
higher concentrations. ASA and propyphenazone alone inhibited arachidonic
acid-induced p-selectin expression, but there was no interaction.

The analgesic propyphenazone, which is available over the counter in Germany
without prescription, can, similar to metamizol, reduce or eliminate the inhibition
of essential parameters of plateled function (aggregation, thromboxane
synthesis) by ASA in vitro in the sense of an undesired drug interaction. A
possible mechanism is the competition at the active site of platelet
cyclooxygenase (COX-1). This may result in insufficient platelet inhibition by ASA
when propyphenazone is administered together with ASA for antiplatelet
therapy (1).
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1. Einleitung

1.1. Problemstellung

Der Wirkstoff Propyphenazon ist im deutschen Handel als Demex®
Zahnschmerztabletten rezeptfrei und als Monopraparat erhaltlich (2). Laut
Herstellerangaben sind zurzeit keine Wechselwirkungen mit anderen
Arzneimitteln bekannt (2). Low-dose Acetylsalicylsaure (ASS) ist nach wie vor
der haufigste verschriebene Thrombozytenaggregationshemmer (3).
Arzneimittelinteraktionen  zwischen low-dose ASS und bestimmten
nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR) sowie Metamizol bezogen auf die
Thrombozytenaggregationshemmung  wurden  bereits  untersucht.  Fir
verschiedene NSARs wurde gezeigt, dass sie bei gleichzeitiger Einnahme von
ASS dessen thrombozytenhemmende Wirkung abschwachen oder aufheben
kénnen (4-10). Eine denkbare Wechselwirkung zwischen Propyphenazon und
ASS, welches unter anderem zur Sekundarpravention kardiovaskularer
Erkrankungen (Apoplex, koronare Herzerkrankungen) verwendet wird (11),

wurde bisher nicht untersucht .

Propyphenazon ist in Deutschland rezeptfrei verflgbar. Eine gleichzeitige
Einnahme von ASS als Thrombozytenaggregationshemmer und Propyphenazon
zur Linderung von Schmerzen z.B. bei Zahnschmerz ist denkbar und kdnnte
sogar haufig vorkommen. Im Hinblick auf die mdglichen Konsequenzen bei einer
nicht ausreichenden Wirkung von ASS (Myokardinfarkt, Schlaganfall u.a.) ist die

klinische Bedeutung dieser denkbaren Wechselwirkung hoch.

1.2. Prinzipien der zellularen Hamostase

Die Thrombozytenadhé&sion, -aktivierung und -aggregation sind entscheidend um
Blutungen zu stoppen (12). Auf der einen Seite sind sie somit wesentlich flr die
Bildung des primdren hamostatischen Gerinnsels (13). Auf der anderen Seite
kann die Thrombozytenaggregation auch Gewebe schadigen, indem dadurch
atherosklerotisch veranderte GefaBe verschlossen werden (12). Durch
pathologische Blutplattchenaggregate und arterielle Thrombosen kann es zu

Herzinfarkten und Schlaganféllen kommen (14).



Eine Schadigung der Integritdt der GefédBwand fuhrt zur Exposition der
subendothelialen extrazellularen Matrix, die die Adh&sion und Aggregation der
Thrombozyten auslést (12). Der initiale Kontakt von Plattchen mit der GefaBwand
ist ein komplexer Prozess mehrerer Adhasivsubstrate, wie z.B. der von-
Willebrand Faktor oder Kollagen und Rezeptoren  auf  der
Plattchenoberflache (13). Durch die Plattchenaktivierung wird p-Selektin auf der
Oberflache exprimiert und ausgeschittet (15). Dieses Lektin spielt unter
anderem in der Platichen-Plattichen Interaktion eine Rolle (15). Als weitere
Antwort auf die Blutplatichenaktivierung wird Thromboxan Az (TXAz)
produziert (16): Arachidonsdure wird aus der Thrombozytenmembran durch
Phospholipasen mobilisiert (17). Im Anschluss wird die Arachidonsaure durch
einen mehrstufigen Prozess in Prostaglandin H2 umgewandelt, das in den
Thrombozyten durch das Enzym Thromboxansynthase weiter zu TXA2
umgesetzt wird (17). Dieses st das vorherrschende Produkt der
Cyclooxygenasen (COX) in humanen Thrombozyten (16).

Cyclooxygenasen (COX) sind mit der Zellmembran assoziierte, homodimere
Peroxidase-Enzyme (17). Die COX-1 ist konstitutiv in allen Zellen exprimiert
(aber unter bestimmten Bedingungen auch induzierbar) und die COX-2 ist nach
einem entzlindlichen Stimulus induzierbar (aber in einigen Geweben auch
konstitutiv exprimiert) (18). Eine weitere Isoform scheint die COX-3 darzustellen,
welche eine Variante der COX-1 ist und durch einige Analgetika inhibiert
wird (19).

1.3. Propyphenazon

1.3.1. Historie der Pyrazolonderivate
Propyphenazon ist ein Pyrazolonderivat (20), welches unter den nichtopioiden

Analgetika zu den nicht-sauren antipyretischen Analgetika gezahlt wird (21).
Pyrazolone gehdren zu den altesten synthetisierten Arzneimitteln (22). Knorr
stellte 1883 erstmals den Wirkstoff Phenazon (Antipyrin) flr den klinischen
Gebrauch her (22—-24). Seither folgte die Synthese verschiedener Derivate: 1897
wurde das methylierte Stickstoffderivat Aminophenazon (Aminopyrin) eingefthrt
und in den 1970er Jahren auf Grund der Neigung zur Bildung von Nitrosaminen,
welche nach Aktivierung kanzerogen wirken kénnen (25), wieder vom Markt
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genommen (23). Metamizol (Dipyron) wird klinisch seit 1922 angewendet, jedoch
ist es in vielen Landern aufgrund des Agranulozytoserisikos nicht mehr
erhaltlich (28). In anderen L&ndern hingegen ist Metamizol das fuhrende
Analgetikum bzw. Antipyretikum (23). In den 1930er Jahren wurde das
Pyrazolonderivat Propyphenazon eingefiihrt (20, 26). Durch die Substitution am
C-4 Atom des Phenazons (s. Abb. 1) entstanden bessere analgetische und
antipyretische  Eigenschaften und das Pharmakon zeigte eine
entziindungshemmende Wirkung (22). Aufgrund von Patentrechten war die
Verbreitung jedoch nicht so gro3 wie von z.B. Aminophenazon (26). Dieses
Pyrazolonderivat wurde seit den 1970er Jahren weitestgehend durch
Propyphenazon ersetzt, da eine potenziell tddliche Knochenmarkstoxizitat und
Kanzerogenitat erkannt wurde (26, 27). Zudem wurden weitere Pyrazolone vom
Markt genommen, weil ein mogliches Risiko fur Blutdyskrasien bestand (24, 28).
Phenazon hatte auBerdem einen unangenehmen sduerlichen Geschmack (28).
Propyphenazon hingegen wurde in den vergangenen Jahrzehnten in vielen
Kombinationspraparaten angeboten (20). Allein in Westdeutschland existierten
1986 etwa 170 Analgetika, die zwischen 70 und 500 mg Propyphenazon
enthielten (26).

Strukturformel von Phenazon (links) und Propyphenazon (rechts)

Abb. 1: ,Strukturformel von Phenazon (links) und Propyphenazon (rechts)” zeigt, dass durch
Einfihrung einer Isopropylgruppe am C4-Atom des Phenazons Propyphenazon entsteht.



FOr Propyphenazon und Phenazon wurde ebenfalls diskutiert, die Arzneimittel
vom Markt zu nehmen (29). In einer Sitzung im Jahr 2012 wurde vom
Sachverstéandigenausschuss flir Verschreibungspflicht die Datenlage als sehr
,dinn® bezeichnet und empfohlen, dass diese Substanzen ,ausgenommen®
werden sollten (29). Stattdessen wurde jedoch beschlossen, die PackungsgréBe
wie bei anderen Analgetika zu begrenzen (30). Die maximale Einnahmezeit von
vier Tagen sollte auf mégliche Nebenwirkungen aufmerksam machen (30). Das
Bundesinstitut fir Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) gab im
Jahresbericht 2012 an, dass eine Umstellung auf Verschreibungspflicht fur
Propyphenazon und andere OTC-Analgetika nicht sinnvoll wére, da so bei jedem
auftretenden Schmerz ein Arzt aufgesucht werden misste und der Andrang an

den Praxen nicht zu bewerkstelligen ware (30).

Heute ist mit dem Wirkstoff Propyphenazon in Deutschland das Monopraparat
Demex®, welches 2002 auf dem deutschen Markt zugelassen wurde,
erhaltlich (31). Pyrazolone sind auBBerdem in einigen europaischen Landern wie
Frankreich, Spanien und Portugal, sowie in Afrika, Latein- und Stdamerika

zugelassen (32, 33).

Trotz der wechselhaften Geschichte der Pyrazolone werden laut Levy jahrlich
Kilotonnen dieser Pharmaka verkauft, darunter hauptsachlich Metamizol und
Propyphenazon (23). Pyrazolonderivate gehéren zu der erfolgreichsten
Medikamentengruppe in der Schmerztherapie (24). Im Arzneiverordnungsreport,
einer Zusammenstellung der in Deutschland zu Lasten von Krankenkassen
arztlich verordneten Arzneimittel, ist Propyphenazon aufgrund der rezeptfreien
Abgabe nicht gefthrt (34). Unter den Pyrazolonderivaten wird es derzeit
wahrscheinlich weniger haufig konsumiert (35). Das BfArM verdffentlichte 2012
Verkaufszahlen von ,over the counter-Analgetika (29). Demnach wurden im Jahr
2010 ca. 61.700 Packungen von Propyphenazon verkauft und 150 arztlich
verordnet (29). Im Vergleich wurden ca. 37,2 Mio. Packungen Ibuprofen
verkauft (29).



1.3.2. Indikationen und Wirkmechanismus von Propyphenazon
Propyphenazon hat analgetische, antipyretische und schwach antiphlogistische

Eigenschaften (31). Somit wird es zur Behandlung von leichten bis maBigen
Schmerzen und Fieber angewandt (31). Die antiinflammatorische, analgetische
und antipyretische Wirkung von Propyphenazon ist im Vergleich schwacher als

die von Ibuprofen und Aminophenazon (36).

Der Hersteller (Berlin-Chemie AG) bewirbt den speziellen therapeutischen
Einsatz als Zahnschmerzmittel (31). Dieses Anwendungsgebiet wird durch die
Studie von Boerlin et al. bestatigt, welche die analgetische Wirkung von
Propyphenazon speziell nach oralchirurgischen Eingriffen untersuchten (26).
Demzufolge ist die analgetische Potenz von Propyphenazon (basierend auf
Milligramm) doppelt so hoch wie die von ASS (26). Weiterhin kann der Einsatz
speziell als Zahnschmerzmittel durch das Vorhandensein von Transient Rezeptor
Potential Ankyrin 1 (TRPA1) Kanélen in der dentalen Pulpa und in Odontoblasten
begriindet werden (s. Wirkmechanismus) (37).

Der genaue Wirkmechanismus von Pyrazolonderivaten ist noch immer nicht
vollstandig verstanden (24, 32). Es wird unter anderem auch eine zentrale
Wirkung angenommen (38). Im Folgenden sollen mogliche

Wirkungsmechanismen erlautert werden:

Es wird angenommen, dass Pyrazolonderivate die COX-1 und COX-2
inhibieren (32), jedoch scheint diese Inhibition eher schwach auszufallen (24).
Mit Hilfe einer computergestitzten, molekularen Docking Analyse konnte far
Propyphenazon eine Wasserstoffbriickenbindung an Ser530 und Tyr385 der
COX-1 gezeigt werden (7). Dies kénnte die Vermutung einer Inhibition der COX-1
unterstitzen. Durch die Klassifizierung unterschiedlicher
Hyperreaktivitatsreaktionen (s. Nebenwirkungen) wurde ebenfalls eine COX-1
Hemmung von Propyphenazon angenommen (35). AuBerdem flhren
Pyrazolonderivate zur Inhibition der Prostaglandinsynthese (39) und zu einer
Thrombozytenaggregationshemmung (40), was die Hypothese einer reversiblen
COX-1 Inhibition unterstitzt. Diese Inhibition erfolgt Gber einen klrzeren

Zeitraum und in einem geringeren Ausmalf3 als bei ASS (40).



COX-3 wird durch Pyrazolonderivate wie Metamizol und Phenazon ebenfalls
gehemmt (19). Eine mdgliche Inhibition dieses Enzyms durch Propyphenazon ist

somit denkbar.

Die schwache Blockade der COX flhrt laut Nassini et al. auch zu einer
schwachen antiinflammatorischen Wirkung, welche den starken analgetischen
Effekt von Pyrazolonderivaten allein nicht erklart (24). In einer
tierexperimentellen Untersuchung erhoben Nassini et al. Daten, die als
Hauptmechanismus der analgetischen Wirkung eine Blockade von TRPA1
Kanalen ermittelten (24). Diese Kanale werden von einer Untergruppe von
primdren sensorischen Neuronen mit Zellkbrpern in dorsalen Wurzelganglien
exprimiert (24). Sowohl pharmakologische als auch genetische Befunde deuten
darauf hin, dass TRPA1 Kanale zu entzindlichen und neuropathischen
Schmerzen beitragen (24). Somit kdme es bei Propyphenazon zu einer
Ausschaltung eines im  Kontext des Zahnschmerzes  wichtigen
Schmerztransduktionsweges (24). Aufgrund der heterogenen Expression der
Aminosauresequenzen des TRPA1 Kanals kann von praklinischen Ergebnissen

jedoch nicht unbedingt auf humane Wirkungen geschlussfolgert werden (37).

1.3.3. Nebenwirkungen und Agranulozytoserisiko
Die Nebenwirkungen von Propyphenazon kdénnen in hamatologisch,

kardiovaskular und immunologisch eingeteilt werden (33):

Zu den ha@matologischen Nebenwirkungen zahlt die autoimmunha&molytische
Anamie, welche in einem Case-Report von Rubio-Martinez et al. beschrieben
wurde (41). Des Weiteren wird Propyphenazon mit einem Agranulozytoserisiko
in Verbindung gebracht (40). Dieses wird flr Pyrazolone bei kurzzeitigem
Gebrauch und therapeutischen Dosen als gering angesehen (23, 32, 40).
Speziell fur Propyphenazon erscheint die Zuordnung von Agranulozytosen
»=anekdotisch* (32). Ein mdglicher Grund flr das geringe Risiko kann in dem
Metabolismus von Propyphenazon liegen (38). Es erfolgt kein Abbau zu
4-Aminophenazon, welches wahrscheinlich fir die Agranulozytose verantwortlich
ist (38). Nichtsdestotrotz wurde Propyphenazon aufgrund der mdglichen
hamatologischen Nebenwirkungen in einigen Landern vom Markt genommen

und die Anwendung und Weiterentwicklung dieses Pyrazolonderivats



zurlckgestellt (24). Nach eingehenden Recherchen ist die Datenlage zum

Agranulozytoserisiko speziell bei Propyphenazon jedoch gering.

Das kardiovaskulare Risiko besteht aufgrund eines immunologisch induzierten
Myokardinfarktes (Kounis Syndrom) (42). Es wird von ST-Strecken-Hebung und
Brustschmerzen ca. 30 Minuten nach der Einnahme von Propyphenazon

berichtet (42). Allerdings liegt nur ein einziger Fallbericht vor (42).

Immunologisch wird von IgE-vermittelten Anaphylaxien und von Typ 1
Hypersensitivitaten berichtet (20, 33). Hwang et al. untersuchten diese
Hypersensitivitdten und teilte 12 Probanden in zwei Gruppen ein (35): Eine
Gruppe reagierte nur auf Propyphenazon und nicht auf andere NSARs (35).
Hierfir kann ein IgE-vermittelter Mechanismus verantwortlich sein (35). Die
andere Gruppe zeigte Hypersensitivitatsreaktionen gegen multiple NSARs (35).
Fir diese Probanden wird die Hemmung der COX-1 als ursachlicher
Mechanismus vermutet (35). Himly et al. postulierten, dass Propyphenazon
selbst ein Antigen sei und somit zu systemischen allergischen Reaktionen bei

bestimmten Individuen fuhre (20).

Zusatzlich sind noch weitere Risiken bekannt: Die am haufigsten auftretenden
Nebenwirkungen sind Hautausschlage (23, 35, 39). Laut Packungsbeilage
kommen diese jedoch nur in 1-10 von 10.000 Behandelten vor (2). Dennoch
kénnen ein Stevens-Johnson-Syndrom und die toxisch-epidermale Nekrolyse
nicht ausgeschlossen werden (2). Diese und andere lebensbedrohliche

Nebenwirkungen sind jedoch extrem selten (23).

Respiratorische, okulare und gastrointestinale Reaktionen kénnen ebenfalls
auftreten (35). Gastrointestinale und renale Nebenwirkungen sind jedoch sehr
selten (40). Ulzerationen wurden beim Gebrauch von Propyphenazon nicht
festgestellt (40). Des Weiteren férdert der Wirkstoff nicht die Produktion von
Nitrosaminen im sauren Magensaft und stellt somit kein Risiko fur die Entstehung

von Magentumoren dar (40).

Insgesamt wird das Arzneimittel damit gut vertragen (26), wobei nach
eingehender Recherche ausreichend verlassliche Daten zu einer umfassenden

Risikoeinschatzung von Propyphenazon fehlen.



1.3.4. Pharmakokinetische Eigenschaften
Far Erwachsene wird eine Einzeldosis von 500 - 1000 mg Propyphenazon

empfohlen (2). Das Dosierungsintervall sollte 4 Stunden nicht unterschreiten und
richtet sich nach der Symptomatik sowie der maximalen Tagesdosis von
4000 mg (2). Die Verabreichung erfolgt oral und die Resorption ist rasch und
vollstandig (31), so dass die analgetische Wirkung von Propyphenazon nach ein
bis zwei Stunden einsetzt (26). Die maximalen Plasmakonzentrationen nach
oraler Gabe von 220 mg Propyphenazon betragen 6,5 - 15,2 uM (22, 31). Nach
der Gabe von 440 mg Propyphenazon betragen sie 15,2 - 54,3 uM (22, 31).
Maximale Plasmakonzentrationen werden 0,5 - 0,6 Stunden nach der Einnahme
erreicht (22, 31). Im Gegensatz zu den meisten NSARs ist Propyphenazon nur
minimal an Plasmaproteinen gebunden (39). In dieser Dissertation wird eine
mogliche Interaktion bei Konzentrationen von 10 nM bis 100 uM Propyphenazon

untersucht.

