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Zusammenfassung

Die Atherosklerose ist haufig in den Industrienationen und stellt in ihrer Manifestation
als koronare Herzkrankheit (KHK) weiterhin die Haupttodesursache dar. Aufgrund
steigender  Lebenserwartung ist mit einem  weiteren Anstieg der
Erkrankungshaufigkeit zu rechnen. Dies gilt ebenso fur die Pravalenz von
therapiebedurftigen Schmerzen, die insbesondere als chronischer Schmerz im Alter
zunehmen. Eine leitliniengerechte medikamentdse Therapie beider Erkrankungen
birgt das Risiko von Arzneimittelinteraktionen. Eine fundamentale Saule in der
Sekundarprophylaxe von KHK und ischamischem Schlaganfall stellt eine
antithrombozytare Therapie mit niedrigdosierter Acetylsalicylsdure (sog. low-dose
ASS) dar. Jedoch ist das Ansprechen auf diese Therapie variabel. Eine fehlende
Thrombozytenfunktionshemmung trotz ASS-Therapie wird als ASS-Non-Response
oder High on-aspirin (treatment) platelet reactivity (HAPR) bezeichnet und ist klinisch
haufig. Neben Komorbiditaten wie Diabetes mellitus, konnen auch Medikamente wie
z.B. nichtsteroidale Antirheumatika (non-steroidal anti-inflammatory drug (NSAID))
mit low-dose ASS interferieren. Vorarbeiten haben Anhaltspunkte ergeben, dass dies
auch fur das sehr beliebte Analgetikum Metamizol zutrifft.

In dieser Arbeit wurde die Thrombozytenaktivitat unter low-dose ASS unter
Komedikation mit Metamizol in einem Kollektiv von Schmerzpatienten im Rahmen
einer Beobachtungsstudie anhand von Thrombozytenaggregationsmessungen und
Messung der Thromboxanproduktion mittels Radioimmunoassay (RIA) in Form des
stabilen Metaboliten Thromboxan B2 (TXB2) gemessen und mit der
Thrombozytenfunktion von Patienten ohne Schmerztherapie verglichen. Daten Uber
die Haufigkeit dieser Arzneimittelinteraktion bei Schmerzpatienten, die Metamizol
nach einem festen Schema einnehmen, fehlten bisher.

In der Gruppe unter Metamizoltherapie zeigten 21 von 27 Patienten eine ASS-Non-
Response, die auch durch in vitro Zugabe von ASS zu Thrombozyten dieser
Patienten nicht durchbrochen werden konnte. Im Vergleich dazu traf dies nur fur
einen von 10 Patienten ohne Metamizoltherapie zu. Metamizol beeinflusst die
Thrombozytenaggregationshemmung durch low-dose ASS in erheblichem Male,
was mangels standardmalig durchgefuhrter Thrombozytenfunktionstestung, ein
unerkanntes Risiko fur diese Patienten darstellen kann. Ob sich aus der ASS-Non-
Response durch Metamizoltherapie auch klinische Konsequenzen flr die Patienten
ergeben und ob sich durch bestimmte Verhaltensweisen eine Arzneimittelinteraktion

vermeiden lasst, missen weitere Studien klaren.



Abstract

Atherosclerosis is a common disease in industrialized countries and continues to be
the main cause of death in its manifestation as coronary heart disease (CHD). Due to
increasing life expectancy, a further increase in the incidence of diseases is to be
expected. This also applies to the prevalence of painful conditions in need of therapy,
which become more frequent in particular in the form of chronic pain in old age. Drug
therapy in accordance with guidelines for both diseases often leads to
multimedication with potential drug interactions.

Antiplatelet therapy with low-dose acetylsalicylic acid (so-called low-dose ASA) is a
fundamental pillar in the secondary prophylaxis of CAD and ischemic stroke.
However, the response to this therapy is variable. A lack of platelet function inhibition
despite ASA therapy is known as ASA non-response or high on aspirin (treatment)
platelet reactivity (HAPR) and is clinically common. In addition to comorbidities such
as diabetes mellitus also drugs like non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID)
(e.g. ibuprofen, diclofenac) can interfere with platelet function inhibition through low-
dose ASA. Preliminary work has indicated that this also applies to the very popular
analgesic dipyrone.

In this observational study the platelet activity in a group of pain patients under
therapy with low-dose ASA and comedication with the analgesic dipyrone was
compared with the platelet function of patients without pain therapy, using platelet
aggregation and thromboxane production by radioimmunoassay (RIA) in the form of
the stable metabolite thromboxane B2 (TXB2). Data on the frequency of this drug
interaction in a population of pain patients taking dipyrone on a fixed schedule have
so far been lacking.

In the group under dipyrone therapy, 21 out of 27 patients showed an ASA non-
response, which could not be overcome even by the subsequent in vitro addition of
ASA to the platelets of these patients. In comparison, there was only one ASA-non-
responder out of 10 patients in the group without dipyrone therapy. This shows
impressively that the concomitant administration of dipyrone inhibits platelet
aggregation by low-dose ASA to a considerable extent, which can be an undetected
risk for these patients, because platelet function tests are not performed on a routine
basis in everyday clinical practice. Prospective studies and large controlled
randomized trials are urgently needed to see whether ASA non-response from
metamizole therapy also has clinical consequences for patients and whether certain

behaviors can prevent drug interaction.
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1 Einleitung

Durch Praventionsmal3nahmen, eine bewusstere Lebensfihrung und immer bessere
medizinische Versorgung ist in den letzten Jahrzehnten die Sterblichkeit an
koronarer Herzkrankheit (KHK) und Schlaganféallen um fast ein Drittel gesunken (1—
3). Dennoch fihren die Folgen von Herzkreislauferkrankungen, allen voran die
Folgen der KHK, nach wie vor die nationale und internationale
Todesursachenstatistik an (4,5).

Da die deutsche Bevdlkerung dem demographischen Wandel unterliegt und das
Lebensalter als einer der fihrenden traditionellen Risikofaktoren flr die Entstehung
einer Atherosklerose gilt (6), ist es naheliegend, dass immer mehr Individuen von
Atherosklerose und ihren Folgekrankheiten (KHK, ischamischer Schlaganfall,
periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK)) betroffen sein werden und die
Reduktion der Morbiditdt und Mortalitdt durch effektive Primar- und
Sekundarpravention somit nicht nur im Patienteninteresse liegt, sondern auch von

grofRer soziookonomischer Bedeutung ist.

Neben einer Umstellung der Lebensgewohnheiten, Behandlung von
Begleiterkrankungen und interventionellen (perkutane transluminale koronare
Angioplastie (PTCA oder perkutane koronare Intervention (PCIl)) mit und ohne
Stenteinlage) oder operativen Revaskularisationsmallnahmen (aortokoronare
Bypass-Operation (ACB-OP), Karotis-Thrombendarteriektomie (Karotis-TEA)) bildet
die Pharmakotherapie, insbesondere der Einsatz niedrig dosierter Acetylsalicylsaure
(low-dose ASS) zur Thrombozytenfunktionshemmung, eine wichtige Grundlage in
der Akuttherapie und Sekundarprophylaxe kardio- und zerebrovaskularer Ischamien
(7,8).

Diverse Studien haben jedoch gezeigt, dass die antithrombozytare Wirkung von low-
dose ASS bei verschiedenen Patientenkollektiven unterschiedlich stark ausgepragt
bis sogar ganzlich aufgehoben ist und diese sogenannten ASS-Non-Responder nicht

mehr effektiv vor Gefallokklusionen geschutzt sind (9-14).

Verschiedene Ursachen werden fur das Therapieversagen von low-dose ASS
diskutiert, unter denen Arzneimittelinteraktionen einen wichtigen Stellenwert

einnehmen.

So zeigten mehrere etablierte Studien, dass nichtsteroidale Antiphlogistika (15-23)

und auch Cyclooxygenase (COX)-2 Inhibitoren (Celecoxib) (24) die irreversible



Hemmung der Thrombozytenfunktion durch ASS beeintrachtigen oder sogar ganzlich

aufheben konnen.

Auch fur Metamizol und andere Pyrazolone (z.B. Propyphenazon) wurde dies initial
in einer in vitro Studie an Blutproben gesunder Probanden gezeigt (25),
mechanistisch  aufgearbeitet (24) wund nun in  mehreren klinischen

Beobachtungsstudien verschiedener Patientengruppen bestatigt (26—30).

Die vorliegenden Arbeit untersuchte die klinische Pravalenz von ASS-Non-Response
bei 27 Schmerzpatienten unter Metamizol- und gleichzeitiger low-dose ASS-Therapie
verglichen mit einer Kohorte von 10 Patienten unter alleiniger low-dose ASS-
Therapie, da fur Schmerzpatienten, die Metamizol nach einem festen Schema und

hoch dosiert einnehmen, bisher noch keine Daten vorliegen.

1.1 Thrombozytenfunktion in der Hamostase

Die Hamostase ist ein lebensnotwendiger Vorgang, der bei gestorter
GefalRwandintegritat, beispielsweise durch physikalische Verletzungen oder Ruptur
atheromatoser Plaques, in Gang gesetzt wird. Ziel ist die rasche Bedeckung des
GefalRwandschadens durch einen Thrombus, um einen gréReren Blutverlust zu
vermeiden. In atherosklerotisch veranderten GefaRen jedoch, kann die Hamostase

zu Gefalokklusionen und Ischamien fuhren.

Anhand des zeitlichen Ablaufs werden zwei Phasen unterschieden, die jedoch eng
miteinander vernetzt sind: die primare thrombozytare Hamostase und die sekundare

plasmatische Hamostase.

Die primare Hamostase beinhaltet die vier Phasen Vasokonstriktion,
Thrombozytenadhasion, Thrombozytenaggregation und Bildung eines noch

instabilen plattchenreichen Thrombus (weilder Thrombus).

Initial steht die Gefalverletzung, welche unmittelbar eine Kontraktion der glatten
Muskulatur auslost. Als wichtige Mediatoren fungieren hier endothelial freigesetztes
Endothelin-1, Angiotensin Il und Thromboxan Az (TXA2), sowie vasokonstriktorische
Prostaglandine. Zugleich aktiviert die durch die GefaBlasion freigelegte
subendotheliale Kollagenmatrix zirkulierende Thrombozyten, die diverse Mediatoren
wie u.a. Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT), Platelet derived growth factor (PDGF)

und TXA:2 freisetzen.



In der nachfolgenden Phase heften sich die Thrombozyten mit ihrem spezifischen
Rezeptor, dem Glykoprotein (GP) Ib-IX-V (auch von-Willebrand-Faktor-Rezeptor
genannt), an auf freigelegten Kollagenfasern gebundenen von-Willebrand-Faktor
(VWF). Die Thrombozyten-Kollagen-Interaktion kann auch unabhangig von vWF Uber

GP la/lla (entspricht Integrin a2p31) oder GP VI erfolgen.

Im Rahmen der Zell-Matrix-Interaktion (sog. Thrombozytenadhasion) werden die
Thrombozyten aktiviert und morphologisch verandert (,shape change®). Die
Gestaltanderung (shape change) wird ausgeldést durch einen Anstieg der
zytoplasmatischen Calcium (Ca?*)-Konzentration mit konsekutiver Aktivierung der
intrazellularen Signalkaskade und fuhrt durch Kontraktion des thrombozytaren
Zytoskeletts zur Ausbildung von Pseudopodien. Die biologische Bedeutung liegt in
der Vergrolerung der Thrombozytenoberflache zur effektiveren Abdichtung des
GefalRwandschadens. Die Thrombozytenaktivierung resultiert weiterhin in der
Freilegung und Konformationsanderung von GP lIb/llla (entspricht Integrin ouifs),
welches fur die Vernetzung von Thrombozyten essentiell ist. Fibrinogenbricken
werden zwischen GP lIb/llla der Thrombozyten ausgebildet, der sogenannten
Thrombozytenaggregation. Parallel dazu werden weitere |6sliche Mediatoren aus
den Thrombozyten-Granula freigesetzt. Mediatoren wie insbesondere TXAz, platelet
activating factor (PAF), 5-HT, vWF, Fibrinogen und Fibronektin bewirken eine
Anlockung weiterer Thrombozyten und férdern den Aufbau eines dreidimensionalen
Thrombozyten-Netzwerks zur Abdichtung des verletzten Gefalies (weiller Thrombus)
(s. Abb. 1).

Im Rahmen der sekundaren Hamostase findet die eigentliche Blutgerinnung mit
Aktivierung der Gerinnungskaskade statt, deren Resultat die Stabilisieurng des
Thrombus durch Ausbildung eines festen Fasernetzes aus Fibrin, Thrombozyten und
Erythrozyten ist (roter Thrombus, syn. Gerinnungsthrombus). Hofmann und Monroe
haben hier den Begriff ,zellbasierte Hamostase® eingeflihrt und ein entsprechendes
Modell etabliert (31).
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Abb. 1: Stark vereinfachtes Modell der Thrombozytenaktivierung und Aggregation und ihrer
physiologischen und pharmakologischen Modulation.

Grafik angelehnt an (32). Clopidogrel: Thrombozytenaggregationshemmer aus der Gruppe der
Thienopyridine, welcher Uber Hemmung des ADP-Rezeptors P2Y12 wirkt. Prasugrel:
Thrombozytenaggregationshemmer aus der Gruppe der Thienopyridine, welcher wie Clopidogrel Gber
Hemmung des ADP-Rezeptors P2Y12 wirkt. Ticagrelor: Thrombozytenaggregationshemmer aus der
Klasse der Triazolopyrimidine, der reversibel den ADP-Rezeptor P2Y12 inhibiert. Cangrelor:
Thrombozytenaggregationshemmer aus der Gruppe der P2Y12-Antagonisten, welcher reversibel
bindet und kein Prodrug ist. Abciximab: Monoklonales Anitkdrperfragment, das GP lIb/llla-Rezeptoren
inhibiert. Tirofiban: Antagonist am GP lIb/llla-Rezeptor. Eptifibatid: Inhibitor des GP llb/llla-Rezeptors.
Dipyridamol: Thrombozytenaggregationshemmer mit nicht vollstandig geklartem Wirkmechanismus.
Wirkung beruht a.e. auf Wiederaufnahmehemmung von ADP, Phsophodiesterasehemmung und
Hemmung der Thromboxansynthese. Vorapaxar: Thrombin-Rezeptor-Antagonist am Rezeptor PAR-1.
Abkirzungen: 5’AMP = Adenosin 5-Monophosphat, 5-HT = Serotonin, 5-HT2a = Sertoninrezeptor
2A, 5GMP = Guanosin 5-Monophosphat, ADP = Adenosindiphosphat, ARA = arachidonic acid

(Arachidonsaure), cAMP = cyclisches Adenosinmonophosphat, c¢cGMP = cyclisches
Guanosinmonophosphat, COX-1 = Cyclooxygenase-1, GPla/lla = Glykoprotein la/lla, GPIb-IX-V =
Glykoprotein Ib-IX-V, GPIlb/llla = Glykoprotein llb/llla, GPVI = Glykoprotein VI, NO =

Stickstoffmonoxid, P2Y12 = Adenosindiphosphatrezeptor P2Y12, PAR1/PAR4 = Protease-aktivierter-
Rezeptor 1/Protease-aktivierter-Rezeptor 4, PDE = Phosphodiesterase, PDE3 = Phosphodiesterase 3,
PGG:2 = Prostaglandin Gz, PGH2 = Prostaglandin Hz, TP-Rezeptor = Thromboxan-Prostanoid-
Rezeptor, TXA2 = Thromboxan Az, TX-Synthase = Thromboxansynthase, vVWF = von-Willebrand-
Faktor



1.2 Arachidonsauremetabolismus und Thromboxansynthese in
aktivierten Thrombozyten

In adharenten Thrombozyten wird nach ihrer Aktivierung mit Hilfe der (aktivierten)
Phospholipase A2 (PLA2) aus Membranphospholipiden Arachidonsaure (arachidonic
acid, ARA) herausgespalten. ARA wird dann mittels COX-1 weiter zu
Prostaglandin G2 (PGG2) metabolisiert und dieses anschlieRend unter katalytischer

Mitwirkung einer Peroxidase zu Prostaglandin Hz (PGH2) reduziert.

PGH:2 dient als Ausgangsstoff flr verschiedene weitere Eicosanoide. Im
GefalRendothel wird daraus vorrangig das antithrombogene und vasodilatierende
Prostazyklin (PGl2) gebildet. In Thrombozyten wiederum wird PGH2 hauptsachlich
uber die Thromboxansynthase (TX-Synthase) in TXA2 Uberflhrt.

Cyclooxygenasen (COX) sind die geschwindigkeitsbestimmenden Enzyme bei der
Prostaglandinsynthese. Zwei Isoformen dieses Enzyms sind bekannt, von denen
COX-1 konstitutiv exprimiert wird und COX-2 auch zusatzlich im Rahmen eines
Entzindungsgeschehens induziert werden kann (33). COX-2 spielt jedoch fir die
thrombozytare Thromboxansynthese eine untergeordnete Rolle, da sie von
Thrombozyten nicht regular exprimiert wird (34). Allerdings kann Thromboxan auch
thrombozytenunabhangig durch Induktion von COX-2 in Makrophagen, die in
besonders hoher Anzahl in artherosklerotischen Plaques zu finden sind, gebildet
werden (35).

Die Halbwertszeit (HWZ) von Prostaglandinen ist mit wenigen Minuten sehr kurz, so
dass sie auf einen bestimmten Stimulus hin stets durch den oben genannten
Mechanismus neu synthetisiert werden mussen (36). TXA2 wird sehr schnell zum
stabileren Thromboxan Bz (TXBz) hydrolysiert und kann dann in dieser Form im

Plasma gemessen werden (37).

TXA:2 spielt fur den Ablauf der Hamostase und Thrombusformation eine bedeutende
Rolle, da es einen potenten Induktor der Aggregation darstellt und die
Plattchenaktivierung und Aggregation noch zusatzlich Uber einen positiven
Feedbackmechanismus via Bindung an den spezifischen TXA2-Rezeptor auf der
Plattchenmembran steigert. Es fordert auch die Freisetzung prokoagulatorischer
Substanzen wie Ca?*, 5-HT und weiterer Gerinnungsfaktoren aus den Thrombozyten
(sog. Degranulation). Aufgrund des autokrinen ,Verstarker-Effektes® von TXAz bei
der Thrombozytenaktivierung steigt ab einem individuellen Schwellenwert durch die
Rekrutierung immer mehr zirkulierender Thrombozyten die Thromboxankonzentration
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exponentiell an und induziert schliellich die Thrombozytenaggregation (38). Daher
muss TXA2 fur eine Aggregationshemmung und einen Schutz vor GefalRokklusionen

nahezu vollstandig supprimiert sein (39).

An den Gefalden bewirkt TXA2 eine Vasokonstriktion, die Uber eine Verlangsamung

des Blutflusses zusatzlich die Blutgerinnung verstarkt (38).

Der Thromboxan-Weg stellt eine der Feedback-Schleifen bei der
Thrombozytenaktivierung dar (Abb. 1). TXA2 wirkt Uber den Thromboxan-Rezeptor
(TP-Rezeptor), welchen neben Thrombozyten auch Entzindungszellen (z.B.
Makrophagen), Endothelzellen und Gefalimuskelzellen exprimieren, weswegen TXAz2
uber die Aktivierung von Entzindungszellen vermutlich auch an der Progression

atherosklerotischer Lasionen beteiligt ist (40).

1.3 Einsatz von ASS als antithrombozytare Therapie

Im Jahr 1887 wurde chemisch stabiles ASS erstmals vom deutschen Chemiker Felix
Hoffmann unter Anleitung des judischen Chemikers Dr. Arthur Eichengrun fur die
Firma Bayer als Analgetikum und Antipyretikum hergestellt (41). Ein erhohtes
Blutungsrisiko wurde 1945 vom Hals-Nasen-Ohren-Arzt Singer zunachst als
unerwinschte Nebenwirkung bemerkt (42) und durch die Forschungsgruppe des
Nobelpreistragers Sir John Vane im Jahr 1971 durch eine Hemmung der

Prostaglandinsynthese begrindet (43).

Bei einer stabilen KHK gilt low-dose ASS als das praventive Mittel der Wahl, mit dem
Ziel, die Thrombozytenaggregation in den Herzkranzgefallen und eine
Vasokonstriktion zu verhindern und die Gefahr einer Myokardischamie zu verringern.
ASS wird entsprechend auch in der aktuellen nationalen S3-Versorgungsleitlinie von
2019 mit dem hochsten Evidenzgrad |A fur die Pravention kardiovaskularer

Ereignisse empfohlen (7,44).

ASS hemmt die Thrombozytenfunktion zunachst reversibel und mit schwacher
Enzymaffinitat (45) durch Kompetition mit ARA im aktiven Zentrum der COX-1, dann
irreversibel durch kovalente Acetylierung der Aminosaure Serin530 des Enzyms (46)
(s. Abb. 2). Die durch die Acetylierung bedingte sterische Anderung in unmittelbarer
Nahe des katalytischen Zentrums des Enzyms fuhrt dazu, dass das Substrat ARA

nicht mehr im aktiven Zentrum binden kann und demnach nicht mehr weiter zu TXA2



metabolisiert wird. Die verringerte Synthese von TXAz ist direkt mit einer verringerten

Gefahr von arteriellen Thrombosen assoziiert (47).

Da die Hemmung durch ASS bereits frih im ARA-Stoffwechsel geschieht, namlich
auf Ebene des gemeinsamen Vorlaufermetaboliten PGGz, wird neben TXAz auch die
Synthese von antithrombogenem und gastroprotektiven PGIl2 in Endothelzellen

supprimiert. Diese Effekte von ASS sind dosisabhangig.

Eine COX-1-Hemmung von > 95% st erforderlich um eine effektive
Thrombozytenfunktionshemmung zu gewahrleisten (48), da TXA2 einen &aulerst
potenten Stimulus fir die Thrombozytenaktivierung darstellt (16). Dies wird in einer
Dosis von 100 mg/Tag (d) erreicht und daher gemal aktueller Versorgungsleitlinien
evidenzbasiert empfohlen (44). Fur die Sekundarprophylaxe des ischamischen
Schlaganfalles wird, falls keine Indikation zur oralen Antikoagulation vorliegt, low-
dose ASS in der Dosis 100 mg/d (Evidenzgrad |IA) empfohlen, alternativ Clopidogrel
(75 mg) (49) (s. Tabelle 1).

Eine antiphlogistische, analgetische und antipyretische Wirkung von ASS wird erst
bei hoheren Dosen von 500 - 1500 mg erzielt und geht mit einem hdheren
Nebenwirkunsgprofil, u.a. durch die dosisabhangige Suppression von PGlz, einher
(50).

Membran- _® ARA
phospholipid PLA. e

et

bl COoX-1

PGG, \
| !

Peroxidase |
v
|
TX-Synthase
v

TXA,

Abb. 2: Wirkung von ASS auf die Cyclooxygenase-1 (COX-1).

Detailansicht aus Abb. 1. Grafik im Kastchen links unten zitiert aus (16). Abkirzungen: ARA
arachidonic acid (Arachidonsaure), COX-1 = Cyclooxygenase—1, PGG2 = Prostaglandin G2, PGH:2
Prostaglandin Hz, PLA2 = Phospholipase A2, TXA2z = Thromboxan Az, TX-Synthase

Thromboxansynthase, TP-Rezeptor = Thromboxan-Prostanoid-Rezeptor. Die Peroxidase stellt kein
eigenstandiges Enzym dar, sondern ist eine Funktion der COX-1. Bindung des Acetylrestes von ASS
im Substratkanal eines Monomers der COX-1 (dunkelblau). Hierdurch wird die Bindung von ARA
(navyblau, rechts unten im Bild) (als rot gestrichelte Linie dargestellt) unterbunden.



Die orale Einnahme von niedrig dosierter ASS (z.B. 100 mg/d) als
Thrombozytenaggregationshemmer bei Patienten mit erhdhtem Risiko fur
Gefalverschlusse ist etabliert, kosteneffizient und senkt nachgewiesen die Mortalitat
(561). ASS kommt sowohl im Rahmen einer Akutbehandlung, als auch als

Sekundarprophylaxe zur Anwendung.

In der Akuttherapie wird ASS gemafl der aktuellen Leitlinie der Europaischen
Gesellschaft fir Kardiologie (ESC) weiterhin zur Behandlung des akuten
Myokardinfarkts mit ST-Strecken-Elevation (STEMI) empfohlen (Evidenzgrad IB)
(52). Im Vergleich zur oralen Einnahme (150 - 300 mg) scheint die intravendse (i.v.)
Applikation (75 — 250 mg) mit einem schnelleren Wirkeintritt und besseren Wirkeffekt
verbunden zu sein (53,54). Therapeutisch eingesetzt wird ASS (Initialdosis: 150 -
300 mg/d, Erhaltungsdosis: 75 - 100 mg/d) auch beim akuten Koronarsyndrom ohne
ST-Streckenhebung (NSTE-ACS) (Evidenzgrad IA), dies jedoch additiv unter
Einbeziehung von Plattcheninhibitoren vom Typ der Adenosindiphosphatrezeptor
P2Y12-Antagonisten (kurz: P2Y12-Antagonisten), welche den Aktivierungsweg Uber
Adenosindiphospat (ADP) inhibieren (primar Ticagrelor, alternativ: Clopidogrel) (55)
(Abb. 1).

Ausgangspunkt fir den Einsatz von ASS als Standardtherapie beim akuten
Herzinfarkt war die Second International Study of Infarct Surviver (ISIS-2)-Studie
unter Einschluss von mehr als 17000 Patienten, bei der ASS die intrahospitale
Sterblichkeit um 22 %, die Anzahl von Reinfarkten sogar um 44 % und die Haufigkeit
von Schlaganfallen um 37 % reduzierte, verglichen zur Placebogruppe (56). Eine
spater durchgefuhrte Metaanalyse zur Bewertung des Vorteiles von ASS bei
Hochrisiko-Patienten bestatigte die Daten. So verringerte ASS die Haufigkeit
schwerer vaskularer Ereignisse um ein Viertel, das Auftreten von nicht todlichem

Myokardinfarkt um ein Drittel und nicht tédlichem Schlaganfall um ein Viertel (7).

In der Akuttherapie des ischamischen zerebralen Insultes oder der transitorisch-
ischamischen Attacke (TIA) wird ASS nicht mehr eingesetzt, da die Gefahren durch
Blutungskomplikationen den geringen positiven Effekt Uberwiegen. Vor allem bei
Lysetherapie steigt das Blutungsrisiko durch simultane ASS-Therapie an (57).

Die Primaprophylaxe mit low-dose ASS ergab keinen Nettonutzen, weswegen ASS
zur Primarprophylaxe kardiovaskularer Ereignisse bei Patienten mit niedrigem bis
moderatem Risiko nicht mehr empfohlen wird (58—60). Es wird mittlerweile nur noch

bei Hochrisikogruppen (z.B. Diabetes mellitus) nach einer sorgfaltigen Risiko-Nutzen
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Abwagung in der Primarprophylaxe angewendet (61). Ergebnisse der sogenannten
ASCEND-Studie (A Study of Cardiovascular Events iN Diabetes) beschreiben zwar
eine Risikoreduktion vaskularer Ereignisse in der Hochrisikogruppe der Diabetiker,
welche jedoch durch vermehrte Blutungsereignisse uberschattet wird (60). Die
generelle permanente ASS-Einnahme von gesunden Personen wird kritisch
gesehen, da einer Risikoreduktion kardiovaskularer Ereignisse eine erhdhte Inzidenz
gastrointestinaler Blutungen gegenubersteht (62,63). Die United States Preventive
Services Task Force (USPSTF) schlagt allerdings, gestutzt auf klinische Daten, eine
Primarpravention mit ASS fir eine kleine Patientengruppe vor, die folgende Kriterien
erflllt: Alter: 50 - 59 Jahre, Lebenserwartung: > 10 Jahre, geschatztes Risiko, in den
nachsten 10 Jahren einen Myokardinfarkt oder Schlaganfall zu erleiden: > 10 %,
ASS-Einnahme > 10 Jahre (64). In der aktuellen S3-Leitlinie zur Behandlung des
Schlaganfalls von 2020 wird eine primarprophylaktische Gabe von ASS in einer
Dosis von 100 mg/d fur Patienten mit einem kardiovaskularem Gesamtrisiko > 20%

in den nachsten 10 Jahren mit einem Evidenzgrad IB empfohlen (49).

Im Gegensatz zur Primarpravention ist fur die Sekundarprophylaxe nach Herzinfarkt,
ischamischen Insulten oder TIA, die fruhe Einleitung einer Therapie mit low-dose
ASS essentiell und wird mit einem Evidenzgrad IA in den aktuellen Leitlinien
empfohlen (49). ASS vermag in der Sekundarprophylaxe nach ischamischem
Schlaganfall und TIA die Rezidivrate in den ersten Wochen um 60 % zu senken. Die
Infarktschwere war unter ASS deutlich reduziert und das neurologische Outcome

signifikant besser als unter Placebo (65).

Auch im Rahmen der pAVK kommt ASS als Sekundarprophylaxe kardiovaskularer
Ereignisse zum Einsatz, da eine hohe Komorbiditat zwischen beiden Erkrankungen
besteht (66). Die STIMS (Swedish Ticlopidine Multicentre-Studie) und CAPRIE
(Clopidogrel versus Aspirin in Patients at Risk of Ischemic Events) -Studie sowie die
Metaanalyse der Antithrombotic Trialists’ Collaboration verweisen auf die
Notwendigkeit pAVK-Patienten langfristig mit Thrombozytenfunktionshemmern zu
behandeln (67). Eine statistisch signifikante Risikoreduktion wurde jedoch nur flur
Schlaganfalle und nicht fur kardiovaskulare Ereignisse gesehen (68). Dennoch
empfehlen die Leitlinien sowohl bei Patienten mit asymptomatischer als auch mit
symptomatischer pAVK, ASS in einer Dosis von 75 — 300 mg/d einzunehmen
(Evidenzgrad IA) (69-71).



