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I. Einleitung

Die Einleitung gibt zuerst einen kurzen Uberblick tiber die Geschichte der Prostaglandin-
Forschung, den  Arachidonsdurestoffwechsel mit den  Schlusselenzymen, den
Cyclooxygenasen, ihre physiologische Rolle im Nervensystem sowie Beteiligung an
Erkrankungen, schlieBlich wird auf die klassischen und atypischen nichtsteroidalen
Antitheumatika (NSAR) mit besonderem Augenmerk auf den Wirkungsmechanismus
eingegangen, der auch einen Teil der Fragestellung dieser Arbeit darstellt.

Eine detaillierte Beschreibung der Fragestellung findet sich im Anschluss an die Einleitung.

I.1. Warum Prostaglandinstudien?

Prostaglandine sind seit tber 40 Jahren bekannt, die sie synthetisierenden Enzyme,
Cyclooxygenasen oder kurz COX genannt, seit knapp 15 Jahren; COX-Isoformen sind
Gegenstand aktueller Forschung. Prostaglandine wurden zuerst in der Samenfliissigkeit als
Modulatoren der Kontraktilitit glatter Muskulatur in der Prostata (englisch: prostate gland)

*!. Lange unterschitzte man ihre Lebensnotwendigkeit und degradierte sie zu

gefunden
Entziindungsmediatoren. Thre Rolle ist jedoch mannigfaltig und duferst komplex. Zahlreiche
Funktionen sind auch heute noch unbekannt, ohne Prostaglandine kann jedoch kein
Organismus funktionieren und es gibt kein Organ, das keine Prostaglandine enthilt.

Seit iber 100 Jahren sind Hemmer der Cyclooxygenasen die mit am haufigsten gebrauchten,
zum Teil frei verkduflichen Medikamente, mit allerdings durchaus schwerwiegenden
gastrointestinalen und renalen Nebenwirkungen bei fehlenden drastischen Effekten auf das
ZNS. Anfangs als Schmerzmittel und Antiphlogistika verabreicht, finden sie heute immer
mehr Einsatzgebiete, wie z.B. zur Infarktprophylaxe mit ASS. Daneben gibt es atypische
NSAR, die bei gleicher analgetischer und antipyretischer Potenz weder antiphlogistische

Wirkungen noch typische Nebenwirkungen der klassischen COX-Hemmer zeigen und

aufgereinigte Cyclooxygenasen kaum zu hemmen vermégen.



I. Einleitung Seite 2 -

I.2.1. Was sind Prostaglandine?

Prostaglandine (PG) sind Bestandteil der Eicosanoid-Familie, zu der auch Prostacycline,
Thromboxane (Tx), Leukotriene (LT) sowie Hydroperoxy- und Hydroxyfettsauren gehoren.
Bei allen Substanzen handelt es sich um Mediatoren, d.h. lokal witksamen, hormonihnlichen
Faktoren, die von zahlreichen Zellen des Organismus gebildet werden, auto- sowie parakrin
wirken und im Gegensatz zu den Hormonen die Zielzellen per diffusionem erreichen.
Mehrfach ungesittigte C,-Fettsauren wie Arachidonsdure (AA), Linolensdure und
0-Linolensiure sind das Substrat der Eicosanoid-Biosynthese. Uber drei verschiedene
enzymatische Stoffwechselwege (Cyclooxygenase, Lipoxygenase, Cytochrom P-450)
entstehen verschiedene Prostaglandine (PG), Thromboxane (Tx), Leukotriene (LT) und
Hydroxyfettsiuren, die je nach Ursprungssubstrat in drei Gruppen eingeteilt werden kénnen,
wobei jede dieser Gruppen noch weitere Untergruppen enthilt.

Tx verfiigen tGber einen heterozyklischen Sechsring, PG tber einen azyklischen Finfring. Je
nach der Substitution im Funfring mit Oxo- und Hydroxygruppen erfolgt eine Einteilung in
Gruppen A bis F. Durch zusitzliche, tief gestellte Ziffern wird die Zahl der

Doppelbindungen in der Seitenketten angegeben.

I.2.2. Cyclooxygenasen und Prostaglandine im Zentralen Nervensystem

Das Vorhandensein von Prostaglandinen (PG) im Gehirn wurde erstmals 1964 durch
Samuelsson beschrieben **. Seitdem haben zahlreiche Studien gezeigt, dass Prostaglandine in
verschiedenen Regionen des ZNS transiente Level aufweisen ' und als Antwort auf
mannigfaltige Stimuli ausgeschiittet werden. Die basalen Konzentrationen sind in

Nager-Gehirnen recht niedrig * und steigen nach Stimulation sehr rasch an *°.

In Gehirnhomogenaten von Nagern finden sich messbare PGD,-, PGE,- und PGF,q-Spiegel
%71 Im Riickenmark konnte eine PG-Ausschiittung, v.a. PGE,, nach Stimulation gezeigt
werden ¥’ wobei als Stimuli sowohl periphere Verletzungen und Entziindungen " als auch
intrathekale Neurotransmitter-Injektionen ' fungierten.

Prostaglandine werden von verschiedenen Zellen synthetisiert. Sowohl nicht-neuronale

Zellen, wie Astrozyten und Mikroglia als auch Nager-Neurone und schlieBllich petiphere

Neurone des vegetativen Nervensystems vermoégen in Kultur Prostaglandine zu
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el 13-16
synthetisieren

. In-situ-Hybridisierungs- und immunhistochemische Untersuchungen
zeigen eine exklusiv neuronale Lokalisation in vivo "%,

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass das Nervensystem eine ausgeprigte Fahigkeit
zur Synthese von Prostaglandinen besitzt, was auf ihre wichtige physiologische und

pathophysiologische Rolle hindeutet "%,

I.2.3. Struktur und Funktion der Cyclooxygenase

Die Cyclooxygenase, ein Him- und Glykoprotein, ist ein Homodimer und besteht aus
insgesamt vier Untereinheiten. Sie verfiigt als membranassoziiertes Protein Uber eine
Membranbindungsdomine aus Tandemsequenzen amphipathischer Helices, die eine
hydrophobe Oberfliche schaffen und so die die innere Schicht der Membran penetrieren **
. Wie der Name Prostaglandin-Endoperoxid-Synthetase schon andeutet, verfiigt die COX
tber zwei differente Katalyse-Aktivitdten.

Carboxyterminal der Membranbindungsdomine befindet sich die globulire katalytische
Domine, welche nahezu 80% des gesamten Proteins ausmacht und tiber zwei different
enzymatisch aktive Zentren verfiigt. Diese liegen auf zwei miteinander verflochtenen
Untereinheiten, deren Nahtstelle den Eingang zum flachen Peroxidase-Zentrum auf der
lumindren Oberseite des Enzyms bildet, wo auch das Him-Protein gebunden wird.
Der Zustand des Him wird durch eine Eisen-Histidin-Verbindung in Position 388
koordiniert ***", Das Ham ragt in das aktive Peroxidase-Zentrum hinein und interagiert mit
PGG, sowie anderen Lipidperoxiden.

Das Cyclooxygenase-Zentrum ist ein hydrophober, langer, schmaler und blind endender
Kanal, deren Eingang durch vier amphipathische Helices, die zur Membranbindungsdomine
gehoren, gebildet wird. Im aktiven Zentrum  bildet Argininm ein  Uber
Wasserstoffbindungsbriicken verbundenes Geflecht mit Glutamat™* und Tyrosin®, wobei
Arginin und Glutamat zusitzlich je ein Eisenion binden. Arginin ist essentiell fiir die Bindung
von Substrat und carboxylathaltigen NSAR in COX-1, jedoch nicht in COX-2 *”. Im oberen
Anteil des Kanals wird durch ein Tyrosinradikal in Position 385 die Arachidonsdure durch
Abspaltung eines Wasserstoffatoms aktiviert, im Anschluss oxidiert und zyklisiert. Durch
weitere Aminosiuren im aktiven Zentrum, Serin® und Valin®, wird durch Oxygenierung

506

von Arachidonsdure (AA) am Kohlenstoff 15 das kurzlebige PGG, generiert ™.



I. Einleitung Seite 4 -

Der Hauptunterschied zwischen den aktiven Zentren der beiden COX-Isoenzyme ist eine
Substitution von Isoleucin in Position 523 in COX-1 gegen Valin in COX-2, das zu einer
anderen Konformation des Grundes der hydrophoben Pore fiihrt, wo NSAR binden. Es
resultiert ein weiter gestellter Eingangsbereich sowie eine sekundire interne Tasche. Dieser
Unterschied eroffnete die Moglichkeit, selektive COX-2 Hemmer zu entwickeln. Andere

Unterschiede in der Quartirstruktur betreffen nicht das aktive Zentrum %,

I.2.4. Cyclooxygenase und -Isoformen

Es existieren mindestens zwei Cyclooxygenase-Isoformen *"*;

COX-1 wurde bereits 1976 aus der Samenblase des Rindes isoliert *!. COX-1 mRNA und
Protein werden in den meisten Geweben verhiltnismal3ig stabil exprimiert und sind fir die
zellulire Homoostase unerlisslich. Das Schwanken der Prostaglandin-Konzentrationen wird
auf das Vorhandensein einer induzierbaren COX-2 zurtckgefihrt. COX-2 wurde zwischen
1988 und 1991 entdeckt * *%» % geklont '] ist auch als Prostaglandin-Hydroperoxid-
Synthase-2 (PGS-2) oder Tetradecanoylphorbol-13-acetat induzierbare Substanz (TIS-10)
bekannt und wird in nur wenigen Geweben physiologisch konstitutiv exprimiert. Eine
Ausnahme zu der niedrigen basalen COX-2 Expression bietet das Gehirn .

Dass es sich bei den beiden Cyclooxygenasen um zwei verschiedene Enzyme handelt, belegt
u.a. die Tatsche, dass sie durch unterschiedliche Gene auf verschiedenen Chromosomen
kodiert werden: das COX-1 Gen ist auf Chromosom 9q32-q33.3 lokalisiert, zdhlt 22,5 kpb
und besteht aus 11 Exons und 10 Introns, das COX-2 Gen liegt auf Chromosom 1, zihlt nur
8,3 kpb und besteht aus 9 Exons sowie, verglichen mit COX-1, 10 wesentlich kleineren
Introns. Die Transkription fihrt zur mRNA von 2,7 kbp bei COX-1 und 4,5 kbp bei
COX-2. Beim COX-2 kodierenden Gen handelt es sich um ein sog. ,,immediate-early Gen®,
die mRNA hat nur eine sehr begrenzte Lebenszeit von ~ drei Stunden verglichen mit der
COX-1 mRNA von zwolf Stunden (menschliche GroBhirnrinde). Obwohl beide Gene sehr
unterschiedlich sind, sind die Proteine auf Aminosiureebene zu 60 % homolog, haben ein
dhnliches Molekulargewicht sowie Proteinlinge: das COX-1 Protein mit 65 kDa besteht aus
599, das COX-2 Protein mit 70 kDa aus 604 Aminosiuren **** ™', Ein wesentlicher

Unterschied zwischen beiden COX-Genen ist die groflere Promotorregion am 5-Ende des
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COX-2 Gens. Sie enthilt wichtige Kontrollelemente, die an Transkriptionsfaktoren binden
und die Transkription anderer Gene steuern kénnen.

Beide Isoenzyme zeigen differente Priferenzen fiir PG-Synthasen und —Isomerasen *".
COX-3, entdeckt im Hunde-Gehirn, ist das Produkt des COX-1 Gens auf Chromosom 9,
das beim alternativen Splicen durch Retention des Introns 1 entsteht '™ "' Bei den
Sdugetieren beruht der Unterschied zwischen COX-1 und COX-3 auf der Proteinebene auf
einer Insertion von 30 bis 34 Aminosduren im hydrophoben Signalpeptid, das, im Gegensatz
zur COX-1, nach der Translation nicht abgespalten wird. Den grofiten Expressionsanteil
findet man beim Hund im Gehirn und im Herzen mit ~5 % der COX-1
Gesamtkonzentration . Beim Menschen konnte bis heute jedoch kein funktionelles COX-3

# Die Retention des Introns 1 im humanen COX-1

Protein nachgewiesen werden
Transkript, das sich vom caninen durch ein fehlendes Nukleotid unterscheidet, fithrt zur
Verschiebung des Leserasters (Frameshift) und Bildung eines komplett anderen Proteins
ohne COX-Aktivitit *°. Gleiches gilt fiir Maus- und Ratten-COX-3 >, Kiirzlich wurde iiber
das Vorhandensein von drei Intron 1 enthaltender Splicingvarianten der COX-1
(genannt COX-1b1, COX-1b2 und COX-1b3) in diversen humanen Geweben berichtet **.
COX-1b1 enthilt durch den Frameshift ein vorzeitiges Stopp-Codon und ist funktionslos;
COX-1b2 und -1b3 enthalten zwei zusitzliche Nukleotid-Deletionen, sodass funktionsfahige
COX-Proteine entstehen **',

Die Funktion weiterer, kleinerer Splicingvarianten des COX-1 Gens PCOX-1a und

PCOX-1b, die das Intron 1 nicht enthalten, ist noch unbekannt ™',

I.2.5. Biosynthese und Inaktvierung der Prostaglandine

Sauger-Phospolipide bestehen meistens aus mehrfach ungesittigten Fettsduren, die an
C,-Position des Glycerols verestert sind. AA und DHA werden durch die Phospholipase A,
(PLA,) aus Phospholipiden, die in der Plasmamembran von Zellen reichlich enthalten sind,

496-498

freigesetzt Diese bilden den Hauptteil der bei Ischimie, Verletzung,
neurodegenerativen Erkrankungen, Entziindung oder einem anderen Typus des Traumas
freigesetzten freien Fettsduren. Die Biosynthese der Prostanoide (Cyclooxygenase-Pathway)
konkurriert um das Substrat mit der Biosynthese von Leukotrienen (Lipooxygenase-

Pathway). Limitierender Schritt der Prostanoid-Biosynthese durch beide COX-Isoenzyme ist
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die Freisetzung der Substrate, v.a. der AA, aus der Zellmembran durch die PLA,. Durch
Oxidation, Zyklisierung und Oxygenierung der AA durch die COX entsteht das kurzlebige
PGG,. Dieses wird, nachdem es vom COX-Katalyse-Zentrum zum Peroxidase-Zentrum des
gleichen oder eines benachbarten Enzyms gelangt ist, anschlieBend durch die Peroxidase-
Aktivitit ~ zum  Zwischenprodukt ~ PGH,  reduziert, das  durch  spezifische
Prostaglandinsynthasen oder spontan zu den Endprodukten PGD,, PGE, PGI,
(Prostacyclin), PGF,q sowie TxA, umgesetzt wird. PG]J, ist ein Metabolit von PGD,.

Da Prostanoide grof3e, hydrophile Molekile sind, die Lipidmembranen nur schwer passieren,
werden sie aktiv mit einem Transporter aus der ,,ATP-binding cassette-Familie
(englisch: multidrug resistance protein 4, kurz MRP-4) iiber die Zellmembran geschleust **.
Prostaglandine sind sehr kurzlebig: in den meisten Geweben werden sie durch die
Hydroxyprostaglandin-15-Dehydrogenase inaktiviert. Blockiert man dieses Enzym mit
Sulfasalazin oder Indometacin, ist die Halbwertszeit der Prostaglandine im Koérper linger.
Der weitere Abbau erfolgt durch eine Prostaglandin-13-Reduktase und 3- oder w-Oxidation.
Cyclooxygenasen konnen aufler Arachidonsdure auch 2-Acyl-Glycerol zu Anandamid
umsetzen 1%, Selektiv COX-2 oxygeniert N-arachidonoylglycin zu Aminoeicosanoiden '*'.
Diese Substrate sind Liganden an Cannabinoid-Rezeptoren und kénnen nach enzymatischer
Umsetzung zu Amino-Eicosanoiden an der Schmerzverarbeitung teilhaben. Die genaue

Funktion dieser Stoffgruppe ist noch nicht bekannt.
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Abbildung 1: schematische Darstellung des Arachidonsiuremetabolismus
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I.2.6. Modulation der Cyclooxygenase- und Peroxidase-Aktivitit

Regulation der enzymatischen Aktivitit der COX beinhaltet Anderungen von V. oder K |
der Arachidonsdure-Oxidation, der Substratspezifitit oder des Substrattransportes zwischen
den beiden katalytischen COX-Anteilen bzw. der COX und den nachgeschalteten
Isomerasen und Oxidoreduktasen.

Stickstoffmonoxid (NO) aktiviert die naive COX-1 als endogener Oxidant, indem es zur
Ausbildung des Tyrosin-Radikals im aktiven Zentrum fithrt % bei COX-2 fiihrt es jedoch
529

durch Nitrierung von Tyrosin® zur Aktivititsminderung

COX-2 co-reguliert 3 Die COX moduliert wiederum die NO-Aktivitit in der Umgebung

. Die NO-Synthase wird oft mit

u.a. durch Verbrauch von NO als reduzierendes Co-Substrat **.

Abhingig von der Zellart und / oder dem Stimulations-Status der Zelle sind mannigfaltige
Kopplungen der COX an Phospholipasen oder Isomerasen inklusive intrazellulirer
Translokation von Isomerasen und / oder COX-Isoenzyme beschrieben worden, die zur
bevorzugten Bildung spezifischer Eicosanoid-Isomere fithren »'>%,

Weitere (alosterische) Regulationsméglichkeiten sind durch COX-bindende Proteine wie z.B.
Nucleobindin (Nuc) gegeben *”.

Die COX selbst verfiigt iiber einen Autoinaktivierungsmechanismus 302,

I.2.7. Regulation der COX-Expression und -Prostaglandinsynthese

Lange herrschte die Lehrmeinung, dass COX-1 fir die Prostaglandin-Synthese unter
physiologischen Bedingungen zustindig, wihrend COX-2, bei Bedarf mit gewisser Latenz
induziert, an Orten der Erkrankung / Entzindung fir die pathologisch erhohte
Prostaglandin-Synthese verantwortlich ist ',

Transkription und Translation beider Enzyme sind streng reguliert . Da bei COX-1 von
einer konstitutiven Expression ausgegangen wird, ist ihre Induzierbarkeit schlecht untersucht
", In vitro findet sich eine Induktion durch NGF wihrend neuronaler Ausdifferenzierung
und bleibt in ausdifferenzierten Zellen konstant bestehen **. In vivo ist im Gehirn eine

6

Induktion nach reversibler Ischimie beschrieben worden ®. Die Prostaglandin-Synthese

durch COX-1 wird hauptsachlich durch das Substrat-Angebot reguliert 2
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In Neuronen erfolgt in vivo rasch eine kontrollierte Induktion der COX-2 mRNA sowie
deren Translation durch inflammatorische Zytokine (IL-1B, IL-2, TNFa, IFN-y) *
exzitatorische Neurotransmitter, v.a. Glutamat " > > Wachstumsfaktoren (TGF-0 und

-B, PDGF, EGF), Gewebshormone (PAF, Endothelin), Hormone (Progesteron, FSH, LH,

HCG), Tumorpromotoren (Phorbolester, Forskolin), Serum, Viren, bakterielle Bestandteile,

27
>

v.aa LPS, sowie viele weitere Mediatoren neuronal-synaptische ~ Aktivitdt

b

71

5

Langzeitpotenzierung *, generalisierte Depolarisation zelluldren, psychischen und
physiologischen Stress 7/, Sauerstoffmangel und Ischimie ™', beim epileptischen Anfall *
% 5 Fieber *' sowie nach Verletzungen **%'% #? #*% Die Prostaglandin-Synthese wird

Uber Expressionskontrolle genau reguliert » und steigt parallel zur Induktion an 462,

In vitro vermogen IL-1 und II-6 in kultivierten peripheren Neuronen COX-2 zu
induzieren *> **"*>*’ In kortikalen Neuronen findet eine PLA,-Induktion und eine erhéhte
Arachidonsiure-Freisetzung nach Inkubation mit HIV-1 gp120 ' statt, welches auch eine
iibermiBige Glutamatausschiittung bewirkt ', In neuronalen Zellen werden COX-2 Level
auBBerdem iiber den Ubiquitin- / Proteasom Signalweg moduliert >,

In vitro und unter bestimmten Bedingungen verfiigen auch nicht neuronale Zellen tber

COX-Aktivitait, so wird zB. in kultivierten murinen Astrozyten dosisabhingig durch

IL-1B COX-2 induziert ¥, kultivierte Ratten-Mikroglia produzieren Ficosanoide * und

49

5

exprimieren COX-2 nach Stimulation mit Adenosin-A2a-Rezeptor Agonisten *, isolierte
Oligodendrozyten aus dem Schweinegehirn zeigen COX-Aktivitit . Gehirn-Endothel-
Zellen zeigen physiologisch minime COX-2 Aktivitit *’, bei Fieber und Entziindung kommt
es zur massiven COX-2 Induktion > >,

In Entziindungszellen, v.a. Makrophagen, wird Tranksription und Translation der COX-2

Zeit- und Dosis-abhingig durch IL-1f, LPS, IFNY, Endothelin-1 und zahlreiche andere
Stimuli induziert ',

Die Wirkung der induzierbaren COX-2 charakterisiert sich v.a. durch eine mindestens dreil3ig
minttige Latenz bis zur Proteininduktion sowie eine sehr kurze Expressionsphase. Diese
wird bedingt durch ein langes, nicht translatiertes 3’-Ende der COX-2 mRNA, das zahlreiche
Poly-A- und AUUUA-Sequenzen enthilt, die instabil sind und zur schnellen Degeneration
des Transkriptes fithren *>*.

Reguliert wird die COX-2 Expression durch Promotor-kontrollierte Transkription,

unterschiedlich lange Stabilitit der mRNA aufgrund von alternativem Splicing und
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Modifikation sowie regulierten Transport der mRNA vom Zellkern zum rauen
Endoplasmatischen Retikulum mittels CRM1 *”,

COX-Transkription wird in vivo und in vitro durch Glukokortikoide auf Protein- und Gen-
Ebene * 7" ™ 2% gowie durch selektive PLA,-Hemmung *' inhibiert: im ZNS ist eine
Runterregulation der COX-2 Level *’ sowie eine Hemmung der COX-2 mRNA Induktion im
Neokortex, jedoch nicht im Hippocampus feststellbar.  Allerdings sind  die
Glukokortikoiddosen, die fiir die Inhibition bendtigt werden, groBer als therapeutisch
angewendet *. 1L-10 hemmt die COX-2 Induktion. Actinomycin D inhibiert die COX-2
Transkription, die Translation wird durch Cycloheximid gehemmt **. Beide COX-Isoformen
sind durch klassische NSAR und durch hohere Dosen selektiver COX-2 Hemmer
inhibierbar *****%,

Allgemein gesagt, ist die COX-1 fur die schnelle Prostanoid-Bildung verantwortlich, wahrend
die COX-2 bei Bedarf grof3e Prostanoid-Spitzen zur Verfigung stellen kann.

I.2.8. Lokalisation der COX-Expression im ZNS

Seit der Entdeckung der beiden COX-Isoformen und deren Nachweis im Gehirn 27, 149, 190-191,

1645 wurden zahlreiche Versuche unternommen, ihre Lokalisation im ZNS zu spezifizieren

39 Im Gegensatz zu den meisten peripheren Geweben ist im Gehirn von Nagern und
Menschen COX-2 die herkémmlichere der beiden COX-Isoformen > *#%*,
Allgemeine Aussagen beziglich Lokalisation sind problematisch, da die Cyclooxygenase

rassenspezifische Verteilungen zeigt und verschiedene Organismen untersucht worden sind

7 Eine weitere Schwierigkeit besteht darin, dass, wihrend der COX-2 C-Terminus eine

einheitliche Sequenz aufweist, gegen welche Antikérper einfach hergestellt werden kénnen,

Vergleichbares bei der COX-1 fehlt #9 COX-2 mRNA ist sehr instabil, der post mortem

Examinationszeitpunkt ist hier entscheidend fiir den COX-2 Nachweis 42

Beide Isoenzyme werden im Gehirn konstitutiv exprimiert, wobei eine hohe konstitutive

COX-2 Expression exklusiv den Neuronen zugeschrieben wird, aktivierte Mikroglia

197
17

exprimieren hauptsichlich COX-

193
5

COX-1 wird, mit groflen Rassenunterschieden neuronal in cholinergen Vorderhirn-

neuronen, im Hippocampus, Neocortex, den Amyglada, Hypothalamus und in hohen Leveln

. . . . : 27,36, 246-250
in subkortikalen Kerngebieten exprimiert =7 =7
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25 bis 50 % aller zentralen Neurone exprimieren COX-2. Reichlich COX-2 findet sich in den
Vorderhirnneuronen ** 7/, Hypothalamus, Neocortex, Hippocampus, Amygdala und
Limbischen System 219 ferner sind geringere Konzentrationen in Kerngebieten um den IIL
Ventrikel und diskrete Mengen im Hirnstamm * nachweisbar. Kortikale COX-2 Level sind
deutlich hoher als subkortikale.

Im Rickenmark werden beide Isoenzyme konstitutiv exprimiert, bei Nagern ist COX-1 die
dominierende Isoform *”. COX-2 Expression steigt bei peripherer Entziindung rasch an
s,

Intrazellulir ist die COX nicht diffus verteilt, sondern bestimmten Kompartimenten
zugeordnet. Innerhalb der Neurone ist COX-2 im Soma, postsynaptisch in den Dornen
proximaler und distaler Dendriten hauptsichlich exzitatorischer, glutamaterger Zellen zu

ﬁnden 12, 38, 191, 196

sowie steht, assoziiert an die innere Membran des Endoplasmatischen
Retikulums », in direkter Verbindung zum Zellkern 78,

Mikroglia verfugen tiber eine konstitutive COX-1 Expression in vivo und in vitro, COX-2 ist
in vitro induzierbar, in vivo jedoch nur perivaskulir anzutreffen > > %" COX-1 eignet
sich wegen der stabilen Expression hervorragend als Mikrogliamarker .

311, 313 .
> 2 und ist kaum

In Astrozyten wird COX-1 in vivo nicht, in Kultur niedrig exprimiert
. . 311, 314 . e . ; . 149, 311-314 . .

induzierbar . COX-2 Expression ist in vitro schnell induzierbar . In vivo wird
COX-2 bei neugeborenen Tieren konstitutiv exprimiert % und ist durch Trauma, Ischimie

245,308, 315-317 S . 193
> , jedoch herrscht Uneinigkeit in der Literatur .

und Entzindungen induzierbar
In ausgewihlten nicht-neuronalen Geweben, u.a. der Macula densa der Niere, dem Hoden
und den weiblichen Geschlechtsorganen konnte ebenfalls eine konstitutive COX-2

Expression nachgewiesen werden.

1.2.9. Intrazellulire Signalwege der Prostanoide

Prostaglandine (PG) entfalten ihre Wirkung iiber spezifische PG-Rezeptoren **, die zur

Familie der 7-Transmembran-Dominen-Rezeptoren gehéren und je nach Rezeptor an G-,

60-61

G, oder G-Proteine gekoppelt sind Die G-Protein-Kopplung ist durch die

Konzentration des Liganden und Rezeptor-Multimerisierung modifizierbar T T der
Peripherie ist eine direkte Bindung der Prostaglandine an Transkriptionsfaktoren beschrieben

98, 476 : : . . . 479-481
worden "~ """, Diverse PG binden an nukleare Faktoren in vitro .
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G-Protein Second messenger Rezeptor Prostaglandin
- EP,
- EP4 PGE»
G cAMP1? - Isoform des EP;
- DP Dp
- 1P 1P
i Fplf des EP } PGE.
Gq Caz + - SOrorm aes 3
- FP PGF,
- TP TxA»
- Isoform des EP3 PGE;
Gi cAMP! - TP
- CRTH, TxAz
I.3.  Bedeutung von ungesittigten Fettsiuren und Cyclooxygenasen im
Nervensystem

Arachidonsdure (AA), ihre Metaboliten und PAF sind Mediatoren bei mannigfaltigen
physiologischen Reaktionen. Reize fir die Freisetzung kénnen Nervenimpulse, biogene
Amine wie Histamin, Serotonin oder Hormone wie Gastrin sein.

Auf die funktionelle Bedeutung der Prostaglandine im ZNS kann v.a. anhand von in vitro
Untersuchungen, der Wirkung von nicht steroidalen Antitheumatika (NSAR) und
letztendlich durch Untersuchungen an Cyclooxygenase- (COX-) und PG-Rezeptor-
Knockout-Miusen geschlossen werden.

In den 70er Jahren wurden Prostaglandine (PG) falschlicherweise als Hauptmediatoren von
Entziindungsreaktionen, Schmerz und Fieber angesehen. Heute weill man, dass viele andere
Mediatoren wie Zytokine, Chemokine etc. an diesen Prozessen eine nicht minder wichtige
Rolle spielen und dass PG zahlreiche weitere unentbehtliche Funktionen im gesamten
Organismus austiben.

COX-Inhibitoren verursachen keine zentralnervésen Storungen, COX-Knockout-Mduse
zeigen ebenfalls keine Neuropathologie. Trotzdem sind Cyclooxygenasen und ihre Produkte
an zahlreichen physiologischen und pathologischen Vorgingen im ZNS und PNS beteiligt.
Inwieweit es im ZNS Funktionen gibt, die nur einer COX-Isoform zugeschrieben sind, ist
schwierig zu sagen. Sehr wahrscheinlich kann das Fehlen einer Isoform durch die

. 2
vorhandene kompensiert werden %,
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COX-2, v.a. PGE,, spielt eine wichtige Rolle bei synaptischer Plastizitit, Schmerzempfinden,
Neurodegeneration, neuronaler Apoptose, Epilepsie und nach einem Apoplex (hier
besonders bei Reperfusionsschiden) ',

PGE, wird ubiquitir von COX-1 und -2 synthetisiert . Im Riickenmark ist es das haufigste

Prostaglandin und wichtig v.a. bei der Schmerzprozessierung.

I.3.1. Physiologische Prozesse

1.3.1.1. Zellular

295-296
>

Arachidonsdure und ihre Metaboliten modulieren neuronale Genexpression
Zellmembranstruktur und transmembranésen lonentransport, Rezeptorfunktionen und

somit  synaptische  Transmission, Proteinexpression und  Ausschittung  von

90-91 289-294, 297-299

Neurotransmittern sowie Hormonen
Unter gewissen Umstinden triggern Prostaglandine Signaltransduktionswege, die neuronale
Vulnerabilitit erhdhen ** durch gesteigerte toxische sowohl neuronale als auch astrozytire
Glutamatausschiittung 0 verinderte Genexpression b Bildung freier Radikale, Superoxide,
DNA-Addukte sowie Proteinmodifikationen direkt durch COX-Aktivitit v.a. im Bereich der
Dendriten '*>*”**, COX-Inhibitoren begrenzen diese Zellschidigung signifikant >,
Neuroprotektion durch PGI, und PGE, bei glutmatinduzierter Exzitotoxizitit ist allerdings
auch beschrieben *'*”,

Induktion durch IEG (englisch: ,,immediate-early gen®) und EGF (englisch: ,,epidermal
growth factor) vermittelten Wachstums kann durch Inhibition der Leukotrien- und
Prostaglandin-Synthese verhindert werden * "%,

In sich teilenden Fibroblasten férdern PG und LT die Um- und Neubildung des Zytoskeletts
(Aktin) '”. In Neuronen wird durch NGF (englisch: ,,nerve growth factor*) COX-Aktivitit
stimuliert und Neuritenwachstum induziert, welches durch PLA,- und COX-Inhibition
gehemmt werden kann'*,

Arachidonsdure und —Metaboliten ,,Jockern® Tight Junctions zwischen Astrozyten und somit

die Blut-Hirn-Schranke > %',
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1.3.1.2. Embryonalentwicklung

Wahrend der Embryonalentwicklung sind beide COX aktiv.

In neugeborenen Schweinen findet sich COX-2 in betrichtlichen Mengen im Kortex und
perikapillir, die Level sinken wihrend der Reifung der Tiere langsam ab “ Im Rindergehirn
wird COX-1 wihrend der spiten Embryonalentwicklung in verschiedenen Bereichen des
Gehirnes, v.a. im Atemzentrum, exptrimiert 7 Im Nagergehirn konnte COX-1 mRNA
unmittelbar nach der Geburt mit steigenden Leveln wihrend der Reifung %2 COX-2 mRNA
erst ab Tag 7. postnatal mit einem Peak zwischen dem 21. und 35. Lebenstag detektiert

2% Danach sinken die Level auf

werden, was mit verstirkter Synapsenbildung korreliert
Erwachsenenniveau ab. Am dem 7. Lebenstag finden sich messbare COX-2 Level zuerst im
Hippocampus und Limbischen System, gefolgt vom Kortex am 12. Tag, wo ein
histogenetischer Gradient erkennbar wird . Die beschriebene postsynaptische COX-2
Verteilung in die Dornen der distalen Dendriten erfolgt erst nach Abschluss des spiten
dendritischen Wachstums, initial findet sich COX-2 im Zellkérper und ist in der Adoleszenz

proximal dendritisch lokalisiert 8 6

, eine distal dendritische Verteilung markiert den
Abschluss dendritischen Wachstums ©.

Beim Rett Syndrom, charakterisiert durch mentale Retardierung und abnorme dendritische
Entwicklung, findet sich eine ungeordnete COX-2 Verteilung im Bereich des Kortex %,

Trotz der markanten Rolle bei der Entwicklung von synaptischen Netzwerken findet sich
keine Pathologie bei COX-1 oder COX-2 Knockout-Miusen % wobei die jeweils

vorhandene die fehlende Isoform wahrscheinlich kompensieren kann 26

1.3.1.3. Neuronale Plastizitit und Lernen

Arachidonsdure (AA) und ihre Metaboliten spielen eine wichtige Rolle bei synaptischer
Plastizitit, die mit Lernen und Gedichtnis assoziiert ist . COX-Inhibition verhindert
Lernvorginge bei Kiicken . Beim Menschen hat die Einnahme von nicht selektiven
COX-Hemmern keine offensichtlichen Effekte auf die Langzeitpotenzierung *, das Denken

1

oder Gedichtnis . Die Erfahrungen mit COX-2 Knockout-Miusen sind aufgrund der

schweren progredienten renalen Dysfunktion nur schwer verwertbar *.
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AA und PG (besonders PGF,q) sind an der Kopplung der aktivierten NMDA-Rezeptoren an
die Induktion der IEGs im Zellkern, zu denen auch die COX gehoért, beteiligt *» % *#7+%,
V.a. in den dendritischen Dornen steigt durch Aktivierung der NMDA-Rezeptoren die
intrazellulire Ca®>" Konzentration, die zur PLA,-Aktivierung und AA-Freisetzung fiihrt %,
was in gesteigerter COX-2 Aktivitit miindet ”'.