Die enzymatische Umformung von Propyphenazon erfolgt vorwiegend in der
Leber (31). Hierbei ist die Demethylierung am N-2-Atom der
Hauptmetabolisierungsweg (22). Das Enolglucuronid von
N-(2)-Desmethylpropyphenazon stellt den wichtigsten Metaboliten im Urin dar
und macht ca. 80% aller Metabolite aus (22, 43, 44). Weiterhin treten
verschiedene Hydroxylierungsprodukte in kleineren Mengen auf, welche
teilweise frei und teilweise konjungiert sind (22). Die Plasmahalbwertszeit von

Propyphenazon betréagt ein bis zwei Stunden (39).

1.4. Acetylsalicylséaure

1.4.1. Indikationen und Wirkmechanismus von Acetylsalicylsdure
Der Hauptteil der Verordnungen von Thrombozytenaggregationshemmern

entfallt auf Praparate mit Acetylsalicylsaure (ASS) (3). ASS wurde 1897 von Felix
Hoffmann oder Arthur Eichengriin im Auftrag der Farbenfabriken Friedrich Bayer
& Co. synthetisiert (45). In den folgenden 50 Jahren wurde es ausschlieB3lich als
antiinflammatorisches,  antipyretisches und analgetisches  Arzneimittel
eingesetzt (45). Seit vielen Jahren ist eine erhdhte Blutungsneigung
bekannt (45). Sie galt zunachst als unerwinschter Nebeneffekt (45). Heute stellt

die zugrunde liegende Hemmung der Plattchenfunktion einen eigenen
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Anwendungsbereich dar,indem ASS zur Prévention kardiovaskularer Ereignisse

genutzt wird (45).

ASS qilt als ,Goldstandard“ zur Prophylaxe und Behandlung von thrombotischen
GefaBverschlissen, insbesondere von Angina pectoris und
Myokardinfarkten (11, 45). Antagonisten an Thromboxanrezeptoren konnten in
Bezug auf die Pravention thromboembolischer Ereignisse im Vergleich zu ASS
nicht Uberzeugen (45). Weiterhin wird ASS zur Reduktion des Risikos eines
Apoplex bzw. transitorischer Ischamien des ZNS und bei der Behandlung der
peripheren arteriellen Verschlusskrankheit eingesetzt (11, 45). Insgesamt wird
das Risiko kardiovaskularer Ereignisse durch ASS um ein Viertel gesenkt (11).
Bei Hochrisikopatienten konnte die Gesamtmortalitdt durch ASS signifikant
gesenkt werden (11). Auf der Grundlage von Uber 100 randomisierten Studien
konnte ASS eine Reduktion der kardiovaskularen Mortalitdt um ca. 15%
herbeiflhren (46).

Einige Autoren diskutierten auch eine Anwendung von ASS bei gesunden
Menschen (45). ASS scheint protektiv fir kolorektale Karzinome zu sein (47) und
eine Dosis von 40mg ASS taglich sorge fir eine Reduktion des
Myokardinfarktrisikos (45). Uberzeugende Daten, die eine Prévention auch bei

gesunden Personen unterstitzen, gibt es aber nicht.

Die antithrombotische Wirkung von ASS beruht auf der irreversiblen Hemmung
der Thrombozytenfunktion durch kovalente Bindung der COX-1 (45, 48). Dies
geschieht durch Acetylierung an der funktionell wichtigen Aminosaure Serin 529,
welche sich in der Nahe des katalytischen Zentrums (Tyrosin 385) befindet (45,
49, 50). Somit wird der Zugang von dem biologischen Substrat Arachidonsaure
zur katalytischen Stelle verhindert und es kommt zur Hemmung der
thrombozytdren Synthese von TXA: fur die restliche Lebenszeit der
Thrombozyten (6, 18, 45). ASS hemmt die konstitutive COX-1 etwa 150 bis 200
mal potenter als die induzierbare COX-2(45). Es sind Kkeine
prostaglandinunabhangigen Wege der antithrombotischen Wirkung von ASS
bekannt (45).



1.4.2. Dosierung und Nebenwirkungen
Durch die unterschiedliche Affinitdt zu COX-1 (antithrombotische Wirkung) und

COX-2 (antiinflammatorische Wirkung) sind verschiedene Dosierungen von ASS
notig (45). Far eine langfristige Pravention vaskularer Ereignisse bei
Risikopatienten sind 75-150 mg ASS ausreichend, um die COX-1 der
Thrombozyten nahezu vollstandig zu hemmen (11). Zur Sekundarpravention von
Myokardinfarkten wird somit eine Dosis von taglich 100 mg ASS empfohlen (45).
FUr den Einsatz zur Pravention zerebraler vaskularer Ereignisse werden hdhere
Dosierungen von ASS diskutiert (45). In einer klinischen Situation, welche eine
sofortige antithrombotische Wirkung erfordert, ist eine héhere Initialdosis von
ca. 500 mg ASS nétig (11).

Um eine antiinflammatorische Wirkung zu erzielen, muss ASS ca. 10-100 mal
hdher dosiert werden als fir eine antithrombotische Wirkung (46). Dies entspricht
einer Tagesdosis von 6-8 g (51). Fir eine analgetische Wirkung werden 0,5 g als
Einzeldosis empfohlen (51). Die gastrointestinalen Nebenwirkungen von ASS,
wie z.B. milde, aber irritierende Symptome im oberen Gastrointestinaltrakt, sind
dosisabhéngig (46, 52). So ist das Risiko flir gastrointestinale Blutungen bei
einem antiinflammatorischen Einsatz im Vergleich zu einem antithrombotischen
Einsatz des Medikaments 5-6 mal héher (18). Es ist somit bei héherer Dosierung
mit vermehrten Nebenwirkungen zu rechnen (4). Bezogen auf die analgetischen,
antiinflammatorischen und antipyretischen Eigenschaften gibt es Unterschiede
zwischen ASS und anderen Schmerzmedikationen (36). Die analgetische Potenz

von beispielsweise Propyphenazon ist doppelt so hoch wie die von ASS (26).

1.4.3. High-on Aspirin Plateled Reactivity
Bezogen auf die Thrombozytenhemmung durch ASS wurde in den letzten Jahren

wiederholt auf eine erhebliche interindividuelle Variabilitdt hinsichtlich der
Hemmung der Thrombozytenfunktion durch ASS hingewiesen (sog. ,ASS-
Resistenz® oder ,high-on aspirin platelet reactivity®) (45). Studien zufolge wurde
eine hohe Blutplattchenreaktivitit mit einem erhdéhten Risiko far
thromboembolische Ereignisse bei Patienten, die ASS erhielten, festgestellt (46).
Bei ausbleibender Hemmung der Thrombozytenfunktion durch ASS wirde dies
bedeuten, dass hiervon betroffene Patienten nicht vor vaskuldren Ereignissen
geschutzt sind (45).
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FlOr eine nicht erfolgreiche Hemmung der Thrombozytenfunktion durch ASS
wurden ursachlich viele verschiedene Grinde vermutet, darunter Non-
Compliance (53), Variabilitdt in der Bioverfigbarkeit (54), ein COX-1
unabhangiger pharmakologischer Angriffspunkt (55) sowie Genpolymorphismen
von COX-1 und Wechselwirkungen mit anderen Arzneimitteln (17). Wie eingangs
erwahnt, wurde fur verschiedene NSARs gezeigt, dass sie bei gleichzeitiger
Einnahme von ASS dessen thrombozytenhemmende Wirkung abschwéachen
oder aufheben kénnen (4—10). An dieser Stelle ist insbesondere Metamizol
hervorzuheben, welches Propyphenazon strukturell —&hnelt. Dieses
Pyrazolonderivat (in Form seines aktiven Metaboliten 4-Methylaminoantipyrin)
verhindert die aspirininduzierte Hemmung der Thromboxansynthese (56). Hierflr
waren niedrige mikromolare Konzentrationen notwendig, welche jedoch im
therapeutischen Bereich liegen (56). Metamizol schwéachte ebenfalls die
Inhibierung  sowohl der  Thrombozytenaggregation als auch der
p-Selektinexpression durch ASS weitgehend ab (56). In vorherigen Studien
wurde auBerdem gezeigt, dass eine Komedikation von Metamizol und ASS bei
Patienten mit koronarer Herzkrankheit dazu fihren kann, dass die Wirkung von
ASS vollstandig aufgehoben wird (6) . Ebenfalls betroffen sind Patienten mit
Schlaganfall, wobei die pharmakodynamische Reaktion auf ASS beeintrachtigt
wird (57). Einige Autoren warnen aufgrund dessen vor einer Behandlung mit
Metamizol bei gleichzeitiger ASS-Medikation (6, 57). Eine ,high-on aspirin
platelet reactivity ware somit auch durch eine Wechselwirkung von ASS und

Propyphenazon denkbar.

1.4.4. Metabolismus und Plasmakonzentrationen
ASS wird im oberen Dinndarm nahezu vollstandig absorbiert (51). Maximale

Plasmakonzentrationen werden ca. 0,5 Stunden nach der oralen Einnahme von
80 mg ASS erreicht (54). Wéahrend der Absorption und im Anschluss daran
erfolgt eine hydrolytische Spaltung durch Carboxylesterasen im Darm, Portal-
Venenblut und der Leber (51). Dies fahrt zu einer Umsetzung in Salicylsaure als
primaren Metaboliten (51). Die Deacetylierung geschieht mit einer Halbwertszeit
von ca. 15-25 Minuten (17). Dieser Metabolit kann die COX-1 nicht mehr
inhibieren, dafirr jedoch die COX-2 (17, 45).
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1.5. Ziele der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wird eine mdgliche Interaktion
zwischen low-dose ASS und Propyphenazon in vitro untersucht. Ziel ist es zu
prufen, ob Propyphenazon - &hnlich wie im Vorfeld fir Metamizol gezeigt
wurde - mit der Hemmung der Thrombozytenfunktion durch ASS
pharmakologisch interferiert. Hierfir sollen verschiedene Parameter der
Thrombozytenaktivierung eingesetzt werden (Lichttransmissionsaggregometrie,

Thromboxansynthese und Durchflusszytometrie).

Die Untersuchung soll die Aktivierung von Thrombozyten durch unterschiedliche

Agonisten (Arachidonsaure oder Kollagen) beriicksichtigen.

Vergleichend soll darUber hinaus auch die mdgliche Interaktion zwischen
Propyphenazon und dem NSAR-Analgetikum Indometazin sowie dem
Thromboxanrezeptorantagonist Ramatroban (Bay U3405) untersucht werden,
um die Mechanismen der Arzneimittelinteraktion einzugrenzen. Die Messungen

sollen an Thrombozyten gesunder Spender durchgefiihrt werden.
Zusammenfassend ergeben sich folgende Ziele:

e Untersuchung einer pharmakologischen Interaktion von Propyphenazon
mit der thrombozytenhemmenden Wirkung von ASS.

e Bestimmung der Konzentrations-Wirkungsbeziehung.

e Untersuchung einer (méglichen) Interaktion zwischen Propyphenazon und
der thrombozytenhemmenden Wirkung des NSAR-Analgetikums
Indometazin und des Thromboxanrezeptorantagonisten Ramatroban, um

den pharmakologischen Interaktionsmechanismus einzugrenzen.
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2. Material und Methoden

2.1. Alilgemeines

2.1.1. Probanden
Die vorliegende Arbeit wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen

Fakultdt der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf nach rechtlichen und
ethischen Kriterien gepruft und zustimmend bewertet (Votum vom 21.11.2016,
Studiennummer 5750R, Registrierungs-1D 2016116011).

FOr die Messungen waren nur gesunde, erwachsene und einwilligungsfahige
Spender von Thrombozyten geeignet. Alle Probanden wurden Uber den
Hintergrund und Ablauf der Studie, mégliche Risiken und Belastungen sowie
Aspekte des Datenschutzes aufgeklart und stimmten der Teilnahme mit einer
schriftlichen, informierten Einwilligung zu.

Fir die Spender von Thrombozyten galten folgende Einschlusskriterien:

e Alter 2 18 Jahre
e Einwilligungsfahigkeit

e Informierte Einwilligung
Dardber hinaus durfte keines der folgenden Ausschlusskriterien zutreffen:

e Imvorausgegangenen Zeitraum von 7 Tagen erfolgte eine Einnahme von
ASS oder anderen Thrombozytenfunktionshemmern,

e Behandlung mit einem Nichtopioid-Analgetikum wéahrend der 2
vorausgehenden Tage,

e Therapie mit Antikoagulanzien (z.B. Vitamin K-Antagonisten, Heparine)

e Bekannte Verédnderungen der Thrombozytenfunktion oder der
Hamostase, z.B. durch Begleiterkrankungen,

e Begleiterkrankungen, die die Sicherheit von Spender oder Untersucher
beeintrachtigen kénnten.

Insgesamt nahmen 30 Thrombozytenspender teil. Davon waren 21 weiblich und
9 mannlich. Das durchschnittliche Alter lag bei 27,5 Jahren, der Median betrug
24 Jahre.
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2.1.2. Blutentnahme
Die Blutentnahme wurde in dem Institut fir Pharmakologie und Klinische

Pharmakologie der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf durch einen Arzt unter
Beachtung der Hygienevorschriften durchgefihrt. Hierzu wurden Vacutainer
Safety-Lok Butterflies (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA)

verwendet.

FlOr die Thrombozytenaggregation wurden 30 ml Vollblut in Spritzen (Original
Perfusor® Syringe 50 ml, Braun, Melsungen, Deutschland) mit Sodium Citrat-
Citric Acid-Dextran (ACD, Konzentration und Herkunft kénnen der Tabelle 1 und
2 entnommen werden) im Verhéltnis Blut zu Citrat 1:10 verdinnt. Ein Schwenken
der Spritze wahrend der Entnahme férderte die Durchmischung von Blut und
Citrat.

Far die Thromboxan Bz (TXBz) Bestimmung wurden die Rickstande nach Ablauf
der Thrombozytenaggregation verwendet.

FUr die durchflusszytometrischen Messungen wurden ca. 10 ml Blut verwendet.

2.1.3. Plasmagewinnung
Im Anschluss an die Blutabnahme wurde das Citratblut aus der Spritze mit

maximal 7 ml Volumen in mehrere 15 ml Falcon Réhrchen (Greiner centrifuge
tubes 15 ml, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) verteilt.
Durch zehnminltige Zentrifugation mit 270 g bei 1200 U/min (Minifuge RF
Heraeus, Hanau, Deutschland) wurde plattchenreiches Plasma (PRP)
gewonnen. Dieses wurde vorsichtig vom Erythrozytensediment abgehoben und
in ein weiteres Falcon Réhrchen Uberfuhrt. Alle Pipettierarbeiten erfolgten mit
Pipetten vom Typ Pipetman classic (Gilson, Limburg-Offheim, Deutschland) und
vom Typ Eppendorf Reference (Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Es wurden
Pipettenspitzen in den GréBen 1000 pl, 200 pl und 10/20 yl aus Polypropylen
(TipOne®-Spitzen, Starlab, Hamburg, Deutschland) verwendet. Falls zu wenig
PRP fur die Versuchsreihe abgehoben werden konnte, wurden geringe Mengen
des zentrifugierten Blutes mit maximal 1,8 ml auf mehrere 2 ml Eppendorf-Cups
(Safe-Lock Tubes Eppendorf, Hamburg, Deutschland) verteilt. Diese wurden flr
30-45 Sekunden mit 5000 g bei 5000 U/min in der Tischzentrifuge 5415
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(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) zentrifugiert. Das gewonnene PRP wurde

dem Falcon Réhrchen mit PRP hinzugeflgt.

Das verbliebene Citratblut wurde mit 1700 g bei 3000 U/min flr weitere zehn

Minuten zentrifugiert. Das so entstandene platichenarme Plasma (PAP) wurde

abgehoben und in ein Falcon Réhrchen Uberfihrt.

Das gewonnene PRP bzw. PAP wurde direkt nach der Praparation flr die

Messungen am Aggregometer bzw. am Durchflusszytometer verwendet. Bei

mehreren Messreinen mit Blut eines Probanden wurden Aliquots des

Citratvollblutes fir maximal 3 Stunden gelagert und erst kurz vor den Messungen

zentrifugiert.

2.1.4. Substanzen und Lésungen

In Tabelle 1 sind alle verwendeten Substanzen mit Bezugsquellen aufgefiihrt.

Tabelle 1: Verwendete Substanzen und Bezugsquellen

Substanz

Bezugsquelle

Aspirin® i.v. 500 mg
Acetylsalicylsaure als
Lysinacetylsalicylat

Bayer, Leverkusen, Deutschland

Arachidonsaure

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Antikdrper gegen Cluster of
Differentiation 41 - Fluorescein-
Isothiocyanat

(,CD41-FITC")

Beckman Coulter, Brea, Krefeld,
Deutschland

Antikérper gegen Cluster of
Differentiation 62 Plateled -
Phycoerythrin
(,CD62P-PE")

Beckman Coulter, Brea, Krefeld,
Deutschland

Citronensaure-Monohydrat

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Dimethylsulfoxid
(DMSO)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

Ethanol

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Ethylendiamintetraessigsaure

Merck KGaA, Darmstadt,

ethansulfonsaure

Titriplex 111 Deutschland

Glukose Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Hydroxyethylpiperazinyl- Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Taufkirchen, Deutschland
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Fortsetzung Tabelle 1

Substanz

Bezugsquelle

Immunglobulin G - PE (Mouse)
(lgG-PE)

Beckman Coulter, Brea, Krefeld,
Deutschland

Immunglobulin G - FITC
(IgG-FITC)

Beckman Coulter, Brea, Krefeld,
Deutschland

Indometazin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

Isoton Il Diluent

Beckman Coulter, Brea, Krefeld,
Deutschland

Kaliumchlorid

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Kollagen

Takeda Austria GmbH, Linz,
Osterreich

Magnesiumchlorid

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Natriumacetat

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Natriumazid

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Natriumchlorid

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Natriumhydrogencarbonat

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Natriumhydrogenphopshat

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

(Bay U3405)

Natriumhydroxid Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Paraformaldehyd 4% Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Propyphenazon Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

Ramatroban Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Taufkirchen, Deutschland

Tirofiban-Hydrochlorid als Aggrastat
Infusionslésung 250 pug/ml

Iroko Cardio, jetzt Correvio
International Sarl, Genf, Schweiz

Trinatriumcitratdihydrat

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Trishydroxymethylaminomethan

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

In Tabelle 2 sind alle verwendeten Lésungen mit den Zusammensetzungen
aufgefihrt. Zu Beginn eines Versuchstages wurden ASS und Indometazin
eingewogen (Prazisionswaage Sartorius ED2202S-CW, Sartorius, Géttingen,
Deutschland) und die Lésungen entsprechend der Angaben in Tabelle 2
hergestellt. Zudem wurde der Tris-Puffer zur Herstellung einer 50 mM

Stammlésung  zur  Arachidonsdure  zugefligt. = Stammlésungen von
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Propyphenazon und Ramatroban wurden wodchentlich neu angesetzt und

zwischen den Versuchstagen bei -20 °C eingefroren. Die Ubrigen Lésungen

wurden bei Bedarf neu hergestellt. Wahrend der Messungen wurden die

Lésungen ASS, Propyphenazon und Arachidonsdure auf Eis gelagert.