Nicht zuletzt findet low-dose ASS bei Polycythaemia vera, einer myeloproliferativen

Erkankung, die Uber vermehrte Bildung von Blutzellen mit einer Polyglobulie und

Hyperviskositat und konsekutiv erhohtem Thromboserisiko einhergeht, Verwendung,

und zwar in Kombination mit Aderlassen zur Primarprophylaxe von Thrombosen.

Hierfur wurde ASS 2004 von der EMA (European Medicines Agency, friiher

European Agency for the Evaluation of Medicinal Products (EMEA)) der Status als

Orphan Drug zugesprochen.

Einsatzbereich

Akutes Koronarsyndrom
ohne ST-Hebung
(NSTE-ACS)

Akutes Koronarsyndrom
mit ST-Strecken-Elevation
(STEMI)

Ischamischer Hirninsult

Sekundarprophylaxe
(kardiovaskular)

Sekundarprophylaxe
(zerebrovaskular)

Polycythaemia vera

Periphere arterielle

Verschlusskrankheit (pAVK)

(Stadium 11 - IV). Zur

Risikoreduktion kardialer und
zerebrovaskularer Ereignisse

ASS-
Dosis
75 -
250 mg
150 -
300 mg

75 -
250 mg
150 -
300 mg

100 mg

100 mg

100 mg

100 mg

75—
300 mg

Verabreichu
ngsform
Intravenos

Oral
(Intravenos
bevorzugen)
Intravends
Oral
(Intravenos

bevorzugen)

Oral (ab 48 h
nach
Ereignis)
Oral

Oral

Oral

Oral

Kombinierte antithrombozytare
Wirkstoffe

Prasugrel bei geplanter perkutaner
koronarer Intervention (PClI),
alternativ Clopidogrel

ggf. Ticagrelor bei moderatem bis
hohem Risiko (z.B. Troponin-
Erhéhung)

Bei priméarer PCI:

+ Ticagrelor oder Prasugrel (wenn
keine Clopidogrel Vorbehandlung,
kein Z.n. Apoplex oder TIA und

< 75 Jahre), alternativ Clopidogrel
Ggf. + GP lIb/llla-Inhibitoren wie
z.B. Abciximab bei besonders
hohem Risiko

Clopidogrel oder Ticagrelor nach
Stenteinlage

Alternativ Clopidogrel 75 mg

Primar- und Sekundarprophylaxe
von Mikrozirkulationsstérungen

Alternativ Clopidogrel 75 mg

Tabelle 1: Ubersicht iiber den evidenzbasierten Einsatz von ASS gemiR der aktuellen
Versorgungsleitlinien (44,49,52,72-75). ASS = Acetylsalicylsdaure, ADP = Adenosindiphospat,

NSTE-ACS = akutes
Verschlusskrankheit, PCI

Koronarsyndrom ohne ST-Hebung,
perkutane

koronare

Intervention,

pAVK = periphere arterielle
STEMI = ST-Strecken-

Elevationsmyokardinfarkt, TIA = transitorisch ischamische Attacke
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1.4 Pharmakokinetik von ASS

Nach oraler Gabe wird ASS nach 5 bis 15 Minuten vorwiegend im Dunndarm
resorbiert. Die Resorption erfolgt durch passive Diffusion gemal} einer Kinetik 1.
Ordnung und demnach abhangig von der applizierten Dosis und dem
Konzentrationsgradienten (76). Die Resorption wird neben der Dosis, der
Applikationsart (53) und der Arzneimittelformulierung (77), vom pH-Wert am

Resorptionsort und der Resorptionsflache beeinflusst.

ASS hat einen pKS-Wert (Saurekonstante) von 3,5, liegt also bei einem pH-Wert von
3,5 zu 50 % dissoziiert vor. In saurem Milieu ist es schlecht I8slich und kommt
vorwiegend in ungeladener Form vor. Somit wird es im Magen schlecht resorbiert,
kann aber in die Magenmukosazellen diffundieren, in denen es dann durch die
Anderung des intrazellularen pH-Wertes zerfallt und in geladener Form nicht mehr
aus der Zelle hinausdiffundieren kann. Dieser als lon-Trapping bezeichnete Prozess
tragt neben der Hemmung von zytoprotektivem PGIl2 zur schlechten
Magenvertraglichkeit von ASS bei (78).

ASS wird bereits im wassrigen Milieu des Gastrointestinaltraktes, v.a. aber im
Pfortader- und systemischen Kreislauf, hydrolytisch in eine Acetylgruppe, welche flr
den antiaggregatorischen Effekt entscheidend ist, und in Salicylsdure gespalten,
welche die antiphlogistische, antipyretische und analgetische Funktion bedingt. Diese
Reaktion verlauft nach einer Kinetk 0. Ordnung und ist damit
konzentrationsunabhangig (79). Sie kann spontan oder enzymatisch katalysiert durch

ubiquitar vorkommende ASS-Esterasen verlaufen (80,81).

ASS unterliegt einem ausgepragten First-Pass-Effekt in der Leber und wird fast
vollstandig  prasystemisch  deacetyliert. Daher betragt die systemische
Bioverfugbarkeit nur ca. 45 — 50 % der Initialdosis. Nach i.v.-Verabreichung kommt
es durch Umgehung des First-Pass-Effektes zu einem schnelleren Anfluten des

Wirkstoffs und entsprechend hoheren Plasmaspiegeln (53).

Maximale ASS-Plasmaspiegel bei einer oralen Dosierung von 100 - 300 mg werden
nach 30 Minuten erreicht (53). In der Fachinformation werden maximale
Plasmaspiegel schon nach 10 bis 20 Minuten beschrieben (82). Die HWZ von ASS
betragt ca. 15 - 20 Minuten bis zur hepatischen Metabolisierung in Salicylsdure und
die Acetylgruppe. Salicylsaure, welche COX-1 nur reversibel blockiert und flur die

Thrombozytenfunktionshemmung keine Bedeutung hat, wird langsam (HWZ 3 h) und
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dosisabhangig nach einer Kinetik 0. Ordnung abgebaut und seine Metaboliten
vorwiegend renal eliminiert (Abb. 3). Der relative Anteil der renal eliminierten
Metabolite Salicylursaure, Salicylsaure und der konjugierten Form ist abhangig vom
pH-Wert des Urins, weswegen die Ausscheidung von ASS bei Intoxikationen durch
Alkalisierung des Urins beschleunigt werden kann. Das Verteilungsvolumen ist dosis-
und pH-Wert-abhangig und betragt ca. 0,1 - 0,2 I/kg. Die Plasmaeieweil3bindung liegt
konzentrationsabhangig zwischen 49 % und 70 % (82,83).

OOH
Acetysalicylsaure
(Aspirin)
OCCH;
|

Hydrolyse
OOH OOH
Salicylsaure Glucuronidierung ——» Salicyl-(phenol)-Glucuronid
H OGluc
7 +

Glycin-Konjugation

/ 0O0Gluc
CONHCHQCOO H R A Salicyl-(acyl}-Glucuronid
Salicylurséure @[@ OH
H
OH OCH
Gentisinsaure
H

|
Glycin-Konjugation

'
OH ONHCH,COOH
Gentisursdure
\ H

Freie Salicylséure

Abb. 3: Metabolismus von Acetylsalicylsaure.

Der initiale und Hauptmetabolisierungsweg stellt die Hydrolyse zur Salicylsdure dar, in dessen
Rahmen ASS seine antithrombozytare Funktion durch Verlust des Acetylrestes und Bindung an die
COX-1 entfaltet (s. Abb. 2). Salicylsdure wird entweder als freie Salicylsdure oder nach weiterer
Metabolisierung Uber oben genannte Wege renal eliminiert. Hier steht die Glycin-Konjugation zu
Salicylursaure im Vordergrund. Angelehnt an (84).

1.5 Der klinische Einsatz von Metamizol und seine Bedeutung
in der Schmerztherapie

Metamizol wird seit 1922 in der Schmerztherapie verwendet und steht als
Injektionslésung, Suppositorium, Saft, Tropfen oder in Tablettenform zur Verfligung.
Neben analgetischen Eigenschaften verfugt Metamizol dartber hinaus auch Uber

antipyretische, spasmolytische und (schwache) antiphlogistische Eigenschaften (85).
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Metamizol ist zur Behandlung von chronischem und akutem Schmerz als Stufe |
Analgetikum, gemal® dem WHO (World Health Organization)-Stufenschema
zugelassen (86). Zu den typischen Indikationen zahlt die postoperative oder
posttraumatische  Akutschmerztherapie, die Therapie von Koliken und
Tumorschmerzen, aber auch die antipyretische Therapie, wenn andere MalRnahmen
nicht gegriffen haben (87). Besonders der spasmolytische Effekt durch Hemmung
der intrazellularen Calciumfreisetzung macht Metamizol zu einem beliebten

Analgetikum bei Nieren- oder Gallenkoliken und akutem Bauchschmerz (88—90).

Bei starksten Schmerzen wird Metamizol gerne in Kombination mit Opioiden
eingesetzt, wobei eine Einsparung der Opioide um 20 — 67 % erreicht und damit
einhergehend auch Nebenwirkungen, wie insbesondere das Auftreten einer
Koprostase, vermieden werden konnen (91-93). Unter anderem daher ist sein
Einsatz in der Palliativmedizin sehr beliebt (94,95). Ein weiteres Anwendungsgebiet

stellt der primare Spannungs- und Migranekopfschmerz dar (96—-99).

Neueren Studien zufolge scheint der Nutzen von Metamizol Uber die Analgesie und
Antipyrese hinauszugehen. Experimentelle Studien an Ratten deuten auf einen
positiven Effekt auf Vasospasmen nach Subarachnoidalblutungen hin (100). Ein
antikonvulsiver Effekt von Metamizol wurde im Tiermodell beschrieben (101,102). Die
Forschungsgruppe um Zhang et al. konnte Metamizol eine neuroprotektive Wirkung
nach zerebraler Ischamie im Mausmodel attribuieren (103). Diese Eigenschaft macht
es besonders fur Schlaganfallpatienten interessant. Auch Asthmapatienten konnten
von der Einnahme Metamizols profitieren, da Studien eine signifikant verbesserte
Relaxation der Muskulatur der kleinen Atemwege unter Metamizoltherapie
beobachteten (104).

In Deutschland, Ungarn, Iltalien, Portugal und Spanien ist Metamizol
verschreibungspflichtig, in vielen anderen europaischen Landern, sowie in vielen
Teilen Asiens, Studamerika und Afrika jedoch als ,Over-the-counter* (OTC)-Praparat
rezeptfrei erhaltlich. In Schweden und USA ist Metamizol aufgrund der sehr seltenen
(Haufigkeit 1:1.000.000) (105), aber schweren Nebenwirkung der Agranulozytose,
nicht mehr zugelassen, wobei aber aufgrund der Globalisierung die Menschen auch

hier mit Metamizol in Kontakt kommen (106).

Bei der Agranulozytose handelt es sich um eine Verminderung der Granulozytenzahl
< 500/ul, die mit einer gesteigerten Infektanfalligkeit bis hin zum Tod durch eine

eingeschrankte  Immunantwort einhergehen  kann. Ursachlich ist eine
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immunoallergische Reaktion auf an Granulozyten gebundene Metamizolmetabolite,
die eine Aktivierung des Komplementsystems und schlieRlich den Untergang von

Granulozyten auslost (107).

Aufgrund zunehmender Verschreibungszahlen in den letzten Jahren (Abb. 5) wird
auch die Meldung von Agranulozytosefallen unter Metamizol haufiger, weshalb das
Bundesinstitut fur Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) im Jahr 2009 bereits auf
die Einhaltung der strengen Indikation in der Verordnung von Metamizol hinwies
(108). Dennoch steigen die Verschreibungszahlen von Metamizol weiter an. In
Ungarn besitzt Metamizol als potentes Schmerzmittel eine so hohe Beliebtheit, dass

seine Metaboliten sogar im Abwasser nachgewiesen werden konnten (109).

Ein weiteres potentiell letales Risiko in der Anwendung von Metamizol liegt in
anaphylaktischen Reaktionen. Das Risiko einer lebensbedrohlichen Anaphylaxie ist
vor allem nach parenteraler Anwendung erhoht und wird auf 1:5.000 und damit weit
uber dem Risiko flr Agranulozytose geschatzt (110). Schwere Hypotonien sind nach
zu schneller i.v.-Applikation berichtet worden, deren potentielle Ursache in einer
dosisabhangigen Offnung von Kalium-Kanalen und dadurch antagonistischen Effekt

auf Angiotensin Il zurickgefuhrt wird (111).

Trotz enger Indikationsstellung wird Metamizol auch bei milden Schmerzen
verordnet. Eine deutsche Studie von Stammschulte et al. zeigte bei einem Viertel

aller untersuchten Verordnungen von Metamizol einen Off-Label-Use (112).

Insgesamt ist Metamizol trotz der erwahnten Nebenwirkungen ein Pharmakon mit
grolder therapeutischer Sicherheit und starker pharmakologischer Potenz. Gerade
nach Operationen hat sich Metamizol als wertvoll erwiesen, da es vermutlich keine
wesentliche Hemmung der Thrombozytenfunktion auslést und somit unter Therapie
kein erhohtes Nachblutungsrisiko besteht (113). Glnstig zu bewerten ist zudem die
geringe renale und gastrointestinale Toxizitat von Metamizol, mit der es sich deutlich

von anderen nichtopioiden Analgetika wie z.B. Ibuprofen unterscheidet.

1.6 Potentielle Wirkweise von Metamizol

Die Wirkmechanismen Metamizols sind bisher noch nicht vollstandig aufgeklart.
Bekannt ist, dass Metamizol nicht selektiv und reversibel COX-1- und COX-2 hemmt
(25). Untersuchungen von Rohdewald et al. belegten eine Assoziation zwischen

Beginn und Dauer der analgetischen Wirkung von Metamizol und der
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Speichelkonzentration seiner Metabolite 4-Methylaminoantipyrin (MAA) und 4-
Aminoantipyrin (AA) (114). Da MAA und AA die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden
kénnen (115), ist davon auszugehen, dass Metamizol neben peripheren Wirkungen
auch zentrale Effekte ausubt. So ist neben einer Hemmung von im Hinterhorn des
Ruckenmarkes lokalisierten Nozizeptoren auch eine Aktivierung absteigender
Bahnen beschrieben (116).

Aktuelle Studien verweisen ferner auf eine durch Fatty acid amide hydrolase (FAAH)
getriggerte weitere Metabolisierung von AA und MAA zu Arachidonsaureamiden
(117). Fur Arachidonsaureamide ist beschrieben, dass sie im zentralen
Nervensystem (ZNS) agonistisch an Cannabinoid-Rezeptoren-1 (CB1) binden und
die Transmission durch Gamma-Aminobuttersaure (GABA) im periaquaduktalen
Grau herunterfahren (118-120). Weitere Berichte verweisen auf eine Aktivierung des
L-Arginin/NO/cGMP/Kalium-Kanal-Signalweg durch Metamizol (121-123).

Eine Hemmung von in die Kontrolle von Schmerz und Temperatur eingebundenen
transient receptor potential channel (TRPA-Kanalen) in Gegenwart von Metamizol
wurde ebenfalls beobachtet (124). Ferner wurde auch eine Inhibierung der
Nozizeption Uber eine endogene Opioidfreisetzung beschrieben (125,126).
Zumindest im Tiermodell wurde die Freisetzung von B-Endorphinen aus der

Hypophyse und dem Hypothalamus nachgewiesen (127).

Die spasmolytischen Eigenschaften Metamizols werden Uber eine Veranderung der
Inositol-1,4,5-trisphosphat  (IPs) abhangigen Signalkaskade mit reduzierter
intrazellularer Ca?*-Freisetzung erklart. Da die Interaktion eines Liganden mit dem
CB1-Rezeptor spasmolytische Aktivitaten auszuldésen vermag (128), kdnnten
modglicherweise auch die Arachidonsaureamide Uber die Stimulierung der CB1-

Rezeptoren zur Spasmolyse beitragen (117).

Aufgrund seines nahezu neutralen pKS-Wertes entfaltet Metamizol in entzindetem
Gewebe nur wenig Wirkung, was seine nur schwache antiphlogistische Potenz

erklaren mag (129).
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1.7 Pharmakokinetik von Metamizol

Metamizol ist ein instabiles Pro-Drug, welches sehr rasch im Magen durch Hydrolyse
zu seinem pharmakologisch aktiven Hauptmetaboliten 4-Methylaminoantipyrin (MAA)
umgesetzt und dann resorbiert wird. Die Bioverfigbarkeit nach oraler Gabe liegt bei
ca. 90 %. Maximale Plasmaspiegel von MAA nach Einnahme von 500 - 1000 mg
Metamizol werden nach ca. 1 bis 2 Stunden erreicht (130). Bezogen auf die
Einnahme von 500 mg Metamizol betragt die HWZ ca. 3,2 Stunden, die maximale
Plasmakonzentration 13,6 ymol/l (130). Nach Einnahme von 1 g Metamizol kénnen
MAA-Plasmaspiegel von ungefahr 100 uM gemessen werden, wobei starke

interindividuelle Schwankungen zu berlcksichtigen sind (131).

Im Blut wird MAA zu verschiedenen weiteren Metaboliten umgesetzt: 4-
Formylaminoantipyrin (FAA) und 4-Aminoantipyrin (AA). AA wird, je nach
Enzymkonstitution (Schnell-/Langsamacetylierer), unterschiedlich schnell (3,8 - 5,5 h)
mit Hilfe der unspezifischen N-Acetyltransferase zu 4-Acetylaminoantipyrin (AAA)
umgesetzt. (132). Insgesamt sind mehr als 20 verschiedene Metabolite von
Metamizol beschrieben (133). Dazu zahlen auch Arachidonsaureamide (117). Von
allen Metamizolmetaboliten Ubt MAA die starkste und langste hemmende Wirkung
auf COX aus, gefolgt von AA. Das Ausmall der COX-Hemmung korreliert dabei
positiv mit den jeweiligen gemessenen Plasmaspiegeln (130).

Metamizol wird hepatisch metabolisiert und Uberwiegend renal nach einer nicht
linearen Kinetik eliminiert (Abb. 4). Bei Leberinsuffizienz sollte demnach die Dosis
von Metamizol angepasst werden, bei Niereninsuffizienz kann es zu einer

potentiellen Kumulation von Metaboliten kommen.
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Abb. 4: Metabolismus von Metamizol.

Struktur von Metamizol-Natrium, 4-Methylaminoantipyrin (MAA), 4-Formylaminoantipyrin (FAA), 4-
Aminoantipyrin (AA), 4-Acetylaminoantipyrin (AAA). Angelehnt an (90).

1.8 Polypharmazie und Arzneimittelinteraktionen als
Risikofaktoren fur insuffiziente Pharmakotherapie

Mit zunehmendem Alter steigt die Anzahl an Komorbiditaten, die zur parallelen
Einnahme mehrerer Medikamente fuhren und eine suffiziente
pharmakotherapeutische Behandlung durch potentielle Arzneimittelinteraktionen
erschweren (134,135).

Viele Patienten weisen beispielsweise eine chronische Schmerzanamnese auf,
weswegen sie Analgetika einnehmen (136,137). Einzelne Schmerzmittel scheinen

jedoch mit low-dose ASS zu interferieren.

Da die Pravalenz atherosklerotischer Folgeerkrankungen, wie auch chronischer
Schmerzen, mit dem Alter ansteigt, ist eine Haufung einer Komedikation von
Analgetika und low-dose ASS naheliegend. Ungefahr 40 % der KHK-Patienten leiden
unter chronischen Schmerzen und nehmen daher Anagletika ein (138). Bei
Schlaganfallpatienten ist die Inzidenz von Schmerzzustanden mit ca. 65 % sogar

noch héher und sogar 79 % hiervon werden analgetisch therapiert (139).
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Studien der letzten Jahre haben gezeigt, dass diverse Schmerzmittel mit ASS
interagieren kénnen (16,140). Neben NSAID wie z.B. Ibuprofen (15), Indomethazin
(21), Naproxen (22), Celecoxib (141), trat dieses Phanomen auch unter
analgetischer Therapie mit Metamizol und andere Substanzen aus der Gruppe der
Pyrazolone (z.B. Propyphenazon) auf (25,28).

Die HWZ von ASS ist kurz und somit der Zeitraum, in dem ASS die thrombozytare
COX-1 hemmen kann, begrenzt. Werden parallel zu ASS Medikamente
eingenommen, die eine hohere Affinitat zum katalytischen Zentrum der COX-1
aufweisen und/oder zusatzlich noch eine langere HWZ besitzen und somit langer auf
die COX-1 einwirken koénnen, besteht ein hohes Interaktionspotential. Diese
pharmakodynamische Wechselwirkung wird sowohl fir NSAID wie auch den
Metamizolmetaboliten MAA und in geringerem Malle auch dem
Metamizolmetaboliten AA beschrieben (25,140,142).

Die unerwunschte Wechselwirkung ist unter dem Aspekt der haufigen Anwendung
von Metamizol klinisch bedeutsam. Laut Arzneiverordnungsreport steigt die Zahl der
Metamizol-Verordnungen seit zehn Jahren kontinuierlich an, von 40 Millionen (Mio.)
Tagesdosen im Jahr 2004 auf mittlerweile 190 Mio. Tagesdosen im Jahr 2016. Der
Anteil der Verordnungen von Metamizol innerhalb der Nicht-Opioid-Analgetika lag im
Jahr 2016 gar bei 90 % (143) (Abb. 5). Somit ist eine potentielle Interaktion von
Metamizol und low-dose ASS von gro3em Interesse, da beide Medikamente sehr

haufig eingesetzt werden.
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Abb. 5: Steigende Beliebtheit von Metamizol gemessen an den Verordnungszahlen in
Deutschland von 2008 bis 2017.

Verordnungszahlen von Acetylsalicylsdure, Metamizol und Paracetamol aus (144).
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1.9 Terminologie, Diagnostik und klinische Relevanz einer
verminderten ASS-Wirkung: ASS Resistenz, ASS-Non-
Response bzw. High on-aspirin (treatment) platelet
reactivity (HAPR)

Die Beobachtung, dass bestimmte Patienten trotz antithrombozytarer Behandlung
eine persistierende Thrombozytenfunktion aufweisen, ist Gegenstand intensiver
Forschung (11,12,145-148). Multiple Studien und groRe Metaanalysen
demonstrieren, dass dieses Phanomen mit einer signifikant erhéhten Morbiditat und
Mortalitat einhergeht (149—153). Dies betrifft sowohl Schlaganfallpatienten (153,154)
als auch Patienten, die an pAVK leiden (155) oder KHK-Patienten (149,151).
Patienten nach operativer aortokoronarer Bypassversorgung (156) und auch nach
PCI (152,157,158) waren bei ASS-Non-Response von einer signifikant hdheren
Okklusionsrate und Mortalitat betroffen. Umgekehrt fand sich bei Patienten mit Stent-
Thrombosen auch haufiger eine ASS-Non-Response (159,160). Manche Studien
konnten hingegen keinen Zusammenhang zwischen ASS-Non-Response und

klinischen Ereignissen bei Patienten mit stabiler KHK herstellen (161-164).

Zwischen den einzelnen Studien zeigen sich jedoch erhebliche Unterschiede in der
beschriebenen  Pravalenz  von  ASS-Non-Response, da bisher keine
Konsensusdefinition zur laborchemischen Diagnostik oder einheiltiche Cut-Off-Werte
etabliert sind. Auch die Terminologie der eingeschrankten low-dose ASS-Wirkung

wird uneinheitlich gehandhabt.

Der Terminus ASS-Resistenz oder englisch ,ASA-Non-Response” bezeichnet primar
ein laborchemisches Phanomen, bei dem ASS-sensitive bzw. ASS-resistente”
Patienten anhand von Thrombozytenfunktionstests oder Surrogatparametern fur die
Plattchenfunktion ermittelt werden. Es stehen hierzu unterschiedlichste

Messverfahren und Reagentien zur Verfugung.

Ferner kann man eine klinische ASS-Resistenz, die mit klinischen Ereignissen
einhergeht von einer pharmakologischen ASS-Resistenz, bei der ASS seinen
eigentlichen Wirkmechanismus, die TXA2-Synthesehemmung, nicht entfalten kann,
und eine funktionelle ASS-Resistenz, bei der es unter Therapie weiterhin zu einer
Aggregation in Thrombozytenfunktionstests kommt, unterscheiden (165-168). Der
Begriff ASS-Non-Response (bzw. ASS-,Resistenz®) ist insofern umstritten, als er das
Phanomen einer ausbleibenden ASS-Wirkung nur unzureichend Uber den

Laborparameter ,Plattchenaggregation® oder Thromboxansynthese beschreibt (13).
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Kommt es unter ASS-Therapie zu klinischen Endpunkten wie Progression der KHK,
Angina Pectoris, Okklusion von Bypassen oder Stents, Myokardinfarkt oder gar Tod
(die zerebralen Gefalie betreffend entsprechend Synkope, TIA, Apoplex oder Tod),

sollte der Terminus ,Therapieversagen® verwendet werden.

Eine gesteigerte Thrombozytenreagibilitat kann auch durch Faktoren, die nicht durch
ASS beeinflussbar sind, ausgel6ost werden und Uber diesen Weg prothrombotischen
Einfluss nehmen. Im Gegensatz zum Begriff ASS-Non-Response bzw. ASS-
,Resistenz” berucksichtigt der Terminus High on-treatment platelet reactivity (HTPR)
diesen Umstand, indem das Plattchenverhalten per se mehr in den Fokus geruckt
wird. Man spricht entsprechend von ,High on-aspirin (treatment) platelet reactivity“
(HAPR), wenn ASS eingesetzt wird und von ,High on-clopidogrel (treatment) platelet
reactivity® (HCPR), wenn Clopidogrel zum Einsatz kommt. Einige Autoren

unterscheiden zudem noch eine sogenannte ,Residual platelet reactivity” (RPR).

Die Ursachen fur HAPR sind vielfaltig und lassen sich grob in pharmakokinetische,
pharmakodynamische, genetische und biologische Ursachen unterteilen (169). Die in
dieser Studie untersuchte Arzneimittelinteraktion von ASS und Metamizol gehort zu
den pharmakodynamischen Ursachen und stellt eine wichtige, da potentiell

vermeidbare Ursache dar.

Bislang ist kein validierter und standardisierter Test etabliert, der eine Vorhersage fur
das Ansprechen der Patienten auf die ASS-Therapie ermoglicht. Samtlichen bisher
eingesetzten Testmethoden zur Diagnostik einer ASS-Non-Response ist eine hohe
Inter-Test-Variabilitat eigen und sie sind daher nicht mit dem ASS-Effekt korrelierbar
(170,171). Verschiedene Testverfahren koénnen sogar bei der gleichen
Patientenpopulation zu unterschiedlichen Ergebnissen flhren (172). Fur besonders
haufig genutzte Testmethoden wie z. B. die Lichttransmissionsaggregometrie (LTA)
(s. Kapitel 2.3.3.) wird versucht fur eine bessere Vergleichbarkeit zwischen den
Studien Cut-Off Werte zu etablieren (173). Eine einheitliche und vergleichbare
Quantifizierung der ASS-Non-Response wurde jedoch bisher noch nicht erreicht. Der
Einsatz von Schnelltestverfahren in Form von patientennaher Labordiagnostik (sog.
,Point-of-care testing“ (POCT)) v.a. in Risikogruppen (z.B. Diabetikern, Mehr-Gefal3-
KHK, chronische Niereninsuffizienz) wird in vielen Studien diskutiert, jedoch bisher
noch nicht flachendeckend durchgefihrt (174,175) und auch nicht empfohlen
(39,176). Ein vermindertes Ansprechen auf low-dose ASS wird demnach im
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klinischen Alltag meist erst evident, wenn es schon zu thrombembolischen

Komplikationen gekommen ist.

In der vorliegenden Studie wird durchgehend von ASS-Non-Response gesprochen,
da die Interaktion zwischen ASS und Metamizol anhand von
Thrombozytenfunktionstests (Aggregationsmessungen und TXB:2) gezeigt wurde. Zur
Vereinfachung der Terminologie wird auch bezuglich anderer Studien, die sich mit

dem Thema befassten, der Terminus ASS-Non-Response verwendet.

1.10 Zielsetzung und Fragestellung

Ziel der vorliegenden Dissertation war es, die von Hohlfeld et al. (25) prasentierten
Daten in einer Gruppe von Schmerzpatienten zu verifizieren. An einem Kollektiv von
Patienten unter Metamizol- und gleichzeitiger low-dose ASS-Therapie sollte die
Thrombozytenfunktion (Aggregation, Thromboxansynthese) evaluiert und mit
derjenigen einer Patienten-Kohorte unter alleiniger low-dose ASS-Therapie
verglichen werden, um die Frage zu klaren, ob die Schmerztherapie mit Metamizol
die Plattchenfunktion von Patienten unter antithrombozytarer Therapie mit low-dose
ASS beeinflusst.

