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Untersuchungen iiber den Einfluf} des synthetischen Thrombinin-

hibitors Argatroban auf isolierte Gefalle

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einflufl des synthetischen Thrombininhibitors Argatro-
ban auf isolierte Gefdringe von Kaninchen untersucht.

Um die Effekte von Argatroban zu beurteilen, sollten zunichst grundsétzliche Gefalreaktio-
nen an Gefalpraparaten der A. carotis von Kaninchen gepriift werden.

Zunéchst wurde untersucht, ob an den Gefaflringen durch Acetylcholin eine endothelabhingi-
ge Relaxation ausgelost wird und ob diese durch den Cyclooxygenaseinhibitor Indometazin
beeinfluBlt wird. In weiteren Versuchen wurde die NO-Synthese durch die NO-Synthase-
Hemmer L-NAME und L-Glutamin blockiert, um eine Vermittlung der Acetylcholin-
induzierten Relaxation durch NO nachzuweisen. AuBBerdem wurde der Einflul von L-NAME
auf die durch PGF2q und Phe hervorgerufenen Kontraktionen untersucht.

Aus zahlreichen experimentellen Untersuchungen ist bekannt, dal L-Arginin als Substrat der
NO-Synthase insbesondere an geschidigten Gefillen zu einer endothelabhidngigen Relaxation
fiihrt.

In weiteren Versuchen wurde deshalb in vitro die Wirkung von L-Arginin auf die kompetitive
Hemmung der NO-Synthase durch L-NAME bzw. L-Glutamin untersucht.

Der selektive synthetische Thrombininhibitor Argatroban ist eine Arginin enthaltende Ver-
bindung, somit liegt nahe, das Argatroban iiber die Bereitstellung des Stickstoffs der termina-
len Guanidinogruppe zu einer endothelabhéingigen Relaxation fiihren konnte.

In vitro als auch z.T. in vivo Versuchen wurde der Einfull von Argatroban auf die durch Phe,
5-HT, Arachidonsdure und PRP-Lysat hervorgerufenen Kontraktionen sowie der Einful3 von
Argatroban auf die durch Acetylcholin-induzierte Relaxation gepriift.

In abschlieBenden Versuchen wurde die Wirkung von Argatroban auf die verminderte Acetyl-
cholin-induzierte Relaxation durch L-NAME untersucht.

Um die Wirkung von Argatroban als Thrombininhibitor nachzuweisen, wurden wéhrend der
Versuche tiber einen arterieller Katheter in der A. femoralis vor sowie nach Injektion von Ar-

gatroban iiber eine Ohrrandvene Blutproben entnommen.



1. Einleitung

Herz-Kreislauferkrankungen stehen in den Industrienationen als Todesursache an erster
Stelle. Ursdchlich dafiir ist die mit zunehmendem Wohlstand einhergehende Hyperali-
mentation und die damit verbundene Zunahme von Stoffwechselerkrankungen wie dem
Diabetes mellitus und Dyslipoproteindmien. Letztere fithren insbesondere iiber einen
Anstieg der Low-Density-Lipoproteins (LDL) zu einer Stérung der riickkopplungskon-
trollierten rezeptorvermittelten Aufnahme dieser Partikel. LDL werden dadurch vermehrt
in der Intima der Gefdf3e abgelagert, wo sie durch Sauerstoffradikale, die von Makropha-
gen freigesetzt werden, oxidiert werden. Nach und nach entsteht ein Atherom dessen
zentrale Nekrose sich zunehmend ausdehnt und schliefSlich eine Endothelschiadigung
herbeifiihrt (Riede et al.,1989).

Dem Endothel, das als Grenzschicht zwischen stromendem Blut und Gefallwand zahlrei-
che Funktionen besitzt, wurde in den letzten Jahren wachsendes Interesse in der For-
schung entgegengebracht. Durch die Freisetzung lokaler chemischer Botenstoffe, wie
verschiedener Arachidonsduremetaboliten, Thrombinantagonisten (z.B. Heparansulfat,
Thrombomodulin) und Fibrinolytika (tPA), hat das Endothel einerseits einen Einflu3 auf
die Hiamostase (Schror & Hohlfeld, 1990). Andererseits kontrolliert das Endothel den
Stoffaustausch zwischen dem intra- und extrazelluliren Raum, die akuten und chroni-
schen Entziindungsreaktionen sowie immunologische Prozesse. Insbesondere ist auch
auf die Rolle des Endothels bei der Regulation des lokalen Gefdfitonus hinzuweisen
(Busse, 1989). Die Einstellung des lokalen Gefil3tonus, als ein dullerst komplexes Ge-
schehen, kann grundsétzlich durch zwei unterschiedliche Mechanismen hervorgerufen
werden. Zum einen ist das Endothel Angriffspunkt verschiedener im Blut zirkulierender
vasoaktiver Stoffe, wie der vasokonstriktorischen Substanzen Serotonin, Noradrenalin,
Prostaglandine, Angiotensin, Arachidonsdure u.a. und der vasodilatativen Substanzen
Adenosin-5"-diphosphat (ADP), Adenosin-5’-triphosphat (ATP), Acetylcholin, Bradyki-
nin uv.a. (Gillis & Pitt, 1982). Zum anderen synthetisiert und setzt das Endothel selber
vasoaktive Substanzen frei, wie z.B. verschiedene Prostaglandine und den endothelium-

derived relaxant factor (EDRF) frei (Pearson & Gordon, 1985; Bassenge & Busse,



1988). EDRF wurde erstmals 1980 als ein vom Endothel gebildeter labiler Faktor mit
relaxierender Wirkung auf die glatten GefdBmuskelzellen beschrieben (Furchgott & Za-
wadzki, 1980). Einige Jahre spiter wurde die Vermutung geduBlert, da3 EDRF mit Stick-
stoffmonoxid (NO) identisch sei (Furchgott, 1988; Ignarro et al., 1988). 1987 wiesen
Palmer et al. die Freisetzung von NO aus kultivierten Endothelzellen nach. Den Stick-
stoff fiir die endotheliale NO-Synthese liefert dabei die terminale Guanidinogruppe des
cytoplasmatisch gespeicherten L-Arginins (Palmer et al., 1988; Schmidt et al., 1988).
Die chemische Reaktion von Arginin zu Citrullin und NO wird durch die NO-Synthase
katalysiert (Cooke & Tsao, 1993). Derzeit werden insgesamt drei Isoenzyme, davon zwei
konstitutive (NO-Synthase I in Nervenzellen, NO-Synthase III in Endothelzellen) und
eine induzierbare (in allen Korperzellen - insbesondere Monozyten/Makrophagen und
Hepatozyten) unterschieden (Forstermann et al., 1994; Nathan, 1992; Pfeilschifter et
al.,1996). Wihrend die Regulation der konstitutiven NO-Synthase durch eine Beeinflus-
sung der Enzymaktivitdt erfolgt, ist die Regulation der induzierbaren NO-Synthase von
der Rate der Enzymneubildung abhéngig (Nathan, 1992; Pfeilschifter et al., 1996). Dies
erklart sich dadurch, da3 das als Cofaktor des Enzyms benétigte Calmodulin im Gegen-
satz zu der konstitutiven NO-Synthase bei der induzierbaren fest im Enzymmolekiil inte-
griert ist. Somit ist die induzierbare NO-Synthase, mit Ausnahme der induzierbaren NO-
Synthase in humanen Hepatozyten, unabhingig von der intrazelluliren Ca 2*-
Konzentration (Geller et al., 1993; Forstermann et al., 1994). Die Aktivierung der en-
dothelialen NO-Synthase III kann durch unterschiedlichste Mechanismen ausgeldst wer-
den, z.B. durch verschiedene hydromechanische Stimuli, wie die durch das Strdmen des
Blutes in longitudinale Richtung hervorgerufene Scherkraft), durch die Herzaktion her-
vorgerufenen Dehnungs- und Entdehnungsreize und dem pO; im Blut (Bassenge & Heu-
sch, 1990; Melkumyants et al., 1987; Pohl et al., 1986; Rubanyi et al., 1986; Stafforini et
al., 1987; Pohl et al., 1986; Smiesko et al., 1985; Busse, 1989; 1991). All diese genann-
ten Faktoren tragen mit zu einer basalen NO-Freisetzung bei (Griffith et al., 1984;
Rubanyi et al., 1985).

Die Signaltransduktion, die zur NO-Synthese in den Endothelzellen fiihrt, ist bei den
verschiedenen Agonisten unterschiedlich. Die durch Acetylcholin hervorgerufene NO-

Freisetzung setzt die Bindung an Mi-Rezeptoren voraus, die unter Vermittlung von G-



Proteinen eine Aktivitétssteigerung der an der Membraninnenseite lokalisierten Phos-
pholipase C zur Folge hat. Dieses Enzym spaltet Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat
(PIP2) zu Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IP3) und 1,2-Diacylglycerol (DAG) (Botting &
Vane, 1989). Durch das kurzlebige IP3; kommt es iiber eine Kalziumfreisetzung aus int-
razelluldren Speichern zu einer Erhéhung der intrazellularen Kalziumkonzentration, die
eine Aktivitatssteigerung der NO-Synthase bewirkt (Rapoport, 1986; Liickhoff & Busse,
1986; Nathan, 1992; Pfeilschifter et al., 1996). Die EDRF-Freisetzung erfolgt vorwie-
gend abluminal, wo EDRF in physiologischen Konzentrationen iiber eine Aktivierung
der 16slichen Guanylatcyclase einen cGMP Anstieg bewirkt (Angus & Cocks, 1989;
Greenberg & Diecke, 1988; Griffith et al., 1984; Schmidt et al., 1993; Forstermann et al.,
1984; 1986; Miilsch et al., 1987). cGMP fiihrt iiber Proteinkinasen in den glatten Ge-
faBmuskelzellen zu einer Relaxation (Twort & van Bremen, 1988; Rapoport & Murad,
1983; Nathan, 1992). Luminal bewirkt EDRF eine Zunahme des cGMP im Zytosol von
Thrombocyten, die sich im Randstrom des Blutgefilles befinden, {iber eine Reduzierung
der intracelluliren Ca?’-Konzentration eine Hemmung der Plittchenadhiision und -
aggregation (Azuma et al., 1986; Furlong et al., 1987; Hogan et al., 1988; Miilsch et al.,
1987; Schmidt & Walter, 1994; Schmidt et al., 1993). Neben dieser Kurzzeitregulation
des Vasotonus und der Himostase besitzt NO auch eine Langzeitwirkung. NO reagiert
direkt mit Lipid-Peroxylradikalen, hemmt die makrophagenvermittelte Oxidation von
LDL, wirkt antiproliferativ, antimigrativ auf Intimazellen und glatte GefidBmuskelzellen
und damit antiatherogen (Bode-Bdoger et al., 1997; Cohen, 1995; Hare & Colucci, 1995;
Kelly et al., 1996). Somit ist NO eines der wichtigsten protektiven Systeme der Gefdl3-
wand. Bei Hypercholesterindmie wird u.a. durch die vermehrte Bildung von Lipidper-
oxylradikalen, die Bildung von Superoxidradikalen im Endothel und endogener kompeti-
tiver NO-Synthase-Inhibitoren wie dem asymmetrischen Dimethylarginin (ADMA) die-
ses System gestort (Ohara et al., 1993; Miigge et al., 1994; Bode-Boger et al., 1997). So
wurde bei Patienten mit peripherer arterieller VerschluBkrankheit und selbst bei jungen
Patienten mit asymptomatischer Hypercholesterindmie ein Anstieg der ADMA-
Plasmakonzentration gemessen (Boger et al., 1997; Bode-Borger et al., 1997). Auch an
Cholesterin-gefiitterten Kaninchen liel3 sich ein Anstieg nachweisen (Bode-Borger et al.,

1996).



Experimentell lieB sich durch andere kompetitive Hemmer der NO-Synthase, wie N-
Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) oder NS-Nitro-L-Arginin-Methylester (L-NAME)
sowohl in vitro als auch in vivo durch die gechemmte EDRF-Freisetzung ein erhohter
Gefidltonus hervorrufen (Ress et al., 1990). So wiesen Vallance et al. (1989) nach Infu-
sion von L-NMMA in die menschliche Armarterie einen erhdhten peripheren Wider-
stand und Ress et al. (1989) bei systemischer Gabe von L-NMMA einen Blutdruckan-
stieg als Ausdruck einer erhohten Vasokonstriktion nach.