Tabelle 2: Verwendete Losungen

Substanz

Lésungsmittel

Konzentration

Acetylsalicylsaure

ASS (als Aspirin®i.v.500mg | TM 5 mM Stammlésung
als Lysinacetylsalicylat Pulver)

ACD

Trinatriumcitratdihydrat Milli-Q 74,8 mM
Citronensaure-Monohydrat Milli-Q 65 mM

Glukose Milli-Q 111 mM
Arachidonséaure

Arachidonsaure Tris-Puffer 50 mM Stammlésung

Alkoholische Natriumhydroxidlésung

Natriumhydroxid Ethanol 100 mM
EDTA
Ethylendiamintetraessigsaure | Milli-Q 77 mM
Titriplex I
Indometazin
Indometazin Ethanol 50 mM
Kollagen
Kollagen Milli-Q 10 pg/ml
Stammlésung
Propyphenazon
Propyphenazon DMSO 10 mM Stammlésung
Ramatroban
Ramatroban Stammlésung in 10 mM Stammlésung
NaOH, weitere
Verdinnungen in
™
Tirofiban
Tirofibanhydrochlorid Milli-Q 57 uM
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Fortsetzung Tabelle 2

Substanz Lésungsmittel | Konzentration
Thrombozytenmedium (TM), pH 7,4

Natriumchlorid (NaCl) Milli-Q 134 mM
Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs) Milli-Q 12 mM
Kaliumchlorid (KCI) Milli-Q 2,9 mM
Natriumhydrogenphopshat (NaH2PQO4) Milli-Q 0,36 mM
Magnesiumchlorid (MgClz) Milli-Q 1 mM
Hydroxyethylpiperazinyl- Milli-Q 5mM
ethansulfonsaure

Tris-Puffer, pH 7,4

Trishiydroxymethylaminomethan Milli-Q 50 mM

2.1.5. Grundsétzliche Uberlequngen
Die verwendete Methodik orientierte sich an den in Abschnitt 1.5 dargestellten

Zielen dieser Arbeit. Die im Labor etablierten Versuchsprotokolle fir die
Lichttransmissionsaggregometrie, TXB2-Bestimmung und p-Selektinexpression
wurden in Vorversuchen auf die Untersuchung der Interaktion zwischen ASS und
Propyphenazon hin modifiziert bzw. optimiert. In allen Methoden wurde die
Wirkung von ASS bzw. Propyphenazon jeweils allein und die Interaktion beider

Substanzen untereinander untersucht.

Nachdem die Ergebnisse der Lichttransmissionsaggregometrie ausgewertet
wurden und eine erhebliche konzentrationsabhangige Wechselwirkung zwischen
ASS und Propyphenazon gezeigt werden konnte, wurde entschieden, auch die
Interaktion mittels Thromboxansynthese und p-Selektinexpression zu
untersuchen. Hier wurden nur definierte Konzentrationen von Propyphenazon
eingesetzt, da die Interaktion im Rahmen der Aggregation bereits analysiert
worden war und die interagierenden Konzentrationen dadurch bekannt waren.
Auf diese Weise konnte die Anzahl der erforderlichen Blutabnahmen und die

Belastung der Probanden reduziert werden.

Die oben beschriebene Interaktion zwischen ASS und Propyphenazon wirft die
Frage auf, ob Propyphenazon eine entsprechende Interaktion auch mit anderen
Inhibitoren der Cyclooxygenase oder mit Thromboxanrezeptorantagonisten
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zeigt. Um dies zu untersuchen, wurden weitere Experimente mit dem COX-
Inhibitor Indometazin bzw. dem selektiven Thromboxanrezeptorantagonisten
Ramatroban durchgefiihrt. Diese Substanzen hemmen zwar ebenfalls die
thromboxanvermittelte Thrombozytenaktivierung, unterscheiden sich jedoch von
Propyphenazon durch einen anderen Typ der Hemmung (Indometazin:
zeitabhangiger reversibler Inhibitor der Cyclooxygenase; Ramatroban:

Antagonist am Thromboxanrezeptor).

In Vorversuchen wurden fir die verwendeten Inhibitoren die minimalen
Konzentrationen ermittelt, die eine vollstandige Hemmung von Aggregation und
Thromboxansynthese bewirken. Diese betragen (individuell jedoch variabel) far
ASS 30 uM, fir Indometazin 300 nM und fiir Ramatroban 100 nM.

FUr die Lichttransmissionsaggregometrie sowie fir die Thromboxansynthese
wurden sowohl Arachidonsaure als exogenes Substrat der Thromboxansynthese
sowie Kollagen als Stimulus der Mobilisierung von Arachidonsaure aus
thrombozytaren Phospholipiden eingesetzt.

Da durch Vorversuche festgestellt wurde, dass bei der p-Selektinexpression in
den far diese Untersuchung relevanten Konzentrationen von Kollagen keine
ausreichende Stimulation der p-Selektinexpression zu erreichen ist, wurde in

dieser Methode nur die Stimulation durch Arachidonsdure untersucht.

2.2. Lichttransmissionsaggregometrie

2.2.1. Prinzip der Aggregometrie
Zur Analyse der Thrombozytenfunktion wurde die

Lichttransmissionsaggregometrie nach Born verwendet (58, 59). Dieses
Verfahren misst die Anderung der optischen Dichte des Probenmaterials bei
Thrombozytenaktivierung und -aggregation durch Bestimmung der Menge des
transmittierten Lichts (58, 59). Diese Lichtintensitat wird kontinuierlich
photometrisch gemessen und aufgezeichnet, sodass sich nach Stimulation der
Thrombozyten ein charakteristischer Verlauf zeigt (58, 59). Durch die Zugabe
eines Agonisten kommt es zur Aktivierung der Thrombozyten und somit zur
Formanderung der Blutplattchen (Bildung von Spikes und spharischen Formen),
dem sogenannten Shape Change (58, 59). Dadurch nimmt die Transmission des
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Lichts ab und die optische Dichte des Probenmaterials zu (58, 59). Bei der
Aggregation der Blutplattchen zeigt sich der gegenteilige Effekt: Die
Transmission des Lichts nimmt zu, wahrend die optische Dichte abnimmt (58,
59). Durch die Anderung der Transmission des Lichts kann so eine Steigung
gemessen werden (58, 59). Diese spiegelt die Geschwindigkeit der

zugrundeliegenden Aggregationsvorgange wieder (58, 59).

2.2.2. Allgemeines Versuchsprotokoll
Fir die Messungen wurde das Plattchenaggregometer APACT 4004 (LABiTec,

Ahrensburg, Deutschland) verwendet. Die Messungen erfolgten in vier
Messkanélen und wurden durch die APACT LPC Software aufgezeichnet. Das
Plattchenaggregometer verwendet ein LED Photometer und enthalt einen
Magnetrihrer zur Steigerung der Empfindlichkeit des Testansatzes. Die Proben
wurden in Mikroklvetten (Cuvette micro mit Mixer im Dispo System, LABiTec,
Ahrensburg, Deutschland) gemessen.

Zu Beginn jeder Messreihe wurde das Gerat geeicht. Hierzu wurden jeweils
200 pl PAP, sowie die entsprechenden Mengen an Ldsungsmitteln flr die
unterschiedlichen Versuche (s. Tabelle 3-6) verwendet. Die PAP-Eichung diente

der Ermittlung fir den Wert der maximalen Lichttransmission.

Grundsatzlich wurden die Proben fur vier Minuten bei 37 °C im Heizblock
inkubiert. Im Anschluss wurden sie flr zwei Minuten gerthrt. Zeitgleich erfolgte
der Beginn der Aufzeichnung der Messungen. Nach diesen 6 Minuten wurden
die Proben durch Zugabe von 5 pl eines Agonisten (Arachidonsaure bzw.
Kollagen) stimuliert. Die Messungen wurden fur insgesamt 350 Sekunden
aufgezeichnet. Im Anschluss an diese Zeit wurde die Aggregation durch Zugabe
von 4 ul Indometazin (50 mM) und 15 ul EDTA (77 mM) gestoppt. Nach dem
Umpipettieren der Proben in 2 ml Eppendorf-Cups folgte die Zentrifugation der
Ansétze fir 5 Minuten bei 15000 U/min in der Mikroliterzentrifuge (Mikro 200R,
Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland). Im Anschluss wurde
der Uberstand abgehoben, in ein 0,5 ml Eppendorf-Cup (iberfiihrt und auf Eis
gelagert. Nach Abschluss der Messreihe wurden die Proben zur spéateren

Verwendung fir die TXB2 Bestimmungen bei -20 °C eingefroren.
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2.2.3. Versuche zur Interaktion von ASS und Propyphenazon
Zunachst wurde das Plattchenaggregometer geeicht, indem 200 pl
Probanden-PAP, 50 ul TM (L&ésungsmittel far ASS) und 2,5pul DMSO

(L6ésungsmittel far Propyphenazon) in eine Messkulvette geflllt wurden.

Die erste Messung bestand stets aus der Testung der Aggregation der Probe (im
Folgenden Aggregationskontrolle). Hierfir wurde ein Ansatz aus 200 ul PRP,
50 pyl TM und 2,5 yl DMSO gewahlt. Nach dem oben beschriebenen zeitlichem
Prinzip wurden 5 pul einer 50 mM Lésung Arachidonsaure zur Stimulation
hinzugegeben. Dies ergibt eine Endkonzentration im Ansatz von 1 mM
Arachidonsaure. Sofern keine Stimulation der Blutplattchen mdglich war, wurden

die Proben verworfen.

Mit einer zweiten Messung wurde die Hemmung der Blutplattchen durch ASS
geprift. Wie eingangs erwahnt wurde hierflr eine Endkonzentration im Ansatz
von 30 uM ASS gewahlt (s. Kapitel 2.1.5). Zur Prifung der Hemmung der
Blutplattchen durch ASS wurde ein Ansatz aus 200 pul PRP, 50 ul einer 150 uM
ASS Lésung (Endkonzentration im Ansatz sind 30 uM ASS) und 2,5 yl DMSO
mit 5 pl 50 mM Arachidonsaure stimuliert. Wenn bei einem Probanden eine
vollstdndige Hemmung der Aggregation mit ASS nicht méglich war, wurde die
Konzentration von ASS von 30 uM um 10 uM sukzessive gesteigert, bis eine
vollstindige Hemmung erreicht wurde. Wenn bei Uber 100 uM ASS keine
Hemmung der Plattchen gegeben war, wurde die Versuchsreihe abgebrochen
und die Proben wurden verworfen. Sofern ab einer bestimmten Konzentration
eine Hemmung der Platichen ersichtlich war, wurde mit der entsprechend

ermittelten Konzentration weitergearbeitet.

Im Anschluss wurde die Interaktion der Pharmaka durch Stimulation mit 1 mM
Arachidonsaure im Aggregationsansatz gemessen. Hierfir wurden 200 ul PRP,
50 pl der entsprechend ermittelten Konzentration ASS und 2,5 pl Propyphenazon
unterschiedlicher Konzentrationen zusammen pipettiert. Die Versuchsreihen mit
den genauen Konzentrationsangaben sind in Tabelle 3 dargestellt. Insgesamt
wurde das Blut von 9 Probanden fir diese Messungen verwendet. Zuséatzlich
wurde mit Blut von 4 Probanden eine Interaktion mit ASS bei 1 uM und bei 3 pM
Propyphenazon im Aggregationsansatz untersucht. AnschlieBend wurde eine
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weitere Aggregationskontrolle mit 1 mM Arachidonsaure im Aggregationsansatz
durchgefihrt, um die Aktivitat der Blutplattchen nach dem Ende der Messreihe
(ca. 1,5 Stunden) zu Uberprifen und sicherzustellen, dass die Thrombozyten
Uber die Zeitdauer der Messungen keinen wesentlichen Aktivitatsverlust zeigten
(s. Kapitel 2.5. Auswertung der Ergebnisse).

Weiterhin wurden diese Messungen mit Kollagen als Stimulus durchgeflihrt
(s. Tabelle 3). Hierzu erfolgte eine Stimulation mit 2 pg/ml Kollagen. Wenn keine
Stimulation der Aggregation mit dieser Konzentration méglich war, so wurde sie
um 1/3 pug/ml bis auf maximal 3,3 pg/ml erhdht. Im Anschluss wurde bei der
jeweiligen Probe mit gleichbleibender Kollagenkonzentration weitergearbeitet.

Tabelle 3: Zusammensetzung der Versuchsansitze zur Messung der
Interaktion zwischen ASS (Losungsmittel TM) und Propyphenazon (PP)
(Lésungsmittel DMSO) durch Aktivierung der Aggregation mit
Arachidonsaure (Ara) oder mit Kollagen (Kol) am Aggregometer. Die

Konzentrationsangaben beziehen sich auf die Endkonzentrationen im
Aggregationsansatz.

Versuchsansatz mit 50 ui 2,5l 5ul
200 pl PRP ASS/ PP/ Ara/ Kol
™ DMSO

Aggregationskontrolle 1
Hemmung durch ASS | 30 - 70 uM ASS DMSO 1 mM Ara
Interaktion von ASS 30 - 70 uM ASS 10 nM PP 1 mM Ara
und Propyphenazon —35~Z57 MASS 30 nM PP 1 mM Ara
30 - 70 uM ASS 100 nM PP 1 mM Ara
30 - 70 uM ASS 300 nM PP 1 mM Ara
30 - 70 uM ASS 1 uM PP 1 mM Ara
30 - 70 uM ASS 3 uM PP 1 mM Ara
30 - 70 uM ASS 10 uM PP 1 mM Ara
30 - 70 uM ASS 30 uM PP 1 mM Ara
30 - 70 uM ASS 100 uM PP 1 mM Ara

1

Aggregationskontrolle
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Fortsetzung Tabelle 3

Versuchsansatz mit 50 pul 25ul 5ul
200 pl PRP ASS/ PP/ Ara/ Kol
™ DMSO
Aggregationskontrolle 2 - 3,3 ug/ml Kol
Hemmung durch ASS | 30 - 70 uM ASS DMSO | 2 - 3,3 pg/ml Kol
Interaktion von ASS 30 - 70 uM ASS 10 nM PP | 2 - 3,3 pug/ml Kol

und Propyphenazon  —34-26 \MASS | 30nMPP | 2- 3,3 ug/mi Kol
30 - 70 uM ASS 100 nM PP | 2 - 3,3 pug/ml Kol
30 - 70 uM ASS 300 nM PP | 2 - 3,3 ug/ml Kol

30 - 70 uM ASS 1 uM PP | 2 - 3,3 ug/ml Kol
30 - 70 uM ASS SUM PP | 2 - 3,3 ug/ml Kol
30 - 70 uM ASS 10 uM PP | 2 - 3,3 ug/ml Kol
30 - 70 uM ASS 30 uM PP | 2 - 3,3 pg/ml Kol
30 - 70 uM ASS 100 uM PP | 2 - 3,3 pug/ml Kol

Aggregationskontrolle DMSO | 2 - 3,3 pug/ml Kol

2.24. Versuche zur Hemmung der Thrombozyten durch
Propyphenazon

Es folgte die Uberpriifung der Hemmung der Blutplatichen durch

Propyphenazon. Hierfir wurden 200 pulPRP  mit 50pu TM  und
2,5 ul Propyphenazon unterschiedlicher Konzentrationen in einen Ansatz
pipettiert. Dies erfolgte durch Stimulation mit 1 mM Arachidonsdure oder
2-3,3 ug/ml Kollagen im  Aggregationsansatz. Eine  abschlieBende
Aggregationskontrolle beendete die Versuchsreihe. Dies ist in Tabelle 4

dargestellt.
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Tabelle 4: Zusammensetzung der Versuchsansatze zur Messung der
Plattchenhemmung durch Propyphenazon (PP) (Losungsmittel DMSO)
alleine durch Aktivierung der Aggregation mit 1 mM Arachidonsaure (Ara)
oder 2-3,3 pug/ml Kollagen (Kol) am Aggregometer. Die
Konzentrationsangaben beziehen sich auf die Endkonzentrationen im
Aggregationsansatz.

