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1 EINLEITUNG

1.1 ATIOLOGIE UND THERAPIE DES ABDOMINELLEN
AORTENANEURYSMAS

Als haufigste Ursachen flr die Ausbildung eines abdominellen Aortenaneurysmas
(AAA) bzw. einer Aortendissektion gelten die in den Industrielandern weiterhin
zunehmenden Erkrankungen Hypertonie und Arteriosklerose. Das AAA bzw. die
Aortendissektion und deren operative Therapie fuhren nicht selten zu einer
Ischamie der abhangigen Organe, so z.B. des Ruckenmarks, der Nieren, der
Organe des Splanchnikusgebietes und der unteren Extremitat. Bei einer
Untersuchung (ADAM-Studie) an 52749 Senioren zwischen 50 und 79 Jahren
wurden bei 1,2 % der Personen Aneurysmata mit einem Durchmesser von 4 cm

und mehr gefunden [55].

Im Falle eines symptomatischen Aneurysmas ist im Allgemeinen eine
Behandlungsindikation gegeben. Bei asymptomatischen Aneurysmata der Aorta
ist dagegen das Verhéltnis zwischen Behandlungsrisiko und spontanem
Rupturrisiko unbedingt abzuwégen. Das Risiko einer Spontanruptur hangt in erster
Linie vom maximalen Aneurysmadurchmesser ab. Die U.K. Small Aneurysma Trial
hat gezeigt, dass 76 % aller rupturierten Aortenaneurysmata einen maximalen
Durchmesser von 5 cm und mehr aufwiesen. Bei einem maximalen Durchmesser
von 3,5 bis 5 cm fand sich ein jahrliches Rupturrisiko von 1 %. Bei einem
Beobachtungszeitraum von 3 Jahren lag das jahrliche Rupturrisiko hier bei 2,2 %
[10]. In anderen Untersuchungen fanden sich Rupturrisiken von bis zu 20,5 %
innerhalb von 5 Jahren [94,107]. Es zeigte sich, dass grof3e Aneurysmata mit
einem Durchmesser von mehr als 7 cm zwei- bis dreimal haufiger rupturieren als

kleinere Aneurysmata [78].

Zur Pravention einer Ruptur und anderer Komplikationen wird im Allgemeinen eine
operative Versorgung des Aortenaneurysmas angestrebt. Diese kann in einigen
Fallen, in Abhangigkeit von der Lokalisation des Aneurysmas und von der

Dringlichkeit des Eingriffs, Uber eine Drahtprothese (Stent), die Uber die



EINLEITUNG

Leistenarterie in die Aorta eingebracht wird [92], geschehen. In den meisten Fallen
ist aber eine operative Resektion des Aneurysmas bzw. der Dissektion notwendig.
Hierzu muss wahrend des Eingriffs die Aorta unterhalb und oberhalb des
Aneurysmas abgeklemmt und somit der Blutfluss durch das betroffene
GefalRsegment vorubergehend unterbrochen werden. Dann kann der
aneurysmatragende GefaRRanteil durch eine Prothese ersetzt werden. Nach

Einndhen in die GefalRwand wird der Blutstrom wieder freigegeben [77].

Beschrankt man sich auf die Publikationen der vergangenen Jahre, so finden sich
perioperative  Sterblichkeitsraten bei der elektiven offenen chirurgischen
Behandlung des AAA von 1,3 — 8,2 % [5,7,36,81]. Bei einer akuten Dissektion der

thorakalen Aorta wird eine Letalitat von bis zu 50% angegeben [7].

Fast 30% aller Patienten, die im thorakoabdominellen Ubergang der Aorta
gefalRchirurgisch therapiert werden muissen, leiden im Anschluss an die Operation
an den Folgen der unumganglichen Ischamie der distalen Koérperhéalfte. Die
haufigsten perioperativen Komplikationen nach elektiver offener chirurgischer
Therapie des AAA sind Herz-Kreislauf-Insuffizienz und respiratorische Insuffizienz.
Hierbei sind die Patienten insbesondere durch die erheblichen Veranderungen der
hamodynamischen Verhdaltnisse im Rahmen der Operation gefahrdet: ein
Abklemmen der Aorta fuhrt zu einem drastischen Blutdruckanstieg proximal der
Clampingstelle. Ohne eine sofortige medikamenttse Blutdrucksenkung kann die
Auswurfleistung des Herzens schnell um bis zu 40% abnehmen. Eine
fortdauernde Uberbelastung des Herzens kann dann zu einer Uberdehnung der
linken  Herzkammer mit einer  Mangeldurchblutung der innersten
Herzmuskelschichten, einer Mitralklappeninsuffizienz und schlie3lich  zum
Lungenddem fihren [114]. Die Angaben zur Haufigkeit kardialer und pulmonaler
Komplikationen schwanken in der Literatur stark. In einer Metaanalyse von
Blankensteijn et al. wurden fur kardiale Komplikationen Haufigkeiten von 4,9-
13,6% und fur pulmonale Komplikationen 3,8-13,5% angegeben. Das grofite
Risiko fur die postoperative Frihletalitat stellen kardiale und pulmonale

Komplikationen sowie Nachblutungen, Kolon- und Extremitatenischamien dar [7].
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1.2 PATHOPHYSIOLOGIE DES THORAKALEN AORTENCLAMPINGS UND
VERHALTEN DER MINDERDURCHBLUTETEN ORGANE

Das thorakale Aortenclamping gilt als typisches Beispiel einer Ischamie-/
Reperfusionssequenz, bei der es zur Schadigung des minderdurchbluteten
Gewebes kommen kann.

Beim Abklemmen der thorakalen Aorta kommt es zu drastischen
hamodynamischen Veranderungen; es entsteht eine proximale Hypertension,
wahrend die Durchblutung distal der Clampingstelle unterbrochen ist. Prinzipiell
lasst sich die proximale Hypertension durch einen Vasodilatator behandeln
[72,19]; fur die Therapie der Ischdmie der distalen Koérperhalfte gibt es bisher
keine Moglichkeiten und die entstehenden Schéden sind zudem nicht allein durch
eine Reperfusion reversibel. Die Ischamie-/Reperfusionssequenz kann uber die
Aktivierung der Synthese von Prostaglandinen aus der Vorstufe Arachidonsaure

bis hin zu einer systemischen Entziindungsreaktion fihren [69,89].

1.2.1 GESTEIGERTE COX-AKTIVITAT

Das intrazellular lokalisierte Enzym Zyklooxygenase (COX) katalysiert den ersten
Schritt der Prostaglandinsynthese, d.h. die Synthese von proinflammatorischen
Prostanoiden (PGG; und PGH;) aus der Arachidonsaure. Dieses Enzym gibt es in
zwei verschiedenen Isoformen: COX-1 und COX-2 [101,106].

COX-1 wird in fast allen Geweben konstitutiv exprimiert und reguliert, wie auch die
COX-2, physiologische Prozesse, z.B. Zytoprotektion und H&amostase
[30,49,50,51]. Die Expression von COX-2 wird bei pathologischen Zustanden, wie
z.B. bei Krampfanfallen, Ischamie-/Reperfusionsschaden [62] und bei
degenerativen Erkrankungen [59,105], hochreguliert.

Die induzierbare COX-2, die von Zellen exprimiert wird, die an akuten und
chronischen Entziindungsreaktionen Dbeteiligt sind, ist die Isoform, die
hauptsachlich fir die Produktion von Prostanoiden (PGEzajpha, Thromboxan A, und
PGE,) [6,11,106] verantwortlich ist.

Erst kirzlich bekannt gewordene Ergebnisse deuten an, dass die COX zur I/R-
induzierten Zellschadigung auch durch die Produktion von TNFgpna beitragt.

Darlber hinaus ist die Verschiebung des Gleichgewichts hin zu den
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vasokonstriktorischen Eikosanoiden wie dem Thromboxan, das ebenfalls durch
die COX produziert wird, mitverantwortlich fir den I/R-induzierten Leberschaden
[40,116].

1.2.2 ZELLULARE MECHANISMEN

Durch die Unterbrechung der Sauerstoffzufuhr kommt es zu einem zellularen ATP-
Mangel, da die mitochondriale oxidative Phosphorylierung bereits nach 3-4
Minuten zum Erliegen kommt. Durch den Mangel an ATP kann die Zelle die
Calciumhomdostase, die physiologischerweise durch die ATP-abhéngigen
Membranpumpen gewabhrleistet ist, nicht mehr aufrecht erhalten; es kommt zur
zellularen Acidose und dadurch zu einem "Zell-Odem". Durch die gestorte
Calcium-Homoostase der Zellen kommt es zu einer Aktivierung zytoplasmatischer
Enzyme (vor allem Phospholipasen und Proteasen) und der Leukozyten. In der
nachfolgenden Reperfusionsphase kann es dadurch zu einer anhaltenden
Zellschadigung kommen [68].

Beim thorakalen Crossclamping der Aorta sind insbesondere das Ruckenmark
sowie die Nieren und der Darm durch die Unterbrechung der Durchblutung
gefahrdet. Die Unterbrechung der Blutzufuhr kann dabei bis hin zum Verlust der
Organfunktion fuhren. Hierbei besteht ein direkter Zusammenhang zwischen
Ischamiezeit und Wabhrscheinlichkeit des Verlusts der Organfunktion. Bei
Abklemmzeiten Uber 30 Minuten nimmt beispielsweise die Rate der

Querschnittslahmungen exponentiell zu [32,88,112].

1.2.3 SCHADIGUNG DES RUCKENMARKS DURCH EINE ISCHAMIE-/
REPERFUSIONSSEQUENZ

Die Schadigung des Rilckenmarks ist eine relativ héaufige und in den
Konsequenzen schwerwiegende Komplikation der thorakoabdominellen
Aortenrekonstruktion. Die Rate des Auftretens einer Parese oder Paraplegie reicht
von 0,2 % bei elektiver Reparatur eines abdominellen Aortenaneurysmas bis hin
zu 40% nach Dissektion oder Ruptur mit Beteiligung der thorakalen oder
thorakoabdominellen Aorta [26]. Als pradiktive Faktoren flr das Auftreten eines

neurologischen Defizits der unteren Extremitat, bedingt durch eine transiente oder
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auch permanente Ischamie, gelten unter anderem das Ausmal} des Aneurysmas,
die Unterscheidung in Ruptur und Dissektion, Rauchen, postoperative
Hypotension und Alter [102,112]. Deshalb wurden bereits viele Techniken
untersucht, um eine Ischdmie des Ruckenmarks zu vermeiden, so z.B. Perfusion
der distalen Aorta, Liquordrainage, pharmakologische oder metabolische
Beeinflussung, Identifikation der Blutversorgung, Ableiten von somatosensorisch

oder motorisch evozierten Potentialen und Hypothermie [26].

Strategien zur Minimierung des Risikos umfassen zurzeit:

1. Minimierung von Dauer und Ausmalf3 der Ischamie

2. Wiederherstellung der Durchblutung des RM durch Reimplantation von
Segmentarterien

3. Protektive MalRnahmen, die das neuronale Uberleben nach transienter

Ruckenmarksischamie unterstiitzen sollen, z.B. regionale Hypothermie.

1.3 COX-2 HEMMER PARECOXIB

In klinischen und experimentellen Untersuchungen konnte nachgewiesen werden,
dass bei einer Ischamie-/Reperfusionssequenz unter anderem Prostanoide wie
z.B. Prostaglandin E;, Prostazyklin, Thromboxan A, in unterschiedlicher
Konzentration freigesetzt werden [70,85,89].

Aus der Transplantationsmedizin ist zudem bekannt, dass Mediatoren aus dem
Arachidonsaurestoffwechsel eine unspezifische Entziindungsreaktion hervorrufen
kbnnen und dber ihre vasoaktive  Komponente den Ischamie-/
Reperfusionsschaden verstarken konnen. So hat eine Hemmung der
Zyklooxygenase vor Reperfusion nach Nierentransplantation eine verbesserte
Frih- und Spatfunktion der Transplantate zur Folge [1]. Daraus entstand die
Uberlegung, dass selektive COX-2-Hemmer einen therapeutischen Effekt bei I/R-
Schaden haben konnten. Bei nichtselektiven COX-Hemmern muss man als
Nebeneffekt die Hemmung der Thrombozytenaggregation in Kauf nehmen.
AulRerdem wird auch die Synthese des als zytoprotektiv bekannten Prostaglandin
E1 gehemmt [29].

Die Ergebnisse aus verschiedenen Studien, wie z.B. reduzierter renaler

Thromboxan A, (TxA,)-Exkretion nach Ischamie in der Transplantationsmedizin
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[49] und Schutz vor I/R-Schadigung durch Hemmung von TxA; [101], unterstitzen
weiter die ldee eines positiven Effekts von COX-2-Inhibitoren.

Andere Studien bestatigen die wichtige Rolle, die das Enzym COX-2 beim
ischamischen Zelltod von Neuronen spielt. Bei Ausschaltung von COX-2 auf
genetischer Ebene hat sich gezeigt, dass das Infarktvolumen bei Verschluss der
Arteria cerebri media deutlich reduziert ist [38]. Die COX-2 wird in Neuronen an
der Infarktgrenze [14,15,37] und auch im Nagetier-Modell bei Schlaganfallen [61]
exprimiert. Durch Gabe eines COX-2-Hemmers soll dabei das Infarktvolumen
reduziert werden. Diese Tatsache konnte auf einen neuen Mechanismus der
Neuroprotektion durch einen dominanten PGE;-Rezeptor-Subtyp im Gehirn
zurtckzufihren sein [61]. Wahrend Klinische Untersuchungen eine Verbindung
zwischen der Langzeitanwendung des COX-2-Hemmers Rofecoxib und einem
erhohten Risiko flur atherothrombotische Ereignisse festgestellt haben, konnte
dieses erhohte Risiko nicht fur andere COX-2-Hemmer, wie zum Beispiel
Parecoxib, einer injizierbaren Vorstufe von Valdecoxib, nachgewiesen werden
[43,103,113].

Systemische und renale Effekte von intraoperativ appliziertem Parecoxib wurden
bereits im Hausschwein-Modell nach Gabe des Medikaments in die A. renalis
wahrend eines juxta-renalen Crossclampings untersucht. Es konnte in dieser
Studie keine kardiotoxische Wirkung nachgewiesen werden. Parecoxib zeigte
zudem eine renoprotektive Wirkung, die sich in einer signifikant geringeren
Abnahme der Kreatininclearance bei den mit Parecoxib behandelten Tieren
aulBerte [33]. Um einen potentiell schitzenden Effekt vor I/R-Schaden beim
aortalen Crossclamping zu untersuchen, wurde in dieser Studie der hochselektive
COX-2-Hemmer Parecoxib 45 Minuten vor dem Clamping der Aorta in einem
klinisch relevanten Grosstiermodell angewandt. Die Einzeldosisempfehlung von 40
mg/h basiert auf tierexperimentellen Daten und Dosisfindungsstudien aus dem

humanen Bereich.
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1.4 AUSSAGEKRAFT VON P21/P27 EXPRESSION UND TUNEL-T EST

1.4.1 P21 UND P27

P21 und p27 zahlen zu den "cyclin dependent kinase inhibitors” (CDKI). Diese
konnen in den Zellzyklus negativ eingreifen, ihn in der G1-Phase blockieren und
damit die weitere Entwicklung bis hin zur Mitose hemmen [47]. Die CDKI-Gene
gelten als objektiver Marker eines DNS-Schadens, aber auch als Marker fir
adaquate Reparatur. Eukaryonte  Zellen haben eine begrenzte
Proliferationskapazitat und konnen sich daher nicht unendlich oft teilen. Sie
unterliegen einem irreversiblen Stopp ihrer Zellteilungsfahigkeit und gehen in
einen verdnderten Zellstatus, der als Seneszenz bezeichnet wird, Gber [13,28].
Seneszenz wird als Tumor-suppressiv angesehen; eine Umgehung der

Seneszenz kann potentiell zu einer onkogenen Transformation fihren [2].

