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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das Lungenkarzinom

1.1.1. Epidemiologie, Pathogenese, Klinik und Prognose

Krebserkrankungen zadhlen, nach Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems, zu den
haufigsten Todesursachen in Deutschland und der westlichen Hemisphéare (1). Bei Mannern
stellt das Lungenkarzinom die haufigste durch Krebs verursachte Todesursache dar und
auch bei Frauen wurde in den letzten Jahren ein Anstieg an Neuerkrankungen und dadurch
verursachten Todesfallen beobachtet (Abb. 1) (1-3).
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Abbildung 1: Altersstandardisierte Erkrankungsrate und Sterberate beim Lungenkarzinom bei Frauen
und Mannern, je 100.000 (Europastandard). (verandert nach Robert Koch Institut, Zentrum fir
Krebsregisterdaten).
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Lungenkarzinome werden in zwei Gruppen unterteilt, das kleinzellige Lungenkarzinom
(englisch: small cell lung cancer; SCLC) und das nicht-kleinzellige Lungenkarzinom
(englisch: non-small cell lung cancer; NSCLC) (2). Dabei ist das NSCLC mit 80-85% aller
Lungenkarzinomfalle am starksten vertreten (4). Die NSCLCs werden in folgende
histologische Subtypen unterteilt: Adenokarzinom, Plattenepithelkarzinom, grof3zelliges
Karzinom und andere nicht spezifizierte und nicht haufige auftretende Typen (5).

Das Rauchen von Tabak ist der bedeutendste Risikofaktor um an einem Lungenkarzinom zu
erkranken. (6). Neben dem Rauchen von Tabak gibt es auch andere exogene
Risikofaktoren. So stellen zum Beispiel die Exposition von bestimmten Berufsgruppen fir
verschiedene Stoffe wie Arsen, Chrom, Nickel und Asbest oder polyzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe weitere Risikofaktoren dar. Auch umweltbedingte Faktoren wie
Passivrauchen, die Inhalation von Feinstaub, Industrie- und Verkehrsgasen und
Radonexposition kénnen zur Entstehung eines Lungenkarzinom beitragen (7, 8). Aul3er
diesen exogenen Risikofaktoren sind auch endogene Risikofaktoren von Bedeutung,
insbesondere bei der Entwicklung eines Adenokarzinoms (8). Zu den endogenen
Risikofaktoren ~ werden genetische Dispositionen, wie das Tragen von
Keimbahnveranderungen des Gens TP53 (Tumor protein p53), die Keimbahnveranderung
T790M des Epidermal growth factor receptor (EGFR), Pradispositionen im Locus 6g23—-25p
und Genmutationen auf dem Chromosom 15, die fir das Protein Nicotinic acetylcholine
receptor codieren, gezahlt (3, 8). Das Vorhandensein von Lungenerkrankungen, wie eine
chronisch obstruktive Lungenerkrankung (englisch chronic obstructive pulmonary disease;
COPD), sowie infektiose Lungenerkrankungen wie die Tuberkulose (9) stellen weitere
endogene Risikofaktoren dar.

Die Diagnose Lungenkarzinom wird haufig erst in einem fortgeschrittenen Stadium gestellt.
Aufgrund unspezifischer Symptome, wie Husten, Thoraxschmerz oder Dyspnoe wird eine
Lungenkarzinomerkrankung im friihen Stadium nur selten erkannt (10). Dies fuhrt dazu, dass
ca. 56% aller neu diagnostizierten Lungenkarzinome sich schon in Stadium Il oder héher
befinden. Dadurch ist die Prognose fur an Lungenkarzinom erkrankte Patienten mit einer 5-
Jahres-Uberlebensrate (ber alle Stadien von nur 15% sehr schlecht (1). Die 5-Jahre-
Uberlebensrate sinkt dabei auf unter 5%, wenn der Tumor lokal fortgeschritten (Stadium Il1b)

oder metastasiert ist (Stadium V) (11).
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1.1.2. Therapie

NSCLCs werden abhangig vom Stadium mit einer multimodalen Therapie aus Operationen,
Bestrahlung und Chemotherapie, sowie mit einer gezielte Krebstherapie, der sogenannten
targeted therapy behandelt (12-14). Auch stellt seit wenigen Jahren die Immuntherapie bei
der Therapie von NSCLC einen innovativen Ansatz dar (15). Doch trotz des grofRen
Fortschrittes, der bezlglich dieser Therapieformen erzielt wurde ist die 5-Jahres-
Uberlebensrate der am Lungenkarzinom erkrankten Patienten immer noch sehr gering (16).
Dies ist darauf zurickzufihren, dass es haufig zu Metastasierung und zu einer

Resistenzentwicklung gegeniber Chemotherapeutika und Bestrahlung kommt (17).

Bei der Therapie von NSCLCs werden ein palliativer und ein kurativer Therapieansatz
unterschieden. Ein kurativer Ansatz wird in den frihen Stadien durchgefihrt. So wird in den
Stadien I, 1l und IIIA h&ufig ein operativer Eingriff durchgefuhrt und in Stadium II und Il1A
zusatzlich mit einer Cisplatin-basierenden Chemotherapie in Kombination mit einer
Strahlentherapie behandelt (18). Die Durchfiihrung einer palliativen Chemotherapie kommt
auch im metastasiertem Stadium IV zum Einsatz (19).

Im Rahmen einer gezielten Krebstherapie, der sogenannte targeted therapy werden die
Patienten haufig mit Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI) behandelt (14). Dazu zahlen TKls gegen
Mutationen des EGFR (19-21) oder Veranderungen in der Anaplastic lymphoma kinase
(ALK) (22). Auch kénnen Veradnderungen im Protoonkogen ROS1 und der Rezeptor-
Tyrosinkinase RET, sowie Amplifikationen im Protoonkogen MET oder aktivierende
Mutationen in dem Protoonkogen BRAF, Human epidermal growth factor receptor 2 (HER2)
und dem Protoonkogen KRAS potentielle Therapieansatze darstellen (15).

Fur die personalisierten Therapie von Lungenkarzinompatienten zum Beispiel mit
aktivierenden Mutationen des EGFR werden momentan schon Klinisch zugelassene.
spezifische TKIs verwendet (23, 24). Weist der Lungentumor einen positiven Mutationsstatus
von EGFR auf, stellen Erlotinib, Gefitinib und Afatinib eine geeignete Behandlungsoption dar
(23, 25). Drei klinische Studien zeigten, dass Adenokarzinome der Lunge mit mutiertem
EGFR-Status signifikant auf Gefitinib und Erlotinib ansprechen (19-21, 26). Die Ansprache
auf TKls in Adenokarzinomen mit EGFR-Mutation liegt bei 65-90% (27).

Neben der personalisierten targeted therapy und den drei klassischen Saulen Operation,
Chemotherapie und Bestrahlung wird auch immer haufiger eine Immuntherapie zur
Behandlung des NSCLC eingesetzt (15). Diese Therapiemethode zielt auf die Kontrollpunkte
des Immunsystems ab. Dabei kann das Cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4 (CTLA-
4) oder der Rezeptor Programmed cell death-1 (PD-1) und sein Ligand PD-L1 blockiert

werden (28) und somit die sogenannte immune escape umgangen werden (29).
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Trotz diesen vielseitigen und innovativen Therapiemethoden stellt die Bestrahlung im
Rahmen der Strahlentherapie noch immer eine wichtige Therapieform dar. Daher werden ca.
50% aller Krebspatienten mit ionisierter Strahlung behandelt (30).

1.2. Bestrahlung

lonisierende Strahlung wird in Wellen- und Teilchenstrahlung unterteilt (31). Dabei werden
Rontgen- und Gammastrahlung zur Wellenstrahlung gezéahlt und Neutronen, Elektronen,
Protonen und Schwerionen werden der Teilchenstrahlung zugeordnet (32). Unter
ionisierender Strahlung versteht man energiereiche Strahlung, bei deren Auftreffen Energie
abgegeben wird. Das bedeutet, dass durch das Auftreffen der Strahlung Molekile oder
Atome angeregt und ionisiert werden. Dabei wird ein Elektron aus dem Molekil oder Atom
entfernt. Die Energie, die durch ionisierende Strahlung hergestellt und von einer
durchdrungenen Masse absorbiert wird, bezeichnet man als Energiedosis. Ihre Einheit wird
in Gray (Gy; 1 Gy = 1 J/kg) angegeben (33). Durch die lonisierung der Atome kann es uber
Zerstorung chemischer Bindungen zur Schadigung der Biomolekiile kommen. Dabei kommt
es zu einstufigen, direkten lonisationsprozessen an organischen Molekilen und
mehrstufigen, indirekten lonisationsprozessen Uber chemische Sekundarprozesse, wie die
Radiolyse von Wasser (33). Bei der Radiolyse von Wasser entstehen lonen, Radikale und
Peroxide (34-36). Dies ist bei der Bestrahlung von humanen Gewebe und Zellen von groRRer
Bedeutung, da die Zellen aus ca. 80% Wasser bestehen (37).

Bei der Bestrahlung mit Photonen liegt aufgrund der exponentiell abfallenden Absorption
sowie des Beitrags der Sekundarelektronen das Dosismaximum im Gewebe. Dieses kann
abhangig von der Energie wenige Millimeter bis Zentimeter unter der Haut liegen. Bei der
Strahlentherapie wird daher in der Regel mit einer Mehrfeldertechnik, Bestrahlung aus
mehreren Richtungen, gearbeitet. Auf diese Weise wird eine maximale Dosis auch in tiefer
gelegenen Tumoren erreicht und gleichzeitig wird das Normalgewebe geschont (38-40).
Typische Nebenwirkungen der Bestrahlung sind abhdngig von der Lokalisation und der
eingesetzter Strahlendosis: Hautabschuppung (41), Dermatitis und die radiogene Mukositis

der Schleimh&ute, sowie die Strahlen-induzierte Lungenfibrose (31).
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1.2.1. Fraktionierung

Bei der Behandlung von Tumoren wird die erforderliche Strahlendosis in der Regel nicht
durch eine einzige Bestrahlung appliziert, sondern durch eine Fraktionierung in mehrere
kleinen Einzeldosen. Im Zuge der Strahlentherapie beim Lungenkarzinom kommt eine
Gesamtdosis von > 60 Gy zum Einsatz (10). Diese wird in der Regel in 30 Fraktionen Uber 6
Wochen verabreicht. Dadurch wird erreicht, dass sich vor allem das gesunde Gewebe
bereits wahrend der Therapie erholen kann. Dieser Effekt wird als Erholung/Reparatur von
subletalen Schaden bezeichnet (31). Die Fraktionierung bewirkt auch, dass die Tumorzellen
sich immer wieder Uber alle Zellzyklusphasen verteilen (Redistribution) und vor allem
strahlenresistente hypoxische Zellen wieder mit Sauerstoff versorgt und damit empfindlicher
werden (Reoxygenierung) (38, 42). Jedoch fuhrt die fraktioniert verabreichte Strahlung auch
dazu, dass sich Tumorzellen in den Bestrahlungspausen wieder vermehren kdnnen
(Repopulierung) (42). Durch die Erholung und die Repopulierung wird damit das bestrahlte
Gewebe strahlenresistenter, wahrend die Redistribution und die Reoxygenierung fur eine
erhohte Strahlensensibilitat des Tumors sorgen (31, 38, 42).

1.2.2. DNA-Schaden

Krebszellen reagieren auf Bestrahlung in einer heterogenen Weise, abhangig von ihrer
intrinsischen Eigenschaften, wie zum Beispiel DNA-Reparatur Fahigkeiten oder ihrer
extrinsische Umgebung, wie zum Beispiel Hypoxie (10) (12).

lonisierende Strahlung bewirkt Gber eine Schadigung der Desoxyribonukleinsdure (DNA)
eine Abtotung der Tumorzellen (43, 44). Die Schadigung der DNA kann hierbei direkt oder
indirekt erfolgen. Eine direkter Effekt liegt vor, wenn die DNA direkt durch die Strahlung
ionisiert wird, wahrend bei einem indirekten Effekt diese Schadigung Uber freie Radikale

erfolgt, die bei der Interaktion von ionisierender Strahlung mit Wasser entstehen (45) (36) .

Ist in den Zellen kein oder nur wenig Sauerstoff vorhanden, Anoxie oder Hypoxie, werden
viele dieser lonisationen durch chemische Restitution wieder aufgehoben, wéahrend durch
eine Reaktion mit Sauerstoff diese DNA-Schaden fixiert werden. Auf Grund dieses
Sauerstoffeffektes  sind  anoxische und  hypoxische  Tumorareale gegenuber

Photonenstrahlung besonders strahlenresistent (46-48).
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1.2.3. DNA-Reparatur

Als Folge der lonisation der DNA werden zahlreiche DNA-Schaden erzeugt wie
Basenschaden, Vernetzungen, DNA-Einzel- und DNA-Doppelstrangbriiche (DSB) (49, 50)
Der groRte Teil dieser Schaden kann durch sehr effiziente zellulare DNA-
Reparaturmechanismen erkannt und beseitigt werden. Fir die Abtétung der Zellen durch
ionisierende Strahlen ist vor allem die Erzeugung von DNA-DSB entscheidend. Die
Reparatur von DSB wird durch eine komplexe DNA-Schadensantwort (DDR) initiiert. Dabei
stellen die Proteinkinasen Ataxia-telangiectasia mutated (ATM) und ATM- and Rad3-Relate
(ATR) die entscheidenden Faktoren dar (51).

Es gibt zwei separate und komplementdre Wege der DSB-Reparatur: zum einen die
homologe Rekombination (HR) und das sogenannte non-homologous end joining (NHEJ).
Bei der HR handelt es sich um eine akkurate Form der Reparatur. Dabei wird ein
unbeschadigtes Schwesterchromatid bendtigt welches als DNA-Template agiert. Diese Form
der Reparatur ist nur nach der DNA-Replikation in der S- und G2-Phase madglich (52, 53).

Im Gegensatz dazu ist das NHEJ durch den ganzen Zellzyklus aktiv (54) und mit ca. 70%
der Hauptreparaturweg zur Reparatur von Strahlen induzierten DNA-DSB im Menschen (53).
Dabei werden durch Reparaturenzyme die DNA-Enden nach der Entfernung des
geschadigten Nukleotides verknipft. Dabei erkennen und markieren die Ku-Proteine die
Enden der DNA-DSB. Die NHEJ benétigt keine homologe Matrize und daher kommt es nicht
immer zur Wiederherstellung der urspriinglichen DNA-Sequenz (31).

Zellen verfiigen zudem Uber sogenannte Ersatzwege (back-up pathways) wie dem single-
strand-annealing (SSA) und dem PARP-abhangigen endjoining (PARP-EJ). In Tumorzellen
kann ein defektes NHEJ vorliegen, wodurch DSB vermehrt mittels des zum Teil fehlerhaften
PARP-EJ bzw. SSA prozessiert werden (31). Jedoch wird ein sehr gro3er Anteil der DSB

erfolgreich und korrekt von den Zellen repariert (55).

1.3. Klonogener Zelltod

lonisierende Strahlen fiihren tber die Erzeugung von DNA-Schéaden zum Zelltod. Diese auch
als klonogener Zelltod bezeichnete Inaktivierung bedeutet, dass eine Tumorzelle ihre
unbegrenzte Teilungsfahigkeit verliert. Dabei ist die durch Strahlung induzierte
Zellinaktivierung willkdrlich (12).
Die Zellabtotung kann Uber drei verschiedene Mechanismen geschehen: der Interphasetod,
der Mitosetod und die vorzeitige Seneszenz (31). Der Interphasetod wird durch Apoptose
ausgelost. Dagegen wird der als Mitosetod bezeichnete Zelltod durch letale
6
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Chromosomenaberrationen veranlasst, die aus nicht bzw. fehlerhaft reparierten DSB
entstehen. In Folge dieser letalen Chromosomenaberrationen verlieren Zellen bei der
Teilung DNA-Fragmente, was langfristig zum Verlust essentieller Proteine fuhrt, weshalb die
Zellen nach drei bis funf Zellteilungen ihre Teilungsfahigkeit irreversibel verlieren. Die dritte
Form der Zellabtotung, die vorzeitige Seneszenz, wird vor allem durch eine vorzeitige
Ausdifferenzierung in Folge eines permanenten strahleninduzierten G1-Arrests ausgelost
(56).