Versuchsansatz mit 50 pi 2,5 ul 5ul
200 pl PRP ™ PP/ Ara/ Kol
DMSO
Aggregationskontrolle ‘ Y ‘ DMSO ‘ 1 mM Ara
Hemmung durch ™ 10 nM PP 1 mM Ara
P e eErLo ™ 30 nM PP 1 mM Ara
™ 100 nM PP 1 mM Ara
™ 300 nM PP 1 mM Ara
™ 1 uM PP 1 mM Ara
™ 3 UM PP 1 mM Ara
™ 10 uM PP 1 mM Ara
™ 30 uM PP 1 mM Ara
™ 100 uM PP 1 mM Ara
Aggregationskontrolle ‘ ™ ‘ DMSO ‘ 1 mM Ara
Aggregationskontrolle ‘ ™ ‘ DMSO ‘ 2 - 3,3 ug/ml Kol
Hemmung durch ™ 10 nM PP | 2 - 3,3 ug/ml Kol
Propyphenazon ™ 30 nM PP | 2- 3,3 pg/mi Kol

™ 100 nM PP | 2 - 3,3 pg/ml Kol
™ 300 nM PP | 2 - 3,3 pug/ml Kol

™ 1uM PP | 2 - 3,3 pg/ml Kol
™ 3uM PP | 2 - 3,3 pg/ml Kol
™ 10 uM PP | 2 - 3,3 pg/ml Kol
™ 30 uM PP | 2 - 3,3 pg/ml Kol

™ 100 uM PP | 2 - 3,3 pg/ml Kol

Aggregationskontrolle 2 - 3,3 pg/ml Kol
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2.2.5. VVersuche zur Interaktion von Propyphenazon und Indometazin
bzw. Ramatroban

Zur Eichung des Aggregometers wurden 200 ul PAP, 50 pul TM und 2,5 pul DMSO

(L6ésungsmittel) verwendet. Bei den Messungen mit Indometazin wurden,

entsprechend den hier verwendeten Lésungsmitteln 2,5 ul Ethanol zugeflgt, bei
den Messungen mit Ramatroban wurden 2,5 pyl TM zugefagt. Es folgte eine
Aggregationskontrolle mit einem Ansatz aus 200 ul PRP, 50pul TM und
2,5u DMSO sowie 2,5ul Ethanol bzw. TM. Dieser wurde mit
1 mM Arachidonsaure im Aggregationsansatz stimuliert. AnschlieBend wurde die
Hemmung der Blutplatichen allein durch Indometazin bzw. Ramatroban
Uberprift. Wie eingangs erwahnt wurden die minimalen ,Hemmkonzentrationen®
durch Vorversuche bereits ermittelt. So wurde fir Indometazin zunachst eine
Konzentration von 300 nM im Aggregationsansatz gewahlt. Wenn mit dieser
Konzentration keine Hemmung der Blutplattchen ersichtlich war, wurde diese auf
1 UM gesteigert. Die entsprechende ,Hemmkonzentration“ wurde anschlielend
verwendet um die Interaktion mit Propyphenazon zu Uberprifen. Bei den
Messungen mit Ramatroban wurden 100 nM im Aggregationsansatz verwendet,
da bei dieser Konzentration die Blutplatichen bei allen Probanden gehemmt
waren. Im Anschluss wurde die Interaktion der Pharmaka mit Propyphenazon
untersucht. Die genauen Konzentrationen sind Tabelle 5 zu entnehmen. Eine

abschlieBende Aggregationskontrolle beendete die Versuchsreihe.

Da sich bereits bei der Stimulation mit Arachidonsdure keine
Arzneimittelinteraktion  zwischen Indometazin bzw. Ramatroban und
Propyphenazon zeigte, wurde auf die Messung mit Kollagen verzichtet. Auf diese
Weise konnte die Anzahl der erforderlichen Blutabnahmen und die Belastung der

Probanden reduziert werden.
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Tabelle 5: Zusammensetzung der Versuchsansatze zur Messung der
Interaktion von Propyphenazon (PP) (Losungsmittel DMSO) und
Indometazin (In) (Lésungsmittel Ethanol) bzw. Ramatroban (Ra)
(Lésungsmittel TM) am Aggregometer durch Aktivierung der Aggregation
mit 1 mM Arachidonsaure (Ara). Die Konzentrationsangaben beziehen sich

auf die Endkonzentrationen im Aggregationsansatz.

Aggregationskontrolle

Versuchs-ansatz 50 pl 2,5l 2,5l 5ul
mit 200 ul PRP ™ In/Ethanol PP/ Ara
bzw. DMSO
Ra/TM
Aggregationskontrolle ‘ Ethanol 1 mM Ara
Hemmung durch ™ 0,3-1uMIn DMSO 1 mM Ara
Indometazin
Interaktion von ™ 0,3-1uMIn 10 nM PP 1 mM Ara
IneomEEE i TM| 03-1pMin| 30nMPP| 1mMAra
Propyphenazon
™ 0,3-1uMiIn 100 nM PP 1 mM Ara
™ 0,3-1uMiIn 300 nM PP 1 mM Ara
™ 0,3-1uMin 1 uM PP 1 mM Ara
™ 0,3-1uMin 3 uM PP 1 mM Ara
™ 0,3-1uMin 10 uM PP 1 mM Ara
™ 0,3-1uMin 30 uM PP 1 mM Ara
™ 0,3-1uMin 100 pM PP 1 mM Ara

™ Ethanol DMSO

1 mM Ara

Aggregationskontrolle DMSO 1 mM Ara

Hemmung durch 100 nM Ra DMSO 1 mM Ara

Ramatroban

Interaktion von ™ 100 nM Ra 10 nM PP 1 mM Ara

FelmElsen i TM| 100nMRa| 30nMPP| 1mMAra

Propyphenazon
™ 100 nM Ra 100 nM PP 1 mM Ara
™ 100 nM Ra 300 nM PP 1 mM Ara
™ 100 nM Ra 1 uM PP 1 mM Ara
™ 100 nM Ra 3 uM PP 1 mM Ara
™ 100 nM Ra 10 uM PP 1 mM Ara
™ 100 nM Ra 30 uM PP 1 mM Ara
™ 100 nM Ra 100 uM PP 1 mM Ara
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2.3. Thromboxan B> Bestimmungen

2.3.1. Prinzip der Thromboxan B> Bestimmungen
TXA: ist ein labiles Derivat der Prostaglandinsynthese und wird schnell in das

chemisch stabile und biologisch relativ inaktive Hydratationsprodukt TXB:
umgewandelt (60). Die Konzentration dieses Produktes wurde mit dem TXB:
ELISA Kit 501020 (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, USA) bestimmt.
Dieses Immunoassay basiert auf einem kompetitiven Mechanismus: TXB2 und
ein TXBa2-Acetylcholinesterase-Konjugat (TXBz-Tracer) konkurrieren um eine
begrenzte Anzahl von TXB2-spezifischen Bindungsstellen am Kaninchen-
Antiserum (61). Die Anzahl der TXB2-Tracer ist konstant, die Konzentration von
TXB2 in den Proben hingegen variiert (61). Dadurch ist die Menge an TXBg-
Tracer, die an die TXB2-spezifischen Stellen bindet, umgekehrt proportional zur
Menge an TXB: in den Proben (61). Das TXB: (sowohl der Tracer als auch das
freie TXB2> aus den Proben) wird von polyklonalen Immunglobulinen (IgG)
gebunden (61). Dieses IgG wird zuvor hinzugefigt (61). AnschlieBend wird die
Probe gewaschen um alle nicht gebunden Reagenzien zu entfernen (61). Zum
Schluss wird das Ellmans Reagenz hinzugegeben, welches das Substrat der
Acetylcholinesterase enthalt (61). Dadurch kann die Acetylcholinesterase des
TXB2-Tracers Acetylthiocholin zu Thiocholin umwandeln (61). Thiocholin reagiert
weiter zu 5-Thio-2-Nitrobenzoeséaure, welche lber eine ausgepragte Absorption
bei 412 nm verflgt und eine gelbe Farbe aufweist (61). Die Intensitat der Farbe,
welche mittels Photometrie bestimmt wird, ist proportional zur Menge des
gebundenen TXBg-Tracers und somit antiproportional zur freien TXB2-Menge (s.
Abb. 2) (61).
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Prinzip der TXB, Bestimmung

YYYIIYYY

1 2 3 4

O =freies TXB: ( ] = TXB:-Tracer

\r' = TXB: Antiserum Y = IgG

Abb. 2: ,Prinzip der TXB2 Bestimmung*

1: Vorbeschichtung der Platten mit IgG, welche gegen Kaninchenantiserum gerichtet sind

2: Zugabe von PAP (mit freiem TXBz), TXB>-Tracer (TXBz-Acetylcholinesterase Konjungat) und
spezifisches TXBz-Antiserum

3: Konkurrenz um die Bindung von TXB2 und dem TXB:z-Tracer an das Antiserum, Auswaschen
der Probe und Entfernung von nicht gebundenen Reagenzien

4: Zugabe von Ellamans Reagenz, wodurch Acetylcholin zu dem gelben Produkt 5-Thio-2-
Nitrobenzoesédure umgewandelt wird. Die Gelbfdrbung wird mittels Photometer bestimmt, wobei
die Intensitat der Farbe antiproportional zur freien TXB2-Menge ist. (61)

2.3.2. Durchftihrung der Messungen
FUr die TXB2 Bestimmungen wurde das eingefrorene, zellfreie Plasma der

Aggregationsmessungen verwendet. Es wurden nur solche Proben ausgewahlt,

die bei Lichttransmissionsaggregometriemessungen folgende Kriterien erflllten:

o Die Aggregationskontrollen vor und nach der Messreihe zeigten eine
ahnliche Steigung und Amplitude (s. Kapitel 2.5. Auswertung der
Ergebnisse).

e Es war keine Steigung bei alleiniger Zugabe von maximal 70 uM ASS,
1 UM Indometazin oder 100 nM Ramatroban ersichtlich (2. Messung

,Hemmung durch ASS, Indometazin oder Ramatroban®).
Thromboxankonzentrationen wurden flr folgende Messungen bestimmt:

e die Aggregationskontrolle

e die Hemmung durch ASS, Indometazin oder Ramatroban

e die Interaktion von ASS bzw. Indometazin oder Ramatroban mit 1 uM
Propyphenazon

e die Hemmung der Plattchen durch 1 uM Propyphenazon.
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Die definierte Konzentration von 1 pM Propyphenazon wurde aufgrund der
Vorversuche (Maximum der Interaktion bei der
Lichttransmissionsaggregometrie) gewahlt. Thromboxankonzentrationen
unterhalb der Nachweisgrenze des Assays (1 ng/ml) wurde der Wert ,0°

zugewiesen.

2.3.3. Vorversuche zum Vergleich der Stimulantien
In Vorversuchen wurde die Aktivierung der  thrombozytaren

Thromboxansynthese durch die in dieser Arbeit verwendeten Agonisten (1 mM
Arachidonsaure bzw. 2-3,3 pug/ml Kollagen) miteinander verglichen (s. Abb. 3).
Hier zeigte sich, dass bei der Stimulation durch Arachidonsaure erheblich héhere
Konzentrationen von TXB: freigesetzt wurden als durch Kollagen. Beide
Agonisten stimulierten die Aggregation unter den gewahlten experimentellen
Bedingungen jedoch thromboxanabhéangig, so dass eine vollstindige Hemmung
durch ASS erreicht wurde.

Vergleich der Aggregationen bei unterschiedlichen Stimulantien,
gemessen an den TXB,-Konzentrationen

0.05
800 - P =
— 600
E
(o))
= 400 -
N
m
>
= 200 -
N i
Kontrolle Kontrolle
Arachidonséaure Kollagen

Abb. 3: ,Vergleich der Aggregationen bei unterschiedlichen Stimulantien, gemessen an den
TXB2-Konzentrationen® beschreibt die TXBs-Konzentrationen (Mittelwert £ SEM) in vitro. Die
Klammer signalisiert statistische Signifikanz.

Links: Stimulation mit 1 mM Arachidons&ure (n = 14),

Rechts: Stimulation mit 2 - 3,3 ug/ml Kollagen (n = 6).
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2.4. Durchflusszytometrie

2.4.1. Prinzip der Durchflusszytometrie
Die Durchflusszytometrie ermdglicht die Analyse phanotypischer Merkmale von

Zellen (62). Dafur werden die Proben mit Antikdrpern, welche mit
Fluoreszenzfarbstoffen (Fluorochrome) konjungiert sind, vorbehandelt (63).
Diese Antikbrper mit den Fluorochromen binden an spezifische
Oberflachenproteine von Zellen (in diesem Fall Cluster of Differentiation 41 und
62 p-Selektin, CD41 und CD62P) (63). Die Verwendung von mehreren
Fluorochromen mit ahnlicher Anregungswellenlange wie z.B.
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) und Phycoerythrin (PE) ermdglicht eine
gleichzeitige Analyse mehrerer Zelleigenschaften (63). Durch eine solche
Doppelmarkierungsbindung kénnen Thrombozyten identifiziert werden (63). Mit
Hilfe der Bestimmung des Oberflaichenproteins CD62P kann die
Thrombozytenaktivierung quantifiziert werden (64, 65). Ein Laser regt die
Fluorochrome zu einem hdheren Energielevel an, woraufhin diese nach der
Rackkehr in den Ruhezustand Fluoreszenzlicht emittieren, welches vom
Lichtdetektor erfasst wird (62, 66). So kann die p-Selektinexpression der
Thrombozyten quantifiziert werden (62, 66).

2.4.2. Durchfuhrung der Messungen
Fir die durchflusszytometrischen Messungen wurde das Guava easyCyte5

(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) verwendet. Vor Versuchsbeginn wurde
das Gerat mittels herstellereigener Beads auf Freigangigkeit der Kapillaren

Uberprift und kalibriert.

Nach der oben beschriebenen Blutplasmagewinnung wurde zun&chst eine
Aggregationskontrolle am Aggregometer durchgefiihrt. Falls die Probe dort keine
Stimulation zeigte, wurde diese verworfen. Sofern die Bedingung der
Aktivierbarkeit erfullt war, erfolgte die Herstellung des ,Grundansatzes®. Hierzu
wurden 1,5 ml PRP und 15 pl Tirofiban in ein 2 ml Eppendorf-Cup pipettiert.
Tirofiban ist ein  GPllb/llla  Antagonist und sorgt flir eine
Thrombozytenaggregationshemmung (67, 68). Dieser Ansatz wurde 10 Minuten
bei 37 °C im Eppendorf-Thermomixer (Typ 5436, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) inkubiert. AnschlieBend wurden daraus 200 pl PRP fir den Ansatz
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1 und 2 entnommen und zusammen mit 2 pl DMSO, sowie 4 pl TM in ein neues
Eppendorf-Cup Uberflihrt. Fir den Ansatz 3 wurden 100 pl PRP entnommen und
1 ul DMSO sowie 2 pl TM hinzugefligt. Der Ansatz 4 wurde analog zum Ansatz
1 und 2 hergestellt. Die weiteren Ansatze wurden variiert. Flr jeden folgenden
Ansatz wurden 100 ul PRP verwendet, 1 ul DMSO oder eine entsprechende
Konzentration Propyphenazon und 2ul TM oder 30 bzw. 100 uM ASS.

Diese Anséatze wurden erneut Uber 10 Minuten bei 37 °C im Eppendorf-
Thermomixer inkubiert. AnschlieBend wurden jeweils 50 ul der jeweiligen
Ansatze entnommen und 1 pl Tris-Puffer bei Ansatz 1-3 zugeflgt. In Ansatz 4
und allen folgenden Ansatzen wurde 1 pl einer 1 mM Arachidonsaurelésung
hinzugeflgt. Ansatz 3 stellt somit die ,nicht stimulierte Kontrolle®, Ansatz 4 die
,Stimulierte Kontrolle* dar. Sofern keine vermehrte p-Selektinexpression in

Ansatz 4 im Vergleich zu Ansatz 3 zu sehen war, wurden die Proben verworfen.

Im Anschluss wurden die Anséatze erneut fir 10 Minuten bei 37 °C inkubiert.
Daraufhin erfolgte die Zugabe der mit Fluoreszenzfarbstoffen markierten
Antikdrper. In Ansatz 1 wurden 5 ul IgG-PE und 1 pl anti-CD41-FITC hinzu
pipettiert. In Ansatz 2 wurden 5 pl anti-CD62P-PE und 1 pl IgG-FITC hinzugeflgt.
Diese Ansatze erfolgten zur Isotypenkontrolle, welche beweist, dass keine
unspezifischen Bindungen vorliegen. In allen folgenden Ansatzen wurden zur
Markierung 5 pl anti-CD62P-PE und 1 pl anti-CD41-FITC zugeflgt. Die
stimulierte Kontrolle wurde mit 3 Ansatzen hergestellt. Es folgte eine 10-minttige
Inkubationszeit im Dunkeln bei 37 °C. AbschlieBend wurden zu jedem Ansatz
jeweils 400 pl Isoton hinzugeflgt. Eine tabellarische Darstellung des

Versuchsprotokolls ist in Abb. 4 ersichtlich.

Da bei den ersten durchflusszytometrischen Messungen keine Interaktionen von
Propyphenazon und ASS bezogen auf die thrombozytenhemmende Wirkung
ersichtlich waren, wurde einmalig das Protokoll geandert. Hierzu wurde bei
Proband Nummer 34 nach der Inkubation des ,Grundansatzes® zur Herstellung
der Ansétze zundchst nur Propyphenazon bzw. DMSO hinzugegeben. Diese
wurden weitere 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Dies sollte Propyphenazon einen
zeitlichen ,Vorsprung® gegeniber ASS geben. Im Anschluss wurden ASS bzw.
TM hinzugefligt und es wurde weiter nach Protokoll verfahren. Es zeigten sich
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jedoch keine Anderungen der Messwerte, sodass im Folgenden das

urspringliche Versuchsprotokoll entsprechend Abb. 4 gewahlt wurde.

Die Hemmung der p-Selektinexpression wurde durch 30 uM und 100 uM ASS
getestet. Des Weiteren wurde die Hemmung der p-Selektinexpression durch
Propyphenazon bei Konzentrationen von 1 pM bis 3 uM untersucht. Zusatzlich
wurden 1 nM bis 3 uM Propyphenazon mit 30 uM oder 100 uM ASS kombiniert.
Insgesamt wurden 10 Messungen mit PRP von 7 Blutspendern am
Durchflusszytometer durchgefihrt.
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Versuchsprotokoll zur Messung der p-Selektinexpression

1,5 ml PRP
15 pl Tirofiban

,Grundansatz*:

‘ 10 min Inkubation bei 37°C

3:
1 und 2: nicht ) 4'. >
. . stimulierte Versuchs-
Isotypenkontrolle stimulierte .
Kontrolle ansatze
Kontrolle
200 pl PRP 100 pl PRP 200 pl PRP 130 llllpiF;P
2 1l DMSO 1y DMSO | 2 ul DMSO D'“‘MSO
4 ul T™ 2ulT™ 4 ulT™ 2 1l ASS / TM
‘ 10 min Inkubation bei 37°C
1 2 3 4 5
50 ul PBP 50 ul PBP 50 ul PBP 50 il PRP 50 ul PRP
1 ul Tris- 1 ul Tris- 1 ul Tris- 1 ul Ara 1 ul Ar
Puffer Puffer Puffer H HiAra
‘ 10 min Inkubation bei 37°C
1 2 3 (3x) 4 5
5 ul PRP 5 ul PRP S HIPRP S Wi PRP S Wl PRP
5l IgG-PE 5 ul anti- 5 pl anti- 5 pl anti- 5 ul anti-
) CD62P-PE CD62P-PE CD62P-PE
1 Wl ant- CD62P-PE 1 pl anti- 1 pl anti- 1 ul anti-
CDM-FITC | TUHgG-FITC | oht eire | cpat1-FITC | CDa1-FITC

‘ 10 min Inkubation bei 37°C (dunkel)

Zufugen von
400 pl Isoton

¥

Messungen am

Durchflusszytometer

Abb. 4: ,Versuchsprotokoll zur Messung der p-Selektinexpression® beschreibt den zeitlichen
Verlauf und die zugeftigten Substanzen der Messreihen zur p-Selektinexpression.
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2.5. Auswertung der Ergebnisse

Die Werte der Lichttransmissionsaggregometrie (maximale Steigung der
Aggregationskurve und Amplitude), der TXB2 Bestimmungen (TXBo-
Konzentrationen) und die der Durchflusszytometrie (prozentualer Anteil an
CD62P positiven Thrombozyten) wurden in Mittelwert £ Standardfehler (SEM)

von der Anzahl der durchgeftihrten Versuche berechnet und angegeben.

