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Anstieg des Radikalfangers Glutathiontransferase
wahrend einer Nimesulidtherapie
bei Patienten mit schmerzhafter Gonarthrose

W. Kullich', N. Fagerer’, H. Schwann?

Gonarthrose ist eine degenerative, zum Teil sehr schmerzhafte Erkrankung des Kniegelenks mit zunehmender Zerstérung des Gelenkknorpels. Bei den
Entziindungsmechanismen und der Gelenksdestruktion spielt auch die Bildung freier Radikale (ROS, Reactive Oxygen Species) eine wesentliche Rolle
fiir die Progression der Erkrankung. Ziel der vorliegenden Pilot-Studie war es, den antioxidativen Einfluls des nichtsteroidalen Antirheumatikums Nime-
sulid auf den Radikalfanger Glutathiontransferase (GST) aufzuzeigen. Weiters wurde der EinflulS auf die Matrixmetalloproteinase MMP-3 und seinen
Antagonisten TIMP-1 (Tissue Inhibitor of Matrixmetalloproteinase 3) untersucht. GST, MMP-3 und TIMP-1 wurden durch Enzym-Immunoassays bestimmt.
Unter der Nimesulidtherapie kam es parallel zur klinischen Verbesserung zu einem signifikanten Anstieg der antioxidativen Glutathiontransferase bei
gleichzeitiger Verminderung der knorpelschadigenden MMP-3 bzw. Anstieg der Inhibitor-TIMP zu MMP-3 Ratio. Die Resultate zeigen, dals Nimesulid
zusdtzlich zu seinen bekannten entziindungshemmenden Eigenschaften auch eine antioxidative Potenz besitzt und bei Arthrosepatienten ohne knorpel-
schadigende Effekte erfolgreich eingesetzt werden kann.

Osteoarthritis (OA) of the knee is a degenerative, often painful disease of the knee joint with increasing destruction of the articular cartilage. In the
inflammatory process the formation of free radicals (ROS, Reactive Oxygen Species) plays a major role in progression of disease and in the subsequent
destruction of joint cartilage. The aim of the pilot study was to examine the antioxidative potency of the nonsteroidal anti-inflammatory drug (NSAID)
nimesulide on glutathione transferase (GST), an enzymatic free radical scavenger. In addition, the effects on matrix-metalloproteinase MMP-3 and its
antagonist TIMP-1 (Tissue Inhibitor of Matrix-metalloproteinase 3) were determined. GST, MMP-3 and TIMP-1 were measured by enzyme-immunoassays.
A 3 weeks treatment with nimesulide significantly increased the scavenger GST parallel to clinical improvement and increase of TIMP/MMP-3 ratio.
The results indicate that nimesulide additionally to its known anti-inflammatory properties shows also an evident antioxidative activity further supporting

its key role in the treatment of OA patients thanks to the absence of negative effects on the cartilage. ] Miner Stoffwechs 2006; 13 (4): 111-115.

ie Gonarthrose ist eine Gelenkserkrankung, welche

mit Schmerzen, Steifigkeit und Bewegungseinschran-
kung infolge Knorpelabbau und lokalen sekundéren Ent-
zlindungsvorgdngen einhergeht. Sie stellt aufgrund von
medizinischen Kosten und Arbeitsausfdllen eine erhebli-
che sozialokonomische Belastung dar.

Die medikamentdse Therapie fiir Gonarthrosepatienten
besteht in der Gabe von nichtsteroidalen Antirheumatika
(NSAR), welche hidufig als First-line-Praparate eingesetzt
werden. Nimesulid, ein Wirkstoff aus der Klasse der Sulfon-
anilide, findet als nichtsteroidales Antirheumatikum seit
1985 Anwendung in der Therapie rheumatischer Erkran-
kungen des Stiitz- und Bewegungsapparates mit guter anti-
phlogistischer und entziindungshemmender Wirkung [1].

Zusatzlich ist, als eine besondere Eigenschaft von Nimesulid
(NIM) und seinem Hauptmetaboliten 4-Hydroxy-Nimesulid
(4-OHNIM), ein hohes antioxidatives Potential bekannt.
Beide sind in der Lage, Sauerstoffradikale (Reaktive oxygen
species, ROS), die im Korper beispielsweise im Rahmen
der Lipidperoxidation, Entziindung oder Zellatmung ent-
stehen, abzufangen [2].