Weitere Teilfragen waren:

e Handelt es sich bei der Interaktion um einen kompetitiven Antagonismus, der
durch nachtragliche ex vivo Zugabe von ASS in hoher Konzentration

Uberwunden werden kann?

e Wie hoch sind die Plasmaspiegel des pharmakologisch wirksamen
Metamizolmetaboliten MAA und ist ihre HOohe ausreichend, um mit ASS zu

interferieren?

e Besteht ein Zusammenhang zwischen Patientencharakteristika und
Thrombozytenfunktion unter kombinierter Behandlung mit Metamizol und /ow-
dose ASS?
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2 Material und Methodik
2.1 Studienplanung

Nachdem ein positives Votum der Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf vorlag (Nr. 3271), wurde die Kklinisch experimentelle Studie in
Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt und am 04.03.2010
im ,Deutschen Register Klinischer Studien (DRKS)“ registriert (DRKS-ID:
DRKS00000204). Die Universal Trial Number (UTN) lautet U1111-1113-3946.

Die Studie wurde als prospektive nicht verblindete Beobachtungsstudie an 30
Schmerzpatienten unter Therapie mit Metamizol und low-dose ASS (Patientengruppe
1) und 10 Kontrollpatienten unter low-dose ASS aber ohne Metamizoltherapie
(Patientengruppe 2) geplant. Vor Einschluss in das Studienkollektiv wurden alle
Patienten ausflhrlich Uber den Ablauf und die Zielsetzung der Studie, sowie
potentielle Risiken und ihr Recht auf Widerruf der Studienteilnahme, aufgeklart und

ihr schriftliches Einverstandnis eingeholt.

2.1.1 Vorversuche

In Vorversuchen wurde an Blutproben 5 gesunder freiwilliger Probanden der Einfluss
verschiedener Stimuli der Thrombozytenfunktion (ARA, Kollagen) in verschiedenen
Konzentrationen fir die Aggregation und Thromboxansynthese untersucht, um das
Studienversuchsprotokoll festzulegen und die Patientenstudie unter den als
bestmdglich getesteten Voraussetzungen durchfiihren zu kénnen. Einen Uberblick
uber den Ablauf der Pilotstudien gibt Abbildung 6. Bei den Probanden handelte es
sich um Mitarbeiter und freiwillig teilnehmende Studierende am Institut flr
Pharmakologie und Klinische Pharmakologie der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf.

Die gesunden Probanden durften fir mindestens 7 Tage weder NSAID (inklusive
ASS) noch Metamizol eingenommen haben, nicht unter Antikoagulation in
therapeutischer Dosierung (d.h. auller der Thromboseprophylaxe mit z.B.
niedermolekularem Heparin) stehen und mussten frei von Erkrankungen sein, die zu
relevanten Veranderungen der Thrombozytenfunktion oder Hamostase flhren

konnen.
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Sie wurden mundlich und schriftlich aufgeklart und gaben ihre schriftliche

Einverstandniserklarung fur die Teilnahme an der Untersuchung ab.

Vorversuch 1:

Um herauszuarbeiten, A) ab welcher Konzentration von MAA die ASS-Wirkung
herabgesetzt wird und B) ab welcher ASS-Konzentration der durch MAA ausgeldste
Hemmeffekt kompensiert werden kann, wurde der Einfluss verschiedener
Konzentrationen von ASS (1, 3, 10, 30, 100 uM), kombiniert mit verschiedenen
Konzentrationen von MAA (0,3, 1, 3, 10, 30 uM), auf die Thrombozytenfunktion im

plattchenreichen Plasma (PRP) analysiert.

Vorversuch 2:

Maglicherweise lassen sich in Gegenwart von Kollagen unter in vitro Bedingungen
ahnliche Effekte auf die Thrombozytenaggregation auslosen wie unter ARA. In
diesem Falle kdénnte die Bedeutung der Metamizol-ASS-Interaktion flr das
hamostatische Geschehen realitdtsnah untersucht werden, da die Freisetzung von
ARA (sowie seines Metaboliten TXAz) hier aus endogenen Phospholipiden und -
pathophysiologisch besonders relevant — erst nach Kontakt der Thrombozyten mit
Kollagen der subendothelialen Matrix erfolgt. Entsprechend wurde evaluiert, ob die
Thrombozytenaktivierung durch Kollagen im PRP-Ansatz zu einer nennenswerten
Aggregation und/oder Thromboxan-Synthese fuhrt und ob die Interaktion zwischen
MAA (0,3, 1, 3, 10, 30 pM) und ASS (30, 40, 80 yM) auch unter Stimulation mit
Kollagen (2 pM) eintritt. In diesem Versuchsansatz wurde zuvor fur jede PRP Probe
die niedrigste Konzentration von ASS bestimmt, welche noch zu einer vollstandigen
Hemmung der Thrombozytenfunktion flhrte bestimmt und im Versuchsansatz
konstant gehalten. Die Konzentration von MAA wurde der mit ASS versetzten PRP-

Probe in aufsteigender Dosierung (0,3 uM, 1 yM, 3 uM, 10 uM, 30 uM) zugesetzt.

Vorversuch 3:

Um die Interaktion zwischen ASS und MAA unter dynamischen Aspekten zu
betrachten, wurde die Arzneimittelinteraktion im Zeitverlauf gemessen (0, 15, 30, 45,
60, 90 Minuten). Die Messung der Thrombozytenfunktion anhand von
Aggregationsmessungen und Messung der resultierenden Thromboxansynthese
erfolgten sowohl im Vollblut als auch im PRP-Ansatz, so dass zusatzlich mogliche

Differenzen zwischen Vollblut- und PRP-Aggregation dargestellt werden konnten.
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Abb.6: Ablauf der Vorversuche

Gestrichelter Kasten: Stimulus der Plattchenaggregation. Die Anzahl der jeweils einbezogenen
Probanden ist angegeben. Abklrzungen: ARA = arachidonic acid (Arachidonsaure), PRP =
plattchenreiches Plasma, ASS = Acetylsalicylsdure, TXB2 = Thromboxan B2 (stabiles Abbauprodukt
von TXA2)

2.1.2 Patientenstudie

Fallzahlplanung:

Die Fallzahlplanung orientierte sich an der Aktivierung der Arachidonsaure-
induzierten Thrombozytenaggregation (177). Zur Festlegung eines Kklinisch
relevanten ,Effekts“ wurden Daten von Funck-Jensen et al. aus 2013 herangezogen
(178). Diese Autoren beschrieben an Patienten mit akutem transmuralen
Myokardinfarkt (STEMI) eine mittels Arachidonsdure-induzierter Aggregation
nachweisbare Thrombozytenaktivierung bei Infarkt mit Rlckbildung Uber ein 3-
monatiges Follow-up. Zum Zeitpunkt des Infarkts war die Thrombozytenaktivitat
(Median) gegenuber Follow-up 1,6-fach erhdht. Dies wurde fur die Fallzahlplanung
der vorliegenden Studie als Kriterium flir eine klinisch relevante
Thrombozytenaktierung festgelegt. In einer fruheren Studie der eigenen
Arbeitsgruppe (Zimmermann et al., 2003) wurde die Arachidonsaure-induzierte
Aggregation bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit mit 5,15 + 1,98 (SD) cm/sec
bestimmt (179). Bei Zugrundelegung dieser Grofen, eines o von 0,05 und eines B
von 0,2 ergab sich eine StichprobengroRe von mindestens 8 Patienten pro
Untersuchungsgruppe, um eine ,relevante“ Erhdhung der Thrombozytenaggregation

beim Vergleich von 2 unabhangigen Untersuchungsgruppen (mit bzw. ohne
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Analgesie mit Metamizol) erkennen zu konnen. Um eventuelle Ausreiller

auszugleichen, wurde die Fallzahl auf 30 in Gruppe 1 und 10 in Gruppe 2 erhoht.
In der klinischen Studie wurden die Patientengruppen 1 und 2 vergleichend evaluiert.

Die Rekrutierung der Patienten erfolgte Uber die Schmerzambulanz und
Anasthesiologie der Uniklinik Diisseldorf Giber den Zeitraum vom 11.09.2009 bis zum
16.07.2012.

Neben 14 ambulanten Schmerzpatienten nahmen auch 26 stationar therapierte
Patienten aus verschiedenen Kiliniken der Universitatsklinik Dusseldorf (Herz-
Thoraxchirurgie, Orthopadie und Unfallchirurgie, Allgemeinchirurgie, Augenklinik,
Internistische Kilinik (Nephrologie, Gastro-Enterologie, Kardiologie), Hautklinik) an der
Studie teil.

Im Rahmen der klinischen Studie waren folgende Analysen vorgesehen:

1. Aggregationsmessungen nach Born im PRP nach Stimulation mit ARA (1 mM)
ohne Zusatz von ASS in vitro (sog. ,Kontrollmessung“), und nach
nachtraglicher Zugabe von ASS (30 uM, 100 pM) zum Patienten-PRP;
Quantifizierung mittels Steigung der Aggregationskurve und Amplitude

2. Thromboxanbestimmung (TXB2) aus dem platichenarmen Plasma (PAP) der
gemall Punkt 1 und 2 mit ARA stimulierten PRP-Proben mittels

Radioimmunoassay (RIA)

3. Plasmaspiegelbestimmung von Metamizolmetaboliten (MAA, AA, AAA) aus
PAP mittels Hochleistungsflussigkeitschromatographie (High Performance
Liquid Chromatography (HPLC))

2.2 Patienten und Probanden

2.2.1 Ein- und Ausschlusskriterien

Grundvoraussetzung fur die Studienteiinahme war neben Volljahrigkeit und
informierter Einverstandniserklarung, die regelmaflige Einnahme niedrig dosierter
ASS (100 mg/d als Aspirin® oder Generika) seit mehr als 7 Tagen gemal klinischer
Indikation.

Das Design der Studie war beobachtend. Die medikamentdése Behandlung wurde

nicht verandert. Patienten der Gruppe 1 erhielten eine analgetische Therapie mit
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Metamizol (als Novalgin®, Novaminsulfon® oder Generika), die eine Dosierung von
1500 mg/d nicht unterschritt und die Tageshdchstdosis von 4000 mg/d nicht
uberschritt. Die gewichtsadaptierte Dosis musste 10 bis 20 mg/kg KG pro Dosis
betragen. Die Gabe sollte mindestens 2-mal, aber nicht mehr als 4-mal pro Tag

erfolgen.

In Gruppe 1 musste Metamizol seit mindestens 5 Tagen eingenommen worden sein,
wohingegen Patienten der Untergruppe 2 (Kontrollgruppe) explizit kein Metamizol

eingenommen haben durften.

Als Ausschlusskriterien fur beide Gruppierungen galten die Einnahme von ASS in
Dosierungen >100 mg/d innerhalb der letzten 7 Tagen, eine Therapie mit anderen
NSAID und die Einnahme andere Thrombozytenfunktionshemmer (z.B. Clopidogrel,
Prasugrel, Ticagrelor, Abciximab o.a.). Ferner durften die Studienteilnehmer nicht
unter  Antikoagulation in  therapeutischer Dosierung (d.h. auller der
Thromboseprophylaxe mit z.B. niedermolekularem Heparin) stehen und mussten frei
von Erkrankungen sein, die zu relevanten Veranderungen der Thrombozytenfunktion

oder Hamostase fuhren konnen.

Da die bisherige Pharmakotherapie der Patienten unverandert fortgeflhrt wurde und
das Studienprotokoll nicht modulierend in das Therapieschema eingriff, wurden auch

keine Abbruchkriterien fur die Studie festgesetzt.

Insgesamt 40 Patienten im Alter von 45 - 88 Jahren konnten flr die Studienteilnahme
rekrutiert werden. Davon erfillten 27 die Kriterien fur die erste Gruppe und 10 die fur

die zweite Gruppe.

2.2.2 Patientendaten

Die Erhebung von Patientendaten erfolgte von November 2009 bis Juli 2012. Der
Patient bearbeitete gemeinsam mit dem Schmerztherapeuten vor der Blutentnahme
einen Erhebungsbogen, der in detaillierter Form, dem Anhang beigefugt ist (s.

Anhang).

Neben allgemeinen Patientencharakteristika wie Name, Korpergewicht, Korpergrolde,
Alter und Angaben zu den Ein- und Ausschlusskriterien wurden auch die vaskulare
Grunderkrankung und Indikation fur die Therapie mit low-dose ASS, sowie bekannte

vorherige atherothrombotische Ereignisse notiert. Neben der Indikation fur die
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Metamizoltherapie wurden Dosierung, Einnahmezeitraum und Einnahmefrequenz
von Metamizol und der Zeitpunkt der letzten Einnahme des Analgetikums notiert.

Ebenso wurde der Zeitpunkt der Blutentnahme schriftlich festgehalten.

Es wurden des Weiteren auch aus archivierten Patientendokumenten wie
Arztbriefen, Narkoseprotokollen und Untersuchungsberichten unter Zuhilfenahme
des Krankenhausinformationssystemes Medico® (Firma Cerner) weitere
studienrelevante Informationen wie Begleitmedikation und Begleiterkrankungen
eingeholt. Fir 5 ambulant betreute Patienten war eine vollstandige Datenerhebung
im Bezug auf die Begleitmedikation nicht mdglich, sodass diese in die Auswertung

der Begleitmedikation nicht einbezogen wurden.

Die Studienteilnehmer wurden mit fortlaufender Nummer pseudonymisiert und ihre
Daten unter dieser Nummer streng vertraulich gemaly der Richtlinien des

Datenschutzes gesammelt.

2.3 Methoden
2.3.1 Blutentnahme

Fir die Vorversuche wurde den Probanden 20 ml Vollblut mittels Butterflynadel aus
der Vena mediana cubiti direkt in eine mit dem Antikoagulans Citrat (Acid-Citrat-
Dextrose (ACD)) im Verhaltnis 1:10 befullte Luer-Lock-Spritze (Omnifix® Solo 20ml,
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) enthommen. Es wurde darauf
geachtet, dass kein starker Sog ausgeubt wird, die Spritze wiederholt zur
Durchmischung mit dem Antikoagulans und Verteilung der Blutkomponenten

geschwenkt wurde und die Probe dann unverzuglich weiterverarbeitet wurde.

Die Entnahme von Blutproben fur die klinische Studie wurde uUber die
Schmerzambulanz koordiniert. 9 ml vendses Blut wurden mittels Butterfly-
Venenpunktionskanlile mit 21 bzw. 23 Gauge (G) (BD Safety-Lok™, Becton
Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland) in Vakuumentnahmetechnik mittels
Vacutainer®-System in 2 Citrat-Réhrchen (Beckton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland) mit einem Volumen von jeweils 4,5 ml und einem Anteil von 3,8 %
Citrat entnommen und unmittelbar nach der Blutentnahme in das Labor des Institutes
fur Pharmakologie und klinische Pharmakologie der Heinrich-Heine Universitat

Dusseldorf transportiert, wo die frischen Blutproben unverziglich weiterverarbeitet

27



wurden. Bei Vorhandensein eines zentralen Venenkatheters wurde nach Ausschluss
von Verdunnungsartefakten auch zentralvendses Blut fur die Studie verwendet um

unnotige Punktionen zu vermeiden.

Auf die Einhaltung einer korrekten praanalytischen Verfahrensweise wurde geachtet.
Alle Citratrohrchen waren ausreichend gefullt, wurden wiederholt geschwenkt,
wurden zur Vermeidung des Kontaktes mit Gewebsthromboplastin nicht als erstes
Rohrchen entnommen und temperaturgeschutzt und vor mechanischen Belastungen

geschutzt transportiert (180).

Samtliche Blutentnahmen erfolgten vormittags. Es wurde durchgehend darauf
geachtet, dass gemal Ausschlusskriterien anamnestisch keine Blutungsneigung,
hamatologische Grunderkrankungen oder klinische Zeichen einer Thrombozytopenie
wie Petechien vorlagen. Falls der therapeutische Ablauf die Erstellung eines

Blutbildes vorsah, wurden die erhobenen Daten verwendet.

2.3.2 Plasmapraparation

Aus dem zuvor auf Eppendorf Cups (2 ml Eppendorf Safe-Lock Tubes, Eppendorf
AG, Hamburg) aufgeteilten Citratblut wurde mittels Differentialzentrifugation (Biofuge
15 Heraeus, Hanau, Deutschland), Gber einen Zeitraum von 10 min mit 1000 U/min

bei Raumtemperatur PRP fur die Durchfuhrung der LTA nach Born prapariert.

Das sich nach Zentrifugation in der oberen Phase befindliche tribe PRP wurde
weitestgehend leukozyten- und erythrozytenfrei mit einer Pipette (Variable Pipette
Pipetman (20, 200, 1000 pl), friher ABIMED heute Kinesis GmbH, Langenfeld,
Deutschland) abgehoben und in ein Polypropylenrdhrchen (CELLSTAR®
Polypropylenréhrchen 50 ml, 30/115 mm konischer Boden bzw. CELLSTAR®
Polypropylenréhrchen 15 ml, 17/120 mm konischer Boden, Greiner Bio-One
International GmbH, Frickenhausen, Deutschland) Uberfuhrt. Dieser Schritt wurde
wiederholt um den PRP-Gewinn aus den Blutproben optimal auszuschopfen.

Thrombozytenzahlen der Proben wurden nicht adjustiert (181).

Das restliche Sediment wurde bei 15000 U/min flr 5 min zu PAP zentrifugiert, das fur
die Eichung des Aggregometers auf die Patientenprobe und auch fur die spatere
Plasmaspiegelbestimmung von Metamizolmetaboliten diente. Das PAP fur die
Plasmaspiegelbestimmung wurde bei -80°C gelagert, fir die TXB2-Bestimmung
bei -20°C.
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2.3.3 Prinzip der turbidimetrischen
Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) nach Born

Bei der Aggregationsmessung nach Born handelt es sich um die photometrische
Erfassung der Thrombozytenfunktion in einer PRP-Probe anhand von
Lichttransmissionsveranderungen. Nach Stimulation mit einem Thrombozyten-
Agonisten (z.B. ARA oder Kollagen) nimmt die Lichttransmission durch
Aggregatbildung zu (bzw. die Lichtabsorption ab). Die Zunahme der
Lichttransmission beruht dabei auf einer Abnahme der Partikelzahl im Plasma,
woraus eine verminderte Streuung des vom Photometer emittierten Lichtstrahls

resultiert.

Die gesteigerte Lichttransmission kann kontinuierlich in Abhangigkeit von der Zeit
mittels eines Schreibers (Zweikanalflachbrettschreiber: Packard-Zweikanalschreiber
,model 621%, Zaventem, Belgien) als Kurve aufgezeichnet werden. Die Steigung der

Photometerkurve ist dabei proportional zur Aggregatbildung.

Zur Eichung des Aggregometers (Zweikanalaggregometer: LaborAPACT 4004
Aggregometer, LABiTec® Labor BioMedical Technologies GmbH, Ahrensburg,
Deutschland), die fir jede Patientenprobe individuell durchgeflihrt werden muss,
dient eine PAP-Probe fir 100 % Transmission (maximal mogliche Transmission) und
eine PRP-Probe als Referenz fur eine Lichttransmission von 0% (minimal mdgliche

Transmission), dem sogenannten Leerwert.

2.3.4 Prinzip der Aggregationsmessungen in Vollblut mittels
Impedanzaggregometrie nach Cardinal und Flower

Durch die 1980 von Cardinal & Flower etablierte Methode der
Impedanzaggregometrie wird die Thrombozytenfunktion im Vollblut anhand der
Messung des elektrischen Widerstandes in einer Vollblutprobe untersucht. Fur die
Durchfihrung wird Vollblut in eine mit zwei Elektroden versehene Messkulvette gefillt
und durch Wechselspannung ein Stromfluss zwischen den Elektroden erzeugt.
Aufgrund negativer Ladung lagern sich die im Vollblut befindlichen Thrombozyten
den Elektroden an, wodurch die Leitfahigkeit reduziert wird und entsprechend der
elektrische Widerstand (Impedanz) steigt bis er einen Steady-State erreicht. Tritt
nach Stimulation mit einem Thrombozytenagonisten eine Aggregation ein, lagern

sich die Aggregate den Elektroden an. Der nun resultierende Impedanzanstieg ist
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proprotional zur Aggregation und kann entsprechend aus der Steigung einer mittels
Schreiber aufgezeichneten Kurve abgelesen werden. Die Messungen erfolgten im
Vollblut Aggregometer (Chrono-Log Whole Blood Aggregometer, Beckmann Coulter,
Krefeld, Deutschland). Die Auswertung erfolgt analog der Messung der

Tangentensteigung aus der LTA nach Born (s. Kapitel 2.3.6 und Abb. 7).

2.3.5 Durchfuhrung der Aggregationsmessungen

Aggregationsmessungen wurden mit einem Probenvolumen von 500 ul durchgefuhrt.
Zuvor wurde eine Ruhezeit des PRP von 30 Minuten bei Raumtemperatur
eingehalten, um den Einfluss von Scherkraften auf die Thrombozytenaktivierung zu

minimieren (182).
Messungen im PRP:

Nach der Eichung des Aggregometers auf die entsprechende Patientenprobe wurden
jeweils 400 pl PRP mit 100 pl Thrombozytenmedium (TM)-Puffer fir die
Kontrollmessung bzw. mit 100 pl wassriger ASS-Losung die einer Konzentration von
30 M und 100 pM im Ansatz entsprachen, versetzt und fur 4 Minuten bei 37°C im
Heizblock des Aggregometers ohne RUhren und weitere 2 Minuten unter

Durchmischung der Komponenten mittels magnetischem Ruhrer inkubiert.

Die Stimulation erfolgte mit 1 mM ARA (oder analog 2 pM Kollagen fur die
Vorversuche unter Kollagenstimulation) und wurde fur 4 Minuten bis zum Stoppen

des Ansatzes bei einem Papiervorschub von 2 cm/min aufgezeichnet.

Das Stoppen der Thromboxansynthese erfolgte nach 4 Minuten durch Zugabe von
0,4 mM Indomethazin und 4,5 mM Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-Losung (25). Die
Aufbereitung und Verdlinnung der aliquotierten ARA erfolgte jeweils frisch aus einer
stickstoffgefrorenen Stammlésung (100 mM in Ethanol) durch Aufnahme in 200 pl
Tris-Puffer.

2.3.6 Auswertung der Aggregationskurven

Als Maly far die Thrombozytenreagibilitdt wurden absolute Tangentensteigung
(cm/min) und relative Tangentensteigung bezogen auf die maximale Steigung (%),
absolute Amplitude (cm) und relative Amplitude bezogen auf die maximale Amplitude

(%) der Aggregationskurven bestimmt. Zur besseren Lesbarkeit und einer
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Vereinfachung der Darstellung wird einheitlich nur die Tangentensteigung in cm/min.

genannt, da die anderen Parameter vergleichbare Ergebnisse lieferten.

Nach Stimulation der Thrombozyten mit z. B. ARA kommt es zum sogenannten
.Shape change® (s. Kapitel 1.1. und Abb. 7 oben), der sich als vorubergehende
Abnahme der Lichttransmission bemerkbar macht. Der ,shape change“ geht der
Aggregation voraus, bei der die Kurve stark abfallt, bedingt durch die Abnahme der

Gesamtpartikelzahl.

Eine komplette Aggregationshemmung wurde definiert, wenn nach der 4-minutigen
Aufzeichnungszeit ein ,shape change“ und Abfall der Aggregationskurve unter die
Nulllinie ausblieb (Abb. 7 unten). Sobald die Aggregationskurve unter den Nullpunkt

abfiel, wurde dies als vollstandige Aggregation gewertet.

Shape change
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Abb. 7: Originalregistrierung aus dem APACT-Aggregometer zur Demonstration der
Kurvenauswertung.

Oben: ASS-Non-Responder aus der Patientengruppe 1 unter Metamizolmedikation. Unten: ASS-
Responder aus der Patientengruppe 2 ohne Metamizolmedikation. Wahrend beim ASS-Non-
Responder trotz laufender Behandlung mit ASS eine ausgepragte Aggregation der Thrombozyten
erfolgt, findet sich beim ASS-Responder keine Aggregation, was die erwartete vollstdndige Hemmung
der Thrombozytenfunktion durch ASS anzeigt.

Schwarzer Punkt: Zugabe des Stimulus ARA in einer Konzentration von 1 mmol/L. ASS =
Acetylsalicylsaure, ARA = Arachidonsaure
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2.3.7 Bestimmung der Thromboxansynthese mittels
Radioimmunoassay (RIA)

Thromboxan wurde in Form seines stabilen Hydrolyseproduktes TXB2 quantitativ
mittels Radio-Immuno-Assay (RIA) bestimmt. Dem RIA liegt das Prinzip der
kompetitiven Proteinbindungsanalyse zugrunde. Im Assay wird die bisher
unbekannte Menge des Analyten (hier TXB2) mit einer definierten Menge des
Analyten entsprechendem radioaktiv markiertem Antigen und einer definierten
Menge an spezifischem Antikérper, zu dem beide die gleiche Affinitdt haben,
inkubiert. Analyt und radioaktiv markiertes Antigen konkurrieren um eine begrenzte
Anzahl an Bindungsstellen des Antikorpers bis sich, entsprechend der
Konzentrationsverhaltnisse, ein  Gleichgewichtszustand einstellt. In einem
bestimmten Trennverfahren wird nun der Uberschuss an radioaktiv markiertem
Antigen von den entstandenen Antigen-AntikOrperkomplexen getrennt. Aus der
Radioaktivitatsmessung im Antigen-Antikorper-Gemisch kann dann anhand einer

Eichkurve der Analyt quantifiziert werden.

In der vorliegenden Studie wurde nach jeder Aggregationsmessung aus dem Plasma
der TXB2-Gehalt ermittelt. Dazu wurde nach jeder Messung 1 ml PAP bei -20°C

lichtgeschutzt bis zur Durchfihrung der Thromboxananalyse gelagert.

Kurz zusammenfassend wurden die PAP Proben auf 1:1000 mit

Natriumphosphatpuffer verdinnt.

Zu 750 pl dieser verdunnten PAP-Probe wurden 20 pg mit Tritium radioaktiv-
markiertes TXB2 ([*H]TXB2) (Perkin Elmer, Frakfurt, Deutschland) hinzugefiigt. Dann
wurde Kaninchen-Antiserum, welches polyklonale Antikdrper enthielt, die im eigenen
Labor hergestellt wurden (183), in einem Verhaltnis von 1:5000 hinzugeftigt und flr
20 Stunden bei Raumtemperatur damit inkubiert. Die Antigene (das zu messende
TXB2 und [*H]TXB2) konkurrieren nun um freie Bindungsstellen der Kaninchen-

Antikoérper und es stellt sich ein Gleichgewicht ein.

Mittels Kohleprazipitationsverfahren wurde durch Zugabe von 500 ul Kohle-Dextran-
500 in einer 25 % zu 2,5 % Suspension freies [*H]TXB:2 von den markierten Antigen-
Antikérper-Komplexen getrennt. Die Radioaktivitat im so gewonnen Uberstand wurde
mittels Lumasafe Plus Scintillationszahler (Perkin Elmer, Rodgau, Deutschland)
bestimmt und Uber Eichkurven mit bekannten Standardkonzentrationen anhand der
gemessenen Radioaktivitat die TXBz2-Konzentration in der Probe ermittelt. Die
Nachweisgrenze lag bei 0,04 ng/ml.
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2.3.8 Plasmaspiegelbestimmung der Metamizolmetaboliten
mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie (High
Performance Liquid Chromatography (HPLC))

Zur Plasmaspiegelbestimmung der Metamizolmetabolite wurde das Verfahren der
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (High Performance Liquid Chromatogra-
phy (HPLC)) angewandt. Die HPLC ist eine saulenchromatographische Methode zur
qualitativen und quantitativen Analyse eines Stoffgemisches. Das zu analysierende
Gemisch wird dazu von einer mobilen Phase, dem sogenannten ,Eluenten®
aufgenommen und durchfliel3t dann eine Saule, die die sogenannte stationare Phase
enthalt, welche eine dem Eluenten entgegengesetzte Polaritat aufweist und somit mit

ihm in Wechselwirkung gerat.

Die nach Polaritat aufgetrennten Probenbestandteile durchflieRen demnach
unterschiedlich schnell und in unterschiedlich hoher Konzentration die stationare
Phase, so dass sie bei der UV-Detektion als charakteristische Ausschlage, die
sogenannten ,Peaks®, erscheinen, welche durch Vergleich mit Eichkurven

bestimmten Stoffen und Konzentrationen zugeordnet werden kénnen.

Aus den fur die Plasmaspiegelmessung bei -20°C tiefgefroren gelagerten PAP-
Proben wurden die Plasmaspiegel der Metamizolmetaboliten MAA, AA und AAA
mittels Umkehrphasen-Hochleistungsflissigkeitschromatographie (Reverse Phase-
High Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC)) mit UV-Detektion gemessen

und quantifiziert.

Als stationare Phase diente eine C18-Saule (Nucleodur EC 125/4, C18 Pyramid
(Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Duren, Deutschland) mit einer Lange von 125

mm und einem Durchmesser von 4 mm, sowie einer Porengrofie von 3 uM.

Als mobile Phase wurde ein polarer Eluent mit einer Zusammensetzung aus 87 %
Natriumacetat und 13 % Acetonitrii gewahlt, der mittels Essigsaure-Titration auf
einen pH-Wert von 5,6 eingestellt wurde. Die Versuche fanden unter isokratischer
Elution, d.h. ohne Ansatz eines Gradienten in der mobilen Phase statt. Die HPLC-
Pumpe (Hitachi L-6200 Intelligent Gradient Pump, Merck Hitachi, Darmstadt,
Deutschland) wurde auf eine Flussrate von 0,5 mil/min eingestellt bei einem
maximalen Druck von 200 Bar. Vor der Durchfihrung der Analyse wurde das PAP
durch Filtration von Proteinen und der Eluent durch Helium-purge-Methode von
I6slichen Gasen befreit (Proteinfilter: Nanosep 3K Omega, Trenngrenze MWCO 3K
(Pall, Dreieich, Deutschland)).