Bossaller et al. (1987) und Forstermann et al. (1988) fanden an arteriosklerotisch verén-
derten humanen Koronargefia3en und Ragazzi et al. (1995) an der Aorta von Kaninchen
eine Reduktion der EDRF-Freisetzung. Auch zeigte sich an Cholesterin-gefiitterten Ka-
ninchen und an Patienten mit peripherer arterieller VerschluBkrankheit eine Abnahme
der Urinausscheidung von Nitrat als MaB fiir die endogene NO-Produktion (Boger et al.,
1995; 1997).

An GefidBlen mit zerstortem Endothel sind eine vermehrte Adhdsion und Migration von
Monocyten, eine Thrombocytenadhdsion und -aggregation zu beobachten. Durch
Thrombocyteninhaltsstoffe wie dem Thromboxan Az und Serotonin wird ein lokaler Ge-
faBspasmus hervorgerufen (Houston et al., 1986; Schror & Braun, 1990). AuBlerdem
kommt es zu einer Proliferation von GefaBmuskelzellen (Bode-Boger et al., 1997; Co-

hen, 1995; Hare & Colucci, 1995; Kelly et al., 1996).

Welche klinische Bedeutung NO hat, zeigt der Einsatz von organischen Nitratvasodilato-
ren, die in vivo NO {iber ein Cytochrom P-450 abhidngiges Enzym NO abspalten, im
Rahmen der Akut- und Dauertherapie bei der ischdmischen Herzkrankheit (Bennett et
al., 1989; Schroder et al., 1987, Schroder & Schror, 1990). In niedrigen Dosierungen 143t
sich durch die organischen Nitratvasodilatoren hauptsichlich eine Dilatation der vendsen
Gefidlle beobachten (Bennett et al., 1992; Servent et al., 1989; Wolf & Werringloer,
1988). Die Vorlastsenkung fiihrt {iber eine Abnahme des linksventrikuldren enddiastoli-
schen Druckes, der systolischen linksventrikuliren Wandspannung und die Erh6hung des
Herzzeitvolumens zu einer Verminderung des myocardialen Sauerstoffbedarfs
(Schroder, 1994; Franciosa et al., 1974; Bassenge & Zanzinger, 1992). In héheren Nit-

ratkonzentrationen werden auch arterielle Gefdaf3e dilatiert, wodurch der koronare Blut-



fluBl durch Dilatation der groBBeren Koronararterien in ischdmische Regionen des Herz-
muskels umverteilt wird (Harrison & Bates, 1993; Sellke et al., 1990). Nicht selten hat
ein zu haufiger Einsatz von organischen Nitraten, z.B. durch eine Hemmung des die NO-
Abspaltung katalysierenden Enzyms und eine neurohumorale Gegenregulation, eine Nit-
rattoleranz zur Folge (Brien et al., 1986; Forster et al., 1991; Needleman et al., 1973).
Diese Toleranzentwicklung ist bei dem Nitratdilatator Molsidomin nicht so ausgepragt
zu beobachten (Schichinger & Zeiher, 1997). Molsidomin wird in der Leber enzyma-
tisch in 3-Morpholinosydnonimin (SIN-1) umgewandelt. In wiBriger Losung entsteht
daraus N-Morpholino-N-nitrosoaminoacetonitril (SIN-1A), das wie auch Nitroprussid-
natrium NO spontan - und damit relativ ,,unkontrolliert* freisetzt (Schroder, 1994).

Nitrovasodilatoren konnen die umfangreichen Wirkungen des endogenen NO - schon
allein durch das die Gefahr einer Nitrattoleranz reduzierende Nitrat-freie Intervall - nicht
vollstindig ersetzen. So sind eine dem Bedarf angepalite Verdnderung des Koronartonus
und die autokrinen antiarteriosklerotischen Wirkungen des endogenen NO durch das

exogene nicht gegeben (Zeiher, 1996).

Interessant wéren flir die Zukunft Priparate, die nicht nur als NO-Donatoren dienen und
ihre Wirkung mehr oder weniger ubiquitir im Gefédf3system entfalten, sondern Stoffe, die
eventuell ,,vor Ort* am geschéadigten Gefal3, d.h. insbesondere am arteriosklerotisch ver-
dnderten Gefdl, iiber eine direkte Stimulation der NO-Synthase zu einer GefaBBerweite-
rung fiihren. Solch eine Stimulation kann z.B. durch eine Bereitstellung des Substrates
der NO-Synthase - dem L-Arginin - hervorgerufen werden. L-Arginin ist intrazellulér in
hohen Konzentrationen sowohl in gesunden als auch in arteriosklerotisch verdnderten
Gefidllen vorhanden. Moglicherweise kommt es bei letzteren durch intrazellulire Kom-
partimentalisierung zu einer Reduzierung der zur Verfiigung stehenden L-Arginin-
Konzentration (Bode-Boger et al., 1997). AuBlerdem konnte der bereits beschriebene
Anstieg von endogenen kompetitiven NO-Synthase-Inhibitoren in arteriosklerotisch ver-
dnderten GefdBen zu einer Anderung der L-Arginin-Konzentration fiihren. Der Anstieg
des endogenen kompetitiven NO-Synthase-Inhibitors ADMA ist von der GefaB3schadi-
gung abhingig. So bestimmten Bdger et al. (1997) an Patienten mit peripherer arterieller

VerschluBkrankheit eine Zunahme des ADMA-Spiegels in Abhingigkeit vom Stadium



nach Fontaine. Nach intravenoser Infusion von L-Arginin kam es dosisabhédngig, offen-
bar durch Authebung der kompetitiven Hemmung der NO-Synthase durch ADMA, zu
einer NO-vermittelten Steigerung der nutritiven Perfusion in der betroffenen Extremitit
(Boger et al., 1996; Bode-Boger et al., 1996). Auch gibt es Hinweise dafiir, dal eine
Normalisierung der gestorten NO-Synthese durch Zufuhr von L-Arginin zu einer Regres-
sion der Arteriosklerose fiihrt (Drexler et al., 1991). An Cholesterin-gefiitterten Kanin-
chen wurden nach langerfristiger oraler Zufuhr eine Verminderung der Intimaverdickung
in der Aorta und eine Zunahme der endothelabhidngigen Relaxation an isolierten Aorten-

segmenten ex vivo nachgewiesen (Cooke et al., 1991; 1992).

Aus zahlreichen experimentellen Untersuchungen ist bekannt, dal L-Arginin und Pepti-
de, die Arginin im Molekiil enthalten, iiber eine Bereitstellung des Stickstoffes der ter-
minalen Guanidinogruppe zu einer endothelabhéngigen Relaxation fiihren (Arnal et al.,
1995; Pucci et al., 1995; Cooke et al., 1992).

Bei der Substanz Argatroban konnte es sich moglicherweise um einen solchen Stick-
stoffdonator handeln. Argatroban ist ein synthetischer Thrombininhibitor mit einem Kj-
Wert von 14x10°® mol/l. Argatroban bindet am katalytischen Zentrum des Enzyms (Tap-
parelli et al., 1993) und hemmt somit die durch Thrombin vermittelten Effekte bei der
Héamostase und Thrombose. Das enzymatisch wirksame a-Thrombin, das aus dem Pro-
thrombinkomplex hervorgeht, wird in einer relativ hohen Konzentration im geschédigten
bzw. thrombotisch verdnderten Gefa3 gebildet (Bode & Stubbs, 1995; Bush, 1991). In
diesem Gefilbereich kann Thrombin auch eine rezeptorvermittelte GefaBBkontraktion
auslosen, wenn entsprechende Thrombinrezeptoren (PAR-1) an den glatten Muskelzellen
vorhanden sind (Rasmussen et al., 1991; Vu et al., 1991). Wie bereits oben erwihnt,
weisen diese endothelgeschddigten GefalBabschnitte zudem eine verminderte Konzentra-
tion an dem fiir die Reaktion mit der NO-Synthase zur Verfligung stehenden L-Arginin
auf. Durch die oben beschriebene vermehrte Bildung endogener NO-Synthase-
Inhibitoren und die hohe Thrombinkonzentration kommt es zum Uberwiegen der vaso-
konstriktorischen Faktoren mit der Konsequenz einer zusitzlichen Perfusionsminderung.
Theoretisch hitte somit die Anwesenheit des synthetischen Thrombininhibitor Argatro-

ban mehrere positive Effekte auf das thrombotisch verdnderte, stenotische Gefal3. Durch



die Inaktivierung des Thrombins kdme es einerseits iiber eine verringerte Fibrinbildung
zum Stagnieren des Thrombenwachstums und zum anderen zu einer Verminderung sei-
ner gefdlspastischen Wirkung. Aullerdem wére durch die Bereitstellung des Substrates
L-Arginin eine Authebung der kompetitiven Hemmung der NO-Synthase durch endoge-
ne NO-Synthase-Inhibitoren denkbar. Beides konnte zu einer deutlichen Verbesserung

der poststenotischen Perfusionsverhéltnisse fithren.

In den vorliegenden Untersuchungen sollte bei Kaninchen gepriift werden, ob nach par-
enteraler Applikation von Argatroban die NO-vermittelten GefaBreaktionen ex vivo ver-
dndert werden. Dazu wurden zunichst an verschiedenen GefdBpriparaten (A.carotis,
Aorta) von Kaninchen grundsitzliche Gefédlreaktionen, so die kontraktionsauslosende
Wirkung von Serotonin (5-HT), Phenylephrin (Phe) und Prostaglandinya (PGF2o) unter-
sucht. AuBlerdem mufte gepriift werden, ob in den Gefillen eine endothelabhidngige
durch Acetylcholin ausgeldste GefdBrelaxation existiert und diese durch NO vermittelt
wird. Durch L-NAME, dem Hemmstoff der NO-Synthase, wurde der Nachweis fiir die
NO-vermittelte Gefdfrelaxation erbracht. Nach intravendser Applikation von Argatroban
wurde getestet, ob ex vivo an isolierten Gefalen die durch PGF2q, Phe und 5-HT ausge-
l16sten Kontraktionen bzw. Kontraktionen durch plattchenreiches Plasma oder Arach-
idonsédure verdndert werden. In allen Experimenten wurde die durch Ach hervorgerufene
endothelabhédngige Relaxation untersucht. In weiteren Experimenten wurde L-NAME
intravends appliziert und die GefdBreaktionen gepriift. Parallel dazu wurden Blutproben
(Zitratblut) entnommen und zu einem spéteren Zeitpunkt Gerinnungsanalysen durchge-
fiihrt.

AuBlerdem wurde sowohl in vitro als auch ex vivo untersucht, ob sich durch die Zufuhr
des NO-Synthase-Substrates L-Arginin bzw. Argatroban die kompetitive Hemmung der
NO-Synthase durch L-NAME bzw. L-Glutamin autheben oder mindern 146t.
Untersuchungen an der A. carotis von Kaninchen wurden in der Literatur bis zum Be-
ginn der Experimente nur selten durchgefiihrt. In den vorliegenden Untersuchungen er-
wies sich die A. carotis als ein sehr gut geeignetes Gefalpriparat zum Studium von en-

dothelabhingigen Gefdfaktionen.