Der Anteil der durch Bestrahlung absterbenden Zellen ist von vielen Faktoren wie dem
Tumorvolumen, Proliferationseigenschaften, DNA-Reparatur ~ Mechanismen,  der
Tumorumgebung und der Strahlendosis abhangig (31). Der Verlust der Teilungsfahigkeit und
damit der Zellinaktivierung wird in vitro mittels des Koloniebildungsassays bestimmt (31).
Das Koloniebildungsassay wurde 1956 in der Publikation ,Action of x-rays on mammalian
cells” von Theodore T. Puck und Philip I. Marcus zum ersten Mal beschrieben (57). Dieses
Assay ermdglicht Unterschiede in der Reproduktion von unbehandelten und behandelten
bzw. bestrahlten Zellen zu untersuchen. Somit ist das Koloniebildungsassay die
akzeptierteste Technik in der Strahlenbiologie und wird zur Untersuchung der
Strahlensensitivitat verwendet. (31, 57) (vgl. Material und Methoden: Koloniebildungsassay).
Durch ein Koloniebildungsassay lassen sich Uberlebenskurven mit Hilfe des linear-
guadratischen Modelles berechnen, die dann Uber den Alpha-/Beta-Wert Aussagen zur
Erholungsfahigkeit der Zellen bzw. des Gewebes ermoéglichen und die
Strahlenempfindlichkeit anzeigen. Dadurch eignet sich das linear-quadratische Modells zur
Untersuchung der Strahlenauswirkung in vitro (31, 57, 58). In dem linear-quadratischen
Modell wird der dekadische Logarithmus des zellularen Uberlebens gegen verschiedene
Strahlendosen dargestellt. Die direkte Schadigung der DNA durch ein Teilchen stellt die
lineare Komponente (-aD) des Models dar. Dabei steigen die DNA-Schéaden und die dadurch
absterbenden Zellen linear zu der verabreichten Strahlendosis (58, 59). Schaden, die durch
zwei Teilchen unabhangig voneinander verursacht wurden, aber alleine nicht zum Tod der
Zelle gefiihrt hatten, werden durch die quadratische Komponente (-8D?) beschrieben. Die
Wabhrscheinlichkeit des einzelnen DNA-Schadens nimmt auch hier linear zur Dosis zu.
Dadurch steigt die Wahrscheinlichkeit, dass beide Schaden eintreten und somit zum Zelltod

fuhren, proportional zum Quadrat der Dosis (31, 59).
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1.4. Das Lungenkarzinom und pulmonale Infektionen

Eine haufige Komplikation bei Patienten mit einem Lungenkarzinom stellen pulmonale
Infektionen dar. Diese sind bei ca. 70% der Lungenkarzinompatienten zu beobachten (60). In
Untersuchungen von Perlin et al., die Lungenkarzinompatienten friher Stadien einschliefl3en,
liegt das Uberleben 28 Monate nach der Behandlung bei Patienten ohne pulmonale
Infektionen bei tber 30%. Dahingegen sinkt das Uberleben der Patienten mit einem
Lungenkarzinom und einer pulmonalen Infektion auf nur 10% (61). Zu den am haufigsten in
Patienten gefundenen Pathogenen gehtren die gram-negativen Bakterien Haemophilus
influenza und Escherichia coli (60, 62). Den Hauptpathogenitatsfaktor dieser gram-negativen
Bakterien stellt das Lipopolysaccharid (LPS) dar. Dieses sogenannte Endotoxin ist
Bestandteil der Zellwand der gram-negativen Bakterien (63, 64).

LPS steht fir den Prototypen eines mikrobiellen Triggers und stimuliert die angeborene
Immunantwort durch CD14-vermittelte Ligation des Toll-like Rezeptor 4 (TLR-4) (65). Dies
fuhrt zu einer Entzindungsantwort durch die Aktivierung des Nuclear factor 'kappa-light-
chain-enhancer' of activated B-cells (Nuclear factor kappa B; NF-kB) (65). Entziindungen
sind eine physiologische Antwort auf Zell- und Gewebeschadigungen und auch auf Strahlen-
induzierte Schaden. Die Antwort auf diese Schadigungen ist reguliert durch die Balance
zwischen pro-inflammatorischen und anti-inflammatorischen Zytokinen und Signalmolekilen
(66, 67). Genetische Variationen kénnen zu einer Verschiebung der Balance und dadurch zu
einer gestorten Regulation der Entziindungsantwort fiihren. Dies kann durch genetische
Defekte in Apoptose- und/oder Wundheilungssignalwegen verursacht werden und zu einem
‘immunologischen Chaos“ beitragen (68). Chronische Entziindungen kénnen dabei die
Entwicklung von Krebs begtinstigen (68-70), indem sie die Expression von Onkogenen und

Tumorsuppressorgenen triggern (71).

Es ist bekannt, dass nach dem Binden von LPS an CD14 (72) die zellulare Aktivierung
induziert wird, indem dieser Komplex an TLR-4 bindet (73-76). Des Weiteren ist beschrieben,
dass eine verstarkte Expression von TLR-4 in NSCLCs mit einer verschlechterten Prognose
fur die Patienten korreliert (77, 78).

Die Toll-like Rezeptoren (TLRs) gehdren zu einer Familie der Typ 1 Membran-Glykoproteine
und werden auf Immunzellen wie Makrophagen, dentritischen Zellen, B-Zellen und
neutrophilen Granulozyten exprimiert. AuBerdem sind sie auch auf nicht-immunogenen
Zellen wie Epithelzellen, Fibroblasten und Keratinozyten exprimiert. Sie erlauben dem
angeborenen Immunsystem durch das Aktivieren von spezifischen Signalwegen sogenannte

Pathogen-associated molecular patterns (PAMPS) zu erkennen (79). Dadurch kommt es zu
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einer Aktivierung einer downstream Signalkaskade, die zu einer Aktivierung von NF-kB fuhrt.

Dies fuhrt zu Induktion von pro-inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen (79, 80).

Nach der Ligation von LPS oligomerisiert TLR-4, rekrutiert Adaptoren und triggert die
downstream Signalwirkung (81). TLR-4 kann sowohl tber Myeloid differentiation primary
response gene 88 (MYD88)-abhdngige und MYD88-unabhangige oder TIR-domain-
containing adapter-inducing interferon- (TRIF)-abh&ngige Signalwege wirken (81) (Abb. 2).
Der MYDB88-abhangige Signalweg fuhrt zu einer schnellen Aktivierung von NF-kB und zu
einer Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen (82). Der MYD88-unabhéngige
Signalweg fuhrt zu einer langsameren Aktivierung von NF-kB und zu einer Aktivierung von
IFN Regulationsfaktor 3 (IRF3). Dies fuhrt zu einer Produktion von Typ | Interferone (IFN
a/B), IFN-induzierbaren Genprodukten und der Aktivierung der unspezifischen Immunantwort
(82) (Abb. 2).

Somit fuhrt das Binden von LPS an den Co-Faktor CD14 und TLR-4 zur Aktivierung von
verschiedenen Signalwegen (83). Zu den so aktivierten Signalwegen und Proteinen gehdren:
Mitogen-activated protein kinase (MAPK), Extracellular signal-regulated kinases (ERK), c-
Jun N-terminal kinases (JNK), P38 mitogen-activated protein kinases (p38) und IkB kinase
(IKK). Die MAPK-Signalwege phosphorylieren direkt oder indirekt und aktivieren dadurch
eine grofBe Anzahl verschiedener Transkriptionsfaktoren, wie zum Beispiel ETS domain-
containing protein (Elk-1) oder die Protoonkogene c-Jun und c-Fos, cyclic AMP-dependent
transcription factor (ATF-1), Activating transcription factor 2 (ATF-2), Serum response factor
(SRF) und cyclic AMP response element-binding protein (CREB) (Abb. 2). Bei einigen dieser
Signalwege ist bekannt, dass sie einen starken Effekt auf Zellproliferation, Uberleben,
Inflammation, Regulation des Immunsystems, DNA-Reparaturmechanismen und Reparatur
von DNA-DSB haben (84, 85).
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Abbildung 2: Vereinfachte schematische Darstellung des Toll-like Rezeptor 4 (TLR)-Signalweges. LPS
bindet an TLR-4. Dadurch wird mittels verschiedener Adaptermolekile das TLR-4 Signal ausgeltst.
Der Signalweg wirkt Uber die Aktivierung der IkB kinase (IKK) und der Mitogen activated protein
kinase (MAPK) Signalwege, welches zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren p50/p65 (Nuclear
factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells; NF-kB) und Activator protein (AP)-1 und cAMP
response element-binding protein (CREB) fuhren. Dies fuhrt zur Expression von pro-
inflammatorischen Zytokinen und anderen Immunsystem zugehdrigen Genen. Zusétzlich kommt es zu
einer Transaktivierung von Epidermal growth factor receptor (EGFR), welches zur einer Amplifizierung
der ERK Phosphorylierung fuhrt. Dies korreliert mit einem Anstieg von NF-kB. ATF-2, activating
transcription factor-2; CBP, CREB-binding protein; P, Phosphorylierung (Veradndert nach BL Slomiany,
A Slomiany, 2013).

Des Weiteren bewirkt die Bindung von LPS an TLR-4, Uber die Aktivierung von NF-kB, unter
anderem die Expression von Interleukin-8 (IL-8), Interleukin-1 (IL-1) und Interleukin-6 (IL-6)
(86, 87).

Das Binden von IL-6 an den IL-6-Rezeptor fuhrt zu keinem Signal. Erst durch das Binden
dieses Komplexes an das Protein gp130 kommt es zu einem intrazellularen Signal via des
Janus kinase / Signal transducer and activator of transcription (JAK/STAT) Signalweges (88).
Zusatzlich zur Aktivierung des JAK/STAT Signalweges kann uber die Tyrosine-protein
phosphatase non-receptor type 11 (SHP-2) auch der Rat sarcoma / Rapidly accelerated
fibrosarcoma (Ras/Raf)/MAPK Signalweg aktiviert werden (89, 90).
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Es wird vermutet, dass IL-6 eine zentrale Rolle bei der Verknipfung von chronischen
Inflammationen bis hin zur Krebsentstehung spielt, da IL-6 zur Tumorentstehung, Wachstum
und Metastasierung beitragt (91-96). Auch spielt dieses Zytokin eine wichtige Rolle bei der
erworbenen Strahlenresistenz (97). Diese wird durch die Inhibition des Anstiegs von
reaktiven Sauerstoffspezies (englisch: reactive oxygen species; ROS) vermittelt (98).

Hohe IL-6 Konzentrationen im Serum von Krebspatienten stellen einen Indikator fir eine
verschlechterte Prognose in gastrischen Tumoren, Pankreastumoren, Melanomen,
Mamatumoren, kolorektale Tumoren und Lungentumoren dar (23, 99). Im Mausmodell steht
IL-6 in Verbindung zur Krebsentwicklung und scheint der Genese der durch Inflammation
induzierten Kolorektal- und Pankreastumoren beizutragen (24, 25, 27, 94). Die Regulation
der IL-6 Expression ist dabei von NF-kB abhangig (100).

Weiter ist beschrieben, dass der LPS induzierte Sighalweg via TLR-4 von einer Interaktion
mit der Tyrosinkinase EGFR abhangig ist (101). EGFR ist ein Transmembranprotein und
besteht aus einer extrazellularen Doméne, an die die Liganden binden koénnen, einer
transmembranen Domane und einer intrazellularen Doméne, welche eine Tyrosinkinase
beinhaltet. Bei der Aktivierung kommt es zu einer Phosphorylierung an den Tyrosinresten
(102) und dies fuhrt zu einer Aktivierung downstream gelegener Signalwege. EGFR st in
vielen Tumoren stark exprimiert und eine konstitutive oder Ligand-induzierte EGFR-
abhangige Signalwirkung wird mit einem verstarkten zellularen Uberleben, Proliferation und
Metastasierung in Tumoren in Verbindung gebracht (103). AuRRerdem konnte gezeigt
werden, dass EGFR eine Rolle in der konstitutiven Aktivierung von NF-kB in verschiedenen
Krebszelllinien spielt (104). Auch ist bekannt, dass EGFR in die DNA-DSB Reparatur
involviert ist (105, 106). EGFR kontrolliert die DNA-DSB Reparatur nach der Bestrahlung
durch das Binden der katalytischen Untereinheit der DNA-Proteinkinase (DNA-PK). So kann
EGFR aufgrund eines Anstiegs des nuklearen Gehalts von DNA-PK-Untereinheiten die DSB-
Reparatur stimulieren. Diese Untereinheiten sind Schlisselkomponenten des NHEJ (107).
Diese Daten lassen vermuten, dass LPS einen Einfluss auf die DSB-Reparatur hat, entweder
durch einen der zuvor genannten Transkriptionsfaktoren oder indirekt tiber den EGFR.

Auch wurde in verschiedenen in vitro Zellmodellen und auch in vivo beschrieben, dass der
TLR-4 Ligand LPS EGFR aktivieren kann (108-112).

EGFR wird in Verbindung mit einer Strahlenresistenz gebracht, da EGFR fir die Proliferation
der Tumorzellen, DNA-Reparatur, Hypoxie und der Bildung von Metastasen verantwortlich ist
(113). Zusatzlich zeigen Tumoren mit einer erhhten EGFR Expression eine verschlechterte
Ansprache auf die Strahlentherapie (113). Dabei ist zu bemerken, dass EGFR durch die
Bestrahlung aktiviert wird (114, 115). Die Sauerstoffversorgung des Tumors spielt auch bei

einer durch EGFR verursachten Radioresistenz eine Rolle. Es konnte gezeigt werden, dass
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die EGFR-abhangige Aktivierung von der Proteinkinase B (AKT) vorzugsweise in

hypoxischen Regionen des Tumors auftritt (116, 117).

In vorherigen Arbeiten der Arbeitsgruppe von Frau Dr. K. Hattar konnte gezeigt werden, dass
LPS das Tumorwachstum im NSCLC in vitro und in vivo stimuliert (108). Dieser pro-
proliferative Effekt von LPS wurde ebenfalls fir Leber-, Ovar-, Magen- und Brustkrebs
beschrieben (108, 118-122). Dies konnte zum Teil den negativen Einfluss von pulmonalen
Infektionen auf das Uberleben der NSCLC Patienten erklaren. Des Weiteren wird vermutet,
dass LPS einen Einfluss auf die Therapieansprache der betroffenen Patienten hat. Doch bis
jetzt gibt es keine Informationen Uber eine Interaktion von LPS und Strahlen- oder
Chemotherapie. Somit ist noch nicht geklart, inwiefern bakterielle Pathogenitatsfaktoren wie
LPS eine Auswirkung auf die Therapierbarkeit von NSCLCs haben und ob LPS eine

mdogliche Strahlenresistenz induzieren kann.
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1.5. Zielsetzung

Pulmonale Infektionen verschlechtern die Uberlebensrate (61) und sind eine der haufigsten
Komplikationen bei Patienten mit NSCLCs (91).

Daher war das Ziel dieser Arbeit zu untersuchen, ob bakterielle pulmonale Infektionen eine
Auswirkung auf die Strahlensensibilitéat haben.

Da schon bekannt ist, dass LPS Uber TLR-4 wirkt (73-76) und dies von einer Interaktion mit
EGFR abhéangig ist (101), sollen NSCLC Zelllinien untersucht werden, die sich in ihrem TLR-
4 und EGFR Status auf mRNA Ebene unterscheiden. Anhand dieser Zelllinien wird
untersucht, ob das bakterielle Endotoxin LPS, als mikrobieller Trigger, die Ansprache der
NSCLC Zellen auf die Bestrahlung beeinflussen kann.