33



Die 100 pl der proteinfreien PAP-Proben wurden mittels Spritze (Injektionsspritze Typ
1710, Hamilton Messtechnik GmbH, Hochst, Deutschland) manuell in den Eluenten
injiziert und die mittels UV-Detektor (Merck LaChrom Elite UV-VIS Detektor L7420,
Merck Hitachi, Darmstadt, Deutschland) mit einer Wellenlange von 257 nm

detektierten Peaks Uber die Zeit hinweg aufgezeichnet.
Auswertung der Chromatogramme:

Der Zeitpunkt, zu dem ein Peak sein Maximum erreicht, wird Retentionszeit genannt
und ist fur den jeweiligen Stoff charakteristisch. Er wird auf der X-Achse abgelesen
und dient der Stoffidentifizierung.Die Flache unter dem Peak (sog. ,Area under the
curve“ (AUC)) ist proportional zur Stoffkonzentration, welche hieraus mittels
Computerprogramm bei bekannter unterer Quantifizierungsmenge (lower limit of

quantification, LLOQ) errechnet werden kann.

Fir die Berechnung der Konzentrationen von Metamizolmetaboliten wurde die mittels
Softwareprogramm CHROMuULAN v.0.79 (Freeware, PIiKRON Ltd., Website:
http://chromatography.sharewarejunction.com/freeware.html) ermittelte Area under
the curve (AUC) mit zuvor durchgefuhrten Peaks aus Eichreihen verschiedener
Konzentrationen an Metabolit unter Verwendung des Programmes Microsoft Office

Excel (Version 2003) verrechnet.

Die gemittelten Retentionszeiten lagen fir AAA bei 6,38 Min., FAA bei 6,61 min,
Metamizol als Reinsubstanz bei 7,01 min, AA bei 17,04 min, MAA bei 22,32 min.

2.4 Reagenzien

Substanzen und Bezugsquellen:

e Aktivkohle (Fluka Chemika, St. Gallen, Schweiz (heute Honeywell, Seelze,
Deutschland))

e Albumin bovine (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland)
e ARA (20:4, n-6) (NatuTec GmbH, Frankfurt, Deutschland)

e Aspirin i.v.® 500 mg, D,L-Lysinacetylsalicylat (Bayer AG, Leverkusen,
Deutschland)

e Agqua destilatum (Milli-Q) (Millipore-Anlage, Institut fur klinische Pharmakologie
HHU Dusseldorf)

e Dimethyl-Sulfoxid (DMSQO) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland)

e Ethanol (Merck, Darmstadt, Deutschland)
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e Ethylendiamintetraacetat (EDTA) (Titriplex® IlI-Losung, Merck, Darmstadt,
Deutschland)

e Citronensaure
e Dextran 500 (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland)
e Glukose (D(+)-Glucose-Monohydrat) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

e HEPES (N-(2-Hydroxyethyl)Piperazin-N’-(2-ethansulfonsaure)) (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Minchen, Deutschland)

¢ Indomethazin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland)
e Kaliumchlorid (Merck, Darmstadt, Deutschland)
e Kollagen (Horm Kollagen, Nycomed GmbH, Minchen, Deutschland)

e MAA-Stammlésung in DMSO (Prof. Dr. H. Weber, Institut fir Pharmazeutische
Chemie, HHU Dusseldorf)

e Magnesiumchlorid (MgCl2) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

e Natriumchlorid (NaCl) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

e Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) (Merck, Darmstadt, Deutschland)
e Natriumhydrogenphosphat (NaH2PO4) (Merck, Darmstad, Deutschland)
e Natriumhydroxid (NaOH) (Merck, Darmstad, Deutschland)

e Prostaglandin E1 (PGE1)(Cayman Chemical Company, Michigan, USA)

e Trisodium Citrat (Natriumsalz der Citronensaure) (NasCeHsO7) (Merck,
Darmstadt, Deutschland)

e Tris-HCI (Roth, Karlsruhe, Deutschland) (TRIS =
Tris(hydroxymethyl)aminomethan), HCI (Salzsaure)

e laboreigener spezifischer Antikorper (Gamma-Immunglobulin  (IgG),
polyklonaler Kaninchen-Antikorper, hergestellt nach Schrér und Seidel, 1988)

e [*H] TXB:2 (radioaktiver Tracer), Gesamtradioaktivitat: 11,84 kBq; (Amersham
Bioscience, Freiburg, Deutschland)

Hergestellte Puffer und Losungen:
ACD:

e 74,8 mM Trinatriumcitrat

e 65 mM Citronensaure x H20

e 111 mM Glucose x H20 ad 100 ml aqua dest.

Alkoholische Natronlauge:
e 100 mM NaOH in Ethanol
ARA:

e Stammldsung: 100 mM in Ethanol
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e Gebrauchslosung: 100 uyl Stammlésung + 300 pl alkoholische Natronlauge
(NaOH)

e Getrocknet unter N2 und lichtgeschuitzt gelagert bei -20°C
e An jedem Versuchstag neu geldst in 200 ul Tris-Puffer (50 mM, pH 7,4)

ASS-Stammldsung:
e 0,5gD,L-Lysinacetylsalicylat in 1 g Aspirini.v. ®
e 5 mM Stammlésung: 3,6 mg Aspirin i.v. + 2 ml TM-Puffer

e Verdinnungsfaktor (1:5) 100 yl Stammldsung in 500 ul Kivettenvolumen (z.B.
100 pl Stammldsung + 400 pl PRP)

e Endkonzentrationen im Ansatz: 10 yM, 30 uM, 3 pM, 1 uM

MAA -Stammldsung:
e 10 mM MAA-Stamml6sung in DMSO

e Verdinnungsfaktor (1:100) 5 yl Stammldsung in 500 ul Kivettenvolumen (z.B.
100 pl Stammlésung + 400 pl PRP)

e Endkonzentrationen im Ansatz: 100 uM, 30 uM, 10 yM, 3 uM, 0,3 uM

EDTA-L6sung:

e 77,0mM EDTA
Indomethazinlésung:

e 50,0 mM gel6st in Ethanol

Natrium-Phosphat-Puffer:
e Kaliumdihydrogenphosphat mit Aqua dest. auf 1000 ml auffullen

e Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na2HPO4 x 2H20) mit Aqua dest. Auf
1000 ml auffillen

e 81,8 ml wassrige KH2PO4 + 18,2 ml wassrige NasHPO4 ergeben 100 ml eines
Natrium-Phosphat-Puffer mit einem pH von 7,4

Thrombozytenmedium/TM/TM-Puffer:
e 134 mM NaCl
e 12 mM NaHCOs3
e 2,9 mMKCI
e 0,36 mM NaH2POs4 x 2H20
e 1 mM MgClz x 6H20
e 5mMHEPES; pH 7,4
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Tris-Puffer:
e 50 mM Tris-HCI; pH 7,4

2.5 Statistik

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe des Programmes SPSS Version 18.0
(IBM) und SigmaPlot Version 11.0 (Systat Software GmbH) durchgeflhrt.

Zur Prufung auf Normalverteilung wurden Histogramme angefertigt und der
Kolmogorov-Smirnov-Test angewendet und dieser ggf. durch den Shapiro-Wilk-Test
untermauert. Als Signifikanzniveau wurde a = 0,05 festgelegt und entsprechend bei

einem p-Wert von < 0,05 eine Normalverteilung ausgeschlossen.

Haufigkeiten intervallskalierter Variablen wurden als Mittelwerte + Standardfehler
(standard error of the mean (SEM)) angegeben um eine Beeinflussung der Werte
durch Unterschiede in der Stichprobengrofle auszuschlieBen. Die in den
Abbildungen dargestellten Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte
an. Lag keine Normalverteilung vor, wurden der Median und die Range

(Extremwerte) angegeben.

Gruppenvergleiche von intervallskalierten, normal verteilten Merkmalen wurden mit
Hilfe des T-Tests fur unabhangige Stichproben fur Mittelwertvergleiche durchgefihrt.
Wurde ein gerichteter Unterschied erwartet, wurde der als zweiseitig angegebene p-

Wert halbiert. Die Varianzhomogenitat wurde durch den Levene-Test untermauert.

Fur Gruppenvergleiche nicht normal verteilter Variablen wurde als nicht-
parametrischer Test der Mann-Whitney-U-Test durchgeflhrt. Wurden mehr als zwei
Gruppen verglichen, wurde bei fehlender Normalverteilung als nicht parameterischer
Test der Kruskal-Wallis Test verwendet. Bei erforderlicher Fehlerkorrektur wurde als

Post-Hoc-Test der Dunn-Bonferroni-Test angewendet.

FUr den Vergleich von nominalskalierten Variablen wurden Kreuztabellen angefertigt
und der x>-Test durchgefuhrt (bei Haufigkeiten pro Zeile > 5) und gegebenenfalls
durch den exakten Test nach Fisher erweitert (wenn kleine Stichproben n < 30,
Haufigkeiten < 5).

Gruppenunterschiede wurden bei einem p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant
gewertet und in Abbildungen mit * markiert. Bei einem Signifikanzniveau von p < 0,01
wurde dies in den Abbildungen mit ** gekennzeichnet und entsprechend fir p <
0,001 mit ***. Es wurde ein Konfidenzintervall von 95 % festgesetzt. Signifikanztests
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wurden bei gerichteten Hypothesen einseitig, bei ungerichteten Hypothesen

zweiseitig durchgeflnhrt.

3 Ergebnisse

Die Zusammenstellung der Ergebnisse umfasst zunachst die mit Blut gesunder
Probanden durchgefihrten Untersuchungen (Vorversuche) und nachfolgend die
Ergebnisse der Beobachtungsstudie an Blutproben von Patienten.

3.1 Vorversuche mit Thrombozyten gesunder Probanden

In Vorversuchen wurde zunachst die Bedeutung der Interaktion des
Metamizolmetaboliten MAA mit ASS fur die Thrombozytenaggregation untersucht.
Insgesamt wurden 27 Messreihen durchgefihrt. Die Messungen wurden vorwiegend
in PRP (n = 24) (s. Kapitel 2.3.3. und 2.3.5.), aber auch in Vollblut (n = 3) (s. Kapitel
2.3.4. und Kapitel 2.3.5.) durchgefluhrt. Als Stimulus wurde vorwiegend ARA (n = 22)
eingesetzt. Funf Messreihen wurden mit Kollagen als Stimulus durchgefuhrt. Bei
Messreihen an Vollblut wurde ausschlie3lich mit ARA stimuliert.

Daruber hinaus wurden zeitkinetische Untersuchungen der Thrombozytenhemmung
durch ASS in An- und Abwesenheit von MAA durchgefuhrt.

Die  Quantifizierung der Thrombozytenaktivierung erfolgte anhand der
Aggregationsreaktion (Steigung der Aggregometerkurve) (s. Kapitel 2.3.6.) und
mittels Bestimmung des Thromboxanmetaboliten TXB2 (mittels RIA) (s. Kapitel
2.3.7.).

3.1.1 Arachidonsaure-induzierte Thrombozytenaggregation

Zur Durchfuhrung der Aggregationsmessungen wurde aus den Blutproben PRP
prapariert (s. Kapitel 2.3.2) und mit ASS in aufsteigender Konzentration (1 - 300 uM),
jeweils mit und ohne Zusatz von MAA (0,3 — 30 uM), versetzt (s. Kapitel 2.3.5.)

ARA (1 mM) induzierte bei allen PRP Proben eine Aggregationsreaktion und war von
einer hohen Thromboxansynthese begleitet (3017,5 £ 729,7 ng/ml). ASS hemmte
erwartungsgemal konzentrationsabhangig die Aggregation und
Thromboxansynthese gesunder Probanden (s. Abb. 8 und 9, fur Kollagenstimulation
graphisch nicht gezeigt). Bei Anwesenheit von ASS in Konzentrationen von 100 und

300 uM stieg die Aggregometerkurve bei allen Proben nicht Uber den Nullpunkt
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hinaus, d. h. die Thrombozytenaggregation war vollstandig gehemmt. ASS in einer
Konzentration von 10 pM fihrte zu keiner statistisch signifikanten Hemmung der
Aggregation, ab einer Konzentration von 30 uM zeigte sich ein signifikanter Effekt auf
die Aggregation (s. Abb. 8).

30

Aggregation [cm/min]

0 10 30 100 300
ASS [uM]

Abb 8.: Effekt von ASS auf die arachidonsaureinduzierte Plattchenaggregation.

Mittlere Aggregation gemessen als Tangentensteigung in cm/min in der LTA nach Born in PRP-
Proben gesunder Probanden nach Zugabe von ASS (0 - 300 uM). Stimulation mit 1 mM ARA. Jede
Saule entspricht 9 - 11 unabhangigen Messungen. *) p < 0,05. ASS = Acetylsalicylsaure, ARA =
Arachidonsaure, LTA = Lichttransmissionsaggregometrie, PRP = plattchenreiches Plasma

3.1.1.1 Einfluss von ASS auf die Thrombozytenaggregation und
Thromboxansynthese

Ahnlich der Aggregation war die Hemmung der Thromboxansynthese durch ASS in
Konzentrationen von 100 pM und dariber nahezu vollstandig. ASS in
Konzentrationen von 30 uM und darunter bewirkte keine statistisch signifikante
Hemmung der Thromboxansynthese (s. Abb. 9).
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Abb. 9: Effekt von ASS auf die arachidonsaureinduzierte thrombozytiare Thromboxansynthese.

Mittlere TXB2-Konzentrationen nach PRP-Stimulation gemessen im RIA in ng/ml nach Zugabe von
ASS (0 - 300 uM). Stimulation mit 1mM ARA. Jede Saule entspricht 9 - 11 unabhangigen Messungen.
*) p < 0,05. ASS = Acetylsalicylsaure, ARA = Arachidonsaure, RIA = Radioimmunoassay, TXB: =
Thromboxan B:

3.1.1.2 Einfluss von 4-Methylaminoantipyrin (MAA) auf die
Thrombozytenaggregation und Thromboxansynthese

Auch der Einfluss von MAA auf die Aggregation und Thromboxansynthese wurde
untersucht. MAA bewirkte keine statistisch signifikante Hemmung von Aggregation
und Thromboxansynthese. Nur in den héchsten eingesetzten Konzentrationen (10
und 30 yM) fihrte MAA zu einem allenfalls moderaten inhibierenden Effekt auf die
Aggregation, nicht jedoch auf die Thromboxansynthese. So war die mittlere Steigung
unter 10 yM MAA auf 73,6 £7,3 % und unter 30 yM MAA auf 84,8 £ 12,8 % im
Vergleich zur Messung ohne MAA reduziert. Dies war jedoch statistisch nicht
signifikant (p = 0,584 fir 10 yM MAA, p = 0,485 fur 30 yM MAA, graphisch nicht
gezeigt).
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3.1.1.3 Interaktion von 4-Methylaminoantipyrin (MAA) mit ASS
in Bezug auf Thrombozytenaggregation und
Thromboxansynthese

In weiteren Versuchsansatzen wurde der Einfluss von ASS (1 — 300 pM) allein auf
die Thrombozytenfunktion sowie ASS in diesen Konzentrationen in Gegenwart von
MAA (0,3 - 30 uM) untersucht. Eine zusatzliche Inkubation mit MAA in den
Konzentrationen 0,3 und 1 pM schwachte die durch ASS (30 - 300 pM)
hervorgerufene Hemmung der Thrombozytenaggregation ab (nicht gezeigt). In hoher
Konzentration (30 uM) hob MAA die Hemmung durch 100 pM ASS nahezu
vollstandig auf (s. Abb. 10).

25

—@- ASS ohne MAA
20 - -0~ ASS + 30 UM MAA

15 1

10 1

Aggregation [cm/min]

0 30 100 300
ASS [uM]

Abb. 10: Effekt von 30 pM MAA auf die Hemmung der arachidonsaureinduzierten Aggregation
durch ASS.

Mittlere Aggregation gemessen als Tangentensteigung in cm/min in der LTA nach Born in PRP-
Proben gesunder Probanden nach Inkubation mit ASS allein (petrol) und nach Inkubation mit ASS und
30 uM MAA (tirkis). Stimulation mit 1mM ARA. Jeder Punkt entspricht 3 unabhangigen Messungen.
*) p < 0,05. ASS = Acetylsalicylsaure, ARA = Arachidonsaure, LTA = Lichttransmissionsaggregometrie,
MAA = 4-Methylaminoantipyrin, PRP = plattchenreiches Plasma

Abbildung 11 =zeigt die Ergebnisse eines Experiments, bei welchem die
Konzentrationsabhangigkeiten der Interaktion von ASS mit MAA untersucht wurden.
Dargestellt sind Originalregistrierungen der Interaktion von MAA (0 — 30 uM) mit der
Hemmung der Thrombozytenaggregation durch ASS in Konzentrationen von 30 und
100 uM. Die Thrombozytenhemmung durch 30 yM ASS wurde durch MAA in

Konzentrationen zwischen 1 und 30 uM vollstandig aufgehoben (s. Abb. 11 oben).
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Die Thromboyztenhemmung durch 100 yM ASS wurde durch MAA erst in hoher
Konzentration (30 uM) aufgehoben (s. Abb. 11 unten).

30 uM ASS
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Abb. 11: Effekt verschiedener Konzentrationen von MAA auf die Aggregationshemmung durch
ASS.

Originalaufzeichnungen der-Aggregationskurven der LTA nach Born in PRP-Proben eines gesunden
Probanden nach Inkubation mit 30 pM ASS und MAA in aufsteigender Konzentration (Reihe 1) und
100 yM ASS und MAA in aufsteigender Konzentration (Reihe 2).Schwarzer Punkt: Stimulation mit 1
mM ARA. Die Aggregation wurde 4 Minuten lang aufgezeichnet. ASS = Acetylsalicylsaure, ARA

Arachidonsaure, MAA = 4-Methylaminoantipyrin, LTA = Lichttransmissionsaggregometrie, PRP
plattchenreiches Plasma

Abbildung 12

den Einfluss

stellt von MAA (30 pupM) auf die
Thromboxansynthesehemmung durch ASS dar. Auch wenn das Ergebnis wegen
hoher Variabilitat der Messwerte keine statistische Signifikanz erreichte, wird
erkennbar, dass unter 100 und 300 puM ASS allein die Thromboxansynthese
weitgehend gehemmt ist (TXB2 so niedrig, dass Balken nicht mehr darstellbar),
wohingegen in Anwesenheit von 30 uM MAA TXB2 in Konzentrationen von ca. 969,2

+819,3 bzw. 481,6 + 391,8 ng/ml nachzuweisen ist (s. Abb 12 turkisfarbene Balken).
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Abb. 12: Effekt von 30 pM MAA auf die Thromboxansynthesehemmung verschiedener
Konzentrationen von ASS.

Mittlere TXBz2-Konzentrationen nach PRP-Stimulation gemessen im RIA in ng/ml nach Inkubation mit
ASS allein (petrol) und nach Inkubation mit ASS und 30 uM MAA (tiirkis). Stimulation mit 1 mM ARA.
Jede Saule entspricht 3 unabhangigen Messreihen. ASS = Acetylsalicylsdure, ARA = Arachidonsaure,
MAA = 4-Methylaminoantipyrin, PRP = plattchenreiches Plasma, RIA = Radioimmunoassay, TXB2 =
Thromboxan Bz

3.1.2 Kollageninduzierte Thrombozytenaggregation

Der Versuchansatz zur Darstellung der Arzneimittelinteraktion in mit ARA
stimuliertem PRP wurde auch mit Kollagen als Thrombozytenagonisten durchgefthrt.
Hierbei erwies sich eine Konzentration von 2 pM Kollagen als vergleichbarer
Stimulus zu 1 mM ARA, der bei allen Probanden eine Aggregation induzierte. Es
zeigte sich jedoch eine deutlich niedrigere Thromboxansynthese (71,1 + 39,3 ng/ml).
TXB2 konnte auch durch ASS in der niedrigsten Konzentration, die die Aggregation in
der LTA vollstandig unterband, noch weiter supprimiert werden, auf Konzentrationen
von maximal 1,5 ng/ml bis zu nicht mehr nachweisbaren Werten. Auch unter

Kollagenstimulation war eine Interaktion zwischen MAA und ASS zu beobachten.

Unter alleiniger Inkubation mit MAA zeigte sich, wie auch unter ARA-Stimulation,
dass MAA in hohen Konzentrationen (10 uM, 30 uM) die Aggregation hemmte,
jedoch ohne statistische Signifikanz zu erreichen (nicht gezeigt). Bezogen auf die
TXB2-Konzentrationen bewirkte die Zugabe von 30 uyM MAA (ohne ASS) eine
statistisch signifikante Supression der TXB2-Synthese auf 11,7 % des Wertes ohne
Zugabe von MAA oder ASS ((p = 0,029%), Abb. 13). Dies unterschied sich von den
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Ergebnissen nach ARA-Stimulation, wo sich keine statistisch signifikante
Suppression von TXB2 durch MAA zeigte (p = 0,937, graphisch nicht gezeigt).
Niedrige Konzentrationen von MAA (0,3 pM, 1 uM) hatten wie auch unter ARA-
Stimulation  keinen  Einfluss auf die  Thrombozytenaggregation  oder

Thromboxansynthese.

140 ‘
120 A

100 A

TXB, [ng/ml]
3

60

40 -

20 A

0 10
MAA [uM]

Abb. 13: Effekt von MAA (10 pM und 30 pM) auf die kollageninduzierte Thromboxansynthese.

Mittlere TXBz-Konzentrationen nach PRP-Stimulation gemessen im RIA in ng/ml nach Inkubation ohne
MAA (links), mit 10 uM MAA (Mitte) und 30 pM MAA (rechts). Stimulation mit 2 yM Kollagen. Jede
Saule entspricht 4 unabhangigen Messungen. *) p < 0,05. MAA = 4-Methylaminoantipyrin, TXB2 =
Thromboxan Bz,

Bereits niedrige Konzentrationen von MAA (0,3 uM, 1 uM) beeinflussten jedoch die
Aggregationshemmung durch ASS, wenn auch nicht signifikant (graphisch nicht
gezeigt). Wurde MAA in Konzentrationen von 3 und 10 uM eingesetzt, war die
thrombozytare Hemmung der Aggregation durch ASS (niedrigste antithrombozytare
probandenabhangige Konzentration) ganzlich aufgehoben, analog zur Stimulation
mit ARA (Abb. 11 obere Zeile). Hohe Konzentrationen MAA (30 uM) allein bewirkten
eine nicht signifikante Hemmung der Aggregation (Abb. 14). Dies galt auch fur die

Thromboxansynthese (Abb. 13 fur Stimulation mit Kollagen).
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Abb. 14: Effekt verschiedener Konzentrationen von MAA auf die kollageninduzierte
Plattchenaggregation und auf die Aggregationshemmung durch ASS.

Messungen erfolgten im plattchenreichen Plasma gesunder Probanden in An- (tirkis) und
Abwesenheit von ASS (dunkelblau). Stimulation mit 2 yM Kollagen. Jeder Punkt entspricht 4
unabhangigen Messungen. Die ASS-Konzentration entspricht der niedrigsten getesteten
Konzentration, die noch eine vollstandige Aggregationshemmung bewirkte und variierte
probandenabhangig (s. Kapitel 2.1.1.). **) p < 0,01. ASS = Acetylsalicylsaure, MAA = 4-
Methylaminoantipyrin

3.1.3 Zeitkinetische Untersuchungen zur Interaktion von 4-
Methylaminoantipyrin (MAA) mit ASS

Der zeitliche Verlauf der Arzneimittelinteraktion wurde jeweils im PRP von 4
gesunden Probanden und im Vollblut von 3 gesunden Probanden untersucht und ist
in Abbildung 15 und 17 bezuglich der Aggregation und Abbildung 16 und 18

bezuglich der Thromboxansynthese graphisch dargestellt.

3.1.3.1 Zeitkinetische Untersuchungen im plattchenreichen
Plasma (PRP)

Unter Inkubation mit 30 yM ASS nahm die Aggregation nach ARA-Stimulation des
PRP von 100 % (Kontrolle vor Zugabe von ASS) nach 15 Minuten auf 13,9 + 6,9 %
ab. Nach 30-minltiger Inkubation war bei allen Probanden eine
Thrombozytenaggregation durch 1 mM ARA nicht mehr induzierbar. Die
entsprechenden TXB2-Konzentrationen lagen nach 15 Minuten bei 165,9 + 34,0

ng/ml, was einer Reduktion des Ausgangswertes auf 6,4 + 1,8 % entspricht. Nach 30
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Minuten war die TXBz2-Konzentration auf unter 15 ng/ml abgefallen (12,7 £ 1,5 ng/ml),

was einer Reduktion auf weniger als 1 % entspricht.

In Anwesenheit von 10 yM MAA und 30 uM ASS lagen Aggregation und
Thromboxansynthese bereits nach 15 Minuten signifikant hoher als in Gegenwart
von 30 pM ASS allein (p < 0,001 fur die Aggregation, p < 0,05 fur die
Thromboxansynthese). So war in Anwesenheit von 10 yM MAA und 30 uM ASS die
Aggregation auch nach 60 Minuten auf nur im Mittel 30,8 + 12,0 % des
Kontrollwertes reduziert, wohingegegen im Ansatz mit 30 uM ASS ohne MAA die
mittlere Aggregation bereits nach 15 Minuten auf 13,9 £ 6,9 % des Ausgangswertes
abgefallen war und bereits nach 30 Minuten in diesem Ansatz bei allen Probanden

keine Aggregation mehr nachweisbar war (s. Abb. 15 und Abb. 16).

Die alleinige Zugabe von 10 yM MAA hatte verglichen mit der Kontrollmessung ohne

MAA und ASS keinen signifikanten Einfluss auf die Thrombozytenfunktion (graphisch

nicht gezeigt).
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Abb. 15: Effekt von 10 yM MAA auf die zeitabhdngige Hemmung der PRP-Aggregation durch 30
MM ASS.

Mittlere Aggregation gemessen als Tangentensteigung in cm/min in der LTA nach Born in PRP-
Proben gesunder Probanden nach Inkubation mit 30 uM ASS allein (petrol) und nach Inkubation mit
30 uM ASS und 10 pM MAA (tdrkis). Stimulation mit 1 mM ARA. Jeder Punkt entspricht 4
unabhangigen Messungen. Nach 75 Minuten erfolgte keine Messung (dargestellt als Achsenbruch).
***) p <0,001. *) p < 0,05. ASS = Acetylsalicylsdure, ARA = Arachidonsaure, LTA =
Lichttransmissionsaggregometrie, MAA = 4-Methylaminoantipyrin, PRP = plattchenreiches Plasma
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Abb. 16: Effekt von 10 yM MAA auf die zeitabhiangige Hemmung der Thromboxansynthese in
stimuliertem PRP durch 30 uM ASS.

Mittlere TXB2-Konzentrationen nach PRP-Stimulation gemessen im RIA in ng/ml zu verschiedenen
Zeiten nach Inkubation mit ASS allein (khaki) und nach Inkubation mit ASS und MAA (grin).
Stimulation mit 1 mM ARA. Jede Saule entspricht 4 unabhangigen Messungen. Nach 75 Minuten
erfolgte keine Messung (dargestellt als Achsenbruch). *) p < 0,05. ARA = Arachidonsaure, ASS =
Acetylsalicylsdure, MAA = 4-Methylaminoantipyrin, PRP = plattchenreiches Plasma, RIA =
Radioimmunoassay, TXB2 = Thromboxan Bz

3.1.3.2 Zeitkinetische Untersuchungen im Vollblut

Nach ARA-Stimulation der Vollblutprobe ohne Zusatz von ASS oder MAA
synthetisierten die Thrombozyten TXB: in einer Konzentration von 2024 + 49 ng/ml.
Durch Inkubation mit 5 yM ASS reduzierte sich die thrombozytare TXB2 — Synthese
mit zunehmender Einwirkdauer. Nach 30 Minuten betrug die
Thromboxankonzentration 10,7 + 8,0 % des Ausgangswertes, nach 90 Minuten nur
noch 2,0 + 1,5 % des Ausgangswertes (s. Abb. 18).

Entsprechend nahm die Aggregation nach 30 Minuten im Vergleich zum
Ausgangswert zum Zeitpunkt 0 (Kontrollmessung ohne ASS-Zugabe) auf 23,9 £ 13,0
% und nach 90 Minuten auf 13,2 £ 13,2 % ab (s. Abb. 17). Wurde dieselbe Messung
im Ansatz mit 10 yM MAA durchgefuhrt, nahmen zwar auch hier Steigung und
Thromboxansynthese Uber die Zeit hinweg ab, dies geschah jedoch in signifikant
geringerem Mal3e als bei alleiniger Zugabe von ASS. Bereits nach 45 Minuten lag die
Thromboxankonzentration im Ansatz mit 10 uM MAA signifikant Gber der fur alleinige
Inkubation mit ASS (p < 0,01).
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Nach 90-minatiger Inkubation mit 5 yM ASS und 10 pM MAA betrugen die
gemessenen TXB2-Werte im Vollblut immer noch 70,2 += 171 % des

Ausgangswertes.

Die alleinige Zugabe von 10 yM MAA hatte verglichen mit der Kontrollmessung ohne
MAA und ASS keinen signifikanten Einfluss auf die Thrombozytenfunktion (graphisch
nicht gezeigt).

10

~O~ 5 uM ASS + 10uM MAA
-@- 5 uM ASS ohne MAA

Aggregation [cm/min]

Zeit [min]

Abb. 17: Effekt von 10 yM MAA auf die zeitabhangige Hemmung der Vollblut-Aggregation
durch 5 yM ASS.