2. Material und Methoden

2.1. Substanzen

Prostaglandin-Fau

Acetylcholin

Serotonin

Phenylephrin

NOS-Nitro-L-Arginin-Methylester

(PGF2a , SERVA, Heidelberg)

(Ach, Dispersa, Winterthur Schweiz)

(5-Hydroxytryptamin, 5-HT, SERVA, Heidelberg)

(L-Phenylephrin-HCI, Phe, SERV A, Heidelberg)

(L-NAME, SIGMA, Deisenhofen)

L-Arginin (SIGMA, Deisenhofen)

Argatroban (4-Methyl-1-{N*—[(3—methyl-1,2,3,4-tetrahydro-8-
quinolinyl)-sulfonyl]-L-arginyl} -2-piperidine-
carboxyl Saure (MQPS),

Stoff wurde uns freundlicherweise von Prof. Dr. J.
Fareed Loyola University Medical Center, Maywood,
USA iiberlassen)
IﬁIH [
HZNCNHCH2CH2CH2?HC—N
NH 2 . CH;
0=5-0 COH
| H
N
CH;
Indometazin (SERVA, Heidelberg)
L-Glutamin (SIGMA, Deisenhofen)



Arachidonsédure

Ketanserin

Daltroban
BAY U 3405
Prothazin®
Cyproheptadin
aPTT- Reagenz
Thrombin-Reagenz
Prazosin

Ketamin

Rompur ®

(AA, SERVA, Heidelberg)

(Research Biochemicals Internationale, Natick,

USA)

(Boehringer, Mannheim)

(Bayer, Leverkusen)

(Promethazin, Arzneimittelwerk Dresden)

(SERVA, Heidelberg)

(Immuno, Heidelberg)

(Immuno, Heidelberg)

(Arzneimittelwerk Dresden, Dresden)

(Richter, Budapest, Ungarn)

(Xylazin, Bayer, Leverkusen)

Zusammensetzung der modifizierten Krebs-Henseleit-L.osung in mmol/l:

NaCl 118,0 KH>PO4 1,0 Glucose 11,0
KCl 4,7 CaCl, 2,5
MgSO4 1,2 NaHCO;3; 25,0 pH 7,2-7,4

2.2. Plittchenreiches Plasma (PRP)
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2.2.1. Gewinnung von plittchenreichem Plasma (PRP) und plittchen-
freiem Plasma (PFP)

Zur Gewinnung von plittchenreichem Plasma wurde Citratblut von Kaninchen (neun
Teile Blut plus ein Teil Natriumcitrat 1,1x102 mol/l 10 min bei 1600 U/min zentrifu-
giert und anschlieBend das plittchenreiche Plasma als Uberstand abpipettiert.

Das verbliebene erythrozytenhaltige Sediment wurde bei 5000 U/min 4 min zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde abpipettiert und als plittchenfreies Plasma (PFP) eingesetzt.
Nach Bestimmung der Plittchenzahl im Phasenkontrastmikroskop wurde das PRP mit
einer definierten Menge PFP verdiinnt und auf eine Plittchenzahl von 3-4x10° Plittchen
pro ul eingestellt. Proben von 1 ml wurden bei -20°C eingefroren.

Nach dem Auftauen wurden die Proben mikroskopisch untersucht. Dabei zeigte sich bei
300facher VergroBerung, dafl kaum intakte Plittchen zu sehen waren.

Aus dem Plasma wurde 1 ml tiefgefrorenes PRP mit dem doppelten Volumen Aceton 15
min im Kiihlschrank inkubiert. Wéahrend dieser Zeit kam es zu einer vollstindigen Dena-
turierung der hochmolekularen Plasmabestandteile (sichtbar als weiBler Niederschlag).
Nach 3-miniitiger Zentrifugation bei 4°C mit 10000 U/min wurde der Uberstand sofort
in ein 25 ml Spitzkdlbchen pipettiert. AnschlieBend wurde das Probenvolumen mit Hilfe
einer Wasserstrahlpumpe bei 12 Torr bis auf 50 ul vorsichtig eingeengt. Nach Beendi-
gung der Prozedur wurden die im Spitzkdlbchen enthaltenen niedermolekularen Plasma-
bestandteile mit 0,9%-iger NaCl-Losung wieder auf das urspriingliche Volumen von 1

ml aufgefiillt.

2.3. Bestimmung der Gerinnungszeit

Die Gerinnungszeiten wurden mit dem Koagulometer Thrombotrack ®4 (Immuno, Hei-

delberg) gemessen.



11

Messung der aPTT

Citratblut von Kaninchen wurde bei 2500 U/min 15 min bei 4°C zentrifugiert und der
plasmatische Uberstand abpipettiert. Davon wurden 50 pl mit 50 ul aPTT-Reagenz, 3
min bei 37°C inkubiert und anschlieBend mit 50 ul einer 2,5x102 molaren CaCl, - L&-

sung versetzt und die Zeit bis zur Gerinnung gemessen.

Messung der Thrombinzeit

Von dem Plasma (Uberstand) wurden 100 pl mit der gleichen Menge Trispuffer (0,1
mol/l, pH 7,5) 1 min bei 37°C inkubiert. Danach wurde diese Losung mit 50 pul Throm-
bin-Reagenz versetzt und die Zeit bis zur Gerinnung bestimmt.

Die Herstellung des Thrombin-Reagenz wurde entsprechend den Angaben des Herstel-

lers durchgefiihrt.

2.4. Untersuchung an isolierten Gefiaflen

Zur Gewinnung von isolierten Gefdllen wurden Kaninchen (Weille Neuseeldnder, Ge-
wicht: 2500-3000 g; minnlich, weiblich) mit Ketamin (Img/kg) und Rompur® (0,2
mg/kg) i.m. narkotisiert. Nach Préparation der A.carotis auf beiden Seiten wurden die
GefiaBle entnommen. Die Gefdlle wurden sorgfiltig vom perivaskuldren Gewebe befreit
und in ca. 2-3 mm breite Ringe geschnitten. Ein Gefdll wurde unmittelbar nach der Ge-
faBentnahme untersucht, wihrend das zweite Gefall nach 24h (Aufbewahrung im Kiihl-
schrank bei 4°C) verwendet wurde.

Die Gefafiringe wurden zwischen L-féormigen Platindrdhten in 10 ml Organbddern fi-
xiert. Als Badfliissigkeit diente Krebs-Henseleit-Losung die konstant auf 37°C tempe-
riert und kontinuierlich mit einem Gasgemisch aus 95 % O; und 5 % CO> durchstromt
wurde (Versuchsanordnung Abb. 1). Die Gefiliringe wurden mit einer konstanten Vor-
spannung von 20 mN, die wihrend des Versuches immer wieder neu einreguliert wurde,
belastet. In regelméfBigen Abstinden erfolgte ein Austausch der Badefliissigkeit.
Versuchs- und MeBanordnung zur Kontraktionsmessung sind in Abb. 1 und 2 darge-
stellt. Die Kontraktionen wurden isometrisch mit einem HSE Kraftaufnehmer F 30 Typ
372 gemessen.

Nach einer Adaptationszeit von 60 min wurden die Gefd3e zweimal im Abstand von 30
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min mit KC1 (3x10? mol/l) kontrahiert. Zwischen jeder Kontraktion wurde die Bad-
l6sung mehrmals ausgetauscht. Danach wurde eine Kontraktion durch PGF,, (3x10°®
mol/l) ausgelost, nach ciner Pause von 45 min erfolgte eine weitere PGF,,- Zugabe.
Dabei kam es im allgemeinen zu einer deutlichen Kontraktionzunahme. Weitere PGF -
Zugaben hatten dagegen nur noch gennge Kontraktionssteigerungen zur Folge, so daB
bei den folgenden Versuchen bereits nach der zweiten PGF,,, -Kontraktion die weiteren
Untersuchungen mit Acetylcholin (kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir
Vasodilatation) und im Abstand von jeweils 45 min kumulative Konzentrations-
Wirkungs-Kurven fiir die Va-
( ( sokontraktion durch Serotonin
(10 bis 10° mol/1) und Phenyl-
ephrin (10® bis 10° mol/l) er-

e stellt wurden.

— YO \ Versuchsbeispiele sind in Abb. 3

I_]:T_, dargestellt.

Um den EinfluB von Pharmaka
[ 1 @ auf die Acetylcholin induzierte

Relaxation bzw. dic Kontrak-

Platindraht f \\ \\ L tion des Serotonin oder Phenyl-

- ‘\\\ :\\\\\\\ ephrin zu priifen, wurden die

:;Sﬁmf‘lm [:: \\ \\\: ﬂ GefiBringe 20 min vor der Fr-

(a;::fs;' oC \ stellung der Konzentrations-

temperiert) . Krebs Henseleit- Wirkungs-Kurve mit den Sub-
e stanzen vorinkubiert.

Bei spéteren Experimenten wur-
de anstelle der PGF,, - Kontrak-
tion eine Kontraktion durch Phe
10® mol/l im Abstand von 30

Karbogen ———pm

Abb. 1 Versuchsanordnung
min ausgelost. Auf dem Plateau

der Phe-Kontraktion wurde eine kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir Ach
von 10 ?-10° mol/1 erstellt. Nach ciner Pause von 30 min wurden den Organbi-

dern weitere Substanzen (Arachidonsdure, PRP oder 5-HT) hinzugegeben, wobei
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thre kontraktionsauslosende Wirkung in prozentuale Beziehung zu der vorangegan-

genen Phenylephrinkontraktion am gleichen Priparat gesetzt wurden.

WHEATSTON sche
: .
Briicke
Speisung
(Gleich-
spannung)
=
Ll u ]
DC-Verstirker ) Reg}Strler-
gerat

(gleichspannungsgekoppelt) (Schreiber)

Abb. 2: Meflanordnung

Ex-vivo-Untersuchungen

Narkotisierten Kaninchen wurden fiir Injektionen ein Katheter in die Ohrrandvene
eingefiihrt. Die Blutentnahmen zur Bestimmung der Thrombinzeit und aPTT erfolgten
iiber einen arteriellen Katheter, der in die A. femoralis eingefiihrt worden war. Vor und
5 min, 15 min, 30 min und 60 min nach Injektion der Priifsubstanz wurden Blutproben
entnommen.

Bei den Ex-vivo-Versuchen wurde meist 30 min nach 1.v. Injektion der zu priifenden
Substanz bzw. nach Injektion von NaCl (Kontrollversuche) die A. carotis beiderseits
entnommen. AnschlieBend wurden die Gefile fiir die Experimente im Organbad
pripariert. In einer zweiten Versuchsreihe wurde zunéchst die A. carotis der einen Seite
entfernt, 30 min nach Injektion wurde die A. carotis der anderen Seite entnommen und

beide Gefdfe in vitro entsprechenden Untersuchungen unterzogen.
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Statistische Auswertung

Alle angegebenen Werte beziehen sich auf Mittelwerte + Standardabweichung des

Mittelwertes (SEM) von n verschiedenen Tieren. Fiir die Signifikanzberechnung der

verschiedenen Versuchsreihen wurde der T-Test eingesetzt.

1

10 min

Acetylcholin

PGF,, 3x10°

Abb. 3: Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir die relaxierende Wirkung von

Acetylcholin nach Vorkontraktion mit PGF,, (li. Abb.) und die gefiBkontrahierende Wirkung von
5-HT (re. Abb.) an der isolierten A. carotis von Kaninchen.
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3. Ergebnis

3.1. In-vitro-Untersuchungen an isolierten Gefaflen

Einfluf} des Endothels auf die Vasokonstriktion

An Ringpréparaten der A. carotis bewirkt PGF,, in einer Konzentration von 3x10°° mol/l
eine maximale Kontraktionskraft von 16,14 + 0,69 mN (n=16). Wenn die
PGF,,, induzierte Kontraktion ein Plateau erreicht hatte, wurde dem Organbad Acetyl-
cholin zugesetzt, um die endothelabhidngige Relaxation der Gefdlle zu priifen. Bei Gefa-
Ben mit intaktem Endothel fiihrt die kumulative Zugabe von Acetylcholin zu einer
schrittweisen Relaxation der vorkontrahierten Gefidlle, die bei einer Konzentration von

10 mol/I das Maximum erreicht. Ein Versuchsbeispiel ist in Abb. 3 dargestellt.

0
20
X
= 40
=
=
=
< 60
27
80
100 T T T )
107 108 107 10° 107
Konzentration mol/l

Abb. 4: Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir Acetylcholin (Ach) an Gefafiringen
der A. carotis von Kaninchen in % der PGF,,—Kontraktion (=100%):
== mit Endothel, ™ ohne Endothel, ™= nach Vorinkubation mit L-NAME

*kk

2x10™* mol/l. Mittelwert + SEM, n=9. “p<0,01; " p <0,001
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Die Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir die gefaBdilatierende Wirkung flir Acetyl-
cholin sind in Abb. 4 wiedergegeben. Bei GefdBBpraparaten, bei denen das Endothel
durch vorsichtiges Drehen tiber einem angerauhten Glasstab entfernt wurde, war die Ace-

tylcholin vermittelte Relaxation vollstindig aufgehoben (Abb. 4).