Die Stirke des COX-2 Signals variiert innerhalb einer Neuronenpopulation gleichsinnig mit
der anderer IEGs ** und verschwindet nach Deafferenzierung des Neocortex *. Bei
zunchmender synaptischer Aktivitit, v.a. nach Aktivierung des NMDA-Rezeptors und
Hochfrequenzstimulation, kommt es im Rahmen der initialen Antwort zu Steigerung der
Expressionslevel der IEGs, u.a. COX-2 AL somit zu Langzeitpotenzierung, Verstirkung
der Synapsen und bleibenden Verinderungen in der neuronalen Vernetzung, dem Phinotyp
7 sowie Bildung von neuronalen Netzwerken, Lernen, Gedichtnis und zur Reparatur und
Regeneration von neuronalen Verbindungen nach Vetletzungen. Eine Vorbehandlung mit
exzitatorischen Substanzen, wie Glutamat, NMDA sowie in geringerem Ausmal} auch
Kainat, verstitken die COX-2 Induktion zusitzlich ™ *°, NMDA- und AMPA-Inhibitoren,
Lamotrigin, das die Glutamatausschiittung hemmt, sowie Glukokortikoide und PAF (platelet

activating factor) unterdriicken sie 72,
g

1.3.1.4. Schlaf

PGD,-Sekretion unterliegt zirkadianer Rhythmik parallel zum Schlaf-Wach-Rhythmus.
Intraventrikulire PGD, Injektionen in die Nidhe der prioptischen Area lassen die
Versuchstiere normal einschlafen **. PGE, Injektionen in die Region des hinteren Thalamus
verstirken dagegen den Wachheitszustand iiber einen Mechanismus, der von der Regulation
der Kérpertemperatur unabhingig ist **. Es ist weder bekannt, welche COX-Isoform bei der
Schlafregulation mal3geblich beteiligt ist, noch wie die zirkadinae PGD,-Sekretion gesteuert

. 359, 361
wird 777,
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1.3.1.5. Zerebraler Blutfluss

Prostaglandine und Stickstoffmonoxid (NO) modulieren den GefiBtonus """ *" und
koordinieren den Blutfluss *"*”. Prostacyclin (PGL,) und PGE, fithren zur Vasodilatation,
Tromboxan (TxA,), PGF,y und Leukotriene zur Vasokonstriktion "> ', NSAR und
selektive COX-2 Hemmer bewitken schon bei gesunden Tieren eine cerebrale

Vasokonstriktion und verhindern eine Vasodilatation auch durch stirkste Stimuli wie CO, >

373

I.3.2. Pathologische Prozesse

1.3.2.1. Schmerz

Prostaglandine beeinflussen das Schmerzgeschehen auf drei Ebenen 27238,

1. Sie senken in der Peripherie die Reizschwelle von C-Fasern und haben Anteil an der
Induktion und Aufrechterhaltung von Hyperalgesie .

2. Sie fithren im Riickenmark zur lokalen Sensibilisierung 260-261, 276

3. Sie sind an der supraspinalen Schmerzprozessierung im Mittelhirn beteiligt 234,262

Das Auftreten von Hyperalgesie und Allodynie nach intrathekaler Prostaglandingabe "' **
und gute analgetische Wirkung intrathekal verabreichter NSAR "7 beweisen zusitzlich ihre
Rolle bei der Schmerziibermittlung in Riickenmark und héher gelegenen Zentren. Welcher
der COX-Isoenzyme fur das Schmerzempfinden von gréBerer Bedeutung ist, kann noch
nicht gesagt werden *"*%,

Nach Formalininjektion in die Hinterpfote kommt es spinal zu einer biphasischen
Prostaglandin-Ausschuttung korrelierend mit dem sofortigen Akutschmerz und zur mit
Latenz folgender Allodynie. COX-1 wird hauptsichlich fiir den Primédrschmerz und die
folgende, kurz dauernde Hyperalgesie verantwortlich gemacht *”. Daher haben intrathekale
NSAR-, selektive COX-2-Inhibitoren- oder NMDA-Antagonisten Administrationen in
hundertfach niedrigerer Dosierung, als fir den gleichen Effekt systemisch notwendig, keinen

Einfluss auf den Akutschmerz, vermindern jedoch signifikant die nachfolgende prolongierte

Schmerzphase "> % #* " die mit spinaler COX-2 Induktion korreliert "> *”. Systemisch
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gegebene nichtselektive NSAR schwichen den Akutschmerz ab, nicht jedoch selektive
COX-2 Inhibitoren **. Der viszerale Schmerz wird der der zentralen COX-1 zugeschrieben.

COX-Inhibitoren haben keinen Einfluss auf das Empfinden akuter thermischer oder

. 107,257
mechanischer Noxen ",

271

Prostaglandine, v.a. PGE,, stimulieren im Rickenmark die Freisetzung von

6 269-270

5

Schmerzmediatoren ** wie Substanz P **?", CGRP (calcitonin gene related peptide)

Glutamat *"*"") Aspartat *” und NO *”aber auch der Entziindungsmediatoren Histamin und
P &

Bradykinin % was durch NSAR ' %6 2% ynd NMDA-Rezeptor-Anatgonisten ** inhibierbar

ist. Zwischen der Ausschiittung von Glutamat und Prostaglandinen besteht eine positive

Korrelation, wobei es jeweils zur gegenseitigen Verstirkung der Freisetzung kommt. Dieser

Effekt konnte an der Entstehung von Hyperalgesie mitbeteiligt sein 1%

Prostaglandine wirken im Riickenmark als retrograde Messenger *. Sie erhohen die

Aktionspotentialfrequenz aktivierter Ruckenmarks- und Spinalganglien-Neurone, NSAR

273,274 93

senken sie ohne Beeinflussung der basalen Aktivititen 195,

In primiren sensorischen Afferenzen fithren PGE, und PGI, zur Sensibilisierung, indem sie
die cAMP-Bildung erhéhen. Das fithrt zur Aktivierung von Proteinkinase A und
Phospholipase C und mindet in Verminderung der Membranleitfahigkeit fiir Kalium mit

275

nachfolgender Depolarisation und konsekutiv  verdnderter Ausschittung von

Neurotransmittern >

PGE, und Prostacyclin sind die hauptsichlich an der Ausbildung der Hyperalgesie beteiligten
Prostaglandine S5 PGE, senkt das Aktivierungspotential der Tetrodotoxin-resistenten
Na‘-Kanile sensibler Nervenendigungen *'. PGL, ist ein noch potenterer Schmerzmediator
als PGE, und wird hauptsichlich fir die kurz dauernde Hyperalgesie nach stark
schmerzhaftem Reiz, wie z.B. einer ip-Administration von verdinnter Essigsdure st
verantwortlich gemacht. Der IP-Rezeptor ist zahlreich auf sensiblen Nervenendigungen, den

DRG sowie spinalen Hinterhérnen vertreten 316518

Auch Gliazellen sezenieren Prostaglandine 277278

1.3.2.2. Fieber

Die am besten untersuchte Funktion der Prostaglandine im ZNS ist die Induktion von

Fieber in Pyrogen-induzierten-Hyperthermie-Modellen durch endogene PGE,-Ausschiittung
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202 19 Peripher sezenierte Prostaglandine fithren zur Temperaturerhdhung iiber Vagus-
Stimulation **. Eine Erhéhung der Korperkerntemperatur ist an Sekretion und Wirkung von
PGE, * in der preoptischen Area des Hypothalamus und im Organum vasculosum laminae
terminalis (OVLT) "% ®*% gekoppelt und wird durch den EP;-Rezeptor iibermittelt ' *
. Da sowohl NSAR **®' als auch selektive COX-2 Inhibitoren "' ** effektive

antipyretische Wirkungen ohne Auswirkungen auf basale Korperkerntemperatur aufweisen

#2% “muss folglich (die endotheliale wahrscheinlich mehr als die neuronale ****) COX-2

Induktion eine Schliisselrolle bei der Fiebergenese spielen 39234152 Beweisend ist, dass LPS
Fieber in COX-1, nicht jedoch in COX-2 Knockout-Miusen auslésen kann *”. Als Ursache
wird eine massive COX-2 Induktion nach Pyrogenexposition in Gehirnendothelzellen

diskutiert ****%, COX-1 ist im Anfangsstadium der Fieberantwort von Bedeutung 323

Intraventrikulire ~Administration von PGD, senkt die Kérperkerntemperatur >,
Prostaglandine und COX-2 vermitteln ebenfalls pyrogeninduzierte Verhaltensinderungen

wie Schlifrigkeit und Appetitmangel >,

1.3.2.3. Blut-Hirn-Schranke

Parallel zum Fieberanstieg kommt es nach LPS- Exposition in Gehirn-Endothelzellen zur

: . 51-53, 22 1-335
massiven Induktion von COX-2 °'% 2% 313

mit PGE,-Hypersekretion, die am
Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke durch Lockerung der Tight Junctions zwischen

den Astrozyten mafgeblich beteiligt ist "> *****, Eine Behandlung mit NSAR wirkt protektiv

365-366

1.3.2.4. Migrine

Eine pathologische COX-2 Uberexpression in zerebralen Endothelzellen mit konsekutiver
Prostaglandin-Hypersekretion ist eine mégliche Ursache der Beschwerden >33,

Gute analgetischen Effekte von NSAR bei Migrine-Behandlung beruhen vermutlich auf
Hemmung der vasodilatativen Wirkung der Prostaglandine "**"**, Neurologische Defizite bei
komplexer Migrine konnten durch Verminderung der depolarisationsbedingten COX-2

Induktion gemindert werden ™'Y,
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1.3.2.5. Zerebrovaskulire Erkrankungen

Die Behandlung mit Acetylsalicylsdure ist eine etablierte Myokardinfarkt- und Apoplex-
Prophylaxe durch Hemmung der Thrombozytenaggregation infolge irreversibler Inhibition
der thrombozytiren COX-1 ',

Zerebrovaskulire Prostaglandin-Synthese kann hauptsichlich auf COX-2 zurtickgefihrt
werden *, welche durch Hypoxie und Gewebeuntergang mit nachfolgender Entziindung u.a.
in Gehirnendothelzellen mit nachfolgender Prostaglandin-Hypersekretion und daraus

193, 229, 332-339 TN . . 1109
noch zusatzlich induziert wird .

resultierenden Zirkulationsstorungen
Nach erfolgtem Apoplex findet sich hauptsichlich in Neuronen, aber auch in Gliazellen und
Makrophagen in direkter Nachbarschaft zum Ischdmiegebiet eine starke, im Infarktzentrum
und kontralateral eine subtile COX-2 Induktion *> """ *™*”  die v.a. neuronal mehrere Tage
bis Wochen anhilt *'> *> *”. Durch generelle Depolaristion im Ischimiezentrum wird
Glutamat unphysiologisch hoch ausgeschiittet, die dadurch induzierte und verstirkte COX-2
Expression wirkt neurotoxisch ™ 1 #1%2 30 Tn der akuten Phase ist der Zelltod im
Infarktzentrum mit Energiemangel und Bildung von freien Radikalen assoziiert 210 an
deren Generation die COX mitbeteiligt ist >, Nicht selektive COX-Inhibitoren " '*1¥
und selektive COX-2 Inhibitoren ™ '*' reduzieren die InfarktgroBe und das AusmaB der
Zellschidigung " erheblich.

PGE,, PGD,, Leukotriene und Thromboxane "*'**"" sind an der Entstehung des vasogenes
Odems nach Zusammenbruch der Bluthirnschranke beteiligt ** '**'*, Das postischimische
Verabreichen von COX- / PLA,-Antagonisten, Prostacyclinanaloga oder Rezeptor-
Antagonisten  der  konstriktiven PG zusammen mit  thrombolytischer  und
Revaskularisationstherapie zeigt positive Effekte auf die prolongierte Zellzerstérung 2>,
Nach Revaskularisation kommt es durch die vor Ort gestrte Funktion der Bluthirnschranke
sowie mangelhafte Regulation des Gefil3tonus zur Hyperperfusion mit Gewebeschiadigung.
NSAR vermindern die Hyperperfusion und Durchlissigkeit der Blut-Hirn-Schranke '*’ und
wirken zusitzlich fiebersenkend, was die Prognose deutlich verbessert **>>.

In der Peripherie des Apoplex (Penumbra) sterben Neurone verzégert ab '*. Hier finden sich
reichlich inflaimmatorische Zellen, Entziindungsmediatoren, Prostaglandine und freie
Radikale ™", Eine Inhibition der induzierten COX-2 reduziert das Zellsterben in der

137
Penumbra .

70, 376

Die COX-1 Expression wird durch Gehirnischimie nicht erhéht
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Arachidonsdure-Metaboliten spielen ebenfalls eine kritische Rolle bei der Ausbildung des

gefahrlichen Vasospasmus nach Subarachnoidalblutung 121122

1.3.2.6. Epilepsie

Beim epileptischen Anfall steigt aufgrund gesteigerter neuronaler Aktivitit und verstirkter

Aktivierung glutamaterger Rezeptoren die Prostaglandin-Ausschiittung dramatisch an 57,72, 8-

88

Eine COX-2 Induktion erfolgt hauptsichlich bei Frontallappenepilepsie und

generalisierten Anfillen 403,

3, 407 : . : 89, 139, 404-406 :
Pro- > %7 oder antikonvulsive und neuroprotektive ©* > Wirkungen von COX-2 und

Prostaglandinen sind noch nicht hinreichend geklirt.

1.3.2.7. Mit Neurodegeneration assoziierte Erkrankungen

COX-2 spiclt eine wichtige Rolle bei neuronalem Zelltod ',
Morbus Alzheimer ist eine hiufige dementielle Erkrankung, die hauptsichlich altere

Menschen betrifft und sich durch neuronalen Untergang, reaktive Gliose und Plaquebildung

143

im Neokortex und Hippocampus auszeichnet Neuronal findet sich eine vermehrte

PLA,- ' und COX-2 Aktivitit "> "> * bei konstanter COX-1 Expression 7.
Alzheimer-Plaques  sind  assoziiert mit AP-Protein, inflaimmatorischen Mediatoren,

aktivierten, COX-2 positiven Astrozyten sowie verstirkt COX-1 expremierenden Mikroglia

193

199 189, 193, 198200, 15416 Periphere Entziindungszellen finden sich nicht . AB-Protein aktiviert

Gliazellen und stimuliert astrozytire Prostaglandin- sowie mikrogliale Zytokinsekretion *'"*,

Zytokine sind wiederum potente Induktoren der COX-2 ' PGE, stimuliert die Expression
des Amyloid-precursor-proteins . COX-2 scheint das Verbindungsglied im Circulus
vitiosus aus Immunaktivierung und neuronaler Toxizitit zu sein.

144-146, 199-202, 455-456

NSAR haben einen neuroprotektiven und antidementiellen Effekt , wobel

Indometacin und COX-2 preferrierende Inhibitoren die besten Resultate zeigten > *".
Paracetamol hatte keinen positiven Effekt 12, Zahlreiche Studien belegen, dass regelmillige

NSAR-Einnahme das Risiko, an Morbus Alzheimer zu erkranken, unabhingig von
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145,

genetischer Pridisposition, signifikant senkt "> “**% *% bei bereits erkrankten Patienten

konnte das Fortschreiten der Demenz verlangsamt werden H3414

Bei Morbus Parkinson sind PGE, *” und von der COX produzierten freien Radikale am

neuronalen Untergang in der Substantia nigra beteiligt 2 ebenso finden sich aktivierte

5

Mikroglia *”**. In vitro kann Dopamin durch die Hydroxyperoxidaseaktivitit der COX zu

reaktionsfreudigen Dopaminradikalen metabolisiert werden, die kovalent an Proteine und

DNA binden ***", Indometacin blockierte diesen Vorgang vollstindig '**'**,

Oxidativer Stress mit ethéhter COX-Expression wurde ferner beim Down Syndrom '®,

194-195 465

Muskeldystrophie vom Fukuyama-Typ und amyotropher Lateralsklerose (ALS)

beschrieben.

1.3.2.8. Mit Neuroinflammation assoziierte Erkrankungen

Prostaglandine spielen eine wichtige Rolle bei der Modulation von Entziindungsreaktionen
im ZNS, COX-Produkte sind sowohl pro- als auch antiinflammtorisch wirksam™,
Im gesamten ZNS ist PGE, ein wichtiger Modulator mit pro- und antiinflammatorischen

Effekten und wird durch bakterielle Bestandteile, besonders LPS, induziert *****, Initial fithrt

315, 320-321, 323

PGE, zur Aktivierung von Gliazellen , im Sekundirstadium der Entziindung

fihren hohe PGE,-Spiegel zu einer Feedbackhemmung aktivierter Gliazellen, v.a. Astrozyten

” und férdern die Bildung antiinflammatorischer Zytokine "> **’. Dieser Effekt beruht

wahrscheinlich auf Expression verschiedener EP-Rezeptoren im Verlauf einer

329

Entziindungsreaktion ™. Gliale Prostaglandin-Synthese moduliert den chemotaktischen

Gradienten ">,

Uberexpression von COX-2 unter Entziindungsbedingungen fiihrt zur Bildung von freien
Radikalen (ROS), die neurotoxisch sind ', NSAR wirken neuroprotektiv >'**".
COX-Beteiligung ist bei neuroinflammatorischen Erkrankungen wie Borna-Virus-Infektion
> und AIDS-Enzephalopathie beobachtet worden %,

HIV-Protein gp120 induziert in vivo und in vitro neuronale COX-2 Aktivitit und fihrt zur
Apoptose, was durch Indometacin verhindert wird ***''. Erhohte Ficosanoidspiegel, v.a.
PGE,, im Zerebrospinalfluid an AIDS erkrankter Patienten korrelierten positiv mit der

161, 16

Schwere der Demenz ! HIV-infizierte Makrophagen und Mikroglia sind aktiviert und

tiberexprimieren COX-1 ",
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1.3.2.9. Mit Demyelinisation assoziierte Erkrankungen

COX-Produkte weisen bei demyelinisierenden FErkrankungen sowohl pro- als auch
antiinflammatorische Effekte auf.

Erhohte COX-2 Expressionsprofile finden sich bei Multipler Sklerose % wobei
Prostaglandine, speziell PGE,, in vitro die T-Zell-Proliferation hemmen **’, Indometacin hebt
diesen Effekt wieder auf **.

In Experimenteller Allergischer Enzephalomyelitis (EAE) bei Ratten hatten PGE,-Analoga
und Co-Administration von Indometacin protektive Effekte und verhinderten den Ausbruch
der Erkrankung 5 Das Vorhandensein von Makrophagen / Mikroglia mit verstirkter
COX-1 Expression und ein Anstieg der COX-2 Expression im Endothel korrelierte direkt

positiv mit der Progression der Erkrankung *.

1.3.2.10. Tumoren des ZNS

Erhéhte COX-2 Level sind in zahlreichen neuronalen und nicht-neuronalen Tumoren
gezeigt worden *. Prostaglandine beschleunigen das Wachstum nicht-neuronaler Tumoren
durch Forderung der Angiogenese und Proliferation sowie Reduktion der Apoptose.

Die Rolle der Prostaglandine bei primiren neuronalen Tumoren ist noch unklar . Es ist
durchaus wahrscheinlich, dass von Glia- und Endothelzellen synthetisierte Prostaglandine
das Tumorwachstum fordern, wie bereits fiir Wachstumsfaktoren beschrieben *°. In
Meningeomen und Gliomen sind Arachidonsiure- und PGE,-Spiegel signifikant erhéht »'.
Innerhalb des Tumorparenchyms finden sich aktivierte Makrophagen und Mikroglia mit

verstirkter COX-1 Expression, direkt benachbart an die Nekroseareale dagegen zahlreiche

COX-2 positive Zellen **»*?,

1.3.2.11. Verletzungen des ZNS

Prostanoide beeinflussen das Ausmal3 neuronaler Verletzungen 213214 Nach Riickenmarks-
und Gehirnverletzungen finden sich initial erhéhte Prostaglandin-Spiegel A5 227 erst

besteht eine verstirkte TxB,-Expression, die auf COX-1 Aktivitit zurtickgefiihrt werden
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kann, gefolgt von erhohten 6-keto PGF o-Spiegeln, die von induzierter COX-2 synthetisiert

216

werden ~. Beide Prostanoide wirken vasokonstriktiv. Prostacyclin und Tx-Rezeptor-

Antagonisten verbessern das Outcome der Patienten 217218

nach Riickenmarksverletzungen.
COX-Inhibition mit NSAR, speziell Indometacin, reduziert Stérungen der Bluthirnschranke,
vermindert das Odem und verhindert Stérungen der neuronalen Informationsiibertragung in

213, 219-220

Nachbarschaft der Verletzung nach Rickenmarks- sowie senkt zusatzlich den

223-225

intrakraniellen Druck nach Gehirn-Verletzungen . Aquivalente Ergebnisse zeigen

selektive COX-2 Hemmer .

I.4.  Pharmakologie

Prostanoide spielen bei zahlreichen zentralnervosen und peripheren pathologischen
Prozessen eine wichtige Rolle. Bemithungen, die Cyclooxygenaseisoform und die beteiligten
COX-Produkte zu definieren, sind Gegenstand hochaktueller Forschung. Umso wichtiger
erscheint es, den Mechanismus der COX-Hemmung durch die chemisch heterogene Gruppe
der NSAR besser zu verstehen und zu differenzieren, um u.a. oben beschriebene
Erkrankungen bestmoglich zu therapieren.

NSAR lassen sich aufgrund der pharmakologischen Eigenschaften grob in zwei Gruppen
unterteilen: klassische NSAR mit nachgewiesener peripherer COX-Hemmung und
antiphlogistischen Effekten sowie atypische COX-Hemmer ohne antiphlogistische
Wirkungen und mit fehlender peripherer bei vermuteter zentraler COX-Hemmung in
therapeutischer Dosierung. Letztgenannte Medikamente weisen eine deutlich niedrigere
Nebenwirkungsrate als die klassischen NSAR auf. Seit 1999 ist mit der Markteinfithrung der
Coxibe, die selektiv die COX-2 inhibieren, eine dritte Gruppe hinzugekommen. Alle NSAR

fungieren als Inhibitoren des aktiven Zentrums der Cyclooxygenase.

I1.4.1. Klassische NSAR

Vor 3500 Jahren wurden im antiken Agypten Myrte-Extrakte bei abdominellen und

rheumatischen Beschwerden erfolgreich angewendet. Hippokrates beschrieb die gute
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antiinflammatorische und fiebersenkende Wirksamkeit von Weide-Extrakten. Alle diese
Heilpflanzen enthalten Salizylate. Salizylsiure wurde erstmalig 1860 in Deutschland
synthetisiert und angewendet, und war das erste Pharmakon in der Gruppe der nicht-
steroidalen Antirheumatika, welche von den Steroiden abzugrenzen sind. Acetylsalicylsdure
folgte knapp vierzig Jahre spiter, gefolgt von zahlreichen anderen NSAR. Klassische
nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR) wie Indometacin oder ASS wirken analgetisch und
antipyretisch in Mensch und Tier durch periphere sowie zentrale Hemmung der
Prostaglandin-Bildung '*> """ ***", Der Effekt wurde auch in einer klinischen Studie an
Freiwilligen demonstriert '”. Klassische NSAR entfalten ihre Wirkung nicht nur tber
nichtselektive COX-Inhibition *** und Erniedrigung der PG-Spiegel “* sondern auch, als

Konsequenz der COX-Hemmung, durch steigende Level von freier Arachidonsiure und

262 236, 443

weiteren PLA,-Metaboliten *** sowie durch Kanal- >, Rezeptor- 1% NFKB-Hemmung
und verstirkte Adenosin-Ausschiittung 1 Klassische NSAR inhibieren einerseits beide

COX-Isoformen tber Bindung an das aktive Zentrum und Verdringung der Arachidonsiure

441442, 452 440

sowiec Hemmung der FAAH andererseits und sind somit indirekte
Cannabimimetika. ASS acetyliert eine Seringruppe in der Substratbindungsstelle und blockiert
damit vollstindig und irreversibel die COX-1 Aktivitit, bei COX-2 wird nur die
Peroxidaseaktivitit gehemmt **,

Reduktion des PGE,-Level durch monoklonale Antikorper hat bei Hyperalgesie ' den
gleichen analgetischen Effekt wie eine NSAR-Behandlung ™.

Nach Entdeckung der induzierbaren COX-2 hoffte man, das Schlisselenzym fir die
analgetische und antiphlogistische Wirkung der NSAR gefunden zu haben, die COX-1
Hemmung wurde fiir die v.a. gastrointestinalen und renalen Nebenwirkungen verantwortlich
gemacht """ Die meisten selektiven COX-2 Inhibitoren mussten nach nur kurzer Zeit
aufgrund unter der FEinnahme gehduft auftretender kardiovaskulirer Ereignisse
(Myokardinfarkt, Apoplex) bei gleicher Rate an GIT-Nebenwirkungen vom Markt
genommen werden.

Bereits vor Riicknahme der selektiven COX-2 Inhibitoren wurde ein zentraler analgetischer
Effekt der NSAR postuliert *” ***7 der uw.a. durch Regulation der COX-2 Aktivitit im
Riickenmark vermittelt wird ***”.

COX-Hemmung und Verminderung der PG-Synthese durch NSAR gelingt ebenfalls im

zellfreien Assay '°"'**. Andere, weitaus potentere Entziindungshemmer wie Glukokortikoide,

Gold oder Penicillinamin haben keinerlei Wirkung auf das gereinigte Enzym, die
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PG-Synthese bleibt unberthrt. Durch Inhibition der PLA, hemmen diese Pharmaka die
Freisetzung der Arachidonsiure aus der Zellmembran, welche in vivo das Substrat der COX
darstellt ', Somit kommt es indirekt zu einer massiven Einschrinkung der PG-Synthese. In
vitro wird Arachidonsidure von extern zugeben und hat nicht mehr die limitierende Wirkung
auf die PG-Bildung,.

Untersuchungen an NSAR-Enantiomeren und -Metaboliten zeigten, dass manche

445-447
5

Substanzen ohne nachweisbare COX-Hemmung die PG-Synthese vermindern
proapoptotisch und antikanzerogen wirken **, die COX-Expression sowie den aktiven
Transport der Prostanoide und anderer Medikamente iiber die Zellmembran mittels MRP-4
Inhibition *" ** sowie Neutrophilen-Adhision tiber Erk (englisch: ,,extracellular response-
protein®) hemmen 0 nukledre Rezeptoren aktivieren und schlieBlich Neuroprotektion tiber
direkte Blockade des NMDA-Rezeptors vermitteln 9 Allerdings sind Studien an isolierten
Enzymen wund fraktionierten Zellen nur schwer 2zu interpretieren, weil auch
Transportersysteme mit beeinflusst werden und somit die Wirkung in vivo durchaus eine
andere sein kann **.

In vivo wirken NSAR im millimolaren Bereich .

1.4.1.1. Indometacin

Chemische Bezeichnung: 1-(4 Chlorbenzoyl)-5-methoxy- O\\ C .
2-methyl-3-indolessigsiure N

Summenformel: C,,H,,CINO, / CH,

Molekulargewicht: 3578 OCH4 COOH

Indometacin, ein bekannter Vertreter der klassischen, nicht selektiven NSAR, ist, chemisch
geschen, ein Phenylpropionsiurederivat. Es kann intravends, per os sowie lokal verabreicht
werden, nach bereits dreifig Minuten sind therapeutische Plasmaspiegel erreicht. Die
Eliminationshalbwirtszeit betridgt ca. zwei Stunden gefolgt von einer terminalen Phase mit
vier bis elf Stunden, die Elimination erfolgt renal und billidr. Die Tagesh6chstdosis liegt bei
Erwachsenen bei 150 mg Indometacin und kann kurzfristig auf 200 mg gesteigert werden.
Kinder unter sechs Jahren sollten kein Indometacin einnehmen, danach betrigt die

Dosierung max. 3 x 3 mg Indometacin / kg Korpergewicht / Tag. Als haufigste
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Nebenwirkung treten gastrointestinale Beschwerden bis hin zu Ulzerationen sowie
zentralnervose Storungen wie Kopfschmerzen, Benommenheit und Schwindel auf, selten
und besonders bei pradisponierten, dlteren Patienten sind Verwirrtheitszustinde, periphere
Neuropathien und vortibergehende Bewusstseinsverluste beschrieben worden. Verstirkung
der Symptome bei Epilepsie, Morbus Parkinson und psychiatrischen Erkrankungen sowie
allergische Reaktionen sind moglich. Sehr seltene unerwiinschte Wirkungen sind
Nierenschidigungen, Blutbildungsstérungen, Odembildung, Herz- und Augenbeschwerden
sowie Verschlechterung eines Diabetes mellitus oder einer Infektion. Es gibt keine Hinweise
fir eine akute Toxizitit, chronische Einnahme fiuhrt zu Magen-Darm-Ulzera, erhohter
Blutungsneigung sowie hepatischen und renalen Liasionen. Mutagene Wirkung ist nicht
bekannt *7**,

Indometacin inhibiert die COX unselektiv und Zeit-abhingig. Es bindet erst nach Sekunden
bis Minuten an das aktive Zentrum, die Auswaschrate nach der Bindung ist auch nach
Entfernen des Medikaments aus der Umgebung sehr gering und kann bis zum Freigeben des
aktiven Zentrums u.U. Stunden betragen. Es kommt hierbei zu einer starken Wasserstoft-
Briicken-Bindung des Indometacins innerhalb der COX-Pore mit Arginin 120, Tyrosin 355
und Glutamat 524 sowie hydrophoben und ionischen Wechselwirkungen %) die den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Inhibition darstellen *”. Aus diesem Grund ist die

Kompetition zwischen Indometacin und AA gering ausgeprigt.

I.4.2. atypische NSAR

Formell zu den NSAR gezihlt, sind diese Medikamente in therapeutischer Dosierung potente
Analgetika und Antipyretika ohne signifikante antiphlogistische Effekte und rufen nicht die

442

typischen NSAR-Nebenwirkungen hervor ™. Der Wirkungsmechanismus der beiden
bekanntesten Vertreter Paracetamol und Metamizol ist in der Literatur bisher jedoch nicht
suffizient geklart.

Beide Medikamente passieren gut die Blut-Hirn-Schranke.



I. Einleitung Seite 27 -

1.4.2.1. Paracetamol

CH,
Englisch: Acetaminophen 0 NH
Chemische Bezeichnung: 4'-Hydroxyacetanilid
Summenformel: CH,NO,
Molekulargewicht: 151,2 o

Paracetamol, ein altes und bewihrtes Analgetikum und Antipyretikum, gehort zu den
Aniliden und ist ein p-Aminophenol-Derivat, das als Produkt der ,,Veredelung durch
Acetylierung am Ende des 19. Jahrhunderts entdeckt worden ist.

Paracetamol kann oral, rektal und intravenos appliziert werden. Nach oraler Gabe erfolgt
eine schnelle und vollstindige Resorption und gleichmiflige Verteilung in alle Gewebe. Die
Inaktivierung erfolgt in der Leber durch schnell sittigbare Konjugation an Glucuron- oder
Schwefelsaure. Ein geringerer Teil wird Uber das Cytochrom P-450 zum giftigen
N-Acetyl-p-benzochinonimin metabolisiert, das tber Glutathion entgiftet und an Cystein
gebunden ausgeschieden wird. Bei Uberdosierung steht nicht geniigend Cystein zur
Verfiigung. Die Elimination erfolgt mit einer HWZ von ca. zwel Stunden hauptsichlich
renal. Paracetamol besitzt bei physiologischer Dosierung (6 g/d bei Erwachsenen,
140 mg/d bei Kindern) keine nennenswerten Nebenwirkungen. Bei akuter Uberdosierung
kommt es mit einer Latenz von ca. 48 Stunden zu Leberzellnekrosen, hepatozellulirer
Insuffizienz, metabolischer Azidose, Enzephalopathie, Koma und Tod nach vier bis sechs
Tagen. Bei subakuter Intoxikation kann es zu akutem Nierenversagen mit Tubulusnekrosen
kommen. Bei Langzeitanwendung treten selten reversible Hepatitiden auf. Tumorgene
Effekte liegen nicht vor. Die akute Toxizitit von Paracetamol kann auf seinen Metaboliten
Chinonimin zuriickgefithrt werden.

Ein zentraler Wirkungsmechanismus der COX-Hemmung wurde schon 1972 vorgeschlagen
1 Paracetamol reduziert die Prostaglandin-Bildung im ZNS 80 jedoch werden gereinigte
Cyclooxygenasen in vitro kaum gehemmt. Peripher ldst sich keine Hemmung der
Prostaglandin-Synthese durch Paracetamol nachweisen @ & Pae),

Die Reduktion der nervalen PG-Synthese durch Paracetamol wird nicht auf Transkriptions-
sondern auf Proteinebene reguliert *°.

Das Paracetamol-Problem wurde weder durch die COX-2 *’ noch durch die Entdeckung der
auf Gehirn und Herz beschrinkten COX-3 ' suffizient gelést, wobei sich das COX-3
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Expressionsmuster mit den schon 1972 publizierten Entdeckungen deckt, dass Paracetamol

I Die beim Menschen

die Prostaglandin-Synthese im Gehirn stirker hemmt als in der Milz
gefundenen, Intron 1 enthaltenden Splicingvarianten der COX-1 zeigen keine differentielle
Sensitivitit gegentiber den verschiedenen NSAR, durch Paracetamol werden sie genauso
schlecht gehemmt wie COX-1 und -2 *'. Obwohl die Aktivitit der caninen COX-3

>

vollstindig durch Paracetamol inhibierbar ist, trifft diese Erklirung fur die

pharmakologischen Wirkungen des Paracetamols beim Menschen nicht zu ** %>,

Bei niedriger Peroxidkonzentration ist die COX-Hemmpotenz des Paracetamols deutlich
grofler. Hohe Peroxidkonzentration antagonisieren die reduzierende Funktion des
Paracetamols und tiberfithren gleichzeitig die COX in einen héheren Oxidationszustand *.
Auf dem Boden der pH-Abhingigkeit wurde ebenfalls suggeriert, dass Paracetamol keine
Affinitit zum aktiven Zentrum der COX habe, sondern die COX durch Reduktion der

aktiven oxidierten Form in die inaktive Form tiberfiihre **

. Da das Nervensystem tber einen
niedrigen Oxidationsstatus verfligt, sahen viele Forscher hier drin die Losung fir die
Nervensystem-Exklusivitit. Dieser Zusammenhang schien auch eine elegante Erklarung fiir
die schwache antiinflammatorische und antiaggregatorische Wirkung zu bieten ***.
Aufgrund des pharmakologischen Verhaltens, das different ist von den typischer NSAR,
wurden ebenfalls COX-unabhingige Wirkungsmechanismen, die u.a. Beeinflussung des
serotoninergen  oder  Endocannabinoid-Systems, in  Erwigung gezogen Y.
N-Arachidonoylphenolamin (AM404), ein Ligand am CB;- und TRPV,-Rezeptor und
potenter Inhibitor der COX, unterscheidet sich von desacetyliertem Paracetamol durch ein
addiertes Arachidonsiuremolekil. Fettsdureamid-Hydrolase (FAAH), eine speziell im ZNS
tber ausreichende Aktivitit verfigende Hydrolase, katalysiert physiologischerweise die
Hydrolyse von AM404 zu p-Aminophenol und Arachidonsiure 254 konnte jedoch bei
Verschiebung des Gleichgewichtes zugunsten der Substrate auch die Additionsreaktion der
Arachidonsdure an den Paracetamol-Metaboliten p-Aminophenol katalysieren. AM404
gehort zu der Gruppe der bioaktiven N-Acylamine, die in Tierversuchen eine gute

analgetische Aktivitit gezeigt haben sowie, dhnlich wie Capsaicin und Endocannabinoide, die

. .. 543
Kérpertemperatur zu senken vermégen ™.
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1.4.2.2. Metamizol

H3C

Chemische Bezeichnung: Phenyl-1-dimethyl-2,3-pyrazolon-5- HaC N=—CH,SO;Na
(N-methyl)-aminomethan-sulfonat- o

N
HsC™ N 0

4- natrium
Synonym: Dipyron, Noramidopyrin, Novaminsulfon
Summenformel: C,;H,,O,N;NaS
Molekulargewicht: 351,4

Metamizol gehort zu den Pyrazolon-Derivaten und somit zu den iltesten synthetischen
Arzneimitteln *’. Es handelt sich um ein hiufig gebrauchtes, verschreibungspflichtiges,

potentes spasmolytisches Analgetikum und Antipyretikum

. Ein antiphlogistischer
Effekt tritt erst bei héheren Dosierungen auf **. Die Pyrazolone sind jedoch wegen
Verursachung von allergischen und toxischen Knochenmarksschidigungen mit konsekutiver
Agranulozytose in Verruf geraten, ebenfalls sind schwere allergische Reaktionen mit
Blutdruckabfall und Kreislaufschock beschrieben worden. Bei intravendser Gabe kann auch
bei fehlender Allergie der Blutdruck gefihrlich absinken. Die Inzidenz dieser unerwiinschten
Effekte ist dennoch seltener als bei anderen NSAR ***, Somit ist Metamizol ein sicheres
Medikament, dessen analgetische Potenz mit Opiaten vergleichbar ist.