Eine gesteigerte Expression von p21 lasst sich beispielsweise bei Tieren héheren
Alters finden [20], beim Cisplatin-induzierten akuten Nierenversagen [66] und auch
bei Cyclosporin-Toxizitat [47]. Ebenso findet sich eine Uberexpression von p27 bei
vorgealterten Zellen [2] und als Antwort auf verschiedene Stressoren, unter
anderem Ischamie [79,80]. Eine Telomerlangenverkirzung stellt einen
Triggereffekt fur die weitere Aktivierung der CDKI-Gene dar [118]. Es konnte
namlich gezeigt werden, dass es im Rahmen einer Ischamie-/
Reperfusionssequenz zu einer signifikanten Uberexpression von p21 und p27 in
allen renalen Gewebeanteilen kam. Eine I/R-Sequenz ist ein erheblicher Stressor,
der zu einer DNS-Zerstorung und zu vorzeitiger Alterung des Nierengewebes
fuhrt. Eine Hochregulierung von p21 und p27 kbénnte somit als protektiver
Mechanismus gegen eine Replikation solcher I/R geschéadigter Zellen betrachtet
werden [93].
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1.4.2 TUNEL-TEST

Der TUNEL-Test (TdT-mediated nick end-labelling technique) dient zur Detektion
von Apoptosen. Im Gegensatz zur Nekrose ist die Apoptose ein so genannter
"programmierter Zelltod", das heil3t, sie findet auch physiologischerweise statt,
z.B. um durch Ischamie/Reperfusion geschadigte Zellen zu eliminieren. Um die
Apoptosen besser identifizieren zu koénnen, macht man sich nicht nur die
Morphologie des apoptotischen Nukleus, sondern auch die bei der Apoptose
zwangslaufig durch die Aktivierung von Endonukleasen entstehenden DNS-
Fragmente zunutze [100]. Hierzu soll in dieser Studie der TUNEL-Test zum
Einsatz kommen. Durch eine Ischdmie mit anschlieRender Reperfusion kann es zu
einer vermehrten Anzahl an Apoptosen im betroffenen Gewebe kommen.
Oxidativer Stress durch eine Ischamie-/Reperfusionssequenz fuhrt tber vermehrte
Lipidperoxidation und einen Abfall des Potentials an der mitochondrialen Membran
zur Caspasenaktivierung und damit zur Apoptose [115]. Es soll untersucht

werden, ob durch Parecoxib die Anzahl an Apoptosen vermindert werden kann.

1.5 FRAGESTELLUNG

Von dieser Studie werden Antworten auf die folgenden Fragen erwartet:

1)) Kann durch die Gabe des COX-2-Hemmers Parecoxib ein auftretender
Ischamie- und  Reperfusionsschaden in den Organen des
Splanchnikusgebietes, der Niere, der unteren Extremitdt und des
Ruckenmarks begrenzt werden?

2.)  Zeigt Parecoxib deutliche zytoprotektive Effekte?

3) Kann Parecoxib evtl. sogar fur eine klinische Anwendung empfohlen

werden?



MATERIAL UND METHODEN

2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 TIERMODELL DEUTSCHES HAUSSCHWEIN

Mit der durchgefiihrten Studie soll der Einfluss des COX-2 Hemmers Parecoxib
auf Ischamie-/Reperfusionsschaden, die im Rahmen eines 30 mindtigen
thorakalen Crossclampings der Aorta entstehen konnen, untersucht werden.
Hierbei sollen Veranderungen der Hamodynamik, der Konzentration einzelner
Prostaglandine und Veranderungen bei der Expression der Zellalterungsmarker
p21 und p27 sowie der Anzahl der Apoptosen (TUNEL-Test) ermittelt werden.

Die Versuche wurden am Tiermodell “Deutsches Hausschwein“ durchgeftihrt. An
einem Tiermodell kleinerer Spezies (Mause, Ratten) ware keine ausreichende
Probengewinnung hinsichtlich des Blutvolumens moglich gewesen. AufRRerdem
ware die chirurgische Préparation der GefalRe aufgrund der GroRRenverhaltnisse
deutlich erschwert gewesen. Bei den infrage kommenden Spezies war daher das
Schwein vorzuziehen, das aul3erdem eine hohe Homologie zum Menschen besitzt
bzgl. der Lage und Konfiguration der abdominellen und thorakalen Organe sowie

der physiologischen und pathophysiologischen Prozesse [21].

Der Versuchsplan wurde in Zusammenarbeit mit der Abteilung Biometrie und
Medizinische Dokumentation der Universitat Ulm erstellt (Gutachten vom 14. Mai
2003). Die Genehmigung der Studie erfolgte durch den Tierschutzbeauftragten der
Universitdt UIm und das Regierungsprasidium in Tidbingen. Es wurden 18
Hausschweine beider Geschlechter (deutsche Landrasse) im Alter von 3 Monaten

mit einem medianen Koérpergewicht von 50 kg (41-60 kg) verwendet.

2.2 OPERATIVE VORBEREITUNG DER VERSUCHSTIERE

2.2.1 NARKOSE

Nach 24-stindiger Nahrungskarenz (Wasser war fir die Tiere ad libitum
verfuigbar) erhielten die Versuchstiere eine Stunde vor der Narkoseeinleitung eine

intramuskulare Pramedikation mit 5 mg/kg Azaperon (Stresnil®; Janssen, Neuss,
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Deutschland) und 0.05 mg/kg Atropin (Atropinsulfat®; Braun, Melsungen,
Deutschland). Anschliel3end wurden die Tiere schlafend in einer Transportkiste in
den Tier-OP transportiert. Im OP wurden die Tiere auf dem Rucken gelagert, die
0O,-Sattigung pulsoxymetrisch Uber einen “Fingerclip am Schwanz (berwacht.
Unter Sauerstoffgabe wurde die Narkose mit 8-10 mg/kg Pentobarbital-Natrium
(Narkodorm®, Alvetra, Neumunster, Deutschland) und 2 mg/kg Ketamin
(Ketavet®, PharmaCOa & Upjohn, Erlangen, Deutschland) Uber eine
Ohrvenenkantlle eingeleitet. Nach orotrachealer Intubation erfolgte die
Muskelrelaxation mit 10 mg Alcuronium (Alloferin®, Roche, Frankreich). Die
Beatmung wurde volumenkontrolliert mit einem Luft-Sauerstoff-Gemisch (FiO-
0.35, PEEP 4 cm H;0O) mit einer Atemfrequenz von 10-12/min und einem
Atemzugvolumen von 15 ml/kg durchgeftihrt (Servo 900 B, Siemens Elema, Lund,
Schweden). Es wurde eine Normoventilation mit einem endtidalen Kohlendioxid-
Partialdruck (pCO,) von 35-40 mm Hg und eine transkutan gemessene arterielle
Hamoglobin-Sauerstoff-Sattigung von mehr als 90 % angestrebt (transkutane
Pulsoxymetrie, Hewlett Packard 66S™ Monitor, Hewlett Packard, San Antonio,
USA). Zur Dekompression wurde eine Magensonde eingelegt. Zur
Muskelrelaxation wurden 10-15 mg/h Alcuronium (Alloferin®, Roche, Frankreich)
kontinuierlich infundiert. Die Narkose wurde durch eine Dauerinfusion von
Pentobarbital (6-12 mg/kg/h) und Buprenorphin (0,9-1,5 mg als Bolus nach
Wirkung) (®; Janssen, Neuss, Deutschland) aufrechterhalten. Das EKG und die
Rektaltemperatur wurden zusatzlich Gberwacht. Die Koérpertemperatur des Tieres
wurde nach Bedarf mit einer Heizmatte oder durch externe Kihlung konstant bei
37.5%238.5° Celsius (Normalwert) gehalten. Zur Flis sigkeitssubstitution wurde
kontinuierlich Ringer-Losung (10 ml/kg/h) und zur Kreislaufstabilisierung HES 6%
(Serumwerk Bernburg, Bernburg, Deutschland) infundiert. Zur
Thromboseprophylaxe wurden kontinuierlich 1000 1U/h Natrium-Heparin zugefihrt.
Der Blutglukosespiegel wurde regelmafig kontrolliert und bei Bedarf (Glukose <
60 mg/dl) mit Glukose/Xylit 20% (PharmaCOa & Upjohn, Erlangen, Deutschland)
auf normoglykamischen Werten gehalten. Dieses Vorgehen bei der Narkose der
Tiere hatte sich bereits in mehreren vorangegangenen Studien bewahrt
[41,74,82,108].
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2.2.2 OPERATION

Die weitere Vorbereitung umfasste das Abwaschen des Tieres, Rasieren der
Haare, Desinfektion und das sterile Abdecken des Operationsgebietes. Zunachst
erfolgte unter sterilen Bedingungen die Freilegung der rechten Arteria carotis
communis und Kanilierung mit einem 4 F-Katheter zur kontinuierlichen
Uberwachung des arteriellen Mitteldrucks der proximalen Kdérperpartie (pMAP)
und zur Gewinnung von Blutproben. Nach Préparation der Vena jugularis interna
und Vena submandibularis rechts erfolgte das Einlegen von zwei 8,5 F-
Gefalischleusen. Die kontinuierliche Messung des zentralventsen Drucks (ZVD),
des mittleren Pulmonalarteriendrucks (MPAP) sowie die intermittierende Messung
des pulmonalkapillaren  Verschlussdrucks und des Herzzeitvolumens
(Thermodilution) wurde durch Einschwemmen eines Pulmonalarterienkatheters (7
F-Thermodilutionskatheter Modell 93A 754™, Fa.Baxter Healthcare, Irwine CA,
USA) Uber die distale der beiden 8,5 F-Schleusen ermoglicht. Ein
Angiografiekatheter (7 F-Multipurpose® A-1, Cordis, Roden, Niederlande) wurde
unter sonografischer Kontrolle dber die proximale Gefal3schleuse zur
hepatischvendsen Blutentnahme in eine Lebervene vorgeschoben. Die
Praparation der Venae jugularis interna links und submandibularis links mit
Einlage eines 3-lumigen zentralventsen Katheters in die Vena cava superior
erfolgte  zur Applikation von Medikamenten und Infusionsflissigkeiten.
Anschliel3end wurden die rechten und linken Femoralgefal3e freiprapariert. In die
rechte Arteria femoralis wurde eine 8,5 F-Gefal3schleuse eingelegt. Hierlber
wurde ein 4 F-Katheter zur Blutabnahme distal der Clampingstelle und
kontinuierlichen Messung des arteriellen Mitteldrucks der distalen Korperhalfte
(dMAP) eingebracht. In die linke Femoralarterie wurde ein fiberoptischer Katheter
eingebracht, um mit der Farbverdiinnungsmethode das Herzzeitvolumen (cardiac
output) zu bestimmen. In die Vena femoralis rechts wurde eine 8,5 F-
Gefalischleuse eingelegt. Hierlber erfolgte das Einbringen eines Katheters (7 F-
Multipurpose® A-1, Cordis, Roden, Niederlande), welcher nach Laparotomie zur
Messung der Nierenstoffwechselparameter unter manueller Fihrung bis in die
rechte Vena renalis vorgeschoben wurde. AnschlieRend erfolgte die Freilegung
der linken Vena femoralis zur Einlage einer 8,5 F-Gefal3schleuse. Hierliber wurde

ein 2-lumiger zentralvendser Katheter (7 F-Multipurpose® A-1, Cordis, Roden,
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Niederlande) zur Blutentnahme eingebracht, welcher bis in den Bereich des
Konfluens der Venae iliacae communis vorgeschoben wurde. Darauf folgten die
Durchfihrung der links-anterioren Thorakotomie und die Préparation der
deszendierenden thorakalen Aorta in Atelektase der Lunge. Die Aorta descendens
wurde unmittelbar distal des Abgangs der Arteria subclavia sinistra mit einem
Kunststoffbdndchen angeziigelt. Ein Tourniquet wurde eingebracht und transkutan
Uber ein Plastikrohrchen aus dem Brustkorb ausgeleitet. Hierdurch wurde eine
temporare Okklusion der thorakalen Aorta (Clamping) sowie die Wiederfreigabe
des Blutstromes (Declamping) nach Wundverschluss ermdglicht. Zur Ableitung
von entstehenden Flissigkeitsansammlungen im Pleuraspalt und zur Pravention
eines Spannungspneumothorax wurde noch eine 28F-Thoraxdrainage eingelegt
und die Wunde zweischichtig verschlossen. Es folgte eine mediane Laparatomie
und die Praparation der Arteria hepatica communis distal des Abgangs der Arteria
gastroduodenalis, der Vena portae, der Arteria renalis rechts sowie der
infrarenalen abdominellen Aorta. Um diese vier Gefal3e wurde jeweils eine
Ultraschallflusssonde (T206 Transonic Systems™, Transonic Systems, Ithaca,
USA) zur Messung der Durchblutungsrate eingesetzt. Eine vorsichtige Praparation
war notwendig, um eine eventuell auftretende Dissektion der Gefal3e mdglichst
gering zu halten. Die Vena portae wurde punktiert und ein 4 F-Katheter (CS-
16402; Arrow™, Reading, USA) zur Blutentnahme eingefuhrt. Eine kurze
lleumschlinge wurde Uber die mediane Laparotomie als doppellaufiges lleostoma
ausgeleitet und die Laparotomiewunde dreischichtig verschlossen. Das lleostoma
wurde zum Schutz der Schleimhaut vor Flissigkeits- und Temperaturverlust mit
einem Stomabeutel (Stomadres plus®, Bristol-Myers, Baar, Schweiz) versorgt.
Anschlieend wurde ein fiberoptischer Katheter zur kontinuierlichen
intramukosalen  pCO,-Messung (Paratrend 7®, Biomedical Sensors,
Highwycombe, United Kingdom) eingebracht. Unter sonografischer Kontrolle
erfolgte die perkutane Anlage eines Cystofix-Katheters (Cystofix Suprapubic

Catheter FG15™, Medicalproducts, Australien) zur Urinsammlung.
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2.3 VERSUCHSPLAN

Im Anschluss an die zweistiindige Ruhephase nach der Operation erfolgte
zunachst die Erhebung der Basisdaten. Diese entsprechen dem Messzeitpunkt 1
(MZP 1). Danach wurde durch Anziehen des thorakalen Torniquets der Verschluss
der thorakalen Aorta unmittelbar distal des Abgangs der linken Arteria subclavia
fur eine Dauer von 30 Minuten bewirkt. Wahrend des Clampings wurden die Tiere
gemal ihrer Gruppeneinteilung medikamentdés behandelt. Die Clampingdauer
wurde ausgewahlt, um grol3e, sich Uber mehrere Segmente erstreckende Infarkte
des Ruckenmarks zu vermeiden, wie sie bei Schweinen bei 45-60 minitigem

Abklemmen beobachtet wurden [64].

Tabelle 1: Versuchsplan

n Anzahl der Versuchstiere NaCl Natriumchlorid

Gruppe Behandlung

Kontrollgruppe (Placebo, PLA) Unbehandelte Kontrollgruppe erhalt
n=10 wahrend der Operation identische

Volumina von 0,9% NaCl-Losung

intravends infundiert.

Versuchsgruppe (Parecoxib, PAR) Versuchsgruppe erhalt wahrend der 45
n=8 Minuten vor der Ischamiephase 40 mg
Parecoxib in 0,9% NaCl-Lésung

kontinuierlich intravenos infundiert

Wahrend des Abklemmens wurde eine Kombination aus Nitroglyzerin (1,7 mg/min;
Nitrolingual® infuse, Pohl-Boskamp GmbH & Co, Hohenlockstedt, Deutschland),
Esmolol (16,5 mg/min, Brevibloc®, Baxter Healthcare, Unterschleil3heim,
Deutschland) und Adenosin-5"-Triphosphat (2 - 10 mg/min, Striadyne®, Wyeth-
Lederle, Paris, Frankreich) infundiert, um den pMAP zwischen 80 und 120% des
Ausgangswertes zu halten. Die Auswahl dieser Medikamente beruht auf den
Erfahrungen aus einer vorangegangenen Studie der Abteilung. Um eine
kontinuierliche Flussigkeitszufuhr sicherzustellen, erhielten alle Tiere 10 ml/kg/h
Ringer-Losung (Ringerlésung, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland) vom

Beginn der operativen Vorbereitung bis zum Ende des Experiments. Zusatzlich
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wurden wahrend der Dauer des Clampings 1500 ml Hydroxylethylstarke infundiert,
um die Vorlast vor dem Declamping zu optimieren.

Funf Minuten vor Freigabe des Aortenlumens wurden die funktionellen und
metabolischen Daten von Lunge, Herzkreislaufsystem, Niere,
Hepatosplanchnikusgebiet und unterer Extremitdt erhoben. Diese Daten
entsprechen dem Messzeitpunkt 2 (MZP 2). Daraufhin wurde das Aortenlumen
langsam Uber 1 Minute wieder freigegeben. Wahrend der ersten 30 Minuten
Reperfusion wurden nochmals 1500 ml Hydroxylethylstarke infundiert um eine
Hypotension zu vermeiden. Es schloss sich eine Nachbeobachtungsphase von 4
Stunden an. Weitere Messwerte wurden, soweit nicht anders beschrieben, 2 und 4
Stunden nach Freigabe der Aorta erhoben (MZP 3 und 4).

Nach Abschluss der Messungen und Entnahme der Gewebe zur
immunhistochemischen Aufarbeitung wurden die tief narkotisierten Versuchstiere
mit einer zusatzlichen Dosis Pentobarbital-Natrium und einer Kaliumchlorid-
Injektion (20 mval) getotet.