20

40

60

Relaxation %

80

100 T T T +
10° 108 107 10 103

Konzentration mol/l

Abb. 5: Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir Acetylcholin (Ach) an GefiBlringen
der A. carotis von Kaninchen in % der PGF,,—Kontraktion (=100%):
mm mit Endothel, nach Vorinkubation mit Indometazin 3x10°® mol/l
Mittelwert + SEM, n=3

Um eine Beteiligung von Prostaglandinen bei der Kontraktion bzw. Dilatation auszu-
schlieBen, wurden die Cyclooxygenase der Gefialle durch Vorbehandlung der Gefafiringe
mit Indometazin blockiert. Bei diesen Untersuchungen zeigte sich, daf die Acetylcholin-
induzierte Relaxation nach Vorinkubation mit Indometazin (3x10°° mol/l) nicht signifi-

kant beeinflu3t wird (Abb. 5).

Im Gegensatz dazu wird bei Hemmung der NO-Synthese durch Vorbehandlung der Ge-
fife mit dem NO-Synthase-Inhibitor N°-Nitro-L-Arginin-Methylester (L-NAME) die

Acetylcholin induzierte Relaxation signifikant vermindert (Abb . 4). Bei diesen Untersu-
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chungen zeigte sich, daB bei einer 20-miniitigen Vorinkubationszeit mit L-NAME (2 x
107 mol/l) die PGF;,, - induzierte Kontraktion im Vergleich zur Kontraktion bei Gefa-
Ben ohne L-NAME (intakte NO-Synthese) verstarkt war (s. Tabelle 1).

Tabelle 1
EinfluBl von L-NAME auf die durch PGF,,-induzierte Kontraktion und die Acetylcholin-induzierte

Relaxation an isolierten Ringen der A. carotis mit intaktem Endothel in vitro.

PGF, (3x10°° mol/l) Acetylcholin (107
A. carotis mit Endothel induzierte Kontraktion (n) mol/l) induzierte
(mN) Mittelwert + SEM Relaxation in %
Kontrolle ohne
ek sfeskesksk
13,82 + 1,1 ® 97,10 + 0,6
L-NAME
nach Vorinkubation mit . .
+ 8 +
L-NAME (2x10~ mol/l) 18,43 + 1,4 ® [ 57,79+ 4.4

sfeskosksk

“p<0,01; "p <0,0001

Phenylephrin bewirkt im allgemeinen bei Konzentrationen > 10® mol/l eine Kontraktion
der GefaBringe der A. carotis. Der maximale Effekt wird bei Konzentrationen zwischen
3x107 und 10 mol/l erreicht. Der mittlere EC so-Wert fiir die Phenylephrin induzierte
Kontraktion betrdgt 6x10”" mol/l. Nach Vorinkubation der GefiBe mit L-NAME kam es
zu einer geringen (nicht signifikanten) Linksverschiebung der Konzentrations-Wirkungs-

Kurven (Abb. 6).
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Abb. 6 : Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir Phenylephrin (Phe) an Gefidfiringen
der A. carotis von Kaninchen in % des maximalen Effektes:
ohne Vorinkubation, ™= mit Vorinkubation von L-NAME 2x10™* mol/l
Mittelwerte + SEM, n =4

Die kumulativen Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir 5-HT sind in Abb. 7 dargestellt.
Im Vergleich zum Phenylephrin tritt bereits bei niedrigeren Konzentrationen eine Kon-
traktion auf, die bei 10” mol/l das Maximum erreicht. Der mittlere ECso -Wert fur die
Kontraktion betrigt 9x10™ mol/l. Es ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen
den Effekten vor bzw. nach Vorinkubation mit L-NAME. Auch nach Vorinkubation mit
Indomethazin traten keine Verdnderungen der Konzentrations-Wirkungs-Kurven der

Agonisten auf.

3.2. Ex-vivo-Untersuchungen mit L-NAME zur Funktion des Endothels

Um zu priifen, ob L-NAME nach intravendser Applikation die Synthese von NO blo-
ckiert, wurden Kaninchen iiber eine Ohrrandvene 100 mg/kg langsam injiziert. In diesen
Untersuchungen wurde rechtsseitig die A. carotis vor der L-NAME-Injektion entfernt.

Die linksseitige A. carotis wurde 30 min nach der Injektion von L-NAME entnommen.
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Abb. 7 : Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir 5-HT an Gefafiringen der A. carotis
von Kaninchen in % des maximalen Effektes:
mm ohne Vorinkubation, mmmit Vorinkubation mit L-NAME 2x10™* mol/l
Mittelwert + SEM, n=4

Tabelle 2

Einflufl von L-NAME auf die PGF,,-induzierte Kontraktion und die Acetylcholin-induzierte Rela-
xation ex vivo.

PGF,,, (3x10°° mol/1) Acetylcholin (10°
A. carotis mit Endothel induzierte Kontraktion (n) mol/l) induzierte
(mN) Mittelwert + SEM Relaxation in %
Kontrolle ohne sk *
17,62 + 0,4 S) 97,92 + 1,6
L-NAME
nach Injektion von ok *
22,80 + 0,7 S)) 65,43+ 6,9
L-NAME (100 mg/kg)

p<0,05; p<0,001
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Die Gefile wurden entsprechend den In vitro-Versuchen im Organbad prépariert. Bei
diesen Untersuchungen zeigte sich in Ubereinstimmung mit den In-vitro-Versuchen, daf
die GefaBringe 30 min nach der L-NAME-Gabe eine verstirkte PGF2q-induzierte Kon-
traktion aufwiesen, und die endothelabhéngige Relaxation im Vergleich zu den Kontrol-

len signifikant geringer war (Abb. 8; Tabelle 2).

20 T

40 1

Relaxation %

100 A

10° 10® 107 10°¢ 10°

Konzentration mol/l

Abb. 8: Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir Acetylcholin (Ach) an Geféfiringen
der A. carotis von Kaninchen in % der PGF2.-Kontraktion (=100%):
mm vor Injektion, ™= pach Injektion von L-NAME 100 mg/kg
Mittelwert £ SEM, n =4. * p < 0,05

Die kumulativen Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir die vasokonstriktorischen Effek-
te von Phenylephrin in % des maximalen Effektes sind in Abb. 9 und die Absolutwerte
[mN] in Abb. 10 dargestellt. Aus Abb. 10 geht hervor, dal nach Vorbehandlung der Ver-
suchstiere mit L-NAME der vasokonstriktorische Effekt (Absolutwerte) hoher ist als der
der Kontrollen. Dieser Effekt war jedoch nicht signifikant.

Die in Abb.11 dargestellte Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir 5-HT der GefaBringe die
nach Injektion von L-NAME entnommen wurden, zeigt eine leichte (nicht signifikante)

Linksverschiebung im Vergleich zu denen, die vor Injektion entnommen wurden.
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Abb.9: Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir Phenylephrin (Phe) an Gefif3-
ringen der A. carotis von Kaninchen in % des maximalen Effektes:
vor Injektion, == nach Injektion von L-NAME 100 mg/kg
Mittelwert + SEM, n=4
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Abb. 10: Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir Phenylephrin (Phe) an Gefifiringen
der A. carotis von Kaninchen in [mN ]: vor Injektion, == nach Injektion von L-
NAME 100 mg/kg Mittelwert £ SEM, n =4
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Abb. 11: Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir 5-HT an Gefifiringen der A. caro-
tis von Kaninchen in % des maximalen Effektes:
mm vor Injektion, m=m nach Injektion von L-NAME 100 mg/kg
Mittelwert £ SEM, n =4

3.3. In-vitro-Untersuchungen mit L-Arginin und Argatroban

Einflufl von Argatroban und L-Arginin auf die Ach-induzierte Relaxation in vitro

Bei diesen Versuchen wurde nach der ersten Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir den
relaxierenden Effekt von Acetylcholin an PGF.q«—vorkontrahierten GefaBringen eine
zweite erstellt, wobei 20 min vor der PGF2q-Kontraktion die Gefaringe mit L- Glutamin
(107 mol/l) bzw. L-NAME (2x10* mol/l) vorinkubiert wurden. Die Versuchsergebnisse
sind in Abb. 12 und 13 dargestellt. Zu einem Teil der Gefalpraparate wurde 5 min nach
Glutamin bzw. L-NAME L-Arginin (10~ mol/l), das Substrat der NO-Synthase, zugege-
ben. Bei den GefaBringen, die ausschlieBlich mit L-NAME bzw. L-Glutamin vorinku-
biert wurden, zeigte sich eine Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve
d.h. die Acetylcholin bedingte Relaxation wurde vermindert, wobei L-NAME signifikant
stiarker wirksam war als L-Glutamin (Abb. 12 und 13).
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Abb.12 : Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir Acetylcholin (Ach) an Gefiiringen
der A. carotis von Kaninchen in % der PGF,,-Kontraktion (=100%):
= ohne Vorinkubation, == mit Vorinkubation von L-Glutamin 10" mol/l und L-
Arginin 10” mol/l, == mit Vorinkubation von L-Glutamin 10~ mol/l
Mittelwert + SEM, n=3

Im Gegensatz dazu konnte bei den Prédparaten, die 5 min spéter mit L-Arginin behandelt
wurden (insgesamt 15 min vor PGF,,-Zugabe inkubiert wurden), die Wirkung von L-
NAME bzw. L-Glutamin reduziert werden, d.h. es trat eine Verschiebung der Konzentra-
tions-Wirkungs-Kurve nach links auf. Es war jedoch bei der kurzen Inkubationszeit nicht
moglich, die Wirkung von L-NAME vollstindig aufzuheben (Abb. 13).

Um zu priifen, ob Argatroban in vitro einen Einfluf3 auf die endothelabhéngige Relaxati-
on hat, wurden die GefaBiringe der A. carotis 15 min mit Argatroban in den Konzentra-
tionen von 107 - 10 mol/l vorinkubiert und danach an den PGF,,—vorkontrahierten Ge-
faBen die Acetylcholin-induzierte Relaxation bestimmt. Diese Untersuchungen ergaben,
dal Argatroban allein keinen Einflul auf die Acetylcholin induzierte Relaxation auf-
weist. Die durch L-NAME bzw. L-Glutamin hervorgerufene Verminderung der Acetyl-
cholin induzierten Relaxation wurde jedoch teilweise wieder aufgehoben (Abb. 14 und
15). Wihrend bei 10”7 mol/l Argatroban dieser Effekt noch nicht ausgeprigt zum Tragen
kam, war der Effekt bei 10 mol/l signifikant. Es war jedoch auffillig, daB bei einer ho-

heren Konzentration von Argatroban (10” mol/l) wider Erwarten die Konzentrations-
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Abb. 13: Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir Acetylcholin (Ach) an Gefifiringen
der A. carotis von Kaninchen in % der PGFzo-Kontraktion (=100%):
mm ohne Vorinkubation, == mit Vorinkubation von L-NAME 2x10-* mol/l und
L-Arginin 10 mol/l, == mit Vorinkubation von L-NAME 2x10 mol/l
Mittelwert £ SEM, n=4. “p < 0,05; " p < 0,01
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Abb. 14: Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir Acetylcholin (Ach) an Gefifiringen
der A. carotis von Kaninchen in % der PGF2.-Kontraktion (=100%) :
mm ohne Vorinkubation, == mit Vorinkubation von L-Glutamin 103 mol/l, == mit
Vorinkubation von L-Glutamin 10~ mol/l und Argatroban 10-° mol/l
MittelwerttSEM, n = 4



25

=) = ™
(=} = =
1 1 L

Relaxation %

2]
<
1

100 A

10° 108 107 10 107
Konzentration mol/l

Abb. 15: Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir Acetylcholin (Ach) an Gefifiringen
der A. carotis von Kaninchen in % der PGF2.-Kontraktion (=100%) :
= ohne Vorinkubation, == mit Vorinkubation von L-NAME 2x10-* mol/l , === mit
Vorinkubation von L-NAME 2x10** mol/l und Argatroban 10 mol/l
MittelwerttSEM, n =4

Wirkungs-Kurven sich nicht wesentlich von denen unterschieden, die mit L-NAME ohne
Argatroban erstellt worden waren. Das gleiche trifft auch fiir die Vorinkubation mit L-
Glutamin und Argatroban zu (s. Abb. 14).