Metamizol kann oral, intravends und intramuskuldr appliziert werden. Nach oraler Gabe
erfolgt eine schnelle und vollstindige Resorption aus dem GIT. Wie Paracetamol ist
Metamizol ein Prodrug. In wissriger Losung, noch mehr im sauren Milieu des Magens und
im Blut, wird die Sulfonsduregruppe sofort nichtenzymatisch abgespalten, es entsteht
4-Methylaminoantipyrin (MAAP) **** der pharmakologisch wichtigste Metabolit ****. Die
weitere  Metabolisierung  fuhrt tber das aktive 4-Aminoantipyrin  (AAP) zum
4-Acetylaminoantipyrin  (AAAP). Durch unvollstindige Oxidation von MAAP entsteht
4-Formylaminoantipyrin (FAAP). Ca. 70 % der applizierten Dosis lassen sich tber die
erwihnten Metaboliten nachweisen *”. Schon in wissriger Lésung bei Zimmertemperatur
und in Anwesenheit von Sauerstoff entstehen zahlreiche Metaboliten ****°,

Alle Metamizol-Metaboliten sind, chemisch gesehen, schwach basische Amine.
Therapeutische MAAP-Plasmakonzentrationen werden nach ~ 60 min erreicht und betragen

4 —6,5 pg/ml (~ 10 — 18 uM), ab 20 ng/ml (~57 uM) treten Vergiftungserscheinungen auf.

MAAP und weitere Metaboliten werden zu ~ 50 % an Plasmaproteine gebunden, sind
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hydrophil und verteilen sich gleichmiBig in allen wissrigen Kompartimenten. Die
Ausscheidung ist dosisabhingig unterschiedlich und erfolgt fiir niedrige Dosierungen zu
90 % renal mit dem Hauptmetaboliten AAAP, 10 % werden billidr ausgeschieden. Die
Halbwertszeit betrigt ca. sechs Stunden und erhéht sich im Alter >,

Die physiologische Dosierung betrigt fir alle Altersstufen mit Ausnahme der Sauglinge vier

mal taglich 8-16 mg Metamizol / kg Korpergewicht.

Abbildung 2: Metabolisierung von Metamizol

H;-,c /C H 3
N\
’- N—@ Metamizol
Na0,8~ N
v, O
CH,

1 spontan im Blut und Magen
N\
/ N-@ 4-Methylaminoantipytin
HN (MAAP)
Yy O
CH,

N
, h_@ 4-Aminoantipyrin
HoN (AAP)
C

H

3C /c H 3
N\
0 } N@ 4-Acetylaminoantipyrin
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H 0

(AAAP)
H,C
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Die wesentlichen Nebenwirkungen beruhen auf nichtallergischem kritischen Blutdruckabfall
und seltenen Uberempﬁndhchkeitsreakrionen wie asthmatischen Beschwerden, Schock und
der beftrchteten Agranulozytose, welche insbesondere nach linger als eine Woche dauernder
Anwendung auftreten kann. Als sehr seltene, schwerwiegende Nebenwirkungen sind das
Lyell-Syndrom, eine toxische epidermale Nekrose und interstitielle Nephritiden mit
Nierenfunktionsstérungen bis hin zur Anurie zu nennen. Bei akuter Uberdosierung kommt
es zu GIT- und ZNS-Beschwerden mit epileptischen Anfillen und Koma, Blutdruckabfall
mit Herzrhythmusstérungen und Schock. Metamizol ist bei chronischer Einnahme (mehr als
sechs Monate) leber- und nierentoxisch und fihrt zur hamolytischer Andmie. Zur
Mutagenitit von Metamizol liegen gegensitzliche Ergebnisse vor, bei Miusen wurde nach
Langzeiteinnahme hoher Dosen ein gehduftes Auftreten von Leberzelladenomen beobachtet.
Teratogene Wirkungen konnten nicht nachgewiesen werden *°.

Der bisher in der Literatur beschriebene Wirkungsmechanismus von Metamizol sollte
hauptsichlich auf einer Hemmung der peripheren Prostaglandin-Synthese durch Blockierung
der Cyclooxygenase beruhen, da Metamizol durch Carrageenan, PGE,, Isoprenalin oder Ca**
induzierte Hyperalgesie reduziert 7. Dabei wurde hauptsichlich PGE, die Hauptrolle
zugeschrieben, welches sowohl zentral, als auch peripher an der Schmerzempfindung
beteiligt ist.

Metamizol inhibiert isolierte COX-1 und —2 mit einem IC,, von ~150 ul/ml **. Solche
Konzentrationen liegen iiber der Toxizititsgrenze von 20 pg/ml  Plasma ‘7.
Inhibitionsversuche an intakten Zellen ergaben einen IC, zwischen 450 und 1900 pg/ml fir
beide COX sowie 10 bis 24 pg/ml an LPS-aktivierten Makrophagen, die niher an moglichen
Plasmakonzentrationen liegen. Inhibition des Lipoxygenase-Pathways durch Metamizol-
Metaboliten in Makrophagen scheint ausgeschlossen °*. Molekulare Modelle der
COX-MAAP-Komplexe lassen eine gleich wahrscheinliche Bindung an beide Isoenzyme
vermuten **,

Die Hypothese der caninen COX-3, die ein zentralnervos exklusives Target fir die
atypischen NSAR darstellen sollte, wurde 2005 weitgehend entkriftet **'.

Neben vermuteter peripherer Prostaglandinsynthese-Hemung werden analgetische und
antipyretische Wirkungen auf Hemmung von Prostaglandinen an verschiedenen Orten des

441, 467-468, 4T1-472, 487-489, 491-494 .
, emne

zentralen Nervensystems (z.B. Hypothalamus) zurtickgefiihrt
Bindung an Opioid-Rezeptoren ist dagegen eher unwahrscheinlich “”**. Der Synergismus

mit Opiaten wird auf erhohte Opiat-Sensitivitit des periaquiduktalen Graus bei



I. Einleitung Seite 32 -

supprimierter COX-Aktivitit ** und Metamizol bedingter Suppression der Fos Induktion im

473

Rickenmark-Hinterhorn  zurtickgefithrt Der zentrale Wirkungsmechanismus, der

erstmalig bereits 1955 vermutet wurde, wird immer noch kontrovers diskutiert 489490, 560,
Andere Autoren beschrieben COX-unabhingige Metamizol-Effekte wie Wirkung an
glutamatergen oder Neurokinin 1 Rezeptoren, Modulation der NO-Synthase oder

Becinflussung des Proteinkinase C Signalweges >
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II1. Ziele dieser Arbeit

Die Cyclooxygenasen (COX) sind an zahlreichen Prozessen im Organismus mal3geblich
beteiligt. Die chemisch-pharmakologisch heterogene Gruppe der nichtsteroidalen
Antirheumatika (NSAR) stellt die am héufigsten gebrauchten Analgetika und Antipyretika
dar. Klassische NSAR sind potente, unselektive Inhibitoren peripherer und zentraler
Cyclooxygenasen, Coxibe hemmen selektiv die COX-2, jeweils mit teilweise gravierenden
Nebenwirkungen. Atypische NSAR entbehren klassischer NSAR-Nebenwirkungen, wirken
jedoch tber einen noch ungeklirten Mechanismus, zu dem es zahlreiche Hypothesen gibt.
In dieser Dissertation wird Indometacin als Vertreter klassisches NSAR den atypischen
NSAR Paracetamol und Metamizol gegentber gestellt. Das primire Bestreben ist es, einen
Beitrag zur Aufklirung der COX-inhibierenden FEigenschaften und somit des
Wirkungsmechanismus atypischer NSAR Paracetamol und vor allem Metamizol zu leisten,
um hauptsichlich zentralnervose analgetische und antipyretische Eigenschaften dieser
Medikamente besser zu verstehen zu kénnen.

Um dieses Ziel zu erreichen, wurden als Grundlage zur Bestimmung der
COX-hemmenden Potenz oben genannter Pharmaka basale COX-Aktivititen in
Rickenmark- und Gehirn-Homogenat von Wildtyp- sowie COX-defizienten Mausen
untersucht. Zur Quantifizierung der Prostaglandin-Synthese-Reduktion durch typische-
und atypische NSAR wurden in vitro gereinigte Enzyme, ZNS-Gewebehomogenate,
primire Spinalganglienkulturen und Vollblut herangezogen, wobei mehrfach beide
COX-Isoenzyme, u.a. durch Verwendung von Knockout-Tieren, separat betrachtet
wurden. Analog wurden COX-Aktivititshemmungs-Studien durch  synthetisierte,
hypothetische Metamizol-Derivate durchgefithrt, auBerdem der Versuch unternommen, die
in vivo Bildung gleicher Stoffe im ZNS von mit Metamizol behandelten Mausen ex vivo
massenspektrometrisch nachzuweisen. Post mortem Prostanoidbestimmung im ZNS von
Wildtyp- und Fettsdureamid-Hydrolase-defizienten Mausen nach Applikation atypischer
NSAR diente zur Abschitzung intravitaler Effekte dieser Medikamente auf die

COX-Aktivitat.
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III.1. Material

Tiere

BL6 Neugeborene, Tag 0. bis 2. postnatal

eigene Zucht

IBLL6G Minnchen, 8 Wochen alt

eigene Zucht

COX 17, Minnchen, 8 Wochen alt

eigene Zucht

COX 1%, Minnchen, 8 Wochen alt

eigene Zucht

COX 2 ", Mannchen, 8 Wochen alt

eigene Zucht

COX 2 *, Minnchen, 8 Wochen alt

eigene Zucht

FAAH 7", Minnchen, 8 Wochen alt

IAG Prof. Lutz, Physiologische Chemie,
Universitat Mainz

(Bio-) Chemikalien

\Acetonitril

Merck, Darmstadt

Albumine bovine (BSA) > 98 %

Sigma - Aldrich, Deisenhofen

Ameisensdure, 100 % p.a.

Merck, Darmstadt

Aqua bidest, (ddH,O)

IMQ-Anlage Ultraclear

SG Waters Wasseraufbereitung- und
Regenerationsanlagen GmbH
Merck, Darmstadt

\Arachidonsiure 33 M Fluka, Buchs (Schweiz)

Argon >99 % Messer Griesheim, Herborn
BC Assay Reagent A interchim / Uptima, Mannheim
BC Assay Reagent B interchim / Uptima, Mannheim
IBSTFA Macherey and Nagel, Diiren
Collagenase A Sigma, Deisenhofen

Cyclooxygenase 1 und 2, gereinigt

Caymann Chemicals, Ann Arbor, USA

(Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

Diisopropylether Merck, Darmstadt
Dispase Sigma, Deisenhofen
DMEM/F12

Gibco Invitrogen, Eggenstein

DNA-Leiter 100 Basenpaare

Gibco Invitrogen, Egoenstein

dNTPs Sigma, Deisenhofen
Essigsdaure 100 % IAldrich, Taufkirchen
Ethidiumbromid Sigma, Deisenhofen
Ethylacetat Promochem, Wesel
FCS 100 % Greiner, Frickenhausen

Gentamycin 10 mg/ml

PAA Laboratories GmbH, Linz
(Osterreich)

Glucose 10 %

Carl Roth GmbH, Katlsruhe

HBSS, Ca/Mg-frei Gibco Invitrogen, Egoenstein
Helium >99 % Messer Griesheim, Herborn
HEPES 1 M Carl Roth GmbH, Katlsruhe

[sopropanol

Riedel-de-Haen, Seelze
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L-Glutamin 0,2 M

PAA ILaboratories GmbH, Linz
(Osterreich)

LLPS ( Salmonella minnesota)

Sigma - Aldrich, Deisenhofen

Methan >99 %

Messer Griesheim, Herborn

Neural stem cell basal medium mutrine

Cell Systems, St. Katharinen

Neural stem cell proliferation supplement

Cell Systems, St. Katharinen

NGFE 7S

Gibco Invitrogen, Eggenstein

n-Hexan

Carl Roth GmbH, Katlstuhe

n-Hexan

Riedel-de-Haen, Seelze

IN,N-diisopropylethylamin

Pierce, Oud Beijerland (Niederlande)

O-methylhydroxylamin-hydrochlorid

Lancaster, Kartlsruhe

PBS

Gibco Invitrogen, Egoenstein

Pentafluorobenzylbromid

Lancaster, Kartlsruhe

PGE, - ELISA Kit

IAmersham, Braun, Melsungenschweig

Phenol Sigma, Deisenhofen Ultra >99,5 % GC

Sigma - Aldrich, Deisenhofen

Primer fur PCR

Gibco Invitrogen, Egoenstein

Prostaglandin-Standards, (deuteriert)

Upjohn, Kalamazoo (USA)
Dr. Margarete-Fischer-Bosch-Institut fir
Klinische Pharmakologie, Stuttgart

Protease Inhibitor Coctail Set I 100 x, 100 ul

Calbiochem, San Diego (USA)

Pyridin

Merck, Darmstadt

Rotipuran Ethanol 99,8 %

Carl Roth GmbH & Co., Katlsruhe

Schwefelsaure 1 M

Merck, Darmstadt

Sodium acetat

Riedel-de-Haen, Seelze

Sodium bicarbonate

Merck, Darmstadt

Stickstoff flissig Messer Griesheim, Herborn
Stickstoff, gasférmig Messer Gtiesheim, Herborn
Taq DNA Polymerase Sigma, Deisenhofen

TLC (Kieselgel)- Platten LK6D, 5 x 20cm

Whatman, Maidstone (England)

Tris Pufferan® 99,5 % p.a.

Carl Roth GmbH, Katlsruhe

Trypsin-EDTA 2,5 mg/ml

PAA Laboratories GmbH, Linz

(Osterreich)

Medikamente

4-Benzyloxyphenyl-#-butylcarbamat

Calbiochem, San Diego (USA)

Diazepam: Valium 10 Roche Injektionslésung,
2 ml Ampullen

Hoffmann - L.a Roche AG,
Grenzach-Wyhlen

Indometacin, 5 g >99 %

Sigma - Aldrich, Deisenhofen & Co.

Isofluran: Forene, 250 ml

IAbbott GmbH & Co KG, Wiesbaden

Ketamin, 2 ml Ampullen

Curamed Pharma GmbH, Katlsruhe

Metamizol-Metaboliten

IAG Imming, Pharmazie, Universitit Halle

Metamizol: Novaminsulfon, 2 ml Ampullen

ratiopharm GmbH, Ulm

NaCl, 0,9 %, 10 ml Ampullen

Fresenius Kabi, Bad Homburg v.d.H.

Paracetamol: 4-Acetaminophen >99 %, 100g

Sigma - Aldrich, Deisenhofen

Paracetamol: Benuron-Saft

Novartis Consumer Health GmbH, Basel
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Paracetamol: Perfalgan

Bristol-Myers-Squibb GmbH & Co.
KGaA, Miinchen

SC 236, >95 %

Calbiochem, San Diego (USA)

SC 560, >99.8 %

Calbiochem, San Diego (USA)

Verbrauchsmaterialien

24 Well Platten Nunclon Surface

Nalge Nunc Int., Neerijse (Belgien)

96 - Well - Platte

Greiner, Frickenhausen

Bechergliser

Schott, Mainz

Blut-Monovetten, heparinbeschichtet

Braun, Melsungen

Eppendorf, Hamburg - Cups, 1,5 ml

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg - Cups, 2 ml

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg - Cups, 500ul, lang

Eppendorf, Hamburg

Falcon - Tube, 14 ml, 352059

Falcon Becton Dickinson and Company
Labware, Heidelberg

Falcon - Tube, 5 ml

Falcon Becton Dickinson and Company
ILabware, Heidelberg

Finntip Filter Pipettenspitzen, 10 pl, steril

Thermo Electron Cotrporation /
Labsystems, Karlsruhe

Finntip Filter Pipettenspitzen, 1000 pl, steril

Thermo Electron Cotporation /
[Labsystems, Karlsruhe

Finntip Filter Pipettenspitzen, 200 pl, steril

Thermo Electron Corporation /
Labsystems, Karlsruhe

Glas - Pasteurpipette, sterilisiert

Hirschmann Laborgerite, Eberstadt

Glasflaschen

Schott, Mainz

Injektionsnadeln gelb

Braun, Melsungen

Injektionsnadeln violett

Braun, Melsungen

Insulinspritzen

Braun, Melsungen

&W DB-1 (Gaschromatographie-Kapillaren)

Carlo Etba, Hofheim

Multipipetieraufsitze: Combitips plus 5ml long,
steril

Eppendorf, Hamburg

Parafilm

Pechiney Plastic Packaging, Batavia (Israel)

Petrischilchen 35/10 mm bio-one Cellstar

Greiner, Frickenhausen

Petrischalchen mittel bio-one Cellstar

Greiner, Frickenhausen

Pipetten, 10 ml

Greiner, Frickenhausen

Pipetten, 1ml

Greiner, Frickenhausen

Pipetten, 25ml Greiner, Frickenhausen
Pipetten, 2m Greiner, Frickenhausen
Pipetten, 5 ml Greiner, Frickenhausen
Spritzen 1ml Braun, Melsungen

tip one Pipettenspitzen, 10 pl, sterilisiert

Starlab GmbH, Ahrensburg

tip one Pipettenspitzen, 1000 pl, sterilisiert

Starlab GmbH, Ahrensburg

tip one Pipettenspitzen, 200 ul, sterilisiert

Starlab GmbH, Ahrensburg

Tubes 15 ml

Cellstar Greiner bio - one, Frickenhausen

Tubes 50 ml

Cellstar Greiner bio - one, Frickenhausen
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Laborgerite

Agfa Crurix 160 (Entwicklungsautomat)

IAgfa, Koln

\Autoklav

Systec, Wettenberg

API 3000

IAppied Biosystems, Thornhill (Canada)

Biofuge 13 (Zentrifuge)

Heraus Instruments, Hanau

Biofuge fresco (Zentrifuge)

Heraus Instruments, Hanau

Brutschrank mit CO,-Begasung

Heraus Kendro Laboratory Products,
Hanau

CTC A200S Autosampler Finnigan MAT, Bremen
CTC HTS PAL Autosampler CTC Analytics, Zingen (Schweiz)
DRI - Block DB - oD (Heizblock) Techne, Burkhardtsdorf
Eismaschine Ziegra Eismaschinen, Isernhagen

Federschere, gerade

IAesculap, Tuttlingen

Finnigan MAT TSQ700 Tandem
Massenspektrometer

Finnigan MAT, Bremen

Gelbild Dokumentationseinrichtung

ILTTF Labortechnik, Wasserburg

Gelelektrophorese-Einheit Mighty Small TM 11

Hoefer, San Francisco (USA)

Glaspotter

Kobe, Marburg

Hera freeze (- 80° C)

Heraus Kendro Laboratory Products,
Osterode

Horizontal-Gel-Elektrophorese-Kammern und
-Kimme

LTF Labortechnik, Wasserburg

Laborkiithlschrank (+ 4°C)

Liebherr, Ochsenhausen

Molecular Devices Vmax kinetic microplate reader

Bio-Tek Instruments Inc., Vermont (USA)

MS?2 Minishaker (Vortexter )

TKA, Staufen

Multipipette 8 - Kanal 5 - 50 pl

Eppendorf, Hamburg

Multipipette 8 - Kanal 50 bis 300 pl

Eppendorf, Hamburg

Oko super (- 20°C Kiihltruhe)

Liebherr, Ochsenhausen

Optra (Drucker) Iexmark, Dietzenbach

PCR-Automat (Perkin Elmer) IApplied Biosystems, Foster City (USA)
Pelleus - Ball Carl Roth GmbH, Katlsruhe

Pinzette, anatomisch \Aesculap, Tuttlingen

Pinzette, anatomisch klein gebogen \Aesculap, Tuttlingen

Pinzette, anatomisch klein gerade \Aesculap, Tuttlingen

Pinzette, chirurgisch \Aesculap, Tuttlingen

Pipetus (Pipetierhilfe)

Hirschmann Laborgerite & Co., Eberstadt

ipetman ( Pipetierhilfe )

ABIMED, Langenfeld

Pipette 0,2 - 1ul

Gilson, Middleton (USA)

Pipette 2 - 10 pl

Gilson, Middleton (USA)

Pipette 20 - 100 ul

Gilson, Middleton (USA)

Pipette 20 - 200 pl

Gilson, Middleton (USA)

Pipette 20 pl

Gilson, Middleton (USA)

Pipette 200 - 1000 pl

Gilson, Middleton (USA)

Pipette 50 - 500 pl

Gilson, Middleton (USA)

Polytron PT 1200 (Miniturax)

Kinematica AG, Littau-Luzern (Schweiz)

Power Macintosh 8100 / 110

IApple, Cupertino (USA)

Praparationsmikroskop

Leica, Wetzlar

Priparierschere, gebogen

\Aesculap, Tuttlingen
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Priparierschere, gerade \Aesculap, Tuttlingen

Pumpen, Series 200 Perkin Elmer, Wellesley (USA)
Reinstwasseranlage Typ M 1Sv[(g2 @iigse\;:gzi?frbereimng— und
(Endfileer 0,2uM, Modul Typ M-Pack) Regenerationsanlagen GmbH
Sterilbench Heraus Instruments, Hanau

Sterilbench Hera Safe H2 Bench

Heraus Instruments, Hanau

Stickstoff - Behilter

Kobe Laborbedarf Marburg

Stromversorgungsgerit

Bio-Rad, Miinchen

Thermomixer

Eppendorf, Hamburg

Timer Huger Modell No WB 388

Huger, Neu-Isenburg

Titramax 100 ( Schittler )

Heidolph, Schwabech

Varian 3400 Gaschromatograph

Finnigan MAT, Bremen

Wasserbad RM 20, beheizbar

B Lauda, Golden Valley (USA)

sonstige Materialien

Schraubverschluss-Glas, 500 ml fir Inhalationsnarkose

Styroporkiste als Eisbehalter
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Thermo Electron Corp., Madison (USA)

Exel fur Macintosh

Microsoft, UnterschleiBheim




II1. Methoden - Seite 39 -

I1I.2.1. Genotypisierung transgener Miuse

In dieser Arbeit wurden BL6, COX-17" und COX-1"", COX-2"" sowie COX-2"" Miuse
verwendet.

Wildtyp Miuse (BL6) verfiigen tber beide COX-Isoenzyme, hier kénnen allgemeine
Aussagen iiber die Hemmbarkeit der COX-Aktivitit im Riickenmark und Gehirn getroffen
werden. Um genauere Aussagen dariiber machen zu koénnen, die Hemmung welches der
COX-Isoenzyme im besonderen Mafle zur beobachteten Suppression der Prostanoid-
Bildung (hier exemplarisch PGE,) fiihrt, bedient man sich sog. ,,Knockout-Miuse®, denen
entweder homozygot ein COX-Enzym fehlt (" Miuse) oder heterozygot COX-defizienter
Miuse (7" Miuse), bei denen das betroffene COX-Gen nur als haploider Satz vorhanden
ist und somit eine signifikant niedrigere Aktivitit aufweist. Unter der Annahme, es
existieren nur zwei unterschiedliche COX-Gene, liefern besonders Untersuchungen an den
COX"" Tieren zuverlissige Ergebnisse iiber die Hemmbarkeit der noch vorhandenen
Isoform und erlauben genauere Aussagen zur Selektivitit der untersuchten Pharmaka. Die
heterozygot COX-defizienten Mduse reprisentieren den Zustand einer pharmakologischen
COX-Hemmung durch selektive COX-Inhibitoren: die Aktivitit der jeweiligen
Cyclooxygenase wird supprimiert, jedoch nicht vollstindig gehemmt.

Da homozygot COX defiziente Miitter infertil sind, wurde die Zucht mit homozygot
defizienten Minnchen und heterozygot defizienten Weibchen gefithrt. Um den genetischen
Status der neugeboren Miusen zu definieren, wurden diese zwischen postnatalem Tag 14.
und 21. mit fortlaufend nummerierten Ohrmarken gekennzeichnet, gleichzeitig erfolgte eine

Schwanz-Biopsie-Entnahme (ca. 5 mm) und nachfolgend eine Genotypisierung.

II1.2.1.1. DNA-Priparation

Durch vier Stunden Inkubation in 1,5 ml Lysepuffer bei 55°C unter Schiitteln wurde das
Gewebe bis auf die DNA aufgelost, Gewebsreste anschlieBend durch 10 miniitige
Zentrifugation bei Raumtemperatur und 13 000 rpm abgetrennt. Die DNA-Extraktion
erfolgte durch Auswaschen mit 500 ul Isopropanol. Das DNA-Pellet wurde durch kurze
Zentrifugation bei 12 000 rpm sedimentiert, der Uberstand verworfen. AnschlieBend wurde

die gewonnene DNA mit 500 ul 70 %-igen Ethanols gewaschen und durch 5 miniitige
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Zentrifugation bei 4°C und 13 000 rpm erneut sedimentiert, der Uberstand verworfen und

das Pellet an der Luft getrocknet sowie fiir weitere Analysen in 250 ul TE-Puffer gelost.

Schwanz-Lyse-Puffer

100 mM Tris-HCI pH 8,5 1,576 ¢

5 mM EDTA 0,1461 ¢

0,2 % SDS 0,2 g

200 mM NaCl 1,1688 ¢
ddHO ad 100 ml

10 mg/ml Proteinase K 5ul / Ansatz

1I1.2.1.2. Qualitative Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Durch die PCR ist es moglich, gezielt DNA-Abschnitte, die von zwei bekannten
DNA-Sequenzen eingerahmt werden, zu amplifizieren. Die Doppelstringe der DNA werden
durch Erhitzen in Einzelstringe denaturiert. Bei nachfolgender Abkithlung erfolgt das
Annealing, die Anlagerung der Primer als die Zielsequenz; von diesen ausgehend synthetisiert
die DNA-Polymerase aus dNTPs die komplementiren DNA-Stringe. Dieser Zyklus wird

20 bis 40 mal wiederholt, es resultiert eine exponentielle Vermehrung der Produkte.

PCR-Ansatz

Mausschwanz-DNA 2 ul
Mastermix:

10 x Taq-Puffer 2,5ul
2 mM dNTPs 2l
10 pmol/ul F-Primer 1 ul
10 pmol/ul R-Primer 1 u
10 pmol/ul NEO-Primer 1

DEPC-H,O 9,5ul
Sigma-Tag-Polymerase 1 ul
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PCR-Programm

Denaturierung
Anlagerung der Primer

Verlingerung der Primer

95°C 30 sec
56°C 30 sec
72°C 30 sec 32 Zyklen

Primer fiir die PCR
COX-1 vorwirts

ruckwarts
COX-2 vorwirts

ruckwirts

57- CAG CCCTTC AAT GAT TACCG - 37
57- CCC ATC ATC CTG ACT GGG AT - 37
57- AAT GAG TAC CGC AAACGCTT -3
57-TAT CAT CTA GTC CGG AGC GG - 37

Die Proben wurden je mit 3 pl 6-fach Probenputffer versetzt, je 10 ul davon auf ein 1,5 %oiges

Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch 30 Minuten bei 150 V; 150 mA und 30 Watt in

1x TAE-Puffer aufgetrennt. Als Lingenstandard diente eine 100 Basenpaare-Leiter. Das Gel

wurde anschlieBend im Ethidiumbromidbad fir 10 Minuten gefirbt, 20 Minuten gewassert,

unter UV-Licht sichtbar gemacht und fotografisch dokumentiert.

6x Probenpuffer

Bromphenolblau 0,25 %
Xylencyanol 0,25 %
Ficoll 400 15 %
ddH,O

50x TAE-Puffer

2M Tris 242 ¢

0,5M EDTA pH 8 100 ml

100 % Eisessig 57,1 ml
ddHO ad 1000 ml

Ix TAE

50 x TAE 20 ml
ddH,O ad 1000 ml
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arosegel 1,5%
Agarose 12¢
1x TAE ad 80 ml

Ethidiumbromid-Bad
Ethidiumbromid 50 wl
dH,O ad 500 ml

Die Auswertung erfolgte anhand der Fragmentgro3e und der Bandenzahl. Heterozygote
Tiere zeigen zwei Banden unterschiedlicher Linge entsprechend zwei Allelen. Homozygote

Tiere verfugen tiber nur ein Allel, es resultiert eine Bande.

FragmentgroBle der Amplifikate

COX-1 601 bp Wildtyp
646 bp Knockout
COX-2 760 bp Wildtyp
905 bp Knockout
I11.2.2. Primire Zellkultur aus Maus-Spinalganglien

Die Spinalganglien stehen an der Grenze zwischen der Peripherie und dem ZNS und
reprasentieren die letzten Neurone des peripheren Nervensystems vor der Verschaltung auf
das erste zentrale Neuron im Ruckenmark. Da sowohl die klassischen als auch die atypischen
NSAR peripher und zentral unterschiedliche Wirkungen aufweisen, ist die ,,Grenzaktivitat®

der COX besonders interessant.

Die verwendete Methode wurde modifiziert nach der Vorschrift fur die Herstellung einer
primaren Zellkultur aus Ratten-DRGs von Prof. Allgaier / Universitit Leipzig und

Dr. Schifer / Universitat Marburg, Institut fir Anatomie.
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I11.2.2.1. Tierpriparation

Es wurden neugeborene BL6-Mause im Alter zwischen 0. und 2. Tag postnatal verwendet.

Alle Priparationsschritte wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt.

Die Tiere wurden mit einer sterilen Schere dekapitiert, ausgeblutet, mit 70 % Isopropanol
desinfiziert, auf Eis gekuhlt, da sich bei sinkender Koérpertemperatur die Hypoxiezeit der
Nervenzellen verlingert, und anschlieBend in Bauchlage auf steriler Unterlage mit Kantlen
an den Extremititen fixiert. Der Hautschnitt wurde median vom Schwanzansatz bis zum
Nacken gesetzt; Entlastungsschnitte auf die Pfoten zu erlaubten die Haut beidseitig nach
lateral zu klappen. Danach wurden die Faszien, die Nackenmuskulatur und Schulterblitter
entfernt und die Wirbelsdule freigelegt. Durch bilaterale paramediane Schnitte von kaudal
nach kranial konnte die gesamte Wirbelsiule von kaudal her angehoben und vom
Retroperitoneum abgelost und enthommen werden, der restliche Koérper wurde verworfen.
Die Wirbelsdule wurde von ventral her auf der Unterlage fixiert, median mit einer
Federschere gespalten, das Riickenmark dargestellt und in situ belassen. Unter
Pripariermikroskop (achtfache VergroBerung) wurde das Ruckenmark mit einer feinen,
gebogenen anatomischen Pinzette vorschichtig zur Seite geschoben. Spinalganglien in den
Foramina intervertebralia kamen so zum Vorschein, konnten entnommen und in eiskaltem

CMF gesammelt werden.

CMF

10x HBSS 10 ml
Sodium bicarbonat 470 ul
ddH,O ad 100 ml

111.2.2.2. Dissoziation des Gewebes

Bei zwolffacher VergroBerung wurden die sich in einer Perischale mit eiskaltem CMF
befindenden Spinalganglien vom langen Nerven, den Meningen und nicht neuronalem
Gewebe gesdubert, ohne gequetscht zu werden. Saubere Spinalganglions wurden in 4 ml

Falcon-Tubes mit ebenfalls eiskaltem CMF iberfihrt, wobei pro Tube maximal
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Priparationen aus 4 Tieren gesammelt werden durften. Durch 5 bis 10 Minuten
Zentrifugation bei 1000 rpm und 4°C konnte das Sammelmedium bis auf ca. 500 pl
abgetrennt werden. Durch Zugabe von 1 ml 0,15 % Collagenase und 1 ml 0,3 % Dispase und
nachfolgende 20 Minuten Inkubation bei 37°C im Wasserbad erreichte man das Auflosen der
Organstruktur, durch Zugabe von 0,25 % Trypsin und erneut 15 Minuten Inkubation bei
37°C ein Losen der ecinzelnen Zellen voneinander bis zur Einzelzellsuspension. Die
aggressiven Proteasen wurden mit Medium I + 10 % FCS- neutralisiert, damit die Zellen
keinen Schaden nehmen. Der enzymhaltige Uberstand wurde abgenommen und eine
Waschung mit Medium I + 10 % FCS mindestens drei mal durchgefthrt, sodass die Enzyme
mit Sicherheit neutralisiert waren. Mit einer an der Offnung rund geschmolzenen Glas-
Pasteur-Pipette wurden die Ganglien zehn mal trituiert, was das Losen der Einzelzellen
voneinander zusitzlich verbesserte. Die Zellzahl wurde in der Neubauer-Zihlkammer

bestimmt.

0,15 % Collagenase:
Collagenase A 1,5 mg

HBSS 1 ml

0,3 % Dispase

Dispase 3mg
HBSS 1 ml
I11.2.2.3.  Preplating

Spinalganglien bestehen aus neuronalen und mesenchymalen Zellen; Fibroblasten setzen sich
bei 37°C in hoch serumhaltigen Medium ( Medium I + 10 Vol% FCS) schneller ab als
neuronale Zellen. Da hauptsichlich neuronale Zellen fiir die Fragestellung wichtig waren,
konnte durch dieses Verfahren die Zahl der unerwiinschten Fibroblasten dezimiert werden.

Bei einer Gesamtzellzahl gréfer 500 000 Zellen wurden ca. 200 000 Zellen pro steriles
Petrischilchen ausgesit und nach ca. 15 Minuten und Sichtkontrolle der Uberstand mitsamt

den Neuronen abgenommen.
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Medium I
10% Glucose 3000 w
02M L-Glutamin 1250 ul
10 mg/ml Gentamycin 500 wl
1000 mM HEPES 1540 ul
DMEM / F12 ad 100 ml
I11.2.2.4. Aussaat

In einer 24 Well Platte wurden 1000 Zellen pro Well ausgesat. Nach 1,5 bis 2 Stunden waren
die Zellen adhirent und das hoch serumhaltige Medium wurde durch das Wunschmedium
ersetzt. Neurone sollten nicht hoch serumhaltig gezichtet werden, da hierdurch

tberproportional das Fibroblastenwachstum geférdert wird.

I11.2.2.5. Zellkultur

Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO, in verschiedenen Medien
kultiviert. Am Folgetag der Aussaat wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt, und, falls
gewunscht, NGF (2 pg/ml) zugegeben, das neuronale Reifung und Neutitenwachstum

tordert. Weitere Mediumwechsel erfolgten jeden zweiten Tag, ebenso NGF-Zugaben.