Wie oben beschrieben, wurde die Testung der Aktivitat der Thrombozyten
mehrfach durchgeflihrt (Aggregationskontrolle). Solche Messreihen, bei denen
sich die Kontrollmessungen vor und nach der Messreihe stark voneinander
unterschieden, wurden in den statistischen Berechnungen nicht bertcksichtigt.
FUr den Ausschluss dieser Extremwerte wurden, zur objektiven Bestimmung
eines Referenzwertes, die Daten der Kontrollmessungen vor und nach den
Messreihen fir jede Methodik gesammelt und der prozentuale Anteil der 2.
Aggregationskontrolle an der 1. Aggergationskontrolle errechnet (im Folgenden
»prozentualer Kontrollwert®). AnschlieBend wurde fur jede Methodik der Mittelwert
sowie dessen Standardabweichung fir den prozentualen Kontrollwert bestimmt.
Als Referenz wurden alle Messreihen ausgeschlossen, bei denen dieser
prozentuale Kontrollwert den Mittelwert £ 2 x Standardabweichung Uber- bzw.
unterstieg. Dadurch wurden ca. 95% der Daten in der statistischen Auswertung
berlcksichtigt und solche Messreihen ausgeschlossen, bei denen die
Aggregationskontrollen vor und nach der Messreihe sehr stark voneinander

abwichen.

Die statistische Auswertung erfolgte mit IBM SPSS Statistics Version 24.
Zunachst fand flir zusammengehérige Messreinen die Prifung auf
Normalverteilung mittels Kolmogorov-Smirnov-Test und Shapiro-Wilks-Test statt.
Far alle Messreihen gab es Datensatze mit einem Signifikanzniveau p < 0.05.
Somit lag keine Normalverteilung vor. Daher wurden nicht-parametrische Tests
durchgefihrt. Zum Paarvergleich fir verbundene Stichproben wurde der
Wilcoxon Test verwendet. Fir den Vergleich unverbundener Stichproben,
beispielsweise bei der Analyse der unterschiedlichen Stimulantien, wurde der

Mann-Whitney-U-Test angewandt.
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Fir den Vergleich der Plattchenaktivitat (gemessen als Steigung der
Aggregationskurve, TXBz2-Konzentration, prozentualer Anteil an CD62P positiven

Thrombozyten) wurden folgende Hypothesen formuliert:

e Die Plattchenaktivitat ist in Gegenwart von ASS/ Indometazin/
Ramatroban niedriger als die Plattchenaktivitat der Kontrollmessung ohne
Zugabe dieser Substanzen.

e Die Platichenaktivitdt in Gegenwart der Kombination von ASS und
Propyphenazon ist hbher als die Plattchenaktivitat in Gegenwart von ASS
allein (Arzneimittelinteraktion zwischen diesen Substanzen).

e Die Plattichenaktivitat bei alleinigem Zusatz von Propyphenazon ist
niedriger als die Plattchenaktivitat der Kontrollmessung

(Thrombozytenhemmung durch Propyphenazon).

Auf Grund der gerichteten Fragestellungen wurde einseitig getestet. Das
Signifikanzniveau wurde auf p < 0.05 festgelegt. Bei mehreren Paarvergleichen
(Wilcoxon-Tests/ Mann-Whitney-U-Tests) wurde eine manuelle Bonferroni-
Korrektur des Signifikanzniveaus vorgenommen. Hierzu wurden 2
Paarvergleiche bei den Konzentrationen 1 uM und 3 uM Propyphenazon gewahlt
(p <0.025). Gegebenenfalls wurden 3 Paarvergleiche mit einem

Signifikanzniveau von p < 0.016 gewahilt.

Die Grafikerstellung erfolgte mittels GraphPad Prism 6.
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3. Ergebnisse

3.1. Messungen zur Interaktion von ASS und Propyphenazon

3.1.1 Stimulation der Thrombozyten mit Arachidonsédure
Lichttransmissionsaggregometrie: Die Thrombozyten zeigten

erwartungsgemal3 nach Zusatz von 1 mM Arachidonsdure in der
Aggregationskontrolle (ohne Zugabe von Pharmaka) eine starke Aggregation,
entsprechend einer maximalen Zunahme der Lichttransmission in der
Registrierung des Schreibers von 15,9 £ 1,2 cm/min (n = 12). Bei einem der
Probanden wichen die Kontrollmessungen (Stimulation mit 1 mM
Arachidonsaure, keine Inhibitoren) zu Beginn und Ende des Protokolls stark
voneinander ab (s. Kapitel 2.5.), so dass diese Messungen verworfen werden
mussten. Bei PRP von 4 weiteren Probanden war eine Stimulation der
Aggregation mit 1 mM Arachidonsaure nicht mdglich. Diese Proben wurden
ebenfalls nicht in die Auswertung einbezogen. Eine graphische Darstellung zeigt
Abb. 5.

Wie erwartet wird die Arachidonsaure-induzierte Aggregation durch ASS
signifikant gehemmt (p < 0.05, einseitig getestet). Die Zugabe von 30 uM ASS
fihrt bei 5 von 12 Probanden zu einer vollstandigen Aggregationshemmung
(Steigung = 0). In einem Fall muss (protokollgemaf) die Konzentration von 30
auf 70 uM ASS erhdht werden, um die fir das Experiment notwendige
vollstandige Hemmung der Aggregation zu erreichen. Die in allen Messungen im
Mittel  bendtigte  Konzentration von ASS, um eine vollstandige

Aggregationshemmung zu erreichen, betragt 43 + 4 uM (n = 12).

Propyphenazon hebt bei 8 von 12 Probanden (66,7%) die vollstandige Hemmung
der Aggregation durch ASS im Sinne einer Interaktion zwischen diesen
Substanzen auf. Die Interaktion ist konzentrationsabhéngig. Das Maximum der
Interaktion mit ASS liegt bei 1 uM Propyphenazon. Hier ist die Aggregation im
Vergleich zu ASS allein statistisch signifikant starker als in der Kontrolle ohne
Propyphenazon (p < 0.05, einseitig getestet). Bei dieser Konzentration von
Propyphenazon werden im Durchschnitt ca. 60% der Aggregation der
Kontrollmessungen erreicht. Bei dem PRP von 4 Probanden betragt die

Aggregation sogar Uber 90% der Kontrollmessungen. In Gegenwart sehr geringer
36



(10 nM) bzw. sehr hoher (100 uM) Konzentrationen von Propyphenazon ist bei
keinem Probanden eine Interaktion mit der Hemmung der Aggregation durch
ASS ersichtlich (n=8). Zusammengefasst nimmt die Interaktion von
Propyphenazon mit der Thrombozytenhemmung durch ASS
konzentrationsabhdngig zunachst zu. Bei einer Konzentration von
Propyphenazon von 1 uM und dartber kehrt sich die Dosisabhéngigkeit jedoch
um und hohere Propyphenazon-Konzentrationen fUhren zu abnehmender
Aggregation. Es resultiert insofern eine ,glockenformige” Konzentrations-
Wirkungsbeziehung (s. Abb. 5).

Thrombozytiare Thromboxansynthese: Bei den TXB2 Bestimmungen zeigen
sich in den Aggregationskontrollen Werte von 579,2 + 84,4 ng/ml (n = 14). Bei
diesen Messungen wurden Werte eines Probanden ausgeschlossen, da sich die
Aggregationskontrollen (vor und nach der Messreihe) zu stark voneinander
unterschieden (s. Kapitel 2.5. Auswertung der Ergebnisse). Da nur solche
Messreihen verwendet wurden, die bereits bei der
Lichttransmissionsaggregometrie eine Aktivierbarkeit durch Arachidonsaure
zeigten, wurden auch Messreihen, bei denen keine Stimulation der Aggregation
maoglich war, ausgeschlossen (s. Kapitel 2.3.2.). Alle Messreihen zeigten in
Abwesenheit von ASS und Propyphenazon (Aggregationskontrolle) eine
Arachidonsaure-induzierte Stimulation der thrombozytaren
Thromboxansynthese. Eine graphische Darstellung der

Thromboxankonzentrationen findet sich in Abb. 6.

Durch die Zugabe von ASS ist TXB:in keiner Arachidons&ure-stimulierten Probe
nachweisbar (n = 11). Es findet sich somit erwartungsgeman signifikant weniger
TXB2 in den Proben mit ASS im Vergleich zur stimulierten Kontrolle (p < 0.05,

einseitig getestet).

In Gegenwart von ASS und Propyphenazon ist bei 9 von 11 Probanden TXB: in
der Probe nachweisbar. Hier liegen die TXB2-Konzentrationen zwischen 184,8
und 447,1 ng/ml. Nur bei zwei PRP-Proben wird in Gegenwart von
Propyphenazon eine vollstdndige Hemmung der TX-Synthese erreicht. Die
TXB2-Konzentrationen in den Proben mit ASS allein sind statistisch signifikant

geringer als die TXBz -Konzentrationen in den Proben mit ASS in Kombination
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mit 1 uM Propyphenazon (p < 0.05, einseitig getestet). Insofern findet sich auch
bei der thrombozytaren Thromboxansynthese, ahnlich der Aggregation, eine

erhebliche pharmakologische Interaktion zwischen ASS und Propyphenazon.

Thrombozytare p-Selektinexpression: In den durchflusszytometrischen
Messungen sind 21% = 4% CDG62P positive Thrombozyten in den stimulierten
Kontrollen (n=9). Die p-Selektinexpression konnte in den Proben von 2
Probanden nicht durch Arachidonsdure stimuliert werden. Die Arachidonsaure-
induzierte p-Selektinexpression wird durch 100 pM ASS signifikant inhibiert
(p < 0.05, einseitig getestet). Eine Interaktion von ASS und Propyphenazon ist
jedoch nicht zu beobachten (s. Abb. 7).
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Arzneimittelinteraktion zwischen ASS und Propyphenazon bezogen auf
deren thrombozytenhemmende Wirkung, gemessen an der maximalen
Steigung im  Lichttransmissionsaggregometer (Stimulation  mit
Arachidonsaure)

20 - p < 0.05

15 7
10 A
5 =
0 -
ASS 0.01 0.1 1 10 100

Kontrolle
Propyphenazon [uM]

Aggregation [cm/min]

Abb. 5: ,Arzneimittelinteraktion zwischen ASS und Propyphenazon bezogen auf deren
thrombozytenhemmende  Wirkung, gemessen an der maximalen Steigung im
Lichttransmissionsaggregometer (Stimulation mit Arachidonsé&ure)” zeigt die
Thrombozytenaggregation (Mittelwert + SEM) in vitro nach Stimulation mit 1 mM Arachidonsé&ure.
Die Klammer signalisiert statistische Signifikanz.

Links: Aggregationskontrolle ohne Zugabe von Pharmaka und in Gegenwart von 30 - 70 uM ASS
(n=12).

Rechts: konzentrationsabhdngige Aggregation in Gegenwart von
10 nM - 100 uM Propyphenazon und 30 - 70 uM ASS (n =8 - 12).
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Arzneimittelinteraktion zwischen ASS und Propyphenazon bezogen auf
deren thrombozytenhemmende Wirkung, gemessen an den TXBo-
Konzentrationen (Stimulation mit Arachidonsaure)
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Abb. 6: ,Arzneimittelinteraktion zwischen ASS und Propyphenazon bezogen auf deren
thrombozytenhemmende Wirkung, gemessen an den TXBz-Konzentrationen (Stimulation mit
Arachidonséure)” zeigt die TXB2-Konzentrationen (Mittelwert + SEM) in vitro nach Stimulation mit
1 mM Arachidonséure (n = 11). Die Klammer signalisiert statistische Signifikanz.

Links: TXBz-Konzentrationen in der stimulierten Kontrollmessung ohne Zugabe von Pharmaka,
Mitte: TXB2-Konzentrationen in Gegenwart von 30 - 70 uM ASS,

Rechts: TXBz2-Konzentrationen in Gegenwart von 1 uM Propyphenazon und 30 - 70 uM ASS.
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Arzneimittelinteraktion zwischen ASS und Propyphenazon bezogen auf
deren thrombozytenhemmende  Wirkung, gemessen an der
p-Selektinexpression (Stimulation mit Arachidonsaure)
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Abb. 7: ,Arzneimittelinteraktion zwischen ASS und Propyphenazon bezogen auf deren
thrombozytenhemmende Wirkung, gemessen an der p-Selektinexpression (Stimulation mit
Arachidonséure)” zeigt den Anteil CD62P positiver Thrombozyten (Mittelwert + SEM) in vitro nach
Stimulation mit 1 mM Arachidonséure (n = 3-5). Die Klammer signalisiert keine statistische
Signifikanz.

Links: Anteil CD62P positiver Thrombozyten in der Kontrollmessung ohne Zugabe von Pharmaka,
Mitte: Anteil CD62P positiver Thrombozyten in Gegenwart von 100 uM ASS,

Rechts: Anteil CD62P positiver Thrombozyten in Gegenwart von 1 uM Propyphenazon und
100 uM ASS.
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3.1.2. Stimulation der Thrombozyten mit Kollagen
Lichttransmissionsaggregometrie: Stimulation des PRP mit Kollagen ergibt

eine maximale Steigung der Aggregationskurve von 14,3 £ 0,8 cm/min (n = 8).
Vollstandige Aggregation wird durch 2,7 = 0,2 ug/ml Kollagen erreicht. Eine
komplette Hemmung der Aggregation durch 30-100 pM ASS wird nur bei 8 der
15 PRP-Proben erreicht. Darin unterscheidet sich die Kollagen-induzierte
Aggregation von der Stimulation mit Arachidonsaure, wo die Mehrzahl der
untersuchten PRP-Proben durch diese Konzentration ASS hinsichtlich der
Aggregation vollstdndig gehemmt wurden (s.0.). Dementsprechend mussten 3
Versuchsreihen abgebrochen werden (s. Kapitel 2.2.3. Versuche zur Interaktion
von ASS und Propyphenazon). Eine graphische Darstellung der Messergebnisse
durch Stimulation mit Kollagen gibt Abb. 8.

Ein Maximum der Interaktion zwischen Propyphenazon und ASS zeigt sich bei
einer Konzentration von 1 uM Propyphenazon. In Gegenwart von ASS ist die
Aggregation bei dieser Konzentration von Propyphenazon signifikant héher als
die Aggregation bei alleiniger Zugabe von ASS (p < 0.025, einseitig getestet). Die
in diesen Messungen im Mittel bendtigte Konzentration von ASS, um eine

vollstandige Aggregationshemmung zu erreichen, betragt 36 £ 4 uM (n = 5).

Thrombozytare Thromboxansynthese: Bei den TXB2-Bestimmungen musste
von 7 untersuchten PRP Proben eine aufgrund von stark schwankenden
Aggregationskontrollen ausgeschlossen werden (s. Kapitel 2.5. Auswertung der
Ergebnisse). Die Stimulation durch Kollagen fihrt in den Kontrollmessungen zu
TXB2-Konzentrationen von 66,0 £ 9,4 ng/ml (n = 6). Erwartungsgemaf bewirkte
33 £ 2 uM ASS eine weitgehende Hemmung der TXB2-Synthese, so dass nur
1,8 +1,3 ng/ml im Thrombozyten-Uberstand nachweisbar sind. Die TXB:-
Konzentrationen mit ASS sind somit signifikant niedriger als die der
Kontrollmessungen (p < 0.05, einseitig getestet). Eine graphische Darstellung
der Messergebnisse der TXB2-Konzentrationen im Uberstand unter Stimulation
mit Kollagen findet sich in Abb. 9.

In Proben mit ASS und 1 pM Propyphenazon sind 16,5 + 4,9 ng/ml TXB:2
messbar. Die TXBq-Konzentrationen in Gegenwart von ASS alleine sind
signifikant niedriger als die TXBz2-Konzentrationen mit ASS und 1 uM
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Propyphenazon (1,8 + 1,3 ng/ml bzw. 16,5 + 4,9 ng/ml, n = 6, p < 0.05, einseitig

getestet).

Die thrombozytare p-Selektinexpression wurde, wie in Abschnitt 2.1.5.
erwahnt, aufgrund von Vorversuchen, die bei Kollagen keine ausreichende

Stimulation ergaben, nicht getestet.

Arzneimittelinteraktion zwischen ASS und Propyphenazon bezogen auf
deren thrombozytenhemmende Wirkung, gemessen an der maximalen
Steigung im Lichttransmissionsaggregometer (Stimulation mit Kollagen)

207 p < 0.025

Aggregation [cm/min]

Kontrolle ASS 0.01 0.1 1 10 100
Propyphenazon [uM]

Abb. 8: ,Arzneimittelinteraktion zwischen ASS und Propyphenazon bezogen auf deren
thrombozytenhemmende Wirkung, gemessen an der p-Selektinexpression (Stimulation mit
Kollagen)” zeigt die Thrombozytenaggregation (Mittelwert + SEM) in vitro nach Stimulation mit
2 - 3,3 ug/ml Kollagen (n = 8). Die Klammer signalisiert statistische Signifikanz.