Mittlere Aggregation gemessen als Tangentensteigung in cm/min in der Impedanzaggregometrie nach
Cardinal & Flower in Vollblutproben gesunder Probanden nach Inkubation mit 5 yM ASS allein (petrol)
und nach Inkubation mit 5 yM ASS uns 10 pM MAA (turkis). Stimulation mit 1 mM ARA. Ein Punkt
entspricht 3 unabhangigen Messungen. *) p < 0,05. Nach 75 Minuten erfolgte keine Messung
(dargestellt als Achsenbruch). ARA = Arachidonsaure, ASS = Acetylsalicylsdure, MAA = 4-
Methylaminoantipyrin
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Abb. 18: Effekt von 10 yM MAA auf die zeitabhangige Hemmung der Thromboxansynthese in
stimuliertem Vollblut durch 5 yM ASS.

Mittlere TXB2-Konzentrationen nach Vollblut-Stimulation gemessen im RIA in ng/ml zu verschiedenen
Zeiten nach Inkubation mit ASS allein (khaki) und nach Inkubation mit ASS und MAA (grin).
Stimulation mit 1mM ARA. Jede Saule entspricht 4 unabhangigen Messungen. Nach 75 Minuten
erfolgte keine Messung (dargestellt als Achsenbruch). **) p < 0,01. *) p < 0,05. ARA = Arachidonsaure,
ASS = Acetylsalicylsdure, MAA = 4-Methylaminoantipyrin, RIA = Radioimmunoassay, TXBz =
Thromboxan B2

Zusammenfassend zeigte sich unabhangig von der eingesetzten ASS-Konzentration,
sowohl im Vollblut- als auch im PRP-Ansatz in Anwesenheit von MAA eine statistisch
signifikant hoéhere Aggregation und Thromboxansynthese, verglichen mit den
Messungen der Zeitkinetik ohne MAA, entsprechend einer pharmakodynamischen
Interaktion zwischen ASS und MAA. Im PRP trat die Interaktion schon deutlich friher
auf. Hier wurde jedoch auch mit einer hoheren ASS Konzentration (30 uM ASS)

gearbeitet.

3.1.4 Zusammenfassung der Pilotstudien

Die experimentellen Ergebnisse =zeigten, das MAA die Hemmung der
Thrombozytenfunktion durch ASS abschwacht oder aufhebt. Dies gilt sowohl nach
Stimulation der Thrombozyten mit ARA als auch nach Kollagenstimulation in
Messungen im PRP gesunder Probanden. Die Interaktion trat abhangig von der
eingesetzten Konzentration von MAA und ASS auf. So konnten hohe

Konzentrationen von MAA selbst den antithrombozytaren Effekt von hohen ASS-
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Konzentrationen unterbinden oder abschwachen, wohingegen dies bei niedrigeren
Konzentrationen von ASS auch schon flur entsprechend niedrigerer Konzentrationen
von MAA galt.

Auch wenn die Unterschiede zwischen den Messungen mit ASS allein und ASS und
MAA aufrgund der interindividuellen Variationsbreite nicht immer statistisch
signifikant ausfielen, ergaben sich doch klare Hinweise auf eine pharmakologische
Interaktion beider Substanzen. Besonders deutlich zeigte sich die Interaktion in den
zeitkinetischen Untersuchungen an PRP- und Vollblutproben gesunder Probanden,

welche mit ARA stimuliert wurden.

3.2 Klinische Studie

Die Studie wurde als klinische Beobachtungsstudie an Patienten unter low-dose
ASS-Therapie und Schmerztherapie mit Metamizol geplant. Fur die in vitro Analysen
der Thrombozytenfunktion wurden die Thrombozyten mit 1 mM ARA stimuliert. Zur
Charakterisierung der Hemmung durch ASS wurde dieses in Konzentrationen von 30
und 100 uM eingesetzt (s. Kapitel 2.3.5.).

Bei den Studienpatienten bestanden weder Blutungskomplikationen,
gastrointestinale Komplikationen oder allergische Reaktionen durch die Therapie mit
ASS, noch Blutbildveranderungen im Sinne einer Agranulozytose, Blutdruckabfall
oder anaphylaktoide Reaktionen durch die Therapie mit Metamizol auf. Zum
Zeitpunkt der Blutabnahmen waren keine akuten vaskularen Ereignisse im Sinne
eines Myokardinfarktes, Apoplex oder anderweitigen arteriellen thrombembolischen
Ereignisse bekannt. Die Studie war nicht als Langzeitbeobachtungsstudie ausgelegt,

so dass keine Follow-Up Untersuchungen durchgefuhrt wurden.

In der Gruppe unter Behandlung mit Metamizol und ASS (Gruppe 1) wurden nach
Ausschluss von 3 Patienten, 27 Patienten eingeschlossen. Gruppe 2 mit Patienten
unter ASS-Therapie ohne Metamizoleinnahme umfasste 10 Patienten. Die Grunde
fur den Ausschluss von 3 Patienten aus der Metamizolgruppe sind Abbildung 19 zu

entnehmen.
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Rekrutierung von Studienpatienten durch die
Schmerzambulanz unter Zuhilfenahme des
Datenerhebungsbogens mit Ein- und
Ausschlusskriterien

y

!

10 Patienten unter
niedrig dosierter
AS5S5-Therapie

30 Patientenmit
zusatzlicher
Metamizoltherapie

¥

.

Aktenrecherche

.

Y

10 Patienten unter
niedrig dosierter
ASS5-Therapie

27 Patienten mit
Zusatzlicher
Metamizeoltherapie

.

.

L4

= nicht genannte Einnahme von
lloprost (Prostazyklin-Analogon) !

= 2 Patienten mit Unterdosierung
von Metamizol

Blutentnahme

|

Lichftransmissionsaggregometrie

Messung von:

Thromboxan Konzentration (TXB.)
mittels RIA

Flasmaspiegelmessung von
Metamizolmetaboliten (HPLC)

Abb. 19: Ablauf der klinischen Studie

Beschreibung des groben Ablaufes der klinischen Studie, Patientenrekrutierung und Griinden fiir den
Ausschluss aus der Studie. Abkurzungen: TXB2 = Thromboxan Bz (stabiler Metabolit von Thromboxan
A2), RIA = Radioimmunoassay, HPLC = Hochleistungsflissigkeitschromatographie (High Performance
Liquid Chromatography)

3.2.1 Patientencharakteristika

Demographische und biometrische Daten, sowie Angaben zu Leber- und

Nierenfunktion sind in Tabelle 2 getrennt nach Studiengruppe und in Tabelle 3

getrennt nach ASS-Responderstatus zusammengefasst. Es bestand kein

signifikanter Unterschied hinsichtlich dieser Charakteristika zwischen den zwei

Studiengruppen und auch kein signifikanter Einfluss auf die

Thrombozytenaggregation und Thromboxansynthese.
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Patientencharakteristika | Gruppe 1: Metamizol + | Gruppe 2: ASS Statistische

ASS (n=27) (n=10) Signifikanz
Alter [Jahre] Mittelwert: 71,4 £ 2,0 Mittelwert: 71,8 £ 3,6 | P=0,91
Bereich: 45 — 88 Bereich: 52 — 84
Median: 72 Median: 73
Korpergewicht [kg] Mittelwert: 78,3 + 3,0 Mittelwert: 83,6 + 6,1 | P=0,39
Bereich: 46 - 103 Bereich: 65 - 130
Median: 75 Median: 78,5
Geschlecht [ in %] 40,7 % (n=11) 40 % (n=4) P=1,0
BMI [kg/m?] Mittelwert: 26,0 + 0,8 Mittelwert: 29,0 + 2,0 | P=0,11
Bereich: 18,5 - 36,8 Bereich: 22,2 - 45,0
Median: 25,9 Median: 26,8
Leberfunktionsstdrung 33,3 % (n=9) 20 % (n=2) P=0,69
Nierenfunktionsstérung 37 % (n=10) 40 % (n=4) P=1,0

Tabelle 2: Patientencharakteristika getrennt fiir die Gruppen mit (Gruppe 1) und ohne
Metamizoltherapie (Gruppe 2).

Leberfunktionsstorung: bekannte Leberzirrhose oder Gamma-Glutamyltransferase (y-GT) Wert > 100
U/l.  Nierenfunktionsstérung: anamnestisch bekannte chronische Niereninsuffizienz oder eine
glomeruldre Filtrationsrate (GFR) (berechnet nach der MDRD (,Modification of Diet in Renal
Disease®)-Formel) < 50 ml/min. ASS = Acetylsalicylsaure, BMI = Body-Mass-Index, Kérpermasseindex

Patientencharakteristika A ASS-Non-Response @ ASS-Response Statistische
Signifikanz
Alter [Jahre] Mittelwert: 72,7 £ 2,1 | Mittelwert: 69,7 £ 3,0 | P=0,39
Bereich: 45 — 88 Bereich: 51 — 84
Median: 72,5 Median: 68
Kdrpergewicht [kg] Mittelwert: 80,3 £ 2,9 | Mittelwert: 78,9 £ 5,2 | P=0,81
Bereich: 54 - 100 Bereich: 46 - 130
Median: 81,5 Median: 73
Geschlecht [ in %] 36,4 % (n=8) 46,7 % (n=7) P=0,73
BMI [kg/m?] Mittelwert: 26,3 £ 0,9 | Mittelwert: 27,6 + 1,6  P=0,43
Bereich: 18,5 - 36,8 | Bereich: 19,4 — 45,0
Median: 25,9 Median: 26,4
Leberfunktionsstérung 40,9 % (n=9) 13,3 % (n=2) P=0,14
Nierenfunktionsstérung 36,4 % (n=8) 40 % (n=6) P=1,0

Tabelle 3: Patientencharakteristika getrennt nach ASS-Responderstatus.

Leberfunktionsstérung: bekannte Leberzirrhose oder Gamma-Glutamyltransferase (y-GT) Wert > 100
U/l.  Nierenfunktionsstérung: anamnestisch bekannte chronische Niereninsuffizienz oder eine
glomeruldre Filtrationsrate (GFR) (berechnet nach der MDRD (,Modification of Diet in Renal
Disease®)-Formel) < 50 ml/min. ASS = Acetylsalicylsaure, BMI = Body-Mass-Index, Kérpermasseindex
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3.2.2 Medikation
3.2.2.1 Indikation fur low-dose ASS-Therapie

Die uberwiegende Mehrzahl der Patienten (75,7 %) nahm ASS aufgrund einer
koronaren Herzkrankheit als primar- oder sekundarprophylaktische Malinahme ein.
Die Dosierung lag bei allen Patienten bei 100 mg einmal taglich. Bei ungefahr der
Halfte der Patienten begrindete ein erhohtes Risikoprofil flr zerebrovaskulare
Ereignisse die ASS-Therapie. Nur insgesamt 7 Patienten wiesen einen
atherosklerotischen Befall der peripheren Gefalde auf, davon 6 Patienten in der
Metamizol- und 1 Patient in der ASS-Gruppe. Da die Atherosklerose eine chronische
Systemerkrankung ist, sind demnach sowohl KHK als auch zerebrale Manifestation
und insbesondere die pAVK als lokale klinische Manifestationen einer generalisierten
Atherosklerose zu verstehen. Daher ergaben sich oft Uberschneidungen zwischen
den einzelnen Entitaten (37,8 %), welche unter ,kombiniert” in Tabelle 4 aufgefuhrt
sind. Bei einem Patienten aus Gruppe 1 liel3 sich die Indikation fur die low-dose ASS
Therapie nicht eruieren. Die beiden Studiengruppen unterschieden sich in keinem

Parameter signifikant.

I . Statistische
ASS-Indikation Gesamtkollektiv Gruppe 1 Gruppe 2 Signifikanz
Kardial 75,7 % (n=28) 74,1 % (n=20) 80 % (n=8) | P=1,0
Zerebral 51,4 % (n=19) 59,2 % (n=16) 30 % (n=3) | P=0,15
Peripher 18,9 % (n=7) 22,2 % (n=6) 10 % (n=1) | P=0,65
Kombiniert 43,2 % (n=16) 51,9 % (n=14) 20 % (n=2) | P=0,14
Andere Indikation 2,7 % (n=1) 3,7 % (n=1) 0 P=1,0

Tabelle 4: Indikation fiir die low-dose ASS Therapie getrennt nach Studiengruppe.

Relative Haufigkeiten in Prozent, Absolutzahlen als n = x in Klammern. ASS = Acetylsalicylsaure

3.2.2.2 Indikation und Dosierung der Metamizoltherapie

Alle Patienten der Gruppe 1 nahmen Metamizol seit mindestens 5 Tagen ein. Die
gewichtsadapierte Metamizoldosis reichte von 22,7 — 74,1 mg/kg Koérpergewicht (KG)
pro Tag und 9,0 — 18,5 mg/kg KG pro Einzeldosis. Die Absolutdosen lagen zwischen
1500 mg/d und 4000 mg/d. Zwei Patienten lagen unter der definierten

gewichtsadaptierten Dosis pro Gabe und mussten exkludiert werden (s. Abb. 19).
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Schmerzgenese und Schmerzqualitat zeigten innerhalb der Gruppe eine breite
Varianz. Das Verhaltnis von akutem und chronischem Schmerz, definiert als eine
Schmerzanamnese von > 6 Monaten, war mit jeweils 50 % genau ausgeglichen. Bei

einem Patienten war der Schmerzcharakter nicht eindeutig klassifizierbar.

Die Hauptursache fur akuten Schmerz war ein zurickliegender operativer Eingriff,
gefolgt von akuten Schmerzen des Magendarmtraktes (z.B. Appendizitis,
Pankreatitis, Darmperforation) und Frakturschmerzen. Ursache fur chronischen
Schmerz waren vorwiegend degenerative Erkrankungen des Bewegungsapparates
(n = 7) wie Arthrose, Spinalkanalstenose oder Wirbelsdulenschmerzen
(Lendenwirbelsaulen (LWS)-/Halswirbelsaulen (HWS)-Syndrom). Weitere
Zuordnungen zur Kategorie ,chronischer Schmerz® betrafen Tumorschmerz (n = 4),
neuropathischer Schmerz (u.a. Trigeminusneuralgie) (n = 2), Schmerzen im
Abdomenbereich (Capillary leakage, chronische Divertikulitis) und rheumatische
Erkrankungen (Chronische Polyarthritis, Vaskulitis). Sowohl der Schmerzcharakter
(chronisch, akut) als auch die Hohe der Metamizoldosierung hatten keinen
signifikanten Einfluss auf den Responderstatus der Patientengruppe unter

Metamizoltherapie.

3.2.2.3 Begleitmedikation

Die Haufigkeiten zur Komedikation bestimmter Medikamentenklassen sind in Tabelle
5 aufgeteilt nach Studiengruppe und in Tabelle 6 aufgteilt nach ASS-
Responderstatus aufgefihrt. Fir finf Patienten in ambulanter Betreuung fanden sich
keine Angaben zur Begleitmedikation. Davon waren 3 Patienten ASS-Non-

Responder umd 2 ASS-Responder (s. auch Kapitel 2.2.2).

Am weitaus haufigsten wurden Antihypertensiva (ACE (Angiotensin-Converting-
Enzyme)-Hemmer/AT1 (Angiotensin-II-Rezeptor-Subtyp-1)-Antagonisten, Calciuman-
tagonisten, Diuretika und Betablocker) und Statine eingenommen, was aufgrund der
zugrunde liegenden kardiovaskularen Grunderkrankung einleuchtet (s. Kapitel
3.2.21).

Ein statistisch signifikanter Gruppenunterschied bezlglich der Einnahme von
weiteren Medikamenten bestand einzig fur den zusatzlichen Bedarf an
Schmerzmitteln. 9 Patienten der Metamizolgruppe (33,3 %) hatten Bedarf an

zusatzlicher Schmerzmedikation. So erhielten 7 Patienten zusatzlich Opioide (z.B.
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Oxycodon, Tilidin, Fentanyl), ein Patient Paracetamol als Kurzinfusion bei Bedarf und

in Einzelfallen kam es auch zum Einsatz von Antikonvulsiva als Koanalgetika bei

neuropathischen Schmerzen. In Gruppe 2 unter ASS ohne Metamizol hingegen hatte

kein Patient Schmerzen, die mit weiteren Schmerzmitteln therapiert werden mussten.

Dieser Unterschied war mit p < 0,05* signifikant.

Die Begleitmedikation hatte

Thrombozytenfunktion.

Medikamentenklasse

Betablocker

Statine

Diuretika (Schleife und Thiazide)
ACE-Hemmer/ATs-Antagonisten
Calciumantagonisten

Kortison

Psychopharmaka

L-Dopa

Zusatzliche Schmerzmedikation
Protonenpumpeninhibitoren

Tabelle 5: Begleitmedikation der Studienpatienten getrennt nach Studiengruppe

keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die

Gruppe 1:
Metamizol+ASS
(Angaben fiir n=22)
10 (45,4 %)

6 (27,2 %)

14 (63,6 %)

13 (59 %)

8 (36,4 %)

4 (18,1 %)
4 (18,1 %)
5 (22,7 %)
9 (40,9 %)
8 (36,4 %)

Gruppe 2:
ASS (Angaben
fur n=10)
5 (50 %)
6 (60 %)
4 (40 %)
8 (80 %)
3 (30 %)
1(10 %)
3 (30 %)
0

0

2 (20 %)

Statistische
Signifikanz

P=1,00
P=0,12
P=0,27
P=0,43
P=1,0
P=1,0
P=0,65
P=0,16
P=0,03 *
P=0,44

Relative Haufigkeiten in Prozent, Absolutzahlen als n = x in Klammern. Bei 5 Patienten der Gruppe 1
war eine vollstdndige klinische Dokumentation nicht zuganglich. ASS = Acetylsalicylsdure, ACE-
Hemmer = Angiotensin-Converting-Enzyme-Hemmer; ATi-Antagonisten = Angiotensin-lI-Rezeptor-

Subtyp-1-Antagonisten
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Medikamentenklasse ASS-Non- ASS-Response @ Statistische

Response (Angaben fur Signifikanz

(Angaben fir n=19) | n=13)
Betablocker 31,8 % (n=7) 61,5 % (n=8) P=0,28
Statine 31,6 % (n=6) 46,2 % (n=6) P=0,47
Diuretika (Schleife und Thiazide) | 57,9 % (n=11) 46,2 % (n=6) P=0,72
ACE-Hemmer/AT -Antagonisten | 52,6 % (n=10) 76,9 % (n=10) P=0,27
Calciumantagonisten 31,6 % (n=6) 33,3 % (n=5) P=0,72
Kortison 10,5 % (n=2) 15,4 % (n=2) P=1,00
Psychopharmaka 15,8 % (n=3) 30,8 % (n=4) P=0,40
L-Dopa 26,3 % (n=5) 0 % P=0,06
Schmerzmedikation 42,1 % (n=8) 7,7 % (n=1) P=0,05
Protonenpumpeninhibitoren 42,1 % (n=5) 15,4 % (n=2) P=0,67

Tabelle 6: Begleitmedikation der Studienpatienten getrennt nach ASS-Responderstatus.

Relative Haufigkeiten in Prozent, Absolutzahlen als n = x in Klammern. Angaben hierzu fanden sich
fur 19 von 22 ASS-Non-Respondern und 13 von 15 ASS-Respondern. ASS = Acetylsalicylsdure, ACE-
Hemmer = Angiotensin-Converting-Enzyme-Hemmer; ATi-Antagonisten = Angiotensin-lI-Rezeptor-
Subtyp-1-Antagonisten

3.2.3 Begleiterkrankungen

Mittels Aktenrecherche und strukturiertem Fragebogen (s. Anhang) wurden
Komorbiditaten des Patientenkollektivs ermittelt, welche dann statistisch auf
Gruppenunterschiede und Einfluss auf die Thrombozytenaggregation untersucht
wurden. Besonderer Fokus lag dabei auf kardialen, zerebralen oder allgemein
vaskularen  Begleiterkrankungen,  Grunderkrankungen, die als vaskulare
Risikofaktoren gelten  wie Diabetes mellitus, bereits  abgelaufenen

thromboembolischen Ereignissen und Tumorerkrankungen.

Die weitaus haufigste Begleiterkrankung im Studienkollektiv war die arterielle
Hypertonie von der mehr als 85 % der Patienten (23 von 27 Patienten in Gruppe 1
und 9 von 10 Patienten in Gruppe 2) betroffen waren (s. Kapitel 3.2.2.3), gefolgt von
der KHK mit 70 % und mehr. Die hohe Zahl an KHK-Patienten war zu erwarten, da
die Hauptindikation fur eine antithrombozytare Therapie mit low-dose ASS die KHK
darstellt. Insgesamt 20 Patienten wiesen ein abgelaufenes thromboembolisches
Ereignis in ihrer Anamnese auf, wovon 17 Patienten - statistisch nicht signifikanter
Unterschied - der Metamizolgruppe zugeordnet waren (Tabelle 7, Unterpunkt
Andere).
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Begleiterkrankungen

Kardiovaskular (n=28)

KHK

Kardialer Bypass

Stent

Z.n. Myokardinfarkt
Zerebrovaskular (n=19)

Zn. TEA

Z.n. Apoplex

Peripher arteriell (n=7)
Z.n. peripherarteriellem Bypass
Z.n. peripherarteriellem

Stenting

Risikofaktoren fiir Atheroklerose
Arterielle Hypertonie
Diabetes mellitus
Therapierelevante
Hyperlipidamie

Andere

Aneurysma

Maligner Tumor

Z.n. thromboembolischem
Ereignis (allgemein)

Tabelle 7: Haufigkeit und Verteilung vaskuldrer Begleiterkrankungen, thromboembolischer
Ereignisse und anderer Erkrankungen mit potentiellem Einfluss auf die Thrombozytenaktivitat
in den Patientengruppen.

Relative Haufigkeiten in Prozent, Absolutzahlen als n = x in Klammern. ASS = Acetylsalicylsdure, KHK
= Koronare Herzkrankheit, TEA = Thrombendarteriektomie

Die Gruppe der ASS-Non-Responder umfasste mit 50 % des Studienkollektivs
signifikant mehr Patienten die bereits einen zerebralen Insult erlitten hatten als die

Gruppe der ASS-Responder, in welcher nur bei einem von 15 Patienten ein Apoplex

Gruppe 1:
Metamizol+ASS
74,1 % (n=20)
70,4 % (n=19)
29,6 % (n=8)
11,1 % (n=3)
33,3 % (n=9)
59,2 % (n=16)
11,1 % (n=3)

37 % (n=10)
22,2 % (n=6)
3,7 % (n=1)

3,7 % (n=1)

85,2 % (n=23)
37 % (n=10)

22,2 % (n=6)

22,2 % (n=6)
25,9 % (n=7)

63 % (n=17)

Gruppe 2: ASS

80 % (n=8)
70 % (n=7)
30 % (n=3)
40 % (n=4)
10 % (n=1)
30 % (n=3)
0

20 % (n=2)
10 % (n=1)
10 % (n=1)

10 % (n=1)

90 % (n=9)
40 % (n=4)

60 % (n=6)

0
30 % (n=3)

30 % (n=3)

anamnestisch beschrieben war (p < 0,05%) (Tabelle 8).
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Statistische
Signifikanz
P=1,0
P=1,0
P=1,0
P=0,07
P=0,23
P=0,15
P=0,55
P=0,45
P=0,65
P=0,47

P=0,47

P=1,0
P=1,0

P=0,05

P=0,16
P=1,0

P=0,14



Begleiterkrankungen ASS-Non- ASS-Responder | Statistische
Responder (n=22) (n=15) Signifikanz

Kardiovaskular (n=28) 68,2 % (n=15) 86,7 % (n=13) P=0,26
KHK 63,6 % (n=14) 80 % (n=12) P=0,47
Kardialer Bypass 22,7 % (n=5) 40 % (n=6) P=0,30
Stent 9,1 % (n=2) 33,3 % (n=5) P=0,10
Z.n. Myokardinfarkt 22,7 % (n=5) 33,3 % (n=5) P=0,71

Zerebrovaskular (n=19) 63,6 % (n=14) 33,3 % (n=5) P=0,10
(Z_I._E.A'I;hrombendarterlektomle 9.1 % (n=2) 6,7 % (n=1) P=1.0
Z.n. Apoplex 50 % (n=11) 6,7 % (n=1) P=0,01~*

Peripher arteriell (n=7) 22,7 % (n=5) 13,3 % (n=2) P=0,68
Z.n. peripherarteriellem 4.5 % (n=1) 6.7 % (n=1) P=1.0
Bypass
Zn. peripherarteriellem 9.1 % (n=2) 0 P=0.51
Stenting

Risikofaktoren fiir Atheroklerose
Arterielle Hypertonie 90,9 % (n=20) 80 % (n=12) P=0,38
Diabetes mellitus 40,9 % (n=9) 33,3 % (n=5) P=0,74
Therapierelevante 31,6 % (n=6) 46,2 % (n=6) P=0,49
Hyperlipidamie

Andere
Aneurysma 18,2 % (n=4) 13,3 % (n=2) P=1,0
Maligner Tumor 27,3 % (n=6) 20 % (n=3) P=0,71

Tabelle 8: Haufigkeit und Verteilung vaskuldrer Begleiterkrankungen und anderer
Erkrankungen mit potentiellem Einfluss auf die Thrombozytenaktivitit getrennt nach ASS-
Responderstatus.

Relative Haufigkeiten in Prozent, bezogen auf Responder bzw. Non-Responder. Absolutzahlen als
n=x in Klammern. ASS = Acetylsalicylsdure, KHK = Koronare Herzkrankheit, TEA =
Thrombendarteriektomie

Entsprechend zeigten von den =zerebrovaskular betroffenen Patienten mehr
Patienten eine ASS-Non-Response (73,7 %) und insbesondere fast alle Patienten
mit Apoplex eine ASS-Non-Response (91,7 %, p < 0,05*) im untersuchten Kollektiv.
Auch peripherarteriell erkrankte Patienten zeigten haufiger eine ASS-Non-Response
(71,4 %), wohingegen bei kardiovaskularer Indikation fur low-dose ASS mit 53,6 %
ASS-Non-Respondern die Verteilung nahezu ausgeglichen war. Kardiovaskulare
Risikofaktoren wie arterielle Hypertonie und Diabetes mellitus kamen in der Gruppe
der ASS-Non-Responder haufiger vor, sowie auch Aneurysmata und maligne

Neoplasien. Dieser Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant (s. Tabelle 9).
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Begleiterkrankungen ASS-Non- ASS-Responder  Statistische
Responder (n=15) Signifikanz
(n=22)

Kardiovaskular (n=28) 53,6 % (n=15) | 46,4 % (n=13) P=0,26

KHK (n=26) 53,9 % (n=14) 46,1 % (n=12) P=0,47

Kardialer Bypass (n=11) 45,5 % (n=5) 54,5 % (n=6) P=0,30

Stent (n=7) 28,6 % (n=2) 71,4 % (n=5) P=0,10

Z.n. Myokardinfarkt (n=10) 50 % (n=5) 50 % (n=5) P=0,71

Zerebrovaskular (n=19) 73,7 % (n=14) 26,3 % (n=5) P=0,10

Z.n. Thrombendarteriektomie o) e o (e P=10

(TEA) (n=3) 66,7 % (n=2) 33,3 % (n=1)

Z.n. Apoplex (n=12) 91,7 % (n=11) 8,3 % (n=1) P=0,01*

Peripher arteriell (n=7) 71,4 % (n=5) 28,6 % (n=2) P=0,68

Z.n. peripherarteriellem o/ [ of /e P=10

Bypass (n=2) 50 % (n=1) 50 % (n=1)

Z.n. peripherarteriellem 100 % (n=2) 0 P=0 51

Stenting (n=2) °

Risikofaktoren fiir Atheroklerose

Arterielle Hypertonie (n=32) 62,5 % (n=20) 37,5 % (n=12) P=0,38

Diabetes mellitus (n=14) 64,3 % (n=9) 35,7 % (n=5) P=0,74

Therapierelevante o/ /e o e P=0 49

Hyperlipidamie (n=12) 50 % (n=6) 50 % (n=6)

Andere

Aneurysma (n=6) 66,7 % (n=4) 33,3 % (n=2) P=1,0
P=0,71

Maligner Tumor (n=9)

Tabelle 9: Haufigkeit
Erkrankungsgruppen

66,7 % (n=6)

33,3 % (n=3)

von ASS-Non-Response und ASS-Response in

bestimmten

Relative Haufigkeiten in Prozent, bezogen auf die Erkrankungsgruppe. Absolutzahlen als n=x in
Klammern. ASS = Acetylsalicylsdure, KHK = Koronare Herzkrankheit, TEA = Thrombendarteriektomie

3.2.4 Ergebnisse zur Thrombozytenfunktion der Patienten

3.2.4.1 Interaktion von Metamizol und ASS im plattchenreichen
Plasma (PRP)

Unter den mit Metamizol therapierten Patienten zeigten 21 von 27 keine Hemmung
der Arachidonsaure-induzierten Thrombozytenaggregation trotz Langzeittherapie mit
ASS. Dies entspricht einem Prozentanteil fur ASS-Non-Responder von 77,8 % und

entsprechend nur 22,2 % Therapieansprechen von ASS in der Patientengruppe 1.
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In der Gruppe ohne Metamizoltherapie (Gruppe 2) liel3 sich hingegen durch
Stimulation mit 1 mM ARA nur bei einem von 10 Patienten unter Therapie mit ASS
die Thrombozytenaggregation auslésen. Das heifdt, lediglich 10 % der Patienten aus
dieser Gruppe konnten als ASS-Non-Responder indentifiziert werden (Abb. 20).
Statistisch war der Gruppenunterschied im Aggregationsverhalten hochsignifikant
(p < 0,001*** (genauer Wert: p = 0,000325)).