Von Chondrozyten generierte ROS spielen eine grole Rolle
bei der Pathogenese rheumatischer Erkrankungen. Studien
von Zheng et al. [3] zeigen, dall Nimesulid und 4-OH-
Nimesulid nicht nur als Scavenger von ROS wirken, son-
dern auch die bei Arthrose von Chondrozyten gebildeten
Radikale inhibieren konnen, wodurch diese antioxidativen
Eigenschaften entsprechende positive additive Einfliisse
auf Entzlindungsprozesse im Rahmen eines arthrotischen
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Geschehens bewirken kénnen. Im Rahmen der Knorpel-
degradation bei Arthrose bestehen ja infolge des Knorpel-
abriebs und Reizungen sekunddre Entziindungen (Synovi-
tis), die wieder zum rascheren Knorpelabbau beitragen.

Bei den Glutathion-S-Transferasen (GST) handelt es sich
aufgrund der Ubertragung von Glutathion auf oxidative
Metaboliten um antioxidative Enzyme. Es sollte daher ge-
nauer untersucht werden, ob Nimesulid mit seinen anti-
oxidativen Eigenschaften auch eine positive Wirkung auf
die endogenen GST haben konnte.

Die im Verlauf einer Arthrose auftretenden sekundaren
Entziindungsvorgdnge und dabei generierten ROS kénnen
eine erhohte Progression der Zellschddigung hervorrufen
und damit zu einer Verschlechterung des arthrotischen
Krankheitsverlaufes beitragen: klinische Schmerzen, Schwel-
lung und Gelenkserguf8 (- aktivierte Arthrose).

Matrix-Metalloproteinasen (MMP) und deren Inhibitoren
(Tissue Inhibitors of Matrix-Metalloproteinases, TIMP) sind
wesentlich am Umbau der extrazelluldren Matrix beteiligt
und gelten somit als wichtige Faktoren im Knorpelabbau
bei Gonarthrosepatienten. Es wurde bereits nachgewiesen,
dall Nimesulid die Bildung von knorpeldestruierenden
MMPs hemmen kann [1].

Da das Verhdltnis Inhibitor zu schadlicher Metallopro-
teinase noch mehr Riickschluf erlaubt, ob gerade ein enzy-
matischer Angriff auf Strukturen des Knorpels erfolgt, er-
schien es von Interesse, auch die Hohe der TIMP-Spiegel
unter einer mehrwochigen Nimesulidtherapie zu untersu-
chen, womit die enzymatisch schiadigende Knorpelbela-
stung besser beurteilt werden kann.

Material und Methoden

Patienten
Die Untersuchungen wurden in einer offenen Pilotstudie
an 20 Patienten (10 weibl., 10 mannl.) mit einer schmerz-
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haften Gonarthrose im Rahmen eines mehrwdéchigen
Rehabilitationsaufenthaltes in der SKA Saalfelden durch-
gefiihrt. Die Therapie dieser Patienten beinhaltete eine Be-
handlung mit 100 mg Nimesulid 2mal taglich tiber einen
Zeitraum von 3 Wochen. Zusitzlich erhielten alle Patienten
ein standardisiertes Physiotherapieprogramm, bestehend
aus Trockengymnastik, Unterwassergymnastik, Mechano-
therapie inklusive Krafttraining, Thermotherapie, Medizi-
nalbadern und Massagen.

Das Alter der Patienten lag zwischen 41 und 71 Jahren, mit
einem Durchschnitt von 54,8 Jahren (Abb. 1).

Als Vergleichsgruppe dienten 23 gesunde Probanden ohne
klinische und radiologische Zeichen einer Arthrose im
Kniegelenk im Alter von 23-57 Jahren (MW = 42 Jahre).
Alle Patienten erhielten eine Aufklarung Gber die Studie
und gaben schriftlich ihr Einverstandnis zur Teilnahme.