Zur nachfolgenden immunhistochemischen Untersuchung wurden Biopsien des
Ruckenmarks aus dem Ilumbalen Bereich, der Leber, der Niere, des

Skelettmuskels (aus der unteren Extremitat) und des Dinndarms entnommen.

Versuchsende

Transport Chirurgische Ruhephase | Clamping Nachbeobachtung

Einleitung Praparation

Intubation

1h 4h 2h 30min 4h
v v v v v R
25 min 125 min ‘ 120 min ‘
MZP 1 MzZP 2 MZP 3 MZP 4

MZP  Messzeitpunkt

Abbildung 1: Schema des Versuchsablaufes
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2.4 ENTNAHME UND AUFBEREITUNG DER GEWEBEPROBEN

Am Versuchsende wurden aus folgenden Organen Biopsien zur histologischen
Aufarbeitung entnommen: Rickenmark (lumbal), Leber, Dinndarm, Nieren und
Skelettmuskel (untere Extremitat). Eine histologische Untersuchung der
entnommenen Gewebeproben (RM, Niere, Leber, Darm, Skelettmuskel) mit
Bestimmung der p21/p27 Genexpression mittels spezifischer Antikbrper, sowie ein
TUNEL-Test zur Messung der Apoptoserate in Niere, RM und Darm wurden
durchgeflhrt. Diese Methoden sind in der Abteilung/Universitat etabliert [93].

Die Gewebeproben werden zunachst in 3,8%igem neutral gepuffertem Formalin
fur ca. 72 Stunden fixiert (Verhaltnis Gewebe zu Formalin 1:20), anschlieRend in
aufsteigender Alkoholreihe entwassert und danach mit Xylol wieder vom Alkohol
befreit. Die Praparate wurden schliel3lich in Paraffin eingebettet und bei einer
Schichtdicke von 2 um auf Objekttrager aufgebracht (SuperFrost® Plus; Menzel-
Glaser®; Art. nr. J1800AMNZ; Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig,
Deutschland), fixiert und bei 56C tGber Nacht im Br utschrank getrocknet. Nun wird
die Expression folgender Gene immunhistologisch in den Gewebeproben
evaluiert: p21 (p21 (C-19) sc-397 rabbit polyclonal IgG; Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, USA) sowie p27 (p27 (C-19) sc-528 rabbit polyclonal IgG; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, USA).

Bei den Gewebeproben aus Rickenmark, Niere und Dinndarm wurde zusatzlich

ein TUNEL-Test zur Darstellung apoptotischer Zellkerne durchgefuhrt.

2.5 DURCHFUHRUNG DER IMMUNHISTOCHEMIE P21/P27

Die Proben wurden im Xylolbad (Xylol Isomerengemisch; Prod.nr. 16446; Riedel-
de-Haen; Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Seelze, Deutschland) in 3
Zyklen zu je 10 Minuten vom Paraffin befreit und anschlieRend in absteigend
konzentrierter Alkoholreihe (je 3 Minuten in 100%, 100%, 70%, 50% Isopropanol)
rehydriert (2-Propanol fur Analyse; Prod.nr. 33539; Riedel-de-Haen; Sigma-Aldrich
Laborchemikalien GmbH, Seelze, Deutschland). Nach dem Waschen in
destilliertem Wasser erfolgte die Behandlung der Schnitte in der Mikrowelle. Zur

besseren Entfaltung der Antigene und Reduktion der Hintergrundfarbung wurden
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die Proben hierbei 20 Minuten in einem Zitratpufferbad (Target Retrieval Solution
10x Concentrate; Prod.nr. S1699; Dako Cytomation, Carpinteria, USA) bei pH 6,0
in der Mikrowelle erhitzt. Um eine kontinuierliche Benetzung der Préparate mit
Zitratpuffer zu gewabhrleisten, wurde mehrfach wéhrend der Behandlung
Uberkochender oder verdampfter Zitratpuffer ersetzt. Nach Abkihlen und
erneutem Waschen der Proben in destilliertem Wasser und PBS (PBS (10x)
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline; Prod.nr.: 14080-048; Gibco™, Invitrogen
Corporation; Paisley, United Kingdom) wurden die Proben mit 2%-iger
Wasserstoffperoxidlosung (Wasserstoffperoxid 30% "Baker Analyzed"; Prod.nr.:
7047; J.T. Baker; Mallinckrodt Baker B.V. Deventer, Niederlande) geldst in
Methanol (Methanol zur Analyse; Prod.nr.. 1.06009.2511; Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland) inkubiert, um die endogene Peroxidase zu blockieren.
Die Gewebeschnitte wurden dann fir 1 Stunde mit der betreffenden
Antikorperlésung in einer Feuchtkammer bei Raumtemperatur inkubiert (p21 (C-
19) sc-397 rabbit polyclonal IgG; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA und
p27 (C-19) sc-528 rabbit polyclonal IgG; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
USA). Es wurden 1:50 Verdunnungen des Antikdrpers fur alle Organe auf3er fur
den Darm p27 (hier wurde eine 1:100 Verdinnung verwendet) hergestellt. Die
Antikdrper wurden hierzu in PBS plus 1% BSA (Albumin, bovine Serum =96%
Essentially Fatty Acid Free; Prod.nr. A6003-106; Sigma-Aldrich Inc.; St. Louis,
USA) gelost. Das Serumalbumin vermindert dabei die unspezifische
zytoplasmatische Hintergrundfarbung. AnschlieRend wurden die Proben in 3
Zyklen mit PBS gewaschen und nach Auftragen von EnVision+ (EnVision+ ®
System Labelled Polymer-HRP Anti-Rabbit; Prod.nr. K4003; Dako Cytomation,
Carpinteria, USA) 30 Minuten bei Zimmertemperatur in der Feuchtkammer
inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS wurden die Proben mit flissigem
Diaminobenzidin (DAB) (Liquid DAB+ Substrate Chromogen System; Prod.nr.:
K3468; Dako Cytomation, Carpinteria, USA) unter Betrachtung im Mikroskop
entwickelt und nach vollstandiger Auspragung der Farbung in destilliertes Wasser
gegeben. Dann wurden die Proben in 40%-iger Hamalaunlésung (Mayers
Hamalaunlosung fur die Mikroskopie (enthalt Ethanol); Prod.nr.: 1.09249.2500;
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) gegengefarbt und anschlieend in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (2-Propanol fur Analyse; Prod.nr. 33539; Riedel-de-
Haen; Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Seelze, Deutschland) dehydriert
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und nach einem abschlieendem Xylolbad eingedeckelt (ENTELLAN® neu,
Schnelleindeckmittel fir die Mikroskopie; Prod.nr.: 1.07961.0100; Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland). Negativkontrollen wurden nicht mit Antikérperlésung,

sondern stattdessen mit 1%-igem BSA inkubiert.

2.6 DURCHFUHRUNG DES TUNEL-TESTS

Zur Darstellung apoptotischer Zellkerne wurde bei den Organen Niere, RM und
Darm ein TUNEL-Test durchgefiihrt. Die Schnitte wurden mittels Xylol (Xylol
Isomerengemisch; Prod.nr. 16446; Riedel-de-Haen; Sigma-Aldrich
Laborchemikalien GmbH, Seelze, Deutschland) in 4 Zyklen a 5 Minuten
entparaffiniert. AnschlieBend wurden sie in 100%-igem Ethanol (Apotheke,
Universitatsklinikum Ulm) gewaschen und in absteigender Alkoholreihe (je 10
Minuten in 100%, 90%, 70% Ethanol) rehydriert. Zur Blockierung der endogenen
Peroxidase wurden die Proben dann in Methanol (Methanol zur Analyse; Prod.nr.
1.06009.2511; Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) mit 1% Wasserstoffperoxid
(Wasserstoffperoxid 30% "Baker Analyzed"; Prod.nr. 7047; J.T. Baker,
Mallinckrodt Baker B.V. Deventer, Niederlande) gebadet und anschlieend mit
PBS-Puffer gespult. Der PBS-Puffer wurde hergestellt aus: 1,4 g Kaliumchlorid
(Kaliumchlorid;  Prod.nr. 60130; Fluka, Riedel-de-Haen; Sigma-Aldrich
Laborchemikalien GmbH, Seelze, Deutschland); 1,4 g Kaliumdihydrogenphosphat
(Kaliumdihydrogenphosphat; Prod.nr. 60219; Fluka, Riedel-de-Haen; Sigma-
Aldrich Laborchemikalien = GmbH,  Seelze, Deutschland); 8,07 g
Natriummonohydrogenphosphat Dihydrat (Natriummonohydrogenphosphat
Dihydrat; Prod.nr. 0326; J.T. Baker; Mallinckrodt Baker B.V. Deventer,
Niederlande); 56 g Natriumchlorid (Natriumchlorid; Prod.nr. 71379; Fluka, Riedel-
de-Haen; Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Seelze, Deutschland) gel6st in
7 Liter destilliertem Wasser. Die Dunndarmproben wurden daraufhin in der
Mikrowelle exakt 1 Minute in Zitratpuffer (Citric Acid Monohydrate; Prod.nr.: C-
1909; 10 mmol/l, Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland) bei pH 6,0
behandelt. Danach wurden die Proben in einer Feuchtkammer bei 37<C fir exakt
15 Minuten mit 100ul einer Proteinase K-Mischung (ICN; Bestellnr. 193504)

inkubiert. Fir die Proben, die in der Mikrowelle inkubiert wurden, wurde eine

17



MATERIAL UND METHODEN

Proteinase-Konzentration von 0,15% (verdiinnt in PBS-Puffer) gewéahlt und fur die
Proben ohne Mikrowellenbehandlung und die Negativkontrollen eine
Konzentration von 1,5% (verdinnt in PBS-Puffer). Nach Spulen mit PBS-Puffer
wurden die Proben, aber nicht die Negativkontrollen, mit TDT-Spulpuffer inkubiert
und in der Feuchtkammer fir einige Minuten aufbewahrt. Der TDT-Spilpuffer
wurde hergestellt aus 0,36 g 30mM Tris (Tris; Prod.nr. 108382.2500; Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland); 2,996 g 140mM Na-Cacodylat (Na-Cacodylat; Prod.nr.
15540.02; Serva, Heidelberg, Deutschland); 0,0238 g 1mM Cobaltchlorid
(Cobaltchlorid; Prod.nr. C-2644; Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Seelze,
Deutschland); 0,25 g BSA (Bovine Serum Albumin; Prod.br. 11930; Serva,
Heidelberg, Deutschland), aufgefillt auf 100 ml mit Aqua dest.; Einstellen des pH-
Wertes auf 7,2. AnschlieBend wurden auf die Proben, nicht aber auf die
Negativkontrollen, 30 pl der Inkubationslésung aufgetragen und die Proben fur 2 h
bei 37T in der Feuchtkammer inkubiert. Die Inkubationslosung bestand pro
Schnitt aus: 24,86 pl Aqua dest; 6,43 pl TDT-(5x)Puffer (Fa. Promega, Madison,
USA); 0,54 pl Biotin-16-dUTP (Biotin-16-dUTP; Prod.nr. M189A; Boehringer
Mannheim, Mannheim, Deutschland); 0,32 ul TDT (Terminal Desoxynucleotidyl
Transferase; Prod.nr. M187B; Fa. Promega, Madison, USA). Nach der Inkubation
wurden die Schnitte erneut mit PBS-Puffer gespult. Daraufhin wurden auf jeden
Schnitt 100 ul biotinyliertes Streptavidin (Dianova, Hamburg, Deutschland) in einer
Verdinnung von 1:2000 mit PBS-Spilpuffer aufgetragen und anschliel3end fur 30
Minuten in der Feuchtkammer bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem
Spulen mit PBS-Puffer wurden die Schnitte mit AEC entwickelt. Die AEC-L6sung
(10 ml) wurde hergestellt aus: 2,1 ml Essigsaure 0,1M mit Natriumacetat 0,1 M auf
10 ml aufgefullt und anschlieRend 500 pl davon verworfen. Diese Mischung wurde
zu 4 mg AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazol; Prod.nr. A-5754; Sigma-Aldrich GmbH,
Steinheim, Deutschland) gemischt mit 500 pul DMF (N, N-Dimethylformamid,;
Prod.nr. 40240; Sigma-Aldrich GmbH; Steinheim, Deutschland) gegeben. Kurz vor
Gebrauch wurde noch 5 pl H,O, zu den 10 ml AEC-L6sung gegeben. Die Proben
wurden dann unter dem Mikroskop betrachtet und bei Farbung, aber spéatestens
nach 20 Minuten, in Leitungswasser gegeben, um die Reaktion zu stoppen. Die
Proben wurden mit Hamalaun (Mayers Hamalaunlésung fur die Mikroskopie
(enthalt Ethanol); Prod.nr.: 1.09249.2500; Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
1 Minute geféarbt und anschlielend 10 Minuten unter flieRendem Wasser geblaut.
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AbschlieBend wurden die Objekttrager mit auf 70T erhitzter Kaiser's
Glyceringelatine eingedeckelt (Kaiser's Glyceringelatine; Prod.nr. 1.09242.0100;
Merck KGaA; Darmstadt, Deutschland).

2.7 AUSWERTUNG DER PROBEN

2.7.1 AUSWERTUNG DER IMMUNHISTOCHEMISCHEN PRAPARATE

Die Schnitte wurden ohne Kenntnis der Zuordnung zu Kontroll- oder
Versuchsgruppe am Mikroskop in 10-20 facher VergréRerung ausgewertet.
Hierbei wurde lediglich eine Anfarbung des Zellkerns gewertet und gezahlt. Fur
das Ruckenmark konnte fur p21 ein kompletter Querschnitt ausgewertet werden.
Dazu wurde in jedem Querschnitt, aufgeteilt nach weil3er Substanz, grauer
Substanz und BlutgefaRen, jeweils die Anzahl der angefarbten Zellkerne
bestimmt. FUr p27 wurde jeweils ein Gesichtsfeld im Mikroskop in der 20 fachen
Vergrolerung ausgezahlt, da wegen der hoheren Anzahl an angefarbten
Zellkernen eine Auszahlung eines gesamten Querschnittes nicht moglich war. Far
die Niere wurde fir p21 und p27 ein Feld von 0,5 x 0,5 cm in der Nierenrinde
gewahlt und in diesem Feld die Anzahl der angefarbten Zellkerne in den
Glomeruli, den Tubuli, den Blutgefal3en und dem Interstitium bestimmt. Fir den
Muskel wurde fir p21 und p27 ein Feld von 0,5 x 0,5 cm gewahlt und in diesem
Feld die Anzahl der angefarbten Zellkerne in den Muskelzellen, den Blutgefal3en
und im Interstitium bestimmt. Fur die Leber wurde fir p21 wegen der hohen
Anzahl an angefarbten Zellkernen lediglich ein Gesichtsfeld in der 10 fachen
Vergrol3erung ausgezahlt. Fur p27 wurde ein Feld von 0,5 x 0,5 cm ausgewertet.
Hierbei wurde jeweils zwischen Leberzellen/Sinusoiden, BlutgefdaRen und
Bindegewebe in den Periportalfeldern unterschieden. Fur den Darm wurde fir p21
und p27 jeweils ein Abschnitt der Darmwand von 0,5 cm Lange ausgezahlt.
Hierbei wurden angefarbte Zellkerne der Mukosa, der Submukosa, der Muskularis

und der Blutgefal3e unterschieden.
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2.7.2 AUSWERTUNG DES TUNEL-TESTS

Die Schnitte wurden ohne Kenntnis der Zuordnung zu Kontroll- oder
Versuchsgruppe am Mikroskop in 10-20 facher VergréRerung ausgewertet.
Hierbei wurde nur eine Anfarbung des Zellkerns zusammen mit den
morphologischen Kriterien einer Apoptose gewertet und gezahlt. Fur das
Ruckenmark wurde je ein Querschnitt ausgewertet. Dazu wurde in einem
Querschnitt, aufgeteilt nach weil3er Substanz, grauer Substanz und Blutgefalien,
jeweils die Anzahl der apoptotischen Zellkerne bestimmt. Fir die Niere wurde ein
Feld von 0,5 x 0,5 cm in der Nierenrinde gewahlt und in diesem Feld die Anzahl
der apoptotischen Zellkerne in den Glomeruli, den Tubuli, den Blutgefalen und
dem Interstitium bestimmt. Fir den Darm wurde jeweils ein Abschnitt der
Darmwand von 0,5 cm Lange ausgezahlt. Hierbei wurden Zellkerne der Mukosa,
der Submukosa, der Muskularis und der Blutgefal3e unterschieden.

2.7.3 STATISTISCHE AUSWERTUNG DER PROBEN

Die Ergebnisse wurden mit der Software WinSTAT® (www.winstat.de; R. Fitch
Software, Bad Krozingen, Deutschland) statistisch ausgewertet.

Zunachst wurde getrennt nach Parameter (p21 und p27) und Kontroll- und
Versuchsgruppe fiur jedes Organ bzw. jede Kategorie Minimum, Maximum und
Median bestimmt.