Dementsprechend waren im Kollektiv ohne Metamizoltherapie 90 % der Patienten
durch die tagliche Einnahme von 100 mg ASS effektiv antithrombozytar therapiert,
wohingegen dies fur nur fur 22,2% der Patienten unter gleichzeitiger

Schmerztherapie mit Metamizol in der Aggregationsmessung gezeigt werden konnte.

Gruppe 1 (ASS und Metamizol) Gruppe 2 (ASS ohne Metamizol)

Responder vs.
Nonresponder
in LTA

B Non-Response
B Res ponse

Abb. 20: Aggregationsverhalten in den Patientengruppen

ASS-Non-Responder: rot, ASS-Responder: griin. Angabe als relative Haufigkeiten in Prozent . ASS =
Acetylsalicylsaure, LTA = Lichttransmissionsaggregometrie

Die mittlere Aggregation war in Patientengruppe 1 (Komedikation mit Metamizol)
signifikant hoher als in Patientengruppe 2 (ASS ohne Metamizol) (p < 0,001***). So
lag die mittlere Aggregation in der Gruppe unter Metamizoltherapie bei 8,64 + 0,93
cm/min im Vergleich zu 0,11 cm/min in der Gruppe ohne Metamizoltherapie. Der
einzige ASS-Non-Responder in Gruppe 2 zeigte mit einer mittleren Steigung von

1,1 cm/min auch nur eine schwache Aggregation (Abb. 21).

Auch durch nachtragliche ex vivo Inkubation mit 30 yM ASS oder 100 uM ASS stellte

sich keine Aggregationshemmung bei Studienpatienten unter Metamizoltherapie
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(Gruppe 1) ein, was das Ausmal} der ASS-Non-Response eindrucklich belegt. Die
Werte fur die Aggregation konnten nur um maximal 7,45 % bei in vitro Zugabe von
100 uM ASS reduziert werden, die Aggregation durch Zusatz von ASS ex vivo in
keinem Fall vollstandig oder statistisch signifikant supprimiert werden. In den
Pilotstudien konnte hingegen an PRP Proben gesunder Probanden ohne low-dose
ASS Therapie durch 100 uM ASS die Aggregation vollstandig inhibiert werden (Abb.
8 und Abb. 10) und durch 30 uM ASS die Aggregation im Gesamtkollektiv signifikant
supprimiert werden (Abb. 8). Auch der einzige ASS-Non-Responder in Gruppe 2
zeigte auf nachtragliche (ex vivo) ASS-Zugabe hin keine Aggregationshemmung.
Beispielhafte Aggregationskurven fiur ASS-Response, ASS-Non-Response und
Aggregationskurven eines gesunden Probanden mit ex vivo ASS-Gabe sind in
Abbildung 22 dargestellt.

10

I Gruppe ASS + Metamizol
[ Gruppe ASS ohne Metamizol

Aggregation [cm/min]

0 30 100
ASS ex-vivo [uM]

Abb. 21: Effekt von Metamizol auf die ARA-induzierte Thrombozytenaggregation bei Patienten
unter low-dose ASS-Therapie

Mittlere Aggregation gemessen als Tangentensteigung in cm/min in der
Lichttransmissionsagregometrie nach Born in PRP-Proben getrennt nach Studiengruppe. Gruppe 1
unter ASS- und Metamizoltherapie (rot), Gruppe 2 unter ASS-Therapie ohne Metamizoltherapie (grin).
***) p < 0,001. ASS = Acetylsalicylsaure, ARA = Arachidonsaure, PRP = plattchenreiches Plasma
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Abb. 22: Exemplarische Originalregistrierungen der Lichttransmissionsaggregometrie nach
Born eines ASS-Non-Responders, ASS-Responders und eines Probanden ohne Medikation
nach ex vivo Gabe von ASS.

In Zeile 1 sind die Aggregationskurven eines ASS-Non-Responders der Patientengruppe 1, in Zeile 2
die Aggregationskurvens eines Responders der Patientengruppe 2, in Zeile 3 die Aggregationskurven
eines gesunden Probanden aus den Pilotstudien ohne jegliche Medikamenteneinnahme. Stimulation
mit 1 mM ARA. Schwarzer Punkt entspricht Zugabe von ARA. ARA = Arachidonsaure, ASS =
Acetylsalicylsaure, PRP = plattchenreiches Plasma

3.2.4.2 Interaktion von Metamizol und ASS — thrombozytare
Thromboxansynthese

Die Aggregation und die TXB2-Synthese waren erwartungsgemaf positiv miteinander
korreliert (nicht gezeigt). Bei TXB2-Konzentrationen unter 10 ng/ml zeigte sich keine

Aggregation, wohingegen bei Konzentrationen > 100 ng/ml stets eine Aggregation zu
detektieren war.

Analog zu den Daten fir die Aggregation (s. Abb. 21) waren auch die ex vivo
erhobenen TXB2-Konzentrationen der Gruppe 1 signifikant hoher als die der
Patienten der Gruppe 2 (s. Abb. 23).

Die mittlere TXB2-Konzentration im PRP in Patientengruppe 1 lag bei 398,06 + 91,26
ng/ml und war in Patientengruppe 2 mit 6,56 + 0,66 ng/ml nahezu vollstandig

supprimiert. Der Unterschied war hochsignifikant (p < 0,001***). Der einzige Non-
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Responder der Gruppe 2 (ASS ohne Metamizol), der eine schwache Aggregation auf
ARA-Stimulation zeigte, lag mit einer TXB2-Konzentration von 10,1 ng/ml leicht Gber
10 ng/ml aber immer noch weit unter der mittleren thrombozytaren

Thromboxanproduktion in der Metamizolgruppe.

Wie schon fur die Aggregation gezeigt, konnten auch die TXB2-Konzentrationen
durch nachtragliche ex vivo Zugabe von ASS in Gruppe 1 nicht signifikant reduziert
werden (p = 0,692 fir 10 yM ASS, p = 0,947 fir 30 uM ASS in Gruppe 1) (s. Abb.
23). In Gruppe 1 betrug nach Zugabe von 30 yuM ASS die TXB2-Konzentration noch
84,32 % des Ausgangswertes (ohne in vitro ASS Zugabe), nach Zugabe von 100 uM
ASS immer noch 81,75 %. Vergleichend dazu kam es in den Pilotstudien an
gesunden Probanden nach Zugabe von 30 pM bzw. 100 uM ASS zu einer
dosisabhangigen Reduktion der Thromboxansynthese mit nahezu vollstandiger
Suppression durch 100 yM ASS (s. Abb. 9).

In Gruppe 2 hingegen konnte durch Zugabe von 100 uM ASS die TXB2-Synthese
signifikant supprimiert werden (p < 0,001***). Dies galt jedoch nicht fir die
Aggregation, welche in dieser Gruppe ohnehin bei 9 von 10 Patienten vollstandig
supprimiert und bei einem ASS-Non-Responder dieser Gruppe sehr niedrig war (s.
Abb. 21).
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Abb. 23: Effekt von Metamizol auf die Thromboxansynthese unter low-dose ASS-Therapie.

Mittlere TXB2-Konzentrationen nach PRP-Stimulation-gemessen im Radioimmunoassay (RIA) in ng/ml
der beiden Patientengruppen ohne und mit ex vivo Zugabe von ASS. Gruppe 1 (ASS- und
Metamizoltherapie): rot, Gruppe 2 (ASS-Therapie ohne Metamizoltherapie): grin. ***) p < 0,001. ASS
= Acetylsalicylsdure, ARA = Arachidonsdure, PRP = platichenreiches Plasma, RIA =
Radioimmunoassay, TXB2 = Thromboxan B2

3.2.4.3 Plasmaspiegel der Metamizolmetabolite

Die Plasmaproben der Patienten in Gruppe 1 zeigten allesamt nachweisbare
Mengen von Metamizolmetaboliten, die meist im mikromolaren Bereich lagen.
Bezuglich der Metabolite ergab sich eine erhebliche interindividuelle Streuung, die
angesichts der relativ kurzen Plasmahalbwertszeit nicht Uberrascht. Die
durchschnittlich  hochsten  Konzentrationen im Plasma wurden far 4-
Acetylaminoantipyrin (AAA) ermittelt. Fur 4-Methylaminoantipyrin (MAA) lag der
gemessene Bereich geringflugig darunter und wies ebenfalls eine breite Streuung
auf. 4-Aminoantipyrin (AA) zeigte mit Werten zwischen 0,55 bis 29,26 yM die
niedrigsten Werte im Patientenkollektiv, war jedoch auch in allen Plasmaproben
detektierbar. Eine Aufstellung der mittleren Plasmakonzentrationen, Median und
Streubreite liefert Tabelle 10.

Der zeitliche Abstand zwischen Medikamenteneinnahme und Blutabnahme war im
Protokoll der vorliegenden Studie nicht festgelegt und variierte zwischen 20 Minuten

und 6 Stunden. Ein Zusammenhang zwischen der Hohe der Plasmaspiegel, sowie
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der Relation der Metabolite zueinander einerseits und der Latenz zwischen
Blutentnahme und Medikamteneinnahme andererseits bestand nicht (nicht gezeigt).
Nur die Tatsache, dass Metamizolmetaboliten im Blut nachweisbar waren ergab
allerdings einen hoch signifikanten Zusammenhang mit dem antithrombozytaren
Wirkverlust von ASS (p < 0,001***).

Bei Patienten der Gruppe 2, die kein Metamizol eingenommen hatten, waren

Metamizolmetaboliten im Plasma erwartungsgemalf} nicht nachweisbar.

MAA [uM] AAA[uM] | AA[uM] Gesamt (MAA+AAA+AA) [uM]
Mittelwert | 71,2+ 134 | 97,2+143 58+12 | 174,2+21,9

Median | 57,2 68,7 3,4 137,8

Range  4,3-347,9 17,0-290,3 0,9-29,3 31,0-4250

Tabelle 10: Plasmakonzentrationen der mittels HPLC gemessenen Hauptmetaboliten von
Metamizol in Patientengruppe 1.

HPLC = Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (High performance liquid chromatography), MAA =
4-Methylaminoantipyrin (Hauptmetabolit), AAA = 4-Acetylaminoantipyrin, AA = 4-Aminoantipyrin.
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4 Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Beobachtungsstudie wurde die Bedeutung der
Arzneimittelinteraktion zwischen ASS und Metamizol fur die Thrombozytenfunktion
bei Schmerzpatienten mit vaskularen Begleiterkrankungen untersucht. Die
Ergebnisse zeigen eindrucksvoll, dass bei Komedikation von ASS und Metamizol, die
fur die Pravention kardiovaskularer Ereignisse bendtigte Hemmung der
Plattchenfunktion und Thromboxansynthese durch ASS bei der Uberwiegenden
Mehrzahl (21 von 27), der mit Metamizol behandelten Schmerzpatienten nicht mehr
gewahrleistet ist und auch durch nachtragliche Zugabe von ASS zu den
Thrombozyten dieser Patienten nicht wiederhergestellt werden kann. In der Gruppe,
der nur mit ASS therapierten Patienten hingegen, wies lediglich ein Patient eine
ASS-Non-Response auf (1 von 10) (Abb. 20 und 21). Die TXB2-Konzentrationen im
Uberstand aktivierter Thrombozyten von Patienten mit ASS und Metamizol waren
hoch, wohingegen die Konzentrationen im Uberstand der Thrombozyten der Gruppe

von Patienten mit alleiniger ASS-Behandlung dul3erst niedrig waren (Abb. 23).

Die bei ASS-Non-Respondern signifikant hoheren Thromboxankonzentrationen
zeigten daruber hinaus, dass die Interaktion auf der Ebene der thrombozytaren
Thromboxansynthese lokalisiert ist. Alle Patienten wiesen Plasmakonzentrationen
von Metamizol (MAA) auf, fur welche in vitro eine Interaktion mit ASS nachgewiesen

werden konnten.

In den Pilotstudien zu dieser Studie konnte gezeigt werden, dass es bereits bei
Konzentrationen von MAA, die weit unter den Spitzenplasmaspiegeln (cmax) von MAA
nach oraler Einnahme liegen (fur 500 mg Cmax 13,6 £2,0 ymol/L, fir 1000 mg Cmax
59,1 £ 19,5 ymol/L (130)) zur Interaktion mit ASS kommt (s. Abb. 10-12 und 14-18),
sodass postuliert werden kann, dass diese Arzneimittelinteraktion in der klinischen
Situation erhebliche Bedeutung hat. Ebenso zeigten die Pilotstudien, dass die
Interaktion auch unter Kollagenstimulation auftritt (s. Abb. 14, s. Kapitel 3.1.2),
welches in vivo die Aktivierung der Thrombozyten direkt tber GP VI oder Uber den
VWF — GP Ib-V-IX-Komplex auslést und somit als Stimulus naher an den in vivo
Verhaltnissen ist (s. Kapitel 1.1. und Abb. 1). Zudem konnte die Interaktion auch im
Vollblut unter Konzentrationen von Metamizol, die den in vivo Verhaltnissen nach
Einnahme von Jlow-dose ASS und Kklinisch Ublicher Dosierung von Metamizol

entsprechen, reproduziert werden (s. Abb. 17 und 18, s. Kapitel 3.1.3.2.).
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4.1 Studienergebnisse zur ASS-Non-Response unter
Komedikation mit Metamizol

Insgesamt war die Rate an ASS-Non-Response im Patientenkollektiv unter
Metamizoltherapie unerwartet hoch; sie betrug hier 77 %. Krankheitsspezifisch
ergaben sich jedoch deutliche Unterschiede. So fanden sich unter 12 Patienten mit
Z.n. Apoplex im Gesamtstudienkollektiv 11 ASS-Non-Responder (91,7 %, p < 0,05%),
unter 36 Patienten mit beschriebener KHK im Gesamtkollektiv zeigten 14 eine ASS-
Non-Response (53,9 %). Demnach war die Wahrscheinlichkeit zerebrovaskular-
erkrankter Patienten eine ASS-Non-Response zu entwickeln im betrachteten
Studienkollektiv hoher als bei KHK-Patienten. Auffallig ist, dass der Responderstatus
stark mit dem Zustand nach Apoplex assoziiert scheint (Tabelle 8). Auch unter den
Patienten mit pAVK fanden sich mit 71,4 %, ahnlich wie bei zerebrovaskularer
Manifestation, mehr Patienten mit ASS-Non-Response. Bei atherosklerotischer
Beteilung der peripheren Arterien besteht eine Manifestation der Atherosklerose an
z.B. kardialen oder zerebralen Arterien haufig, was auch bei dem in dieser Studie
untersuchten Patienten gut erkennbar ist. Aufgrund der relativ kleinen
Patientenzahlen der Studiengruppe sollte aber noch nicht geschlossen werden, dass
Schaganfall- oder pAVK-Patienten bevorzugt ASS-Non-Response zeigen, zumal

viele Patienten mehrere Diagnosen aufwiesen.

Ein ahnliches Studiendesign unter Einschluss von KHK-Patienten ergab in der
Gruppe unter Metamizoltherapie eine ASS-Non-Response-Rate von ca. 50 % (26). In
einer aktuellen Studie mit ahnlichem Studiendesign lag die Rate etwas darunter bei
42,5 % (30).

Gegenuber der eigenen Studie sind die Werte etwas niedriger, was dadurch erklart
werden kann, dass in der eigenen Studie Metamizol Uber einen langeren Zeitraum
hinweg mehrmals taglich und in hdheren Dosierungen angewendet wurde. So lag die
Dosierung von Metamizol bei Polzin et al. bei 0,5 bis 3 g/d und orientierte sich am
individuellen Analgetikabedarf. In der eigenen Studie hingegen folgte die Dosierung
der aktuellen Leitlinie zur analgetischen Therapie mit Tagesdosen von 1,5 bis 4 g/d.
Insofern scheint die Rate der ASS-Non-Response unter Metamizol einer

Dosisabhangigkeit zu unterliegen.

Dementsprechend beschrieben Dannenberg et al. innerhalb ihrer Studienpopulation
auch einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen der Rate an ASS-Non-

Response und der taglich eingenommenen Metamizoldosis. So lag die Rate an ASS-

67



Non-Response bei einer Tagesdosis < 1 g bei nur 20 %, bei einer Dosis > 3 g/d
jedoch bei 50 % (30).

Interessanterweise konnten Polzin et al. eine Korrelation zwischen der
thrombozytaren Thromboxansynthese (TXB2 im Uberstand aktivierter Thrombozyten)
und der Hohe der Summe der Metamizol-Metaboliten (MAA, AA, AAA) zeigen. In der
eigenen Untersuchung stand lediglich die Anwesenheit von Metamizol-Metaboliten
mit dem Eintreten der Interaktion in statistisch signifikantem Zusammenhang.
Eventuell lag dies daran, dass bei den hoheren Einzeldosierungen, die in dieser
Studie an Patienten im Rahmen der Behandlung nach Schmerzschema deutlich
héher waren als in der Untersuchung von Polzin et al.,, groere zeitabhangige
Schwankungen der Konzentationen auftraten, was einen statistischen

Zusammenhang uberlagert haben konnte.

Unabhangig davon verweisen auch andere Studiendaten auf mogliche
krankheitsbedingte Differenzen im ASS-Ansprechen der Thrombozyten unter
Metamizoltherapie. Bei Patienten nach Gefalloperationen war der Anteil von ASS-
Non-Reponse in der Gruppe der Bypassoperationen mit 80 % sehr hoch, im Gbrigen

Patientenkollektiv hingegen mit 33 % nur moderat ausgepragt (184).

Dannenberg et. al. stellten eine Pravalenz von 62 % bei Schlaganfallpatienten unter
ASS und Metamizol fest (27). Auch hier fallt die hohe Pravalenz der ASS-Non-
Response bei Patienten mit zerebrovaskularer Erkrankung auf. Auch in der
vorliegenden Studie befanden sich in der Gruppe der ASS-Non-Responder

signifikant mehr Schlaganfallpatienten (p < 0,05%) (Tabelle 8).

Ob bezuglich der Krankheitsentitdt Unterschiede in der Pravalenz der ASS-Non-
Response  unter Metamizoltherapie  bestehen, und insbesondere ob
Schlaganfallpatienten ein hoheres Risiko fur ASS-Non-Response aufweisen, kann
eine interessante Fragestellung fur Folgestudien darstellen. Bekannt ist, dass
therapierelevanter Schmerz ein haufiger Zustand bei Schlaganfallpatienten ist (ca.
65 %) (139), sodass auch die Schmerztherapie an sich ein Risikofaktor und

Erklarungsansatz fur die hohe Rate an ASS-Non-Response sein kann.

Madglich ist auch, dass die Schwere einer Erkrankung als eigenstandiger Risikofaktor
fur eine persistierende Thrombozytenfunktion unter ASS steht. Eine Studie von
Schoergenhofer et al. zeigte eine Pravalenz der ASS-Non-Response von

beeindruckenden 85 % bei kritisch kranken Patienten (185).
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Jedoch kann hier auch mit einflie3en, dass bei kritisch kranken Patienten haufiger
die parenterale Medikation bevorzugt wird, da die enterale Resorption grof3en
Schwankungen unterliegt (186). Dannenberg et al. konnten mit 87,5 % (vs. 37,5 %
orale Applikation) ein besonders hohes Interaktionspotential fur die parenterale Gabe

von Metamizol nachweisen (30).

4.2 Interaktion von Metamizol und ASS an der
Cyclooxygenase-1 (COX-1) und ihr Mechanismus

Vorversuche an PRP und Vollblut von gesunden Spendern ergaben eine vollstandige
Hemmung der ARA-induzierten Thrombozytenaggregation und signifikante
Hemmung der TXB2-Freisetzung bei einer ASS-Konzentration von 100 uM (s. Abb. 8
und 9). Einzelne Probanden zeigten auch schon unter 30 uM ASS eine vollstandige
Aggregationshemmung. MAA bewirkte in Konzentrationen ab 1 yM eine
Abschwachung oder Aufhebung der Thrombozytenhemmung durch ASS (30 uM) (s.
Abb. 14), wobei eine héhere Konzentration von MAA erforderlich war, um mit der
Hemmung durch ASS in héherer Konzentration (100 uM) zu interferieren (Abb. 11).
Zur Analyse des zeitlichen Verlaufes der Thrombozytenhemmung durch ASS wurden
zeitkinetische Experimente mit PRP und Citrat-Vollblut durchgefuhrt (Abb. 15-18).
Diese Experimente bestatigten auch im zeitlichen Verlauf die Interaktion von MAA
mit der Hemmung durch ASS, und zwar sowohl hinsichtlich der
Aggregationshemmung als auch der Hemmung der thrombozytaren
Thromboxansynthese. Besonders eindrucksvoll war dies bei Verwendung von 5 yM
ASS im Vollblut, was der maximalen Plasmakonzentration von ASS nach Gabe von
100 mg ASS beim Menschen entspricht (53). Dies ist in den Abbildungen 17 und 18
dargestellt.

Die Interaktionsmechanismen zwischen Metamizol bzw. dessem aktivem Metaboliten
MAA und ASS sind bisher noch nicht vollstandig geklart.

Bereits 1983 wurde gezeigt, dass ein essentieller Mechanismus der analgetischen
Wirkung von Metamizol auf der Prostaglandin E2 (PGEz2)-Hemmung durch COX-
Inhibition beruht. Im Gegensatz zu ASS bindet Metamizol jedoch reversibel an COX-
1 (187). Interessanterweise wurde in vitro an humanen Thrombozyten (COX-1) und
Leukozyten (COX-2) festgestellt, dass Metamizol COX-2 starker supprimiert als
COX-1 (188). Auch bedarf die Hemmung von COX-1 hoéherer Metamizol-

Konzentrationen als die Hemmung von COX-2 (131). Gemal Meek et. al und Ouellet
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et al. konnte eine starkere Affinitat zur COX-2 mit einem niedrigeren
Interaktionspotential an der COX-1 einhergehen (20,45). Die vorliegende Studie
zeigte bei 21 von 27 Patienten unter Metamizol eine persistierende
Thrombozytenfunktion, was das Konzept von Meek et al. nicht bestatigt und ein sehr
hohes Interaktionspotential von Metamizol signalisiert. Die Affinitat zur COX-1 und
seinen Isoenzymen scheint demnach flr das Interaktionspotential mit ASS weniger

ausschlaggebend zu sein.

Hohlfeld et al. und Saxena et al. konnten anhand klinischer und experimenteller
Studien herausarbeiten, dass ASS und Metamizol mdglicherweise an der COX-1
Bindungsstelle im hydrophoben Kanal des Enzyms miteinander konkurrieren (Abb.
24).
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Abb. 24: Kiristallstruktur der Cyclooxygenase-1 (COX-1) mit Bindung von 4-
Methylaminoantipyrin (MAA) im hydrophoben Kanal .

Links: COX-1 Monomer mit im hydrophoben Kanal gebundenem 4-Methylaminoantipyrin (MAA). Rote
Saulen: o-Helices, gelbe Pfeile: p-Strange, blaue Bander: Peptidgerist. Der Ligand MAA ist
dargestellt als Kalottenmodell.

Rechts: Detailansicht aus A, welche die Bindung von MAA im hydrophoben Kanal zeigt. Aminosauren
der Bindungsstelle: griin, MAA und Serin 530 sind als Kalottenmodell dargestellt, Kohlenstoffatome
(weilR), Wasserstoffatome (blau) Sauerstoffatome (rot); Wasserstoffatom des Serin 530, welches eine
Wasserstoffbriicke mit dem Kohlenstoff von MAA ausbildet (tirkis). Ins Deutsche Ubersetzt aus (25).
Abkurzungen: Arg: Arginin, COX-1 = Cyclooxygenase-1, lle = Isoleucin, Leu = Leucin, MAA = 4-
Methylaminoantipyrin, Phe = Phenylalanin, Ser = Serin, Trp = Tryptophan, Tyr = Tyrosin, Val = Valin.

Mechanistisch ist moglicherweise die Ausbildung von Wasserstoffbricken zwischen
Aminosauren innerhalb des Substratkanals der COX-1 entscheidend fur die
Kapazitat mit ASS zu interagieren (24). Insbesondere die Wasserstoffbrickenbildung
zwischen den Aminosauren Ser530, Arg120 sowie Tyr385 konnte fur eine sterische
Zugangsbehinderung zum Substratkanal verantwortlich sein. Fur dieses Modell

spricht, dass MAA, der aktive Metabolit von Metamizol, tatsachlich
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Wasserstoffbriicken mit Tyr385 und Ser530 auszubilden vermag (24) (Abb. 24).
Umgekehrt bilden die Analgetika Diclofenac und Paracetamol keine oder nur

schwache Wasserstoffbriicken aus, gleichzeitig interagieren sie nicht mit ASS.

Interessant sind hierzu auch Befunde von Borgermann et al.. Wurde Bypass-
Patienten praoperativ ASS und post-operativ Metamizol verabreicht, so erhéhte sich
der Anteil der ASS-Non-Response zeitabhangig von initial 24 % auf 55 % an Tag 1
post-OP und auf 65 % an Tag 7 post-OP. Der Anstieg an Tag 1 war dabei
unabhangig davon, ob ASS weiter verabreicht wurde oder nicht (189). Zwei
Erklarungsmoglichkeiten bieten sich an. Vorstellbar ist eine zunehmende
Verdrangung von ASS durch Metamizol an COX-1 aufgrund ansteigender Metamizol-
Serumspiegel (bzw. Anstieg dessen Metaboliten). Die Tatsache, dass, wie auch in
der eigenen Studie, simultan appliziertes ASS dem Metamizol-Effekt nicht
gegensteuern konnte, spricht gleichzeitig fur eine unterschiedliche Bindungskinetik
beider Substanzen. Tatsachlich ist die initiale Bindung von ASS an COX-1 nur sehr
schwach ausgepragt. Die Inhibitionskonstante (Ki) liegt im millimolaren Bereich (Ki
ca. 27.000 pmol/l), (45,190), Metamizol hingegen weist mittlere Ki-Werte im
mikromolaren Bereich auf (142). Hinzu kommt, dass ASS mit 15 - 20 Minuten eine
wesentlich kirzere Plasma-HWZ als Metamizol und seine Metabolite hat (ca. 3,2
Stunden) (Vgl. Kapitel 1.4. und Kapitel 1.7.). Metamizol kann demnach wesentlich
langer an COX-1 binden, wahrend ASS rasch durch Esterasen zu Salicylsaure
deacetyliert wird, welches keine COX-1 Hemmung mehr bewirkt (25,142) (s. Kapitel
1.4 und Abb. 3).

Die vorliegende Studie gibt einen Hinweis darauf, dass ein festes und hoch dosiertes
Regime mit Metamizol mit einem hohen Risiko fir eine Arzneimittelinteraktion
einhergeht. So war die Rate an ASS-Non-Response mit 77,8 % im vorliegenden
Patientenkollektiv bei Schmerzpatienten (diese Studie) im Vergleich zu 50 % bei
KHK-Patienten, bei denen Metamizol nicht im Rahmen eines festgelegten

Schmerzschemas verordnet wurde, deutlich héher (28).

Auf die Relevanz der Metamizoldosierung fur ASS-Non-Response weist eine neue
Studie an Patienten nach gefal3chirurgischen Eingriffen und eine Studie bei KHK-
Patienten hin. So ergab sich unter Metamizol-ASS-Kombinationstherapie ein
signifikanter Zusammenhang zwischen Metamizolspiegel und nachlassender ASS-

Wirkung (30,184). Diese Korrelation ist allerdings nicht gegeben, wenn zuerst ASS
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und dann Metamizol verabreicht wird (26), was zu erwarten ist, da ASS ein

irreversibler COX-Inhibitor ist.

Wilczynski et al. berichten, dass die parenterale Gabe von Metamizol bei Patienten
nach aortokoronarer Bypass-Operation die Wirkeffekte von ASS nicht unterbindet.
Dies steht im Kontrast zu einer aktuellen Studie von Dannenberg et al., die unter
parenteraler Verabreichung von Metamizol mit einer Haufigkeit von 87,5 % im
Vergleich zu 37,5 % bei oraler Applikation ein besonders hohes Risiko fir ASS-Non-
Response sahen (30). Bei Wilczynski et al. wurde ASS hoherdosiert als Bolus
(300 mg) und nachfolgend in einer ebenfalls hoheren Konzentration von 150 mg/d
verabreicht (191). Unabhangig von der im Vergleich zu anderen Studien hdheren
ASS-Dosis ist die Gabe von Metamizol allerdings erst 3 Stunden nach der Gabe von
ASS erfolgt, also zu einem Zeitpunkt, wo von einer irreversiblen Hemmung der
thrombozytaren COX-1 auszugehen ist. Polzin et al. konnten in diesem
Zusammenhang darstellen, dass sich durch die Sequenz der Substanzeinnahme die
unerwinschte Medikamenteninteraktion vermeiden lasst. So bleibt bei Gabe von
ASS 30 Minuten vor der Einnahme von Metamizol die thrombozytare Hemmung
durch ASS bestehen. Umgekehrt dominiert bei Einnahme von Metamizol 30 Minuten
vor der Einnahme von ASS der Metamizoleffekt (keine Aggregationshemmung) (26).
Da bei Wilczynski et al. die zudem hoéher gewahlte ASS-Dosis ganze 3 Stunden vor
Metamizol verabreicht wurde, sind hier eher die Beobachtungen von Polzin et al.
bestatigt, als die Ursache fur die anhaltende Aggregationshemmung in der

parenteralen Applikationsform von Metamizol zu sehen.