Wenn gezeigt werden kann, dass LPS die Strahlensensibilitdt verandert und dadurch
Auswirkungen auf das klonogene Uberleben hat, soll geklart werden welche Signalwege und
Proteine daflir verantwortlich sein kénnen. Dazu sollen zun&chst orientierend Proteom-
Arrays (Human Phospho-Kinase Antibody Array Kit) durchgefiihrt werden. Zeigen diese eine
veranderte Phosphorylierung von Proteinen nach der LPS-Behandlung und Bestrahlung an
sollen ein oder mehrere, mdglicherweise in die Strahlenresistenz involvierten Protein
ausgewahlt werden und die Ergebnisse mittels Western Blot bestatigt werden. Um eine
funktionelle Rolle des/der heraufregulierten Proteine bei der Strahlenresistenz zu belegen,
werden diese in Inhibitionsversuche in vitro inhibiert. Somit soll untersucht werden, ob die
Inhibition des gefundenen Signalweges die Strahlensensibilitat verbessert, und damit auch

den klonogenen Zelltod und die DNA-DSB Reparatur beeinflussen kann.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien

Substanzen Hersteller/Firmensitz

2-Propanol (Isopropanol) Merck Millipore, Burlington, MA, USA

Adenosinphosphosulfat (APS)
Agarose NEEO Ultra-Qualitat
Aqua dest.

Aqua, RNase-, DNase-free

Bovines Serumalbumin (BSA)
98%, fatty acid free

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethanol 70% vergalt
Ethanol absolut

Glycin

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific Inc., MA, Waltham

Gibco, Qiagen GmbH, Hilden
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Natrium Chlorid (NaCl), 0,9%

N,N,N’,N'-Tetramethylethylendiamin
(Temed)

LPS 0111:B4 von Escherichia coli Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Methanol Sigma Aldrich, St. Louis, MO, US

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

PAN - Biotech GmbH, Aidenbach

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA
Primer Eurofins Scientific SE, Luxenburg

Rotiphorese Gel 30 Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Schwefelsaure (H,SO,) Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

SDS 10% in H,O Sigma Aldrich, St. Louis, MO, US

Slim Milk Powder Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Strepatavidin Horese Radish- R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
Peroxidase (HRP)

Thermo Scientific™ Restore™ Plus
Western Blot Stripping Buffer

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Paraformaldehyd
Phosphate buffered saline (PBS)

Prestained Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific Inc., MA, Waltham
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Material und Methoden

Hersteller/Firmensitz

Syber-Orange
Tris
Triton-X-100
Trypanblau
Tween 20

2.1.2. Gebrauchswaren

Bezeichnung

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, US

Hersteller/Firmensitz

Deckglaschen 15 mm

VWR International GmbH, Darmstadt

Dispenser-Tips steril 1,25 ml (25 pl)

Dispenser-Tips steril 5 ml (100 pl)
ELISA-Folien / Polyesterfolie
ELISA-Platten,

F96 Maxisorp-Nunc-ImmunoPlate
Glaswaren

Handschuhe

Low-Profile 0,2 ml 8-Tube Strips
without caps

Objekttrager
Optical Flat 8-Cap Strips

Parafim®

Pipetten 5 ml

Pipetten 10 ml

Pipetten 50 ml

Pipetten 25 ml
Pipettenspitzen Gel Saver Il

Protein Low Binding Micro Tubes,
1,5ml

PVDF-Membran
Reaktionsgefafld 15 ml
Reaktionsgefald 50 ml
Reaktionsgefalie safe-lock 2 ml

Reaktionsgefalie safe-lock 1,5 ml

VWR International GmbH, Darmstadt
VWR International GmbH, Darmstadt
VWR International GmbH, Darmstadt
Fisher Scientific ,Hampton, NA, USA

Schott AG, Mainz
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA
Pechiney Plastic Packaging, Menasha, Wi, USA
Greiner Bio-One, Kremsmuinster, Osterreich
Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
Kisker Biotech GmbH & Co. KG, Steinfurt
Sarsted, AG & Co, Nirnberg

GE Healthcare, Little Chalfont, UK

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
Sarsted, AG & Co, Nirnberg

Sarsted, AG & Co, Nirnberg
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Hersteller/Firmensitz

Material und Methoden

Whatman Paper
Whatman Paper
Zellkulturflasche T12,5
Zellkulturflasche T25
Zellkulturflasche T75er
Zellkulturplatten 6-well
Zellkulturschalen 60 mm

Zellschaber

2.1.3. Antikorper

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA
VWR International GmbH, Darmstadt
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
Sarsted AG & Co, Nurnberg
Sarsted, AG & Co, Nirnberg

Antikorper Hersteller Katalognummer
53BP1 anti-rabbit Bio-Techne-Novus Biologicals NB100-304
Minneapolis, MN, USA

anti-beta-actin Cell Signaling Technology, 4967 S
Cambridge, UK

anti-CREB Abcam, Cambridge, UK ab32515

anti-CREB (phosphor Abcam, Cambridge, UK ab32096

S133)

anti-KAT3A/CBP Abcam, Cambridge, UK ab2832

- ChIP Grade

anti-mouse Alexa-fluor Invitrogen, Carlsbad, CA, USA # A-11005

594

anti-phospho-Histone Merck Millipore, Billerica, MA, USA 05-636

yYH2A.X (Ser139) clone

JBW301/ mouse

anti-rabbit Alexa-fluor 488  Invitrogen, Carlsbad, CA, USA # A-11034

Human/Primate IL-6 R&D Systems, Minneapolis, MAB 207

Antikorper (Capture)

Human/Primate IL-6
Biotinylated Antikdrper
(Detection)

Recombinant Human IL-6

Protein (Standard)

MN, USA

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA BAF206

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA 206-1L-010
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2.1.4. Vorgefertigte Systeme und Lésungen

Material und Methoden

Bezeichnung Hersteller Katalognummer
iTag Universal SYBR Bio-Rad Laboratories Inc., #1725122
Green Supermix Hercules, CA, USA

Phospho-Kinase Kit R&D Systems, Minneapolis, MN, #ARY003B
Antikorper Array USA

Pierce™ BCA Protein Thermo Fisher Scientific Inc., #23225
Assay Kit Waltham, MA, USA

Pierce™ ECL Western Thermo Fisher Scientific Inc., #32106
Blotting Substrat Waltham, MA, USA

ProLong Gold antifade Invitrogen, Carlsbad, CA, USA P36931
reagent mit DAPI

Protein A/G Plus- Santa Cruz Biotechnology, sc-2003
agarose beads Dallas, TX, USA

QIlAxcel RNA QC Kit QIAGEN N.V., Hilden 929104
v2.0

RNeasy Mini Kit QIAGEN N.V., Hilden #74104
TGX Stain-Free™ Bio-Rad Laboratories, Inc., #1610181
FastCast™ Acrylamide Hercules, CA, USA

Kit, 7,5%

TGX Stain-Free™ Bio-Rad Laboratories Inc., #1610183
FastCast™ Acrylamide Hercules, CA, USA

Kit, 10%

2.1.5. Geréate

Bezeichnung

Hersteller/Firmensitz

10 mm RW;-Platten (RW3;: 1,045
g/cm®, Wasser: 1,0 g/cm®)

Absaugpumpe Vacusafe

EleCtrophoresis Module Assembly

LAP GmbH Laser Applikationen, Liineburg

INTEGRA Biosciences GmbH, Biebertal

Mini-Protean 3 , 4-Gel-System

ELISA Reader Bio-TEK, ELx808

Elektronenlinearbeschleuniger

Elekta Synergy

Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, CA, USA

BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA
ELEKTA, Stockholm, Schweden

Heizrihrer, MR3002
Inkubator Hera Cell 150

Heidolph Instruments, Schwabach

Heraeus Medical GmbH, Wehrheim



Bezeichnung

Material und Methoden

Hersteller/Firmensitz

IX81 Mikroskops (objeCtive: 60x)
Mikroliterpipetten

Mikroskop, Leica DMil

MilliQ Anlage Advantage A10 Millipore
NanoDrop

Neubauer-zZahlkammer
PCR-Thermo-Cycler T100
pH-Meter, pH-Meter 766 Calimatic
KG, Berlin

Pipettierhilfe

Pipettierhilfe

QIAxcel Advanced System
Real-time PCR Cycler
Schwenk-Inkubatoren
Schwenk-Inkubatoren
Spannungsgerat

Sterilbank, Hera safe

VersaDoc, Bio Rad ChemiDoc XRS+
Vortexer

Waagen

Wasserbad

Zentrifuge Mikro 22R

Zentrifuge Typ Rotanta/AP
Zentrifuge Rotina 380R

Olympus, Shinjuku, Tokio, Prafektur Tokio, Japan
Eppendorf AG, Hamburg

Leica Microsystems, Wetzlar

Merck Millipore, Burlington, MA, USA

PegLab, Erlangen, Germany

VWR International GmbH, Darmstadt

Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, CA, USA
Knick Elektronische Messgeréate GmbH & Co.

INTEGRA Biosciences GmbH, Biebertal
Fisher Scientific, Hampton, NA, USA
QIAGEN N.V., Hilden

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA
Desaga Sarstedt AG & Co, Numbrecht
Roto-Shake Scientific Industries Inc., NY, USA
Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA
Thermo Fisher Scientific Inc., MA, Waltham
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
VWR International GmbH, Darmstadt

VWR International GmbH, Darmstadt

PD Industriegesellschaft GmbH, Dresden
Hettich, Kirchlengern

Hettich, Kirchlengern

Hettich, Kirchlengern
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2.1.6. Humane Zelllinien

Material und Methoden

Alle verwendeten Zelllinien wurden von der American Type Culture Collection (ATCC,

Manassas, VA, USA) bezogen.

Tabelle 1: Verwendete humane NSCLC Zelllinien

Zellinie | ATCC- | KRAS- 2 EGFR-Status NSCLC
Nummer [ Status Status
A549 CCL-185 | mutiert | wildtyp wildtyp Adenokarzinom
H23 EEOLO' mutiert | mutiert wildtyp Adenokarzinom
H226 ggzl_s_ wildtyp mutiert wildtyp Plattenepithelkarzinom
H460 HTB-177 | mutiert | wildtyp wildtyp grofRzelliges Karzinom
H520 HTB-182 | wildtyp mutiert defizient Plattenepithelkarzinom
H1299 ggol_é wildtyp | defizient wildtyp Adenokarzinom
. . mutiert
Hig7s | CRL- | wildtyp | wildtyp | g58pT700M Adenokarzinom
5908 )
Doppelmutation)
CRL- wildtyp | wildtyp Mutiert .
HCC827 | 2868 (E746-A750 Deletion) | AAdenokarzinom
2.1.7. Zellkultur
Bezeichnung Hersteller

Aqua Spullésung (Ecotainer® PP

Flasche 1.000 ml)B.

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Fetales Kélberserum (FCS)

Kristallviolett
LPS (E.Coli 0111:B4)

Medium RPMI 1640 (E15-840)
Natrium Chlorid (NaCl) 0,9%

Penicillin-Streptomycin

(1000 U/ml Pen. / 10mg/ml Strep.)
Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
Phosphatgepufferte Salzldsung (PBS)

Trypsin/EDTA 10x

Braun Melsungen AG, Melsungen

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
PAN - Biotech GmbH, Aidenbach

PAN - Biotech GmbH, Aidenbach
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

PAN - Biotech GmbH, Aidenbach
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2.1.8. Lésungen Zellkultur

Kristallviolett

LPS (E.Coli 0111:B4)

RPMI-Vollmedium  Zugabe von:
Trypsin-Losung

2.1.9. Inhibitoren

Bezeichnung Verwendung

Material und Methoden

1:5 mit ddH,O verdinnt

Stockldsung verdinnt mit 0,9% NacCl auf 1 mg/ml

105 U/l Penicillin, und 100 mg/l Streptomycin
10% Fetales Kalberserum (FCS)

12 ml Trypsin/EDTA 10x
108 ml Aqua Spuillésung

Artikelnummer

Hersteller

AG1478 EGFR-Inhibition

Complete™
Mini Protease

ICG-001 CBP Inhibition

Inhibitor Cocktail

658552

11836153001

4505

2.1.10. ELISA Substanzen und Lésungen

Name

Hersteller

Merck Millipore, Burlington, MA,
USA

Hoffmann-La
Schweiz

Roche, Basel,

Tocris Bioscience, Bristol, UK

ELISA Substrat Reagent Pack
Schwefelsaure (H,SO,) 1 M

Streptavidin Horse Radish-Peroxidase

Enzym (HRP)
Diluent; 1% BSA in PBS

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA R&D
Merck Millipore, Burlington, MA, USA

Selbst hergestellt

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
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2.1.11. Primer

Alle verwendeten Primer wurden von Eurofi

Es wurden folgende Primer verwendet:

Material und Methoden

ns Scientific, Luxemburg bezogen.

Name Forward Primer Reverse Primer

TLR-4 5'CCAGCATTCCAATTTGAAACAA 5"GAGAGGTCCAGGAAGGTCAAG
ATG3 TTTC3

EGFR 5 GTGAAAACACCGCAGCATGT3 5"CCCGTAGCTCCAGACATCACY

PBGD 5'CAGCTTGCTCGCATACAGAC3' 5'GAATCTTGTCCCCTGTGGTG3'

2.1.12. Western Blot

Blockierungslésung

Blotting Puffer (Western Blot) (1 1)

Immunopréazipitation (IP) Lysispuffer

Laemmli Puffer/Protein-Ladepuffer (2x)

3% Magermilchpulver in TBS-T

190 mM Glycin

25 mM Tris

20% Methanol

Auf 1 | mit H,O auffillen

50 mM HEPES
150 mM NacCl,
1 mMEGTA
10% Glycerol
1% Triton-100

0,125 mM Tris (pH 6,8)

4% SDS

20% Glycerol

0,004% Bromphenolblau
10% B-Mercaptoethanol

Auf 10 ml mit ddH,O auffillen
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Laemmli Puffer/Protein-Ladepuffer (10x)

SDS-PAGE Laufpuffer (10x; 1 1)

Stripping Puffer

10x TBS-Puffer

Waschpuffer flr Western-Blot (TBS-T)

2.1.13. Verwendete Software

Verwendete Software

Material und Methoden

625 mM Tris (pH 6,8)

20% SDS

50% Glycerol

0,3% Bromphenolblau

9% B-Mercaptoethanol

Auf 10 ml mit ddH,O aufflillen

250 mMTris

1900 mM Glycin

1% SDS 10% in H,O
Auf 1 | mit H,O auffillen

Thermo Scientific™ Restore™ Plus Western Blot
Stripping Buffer

20 mM Tris

150 mM Natriumchlorid

pH-Wert mit HCI auf 6,8 einstellen
Auf 1 | mit H,O auffillen

10 % Tween20in 11 1x TBS

Hersteller

BioDocAnalyzer Software 2.1
CFX Maestro Software

Gen5TM Datenanalyse-Software
GraphPad Prism, Version 6
ImagelLab 4.0.1

Analytik Jena AG, Jena, Germany
Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA
PAN — Biotech GmbH, Aidenbach
GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA
Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA
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Material und Methoden

Verwendete Software Hersteller

Microsoft PowerPoint 2010 Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA
Microsoft Word 2010 Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA
NanoDrop 2000/2000c Thermo Fisher Scientific Inc., MA, Waltham
QIlAxcel ScreenGel Software QIAGEN N.V., Hilden

Xcellence Software Olympus, Shinjuku, Tokio, Prafektur Tokio, Japan

2.1.14. Sterilisation von Lésungen und Gebrauchswaren

Hitzebestandige Gebrauchswaren und Losungen wurden, um Kontaminationen mit

Mikroorganismen zu verhindern, 20 min bei feuchter Hitze, 121 °C und 105 Pascal

autoklaviert.
Nicht hitzebestandige Ldsungen wurden steril filtriert, die PorengroRe des Filters betragt

0,22 pm.
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Material und Methoden
2.2. Methoden

2.2.1. Zellkultur

2.2.1.1. Kultivierung der nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom Zelllinien

Die Versuche wurden mit der humanen NSCLC Adenokarzinomzelllinien H1975 (CRL-5908),
die eine L858R/T790M Doppelmutation (EGFR Mutation) tragt, A549 (CCL-185) die EGFR
Wildtyp ist und der humanen NSCLC Plattenepithelkarzinom Zelllinie H520 (HTB-182),
welche EGFR-negativ ist durchgefiihrt. Zusatzlich zu diesen Zelllinien wurden in einem
Screening folgende humane NSCLC Zelllinien eingesetzt: A549, H1975, H520, H226, H23,
H1299, H1650 und HCC827.