Aus Median, Minimum und Maximum wurden Box-Plots gezeichnet.

Da bei den kleinen Fallzahlen nicht von einer Normalverteilung ausgegangen
werden kann, wurde zur statistischen Analyse ein nicht-parametrischer Test
gewahlt. Mit dem Mann-Whitney-U-Test wurde jeweils die Parecoxib- mit der
Kontrollgruppe verglichen. Signifikanz wurde bei einem p-Wert <0,05

angenommen.
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2.8 WEITERE IM RAHMEN DER STUDIE BESTIMMTE PARAMETE R

2.8.1 SYSTEMISCHE UND REGIONALE HAMODYNAMIK

Zu den Messzeitpunkten 1-4 wurden jeweils die folgenden Daten erhoben:

Das Herzzeitvolumen wurde mit der Thermodilutionsmethode bestimmt. Die Daten
sind der Mittelwert aus 4 Injektionen mit je 10 ml eisgekuhlter Kochsalzlésung, die
jeweils innerhalb eines respiratorischen Zyklus infundiert wurden. Proximaler
(PMAP) und distaler (AMAP) arterieller Mitteldruck wurden kontinuierlich bestimmt.
Der mittlere Pulmonalarteriendruck (MPAP) sowie der pulmonalkapillare
Verschlussdruck wurden mittels eines Pulmonalarterienkatheters (93 A 754™,
Baxter Healthcare, Irvine, USA) gemessen. Der Blutfluss in der A. hepatica
communis, der V. portae, der A. renalis und der distalen Aorta abdominalis wurde
mit kalibrierten "flow probes" gemessen. Die Signale wurden kontinuierlich mit

einem T206 Flowmeter gemessen.

2.8.2 KLINISCHE CHEMIE

Zu den Messzeitpunkten 1, 3 und 4 wurden arterielle Bilirubin- und
Kreatininkonzentrationen bestimmt. Die Sammelurinmenge wurde am

Messzeitpunkt 4 bestimmit.

2.8.3 PROSTAGLANDINE

Zu den Messzeitpunkten 1, 3 und 4 wurden jeweils die folgenden Daten erhoben:
Die 6-Keto-Prostaglandine und Thromboxan B, gelten als Parameter einer
inflammatorischen Antwort in der Ischamie-/Reperfusionsphase und wurden mit

Standardmethoden gemessen (EIA-Kits).
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2.8.4 STATISTISCHE ANALYSE DER DATEN

Die Ergebnisse wurden mit der Software SigmaStat for Windows (Version 3.5
Copyright© 2006 Systat Software, Inc., San Jose, USA) statistisch ausgewertet.
Zunachst wurde getrennt nach Kontroll- und Versuchsgruppe fir jeden
Messzeitpunkt und jeden Parameter Minimum, Maximum und Median bestimmt.
Da bei den kleinen Fallzahlen nicht von einer Normalverteilung ausgegangen
werden kann, wurde zur statistischen Analyse ein nicht-parametrischer Test
gewahlt. Es wurde eine Friedman repeated measures ANOVA (analysis of
variance) on ranks mit anschliefendem Dunn’s Test zum Vergleich der MZP 2, 3
und 4 mit dem Ausgangswert (MZP 1) durchgefihrt.

Der Mann-Whitney Rangsummentest (U-Test) wurde verwendet, um die Daten
zwischen den Behandlungsgruppen an einem MZP zu vergleichen.

Signifikanz wurde bei einem p-Wert <0,05 angenommen.
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ERGEBNISSE

3 ERGEBNISSE

3.1 IMMUNHISTOCHEMIE

3.1.1 IMMUNHISTOCHEMISCHE FARBUNG DES RUCKENMARKS

Immunhistochemie Riickenmark p21
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Abbildung 2: Anzahl der angefarbten Zellkerne im ausgewerteten Areal
(Ruckenmarksquerschnitt) bei der Immunhistochemie Ruckenmark p21 (cyclin-
dependent kinase inhibitor 1A) in der grauen Substanz, der weil3en Substanz und
in den Blutgefal3en bei den Tieren der Placebo- und Versuchsgruppe.

Daten sind jeweils angegeben als Median (Querbalken), Minimum (untere

Begrenzung der Box) und Maximum (obere Begrenzung der Box).
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Tabelle 2: Ergebnisse des U-Tests fur den Vergleich der Placebo- mit der
Versuchsgruppe fir die Immunhistochemie p21 (cyclin-dependent kinase inhibitor
1A) Ruckenmark

U-Test Wilcoxon-Test fiir unverbundene Stichproben

* p-Wert <0,05 (Signifikanz)
Kategorie Graue Substanz WeilRe Substanz Blutgefalie
p-Wert (U-Test) 0,0004* 0,0008* 0,0007*

Vergleich der Anzahl der angefarbten Zellkerne im ausgewerteten Areal
(Ruckenmarksquerschnitt), untergliedert nach grauer Substanz, weil3er Substanz
und Blutgefallen zwischen der Kontroll- (Placebo) und der Versuchsgruppe
(Parecoxib).

Berechnung eines p-Werts mit dem U-Test. Annahme von Signifikanz bei einem p-
Wert <0,05 (*).

Es zeigt sich fur die Kategorien graue Substanz, weil3e Substanz und BlutgefalRe
eine signifikant geringere Anzahl an angefarbten Zellkernen bei der
Versuchsgruppe (Parecoxib) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Placebo).
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Abbildung 3: Mikroskopisches Praparat
Immunhistochemie Placebo p21 (cyclin- Immunhistochemie Parecoxib p21
dependent kinase inhibitor 1A) (cyclin-dependent kinase inhibitor 1A)

Ruckenmark Rickenmark
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Immunhistochemie Riickenmark p27
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Abbildung 5: Anzahl der angefarbten Zellkerne im ausgewerteten Areal
(Gesichtsfeld bei 20x VergroRerung) bei der Immunhistochemie Ruckenmark p27
(cyclin-dependent kinase inhibitor 1B) in der grauen Substanz, der weil3en
Substanz und in den Blutgefallen bei den Tieren der Placebo- und
Versuchsgruppe.

Daten sind jeweils angegeben als Median (Querbalken), Minimum (untere

Begrenzung der Box) und Maximum (obere Begrenzung der Box).
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Tabelle 3: Ergebnisse des U-Tests fur den Vergleich der Placebo- mit der
Versuchsgruppe fur die Immunhistochemie p27 (cyclin-dependent kinase inhibitor
1B) Ruckenmark

U-Test Wilcoxon-Test fir unverbundene Stichproben

* p-Wert <0,05 (Signifikanz)
Kategorie Graue Substanz WeilRe Substanz Blutgefalie
p-Wert (U-Test) 0,0010 * 0,0014 * 0,0105 *

Vergleich der Anzahl der angefarbten Zellkerne im ausgewerteten Areal
(Gesichtsfeld bei 20x Vergro3erung), untergliedert nach grauer Substanz, weil3er
Substanz und BlutgefalRen zwischen der Kontroll- (Placebo) und der
Versuchsgruppe (Parecoxib).

Berechnung eines p-Wertes mit dem U-Test. Annahme von Signifikanz bei einem
p-Wert <0,05 (*).

Es zeigt sich fur die Kategorien graue Substanz, weiRe Substanz und Blutgefalie
eine signifikant geringere Anzahl an angefarbten Zellkernen fur die
Versuchsgruppe (Parecoxib) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Placebo).

Abbildung 6: Mikroskopisches Praparat

Immunhistochemie Placebo p27 (cyclin- Immunhistochemie Parecoxib p27
dependent kinase inhibitor 1B) (cyclin-dependent kinase inhibitor 1B)
Ruckenmark Ruckenmark
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3.1.2 IMMUNHISTOCHEMISCHE FARBUNG DER NIERE

Immunhistochemie Niere p21
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Abbildung 8: Anzahl der angefarbten Zellkerne im ausgewerteten Areal (0,5 x 0,5
cm in der Nierenrinde) bei der Immunhistochemie Niere p21 (cyclin-dependent
kinase inhibitor 1A) in den Glomeruli, den Tubuli, den BlutgefaRen und dem
Bindegewebe bei den Tieren der Placebo- und Versuchsgruppe.

Daten sind jeweils angegeben als Median (Querbalken), Minimum (untere

Begrenzung der Box) und Maximum (obere Begrenzung der Box).
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Tabelle 4: Ergebnisse des U-Tests fir den Vergleich der Placebo- mit der
Versuchsgruppe fur die Immunhistochemie p21 (cyclin-dependent kinase inhibitor
1A) Niere

U-Test Wilcoxon-Test fir unverbundene Stichproben

* p-Wert <0,05 (Signifikanz)
Kategorie Glomeruli Tubuli Blutgefalie Bindegewebe
p-Wert(U-Test) | 0,1819 0,0405 * 0,1062 0,0811

Vergleich der Anzahl der angeféarbten Zellkerne im ausgewerteten Areal (0,5 x 0,5
cm in der Nierenrinde), untergliedert nach Glomeruli, Tubuli, Blutgefaf3en und
Bindegewebe zwischen der Kontroll- (Placebo) und Versuchsgruppe (Parecoxib).
Berechnung eines p-Werts mit dem U-Test. Annahme von Signifikanz bei einem p-
Wert < 0,05 (*).

Es zeigt sich bei den Tubuli eine signifikant geringere Anzahl an angeféarbten

Zellkernen bei der Parecoxib- im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Abbildung 9: Mikroskopisches Praparat  Abbildung 10: Mikroskopisches

Immunhistochemie Placebo Niere p21  Préparat Immunhistochemie Parecoxib

(cyclin-dependent kinase inhibitor 1A) Niere p21 (cyclin-dependent kinase
inhibitor 1A)
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Immunhistochemie Niere p27
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Abbildung 11: Anzahl der angefarbten Zellkerne im ausgewerteten Areal (0,5 x 0,5
cm in der Nierenrinde) bei der Immunhistochemie Niere p27 (cyclin-dependent
kinase inhibitor 1B) in den Glomeruli, den Tubuli, den BlutgefaRen und dem
Bindegewebe bei den Tieren der Placebo- und Versuchsgruppe.

Daten sind jeweils angegeben als Median (Querbalken), Minimum (untere

Begrenzung der Box) und Maximum (obere Begrenzung der Box).
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Tabelle 5: Ergebnisse des U-Tests fur den Vergleich der Placebo- mit der
Versuchsgruppe fur die Immunhistochemie p27 (cyclin-dependent kinase inhibitor
1B) Niere

U-Test Wilcoxon-Test fir unverbundene Stichproben

* p-Wert <0,05 (Signifikanz)
Kategorie Glomeruli Tubuli Blutgefalie Bindegewebe
p-Wert(U-Test) | 0,5634 0,1549 0,6242 0,5605

Vergleich der Anzahl der angefarbten Zellkerne im ausgewerteten Areal (0,5 x 0,5
cm in der Nierenrinde), untergliedert nach Glomeruli, Tubuli, Blutgefa3en und
Bindegewebe zwischen der Versuchs- und der Kontrollgruppe.

Berechnung eines p-Wertes mit dem U-Test. Annahme von Signifikanz bei einem
p-Wert < 0,05 (*).

Es zeigt sich fur keine der Kategorien eine signifikant verschiedene Anzahl an

angefarbten Zellkernen bei der Kontroll- und der Versuchsgruppe.

Abbildung 12: Mikroskopisches Abbildung 13: Mikroskopisches
Praparat Immunhistochemie Placebo Praparat Immunhistochemie Parecoxib
Niere p27 (cyclin-dependent kinase Niere p27 (cyclin-dependent kinase
inhibitor 1B) inhibitor 1B)
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3.1.3 IMMUNHISTOCHEMISCHE FARBUNG DES DUNNDARMS

Dinndarm p21

125— [l Placebo
[l Parecoxib
100+
75—

Anzahl der angefarbten Zellkerne

50—
25—
. I = L
I I I I
Mukosa Submukosa Blutgefalie Muskularis
Kategorie

Abbildung 14: Anzahl der angefarbten Zellkerne im ausgewerteten Areal
(Abschnitt der Darmwand von 0,5 cm Lange) bei der Immunhistochemie
Dunndarm p21 (cyclin-dependent kinase inhibitor 1A) in der Mukosa, der
Submukosa, den BlutgefaRen und der Muskularis bei den Tieren der Placebo- und
Versuchsgruppe.

Daten sind jeweils angegeben als Median (Querbalken), Minimum (untere

Begrenzung der Box) und Maximum (obere Begrenzung der Box).

31



ERGEBNISSE

Tabelle 6: Ergebnisse des U-Tests fur den Vergleich der Placebo- mit der
Versuchsgruppe fur die Immunhistochemie p21 (cyclin-dependent kinase inhibitor
1A) Dunndarm

U-Test Wilcoxon-Test fiir unverbundene Stichproben

* p-Wert <0,05 (Signifikanz)
Kategorie Mukosa Submukosa Blutgefalie Muskularis
p-Wert(U-Test) | 0,0005 * 0,1391 0,0112 * 0,0962

Vergleich der Anzahl der angefarbten Zellkerne im ausgewerteten Areal (Abschnitt
der Darmwand von 0,5 cm Lange), untergliedert nach Mukosa, Submukosa,
Blutgefalen und Muskularis zwischen der Kontroll- (Placebo) und der
Versuchsgruppe (Parecoxib).

Berechnung eines p-Wertes mit dem U-Test. Annahme von Signifikanz bei einem
p-Wert < 0,05 (*).

Es zeigt sich fur die Mukosa und die Blutgefal3e eine signifikant geringere Anzahl

an angefarbten Zellkernen bei der Parecoxib- im Vergleich zur Placebogruppe.
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Abbildung 15: Mikroskopisches Abbildung 16: Mikroskopisches
Praparat Immunhistochemie Placebo Praparat Immunhistochemie Parecoxib
Darm p21 (cyclin-dependent kinase Darm p21 (cyclin-dependent kinase
inhibitor 1A) inhibitor 1A)
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Immunhistochemie Diinndarm p27
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Abbildung 17: Anzahl der angefarbten Zellkerne im ausgewerteten Areal
(Abschnitt der Darmwand von 0,5 cm Lange) bei der Immunhistochemie
Dunndarm p27 (cyclin-dependent kinase inhibitor 1B) in der Mukosa, der
Submukosa, den Blutgefalien und der Muskularis bei den Tieren der Placebo- und
Versuchsgruppe.

Daten sind jeweils angegeben als Median (Querbalken), Minimum (untere

Begrenzung der Box) und Maximum (obere Begrenzung der Box).
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Tabelle 7: Ergebnisse des U-Tests fur den Vergleich der Placebo- mit der
Versuchsgruppe fur die Immunhistochemie p27 (cyclin-dependent kinase inhibitor
1B) Dunndarm

U-Test Wilcoxon-Test fir unverbundene Stichproben

* p-Wert <0,05 (Signifikanz)
Kategorie Mukosa Submukosa Blutgefalie Muskularis
p-Wert(U-Test) | 0,0058 * 0,4181 0,0013 * 0,6653

Vergleich der Anzahl der angefarbten Zellkerne im ausgewerteten Areal (Abschnitt
der Darmwand von 0,5 cm Lange), untergliedert nach Mukosa, Submukosa,
Blutgefalen und Muskularis zwischen der Kontroll- (Placebo) und der
Versuchsgruppe (Parecoxib).

Berechnung eines p-Wertes mit dem U-Test. Annahme von Signifikanz bei einem
p-Wert < 0,05 (*).

Es zeigt sich fur die Mukosa und die Blutgefal3e eine signifikant geringere Anzahl

an angefarbten Zellkernen bei der Parecoxib- im Vergleich zur Placebogruppe.

B

Abbildung 18: Mikroskopisches Abbildung 19: Mikroskopisches

Praparat Immunhistochemie Placebo Praparat Immunhistochemie Parecoxib
Darm p27 (cyclin-dependent kinase Darm p27 (cyclin-dependent kinase
inhibitor 1B) inhibitor 1B)
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3.1.4 IMMUNHISTOCHEMISCHE FARBUNG DER LEBER

Immunhistochemie Leber p21

[l Placebo
[l Parecoxib

600—

500—

400—

300—

200—

Anzahl der angefarbten Zellkerne

100

I I I
Sinusoide/Leberzellen Blutgefalie Bindegewebe

Kategorie

Abbildung 20: Anzahl der angefarbten Zellkerne im ausgewerteten Areal
(Gesichtsfeld in der 10x Vergrof3erung) bei der Immunhistochemie Leber p21
(cyclin-dependent kinase inhibitor 1A) in den Sinusoiden/Leberzellen, den
Blutgefalen und dem Bindegewebe bei den Tieren der Placebo- und
Versuchsgruppe.