Medium-Bezeichnug* Medium-Inhalt:

1 Medium I + 0,1 Vol% FCS

Medium I + 0,5 Vol% FCS

Medium I + 1 Vol% FCS

Medium I + 2,5 Vol% FCS

Medium I + 5 Vol% FCS

Neurocult + Supplement

Neurocult + Supplement + 0,1 Vol% FCS + Gentamycin

Neurocult + Supplement + 0,5 Vol% FCS + Gentamycin

O oo | &N vl B WL N

Neurocult + Supplement + 1 Vol% FCS + Gentamycin

—_
)

Neurocult + Supplement + 2,5 Vol% FCS + Gentamycin

11 Neurocult + Supplement + 5 Vol% FCS + Gentamycin

* Zusatz a = NGF-haltig, Zusatz b = kein NGI wurde zugesetzt
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I11.2.3. Herstellung COX-haltiger Zell-Extrakte

III1.2.3.1. Tierpriparation

In dieser Arbeit wurden die Aktivitit der COX in Gehirn, Riickenmark und Vollblut
untersucht. Gehirn und Riickenmark reprisentieren das ZNS, das Blut die Peripherie. Von
den klassichen NSAR ist bekannt, dass sie in der Peripherie wirken, ihre zentrale Wirkung ist
umstritten. Paracetamol und Metamizol, atypische NSAR, sollen dagegen nur zentral wirken.
Diese Hypothese sollte Giberpriift werden.

Isofluran wurde im verschlossenen Gefal3 verdampft und die Maus darin betdubt. Damit kein
Atemstillstand einsetzt, wurde die Maus sofort, nachdem die Spontanbewegungen
nachgelassen haben, herausgenommen, und eine intraperitoneale Injektion von 0,6 ml des
Narkotikums durchgefiihrt. Da die Hypoxiezeit des Gehirnes nur 5 Minuten betragt, muss

zuigig gearbeitet werden. Danach werden Proteine, u.a. die COX, degradiert.

Maus-Narkotikum

Valium 1 ml
Ketamin 1 ml
NaCl 0,9% ad 10 ml

Alle folgenden Arbeitsschritte wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt:

Als keine Schmerzreflexe beim Druck auf die Hinterpfote ausgelost werden konnten (Maus
zuckte nicht mehr zusammen.), wurde die Maus auf den Riicken auf eine mit Alufolie
bespannten Styropor- oder Korkplatte gelegt, an den Extremititen mit Kaniilen fixiert und
mit 70 % Ethanol desinfiziert, wobei kein Ethanol in die Atemwege aufgrund Atemstillstand-
Gefahr gelangen durfte. Bauchhaut und Peritoneum wurden median mit einer Schere bis
zum Zwerchfell aufgeschnitten, das Zwerchfell von der Thoraxwand vorsichtig abgetrennt,
die Thoraxwand bilateral durchgeschnitten, nach oben geklappt und mit einer Kanile an der
Platte fixiert. Moglichst viel Blut wurde durch Herzpunktion gewonnen (ca. 1 ml) und in
Heparin-Rohrchen auf Eis gesammelt. Im Anschluss an die Priparation wurden die
korpuskuliren Bestandteile 20 Minuten bei 3800 rpm und 4°C abzentrifugiert, das Plasma in
ein neues Eppendorfgefdl3 Giberfiihrt und anschlieBend bei —80°C gelagert. Die Maus wurde

nach der Herzpunktion auf den Bauch gedreht, erneut mit dem Kopf nach oben fixiert und
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desinfiziert. Die Ruckenhaut wurde am Schwanzansatz aufgeschnitten und nach oben hin bis
zur Schnauze in einem Zug durchgeschnitten, die Kopfhaut am Ohransatz mit Kantlen an
der Platte fixiert und die Muskulatur und das Fett am Nacken bis auf den Knochen
abpripariert. Die Halswirbelsiule wurde mit einem Scheren-Schnitt am Ubergang Schidel /
Wirbelsiule durchtrennt, der Schiadel mit einer feinen Schere vom Foramen magnum aus
nach rostral hin gespalten, die Schidelknochen mit 2 chirurgischen Pinzetten nach lateral
auseinander gebogen, das Gehirn in toto entnommen und im 4 ml Falcon-Tube sofort im
flissigen Stickstoff schockgefroren. Die Maus wurde um 180° gedreht (Bauchlage mit Kopf
nach unten zum Priparator hin), der Wirbelkanal mit feiner Federschere median von oben
nach unten eroffnet, das Rickenmark in toto mit einer feinen, gebogenen anatomischen
Pinzette herausgeschilt und sofort im 2 ml Eppendorfcup im flissigen Stickstoff

schockgefroren. Lingerfristige Lagerung des Gewebes erfolgte bei —80°C.

I11.2.3.2. Gewebehomogenisation

Um die COX-Aktivitit messen zu konnen, mussten andere stdrende Zellfraktionen, u.a. die
Kerne, abgetrennt werden. Da die COX Zellemembran-assoziiert vorkommt, wurde die
Membranfraktion isoliert. Durch durchgehendes, ztigiges Arbeiten auf Eis unter Zugabe von
Protease-Inhibitor wurde die Schonung der Proteine sichergestellt.

Das Gewebe wurde aus dem —80°C Gefrierschrank entnommen, gewogen und auf Eis
aufgetaut. In dieser Zeit wurde der Gewebepuffer frisch angesetzt. Doppeltes Gewicht der
Probe (in pl) frisch angesetzten Gewebepuffers wurde zugegeben und das Gewebe mit Mini-
Turax auf Eis zerkleinert, bis keine groBeren Brockchen zu sehen waren. Zwischen den
einzelnen Proben wurde der Turax jeweils mit 70 % Ethanol ausgesptilt. Es wurde noch mal
eine dem doppelten Gewicht der Probe (in pl) entsprechende Menge des Gewebepuffers
zugegeben. Der Glas-Potter wurde mit 70 % Ethanol ausgespiilt, die Gewebesuspension mit
einer sterilen Pasteurpipette in den Potter tberfithrt, 10 mal gepottert und mit der gleichen
Pasteurpipette zurtick ins sterile Eppendorfcup tibertragen. Die Proben wurden anschlieSend
~30 sec / Probe bei 4°C hochfrequent beschallt und 15 min bei 6000 rpm und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und in ein neues steriles Eppendorfcup
Uberfithrt, der Bodensatz verworfen. AnschlieBend konnten die Proben lingerfristig bei

—80°C gelagert werden.
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Gewebepuffer

1M Tris 500 1
100 mM Phenol 100 (i
100 x Protease-Inhibitor Cocktail 100 pl

ddH:O ad 10 ml
I11.2.3.3. Proteinbestimmung

Die  Proteinbestimmung  erfolgte nach  Smith et al.  (1985) mit dem
BCA (bicinchoninic acid) Reagenz. Diese Methode erlaubt eine photometrische
Quantifizierung von Proteinen in wissriger Losung in einer Mikrotiterplatte (96 Wells) und
kombiniert die  Biuret-Reaktion, bei der in alkalischer Losung Proteine
konzentrationsabhingig Cu*" zu Cu" reduzieren, mit dem wassetléslichen Natriumsalz der
Bicinchoninsiure, einem sehr spezifischen Nachweisreagenz fiir Cu’. Durch die
Interaktion von zwei BCA-Molekiillen mit einem Cu'-Ion entsteht ein wasserlésliches,
violettes Reaktionsprodukt mit einem Absorptionsmaximum bei 562 nm. Absolute
Proteinkonzentrationsbestimmung  wurde durch einen Vergleich zu definierten
Albuminstandards (BSA) moglich.

Kommerziell erhaltliche Reagenzien waren mit A und B bezeichnet. Die Reagenzien A
(BCA, Na,CO,2H,0, Na-tartrat, NaOH und NaHCO, in ddH,O, pH 11.25) und
B (CuSO, 5H,0O in ddH,0) wurden unmittelbar vor Beginn des Assays im Verhaltnis 50:1
im 50 ml Falcon-Tube gemischt, die Proben und der verwendete Gewebepuffer
im Verhiltnis 1:10 (5 ul Probe + 45 ul PBS) verdinnt. Je 10 ul der Standards / Well wurden
als Doppelbestimmung in die 96-Well-Platte pipettiert, 2 Wells mit Wasser dienten als Blank.
Die Proben wurden jeweils nach dem unten abgebildeten Schema pipettiert. Mit Zugabe von
200 pl der Reagenzlsung wurde die Reaktion gestartet, die Platte abgedeckt 30 min bei 37°C
im Brutschrank inkubiert und anschlieBend als Endpunktbestimmung bei 560 nm abgelesen.

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe einer speziell angefertigten Exel-Tabelle.
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Albuminstandards
2 mg/ml Albuminlésung ddH>O
« 200 pg/ml 100 ul 900 pl
« 400 pg/ml 200 pl 800 ul
e 600 pg/ml 300 ul 700 ul
e 800 pg/ml 400 ul 600 wl
e 1000 pg/ml 500 ul 500 ul
Pipetierschema Proteinbestimmung
H,0 H,0 Gewebepulffer Gewebepuffer | Probe3 | Probe3 | Probe6 | Probe6 | Probe8 | Probe8 | Probe 11 | Probe 11
2 2 10ul 10l 5ul 5ul 2ul 2ul 10ul | 10u | Sul 5ul
200 200 Probe 1 Probe 1 Probe 3 | Probe 3 | Probe6 | Probe6 | Probe9 | Probe9 | Probe 11 | Probe 11
"8 "8 2ul 2ul 10 | 100 | Sw 5ul 2ul 2ul | 10w | 10w
400 400 Probe 1 Probe 1 Probe4 | Probe4 | Probe6 | Probe6 | Probe9 | Probe9 | Probe 12 | Probe 12
"8 "8 5 ul 5 ul 2ul 2ul 10u | 10u 5 ul 5ul 2ul 2ul
600 600 Probe 1 Probe 1 Probe4 | Probe4 | Probe7 | Probe7 | Probe9 | Probe9 | Probe 12 | Probe 12
g g 10l 10l 5ul 5ul 2ul 2ul | 10u | 10w | Su 5 ul
800 800 Probe 2 Probe 2 Probe4 | Probe4 | Probe7 | Probe7 | Probe 10 | Probe 10 | Probe 12 | Probe 12
e e 2ul 2ul 10 | 100 | Sw 5ul 2ul 2ul | 10w | 10w
1000 1000 Probe 2 Probe 2 Probe 5 | Probe5 | Probe7 | Probe7 | Probe 10 | Probe 10 | Probe 13 | Probe 13
'8 '8 5ul 2ul 2ul 2ul | 10w | 10w | Sw 5ul 2ul 2ul
Gewebepuffer Gewebepuffer Probe 2 Probe 2 Probe 5| Probe5 | Probe8 | Probe8 | Probe 10 | Probe 10 | Probe 13 | Probe 13
2ul 2ul 10 ul 10 ul Sul 5ul 2ul 2ul 10 ul 10 ul 5ul 5ul
Gewebepuffer Gewebepuffer Probe 3 Probe 3 Probe 5| Probe5 | Probe8 | Probe8 | Probe 11 | Probe 11 | Probe 13 | Probe 13
Sul 5ul 2ul 2ul 10 u/ 10 1/ 5ul 5 ul 2ul 2ul 10 1/ 10 1/
I11.2.4. In vitro COX-Aktivitit
I11.2.4.1. Gesamtblut

COX-1 und COX-2 Aktivititen im Gesamtblut wurden nach der Methode von Patrignani et

al. bestimmt *%.

COX-1

Durch Herzpunktion (siche Tierpriparation) wurde ca. 1 ml Blut gewonnen, im

Eppendorfcup gesammelt und mit physiologischer NaCl-Losung oder Paracetamol fur

30 Minuten versetzt. In dieser Zeit gerann das Blut bei Raumtemperatur. Serum wurde durch

Zentrifugation bei 3800 rpm, 4°C und 10 Minuten gewonnen und in Eppendorfcups bis zur

Messung der Thromboxan-Konzentrationen bei —80°C gelagertt.
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COX-2
Durch Herzpunktion (siehe Tierpriparation) wurde ca. 1 ml Blut gewonnen und in Heparin-
beschichteten Rohrchen auf Eis gesammelt. Nach Zugabe von 5 pl LPS pro 1 ml Blut und
NaCl oder Paracetamol etrfolgte eine 24 stiindige Inkubation bei 37°C im Brutschrank zur
COX-2 Induktion. AnschlieBend wurde das Plasma durch Zentrifugation bei 3800 rpm, 4°C
und 10 Minuten abgetrennt sowie in Eppendorfcups bei —80°C bis zur PGE,-Messung

aufbewahrt.

Paracetamol-Konzentrationsreihe

11 mM 1 g ad 100 ml NaCl
1,1 mM 0,1 g ad 100 ml NaCl
0,11 mM 0,01 g ad 100 ml NaCl
0,011 mM 0,001 ¢ ad 100 ml NaCl
0,0011 mM 0,0001 ¢ ad 100 ml NaCl

I11.2.4.2. ZNS

Gewebeproben wurden auf Eis mit eiskaltem PBS auf 200 pg Protein / 100 pl
Gesamtvolumen verdunnt. Ein vierfacher Inkubations-Ansatz (100 pl) wurde mit 100 pl
zehnfach konzentrierten Medikamentes versetzt und 30 Minuten auf Eis vorinkubiert.
200 pl des frisch angesetzten Inkubationspuffers wurden unmittelbar vor der Inkubation im
Heizblock eine Minute auf 37°C gebracht und die Reaktion durch Zugabe von 50 Yl Gewebe
— Medikament - Mischung gestartet. Nach genau funf Minuten erfolgte das Abstoppen der
Reaktion durch Zugabe von 50 Pl 1 % Ameisensdure. Die Proben wurden kurzfristig im
Kuhlschrank bei 4°C gelagert oder langfristic bei —80°C eingefroren, bis die

PGE,-Flussigextraktion durchgefiihrt werden konnte.

Inkubationspuffer / urspriingliches Protokoll

1M Tris-HCI 2000 ul
2,5 mM Hematin 400 ul
100 mM Phenol 200 ul
5mM DETC 400 ul

ddH-O ad 40 ml




II1. Methoden - Seite 51 -

Inkubationspuffer / PBS

50 uM Arachidonsdure

Arachidonsaure 0,2 i
PBS ad 1000 ul
Inhibitoren
Stocklésungen Konzentrationen im Assay:
- 10 mM Indometacin 10 uM
100 % Indometacin 3,78 mg
100 % Ethanol 1 ml
- 10 mM SC 236 10 pM
100 % SC 236 4018 mg
100 % Ethanol 1 ml
- 10mM SC 560 10 uM
100 % SC 560 3,527 mg
100 % Ethanol 1 ml
- 100 mM Paracetamol 10 mM
100 % Paracetamol 15,12 mg
100 %  Ethanol 1 ml
- 1,5M Metamizol 30 mM
- 100 mM Hydrolaseinhibitor 100 mM
Konzentrationsreihen
Paracetamol
Verdiinnungsschritte 1: 5
10 mM
U
1pM
Metamizol Metamizol + 100 mM Hydrolaseinhibitor
Verdiinnungsschritte 1: 5 Verdinnungsschritte 1 : 5
150 mM 150 mM
U U
200 nM 200 nM
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SC 236

Verdiinnungsschritte 1 : 2

SC 560

Verdinnungsschritte 1 : 2
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10 uM 10 uM
U U
100 nM 100 nM
I11.2.4.3. gereinigte Cyclooxygenasen

Die  Aktivititsbestimmung  wurde analog zur COX-Aktivititsbestimmung  im
ZNS-Homogenat  durchgefithrt, wobei die Reaktion durch Zugabe gereinigter

Cyclooxygenasen gestartet wurde.

I1I.2.5. In vivo COX-Aktivititsbestimmung

I11.2.5.1. basale COX-Aktivitit ohne Inhibitoren

Unbehandelte Miuse wurden fir Gewebeentnahme, wie bereits beschrieben, pripatiert, die
Gewebehomogenisation erfolgte bis zur Hochfrequenz-Beschallung. Das Gewebehomogenat

wutde bis zur GC-MS bei —80°C gelagertt.

I11.2.5.2. COX-Aktivitit nach Behandlung mit Inhibitoren intraperitoneal

Fir die Behandlung wurden die Miuse in Gruppen a vier Tiere eingeteilt. Die Betiubung der
Tiere wurde in Isofluran, wie bereits beschrieben, durchgefithrt und der das Medikament
intraperitoneal injiziert. Nach exakt zwei bzw. funf Stunden wurden die Tiere getotet, Blut,
Rickenmark und Gehirn  wie beschrieben entnommen und homogenisiert. Die

Prostaglandinmenge wurde mit Hilfe der GC-MS-MS bestimmt.



II1. Methoden - Seite 53 -

I11.2.5.3. COX-Aktivitit nach Behandlung mit Inhibitoren per os
Jeweils vier Mausen wurden tber das Trinksystem atypische NSAR verabreicht (Paracetamol,
Metamizol in 1 ml Flussigkeit / Tag). Die Tiere wurden nun nach zwei respektive funf

Tagen, wie oben beschrieben, pripariert, das Gewebe homogenisiert und die Prostaglandine

mit GC-MS-MS gemessen.

Behandlungsart Paracetamol Metamizol Kontrolle:
12 mg ~ 350 pl 130 mg ~ 380 pl 350 ul PBS
intraperitoneal Benuron-Saft Novaminsulfon
- 2 Stunden - 2 Stunden - 2 Stunden
- 5Stunden - 5Stunden - 5Stunden
12 mg ~ 350 pl 130 mg ~ 380 ul Wasser-Trinke
Benuron-Saft Novaminsulfon
peros + 650ul Wasser / d + 620 pl Wasser / d
- 2Tage - 2Tage - 2Tage
- 5Tage - 5Tage - 5Tage

Die Dosierungen der Medikamente wurden an maximale Tagesdosen fiir Erwachsene
angepasst, fir eine Maus muss die so ermittelte Dosis aufgrund des hoheren Stoffwechsel-
Turnovers mit Faktor 10 multipliziert werden. (maximale Tagesdosen fiir Erwachsene und

Kinder: siche Einleitung).

I1I1.2.6. Quantifizierung der Konzentration von Prostanoid- und NSAR-
Metaboliten im ZNS
IT1.2.6.1. ELISA

ELISA basiert auf Immunfixation der gesuchten Substanz an mit spezifischem,

monoklonalen Antikérper gegen diese Substanz beschichteter Oberfliche einer

Kunststoffplatte. Nicht fixierte Substanzen werden abgewaschen. Ein Enzym-markierter

Sekundirantikérper wird in einem Sandwichverfahren an das gebundene Substrat gebunden.
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Das markierende Enzym ist in der Lage, zugegebenes Substrat unter Farbumschwung
umzusetzen. Die Intensitit des Farbumschlages kann photometrisch bestimmt werden und

korreliert mit der Konzentration der zu bestimmenden Substanz.

I11.2.6.1.1. PGE,-Flissigextraktion

Im sauren Milieu (pH 2,5; ggf. einstellen mit 1 % Ameisenséure) erfolgt die Extraktion der
Prostaglandine mit 1 ml Ethylacetat / n-Hexan (7:3). Die Probe wird anschlieBend gut
gevortext und 5 Minuten bei 4°C und 13 000 rpm zentrifugiert. 1 ml des Uberstandes wird

entnommen, die untere Phase verworfen, das Extrakt unter Stickstoffbegasung getrocknet

und bei —80°C aufbewahrt.

II1.2.6.1.2.  Messung

Es wurde ein kommerziell erhiltliches Fertigkit verwendet.

Die Messplatte wurde gebrauchsfertig geliefert. Proben- und Waschpuffer wurden als
Trockensubstanz geliefert und mussten nach Herstellervorgabe in ddH,O gelost werden.
Konjugat und Antikérper wurden ebenfalls nach Herstellervorgabe im Probenpuffer gelost.
Eine Verdiinnungsreihe des Standards von 320 bis 2,5 wurde nach Herstellervorgabe mit
dem Probenpuffer angesetzt. Die 96-Well-Platte wurde nach Plan mit Nullwert, 50 pl des
Standards und 50 pl Probe / Well als Einfachbestimmung beftllt, die Proben ggf. vorher
nach Bedarf mit Probenpuffer verdinnt. Nach Zugabe von 50 ul Antikérper und 50 pl
Konjugat / Well wurde die Platte zugedeckt eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem
Schiittler inkubiert. AnschlieBend wurde die Fliissigkeit abgekippt, die Platte vier mal mit
Waschpuffer gewaschen, getrocknet, mit 150 pl des Substrates / Well beftillt und zugedeckt
bei Raumtemperatur auf dem Schiittler inkubiert. Nach 30 Minuten wurde die Reaktion
durch Zugabe von 100 ul 1 M Schwefelsidure gestoppt, wobei ein Farbumschlag von blau
nach gelb erfolgte. Die Platte wurde unverziiglich als Endpoint-Messung bei 450 nm
abgelesen. Die Berechnung der endgiltigen Konzentrationen erfolgte mit Hilfe spezieller

Exel-Tabelle.
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Pipetierschema

BLANK BLANK 80 80 Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe
NSB NSB 160 160 Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe
0 0 320 320 Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe
2,5 2,5 Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe
5 5 Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe
10 10 Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe
20 20 Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe
40 40 Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe
I11.2.6.2. Gas-Chromatographie - Dreistufige negativ chemische Ionisation-

Massenspektrometrie (GC-NICI-MS-MS) *

Die Abkiirzung bezieht sich auf die englische Bezeichnung ,,gas chromatography — negative
ion chemical ionization triple stage quadrupole mass spectrometry®. Die Proben werden nach
zwei  Derivatisierungsschritten ~ zuerst  dinnschichtchromatographisch  in  drei
Polarititsgruppen aufgeteilt, nochmals derivatisiert, im Gaschromatographen verdampft, dort
weiter chromatographisch aufgetrennt, ionisiert und massenspektrometrisch nach Kollision
mit Argon identifiziert und quantifiziert. Ist als Vergleich ein (deuterierter) Standard
bekannter Konzentration vorhanden, kann die gesuchte Substanz in kleinsten Mengen exakt
aus einem Gemisch quantifiziert werden. Zudem ist die GC-MS-MS mit Nachweisgrenze im
fg-/pg-Bereich wesentlich sensitiver als eine Messung mittels ELISA (Nachweisgrenze im

ng-Bereich), leider jedoch auch kostenintensiver.

I11.2.6.3 Fliissig-Chromatographie - Dreistufige Elektrospray-Ionisierung
Massenspektrometrie (ESI-LC-MS-MS) *

Die Abkirzung bezieht sich auf die englische Bezeichnung ,high-performance liquid
chromatography (HPLC) with electrospray ionization tandem mass spectrometry”. Der
massenspektrometrische Teil dieser modernen analytischen Methode arbeitet analog der
Arbeitsweise eines GC-MS-MS. Der gravierende Unterschied ist die Moglichkeit statt

Gaschromatographie-Trigergase fliissige Eluenten zu verwenden.

* Die nachfolgenden GC-MS-Messungen wurden  freundlichereise vom Herm  Bermnbhard Watzer | Eicoosanoidlabor
der Universititskinderklinik Marburg durchgefiibrt.
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Die aus der Flussigchromatographie austretenden Eluent-/Analytlésungen werden zunichst
verspriiht, hierbei mittels Hochspannung ionisiert (Elektrospray), um dann die gebildeten
Molekulionen mittels eines optimierten Einlass-/ Vorpumpensystems von der hohen
Eluentendampflast zu befreien, und die Ionen méglichst verlustfrei in das Hochvakuum des

Massenspektrometers zu fithren.

Bei der Gaschromatographie muss ein Analyt zur Bestimmung durch Verdampfen in die
Gasphase gebracht werden. Dies bedeutet u.U. eine erhebliche thermische Belastung fiir die
zu bestimmenden Substanzen. Thermisch labile und polare Substanzen muss man daher fiir
die GC durch entsprechend aufwendige Derivatisierungsreationen in thermisch stabile,
verdampfbare Derivate umwandeln, was aber nicht bei jedem Analyten gelingt. Ein
wesentlicher Vorteil der LC-MS-Analytik besteht nun darin, dass Analyte lediglich in den
verwendeten Eluenten 16slich sein missen. Ein Versprihen in der Ionisierungsquelle ist
quasi schon bei Raumtemperatur méglich. Viele thermisch labile Substanzen lassen sich so
mittels LC-MS schonend und ohne aufwendige Derivatisieungen sehr einfach

massenspektrometrisch charakterisieren oder quantifizieren.

Da es von den atypischen NSAR bekannt ist, dass es sich um Prodrugs handelt und den im
ZNS entstehenden Metaboliten die Hauptwirkung zugeschrieben wird, erlauben diese
entsprechend optimierten, sensitiven massenspektrometrischen Methoden in  einer
Gewebeprobe nicht nur mehrere Prostaglandine und deren Metaboliten (GC-MS) sondern

auch verabreichte Medikamente samt Metaboliten (LC-MS) quantitativ zu bestimmen.

II1.2.6.3.1  Gewebehomogenisation

Das Gewebe wurde dhnlich der beschriebenen Vorgehensweise homogenisiert. Anstatt
Gewebepuffer wurde jedoch auf ddH,O zuriickgegriffen, um spitere Interferenzen durch
zusitzliche  Stoffe und Ionen wihrend der GC-MS zu vermeiden. Bei der
Gewebehomogenisation konnte auf eine Hochfrequenzbeschallung verzichtet werden. Die

Proben wurden bis zur Messung bei —80°C gelagert.
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II1.2.6.3.2.  Probenaufbereitung und Chromatographie zur  Prostanoid-

bestimmung *

Mit deuterierten Standards versetzte Proben wurden mit 5 % Ameisensdure auf pH 3,2
angesauert und 0,1 g des in 1 ml Acetatpuffer (1,5 M; pH 5) gelésten O-methylhydroxylamin-
hydrochlorids zugesetzt, um eine Methoximbildung zu erreichen. Nach erneuter Ansduerung
mit 50 % Ameisensdure auf pH 2,5 wurden die Prostanoid-Derivate zwei mal mit je 1 ml
Ethylacetat-Hexan Gemisch (7:3) extrahiert. Nach Evaporation des Losungsmittels wurden
pro Probe 80 ul Aceton, 6 pl Pentafluorobenzylbromid und 7 ul N,N-diisopropylethylamin
zugesetzt und diese fiir 10 Minuten bei 40°C inkubiert. Die mit N, getrockneten Proben
wurden in Methanol gelost und chromatographisch auf TLC-Kieselgelplatten, Laufmittel:
Ethylacetat/Hexan (9:1), aufgetrennt. Drei separate Polarititsfraktionen wurden von den
TLC-Platten abgekratzt und mit 800 ul Ethylacetat-Hexan (9:1) mit 50 ul Wasser-Zusatz
extrahiert. Nach 5 Minuten Zentrifugation bei 10 000 rpm wurde die Ethylacetat-Phase
dekantiert, evaporiert und die Prostanoide mit je 10 ul BSTFA fir 30 Minuten bei 60°C
silanisiert. Die  weitere ~ Auftrennung der Prostanoide einer Zone erfolgte

gaschromatographisch (Injektionsvolumen pro Zone: 1 pl).

Standards

[3,3,4,4- 2Hy)-PGE;

PGE-M
[13,17,17,18,18,19,19-2H/]-PGE-M
[3,3,4,4- 2Hy]-6-keto-PGF4
[3,3,4,4- 2Hy)-TxB>
11-dehydro-TxB;
[18,18,19,19-2H4]-11-Dehydro-TxB;

TLC-Fraktionen

e Zonel: Rp0,03-0,16
6-keto-PGF4

e Zone2:R¢0,17-0,39
PGE»
TxB,

e Zone 3: Rr0,40-0,80
11-dehydro-TxB, (Metabolit von TxBy)
PGE-M (Metabolit von PGE;)
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I11.2.6.3.3.  GC-MS Prostanoid-Messung *

Je 1 pl der Probe wurde unter 100 kPa Druck in den Gaschromatographen injiziert. Die
Proben wurden durch initiales Erhitzen (300°C) vollstindig verdampft und auf der 100°C
heilen Chromatographiekapillare (DB-1; 20 m x 0,25 mm L.D.; 0,25 um Filmdicke) wieder
auskondensiert. Zur Auftrennung der Einzelbestandteile der Probe wurde die Temperatur fur
2 Minuten gehalten, gefolgt von einem Anstieg auf 280°C innerhalb von 10 Minuten und auf
310°C in weiteren 5 Minuten. Die einzelnen Prostanoide wurden anschlieBend wihrend des
Massenspektrometerdurchgangs  durch  Intensititsvergleich der Produkt-lonen von

deuteriertem Standard und endogenem Prostanoid quantifiziert.

Standard-Tochterionen

[P-2(CH3)SiOH] (PGEy)
[P-3(CH3)SiOH-CH;0H]- (6-keto-PGFy)
[P-3(CH;)SiOH-CH;OH-CO]- (TxB,)
[P-2(CH3)3810H-2CO3]- (11-dehydro-TxBy)
[P-(CH;5)SiOH-CFsCH,OH]- PGE-M)

Massenspektrometer-Einstellungen

Injector-Temperatur: 300°C
Quellen-Temperatur: 150°C
Methan-Druck: 50 kPa
Elektronen-Energie: 70 eV
Emmisionsstrom: 0,4 mA
Konversionsdynode: 15kV
Elektron-Multiplier: 1600 V
Druck in der Kollisionskammer: 0,2 Pa
Kollisionsenergie: 12-16eV
Messzeit:

endogene Proben: 04s

Standards: 0,05 s

* Die LC-MS-Messungen zum NSAR-Metabolitennachweis wurden  frenndlicherveise vom Herrn Bernbard Watzer /|
Eicoosanoidlabor der Universititskinderklinike Marburg durchgefiibrt.
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I11.2.6.4. NSAR-Metaboliten Nachweis *

I11.2.6.4.1 Probenaufbereitung und LC-MS-MS *

Sowohl die trockenen Homogenisate als auch die entsprechenden Vergleichsstandards
wurden dem gleichen Prozedere unterworfen: Mit je 1 ml Diisopropylether/Ethylacetat
(v/v; 1:3) versetzt, fur 1 Minute im Schuttler intensiv gemischt und zentrifugiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen und unter N, bis zur Eintrocknung
eingedampft. Nach Aufnahme in Acetonitril / Wasser (60:40) wurde ein Aliquot von 10 ul in
das LC-MS-MS injiziert.

NSAR-Metaboliten-Standards

Je 10 ng pro Probe Vergleichsstandard: Metamizolhydrolysat-Arachidonat und sein Des-Methyl Metabolit;

Arbeitsverdiinnungen: 1 pg/ml Acetonitril

I11.2.6.4.2.  LC-MS NSAR-Metaboliten Messung *

Je 10 pl der Probe wurden auf eine analytische HPLC-Saule (Polaris C18-A 3 pum; 50 x 2mm)
injiziert. Die HPLC-Bedingungen waten: isokratischer Fluss von 0,2 ml/min mit einem
Eluenten aus 60 % Acetonitril in Wasser und 0,2 % Essigsdure. Die Gesamtlaufzeit betrug
25 Minuten. MMDD eluierte nach 16,5 Minuten und der Des-methyl Metabolit nach
13,2 Minuten. Die Detektion mittels Tandem-Massenspektrometer erfolgte via Selektion der
entsprechenden Molekiilionen und nach Stof3zellenfragmentierung durch Detektion der
intensivsten Produkt-Ionen. Die Instrumentenbedingungen wurden hinsichtlich bester
Sensitivitit optimiert (Dwell time 400 ms, DP 50V, FP 160V, EP 9V). Im positiven
Ionisierungsmodus erfolgte im ersten Quadrupol (Q1) die Selektion der protonierten
Molekille [M+H]" mit 7/ 504,6 fiir MMAA und /3 4904 fir DM-MMAA. Nach
kollisionsinduzierter Fragmentierung in Q2 (Kollisionsgas: N,, Kollisionsenergie: 30 eV)
wurden die in Q3 entsprechend selektierten Produkt-lonen /3 2182 (MMAA) und
m/z 4724 (DM-MMAA) zum qualitativen Nachweis und zur semiquantitativen Bestimmung

der postulierten Metaboliten herangezogen.
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I1.2.7.  Statistische Auswertung

Fir die durch ELISA oder GC-MS-MS ermittelten Prostanoidkonzentrationen wurden
jeweils der  Mittelwert, die  Standardabweichung sowie der  Standardfehler
(Standardabweichung des Mittelwertes, SEM) berechnet.

Die Visualisierung der Ergebnisse erfolgte, je nach Fragestellung, als Kurven oder
Balkendiagramme mit Angabe des Mittelwertes und des Standardfehlers.

Auswertung der statistischen Signifikanz erfolgte mit one-way ANOVA gefolgt von
Bonferroni’s Post-Test, der alle Kolumnen miteinander vergleicht. Es wurden

vier Signifikanzstufen unterschieden:

Bezeichnung p-Wert graphische Darstellung
nicht signifikant > 0,05 ns

signifikant < 0,05 *

hoch signifikant < 0,01 HoK

sehr hoch signifikant < 0,001 ork

Die in der Tabelle genannten Symbole finden sich jeweils in den Graphiken wieder.
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IV. Ubersicht

Diese Dissertation hat zum Ziel, den Wirkungsmechanismus klassischer und atypischer
NSAR niher zu beleuchten; dabei soll ein besonderer Schwerpunkt auf die zentrale

Wirkungsweise gelegt werden.

In Vorversuchen wurden Methoden etabliert, die differenzierte und reproduzierbare
Untersuchungen bestimmter Organe erméglichen. Nach einer Ubersicht iiber die
COX-Aktivitit im Rickenmark und Gehirn bei Wildtyp- und knock out-Miusen folgt eine
Untersuchung der COX-Hemmbarkeit durch Indometacin als klassisches NSAR in vitro
sowie Paracetamol und Metamizol als atypische NSAR in vitro und vivo. Zuletzt wird
genauer auf den Wirkungsmechanismus von Metamizol eingegangen und die Hypothese

eines zentralnervosen Wirkungsmechanismus verifiziert.

IV.1.  Primire Zellkultur aus Spinalganglien neugeborener Miuse

Im Spinalganglion befinden sich die letzten Neurone des PNS vor der Verschaltung auf das
erste ZNS-Neuron im Rickenmark. Sie stehen somit ,,an der Grenze® zwischen Peripherie
und zentralem Nervensystem. Da sowohl die klassischen als auch die atypischen NSAR
peripher und zentral unterschiedliche Wirkungen aufweisen, ist die ,,Grenzaktivitat™ der
COX besonders interessant.

Messungen der neuronalen COX-Aktivitit im DRG-Gewebehomogenat erschienen
aufgrund des hohen Bindegewebsanteils der Spinalganglien nicht aussagekriftig. Deshalb
wurde versucht, in einer primiren Zellkultur durch Neuronen-selektierende Bedingungen das
Fibroblastenwachstum zu supprimieren, um nachher durch PGE,-Bestimmungen aus dem
Zellkulturiiberstand auf die COX-Aktivitit schlieBen zu kénnen.

In den Vorversuchen wurden, ausgehend von typischer Morphologie, Neurone und

Fibroblasten ausgezihlt.
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Abbildung 3:
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Abbildung 3a:

Auszihlung  von  Neuronen  und  Fibroblasten  unter  verschiedenen

Kulturbedingungen-Konstellationen

Die den Abkiirzungen entsprechenden Zellkulturmedien-Konstellationen sind der Legende u entnehmen.