Alle verwendeten Zelllinien wurden von American Type Culture Collection (ATCC) bezogen.
Alle Zelllinien wurden in RPMI 1640 mit 10% f6talem Kalberserum (FCS) und 100 U/l
Penicillin, und 100 mg/l Streptomycin (Pen/Strep), bei 37 °C in Wasserdampf gesattigter
Atmosphére und 5% CO, inkubiert.

2.2.1.2. Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zéhlkammer bestimmt. Diese besteht aus neun
(3 x 3) GroRquadraten mit je einer Flache von 1 mm?. Das Volumen betrégt 0,1 pl bei einer
Tiefe von 0,1 mm. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die vier Eckquadrate ausgezahit und
gemittelt. Somit lasst sich anhand des definierten Volumens die Zellzahl in der

Zellsuspension berechnen.

2.2.1.3. LPS-Behandlung

Fir die LPS-Behandlung wurden die Zellen auf Zellkulturflaschen ausgesat (Tab. 2) und fur
24 h zu einer Konfluenz von 50-60% wachsen gelassen. Danach wurden die Zellen mit 0,1, 1
und 10 pg/ml hochaufgereinigtem LPS 0111:B4 von Escherichia coli 16 h vor der
Bestrahlung stimuliert. Zusatzlich wurde eine Kontrolle (0 pg/ml LPS) mitgefihrt. Im

Anschluss folgten Koloniebildungsassays, ELISAs und Western Blots.

24



Material und Methoden

Tabelle 2: Anzahl der ausgeséaten Zellen fir die LPS-Behandlung

Grole Anzahl der ausgesaten Zellen je Zelllinie

H1975 Ab549 H520
Zellkulturflasche T12 300.000 150.000 300.000
Zellkulturflasche T25 600.000 300.000 600.000

2.2.1.4. Untersuchung der Toxizitat von LPS an H1975

Zur Untersuchung der Toxizitat der verschiedenen LPS-Konzentrationen wurden in je 2 6-
well-Platten 250.000 (16 h), 125.000 (16 h + 24 h) und 100 (16 h + 12 Tage [d]) H1975
Zellen ausgesét und nach 24 h mit 0, 0,1, 1 und 10 pg/ml LPS fir 16 h behandelt.

Die hierfur verwendeten Zeitwerte wurden nach den Versuchszeiten des
Koloniebildungsassays (16 h + 12 d) und des Western Blots oder ELISAs (16 h + 24 h)
ausgewahlt. Um dem experimentellen Aufbau des Koloniebildungsassays und der
molekularbiologischen Untersuchungen nahe zu kommen wurde nach 16 h die Zellen
zweimal mit 2 ml PBS gewaschen und ein Mediumwechsel auf RPMI mit 10% FCS und 1%
Pen/Strep mit 0, 0,1, 1 und 10 pg/ml LPS durchgefiihrt. Die Zellen wurden dann ohne
weiteren Mediumwechsel fiir 24 h oder 12 d inkubiert. Zusatzlich wurde die Toxizitat von LPS
nach 16 h bestimmt.

Zum Stoppen, nach den zuvor bestimmten Zeitpunkten, wurden die Zellen zweimal mit 2 ml
PBS gewaschen und mit 0,5 ml Trypsin abgel6st. Die so abgelosten Zellen wurden zum
Stoppen der Trypsinreaktion in 0,5 ml FCS gegeben. Von dieser Zellldésung wurden 10 pl mit
10 pl Trypanblau gemischt und im Folgenden als Doppelwert, mit Hilfe von
Neubauerzéhlkammern, ausgezahlt um die Gesamtzellzahl und die Anzahl der lebenden und
toten Zellen zu ermitteln. Jedes unabhangige Experiment besteht aus drei technischen
Replikaten. Die Gesamtzahl der toten Zellen aller drei Triplets sind als Prozentsatz

dargestellt.

2.2.1.5. Bestrahlung

Zur Bestrahlung der humanen NSCLC Zelllinien ist der Elektronenlinearbeschleuniger Elekta
Synergy verwendet worden. Dieser in der Klinik zur Bestrahlung von Patienten eingesetzter

Elektronenlinearbeschleuniger emittiert 6 MeV ultraharte Rontgenstrahlung.
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Material und Methoden

Die zu bestrahlenden NSCLC Zellen wurden in Zellkulturflaschen auf finf 10 mm hohen
RW;s-Platten mit wasser-aquivalenter Dichte (RW;: 1,045 g/cm3, Wasser: 1,0 g/cm3).
positioniert, um ein Dosismaximum in der Zellschicht zu gewéhrleisten. Daher wurde auch
eine RW; Platte auf die Zellkulturflaschen gelegt, die fur die Riuckstreuung benétigt wird. Zur
besseren Positionierung wurden hierbei zusatzlich Holzschaber zwischengelegt. Die Zellen
befinden sich 1 m entfernt von der Strahlenquelle. Die Bestrahlung erfolgte mit 1, 2, 4, 6 und
8 Gy mit 6 MeV ultraharten Rontgenstrahlen. Neben dem Fokus-Haut-Abstand von 1 m ist
eine FeldgréRe von 20 cm x 20 cm gewahlt worden. Die Dosistiefe liegt bei 50 mm. Bei dem
Aufbau wurde die Verschiebung des Dosismaximums in die Tiefe bedacht. Die
Strahlenquelle befand sich zum Bestrahlen unter dem Behandlungstisch, sodass die NSCLC
Zellen von unten bestrahlt wurden (Abb. 5). Die Bestrahlung der Zellen ist bei

Raumtemperatur (RT) durchgefiihrt worden.

Abbildung 3: Elektronenlinearbeschleuniger Elektra Synergy und Aufbau der Bestrahlungsversuche.
Die Zellkulturflaschen T12,5 wurden auf funf 10 mm hohen RWj;-Platten mit wasser-aquivalenter
Dichte (RW3: 1,045 g/cma, Wasser: 1,0 g/cma) positioniert. Die Holzschaber dienen dabei nur der
besseren Stabilitéat und der richtigen Hohe auf der die sechste RW3-Platte positioniert wurde.

2.2.1.6. Koloniebildungsassay

Zur Untersuchung der Strahlensensibilitdt und der dadurch beeintréachtigten Fahigkeit zur
Koloniebildung wurden Koloniebildungsassays durchgefuhrt. Diese stellen den Goldstandard
zur Beurteilung des klonogenen Uberlebens nach der Bestrahlung dar (56).

Fur die Koloniebildungsassays wurden zunéachst je 300.000 Zellen der Zelllinie H1975 oder
H520 und 150.000 Zellen der Zelllinie A549 in T12,5er Zellkulturflaschen ausgesét. Diese
Zellen wurden 24 h spater mit 0,1, 1 oder 10 pg/ml LPS stimuliert. 15 h spéater, 1 h vor der
Bestrahlung, wurde ein Mediumwechsel auf RPMI-Medium mit 2% FCS und 1% P/S und je

26



Material und Methoden

nach Versuchsansatz eine zuséatzliche Inhibition oder LPS-Behandlung durchgefihrt. Dann
wurden die Zellen mit 1, 2, 4, 6 und 8 Gy bestrahlt. Zusatzlich sind unbestrahlte und
unbehandelte Zellen als Kontrolle mitgefuihrt worden (Tab. 4).

Tabelle 3: Verwendete Zellzahlen und durchgefihrte Behandlungen der
Koloniebildungsassays.

Zellzahl ICG-001 AG1478
Hio7s | Zelan [uLgF/)ri 1 | M1 nurbei | M nur bei Bestg{‘]'“”g
und H520 H1975 H1975
200 100 0 2 1 0
200 100 0 Siehe Anhang 1
400 200 0 Siehe Anhang 2
800 550 0 Siehe Anhang 4
2000 1600 0 Siehe Anhang 6
7000 6000 0 Siehe Anhang 8
200 100 0,1 nicht durchgefihrt 0
200 100 0,1 nicht durchgefihrt 1
400 200 0,1 nicht durchgefiihrt 2
800 550 0,1 nicht durchgefihrt 4
2000 1600 0,1 nicht durchgefihrt 6
7000 6000 0,1 nicht durchgefihrt 8
200 100 1 nicht durchgefihrt 0
200 100 1 nicht durchgefuhrt 1
400 200 1 nicht durchgefihrt 2
800 550 1 nicht durchgefihrt 4
2000 1600 1 nicht durchgefihrt 6
7000 6000 1 nicht durchgefihrt 8
200 100 10 2 1 0
200 100 10 2 1 1
400 200 10 2 1 2
800 550 10 2 1 4
2000 1600 10 2 1 6
7000 6000 10 2 1 8

Direkt nach der Bestrahlung wurde eine zuvor definierte Zellzahl auf 6 cm Schalen ausgesat,
erneut mit LPS und/oder einen Inhibitor behandelt und fir 10-14 Tage inkubiert (Tab. 4).
Nach der Inkubation wurden die Kolonien zweimal mit 5 ml PBS gewaschen und mit 70%
Ethanol fixiert. Die gebildeten Kolonien wurden mit 0,1% Kristallviolett angefarbt. Jedes
unabhangige Experiment besteht aus drei technischen Replikaten.

Nur Kolonien mit 250 Zellen wurden gezahlt.
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Die Fahigkeit zur Koloniebildung der drei verwendeten Zelllinien wurde anhand der plating
efficiency (PE) und dem daraus berechneten relativen Uberleben (Uberlebensfraktion;
englisch: surviving fraction; SF) ermittelt.

Die PE stellt dabei den Quotienten der Anzahl der Kolonien und der ausgeséaten Zellzahl dar:

PE= Anzahl der Kolonien / ausgesaten Zellzahl

Mittels der PE kann die SF berechnet werden. Dazu wird der Quotient aus der PE der
bestrahlten Zellen und der PE der unbestrahlten Zellen (Kontrolle) berechnet.

SF= PE behandelte Zellen / PE Kontrolle

Dadurch konnte mit Hilfe des linear-quadratischen Modelles (vgl. Einleitung) eine

Uberlebenskurve berechnet werden.

2.2.1.7. Behandlungen mit dem CREB binding protein Inhibitor ICG-001 und dem Epidermal
growth factor Receptor Inhibitor AG1478

Der CBP-Inhibitor ICG-001 und der EGFR-Inhibitor AG1478 sind, wie vom Hersteller
empfohlen, in Dimethylsulfoxid (DMSO) aufgeldst und verdinnt worden. Die Zellen wurden
mit 2 uM ICG-001 oder 1 uM AG1478 1 h vor der Bestrahlung und nach der Bestrahlung im
experimentellen Versuchsablauf behandelt. Zur Behandlung der Kontrollgruppen wurden nur

die entsprechenden Mengen DMSO, ohne Inhibitor, verwendet.

2.2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1. RNA-Isolation und real-time quantitative reverse transcription PCR

Zum Screening der Zellen und zur Quantifizierung der TLR4 und EGFR mRNA wurde RNA
isoliert und mittels real-time quantitative reverse Transkriptase PCR (RT-gPCR) untersucht.

Die RNA der Zellen wurde mittels des RNeasy Mini Kit nach dem Protokoll des Herstellers
extrahiert. Die Konzentration der extrahierte RNA wurde mit einem NanoDrop gemessen. Die
Reinheit der Probe konnte Anhand der Ratio von 260/280 nm und 260/230 nm ermittelt

werden.
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Die cDNA wurde mit dem Reverser Transkriptase (RT) PCR-Kits von Bio-Rad, nach
Angaben des Herstellers, synthetisiert. Nach der Herstellung der cDNA wurde diese 1:5 mit
80 pl DNase/RNase-freiem Wasser verdunnt.

Fur die RT-gPCR wurden 1 pg cDNA, SYBR PCR Master Mix (BioRad) und 0,05 M
forward/reverse Primer verwendet. Der hierfir verwendete Primermix wurde aus 10 pl
forward Primer, 10 pl reverse Primer und 80 ul DNase/RNase-freiem Wasser hergestellt.

Die RT-gPCR ist wie in Hattar et al. (123) beschrieben durchgefihrt worden. Jedes
unabhangige Experiment besteht aus zwei technischen Replikaten.

Die RT-gPCR wurde mit dem CFX Connect Real-Time PCR Detection System unter
folgenden Bedingungen ausgefihrt: Initiale Denaturierung bei 95°C fur 3 min; anschlieRend
40 Zyklen mit Denaturierung bei 95°C fir 10 s, Annealing bei 59°C fur 10 s und Extension
bei 72°C fur 10 s. Um sicher zu stellen das Einzelprodukte gebildet wurden, wurde die
Schmelzkurve generiert und der Threshold cycle (Ct-Wert) fir jedes Expressionsprodukt
ermittelt. Die relative mRNA Expression wurde als -ACt Wert (Ct Wert gene of interest — Ct
Wert Referenzgen [PBGD]) dargestellt.

2.2.2.2. Bestimmung der Primereffizienz

Zur Bestimmung der Primereffizienz wurden die Primer zundchst wie von Hersteller
angegeben auf 100 pmol/ul verdinnt.

Die Primereffizienz der verwendeten Primer wurde mittels einer Verdiinnungsreihe von 1 ug
cDNA bis 1:1024 verdiinnte cDNA bestimmt (Abb. 3). Die so verdiinnte cDNA wurde in der
RT-gPCR eingesetzt. Diese wurde wie zuvor beschrieben durchgefiihrt.

Zur Ermittlung der Primereffizienz wurden die Ct-Werte gegen den dekadischen Logarithmus
der jeweiligen Konzentrationen aufgetragen. Die Steigung der sich ergebenden Graden
konnte durch lineare Regression berechnet werden. Uber diese Steigung konnte die

Primereffizienz ermittelt werden.
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Lineare Regression der Primerefizienz

45
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= 351
Y
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cDNA-Konzentration (log10)

Abbildung 4: Lineare Regression der Primereffizienz der verwendeten Primer

Die lineare Regression der Primereffizienz wurde anhand einer Verdinnungsreihe mittels

folgender Formel ermittelt:
E=10"™
E = Effizienz

m = Steigung der Regressionsgraden

Die Primereffizienz liegt bei allen getesteten Primern bei ca. 2 (Tab. 2), somit erweisen sich

alle verwendeten Primer als geeignet.

Tabelle 4: Primereffizienz der verwendeten Primer:

Genname Abkirzung | Primereffizienz
E
Toll-like receptor 4 TLR-4 1,9
Epidermal Growth Factor Receptor EGFR 1,94
Porphobilinogen-Deaminase PBGD 2,02

Die Lange der Basenpaare (bp) des Primerproduktes wurden mittels des QlAxcel Advanced
System ermittelt (Abb. 4). Es wurde nach dem Protokoll von QlAgen gearbeitet. Dazu wurde
das QIlAxcel Advanced System und das QIAxcel RNA QC Kit v2.0 verwendet. Zunachst
wurden die Gelpatrone beladen und der Puffertank beflllt. Dann wurden die PCR-Produkte

in eine 96-well Platte pipettiert.
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Der Lauf der Proben wurde mittels der QIAxcel ScreenGel Software ausgewertet und die

Nukleotidlangen sind bestimmt worden.

Marker TLR-4  Kontrolle EGFR  Kontrolle PBGD Kontrolle
[bp] 225 H,0 170 H,0 106 H,0

200

100

Abbildung 5: Bestimmung der Nukleotidlange der Primerprodukte. Toll-like Receptor (TLR-4),
Epidermal growth factor receptor (EGFR), Porphobilinogen deaminase (PBGD), Basenpaare (bp).

2.2.2.3. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration war fiir die Durchfihrung der Western Blots und
zur Verrechnung der gemessenen Ergebnisse des Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA) von Bedeutung.