Daten sind jeweils angegeben als Median (Querbalken), Minimum (untere

Begrenzung der Box) und Maximum (obere Begrenzung der Box).
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Tabelle 8: Ergebnisse des U-Tests fur den Vergleich der Placebo- mit der
Versuchsgruppe fir die Immunhistochemie p21 (cyclin-dependent kinase inhibitor
1A) Leber

U-Test Wilcoxon-Test fiir unverbundene Stichproben

* p-Wert <0,05 (Signifikanz)

Kategorie Leberzellen/ Blutgefalie Bindegewebe
Sinusoide

p-Wert (U-Test) 0,1682 0,0731 0,0447 *

Vergleich der Anzahl der angefarbten Zellkerne im ausgewerteten Areal
(Gesichtsfeld in der 10x VergroRerung), untergliedert nach
Leberzellen/Sinusoiden, BlutgeféalRen und Bindegewebe zwischen der Kontroll-
(Placebo) und der Versuchsgruppe (Parecoxib).

Berechnung eines p-Wertes mit dem U-Test. Annahme von Signifikanz bei einem
p-Wert < 0,05 (*).

Es zeigt sich lediglich fur das Bindegewebe eine signifikant geringere Anzahl an
angefarbten Zellkernen bei der Parecoxib- im Vergleich zur Placebogruppe.
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Immunhistochemie Leber p27
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Abbildung 21: Anzahl der angefarbten Zellkerne im ausgewerteten Areal (Feld von
0,5 x 0,5 cm) bei der Immunhistochemie Leber p27 (cyclin-dependent kinase
inhibitor 1B) in den Sinusoiden/Leberzellen, den Blutgefallen und dem
Bindegewebe bei den Tieren der Placebo- und Versuchsgruppe.

Daten sind jeweils angegeben als Median (Querbalken), Minimum (untere

Begrenzung der Box) und Maximum (obere Begrenzung der Box).
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Tabelle 9: Ergebnisse des U-Tests fur den Vergleich der Placebo- mit der
Versuchsgruppe fir die Immunhistochemie p27 (cyclin-dependent kinase inhibitor
1B) Leber

U-Test Wilcoxon-Test fiir unverbundene Stichproben

* p-Wert <0,05 (Signifikanz)

Kategorie Leberzellen/ Blutgefalie Bindegewebe
Sinusoide

p-Wert (U-Test) 0,2478 0,3981 0,6243

Vergleich der Anzahl der angefarbten Zellkerne im ausgewerteten Areal (Feld von
0,5 x 0,5 cm), untergliedert nach Leberzellen/Sinusoiden, BlutgefaRen und
Bindegewebe zwischen der Kontroll- (Placebo) und der Versuchsgruppe
(Parecoxib).

Berechnung eines p-Wertes mit dem U-Test. Annahme von Signifikanz bei einem
p-Wert < 0,05 (*).

Es zeigt sich fur keine der Kategorien eine signifikant verschiedene Anzahl an

angefarbten Zellkernen bei der Placebo- und Parecoxibgruppe.
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3.1.5 IMMUNHISTOCHEMISCHE FARBUNG DES SKELETTMUSKELS

Immunhistochemie Skelettmuskel p21
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Abbildung 22: Anzahl der angefarbten Zellkerne im ausgewerteten Areal (Feld von
0,5 x 0,5 cm) bei der Immunhistochemie Skelettmuskel p21 (cyclin-dependent
kinase inhibitor 1A) in den Muskelzellen, den Blutgefal3en und dem Bindegewebe
bei den Tieren der Placebo- und Versuchsgruppe.

Daten sind jeweils angegeben als Median (Querbalken), Minimum (untere

Begrenzung der Box) und Maximum (obere Begrenzung der Box).

39



ERGEBNISSE

Tabelle 10: Ergebnisse des U-Tests fur den Vergleich der Placebo- mit der
Versuchsgruppe fir die Immunhistochemie p21 (cyclin-dependent kinase inhibitor
1A) Skelettmuskel

U-Test Wilcoxon-Test fiir unverbundene Stichproben

* p-Wert <0,05 (Signifikanz)
Kategorie Muskelzellen Blutgefalie Bindegewebe
p-Wert (U-Test) 0,5005 0,2289 0,7038

Vergleich der Anzahl der angefarbten Zellkerne im ausgewerteten Areal (Feld von
0,5 x 0,5 cm), untergliedert nach Muskelzellen, Blutgefal3en und Bindegewebe
zwischen der Kontroll- (Placebo) und der Versuchsgruppe (Parecoxib).
Berechnung eines p-Wertes mit dem U-Test. Annahme von Signifikanz bei einem
p-Wert < 0,05 (*).

Es zeigt sich fur keine der Kategorien eine signifikant verschiedene Anzahl an

angefarbten Zellkernen bei der Placebo- und der Parecoxibgruppe.
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Immunhistochemie Skelettmuskel p27
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Abbildung 23: Anzahl der angefarbten Zellkerne im ausgewerteten Areal (Feld von
0,5 x 0,5 cm) bei der Immunhistochemie Skelettmuskel p27 (cyclin-dependent
kinase inhibitor 1B) in den Muskelzellen, den Blutgefal3en und dem Bindegewebe
bei den Tieren der Placebo- und Versuchsgruppe.

Daten sind jeweils angegeben als Median (Querbalken), Minimum (untere

Begrenzung der Box) und Maximum (obere Begrenzung der Box).
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Tabelle 11: Ergebnisse des U-Tests fur den Vergleich der Placebo- mit der
Versuchsgruppe fir die Immunhistochemie p27 (cyclin-dependent kinase inhibitor
1B) Skelettmuskel

U-Test Wilcoxon-Test fiir unverbundene Stichproben

* p-Wert <0,05 (Signifikanz)
Kategorie Muskelzellen Blutgefalie Bindegewebe
p-Wert (U-Test) 0,0747 1,0000 0,0680

Vergleich der Anzahl der angefarbten Zellkerne im ausgewerteten Areal (Feld von
0,5 x 0,5 cm), untergliedert nach Muskelzellen, Blutgefal3en und Bindegewebe
zwischen der Kontroll- (Placebo) und der Versuchsgruppe (Parecoxib).
Berechnung eines p-Wertes mit dem U-Test. Annahme von Signifikanz bei einem
p-Wert < 0,05 (*).

Es zeigt sich fur keine der Kategorien eine signifikant verschiedene Anzahl an

angefarbten Zellkernen bei der Placebo- und der Parecoxibgruppe.
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3.2 TUNEL-TEST

3.2.1 TUNEL-TEST RUCKENMARK
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Abbildung 24: Anzahl der apoptotischen Zellkerne im ausgewerteten Areal
(Ruckenmarksquerschnitt) beim TUNEL-Test (TdT-mediated nick-end labelling
technique) Ruckenmark in der grauen Substanz, der weil3en Substanz und den
Blutgefal3en bei den Tieren der Placebo- und Versuchsgruppe.

Daten sind jeweils angegeben als Median (Querbalken), Minimum (untere

Begrenzung der Box) und Maximum (obere Begrenzung der Box).
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Tabelle 12: Ergebnisse des U-Tests fur den Vergleich der Placebo- mit der
Versuchsgruppe fir den TUNEL-Test (TdT-mediated nick-end labelling technique)
Ruckenmark

U-Test Wilcoxon-Test fir unverbundene Stichproben

* p-Wert <0,05 (Signifikanz)
Kategorie Graue Substanz WeilRe Substanz Blutgefalie
p-Wert (U-Test) 0,2909 0,0962 0,3885

Vergleich der Anzahl der apoptotischen Zellkerne im ausgewerteten Areal
(Ruckenmarksquerschnitt), untergliedert nach grauer Substanz, weier Substanz
und BlutgefalRen zwischen der Kontroll- (Placebo) und der Versuchsgruppe
(Parecoxib).

Berechnung eines p-Werts mit dem U-Test. Annahme von Signifikanz bei einem p-
Wert <0,05 (*).

Es zeigt fur keine der Kategorien eine signifikant verschiedene Anzahl an

apoptotischen Zellkernen in der Versuchsgruppe (Parecoxib) im Vergleich zur

Kontrollgruppe (Placebo).

Abbildung 25: Mikroskopisches Abbildung 26: Mikroskopisches
Praparat TUNEL-Test (TdT-mediated Praparat TUNEL-Test (TdT-mediated
nick-end labelling technique) Placebo nick-end labelling technique) Parecoxib
Ruckenmark Ruckenmark
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3.2.2 TUNEL-TEST NIERE
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Abbildung 27: Anzahl der apoptotischen Zellkerne im ausgewerteten Areal (Feld
von 0,5 x 0,5 cm) beim TUNEL-Test (TdT-mediated nick-end labelling technique)
Niere in den Glomeruli, den Tubuli und den BlutgefdRen bei den Tieren der
Placebo- und Versuchsgruppe.

Daten sind jeweils angegeben als Median (Querbalken), Minimum (untere

Begrenzung der Box) und Maximum (obere Begrenzung der Box).
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Tabelle 13: Ergebnisse des U-Tests fur den Vergleich der Placebo- mit der
Versuchsgruppe fir den TUNEL-Test (TdT-mediated nick-end labelling technique)
Niere

U-Test Wilcoxon-Test fir unverbundene Stichproben

* p-Wert <0,05 (Signifikanz)
Kategorie Glomeruli Tubuli BlutgefalRe
p-Wert (U-Test) 1,0000 0,7189 0,8739

Vergleich der Anzahl der apoptotischen Zellkerne im ausgewerteten Areal (Feld
von 0,5 x 0,5 cm), untergliedert nach Glomeruli, Tubuli und Blutgefal3en zwischen
der Kontroll- (Placebo) und der Versuchsgruppe (Parecoxib).

Berechnung eines p-Werts mit dem U-Test. Annahme von Signifikanz bei einem p-
Wert <0,05 (*).

Es zeigt sich fur keine der Kategorien eine signifikant verschiedene Anzahl an

apoptotischen Zellkernen in der Versuchsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe.

4 % W SR
Abbildung 28: Mikroskopisches Abbildung 29: Mikroskopisches
Praparat TUNEL-Test (TdT-mediated Praparat TUNEL-Test (TdT-mediated
nick-end labelling technique) Placebo nick-end labelling technique) Parecoxib

Niere Niere
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3.2.3 TUNEL-TEST DUNNDARM
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Abbildung 30: Anzahl der apoptotischen Zellkerne im ausgewerteten Areal
(Abschnitt der Darmwand von 0,5 cm Lange) beim TUNEL-Test (TdT-mediated
nick-end labelling technique) Dunndarm in der Mukosa, der Submukosa, den
Blutgefallen und der Muskularis bei den Tieren der Placebo- und Versuchsgruppe.
Daten sind jeweils angegeben als Median (Querbalken), Minimum (untere

Begrenzung der Box) und Maximum (obere Begrenzung der Box).
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Tabelle 14: Ergebnisse des U-Tests fir den Vergleich der Placebo- mit der
Versuchsgruppe fur den TUNEL-Test (TdT-mediated nick-end labelling technique)
Dunndarm

U-Test Wilcoxon-Test fir unverbundene Stichproben

* p-Wert <0,05 (Signifikanz)
Kategorie Mukosa Submukosa Blutgefalie Muskularis
p-Wert(U-Test) | 0,0113 * 0,0382 * 1,0000 0,2161

Vergleich der apoptotischen Zellkerne im ausgewerteten Areal (Abschnitt der
Darmwand von 0,5 cm Lange), untergliedert in Mukosa, Submukosa, Blutgefalie
und Muskularis zwischen der Kontroll- (Placebo) und der Versuchsgruppe
(Parecoxib).

Berechnung eines p-Werts mit dem U-Test. Annahme von Signifikanz bei einem p-
Wert <0,05 (*).

Es zeigt sich fur die Mukosa und die Submukosa eine signifikant geringere Anzahl
an apoptotischen Zellkernen im ausgezéhlten Darmabschnitt in der

Versuchsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe.

> ; : N
Abbildung 31: Mikroskopisches Abbildung 32: Mikroskopisches Praparat

Praparat TUNEL-Test Placebo (TdT- TUNEL-Test Parecoxib (TdT-mediated
mediated nick-end labelling technique)  nick-end labelling technique) Darm

Darm
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3.3 SYSTEMISCHE UND REGIONALE HAMODYNAMISCHE PARAME TER

Tabelle 15: verschiedener und

hamodynamischer Parameter

Vergleich systemischer regionaler

Systemische und regionale hdmodynamische Parameter vor Versuchsbeginn
(baseline), direkt vor dem Declamping (nach 30 Minuten Clamping) und 120 bzw.
240 Minuten nach Declamping.

Daten sind angegeben als Median (Minimum-Maximum).

#: p-Wert <0,05 (Signifikanz) im Friedman repeated measures ANOVA (analysis of variance) on
ranks mit anschlieendem Dunn’s Test beim Vergleich der MZP 2, 3 und 4 mit dem Ausgangswert
(MZP 1) getrennt nach Kontroll- und Versuchsgruppe

§: p-Wert <0,05 (Signifikanz) im Mann-Whitney Rangsummentest (U-Test) zum Vergleich der Daten

zwischen den Behandlungsgruppen an einem MZP.

MZP  Messzeitpunkt PCWP Pulmonalkapillarer Verschlussdruck
CcoO Cardiac ouptput; Herzzeitvolumen TLBF Total liver blood flow
pMAP proximaler mittlerer arterieller Druck RBF  Renal blood flow
dMAP distaler mittlerer arterieller Druck AOBF Distal aortic blood flow
MPAP Mittlerer pulmonalarterieller Druck
Parameter |Versuchs- MZP 1 MZP2 MZP3 MZP4
gruppe baseline nach 30 120 240
Minuten Minuten Minuten
Clamping nach nach
Declamping Declamping
CcO Placebo 125 138 128 107
(ml/min/kg) (73-171) (88-217) (92-176) (69-145)
Parecoxib | 128 138 138 107
(96-168) (110-147) (107-164) (93-125)
pMAP Placebo 98 103 90 88
(mmHgQ) (85-117) (88-131) (72-110) (76-100)#
Parecoxib | 96 97 88 88
(89-122) (75-131) (76-111) (74-105)#
dMAP Placebo 95 17 83 80
(mmHgQ) (71-114) (9-22)# (72-100) (70-97)
Parecoxib | 93 15 86 84
(87-121) (12-18)# (74-107) (78-102)
MPAP Placebo 27 29 22 22
(mmHgQ) (20-37)8 (25-39) (15-30)# (16-27)8
Parecoxib | 23 27 22 20
(15-24)8 (19-34) (18-25) (12-22)8
PCWP Placebo 11 18 9 7
(mmHQg) (7-14) (11-25) (7-12) (4-9)
Parecoxib |8 15 8 6
(7-11) (7-25) (5-13) (2-8)
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Parameter |Versuchs- MZP 1 MZP2 MZP3 MZP4
gruppe baseline nach 30 120 240
Minuten Minuten Minuten
Clamping nach nach
Declamping Declamping
TLBF Placebo 20 2 27 23
(ml/min/kg) (14-32) (1-10)# (16-37) (14-37)
Parecoxib 17 1 25 24
(13-26) (-1-5,5) # (19-37)# (17-33)
RBF Placebo 4 0 4 4
(ml/min/kg) (1-7) (0-5)# (1-8) (1-7)
Parecoxib |5 0 4 4
(2-9) (0-0)# (2-8) (2-6)
AOBF Placebo 25 3 25 22
(ml/min/kg) (14-43) (0-6)# (17-37) (14-33)
Parecoxib | 26 2 26 22
(18-36) (1-5)# (22-32) (16-24)

Der proximale mittlere arterielle Druck war sowohl in der Parecoxib- als auch in
der Placebogruppe am MZP4 signifikant geringer im Vergleich zum MZP 1. Der
distale mittlere arterielle Druck war bei beiden Gruppen am MZP 2 signifikant
geringer als am MZP 1. Der mittlere pulmonalarterielle Druck war bei der
Placebogruppe am MZP 3 signifikant geringer als am MZP 1. Der TLBF war bei
beiden Gruppen am MZP 2 signifikant geringer als am MZP 1; bei der
Parecoxibgruppe am MZP 3 signifikant héher als am MZP 1. Renaler Blutfluss und
distaler aortaler Blutfluss waren bei beiden Gruppen am MZP2 signifikant geringer
als am MZP 1.

Der MPAP war am MZP 1 und 4 bei der Parecoxibgruppe signifikant geringer als
bei der Placebogruppe. Ansonsten konnten keine signifikanten Unterschiede

zwischen Placebo- und Parecoxibgruppe nachgewiesen werden.
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3.4 KLINISCHE CHEMIE

Tabelle 16: Vergleich verschiedener Parameter der klinischen Chemie
Parameter der klinischen Chemie vor Versuchsbeginn (baseline), sowie 120 und
240 Minuten nach Declamping.

Daten sind angegeben als Median (Minimum-Maximum).