Links: Aggregationskontrolle ohne Zugabe von Pharmaka und in Gegenwart von 30 - 60 uM ASS,
Rechts: konzentrationsabhédngige Aggregation in Gegenwart von
10 nM - 100 uM Propyphenazon und 30 - 60 uM ASS (n = 8).
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Arzneimittelinteraktion zwischen ASS und Propyphenazon bezogen auf
deren thrombozytenhemmende Wirkung, gemessen an den TXBo-
Konzentrationen (Stimulation mit Kollagen)
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Abb. 9: ,Arzneimittelinteraktion zwischen ASS und Propyphenazon bezogen auf deren
thrombozytenhemmende Wirkung, gemessen an den TXBz-Konzentrationen (Stimulation mit
Kollagen)“ zeigt die TXBz-Konzentrationen (Mittelwert £ SEM) in vitro nach Stimulation mit 2 - 3,3
ug/ml Kollagen (n = 6). Die Klammer signalisiert statistische Signifikanz.

Links: TXBz-Konzentrationen in der stimulierten Kontrollmessung ohne Zugabe von Pharmaka,
Mitte: TXB2-Konzentrationen in Gegenwart von 30 - 60 uM ASS,

Rechts: TXBz2-Konzentrationen in Gegenwart von 1 uM Propyphenazon und 30 - 60 uM ASS.
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3.2. Messungen zur Hemmung der Thrombozyten durch

Propyphenazon

Die zuvor beschriebene Interaktion von Propyphenazon und ASS legt nahe, dass
Propyphenazon mit ASS an der COX-1 konkurriert. Insofern war von Interesse,
in welchem MalB3 Propyphenazon selbst die Thrombozytenaggregation und

Thromboxansynthese hemmt.

Fir die Thromboxansynthese sowie die p-Selektinexpression, wurde wie in
Kapitel 2.1.5. beschrieben, die konzentrationsabhangige Hemmung der

Thrombozyten durch definierte Konzentrationen von Propyphenazon untersucht.

3.2.1. Stimulation mit Arachidonséure
Lichttransmissionsaggregometrie: In der Versuchsreihe durch Stimulation mit

1 mM Arachidonsaure und alleiniger Zugabe von Propyphenazon wird die
Aggregation in der Lichttransmissionsaggregometrie durch Propyphenazon in
Konzentrationen von 1 uMim Vergleich zur Aggregationskontrolle signifikant
gehemmt (15,1 £ 1,4 cm/min bzw. 12,2 + 2,1 cm/min, n = 10, p < 0.05, einseitig
getestet). Bei 10 uM Propyphenazon ist die Aggregation bei der Halfte der
Proben vollstdndig gehemmt. Bei 30 uM Propyphenazon sind nur noch zwei
Aggregationen nicht vollstandig gehemmt und bei 100 uM Propyphenazon sind
alle Proben vollstandig gehemmt (n = 10). Die Messreihe eines Probanden wurde
aufgrund von stark unterschiedlichen Aggregationskontrollmessungen nicht in
die Auswertung einbezogen (s. Kapitel 2.5). Die konzentrationsabhangige

Hemmung der Aggregation durch Propyphenazon ist in Abb. 10 dargestellt.

Thrombozytire Thromboxansynthese: Gegenuber den Kontrollmessungen
fihrte 1 uM Propyphenazon zu einer signifikanten Hemmung der thrombozytaren
Thromboxansynthese (579,2 + 84,4 ng/ml bzw. 416,4 + 80,3 ng/ml, n=7,
p < 0.05, einseitig getestet). Dies ist in Abb. 11 dargestellt.

Thrombozytare p-Selektinexpression: Propyphenazon hemmt ebenfalls die
p-Selektinexpression. Dies ist flr die Konzentrationen 1 nM und 1 uM statistisch
signifikant (21,3 + 4,4% bzw. 16,8 + 5,8% bei 1 nM und 13,2 + 6,4% bei 1 uM,
n=6-9,p<0.016, einseitig getestet) (s. Abb. 12).
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Hemmung der Aggregation durch Propyphenazon, gemessen an der
maximalen Steigung im Lichttransmissionsaggregometer (Stimulation mit
Arachidonsaure)

p<0.05
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Abb. 10: ,Hemmung der Aggregation durch Propyphenazon, gemessen an der maximalen
Steigung im Lichttransmissionsaggregometer (Stimulation mit Arachidonséure)” zeigt die
konzentrationsabhdngige Thrombozytenaggregation (Mittelwert + SEM) in vitro nach Stimulation
mit 1 mM Arachidonsdure in Gegenwart von Propyphenazon (n=8-10). Die Klammer
signalisiert statistische Signifikanz.

Links: Aggregationskontrolle ohne Zugabe von Pharmaka,

Rechts: konzentrationsabhdngige Aggregation in Gegenwart von

10 nM - 100 uM Propyphenazon.
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Hemmung der Aggregation durch Propyphenazon, gemessen an den TXB--
Konzentrationen (Stimulation mit Arachidonsaure)

0.05
800 - P =
600 -
E
o)
= 400 -
mN
>
-
200 -
0-
Kontrolle 1 uM Propy

Abb. 11: ,Hemmung der Aggregation durch Propyphenazon, gemessen an den TXBo-
Konzentrationen (Stimulation mit Arachidonséure)” zeigt die TXBs-Konzentrationen (Mittelwert +
SEM) in vitro nach Stimulation mit 1 mM Arachidonséure (n = 7). Die Klammer signalisiert
statistische Signifikanz.

Links: TXBz-Konzentrationen in der Aggregationskontrolle ohne Zugabe von Pharmaka,

Rechts: TXBz-Konzentrationen in Gegenwart von 1 uM Propyphenazon.
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Hemmung der Aggregation durch Propyphenazon, gemessen an den
CD62P positiven Thrombozyten (Stimulation mit Arachidonsaure)
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Abb. 12: ,Hemmung der Aggregation durch Propyphenazon, gemessen an den CD62P positiven
Thrombozyten  (Stimulation mit Arachidonsédure)” zeigt die konzentrationsabhdngige
p-Selektinexpression (Mittelwert + SEM) in vitro nach Stimulation mit 1 mM Arachidonséure
(n = 6 - 9). Klammern signalisieren statistische Signifikanz.

Links: Anteil CD62P positiver Thrombozyten in der Kontrollmessung ohne Zugabe von Pharmaka,
Mitte & Rechts: Anteil CD62P positiver Thrombozyten in Gegenwart von 1 nM und 1 uM
Propyphenazon.
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3.2.2. Stimulation mit Kollagen
Lichttransmissionsaggregometrie: Durch die Stimulation mit Kollagen zeigt

sich eine signifikante, jedoch nicht vollstindige Hemmung der
Thrombozytenfunktion im Vergleich zur Kontrollmessung bei einer Konzentration
von 1 uM und 3 uM Propyphenazon (p < 0.025, einseitig getestet) (s. Abb. 13).

Thrombozytare Thromboxansynthese: In den Thromboxanbestimmungen
zeigt sich ebenfalls eine signifikante Hemmung der Thromboxan A2-Synthese in
Gegenwart von 1 uM Propyphenazon (p < 0.05, einseitig getestet). Dies ist in
Abb. 11 dargestellt.

Die thrombozytare p-Selektinexpression wurde, wie in Abschnitt 2.1.5.
erwahnt, aufgrund von Vorversuchen durch Stimulation mit Kollagen nicht

getestet.
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Hemmung der Aggregation durch Propyphenazon, gemessen an der
maximalen Steigung im Lichttransmissionsaggregometer (Stimulation mit
Kollagen)
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Abb. 13: ,Hemmung der Aggregation durch Propyphenazon, gemessen an der maximalen
Steigung im  Lichttransmissionsaggregometer (Stimulation mit Kollagen)“ zeigt die
konzentrationsabhdngige Thrombozytenaggregation (Mittelwert + SEM) in vitro nach Stimulation
mit 2 - 3,3 ug/ml Kollagen in Gegenwart von Propyphenazon (n = 7). Die Klammer signalisiert
statistische Signifikanz.

Links: Aggregationskontrolle ohne Zugabe von Pharmaka,

Rechts: konzentrationsabhédngige Hemmung der Aggregation durch
10 nM - 100 uM Propyphenazon.
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Hemmung der Aggregation durch Propyphenazon, gemessen an den TXB--
Konzentrationen (Stimulation mit Kollagen)
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Abb. 14: ,Hemmung der Aggregation durch Propyphenazon, gemessen an den TXB-
Konzentrationen (Stimulation mit Kollagen)® zeigt die TXBz-Konzentrationen (Mittelwert + SEM)
in vitro nach Stimulation mit 2 - 3,3 ug/ml Kollagen (n = 6). Klammern signalisieren statistische
Signifikanz.

Links: TXBzs-Konzentrationen in der Aggregationskontrolle ohne Zugabe von Pharmaka,

Rechts: TXBzs-Konzentrationen in Gegenwart von 1 uM Propyphenazon.
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3.3. Vergleich der Interaktion von ASS und Propyphenazon zur

Hemmung der Thrombozyten durch Propyphenazon

Da far die Lichttransmissionsaggregometrie detaillierte
Konzentrationswirkungskurven erstellt wurden, werden diese im Folgenden
hinsichtlich konzentrationsabhangiger Interaktion von Propyphenazon mit ASS
und der konzentrationsabhangigen Hemmung der Thrombozytenfunktion durch

Propyphenazon allein miteinander verglichen.

3.3.1. Stimulation mit Arachidons&ure
In der Lichttransmissionsaggregometrie zeigt sich im Vergleich von den

abhéngigen Stichproben folgender Zusammenhang: Die Arachidonséure-
induzierte Aggregation in Gegenwart von 1 - 100 uM Propyphenazon (n =8 - 10)
allein unterscheidet sich nicht wesentlich von der Aggregation in Gegenwart von
Propyphenazon und ASS (n=8-12). In diesem Konzentrationsbereich von
Propyphenazon wird also keine Hemmung der Thrombozytenaggregation durch
ASS erreicht. Eine graphische Darstellung aller Daten zu der Interaktion mit ASS

bzw. Eigenhemmung von Propyphenazon ist in Abb. 15 ersichtlich.
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Vergleich der Interaktion von Propyphenazon und ASS mit der Hemmung
der Aggregation durch Propyphenazon bezogen auf deren
thrombozytenhemmende Wirkung, gemessen an der maximalen Steigung
im Lichttransmissionsaggregometer (Stimulation mit Arachidonsaure)

207
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Abb. 15: ,Vergleich der Interaktion von Propyphenazon und ASS mit der Hemmung der
Aggregation durch Propyphenazon bezogen auf deren thrombozytenhemmende Wirkung,
gemessen an der maximalen Steigung im Lichttransmissionsaggregometer (Stimulation mit
Arachidonséure)” zeigt die konzentrationsabhdngige Thrombozytenaggregation (Mittelwert +
SEM) in vitro nach Stimulation mit 1 mM Arachidonséure (n = 8 - 12). Die Kurven aus Abb. 5 und
Abb. 10 wurden (bereinandergelegt, um den Zusammenhang zwischen der Hemmung der
Aggregation durch Propyphenazon (,Eigenhemmung®) und der Interaktion zwischen ASS und
Propyphenazon zu veranschaulichen.

Links: Aggregationskontrolle ohne Zugabe von Pharmaka aus beiden Versuchsreihen (Interaktion
und ,,Eigenhemmung* durch Propyphenazon),

Rechts: Aggregation in Gegenwart von 30 - 70 uM ASS und 10 nM - 100 uM Propyphenazon
(dunkelblau) und in Gegenwart von 10 nM - 100 uM Propyphenazon allein (hellblau).
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3.3.2. Stimulation mit Kollagen
Bei der Stimulation mit Kollagen in der Lichttransmissionsaggregometrie zeigen

sich in den Proben mit ASS und 1 uM Propyphenazon signifikant niedrigere
Werte als in den Proben mit 1 uM Propyphenazon allein (p < 0.025, einseitig
getestet, n = 7). Eine graphische Darstellung gibt Abb. 16.

Vergleich der Interaktion von Propyphenazon und ASS mit der
Eigenhemmung von Propyphenazon bezogen auf deren
thrombozytenhemmende Wirkung, gemessen an der maximalen Steigung
im Lichttransmissionsaggregometer (Stimulation mit Kollagen)
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15
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Aggregation [cm/min]

Kontrolle
Propyphenazon [uM]

Abb. 16: ,Vergleich der Interaktion von Propyphenazon und ASS mit der Eigenhemmung von
Propyphenazon bezogen auf deren thrombozytenhemmende Wirkung, gemessen an der
maximalen Steigung im Lichttransmissionsaggregometer (Stimulation mit Kollagen)” zeigt die
konzentrationsabhédngige Thrombozytenaggregation (Mittelwert + SEM) in vitro nach Stimulation
mit 2-33 ug/ml Kollagen (n=7-8). Die Kurven aus Abb. 8 und Abb. 13 wurden
Ubereinandergelegt, um den Zusammenhang zwischen der Hemmung der Aggregation durch
Propyphenazon (,Eigenhemmung®) und der Interaktion zwischen ASS und Propyphenazon zu
veranschaulichen.

Links: Aggregationskontrolle ohne Zugabe von Pharmaka aus beiden Versuchsreihen (Interaktion
und ,Eigenhemmung* durch Propyphenazon),

Rechts: Aggregation in Gegenwart von 30 - 60 uM ASS und Propyphenazon (dunkelblau) und in
Gegenwart von Propyphenazon allein (hellblau).
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3.4. Untersuchung méglicher Interaktionen von Propyphenazon

mit Indometazin und Ramatroban

Die Interaktion zwischen ASS und Propyphenazon wirft die Frage auf, ob
Propyphenazon eine entsprechende Interaktion auch mit anderen Inhibitoren der
Cyclooxygenase oder mit pharmakodynamisch an anderer Stelle im
Thromboxansystem angreifenden Thromboxanrezeptorantagonisten zeigt.
Aufgrund dessen wurden weitere Experimente mit dem COX-Inhibitor
Indometazin und dem selektiven Thromboxanrezeptorantagonisten Ramatroban

durchgefuhrt.

FOr Indometazin und Ramatroban wurden (wie in Kapitel 2.1.5. beschrieben) vor
Beginn der Messungen bei jeder Praparation von PRP die minimalen, noch
vollstandig die Aggregation hemmenden Konzentrationen dieser Inhibitoren
ermittelt. Bei Indometazin wurde eine vollstandige Hemmung mit 300 nM (in
Einzelfallen 1 uM) erreicht. Ramatroban erzielte eine vollstdndige Hemmung in
einer Konzentration von 100 nM. Diese Konzentrationen wurden fir die

nachfolgenden Messungen verwendet.

Alle Proben mit Ramatroban bzw. Indometazin zeigen in Gegenwart von
Propyphenazon (10 nM - 100 uM) in der Lichttransmissionsaggregometrie keine
Aggregation. Somit ist weder fur Indometazin noch fur Ramatroban eine

Interaktion mit Propyphenazon nachweisbar.

Die Thromboxanbestimmungen zeigen, dass Indometazin und Ramatroban die
Thromboxansynthese vollstdndig hemmen und keine Interaktion mit

Propyphenazon auftritt. Diese Ergebnisse sind in Abb. 17 - 20 dargestellt.
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Arzneimittelinteraktion zwischen Indometazin und Propyphenazon
bezogen auf deren thrombozytenhemmende Wirkung, gemessen an der
maximalen Steigung im Lichttransmissionsaggregometer (Stimulation mit
Arachidonsaure)
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Abb. 17: ,Arzneimittelinteraktion zwischen Indometazin und Propyphenazon bezogen auf deren
thrombozytenhemmende  Wirkung, gemessen an der maximalen Steigung im

Lichttransmissionsaggregometer (Stimulation mit Arachidonséure)” zeigt die
Thrombozytenaggregation (Mittelwert £ SEM) in vitro nach Stimulation mit 1 mM Arachidons&ure
(n = 3).

Links: Aggregationskontrolle ohne Zugabe von Pharmaka und vollstdndige Hemmung durch
300 nM - 1 uM Indometazin (Indo),
Rechts: Messung der Aggregation in Gegenwart von 300 nM -1 uM Indometazin und
Propyphenazon (10 nM — 100 uM).

Arzneimittelinteraktion zwischen Indometazin und Propyphenazon
bezogen auf deren thrombozytenhemmende Wirkung, gemessen an den
TXB2-Konzentrationen (Stimulation mit Arachidonsaure)
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Abb. 18: ,Arzneimittelinteraktion zwischen Indometazin und Propyphenazon bezogen auf deren
thrombozytenhemmende Wirkung, gemessen an den TXBs-Konzentrationen (Stimulation mit
Arachidonséure)” zeigt die TXB2 Konzentrationen (Mittelwert + SEM) in vitro nach Stimulation mit
2 - 3,3 ug/ml Kollagen (n = 3).

Links: TXBs-Konzentrationen in der Aggregationskontrolle ohne Zugabe von Pharmaka,

Mitte: TXB2-Konzentrationen in Gegenwart von 300 nM - 1 uM Indometazin (Indo),

Rechts: TXBz-Konzentrationen in Gegenwart von 300 nM - 1 uM Indometazin (Indo) und 1 uM
Propyphenazon.
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Arzneimittelinteraktion zwischen Ramatroban und Propyphenazon
bezogen auf deren thrombozytenhemmende Wirkung, gemessen an der
maximalen Steigung im Lichttransmissionsaggregometer (Stimulation mit
Arachidonsaure)
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Abb. 19: ,Arzneimittelinteraktion zwischen Ramatroban und Propyphenazon bezogen auf deren
thrombozytenhemmende  Wirkung, gemessen an der maximalen Steigung im

Lichttransmissionsaggregometer (Stimulation mit Arachidonséure)” zeigt die
Thrombozytenaggregation (Mittelwert £ SEM) in vitro nach Stimulation mit 1 mM Arachidons&ure
(n=3):

Links: Aggregationskontrolle ohne Zugabe von Pharmaka und vollstdndige Hemmung durch
100 nM Ramatroban,
Rechts: Messung der Aggregation in Gegenwart von Propyphenazon (10 nM - 100 uM) und
100 nM Ramatroban.

Arzneimittelinteraktion zwischen Ramatroban und Propyphenazon
bezogen auf deren thrombozytenhemmende Wirkung, gemessen an den
TXB,-Konzentrationen (Stimulation mit Arachidonsaure)
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Abb. 20: ,Arzneimittelinteraktion zwischen Ramatroban und Propyphenazon bezogen auf deren
thrombozytenhemmende Wirkung, gemessen an den TXB,-Konzentrationen (Stimulation mit
Arachidonséure)” zeigt die TXB: -Konzentrationen (Mittelwert + SEM) in vitro nach Stimulation
mit 1 mM Arachidonséure (n = 3).