Die Proteinkonzentration ist mittels BCA Assay nach Protokoll des Herstellers bestimmt
worden. Dazu wurden 25 pl des zuvor verdiinnten Standards (2000-25 pg/ml und Blank 0
pg/ml) und 25 pl der zu messenden Proben auf eine 96-well-Platte aufgetragen, mit 200 pl
der BCA Working Reagent (50:1 Reagenz A und B) gemischt und 30 s geschiittelt. Die
abgedeckte Platte wurde flr 30 min bei 37°C inkubiert. Nach dem Abkihlen der Platte auf
Raumtemperatur (RT) konnte die Absorption bei 562 nm im ELx808 Absorptions-Reader
gemessen und die Daten mittels Gen5TM Datenanalyse-Software analysiert. Dadurch

konnte die einzusetzende Proteinkonzentration flir die weiteren Versuche berechnet werden.

2.2.2.4. Messung der Interleukin-6 Freisetzung

Als Positivkontrolle der erfolgreichen LPS-Behandlung wurde in H1975 die Expression von
IL-6 im Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) bestimmt. Nur wenn eine positive
Expression von IL-6 nachgewiesen ist, wurden die Proben fir die weitere Analyse
verwendet. Zusatzlich wurde auch der Einfluss des CBP-Inhibitors (CBPi; ICG-001) auf die

IL-6 Freisetzung untersucht.
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Zur Analyse des freigesetzten IL-6 Gehaltes in den Uberstanden wurde 600.000 H1975
Zellen pro T25er ausgesat. Nach 24 h wurden sie mit 10 pg/ml LPS behandelt und nach
15 h, 1 h vor der Bestrahlung, ist ein Mediumwechsel auf 2% FCS mit und ohne 10 pg/ml
LPS durchgefiihrt worden. Je nach Versuchsansatz wurde eine Behandlung mit 2 pM des
CBPi durchgefuhrt. Nach 1 h wurden die Zellen mit 6 Gy bestrahilt.

24 h nach der Bestrahlung wurden die Uberstande abgenommen und bei 250 x ¢
abzentrifugiert. Die Uberstande wurden in ReaktionsgefaRe uberfuhrt und bei -80°C
eingefroren. Zusatzlich wurde die Proteinkonzentration der ausgesaten Zellen mittels BCA,
nach Angaben des Herstellers, gemessen.

Die Freisetzung des IL-6 der Zellen ist mittels eines direkten Sandwich ELISAs gemessen
worden (124). Dazu wurde eine Immunoassayplatte mit mouse monoclonal anti-human IL-6
Antikdrper in einer Konzentration von 4 upg/ml verdinnt in Diluent Gber Nacht bei 4 °C
beschichtet. Am nachsten Morgen wurde die Platte zweimal mit je 200 pl PBS gewaschen
und 1 h bei RT mit je 200 ul Diluent geblockt. Der Standard wurde mit Diluent verdinnt und
in den Konzentrationen 2000 pg/ml bis 0 pg/ml (nur Diluent) aufgetragen. Die Proben wurden
1:5 verdunnt mit Diluent aufgetragen. Es sind je 100 pl Recombinant Human IL-6 Protein
(Standard) oder verdinnte Probe eingesetzt worden. Nach 2 h wurde die Platte erneut
zweimal mit PBS gewaschen. Dann wurden 100 ml des Human/Primate IL-6 Biotinylated
Antikorper (50 ng/ml) aufgetragen und 1 h bei RT inkubiert. Nach dem zweimaligen Waschen
der Platte mit PBS wurde die Platte mit 100 pl HRP-konjugierten Streptavidin fur 30 min
inkubiert, gefolgt von der der Zugabe von 100 pl des ELISA Substrats. Nach ca. 10 min
konnte die Reaktion mit 50 pl 1 M H,SO, gestoppt werden. Die Absorption wird bei 450 nm in

5TM

einem ELx808 Absorptions-Reader gemessen und die Daten mittels Gen Datenanalyse-

Software analysiert. Der IL-6 ELISA ist sensitiv bis zu 15 pg/ml.

Das relative Expressionslevel wurde normalisiert zur Kontrolle dargestellt. Zusatzlich wurden
die Ergebnisse des ELISA mit der mittels BCA Protein Assay Reagent gemessenen
Proteinkonzentration verrechnet, da es durch die Bestrahlung zu einem absterben der Zellen
kommen kann und dann die IL-6 Freisetzung nicht mehr der Anzahl der Zellen entsprechen

wirde.
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2.2.2.5. Proteom Profiling - Untersuchung der durch LPS und Bestrahlung phosphorylierten
Proteine

Zur Untersuchung der durch LPS und Bestrahlung phosphorylierten und aktivierten Proteine
und zur Analyse maoglicher Signalwege sind Proteom Profiling Arrays durchgefiihrt worden.
Die Proteom Profiling Arrays wurden mittels des Human Phospho-Kinase Antibody Array Kit
nach Angaben des Herstellers durchgefihrt.

Dazu sind 600.000 H1975 Zellen in T25er Zellkulturflaschen ausgesét und 24 h spéater mit 10
pg/ml LPS behandelt worden. Wie zuvor beschriebene wurde 1 h vor Bestrahlung ein
Mediumwechsel (RPMI mit 2% FCS und 1% P/S) durchgefihrt und anschlielend mit 6 Gy
bestrahlt. Die Zellen wurden zweimal mit kaltem PBS gewaschen und lysiert. Die
Proteinkonzentration wurde mittels BCA Protein Assay Reagent bestimmt. Es wurden
2000 pg je Zelllysat zu der zuvor geblockten Membran gegeben. Die Membran wurde mit
einem Detektions-Antikérper und dann mit Streptavidin-HRP inkubiert. Das Signhal wurde
durch die Chemilumineszenzmethode mit dem VersaDoc Bio Rad ChemiDoc XRS+
detektiert. Zur Bestimmung der Densitometrie und zur Auswertung der Arrays ist die
BioDocAnalyze Software verwendet worden. Das relative Expressionslevel wurde

normalisiert zur Kontrolle dargestellt.

2.2.2.6. Western Blots

Western Blots sind zur Validierung des Ergebnisses des Proteom Arrays und im Rahmen der

Immunoprecipitation verwendet worden.

Dazu wurden die SDS-PAGE mit dem TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Kit, 7.5%
(fur die Validierung des Proteom Arrays) und TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Kit,
10% (fur die IP) von Bio-Rad verwendet. Die Gele wurden nach dem Protokoll des
Herstellers gegossen und es wurden 2 pl TEMED und 10 pl APS pro 2 ml Sammelgel
dazugegeben, sowie 3 pl TEMED und 30 ul APS pro 6 ml Trenngel. Es wurden je 30 ng
Probe (aufRer bei der IP) und 7 pl Proteinmarker geladen. Das Gel lief anschlieRend bei
120 V fir ca. 90 min.

Nach der SDS-PAGE wurde der Transfer der Proteine zu einer polyvinyl difluoride (PVDF)
Membran durchgefiihrt. Das Nassblotten erfolgt bei 350 mA fir 90 min auf Eis. Danach
wurden unspezifische Bindungsstellen mit Blockierungslésung 1 h bei RT geblockt. Der
jeweilige spezifische primare Antikorper wurde bei 4°C schwenkend Uber Nacht inkubiert.

Die Membran wurde dreimal fir je 15 min mit Waschpuffer (TBS-T) gewaschen. Der
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sekundare Antikdrper wurde fur 1 h bei RT schwenkend inkubiert. AnschlieRend wurde die
membran wieder dreimal mit TBS-T gewaschen. Zur Detektion wurde ein ECL-System
verwendet. Detektiert wurde das Chemolumineszenz Signal mittels VersaDoc, Bio Rad
ChemiDoc XRS+. Zur Bestimmung der Densitometrie und die Auswertung des Western Blots
wurde die BioDocAnalyze Software verwendet. Das relative Expressionslevel wurde

normalisiert zur Kontrolle dargestellt.

2.2.2.6.1. Untersuchung und Validierung der Proteinexpression mittels Western Blot

Zur ndheren Untersuchung und Validierung der durch den Proteom Profiling Arrays
gefundenen Proteine wurden Western Blots durchgefuhrt. Dazu wurden 600.000 H1975
Zellen auf T25er Zellkulturflaschen ausgesat. Diese wurden mit 10 ug/ml LPS behandelt und
mit 6 Gy bestrahlt (vgl. Proteom Profiling Array). Die Zellen wurden zweimal mit kaltem PBS
gewaschen und mit Puffer 6 (aus dem Human Phospho-Kinase Antibody Array Kit) nach
Angaben des Herstellers lysiert. Die Proteinkonzentration ist mittels BCA Protein Assay
Reagent bestimmt worden. Es wurden 30 ng Protein in 30 pl ddH,O verdinnt und mit 3 pl
10x Laemmlipuffer fir 10 min bei 95°C aufgekocht. Die Proben wurden auf ein 7,5%iges Gel
aufgetragen und bei 120 V laufen gelassen. Der Western Blot ist wie zuvor beschrieben
durchgefuhrt worden.

Der Nachweis der Proteine wurde Uber Nacht bei 4°C mit folgenden primaren Antikoérpern
durchgefuhrt: anti-phospho-CREB phospho S311 (verdinnt 1:500), anti-CREB (verdinnt
1:500) und anti-beta-Actin rabbit mAb (verdinnt 1:2000). Dann wurde fur 1 h bei RT mit
einem HRP-Konjungierten sekundéaren Antikdrper goat anti-rabbit IgG (verdinnt 1:2000)
inkubiert. Die Immunodetektion ist mittels des ECL Systems durchgefiihrt worden. Das
Signal wurde mittels Densitometrie quantifiziert. Das relative Expressionslevel ist normalisiert

zur Kontrolle dargestellt.

Vor Detektion der Ladekontrolle (beta-Actin) wurde die Membran mittels Stripping Puffer
20 min lang ,gestrippt®, dreimal mit TBS-T gewaschen, 1 h mit der Blockierungslésung
inkubiert. Anschlielend konnte wie zuvor beschrieben mit dem primére Antikorper anti-beta-
Actin rabbit mAb (verdiinnt 1:2000) Uber Nacht bei 4°C inkubiert werden.
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2.2.2.6.2. Immunoprezipitation

Die Immunoprezipitation (IP) dient dem Nachweis der Inhibitoraktivitait. Es sollte
nachgewiesen werden, dass die CBP Inhibition die Bindung zwischen pCREB und CBP
verhindert und somit pCREB indirekt inhibiert wird.

Fur die IP wurden 600.000 H1975 Zellen ausgesat und wie zuvor beschrieben mit 10 pg/ml
LPS behandelt und mit 6 Gy bestrahlt. Anschlie3end wurden die Zellen mit 100 pl IP-Puffer
mit 4 yl Complete™ (Mini Protease Inhibitor Cocktail) lysiert, in 1,5 ml Reaktionsgefalie
Uberfuhrt und 20 min bei 4°C rotierend Inkubation. Die Proben (>500 ug Protein) wurden auf
500 pl mit IP-Puffer aufgefillt und mit 30 ul Protein A/G Plus-Agarose beads Uber Nacht bei
4°C rotierend vorgereinigt. Am nachsten Tag sind die Proben fir 5 min bei 14.000 g
zentrifugiert und die Uberstande in neue ReaktionsgefalRe Uberfiinrt worden. Die Proben
wurden mit 10 pl der Antikérper gegen Anti-KAT3A/CBP uber Nacht bei 4°C rotierend
inkubiert. Zusatzlich ist noch eine Probe ohne Antikorper (blank) als Negativkontrolle
mitgefuihrt worden. Nach der Inkubation mit dem Antikorper wurden 50 ul der Protein A/G
Plus-agarose beads zu den Proben gegeben erneut und (ber Nacht bei 4°C rotierend
inkubiert. Zur Reinigung wurden die Beads finfmal fur je 5 min bei 14.000 g und 4°C mit 1 ml
IP-Puffer gewaschen. Die Proben wurden dann in 2x Laemmlipuffer mit 10% -
Mercaptoethanol und 20 mM DTT resuspendiert und fur 10 min bei 95°C denaturiert.

Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot wie zuvor beschrieben

nachgewiesen. Fir die SDS-PAGE ist ein 10%iges Agarosegel verwendet worden.

Fur den Western Blot wurde die Membran mit dem priméren Antikérper anti-phospho-CREB
(phosphoryliert S311) (verdinnt 1:500) oder Anti-KAT3A / CBP antibody - ChIP Grade
(verdiinnt 1:500) Uber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Vor dem Einsatz des Anti-KAT3A / CBP antibody - ChlIP Grade Antikérpers wurde die
Membran mit Stripping Puffer fur 30 min bei Raumtemperatur ,gestrippt, sodass die zuvor
verwendeten Antikoérper abgeldst wurden. Danach wurde die Membran erneut fir 1 h mit
Blockierungsldsung geblockt. Der sekundéare HRP-gekoppelte Antikérper goat anti-rabbit IgG
(verdiinnt 1:2000) wurde 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Detektion der Proteine ist wie zuvor beschrieben durchgefuhrt worden. Das Signhal wurde
mittels Densitometrie ausgewertet. Das relative Expressionslevel wurde normalisiert zur

Kontrolle dargestellt.
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2.2.2.7. Immunfluoreszenzmikroskopie und Quantifikation der yH2AX/53BP-1 Foci

Zur Untersuchung der durch Bestrahlung verursachten DNA-Doppelstrangbriiche (DNA-
DSB) wurden die residuelle yH2AX/53BP-1 Foci mittels Immunofluoreszenz angeféarbt und
mikroskopisch ausgezabhit.

Dafur sind die H1975 Zellen fir 24 h auf Deckglaschen in 12-well-Platten ausgesat und
anschlielend mit 10 pug/ml LPS behandelt worden. Bei den Zellen wurden, 15 h nach der
LPS-Behandlung, 1 h vor der Bestrahlung, ein Mediumwechsel auf RPMI-Medium mit 2%
FCS und 1% P/S mit oder ohne 10 pg/ml LPS und mit oder ohne 2 mM ICG-001
durchgefuhrt. 16 h nach der initialen LPS-Behandlung der H1975 Zellen erfolgte die
Bestrahlung mit 4 Gy.

Zur Analyse der residuelle yH2AX/53BP-1 Foci wurden die Zellen 24 h nach der Bestrahlung
zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBen mit 4% Paraformaldehyd in PBS fiur 10 min
fixiert. Danach wurden die Zellen zweimal mit kaltem PBS fur 10 min schwenkend bei RT
gewaschen und bei 4°C bis zur eigentlichen Farbung gelagert.

Die fixierten Zellen wurden mit 0,2% Triton-X-100 in 1% BSA fir 10 min permeabilisiert und
mit 3% BSA 1 h geblockt. Die Inkubation mit dem priméaren Antikérper erfolgte fur 1 h bei RT.
Es wurden folgende primére Antikdrper verwendet: Anti-phospho-Histone yH2A.X (Serl139)
clone JBW301/mouse (verdinnt 1:500) und 53BP1 anti-rabbit (verdiinnt 1:500).

Die Zellen wurden dreimal mit 0,5% Tween-20/PBS fiir 10 min gewaschen und anschlie3end
mit dem sekundaren Antikérpern anti-mouse Alexa-fluor 594 (verdiinnt 1:800) und anti-rabbit
Alexa-fluor 488 (verdinnt 1:1200) fur 1 h inkubiert. Es wurden erneut dreimal gewaschen
und mit ProLong Gold antifade reagent, welches DAPI zur Kernfarbung beinhaltet,
eingedeckt.

Die Immunofluoreszenz wurde mit dem I1X81 Mikroskops (Objektiv: 60x) und der Xcellence
Software analysiert. Zur Analyse wurden z-stacked Bilder aufgenommen und die Foci
wurden manuell am Mikroskop ausgezahlt. Die Anzahl der residuellen DNA-DSB in den
bestrahlten Gruppen wurde durch die Subtraktion des Hintergrundes der nicht-bestrahlten
Kontrolle berechnet. Dieses Experiment ist dreimal durchgefiihrt worden und es wurden pro

Probe mindestens 200 Nuklei ausgezahilt.