#: p-Wert <0,05 (Signifikanz) im Friedman repeated measures ANOVA (analysis of variance) on
ranks mit anschlieRendem Dunn’s Test beim Vergleich der MZP 2, 3 und 4 mit dem
Ausgangswert (MZP 1) getrennt nach Kontroll- und Versuchsgruppe

8. p-Wert «0,05 (Signifikanz) im Mann-Whitney Rangsummentest (U-Test) zum Vergleich der
Daten zwischen den Behandlungsgruppen an einem MZP.

MZP  Messzeitpunkt

Parameter |Versuchs- MZP 1 MZP3 MZP4
gruppe baseline 120 Minuten 240 Minuten
nach nach
Declamping Declamping
Bilirubin Placebo 1 1 1
arteriell (1-2) (1-2)# (0-2)
(Lmol/l) Parecoxib 2 2 1
(1-2,5) (1-3) (1-6)
Kreatinin Placebo 125 142 137
arteriell (111-185)8 (140-201)#8 (130-190)8
(Lmol/l) Parecoxib 148 180 160
(131-164)8 (156-200)#8 (147-192)8
Sammel- Placebo 1054
urin (842-1533)
(ml) Parecoxib 944
(788-1533)

Die Bilirubinkonzentration im arteriellen Blut war bei der Placebogruppe am MZP 3
signifikant geringer als am MZP 1. Die arteriellen Kreatininkonzentrationen waren
bei beiden Gruppen am MZP 3 signifikant héher als am MZP 1. Die arteriellen
Kreatinikonzentrationen waren auflerdem am MZP 1, 3 und 4 bei der
Parecoxibguppe signifikant héher als bei der Placebogruppe. Bei der Menge des
Sammelurins konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen

festgestellt werden.
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3.5 PROSTAGLANDINE

Tabelle 17: Vergleich einzelner Prostaglandine zwischen Versuchs- (Parecoxib)
und Placebogruppe

Messdaten zu Versuchsbeginn (baseline), sowie 120 und 240 Minuten nach
Declamping.

Daten sind angegeben als Median (Minimum-Maximum).

#: p-Wert <0,05 (Signifikanz) im Friedman repeated measures ANOVA (analysis of variance) on
ranks mit anschlieRendem Dunn’s Test beim Vergleich der MZP 2, 3 und 4 mit dem
Ausgangswert (MZP 1) getrennt nach Kontroll- und Versuchsgruppe.

§: p-Wert <0,05 (Signifikanz) im Mann-Whitney Rangsummentest (U-Test) beim Vergleich der

Daten zwischen den Behandlungsgruppen an einem MZP.

MZP Messzeitpunkt
6-keto PG 6-keto-Prostaglandin
TBX B, Thromboxan B,
Parameter |Versuchs- MZP 1 MZP3 MZP4
gruppe baseline 120 Minuten 240 Minuten
nach nach
Declamping Declamping
6-keto PG | Placebo 4897 7970 5758
(pa/g (2774-11643) (2999-17059)#8 (4100-13177)8
Protein) Parecoxib 3587 2535 2259
(2680-5615) (2241-3972)8 (1620-5886)8
TBX B, Placebo 6458 7589 6947
(pg/g (3958-13252) (3755-12351) (4606-9701)
Protein) Parecoxib 6471 8196 9781
(3691-33573) (4885-12280) (3657-23048)

Die 6-keto-Prostaglandin-Konzentration war bei der Placebogruppe am MZP 3
signifikant hoher als am MZP 1. Die 6-keto-Prostaglandin-Konzentrationen waren
an den MZP 3 und 4 bei der Parecoxibgruppe signifikant geringer als bei der
Placebogruppe.

Bei der TBX B,-Konzentration konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen

den Messzeitpunkten oder den Gruppen festgestellt werden.
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4 DISKUSSION

Das Ziel der vorliegenden Studie war es, die Auswirkungen der Gabe des
selektiven COX-2-Hemmers Parecoxib, einer injizierbaren Vorstufe von
Valdecoxib, in einer Kklinisch relevanten Ischémie-/Reperfusionsstudie am
Grosstiermodell “Deutsches Hausschwein® zu untersuchen. Hierbei sollte
insbesondere die Auswirkung der Gabe von Parecoxib auf die Expression der
CDKI-Gene p21 und p27 in den mangeldurchbluteten Organen Ruckenmark,
Niere, Dinndarm, Leber und Skelettmuskel (untere Extremitat) sowie die Anzahl
der Apoptosen (TUNEL-Test) in den Organen RM, Niere und Dunndarm
untersucht werden.

Des Weiteren wurde auch der Effekt von Parecoxib auf die systemische und lokale
Hamodynamik, sowie auf Parameter der klinischen Chemie und einzelner

Prostaglandine untersucht.

Als Hauptergebnis lasst sich festhalten, dass sich bei der Immunhistochemie und
im TUNEL-Test bei einigen der untersuchten Organe eine signifikant geringere
Expression von p21/p27 bzw. eine signifikant geringere Anzahl an apoptotischen
Zellkernen bei der Versuchsgruppe Parecoxib im Vergleich zur Kontrollgruppe

fand.

41 EFFEKT DER GABE VON PARECOXIB AUF DIE EXPRESSIO N DER
CELLULAR SENESCENCE —MARKER P21 UND P27

4.1.1 THEORETISCHER HINTERGRUND

Der Begriff “Cellular Senescence” steht fur Zellalterung. Wie bereits eingangs
erwahnt, kdnnen sich eukaryonte somatische Zellen nicht beliebig oft teilen,
sondern gehen nach einer bestimmten Anzahl an durchlaufenen Zellzyklen in
einen irreversiblen Ruhezustand Uber. Diese Limitierung somatischer Zellen in
vivo wird auch als "Hayflick limit" bezeichnet [35]. ,Cellular senescence* ist somit
ein physiologischer Vorgang im eukaryonten Organismus. Dabei bleiben die

Zellen nach erfolgter Mitose irreversibel in der sog. Gi-Phase des Zellzyklus
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stehen. Diese Zellen reagieren nicht mehr auf vielerlei externe Stimuli, bleiben
aber dennoch metabolisch aktiv und kénnen so auch z.B. zu einer anhaltenden
Entzindung beitragen [97].

Eine Mdglichkeit, die komplexen Vorgdnge der Seneszenz messbar zu machen,
ist die immunhistochemische Anfarbung des zu untersuchenden Gewebes mit
Antikdrpern gegen die CDKI-Gene (cyclin-dependent-kinase-inhibitors). Die cyclin-
dependent kinase inhibitors sind in vivo wesentlich an der Regulation des
Zellzyklus beteiligt. In dieser Studie wurden die Genprodukte von 2
exemplarischen Vertretern der CDKI-Gene untersucht: p21 und p27. Es gibt
bereits Studien, die eine gesteigerte Expression von p21 bzw. p27 nach Ischamie
bzw. Ischamie/Reperfusion z.B. nach Nierentransplantation nachweisen konnten
[44,79,80]. Des Weiteren konnte eine progressive Anreicherung von p21 in
alternden Zellen in einer Studie an humanen diploiden Fibroblasten [99] und eine
Uberexpression von p27 bei seneszenten Zellen [2] nachgewiesen werden. In der
hier durchgefuhrten Studie soll untersucht werden, ob sich die Hochregulierung
von p21/p27 nach Ischamie-/Reperfusionssequenz durch die Gabe des COX-2
Hemmers Parecoxib vermindern l&asst.

Auf molekularer Ebene fuhrt der voribergehende Anstieg an reaktiven
Sauerstoffmetaboliten im Organismus bei einer I/R-Sequenz zu DNS-
Strangbriichen, insbesondere an den Telomeren [110,111]. Diese Strangbriiche
an der DNS konnen zu einer Aktivierung von p53 fuhren, was dann wiederum uber
eine Aktivierung von Mitgliedern der CDKI-Familie (und einer verdnderten
Expression von u.a. p21) eine Arretierung in der G1-Phase des Zellzyklus und
eine Seneszenz zur Folge hat [39,98]. Eine Hochregulierung von CDKI-Genen
kann somit Ausdruck einer Schadigung der Zelle sein, z.B. bedingt durch eine
Ischdmie-/Reperfusionssequenz, aber ebenso als protektiver Mechanismus gegen
eine Replikation solcher I/R geschadigter Zellen betrachtet werden [93].

In der durchgefiihrten Studie sollte die Fragestellung untersucht werden:

Lasst sich durch die Gabe von Parecoxib eine geringere Expression von p21 und

p27 feststellen, da durch die Gabe von Parecoxib weniger Zellschadigung im

Rahmen der I/R-Sequenz auftritt?

54



DISKUSSION

4.1.2 AUSWIRKUNGEN AUF DIE UNTERSUCHTEN ORGANE

Vulnerable Organe:

Bei den Tieren der Versuchsgruppe Parecoxib fand sich in der grauen Substanz,
in der weilden Substanz und auch in den BlutgefdlRen des Ruckenmarks eine
signifikant geringere Anzahl an angefarbten Zellkernen im Vergleich zur Placebo-
Gruppe bei Anfarbung mit Antikérpern gegen p21 und p27.

Bei der Farbung des RM p21 konnte bei jedem Versuchstier ein gesamter
Ruckenmarksquerschnitt ausgezahlt werden. Aufgrund der hohen Anzahl
angefarbter Zellkerne, insbesondere auch in der weil3en Substanz, war es bei der
Farbung RM p27 nicht maoglich, einen kompletten Rickenmarksquerschnitt
auszuzéhlen. In einer 10 fachen VergréRerung am Mikroskop war es auch nicht
immer madglich, zuverlassig angefarbte Zellkerne (im Vergleich zu einer lediglich
zytoplasmatischen Anfarbung einer Zelle) zu identifizieren. Daher erfolgte die
Auszahlung eines Gesichtsfeldes bei 20 facher VergroRerung. Aufgrund der
homogenen Anfarbung der Praparate war es nicht notwendig, dies fur mehrere
Gesichtsfelder zu wiederholen.

Eine Ischédmie fuhrt zur vermehrten Produktion von Zytokinen und “"immediate
early genes", die fir Zellen im zentralen Nervensystem schadlich sein kénnen [25].
Das Produkt eines dieser "immediate early genes" ist die Zyklooxygenase-2. Sie
ist das Schlisselenzym im Arachidonsduremetabolismus bei der Produktion von
Prostaglandinen und Thromboxanen. Diese Substanzen kénnen eine entzindliche
Reaktion unterstitzen und erhalten [53]. Die COX-2 wird durch Gabe des
Parecoxib vor der Ischamie gehemmt. Fir die selektiven COX-2 Inhibitoren SC-
58125 and NS-398 konnte bereits gezeigt werden, dass sie dem verzdgerten
Zelltod von Neuronen im Hippocampus des Gehirns nach einer Ischamie
vorbeugen konnen [73] und auch die InfarktgroRe verringern kénnen [71]. Die
COX-2 Expression findet nach solchen Schadigungen in den Neuronen statt, die
sterben werden [48]. Eine Expression der COX-2 scheint also einen negativen
Einfluss auf das Uberleben der Nervenzelle zu haben. Die Ruckenmarkszellen der
mit Parecoxib behandelten Tiere exprimieren nach 30 minutiger Ischamie und

anschlieBender Reperfusion signifikant weniger p21 und p27 (im Vergleich zur
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Kontrollgruppe). Dies gilt nicht nur fir die ischamie-sensiblen Motoneurone des
Ruckenmarks [90], sondern auch fir die Gliazellen der weil3en Substanz.

Ein geplantes Monitoring von motorisch evozierten Potentialen war aufgrund
technischer Probleme nicht méglich. Es konnte jedoch bereits gezeigt werden,
dass anhand motorisch evozierter Potentiale (verglichen mit somatosensorisch
evozierten Potentialen) sensitiver und spezifischer eine Ruckenmarksischamie
erkennbar ist und dass ein intraoperatives Monitoring von motorisch evozierten
Potentialen helfen kann, eine Paraplegie zu vermeiden [22]. Das Monitoring von
motorisch evozierten Potentialen hilft somit eine spinale Ischamie festzustellen,
um chirurgische MalRnhahmen zur Reduktion eines neurologischen Defizits
einzuleiten [42]. Ebenso korreliert die Anzahl an morphologisch normalen
Neuronen im Vorderhorn mit der neurologischen Funktion nach infrarenaler
Okklusion der Aorta beim Kaninchen [17].

Bei der Anfarbung der Niere zeigte sich lediglich fir die Tubuli p21 eine signifikant
geringere Anzahl an angefarbten Zellkernen bei der Versuchsgruppe Parecoxib im
Vergleich zur Placebogruppe. Es wurde ein 0,5 cm x 0,5 cm grof3es Quadrat in der
Nierenrinde ausgewahlt und alle angefarbten Zellkerne in diesem Quadrat,
getrennt nach Glomeruli, Tubuli, BlutgefaRen und Bindegewebe, gezahlt. Die
Farbung der Niere p21 stellte sich qualitativ gut dar. Es gab nur eine geringe
Hintergrundfarbung; somit war eine exakte Auswertung maglich. Die Farbung der
Niere p27 stellte sich verwaschener dar als die p21-Farbung. Es bestand eine
starkere Hintergrundfarbung, so dass teilweise eine exakte Unterscheidung
zwischen zytoplasmatischer Anfarbung und Zellkernfarbung schwierig war. Es
wurden einige andere Antikorper getestet, bei dem verwendeten war die
Anfarbung aber noch am klarsten bei minimaler Hintergrundfarbung. Des Weiteren
hatte sich der Antikoérper bereits bei vorangegangenen Studien mit Nierengewebe
vom Schwein bewahrt.

Es ist bekannt, dass eine Ischamie/Reperfusionsverletzung der Nieren zu renaler
Zellschadigung bis hin zum akuten Nierenversagen fuhren kann. Bereits in
friheren Studien war zu erkennen, dass eine Ischamie-/Reperfusionssequenz an
der Niere zu einer Telomerlangenverkiirzung und auch zu einer Uberexpression
der CDKI p21 und p27 fuhrt. Dies deutet auf einen DNS-Schaden oder auch auf
eine beschleunigte "tissue senescence" hin [18]. Andererseits konnte in einer

weiteren Studie gezeigt werden, dass die Nierenfunktion bei p21(-/-) Mausen
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deutlich schlechter und damit die Mortalitat deutlich hdéher war. Bei ihnen fanden
sich deutlich erhohte Level an Zellzyklusaktivitat, die fiur die erhdhte Mortalitat
verantwortlich gemacht werden [63]. Eine fehlende Expression von p21 wird hier
also fir eine erhoéhte Mortalitéat der Versuchstiere verantwortlich gemacht.

Bei der I-/R-Sequenz sind die Tubuluszellen am empfindlichsten. P21 soll hierbei
eine wichtige Rolle spielen [56]. Aus den Ergebnissen der durchgefuhrten Studie
wird nicht ganz klar, ob sich durch die Gabe von Parecoxib eine Zellschadigung in
den Nieren vermeiden oder zumindest vermindern lasst. Bei der Farbung nach
p27 sind keine signifikanten Veranderungen bei der Versuchsgruppe im Vergleich
zu den Placebo-Tieren zu erkennen. Bei p21 allerdings ist klar zu erkennen, dass
bei den Tubuli signifikant weniger Zellkerne angefarbt waren als bei der
Kontrollgruppe. Dies deutet darauf hin, dass zumindest die sensiblen
Tubulusepithelzellen eine geringere Schadigung durch die Ischamie-/
Reperfusionssequenz erfahren. Dass dieser Unterschied bei den Ubrigen Zellen
nicht zu erkennen ist, kann daran liegen, dass die Zellen weniger sensibel fur eine
Ischamie sind. Evtl. wirden nach langerer Ischamiezeit die Unterschiede
deutlicher werden. AulRerdem konnte die Zeit zwischen der Schadigung und der
Untersuchung des Gewebes zu kurz gewesen sein. Das Gewebe wurde bereits 4
Stunden nach Beendigung des Clampings entnommen. Evil. treten die Schéden
bzw. deren nachweisbare Auswirkungen erst nach einer langeren

Nachbeobachtungszeit auf.