Legende:

Medium-Bezeichnug* | Medium-Inhalt:

1

Medium I + 0,1 Vol% FCS

Medium I + 0,5 Vol% FCS

Medium I + 1 Vol% FCS

Medium I + 2,5 Vol% FCS

Medium I + 5 Vol% FCS

Neurocult + Supplement

Neurocult + Supplement + 0,1 Vol% FCS + Gentamycin

| | &N v | W N

Neurocult + Supplement + 0,5 Vol% FCS + Gentamycin

Neurocult + Supplement + 1 Vol% FCS + Gentamycin

Neurocult + Supplement + 2,5 Vol% FCS + Gentamycin

Neurocult + Supplement + 5 Vol% FCS + Gentamycin

* Zusatz a = NGF-haltig, Zusatz b = kein NGF wurde zugesetzt

800

600

la

O Neurone
H Fibroblasten

1b

22 2 3 3 4a 4b 5a b 6a 6) 7a 7b 8a 8 9 9 10a 10b lla 11
Medium
Zellwachstum der priméren Zellkultur muriner Spinalganglien am Tag 3. in Kultur
In allen Ansitzen iiberwiegen Fibroblasten gegeniiber Neuronen, ein 1 orteil zeichnet sich bei den Konstellationen ab:
NGEF, iibliches Zellkulturmedium + FCS-Gebalt zwischen 2,5 und 5 %
NGF, Neurocult + niedriger FCS-Gebalt wischen 0,1 bis 0,5 %



IV. Ergebnisse - Seite 63 -
1600
1400
1200
— 1000
E
- O Neurone
= 80
[ B Fibroblasten
°
N 600
400
200
0
la 1 2a 2b 3 3 4a 4b 5a 5Sb 6a 6b 7a 7b 8a 8 9a 9b 10a 10b 1la 1lb
Medium
Abbildung 3b: Zellwachstum der priméiren Zellkultur muriner Spinalganglien am Tag 4. in Kultur
Inn den meisten Ansitzen sind keine typischen Neurone mebr vorhanden. 1ediglich in
Nenrocult + 0,5 % FCS mit oder obne NGEF-Zusatz haben verhaltnismdfsig viele Neuronen iiberlebt.
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Abbildung 3c:
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Zellwachstum der primiren Zellkultur muriner Spinalganglien am Tag 5. in Kultur

Am 5. Tag sind nicht nur die Neuronen, sondern anch die meisten Fibroblasten abgestorben. Auch die viel

versprechende Konstellation Neurocult + 0,5 % FCS und NGF bieten keinen echten Uberlebensvortei.
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Abbildungen 3a bis ¢ zeigen, dass keine der verwendeten Zellkulturmedien-Konstellationen
eine Neuronen-fordernde und Fibroblasten-supprimierende Wirkung erzielen konnte.
Neurocult, ein spezielles Neuronen-Kulturmedium, das serumfreie Zellkultivierung erlaubt,
supprimierte zwar mesenchymale, fithrte auf die Dauer allerdings auch zu frithzeitigem
Absterben neuronaler Zellen. Durch Zugabe des neuronalem Wachstumsfaktors NGF
konnte ebenso keine suffiziente Anreicherung von Neuronen gegentber Fibroblasten
erreicht werden (Abb. 3a-b). Bereits am fiinften Tag waren nahezu alle Neuronen und auch
die meisten Fibroblasten abgestorben (Abb. 3¢), sodass das Experiment abgebrochen worden
ist.

Da bei kultivierten Fibroblasten ebenfalls eine COX-2 Induktion stattfindet, wurde diese
Methode zur Quantifizierung neuronaler COX-Aktivitit als nicht aussagekriftig verlassen, da

die Quelle des in Uberstand sezenierten PGE, nicht eruiert werden kann.

IvV.2. In vitro COX-Aktivititsmessung

Die COX-Aktivititsmessungen wurden im Vollblut (periphere COX-Aktivitit) und im
Rickenmarks- bzw. Gehirn-Homogenat durchgefithrt. Das Protokoll fiir die Messungen
im Vollblut konnte ohne Anderungen tibernommen werden, fiir die Messungen im ZNS

mussten Optimierungsschritte vorgenommen werden.

IvV.2.1. COX-Hemmung peripher

Iv.2.1.1. Paracetamol

Durch Zugabe von Paracetamol in steigender Konzentration zum Vollblut und
anschlieBender Bestimmung der Prostanoide Tromboxan und Prostaglandin E, ldsst sich
das Ausmal3 der peripheren COX-1 und -2 Inhibition abschitzen.

Thromboxan (TxB,) wird bei der Blutgerinnung durch die COX-1 der kernlosen
Thrombozyten gebildet und ausgeschittet, folglich ist die im Serum gemessene

TxB,-Menge ecin direktes Korrelat der thrombozytiren COX-1 Aktivitit. PGE, kann
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sowohl von COX-1 als auch COX-2 gebildet werden. Nach Stimulation mit LPS wird
allerdings hauptsichlich COX-2 induziert, welche anschlieBend fiir die gesteigerte
PGE,-Bildung verantwortlich ist.

In nachfolgendem Experiment wurden die TxB,- und PGE,-Synthese im Hinblick auf eine
potentielle COX-Hemmung durch Paracetamol untersucht. Die FErgebnisse sind in
Abbildung 4 dargestellt.

Unabhingig von der Paracetamol-Konzentration im Assay ist keine COX-Hemmung zu
verzeichnen: Thromboxan und Prostaglandin E, zeigen nur zufillige Schwankungen um
die Basalaktivitit und haben keinerlei Bezichung zu der steigenden Paracetamol-
Konzentration. Von einer Hemmung der peripheren COX durch Paracetamol kann daher
nicht ausgegangen werden.

Diese Ergebnisse stiitzen die Theorie, dass Paracetamol als Prodrug ausschlieBlich im ZNS
zur Wirksubstanz umgesetzt wird, welche fir die COX-Suppression verantwortlich ist.

Paracetamol selbst kann keine COX-inhibierende Potenz vorweisen.
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Abbildung 4:  Ubersicht iiber Hemmung der COX-Aktivitit im Vollblut von Wildtyp-Mziusen
durch Paracetamol
Auf der x-Achse ist die  steigende Paracetamol-Konzentration in  logarithmischem  MafSstab,
anf der y-Achse sind die Konzentrationen von TxB, und PGE, als Maf fiir COX-Aktivitit anfgetragen.
Die PGE ,-Bestimmung erfolgte nach Stimulation mit 1.PS und simultaner Blockade mit Paracetamol,
die TxB,-Bestimmung nach alleiniger Inhibition mit Paracetamol.
U = ¢ (Prostanoid) | ng/ ml
n =5, die Messungen wurden als Duplikate durchgefiihrt
Die  gemessenen  Prostanoid-Konzgentrationen  entsprechen  lediglich — zufalligen ~ Schwankungen, eine

Abhéngigkeit von der steigenden Paracetamol-Konzentration im Sinne einer Inhibition ist nicht ersichtlich.
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IvV.2.1.2. Metamizol

Analog zur Aktivititsbestimmung der peripheren COX im Vollblut nach Paracetamol-
Zugabe wurde die Suppression der COX-1 und COX-2 durch Metamizol untersucht. Als
Aktivititsmal3 fir COX-1 wurde Tromboxan B, und fir COX-2 Prostaglandin E,
bestimmt.

Abbildung 5 zeigt, dass Metamizol wie Paracetamol (Abb. 4) die peripheren
Cyclooxygenasen nicht zu hemmen vermag, es besteht keine Beziehung zwischen der
steigenden Metamizol-Konzentration und der gemessenen Prostanoidmenge im Assay.

So kann auch fir Metamizol von einem exklusiv zentralen Mechanismus ausgegangen
werden, bei dem Metamizol als Prodrug eingenommen und ausschlieBlich im ZNS zur

COX-hemmenden Wirksubstanz oder Wirksubstanzen umgesetzt wird.
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Abbildung 5:  Ubersicht iiber Hemmung der COX-Aktivitit im Vollblut von Wildtyp-Mziusen
durch Metamizol
Auf der x-Achse ist die  steigende  Paracetamol-Konzentration in  logarithmischem  MafSstab,
anf der y-Achse sind die Konzentrationen von TxB, und PGE, als Maf fiir COX-Aktivitit anfgetragen.
Die PGE ,-Bestimmung erfolgte nach Stimulation mit 1.PS wund simultaner Blockade mit Metamizol,
die TxB,-Bestimmung nach alleiniger Inbibition mit Metamizol.
U = ¢ (Prostanoid) | ng/ ml
n =5, die Messungen wurden als Duplikate durchgefiihrt
Die  gemessenen  Prostanoid-Konzentrationen  schwanken, unabbdngig von  steigender Metamizol-

Konzentration, zufillig um den Basalwert; eine COX-Inhibition erscheint daber ansgeschlossen.
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Iv.2.2. COX-Hemmung zentral

Iv.2.2.1. Optimierung der Messbedingungen

Die Methode fiir die Messung der COX-Aktivitit im Rickenmark und Gehirn basiert auf
einem Protokoll zur COX-Aktivititsmessung in der Niere. Die nachfolgend dargestellten
Experimente dienten der Anpassung des Protokolls an die Anforderungen im ZNS sowie
Ermittlung optimaler Messbedingungen mit reproduzierbaren Werten und groBter
moglicher Ausbeute des COX-Produktes PGE,, das exemplarisch fiir die COX-Aktivitat

bestimmt wurde.

Iv.2.2.1.1. Optimierung der Proteinmenge und der Inkubationsdauer *

Wie aus Abbildung 6 ersichtlich, bieten Messungen bei niedrigerer Proteinkonzentration
(100 pg/ml), wie erwartet, eine zur Inkubationszeit direkt proportional zunehmende
PGE,-Ausbeute, wihrend eine zu hohe Proteinkonzentration die COX-Aktivitit zu
behindern scheint, die PGE,-Konzentration nimmt ab! Obwohl bei einer
Proteinkonzentration von 100 pg/ml ein linearer Anstieg der gebildeten PGE,-Menge tber
die Zeit zu verzeichnen ist, fihrt eine zu lange Messdauer moglicherweise zu Degradation
des gebildeten PGE,, sodass es fiir eine Endpunktmessung nicht mehr zuginglich ist
(Abb.  6). Deshalb wurden die nachfolgenden Ergebnisse bei  niedriger

Protein-Konzentration und einer Inkubationsdauer von finf Minuten durchgefiihrt.

C Gezeigt werden nur die. Werte fiir das Mans-Gebirn-Homogenat. Fiir das Maus-Riickenmark-Homogenat ergaben sich dquivalente Konstellationen, auf deren

Darstellung bier deshalb vergichtet wird.
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Abbildung 6:  COX-Aktivitit in Abhingigkeit von der Inkubationszeit und der eingesetzten
Proteinmenge
Exemplarisch ~ fiir — die  COX-Aktivitit — wurde  die  PGE,-Bildung  gemessen  (y-Achse),
anf der x-Achse ist die Inkubationsdaner im Minuten anfgetragen.
U=ngPGE, / 1 mh, 50 uM AA
n=3
Fiir die Aktivitatsmessungen wurden zavei unterschiedliche Ansdize gemacht: hoch dosierte Proteinmenge mit
500 ug/ nil und niedriger dosierte mit 100 ug/ mil.
Beide Ansiitze wurden zum besseren 1 ergleich i selben Graphen aufgetragen.
Lediglich fiir den niedriger dosierten Ansatz, ergibt sich ein linearer Anstieg der gebildeten PGE, Menge iiber

die Inkubationszeit.

IV.2.21.2.  Optimierung des Milieus

Messungen im Inkubationspuffer (Tris-Puffer, Hematin, Phenol und DETC gel6st in
bidestilliertem Wasser) lieferten stark schwankende Werte, sodass in weiteren
Optimierungsversuchen eine Mischung aus PBS und Arachidonsiure im Vergleich zum
Inkubationspuffer getestet wurde(A4bb. 7).

Abbildung 7 demonstriert ebenfalls einen konstant linearen Anstieg der PGE,-Bildungsrate
bei einer Inkubationsdauer bis zu zehn Minuten in PBS mit 50 uM Arachidonsidure, bei
lingeren Inkubationszeiten wird das bereits gebildete PGE, wieder degradiert.

Somit ergibt sich ein deutlicher Vorteil der Messung im PBS- / 50 uM Arachidonsaure-
Milieu gegentiber dem im urspriinglichen Protokoll beschriebenen Inkubationspuffer
(Details siche Kapitel ,,Material und Methoden®, Abschnitt ,,In vitro COX-Aktivitdt —
ZNS%, Seite 50).
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Abbildung 7:
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COX-Aktivitit in Abhingigkeit vom Inkubationsmilieu

Exemplarisch ~ fiir — die  COX-Agktivitit  wurde  die  PGE,-Bildung  gemessen  (y-Achse),
anf der x-Achse ist die Inkubationsdauer int Minuten anfgetragen.

U = ng PGE, / mi, 100 ug Protein, 50 uM AA

n=3
Es wurden swei unterschiedliche Anséitze gemacht: COX-ARtivitdtsbestimmung im Inkubationspuffer nach
urspriinglichem — Protokol] — und ~ COX-Aktivititsbestimmung — in  PBS,  beide — mit  jeweils
50 uM Arachidonsénre-Zugabe.
Beide Ansiitze sind wecks besserer UV ergleichbarkeit im selben Graphen aufgetragen.
Ein  linearer Anstieg der gebildeten PGE, Menge erfolgt nur in PBS  mit  Arachidonsdure

und bis hichstens zebn Minuten Inkubationsdaner.

Die ermittelten optimalen Messbedingungen fiir die nachfolgenden Versuche lauten:

5 Minuten Inkubation bei 37°C, in PBS mit 50 uM Arachidonsiure

und 100 pg Protein / Ansatz.
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IV.2.2.1.3.  Optimierung der Inhibitorendosis *

Unter den nun ermittelten optimalen Messbedingungen wurden fiir alle verwendeten
Inhibitoren Konzentrationsreihen erstellt. Fur weitere Versuche wurden anschlieBend die
Konzentrationen verwendet, bei denen eine maximale COX-Hemmung zu verzeichnen

war.

SC 236

SC 2306 ist ein selektiver, fir therapeutische Zwecke nicht zugelassener COX-2 Inhibitor.
Im Wildtyp-Gewebehomogenat wurde die fir eine maximale COX-Hemmung benétigte
SC 236-Menge ermittelt, der Assay im Gewebehomogenat der COX-2 defizienten Maus
diente der Bestimmung des unspezifische Anteils an der Gesamt-COX-Hemmung.

Es wurden SC 236 Konzentrationen von 0,1 bis 10 uM eingesetzt.

Abbildung 8 zeigt, dass in diesem Bereich im Rickenmark und Gehirn eine zur steigenden
SC-236 Konzentration proportionale COX-Hemmung beobachtet wurde, maximale
Hemmung trat erst bei einer SC 236 Konzentration von 10 uM ein.

Auffallend ist der verhiltnismidBig groBe Anteil der unspezifischen Hemmung, die im
Riickenmark stirker ausgeprigt ist als im Gehirn, und sogar das Ausmall der
COX-Hemmung beim Wildtyp erreicht, sodass spinal nur zuriickhaltend von einer
selektiven COX-2 Inhibition gesprochen werden kann. Im Gehirn verlduft die
Hemmungskurve, nach oben verschoben, anndhernd parallel zur Wildtyp-Kurve, der

Inhibitionseffekt von SC 236 ist ,,spezifischer* als im Riickenmark (4bb. §).

C Eine Indometacin-Konzentrationsreihe wurde nichstallt, da bereits aus der Literatur ZNEOX
hemmende Konzentrationen bekannt sind. In weit&fersuchen wurde mit 10 pM Indomets

gearbeitet.
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Abbildung 8:  Konzentrationsreihe SC 236

Linksseitige Graphik zeigt fiir das Riickenmark, rechtsseitige fiir das Gebirn ermittelte Werte.

Auf der x-Achse ist in  logarithmischer Skalierung die SC 236 Kongentration in uM,
auf der y-Achse normalskaliert die COX-Agtivitit in U abgebildet.

U = ng PGE, / ml und 5 niin, 100 ug Protein, 50 uM AA

n=3

In jeder Graphik sind jeweils die ermittelten Werte sowobl fiir Wildtyp- (BLG) als anch
Siir COX-2 knock out-Mduse (unspezifische Hemmung) gemeinsam anfgetragen (siehe 1egende).

Im Riickenmark ist der Anteil der unspezifischen an der Gesamthemmung hober als it Gebirn.

SC 560

SC 560 ist ein selektiver, fir therapeutische Zwecke nicht zugelassener COX-1 Inhibitor.
Die Ermittlung der fiir eine maximale COX-Hemmung bendétigten Dosis erfolgte analog zu
SC 236 (siche oben), im Gewebehomogenat der COX-17" Maus wurde der unspezifische
Anteil an der COX-Hemmung untersucht.

SC 560 Konzentrationen zwischen 0,1 und 10 uM wurden eingesetzt. Wie aus Abbildung 9
zu entnehmen und bereits fir SC 236 (Abb. 8) gezeigt, tritt eine der ansteigenden SC 560
Konzentration  proportionale  Suppression der COX-Aktivitit ein, maximale
COX-Hemmung wurde bei der héchsten Konzentration von 10 uM gemessen.

Bei SC 560 ist der Anteil unspezifischer COX-Hemmung (siche Hemmungskurve
COX-17" Abb. 9) ebenfalls verhiltnismiBig hoch, zwischen Gehirn und Riickenmark
besteht hierbei kein Unterschied. Die Hemmungskurven in Abbildung 9 verlaufen jeweils

parallel verschoben.
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Abbildung 9:  Konzentrationsreihe SC 560
Linksseitige Graphik zeigt fiir das Riickenmark, rechtsseitige fiir das Gebirn ermittelte Werte.
Auf der x-Achse ist in  logarithmischer Skalierung die SC 560 Kongentration in uM,
anf der y-Achse normalskaliert die COX-Aktivitit in U abgebildet.
U = ng PGE, / ml und 5 min, 100 ug Protein, 50 uM AA
n=3
In jeder Graphik sind jeweils die ermittelten Werte sowobl fiir Wildtyp- (BLG6) als anch fiir COX-1
knock out-Mduse (unspezifischer Anteil der COX-Hemmung) gemeinsam anfgetragen (siehe 1 egende).
Fiir beide ZNS Organe ergibt sich ein vergleichbares Bild mit einem, gemessen an COX-1 defizientem
Gewebe, hoben Anteil an unspezifischer Hemmung.

Paracetamol

Paracetamol ist ein atypisches nichtsteroidales Antirheumatikum. Eine COX-hemmende
Wirkung gilt zwar als nahezu sicher, wird jedoch immer noch kontrovers diskutiert, daher
finden sich in der Literatur mannigfaltige Angaben zu COX-hemmenden Paracetamol-
Dosierungen.

In den im Folgenden dargestellten Experimenten wurde versucht, den
COX-hemmenden Konzentrationsbereich einzugrenzen sowie die fir eine maximale
COX-Hemmung benétigte Dosis zu finden.

Abbildung 10 demonstriert, dass geringe Dosen Paracetamol die PGE,-Syntheserate nicht
signifikant zu senken vermogen und die COX-Aktivitit hier nur zufillig um einen basalen
Wert schwankt. Paracetamol-Konzentrationen von 10 uM fithren sowohl im Riickenmark

als auch im Gehirn zu einer sicheren Suppression der PGE,-Synthese, die durch den
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linearen Abfall der gebildeten PGE,-Menge proportional zur steigenden Paracetamol-
Konzentration ausgedriickt wird.
Eine maximale COX-Hemmung wird sowohl im Ruckenmark- als auch im Gehirn-

Homogenat bei einer Paracetamol-Konzentration von 10 mM erreicht (Abb. 10).
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Abbildung 10:  Konzentrationsreihe Paracetamol im Wildtyp-Gewebehomogenat
Auf der x-Achse ist in  logarithmischer Skalierung die SC 560  Kongentration in uM,
anf der y-Achse normalskaliert die COX-Aktivitit in U abgebildet.
U = ng PGE,/ ml und 5 min, 100 ug Protein, 50 uM AA
n=3
Die Werte fiir Riickenmark und Gebirn sind in selber Graphik dargestellt (siehe 1 egende).
Paracetamol zeigt sowobl cerebral als anch spinal erst in unphysiologisch hober Dosierung eine Henmmung

der PGE ,-Bildung.

Metamizol

Ahnlich wie fiir Paracetamol sind fiir Metamizol bis dato nur wenig verlissliche Daten
beziiglich zentralnervése COX inhibierender Metamizol-Dosierungen publiziert.
In Anlehnung an die fir Paracetamol (siehe oben und Abb. 10) dargestellten Daten wurde in

den folgenden Experimenten versucht, den COX-hemmenden Konzentrationsbereich fiir
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Metamizol einzugrenzen sowie die fiir eine maximale COX-Hemmung benétigte Dosis zu
finden.

Wie aus Abbildung 17 ersichtlich, vermogen Metamizol-Konzentrationen kleiner als
0,01 uM weder die spinale noch die cerebrale COX zu hemmen, es zeigen sich lediglich die
Ublichen Schwankungen um die Basalaktivitit. Erst ab einer Konzentration von 0,01 pM
erfolgt zuerst nur spinal, ab 0,1 uM dann auch cerebral eine Suppression der
COX-Aktivitit, die proportional zur steigenden Metamizol-Konzentration linear zunimmt.
Die Hemmungskurven von Rickenmark und Gehirn verlaufen parallel. Bei einer
Metamizol-Konzentration von 30 mM tritt eine maximale Hemmung der COX-Aktivitit

ein, die bei steigenden Konzentrationen nicht mehr signifikant zunimmt (A4bb. 77).

=i~ RUckenmark
- Gehirn

COX-Aktivitat / U

Metamizol-Konzentration (uM)

Abbildung 11:  Konzentrationsreihe Metamizol im Wildtyp-Gewebehomogenat
Auf der x-Achse ist in logarithmischer Skalierung die steigende Paracetamol-Konzentration in uM,
anuf der y-Achse normalskaliert die COX-Aktivitit in U aufgetragen.
U = ng PGE,/ wd und 5 niin, 100 ug Protein, 50 uM AA
n=3
Die Werte fiir Riickenmark und Gebirn sind in selber Graphik dargestellt (siehe 1 egende).
Beide ZINS  Organe zeigen eine Hemmung der PGE ,-Bildungsrate erst bei  unphysiologischen

Metamizol-Konzentrationen.
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Iv.2.2.2 basale COX-Aktivitiat im ZNS

Um die Hemmpotenz ausgewihlter COX-Inhibitoren zu bestimmen, musste zuerst das
Ausmal} der COX-Aktivitit ohne Inhibition bestimmt werden, um nachher zu den Werten
nach Inhibition in Verhiltnis gesetzt zu werden.

Es wurden auBer Wildtyp- auch COX-defiziente (COX-17" und COX-2") und iiber eine
verminderte COX-Aktivitit verfiigende (COX-1"" und COX-2"") Mause untersucht.
Erwartet wurden bei COX-1"" und COX-2"" Miusen signifikant erniedrigte
COX-Aktivititen, bei COX"" Miusen dagegen dem Wildtyp vergleichbare Werte, da eine
haploide COX-Expression vorhanden ist.

1v.2.2.2.1. Rickenmark

Wie bereits beschrieben, hat das Rickenmark eine wichtige Funktion bei der
Schmerzempfindung.

Da sich diese Arbeit mit Pharmaka befasst, die ohne Zweifel eine analgetische Wirkung
haben, ist eine Untersuchung der spinalen COX-Aktivitit und ihrer Hemmbarkeit von sehr
groB3er Bedeutung,.

Wie Abbildung 12 demonstriert, zeigen im Ruckenmark sowohl COX-1 als auch COX-2
defiziente Miuse (COX-17" und COX-2") héchst signifikant niedrigere Werte fiir die
basale PGE,-Sekretion als Wildtyp-Mause (BLG). Zwischen COX-17" und COX-2"
Miusen konnte kein signifikanter Unterschied in der basalen COX-Aktivitit festgestellt
werden. Uberraschenderweise unterscheidet sich die COX-Aktivitit bei den heterozygot
COX-defizienten Mausen (COX-1"" und COX-2"") nicht von der homozygot defizienter
(COX-1"" und COX-2"") Tiere (Abb. 12).

Geringe Standardabweichung des Mittelwertes in Abbildung 12 weist auf geringe
interindividuelle Schwankungen der spinalen COX-Basalaktivitit zwischen den einzelnen

Versuchstieren.
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Abbildung 12:  Ubersicht  iiber die basale COX-Aktivitit im Riickenmark-Homogenat
verschiedener Mausstimme
Der Beschriftung der x-Achse sind die den dargestellten Werten zugehirigen Maus-Stamme zu entnebmen,
anf der y-Achse sind die jeweiligen PGE ,-Bildungsraten als Mafs fiir COX-Aktivitat anfgezeichnet.
U = ng PGE, / ml und 5 min, 100 ug Protein, 50 uM AA
n =5, die Messungen wurden als Triplikate durchgefiibrt
Die Messungen wurden unter den in 'V orversuchen ermittelten Standardbedingungen durchgefiibrt.
*Rk = hochst signifikant versus BL6, p < 0,001
Die statistische Auswertung beziebt sich auf die basalen COX-Aktivititen bei BIG-Mdusen.
Sowob! homozygot als anch beterogygot COX-defiziente Mduse zeigen eine gegeniiber dem Wildtyp hochst
signifikant verminderte PGE ,-Bildungsrate, die sich allerdings zwischen den verschiedenen COX-

defizienten Stammen nicht signifikant unterscheidet.

1V.2.2.2.2. Gehirn

Ein schmerzhafter Reiz wird erst im Gehirn bewusst wahrgenommen, ebenso wird Fieber im
Gehirn, im Hypothalamus, generiert. Analgetika und Antipyretika missen also eine cerebrale
Wirkkomponente aufweisen, um einen Effekt hervorzurufen.

Wie bei den oben gezeigten FErgebnissen fir die basale Aktivitit der spinalen
Cyclooxygenasen, ist es auch fir das Gehirn wichtig, basale COX-Aktivititen zu definieren,

um in den nachfolgenden Versuchen die COX-Hemmung quantifizieren zu kénnen.
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Wie im Riickenmark-Homogenat fiir die spinale COX beobachtet (Abb. 72), liegen die
cerebralen COX-Aktivititen der einzelnen Versuchstiere, wie in Abbildung 13 aufgetragen,
nah beieinander, die Standardabweichung des Mittelwertes ist zwar grofer als im
Rickenmark, dennoch immer noch relativ gering.

Analog dem FErgebnis fur die basalen COX-Aktivititen im Ruickenmark ist die
COX-Aktivitit im Gehirn der COX-17" und COX-2"" Miuse signifikant geringer als beim
Wildtyp. Es zeigen sich jedoch auch Unterschiede zwischen den COX-defizienten Mausen:
bei COX-2"" ist die PGE,-Bildung im Vergleich zu COX-17" signifikant geringer. Kein
Unterschied findet sich zwischen homo- und heterozygot-COX-defizienten Tieren, wie

bereits im Riickenmark beobachtet (Abb. 13).
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Abbildung 13:  Ubersicht  iiber — die  basale ~ COX-Aktivitit —im  Gehirn-Homogenat
verschiedener Mausstimme
Der Beschriftung der x-Achse sind die den dargestellten Werten zugehirigen Maus-Stamme zu entnebmen,
anf der y-Achse sind die jeweiligen PGE ,-Bildungsraten als Mafs fiir COX-A#ktivitat anfgezeichnet.
U = ng PGE, / ml und 5 niin, 100 ug Protein, 50 uM AA
n =5, die Messungen wurden als Triplikate durchgefiibrt
Die Messungen wurden unter den in 'V orversuchen ermittelten Standardbedingungen durchgefiibrt.

hachst signifikant versus BL6, p < 0,001

k¥k¥

#

signifikanter Unterschied zwischen den markierten Kolummen, — p < 0,05

Sowobl homozygot als anch heterozygot COX-defiziente Mduse zeigen eine gegeniiber den Wildtyp-Musen
hichst signifikant verminderte PGE y-Bildungsrate, welche jedoch bei COX-1 defizienten Mdusen hiber ist
als bei COX-2 Knockout-Tieren.
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Iv.2.2.3. Hemmung beider Isoformen:

BL6 Miuse

Die Hemmbarkeit der zentralen Cyclooxygenasen wurde anhand von Inhibition durch
selektive COX-Inhibitoren, SC-560 und SC-236 und das klassische NSAR Indometacin
quantifiziert und mit zwei atypischen NSAR Paracetamol und Metamizol verglichen. Mit
Ausnahme von SC 236 und SC 560, die nicht als Arzneimittel zugelassen sind, handelt es
sich um hiufig verwendete NSAR.

Die zentrale Komponente der atypischen NSAR wird fir deren pharmakologische
Eigenschaften verantwortlich gemacht. Aus diesem Grund wurde in zwei Ansitzen
zusatzlich ein Inhibitor der Fettsiure-Amid-Hydrolase (FAAH) zugesetzt. FAAH ist
selektiv im ZNS ausreichend aktiv, und soll an der Metabolisierung von Paracetamol- und
Metamizol-Metaboliten beteiligt sein.

Jeder normale Organismus verfigt tiber beide COX-Isoenzyme, die unten dargestellten
Ergebnisse der COX-Hemmung im Riickenmark- und Gehirnhomogenat spiegeln den
Zustand nach Finnahme der untersuchten Inhibitoren wider. COX-Hemmungs-
Experimente mit SC 236 und SC 560 dienen als Kontrolle fir die Selektivitit der tbrigen
verwendeten Pharmaka.

Wie aus Abbildung 14 zu entnehmen, senken alle getesteten COX-Inhibitoren sowohl im
Rickenmark als auch im Gehirn die COX-Aktivitit im Verhiltnis zum Basalwert
signifikant. Der selektive COX-1 Inhibitor SC 560 supprimiert die PGE,-Syntheserate im
Riickenmark signifikant starker als im Gehirn.

Die atypischen NSAR, Paracetamol und Metamizol, inhibieren die COX-Aktivitit
wesentlich potenter als das typische NSAR Indometacin.

Die Wirkung des Paracetamols wird bei Zugabe von einem FAAH-Inhibitor im
Riickenmark und Gehirn vollstindig aufgehoben, bei Metamizol wird lediglich eine leichte
Reduktion der COX-Hemmung erreicht.

Der Hydrolaseinhibitor alleine beeinflusst die PGE,-Synthese nicht (A4bb. 14).
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Abbildung 14:
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Hemmung der COX-Aktivitit im Riickenmark- und Gehirn-Homogenat von
Wildtyp-Miusen (BLG)

Das linke Diagrammpaar stellt die im Riickenmark-Homogenat ermittelten COX-Aktivititen dar,
das rechte die entsprechenden Werte fiir das Gebirn-Homuogenat.

Um  eine  bessere  Vergleichbarkeit — zn  erzielen, — wurden — die  postinhibitorischen
PGE ,-Bildungsraten anf  die durchschnittliche basale COX-Aktipitit normiert
(basale COX-Aktivitat = 1).

Die Ergebnisse wurden unter Standard-Bedingungen (U = ng PGE, [ ml und 5 min, 100 ug Protein, 50
uM AA) ermittelt.

n =5, die Messungen wurden als Triplikate durchgefiibrt

* = signifikant versus Basalaktivitat, p <005
ok = hachst signifikant versus Basalaktivitat, p < 0,001
HH#H = hochst signifikant versus Indometacin, — p < 0,001

i)
Atypische NSAR sind sebr potente Inhibitoren der zentralnervisen COX.

hachst signifikant versus Paracetamol, — p < 0,007

Zu beachten ist, dass BLG-Mduse diber zwei voll funktionsfihigen COX-Isoengyme verfiigen und die
Diagramme somit die kumnlierte Hemmung beider Enzyme darstellen.

Uber die Inbibition der einzelnen Cyclooxygenasen-Isoformen kinnen erst in nachfolgenden Fxperimenten
an ZINS-Homogenaten COX-1 oder COX-2 defizienter Méuse Aussagen gemacht werden.
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IV.2.2.4.a Hemmung der COX-1:
COX-2""Miuse

COX-2"" Miuse exprimieren keine COX-2, einzige vorhandene COX-Isoform ist die
COX-1, folglich kann an diesen Tieren nur die Hemmbarkeit der COX-1 untersucht
werden.

Das Experiment wurde analog zu der bereits gezeigten Untersuchung am Wildtyp
durchgefiihrt.

Abbildung 15 demonstriert die Ergebnisse:

Alle Inhibitoren, ebenso der selektive COX-2 Inhibitor SC 236, senken die PGE,-Synthese
durch die COX-1 signifikant gegentiber dem Basalwert, wobei es sich bei SC 236 um die
nicht unbetrichtliche unspezifische Komponente der COX-Hemmung handelt.

Die spinale COX reagiert sensitiver auf alle Inhibitoren, die COX-Aktivitit nach der
Hemmung ist hier, verglichen mit dem Gehirn, signifikant niedriger.

Wie bereits bei Wildtyp beobachtet, sind auch bei COX-2"" Mausen die atypischen NSAR
Paracetamol und Metamizol seht potente COX-Hemmer; sie vermogen die COX-1
Aktivitit stirker zu supprimieren als Indometacin und sind in ihrer Hemm-Potenz
vergleichbar mit dem potenten selektiven COX-1 Inhibitor SC 560.

Paracetamol und Metamizol unterscheiden sich nicht in der Stirke der zentralnervisen
COX-Hemmung.

Die untersuchten Medikamente variieren betrachtlich in der Streuungsbreite: nach SC 560
Behandlung ist diese hoch, bei Metamizol ergeben alle Proben sehr nah beieinander

liegende Werte (Abb. 15).
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Abbildung 15: Hemmung der COX-1 Aktivitit im Riickenmark- und Gehirn-Homogenat von
COX-2/- Miusen

Das linke Diagrammpaar stellt die im Riickenmark-Homogenat ermittelten COX-Aktivitaten dar,
das rechte die entsprechenden Werte fiir das Gebirn-Homuogenat.
Um  eine  bessere  Vergleichbarkeit — zu  ergielen, — wurden  die  postinhibitorischen
PGE ,-Bildungsraten anf  die durchschnittliche basale COX-Aktivitit normiert
(basale COX-Aktivitit = 1).
Die Messungen wnrden unter S tandard-Bedingungen (U = ng PGE, / ml und 5 min, 100 ug Protein, 50
uM AA) durchgefiibrt.
n =5, die Messungen wurden als Triplikate durchgefiibrt

ok = héchst signifikant versus Basalaktivitat, p < 0,001
HH##H = hachst signifikant versus Indometacin, — p < 0,001

Die oben gezeigten Diagramme erlauben Riickschliisse auf selektive Wirkung der untersuchten Inbibitoren
anf die Aktivitit der COX-1, da es sich um ZINS-Homogenate von vollstindig COX-2 defizienten
Mausen handelt.

Alle Inbibitoren hemmen die COX-1, wenn anch in unterschiedlichem AusmafS. Bemerkenswert ist ebenfalls

die gwischen den einzelnen Inbibitoren stark variierende Strenungsbreite.
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Iv.2.2.4.b Hemmung der COX-1 bei verminderter COX-2 Aktivitit:
COX-2""" Miuse

COX-2"" Miuse verfiigen iiber eine haploide COX-2 Anlage, die gemessene basale
COX-Aktivitat ist deutlich vermindert (Abb. 72 und 73, Seite 76 und 77). Diese Miuse
spiegeln den Zustand nach Einnahme eines selektiven COX-2 Inhibitors wider, da es
hierbei ebenfalls zu keiner vollstindigen Suppression der COX-2 Aktivitdit kommt.
Untersucht werden sollen die Auswirkungen anderer Inhibitoren auf die Gesamt-COX-
Aktivitit bei unvollstindig supprimierter COX-2, wobei theoretisch COX-Aktivititen
erwartet werden, die eher dem Wildtyp als dem homozygoten COX-2 Knockout-Tier
zuzuordnen wiren.

Folgende, in Abbildung 16 gezeigte Daten wurden unter Standardbedingungen ermittelt.