Klinische Erhebungen

Bei Aufnahme ins Rehabilitationszentrum erfolgte eine
umfassende klinische Untersuchung durch einen Arzt.
Neben einer Laboruntersuchung wurden die Symptome
und funktionellen Einschrankungen der Patienten mit Hilfe
des WOMAC-Index (Western Ontario and McMaster Uni-
versities Osteoarthritis Index) erhoben [4]. Diese erfolgten
vor Nimesulideinnahme und am Ende der Wochen 1, 2
und 3.

Probengewinnung

Eine venose Blutabnahme (niichtern) erfolgte morgens bei
A) Aufnahme (Tag 1-3) und bei

B) Entlassung (Tag 19-21).

Nach Abtrennen des Serums mittels Zentrifugation (15
min, 1.750 x g) wurde ein Teil des Serums fiir weitere Tests
portioniert und bei —50°C eingefroren.

Labor-Testverfahren
Blutkdrperchensenkungsgeschwindigkeit nach 1 Stunde
(BSG1), C-reaktives Protein (CRP) als Akute Phase-Protein
und rotes und weiRes Blutbild wurden im Rahmen des
iblichen Routinelabors erhoben.

Zur Bestimmung der Glutathiontransferase (GST), Matrix-
Metalloproteinase 3 (MMP-3) und MMP-3 Inhibitor (TIMP-1)
wurden Enzym-Immunoassays verwendet:

Anzahl in %

40-49

50-59 60-69 70-79

Abbildung 1: Altersverteilung der Nimesulidpatienten: Anzahl der Patien-
ten der einzelnen Altersgruppen in Prozent.

+ Glutathion-S-Transferase-1t (GST-1): Nachweis durch
einen Enzym-Immuno-Assay (EIA) der Firma Immun-
diagnostik AG Bensheim, Deutschland, unter Verwen-
dung polyklonaler Kaninchenantikdrper. Messung des
Farbumschlags bei 450 nm. Konzentration in ng/ml.

» Matrix-Metalloproteinase 3 (MMP-3, Stromelysin-1):
ELISA der Firma Amersham Pharmacia Biotech, UK,
zum Nachweis von humanem MMP3. Sensitivitdt des
Assays liegt bei 2,35 ng/ml. Farbumschlag-Messung bei
450 nm.

« Tissue Inhibitor of Matrix-Metalloproteinases 3 (TIMP-1):
Instant ELISA der Firma Bender Med Systems Wien,
Osterreich, zum Nachweis von humanem TIMP-1, dem
Inhibitor von MMP-3. Messung bei 450 nm. Konzentra-
tionsangaben in ng/ml.

Die Auswertung der Tests erfolgte mit Hilfe eines Mikrotiter-
plattenphotometer (Anthos Elisa Reader 2010) und der
,ADAP Software, Version 1.6" der Firma Anthos Labtec In-
struments GesmbH, Wals, Osterreich.

Statistische Auswertung

Die Programme Systat vs. 9.0 Statistics for Windows (SPSS

Inc., USA) und Microsoft Office Excel 2003 wurden zur

Auswertung mittels folgender statistischer Verfahren ver-

wendet:

« Deskriptive Statistik (Mittelwert, Median, Standardab-
weichung und Standardfehler)

« Nichtparametrische Statistik (Wilcoxon-Rangordnungs-
test, Kruskal-Wallis-Test)

« Varianzanalyse (ANOVA)

Ergebnisse

Die Glutathion-S-Transferase-1t (GST-1) stieg bei den mit
Nimesulid behandelten Gonarthrose-Patienten im Verlauf
der 3wéchigen Behandlungsphase signifikant an (p < 0,05)
(Tab. 1). In Abbildung 2 ist neben den Aufnahme- und Ent-
lassungswerten der mit Nimesulid behandelten Patienten
auch eine Vergleichsgruppe ohne Nimesulidbehandlung
dargestellt. Mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Test konnte nachge-
wiesen werden, daf diese gesunden Kontrollen signifikant
hohere (p < 0,005) GST-Werte besitzen als unbehandelte
Gonarthrose-Patienten. Nach der 3wochigen Nimesulid-
therapie konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
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Glutathion-Transferase
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Nimesulid Kontrolle
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Nimesulid
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Abbildung 2: Glutathion-S-Transferase-p-Konzentration in ng/ml vor bzw.
nach einer Nimesulidtherapie im Rahmen einer 3wdchigen stationdren
Rehabilitation (p = Signifikanz, Kontrolle ohne Nimesulidtherapie).
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der Nimesulidgruppe und der Kontrollgruppe mehr nach-
gewiesen werden.