Bei den Zellen der Mukosa und der BlutgefaRe des Diunndarms zeigten sich fur
p21 und p27 signifikant geringere Anzahlen an angefarbten Zellkernen bei den
Parecoxib-Tieren im Vergleich zu den Tieren der Kontrollgruppe. Es wurde ein
Feld von 0,5 cm Lange ausgezahlt. Die Breite des ausgezahlten Feldes entsprach
der Dicke der Darmwand. So sollte ein mdglichst gleich grof3es ausgezahltes
Areal bei allen Tieren erreicht werden. Es wurden in diesem Feld alle angefarbten
Zellkerne, aufgeteilt nach Mukosa, Submukosa, BlutgefaRen und Muskularis,
gezahlt. Nicht mitgez&hlt wurden evtl. vorhandene Anfarbungen in Schleimresten
im "Lumen*. Ebenfalls nicht gewertet wurden Zellen in evtl. im ausgezahlten Feld
liegenden Peyer-Plaques. Diese waren nur in einer geringen Anzahl der
betrachteten Praparate zu erkennen. Um die Wertung nicht zu verfalschen,

wurden sie daher ausgespart. Die Farbung p21 Dinndarm zeigte eine sehr klare
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Anfarbung der Zellkerne, die Hintergrundfarbung war zu vernachlassigen. Die
Farbung p27 Dunndarm war insgesamt gut auswertbar. Es wurde hier eine 1:100
Verdinnung des Antikorpers verwendet, da die Anfarbung und auch die
Hintergrundfarbung bei der 1:50 Verdinnung zu stark waren.

Der Diunndarm und alle Organe des portalvendsen Stromgebietes kdonnen im
Rahmen einer Ischamie-/Reperfusionssequenz gravierende Schaden erleiden und
diese kbénnen im Rahmen eines Multiorganversagens bzw. eines SIRS auch zu
letalen Komplikationen fuhren. Daher ist es wichtig eine Mdglichkeit zu finden,
diese Schaden zu vermeiden. Die zytoprotektive Rolle einiger Prostaglandine im
Magen-Darm-Trakt [65,86,87] und die Anregung von Reparaturmechanismen im
verletzten gastrointestinalen Epithel durch bestimmte Prostaglandine [8,121] ist
bereits hinreichend bekannt. So spielt auch die COX-2 eine wichtige Rolle in der
Reparatur der Mukosa des Magens [67]. Dennoch stellte sich in unserer Studie
durch die Gabe eines COX-2 Inhibitors die Anfarbung der Zellen mit Antikdrpern
gegen p21 und p27 deutlich geringer dar im Vergleich zur Placebo-Gruppe. In
einer anderen Studie am Schwein wird beschrieben, dass eine Hemmung der
COX-2 die Erholung einer Ischamie-induzierten Verletzung der Mukosa nicht
behindert [9]. Es wird sogar eine Schutzfunktion des selektiven COX-2 Hemmers
FK3311 fur den Dinndarm nach Ischamie/Reperfusion beschrieben [45]. In einer
Studie an ischamischem Pferdegewebe wird beschrieben, dass durch die Gabe
eines nicht-selektiven COX-Hemmers (flunixin meglumine) die Produktion von
PGE, und PGIl, gehemmt wird und keine Hinweise auf eine Erholung des
Gewebes gefunden werden konnten, wahrend bei Gabe des selektiven COX-2
Hemmers Etodolac die Konzentration von PGE, und PGI, signifikant anstieg und
auch eine Erholung erkennbar war [12]. Die Gabe des selektiven COX-2 Hemmers
fuhrte also im Gegensatz zum unselektiven COX-Hemmer zur besseren Erholung
des Gewebes. Bei Gabe eines selektiven COX-2 Hemmers scheinen also die
positiven entziindungshemmenden Effekte die negativen (Verschlechterung der

Durchblutung durch Hemmung vasodilatierender Prostaglandine) zu Uberwiegen.
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Nicht-vulnerable Organe:

Bei der Anfarbung des Lebergewebes mit Antikrpern gegen p2l1 fand sich
lediglich fir das Bindegewebe eine signifikant geringere Anzahl an angefarbten
Zellkernen bei der Parecoxib- im Vergleich zur Placebogruppe. Bei der Farbung
p27 fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Bei der
Leber konnte fur die p27 Farbung ein 0,5 cm x 0,5 cm groRes Feld ausgezahlt
werden. Fiur die p21 Farbung war dies aufgrund der hohen Menge an angefarbten
Zellkernen nicht mdoglich. Da die Farbung bereits bei einer VergroéfRerung von
Faktor 10 zuverlassig erkennbar und beurteilbar war, wurde hier lediglich ein
Gesichtsfeld bei 10-facher VergréRerung ausgezahlt. Die Farbung war in den
betrachteten Praparaten homogen verteilt, so dass keine Mittelung aus mehreren
ausgezahlten Gesichtsfeldern vorgenommen wurde. Im betrachteten Feld wurden
die Zellkerne getrennt nach Leberzellen/Sinusoiden, Blutgefal3en (vor allem
periportal) und Bindegewebe (vor allem periportal) gezahlt. Die meiste Anféarbung
fand sich in den "Leberzellen". Bei Betrachtung bei héherer VergréRerung im
Mikroskop stellte sich allerdings heraus, dass nicht auszuschlief3en ist, dass sich
hier nicht die Hepatozyten sondern evtl. auch (eingewanderte?) Zellen in den
Sinusoiden darstellen. Da sich dies im Einzelfall nicht klar unterscheiden liefl3,
wurden Hepatozyten und Zellen in den Sinusoiden in dieser Kategorie
zusammengefasst.

Eine der Zellarten in der Leber, die bei der Ischamie-/Reperfusionssequenz eine
grole Rolle spielt, sind die Kupffer-Zellen [95,104]. Die Sekretion
proinflammatorischer Zytokine (z.B. TNFapna, IL-1) durch aktivierte Kupffer-Zellen
soll eine Rolle bei der I/R-Verletzung spielen, eine Hemmung der Kupffer-Zellen
die Leber vor einer I/R-Verletzung schitzen kénnen, indem die Freisetzung von
TNFapnha durch eine Downregulation des toll-like receptor 2 gehemmt wird [120]. Es
ware interessant gewesen, ob sich im Lebergewebe der untersuchten Schweine
auch Kupffer-Zellen angefarbt haben und ob diese durch die Ischamie besonders
geschadigt wurden.

Die Farbung p27 war teilweise schwierig auszuwerten. Die Farbung stellte sich in
den verschiedenen Préparaten sehr unterschiedlich dar, ebenso fand sich eine
kraftige Hintergrundfarbung. Mit keinem anderen getesteten Antikorper war

allerdings Uberhaupt eine Anfarbung des Schweinegewebes mdglich, daher wurde
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der Santa Cruz Antikorper verwendet. Die Farbung nach p21 hingegen war klar
auswertbar und ohne wesentliche Hintergrundfarbung. Erstaunlicherweise zeigten
einige Parecoxib-Tiere auch bei wiederholter Farbung keinerlei Anfarbung mit den
p21-Antikdrpern.

Eine Ischdmie kann zu einer Stoérung der Leberfunktion fihren. Insbesondere soll
aber auch der plotzliche Wiedereinstrom des Blutes in zuvor ischamisches
Gewebe zu einer massiven Gewebeschadigung u.a. durch Enzymfreisetzung
fuhren [23]. Eine weitere wichtige Rolle bei der Ischamie-/Reperfusionsverletzung
der Leber sollen die Stérung der Mikrozirkulation [46], ebenso wie eine
entstehende inflammatorische Reaktion spielen. Bisher konnte lediglich bei
NFkappaB-Inhibitoren eine Effektivitdt gegen eine I/R-Schadigung der Leber
nachgewiesen werden [60]. In dieser Studie konnte kein Effekt des
antiinflammatorischen Medikaments Parecoxib auf die Expression der Seneszenz-
Marker p21 und p27 festgestellt werden. Die Expression von p21l war in einer
anderen Studie nach 12 und 24 Std. Reperfusion deutlich induziert, in derselben
Studie wird aber auch vorgeschlagen, dass p21 in die Auflésung (resolution) und
Erholung von einer I/R-Schadigung der Leber involviert sein konnte [4]. Das
Gewebe in der hier durchgefihrten Studie wurde bereits 4 Stunden nach
Reperfusion entnommen. Daher ist nicht zu beurteilen, ob eine Uberexpression

nach 12 bzw. 24 Stunden stattgefunden hatte.

Weder bei der Anfarbung des Skelettmuskelgewebes aus der unteren Extremitat
mit Antikbrpern gegen p21, noch bei der Anfarbung mit Antikbrpern gegen p27
zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen der Parecoxib- und der
Placebogruppe. Beim Skelettmuskel konnte bei beiden Farbungen ein 0,5 cm x
0,5 cm groRes Areal markiert und anschlieBend ausgezahlt werden. Hierbei
wurden die Zellkerne von Muskelzellen, BlutgefalBen und Bindegewebe
unterschieden und getrennt ausgezéhlt. Die Aufbereitung und Anfarbung des
Muskelgewebes gestaltete sich teilweise schwierig. Teilweise schien das
Muskelgewebe, obwohl makroskopisch auf dem Objekttrager intakt, Im
mikroskopischen Préparat "zerfetzt". An den entstandenen Kanten und
Auffaltungen fand sich, wie oftmals an Randern, eine deutlich verstarkte aber auch
unspezifische Anfarbung. Daneben fand sich in einigen Praparaten fast keine

Anfarbung.
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Beim Skelettmuskel der unteren Extremitat fand sich kein Einfluss von Parecoxib
auf die Expression der Seneszenz-Marker. Allerdings funktionierte die Farbung
des Muskelgewebes nicht optimal. Bei einigen Tieren war fast keine Anfarbung zu
erkennen und die Anfarbung war auch sehr abhangig von der Qualitat des
Gewebes/Gewebeschnittes. Des Weiteren war die Ischamiezeit fir den
Skelettmuskel wohl zu kurz, um nachweisbare Schaden zu erzeugen und die Zeit
zwischen dem Klemmen und der Gewebeentnahme war moéglicherweise ebenfalls
zu kurz. Der entstandene Schaden war dadurch eventuell morphologisch noch
nicht voll ausgepragt und nachweisbar. In einer anderen Studie konnte bereits
gezeigt werden, dass die Expression von p21 deutlich gesteigert war bei einer
Reperfusion nach 3 bzw. 6 h Ischamiezeit [31]. Ebenso konnte gezeigt werden,
dass bei einer Hypoxie/Reoxygenierung bzw. beinahe Ischamie/Reperfusion des

Skelettmuskels das Gen fur p27 hochreguliert wird [3].

4.2 EFFEKT DER GABE VON PARECOXIB AUF DIE ANZAHL DE R
APOPTOSEN

4.2.1 THEORETISCHER HINTERGRUND

Bei der Apoptose handelt es sich im Gegensatz zur Nekrose um einen
physiologisch im Organismus auftretenden Prozess. Es handelt sich dabei um den
so genannten "programmierten Zelltod", der eine grof3e Rolle bei der Einstellung
eines Gleichgewichts zwischen Zellverlust und Zellgewinn spielt. Ebenfalls eine
grof3e Rolle wird der Apoptose bei der Karzinogenese bzw. bei der Elimination von
mutierten sowie anderweitig geschadigten Zellen zugeschrieben. Die Apoptose
l&auft nach einem festen Schema ab, bei dem es in einem spateren Stadium zur
DNS-Fragmentierung kommt. Diese DNS-Fragmente macht man sich zunutze, um
mit Hilfe des TUNEL-Tests apoptotische Zellen zu identifizieren. Die TUNEL-
Methode macht dabei freie 3'-OH-End-Gruppen sichtbar [57]. Ischamie kann den
Prozess der Apoptose anstol3en [57].
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4.2.2 AUSWIRKUNGEN AUF DIE UNTERSUCHTEN ORGANE

Es zeigte sich beim Ruckenmark keine signifikant verschiedene Anzahl
apoptotischer Zellkerne bei Versuchs- und Kontrollgruppe bei einer insgesamt
geringen Anzahl an apoptotischen Zellkernen. Es wurde ein kompletter
Ruckenmarksquerschnitt, getrennt nach grauer Substanz, weier Substanz und
Blutgefal3en, ausgewertet.

Es ist bekannt, dass Ischamien des RM eine Apoptose der Motoneurone zur Folge
haben kdnnen [34,58]. Bereits nach 15-minitiger Ischdmie und anschliel3ender
Reperfusion lassen sich nach 2 Tagen Reperfusion einige Motoneurone mit der
TUNEL-Farbung darstellen [34]. Das Riuckenmark ist somit eines der
empfindlichsten Gewebe des Koérpers und eine 30 minitige Ischamie wie in dieser
Studie sollte einen ausreichenden Stressor darstellen, um Apoptosen auszulésen.
Moglicherweise war das Maximum der Anzahl der apoptotischen Zellkerne noch
nicht erreicht; es wird beschrieben, dass die Anzahl TUNEL-positiver Zellen nach
Ischamie ein Maximum nach 24 Stunden erreicht, die apoptotischen Zellen finden
sich dabei eher “intermediate” bis ventral [58]. Hier wurde das Gewebe bereits 4
Stunden nach Reperfusion entnommen; eventuell hatte man bei langerer
Nachbeobachtungszeit mehr Apoptosen erkennen kdnnen. Der Aktivitat der
Zyklooxygenase-2 wird eine Rolle beim Zelltod nach Ischdmie zugeschrieben.
Durch die COX-2 wird das Cyclin D; induziert; sowohl durch eine Hemmung der
COX-2 durch NS 398 als auch eine Hemmung des Cyclin D; liel3 sich die DNS-
Fragmentierung nach Anoxie senken und das neuronale Uberleben steigern [117].
Ebenso konnte fur den selektiven COX-2 Hemmer Nimesulide eine Hemmung der
Neuronen-Schadigungen im Hippocampus nachgewiesen werden [91]. Die
sekretorische Phospholipase A; induziert den neuronalen Zelltod durch Apoptose;
dies kann ebenfalls durch einen COX-2 Inhibitor gehemmt werden [119]. In einer
Studie, die eine Reduktion des Ischamie-/Reperfusionsschadens durch Gabe von
rHUEPO untersuchte, wurden bereits Parallelen zwischen einem histopathologisch
nachweisbaren neuroprotektiven Effekt (mit TUNEL-Test nachgewiesene
Apoptosen) und dem neurologischen Untersuchungsergebnis gesehen [16].
Ebenfalls wurden bei Ratten, die Linolensdure zur Vermeidung eines Ischamie-
/IReperfusionsschadens des Ruckenmarks erhielten, weniger Apoptosen

nachgewiesen und die Tiere zeigten eine bessere neurologische Funktion [54].
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Bei der Niere lie3en sich keine signifikanten Veranderungen bzgl. der Anzahl der
Apoptosen zwischen den mit Parecoxib behandelten Tieren und denen der
Kontrollgruppe feststellen. Es wurde ein 0,5 cm x 0,5 cm groR3es Areal der
Nierenrinde in jedem Préparat markiert und alle Apoptosen in diesem Areal,
getrennt nach Glomeruli, Tubuli und Blutgefal3en, ausgezahilt.

In der Literatur wird beschrieben, dass der apoptotische Zelltod eine frihe
Konsequenz von Ischamie/Reperfusion bei Mausenieren sein kann [76]. Ein
maoglicher Ansatzpunkt mit einem COX-2 Hemmer die I/R-Schaden zu reduzieren,
liegt in der Entztiindung (neutrophil adherence), die als eine der Hauptursachen fur
I/R-Gewebsschadigungen angesehen wird [109]. In der hier durchgefihrten Studie
liel3 sich kein Effekt bei Gabe von Parecoxib vor dem Clamping auf die Anzahl der
Apoptosen in der Niere erkennen.

Bei den Kategorien Mukosa und Submukosa im Dinndarm liel3 sich eine
signifikant geringere Anzahl an Apoptosen im untersuchten Gewebe der mit
Parecoxib behandelten Schweine im Vergleich zu den Schweinen der
Kontrollgruppe erkennen. Eine Apoptose in einem Blutgefald des Dinndarms war
in keinem der Praparate der Kontroll- und Versuchsgruppe erkennbar. Es wurde
ein 0,5 cm langer Abschnitt der Dinndarmwand markiert und alle apoptotischen
Zellkerne in diesem Areal getrennt nach Mukosa, Submukosa, Blutgefalien und
Muskularis ausgezahlt. Nicht gewertet wurden apoptotische Kerne in eventuell
vorhandenen Peyer-Plaques oder in Schleimauflagerungen im "Darmlumen”.
Bereits in anderen Studien wurde berichtet, dass die Mukosa des Darms ein sehr
empfindliches Gewebe fir eine Ischamie-/Reperfusionsverletzung ist. Des
Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass eine I/R-Sequenz im Darm eine
Apoptose der Enterozyten induzieren kann [96]. Eine Ischamie mit anschlieRender
Reperfusion des zuvor ischamischen Gewebes fiihrt zu einer Verschlechterung
des Gewebeschadens [75]. Im Gastrointestinaltrakt ist Apoptose allerdings auch
ein wichtiges physiologisches Phanomen der Zellerneuerung [83,84]. Die
Induktion der Apoptose bei I-/R-Sequenz passiert wahrend der ischamischen
Phase und halt noch in der frihen Reperfusionsphase an. Die maximale DNS-
Fragmentierung findet ca. 1 h nach Reperfusion statt, 6 h danach sind schon
wieder die Ausgangswerte erreicht [75]. Die maximale DNS-Fragmentierung
misste in dieser Versuchsanordnung also bereits erreicht und Uberschritten sein,

dennoch ist unsicher, ob bereits alle von der DNS-Fragmentierung betroffenen
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apoptotischen Zellen nach 4 Stunden Reperfusion nachweisbar sind. Es konnte
bereits gezeigt werden, dass durch Sucralfat und auch durch HGF (Hepatocyte
Growth Factor) die Anzahl an Apoptosen im Darm nach I/R-Sequenz vermindert
werden konnte [52,96]. Eine Verminderung der Apoptosen durch einen COX-2
Hemmer konnte bisher meines Wissens nicht nachgewiesen werden. Im Rahmen
einer Studie zum Vergleich von konventioneller offener Aortenaneurysma-
Reparatur und EVAR (endovascular aneurysm repair) zeigte sich, dass nach
offener OP ein deutlicher Anstieg der Apoptosen, sowie von IL-6 und TNFapha
stattfand, wobei IL-6 in den SplanchnikusgefafRen mit der Klemmzeit und den
vermehrten Apoptosen positiv korrelierte. Bei der EVAR zeigte sich lediglich
postoperativ (nicht aber intraoperativ) ein Anstieg an IL-6 und TNFapha, €S konnten
keine histologischen Veranderungen im Vergleich zum Vorbefund gesehen
werden [27].