2.2.3. Berechnungen und statistische Analysen

Die Daten wurden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (englisch: standard errors

of the mean; SEM) fir mindestens drei unabhangige Experimente, wenn nicht anders
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angegeben, dargestellt. Die Signifikanz wurde mittels einer one-way ANOVA, gefolgt von
einem Bonferroni’s Multiple Comparison Test berechnet. Unterschiede im p-Wert < 0,05 oder

< 0,01 wurden als statistisch signifikant angesehen und im Graphen als Stern (*) dargestellt.
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3. Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Zugabe von verschiedenen LPS-Konzentrationen
zu einer Veranderung der Ansprache auf die Bestrahlung in NSCLC Zelllinien fuhrt. Des
Weiteren wurde auf Proteinebene untersucht, welche Signalwege dabei involviert sein
kénnten. Dazu wurden Proteom Profiling Arrays (Phospho-Kinase Antibody Arrays)
durchgefuhrt. Nach Bestatigung der Ergebnisse im Western Blot wurden mdgliche
Zielproteine inhibiert und die Auswirkung der Inhibition auf die Strahlensensibilitdt mit Hilfe
von Koloniebildungsassays analysiert. AuRerdem wurde die Anzahl und Veré&nderungen der
durch Bestrahlung verursachten DNA-Doppelstrangbriiche (DSB) nach der LPS-Behandlung

und Inhibition untersucht.

3.1. Screening und Auswahl der verwendeten nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom
Zelllinien

Zunachst sollten geeignete NSCLC Zelllinien fur die weiteren Versuche aufgrund ihres TLR-4
und EGFR mRNA Status ausgewahlt werden. Es ist bekannt, dass die LPS induzierten TLR-
4 Signalwege von einer Interaktion mit EGFR abhéngig sind (101). Auf dieser Grundlage
beruhend wurden die verwendeten Zelllinien ausgesucht.

Eine Auswahl von acht verschiedenen Lungenkarzinomzelllinien (H226, A549, HCC827,
H23, H1975, H460, H1299 und H520), die zu den NSCLC Zelllinien gezéahlt werden, wurden
auf ihre TLR-4 und EGFR Expression mittels RT-gPCR untersucht. Die mRNA Expression
wurde als —ACt-Wert dargestellt.

Zu Beginn wurde die TLR-4 mRNA Expression untersucht. Die Zelllinien H226 und A549
hatten mit -ACt-Werten von -7,21 und -7,25 die hochste TLR-4 Expression, gefolgt von
HCC827, H23 und H1975 mit -ACt-Werten von -7,29, -7,55 und -7,69. Die Zelllinien H460,
H1299 und H520 wiesen mit den -ACt-Werten von -9,56, -9,61 und 10,20 die niedrigste TLR-
4 Expression auf (Tab. 5).

Neben der TLR-4 mRNA Expression wurde auch die EGFR mRNA Expression untersucht.
Die Zelllinie HCC827 wiesen mit einem -ACt-Wert von 5,37 die hochste EGFR mRNA
Expression auf, gefolgt von H226 mit einem -ACt-Wert von 3,94. Die Zelllinie H1975 hatte
einen —ACT-Wert von 2,63 und die Zelllinie H23 hatte einen -ACt-Wert von 2,28. Die Zelllinie
H1299 hatte einem —ACt-Wert von 1,19 und die -ACt-Werte der Zelllinien A549 und H460
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lagen bei 0,60 und 0,49. Die Zelllinie H520 wies mit einem -ACt-Wert von -8,20 die
niedrigsten EGFR Expression auf (Tab. 5). Verglichen wurden dabei die verschiedenen
NSCLC Zelllinien untereinander.

Anhand dieser Daten wurde folgende Zelllinien ausgewahlt: A549 ist EGFR Wildtyp (125)
und wies eine hohe TLR-4 und mittlere EGFR mRNA Expression auf (Tab. 5). Bei H1975
handelt es sich um eine Zelllinie mit einer aktivierenden Doppelmutation in EGFR
(L858R/T790M) (126). H1975 wies eine mittlere TLR-4 und mittlere EGFR mRNA Expression
auf (Tab. 5). Zuséatzlich wurde noch H520 als Negativkontrolle ausgewahlt. Diese Zelllinie
wies nur eine geringe EGFR Expression auf und ist laut Literatur EGFR defizient (127) und
besitzt eine kaum messbare schwache EGFR und auch eine schwache TLR-4 mRNA

Expression.

Tabelle 5: Basale mRNA Expression von TLR-4 und EGFR, dargestellt als -ACt-Wert (n = 3).

TLR-4 EGFR
;ﬁ%g -ACt-Wert -ACt-Wert
+ SEM + SEM
H226 -7,2+0,5 3,9+0,3
A549 -7,3+0,3 0,6+0,1
HCC827 -7,3+0,4 54+0,8
H23 -7,6£0,6 2,3+0,0
H1975 -7,7+0,2 26+0,2
H460 -9,6+1,3 0,5+0,1
H1299 -9,6 £0.3 1,2+0,2
H520 -10,2+0,6 -8,2+0,6

Somit sind fir die folgenden Versuche drei NSCLC Zelllinien mit unterschiedlichem EGFR

und TLR-4 mRNA Status zur weiteren Untersuchung ausgewahlt worden.

3.1.1. Die verwendeten LPS-Konzentrationen bewirkten keine Toxizitat an H1975 Zellen

Um zu untersuchen, ob die verwendeten LPS-Konzentrationen toxisch auf die NSCLC
Zelllinien wirken, wurde exemplarisch die H1975 Zellen mit 0, 0,1, 1 und 10 pg/ml LPS Uber
16 h, 16 h + 24 h und 16 h + 12 d inkubiert und mittels Trypanblaufarbung die Anzahl der

toten Zellen am Mikroskop ausgezahilt.
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Die LPS-Behandlung Uber 16 h bewirkte bei keiner der verwendeten LPS-Konzentrationen
den Tod der Zellen. Bei 16 h + 24 h LPS kam es nach der Behandlung mit O pg/ml LPS
(Kontrolle) zu 1,28% toten Zellen (Tab. 6). Auch 0,1 pg/ml LPS bewirkte dass 1,23% der
Zellen sterben, wahrend unter hoheren LPS-Konzentrationen keine toten Zellen quantifiziert
werden konnten. Nach einer Inkubation von 16 h + 12 Tagen konnten nach der Behandlung
mit 10 pg/ml LPS 1,15% tote Zellen gezahlt werden. Keines der Ergebnisse ist statistisch
signifikant (Tab. 6).

Tabelle 6: LPS Toxizitat-Tests bei H1975 Zellen (n=3).

Zeit Behandlung | tote Zellen [%]
[ug/ml] mit SEM
0 LPS 0,0
0,1 LPS 0,0
16 h
1LPS 0,0
10 LPS 0,0
OLPS/24h 1,3+1,8
0,1LPS/24h 1,2+1,8
+
16h+24h 1LPS/24h 0,0
10LPS /24 h 0,0
OLPS/12d 0,0
0,1LPS/12d 0,0
12d
1LPS/12d 0,0
10LPS/12d 1,2+1,6

Anhand der Testung der Toxizitat von LPS konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit
0,1, 1 und 10 pg/ml LPS mit keinem signifikant erhdhten Anstieg der toten H1975 Zellen
korreliert. In den folgenden Versuchen konnte mit den ausgewdahlten LPS-Konzentrationen

bei allen NSCLC Zelllinien weitergearbeitet werden.

3.2. Eine LPS-Behandlung zeigte keine Auswirkung auf die Uberlebensfraktion der
untersuchten nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom Zelllinien

In friheren Arbeiten der Arbeitsgruppe von Frau Dr. K. Hattar konnte gezeigt werden, dass
eine Behandlung mit dem bakteriellen Endotoxin LPS aus dem gram-negativen Bakteriums

Escherichia coli (E. coli) in der Zelllinie A549 die Proliferation stimuliert (108).
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Daher war es zunachst wichtig zu kontrollieren, ob eine LPS-Behandlung zu einer
gesteigerten Uberlebensfraktion im Koloniebildungsassay fuhrt. Daftir wurden die humanen
Lungenkarzinomzelllinien A549, H1975 und H520 mit drei verschiedenen LPS-
Konzentrationen (0,1, 1 oder 10 pug/ml) behandelt (Abb. 6).

Es konnte gezeigt werden, dass eine alleinige LPS-Behandlung mit 0,1, 1 und 10 pg/ml LPS
mit keinem Anstieg der Uberlebensfraktion bei den Zelllinien H1975, A549 und H520
korrelierte (Abb. 6B, 6C und 6D). Somit ist in keiner der drei Zelllinien ein Anstieg in der
Anzahl der Kolonien beobachtet worden. Auch konnte kein Unterschied in der GrbéRRe der
Kolonien zwischen der Kontrolle (0 pg/ml LPS) und der Gruppe mit der hdchsten LPS-
Konzentration (10 pg/ml) gezeigt werden (Abb. 6A).
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Abbildung 6: Eine LPS-Behandlung hatte keine Auswirkung auf die Koloniebildungsfahigkeit.
A) Reprasentative Abbildung der von H1975 Zellen gebildeten Kolonien, Kontrolle (0 pg/ml LPS) und
nach LPS-Behandlung (10 pg/ml). B) Uberlebensfraktion der H1975 Zellen, Kontrolle (0 pg/ml LPS)
und nach LPS-Behandlung (0,1, 1 und 10 pg/ml). C) Uberlebensfraktion der A549 Zellen, Kontrolle
(0 pg/ml LPS) und nach LPS-Behandlung (0,1, 1 und 10 pg/ml). D) Uberlebensfraktion der H520
Zellen, Kontrolle (0 pg/ml LPS) und nach LPS-Behandlung (0,1, 1 und 10 upg/ml). Dargestellt als
Mittelwert + SEM, n=3. Die Werte wurden mittels ANOVA gefolgt von einem Bonferroni's Multiple

Comparison Test getestet.

In diesen Versuchen konnte somit gezeigt werden, dass eine LPS-Behandlung keinen

Einfluss auf die Uberlebensfraktion der beiden humanen Adenokarzinomzelllinien A549 und

H1975 und der humanen Plattenepithelkarzinomzelllinie H520 hatte.
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3.3. LPS induzierte eine Veranderung der Strahlenansprache in H1975 und A549, aber
nicht in H520 Zellen

Nachdem zunachst gezeigt wurde, dass eine Behandlung mit dem bakteriellen Endotoxin
LPS keine Auswirkung auf die Uberlebensfraktion der beiden humanen
Adenokarzinomzelllinien A549 und H1975 und der Plattenepithelkarzinomzelllinie H520
hatte, sollte im Folgenden der Effekt von LPS auf die zellulare Strahlensensitivitat untersucht
werden. Dazu wurden die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen LPS (0,1, 1 und
10 pg/ml) fur 16 h inkubiert und anschlieBend bestrahlt (1, 2, 4, 6 und 8 Gy). Die so
behandelten Zellen wurden zur Untersuchung der Koloniebildungsfahigkeit und der

Strahlensensibilitat fir Koloniebildungsassays verwendet.

Eine Behandlung mit 1 pg/ml und 10 pg/ml LPS Korrelierte in der Zelllinie H1975 mit einer
gesteigerten Uberlebensfraktion nach der Bestrahlung mit 2, 4, 6 und 8 Gy. Die Bestrahlung
mit 1 Gy hatte keine Auswirkung auf die Uberlebensfraktion nach der LPS-Behandlung. Eine
erhohte Uberlebensfraktion konnte bei 1 pg/ml LPS und 10 pg/ml LPS beobachtet werden.
Die Behandlung mit 0,1 pg/ml LPS bewirkte in H1975 keine Steigerung der
Uberlebensfraktion (Abb. 7A).

Ein Anstieg der Uberlebensfraktion nach der LPS-Behandlung mit 1 pg/ml und 10 pg/ml
wurde bei 6 Gy berechnet (Abb. 7B). Nach der LPS-Behandlung mit 0,1 pg/ml und
Bestrahlung mit 6 Gy kam es zu einem nicht statistisch signifikanten Anstieg der
Uberlebensfraktion von 0,018 auf 0,027 (Abb. 7B, zweite Saule). Die Behandlungen mit
1 pg/ml LPS und 10 pg/ml LPS waren assoziiert mit einem signifikanten Anstieg von 0,018
auf 0,036 (Abb. 7B, dritte S&aule) und von 0,018 auf 0,038 (Abb. 7B, vierte Saule).
Tendenziell lag die Uberlebensfraktion bei 6 Gy von 10 ug/ml LPS etwas hoéher als 1 pg/ml
LPS, dieser Unterschied war jedoch nicht statistisch signifikant (Abb. 7B, dritte und vierte

Saule).
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Abbildung 7: LPS induzierte eine Veranderung der Strahlensensibilitat in H1975 Zellen.
A) Uberlebenskurve von H1975 Zellen nach der LPS-Behandlung (0,1, 1 und 10 pg/ml) und Kontrolle
(0 ug/ml LPS) nach Bestrahlung mit 0, 1, 2, 4, 6 und 8 Gy. B) Uberlebensfraktion der H1975 Zellen
nach Bestrahlung mit 6 Gy und LPS-Behandlung (0,1, 1 und 10 pg/ml) und Kontrolle (O pg/ml LPS).
Dargestellt als Mittelwert £+ SEM, n=3; * p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle. Die Werte wurden mittels
ANOVA gefolgt von einem Bonferroni's Multiple Comparison Test getestet.

Bei der Zelllinie A549 korrelierte eine LPS-Behandlung mit 0,1, 1 und 10 pug/ml nach der
Bestrahlung 4, 6 und 8 Gy mit einer gesteigerten Uberlebensfraktion (Abb. 8A). Die
Bestrahlungen mit 1 Gy und 2 Gy hatten nach der LPS-Behandlung keine Auswirkungen auf
die Uberlebensfraktion. Eine Veranderung der Strahlenansprache war nach einer
Behandlung mit 0,1 pg/ml, 1 pg/ml und 10 pg/ml LPS und 4, 6 und 8 Gy zu sehen (Abb. 8A).
Dies konnte auch bei der Uberlebensfraktion bei 6 Gy gezeigt werden (Abb. 8B). Bei einer
Behandlung mit 0,1 pg/ml LPS kam es zu einem statistisch signifikanten Anstieg der
Uberlebensfraktion bei 6 Gy von 0,042 auf 0,05 (Abb. 8B, zweite Saule). Auch war der Effekt
von 1 pg/ml und 10 pg/ml LPS auf die Uberlebensfraktion bei 6 Gy tendenziell starker
ausgepragt als bei 0,1 pg/ml LPS. Bei 1 pg/ml LPS konnte ein signifikanter Anstieg von
0,042 auf 0,078 und bei 10 pg/ml LPS von 0,042 auf 0,077 berechnet werden (Abb. 8B, dritte
und vierte S&ule). Die Uberlebensfraktionen bei 6 Gy von 1 pg/ml und 10 pg/ml LPS lagen
bei A549 auf dem gleichen Niveau (Abb. 8A und 8B).
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Abbildung 8: LPS induzierte eine Veranderung der Strahlensensibilitat in  A549 Zellen.
A) Uberlebenskurve von A549 Zellen nach der LPS-Behandlung (0,1, 1 und 10 pg/ml) und Kontrolle
(0 pg/ml LPS) nach der Bestrahlung mit 0, 1, 2, 4, 6 und 8 Gy. B) Uberlebensfraktion der A549 Zellen
nach der Bestrahlung mit 6 Gy und LPS-Behandlung (0,1, 1 und 10 pg/ml) und Kontrolle
(O pg/ml LPS). Dargestellt als Mittelwert + SEM, n=3; * p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle. Die Werte
wurden mittels ANOVA gefolgt von einem Bonferroni's Multiple Comparison Test getestet.