C-reaktives Protein (CRP) und Blutkorperchensenkungsge-
schwindigkeit (BSG) als Entziindungsparameter befanden
sich innerhalb des Normbereiches und es konnte — vermut-
lich auch aufgrund geringer Fallzahlen mit hohen Stan-
dardabweichungen — keine statistische Signifikanz nach-
gewiesen werden.

Die Knorpel-destruierende Matrix-Metalloproteinase-3
(MMP-3) verringerte sich wahrend der 3woéchigen Thera-
pie signifikant (p < 0,01). TIMP-1, der Inhibitor von MMP-
3, zeigt wahrend der Rehabilitation nur einen leichten,
jedoch nicht signifikanten Anstieg. Ein Vergleich therapier-
ter Patienten und Kontrollen hinsichtlich TIMP-1 ergab le-
diglich zum Zeitpunkt der Aufnahme, nicht mehr jedoch
bei Entlassung, einen signifikanten Unterschied (p = 0,037).
Die Werte entwickelten sich also in Richtung Kontrollgrup-

pe.

Da MMP-3 und TIMP-1 direkt in Zusammenhang stehen,
wurde ein Index gebildet, der beide Parameter berticksich-
tigt (Tab. 1): Index = TIMP-1/(MMP-3 x 10) und das Ver-
hdltnis zwischen TIMP-1 und MMP-3 wiedergibt. Je hoher
der Index, desto geringer wére ein enzymatischer Knorpel-
angriff einzustufen. Bei 64,7 % der Patienten konnte ein
Anstieg (> 20 %) des Index beobachtet werden, wahrend
bei 23,5 % ein Abfall (> 20 %) zu beobachten war. Knapp
12 % zeigten einen unverdnderten Index.

Tabelle 1: Laborergebnisse am Beginn und am Ende der Rehabilitation
inklusive einer Nimesulidbehandlung.

Para- Ein- Aufnahme Entlassung Signifi-
meter heit MW  stDev Median MW  stDev Median kanz p
GST  ng/ml 138,00 96,42 100,83 180,66 114,45 161,73 <0,05
CRP  mg/dI 0,76 1,40 0,20 0,33 0,35 0,20 n.s.
BSG1T mm/h 9,90 8,70 7,50 8,63 6,22 7,00 n.s.
MMP-3 ng/ml 21,12 16,42 16,00 14,66 12,42 0,70 <0,001
TIMP-1 ng/ml 198,83 96,84 150,66 207,44 104,52 171,55 n.s.
Index - 1,44 1,38 1,00 3,69 5,89 1,43 <0,03

Glutathion-S-Transferase-n (GST-n), C-reaktives Protein (CRP), Blutsenkung nach 1
Stunde (BSG1), Matrix-Metalloproteinase 3 (MMP-3), MMP-3 Inhibitor (TIMP-1), In-
dex = TIMP-1/(MMP-3 x 10). Arithmetischer Mittelwert (MW) + Standardabweichung
(stDev), geometrischer Mittelwert (Median).

Die klinische Erfassung von Symptomen und funktionellen
Einschrankungen mit Hilfe des WOMAC-Score [4] ergab
wie auch im Rahmen einer Pilot-Studie an Patienten mit
Kniegelenksarthrose [5] jeweils eine signifikante Reduktion
durch eine Nimesulidbehandlung wahrend des 3wéchigen
Aufenthaltes (Tab. 2). Der grolite Benefit konnte im Be-
reich Schmerz erzielt (p = 0,001) werden. Auch Steifigkeit
und Funktion zeigten signifikant verbesserte Ergebnisse.