Es ergeben sich beztglich der COX-1 Hemmung im Riickenmark- und Gehirn-
Homogenat von COX-2"" Tieren (Abb. 15) vergleichbare Bilder: ausnahmslos alle
Inhibitoren senken die PGE,-Synthese gegentiber dem Basalwert signifikant, wobei spinal
die Hemmung bei gleicher Inhibitorkonzentration stirker ausfallt als cerebral.
Indometacin-Behandlung inhibiert die spinale COX-Aktivitit hoch signifikant auf Werte
um ~20 % der basalen COX-Aktivitit, im Gehirn lisst sich dagegen keine Reduktion der
PGE,-Syntheserate nachweisen.

Unterschiedlich zwischen Riickenmark und Gehirn ist auch die COX-Hemmung durch den
selektiven COX-2 Inhibitor SC 236. Wihrend die gering exprimierte COX-2 bei den
heterozygot COX-2 defizienten Tieren kaum ins Gewicht fillt, zeigt sich im Riickenmark
ein betrichtlicher Anteil an unspezifischer COX-1 Hemmung. Im Gehirn ist dieser Effekt
schwicher ausgeprigt.

Der selektive COX-1 Inhibitor SC 560 hemmt die COX-Aktivitit im Rickenmark
wesentlich stirker als im Gehirn.

Paracetamol und Metamizol supprimieren die Aktivitit cerebraler Cyclooxygenasen am
potentesten. Im Rickenmark vermag nur noch SC 560 eine gleich starke Reduktion der

PGE,-Synthese zu erzielen.
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Abbildung 16: Hemmung der COX-1 bei verminderter COX-2 Aktivitit im Riickenmark- und

Gehirn-Homogenat von COX-2*/- Miusen

Das linke Diagrammpaar stellt die im Riickenmark-Homogenat ermittelten COX-Aktivititen dar,
das rechte die entsprechenden Werte fiir das Gebirn-Homogenat.

Um  eine  bessere  Vergleichbarkeit — zn  erzielen, — wurden  die  postinhibitorischen
PGE ,-Bildungsraten anf  die durchschnittliche basale COX-Aktipitit normiert
(basale COX-Aktivitat = 1).

Die Werte  wurden unter Standard-Bedingungen (U = ng PGE, / ml und 5 nin, 100 ug Protein,
50 uM AA) ermittelt.

n =5, die Messungen wurden als Triplikate durchgefiibrt

ok = hoch signifikant versus Basalaktivitit p <001
ok = hachst signifikant versus Basalaktivitat, p < 0,007
HH# = hochst signifikant versus Indometacin, — p < 0,001
J = signifikant versus SC 560 P <005
K = hichst signifikant versus SC 560 P <0,001

Auffillig ist die groffe Abnlichkeit der ermittelten postinhibitorischen COX-Aktivititen mit den fiir
COX-2"" Maiuse gezeigten Werten. Diese Abnlichkeit hat sich schon bei den Basalaktivititen abgezeichnet.
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IV.2.2.5.a Hemmung der COX-2:
COX-17 Mause

COX-17" Miuse exprimieren keine COX-1, an diesen Tieren kann folglich nur die
Hemmbarkeit der COX-2 untersucht werden.

Das Experiment wurde analog zu der bereits gezeigten Untersuchung am Wildtyp
durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 17 illustriert.

Die zentralnervése COX-2 wird von allen Inhibitoren in signifikantem Ausmal} gehemmt.
Wie bereits fiir COX-1 Hemmung gezeigt, wird die PGE,-Syntheserate im Rickenmark
durch gleiche Inhibitordosen wesentlich stirker gesenkt als im Gehirn.

Erstaunlich hoch ist die unspezifische Komponente der COX-Hemmung durch den
selektiven COX-1 Inhibitor SC 560, der die spinale COX-Aktivitit, die in diesem Fall nur
der COX-2 Aktivitat entspricht, genauso potent inhibiert wie die atypischen NSAR. Die
cerebrale COX-Aktivitit wird durch SC 560 in geringerem Ausmal als spinal verindert, die
Reduktion der PGE,-Syntheserate entspricht der nach Indometacin-Behandlung.
Paracetamol und Metamizol vermégen auch die COX-2 im gesamten ZNS sehr potent zu
hemmen, wobei zwischen Rickenmark und Gehirn einige Unterschiede auffallen: wihrend
spinal kein Unterschied in der Senkung der PGE,-Synthese zwischen den beiden Pharmaka
zu sehen ist, wird die cerebrale COX-2 Aktivitit durch Metamizol beinahe vollstindig und
wesentlich stirker als durch Paracetamol inhibiert. Die COX-1 wurde dagegen in beiden

ZNS-Anteilen durch die atypischen NSAR stets gleichermal3en gehemmt.
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Hemmung der COX-2 Aktivitit im Riickenmark- und Gehirn-Homogenat von
COX-1/- Miusen

Das linke Diagrammpaar stellt die im Riickenmark-Homogenat ermittelten COX-Aktivititen dar,
das rechte die entsprechenden Werte fiir das Gehbirn-Homuogenat.

Um  eine  bessere  Vergleichbarkeit — zu  erzielen, — wurden  die  postinhibitorischen
PGE ,-Bildungsraten anf  die durchschnittliche basale COX-Aktipitit normiert
(basale COX-Aktivitit = 1).

Die Werte  wurden unter Standard-Bedingungen (U = ng PGE, / ml und 5 nin, 100 ug Protein,
50 uM AA) ermittels.

n =5, die Messungen wurden als Triplikate durchgefiibrt

ok = hoch signifikant versus Basalaktivitit p <001
FHK = héchst signifikant versus Basalaktivitat, p < 0,001
HH##H = hochst signifikant versus Indometacin, — p < 0,001
) = signifikant versus SC 560 P <005
[0 = hachst signifikant versus SC 560 » <0,001

Spinale und cerebrale COX reagieren unterschiedlich anf die Inhibitoren. Zu beachten ist v.a die naben
vollstandige Hemmung der cerebralen COX-2 Aktivitit durch Metamizol, die im Riickenmark nicht in
diesem AusmafS detektiert werden kann.

Ebenfalls bemerkenswert ist der deutliche Unterschied in der unspezifischen Hemmpotenz von SC 560
spinal und cerebral: Wiébrend die PGE ,-Bildung im Riickenmark nahezu vollstandig unterbunden wird,

reagiert das Gebirn nur mit einer nur dezenten Senkung der Syntheserate im Vergleich zum Basalwert.
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Iv.2.2.5.b Hemmung der COX-2 bei verminderter COX-1 Aktivitit:
COX-1"" Miuse

COX-1"" Miuse sind heterozygot COX-1 defizient: d.h. bei haploider Anlage fiir
COX-1 ist die Aktivitit dieses Enzyms deutlich vermindert und vergleichbar mit einer
potenten selektiv-pharmakologischen COX-1 Inhibition.

Welchen Einfluss auf die gesamte restliche COX-Aktivitit, die v.a. durch die COX-2
getragen wird, eine zusitzliche Hemmung mit einem der untersuchten Pharmaka hat,
wurde in den nachfolgenden Experimenten eruiert.

Die basale COX-Aktivitit in den ZNS-Homogenaten der COX-1"" Miuse war
vergleichbar mit der COX-1 Knockout-Miuse (Abb. 12 und 73, Seite 76 und 77).

Alle Experimente wurden unter Standardbedingungen durchgefithrt. Die Ergebnisse
wurden in Abbildung 18 graphisch aufgetragen.

Inhibitionsuntersuchungen an Gewebehomogenat heterozygot COX-1 defizienter Mause
ergeben annidhernd identische Resultate mit den homozygot COX-1 defizienter Tiere.
Dieser Effekt konnte ebenfalls zwischen den Resultaten der Inhibitionsversuche
COX-2""und COX-2"" Miuse beobachtet werden (Abb. 15 und 76, Seiten 81 und 86).

Es erfolgte eine signifikante Hemmung der PGE,-Synthese durch alle COX-Inhibitoren,
wobei Indometacin die cerebralen COX nur in einem sehr geringem Ausmal3 inhibiert, die
spinale COX-Aktivitidt kann dagegen deutlich reduziert werden.

Die unspezifische Komponente der COX-Hemmung durch den selektiven COX-1
Inhibitor SC 560 wird besonders bei den Untersuchungen am Ruckenmark deutlich, wie
bereits fiir COX-17" gezeigt.

Es tberrascht nicht, dass die atypischen NSAR Paracetamol und Metamizol die stirkste
Hemmung sowohl im Riickenmark als auch im Gehirn aufweisen. Wie auch fir
COX-17 gezeigt, inhibiert Metamizol die cerebrale COX nahezu vollstindig und

signifikant starker als Paracetamol.
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Abbildung 18: Hemmung der COX-2 bei verminderter COX-1 Aktivitit im Riickenmark- und
Gehirn-Homogenat von COX-1"/- Miusen
Das linke Diagrammpaar stellt die im Riickenmark-Homogenat ermittelten COX-Aktivititen dar,
das rechte die entsprechenden Werte fiir das Gebirn-Homuogenat.
Um  eine  bessere  Vergleichbarkeit — zn  erzielen, — wurden  die  postinhibitorischen
PGE ,-Bildungsraten anf  die durchschnittliche basale COX-Aktipitit normiert
(basale COX-Aktivitit = 1).
Die Messungen wurden unter Standard-Bedingungen (U = ng PGE, / ml und 5 min, 100 ug Protein, 50

uM AA) durchgefiibrt.

n =5, die Messungen wurden als Triplikate durchgefiibrt

* = boch signifikant versus Basalaktivitit p <001
ok = hachst signifikant versus Basalaktivitat, p < 0,001
HH#H = hochst signifikant versus Indometacin, — p < 0,001
K = hichst signifikant versus SC 560 P <0,001

Wie erwartet, ergibt sich ein den COX-1"" Mdinsen vergleichbares Bild.
Desgleichen Metamizol und SC 560 zeigen das gleiche Verhalten wie in den bereits gezeigten Diagrammen
Siir COX-1"" Maiuse (Abb. 17, Seite 85).
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IV.3. In vivo COX-Aktivititsmessung

In In-vitro-Experimenten konnte gezeigt werden, dass Paracetamol und Metamizol im
ZNS-Gewebehomogenat die Aktivitit von COX-1 und COX-2 hochst signifikant
gegeniiber der Basalaktivitit senken, in der Peripherie war jeweils kein Effekt zu
verzeichnen.

Diese Ergebnisse wurden anschlieBend in vivo verifiziert, um einen unbekannten,
ausschliefflich in vitro vorhandenen Effekt als Ursache der COX-Aktivititsminderung

auszuschlief3en.

IV.3.1. Paracetamol

Zwei Applikationsformen wurden verglichen:

1. Einer Gruppe von Wildtyp-Mausen wurde Paracetamol parenteral iiber einmalige
intraperitoneale Injektion verabreicht, die Tiere wurden nach zwei bzw. funf
Stunden getétet und die Prostanoide in Rickenmark- und Gehirnhomogenaten
ex vivo bestimmt. Als Kontrolle dienten mit 0,9 %-iger NaCl-Losung behandelte
Miuse.

2. Eine zweite Gruppe von Wildtyp-Miusen erhielt Paracetamol peroral tiber zwei
bzw. finf Tage uber das Trinksystem appliziert. Diese Tiere wurden am
Versuchsende getotet und die Prostanoide ex vivo bestimmt. Als Kontrolle dienten
Miuse, die nur Wasser tiber die Trinkflasche erhielten.

Als MaB3 fir die COX-Hemmung wurden Konzentrationen von vier unterschiedlichen
Prostanoiden mittels LC-MS bestimmt.

Die ex vivo gemessenen Prostanoid-Konzentrationen wurden in Abbildung 19 aufgetragen.
Die basalen Level der untersuchten Prostanoide unterscheiden sich nicht nur untereinander
sondern auch signifikant zwischen Riickenmark und Gehirn, wobei spinal im Allgemeinen

geringere Konzentrationen gemessen worden sind.
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Abbildung 19:  ex vivo COX-Basalaktivitit im ZNS von unbehandelten Wildtyp-Mziusen
Das linke Diagrammpaar stellt ex vivo im Riickenmark gemessene Prostaglandin-Konzgentrationen dar,
das rechte die entsprechenden Werte fiir das Gebirn.
n =4, die Messungen wurden als Duplikate durchgefiibrt.
Im Riickenmark ist TxB, das am hochsten konzentrierte Prostanoid, im Gebirn sind, mit Ausnabme von

PGL,, alle anderen untersuchten Prostanoide gleich hanfig vorhanden.
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Abbildung 20:  Ubersicht iiber in vivo COX-Aktivitit Hemmung in Riickenmark- und Gehirn von
Wildtyp-Mziusen nach iIntraperitonealer oder peroraler Applikation von
12 mg Paracetamol /' 20 g Maus / d
Das linke Diagrammpaar stellt ex vivo im Riickenmark gemessene Prostaglandin-Konzentrationen dar,
das rechte die entsprechenden Werte fiir das Gebirn.

U eine bessere VVergleichbarkeit zu ergielen, wurden bei behandelten Tieren gemessene Prostaglandin-
Konzentrationen anf die durchschnittlichen Werte in den Kontrollgruppen, die Wasser per os bzmw.
isotonische NaCl-Lisung intraperitoneal erbielten ( = Basalaktivitit = 1 ), normiert.

n =4, die Messungen wurden als Duplikate durchgefiihrt

Nicht alle Prostanoidkonzentrationen sinken in gleichem Ausmaf§ nach der Paracetamolbehandlung. Das
Riickenmark bat wesentlich sensitiver auf die parenterale Paracetamolbehandlung reagiert als das Gebirn,
im Gebirn supprimieren sowohl die perorale als auch parenterale Applikation die Prostanoidsynthese
gleichermafien.  Eine lingere Bebandlung (5 Tage) bzw. langerer Zeitraum nach  einmaliger
Paracetamolgabe (5 Stunden) lassen die gemessenen Prostanoidmengen gegeniiber den friiberen Zeitpunfkten

gusatzlich sinken.
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Im Rickenmark weist Thromboxan B, die mit Abstand héchste Konzentration auf, wobei
die Schwankungsbreite zwischen verschiedenen Tieren klein ist. Im Gehirn wird
Prostacyclin (PGIL,) in wesentlich geringeren Mengen gebildet als die Gibrigen Prostanoide
PGE,, TxB, und PGD,, die in etwa gleichen Konzentrationen gemessen worden sind, auch
hier ergab sich nur eine geringe interindividuelle Streuung,.

Im Allgemeinen war Paracetamol sowohl im Riickenmark als auch im Gehirn in der Lage,
die gebildete Prostanoidmenge signifikant zu reduzieren. Spinal erwies sich die parenterale
Applikationsform als wesentlich effizienter als die perorale, cerebral waren beide
Applikationsvarianten dquipotent.

Spinal supprimierte sowohl die perorale als auch intraperitoneale Gabe die COX-Aktivitit
signifikant, wobei die parenterale Gabe deutlich effizienter war als die perorale: hier wurde
die TxB,-, PGD,- und PGI,-Synthese nahezu vollstindig inhibiert, die PGE,-Bildung
konnte gegentiber dem Ausgangswert immerhin um ca. 75% vermindert werden.

Im Gehirn ist die Wirkung von Paracetamol geringer ausgeprigt als spinal, sowohl die
perorale als auch die parenterale Verabreichung hemmen die COX-Aktivitit dquipotent,
wobei eine lingere Medikamenteneinwirkzeit ( fiinf Tage bei peroraler Gabe, funf Stunden
bei intraperitonealer Verabreichung) eine stirkere Suppression der Prostanoidbildung
bewirkt. Am wenigsten beeinflusst von der Paracetamolbehandlung blieben die
Syntheseraten von PGE, und PGI,. TxB, und PGD, konnten sehr deutlich gemindert

werden, wobei die interindividuellen Unterschiede wesentlich gréf3er waren als spinal.

I1V.3.2. Metamizol

Ex vivo Prostaglandinbestimmung nach Applikation des anderen atypischen NSAR
Paracetamol ergab eine gute PG-Synthese-Inhibition unabhingig von der Applikationsart,
wobei jedoch die Suppression nach parenteraler Verabreichung effektiver war (Abb. 20).
Deshalb wurde die ex vivo Prostaglandinbestimmung nach Metamizol-Gabe ausschlief3lich
nach intraperitonealer Verabreichung durchgefihrt: BL6-Miuse erhielten Metamizol
parenteral iber einmalige intraperitoneale Injektion. Nach zwei bzw. funf Stunden wurden

die Tiere getotet und das Rickenmark sowie das Gehirn fir die ex vivo
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Prostanoidbestimmung entnommen. Als Kontrolle dienten auch hier mit 0,9 %-iger
NaCl-Losung 1.p. behandelte Miuse.

Es wurden massenspektrometrisch Konzentrationen von vier unterschiedlichen
Prostanoiden bestimmt, welche in Abbildung 21 gezeigt sind.

Metamizol senkt nach intraperitonealer Metamizol-Verabreichung sowohl im Rickenmark
als auch im Gehirn die Prostanoid-Bildung stark. Spinal wird die TxB,-, PGD,- und PGI,-
Synthese nahezu vollstindig inhibiert, die restliche PGE,-Bildungsrate betrigt nur noch
0,8 %o! Cerebral wird die Synthese aller Prostanoide gleichermalen und dquipotent zum
Rickenmark supprimiert. Der Abstand zwischen Medikamenten-Verabreichung und
Organentnahme fur die Prostanoidbestimmung (zwei versus funf Stunden) hat keine
Auswirkung auf die ex vivo bestimmte Prostanoidmenge sowohl bei behandelten Tieren als

auch in den Kontrollgruppen.
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Abbildung 21:  Ubersicht iiber in vivo COX-Aktivitit Hemmung in Riickenmark- und Gehirn
von Wildtyp (BL6) -Miusen nach intraperitonealer Applikation von
130 mg Metamizol/ 20 g Maus
Das linke Diagrammpaar stellt ex vivo im Riickenmark gemessene Prostaglandin-Konzentrationen dar,
das rechte die entsprechenden Werte fiir das Gebirn.
Um eine bessere Vergleichbarkeit u ergielen, wurden bei bebandelten Tieren gemessene Prostaglandin-
Konzentrationen auf die durchschnittlichen Werte in den Kontrollgruppen, die isotonische NaCl-1osung
intraperitoneal erhielten ( = Basalaktivitdt = 1 ), normiert.
n =4, die Messungen wurden als Duplikate durchgefiihrt
Metamizol supprimiert die Zentralnervise COX-Aktivitat noch potenter als Paracetamol (Beachte die

geteilte y-Achsel). Gebirn und Riickenmark reagieren gleich sensitiv anf die Henmmung,
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Spinal ergaben sich minimale interindividuellen Unterschiede zwischen den Versuchstieren,
cerebral zeigten sich lediglich finf Stunden nach der Metamizol-Verabreichung stirkere
Schwankungen bei PGE, und TxB,, bei PGD, fielen diese schon geringer aus, die

Prostacyclin-Spiegel waren bei allen Tieren nahezu identisch.

IvV.4. COX-Hemmung durch Metamizol-Derivate im ZNS-Gewebe-

Homogenat und am gereinigten Enzym

Im Gewebehomogenat Wildtyp- und COX-defizienter Mause supprimiert Metamizol die
PGE,-Synthese deutlich (Abb. 14 bis 18).

Metamizol zerfillt im Korper spontan zu 4-Methylaminoantipyrin (MAAP). Dieser
Metabolit reichert sich im ZNS an. Die Wirkung von Metamizol kann also entweder durch
direkte Hemmung der Cyclooxygenase oder nachgeschalteter PGE,-Synthase durch MAAP
einerseits oder uber COX-Hemmung durch einen MAAP-Derivaten, der entweder
systemisch oder nur im ZNS entsteht, und ein potenter Inhibitor der COX ist, andererseits
erklart werden.

Um diese Fragestellung zu kliren, wurden IC,-Werte fir Metamizol-Derivate im
Gewebehomogenat und an gereinigten Cyclooxygenasen bestimmt.

Die folgenden Ergebnisse wurden unter Standardbedingungen ermittelt.

Iv.4.1. Metamizol

Metamizol hemmt die die COX-Aktivitit in Rickenmark- und Gehirn-Gewebehomogenat

mit folgenden IC,-Werten (Abb. 22).

Organ MAAP

Ruckenmark 29,5 uM

Gehirn 3,1 mM
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Eine Unterscheidung zwischen den einzelnen COX-Isoenzymen ist hierbei nicht moglich,
da die IC;-Werte an Wildtyp-Mausen ermittelt worden sind.

Spinale Cyclooxygenasen reagieren deutlich sensitiver auf die Hemmung durch Metamizol
als cerebrale, die IC,-Werte liegen tiber den angegebenen Grenzen fiir den therapeutischen
Bereich aber noch unter der Toxizititsgrenze.

Der IC,-Wert fir die cerebralen COX liegen um Faktor 100 tber dem spinalen IC;
es handelt sich um Konzentrationsbereiche, die, ohne gleichzeitig einen erheblichen
Schaden anzurichten, im Organismus nicht erreicht werden koénnen, da die
Toxizititsgrenze bereits bei 57 uM liegt.

Der Metamizol-Wirkungsmechanismus im Rickenmark muss folglich ein differenter vom

cerebralen sein!

m  Gehirn

Rickenmark

COX-Aktivitat / U

log [Metamizol] uM

Abbildung 22:  Suppression der COX-Aktivitit durch Metamizol im ZNS-Gewebehomogenat
Auf der x-Achse ist  logarithmisch  skaliert die  steigende  Metamizol-Konzentration in  uM,
anf der y-Achse normalskaliert die COX-Aktivitit in U aufgetragen.
U = ng PGE, / ml und 5 min, 100 ug Protein, 50 uM AA
n=3
Die Werte fiir Riickenmark und Gebirn sind in der selben Graphik dargestellt (siehe 1 egend).
Beide ZINS Organe zeigen eine Hemmung der PGE ,-Bildungsrate erst bei (unphysiologisch) hoben
Metamizol-Konzentrationen.
Das Riickenmark ist reagiert deutlich sensitiver anf die Metamizol-Behandlung als das Gebirn
(siehe 1Cs)-Werte).
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An  gereinigten  Enzymen  wurden in  physiologischen = Konzentrationen
(die Toxizitatsgrenze betragt 20 pg/ml, 0 57 uM im Plasma) sowohl COX-1 als auch
COX-2 durch Metamizol nicht beeinflusst (Abb. 23). Die Erklirung der zumindest spinalen
COX-Hemmung kann also nicht in einer direkten Inhibition der Cyclooxygenase durch
Metamizol in unverinderter Form erklirt werden.

Fir COX-1 war eine dezente Suppression der COX-Aktivitit bei sehr hohen Metamizol
Konzentrationen zu verzeichnen, die ohne Schiden im Organismus, nicht erreicht werden

konnen.

Ein 1C,-Wert fiir gereinigte Enzyme kann folglich weder fir COX-1 noch fir COX-2

angegeben werden.
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Abbildung 23:  Suppression der COX-Aktivitit durch Metamizol am gereinigten Enzym
Auf der x-Achse ist  logarithmisch  skaliert die  steigende  Metamizol-Konzentration in  uM,
anuf der y-Achse normalskaliert die COX-Aktivitit in U aufgetragen.
U = ng PGE,/ ml und 5 niin, 50 uM AA
n=3
Die Werte fiir beide COX-Isoenzyme sind in der selben Graphik dargestellt (siehe 1egende).
Die Aktivitit der COX-2 wird durch die steigende Metamizol-Konzentration nicht  beeinflusst,
Siir COX-1 wird in unphysiologisch hoben Metamizol-Konzentrationsbereichen eine geringe Suppression
beobachtet, was jedoch nicht als Erklirung fiir die physiologische Wirkung hingenommen werden kann.
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IvV.4.2. 4-Methylaminoantipyrin

Dieser Metabolit entsteht aus Metamizol rasch durch nichtenzymatische Abspaltung
der Sulfonsiuregruppe im Blut und GIT. Es handelt sich um den pharmakologisch

wichtigsten im  ZNS anflutenden Metamizol-Derivaten. Die  physiologischen
MAAP-Konzentrationen im Plasma liegen bei 4 — 6,5 pg/ml (O 10 — 18 uM),
ab 20 pg/ml (57 uM) treten Vergiftungserscheinungen auf.

An gereinigten COX-Isoenzymen ergaben sich folgende 1C,-Werte (Abb. 24):

COX-Isoenzym MAAP
COX-1 114,9 uM
COX-2 307,3 uM
1001 100,
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Abbildung 24: Suppression  der  Aktivitit von  gereinigten  Cyclooxygenase-Isoformen
durch MAAP: PGE;-Bildung
Auf der x-Achse ist  logarithmisch  skaliert  die  steigende Metamizol-Konzentration in  uM,
anuf der y-Achse normalskaliert die COX-A#ktivitit in U anfgetragen.
U = ng PGE,/ ml und 5 niin, 50 uM AA
n=3
Beide COX sind erst durch hobe MAAP-Dosiernngen hemmbar, diese 1C;-Werte werden im

Organismus allerdings nicht obne toxische Nebenwirkungen erreicht.
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Somit erscheint es unwahrscheinlich, dass MAAP das fiir die pharmakologische Wirkungen
von Metamizol verantwortliche Metamizol-Derivat ist, da im physiologischen

Konzentrationsbereich die COX-Aktivitit nicht suffizient supprimiert wird.

IvV.4.3. 4-Methylaminoantipyrin-Arachidonat

Metamizol und 4-Methylaminoantipyrin supprimieren beide COX-Isoformen im nicht
toxischen Bereich ungentigend, um eine pharmakologische Wirkung erzielen zu kénnen.

Fettsiure-Amid-Hydrolase (FAAH) hydrolysiert die Spaltung von AM 404 in
Ausgangssubstanzen, kénnte méoglicherweise jedoch bei Umkehrung des Gleichgewichtes
auch Arachidonsiure an MAAP addieren und zu 4-Methylaminoantipyrin-Arachidonat
(MAAP-AA) umsetzen. Dieses Enzym verfiigt tiber ausreichende Aktivitiat im ZNS. Dieses

hypothetische Metamizol-Derivat kénnte ein potenter COX-Inhibitor sein.
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Abbildung 25: Suppression  der COX-Aktivitit im  Wildtyp-Gehirn-Homogenat:
PGE;- und PGI:>-Bildung

Auf der x-Achse ist logarithmisch skaliert die steigende Metamizol-Konzentration in ul,
anf der y-Achse normalskaliert die COX-Aktivitit in U aufgetragen.

U = ng PGE, oder PGL, / 1l und 5 min, 100 ug Protein, 50 uM AA

Bestimmt wurden  zwei  verschiedene  Prostaglandine als MafS fiir die COX-Aktivitit:
PGE,; und PGI,.

n=3

Das Bild der COX-Hemmung fiir beide Prostaglandine entspricht einer klassischen
Inbibitionskinetik 1. Ordnung.
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Fiar MAAP-AA ergeben sich fir das Wildtyp-Gehirnhomogenat 1C,-Werte (A5b.25):

Prostaglandin IC,,
PGE, 13,2 uM
PGI, 52 uM

Eine Differenzierung in einen COX-1 und COX-2 Anteil ist hierbei nicht méglich.

MAAP-AA inhibiert sehr potent die Cyclooxygenasen-Aktivitit im Gehirn-Homogenat

bereits bei MAAP-Plasmakonzentrationen im therapeutischen Bereich (10-18 uM) im Sinne

einer Kinetik 1. Ordnung.

Um zwischen den beiden COX-Isoformen differenzieren zu koénnen, wurden IC,-Werte

fir MAAP-AA an gereinigten Enzymen bestimmt.

COX-1 COX-2
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Abbildung 26:

Suppression der COX-Aktivitit an gereinigten Cyclooxygenasen durch
MAAP-AA: PGE>-Bildung

Auf der x-Achse ist logarithmisch skaliert die steigende Metamizol-Kongentration in uM,
anf der y-Achse normalskaliert die COX-Aktivitit in U aufgetragen.

U = ng PGE, / il und 5 min, 50 uM AA

n=3

Das  Bild der COX-Hemmung  entspricht  einer  klassischen  Inbibitionskinetik

1. Ordnung und tritt bei  bereits in vivo erveichbaren Konzentrationen ein. Beide

COX-Isoenzgyme werden dquipotent inbibiert.
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Fir gereinigte Enzyme konnten folgende 1C,-Werte bestimmt werden (Abb. 26):

COX-Isoenzym MAAP-AA
COX-1 42,4 uM
COX-2 68,9 uM

Die ermittelten IC,-Werte deuten auf keine Priferenz der COX-Isoenzyme durch

MAAP-AA. Die oben genannten Konzentrationen sind durchaus physiologisch erreichbar.

Im Vertlauf einer Entziindungsreaktion, wie sie z.B. nach Kontakt mit LPS stattfindet,
kommt es zu einer zeitlich verzogerten Induktion von hauptsichlich COX-2, die
Uberexprimiert wird und groe Mengen an Prostaglandinen sezerniert. Diese tragen zu den
typischen klinischen Entziindungszeichen Rétung, Schwellung, Uberwirmung und
Schmerz bei.

Demgemil3 wurde auch die Inhibitionspotenz des aktiven Metamizol-Derivaten
MAAP-AA unter inflaimmatorischen Bedingungen, v.a. beziiglich der induzierten COX-2
im Gehirn-Homogenat mit LPS behandelter (ip. Injektion) COX-1 und COX-2
Knockout-Miuse untersucht, nachdem gezeigt worden ist, dass MAAP-AA sowohl die
Aktivitit konstitutiv exprimierter, naiver COX als auch gereinigter Isoenzyme potent zu
supprimieren vermag,.

MAAP-AA zeigt eine hohe Affinitit zu der induzierten COX-2 Isoform, sie wird im
Konzentrationsbereich zwischen 0,1 und 10 pM potent inhibiert, die PGE,-Syntheserate
sinkt auf Werte unterhalb der Nachweisgrenze. MAAP-AA Konzentrationsbereiche groB3er
als 10 uM fthren zu einer bevorzugten Degradation des Wirkstoffes und Auftheben der
COX-Aktivitatssuppression. In COX-2 defizienten Mausen kann keine Induktion der
COX-2 stattfinden. Die Hemmung der COX-1 Aktivitit ist signifikant schwicher
ausgepragt als der induzierten COX-2, unterliegt jedoch der gleichen

Konzentrationsabhingigkeit.
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Abbildung 27: Suppression der COX-Aktivitit durch MAAP-AA im Wildtyp-Gehirn-

Homogenat nach in vivo LPS-Exposition: PGE-Bildung

Auf der x-Achse ist logarithmisch skaliert die steigende Metamizol-Kongentration in uM,
anuf der y-Achse normalskaliert die COX-Aktivitit in U anfgetragen.

U = ng PGE, / ml und 5 min, 100 ug Protein, 50 uM AA

n=3

MAAP-AA inbibiert bei Inflammation die Aktivitat der induzierten COX-2 signifikant
potenter als der COX-1. Konzentrationen kleiner 0,1 uM sind nicht therapentisch wirksam,
bei Konzentrationen grofier 10 uM wird MAAP-AA hochstwabrscheinlich degradiert.

Die bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, dass die MAAP-AA-Bildung aus MAAP und
AA durch die FAAH Kkatalysiert wird; das gleiche Enzym katalysiert vermutlich die
Degradation von MAAP-AA bei Umkehrung der Gleichgewichtslage. Bei Inhibition der
FAAH durch 100 mM 4-Benzyloxyphenyl-z#-butylcarbamat sollte der IC,-Wert fir die
COX-Aktivititshemmung durch MAAP-AA sinken.

Der IC,-Wert fir die COX-Hemmung durch MAAP-AA unter inhibierter FAAH im
Wildtyp-Maus-Gehirn-Homogenat betragt nur 58 nM (Abb. 28). Verglichen mit den
IC,-Werten, die unter voller FAAH-Aktivitit ermittelt wurden, handelt es sich um eine
Steigerung um Faktor 1000!

Die FAAH Kkatalysiert somit beide Reaktionen; welche Reaktion tiberwiegt, hingt einzig
von der Gleichgewichtslage ab. Dieses Experiment zeigt jedoch noch einmal deutlich die

imposante COX-inhibitorische Potenz des MAAP-Arachidonsidureadduktes.



IV. Ergebnisse - Seite 100 -

COX-Aktivitit / U

log [MAAP-AA] nM

Abbildung 28: Suppression der COX-Aktivitit durch MAAP-AA am Gehirn-Homogenat unter
FAAH-Blockade
Auf der x-Achse ist  logarithmisch  skaliert die  steigende  Metamizol-Konzentration in  uM,
anf der y-Achse normalskaliert die COX-Aktivitit in U anfgetragen.
U = ng PGE, / ml und 5 min, 100 ug Protein, 50 uM AA
n=3
FAAH  Inbibition  fiibrt  zu  einer  verminderten MAAP-AA  Degradation  und  verbesserter
COX-Inhibition um Faktor 1000 verglichen mit aktiver FAAH.

IvV.4.4. 4-Aminoantipyrin-Arachidonat

4-Methylaminoantipyrin-Arachidonat ~ (MAAP-AA)  wird im ZNS  direkt zu
4-Aminoantipyrin-Arachidonat ~ (4-AAP-AA) metabolisiert, welches ebenfalls ein
potentieller COX-Hemmer sein kann. Denkbar ist ebenfalls eine durch die FAAH
katalysierte AA-Adduktion an AAP.

Folglich wurde auch die COX-inhibitorische Potenz von AAP-AA am Gehirn-Homogenat
von Wildtyp-Miusen analog zu MAAP und MAAP-AA untersucht.

Wie aus Abbildung 29 ersichtlich, konnte fir AAP-AA kein Effekt auf die COX-Aktivitit
im Wildtyp-Maus-Gehirn nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse legen folglich nahe, dass
es sich um ein reines Abbauprodukt ohne COX-inhibitorische Wirkungskomponente

handelt.
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Abbildung 29: Suppression der COX-Aktivitit im  Wildtyp-Gehirn-Homogenat
durch AAP-AA: PGE>-Bildung
Auf der x-Achse ist logarithmisch skaliert die steigende Metamizol-Kongentration in uM,
anuf der y-Achse normalskaliert die COX-Aktivitit in U aufgetragen.
U = ng PGE, / ml und 5 min, 100 ug Protein, 50 uM AA
n=3
AAP-AA hat keine Auswirkung auf die COX-Aktivitit, die PGE ,-Schwankungen sind

vielmehr nur ufalliger Natur. Die Bestimmung eines 1C;-Wertes ist nicht maglich.

IV.5. Nachweis von Metamizol-Derivaten im ZNS behandelter Miuse

Im vorherigen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass das im ZNS entstehende
Metamizol-Derivat MAAP-AA die COX-Aktivitit im Gehirn-Homogenat gegentiber dem
Basalwert signifikant senkt (Abb. 25, Seite 96) sowie gereinigte Cyclooxygenasen in
physiologisch erreichbaren Konzentrationen inhibiert (Abb. 26, Seite 97) . Der direkte
MAAP-AA Metabolit AAP-AA, der sich durch das Fehlen einer Methylgruppe von
MAAP-AA unterscheidet, konnte hingegen die COX-Aktivitit nicht beeinflussen (Abb. 29,
Seite  101). 4-Methylaminoantipyrin (MAAP) zeigt eine wesentlich schwichere
COX-Inhibition als das Arachidonsdure-Addukt (Abb. 22, Seite 93).