Im Gegensatz zu den beiden untersuchten Adenokarzinomzelllinien H1975 und A549 zeigte
die Plattenepithelkarzinomzelllinie H520 keinen Anstieg der Uberlebensfraktion nach der
LPS-Behandlung mit 0,1, 1 und 10 pg/ml und Bestrahlung mit 1, 2, 4, 6 und 8 Gy (Abb. 7, 8
und 9). Die errechneten Uberlebenskurven nach LPS-Behandlung und Bestrahlung liegen
auf dem Niveau der Kontrolle (0 pg/ml LPS) (Abb. 9A). Auch die Uberlebensfraktion bei 6 Gy
zeigte keinen Unterschied in den einzelnen Behandlungen und im Vergleich zur Kontrolle
(Abb. 9B). Die Anzahl der Kolonien und die dadurch berechnete Uberlebensfraktion sind vom
Niveau her niedriger als bei A549 (Abb. 9B und 8B) und mit 0,019 auf dem Niveau von
H1975, das heil3t die Zelllinie H520 bildet so viele Kolonien wie H1975, aber weniger als
A549 (Abb. 9B und 7B).
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Abbildung 9: LPS induzierte keine Verdnderung der Strahlensensibilitat in H520 Zellen.
A) Uberlebenskurve von H520 Zellen nach der LPS-Behandlung (0,1, 1 und 10 pg/ml) und Kontrolle
(0 pug/ml LPS) nach der Bestrahlung mit 0, 1, 2, 4, 6 und 8 Gy. B) Uberlebensfraktion der H520 Zellen
nach der Bestrahlung mit 6 Gy und LPS-Behandlung (0,1, 1 und 10 pg/ml) und Kontrolle
(O pg/ml LPS). Dargestellt als Mittelwert + SEM, n=3; * p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle. Die Werte
wurden mittels ANOVA gefolgt von einem Bonferroni's Multiple Comparison Test getestet.

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl bei H1975 als auch in A549 eine Behandlung mit
1 pg/ml und 10 pg/ml mit einer erhéhten Uberlebensfraktion bei 6 Gy assoziiert ist (Abb. 7
und 8). Dabei ist die Ansprache auf die LPS-Behandlung am starksten ausgepragt bei den
hoheren LPS-Konzentrationen (1 und 10 pg/ml) und héheren Bestrahlungsdosen (2, 4, 6 und
8 Gy) (Abb. 7 und 8). Dieser Effekt konnte nicht fur die Zelllinie H520 nachgewiesen werden.
Diese Zelllinie zeigte keine Veradnderung der Ansprache auf Bestrahlung nach der LPS-
Behandlung (Abb. 9).

3.3.1. Auswahl der geeigneten Proben fiir ein Phospho-Kinase Antibody Array

Um die der modulierten Strahlenansprache zugrundeliegenden Mechanismen zu verstehen,
wurden in den folgenden Experimenten nur mit der Zelllinie H1975 gearbeitet, da diese bei
6 Gy und 10 pg/ml LPS eine Verdoppelung der Uberlebensfraktion von 0,018 auf 0,036
zeigte (Abb. 2B). Somit wurde in den folgenden Versuchen (Ausnahme DNA-DSB
Untersuchungen) auch nur noch mit 6 Gy und 10 pg/ml LPS gearbeitet. Um mdogliche

involvierte Signalwege zu finden und diese néher zu untersuchen, sind Proteom Profiling
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Arrays (Phospho-Kinase Antibody Arrays) durchgefiihrt worden. Diese erlauben die
Quantifizierung der Phosphorylierung der verschieden untersuchten Proteine.

Zusatzlich dazu wurde als Positivkontrolle die Reaktion auf die LPS-Behandlung durch
Quantifizierung von IL-6 mittels eines IL-6 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

untersucht.

Die Untersuchung der IL-6 Freisetzungen zeigte, dass es nach einer Bestrahlung mit 6 Gy zu
keinem statistisch signifikanten Anstieg der IL-6 Freisetzung kommt (Abb. 10, zweite Saule).
Die Behandlung mit 10 pg/ml LPS bewirkt einem flinffachen Anstieg der relativen IL-6
Freisetzung in H1975 Zellen (Abb. 10, dritte Saule). Die Kombination aus LPS-Behandlung
und Bestrahlung korrelierte mit einem weiteren signifikanten Anstieg der IL-6 Freisetzung im

Vergleich zu alleinigen LPS-Behandlung (Abb. 10, dritte und vierte Séaule).

15

Relative
IL-6 Expression

= + - + IR [6 Gy]
< = + + LPS[10 pg/mi]

Abbildung 10: Die LPS-Behandlung korrelierte mit einer verstarkten Freisetzung von IL-6 in H1975
Zellen. Mittels ELISA gemessene IL-6 Freisetzung von H1975 Zellen Kontrolle (O pg/ml LPS) und
nach LPS-Behandlung (10 pg/ml) mit und ohne Bestrahlung (6 Gy) normalisiert auf Kontrolle.
Dargestellt als Mittelwert £ SEM. * p<0,01. IR = Irradiation (Bestrahlung). Die Werte wurden mittels
ANOVA gefolgt von einem Bonferroni's Multiple Comparison Test getestet.

Im ELISA konnte bestétigt werden, dass alle Proben auf die LPS-Stimulation mit einem
signifikanten Anstieg von freigesetztem IL-6 reagierten und sich somit fir den Einsatz im

Human Phospho-Kinase Antibody Array eigneten.
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3.4. Die Kombination aus LPS-Behandlung und Bestrahlung korrelierte mit einer
Hochregulation der Phosphorylierung des cAMP response element-binding protein
und einigen Mitgliedern der Src family kinases

Mit dem Human Phospho-Kinase Antibody Array Kit sollten im Folgenden Proteine gefunden
werden, deren Phosphorylierung durch LPS und Bestrahlung reguliert werden. Alle
Behandlungen wurden im Folgenden mit der unbehandelten Kontrolle verglichen.

Die Proteom Profiling Arrays zeigten, dass eine Anderung der Phosphorylierung bei vielen
Proteinen schon durch eine Bestrahlung oder einer LPS-Behandlung alleine zu beobachten
ist. Nachfolgend werden die am starksten ausgepragten Anderungen des relativen

Phosphorylierungslevels von fir die Strahlentherapie relevanten Proteinen gezeigt:

3.4.1. Veranderung der Phosphorylierung von fir die Strahlentherapie relevanten Proteinen
nach LPS-Behandlung und Bestrahlung

Die Extracellular signal-regulated kinases (ERK)1/2 zeigten nach der Bestrahlung einen
Anstieg des relativen Phosphorylierungslevels an T202/Y204 und T185/Y187 um 70%. Eine
alleinige LPS-Behandlung fuhrte in H1975 Zellen zu einer Runterregulation des
Phosphorylierungslevels von ERK1/2 um 30%. Die Kombination von Bestrahlung und LPS
bewirkte keiner Anderung der Phosphorylierung (Abb. 11A).

Bei dem Protein Focal adhesion kinase (FAK), der Serin/Threonine-Protein Kinase Chk-2,
dem Proto-Onkogen Yes, dem Protein Target of rapamycin (TOR), den Kinasen Signal
transducer and activator of transcription (STAT)-2 und -5a, sowie der Tyrosin Kinase Src
wurden nach der alleinigen Bestrahlung eine Erhéhung des Phosphorylierungslevels
gemessen. Die alleinige LPS-Behandlung korrelierte bei diesen Proteinen mit einer
Reduktion der Phosphorylierung (Abb. 11A und B).

Dabei kam es nach der Bestrahlung zu einem Anstieg des Phosphorylierungslevels von FAK
an Y397 um 30%. Im Gegensatz dazu verringerte die alleinige LPS-Behandlung das
Phosphorylierungslevel um 30%. Die Kombination aus LPS und Bestrahlung korrelierte mit
einem Anstieg des Phosphorylierungslevels um 70% (Abb. 11A).

Bei Chk-2 kam es nach der Bestrahlung zu einem Anstieg des Phosphorylierungslevels an
T68 um 140%. Die LPS-Behandlung alleine reduzierte das Phosphorylierungslevel um 35%.
Die Kombinationsbehandlung korrelierte mit einem Anstieg um 140%.

Bei TOR kam es nach der Bestrahlung alleine und auch nach der Kombinationsbehandlung
aus LPS und Bestrahlung zu einem Anstieg des Phosphorylierungslevels an S2448 um je
50%. Die LPS-Behandlung reduzierte das Phosphorylierungslevel um 20% (Abb. 11A).
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Bei STAT2 korreliert die Bestrahlung mit einem Anstieg des Phosphorylierungslevels an
Y689 um 80%. Die LPS-Behandlung alleine fuhrte zu einem Anstieg um 10%. Die
Kombinationsbehandlung korrelierte mit einem Anstieg um 20% (Abb. 11 B).

Bei STAT5a bewirkte die Bestrahlung alleine und die Kombination aus LPS-Behandlung und
Bestrahlung einen Anstieg des Phosphorylierungslevels an Y694 um 20% und 15%. Die
LPS-Behandlung reduzierte das Phosphorylierungslevel um 40% (Abb. 11 B).

Bei dem Proteinkinase Src korrelierten sowohl die alleinige Bestrahlung als auch die
Kombination aus LPS und Bestrahlung mit einem Anstieg des Phosphorylierungslevels an
Y419 um 55% und 40%. Die LPS-Behandlung alleine reduzierte das Phosphorylierungslevel
um 30% (Abb. 11B).

Bei Yes kam es nach der alleinigen Bestrahlung zu einer Zunahme des
Phosphorylierungslevels an Y426 um 40%. Eine alleinige LPS-Behandlung bewirkte eine
Abnahme um 40%. Die Kombination aus LPS-Behandlung und bestrahlung fiihrte zu keiner

Anderung des Phosphorylierungslevels (Abb. 11 B).

Bei der Proteinkinase p38alpha und Kinase Mitogen- and stress-activated protein kinase 1
und 2 (MSK1/2) kam es sowohl durch die alleinige Bestrahlung als auch die Kombination von
LPS-Behandlung und Bestrahlung zu einer Zunahme der Phosphorylierung. Jedoch flhrte
die Kombination aus LPS-Behandlung und Bestrahlung hier zu einer Abnahme des relativen
Phosphorylierungslevels.

Bei p38alpha korrelierte eine alleinige Bestrahlung mit einer Zunahme um 70% und die
Kombinationsbehandlung mit einer Zunahme des Phosphorylierungslevels an T180/Y182 um
90%. Die LPS-Behandlung bewirkte bei p38alpha eine Abnahme des
Phosphorylierungslevels um 10% (Abb. 11A).

Bei MSK1/2 korrelierten die alleinige Bestrahlung mit einer Zunahme um 95% und die
Kombinationsbehandlung mit einer Zunahme des Phosphorylierungslevels an S376/S360 um
160%. Die LPS-Behandlung alleine steigerte das Phosphorylierungslevel um 20%
(Abb. 11 A).

Ebenfalls fuhrte eine alleinige LPS-Behandlung zu einer erhdhten Phosphorylierung von
c-Jun an der Stelle S63. Auch Lysine deficient protein kinase 1 (WNK1) und p53 wiesen
nach der LPS-Behandlung eine verstarkte Phosphorylierung auf (Abb. 11A und B).

Bei c-Jun konnte nach der Bestrahlung keine Anderung des Phosphorylierungslevels an S63
gemessen werden. Die LPS-Behandlung alleine verstéarkte das Phosphorylierungslevel um
60%. Die Kombination aus LPS-Behandlung und Bestrahlung verringerte das
Phosphorylierungslevel um 65% (Abb. 11A).
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Bei WNK1 verringerte die alleinige Bestrahlung das Phosphorylierungslevel an T60 um 20%.
Dahingegen  bewirkte die LPS-Behandlung eine Zunahme um 20%. Die
Kombinationsbehandlung korrelierte mit einer Reduktion des Phosphorylierungslevels um
80% (Abb. 11B).

Bei p53 wurden die drei verschiedene Phosphorylierungsstellen S15, S392 und S46
untersucht. Bei p53 S15 bewirkte die alleinige Bestrahlung einen Anstieg des
Phosphorylierungslevels um 15%. Nach der LPS-Behandlung kommt es zu einer Zunahme
um 30%. Die Kombinationsbehandlung aus LPS und Bestrahlung korrelierte mit einer
Reduktion des Phosphorylierungslevels um 50%.

Bei p53 S392 bewirkte die Bestrahlung eine Anderung des Phosphorylierunglevels um 25%.
Die LPS Behandlung bewirkte eine Zunahme um 60%. Nach der Kombination aus LPS und
Bestrahlung kam es zu einer Abnahme des Phosphorylierunglevels um 20%.

Bei p53 S46 bewirkte die Bestrahlung alleine keine Anderung des Phosphorylierungslevels.
Nach der alleinigen LPS-Behandlung kam es zu einer Steigerung um 20%. Die
Kombinationsbehandlung korrelierte mit einer Reduktion des Phosphorylierungslevels um
40% (Abb. 11B).
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Abbildung 11: Quantitative Analyse des Phosphorylierungslevels der untersuchten Proteine des
Proteom Profiling Arrays von H1975 Zellen 24 h nach der Behandlung mit 10 pug/ml LPS und
Bestrahlung (IR) mit 6 Gy. A) Phosphorylierte Proteinkinasen alphabetisch angeordnet von A bis P.
B) Phosphorylierte Proteinkinasen alphabetisch angeordnet von P bis Y. Dargestellt als
Mittelwert £ SEM, n = 2.

3.4.2. Hochregulation der Src- und cAMP response element-binding protein -abhangigen
Signalwege nach der kombinierten Behandlung von LPS und Bestrahlung

Nach der Kombinationsbehandlung in H1975 Zellen zeigten nur wenige Proteine, im
Vergleich zu den Einzelbehandlungen, eine Verdopplung des Phosphorylierungslevels. Eine
Verdopplung des Phosphorylierungslevels, nach der Kombination aus LPS-Behandlung und
Bestrahlung, konnte bei den folgenden Proteinen gezeigt werden: cAMP response element-
binding protein (CREB) an S133, Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase (Lck) an Y394,
Tyrosinekinase Fyn (Fyn) an Y420 and Tyrosinekinase Fgr (Fgr) an der Stelle Y412
(Abb.12 A und B).

Bei Lck bewirkte die alleinige Bestrahlung eine Zunahme des Phosphorylierungslevels um
30%. Die LPS-Behandlung reduzierte das Phosphorylierungslevel um 30%. Die
Kombinationsbehandlung hingegen korrelierte mit einer Steigerung des relativen
Phosphorylierungslevels um 150% (Abb. 12A und B).

Fyn zeigte nach der alleinigen Bestrahlung eine Zunahme des Phosphorylierungslevels um
30%. Die LPS-Behandlung resultierte in einer Reduktion um 60%. Die
Kombinationsbehandlung aus LPS und Bestrahlung korrelierte mit einer Zunahme des
Phosphorylierungslevels um 170% (Abb. 12 A und B).

Bei Fgr bewirkte die Bestrahlung eine Zunahme um 50%. Die LPS-Behandlung reduzierte
das Phosphorylierungslevel um 20%. Die Kombination aus LPS-Behandlung und
Bestrahlung ist assoziiert mit einer Zunahme des Phosphorylierungslevels um 270%
(Abb. 12A und B).

CREB zeigte nach der alleinigen Bestrahlung eine Zunahme des Phosphorylierungslevels
um 50%. Die LPS-Behandlung bewirkte eine Reduktion des Phosphorylierungslevels um
10%. Die Kombinationsbehandlung aus LPS und Bestrahlung korrelierte mit einer Zunahme
des Phosphorylierungslevels um 200%, im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
(Abb. 12A und B).

Die Tyrosine-protein Kinase Lyn zeigte nach der Bestrahlung eine Abnahme des
Phosphorylierungslevels an Y397 um 20%. Nach der LPS-Behandlung konnte eine Zunahme
des Phosphorylierungslevels um 25% gemessen werden. Die Kombinationsbehandlung aus
LPS und Bestrahlung korrelierte mit einem Anstieg des Phosphorylierungslevels um 40%

(Abb. 12A und B).
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AuRerdem konnte gezeigt werden, dass nach der Bestrahlung mit 6 Gy eine Zunahme des
Phosphorylierungslevels von EGFR an Y1086 um 50% zu verzeichnen war. Die LPS-
Behandlung bewirkte eine Steigerung des Phosphorylierungslevels um 10%. Die
Kombinationsbehandlung aus LPS und Bestrahlung korrelierten mit einer Zunahme des
Phosphorylierungslevels um 70% (Abb. 12A und B). Da bekannt ist, dass eine Bestrahlung
mit ionisierenden Strahlen zu einer Phosphorylierung von EGFR fuhrt (117) wurde die
Hemmung von EGFR als Kontrolle in Inhibitionsversuchen eingesetzt.