Tabelle 2: Schmerz, Steifigkeit und Funktion aus dem WOMAC Score.
Werte dargestellt in arithmetischen Mittelwerten + Standardabweichung.

Nimesulid-Behandlung WOMAC-Teilskalen

Schmerz Steifigkeit Funktion
Vor Nimesulideinnahme 25,2 +7,3 9,4 +4,4 88,5 + 26,9
1 Woche 15,9 + 8,1 55+3,8 56,8 +£ 25,3
2 Wochen 10,5 +6,2 4,8 +4,3 40,3 + 27,1
3 Wochen 8,5+8,5 3,9+4,4 30,9 +£29,6
Signifikanz (p) 0,001 < 0,02 <0,03

J. MINER. STOFFWECHS. 4/2006

Diskussion

Eine antioxidative Wirkung des NSAR Nimesulid und seines
Metaboliten Hydroxynimesulid wurde bereits beschrieben:
Hydroxynimesulid ist ein guter Scavenger sowohl von
O,*-Radikalen als auch von OH®-Radikalen. Nimesulid be-
sitzt bei OH®-Radikalen eine noch grolRere Radikal-abfan-
gende Wirkung als sein Metabolit, bei Superoxid-Radialen
jedoch keine Radikalwirkung [6]. Nachgewiesen wurde
auch, dalt Nimesulid die Produktion von Superoxid-Radi-
kalen (O,®) und damit deren oxidative Derivate Wasser-
stoffperoxid (H,O,) und Hypochlorische Sdure (HOCL)
einschranken kann [7, 8]. Weiters hemmt Nimesulid die
Myeloperoxidase-Aktivitat, die an der Umwandlung von
H,0; in HOCL beteiligt ist [9].

Eine antirheumatische Therapie mit Nimesulid kdnnte so-
mit den Plasmaspiegel freier Radikale auch bei Arthrose-
patienten reduzieren und dadurch auf antioxidativ wirken-
de endogene Enzyme wie die Gutathion-S-Transferase
einen positiven EinfluB haben. Die Glutathion-S-Transfe-
rasen (Alpha, Mu, Pi, Teta) katalysieren die Ubertragung
von Glutathion (GSH), einem zellularen Antioxidans, auf
oxidative Metaboliten, Schadstoffe und Medikamente,
welche auf diese Weise detoxifiziert werden. Bei Tumorer-
krankungen sind hohe GST-Serumkonzentrationen pro-
gnostisch unglinstig, da infolge der Detoxifikation der
Chemotherapeutika die Tumoren oft sehr resistent gegen die
Chemotherapie sind [10]. GSH gibt dabei Elektronen an
diese ab und geht in seine oxidierte Form GSSG (Gluta-
thiondisulfat) Gber [11]. Wie aus Abbildung 2 zu entnehmen
ist, haben gesunde Kontrollen die hochsten GST-Werte.
Aufgrund von erhohtem oxidativem Stre8 und vermehrter
freier Radikalbildung, wie dies beispielsweise bei entziind-
lichen Prozessen der Fall sein kann, wird vermehrt GSH
und somit GST benotigt. Trotz einer Aktivitdtssteigerung der
Glutathiontransferase durch verstarkte Genexpression und
Proteinbiosynthese nimmt die GST-Konzentration infolge
des hohen Verbrauches ab. Weiters kommt es zu Stérun-
gen der GSH/GSSG-Homoostase mit GSH-Abfall [11].

Wie unsere Auswertungen zeigen, stiegen im Laufe der
3wochigen Therapie unter Nimesulid die GST-Konzentra-
tionen signifikant, durchschnittlich um 64,26 % an. Durch
das oben beschriebene hohe antioxidative Potential von
Nimesulid kann angenommen werden, dall dieses NSAR
in unseren Untersuchungen zur Anhebung der Glutathion-
transferase durch Reduktion von OH°®-Radikalen und
Verminderung von O;*-Radikalen und deren Derivaten
(H203, HOCL) beigetragen haben diirfte [6-8].