Links: TXBs-Konzentrationen in der Aggregationskontrolle ohne Zugabe von Pharmaka,

Mitte: TXB2-Konzentrationen in Gegenwart von 100 nM Ramatroban,

Rechts: TXBs-Konzentrationen in Gegenwart von 1 uM Propyphenazon und 100 nM Ramatroban.
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4. Diskussion

4.1. Interaktion zwischen ASS und Propyphenazon

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass Propyphenazon die Hemmung der
Thrombozytenfunktion durch ASS im Sinne einer pharmakologischen Interaktion
ganz oder teilweise aufheben kann. Diese Interaktion ist sowohl in der
Lichttransmissionsaggregometrie als auch in der Thromboxansynthese mit
Stimulation durch  Arachidonsadure und Kollagen sichtbar. In der
Durchflusszytometrie hingegen zeigt Propyphenazon bereits in geringen
Konzentrationen eine Hemmung der p-Selektinexpression; Eine Interaktion ist

hier jedoch nicht ersichtlich.

Wie eingangs erwéahnt, konnten zahlreiche Studien eine Interaktion zwischen
bestimmten NSAR-Analgetika und ASS (4-10) nachweisen. Kurth und Glynn et
al. zeigten, dass bei einer Einnahme von NSAR Uber 60 Tage und langer in
Kombination mit ASS ein fast 3-fach erhéhtes Risiko fir Myokardinfarkte im
Vergleich zu ASS ohne NSAR vorliegt (69). Darliber hinaus konnten zahlreiche
Arbeiten Interaktionen mit ASS in vitro oder in vivo nachweisen. Diese betrafen
beispielsweise Ibuprofen (10), Naproxen (70, 71) und Piroxicam (17). Von einem
.Klasseneffekt* der NSARs kann jedoch nicht ausgegangen werden, da
anscheinend nicht alle NSARs eine solche Interaktion zeigen (4, 7, 70).
Diclofenac, Indometazin, Flurbiprofen, Rofecoxib und einige weitere NSARs
schwéachen die thrombozytenhemmende Wirkung von ASS nach aktuellem
Kenntnistand nicht ab (7, 70, 72).

Flr den aktiven Metabolit von Metamizol (4-Methylaminoantipyrin (MAA)), einem
Pyrazolonderivat, konnte in mehreren Untersuchungen eine erhebliche
pharmakologische Interaktion in vitro mit ASS nachgewiesen werden (5, 6, 17,
56, 57). MAA schwacht die plattchenhemmende Wirkung von ASS bei der
Arachidonsaure-induzierten Aggregation, der Thromboxansynthese und der
p-Selektinexpression ab oder verhindert diese vollstandig (5). Auch ein
sekundarer Metabolit von Metamizol (4-Acetyl-Aminoantipyrin) interagiert mit
ASS (5). Jedoch sind 10-fach héhere Konzentrationen dieses Metaboliten hierflir
noétig (5). Vorarbeiten des eigenen Labors deuteten bereits eine mdgliche
Interaktion zwischen ASS und Propyphenazon an (7), die in dieser Arbeit im
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Detail untersucht wurden. Da auch Interaktionen mit den Pyrazolonen
4-Methylphenazon und 4-Bromophenazon beobachtet werden konnten, kann

eventuell von einem Klasseneffekt der Pyrazolone ausgegangen werden (5).

Als Ursache der Arzneimittelinteraktion zwischen einem NSAR und ASS werden

unterschiedliche pharmakologische Mechanismen diskutiert:

e Konkurrenz mit dem Angriff von ASS am aktiven Zentrum der COX-1

o ,Cross-Talk® zwischen den Untereinheiten der COX-1 und dadurch
Einfluss auf die Aktivitat der COX-1

e Verhinderung des Transports von ASS entlang der Plasmamembran zur
intrazellularen COX-1

Verschiedene Autoren vermuteten die Arzneimittelinteraktion zwischen NSARs
und ASS in der Konkurrenz am aktiven Zentrum der COX-1 (4, 6, 7, 17, 73). Bei
Metamizol wurde die Interaktion aufgrund der reversiblen Bindung dieser
Substanz an die COX-1 in enger Nachbarschaft zum Ort der Acetylierung der
COX-1 durch ASS vermutet (6). Eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen
Metamizol (oder anderen Analgetika) und der COX-1 kénnte den Zugang von
ASS zum aktiven Zentrum verhindern (6). Dadurch kann die Acetylierung von
Serin 530 durch ASS nicht stattfinden (6). Folglich wird die COX-1 nur reversibel
(durch Metamizol) gehemmt und die irreversible Wirkung von ASS verhindert (6).
Eine ’in silico” Modellierung der Interaktion von Metamizol und COX-1 ergab
Anhaltspunkte fir die Bildung von Wasserstoffbrickenbindungen zwischen
Metamizol und der COX-1, was zur Arzneimittelinteraktion mit ASS flihren
kdénnte (7). Saxena und Mitarbeiter beschrieben, wie eingangs erwéhnt, auch
eine Ausbildung von Wasserstoffbriicken zwischen Propyphenazon und der
COX-1 mit Serin 530 und Tyrosin 385 (7). Somit kénnte auch durch diese

Substanz das pharmakologische Ziel der ASS blockiert werden (7).

ASS besitzt eine sehr viel kirzere Halbwertszeit als viele NSARs (17). Die
Halbwertszeit von Propyphenazon betragt ca. ein bis zwei Stunden (39),
wahrend die Halbwertszeit der Deacetylierung von Acetylsalicylsdure zu Salicylat
ca. 15-25 Minuten betragt (17). Salicylat kann die COX-1 in klinisch zu
erwartender Konzentration nahezu nicht inhibieren (17, 45). Somit kann
Propyphenazon selbst die COX-1 zwar vorlbergehend reversibel hemmen,
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infolge der verhaltnismaniig kurzen Halbwertszeit von Propyphenazon wirde sich
die Aktivitdt des Enzyms und damit die Thrombozytenfunktion schnell wieder
erholen. Andererseits wird durch Propyphenazon die Acetylierung der
thrombozytaren COX-1 durch ASS potentiell verhindert, mit dem Ergebnis einer

unzureichenden irreversiblen Plattchenhemmung durch ASS.

Zusammengefasst ist damit zu erwarten, dass bei gleichzeitiger Gabe von ASS
und  Propyphenazon die irreversible (zirkadiane) Hemmung der
Thrombozytenfunktion durch ASS verhindert wird. Die voriibergehende COX-
Hemmung durch Propyphenazon diirfte sich in wenigen Stunden zurlickbilden,
so dass sich die Thrombozytenfunktion im Dosierungsintervall erholt und keine

durchgehende Thrombozytenhemmung mehr besteht.

Weiteren Einfluss auf die Interaktion kdnnte die Selektivitdt gegeniber COX-
Isoformen haben (73). So sollen NSARs mit einer hohen Affinitat zur COX-2 und
einer geringen Affinitdt zur COX-1 eine geringe Auswirkung auf die
antithrombozytare Wirkung von ASS haben (73). Auch Meek et al. unterstiitzen
diese These (70). Diese Autoren untersuchten Ibuprofen und Naproxen als
nichtselektive NSARs, sowie Etoricoxib und Meloxicam als NSARs mit einer
niedrigen COX-1 Affinitdt (70). Die erste Gruppe von Substanzen beeinflusste
die Aggregation und Adhéasion der Thrombozyten unter ASS Therapie, wahrend
die zweite Gruppe keine relevante Hemmung der ASS Wirkung zeigte (70). Im
Gegensatz dazu konnte in einer Dissertation von Bagheri gezeigt werden, dass
schwach affine COX-1 Hemmer (z.B. Celecoxib) starker mit ASS interagieren als
hoch affine COX-1 Hemmer (wie SC-560), die keine Interaktion mit ASS
zeigen (4). Insofern scheint die Affinitdt zwischen NSAR oder Pyrazolon zum

COX-Enzym nicht (allein) entscheidend far die Interaktion mit ASS zu sein.

Die Mechanismen der Interaktion kénnten sogar noch deutlich komplexer sein.
Eine mdgliche Ursache kdénnte namlich auch ein ,Cross-Talk® zwischen den
beiden COX-Untereinheiten darstellen (4, 17). Es wurde postuliert, dass eine der
Untereinheiten dieses dimeren Enzyms eine regulatorische Funktion besitzt, die
andere Untereinheit eine katalytische Funktion (74). Sidhu und Mitarbeiter
beschrieben dartber hinaus, dass einige NSARs nur an eine Untereinheit binden
und dadurch die COX hemmen (75). Die gebundene Untereinheit kdnnte eine
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allosterische und die andere eine katalytische Funktion ausltben (75). Je
nachdem welcher Ligand an der allosterischen Untereinheit gebunden ist, kann
dies dazu flhren, dass die Aktivitat der katalytischen Untereinheit erhdht,
erniedrigt oder gar nicht beeinflusst wird (75). Ob Propyphenazon an nur eine
COX-Untereinheit bindet und dadurch die Aktivitat der COX-1 beeinflusst, ist
nicht bekannt. Die Interaktion zwischen Propyphenazon und ASS allein lieBe sich
mit einer solchen Hypothese ebenfalls erklaren, jedoch bedirfte es molekularer
Untersuchungen, die weit Uber den Rahmen dieser Dissertation hinausgehen
wirden. Die in der vorliegenden Dissertation erhobenen Ergebnisse zur
Eigenhemmung von Propyphenazon sprechen jedoch nicht dafir, dass
Propyphenazon eine eigene aktivierende Wirkung auf die COX-1 ausibt. In
dieser Arbeit konnte nur eine Thrombozytenhemmung durch Propyphenazon
nachgewiesen werden (s. Abb. 10-14).

Im Zusammenhang der Interaktion des Metamizolmetaboliten MAA mit ASS
wurde vermutet, dass der Transport von ASS zur intrazellularen COX-1 durch
MAA verhindert werden kdnnte (5). Diese Vermutung wurde mit einem zellfreien
Lumineszenz-basierten COX-Aktivitatsassay untersucht. Bei dieser Methodik
zeigte sich trotz zellfreiem System eine signifikante Interaktion von MAA und
ASS, sodass eine Interaktion auf Ebene des Zellmembrantransportes nicht
bestatigt werden konnte (5). Fir Propyphenazon liegen keine entsprechenden

Untersuchungen im zellfreien System vor.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen wurden nicht unerhebliche
interindividuelle Unterschiede in der Interaktion von Propyphenazon und ASS
beobachtet, auch wenn die Interaktion sowohl fir die Aktivierung der
Thrombozyten mit Arachidonsaure als auch mit Kollagen statistisch signifikant
war. Bei einzelnen Probanden ergab sich allerdings keine Abschwachung der
Wirkung von ASS durch Propyphenazon, bei anderen Probanden fanden sich
stark ausgepragte Interaktionen. Zusétzlich deuten die Ergebnisse an, dass
diejenigen Probanden, die in der Lichttransmissionsaggregometrie keine
Interaktion von ASS und Propyphenazon aufwiesen, auch in der TXB:
Bestimmung keine Abschwéchung der Wirkung von ASS zeigten. Diese

interindividuellen Unterschiede kdnnten auf eine verschiedene Sensitivitat der
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Plattchen auf Arachidons&ure oder auf genetische Unterschiede des COX-1

Enzyms hinweisen (7).

Auf der Ebene der p-Selektinexpression konnte —im Unterschied zur Aggregation
und Thromboxansynthese — keine Interaktion von ASS mit Propyphenazon
beobachtet werden. Eine mégliche Erklarung kdnnte darin bestehen, dass
Propyphenazon = Thromboxan-unabhangig eine  Hemmung der p-
Selektinexpression bewirken konnte, die eine Interaktion ,Uberdeckt”.

Untersuchungen hierzu sind im Rahmen zukUnftiger Forschung geplant.

4.2. Hemmung der Thrombozyten durch Propyphenazon und
Vergleich zur Interaktion von ASS und Propyphenazon

Propyphenazon allein hemmt die Aktivitat der Blutplattchen nachweisbar in der
Lichttransmissionsaggregometrie und der Thromboxanbestimmung bei
Konzentrationen von mehr als 1 pM. Dies gilt sowohl fiir die Stimulation der
Aggregation mit Arachidonsaure als auch fir die Stimulation mit Kollagen. In der
p-Selektinexpression scheint Propyphenazon auch schon bei sehr geringen

Konzentrationen (1 nM) einen hemmenden Einfluss zu haben.

Die vorliegenden Ergebnisse lassen sich mit der oben beschriebenen Hypothese
einer Konkurrenz zwischen Propyphenazon und ASS am aktiven Zentrum der
COX-1 vereinbaren. Zu berlcksichtigen ist jedoch, dass Nicht-ASS-NSARs, also
auch Propyphenazon, nicht als Ersatz fir ASS als Thrombozytenhemmer
eingesetzt werden kdnnen (17). Die Dauer der Wirkung wird hier durch die
Plasmahalbwertszeit bestimmt, da sie im Gegensatz zu ASS die COX-1
reversibel hemmen (17). Dadurch wird die Thrombozytenaggregation durch die
meisten NSARs nicht kontinuierlich gehemmt, wie dies bei ASS infolge des

irreversiblen Mechanismus der Enzymhemmung der Fall ist (70).

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation fiel auf, dass die Konzentrations-
Wirkungskurven zur Interaktion von Propyphenazon und ASS ,glockenférmig*
verliefen (Abb. 5 und 8). Der aufsteigende Abschnitt kann durch die zuvor
diskutierte Interaktion am COX-Enzym erklart werden. Der absteigende Teil
dieser Kurven erscheint zundchst Uberraschend. Eine Erklarung hierfir durfte in
der ,Eigenhemmung“ von Propyphenazon liegen, die ab einer Konzentration von
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ca. 1 uM Propyphenazon beobachtet wurde. Daflir spricht ein Vergleich der
Interaktion zwischen Propyphenazon und ASS mit der Hemmung durch
Propyphenazon allein (s. Abb. 15). Der absteigende Teil der glockenférmigen
Kurve der Interaktion umfasst denselben Konzentrationsbereich wie die
Hemmung der Thrombozytenfunktion durch Propyphenazon allein (1-100 puM).
Bei der Stimulation der Thrombozyten mit Arachidonsaure Uberlagern sich die

entsprechenden Abschnitte der Interaktions- und Hemmkurve relativ genau.

Bei der Stimulation der Aggregation mit Kollagen sind die Differenzen in den
Kurven groBer, betreffen aber ebenfalls denselben Konzentrationsbereich
(1-100 uM. s. Abb. 16). Der Verlauf der Interaktionskurve ,unterhalb® der Kurve
der Hemmung liegt hier vermutlich daran, dass die Hemmung der Aggregation
durch Propyphenazon bei Stimulation durch Kollagen bereits unter geringeren
Konzentrationen einsetzt. Kollagen stimulierte in  den vorliegenden
Untersuchungen die Thrombozyten deutlich weniger stark, was im Vergleich zu
Arachidonsaure an einer wesentlich geringeren  Aktivierung  der

Thromboxansynthese erkennbar ist (s. Abb. 3).

4.3. Ramatroban und Indometazin

Sowohl Ramatroban als auch Indometazin zeigen in  der
Lichttransmissionsaggregometrie sowie in den Thromboxanbestimmungen mit

Propyphenazon keine Interaktion.

Ramatroban wirkt, wie eingangs erwahnt, als Thromboxanrezeptorantagonist
und hemmt die thromboxanabhangige Aktivierung von Thrombozyten COX-1
unabhangig (76). Die vollstdndige Hemmung der Thromboxansynthese (s.
Abb. 20) kann dadurch erklart werden, dass die Hemmung der
Feedbackaktivierung durch Thromboxan ihrerseits die thrombozytare
Thromboxansynthese hemmt (weniger Mobilisierung von Arachidonsdure aus
endogenen Phospholipiden). Ramatroban ist kein Inhibitor der COX und auch
kein Inhibitor der Thromboxansynthase. Ramatroban ist ebenfalls ein Antagonist
an dem Prostaglandin D2 Rezeptor, ein Rezeptor-homologes Molekil, das auf
Th2-Zellen (CRTh2) exprimiert wird (77, 78). Dies scheint nach eingehender
Recherche und aktueller Kenntnis jedoch im Kontext der Aktivierung von
Thrombozyten keine Rolle zu spielen. Geht man davon aus, dass die Interaktion
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auf Ebene der COX-1 stattfindet, so ist das oben genannte Ergebnis zu erwarten,
denn ASS und Ramatroban hemmen die thromboxanabhangige
Thrombozytenaktivierung an unterschiedlichen Zielstrukturen (COX-1 bzw.
Thromboxanrezeptor). Dies ist vereinbar mit Vorbefunden zur Interaktion des
Pyrazol-Analgetikums Metamizol (in Form des aktiven Metaboliten MAA). Auch
fir Metamizol wurde eine Interaktion mit der Antiplattchenwirkung von ASS
gezeigt, jedoch nicht mit der Thrombozytenhemmung durch Terbogrel, einen
kombinierten Antagonisten am Thromboxanrezeptor und Inhibitor der

Thromboxansynthase (79).

Im Gegensatz zu vielen NSAR-Analgetika und Metamizol (5) wird die
plattchenhemmende Wirkung von Indometazin durch Propyphenazon nicht
beeinflusst. Im Rahmen dieser Dissertation war Indometazin interessant, weil
diese Substanz einen von ASS und den meisten anderen NSARs
unterschiedlichen Typ der Hemmung der COX-1 Dbesitzt. Frihere
Untersuchungen der Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass Indometazin nicht mit
der Thrombozytenhemmung durch ASS interferiert (7). Indometazin weist
insofern einen ungewdhnlichen Typ der Hemmung an der COX-1 auf, als die
Hemmung deutlich zunimmt, wenn das Enzym Uber eine langere Zeitdauer mit
diesem Inhibitor vorinkubiert wurde (,zeitabhangiger Hemmtyp) (80). Zugrunde
liegt eine feste, jedoch nicht kovalente Bindung zwischen Inhibitor und Enzym
(48). Die fehlende Interaktion von  Propyphenazon mit der
Thrombozytenhemmung durch Indometazin deutet darauf hin, dass
Propyphenazon mit der kovalenten Acetylierung des Enzyms durch ASS auf der
einen Seite und der nicht-kovalenten, aber ebenfalls zeitabh&ngigen Hemmung
des Enzyms durch Indometazin auf der anderen Seite offenbar in
unterschiedlicher Weise interagiert. Der molekulare Mechanismus der Bindung
von NSAR-Substanzen ist bis heute nicht im Detail bekannt, so dass eine
molekulare Erklarung fur die fehlende Wechselwirkung von Propyphenazon und
Indometazin aussteht. Méglicherweise Uberlappen sich die Bindungsdomanen
von Propyphenazon und Indometazin nicht hinreichend oder die Substanzen
interagieren mit dem Enzym {ber voneinander unterschiedliche, komplexe

Mechanismen (,Cross-talk®, s. oben).
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4.4. Bedeutung der untersuchten Parameter der
Thrombozytenaktivierung

4.4.1. Lichttransmissionsaggregometrie
Die Lichttransmissionsaggregometrie wird seit vielen Jahren als ,Goldstandard®

betrachtet, um die Plattchenhemmung von ASS zu beurteilen (81). Die Methode
ist gut charakterisiert und standardisiert, obwohl sie auf konkrete Fragestellungen
hin jeweils angepasst werden muss. Nachteile sind die Notwendigkeit eines
entsprechend ausgestatteten Labors, der Zeitaufwand und das bendtigte Know-
How (81). Breddin bezeichnete dieses Verfahren ,bei richtiger Anwendung® als
eine einfache und verlassliche Methode, um die Funktion von Platichen zu
untersuchen (82). Entscheidend ist dabei unter anderem der verwendete
Agonist (82).