IV. Ergebnisse - Seite 102 -

Der Nachweis der COX-Suppression durch MAAP-AA in  vitro und
der Prostanoid-Synthese-Hemmung durch Metamizol in vivo ergeben eine Einheit, wenn:
- Die COX-hemmenden Derivate, v.a. MAAP-AA, nach Metamizol-Behandlung im
ZNS nachgewiesen werden konnen.
- Die MAAP-AA Bildung direkt vom Vorhandensein der Fettsiureamid-Hydrolase
(FAAH) im ZNS abhingt.
Der Nachweis wurde nach peroraler Gabe von Metamizol tber das Trinksystem bzw.
reinem Wasser als Kontrolle tiber fiinf Tage und nachfolgender massenspektroskopischer
ex vivo Bestimmung von MAAP-AA und des unmittelbaren Metaboliten AAP-AA im
Rickenmark und Gehirn gefiihrt.
Die Darstellung der FAAH-Abhingigkeit wurde durch den direkten Vergleich von
Wildtyp- (BL6) und FAAH Knockout-Miusen méglich.

MAAP-AA

113

100 4

20 1
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Abbildung 30:  ex vivo Bestimmung von Metamizol-Derivaten im Gehirn von Wildtyp Mziusen
Dargestellt sind auf der y-Achse die Intensititen als MafS fiir die Kongentration der einzelnen
Metamizol-Derivat-Produkt-Ionen  sowie anf der x-Achse die Zeit. Es handelt sich um ein Bild,
wie es nach der GC-MS-Messung erhalten wird und anband eines Intensitatsvergleichs der Produfkt-Ionen mit
denteriertem Standard eine Quantifizierung erlanbt.

MAAP-AA ist im Gebirn von Metamizol-bebandelten Wildtyp-Mdinsen das am hiufigsten zu detektierende
Produfkt-Ion.
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MAAP-AA ist das herkommlichste Metamizol-Derivat im Gehirn Metamizol-behandelter
Miuse und findet sich nicht bei der Kontrollgruppe (Abb. 30).

Aus der graphischen Auftragung in Abbildung 31 folgt, dass die im Riickenmark

gemessenen MAAP-AA Konzentrationen beim Wildtyp- und Knockout- (FAAH") Tier

nicht signifikant unterschiedlich sind. Eine hochst signifikant hohere Konzentration des
direkten MAAP-AA Metaboliten AAP-AA beim Wildtyp- gegeniiber FAAH Knockout-
Tier weist jedoch auf eine hdhere MAAP-AA Bildungsrate im Wildtyp-Maus-Rickenmark
im Vergleich zu FAAH-defizienten Mausen (Abb. 31).

Abbildung 31:

Metabolit-Konzentration
(pg/ml)

ex vivo Bestimmung  von = Metamizol-Derivaten im  Riickenmark
bei Wildtyp (BL6) und FAAH- Miusen

Gezgeigt  sind  die  wichtigsten,  nach  peroraler  Metamizol-Applikation  ex  vivo  bestimmten
Metamizol-Derivaten 4-Methylaminoantipyrin-Arachidonat (MAAP-AA) und dessen Abbanprodukt
4-Aminoantipyrin-Arachidonat (AAP-AA). Auf der bisegmentalen y-Achse sind die gemessenen,
absoluten Konzentrationen der Metamizol-Derivaten in pg/ ml anfgetragen.

*rk = hochst signifikant versus AAP-AA BL6, p < 0,001

n=73

Bei den Kontrolltieren (FAAH'™ Maiuse), verglichen mit den Wildtyp-Mainsen, konnten war nicht
signifikant weniger MAAP-AA, jedoch wesentlich geringere Kongentrationen des direkten MAAP-AA
Metaboliten AAP-AA nachgewiesen werden.
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Im Gehirn deckt sich sowohl die MAAP-AA als auch die AAP-AA Konzentrations-

Verteilung mit der Vermutung, dass die Addition von Arachidonsiure an MAAP

von der FAAH Kkatalysiert wird. .Abbildung 32 zeigt, dass die bei FAAH Knockout-Miusen

gemessenen MAAP-AA Konzentrationen im Mittel um Faktor 50 niedriger sind als beim

Wildtyp, gleichsinnig verhilt sich AAP-AA.
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Abbildung 32: ex vIvo Bestimmung von Metamizol-Derivaten im Gehirn

bei Wildtyp (BL6) und FAAH- Miusen

Gezgeigt  sind ~ die  wichtigsten,  nach  peroraler  Metamizol-Applikation — ex  vivo  bestimmten
Metamizol-Derivaten 4-Methylaminoantipyrin-Arachidonat (MAAP-AA) und dessen Abbanprodukt
4-Aminoantipyrin-Arachidonat (AAP-AA). Auf der bisegmentalen y-Achse sind die gemessenen,
absoluten Konzentrationen der Metamizol-Derivaten in pg/ ml anfgetragen.

*H% = hochst signifikant versus BL6, p < 0,001

n=73

Bei den Kontrolltieren (FAAH'™ Minse) sind sowohl die MAAP-AA als anch die AAP-AA
Konzentrationen hichst signifikant niedriger als bei Wildtyp-Mdusen. Im Gebirn ist somit eine direkte
Abhdngigkeit der MAAP-AA Entstebung von der EAAH-Aktivitat gesichert.
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IV.5.1. Abhingigkeit der cerebralen MAAP-AA Konzentration von der
Behandlungsdauer

Um auszuschlieBen, dass es sich beim zuvor bestimmten MAAP-AA um eine Substanz
handelt, die unabhingig von der Metamizol-Applikation im Cerebrum gebildet wird, wurde
der Bezug der Konzentration dieses zentralen Metamizol-Derivaten zur Behandlungsdauer
bestimmt. Bei direkter Abhingigkeit wirde eine positive lineare Korrelation zur
Behandlungsdauer erwartet werden.

Wildtyp-Mdusen (BL6) wurde Metamizol kontinuierlich Gber zwei bzw. funf Tage peroral
Uber das Trinksystem appliziert und die Tiere nach Versuchsende getétet. Im Anschluss
wurde ex vivo im Gehirn MAAP-AA massenspektrometrisch bestimmt. Als Kontrolle

dienten mit Wasser behandelte Tiere.
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Abbildung 33: cerebrale  MAAP-AA Konzentrationen  In  Abhingigkeit  von der
Metamizol-Behandlungsdauer
Auf der x-Achse ist die Metamizol-Applikationsdaner in Tagen, anf der y-Achse die ex vivo ermittelte
MAAP-AA Konzentration im Wildtyp-Gebirn in pg/ ml dargestellr.
*#k = hochst signifikant versus Wasser, p < 0,001
n=3
In unbebandelten Mdusen werden nur Spuren von MAAP-AA im Sinne eines Hintergrundrauschens
gefunden. Bei bebandelten Mdusen steigt die Konzentration des ZINS-aktiven Metamizol-Derivaten

proportional Zur Behandlungsdaner an.
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Aus Abbildung 33 wird deutlich, dass die Hohe der ex vivo ermittelten MAAP-AA
Konzentrationen im  Wildtyp-Maus-Gehirn  signifikant von der Dauer der
Metamizol-Applikation abhingt und sich direkt proportional zur Behandlungsdauer
verhalt.

Es ist noch unbekannt, zu welchem Zeitpunkt ein Plateau erreicht wird und wie hoch die

maximal im Gehirn erreichbaren MAAP-AA Konzentrationen liegen.
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V. Diskussion

Prostanoide sind bei zahlreichen zentralnervésen und peripheren Prozessen des
gesunden und kranken Organismus unerlisslich, sowohl eine Uber- als auch
Unterexpression kénnen zu pathologischen Zustinden fithren oder bereits bestehende
Krankheitsbilder aggravieren.

Nichtsteroidale ~ Antitheumatika (NSAR), die in therapeutischer Dosierung

453)

(millimolarer Bereich ithre erwiinschten und unerwiinschten Effekte hauptsichlich

1119 sind weltweit die mit Abstand am

tiber Reduktion der Prostanoid-Level entfalten
hiufigsten gebrauchten Medikamente, die v.a. als Analgetika, Antipyretika und
Antiphlogistika Verwendung finden. In den letzten Jahren sind noch weitere
Anwendungsbereiche, wie z.B. Reduktion der Koaguabilitit und Verbesserung
rtheologischer Figenschaften des Blutes oder Verzogerung der Progression eines
Morbus Alzheimer, hinzugekommen.
Anhand der erwinschten und unerwiinschten pharmakologischen Effekte kann die
grofe NSAR-Familie in drei Untergruppen eingeteilt werden:
1.) Klassische NSAR wie Indometacin bewirken eine periphere und zentrale
Hemmung der Prostaglandin-Synthese '™ " *”*" und sind dadurch
wirkungsvolle Analgetika, Antipyretika und Antiphlogistika '“. Allerdings
verursachen sie typische renale und gastrointestinale Nebenwirkungen, wie
Diurese-Reduktion und Affektion der GIT-Mukosa bis hin zu Ulzerationen *"
©% fiir die hauptsichlich die Hemmung peripherer COX-1 verantwortlich

gemacht Wurde 449, 500-502

2.) Coxibe, seit 1999 auf dem Markt, sind selektive COX-2 Inhibitoren mit nur
geringfiigie  reduziertem gastrorenalen Nebenwirkungsspektrum. Wegen
gravierender unerwiinschter kardiovaskulirer Effekte (Myokardinfarkt,
Apoplex) wurden einige Vertreter dieser Gruppe, wie z.B. Rofecoxib, nach
bereits kurzer Zeit wieder vom Markt genommen.

3.) Atypische NSAR mit den beiden Vertretern Paracetamol und Metamizol sind
in therapeutischer Dosierung potente Analgetika und Antipyretika ohne
klinisch relevante antiphlogistische Effekte und einer deutlich niedrigeren

Nebenwirkungsrate als bei den klassischen NSAR.
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Den klassischen wie auch atypischen Mitgliedern der chemisch differenten und grof3en
NSAR-Familie ist gemeinsam, dass sie die Prostanoid-Bildung durch mannigfaltige
Inhibition der Cyclooxygenasen reduzieren '*"'% %>,

Klassische NSAR supprimieren die PG-Synthese in der Peripherie durch
kompetitive, nichtselektive COX-Inhibition mit Blockade des aktiven Zentrums und
Verdringung der Arachidonsiure (AA) 723 #IH242325557 "Hine Ausnahme bietet hier
die Acetylsalicylsdure, die eine Seringruppe in der Substratbindungsstelle des
COX-Zentrums acetyliert und somit die COX-1 Aktivitit irreversibel blockiert **. Ein
zentraler analgetischer Effekt, u.a. durch die Regulation der COX-2 Aktivitit im
Rickenmark, wurde ebenfalls postuliert 257 496:499

Zum Wirkungsmechanismus atypischer NSAR existieren einige Hypothesen. In dlterer
klinischer Literatur wurden Paracetamol und Metamizol noch zu den ,,peripheren
sauren Analgetika® gerechnet, um sie von den zentral wirksamen Opiaten abzugrenzen;
heute ist diese Bezeichnung fur alle NSAR obsolet. Bereits seit 1955 vermutet man
hinter der ungeklirten Wirkung therapeutischer Dosen atypischer NSAR, die sich
durch das Fehlen peripherer NSAR-Nebenwirkungen und eine geringere periphere
antiphlogistische Potenz auszeichnet, eine hauptsichlich zentralnervose Komponente
105, 441, AGTAGS, 4TIAT2, 457490, 9194590 Rine periphere analgetische und COX-supprimierende
Wirkung ist weiterhin umstritten 4% Diese ,»Organ-Hypothese® deckt sich mit den
Beobachtungen, dass Paracetamol die Prostaglandin-Synthese im ZNS stirker
supprimiert als in der Peripherie '™ **. Auch die Entdeckung der COX-3, deren
Expression auf Gehirn und Herz beschrinkt ist ', und Formulierung der ,,COX-3
Hypothese®, fihrte nicht zur suffizienten Aufklirung des Wirkungsmechanismus,
obwohl sich das COX-3 Expressionsmuster mit der Organ-Priferenz der atypischen
NSAR deckt. Die humanen, Intron 1 enthaltenden COX-1 Splicingvarianten enthalten,
verglichen mit der caninen, Paracetamol- und Metamizol-sensitiven COX-3 0 zwei
zusitzliche Deletionen und zeigen keine erhéhte Sensitivitit gegeniiber Paracetamol **'.
Die Retention des Intron 1 resultiert bei Mensch und Nagern, im Gegensatz zum
Hund, in einem Frameshift mit vorzeitiger Termination und Bildung eines inaktiven
Proteins > *> %%,

Basierend auf den Beobachtungen, dass Paracetamol die Prostaglandin-Synthese auf

der Proteinebene reguliert ** und die COX-inhibitorische Potenz atypischer NSAR
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eine pH-Abhingigkeit zeigt, wurde die ,,Peroxid-,, oder ,katalytische Hypothese*
formuliert. Sie geht davon aus, dass atypische NSAR und Salizylate das Eisen innerhalb
der Eisen-Histidin-Verbindung, welche den Zustand des Him im aktiven COX-

502-504
>

Zentrums koordiniert von einer aktiven, oxidierten (Fe''") in die inaktive,
reduzierte Form (Fe"") iiberfiihren, was durch hohe Peroxidkonzentrationen
antagonisiert wird *°. Thrombozyten und entziindetes Gewebe verfiigen iiber einen
niedrigen pH-Wert, das Nervensystem dagegen bekanntlich dber stabile
pH-Verhiltnisse mit niedriger Oxidantien-Konzentration; so  erschien die
,»Peroxid-Hypothese® eine plausible Erklirung sowohl fir die Nervensystem-Priferenz
als auch die fehlenden antiinflammatorischen und antiaggregatorischen Eigenschaften
zu sein >,

Keine der oben genannten Hypothesen erklirt jedoch suffizient die mangelhafte
Inhibition isolierter COX-1 und -2 durch Paracetamol und Metamizol in
therapeutischen Konzentrationen '’ >,

Von einer Isoenzym-Selektivitit beziiglich der COX-Aktivititshemmung durch
atypische NSAR ist nicht auszugehen **.

Aufgrund der von den klassischen NSAR differierenden pharmakologischen Effekte
wurden ebenfalls COX-unabhingige Mechanismen postuliert, u.a. die Beeinflussung
des Endocannabinoid-Systems *™#747%3754, 563

In dieser Arbeit wurde insbesondere die ,,Inhibitor-Hypothese® untersucht. Sie geht
davon aus, dass atypische NSAR als Prodrugs eingenommen und erst im Organismus,
speziell im ZNS, zu aktiven COX-Inhibitoren aktiviert werden. Eine Moglichkeit der
Aktivierung bietet die Addition von ubiquitir in ZNS-Membranen vorhandener
Arachidonsdure an Paracetamol- oder Metamizol-Metaboliten in Anlehnung an

bioaktive N-Acylamine, die eine gute analgetische und antipyretische Aktivitdt
aufweisen **. N-Arachidonoylphenolamin (AM404), ein Ligand am CB,- und TRPV -

428, 536
>

Rezeptor und potenter Inhibitor der COX unterscheidet sich von
desacetyliertem Paracetamol einzig durch ein addiertes Arachidonsiuremolekil. Als
katalysierendes Enzym kommt die ZNS-aktive Fettsaureamid-Hydrolase (FAAH) in
542, 544

Frage, deren physiologische Aufgabe die Degradation der Endocannabinoide ist

Bei Verschiebung der Gleichgewichtslage zugunsten der Substrate ist auch eine
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Additionsreaktion von Arachidonsiure an Paracetamol- oder Metamizol-Metaboliten
denkbar.

Messungen der basalen COX-Aktivitit als Grundlage zur nachfolgenden Bestimmung
der COX-hemmenden Potenz typischer (Indometacin) und atypischer NSAR
(Paracetamol und Metamizol) wurden in der Peripherie (Vollblut), an Spinalganglien
sowie in beiden ZNS-Organen Rickenmark und Gehirn durchgefithrt, um schlief3lich
auf den Wirkungsmechanismus der atypischen NSAR am Beispiel des Metamizols

einzugehen, welcher peripher und zentral unterschiedlich ist.

V.1. Primidre Zellkultur als vereinfachtes experimentelles System zur

Untersuchung von Cyclooxygenase-Aktivitit in murinen Spinalganglien

Eine Spinalganglien-Zellkultur liefert ein vereinfachtes experimentelles System, um
Cyclooxygenase-Aktivitit und Prostanoidbiosynthese sowie deren Hemmbarkeit durch
NSAR im letzten peripheren Neuron zu untersuchen. Neben Quantifizierung der
Cyclooxygenase-Aktivitit kann der Einfluss eines unterschiedlichen Cyclooxygenase-
Status, bedingt z.B. durch eine NSAR-Behandlung, auf die Physiologie und Biochemie
der  Spinalganglien-Neurone  hinsichtlich  Proliferation, =~ Morphologie  oder
Neuritenausbildung und Apoptose erfasst werden.

Eine primire Zellkultur wird aus ex vivo entnommenen Zellen hergestellt und erlaubt,
auch Zellkulturen aus Spinalganglien COX-defizienter Miuse herzustellen, um
Aussagen tber einzelne COX-Isoenzyme machen zu kénnen.

Anders als ZNS-Neurone konnen Spinalganglien-Neurone von embryonalen,
neugeborenen oder erwachsenen Tieren kultiviert werden, da sie tber ein hohes
Potential zur Regeneration in vivo und vitro verfiigen und als einzige in Kultur
myelinisiert werden kénnen ***, Problematisch sind jedoch priparationsbedingt nicht
vermeidbare Kontaminationen mit nicht neuronalen Schwann-Zellen und
Fibroblasten, welche unkontrolliert proliferieren. Methoden zur Aufreinigung der
DRG-Neurone beinhalten physikalische Methoden, wie das Preplating oder
Percoll-Dichtegradienten-Zentrifugation, bei denen die Zellen aufgrund ihrer GroéBe

aufgetrennt werden. Diese Methoden sind schonend fiir die Zellen, haben indes einen
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hohen Zellverlust zur Folge, hauptsichlich kleinere Neuronen gehen hierbei vetloren.
Satelliten-Zellen, v.a. die Schwannschen Zellen, die oft am Soma der Neuronen haften,
werden dennoch nicht abgetrennt *”. Antimitotische Substanzen sind eine weitere,
chemische Moglichkeit der Suppression nicht-neuronaler Zellen, schidigen jedoch
ebenfalls die Neuronen *”*",

DRG-Neurone haben, betrachtet unter einem Mikroskop mit zwanzigfacher
VergroBlerung, eine typische Morphologie mit prominentem Nukleolus, groflem,

486 .
>, sodass sie von

sphirischen Soma und extensivem Geflecht aus langen Neuriten
Fibroblasten auch ohne immunchemische Markierung mit GAP-43 differenziert
werden konnen.

Das Uberleben der Neurone in situ und in Kultur ist abhingig von tropischen
Faktoren. In der Embryonalphase sind es der Leukidmie Inhbibitorfaktor BDNF, NGF
sowie N'T3 und NT4, postnatal ist vor allem NGF essentiell fiir das Uberleben und die
Differenzierung von Neuronen **. Trotz Zugabe von NGF ist es nicht gelungen,
postmitotische DGR-Neuronen tber einen Zeitraum linger als vier Tage zu kultivieren
(Abb. 3c, Seite 63) >+,

Primire  Spinalganglien-Zellkulturen  sind  sehr gut immunhistochemischen
Untersuchungen zuginglich. Fir eine, mdglichst selektive, Bestimmung der
COX-Aktivitit anhand im Uberstand ermittelter PGE,-Konzentration ist eine
weitgehend von nicht-neuronalen Zellen freie Neuronenkultur notwendig,

In den Vorversuchen ist es trotz mechanischer Aufreinigung nicht gelungen, die
neuronalen Zellen auf mehr als fiinfzig Prozent der Gesamtzellzahl anzureichern (Abb.
3a, Seite 62). Zusitzlich haben sich die Nicht-Neurone wesentlich schneller vermehrt
als die Neurone (Abb. 3b, Seite 63).

Der am Schluss der experimentellen Phase publizierte Ansatz, durch Zugabe von
einem pflanzlichen DNA Topoisomerase-Inhibitor Camptothecin nicht-neuronale
Zellen aus postmitotischen, primaren, murinen DRG- Zellkulturen eliminieren zu
kénnen *, wurde nicht mehr untersucht.

Die Moglichkeit, Untersuchungen an Spinalganglien-Gewebehomogenaten analog den
vorgestellten Untersuchungen an Riickenmark und Gehirn, wurde wegen des sehr
hohen Bedarfs an Versuchstieren, um austeichend Gewebe zu erhalten, nicht in

Erwigung gezogen.
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V.2. Gewebehomogenat als vereinfachtes experimentelles System zur

Untersuchung von Cyclooxygenase-Aktivitit in murinem ZNS

Um in vitto COX-Aktivitit im ZNS messen zu konnen, muss diese in einem

einfachen experimentellen Ansatz leicht zuginglich sein. Eine Zellkultur bietet diesen

485-488
>

Vorteil, jedoch sind postmitotische ZNS-Neurone schlecht kultivierbar wie
auch eigene Ergebnisse belegen (siehe V.1., Seiten 61 und 110).

Die Quantifizierung der basalen COX-Aktivitit sowie der COX-Hemmung durch
Medikamente wurde letztendlich in Riickenmark- und Gehirn-Gewebehomogenat
durchgefiithrt, welche gegeniiber unversehrtem Gewebe den Vorteil einer besseren
Zuginglichkeit zur membranassoziierten COX, ein dem physiologischen Zustand
angenihertes Milieu und das Vorhandensein der benétigten Enzyme fur eine
potentielle Aktivierung von atypischen NSAR zu potenten COX-Hemmern bietet “*
> Korpuskulire Bestandteile, Organellen, Zellkerne und Mitochondrien wurden
physikalisch abgetrennt, auf storende Losungsmittel und Puffer wurde verzichtet
(Abb. 7, Seite 69).

Um die Auswirkungen des Fehlens (COX-17" oder COX-2"" Miuse) oder geminderter
Aktivitit (COX-1"" oder COX-2"" Miuse) eines COX-Isoenzymes auf die
Prostaglandin-Bildung im ZNS zu untersuchen, eignet sich besonders das
ZNS-Gewebe  COX-Knockout-Miuse.  Die  Anwendung  der  selektiven
COX-Inhibitoren SC-560 und SC-236 bietet wegen des hohen Anteils der
unspezifischen Hemmung, wie sie in den Vorversuchen zur Methodenetablierung
gezeigt worden ist (Abb. § und 9, Seiten 71 und 72) nur limitierte
Aussagemoglichkeiten.

Die Aktivitit der COX-3 kann vernachlissigt werden '™ **,

Die Syntheserate von PGE,, einem im ZNS hiufig synthetisierten Prostaglandin,
wurde als MaB fiir die COX-Aktivitit bestimmt ™.

Die ermittelten Versuchsbedingungen und Dosierungen der COX-Inhibitoren ergaben

mit der aktuellen Literatur vergleichbare Werte (Abb. 6, § - 11, Seiten 68 ff) ** ¥+,
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V.3. COX-Aktivitit im ZNS von Wildtyp- und COX-defizienten Miusen

Im Ruckenmark von Wildtyp-Miusen ist COX-1 die dominierende Isoform, wie
bereits fiir Ratten beschrieben worden ist *”, im Gehirn dagegen die COX-2 *> 4
(Abb. 14, Seite 79).

Verglichen mit dem  Wildtyp-ZNS-Gewebehomogenat  findet  sich  bei
COX-defizienten Miusen eine hochst signifikant verminderte PGE,-Bildungsrate
(Abb. 12 und 73, Seiten 76 und 77). Spinal unterscheiden sich die COX-Aktivititen
weder bei COX-1 und COX-2 Knockout-Miusen noch bei homo- und heterozygot
COX-defizienten Tieten signifikant voneinander: Der Wildtyp- / knockout
Unterschied fillt spinal allerdings stirker aus als cerebral (70 % geringere PGE,-
Syntheserate spinal (Abb. 12) versus 30 % cerebral (Abb. 13)).

Im Gehirn ist die basale PGE,-Bildungsrate bei COX-1 defizienten Tieren 10 % hoher
als bei COX-2 knockout Mdusen (Abb. 13), was entweder auf eine per se hhere COX-
1 versus COX-2 Aktivitit im Gehirn oder eine bessere cerebrale Kompensations-/
Induktionsméglichkeit der COX-2 #2720 3% 3155 973,76, 82785, 140, 215216, 222, 351, 265, 462 hyjyyeis,
Im Rickenmark COX-1 defizienter Miuse wurde eine Kompensation durch
Uberexpression der COX-2 beschrieben, bei COX-2 defizienten Miusen fehlte eine
Kompensation durch COX-1 °", was einen anderen Kompensationsmechanismus der
tehlenden COX-2 impliziert. Diese Aussage deckt sich mit den eigenen Ergebnissen,
die eine gleich hohe basale Aktivitit der spinalen COX bei COX-17" und COX-2"
Maiusen zeigen (Abb. 12). In der Peripherie (Lunge) wurde sogar tber eine bis achtfach
gesteigerte PGE,-Syntheserate bei COX-1 oder COX-2 defizienten Zellen verglichen
mit dem Wildtyp berichtet, bedingt durch eine kompensatorisch verstirkte Expression
des verbliecbenen COX-Isoenzymes sowie der cPLA, ™. Im ZNS, wo beide COX-

27, 45-46, 52, 149, 190-191, 196, 425 :
TS » % scheint das Ausmal3

Isoenzyme konstitutiv exprimiert werden
der Kompensationsméglichkeiten geringer zu sein als in der Peripherie, da diese
hauptsichlich tiber eine gesteigerte cPLA,-Expression im knockout ZNS gewihrleistet
werden muss.

Meine Ergebnisse weisen darauf hin, dass die haploide Expression eines

COX-Isoenzymes nicht ausreichend ist, um die volle Aktivitit des Enzyms zu

gewihtleisten (Abb. 12 und 73).
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Limitierender Faktor der PGE,-Synthese durch COX-1 ist das endogene und exogene

Substratangebot 12, 50

, die COX-2 Aktivitit ist dagegen zusitzlich von externen
Faktoren abhingig >

Ex vivo werden spinal geringere Prostaglandin-Basallevel gemessen als cerebral (Ab4.
19, Seite 89), wobei Thromboxan B, die hoéchsten Konzentrationen mit geringen
interindividuellen Schwankungen aufweist. Im Gehirn wird Prostacyclin in wesentlich
geringeren Mengen gebildet als die tbrigen, dhnlich konzentrierten und interindividuell
kaum schwankenden Prostanoide PGE,, TxB, und PGD,. Diese Beobachtungen
stimmen mit Literaturangaben weitgehend tiberein * » ) wobei spinal PGE, als
herkémmlichstes Prostaglandin beschrieben worden ist *”.

Allgemein muss festgestellt werden, dass die meisten Zellen beide COX-Isoenzyme je
nach vorherrschenden Bedingungen in verschiedenen Aktivititen exprimieren, sodass

exakte Aussagen iiber basale oder induzierte Aktivitit der COX-Isoenzyme anhand der

aktuellen Prostanoid-Biosynthese problematisch sind.

V.4. COX-Aktivititshemmung durch klassische und atypische NSAR

Indometacin, ein klassisches saures Analgetikum, bewihrtes Antiphlogistikum und
Antipyrettkum inhibiert potent und nicht selektiv beide COX-Isoenzyme. Es ist
bekannt, dass Indometacin ein effizienter peripherer COX-Hemmer ist, wodurch
nicht nur gute antiphlogistische und analgetische Wirkungen nach lokaler
Applikation sondern auch die zahlreichen NSAR-typischen Nebenwirkungen wie
z.B. die Ulzerogenitit, Antiaggregation und Diurese-Reduktion erklarbar sind 02,
Normiert auf die basale COX-Aktivitit, wurde die PGE,-Syntheserate, wie erwartet,
am stirksten im Wildtyp-ZNS supprimiert, welches beide COX-Isoenzyme
exprimiert und wo folglich beide Isoformen gehemmt werden konnen
(Abb. 14, Seite 79).

Bei den COX-defizienten Stimmen ist die Indometacin-bedingte Reduktion der
PGE,-Syntheserate geringer ausgebildet (Abb. 75 und 77, Seiten 81 und 85), wobei
spinal die COX-2 deutlich stirker inhibiert wird als die COX-1 mit einer COX-1/-2

Ratio von ~1,5. Im Gehirn reagiert die COX-2 weniger sensitiv auf die Hemmung
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durch Indometacin als spinal, die COX-1/-2 Ratio betrigt ~1,3. Die
PGE,-Syntheserate und COX-1 / -2 Ratio nach Indometacin-Exposition weisen bei
den homozygot COX-defizienten Stimmen keine signifikanten Unterschiede zu
heterozygot COX-defizienten Mausen auf (Abb. 15-18, Seiten 81 ff). In der Literatur
witd die IC;-Ratio fir COX-1 / COX-2 nach Indometacin-Behandlung an intakten
peripheren Zellen und gereinigten Enzymen mit 20 angegeben ** *°. Allerdings ist
bekannt, dass hoher dosiertes Indometacin auch andere Enzyme hemmt * sowie die

?. Diese Diskrepanz in der COX-Isoenzym-Priferenz

NO-Synthase aktiviert
impliziert zentral zusitzliche, COX-unabhingige Effekte oder einen vom peripheren
differenten Wirkungs-Mechanismus im ZNS.

Im Gegensatz zum Indometacin, das sowohl peripher als auch zentral eine

COX-hemmende Wirkung vorweisen kann, sind die atypischen NSAR Metamizol

und Paracetamol in der Peripherie, zumindest in therapeutischer Dosierung,

477, 495
>

hinweisen. Das Ausmal3 der Inhibition im Vollblut wurde fiir die COX-1 anhand der
TxB,- und fir die COX-2 anhand der PGE,-Syntheserate nach LPS-Stimulation

diesbeztglich weitgehend wirkungslos worauf auch meine Ergebnisse

quantifiziert. PGE, kann von beiden COX-Isoenzymen gebildet werden, nach einer
LPS-Exposition wird jedoch v.a. die COX-2 induziert, welche dann hauptsichlich fiir
die ansteigende PGE,-Bildung verantwortlich ist. Unabhingig von der steigenden
Paracetamol-  oder  Metamizol-Konzentration im  Assay konnte keine
COX-Hemmung verzeichnet werden (Abb. 4 und 5, Seiten 65 und 66). Das ist
dadurch erklirbar, dass Paracetamol vorwiegend in der Leber zu p-Aminophenol
desacetyliert, welches nur im ZNS mit Arachidonsiure zum Wirkstoff
N-Arachidonoylphenolamin (AM404) umgesetzt wird **”> >, P-Aminophenol kann in
petipheren und zentralnervésen Organen dosisabhingig detektiert werden, hochste
Konzentrationen wurden dabei in der Leber beschrieben . AM404 konnte bis dato
in der Periphetie sowohl ex vivo als auch in vitro nicht detektiert werden **. Obwohl
die FAAH in der Leber exprimiert wird, konnte hier keine AM404-Bildung
nachgewiesen werden ¥ . Die Ursachen hierfiir werden in der Literatur nicht
genannt. Da AM404 in vitro die PGE,-Synthese sowohl im ZNS-Gewebehomogenat

als auch an LPS-aktivierten Makrophagen reduziert % ist das Fehlen
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pharmakologischer Effekte von Paracetamol in der Peripherie wahrscheinlich auf
eine insuffiziente periphere Metabolisierung und Aktivierung zuriickzufithren.

Mangelnde periphere COX-Hemmung durch Metamizol (Abb. 5) ist analog zu
Paracetamol (Abb.4) zu erkliren. In der Literatur wird tber 1C,-Werte fiir intakte
periphere Zellen zwischen 1,43 und 5,09 mM fur beide Isoenzyme sowie 35,29 und
426,46 uM fiir COX-2 in LPS-aktivierten Makrophagen berichtet ***. Gezeigte leichte
Analgesie durch peripher appliziertes Metamizol wird bei geringer Dosierung eher
durch COX-unabhingige Mechanismen bzw. durch ausreichend hohe systemische

539, 553-554

Spiegel bei betrichtlichen lokalen Dosen erklirt In der Literatur

556

beschriebene periphere Effekte, wie z.B. milde Antiaggregation > oder Spasmolyse

26 unterliegen wahrscheinlich einem von der COX-Hemmung differenten
Mechanismus.

Die vielfach bewihrten analgetischen und antipyretischen Wirkungen der atypischen
NSAR Paracetamol und Metamizol sind demzufolge cher einer zentralnervésen als

peripheren COX-inhibierenden Komponente zuzuordnen 168, 441, 467-4G8, 471-472, 487-490, 491-

%39 Tatsichlich wird im Riickenmark- und Gehirnhomogenat die PGE,-Synthese
durch beide Medikamente potent supprimiert.

Die COX-Hemmung durch Paracetamol ist beim Wildtyp am stirksten ausgeprigt,
ohne dass eine absolute Selektivitit bei den COX-defizienten Tieren aufgewiesen
wird (Abb. 14-18, Seiten 79 ff). Spinal hemmt Paracetamol die COX-1 in geringerem
Ausmal als die COX-2 mit einer COX-1/-2 Ratio von 5,0 , cerebral wird die COX-1
signifikant stitker inhibiert als die COX-2 mit einer COX-1/-2 Ratio von 1,1
(Abb. 15 und 77, Seiten 81 und 85). In der Literatur wird anhand von
Untersuchungen an gereinigten Cyclooxygenasen, je nach Publikation, entweder tiber
keine oder eine Tendenz zur COX-1 Selektivitit berichtet > . Generell reagieren
die spinalen COX-Isoenzyme, verglichen mit den cerebralen, deutlich sensitiver auf
die Hemmung durch Paracetamol, die spinale PGE,-Bildung sinkt signifikant stirker
als die cerebrale (Abb. 14-18, Seiten 79 ff).

Meine Daten widersprechen der ,,COX-3 Hypothese®, da Paracetamol und

Metamizol auch in COX-1 defizienten Midusen zu einer signifikanten Reduktion der

PGE,-Synthese gefithrt haben (Abb. 17, Seite 85).



V. Diskussion - Seite 117 -

Paracetamol hemmt die PGE,-Synthese im Riickenmark um Faktor zwei, im Gehirn
sogar um Faktor zehn stirker als Indometacin (Abb. 74, Seite 79). AM404 solle
jedoch eine zum Indometacin dquipotente COX-Hemmung aufweisen . Die
vermehrte Reduktion der PGE,-Bildung durch Paracetamol ist nicht allein durch
Arachidonsdure-Konsumption  bei  AM404-Bildung zu erkliren, da im
Versuchsansatz Arachidonsdure von extern zugegeben worden ist und somit nicht
den limitierenden Faktor darstellen konnte.

COX-Aktivititsmessungen in ZNS-Gewebehomogenaten wurden unter hohen
Arachidonsdure-Konzentrationen durchgefithrt, um das PG-Substrat nicht zum
limitierenden Faktor werden zu lassen. Jedoch wurde fir Paracetamol berichtet, dass
hohe Konzentrationen des Hydroperoxids PGG, zur Verminderung der
COX-inhibitorischen Potenz von Paracetamol fithren. Hohe PGG, Level sind
wiederum durch hohe Substratkonzentration, hohe COX-Aktivitit oder hohe
Enzymkonzentration im Ansatz bedingt **'. Paracetamol soll mit der Arachidonsiure
als Reduktionsmittel direkt konkurrieren, wobei die Reduktion der AA zu
PG-Bildung, die des Paracetamols dagegen zur Inaktivierung der COX fihrt 81
Trotz der widrigen Umstinde inhibiert Paracetamol potent die Aktivitit beider
Cyclooxygenasen. Die COX-1 Aktivitit sinkt unter Behandlung auf jeweils 10 %, die
der COX-2 spinal auf 5 %, cerebral auf 20 % des Ausgangswertes (Abb. 15 und 17).
Die Peroxid-abhingigkeit scheint meinen Daten zufolge im ZNS keine
entscheidende Rolle zu spielen.