Die In-vitro Untersuchungen zeigten insgesamt nur sehr geringe Effekte von L-Arginin
und Argatroban auf die durch Acetylcholin ausgeldste Relaxation bzw. auf die durch L-
NAME bzw. L-Glutamin hervorgerufene Verminderung der Acetylcholin-induzierten

Relaxation.
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Einflul von Arachidonsiure und PRP-Lysat auf das Endothel.

Bei Untersuchungen an Hunden war in der Arbeitsgruppe von Prof. Fareed (personliche
Mitteilung) gefunden worden, da3 nach Argatrobangabe, insbesondere die durch Arach-
idonsdure bzw. die durch PRP hervorgerufenen Kontraktionen vermindert werden. Um
dieser Fragestellung nachzugehen, wurde zunichst in vitro die durch Arachidonséure
ausgeloste Kontraktion an der A. carotis gepriift. Nach entsprechenden Vorversuchen
wurde die Arachidonsiure in einer Konzentration von 10 mol/l verwendet. Die durch
Arachidonsdure bedingte Kontraktion erreichte 7,71 + 0,53 mN (n=6), das entspricht
49,65 * 2,73 % (n=6) der durch Phenylephrin (10°® mol/l) hervorgerufenen Kontraktion.
Nach Erreichen des Kontraktionsmaximums kam es zu einer relativ schnell einsetzenden
Tonusminderung bis zum Erreichen des Ausgangszustandes der Kontraktion. Nach ent-
sprechender Auswaschphase wurde eine zweite Kontraktion durch Arachidonsdure aus-
gelost, die jedoch einen vergleichsweise geringeren Kontraktionsanstieg hervorrief (Abb.

16).
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10 min

Arachidonsiure 107

| Phenylephrin 10-¢
Arachidonsiure 105

Abb. 16: Kontraktionen ausgelost durch eine Zugabe von Phenylephrin 10 mol/l (li.) und einer
zweimaligen Zugabe von Arachidonsiure 10 mol/l an der isolierten A. carotis bei Kon-
trolltieren mit intaktem Endothel
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Abb. 17: Kontraktion von Gefifien mit und ohne Endothel ausgelost durch Arachidonsiure
(105 mol/l) in % der Phenylephrin-Kontraktion. Mittelwert * SEM, n = 4. “p < 0,05
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Abb. 18: Kontraktion von Gefifien mit und ohne Endothel ausgelost durch Arachidonsiure
(10 mol/l) in mN. Mittelwert £ SEM, n =4
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Einigen GefalBpriparaten wurde durch vorsichtiges Drehen iiber einem angerauhten
Glasstab das Endothel entfernt. Beim Vergleich der durch Arachidonsiure hervorgerufe-
nen Kontraktionen der GefaBringe mit und ohne Endothel zeigte sich eine signifikante
Minderung letzterer (Abb. 17 und 18).

Die durch Arachidonsdure hervorgerufene Kontraktion wurde durch die Thromboxanre-
zeptor-Antagonisten Daltroban (107 mol/l) und BAY U 345 (10 und 107 mol/l) nahezu
vollstindig gehemmt. Nach Vorinkubation der GefdBpraparate mit Indometazin (3x
10" mol/l) wurde nur eine teilweise (nicht signifikante) Hemmung der durch Arachidon-
sdure bedingten Kontraktion erreicht.

In einer zweiten Versuchsreihe wurden unterschiedliche Mengen PRP-Lysat dem Organ-
bad ausgesetzt. Bei einer Zugabe von 50 pl PRP-Lysat trat eine GefaBkontraktion

auf, die 55,81 * 5,17 % (n=7) der Phenylephrin induzierten Kontraktion entsprach. Da-

bei kam es nach einem anfianglich raschen Kontraktionsanstieg innerhalb der ersten

Abb. 19: Kontraktion ausgelost
durch eine Zugabe von
50ul plittchenreichem
Plasma-Lysat

Z
=
a

[

10 min

! PRP-Lysat

Sekunden, im folgenden zu einer langsam ansteigenden oszillationsartigen Kontraktion
bis zum Erreichen eines Plateaus nach ca. 20 min (Abb. 19). Bei 10 miniitiger Vorinku-
bation des PRP-Lysates mit Indometazin konnte keine wesentliche Kontraktionsminde-
rung beobachtet werden. Eine vollstaindige Hemmung der PRP-Lysat-bedingten Kontrak-
tion wurde nach Vorinkubation mit Ketanserin (10 mol/l) oder Cyproheptadin (3x107
und 3x10°® mol/l) erreicht. Zum Vergleich wurde auch die Hemmung der durch 5-HT
(10° und 107 mol/l) ausgeldsten Kontraktion bestimmt. Auch hier ergab sich eine voll-

stindige Hemmung durch Vorinkubation mit Ketanserin (10 mol/l) und Cyprohepta-
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din (bereits bei 3x107 mol/l). Eine Spontanrelaxation, wie nach der durch Arachidon-
sdure ausgeldsten Kontraktion, wurde nicht beobachtet, auch kam es durch eine De-
endothelialisierung von Gefallringen im Gegensatz zur Arachidonsdure zu einer verstark-
ten Maximalkontraktion (Abb. 20). Durch den a.i—Rezeptorantagonisten Prazosin (107
und 10°® mol/l) wurde die Kontraktion durch PRP-Lysat nicht gehemmt, ebenso hatten
die Thromboxanantagonisten Daltroban (10 mol/l) und BAY U 345 (10 und 10
mol/l) keinen signifikanten Einflu3 auf die PRP-Lysat-Kontraktion.

Nach diesen Versuchsergebnissen lag die Vermutung nahe, da3 die durch das PRP-
Lysat ausgeloste Kontraktion auf das aus den Pléttchen freigesetzte Serotonin zuriickzu-
fithren ist. Bekanntlich enthalten Kaninchenthrombocyten relativ hohe Menge an Seroto-
nin, die ausreichend sind, um eine Kontraktion auszulésen. Durch den Prozel3 des Ein-
frierens und Auftauens wird die Membran der Blutplittchen zerstort, so dal Serotonin
aus den Granula austreten kann.

Um nachzuweisen, dafl niedermolekulare Substanzen an der Kontraktion beteiligt sind,
wurde das PRP-Lysat enteiweilit und eine Trennung zwischen nieder- und hochmoleku-

laren Stoffen vollzogen (siche Methode). Die Zugabe von 50 ul des niedermolekularen
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Abb. 20: Kontraktion ausgelost durch 50 pl plittchenreiches Plasma-Lysat an der A. carotis
mit l und ohne M Endothel in mN. Mittelwert £ SEM, n = 4
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Extraktes zum Organbad fiihrte zu einem prompten Kontraktionsanstieg der Gefdl3e, der

etwa 78% der durch Phenylephrin ausgeldsten Kontraktion entsprach. Die endothelab-

hingige Relaxation durch Acetylcholin erbrachte einen iiber 90%-igen Tonusabfall.

Durch Ketanserin (10 mol/l) lieB sich die durch das enteiweiftes PRP-Lysat hervorge-

rufene Kontraktion vollstindig hemmen, wihrend Prazosin (10”7 mol/l) keinen EinfluB

hatte (Abb. 21 und 22).

t_ enteiweifites PRP-Lysat
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Abb. 21: Kontraktionen ausge-

Abb.22:

lost durch eine Zuga-
be von 50 pl entei-
weilitem plittchen-
reichreichen Plasma-
Lysat und einer Vor-
inkubation der Ge-
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3.4. Ex-vivo-Untersuchungen mit Argatroban

Einflufl von Argatroban auf die Blutgerinnung ex vivo

Narkotisierten Kaninchen (s.0.) wurden fiir spitere Argatroban-Injektionen ein periphe-
rer venOdser Katheter in eine Ohrrandvene und fiir die Blutentnahmen wéhrend des Ver-
suches ein arterieller Katheter in die A. femoralis gelegt. Danach erfolgte die Priparation
der A. carotis beidseits. Die Thrombinzeit der Kontrollen betrug in dem Zeitraum vor bis
60 min nach Injektion von NaCl 37 £ 1,76 s (n=26). Nach Injektion von 0,5 mg/kg Ar-
gatroban stieg die Thrombinzeit auf iiber >180 s und fiel nach 30 min wieder auf 152 +
5,9 s (n=4) und nach 60 min auf 78,8 * 3,2 s (n=4) ab. Bei einer Argatrobaninjektion
von 1mg/kg fiel die Thrombinzeit erst nach 60 min auf 134,6 £ 5,8 s (n=4) ab (Abb. 24).
Die aPTT betrug bei den Kontrolltieren 29,2 + 1,5 s (n=27) und nach Injektion von 0,5
mg/kg Argatroban wurde die aPTT nach 5 min auf 54,2 £ 5,1 s (n=4) verlidngert und fiel

Abb. 24: Einflufl von Argatroban 1,0 mg/kg [ bzw. 0,5 mg/kg M auf die TT.
M TT ohne Argatrobaninjektion. Angaben in % Verlingerung. TT vor Injektion
wurde gleich 100 % der PGF:q.-Kontraktion gesetzt
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nach 60 min auf 38,3 + 4,4 s (n=4) ab (Abb. 23).

Abb. 23: Einflul von Argatroban 1,0 mg/kg === bzw. 0,5 mg/kg ===auf die aPTT (s) in %
Verlingerung. MittelwertSEM, n =4
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Einflufl von Argatroban auf die Gefifle ex vivo

Je eine der beiden Aa. carotes wurde nach 30 min und nach 60 min post injektionem
entnommen, prapariert, in Ringe geschnitten und in das Organbad gebracht, um die Kon-
traktionen zu messen.

Die erstellten kumulativen Konzentrations-Wirkungs-Kurven flir Ach sowie fiir Phe und
5-HT zeigten zwischen den Ringen, die nach 30 min und nach 60 min entnommen wor-
den waren, keine signifikanten Unterschiede in den biologischen Effekten, so dal3 spiter
die zweiseitige Gefdllentnahme nach Injektion zugunsten einer Entnahme vor und nach
Injektion verlassen wurde.

Beim Vergleich zwischen Leerversuchen und den Versuchen mit Argatroban kam es zu
keiner signifikanten Verstirkung der Ach-bedingten Relaxation (Abb. 25). Die kumula-
tiven Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir vasokonstriktorische Effekte von Phe (Abb.
26) und 5-HT (Abb. 27) zeigten ebenfalls keinen signifikanten Unterschied. Das trifft

sowohl fiir die relativen als auch fiir die absoluten Werte (mN) der Kontraktion zu.
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Abb. 25: Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir Acetylcholin (Ach) an Gefif}-
ringen der A. carotis von Kaninchen in % der PGF,,-Kontraktion (=100%):
mm vor Injektion, mm nach Injektion von Argatroban 1,0 mg/kg
Mittelwert + SEM, n =6
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Abb. 26: Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir Phenylephrin (Phe) an Gefifiringen
der A. carotis von Kaninchen in % des maximalen Effektes:
vor Injektion, == nach Injektion von Argatroban 1,0 mg/kg
Mittelwert + SEM, n =6
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Abb. 27: Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir 5-HT an GefaBiringen der A. carotis
von Kaninchen in % des maximalen Effektes:
vor Injektion,== nach Injektion von Argatroban 1,0 mg/kg
Mittelwert + SEM, n =6
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Abb. 28: Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir 5-HT an Gefifiringen der A. carotis
von Kaninchen in mN:
vor Injektion, ™= nach Injektion von Argatroban 1,0 mg/kg
Mittelwert + SEM, n =6
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Es schlossen sich nun Versuche an, bei denen der Einflufl von Argatroban auf die durch
Arachidonsédure oder PRP-Lysat hervorgerufenen Kontraktionen untersucht wurden. Da-
zu wurden nach entsprechender Priparation eine A. carotis vor, die zweite 30 min nach
Injek-tion von 0,5 mg Argatroban/kg entnommen. Nach Entfernen des perivasculdren
Bindegewebes und Fixierung im Organbad wurden an den Gefdllringen wie bei den vo-
rangegangenen Versuchen Kontraktionen durch Arachidonsidure und PRP-Lysat ausge-
16st. Ein Teil der Gefdlringe wurde deendothelialisiert. Beim Vergleich der durch Phe
ausgelosten Kontraktionen zeigte sich an den deendothelialisierten Gefa3ringen, die vor
und nach Injektion entnommen wurden, eine signifikante Wirkungsverstiarkung, wobei
die Maximalkontraktion an den nach Argatrobaninjektion entnommenen Gefdflen gerin-
ger war (Abb. 29), der Unterschied war jedoch nicht signifikant.