Prinzipiell kann nach dem Absetzen von Metamizol und Abfall der
Plasmakonzentration die Wirkung einer neuen Dosis ASS wieder eintreten. So
konnte eine weitere Studie zeigen, dass die Interaktion zwischen low-dose ASS
(100 mg/d) und Metamizol (750 mg/d) reversibel ist. Nach 7 Tagen Komedikation mit
Metamizol und anschliefendem Absetzen fur 3 Tage konnte hier unter ASS wieder
eine vollstandige Hemmung Thrombozytenaggregation ausgelost werden. Dies
verdeutlicht, dass mechanistisch keine irreversible Konformationsanderung am
aktiven Zentrum der COX-1 zum Wirkverlust von ASS flhrt, was naheliegend ist, da
Metamizol reversibel an die COX-1 bindet (Kapitel 1.6. und Kapitel 1.7.). Das
Intervall von 3 Tagen wurde von den Autoren der Studie vermutlich so gewahlt, dass
dessen Plasmakonzentration auf nahezu Null gefallen ist. In dieser Studie war die

Dosis von Metamizol mit 750 mg/d entsprechend 1 2 Tabletten oder 30 Tropfen/d
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sehr niedrig gewahlt worden, sodass diese Information nur eingeschrankt auf den
klinischen Alltag Ubertragen werden kann (26). Diese Dosis reflektiert, bei einer in
der Fachinformation empfohlenen Einzeldosis ab 500 mg, eine Tagesdosis und
durfte nur unzureichend auf Patienten mit chronischen Schmerzen zutreffen, die
Metamizol nach einem vorgegebenen Schema in hoherer Dosierung einnehmen.
Zudem war hier die Probandenzahl mit 4 Probanden sehr klein. Weitere Studien mit
der Fragstellung, ab wann low-dose ASS nach dem Absetzen von Metamizol wieder

seine antithrombozytare Wirkung entfalten kann, waren insofern winschenswert.

4.3 Interaktion von nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAID)
mit ASS an der Cyclooxygenase-1 (COX-1)

Die Arzneimittelinteraktion an der COX-1 ist nicht auf die Konkurrenz zwischen
Metamizol und ASS limitiert. Rao et al. beobachteten bereits 1983, dass die
Thrombozytenfunktionshemmung durch ASS ausbleibt, wenn zuvor Ibuprofen,
ebenfalls ein Nichtopioid-Analgetikum, verabreicht wird. Analog zu den in Kapitel 4.2
beschriebenen Studien zur Interaktion mit Metamizol konnte dieser unerwinschte
Nebeneffekt umgangen werden, wenn |buprofen mindestens 2 Stunden nach der
Einnahme von ASS gegeben wurde (16,18). Postuliert wurde auch in dieser Studie
eine Blockade der COX-1-Bindungsstelle durch Ibuprofen (15,24,140,142).

Gengo et al. untersuchten 2008 die zeitlichen Zusammenhange der Interaktion
zwischen ASS und lbuprofen und bestatigten, dass ASS in Anwesenheit von
Ibuprofen nicht die COX-1 acetylieren kann und somit der Zeitraum einer potentiellen
Interaktion durch die HWZ von Ibuprofen bestimmt wird (192). Diese ist mit 1,8 bis 2
Stunden langer als die von ASS. Die HWZ von Metamizol ist mit 3,2 Stunden noch

langer, was das Interaktionspotential gut wiederspiegelt (130,193).

Bei der Interpretation der Daten ist allerdings zu bertcksichtigen, dass die HWZ der
jeweils konkurrierenden Substanzen nicht ausschliel3lich die Bindungssituation an
der COX-1 festlegt. Dass eine langere HWZ nicht =zufriedenstellend das
Interaktionspotential mit ASS widerspiegelt, zeigt sich z.B. daran, dass Piroxicam mit
der wohl langsten HWZ der NSAID von ca. 50 h (194) zwar mit ASS interagiert (24),
Meloxicam, ein anderer Vertreter der sogenannten ,,Oxicame” mit einer immer noch
sehr langen HWZ von ca. 20 h (195) jedoch nicht (20). Folglich missen noch andere
Faktoren flr die Wechselwirkung in Betracht gezogen werden. Meloxicam ist als
malig selektiver COX-2-Inhibitor beschrieben, seine Affinitat zu COX-1 ist geringer.
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Dies spricht dafur, dass die Medikamenten-Interaktion vornehmlich COX-1 spezifisch
ist. Dementsprechend berichteten Meek et al., dass bei Wirkstoffen mit hdherer COX-
1- als COX-2-Affinitat das Potential mit ASS zu interagieren ebenfalls héher ist (20).

Celecoxib, ein Wirkstoff aus der Gruppe der COX-2 selektiven Inhibitoren, mit jedoch
noch vorhandener inhibitorischer Wirkung auf COX-1 (ICso (= mittlere inhibitorische
Konstante) 15 pM fur COX-1 vs. I1Cs0 = 8,3 pM fur COX-2) (141,196), vermag die
COX-1-Inhibition von ASS ebenfalls abzuschwachen (24,197). Rimon et al.
postulierten einen Interaktionsmechanismus, welcher sich von der reinen
Kompetition um Bindungsstellen im Substratkanal unterscheidet. Neben einer
sterischen Blockade beschrieben diese Autoren anhand kristallographischer
Untersuchungen, dass die Interaktion von ASS mit Celecoxib durch eine
Konformationsanderung der Enzymstruktur der COX-1 bedingt ist. Nach diesem
Modell bedingt erst die Konformationsanderung der regulatorischen Untereinheit der
COX-1 eine verminderte Acetylierung von Ser530 durch ASS (141). Dieser vermutete
Interaktionsmechanismus unterscheidet sich somit essentiell von der in vielen
anderen Untersuchungen postulierten Vorstellung einer Konkurrenz zwischen ASS

und Metamizol an derselben Bindungsstelle.

4.4 Einfluss einer Konzentrationserhohung von ASS auf die
Interaktion von Metamizol und ASS

Eine Fragestellung der vorliegenden Dissertation war, ob mdoglicherweise die

nachtragliche Zufuhr von ASS in vitro den Metamizoleffekt aufzuheben vermag.

In den Pilotstudien zur eigenen Studie konnte bei gesunden Probanden durch eine
hohe Konzentration von ASS in vitro auch in Anwesenheit von MAA eine
Aggregationshemmung erreicht werden. So konnte in Anwesenheit von
Konzentrationen bis 10 yM MAA durch Zugabe von 100 yM ASS und daruber wieder
eine vollstandige Aggregationshemmung erzielt werden (Abb. 11). Es kdnnte sein,
dass Metamizol nach dem Prinzip der kompetitiven Hemmung durch hohe ASS-

Konzentrationen wieder von seiner Bindungsstelle verdrangt wird.

Nachtraglich den Proben in der klinischen Studie zugesetztes ASS bewirkte
allerdings keine zusatzliche Aggregationshemmung (Vgl. Abb. 21). Auch bei der
Untersuchung von Polzin et al. konnte bei KHK-Patienten unter low-dose ASS-

Behandlung und Metamizolgabe (0,5 bis 3 g/d) durch die nachtragliche Inkubation
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mit ASS (30 uM und 100 pM) die Aggregation lediglich abgeschwacht werden, aber
keine vollstandige Aggregationshemmung erzielt werden (26). Die Tatsache, dass
sich in dieser Studie jedoch die Aggregation durch nachtragliche Zufuhr von ASS
abschwachen liel3, spricht fur den kompetitiven Charakter. Insgesamt zeigen diese

Ergebnisse, dass Metamizol ein sehr potent mit ASS interagierender Wirkstoff ist.

Nicht zuletzt ist in Betracht zu ziehen, dass neben MAA auch weitere Metamizol-
Metabolite die Effekte von nachtraglich verabreichtem ASS supprimieren kénnen. So
besitzt gemal Hohlfeld et al. der Metabolit 4-Aminoantipyrin (AA) das Potential zur
Interaktion mit ASS an der COX-1 Bindungsstelle, jedoch erst in mehr als 10-fach
hdherer Konzentration als MAA (25).

Maximale Plasmaspiegel von AA liegen, je nach Dosis von Metamizol (500 mg bis
1000 mg), nach 3,1 bis 5,2 Stunden vor, die HWZ betragt 6,3 bis 5,7 Stunden (130).
Es ist somit nicht auszuschlieBen, dass auch dieser Metabolit zum oben
beschriebenen Phanomen, sowie auch zu der deutlich hdheren Rate an ASS-Non-
Response im Vergleich zu Studienergebnissen anderer Arbeitsgruppen zumindest

beigetragen hat.

4.5 Ursachen variierender und erhohter Thromboxansynthese

Die Thromboxansynthese kann unter ASS betrachtlich variieren. So zeigten KHK-
Patienten die bereits einen Myokardinfarkt erlitten hatten, unter low-dose ASS
hohere TXBz-Serumwerte und Aggregationslevel als KHK-Patienten ohne
Infarktgeschehen (198). In einer Studie von Niccoli et al. war analog dazu das
Serum-TXB2 bei Patienten mit Myokardinfarkt unter low-dose ASS Therapie ebenfalls

positiv mit dem Schweregrad der koronaren Atherosklerose assoziiert (199).

In der vorliegenden Studie waren ebenfalls deutliche interindividuelle Unterschiede
der TXB2-Synthese nachweisbar. Auch die Schwellenwerte fir die
Aggregationseinleitung variierten in beiden Patientengruppen erheblich, mit Werten
zwischen 10 und 100 ng/ml. Vermutlich ist die unterschiedliche Sensibilitdt auf
Thromboxan als Stimulus neben anderen Faktoren auch von der Dichte der
Thromboxanrezeptoren und individuell variabler intrazellularer Signaltransduktion
abhangig. So beschrieben Katugampola et al. eine erhdohte Dichte an
Thromboxanrezeptoren und hierdurch auch mdgliche erhdhte Sensibilitat auf

Thromboxan als Stimulus, aber auch erhdhtes Mall an Plattchenaktivierung in
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atherosklerotisch ~ veranderten Gefallen, sodass die stark variierenden
Thromboxankonzentrationen in der Studiengruppe ein moglicher Ausdruck der
unterschiedlichen Erkrankungsschwere sein kénnen (200). Dorn et al. beschrieben
eine besonders hohe Anzahl an Bindungsstellen am Thromboxanrezeptor im akuten
Myokardinfarkt im Vergleich zur stabilen KHK. Sie stellten auch einen
Zusammenhang zwischen der Hohe der maximalen Tangentensteigung und der
Anzahl an Thromboxanrezeptoren her (201). Im akuten Myokardinfarkt ist zudem die
Bindungskapazitat und somit Sensitivitat auf Prostazylin (PGl2), einem starken
endogenen Thrombozyteninhibitor, herabgesetzt (202). Daher wird gemal} aktueller
Leitinien neben ASS in  Hochrisikosituationen noch ein  weiterer
Thrombozytenfunktionshemmer mit anderem Wirkmechanismus (P2Y12-Antagonist,
GP lIb/llla-Inhibitor) eingesetzt (s. Tabelle 1).

4.6 Einfluss von Metamizol auf die Thromboxansynthese

Da auch Metamizol ein Inhibitor der COX ist, ware auch ein additiver Effekt von
Metamizol und ASS auf die COX-1-Hemmung denkbar. Tatsachlich vermag MAA bei
einer berechneten Serumkonzentration von 1,03 ymol/l eine 50 %-ige Hemmung des
COX-1 Enzyms zu induzieren (130). Da in der vorliegende Studie die
Plasmakonzentrationen von MAA stets in einem Bereich > 5 yM lagen, ware eine
COX-1 Hemmung also mdglich (Tabelle 10). In den Pilotstudien an gesunden
Probanden bewirkte MAA in Konzentrationen von 0,3 bis 30 yM keine signifikante
Reduktion der Aggregation und der Thromboxansynthese unter ARA-Stimulation.
Unter Zugabe von 1 yM MAA kam es sogar zu einer dezenten Zunahme der TXB2-
Konzentrationen. In Gegenwart von 30 yM MAA nahmen die TXB2-Konzentrationen
nach ARA-Stimulation im Mittel gar um 12,33 % zu. Die Veranderungen waren nicht
signifikant, demonstrieren jedoch, dass unter Metamizol wahrscheinlich keine
distinkte Blockade von COX-1 ausgelost wird (s. Kapitel 3.1.1.2).

In Ubereinstimmung mit den hier vorgelegten Resultaten konnte auch in anderen
Studien die Zugabe von 10 yM MAA bei Probanden unter ASS-Therapie keine
weitere Inhibition der Aggregation und Thromboxansynthese auslésen (25,26). Aus
diesem Grund ist auch davon auszugehen, dass Metamizol keinen positiven Einfluss

auf kardiovaskulare Ereignisse besitzt.
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Bei der Interpretation ist zu bertcksichtigen, dass Metamizol auf die COX-1 und
COX-2 Isoformen einwirkt, wobei die COX-2 bereits bei niedrigeren Konzentrationen
inhibiert wird (130). ASS hingegen wirkt in niedriger Dosierung primar auf COX-1
(203). Zudem handelt es sich bei ASS um einen irreversiblen Inhibitor der COX-1,
wohingegen Metamizol, wie auch andere NSAID, nur eine reversible und kurz
andauernde COX-Inhibition induzieren. Durch das reversible Bindungsverhalten an
COX-1 besteht die COX-Hemmung nur fir den Zeitpunkt hoher Wirkstoffspiegel am
Zielort und ist somit von der HWZ des Wirkstoffs abhangig. Aufgrund einer nur
geringen COX-Affinitdt und auch nur kurzen HWZ von Metamizol (bzw. dessem
aktiven Metaboliten MAA) kann die unter Thrombozytenaggregation in hoher
Konzentration freigesetzte ARA die Hemmung der COX-1 durch Metamizol
wahrscheinlich tberwinden (142). Die reversible Interaktion zwischen Metamizol bzw.
seinem Hauptmetaboliten MAA und der COX-1 ist flr eine lang anhaltende
Thrombozytenaggregationshemmung auch nicht ausreichend. So zeigten Eldor et al.
eine Inhibition der Thromboxansynthese maximal eine Stunde nach Aufnahme von

1 g Metamizol, die anschlieRend jedoch rasch abklang (204).

Ob und bei welcher Dosierung Metamizol modglicherweise permanent auf die
Thromboxanproduktion und Aggregationshemmung einzuwirken vermag, sollten
weitere Studien klaren. Die Forschungsgruppen von Hartinger et al. und auch
Dannenberg et al. berichteten kurzlich von einer negativen Assoziation zwischen
Metamizol-Dosierung und ASS-Ansprechen (30,184). Damit ist nicht zu erwarten,
dass Metamizol in thrombozytenhemmenden, hoheren Dosierungen vor der
unerwinschten Interaktion mit ASS schutzt oder die

Thrombozytenfunktionshemmung durch ASS ersetzt.

In den eigenen Untersuchungen nahm MAA in einer Konzentration bis 30 yM in den
Pilotstudien keinen relevanten Einfluss auf die Aggregation und gemessenen TXB2-
Spiegel im arachidonsaurestimulieten PRP (s. Kapitel 3.1.1.2). Unter
Kollagenstimulation hingegen zeigte sich eine Suppression der
Thromboxansynthese, welche fur die Zugabe von 30 uM des kompetitiven COX-
Inhibitors MAA statistische Signifikanz zeigte (s. Kapitel 3.1.2. und Abb. 13). Ein
signifikanter Einfluss auf die Aggregation stellte sich jedoch nicht dar. Diese
Beobachtung beruht wahrscheinlich darauf, dass die Aggregation durch
Kollagenstimulation weniger Arachidonsaure mobilisiert als bei Stimulation mit

exogen zugesetzter ARA eingesetzt wird. Entsprechend sind niedrigere
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Konzentrationen von MAA ausreichend um einen Effekt auf die Thromboxansynthese

Zu zeigen.

Ein protektiver Effekt hoherer Metamizoldosierungen auf die kardiovaskularen
Risiken ist auf dem Boden der obigen Erklarungen jedoch nicht zu erwarten, sondern
hohe Metamizoldosierungen mit einem hoheren Interaktionspotential mit low-dose
ASS assoziiert (s. Kapitel 4.2., Daten der eigenen Studie) (27,184,205).

4.7 Plasmaspiegel der Metamizolmetaboliten

Innerhalb der Patientengruppe unter Schmerzmedikation mit Metamizol liel3en sich
Metamizolmetaboliten im mikromolaren Bereich nachweisen. Dies waren vorrangig
AAA, MAA und in deutlich niedrigerer Konzentration AA. Eine Korrelation zwischen
der Hohe der gemessenen Plasmaspiegel und der Thrombozytenfunktion liel® sich

jedoch nicht herstellen.

Die erhebliche Streubreite der Plasmaspiegel beruht wahrscheinlich auf
interpersonellen pharmakokinetischen Unterschieden und auf der relativ kurzen HWZ
der Metamizolmetaboliten (s. Kapitel 1.7.). Zudem folgt die Metabolisierung von
Metamizol einer nicht linearen Pharmakokinetik. So ist nach wiederholter Gabe die
Clearance von MAA um 22 % herabgesetzt. Bei der Interpretation der Daten ist auch
zu berucksichtigen, dass die Demethylierung von MAA bei Langsam-Acetylierern (ca.
50 % in der mitteleuropaischen Bevolkerung) durch genetische Variationen des N-
Acetyltransferase (NAT) -2-Gens herabgesetzt ist (206). Die Ratio zwischen
Langsam- und Schnell-Acetylierern wurde in der vorliegenden Studie nicht bestimmt,
so dass hierzu keine nahere Aussage getroffen werden kann. Aufgrund der
Bedeutung der Acetylierung fur den Metabolisierungsprozess von Metamizol ware
jedoch ein weiterer Forschungsansatz zu prifen, ob es einen Zusammenhang
zwischen dem Therapieansprechen auf low-dose ASS und der Substratacetylierung
von Metamizol gibt. Die verlangsamte Umsetzung von Metamizol zu MAA wurde
auch auf nicht funktionelle Allele des Cytochrom P450 2C9 (CYP2C9)- und
Cytochrom P450 2C19 (CYP2C19)-Gens zuruckgefihrt (206).

Unter mehrmaliger Einnahme ist die Clearance von Metamizol um 22 % herabgesetzt
(133), bei alteren Patienten kann sie generell um bis zu 33 % reduziert sein (133),
sodass unter Berucksichtigung der mittleren HWZ von MAA von 2,6 bis 3,5 Stunden

eine Kumulation von Metamizolmetaboliten nicht auszuschlieRen ist und auch hierin
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Unterschiede in den Plasmaspiegel begrindet sein kdonnen. In der vorliegenden
Studie zeigte sich kein signifikanter Einfluss des Alters auf die Héhe oder Verteilung
der Plasmaspiegel der Metamizolmetabolite. Die Diskrepanz in der Aussage beruht
maoglicherweise auf dem kleinen Studienkollektiv, dessen Resultate nicht immer eine
statistisch hinreichende Aussage erlaubten. Zugleich charakterisierte sich die
Patientengruppe durch eine recht homogene Altersverteilung. In der Tat betrug der
Altersmedian ca. 70 Jahre, mit den Extremwerten von 45 bzw. 88 Jahren. Jungere

Patienten waren nicht in die Studie eingeschlossen.

4.8 Weitere Ursachen fur ASS-Non-Response und ihre
Bedeutung fur die Studienergebnisse

Neben Arzneimittelinteraktionen sind zahlreiche andere Ursachen fir ASS-Non-
Response beschrieben, wovon hier einige unter Erlauterung der Frage aufgefuhrt
werden, ob sie zu der hohen Rate an ASS-Non-Response in der Studiengruppe

unter Metamizoltherapie beigetragen haben kénnen.

Der kurzen HWZ von ASS (15 — 20 Minuten) steht ein intensiver Thrombozyten-
Turnover mit kontinuierlicher Neusynthese gegenuber. Entsprechend konnen neu
gebildete Thrombozyten, aber auch Thrombozytenvorstufen, im Dosierungsintervall
von ASS nicht inhibiert werden. Vier bis 6 Stunden nach ASS-Gabe sind
entsprechend wieder Thrombozyten mit ungehemmter COX-1 nachweisbar. Der
Anteil dieser ,ASS-naiven” Thrombozyten steigt mit der Geschwindigkeit ihrer
Syntheserate (207,208) und stellt somit mogliche Triggerfaktoren fur eine ASS-Non-
Response dar (209,210). Nach Operationen aber auch bei Diabetes mellitus besteht
ein erhdhter Thrombozyten-Turnover (211-213). Zudem ist auch bekannt dass der
Anteil retikulierter Thrombozyten, als Mal} fur den Thrombozyten-Turnover, eng mit
atherosklerotischen Ereignissen gekoppelt ist (214-216). In der vorliegenden Studie
fanden sich viele postoperative Patienten, ebenso wie Patienten mit einem Diabetes
mellitus Typ 2. Ein erhdhter Thrombozytenumsatz in dieser Patientengruppe ist
daher prinzipiell denkbar. Der Anteil an Diabetikern in Studiengruppe 2 (nur ASS
Behandlung) betrug 40 %. Dennoch zeigte nur ein Patient in dieser Gruppe eine
ASS-Non-Response, welcher zudem nicht an Diabetes litt. Es gibt daher in der
vorliegenden Untersuchung keinen Anhaltspunkt fur einen Zusammenhang zwischen

ASS-Non-Reponse und Turnover von Thrombozyten.
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Auch eine verminderte Bioverfugbarkeit von low-dose ASS wurde als Ursache fur
ASS-Non-Response beschrieben. So ist die Bioverfugbarkeit von ASS mit 45 — 50 %
nicht nur gering, sondern schwankt auch sehr. Dies kann u.a. durch die galenische
Formulierung (sog. ,enteric coating® oder Retard-Formulierung) (217-219), aber
auch durch ein unterschiedliches Verteilungsvolumen (z.B. bei Obesitas), durch eine
beschleunigte metabolische Inaktivierung (z.B. Diabetes oder Hypercholesterinamie)
(220,221) oder vermehrten Transport aus der Zelle heraus z.B. Uber eine
Uberexpression von Multidrug resistance protein 4 (MRP4), welches insbesondere
nach Bypass-Operationen und unter langjahriger ASS-Einnahme vermehrt exprimiert
wird, erklart werden (222-225). Hohlfeld et al. konnten die Interaktion von MAA und
ASS jedoch auch im zellfreien Ansatz mit mikrosomaler COX-1 nachweisen, sodass
die Interaktion zwischen Metamizol und ASS nicht durch pharmakokinetische
Interaktionen an Konkurrenz um Transportmechanismen erklart werden kann (25).
Inwieweit sich dieser Befund auf die Patientensituation Ubertragen Iasst,
insbesondere unter Langzeit ASS-Einnahme oder bei Bypass-Patienten, ist nicht
klar. Gemessene Plasmaspiegel von ASS sagen nur wenig uber die Wirkung aus, da
ASS seine antithrombozytare Wirkung teils bereits im Pfortaderblut entfaltet und die
hdchsten Wirkstoffspiegel im Dianndarm vorliegen (226,227). Festzuhalten bleibt,
dass eine nachtragliche Inkubation mit ASS in vitro im Sinne einer Steigerung der
Bioverfugbarkeit von ASS in Patientengruppe 1 und 2 keine Aggregationshemmung
induzierte. Zudem war die Interaktion auch in den Pilotstudien in denen die Zufuhr
von ASS ex vivo erfolgte, reproduzierbar, sodass eine mangelnde Bioverfugbarkeit
von ASS hier nicht als Erklarung fir ASS-Non-Response in Frage kommt. Unter dem
angegebenen Versuchsdesign ist somit eine zu niedrige Bioverfigbarkeit von ASS

als (Teil-)Ursache fur eine ASS-Non-Response auszuschliel3en.

Auch eine mangelnde Therapieadharenz kann fur ein schlechtes oder fehlendes
Ansprechen auf low-dose ASS verantwortlich gemacht werden (12,228-230). Vor
allem gastrointestinale Nebenwirkungen wurden als eine Ursache flr eine
Noncompliance bezuglich low-dose ASS beschrieben, traten jedoch besonders in
den ersten Tagen der Therapie auf (231,232). Die Patienten der aktuellen Studie
haben ASS bereits Uber einen langen Zeitraum eingenommen, sodass neu
aufgetretene unerwlinschte Wirkungen durch die antithrombozytare Therapie mit
ASS als Ursache einer Noncompliance sehr unwahrscheinlich sind. Kein Patient
brach die Studie aufgrund von Nebenwirkungen ab. Ein Monitoring der

Therapieadharenz, beispielsweise mittels Einnahmeuberwachung oder
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Patienteninterview, erfolgte im Rahmen der vorliegenden Studie nicht, weswegen
eine sichere Aussage zur Patientencompliance nicht gemacht werden kann. Da aber
in der Patientengruppe ohne Metamizoltherapie bei gleichzeitig ahnlicher Alters- und
Komorbiditatsverteilung wie in der Patientengruppe unter Metamizol, eine nahezu
vollstandig supprimierte Thromboxansynthese bei 9 von 10 Patienten bestand, ist

auch eine adaquate Therapieadharenz in der Gruppe unter Metamizol zu erwarten.

Neben genetischen Polymorphismen als Ursache einer COX-1-Dysfunktion und einer
ASS-Non-Response  (233-237) wird auch eine COX-1 unabhangige
Thrombozytenaktivierung durch alternative Aktivierungswege als Ursache fur ASS-
Non-Response  beschrieben  (238). Die  Thrombozytenaktivierung  Uber
Thrombinbindung an die Protease-aktivierten-Rezeptoren 1 und 4 (PAR1/PAR4)
oder aber die Aktivierung uber den P2Y12-Rezeptor durch ADP-Bindung wird durch
eine Aspirintherapie nicht beeinflusst (238,239) (Vgl. Abb. 1). Entsprechend wird in
Hochrisikosituationen (z.B. STEMI) neben einer Therapie mit ASS und Heparin, auch
die Gabe von P2Y12-Antagonisten gemafR aktueller Leitlinien empfohlen, um auch
die Aktivierung der zweiten Feedback-Schleife der Thrombozytenaktivierung zu
unterbinden (Evidenzgrad IA, periprozedural oder postprozedural bei primarer PCI)
(240). Auch die Thrombozytenaktivierung durch physikalische Einflisse wie
Scherstress wird durch ASS nicht, oder erst in hohen Dosen (600 mg), beeinflusst
(241,242). Da in der Studie jedoch mit der ARA induzierten LTA und TXB2-
Synthesemessung COX-1-selektive Messmethoden eingesetzt wurden, spielen
Thromboxan-unabhangige Wege der Plattchenaktivierung fur die Studienergebnisse

keine Rolle, da sie durch die vorhandenen Messmethoden nicht miterfasst wurden.

Weiterhin stellen auch klassische Risikofaktoren fur Atherosklerose wie Rauchen
(243,244), Hyperlipidamie (245,246), arterielle Hypertonie (247-249) und Obesitas
(220) einen Risikofaktor fur ASS-Non-Response dar, standen jedoch in der Studie
nicht in Zusammenhang mit der Haufigkeit an ASS-Non-Response. Besonders bei
insulinpflichtigem Diabetes mellitus (250,251) oder insuffizienter metabolischer
Kontrolle (252-254) wird in Studien eine hohe Rate an ASS-Non-Response
beschrieben. Als Ursachen werden unter anderem neben einer endothelialen
Dysfunktion mit verminderter Freisetzung von antiaggregatorischem
Stickstoffmonoxid (NO) und PGI2 auch eine Glykierung von Proteinen, wodurch diese
schlechter acetyliert werden konnen, genannt (255). In der Studiengruppe war

Diabetes mit einem Anteil von ca. 40 % in beiden Gruppen eine haufige
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Komorbiditat, nahm aber keinen signifikanten Einfluss auf das Aggregationsverhalten

oder die thrombozytare Thromboxansynthese (s. Tabelle 7 und 8).

Entzindung und oxidativer Stress sind mit einer erhdhten Plattchenreagibilitat und
Thromboxan-unabhangigen Plattchenaktivierung verbunden (256-259). Durch freie
Radikale wird eine COX-1-unabhangig ablaufende Reaktion katalysiert, in welcher
Prostanglandinisomere , wie beispielsweise das bekannteste aus ARA gebildete 8-
iso-Prostaglandin Fz2, (8-iso-PG F2,), entstehen. Diese sogenannten Isoprostane
kbnnen auch in Anwesenheit nur geringer Mengen physiologischer
Thrombozytenstimuli (Kollagen, ADP, ARA) und COX-1 unabhangig zu einer
Thrombozytenadhasion, Aktivierung und Thromboxansynthese fuhren (260,261). So
konnte ein direkter Zusammenhang zwischen dem Isoprostanspiegel und 11-
Dehydro-Thromboxan B2 (11-DH-TXB2) im Urin bei KHK-Patienten nachgewiesen
werden (262). Zudem sind erhohte Isoprostanspiegel ebenso wie erhdhte 11-DH-
TXB2-Spiegel bei Patienten mit stabiler KHK mit einer schlechteren Prognose
korreliert (263,264).

Wahrend die COX-1 kontinuierlich exprimiert wird, handelt es sich bei der COX-2 um
ein induzierbares Isoenzym, das bei Gesunden nur in weniger als 10 % der
Thrombozyten nachweisbar ist, jedoch im Rahmen von Entzindungsprozessen oder
auch nach aortokoronarer Bypass-OP vermehrt exprimiert wird (179,265-267). ASS
hemmt auch die COX-2, hat zu ihr jedoch eine 166-mal niedrigere Affinitat (268). Die
COX-2 hingegen hat eine geringere Substratspezifitat und kann neben ARA auch
andere Fettsduren metabolisieren (269). Produkte der COX-2-Reaktion sind
ebenfalls das PGHz2, welches vorwiegend weiter zu PGl2 metabolisiert wird, der COX-
1 aber Uber transzellularem Eicosanoidtransport auch als Grundlage fur die
Produktion von TXA:z dienen kann. Es gibt jedoch uberzeugende Anhaltspunkte
dafur, dass der Anteil der COX-2 an der Thromboxansynthese mit nur ca. 2 %
marginal ist (179,270). Der Anteil an COX-2 an der thrombozytaren

Thromboxansynthese wurde in der Studie daher nicht untersucht.