4.3 EFFEKT DER GABE VON PARECOXIB AUF HAMODYNAMISCH E
PARAMETER, PARAMETER DER KLINISCHEN CHEMIE UND
PROSTAGLANDINE

Wahrend des Clampings wurde versucht, die systemischen hamodynamischen
Parameter mittels intravendser Gabe von Nitroglyzerin, Esmolol und
Adenosintriphosphat stabil zu halten. Distal der Clampingstelle war der mittlere
arterielle Druck waéahrend des Clampings bei Versuchs- und Kontrollgruppe
signifikant niedriger als der Ausgangswert. Ebenso war wahrend des Clampings
der Blutfluss in der Leber, der distalen Aorta und den Nieren bei beiden Gruppen
signifikant niedriger als der Ausgangswert.

Die arteriellen Kreatininkonzentrationen waren bei beiden Gruppen 120 Minuten
nach Declamping signifikant héher als der Ausgangswert, ndherten sich aber 240
Minuten nach Declamping schon wieder dem Ausgangswert an. Die
Verschlechterung der Nierenfunktion durch das Clamping/Declamping scheint also
nur temporér zu sein. Die arteriellen Kreatinikonzentrationen waren an allen
Messzeitpunkten bei der Parecoxibguppe signifikant hoher als bei der
Placebogruppe. Die Parecoxib-Infusion wurde 45 Minuten vor dem Clamping
begonnen und kann somit bereits am MZP 1 gewirkt haben. Bei der Menge des
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Sammelurins und bei der arteriellen Bilirubinkonzentration konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden.

Die 6-keto-Prostaglandin-Konzentration war bei der Placebogruppe 120 Minuten
nach Declamping signifikant hoher als davor. Die 6-keto-Prostaglandin-
Konzentrationen waren nach dem Clamping bei der Parecoxibgruppe signifikant
geringer als bei der Placebogruppe. Bei der TBXB,-Konzentration konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten oder den Gruppen

festgestellt werden.

4.4  STELLUNGNAHME ZUR FRAGESTELLUNG DER STUDIE

4.41 KANN DURCH DIE GABE DES COX-2 HEMMERS PARECOXIB EIN
AUFTRETENDER ISCHAMIE-/REPERFUSIONSSCHADEN IN DEN
ORGANEN DES SPLANCHNIKUSGEBIETES, DER NIERE, DER
UNTEREN EXTREMITAT UND DES RUCKENMARKS BEGRENZT
WERDEN?

Die vorliegende Studie gibt Hinweise darauf, dass durch die Gabe des selektiven
COX-2 Hemmers Parecoxib ein Ischamie-/Reperfusionsschaden in einigen der
untersuchten Organe abgeschwéacht werden kann.

So fand sich fur das RM eine signifikant geringere Expression an p21 und p27 bei
den mit Parecoxib behandelten Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe. Folglich
scheint das RM der Parecoxib-Tiere weniger Schaden durch die 30-minutige
Ischdmie und anschlielende Reperfusion, als das der Tiere der Kontrollgruppe
genommen zu haben. Fur die Niere war diese Schutzwirkung nicht eindeutig
nachweisbar. In der p21 Immunhistochemie zeigte sich allerdings fiir die ischamie-
empfindlichsten Zellen der Niere, die Tubuluszellen, eine signifikante geringere
Anfarbung bei Parecoxib im Vergleich zu Placebo. Fur die p27 Farbung fand sich
kein signifikantes Ergebnis, die Farbung war aber auch nicht sauber, es war kein
optimaler Antikorper flir das Schweinegewebe zu finden. Sowohl fiir Niere, als
auch fur Rickenmark lie3en sich keine signifikanten Unterschiede bei der Anzahl
der Apoptosen finden. Bei den Organen des Splanchnikusgebietes bestanden
deutliche Unterschiede zwischen den untersuchten Organen Leber und
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Dunndarm. Beim Dunndarm zeigte sich fur die Mukosa und die Blutgefal3e eine
signifikant niedrigere Expression von p21 und p27 und signifikant weniger
Apoptosen in Mukosa und Submukosa bei den mit Parecoxib behandelten Tieren.
Bei der Leber hingegen zeigte sich lediglich fir das Bindegewebe in der
Anfarbung mit Antikdrpern gegen p21 eine signifikant geringere Expression bei
den Parecoxib-Tieren. Ein TUNEL-Test wurde nicht durchgefuhrt. Moglicherweise
ist die Ischamieempfindlichkeit der Leber geringer als die bekanntermal3en hohe
Empfindlichkeit des Darmes fur I/R-Ereignisse. Fiur den Skelettmuskel zeigte sich
ebenfalls kein Schutz durch Parecoxib. Allerdings erscheint fraglich, ob das
Gewebe der Skelettmuskeln nach 30-minitiger Isch&mie schon deutliche,
morphologisch nachweisbare Schadigungen zeigt.

Neben der relativ geringen Anzahl an untersuchten Versuchstieren gab es noch
weitere Schwachen im Versuchsdesign. So ware es z.B. winschenswert
gewesen, Gewebe von Schweinen zu untersuchen, die keinem thorakalen
Aortenclamping unterzogen wurden. So hatten "Basiswerte” gewonnen werden
kénnen, um eine Aussage darlUber zu treffen, wie hoch die Expression von p21
und p27 ohne Ischamie/Reperfusion war und wie grof3 der Anstieg in der
Expression durch das Ischamie-/Reperfusionsereignis war.

Des Weiteren ware eine langere Nachbeobachtungszeit wiinschenswert gewesen.
Die Gewebe wurden bereits 4 Stunden nach Beendigung des Clampings
gewonnen. Morphologisch sichtbare Schaden und auch p21/p27-Expression
waren evtl. zu diesem Zeitpunkt noch nicht maximal ausgepréagt; eine langere
Nachbeobachtungszeit bis zum Entnahmezeitpunkt hatte evil. andere bzw.

deutlichere Ergebnisse erbracht.

4.4.2 ZEIGT PARECOXIB DEUTLICHE ZYTOPROTEKTIVE EFFEKTE?

Parecoxib zeigt bei einigen der entscheidenden Organe deutliche zytoprotektive
Effekte. Besonders schwerwiegend fir den Patienten sind Schadigungen des
Ruckenmarks nach Reparatur eines AAA. Beim Ruckenmark zeigte sich in der
Parecoxibgruppe eine deutlich geringere Expression der Zellalterunsgsmarker p21
und p27. Dies deutet auf eine zytoprotektive Wirkung des Parecoxib hin. Ebenfalls
ein haufig geschadigtes Organ bei der AAA-Reparatur ist der Darm. Starke

Schéadigungen hier kénnen uber ein SIRS trotz gelungener Operation zum Tode
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des Patienten fuhren. Auch hier zeigt Parecoxib deutliche zytoprotektive Effekte.
Fur die Niere als drittes entscheidendes Organ bei Operation eines AAA waren die
Ergebnisse nicht Uberzeugend. Dennoch lasst sich zumindest fur p2l eine
signifikante Reduktion bei den Ischamie-empfindlichen Tubulus-Zellen feststellen.
Lediglich beim Darm konnte eine signifikante Reduktion der Apoptosen festgestellt
werden. Uber die klinische Relevanz der gefundenen Ergebnisse kann hier keine

Aussage getroffen werden.

4.4.3 KANN DIE SUBSTANZ EVENTUELL SOGAR FUR EINE KLINISCHE
ANWENDUNG EMPFOHLEN WERDEN?

Was die gefundenen Ergebnisse angeht kann eine klinische Anwendung nach
weiterer Testung in Betracht gezogen werden. Momentan ist Parecoxib lediglich
zur Kurzzeitbehandlung postoperativer Schmerzen zugelassen. Es besteht eine
Kontraindikation bei Herzinsuffizienz ab Stadium NYHA Il sowie bei Klinisch
gesicherter KHK. Patienten mit einem erhoéhten Risiko fir das Auftreten
kardiovaskularer Ereignisse sowie einer pAVK sollten das Medikament nur nach
Risiko-Nutzen-Abwagung erhalten. Starke Hautreaktionen, wie nach Anwendung
von Valdecoxib beobachtet, kbnnen bei der Anwendung von Parecoxib nicht
sicher ausgeschlossen werden. Des Weiteren wurde bei Patienten nach einer
koronaren Bypass-OP beobachtet, dass die Anwendung von Parecoxib
postoperativ zu einem erhdhten Risiko flur kardiovaskulare/thromboembolische
Ereignisse gefuhrt hat [alle Informationen aus 24]. Die Patienten, die von der
Anwendung des Parecoxib im Rahmen der Aneurysma-Reparatur profitieren
konnten, leiden sehr héaufig gleichzeitig an weiteren Herz-Kreislauferkrankungen,
so z.B. einer KHK, einem Hypertonus oder auch einer pAVK. Die Auswirkungen
einer Gabe von Parecoxib bei diesen Patienten musste erst weiter erforscht
werden. Ebenso missten die genauen Modalitaten der Gabe weiter untersucht
werden, um zu klaren, ob eine Einmalgabe unmittelbar vor dem Clamping bereits
den maximalen Effekt bewirkt, oder ob evtl. eine Gabe vor der Operation oder
postoperativ einen Vorteil bringen kann.

Eine Erhbéhung der Rate kardiovaskularer Ereignisse bei Gabe von COX-2-
Hemmern wird seit einigen Jahren diskutiert; daher scheint fraglich ob es zu

weiteren Untersuchungen am Menschen bzgl. einer Reduktion des Ischamie-/
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Reperfusionsschadens durch Parecoxib kommen wird. Leider konnte in der
durchgefuihrten Studie eine Untersuchung der Ruckenmarksfunktion bzw. ein
frihzeitiges Erkennen einer Rickenmarksischamie anhand motorisch evozierter

Potentiale aufgrund technischer Probleme nicht durchgefuhrt werden.
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) ZUSAMMENFASSUNG

Die haufig auftretenden Erkrankungen Hypertonie und Arteriosklerose gelten als
Hauptursachen fur das Auftreten eines abdominellen Aortenaneurysmas. Die
Operation eines Aneurysmas erfordert ein proximales und distales Abklemmen der
Aorta mit Ischamie der abhangigen Organe und nachfolgender Reperfusion.
Dadurch kann es zu einer Schadigung der minderdurchbluteten Organe unter
anderem mit neurologischen Ausfallen, Nierenschadigung oder Schadigung des
Darms bis hin zum SIRS (systemic inflammatory response syndrome) kommen.
Diese Schadigungen aufRern sich auf zellularer Ebene beispielsweise Uber eine
vermehrte Zellalterung und erhéhte Anzahl an Apoptosen. Es konnte gezeigt
werden, dass die Blockade der Zyklooxygenase den Ischamie-/
Reperfusionsschaden nach Nierentransplantation und Schlaganfall reduziert. In
dieser Studie wurde untersucht, ob die Kurzzeitgabe des COX-2 (Zyklooxygenase-
2)-Hemmers Parecoxib die durch Ischdmie und Reperfusion verursachten Effekte
nach thorakalem Aortenclamping in einem klinisch relevanten Grosstiermodell
verhindern oder vermindern kann.

8 narkotisierte Hausschweine erhielten 40 mg Parecoxib in 0,9% NaCl-Lésung
(PAR, Versuchsgruppe) und 10 narkotisierte Hausschweine 0,9% NaCl-Lésung
(PLA, Placebogruppe) tber 45 Minuten vor einem 30 minutigen Abklemmen der
thorakalen Aorta. Die Wirkung des Parecoxib auf die Hamodynamik, einzelne
Parameter der klinischen Chemie sowie auf die Konzentration einzelner
Prostaglandine wurde untersucht. Die Parameter wurden sowohl vor und wahrend
der ischamischen Phase als auch wahrend der Reperfusion erhoben. Nach 4
Stunden Beobachtungszeit wurden Biopsien der Organe Rickenmark, Niere,
Dunndarm, Leber und Muskel zum Nachweis von Apoptosen (mit dem TUNEL
(TdT-mediated  nick-end labelling  technique)-Test) und  Zellalterung
(immunhistochemische Anfarbung mit Antikorpern gegen p21 und p27)
entnommen. Es wurde verglichen, ob signifikante Unterschiede zwischen
Parecoxib- und Placebogruppe beziglich der Anzahl an Apoptosen und p21/p27
(cyclin-dependent kinase inhibitors 1A und 1B) angefarbter Zellkerne bestehen.
Die Daten wurden als Median (range) dargestellt und mittels U-Test (Wilcoxon-
Test fur unverbundene Stichproben) verglichen. Zum Vergleich der Parameter der

Hamodynamik, klinischen Chemie und Prostaglandine zwischen den
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Messzeitpunkten wurde der Friedman repeated measures ANOVA (analysis of
variance) on ranks mit anschlieBendem Dunn Test durchgefuhrt; zum Vergleich
der Versuchsgruppen an einem Messzeitpunkt wurde der U-Test (Wilcoxon-Test
fur unverbundene Stichproben) verwendet.

In der Parecoxibgruppe fand sich eine signifikant geringere Expression von p21
und p27 in allen Gewebeanteilen des Rickenmarks (graue Substanz, weil3e
Substanz und BlutgefaRe) (p-Wert < 0.05 vs. Placebo), im Dunndarm in der
Mukosa und den BlutgefaRen (p21/ p27: Mukosa p-Wert = 0.0005/ 0.0058 und
Blutgefalle p-Wert = 0.0112/ 0.0013 vs. Placebo). Weniger deutlich zeigte sich
auch ein Schutz der renalen Zellen (Tubuli p21 p-Wert = 0.0405 vs. Placebo). Des
Weiteren zeigte sich beim TUNEL-Test (TdT-mediated nick-end labelling
technique) eine signifikant reduzierte Anzahl an Apoptosen in der Mukosa und
Submukosa des Dinndarms (p-Wert = 0.0113 und 0.0382 vs. Placebo). In der
Parecoxibgruppe fand sich eine signifikant geringere Konzentration von 6-keto-
Prostaglandinen nach dem Clamping im Vergleich zur Placebogruppe; bei
Thromboxan B, fanden sich keine signifikanten Unterschiede.

Die Hemmung der Zyklooxygenase-2 mit Parecoxib vor dem aortalen Clamping
beugt der ischamie-/reperfusionsbedingten Seneszenz und Apoptosen vor.
Insbesondere das Rlckenmark und der Dinndarm zeigen eine signifikant
geringere Expression der Seneszenz-Marker p21 und p27. Schadigungen dieser
beiden Organe, z.B. im Rahmen einer operativen Therapie eines abdominellen
Aortenaneurysmas, kdénnen schwerwiegende Folgen fir den Betroffenen haben
bis hin zur LA&hmung oder einem letalen Ausgang infolge eines SIRS (systemic
inflammatory response syndrome). Diese Ergebnisse sollten Anlal3 sein, weitere
Untersuchungen am Menschen durchzufihren, um abschatzen zu koénnen,
inwieweit die hier gefundenen Ergebnisse mit einer klinisch erkennbaren
geringeren Lasion der untersuchten Organe einhergehen. In dieser Studie war
eine Untersuchung der Rickenmarksfunktion der untersuchten Schweine anhand
von motorisch evozierten Potentialen aufgrund technischer Schwierigkeiten nicht
maoglich. Eine weitere klinische Untersuchung am Menschen erscheint wegen
einer vermuteten Erhohung der Anzahl kardiovaskularer Ereignisse durch

Zyklooxygenase-2-Hemmer fraglich.
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