In dhnlicher Weise waren diese Ergebnisse auch bei den durch PRP-Lysat ausgelosten
Kontraktionen nachweisbar (Abb. 30). Ein signifikanter Unterschied zwischen den Ge-
faBringen die vor und nach Injektion von Argatroban entnommen worden waren, konnte

jedoch nicht beobachtet werden.
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Abb. 29: Kontraktion von Phenylephrin (Konzentration 3x10°® mol/l) an Gefifien mit ll und
ohne ll Endothel vor und nach Injektion von 0,5 mg/kg Argatroban in mN.
Mittelwert * SEM, n =3
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Abb. 30

Kontraktion ausgelost durch 50 pl plittchenreiches Plasma-Lysat an Gefiflen mit
und ohne Endothel vor | und [l nach Injektion von 0,5 mg/kg
Argatroban in %
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Abb. 31: Durch [Arachidonsiure] (Konzentration 10~ mol/l) ausgeloste Kontraktion in mN

der A. carotis ex vivo mit und ohne Endothel vor [ll und nach M Injektion von 0,5
mg/kg Argatroban in mN. Mittelwert £ SEM, n =3
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Im Gegensatz dazu zeigte sich nach Zugabe von Arachidonsédure eine verminderte Maxi-
malkontraktion der deendothelialisierten Gefdfiringe. Nach Injektion von Argatroban
kam es an den GefaBringen mit Endothel zu einer verstirkten, an den Gefafringen ohne
Endothel zu einer verminderten Kontraktion (Abb. 31). Die Ergebnisse waren jedoch

nicht signifikant.
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4. Diskussion

Bei der Hdmostase und Thrombose spielt die Serinprotease Thrombin, die sich infolge
ihrer besonderen Sekundir- und Tertidrstruktur durch eine hohe Substratspezifitit aus-
zeichnet, eine zentrale Rolle. Thrombin katalysiert die Umwandlung von Fibrinogen zu
Fibrin und leitet damit den Blutgerinnungsproze3 im eigentlichen Sinne ein. Dariiber
hinaus aktiviert Thrombin weitere Blutgerinnungsfaktoren, wie Faktor V, Faktor VIII
und Faktor XIII.

Thrombin ist in der Lage, an verschiedenen Zellen und Geweben rezeptorvermittelte
Reaktionen auszuldsen. Dabei aktiviert Thrombin seinen Rezeptor iiber proteolytische
Spaltung eines Peptids vom extrazelluldren N-Terminus (Vu et al., 1991). Der neuent-
standene N-Terminus ist jetzt in der Lage, den Rezeptor zu aktivieren und eine intrazel-
luldre Signaltransduktion auszuldsen. Die Aktivierung des Thrombinrezeptors (PAR-1)
bewirkt eine Aggregation der Thrombocyten, eine Freisetzung biologisch aktiver Inhalts-
stoffe aus den Granula sowie eine Expression der Glycoproteine (GP) Il b/ IIl a (Vu et
al., 1991). Weitere zelluldre rezeptorvermittelte Wirkungen des Thrombins wurden an
Fibroblasten, Makrophagen und Nervenzellen nachgewiesen (Cunningham & Farrell,
1986; Moscat et al., 1987; Kinney et al., 1983). Uber die Aktivierung des PAR-1 an En-
dothelzellen werden die Synthese und Freisetzung von Prostacyclin, tPA, Fibronectin,
Thrombomodulin, Plasminogenaktivator, EDRF u.a. vermittelt (Jaffe et al., 1987; De
Mey et al., 1982). Thrombin ist somit in der Lage, iiber endothelvermittelte Prozesse
eine Dilatation der GefaBmuskulatur auszulosen (Glusa & Wolfram, 1988; Glusa, 1992).
Die durch Thrombin hervorgerufene Geféalirelaxation ist vom GefaBtyp (Gebremedhin et
al., 1986, Wolfram, 1987) und von einem intakten Endothel abhingig (Glusa & Mark-
wardt, 1988; Haver & Namm, 1984). An Gefillen mit geschddigtem Endothel geht die
relaxierende Wirkung verloren und eine GefaB3kontraktion durch direkte Aktivierung der
glatten Muskelzellen tritt hervor (Glusa et al., 1988; 1996; Glusa, 1992; Garland & Be-
van, 1986; Walz et al., 1986). Ku (1982) zeigte an Hundecoronarien nach einer experi-
mentell ausgeldsten Myocardischdmie, daB3 die endothelabhidngige Relaxation durch

Thrombin in eine Vasokonstriktion {iberging.
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Bei kardiovaskuldren Erkrankungen mit thromboembolischen Komplikationen, z.B. My-
okardinfarkt, ist Thrombin mal3geblich an der Entstehung eines Thrombus, der in der
Regel an den GefdBabschnitten mit Endothelschiddigung entsteht, beteiligt. Sowohl in
experimentellen als auch in klinischen Untersuchungen wurde gezeigt, dafl beim akuten
Myokardinfarkt vermehrt Fibrinopeptid A (FPA), Prothrombinfragment 1 + 2 sowie der
TAT-Komplex auftreten, die Marker fiir den Ablauf einer intravasalen Thrombinbildung
darstellen (Eisenberg et al., 1985; Nossel et al., 1974; Owen et al., 1988; Ring et al.,
1988). Aufgrund seiner mitogenen Eigenschaften auf Fibroblasten, Makrophagen und
glatte Muskelzellen kann Thrombin nach Angioplastie zu einer Restenose beitragen
(McBride et al., 1988). Somit kommt einer Hemmung der proteolytischen Aktivitit des

Thrombins eine wichtige pathophysiologische Bedeutung zu.

Zur Therapie bei thromboembolischen Erkrankungen stehen derzeit neben indirekten
oralen Antikoagulantien verschiedene Heparine zur Verfligung. Neben unfraktioniertem
Heparin gewinnen niedermolekulare Heparine zusehends therapeutische Bedeutung. He-
parine bendtigen Antithrombin III fiir ihre gerinnungshemmende Aktivitdt (Rosenberg &
Damus, 1987). Die Effektivitéit insbesondere des unfraktionierten Heparins ist durch den
AT III-Spiegel limitiert. AuBerdem ist das an Thrombozyten und Fibrin gebundene
Thrombin nicht zugénglich fiir die Inaktivierung durch den Heparin-Antithrombin III-
Komplex (Weitz et al., 1990).

Bei einer Langzeittherapie mit Heparin wurde das Auftreten einer Osteoporose beschrie-
ben. Eine relativ schwere Komplikation nach Heparingabe ist die heparininduzierte
Thrombocytopenie (HIT). Dabei werden die mit dem Beginn der Heparingabe einsetzen-
de Thrombocytopenie Typ I und die nach 5 - 20 Tagen nach Heparingabe einsetzende
Thrombocytopenie Typ II unterschieden (Greinacher & Eichler, 1995). Wihrend die HIT
Typ I aufgrund des geringen Thrombocytenabfalls eine relativ harmlose Begleiterschei-
nung ist, kann die durch eine immunologische Reaktion gegen einen Komplex aus Hepa-
rin und dem Plittchenfaktor-4 (PF4)-Aggregaten hervorgerufene HIT Typ II zu einer
lebensbedrohlichen Situation fiihren (Greinacher & Eichler, 1995). Der Grund dafiir ist
ein extrem erhohtes Thromboserisiko mit der Gefahr von arteriellen Gefdverschliissen
durch eine IgG vermittelte Aktivierung von Thrombozyten, Schidigung von Endothel-

zellen und eine IgG vermittelte Bildung von hochthrombogenen Mikropartikeln aus
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Thrombozyten (Chong et al., 1989; King & Kelton, 1984). Neben einer sofortigen Hepa-
rinkarenz ist eine Fortsetzung der Antikoagulation essentiell (Matsuo et al., 1992).

Die Antikoagulation bei der Thrombozytopenie Typ II erfolgt derzeit hauptsidchlich mit
dem Heparinoid Orgaran®, das sich durch ein niedriges Molekulargewicht und einen
geringeren Sulfatierungsgrad bei Heparin-dhnlicher Wirkung auszeichnet. In seltenen
Fillen konnen jedoch Kreuzreaktionen auftreten. Diese sind aufgrund der anderen che-
mischen Struktur bei dem jetzt rekombinant vorliegenden Peptid Hirudin ausgeschlos-
sen. Hirudin braucht im Gegensatz zu den Heparinen fiir die Inaktivierung des Throm-
bins keine Kofaktoren. Auch zeichnet sich Hirudin durch eine geringere Blutungsgefahr

und eine gute Wirkungsiiberwachung durch die aPTT aus (Markwardt, 1989).

In den letzten Jahren wurde intensiv an der Entwicklung neuer, direkt wirkender nieder-
molekularer Thrombininhibitoren gearbeitet (Stiirzebecher & Markwardt, 1982; Stiirze-
becher et al., 1983; Hauptmann & Stiirzebecher, 1999). Eine wichtige Voraussetzung
dafiir war die Aufkldrung der strukturellen Eigenschaften des Thrombins durch die
Rontgenkristallstrukturanalyse (Bode & Stubbs, 1995) und die systematische Untersu-
chung der Ahnlichkeiten und Unterschiede zwischen Thrombin und den Pancreasenzy-
men Trypsin und Chymotrypsin. Zu den ersten kleinmolekularen direkten Thrombinin-
hibitoren gehdrt u.a. D-Phe-Pro-Arg-chloromethylketon, das direkt das aktive Zentrum
des Thrombins blockiert (Bode et al., 1992). Diese Thrombininhibitoren fithren nicht nur
zu einer Hemmung der enzymatischen Aktivitdt des Thrombins, sondern unterbrechen
auch die durch Thrombin ausgelosten zelluldren Effekte (Fareed, 1981; White et al.,
1984; Glusa et al., 1995; Glusa, 1988). Als hoch wirksame Thrombininhibitoren erwie-
sen sich auch Benzamidinderivate wie a-NAPAP (Kaiser & Markwardt, 1986; Stiirzebe-
cher et al., 1983). Die zuletzt genannte Verbindung wirkte im Tierexperiment antikoagu-
latorisch und antithrombotisch (Hauptmann et al., 1985). Dariiber hinaus war a-NAPAP
auch in der Lage, die durch Thrombin ausgeldsten vasculdren Effekte zu blockieren

(Glusa, 1992; 1988).

Okamoto et al. entwickelten 1978 mit dem Argatroban einen selektiven synthetischen
Thrombininhibitor (Kobayashi & Tazaki, 1997). Argatroban wird vorwiegend hepatisch

metabolisiert und bilidr ausgeschieden (Kikumoto et al., 1984). Seine Halbwertzeit be-
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tragt 26-36 min (Ilida et al., 1986). Die antikoagulatorische und antithrombotische Wir-
kung wurde sowohl in Tierexperimenten als auch in klinischen Studien nachgewiesen
(Duval et al., 1996; Kobayashi & Tazaki, 1997; Matsuo et al., 1992; 1997; Schumacher
et al., 1996; Tamao & Kikumoto, 1997; Winn et al., 1993). Der antithrombotische Effekt
des Argatroban konnte auch bei einem Antithrombin III-Mangel im Tierexperiment
nachgewiesen werden (Kumada & Abiko, 1981).