In der vorliegenden Arbeit fiel auf, dass bei Verwendung von Kollagen als
Stimulus der Thrombozytenaggregation sehr haufig keine vollstandige Hemmung
durch ASS - selbst in hohen Konzentrationen — erreicht werden konnte.
Andererseits ist gut dokumentiert, dass die Arachidonsaure-induzierte
Aggregation von Thrombozyten in besonderer Weise gegentber der Hemmung
durch ASS sensitiv ist und sich damit besonders eignet, um die Interaktion

zwischen ASS und Propyphenazon zu untersuchen (17).

Kollagen stimuliert die Aggregation Uber verschiedene Signalproteine, wie
Integrin a2B1, GPIb-V-IX und GPVI (83). Verschiedene intrazellulare Signalwege
werden hierdurch aktiviert, darunter auch Thromboxan-unabhangige Wege (17).
Dies bedeutet, dass die Kollagen-induzierte Thrombozytenaktivierung nur
teilweise durch ASS gehemmt werden kann und bei héheren Konzentrationen
von Kollagen (10 pg/ml und dartber) nur noch wenig oder gar nicht durch ASS
gehemmt werden kann (durch Vorversuche verifiziert). In der vorliegenden Arbeit
wurde dem dadurch Rechnung getragen, dass fir die Stimulation der
Thrombozyten eine niedrige Kollagenkonzentration (ca. 2 pg/ml) gewéahlt wurde.
Da diese bei einigen Spendern jedoch noch nicht zur Thrombozytenaktivierung
fihrte, wurde hier die verwendete Kollagenkonzentration in kleinen Schritten so

weit erhdht, bis eine sichere Aggregationsreaktion nachweisbar war.
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Unter diesen experimentellen Bedingungen konnte auch unter Stimulation der
Thrombozyten durch Kollagen eine Interaktion zwischen ASS und
Propyphenazon nachgewiesen werden (s. Abb. 8). Dieses Ergebnis ist insofern
aber wichtig, als es zeigt, dass die beobachtete Interaktion auch bei
Plattchenaktivierung tber Thromboxan aus endogener Quelle — d.h. nicht nur
durch exogen zugesetzte Arachidonsdure — nachweisbar ist. Da Kollagen (im
Unterschied zu exogener Arachidonsdure) ein biologisch relevanter
Thrombozytenagonist ist (83), unterstltzt dies die klinische Bedeutung der

beobachteten pharmakologischen Interaktion.

4.4.2. Thromboxanbestimmung
Die TXBz Bestimmung ist ein spezifischer Test um die Aktivierung von

Thrombozyten und deren Hemmung durch ASS zu analysieren (81, 84). TXB: ist
der stabile Metabolit von TXA2 (60). Dieses spielt eine wichtige Rolle in der
Aktivierung von Thrombozyten und Vermittlung der Aggregation (49, 85), auch
wenn viele weitere Agonisten, wie Kollagen, ADP, Thrombin und Serotonin
ebenfalls bedeutsame (patho-) physiologische Aktivatoren der

Thrombozytenfunktion sind (86).

ASS ist ein klinisch weithin etablierter Plattchenhemmer, der direkt die
Thromboxansynthese hemmt (84). Insofern ist die Bestimmung von TXB:
besonders gut als Biomarker fir die Plattchenhemmung durch ASS
geeignet (84). Man kann davon ausgehen, dass, wenn ASS die thrombozytéare
Thromboxansynthese nicht weitgehend hemmt, auch kein Nutzen von ASS

hinsichtlich der Verhinderung kardiovaskularer Ereignisse zu erwarten ist (84).

Bisher wurden jedoch keine ,Normalwerte® fir die Hemmung der thrombozytéren
Thromboxansynthese durch ASS definiert, da die thrombozytéare
Thromboxansynthese stark von der verwendeten Methodik abhéngt (84). Es
besteht auch keine lineare Beziehung zwischen der Thromboxansynthese und
der Hemmung der Thrombozytenaggregation (84). In der vorliegenden Arbeit
wurden die Thrombozyten, um gut reproduzierbare Bedingungen der
Bestimmung der Thromboxansynthese zu erreichen, mittels exogen zugesetzter

Arachidonsaure oder exogen zugesetztem Kollagen aktiviert.
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Dass die Thromboxansynthese ein gut geeigneter Marker fir die
Thrombozytenhemmung durch ASS ist, wird auch dadurch bestatigt, dass
kirzlich eine groBe zulassungsrelevante Phase |IlI-Studie fir eine neu
entwickelte, parenterale Zubereitung des Lysinsalzes von ASS als primaren
Studienendpunkt zur Beurteilung der antithrombotischen Wirksamkeit die
Hemmung der Arachidonsaure-induzierten thrombozytaren

Thromboxansynthese verwendete (87).

TXA> aktiviert nicht nur Blutplattchen sondern flhrt auch zu einer
Vasokonstriktion (16) und zeigt darGiber hinaus wahrscheinlich zahlreiche direkte
oder indirekte pro-inflammatorische  Wirkungen am gesunden und

atherosklerotisch veranderten GefaBsystem (56).

Neben ASS wurden auch andere Wirkstoffe entwickelt, die die Bildung oder
Wirkung von Thromboxan an Thrombozyten hemmen. So wurden
TXA2-Synthase-Inhibitoren (z.B. Ozagrel, Furegrelat) und Antagonisten am
Thromboxanrezeptor (z.B. Ramatroban, Sulotroban) entwickelt und klinisch bei
der Behandlung von zerebrovaskuldaren Erkrankungen eingesetzt (77).
Gegenlber bereits verflgbaren Therapiekonzepten wie ASS zeigten diese
Substanzen keine eindeutigen Vorteile, sodass ASS noch immer als
,Goldstandard® gilt (11, 45).

4.4.3. p-Selektinexpression
P-Selektin wird bei der Aktivierung von Thrombozyten an die Oberflache

transloziert und spielt bei der Aggregation der Plattichen eine wichtige Rolle (15).
Zum einen ist es an der Thrombozyten-Thrombozyten-Interaktion beteiligt und
zum anderen begunstigt es die Leukozytenrekrutierung, was wiederum zur

Thrombogenese beitragt und Thromben stabilisiert (15).

In der vorliegenden Arbeit fihrt Arachidonsdure zu einer erh6hten und ASS zu
einer geringeren p-Selektinexpression. Diese Beobachtung wurde bereits in

vorausgehenden Untersuchungen dokumentiert (5, 88, 89).

67



4.5. Ausblick: Méglichkeiten zur Vermeidung der Interaktion

zwischen Propyphenazon und ASS

4.5.1. Dosisédnderung
Eine mbgliche Vermeidung der in dieser Untersuchung beobachteten Interaktion

mit ASS kénnte entweder in der Erhéhung der ASS Konzentration oder in der
Verringerung der Konzentration des konkurrierenden Propyphenazon
liegen (17). In vorausgehenden Untersuchungen mit Metamizol konnte durch
eine Steigerung der ASS Konzentration die Interaktion verhindert werden (5).
Weitere Untersuchungen mit anderen Nichtopiatanalgetika zeigten ahnliche
Ergebnisse (4, 90). Bei einer Dosissteigerung von ASS ware, wie eingangs
erwahnt, mit vermehrten Nebenwirkungen, wie z.B. gastrointestinalen Ulcera, zu

rechnen (18) (Vgl. 1.4.2. Dosierung und Nebenwirkung).

Wird die Dosierung von Propyphenazon mit dem Ziel verringert, eine Interaktion
mit ASS zu vermeiden, misste darauf geachtet werden, dass dies nicht zu Lasten
der analgetischen Wirkung geht. In der vorliegenden Untersuchung wurde eine
Interaktion mit ASS bei Konzentrationen von Propyphenazon um etwa 1 pmol/I
beobachtet (s. Abb. 5,6,8 und 9). Diese liegt etwa um das dreiBigfache unterhalb
der Konzentration (cmax) im Plasma nach einmaliger Propyphenazon-Dosis von
440 mg (vgl. Abschnitt 1.3.4). Insofern ware zu beflrchten, dass eine
Dosisreduktion, die die Interaktion mit ASS vermeidet, auch zum Verlust der

analgetischen Wirksamkeit von Propyphenazon fihren wirde.

Eine weitere, allerdings nur theoretische Mdglichkeit wére die Steigerung der
Propyphenazon -Dosierung, um hierbei eine direkte Hemmung der
thrombozytaren COX-1 auszunutzen. Dies erscheint jedoch ebenfalls nicht als
sinnvoll, wenn man davon ausgeht, dass Propyphenazon, wie andere
NSARs (70), die COX-1 nur reversibel hemmt und eine vergleichsweise kurze
Plasmahalbwertszeit aufweist (39), so dass im Dosierungsintervall eine teilweise
oder vollstdndige Normalisierung der Thrombozytenaktivitat mit entsprechendem

Risiko fr arterielle Thrombosen zu erwarten wéare.
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4.5.2. Verwendung eines anderen Analgetikums anstelle von
Propyphenazon

Alternativ zu Propyphenazon kénnte man selektive COX-2 Hemmer zur
Schmerzlinderung in Kombination mit low-dose ASS verwenden. Jedoch wurden
auch flr manche selektive COX-2 Hemmer, wie DuP-697 und NS-398, eine
Interaktion mit ASS beschrieben (91). Diese Substanzen hemmen die COX-2
irreversibel und die COX-1 nur moderat und reversibel (91) und schwéachten in
Kombination mit ASS dessen Wirkung ebenfalls ab. Ursache kénnte auch hier
eine Wechselwirkung an Bindungsstellen der COX-1 sein (91). Jedoch sind die
Daten widersprichlich. Gladding et al. beschrieben keine Interaktion von
Celecoxib mit ASS (92). Rimon et al. hingegen berichten von einer Interaktion
zwischen Celecoxib und ASS in vitro, indem das Coxib leicht an ein Monomer
der COX-1 bindet (93). Auch andere selektive COX-2 Hemmer kénnten im
Rahmen einer Schmerztherapie eingesetzt werden (94), doch sind verfligbare
Informationen Gber die Interaktion von Coxiben mit ASS nur spérlich.

Wie bereits erwahnt, wurden auch NSARs identifiziert, die keine Interaktion mit
ASS zeigen. Zu nennen sind Diclofenac (94), SC-560 (nur experimentell zur
Verflgung) (4), Paracetamol (56), Indometazin, Flurbiprofen, Ketoprofen und
Ketorolac (7). Die Ursachen fir das Fehlen der Interaktion sind bisher nicht
abschlieBend geklart. Fir eine konkrete Empfehlung einer Alternative zu

Propyphenazon wéren auch klinische Studien notwendig.

4.5.3. Verwendung eines anderen Thrombozytenfunktionshemmers
anstelle von ASS

Die vorliegenden Ergebnisse mit Ramatroban (s. Abb. 19 und 20) legen nahe,

dass eine Blutplattchenhemmung auf anderer Ebene (d.h. COX-unabhangig) die
Interaktion vermeiden kann. Ramatroban ist jedoch in Deutschland nicht
zugelassen. Clopidogrel und andere Antagonisten des thrombozytéaren P2Y12-
Rezeptors) kénnten in der Hemmung der Thrombozytenfunktion eine Alternative
zu ASS darstellen (11). Studien, die eine Interaktion zwischen P2Y12-Inhibitoren
(wie z.B. Clopidogrel) und Propyphenazon untersuchen, fehlen allerdings derzeit.
Infolge des unterschiedlichen pharmakologischen Wirkmechanismus (95) ist eine

Interaktion jedoch nicht zu erwarten.
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4.5.4. Zeitlich versetzte Einnahme der Arzneimittel
Liegt die Konkurrenz am aktiven Zentrum der COX-1, so besteht eine

naheliegende Moglichkeit einer Vermeidung der Interaktion durch eine zeitlich
versetzte Einnahme von ASS und Propyphenazon. In diesem Fall dlrfte eine
Interaktion vermeidbar sein, wenn ASS die COX-1 zu einem Zeitpunkt im
Dosierungsintervall irreversibel acetyliert, in welchem die Plasmakonzentration
von Propyphenazon deutlich unter 1 umol/l betragt. Dies kann am Ende eines
entsprechend langen Dosierungsintervalls der Fall sein. Allerdings misste eine
entsprechende Einnahmepause von Propyphenazon vor der Verabreichung von
ASS eingehalten werden. Ausgehend von einer maximalen Propyphenazon-
Plasmakonzentration von 10 pumol/l nach einer Dosis von 220 mg (vgl. Abschnitt
1.3.4) ist mit einer Latenz von ca. 4 Halbwertszeiten (6 - 8 h) zu rechnen, bis die
Plasmakonzentration unter 1 pmol/I gefallen und keine Interaktion mit ASS mehr

zu erwarten ist.

Ob die Interaktion auf diese Weise tatsachlich umgangen werden kann, miisste
durch klinische Untersuchungen geprtift werden. Immerhin liegt fir das NSAID-
Analgetikum Naproxen eine klinische Studie vor, die zeigt, dass dessen
Interaktion mit ASS geringer ist, wenn ASS zwei Stunden vor diesem NSAR - also

gegen Ende des Dosierungsintervalls - eingenommen wird (71).

Die in dieser Arbeit gezeigte Interaktion von ASS mit Propyphenazon wird
voraussichtlich vor allem solche Patienten betreffen, die Propyphenazon tber
einen langeren Zeitraum einnehmen. Einzeldosen von Propyphenazon kdnnen
die Wirkung von ASS wahrscheinlich nicht wesentlich abschwachen, da der
GroBteil der Thrombozyten unter Dauertherapie mit ASS irreversibel und
langanhaltend gehemmt ist. Erst unter Kkontinuierlicher Behandlung mit
Propyphenazon Utber mehrere Tage durfte ein groBerer Anteil zirkulierender
Thrombozyten der irreversiblen Hemmung durch ASS entgehen. Auch dies

bedirfte allerdings der Bestatigung durch entsprechende klinische Studien.

4.6. Offengebliebene Fragestellungen

Die Frage, wie relevant die Arzneimittelinteraktion fir Propyphenazon klinisch
tatsachlich ist, ist derzeit nicht beantwortet. Je nach verwendeter Methodik haben

vorausgehende Untersuchungen sehr unterschiedliche Auspragungen der
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Arzneimittelinteraktion bzw. ,high-on aspirin platelet reactivity” ergeben (96). Bei
der vorliegenden Arbeit handelt es sich um Messungen, die zwar an humanen
Thrombozyten durchgefiihrt wurden, jedoch erfolgte die Exposition mit den
untersuchten Wirkstoffen in vitro. Wie zuvor (Kapitel 4.6) dargelegt, bedrfte es
klinischer Studien, um die Interaktion am Menschen zu bestéatigen, die den Fokus
der vorliegenden Dissertation Uberschreiten wirden. Eine prospektive klinische
PrGfung der Bedeutung dieser Interaktion kénnte, wenn sie an ASS-behandelten
Patienten mit kardiovaskularen Erkrankungen durchgeflihrt wirde, zudem
forschungsethische Probleme aufwerfen. Auch retrospektive Analysen kénnten
ein Risiko bei gleichzeitiger Gabe von Propyphenazon und ASS untersuchen,
doch durfte es aufgrund des rezeptfreien Verkaufs von Propyphenazon sehr
schwierig sein, die daflr benétigten Daten zu erhalten. Fir das Pyrazolonderivat
Metamizol gibt es jedoch eine solche Studie. Diese konnte zeigen, dass
Patienten mit koronarer Herzerkrankung bei einer Metamizol-ASS Komedikation
ein hdheres Mortalitatsrisiko zeigen als eine Vergleichsgruppe, die nur mit ASS
therapiert wurde (97).

4.7. Schlussfolgerung
Die vorliegende Arbeit zeigt, dass

e die thrombozytenhemmende Wirkung von ASS an humanen
Thrombozyten in Gegenwart von Propyphenazon aufgehoben bzw.
vermindert werden kann und dass diese Interaktion in Konzentrationen
von Propyphenazon auftritt, die unter Standarddosierung erreicht
werden,

e die Thrombozytenaktivierung durch verschiedene Agonisten
(Arachidonsaure bzw. Kollagen) von dieser Interaktion betroffen ist,

e eine Konzentrations-Wirkungsbeziehung zwischen Propyphenazon und
der Interaktion mit ASS dargestellt werden kann, die einen
»glockenférmigen® Verlauf zeigt und

¢ Kkeine Interaktion zwischen Propyphenazon und Indometazin bzw.
Ramatroban vorliegt, was auf einen substanzspezifischen Mechanismus

der Interaktion auf Ebene der thrombozytédren COX-1 hinweist.
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Ubertragen auf die klinische Anwendung im Rahmen der Analgesie z.B. nach
dentalmedizinischen Eingriffen kénnte Propyphenazon zu einer unzureichenden
und unvollstandigen Plattchenhemmung durch ASS flihren. Die Kombination
beider Praparate sollte insofern mit Vorsicht erfolgen, insbesondere auch im
Hinblick auf die in Deutschland und anderen Landern rezeptfreie und insofern
nicht gut kontrollierte Vermarktung von Propyphenazon.
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