In Ubereinstimmung mit eigenen Untersuchungen [5] und
Beobachtungen von Bevilacqua [12] an Gonarthrosepati-
enten wurde im Rahmen der Nimesulidbehandlung wah-
rend der Rehabilitation auch eine signifikante Reduktion
(p < 0,001) der Matrixmetalloproteinase 3 (MMP-3) beob-
achtet (Tab. 1). Bei den Metalloproteinasen handelt es sich
um Zink-abhéngige Endopeptidasen, die an der Zerstérung
der extrazellularen Matrix beteiligt sind. MMP-3 (Strome-
lysin-1) im speziellen wirkt auf Fragmente des bereits
durch MMP-1 initiierten Abbaues von humanem Kollagen
Typ Il. Der Abbau der extrazelluldren Matrix im Knorpel
ist charakteristisch fur die Entstehung von Gonarthrose.
Nimesulid reduziert den Abbau der Knorpelmatrix, indem
es die Synthese der Metalloproteinasen inhibiert, wie dies
unsere Resultate beziiglich MMP-3 zeigen.

Als ,Gegenspieler” der Metalloproteinasen fungieren die
TIMPs (Tissue Inhibitor of Matrix Metalloproteinases).



Hierbei handelt es sich um Glykoproteine, die speziell
MMPs inhibieren und somit das Gleichgewicht zwischen
Matrixabbau und -neubildung erhalten kénnen. MMP und
TIMP bilden dabei sogenannte 1:1-Enzym-Inhibitor-Kom-
plexe. Im Einklang mit Untersuchungen von Bevilacqua [12]
konnte zwar keine signifikante Erhdhung der TIMP-Serum-
spiegel unter der Nimesulidtherapie nachgewiesen wer-
den, andererseits weist die TIMP/MMP-Ratio aber darauf
hin, dal Nimesulid keinen knorpeldegradationsférdern-
den EinfluB besitzten diirfte. Der von uns gebildete Index
(Index = TIMP-1/(MMP-3 x 10)) setzt die beiden Parameter
in Zusammenhang (Tab. 1). Ein hoher Index bedeutet ein
glinstiges Verhdltnis an TIMP-1 zu MMP-3, wodurch ein
geringer enzymatischer Abbau von extrazellularem Gewe-
be bewirkt wird [13]; dies zeigt sich im Anstieg nach 3w6-
chiger Therapie.

Wie aus den Ergebnissen hervorgeht, zeigten die Entziin-
dungsparameter CRP und BSG I keine signifikanten Unter-
schiede zwischen der Aufnahme bzw. Entlassung aus dem
Rehabilitationsverfahren (Tab. 1). Eine Besserung oder Ver-
schlechterung aktivierter Arthrosen fiihrt nicht auch zwangs-
laufig zu einer Verdnderung der serologischen Entziin-
dungsparameter.

Um die klinische Situation betreffend Schmerz und Bewe-
gungseinschrankung des Patienten zu dokumentieren,
wurde der WOMAC-Arthrose-Index verwendet. Bereits in
friheren Untersuchungen von 2002 [5] wurde eine signifi-
kante Besserung aller 3 Bereiche (Schmerz, Steifigkeit und
Funktion) (Tab. 2) unter der Einnahme des NSAR Nimesulid
nachgewiesen. Zu beachten ist weiters, dafs neben der
Therapie mit Nimesulid auch das standardisierte physikali-
sche Therapieprogramm nachweisbare postive Einfliisse
auf den WOMAC ausiiben kann.

Bei den vorliegenden Untersuchungen handelte es sich
um eine offene Pilotstudie ohne Placebogruppe mit relativ
geringen Fallzahlen. Um diese Ergebnisse zu bestitigen und
auszuschlieBen, inwieweit der stationdre Rehabilitations-
aufenthalt mit einem strefverminderten Umfeld Einflufl auf
die Glutathiontransferase bzw. den oxidativen Strel$ haben,
sollten diese ersten interessanten Ergebnisse an weiteren
Untersuchungen mit hoheren Fallzahlen bestétigt werden.

Die anhand der Glutathiontransferase gezeigten antioxi-
dativen Eigenschaften von Nimesulid ergdnzen die guten
entziindungshemmenden Eigenschaften und bestatigen die
bereits seit 20 Jahren bekannte klinische Wirksamkeit.
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