Ein weiterer Vorteil von Argatroban stellt die geringe Molekiilgrée dar, so dall auch an
Fibrin gebundenes Thrombin inaktiviert werden kann, welches bei der Thrombolyse
freigesetzt wird (Fenton, 1986; Berry et al., 1994). Mellott et al. (1990) zeigten an arteri-
ellen Thrombosen bei Hunden, dal sich weder durch Heparin, noch durch den 5-HT-
Rezeptorantagonisten Ketanserin und den Thromboxan A; -Rezeptorantagonisten L-691,
574, wohl aber durch Argatroban eine Reocclusion nach tPA-Lyse verhindern lie3 (Clark
etal., 1991; lida et al., 1986).

Hara et al. (1986) konnten eine Hemmung der durch Thrombin ausgeldsten Thrombocy-
tenaggregation nachweisen. An isolierten Coronargefdlen von Hunden konnte gezeigt
werden, dall Argatroban die vasokonstriktorischen Effekte des Thrombins hemmt (Winn

et al., 1993).

Aufgrund der vorteilhaften antithrombotischen und antikoagulatorischen Eigenschaften
wird Argatroban in verschiedenen Léndern bei der HIT II eingesetzt.

Auch laufen klinische Studien, die einen Einsatz von Argatroban bei der Haemodialyse,
insbesondere bei Patienten mit AT III-Mangel, bei der DIC, nach PTCA und bei akuten
ischdmischen Hirninfarkten, priifen (Ota et al., 1983; Hara et al., 1987; Kumon et al.,

1984; Matsuo et al., 1990; 1992; 1997; Kobayashi & Tazaki, 1997).

Bei Patienten wurde 24 h nach einer Therapie mit Argatroban eine vermehrte Nitritaus-
scheidung als Ausdruck einer vermehrten NO-Bildung gemessen (Fareed, personliche
Mitteilung).

Es wire denkbar, da3 Argatroban als eine Arginin enthaltende Verbindung iiber die Be-
reitstellung der terminalen Guanidinogruppe des Arginins zu einer endothelabhidngigen
Relaxation fiihrt. Fiir Arginin und kleine Peptide, die Arginin enthalten, wurde dies be-
reits in einigen experimentellen Untersuchungen nachgewiesen (Arnal et al. 1995; Pucci

et al., 1995; Cooke et al., 1992).
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In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von Argatroban an Gefalringen der A.
carotis von Kaninchen in vitro und ex vivo an der endothelabhéingigen Relaxation durch
Acetylcholin an Prostaglandinza- bzw. Phenylephrin-vorkontrahierten Gefdlringen ge-
priift.

Es bestitigte sich, dal Acetylcholin konzentrationsabhédngig zu einer Gefédllrelaxation
fiihrt, die bereits andere Autoren in verschiedenen experimentellen Untersuchungen be-
schrieben (Furchgott & Zawadzki, 1980; Winn et al., 1993). Nach einer Deendotheliali-
sierung der Gefdfringe war die Acetylcholin-induzierte Geféfrelaxation aufgehoben. Die
Kontraktion durch Phenylephrin war signifikant angestiegen. Somit konnte auch an der
A. carotis von Kaninchen eine Endothelabhingigkeit der Acetylcholin-induzierten Ge-
faBrelaxation nachgewiesen werden. Eine Vorinkubation der GefdBringe mit Indome-
tazin hatte keinen EinfluB} auf die endothelabhéngige Relaxation durch Acetylcholin. Die
Unabhéngigkeit der endothelabhingigen Relaxation von Cyclooxygenaseprodukten wur-
de bereits durch mehrere Autoren in verschiedenen experimentellen Untersuchungen

beschrieben (Furchgott & Zawadzki, 1980; Furchgott, 1988; Angus & Cocks, 1989).

Sowohl in vitro als auch ex vivo kam es nach Vorbehandlung mit dem NO-Synthase-
Hemmer NS-Nitro-L-Arginin-Methylester (L-NAME) zu einer signifikanten Hemmung
der endothelabhéngigen Relaxation durch Acetylcholin. AuBlerdem war durch L-NAME
eine verstirkte Kontraktion durch PGF2a und Phenylephrin nachweisbar. Das entspricht
den Beobachtungen von Marin and Sanchez-Ferrer (1990) die ebenfalls eine Hemmung
der NO-Freisetzung durch L-NAME beschrieben.

Bei den Ex-vivo-Untersuchungen kam es bei einer Dosis von 1 mg/kg Argatroban zu
keiner Verschiebung der Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir Acetylcholin im Ver-
gleich zu den Kontrollen. Zum gleichen Ergebnis kamen Winn et al. (1993), die an iso-
lierten Coronararterien von Hunden ebenfalls keine signifikant verbesserte Relaxation
fanden. Eine Verschiebung der Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir 5-HT und Phe-
nylephrin konnte ebenfalls nicht beobachtet werden. Offenbar ist es nicht moglich, an
GefdBBen mit intaktem Endothel eine vermehrte NO-Bildung durch die NO-Synthase zu
induzieren, indem man Arginin als Enzymsubstrat bereitstellt, da L-Arginin in ausrei-

chenden Mengen zur Verfligung steht.
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Zu diesem Ergebnis kamen auch mehrere Autoren. So zeigten Pucci et al. (1995), da3 an
mit Phenylephrin vorkontrahierten Aortenringen von normotensiven Ratten L-Arginin zu
keiner Relaxation fiihrt. Arnal et al. (1995) beobachteten an kultivierten Schweineaorta-
endothelien und Kaninchenaortenringen durch eine Vorinkubation mit L-Arginin keine
Anderung der NO-Freisetzung bzw. Verstirkung der endothelabhingigen GefiBrelaxa-
tion durch Acetylcholin.

Bei verschiedenen cardiovasculdren Risikofaktoren kommt es zu einer Abschwichung
der endothelinduzierten Vasodilatation. So ist die endothelabhédngige Relaxation bei Pa-
tienten mit Hypertonie nach i.a. Injektion von Acetylcholin in die Unterarmzirkulation
bzw. in den Koronarkreislauf reduziert (Taddei et al., 1992; 1993; Linder et al., 1990).
Coronarangiografisch konnte eine direkte Korrelation zwischen dem Schweregrad der
Koronarsklerose und der Abschwichung der Acetylcholin-induzierten Vasodilatation
gezeigt werden (Boger et al., 1996). Panza et al. (1993) wiesen in der Unterarmzirkula-
tion von Patienten mit arterieller essentieller Hypertonie zudem eine verminderte Vaso-
konstriktion nach i.a. Injektion von N°-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) als Hinweis
auf eine reduzierte basale NO-Freisetzung nach. Moglicherweise ist u.a. die vermehrte
Bildung von endogenen, kompetitiven NOS-Inhibitoren wie dem asymmetrischen Dime-
thylarginin (ADMA) dafiir verantwortlich. Erhohte Spiegel wurden wie bereits eingangs
beschrieben bei Patienten mit peripherer arterieller VerschluBkrankheit, jungen Patienten
mit asymptomatischer Hypercholesterinimie und am Tiermodell des Cholesterin-
gefiitterten Kaninchens nachgewiesen (Boger et al., 1997; Bode-Boger et al., 1997,
1996). Ein Uberangebot von L-Arginin kénnte die kompetitive Hemmung der NO-
Synthase durch endogene NO-Synthase -Inhibitoren aufheben.

In diesem Zusammenhang wurden Versuche durchgefiihrt, bei denen durch kompetitive
Hemmstoffe der NO-Synthase - L-NAME bzw. L-Glutamin - eine Enzyminaktivierung
mit deutlicher Reduzierung der Acetylcholin-induzierten Relaxation erkennbar ist. Eine
Vorinkubation der Gefdfle mit L-Arginin bewirkte nun eine teilweise Authebung, der
kompetitiven Hemmung der NO-Synthase durch L-NAME bzw. L-Glutamin und fiihrte
zu einer verbesserten Relaxation.

Zum gleichen Ergebnis kamen Arnal et al. (1995), die an kultivierten Schweineaorta-
endothelien und Kaninchenaortaringen durch L-Arginin eine dosisabhingige Aufthebung

der Hemmung der rezeptorstimulierten NO-Freisetzung durch L-Glutamin fanden.
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In anderen Experimenten beschrieben Pucci et al. (1995) an mit Phenylephrin vorkon-
trahierten Aortaringen von Ratten mit Angiotensin-abhéngiger Hypertension sowohl eine
endothelabhédngige als auch eine endothelunabhingige Relaxation durch L-Arginin.

An Kaninchen mit ausgepragter Arteriosklerose fiihrte eine L-Argininzufuhr {iber einen
langeren Zeitraum zu einer Verbesserung der endothelabhdngigen Vasodilatation (Cooke
et al., 1992). An 34 Patienten mit instabiler Angina pectoris zeigten Chauhan et al.
(1996), dalB3 sich die coronare Durchblutung durch eine Acetylcholininfusion mit zuneh-
mendem Alter der Patienten, bedingt durch eine hohergradige Endothelschadigung, nicht
steigern lieB3. Diese endotheliale Dysfunktion konnte durch eine intracoronare L-Arginin-
Infusion vermindert werden. Bode-Boger et al. (1996) beobachteten bei Patienten mit
einer peripheren arteriellen VerschluBkrankheit die hohere ADMA-Plasma-
konzentrationen als die gesunden Kontrollpersonen aufwiesen, da3 eine kontinuierliche
Infusion von L-Arginin zu einer peripheren Vasodilatation, vergleichbar mit dem in der
Klinik eingesetzten PGE 1, flihrt. Die Autoren haben im Urin der Patienten eine deutlich
gesteigerte Nitritausscheidung und cGMP Exkretionsraten als ein Mal} fiir die endogene
NO Bildung im Urin gemessen.

Nach kontinuierlicher Infusion von L-Arginin wurde bei Patienten mit pulmonaler Hy-
pertension eine Senkung des pulmonalen Druckes nachgewiesen (Mehta et al., 1995).
Auch konnte eine verbesserte endothelabhéngige Vasodilatation in den Widerstandsge-
faBen des Unterarmes bei Patienten mit Hypertonie nach i.v. Infusion von L-Arginin

nachgewiesen werden (Calver et al., 1992).

Argatroban fiihrte in einer Konzentration von 10 mmol/l nur zu einer geringfiigigen
Abschwichung der NO-Synthase-Hemmung durch L-Glutamin und L-NAME. Sowohl
bei einer Erniedrigung als auch bei einer Erhohung der Argatroban-Konzentration kam
es zu einer Verringerung dieses Effektes. Letzteres ist moglicherweise aufgrund einer zu
geringen Versuchszahl nicht verwertbar. Insgesamt mull gesagt werden, da3 Argatroban
als NO-Donator keinen wesentlichen Einflufl auf die NO-Sythese am intakten Gefaf hat.
Durchaus denkbar wiére jedoch ein Einfull von Argatroban am arteriosklerotisch verin-
derten GefaB3. Andeutungsweise war dieser Trend bei den Versuchen mit L-NAME und

L-Glutamin zu erkennen.
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Fareed et al. (personliche Mitteilung) fanden bei Untersuchungen an Hunden eine Beein-
flussung der durch Arachidonsdure und plittchenreiches Plasma (PRP) hervorgerufenen
Kontraktion durch Argatroban. Arachidonsdure fithrte an Gefiafiringen der A. carotis
von Kaninchen zu einer Kontraktion, die nach Vorinkubation der Priparate mit den
Thromboxanantagonisten Daltroban und BAY U 345 fast vollstindig gechemmt wurde.
Eine Deendothelialisierung bewirkte eine Verminderung der maximalen, durch Arach-
idonsdure ausgelosten Kontraktion. Die nach Injektion von 0,5 mg/kg Argatroban ent-
nommenen Gefdlle zeigten keine signifikante Verdnderung der Kontraktion durch Arach-

1donséure.