Das aktive (nicht-acetylierte) COX-1-Enzym kann in Endothelzellen und Zellen der
Gefallmuskulatur, aufgrund des in diesen Zellen vorhandenen Zellkerns nachgebildet
werden (271,272), oder aber von Thrombozyten selbst trotz fehlendem Zellkern nach
Stimulation mit Thrombin mit Hilfe sogenannter Spliceosomen aus COX-mRNA
(entspricht COX-messenger-RNA (COX-Botenribonukleinsaure)) nachproduziert
werden (273). Thrombozyten kdnnen auch aus Zellen der GefalBmuskulatur unter
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Umgehung der COX-Reaktion PGH2 als Substrat fur die Thromboxansynthese
verwenden (274,275). Inwiefern diese Art der Thromboxansynthese einen relevanten

Beitrag zu ASS-Non-Response darstellt ist bisher unbeantwortet.

In der vorliegenden Studie wurde PRP verwendet, sodass zumindest ab dem
Zeitpunkt der Zentrifugation keine Interaktionen mit Entzindungszellen oder
Endothelzellen in Blut oder GefalBwand mehr eingtreten sein kdénnen, die zu einer
vermehrten Aktivitdt der COX-2 oder einem transzellularen Prostaglandintransport
gefihrt haben kénnen. Zudem wurde ARA als Stimulus im Uberschuss zugefiihrt.
Die Forschungsgruppe um Polzin setzte den Wirkstoff Terbogrel, einen kombinierten
Thromboxan-Rezeptor- und Thromboxansynthese-Antagonisten, ein. Terbogrel
hemmte in der Arbeit die Thrombozytenfunktion und Thromboxansynthese sowohl in
An- als auch in Abwesenheit von Metamizol. Eine Interaktion konnte hier nicht
nachgewiesen werden. Dies spricht dafur, dass die Interaktion auf der Ebene der
thrombozytaren COX-1 stattfindet (26). Auch in der vorliegenden Arbeit ist damit eine
molekulare Interaktion von Metamizol und ASS an der COX-1 der Thrombozyten
wahrscheinlich und COX-1 unabhangige Mechanismen als Erklarung fur die

Interaktion wahrscheinlich weniger bedeutend.

4.9 Mogliche klinische Bedeutung der Metamizol-ASS-
Interaktion

Die Interaktion von ASS mit Metamizol kann schwerwiegende Komplikationen
auslosen. Dannenberg et al. beobachteten in einer aktuellen Studie bei Schlaganfall-
Patienten unter Komedikation mit ASS und Metamizol ein schlechteres
neurologisches Outcome im Vergleich zu Patienten unter ASS-Monotherapie (27).
Bei Patienten mit einer koronaren Herzkrankheit traten unter einer ASS-Metamizol-
Kombinationstherapie signifikant haufiger ischamische Ereignisse, Myokardinfarkte
und Schlaganfalle auf. Auch war die kumulative Mortalitatsrate gegentber Patienten

unter alleiniger ASS-Behandlung signifikant erhéht (29).

Auch bei pAVK-Patienten trat nach operativer Revaskularisation unter kombinierter
ASS-Metamizol-Anwendung in 67 % der Falle eine ASS-Non-Response auf. Diese
Forschungsgruppe konnte zudem zeigen, dass das Risiko fur ASS-Non-Response
mit hdheren Metamizol-Dosierungen anstieg. Ob diese Beobachtung auch mit einer
schlechteren Perfusionsrate verbunden war, wurde nicht untersucht (184). Hier
waren prospektive Folgestudien wichtig. Auch Dannenberg et al. konnten an 80
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KHK-Patienten einen hochsignifikanten Zusammenhang zwischen der Dosierung von
Metamizol und dem Auftreten einer ASS-Non-Response herstellen. Bei einer Dosis
von > 3 g Metamizol am Tag trat in ca. 50 % eine ASS-Non-Response ein, bei Dosen
< 1 g Metamizol am Tag hingegen nur bei 20 % der Patienten (p < 0,0001). Zudem
sahen diese Autoren ein besonders hohes Risiko fur die parenterale Verabreichung
von Metamizol mit einer Haufigkeit von 87,5 % nach i.v.-Applikation und nur 37,5 %

nach oraler Applikation (p < 0,0001).

Grundsatzlich ist die Datenlage zu moglichen Nebenwirkungen unter Metamizol-ASS
noch unbefriedigend. Lediglich kleine Studien an verschiedenen Patientenkollektiven
(KHK, ischamischer Schlaganfall) verweisen auf ein negatives klinisches Outcome.
Prospektive Studien an groReren Kohorten und moglichst auch randomisierte
kontrollierte Studien sind dringend notwendig, um die klinische Relevanz der

Arzneimittelinteraktion weiter abschatzen zu konnen.

Aufgrund der seit Jahren steigenden Verschreibungszahlen von Metamizol und der
Tatsache, dass ASS immer noch das am haufigsten eingesetzte antithrombozytare
Medikament ist, stellt die Arzneimittelinteraktion von Metamizol und low-dose ASS

ein Kklinisch relevantes Risiko dar (276).

4.10 Kritische Betrachtung der angewendeten Methodik

Die vorliegende Studie wurde als Beobachtungsstudie an 27 Schmerzpatienten unter
Metamizol und ASS (Interventionsgruppe) und 10 Kontrollpatienten (ASS ohne
Metamizol) durchgefuhrt. Anhand dieser Kohorte konnte nachgewiesen werden, dass
die Ergebnisse auch auf die klinische Praxis bei Schmerzpatienten mit einem festen
Medikationsschema mit hoher Dosierung von Metamizol Ubertragbar sind. Die Studie
griff gemal ihrem Design nicht in den Behandlungsablauf ein. Ein- und
Ausschlusskriterien wurden bewusst relativ weit gehalten, um das Studienkollektiv
nicht unnotig einzugrenzen und trotz relativ kleiner Stichprobengrofie eine
ausreichende Reprasentativitdt der Patientenkohorte fur die allgemeine klinische
Situation zu gewabhrleisten. Aussagen zu Mortalitdt und Morbiditdt unter dem
jeweiligen Therapieregime konnten allerdings nicht getroffen werden. Diesbezuglich
waren eine grofRere Studiengruppe sowie ein prospektives Studiendesign uber einen

langen Beobachtungszeitraum einzufordern.
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Die vorliegende Studie konzentrierte sich auf die COX-1-Funktion als
pharmakodynamische Zielstruktur von ASS. Als Messmethode der Wahl dienten die
ARA-induzierte Thrombozytenaggregation im platichenreichen Citratplasma, sowie
die ARA-induzierte Thromboxansynthese durch Messung von TXB2 mittels RIA.
Beide Verfahren vermdgen die COX-1 Acetylierung (Inhibition) durch ASS sehr
selektiv zu erfassen (277). Mit Thromboxan in Form seines inaktiven Metaboliten
TXBzist das Produkt der pharmakodynamischen Zielstruktur von ASS, namlich des
COX-1-Enzyms, nach Stimulation mit ARA einer Messung zuganglich. Damit stellt
die TXB2-Messung den pharmakologisch spezifischsten Funktionstest der COX-1-
Aktivitat dar. Aus diesem Grund hat die European Agency for the Evaluation of
Medicinal Products (EMEA, heute EMA) im Jahr 2002 Thromboxan als einzig validen
Surrogatparameter fur die Entwicklung von neuen ASS-Formulierungen zugelassen
(278). Es konnte kritisch angemerkt werden, dass die Thromboxansynthese mittels
TXB2-Messung nicht die in vivo-Verhaltnisse widerspiegelt, da es in vitro aus den
PRP-Proben gemessen wird. Prinzipiell lieBe sich die Thromboxansynthese auch
uber die Serum-TXB2 Konzentration oder Uber mit dem Urin ausgeschiedenes 11-
DH-TXBz2, einem stabilen Metaboliten von TXAz, ermitteln (279). Letzterer wird auch
als Prognosemarker eingesetzt, da er mit klinischen Ereignissen (Myokardinfarkt,
Schlaganfall) und einer hoheren Mortalitat korreliert (154,280-282). Da in die
Synthese von 11-DH-TXB:2 aber auch COX-1 unabhangig synthetistiertes TXAz
miteinfliel3t, gibt dieser Marker zwar gut einen prothrombogenen Zustand wieder,
kann aber nicht zwischen thrombozytarer = Thromboxansynthese und
extrathrombozytaren Quellen differenzieren (39,283). In der vorliegenden Studie
wurde daher das nach ARA induzierter Aggregation gebildete TXB2 gemessen,
sodass COX-1 unabhangige und COX-2 bedingte Thromboxanproduktion im
Gegensatz zur Messung von 11-DH-TXB2 nicht mit in die Analyse einflossen. ARA ist

zudem ein COX-spezifischer Thrombozytenagonist (284).

Erganzt wurden die Analysen durch die ARA-induzierte LTA als funktioneller
Thrombozytenfunktionstest und Goldstandard in der Thrombozytenfunktionsmessung
(165,285). Fur beide Surrogatparameter konnte ein Zusammenhang zu klinischen
Ereignissen (Myokardinfarkt) und zu einer hoéheren Mortalitdt unter ASS-Non-
Response hergestellt werden (158,198,286,287). Bei Patienten mit stabiler KHK
hingegen wird ein Zusammenhang zwischen dem Surrogatparameter Thromboxan
und der Haufigkeit klinischer Ereignisse kontrovers diskutiert (162,163). Ferner bleibt

anzumerken, dass durch den Zentrifugationsschritt fur die PRP-Praparation unreife
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und grole Thrombozyten, Thrombozyten-Leukozyten-Aggregate, oder bereits
aktivierte im Gefaldsystem adharente Thrombozyten aufgrund abweichender
Zentrifugationseigenschaften nicht im PRP enthalten sein kénnen. Diese Zelltypen
besitzen eines hohes thrombogenes Potential und sind mit einer negativen Prognose
verbunden (209,216,288,289). So kann es sein, dass die LTA unter Berlcksichtigung
der genannten Kritikpunkte, die thrombozytare Kapazitdt zur Aggregation
maoglicherweise nicht exakt abbildet, wie sie im Patienten zu erwarten ware. Fur die
Evaluation der COX-1 Funktion als Ort der Interaktion zwischen Metamizol und low-
dose ASS ist sie unter Einsatz von ARA als Stimulus jedoch spezifisch und

wahrscheinlich auch klinisch bedeutsam.

Kritisch zu werten ist, dass in der Studiengruppe die Latenz zwischen dem
Einnahmezeitpunkt von ASS und der Blutentnahme > 45 Minuten betrug, sodass
gemal Zhou et al. zum Zeitpunkt der Probenanalyse ASS wahrscheinlich bereits zu
einem betrachtlichem Male hydrolysiert worden war (290). Auch kann angeflgt
werden, dass in der Patientenstudie im Gegensatz zu den Vorversuchen an
Probanden nachtraglich nur ASS-Konzentrationen bis maximal 100 uM zugesetzt
wurden. Moglicherweise hatte hier eine weitere Dosiserhohung auf 300 uM einen mit

der Pilotstudie vergleichbaren Effekt erzeugt.

4.11 Ausblick und Therapiealternativen

Die hohe Rate von ASS-Non-Response unter Komedikation mit Metamizol bei
Schmerzpatienten mit hochdosiertem und festem Medikationsschema macht es
erforderlich, Therapiekonzepte zu entwickeln, die gleichermal3en eine ausreichende

Analgesie und Thrombozytenfunktionshemmung sicherstellen.

Die zeitkinetischen Untersuchungen der eigenen Pilotstudien im Vollblut gesunder
Probanden zeigten, dass 5 pM ASS in Abwesenheit von 10 pM MAA die
Thromboxansynthese nach 30 - 40 Minuten um 90 % hemmt, wohingegen in
Anwesenheit von 10 yM MAA auch nach 90 Minuten keine Hemmung durch ASS
nachweisbar war (Abb.18). Die Zeitdauer, die ASS flr eine weitgehende Hemmung
der Thromboxansynthese benétigte, lag damit nah an seiner HWZ (15 - 20 Minuten).
So demonstrierten Dannenberg et al. und Polzin et al., dass bei Einnahme von
Metamizol 30 Minuten nach ASS, die durch ASS bewirkte Thrombozytenhemmung

nicht durch Metamizol beeintrachtigt wurde, da ASS schon seine Wirkung auf
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Thrombozyten entfaltet hatte (26,291). Ob sich dies auch auf die klinische Situation
bei Schmerzpatienten mit regelmaliger Einnahme von Metamizol Ubertragen lasst,

mussten weitere Studien klaren.

In den Pilotstudien zur vorliegenden Arbeit konnte unter hohen Konzentrationen von
ASS (100 pM und 300 upM) in Anwesenheit von MAA eine Hemmung der
Thrombozytenfunktion (TXB2-Synthese und Aggregation) registriert werden (Abb. 10
und 12). Diese war jedoch nicht vollstandig. Dies bestatigen zumindest teilweise
frihere in vitro-Untersuchungen von Hohlfeld et al., wo hohe Konzentrationen (100
bzw. 300 uM) von ASS den Effekt von Metamizol (in Form des aktiven Metaboliten
MAA) an der COX-1 Uberwinden konnten (25). Ob eine Dosissteigerung von ASS
uber die Ubliche Dosierung von 100 mg hinaus die Interaktion mit Metamizol klinisch
unterbinden kann, bleibt ebenfalls in klinischen Studien zu prifen. Die Ergebnisse
der vorliegenden Dissertation zeigen, dass die nachtraglich Zugabe (in vitro) von
ASS in Konzentrationen bis 100 yuM ASS nicht ausreichend war, um eine vollstandige
Aggregationshemmung zu erzielen. Auch eine Untersuchung von Polzin et al. konnte
erst bei ASS-Konzentrationen von > 300 yM (nachtraglich in vitro zugesetzt) eine
vollstandige Aggregationshemmung in Gegenwart von Metamizol nachweisen (26).
Solch hohe Konzentrationen von ASS im Plasma bedurfen jedoch deutlich héherer
oraler ASS-Dosierungen (> 500 mg) oder einer parenteralen Verabreichung von ASS
(z.B. 500 mg i.v.) (53). In der ARCTIC Studie konnte bei ASS-Non-Response durch
Gabe eines i.v. ASS-Bolus wieder eine Aggregationshemmung erzielt werden, was
jedoch im klinischen Alltag aul3er in Hochrisikosituationen, schwer umsetzbar ist
(292). Auch ware mit einer hoheren Rate an Nebenwirkungen zu rechnen, da bei
hdherer Dosierung auch die Synthese gastrointestinal und kardiovaskular protektiver
Prostaglandine gehemmt wirde (293,294). Im Ergebnis erscheint es daher
unwahrscheinlich, dass eine Erhdhung der oralen Dosierung von ASS geeignet ware,

die Interaktion mit Metamizol zu verhindern.

Fir die Verteilung der ASS-Dosis auf zwei niedrige Einzeldosen am Tag, gegenuber
einmaliger hoherer Dosierung am Tag konnten einzelne Studien zwar einen Vorteil
belegen (295-297). Dass hierdurch die Interaktion mit Metamizol verhindert werden
kann, ist allerdings wenig wahrscheinlich, da doch gerade eine hohe ASS-
Konzentration notwendig zu sein scheint, um die Interaktion mit Metamizol zu

verhindern.
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Unter einer nur kurz andauernden Komedikation von low-dose ASS und Metamizol
ist ein Wirkverlust von low-dose ASS unwahrscheinlich. Bérgermann et al. konnten
bei gesunden Probanden, welche 5 Tage low-dose ASS eingenommen haben, nach
Komedikation mit Metamizol (3 x 1 g/d) fur 2 Tage keine Interaktion detektieren. Dies
uberrascht nicht, denn die Lebenszeit eines Thrombozyten betragt im Mittel 10 Tage
(298), so dass die irreversible Hemmung der Thromboxansynthese durch ASS Uber

mehr als 2 Tage fortbesteht.

Da die Interaktion von Metamizol mit der Thrombozytenhemmung durch ASS am
ehesten durch Kompetition an der thrombozytaren COX-1 zu erklaren ist (s. Kapitel
4.2 und Abb. 24), kdnnte eine Umstellung auf Thrombozytenaggregationshemmer,
die einen anderen Aktivierungsweg inhibieren, ebenfalls eine Option sein, die

Interaktion zu ,umgehen® (s. Abb. 1).

P2Y12-Antagonisten wie z.B. Clopidogrel, hemmen thromboxanunabhangig die
ADP-abhangige Thrombozytenaktivierung. Clopidogrel ist jedoch erst nach
Metabolisierung Uber das Cytochom-P-450-System, welches im Rahmen von
Arzneimittelinteraktionen eine relevante Rolle spielt, pharmakologisch aktiv (299).
Entsprechend besteht eine groRe Heterogenitat in der Wirkung von Clopidogrel
(300). Die Studienlage zur Bedeutung von Clopidogrel im Vergleich zu low-dose ASS
ist zudem uneinheitlich. Zeigte die CAPRIE-Studie fur Clopidogrel als Monotherapie
bei Hochrisikopatienten ein gegenuber ASS um 8,7% reduziertes Risiko fur zerebro-
und kardiovaskulare Ereignisse oder vaskularen Tod (67), stellte sich in aktuelleren
Studien und Metaanalysen fur einen Wechsel von ASS auf Clopidogrel (75 mg) kein
Vorteil bezuglich primarer Endpunkte und Mortalitdt dar (161,301). Aktuell ist
Clopidogrel als Monotherapie nur bei Unvertraglichkeit gegentiber ASS (Allergie,
ASS-Asthma) und bei pAVK zugelassen und findet vorranging im Rahmen einer
dualen Antiplatichentherapie in Kombination mit /ow-dose ASS Anwendung.
Prasugrel und Ticagrelor als neuere P2Y12-Antagonisten sind nur in Kombination mit
ASS zugelassen und stellen somit ebenfalls keine Alternative flr low-dose ASS dar.
Eine Kombinationstherapie mit dem Ziel die Schmerztherapie mit Metamizol
beizubehalten, ware aufgrund des erhohten Blutungsrisikos (40 — 50 %) mit

ungunstigem Nutzen-Risiko-Verhaltnis ebenfalls keine Option (294,301).

Der Einsatz von GP llb/llla-Inhibitoren (Abciximab, Tirofiban, Eptifibatid), welche an
der Endstrecke der Thrombozytenaggregation die Fibrinogenvernetzung verhindern,

hat sich in der breiten klinischen Anwendung u.a. aufgrund von allergischen
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Reaktionen, erhohtem Risiko einer Thrombozytopenie und Blutungskomplikationen
nicht durchgesetzt (302), sodass sie in der aktuellen Leitlinie fir das NSTE-ACS nur
,wahrend PCI in Hochrisikosituationen oder bei thrombotischen Komplikationen® in
Kombination mit ASS lediglich mit einem niedrigen Evidenzgrad [IB aufgefuhrt
werden (55) (s. Abb. 1 und Tabelle 1). AuRerdem stehen sie nur als parenterale

Verabreichungsform zur Verfugung.

Praparate, die die Thrombozytenfunktion GUber Thromboxan selbst inhibieren, sind
bisher in keiner Leitlinie aufgefuhrt und somit auch keine Alternative fur low-dose
ASS. Auch der Thrombinrezeptorantagonist Vorapaxar ist ebenfalls nur als
Kombinationstherapie zugelassen und birgt ein hohes Blutungsrisiko (303,304) (s.
Abb. 1).

Auch Gerinnungshemmer werden in der Sekundarprophylaxe kardiovaskularer
Ereignisse eingesetzt. So hat Rivaroxaban (2 x 2,5 mg/d), ein direkter Faktor Xa-
Inhibitor, als erstes neues orales Antikoagulans eine Zulassung fir die Prophylaxe
atherothrombotischer Ereignisse bei KHK und pAVK. Diese Studien lieferten keine
Evidenz dafur, dass ASS bei ,Non-Response“ durch Antikoagulanzien ersetzt
werden kann. Positive Effekte zeigten sich hier in Kombination mit ASS (305,306).

Nach wie vor stellt somit low-dose ASS die Basis der antithrombozytaren Therapie

dar.

Statt ASS zu ersetzen ware auch eine Umstellung der Schmerzmedikation auf
andere Nicht-Opioid Analgetika zu diskutieren. Nachgewiesenermallen konnen
NSAID jedoch das kardiovaskulare Risiko erhdhen und die kardiovaskulare
Prognose verschlechtern (286,307,308). Als eine potentielle Ursache fir das erhdhte
kardiovaskulare Risiko von NSAID wird eine Hemmung der Prostaglandin-Synthese
in der Gefallwand (z.B. vaskulares Endothel) gesehen. Hier wird insbesondere das
Isoenzym COX-2 exprimiert, welches PGl2 synthetisiert, ein biologischer
,Gegenspieler’ von TXA2 mit antithrombotischen, vasodilatierenden und in der Niere
natriuretischen Eigenschaften. Daraus resultiert eine gestérte Homoostase zwischen
pro- und antithrombotischen Faktoren. Es kann zudem durch Hemmung der
Natriumausscheidung zu Blutdruckerhdhungen und Verschlechterung einer
Herzinsuffizienz  kommen  (309). Aufgrund dieser Kenntnisse  haben
Fachgesellschaften, wie die ,American Heart Association“ und auch die ,Deutsche
Gesellschaft fur Kardiologie“ zur besonderen Vorsicht beim Einsatz von NSAID und

COX-2-Hemmern bei Patienten mit KHK und auch Herzinsuffizienz aufgerufen
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(310,311). Da diese Risiken fur Metamizol nicht bestehen oder zumindest bisher
nicht dokumentiert wurden, stellt dieses insbesondere flr die oben genannte
Patientengruppe, aber auch flr Patienten mit eingeschrankter Nierenfunktion oder
gastrointestinalem Risiko ein beliebtes Analgetikum mit seit Jahren kontinuierlich

ansteigenden Verordnungszahlen dar (276,312).

Paracetamol als Nicht-NSAID inhibiert nur moderat COX-1 und COX-2 und wirkt
wahrscheinlich Uber die zentrale Aktivierung absteigender serotonerger Bahnen und
des endogenen Cannabionoidsystems (313,314). Paracetamol bildet keine
Wasserstoffbriicken im Substratkanal der COX-1 und interagiert demnach auch nicht
mit low-dose ASS (24,315). Es besitzt jedoch in oraler Applikation eine niedrigere
analgetische Potenz als Metamizol. Es hat entsprechend z.B. in der Palliativmedizin
nur noch wenig Bedeutung (316,317). Zudem scheint auch die Therapie mit
Paracetamol nicht ohne kardiovaskulares Risiko zu sein, da in Studien unter
regelmaldiger Einnahme von Paracetamol gehauft kardiovaskulare Ereignisse
beschrieben wurden (318,319). Auch die enge therapeutische Breite hinsichtlich der

Lebertoxizitat darf nicht aul3er Acht gelassen werden.

Wirde die in dieser Dissertation und anderen Arbeiten beschriebene Interaktion von
Metamizol mit ASS dazu flhren, dass dieses Analgetikum bei Patienten mit
vaskularem Risikoprofil vermieden wird, dann konnte die Schmerztherapie mit Nicht-
Opioid-Analgetika in Zukunft zu einer erheblichen Herausforderung werden. Mangels
schmerztherapeutischer Alternativen konnte ein friherer Einsatz von Opioiden
(WHO-Stufe 2), resultieren. Opiate haben jedoch ein hoheres Nebenwirkungsprofil
und kénnen u.a. aufgrund ihres zentralen Wirkmechanismus potentiell sowohl zu
Mudigkeit, Schwindel, Verwirrung, als auch Gewodhnung und Abhangigkeit, Ubelkeit,
Obstipation und bei Uberdosierung Atemdepression fiihren (320). Zudem besteht
unter Opiattherapie, besonders bei Therapieeinleitung oder Dosisanderung eine

eingeschrankte Verkehrs- bzw. Fahrtlchtigkeit (321).

Zusammenfassend ist ein optimiertes Therapieregime zur Behandlung
kardiovaskularer Erkrankungen, gekoppelt mit einer adaquaten Schmerzreduktion,
zwar Klinisch wichtig, infolge der beschriebenen zahlreichen und komplexen Risiken
und Interaktionen, aber schwer zu etablieren. Aufgrund der beschrieben Interaktion
zwischen ASS und Metamizol und der Gefahr hierdurch eine ASS-Non-Response zu
entwickeln, erscheint eine Uberwachung der Plattchenfunktion gerade bei Patienten

mit hohem kardiovaskularem Risiko sinnvoll. Ein routinemafiges Screening wird
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aktuell aber in den Leitlinien nicht empfohlen, insbesondere da kein ,Goldstandard®
fur die Labormethodik vorliegt, die Sensitivitat unter den Testverfahren sehr stark
variiert und keine Studien vorliegen, die einen klinischen Nutzen gezeigt haben
(162,292,322). Hier ist weitere Forschung indiziert. Eine zeitversetzte Einnahme,
moglichst orale Verabreichung von Metamizol, sowie die Applikation in der

niedrigsten Dosis kdnnen das Risiko der Interaktion reduzieren (291).

Arzten und Pharmazeuten kommt in der Vermeidung der Interaktion eine besondere
Bedeutung zu, da es sich bei Metamizol um ein verschreibungspflichtiges
Medikament handelt. So sollten Arzte und Apotheker die Medikation ihrer Patienten
auf maogliche Interaktionen stets prifen und den Patienten auf Einnahmemodalitaten
aufmerksam machen, diese im Medikationsplan vermerken um ihn fir die
Arzneimittelinteraktion zu sensibilisieren. Auch Computerdatenbanken und
~Wechselwirkungs-Checks®, wie sie in vielen Kliniken bereits Standard sind, sollten
diese Arzneimittelinteraktion berlcksichtigen. Auch fur Patienten sind solche
Programme z.B. auf der Seite der Apothekenumschau zuganglich und die
Arzneimittelinteraktion von ASS und Metamizol dort bereits aufgefuhrt (323).

Patienten sollten auf diese Moglichkeit hingewiesen werden.
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i, Probandennummer

Einwilligungserkliirung zur wissenschaftlichen Untersuchung von Blutspenden

Fiihrt die Einnahme von Metamizol zum
Wirkverlust von niedrigdosierter Acetylsalicylsédure?
Eine Patientenbeobachtung

Ich bin damit einverstanden, dass Blutproben entnommen werden, die fiir wissenschaftliche Zwecke verwendet
werden. Uber resultierende Risiken bin ich aufgeklért worden.

Unabhingig vom Untersuchungsergebnis ist mir bewusst, dass meine cventuelle Teilnahme an der Studie
vollkommen freiwillig ist und mein vorheriges Einverstindnis erfordert. Ich bin auBerdem dariiber informiert
worden, dass diese Proben nicht kommerziell verwertet werden.

Ich bin damit einverstanden,

« dass die medizinischen Daten aus der Untersuchung meiner Blutproben sowie einige persinliche
Daten aufgezeichnet werden.

e dass die wissenschaftlichen Daten aus der Untersuchung meiner Blutproben in anonymisierter
Form, d.h. ohne Namen des Spenders, zur wissenschaftlichen Auswertung und zur Uberpriifung
an das Institut fiir Pharmakologie und Klinische Pharmakologie der Heinrich-Heine-Universitiit
weitergegeben werden kinnen.

s dass die Ergebnisse der Studie in anonymisierter Form fiir eine wissenschaftliche Publikation
verwendet werden diirfen.

¥

J1Ja, ich bin damit cinverstanden, dass die Blutproben fir weiterc Tests im Rahmen der beschrie-

benen wissenschaftlichen Untersuchungen aufbewahrt werden.
[ Nein. ich bin mit nicht damit einverstanden, dass die Blutproben fiir weitere Tests autbewahrt werden.

Mir ist versichert worden, dass die Vorschriften des Datenschutzes beim Umgang mit den Daten
eingehalten werden.

Ich erklidre mich hiermit mit der Untersuchung meiner Blutproben einverstanden.

Ich habe ¢ine Kopie der Einwilligungserklirung und der Patienteninformation erhalten.

Informationsgespriich gefithrt hat:

fv?m‘Prabm?_en persbnliph MM, ; Vom aufkldrenden Arzt auszufiillen, der das
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Beeinflusst Metamizol (Novalgin®) die Hemmung der Thrombozytenfunktion durch
niedrigdosierte Acetylsalicylsdure (ASS)? Beobachtungsstudie an Patienten unter
einer entsprechenden Schmerztherapie.

C liste fiir die Studienteilnehmer:

Zugeteilte Nummer

Name/Vorname
Patientenalter (= 18 Jahre) - Jahre
Kérpergewicht kg
Korpergréie e e O
Kardiovaskulare Vorerkrankung?

ASS-Dosis (75-150mg/d) mg/d
ASS-Dosis >150mg in den letzten 7 Tagen? ja nein

Dauer der vorausgehenden ASS-Einnahme Tage/Monate
(27 Tage)

Metamizol-Dosis (10-20mg/kg KG 2-4x/d) mg /d
Dauer der vorausgehenden Metamizol-Einnahme Tage/Monate
(25 Tage)

Einnahme von anderen NSAIDs? ja nein
Therapie mit anderenThrombozytenfunktionshemmern? ja nein
Therapie mit Antikoagulanzien (Marcumar, Heparin) ja nein

in therapeutischer Dosierung?

Vorbekannte Gerinnungs- oder Thrombozyten- ja nein
Funktionsstérung?
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