Experimente an gereinigten Cyclooxygenasen sind lediglich ein Hinweis fiir die
COX-hemmende Potenz, werden jedoch unter unphysiologischen Bedingungen
durchgefithrt.  Erforschungen  am  Gewebehomogenat  schlieBen  eine
rezeptorvermittelte Wirkung aus, nicht jedoch die Mitwirkung anderer Enzyme. In
vivo Untersuchungen erméglichen die Entfaltung voller Bandbreite der
pharmakologischen Effekte einschlieBlich Rezeptorbindung.

In vivo reduzierte eine systemische Paracetamolbehandlung die zentralnervos
gebildete Prostanoidmenge signifikant (Abb. 20, Seite 89). Spinal erwies sich die
parenterale Applikationsform gegentiber der peroralen als effizienter: die Bildung
von TxB,, PGD, und PGI, wurde nahezu vollstindig inhibiert, die PGE,-Synthese

gegeniiber dem  Ausgangswert um  ~75 %  reduziert. Die cerebrale



V. Diskussion - Seite 118 -

Prostanoidsynthese wurde durch Paracetamol in geringerem Ausmal3 inhibiert als die
spinale, wobei hier beide Applikationsformen dquipotent waren (Abb. 20). Anders als
im Ruckenmark fithrte eine lingere Medikamenteneinwirkzeit im Gehirn zur
verstirkten Inhibition der Prostanoidsynthese, was mit der cerebralen AM404
Synthese korreliert **. Konstante AM404-Bildung nach Paracetamol-Medikation
wurde im Riickenmark bisher nicht beschrieben *”. Die Bildung von TxB, und
PGD, wurde durch Paracetamol im Allgemeinen deutlicher supprimiert als die von
PGE, und PGI, Die interindividuellen Unterschiede waren cerebral stirker
ausgeprigt als im Rickenmark.

In vivo gewonnene Daten stlitzen die am Gehirnhomogenat ermittelten Ergebnisse,
dass Paracetamol ein potenter Inhibitor der spinalen und cerebralen COX ist, wobei
differente Wirkungsmechanismen in Ruckenmark und Gehirn wahrscheinlich sind.

Eine zusitzliche Wirkung tiber Cannabinoid- oder Vanniloid-Rezeptoren ist, wie

483, 536
>

verschiedentlich diskutiert moglich, scheint jedoch fur die Reduktion der
Prostaglandin-Synthese nicht ausschlaggebend zu sein.

Meine Ergebnisse weisen darauf hin, dass Metamizol wie auch schon Paracetamol die
Prostaglandin-Synthese in Riickenmark- und Gehirn-Homogenaten nahezu vollstindig
supprimiert (Abb. 14-18, Seiten 79 ff). Exklusiv im Gehirn wird die =~ COX-2 um
Faktor zehn stirker inhibiert als die COX-1 (Abb. 15 und 77). Die spinalen COX
werden mit einem IC,-Wert von 29,5 uM durch Metamizol effektiver inhibiert als die
cerebralen (Abb. 22, Seite 93), der anhand meiner Daten ermittelte 1C,-Wert fir die
Hemmung der cerebralen Cyclooxygenasen betrdgt mit 3,1 mM das Hundertfache des
spinalen IC,,. Gereinigte Cyclooxygenasen konnten durch Metamizol nicht suffizient
inhibiert werden (Abb. 23, Seite 94), in der Literatur werden fiir beide Isoenzyme
IC,,-Werte um 500 uM angegeben **, die physiologisch nicht zu erreichen sind.

Wie fir Paracetamol ist auch die Metamizol-Wirkung durch Hemmung einer
potentiellen COX-3 nicht zu erkliren, da Metamizol die PGE,-Synthese in COX-1
defizienten Mausen sehr potent inhibiert hat (Abb. 17).

Nach intraperitonealer Verabreichung supprimierte Metamizol die zentralnervése
Prostanoidsynthese um den Faktor finfzehn stirker als Paracetamol (Abb. 20 und 21,
Seiten 89 und 91). Im Ruckenmark wurden, mit geringen interindividuellen

Schwankungen, TxB,, PGD, und PGI, nach Metamizol-Applikation nur in Spuren
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gemessen, die PGE,-Bildung wurde am wenigsten, jedoch immer noch um Faktor
zweihundert, reduziert (Abb. 27), im Gehirn wurde die Synthese aller Prostanoide
gleichermaflen  supprimiert. Wie nach  Paracetamolbehandlung war die
interindividuelle Schwankungsbreite, mit Ausnahme des PGI,, cerebral groBer als
spinal (Abb. 21).

Meine Daten weisen darauf hin, dass Metamizol ein weitaus potenterer
COX-Inhibitor als Paracetamol ist sowie spinal und cerebral wahrscheinlich, wie
Paracetamol, iiber zwei differente Mechanismen wirkt. Im Gehirn ist eine Tendenz zur
COX-2 Selektivitit etkennbar (Abb. 15 und 77). Rezeptorvermittelte Effekte kénnen
an der pharmakologischen Wirkung, wie bei Paracetamol, beteiligt sein, sind jedoch
nicht ausschlaggebend.

Die bisherigen Ergebnisse stiitzen die ,,Inhibitor-Hypothese®, dass atypische NSAR
als Prodrugs appliziert und insbesondere im ZNS durch die Fettsdureamid-Hydrolase
(FAAH) zu Arachidonat-Addukten umgesetzt werden, die potente, nicht selektive
COX-Inhibitoren sind. Die meisten Literaturangaben zur COX-Aktivitats-
Suppression durch Paracetamol beziehen sich auf periphere Zelllinien *> %% 5%,
Die Autoren konnten nur an intakten, jedoch nicht an fraktionierten Zellen eine
COX-Aktivititssuppression beobachten. Lucas und Mitarbeiter postulierten als
Ursache hierfiir erhéhte Peroxidlevel im fraktionierten Gewebe *”.

Einen anderen moéglichen Grund fir das Ausbleiben der Wirkung atypischer NSAR
in der Peripherie konnte die fehlende Aktivitit der Fettsdureamid-Hydrolase
darstellen. Im Gewebehomogenat ist die FAAH wie die COX ebenfalls vorhanden.
Ihre Aktivitit kann durch einen Hydrolaseinhibitor gehemmt werden.
4-Benzyloxyphenyl-z-butylcarbamat ist ein potenter Hydrolaseinhibitor, diffundiert
leicht durch Membranen und weist mit einen IC,, von 396 nM im Gehirn-
Homogenat eine hohe Affinitit zur FAAH auf. Literaturangaben und eigene Daten
weisen darauf hin, dass die PGE,-Syntheserate durch 4-Benzyloxyphenyl-7-
butylcarbamat nicht beeintrichtigt wird (Abb. 14, Seite 79) **.

Wiahrend Paracetamol die spinale und cerebrale PGE,-Synthese nahezu vollstindig
inhibiert, lisst sich im Riickenmark die COX-Hemmung durch Paracetamol bei

Zugabe von 4-Benzyloxyphenyl-z-butylcarbamat fast komplett autheben, im Gehirn

fallt dieser Effekt geringer aus, ist jedoch immer noch héchst signifikant vorhanden
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(Abb. 14). Das lasst darauf schlieBen, dass die FAAH-Aktivitit fir die Aktivierung
von desacetyliertem Paracetamol zur Wirksubstanz AM404 im ZNS notwendig ist.
Eine dosisabhingige AM404-Bildung bei fiir Nager physiologischen Paracetamol-

. . . . . 502
Dosierungen wurde bisher nur im Gehirn beschrieben *

. Die Beobachtung, dass im
Rickenmark die COX-Hemmung durch Paracetamol nach Co-Inkubation mit dem
FAAH-Inhibitor effektiver reduziert werden kann als im Gehirn, deckt sich nicht mit
den Literaturangaben, dass die AM404-Bildung nach Paracetamolbehandlung in
Rickenmark und Spinalganglien nur inkonstant und in geringeren Konzentrationen
als cerebral nachzuweisen sei *. Aufgrund der FAAH-Inaktivierung steigt auch die
lokale AA- und somit Peroxidkonzentration an, was nach der ,,Peroxid-Hypothese*
ebenfalls zur Verminderung der Paracetamol-Wirkung beitragen sollte .

Fir Metamizol wurden Ergebnisse analog zu Paracetamol erwartet. Spinal wurde die
nahezu vollstindige Inhibition der PGE,-Synthese durch Metamizol nach
Inaktivierung der FAAH durch 4-Benzyloxyphenyl-z-butylcarbamat um Faktor vier
reduziert, cerebral hatte die Co-Inkubation mit 4-Benzyloxyphenyl-#-butylcarbamat
wider Erwarten keine signifikante Wirkung auf die COX-Hemmung durch
Metamizol (Abb. 14). Damit lisst sich fiir Metamizol die These der enzymatischen
Umsetzung von 4-Methylaminoantipyrin mit Arachidonsaure durch die FAAH zu
4-Methylaminoantipyrin-Arachidonat nicht direkt stiitzen, moglich ist jedoch eine
Verdeckung des hydrolaseinhibierenden Effektes vom  4-Benzyloxyphenyl-#-
butylcarbamat durch eine unspezifische und FAAH unabhingige COX-Hemmung

aufgrund hoher Metamizol-Konzentrationen im Versuchsansatz.

V.5. COX-Aktivititshemmung durch Metamizol-Derivate

Meinen Ergebnissen zufolge wird eine deutliche Suppression der zentralen
Prostaglandin-Bildung in vivo bereits nach Applikation von fur Nager
physiologischer Dosen Metamizol erreicht, in vitro sind dagegen bei Weitem hohere
Konzentrationen um 30 mM notwendig (Abb. 17 und 27, Seiten 74 und 91).

Metamizol wird als Prodrug im Organismus enzymatisch und nicht-enzymatisch

schnell metabolisiert, es entstehen als wichtigste Metaboliten die basischen Amine
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4-Methylaminoantipyrin (MAAP) und 4-Aminoantipyrin (AAP), welche sich im ZNS
anreichern und mittels z.B. der FAAH u.a. mit Arachidonsdure zu Fettsdureamiden
acetyliert werden kénnen. 4-Acetylaminoantipyrin (AAAP) und
4-Formylaminoantipyrin (FAAP) sind der Literatur zufolge inaktive Abbauprodukte *™
34 Therapeutische MA AP-Plasmakonzentrationen sind nach ~60 min erreicht und
betragen 4 — 6,5 pg/ml (~ 10 — 18 uM), ab 20 pg/ml (~57 uM) treten
Vergiftungserscheinungen auf *>.

Die pharmakologische Wirkung von Metamizol kann also entweder einerseits durch
eine direkte Hemmung der COX oder einer nachgeschalteten PG-Synthase durch
MAAP oder andererseits iiber die COX-Hemmung durch einen hauptsichlich im
ZNS entstehenden Metamizol-Derivaten, der ein potenter COX-Inhibitor ist, erklart
werden.

IC,-Werte fir die COX-Hemmung durch MAAP ergaben im Rickenmark-
Homogenat 29,5 pM und im Gehirn-Homogenat 3100 uM (Abb. 22, Seite 93),
an gereinigten Enzymen 114,9 uM fir die COX-1 und 307,3 uM fir die COX-2
(Abb. 24, Seite 95). Es handelt sich jeweils um Konzentrationsbereiche, die, ohne
gleichzeitig einen betrichtlichen Schaden anzurichten, im Organismus nicht erreicht
werden kénnen . Der erhebliche Unterschied in der Sensitivitit der spinalen und
cerebralen Cyclooxygenasen suggeriert einen differenten Wirkungsmechanismus in
Riickenmark und Gehirn.

Aufgereinigte COX- 1 und -2 wurden in physiologischen Konzentrationen weder
durch Metamizol noch durch MAAP in ihrer Aktivitit beeinflusst (Abb. 23 und 24,
Seiten 94 und 95), eine direkte Inhibition der COX durch Metamizol oder MAAP in
unveranderter Form erscheint daher unwahrscheinlich.
4-Methylaminoantipyrin-Arachidonat (MAAP-AA) koénnte mit Hilfe der im ZNS
aktiven Fettsiure-Amid-Hydrolase durch Addition von Arachidonsdure an MAAP
entstechen. Anhand meiner Daten konnte fir die Hemmung der cerebralen
Cyclooxygenasen durch MAAP-AA ein IC,-Wert von 13,2 uM fiir PGE, und sogar
5,2 uM fiir Prostacyclin ermittelt werden (Abb. 25, Seite 96). An gereinigten Enzymen
ergaben sich fir die COX-1 ein IC,-Wert von 42,4 uM und fir die COX-2 von
08,9 uM (Abb. 26, Seite 97). Beide gereinigten COX-Isoenzyme wurden folglich bei

vergleichbaren IC,-Werten dquipotent inhibiert, im Gehirn-Homogenat war nach



V. Diskussion - Seite 122 -

Metamizol-Zugabe indes eine signifikant stitkere COX-2 Suppression zu
verzeichnen (Abb. 15 und 77, Seiten 81 und 85). Allerdings werden die gereinigten
Enzyme werden unter unphysiologischen Bedingungen untersucht, unterliegen daher
u.a. Konformationsinderungen und entbehren die physiologischen Kopplungen an
vor- oder nachgeschaltete Enzyme oder andere, nur in intakten Zellen bzw.
Zellhomogenaten vorhandene Faktoren, die méglicherweise die Wirkung der NSAR
supplementieren. Schon diese Effekte kénnen zu verinderter Hemmbarkeit durch
Pharmaka fithren, was auch fiir andere NSAR beobachtet worden ist > **
Vertlisslichere Aussagen iiber Enzym-Affinititen kénnen an Gewebe-Homogenaten
und am besten natiitlich anhand von in vivo Untersuchungen gemacht werden.

Nach LPS-Exposition kommt es zu einer starken Induktion der COX-2, die sehr
potent im  Gehirn-Homogenat  durch ~ MAAP-AA  supprimiert  wird
(Abb. 27, Seite 99). In COX-2 defizienten Miusen konnte die PGE,-Bildung nur
abgeschwicht supprimiert werden, was darauf hindeutet, dass MAAP-AA unter
Entziindungsbedingungen eine deutlich héhere Affinitit zur COX-2 als zur COX-1
aufweist. Fine bevorzugte COX-2 Hemmung durch Metamizol ist in der Literatur
beschrieben und deckt sich mit molekularen Interaktionsmodellen “* *”. Der
therapeutische Bereich der lokalen MAAP-AA Konzentration zur Hemmung der
LPS-induzierten COX liegt, den eigenen Daten zufolge, zwischen 0,1 uM und 10 pM
(Abb. 27). Geringere Konzentration scheinen nicht ausreichend zu sein, um die
COX-Aktivitat signifikant zu beeinflussen. Bei Verschiebung der Gleichgewichtslage
in Richtung des Produktes MAAP-AA katalysiert die FAAH wahrscheinlich dessen
Hydrolyse zu den Ausgangssubstraten MAAP und Arachidonsiure. Vorherige
Ergebnisse sprechen dafiir, dass die COX-hemmende Potenz von MAAP, verglichen
mit MAAP-AA, deutlich geringer ist, sodass es zu einer deutlichen Reduktion der
COX-hemmenden Wirkung kommt. Bei supprimierter FAAH-Aktivitit betrug der
IC,,-Wert fiir die Inhibition cerebraler COX durch das MAAP-AA sogar nur noch
58 nM (Abb. 28, Seite 100), was eine Steigerung der COX-inhibitorischen Potenz um
Faktor 1000 gleich kommt. Dieses Ergebnis unterstreicht die COX-inhibitorische

Potenz des MAAP-Arachidonats. Im Organismus verlduft physiologischerweise die

durch die FAAH katalysierte Reaktion jedoch in Richtung Substrate — Produkt.
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Dieser Zusammenhang wurde in zahlreichen Publikationen als fehlende Wirkung
hoher, intraventrikulir applizierter Dosen Metamizol beobachtet .

Obwohl der IC,-Wert fur die COX-Hemmung durch MAAP-AA grenzwertig
oberhalb der physiologischen Plasmakonzentrationen fir MAAP liegt, kénnen die
Konzentrationen des vor Ort gebildeten Metamizol-Derivaten MAAP-AA lokal
erheblich hoher sein als die systemisch im Plasma gemessenen. MAAP entsteht
dagegen systemisch und passiert auch in dieser Form die Blut-Hirn-Schranke.

Meine Ergebnisse weisen darauf hin, dass es sich bei MAAP-AA um einen sehr
potenten Inhibitor der cerebralen Cyclooxygenasen handelt, der diese, in
physiologisch erreichbaren Konzentrationen, im Sinne einer Kinetik 1. Ordnung
hemmt.

Der  desmethylierte MAAP-AA-Metabolit AAP-AA  ist dagegen inaktiv
(Abb. 29, Seite 101).

Die Bildung systemisch entstechender Metamizol-Metaboliten MAAP, AAP und

FAAP wurde in zahlreichen Arbeiten u.a. im ZNS ex vivo nachgewiesen 473, 483486

MAAP kumuliert im ZNS und kann dort, vermutlich mit Hilfe der FAAH, mit AA
zu MAAP-AA umgesetzt werden. Meine Daten sprechen dafiir, dass MAAP-AA
eher als MAAP an der zentralnervésen COX-Hemmung beteiligt ist. AAP-AA ist
wahrscheinlich ein inaktives, direktes Abbauprodukt von MAAP-AA. Nach
einmaliger  intraperitonealer =~ Metamizol-Applikation konnte MAAP-AA
massenspektrometrisch als herkémmlichstes Metamizolderivat-Produkt-Ion im
Gehirn von Wildtyp-Médusen detektiert werden (Abb. 30, Seite 102). Bei den
Kontrolltieren wurden die AA-Addukte nur in Spuren gemessen, was als
,Hintergrund“ von den bei behandelten Tieren gemessenen Werten subtrahiert
worden ist.

Im Gehirn von FAAH-Knockout-Miusen wurden um Faktor fiinfzig niedrigere
MAAP-AA Konzentrationen detektiert als bei Wildtyp-Médusen, AAP-AA verhielt
sich gleichsinnig (Abb. 32, Seite 104). Im Riickenmark konnte, im Gegensatz zum
Gehirn, nach Metamizol-Applikation kein Unterschied in den MAAP-AA
Konzentrationen zwischen Wildtyp- und FAAH-defizienten Miusen detektiert
werden (Abb. 31, Seite 103). Einen indirekten Nachweis kénnte jedoch die signifikant
hohere Konzentration des direkten MAAP-AA Metaboliten AAP-AA beim Wildtyp
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gegentiber den FAAH-defizienten Miusen liefern (Abb. 37), da MAAP und somit
wahrscheinlich auch MAAP-AA kurzlebige Substanzen sind ** und das Riickenmark
erst nach Durchftihren der Herzpunktion und Entnahme des Gehirns mit zeitlicher
Verzogerung pripariert wurde. Den Literaturangaben zufolge konnte AAP

unmittelbar nach t,, von MAAP iber einen lingeren Zeitraum nachgewiesen

werden, wobei mit steigender MAAP-Konzentration eine unproportional groBere
Fraktion zu AAP metabolisiert wurde ** 7,

Meine Daten deuten darauf hin, dass MAAP-AA im ZNS kumuliert, es resultiert eine
positive, lineare Korrelation zwischen der Applikationsdauer und ex vivo bestimmter
MAAP-AA Konzentration im Cerebrum (Abb. 33, Seite 105). Es ist noch unbekannt,
zu welchem Zeitpunkt ein Plateau erreicht wird und wie hoch die maximal im Gehirn
erreichbaren MAAP-AA Konzentrationen liegen.

Die ermittelten Konstellationen fiir Metamizol-AA-Addukte decken sich mit den

Berichten fiir Paracetamol-A A-Addukte >,

Zusammengenommen weisen meine Ergebnisse fiir Metamizol auf den gleichen
Aktivierungsweg hin (Abb. 34, Seite 125), wie er fiir Paracetamol 2005 von Hogestitt
und seinen Mitarbeitern publiziert worden ist *:

Nach nichtenzymatischer Abspaltung der Sulfonsduregruppe entsteht aus dem
Prodrug Metamizol der Hauptmetabolit 4-Methylaminoantipyrin (MAAP), der
ungehindert die  Bluthirnschranke  passiert, jedoch bei physiologischen
Konzentrationen selbst nicht tber COX-hemmende Eigenschaften verfiigt. Durch
Addition von Arachidonsidure an MAAP mittels der Fettsiureamid-Hydrolase wird
insbesondere im  Gehirn  und  wahrscheinlich  auch  im  Riickenmark
4-Methylaminoantipyrin-Arachidonat (MAAP-AA) gebildet, welches ein potenter
COX-1 und COX-2 Inhibitor ist. Die konstitutiv exprimierte, naive aber auch
induzierte COX-2 wird effektiver inhibiert als die COX-1. MAAP-AA wird zu
4-Aminoantipyrin-Arachidonat (AAP-AA) abgebaut, das keine COX-Hemmung

bewirkt.
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Abbildung 34: Aktivierung von Metamizol im ZNS
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Wie andere Fettsdurederivate **, so z.B. AM404 >, ist auch MAAP-AA nicht nur ein
potenter COX-Inhibitor, sondern zusitzlich hoch affin zu Cannabinoid-Rezeptoren:
Die K betragen an humanen, rekombinanten Cannabinoid-Rezeptoren nur 7,8 pM
am CB1 und 3 uM am CB2-Rezeptor (personliche Mitteilung Di Marzo et al). AAP-
AA  beeinflusst nicht die COX-Aktivitit, zeigt jedoch eine dem MAAP-AA
vergleichbare Affinitit zu Cannabinoid-Rezeptoren mit Ki von 2,9 uM am CB1- und
5,4 uM am CB2-Rezeptor (personliche Mitteilung Di Marzo et al). Der Agonismus
an Cannabinoid-Rezeptoren fihrt zu einer zusitzlichen Potenzierung der
analgetischen und antipyretischen Wirkung des Metamizols **, da ex vivo ermittelte
MAAP-AA- und AAP-AA-Konzentrationen dafiir ausreichend hoch sind. Lokal im
Cerebrum konnen durchaus hohere Konzentrationen erreicht werden, da
insbesondere FAAH-reiche Regionen tber eine hohe Dichte an CB-Rezeptoren
verfiigen >, Dieser COX-unabhingige Effekt erklirt die physische Komponente der
Abhingigkeit bei regelmiBiger Metamizol-Medikation, wie sie auch fiir Paracetamol

539

und Phenacetin berichtet worden ist >, sowie die Toleranzentwicklung bei

regelmaBiger, hoch dosierter Metamizol-Einnahme 57,

Im entziindeten Gewebe kommt es zur co-regulierten Induktion von COX-2 und
NO-Synthase **. NO wirkt synergistisch mit PGE, proinflammatorisch und
hyperalgesierend *”, potenziert jedoch auch die Wirkung applizierter NSAR und
Opiate iiber nicht bekannte Mechanismen »” >, Effiziente Aktivititssuppression der
nach LPS-Exposition induzierten COX-2 ist folglich nicht nur einer erhéhten
Affinitit zur induzierten COX-2 sondern auch der NO-Synthase-Induktion zu
verdanken, da NO (synergistisch mit MAAP-AA) die COX-Aktivitit hemmt > "%,
Die hauptsichlich zentralnervése Metabolisierung von MAAP zum potenten
COX-Inhibitor MAAP-AA stimmt mit zahlreichen Darlegungen tberein, dass die
Hemmung der Prostaglandin-Synthese im Gehirn durch Metamizol ausgeprigter sei
als peripher "% Dieser Aspekt wurde bisher durch héhere Affinitit von MAAP
zur COX-2 erklirt, die zentralnervis bei Menschen und Nagern in hohem Grade

52

konstitutiv exprimiert wird ** *** %2 Die gleiche, allerdings nicht zutreffende,
p g > g

Erklirung wurde auch fur die fehlenden gastrointestinalen und renalen

Nebenwirkungen verwendet, die hauptsichlich der COX-1 Inhibition zugeschrieben

d 449, 500-502

worden sin . Eine COX-1 Suppression konnte unter physiologischen
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MAAP-Konzentrationen an peripheren, intakten Zellen nicht beobachtet werden “*
404478 536,

Das starke Ausmal3 der COX-Aktivitits-Suppression nach Metamizol-Verabreichung
schlieBt  eine  Reduktion der PGE,-Syntheserate ausschlieSlich  durch
Arachidonsiureverbrauch > im Rahmen der MAAP-AA Bildung aus. Bei hoher
Arachidonsdure-Konzentration im Assay kann es sich héchstens um  einen
Nebeneffekt handeln, der zur minimalen Reduktion der absoluten Prostanoidmenge
beitrigt.

Der vorgestellte Wirkungsmechanismus bietet eine plausible Erklirung dafiir, warum
Metamizol und MAAP an gereinigten Cyclooxygenasen einen zehnfach héheren
IC,-Wert als im Gewebehomogenat oder an intakten Zellen aufweisen, was durch

molekulare Bindungsstudien bisher nicht suffizient zu beantworten méglich war **,

V.6. Ausblick

In dieser Arbeit wurde ein Teilaspekt des Metamizol-Wirkungsmechanismus
vorgestellt, der fiir einige pharmakologische Effekte dieses Medikamentes einen
plausiblen Erklirungsansatz bietet.

Meine Hypothese zielt darauf ab, dass Metamizol seine pharmakologischen
Eigenschaften durch Hemmung der zentralnervosen COX durch MAAP-AA sowie
Beeinflussung des Endocannabinoid-Systems durch MAAP-AA und AAP-AA
entfaltet. Das Metamizol-Derivat MAAP-AA  entsteht vermutlich exklusiv
zentralnervés durch die FAAH, welche die Umsetzung von MAAP zum
MAAP-Arachidonat katalysiert.

Ungeklirt bleibt die Quelle der MAAP- und AAP-Arachidonate, die in Spuren bei
FAAH-defizienten Miusen detektiert worden sind. Existieren andere Hydrolasen,
die bei Fehlen der FAAH diese, zumindest teilweise, kompensieren kénnen?

Die Selektivitit der COX-Hemmung durch Metamizol-Derivate konnte besser durch
in vivo Untersuchungen an COX-defizienten Miusen untersucht werden, die im

Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefithrt worden sind.
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Es ist wahrscheinlich, dass noch weitere Mechanismen und andere aktive Metamizol-
Derivate zur Fiebersenkung und Analgesie durch Metamizol beitragen, die erforscht
werden missen. Evidenzen fur mannigfaltige Wirkungsweise der Metamizol-Derivate
bietet eine differente Wirkungsweise im Gehirn und im Riickenmark sowie nach
einer LPS-Exposition. Die COX-inhibitorische Potenz der anderen Metamizol-
Metaboliten und -Derivate MAAP, AAP und AAP-AA ist noch suffizient zu kliren
genauso wie ihre COX-unabhingigen Effekte, wie z.B. die Bindung an
CB-Rezeptoren oder eine etwaige Wirkung an NMDA-Rezeptoren, wie sie fir
andere NSAR beobachtet worden ist **>”, Ebenso ist nach weiteren aktiven
Metamizol-Derivaten, z.B. Amiden anderer Fettsiuren als der Arachidonsiure, zu
suchen.

Es ist bekannt, dass THC, der Wirkstoff der Marithuana-Pflanze und ein exogener
Agonist an CB-Rezeptoren, tiber spasmolytische Eigenschaften verfigt 5 MAAP
dagegen nicht. So ist die gute spasmolytische Wirkung von Metamizol
moglicherweise auf FAAH-unabhingige MAAP- oder AAP-Fettsiure-Amid-Bildung
zurickzufthren, die mittels Agonismus an lokalen CB-Rezeptoren zur Relaxation der
glatten Muskulatur beitragen. Der Agonismus von MAAP-AA und AAP-AA an
cerebralen Cannabinoid-Rezeptoren ist mutmaBlich fir antikonvulsive Eigenschaften

576-577

von Metamizol, tiber den klassische NSAR nicht verfiigen , verantwortlich *™*",

Gleiches gilt fur neuroprotektive Effekte von Metamizol z.B. nach zerebrovaskuliren
Ereignissen 585,387,

Gleichermallen sind die peripheren Effekte aller genannten Metaboliten und
Derivate niher zu beleuchten, da die FAAH auch peripher zu detektieren ist und
Metamizol schwache Effekte bei lokaler Applikation im Pfoten-Formalin-Test zeigt
Y. Ausreichende FAAH-Aktivitit konnte bisher jedoch auBer im ZNS nur noch in
der Leber nachgewiesen werden %,

Unbekannt sind ebenfalls die Metamizol-Metaboliten und -Detrivate, die zu
unerwinschten Nebenwirkungen, u.a. der gefiirchteten Agranulozytose, fihren. Die
Inzidenz dieser schweren, unerwiinschten Wirkung ist allerdings nicht hoher als bei
anderen NSAR **”,

Metamizol wird im heutigen klinischen Gebrauch tiberwiegend als Akut-Medikament

perioperativ oder, dank seines spasmolytischen Effektes, bei Koliken eingesetzt .
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Der neuartige Wirkungsmechanismus von Metamizol, wie er vor kurzem auch fiir

Paracetamol publiziert worden ist 336

, erfordert die Anwendung der atypischen
Medikamente, v.a. des Metamizols, zu uberdenken und sie bei gleichen
pharmakologischen Wirkungen aufgrund des geringeren Nebenwirkungsprofils den
klassichen NSAR beispielsweise bei Behandlung der chronischen und, in

Kombination mit Opiaten, auch der Tumorschmerzen zu bevorzugen .



V1.

/Zusammenfassung



VI. Zusammenfassung - Seite 130 -

VI. Zusammenfassung

Prostaglandine wurden vor vierzig Jahren erstmalig beschrieben und irrtimlich zu reinen
Entziindungsbotenstoffen degradiert. Indessen sind sie lebensnotwendige Mediatoren im
gesamten Organismus; im ZNS sind sie mafligeblich an physiologischen und pathologischen
Prozessen wie zellulire Homoostase, Embryonalentwicklung, Lernvorginge und Schlaf,
Regulation des zerebralen Blutflusses und der Blut-Hirn-Schranke, Schmerzen, Fieber,
Migrane, neurodegenerative, demyelinisierende, zerebrovaskulire und neuroinflammatorische
Erkrankungen sowie Epilepsie, Tumoren und Umbauvorginge nach Verletzungen beteiligt;
teilweise haben sie sogar eine Schliisselfunktion und bieten viel versprechende
Behandlungsansitze.

Prostanoide, zu denen Prostaglandine und Thromboxane zahlen, werden aus Arachidonsdure
von zwel unterschiedlichen Isoenzymen, den Cyclooxygenasen (COX) 1 und 2 sowie
nachgeschalteten PG-Synthasen gebildet. Es handelt sich um konstitutiv im ZNS und
Spinalganglien exprimierte, membranassoziierte, homodimere Him- und Glykoproteine mit
namensgebender Cyclooxygenase- (= Oxidase) sowie zusitzlicher Peroxidase-Funktion.
COX-2 wird auBlerdem bei Inflammation und zahlreichen anderen Erkrankungen kriftig
induziert. Es existieren dariiber hinaus Splicingvarianten der COX-1, die teilweise
funktionslos sind. Die Prostaglandin-Synthese ist vielfaltig geregelt. Prostanoide entfalten ihre
Wirkung tiber PG-Rezeptoren.

Im Ruckenmark ist COX-1 die herkémmlichere der beiden Isoenzyme, im Gehirn sind
hingegen beide gleichmiBig aktiv. COX-2 kann cerebral durch zahlreiche Stimuli rasch
induziert werden und tberwiegen.

Nichtsteroidale Antitheumatika (NSAR) sind chemisch heterogene Medikamente mit
mehrtausendjihriger Tradition, denen eine Wirkung durch Cyclooxygenase-Hemmung mit
konsekutiver Reduktion der Prostanoidsynthese gemein ist. Einige NSAR weisen zusitzliche,
COX-unabhingige Effekte auf. Klassische NSAR, z.B. Indometacin, sind potente
Analgetika, Antipyretika und Antiphlogistika mit z.T. schweren gastrointestinalen und
renalen Nebenwirkungen. Atypische NSAR wie Paracetamol und Metamizol weisen keine
entzindungshemmenden Eigenschaften sowie nur geringe periphere Nebenwirkungen auf.
Wiahrend Indometacin ein potenter Inhibitor der COX-Aktivitit in vitro und vivo ist,
hemmen Paracetamol und Metamizol die Prostaglandin-Synthese in vitro nur in hohen,
toxischen Konzentrationen. In vivo sind dagegen beide, hauptsichlich im ZNS,

leistungsfahige COX-Inhibitoren.
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Der Wirkmechanismus atypischer NSAR war lange Zeit umstritten. Obwohl von
»petipheren sauren Analgetika® gesprochen wird, ist schon 1955 ein zentraler
Wirkungsmechanismus postuliert worden. Weder die Entdeckung der COX-2, noch der
COX-3 und Peroxidabhingigkeit konnten die Paracetamol- und Metamizol-Problematik
suffizient 16sen.

Beide Medikamente sind Prodrugs und werden erst im Organismus zu Wirkstoffen
metabolisiert. Desacetylierung Paracetamols fihrt zu p-Aminophenol, Entfernen der
Sulfonsauregruppe vom Metamizol fithrt zu 4-Methylamnioantipyrin (MAAP), das weiter zu
Aminoantipyrin (AAP) desmethyliert wird.

MAAP ist der pharmakologisch wichtigste Metamizol-Metabolit, diffundiert leicht durch die
Blut-Hirn-Schranke, verfiigt selbst allerdings tber keine ausreichende COX-hemmende
Potenz. Exklusiv im ZNS wird durch die Fettsdureamid-Hydrolase (FAAH), die nur hier und
in der Leber ausreichend aktiv ist, MAAP-Arachidonat synthetisiert, das ein potenter COX-
Inhibitor mit angedeuteter COX-2 Priferenz ist. MAAP-AA supprimiert potent ebenfalls die
Aktivitit der unter inflammatorischen Bedingungen induzierten COX-2.

Beide Metaboliten lassen sich nach Metamizol-Behandlung im ZNS nachweisen. Ihre
Anwesenheit ist direkt abhingig von der Aktivitit der FAAH und der Behandlungsdauer.
Dartiber hinaus entsteht im ZNS auch AAP-AA, das keine COX-hemmenden Eigenschaften
auswelist.

MAAP-AA und AAP-AA agieren ferner als Agonisten an Cannabinoid-Rezeptoren (CB)
1 und 2, was die analgetischen und antipyretischen Effekte verstirkt aber auch
Gewohnungseffekte erklirt.

Fiar Paracetamol wurde ein dhnlicher Aktivierungs- und Wirkungsmechanismus von
Hogestatt und Mitarbeitern 2005 publiziert.

Die ausgeprigte, selektive COX-Hemmung und die cannabimimetischen Effekte erlauben
den bisher zurickhaltenden FEinsatz von Metamizol, das nahezu ausschliefllich als
Akutmedikament gebraucht wird, neu zu tberdenken. Zahlreiche der zentralnervésen
Erkrankungen, an denen Prostaglandine maf3geblich beteiligt sind, profitieren von einer
Metamizol-Behandlung.  Bisher unerklirbare Beobachtungen, z.B. antikonvulsive
Eigenschaften von Metamizol, sind nun hinreichend durch Agonismus an CB-Rezeptoren zu
erkliren. Auch hinter der ausgeprigten Spasmolyse werden peripher gebildete
MAAP-Fettsdureamide vermutet, wobei der Mechanismus noch unklar ist.

Zahlreiche Fragen sind durch diese Arbeit noch unbeantwortet geblieben und bediirfen einer

weiter fiihrenden Forschung.
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