Weiterhin wurde gepriift, ob die durch PRP ausgeloste Kontraktion auch durch Argatro-
ban beeinfluflt wird. Weder der a.i-Adrenorezeptorantagonist Prazosin noch die Throm-
boxanrezeptor-Antagonisten Daltroban und BAY U 345 und der reversible Cyc-
looxygenaseantagonist Indometazin hatten einen signifikanten Einfluf auf die durch PRP
ausgeloste Kontraktion. Die starke Kontraktion durch PRP war jedoch durch die 5-HT-
Rezeptorantagonisten Ketanserin und Cyproheptadin vollstindig antagonisierbar. Da
enteiweilltes PRP eine vergleichbare prompte Kontraktion aufwies, war anzunehmen,
daf} ein niedermolekularer wasserloslicher Stoff fiir die Kontraktion verantwortlich sein
mulfite. Wahrscheinlich handelte es sich dabei um Serotonin, welches durch das Einfrie-
ren und Auftauen der Proben aus geschddigten Thrombocyten ausgetreten war.

Nach Vorinkubation der Gefdlle mit Argatroban konnte keine Verdnderungen der kumu-
lativen Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir PRP festgestellt werden. Dies war auf-
grund der Vorversuche, bei denen Argatroban keinen EinfluB3 auf die durch Serotonin
ausgeldste Kontraktion zeigte, anzunehmen.

Aus den vorliegenden Untersuchungen geht hervor, dafl durch Argatroban am intakten
Gefdl in vitro keine signifikanten Verdnderungen der gepriiften endothelabhidngigen
GefaBBkontraktionen und -relaxationen hervorgerufen werden. Argatroban allein besitzt
keinen vasoaktiven Effekt. Auch nach intravendser Applikation zeigten die Gefdle im
Vergleich zu den Kontrollen keine Verdnderungen in ithrem Relaxations- und Kontrak-
tionsverhalten.

Veranderungen der Gefallkontraktion und -relaxation treten an der isolierten A. carotis

von Kaninchen nur dann auf, wenn die NO-Synthese durch L-NAME blockiert wurde.
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Wabhrscheinlich ist hierfiir das im intakten Endothel in ausreichender Konzentration vor-
handene Substrat der NO-Synthase L-Arginin verantwortlich, so da3 eine Steigerung der
Enzymaktivitdt nicht durch den N-Donator Argatroban hervorgerufen werden kann.

Zukiinftig sollten sich Untersuchungen mit Argatroban auf arteriosklerotisch verénderte
GefiaBle konzentrieren, die moglicherweise einen Einflul von Argatroban auf die en-
dothelabhingige Vasodilatation belegen konnen, da Arginin als endogenes Substrat der
NO-Synthase im intakten Endothel in ausreichenden Mengen zur Verfiigung steht und

erst im arteriosklerotisch verdnderten Gefal3 ein Substratmangel zu verzeichnen ist.

Bei den durchgefiihrten Gerinnungsanalysen wurde nach einer einmaligen Injektion von
Img/kg Argatroban nach 5 min eine Verdopplung, nach einer Injektion von 0,5 mg/kg
eine 1,5fache Verldngerung der aPTT bestimmt. Entsprechend der Halbwertzeit von Ar-
gatroban wurde nach etwa einer Stunde wieder die normale aPTT erreicht. Die TT war
noch nach einer Stunde bei einer Argatroban-Dosis von 1,0 mg/kg auf das 3,1fache, bei
einer Dosis von 0,5 mg/kg auf das 2,1fache verldngert. Somit wurde die Wirkung von
Argatroban als Thrombininhibitor auch ex vivo bestétigt.

In der Literatur wurde durch Green et al. (1985) in vitro Versuchen eine Verdopplung

der aPTT bei einer Argatroban Konzentration von 1,0-0,1 uM beschrieben.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der EinfluB3 des kompetitiven synthetischen Thrombin-
inhibitors Argatroban an der A. carotis von Kaninchen in vitro und ex vivo untersucht.
Da in der Literatur nur wenige Experimente an der A. carotis von Kaninchen beschrieben

wurden, war es notwendig, einfiihrend grundsétzliche Gefareaktionen zu priifen.

Narkotisierten Kaninchen wurden bei in vitro Versuchen die A. carotis beiderseits, bei
ex vivo Versuchen je ein Gefdl vor das andere nach Injektion der zu testenden Substanz,
entnommen. AnschlieBend wurden die Aa. carotes in ca. 2-3 mm grofle Ringe geschnit-
ten und in einem Organbad fixiert. Nach einer 60 miniitigen Adaptationszeit wurden an
den Gefédlringen Kontraktionen durch Kaliumchlorid und Prostaglandinoe (PGF2q) aus-
gelost, die isometrisch mit einem HSE Kraftaufnehmer gemessen wurden. Danach
schlossen sich kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir Serotonin (5-HT) und
Phenylephrin (Phe) an. Der mittlere ECso —Wert fiir die Kontraktion durch Phe lag bei
6x107 mol/l, der fiir 5-HT bei 9x10°® mol/l. An deendothelialisierten GefédBen war die
durch Phe ausgeloste Kontraktion signifikant grofler. Dariiber hinaus wurden Kontrak-
tionen durch PGF,q und Arachidonsiure ausgelost.

An PGFao-vorkontrahierten GefdBringen mit intaktem Endothel lie3 sich durch Acetyl-
cholin konzentrationsabhédngig eine kurzfristige reversible Relaxation auslosen. An de-
endothelialisierten GefdBringen wurde die Acetylcholin-induzierte Relaxation vollstdn-
dig aufgehoben.

Eine Hemmung der Eicosanoide durch den Cyclooxygenaseinhibitor Indometazin hatte
keinen EinfluB3 auf die Acetylcholin-induzierte Relaxation. Die Acetylcholin-induzierte
Relaxation wurde durch L-NAME, das die NO-Synthese blockiert, sowohl in vitro als
auch nach Injektion von 100 mg/kg L-NAME signifikant vermindert, so dal3 die Acetyl-
cholin-induzierte Relaxation wahrscheinlich durch NO vermittelt wird. Gleiches konnte
bei dem NO-Synthase-Hemmer L-Glutamin, wenn auch in geringerer Auspragung, beo-
bachtet werden.

Durch L-NAME kam es in vitro und ex vivo zu einer geringfiigigen, nicht signifikanten
Zunahme der durch PGF2q und Phe hervorgerufenen Kontraktionen.

L-Arginin, das endogene Substrat der NO-Synthase, bewirkte eine Reduktion der durch
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L-NAME und L-Glutamin hervorgerufenen Verminderung der Acetylcholin-induzierten

Relaxation.

Argatroban hatte auf Gefdae mit intaktem Endothel in vitro weder einen kontrahierenden
noch einen relaxierenden Effekt. Eine verstirkte Acetycholin-induzierte endothel-
abhéngige Relaxation konnte ebenso nicht nachgewiesen werden. Jedoch zeigte sich eine
nicht signifikante Reduktion der durch L-NAME und L-Glutamin hervorgerufenen Ver-

minderung der Acetylcholin-induzierten Relaxation durch Argatroban in vitro.

Narkotisierten Kaninchen wurde eine A. carotis vor i.v. Injektion von 1,0 mg/kg Ar-
gatroban, die andere 30 min danach, entfernt. Argatroban hatte keine Verschiebung der
kumulativen Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir Phe und 5-HT ex vivo zur Folge. Die
durch Phe-ausgeloste Maximalkontraktion an Gefdlen die nach i.v. Injektion von Ar-
gatroban entnommen wurden, war — wenn auch nicht signifikant — geringer als die der
GefaB3e die vor Injektion entnommen wurden.

Die Annahme, dafl Argatroban als ein Argininderivat am intakten Gefédl} eine verbesserte

NO-vermittelte Acetylcholin-induzierte Relaxation bewirkt, bestétigte sich nicht.

Aus der A. femoralis der Kaninchen wurden vor und nach Injektion von Argatroban
Blutproben zur Messung der Blutgerinnung entnommen. Die Gerinnungsanalysen beleg-
ten den Effekt von Argatroban als Thrombininhibitor. Es kam sowohl zu einer Verldnge-

rung der Thrombinzeit als auch der aPTT.

Die durchgefiihrten Experimente beschrankten sich iiberwiegend auf Gefdfle mit intak-
tem Endothel, auf die Argatroban keine Wirkung hatte. Andeutungsweise zeigte sich
eine verbesserte Acetylcholin-induzierte Relaxation durch Argatroban, nachdem die NO-
Synthase durch L-NAME bzw. L-Glutamin kompetitiv gechemmt wurde. Da insbesonde-
re am arteriosklerotisch verdnderten Gefdl eine gestorte NO-Synthese zu beobachten ist,
ist anzunehmen, dafl hier moglicherweise, dhnlich wie bereits experimentell fiir L-
Arginin nachgewiesen, ein gefdfrelaxierender Effekt fiir Argatroban vorhanden sein
konnte. In weiterfiihrenden Experimenten sollte die Wirkung von Argatroban auf arterio-

sklerotisch verdnderte Gefaf3e untersucht werden.
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Thesen

1. Endothelzellen sind an der Regulation des Gefdtonus beteiligt, indem sie durch NO-
Synthasen aus der Aminosdure L-Arginin Stickstoffmonoxid (NO) synthetisieren, das
die 16sliche Guanylatzyklase aktiviert und einen Anstieg des cGMP bewirkt. Uber
cGMP-abhingige Proteinkinasen der glatten Muskelzellen der GefaBwand kommt es
zu einer Relaxation der GefaBBmuskelzellen. In Endothelzellen kann die NO-Synthese
iiber die Aktivierung von membranstindigen Rezeptoren oder durch Scherkrifte des

stromenden Blutes stimuliert werden.

2. An GefdBlen mit geschidigtem Endothel ist die endothelabhédngige Vasodilatation
vermindert. Hier bewirkt eine exogene Zufuhr von L-Arginin - dem Substrat der NO-

Synthase - eine verbesserte endothelabhéngige Vasodilatation.

3. Die endothelabhéngige Relaxation wird im allgemeinen an vorkontrahierten Gefa3en
untersucht. Es wurden daher verschiedene Agonisten mit vasokonstriktorischer
Wirkung wie Serotonin, Phenylephrin und Prostaglandin Fao an der A. carotis von
Kaninchen gepriift, deren vasokonstriktorische Wirkung an den Gefillen ohne

Endothel verstarkt ist.

4. An vorkontrahierten Ringen der A. carotis von Kaninchen 16st Acetylcholin eine
endothelabhéngige Relaxation aus, die NO-vermittelt ist, da durch Hemmung der
NO-Synthase durch N%-Nitro-L-Arginin-Methylester (L-NAME) und L-Glutamin die
Wirkung vermindert wird. Ein Substratiiberschuf3, d.h. eine Zugabe von L-Arginin,

bewirkt eine teilweise Authebung der Wirkung von L-NAME bzw. Glutamin.

5. Das Argininderivat Argatroban, ein kompetitiver synthetischer Thrombininhibitor,
hat in vitro keinen relaxierenden als auch kontrahierenden Effekt an Gefdlen mit
intaktem Endothel. Die Acetylcholin-induzierte endothelabhingige Relaxation wird

nicht verstarkt.



6. Durch Argatroban wird die durch L-NAME hervorgerufene Verminderung der Ace-
tylcholin—induzierten Geféallrelaxation in vitro geringfiigig konzentrationsabhidngig

abgeschwécht.

7. Vor und 30 min nach i.v. Gabe von Argatroban (1 mg/kg) wurde narkotisierten
Kaninchen je eine A. carotis entnommen und die endothelabhdngige Relaxation
durch Acetylcholin und die vasokonstriktorische Wirkung von Serotonin,
Phenylephrin und Arachidonsiure sowie pléttchenreichem Plasma untersucht. Dabei

zeigte sich kein Unterschied zu den Gefdflen ohne Vorbehandlung mit Argatroban.

8. Argatroban hemmt nach i.v. Applikation dosisabhéngig die Gerinnung, die sich in
einer signifikanten Verlingerung der aPTT und der Thrombinzeit zeigt, d.h. bei
zuverléssiger gerinnungshemmender Wirkung fiihrt Argatroban zu keinen Ver-

dnderungen an intakten Gefaf3en.

9. In weiterfiihrenden Experimenten sollte die Wirkung von Argatroban an arteri-
osklerotisch veranderten Gefdlpridparaten untersucht werden, da Argatroban
moglicherweise dhnlich wie Arginin erst an arteriosklerotischen Gefdflen die gestorte

GefaBrelaxation teilweise wieder autheben kann.
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