Fur alle anderen untersuchten Proteine konnte keine Verdopplung oder Verdreifachung des
relativen Phosphorylierungslevels nach der Kombination aus LPS-Behandlung und
Bestrahlung, im Vergleich zur Kontrolle, beobachtet werden (Abb. 11A und B).
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Abbildung 12: Die Kombination von LPS-Behandlung und Bestrahlung korrelierte mit einem Anstieg
des Phosphorylierungslevels von CREB (pCREB) in H1975 Zellen. A) Reprasentative Abbildung der
phosphorylierten Formen von CREB (pCREB), EGFR (pEGFR), Lck (pLck), Fyn (pFyn), Fgr (pFgr),
Lyn (pLyn) und der Kontrolle eines Proteom Arrays von H1975 Zellen nach der Verwendung des
Human Phospho-Kinase Antibody Array Kits (Proteom Profiling Array) 24 h nach der Behandlung mit
oder ohne 10 pg/ml LPS und Bestrahlung mit O oder 6 Gy. B) Quantitative Analyse des Human
Proteom Profiling Arrays. Dargestellt als Mittelwert + SEM, n = 2. IR = Irradiation (Bestrahlung).

Bei den Kinasen Lck, Fyn und Fgr handelt es sich um Mitglieder der Src family kinases
(SFK) (128). Diese liegen alle upstream von CREB. Daher und weil CREB einen Anstieg der
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Phosphorylierung um 200% nach der Kombination aus LPS und Bestrahlung zeigte wurde

der Fokus der folgenden Versuche auf CREB gelegt.

Zur Verifizierung der Daten wurde in Western Blots die Phosphorylierung von CREB an S133
bestétigt (Abb. 13A und B). Es konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung mit LPS alleine
oder mit Bestrahlung alleine zu keiner signifikanten Anderung der Phosphorylierung von
CREB fuhrte. Die kombinierte Behandlung aus LPS und Bestrahlung korrelierte mit einem
signifikanten Anstieg der Phosphorylierung an S133 von CREB in H1975 Zellen (Abb. 13A
und B).
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Abbildung 13: Die Kombination aus LPS-Behandlung und Bestrahlung korrelierte mit einer
Hochregulation von phosporyliertem CREB (pCREB). A) Reprasentativer Western Blot von pCREB
und CREB von LPS behandelten (10 pg/ml) und unbehandelten H1975 Zellen nach der Bestrahlung
mit 0 und 6 Gy, 24 h nach der Behandlung. R-Actin wurde als Ladekontrolle mitgefihrt.
B) Densitometrische Auswertung der pCREB Banden nach der Normalisierung zur Kontrolle. H1975
Zellen nach der LPS-Behandlung und/oder Bestrahlung sind dargestellt als +/-. Densitometrische
Daten wurden auf die Kontrolle normalisiert und als Mittelwert + SEM, n=3, * p<0,05 im Vergleich zur
Kontrolle dargestellt. Die Werte wurden mittels ANOVA gefolgt von einem Bonferroni's Multiple
Comparison Test getestet. IR = Irradiation (Bestrahlung).

Da es zu einer signifikant verstarkten Phosphorylierung von CREB nach der
Kombinationsbehandlung mit LPS und Bestrahlung kam, eignet sich CREB als mdgliches
Zielprotein zur Untersuchung des LPS-Einflusses auf die Strahlensensitivitdt der H1975

Zellen.
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3.5. Die Inhibition des CREB-binding protein bewirkte eine Veranderung der
Strahlensensibilitat nach der LPS-Behandlung

Um zu untersuchen, ob pCREB unter LPS die Strahlensensitivitdt beeinflusst, wurde der
spezifische CREB-binding protein (CBP)-Inhibitor ICG-001 (CBPi) verwendet (129), um somit
PCREB indirekt zu inhibieren.

Zur Untersuchung der Inhibitoren wurden H1975 Zellen zun&chst mit 10 pg/ml LPS
behandelt, die entsprechende Inhibitoren zugegeben und bestrahilt.

Um den Effekt des CBPi zur indirekten Inhibierung von pCREB zu validieren, wurde eine
Immunprazipitation (IP) durchgefiihrt. Mittels dieser sollte die Wirkung des CBPi auf pCREB
nachgewiesen werden. Es konnte gezeigt werden, dass der CBPi bewirkt, dass pCREB und
CBP nicht mehr binden kénnen und es somit zu einer indirekten Inhibition von pCREB nach
der LPS-Behandlung mit 10 pg/ml und Bestrahlung bei 6 Gy kommt (Abb. 14).

IP: CBP

Input Blank - CBPi + CBPi

— b . |e— pcres
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Abbildung 14: Die Inhibition des CREB-binding protein (CBP). Reprasentative Abbildung der
Immunprazipitation (IP) gegen CBP gefolgt von einem Western Blot gegen pCREB und CBP in H1975
Zellen 24 h nach der LPS-Behandlung und Bestrahlung mit 6 Gy mit oder ohne ICG-001 (CBPi)
(2 uM), dargestellt als +/-. CREB, cAMP response element-binding protein; CBP, CREB binding
protein.

Zum Ausschluss einer alleinigen Aktivitat der eingesetzten Inhibitoren auf unbehandelte
H1975 Zellen, wurden unbestrahlte H1975 Zellen jeweils mit CBPi und EGFRi behandelt.
Dabei diente der EGFR Inhibitor AG1478 (EGFRIi) (130) als interne Kontrolle. Beide
Inhibitoren wurden zusatzlich unter LPS Einfluss getestet. Durch Quantifizierung der
Uberlebensfraktion sollte der Einfluss der beiden Inhibitoren auf LPS behandelte und
unbehandelte H1975 Zellen untersucht werden. Als zusétzliche Kontrolle wurden Zellen nur
mit LPS behandelt. Die alleinige LPS-Behandlung hat keinen Einfluss auf die
Uberlebensfraktion (Abb. 15, zweite Saule).

Weiter haben weder der CBPi noch der EGFRi eine Auswirkungen auf die
Uberlebensfraktion von unbestrahlten H1975 Zellen (Abb. 15, dritte und fiinfte Saule). Auch

haben die Inhibitoren keinen Einfluss auf das klonogene Uberleben nach alleiniger LPS-
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Behandlung (Abb.15, vierte und sechste Saule) und konnten in den vorliegenden
Konzentrationen als spezifische Inhibitoren eingesetzt werden.

Beide Inhibitoren hatten auch keine Auswirkung auf die Uberlebensfraktion unter der
Bestrahlung mit 1, 2, 4, 6 und 8 Gy (Anhang, Abb. 19).
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Abbildung 15: Inhibition von des CREB-binding protein (CBP) und Epidermal growth factor receptor
(EGFR). Uberlebensfraktion der H1975 Zellen nach LPS-Behandlung (10 pg/ml) oder Kontrolle
(O pg/ml LPS) mit oder ohne CBPi oder EGFRI, dargestellt als +/-. Dargestellt als Mittelwert + SEM,
n=3, * p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle. Die Werte wurden mittels ANOVA gefolgt von einem
Bonferroni's Multiple Comparison Test ausgewertet. CBPi = ICG-001, EGFRi = AG1478.

Fur die folgenden Inhibitionsversuche wurden die H1975 Zellen mit 10 pg/ml LPS behandelt
und mit 1, 2, 4, 6 und 8 Gy bestrahlt. Die LPS-Behandlung flihrte erneut, in Kombination mit
Bestrahlung, zu einem Anstieg der Uberlebensfraktionen (Abb. 16A, graugefiillter Kreis).
Auch die statistische Auswertung der Uberlebensfraktion bei 6 Gy zeigt nach der LPS-
Behandlung eine signifikante Verdopplung von 0.022 auf 0.045 (Abb. 16B, erste und zweite
Saule).

Zur Untersuchung des Einflusses von pCREB auf die durch LPS veranderte
Strahlensensitivitat wurde indirekt pPCREB mit CBPi inhibiert. Die Inhibition des CBP fihrte in
den LPS behandelten H1975 Zellen zu einer Abnahme der Uberlebensfraktionen. Die CBP
Inhibition in Kombination mit einer LPS-Behandlung und Bestrahlung fiihrte nicht nur zu einer
Wiederherstellung der Strahlensensitivitdat auf das Niveau der Kontrolle (0 pg/ml LPS),
sondern zu einer Abnahme unter das Niveau der Kontrolle (Abb. 16A, Dreieck). Die
Uberlebensfraktion bei 6 Gy zeigte eine statistisch signifikante Reduktion von 0,045 auf
0,013 nach der LPS-Behandlung und der CBP Inhibition im Vergleich zu einer alleinigen

LPS-Behandlung (Abb. 16B, zweite und flinfte S&ule). Der Einsatz des CBPi ohne
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vorhergehende LPS-Behandlung filhrte zu keiner Veranderung der Uberlebensfraktion, im
Vergleich zur Kontrolle (Abb. 16A und 16B, erste und sechste Séaule).

Neben der indirekten Inhibition von pCREB, sollte auch der Effekt einer Inhibition des EGFR
untersucht werden, da EGFR sowohl fiir die Bestrahlung (117) als auch fir den LPS
induzierten TLR-4 Signalweg von Bedeutung ist (101). Die Inhibition von EGFR diente als
eine interne Kontrolle des experimentellen Systems.

Die Inhibition von EGFR fihrte in LPS-behandelten und bestrahlten Zellen zu einer wieder
hergestellten Strahlensensibilitat auf das Level der unbehandelten Kontrolle (O pg/ml LPS)
(Abb. 16A, Rauten). Dies zeigt auch die Uberlebensfraktion bei 6 Gy. Hier fiihrt die EGFR
Inhibition nach der LPS-Behandlung zu einer signifikanten Abnahme von 0,045 auf 0,026, im
Vergleich zur alleinigen LPS-Behandlung (Abb. 16B, zweite und dritte Saule). Der Einsatz
des EGFRIi ohne LPS bewirkt keiner Veranderung der Uberlebensfraktion bei 6 Gy (Abb. 16A

und 16B, vierte Saule).
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Abbildung 16: Die Inhibition des CREB-binding protein (CBPi) korrelierte mit einer LPS induzierte
Strahlensensibilisierung. A) Uberlebensfraktionen der H1975 Zellen nach LPS-Behandlung (10 pg/ml)
oder Kontrolle (0 pg/ml LPS) und Bestrahlung mit 1, 2, 4, 6 und 8 Gy mit oder ohne CBPi (Dreieck)
oder EGFRi (Rauten). B) Uberlebensfraktionen bei 6 Gy, H1975 Zellen nach LPS-Behandlung
(10 pg/ml) oder Kontrolle (0 pg/ml LPS) mit oder ohne CBPi oder EGFRI, dargestellt als +/-.
Dargestellt als Mittelwert £+ SEM, n23, * p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle. IR = Irradiation
(Bestrahlung). Die Werte wurden mittels ANOVA gefolgt von einem Bonferroni's Multiple Comparison
Test getestet. CBPi = ICG-001, EGFRi = AG1478.

Mittels der Inhibitionsversuche konnte in H1975 Zellen gezeigt werden, dass die Inhibition
von CBP zu einer Verringerung der Uberlebensfraktion fiihrt. Die berechnete

Uberlebenskurve liegt dabei unter dem Niveau der unbehandelten Kontrolle.
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3.6. Die CREB-binding protein Inhibition korrelierte in H1975 Zellen mit keiner

Anderung in der Freisetzung von Interleukin-6

II-6 wurde in meinen Versuchen als interne Kontrolle eines positiven LPS-Effektes
guantifiziert.

Des Weiteren spielt dieses Zytokin auch eine wichtige Rolle bei der erworbenen
Strahlenresistenz (97). Deswegen war der Effekt einer LPS-Behandlung in Kombination mit
Bestrahlung auf die Freisetzung von IL-6 Gegenstand weiterfihrender Untersuchungen.
Zudem sollte eine mogliche Rolle des Transkriptionsfaktors CREB bei der IL-6 Freisetzung
geklart werden.

Es konnte schon in den Vorversuchen fir die Proteom Profiling Arrays eine flunffach
verstarkte Freisetzung von IL-6 nach der LPS-Behandlung gemessen werden. Diese war
durch die Kombination von LPS und Bestrahlung, im Vergleich zur alleinigen LPS-
Behandlung, um 30% erhéht (Abb. 10, dritte und vierte Saule).

Des Weiteren war von Interesse, ob die indirekte pCREB Inhibition mittels CBPi zu einer
veranderten IL-6 Freisetzung fihrt. Dazu wurde die IL-6 Freisetzung nach der CBPiI
Behandlung mit oder ohne 10 pg/ml LPS und Bestrahlung im ELISA gemessen.

Im Vergleich zur Kontrolle konnte nach der CBP Inhibition keine Verdnderung gemessen
werden (Abb. 17, erste und fiinfte Sdule). AulRerdem bewirkte eine alleinige Bestrahlung
oder die Kombination aus Bestrahlung und CBPi keine verstarkten IL-6 Freisetzung (Abb. 17,
erste und zweite Saule; und finfte und sechste Séaule). Auch in Anwesenheit des indirekten
pCREB Inhibitors CBPi induzierte die Behandlung mit 10 pg/ml LPS einen funffachen
Anstieg der IL-6 Freisetzung, im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abb. 17, erste und
siebte S&ule). Dies ist durch die zusatzliche Bestrahlung mit 6 Gy nochmals um 30%
verstarkt (Abb. 17, vierte Saule). Eine zusatzliche CBP Inhibition veréanderte nicht die IL-6
Freisetzung, nach der LPS-Behandlung mit und ohne Bestrahlung, im Vergleich zu den nicht
mit CBPi behandelten Proben (Abb. 17, siebte und achte Saule).
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Abbildung 17:Die CBP Inhibition veranderte nicht die IL-6 Freisetzung von H1975 Zellen, im Vergleich
zu den nicht mit CBPi behandelten Proben. IL-6 Freisetzung von H1975 Zellen nach LPS-Behandlung
(20 pg/ml) und Kontrolle (O pg/ml LPS) mit und ohne Bestrahlung (6 Gy) und CBPi (2M). Normalisiert
auf Kontrolle. Dargestellt als Mittelwert + SEM, n > 3, * p<0,01. IR = Irradiation (Bestrahlung). Die
Werte wurden mittels ANOVA gefolgt von einem Bonferroni's Multiple Comparison Test getestet.
IR = Irradiation (Bestrahlung), CBPi = ICG-001.

Da CREB die IL-6 Freisetzung, obschon von Bedeutung fiir die Strahlentherapieresistenz
(97), nicht beeinflusst, sollten andere der Strahlentherapieresistenz zugrundeliegende
Mechanismen untersucht werden.

Da der klonogene Zelltod nach der Bestrahlung hauptsachlich durch die nicht oder fehlerhaft
reparierten DNA-Doppelstrangbriiche (DSB) ausgel6st wird (131, 132), wurde im Folgenden
untersucht, ob die LPS-Behandlung und die CBP Inhibition einen direkten Einfluss auf die
DNA-Reparatur haben. Dazu wurden die Anzahl der residuellen DNA-DSB nach 24 h

untersucht.
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3.7. Die Kombination aus LPS-Behandlung und Bestrahlung korrelierte in H1975 Zellen
mit einer Reduktion von residuellen DNA-Doppelstrangbriichen, wahrend die CREB-
binding protein Inhibition zu einem Anstieg der residuellen DNA-Doppelstrangbriiche
im Vergleich zur Kontrolle fuhrte

Das Uberleben der Zellen nach der Bestrahlung ist in erster Linie von den nicht oder
fehlerhaft reparierten DNA-DSB abhangig (131, 132). Es sollte daher untersucht werden, ob
eine LPS-Behandlung mit oder ohne Inhibition von CBP eine Veranderung der Fahigkeit der
Zelle DNA-DSB zu reparieren bewirkt. Zur Untersuchung der durch Bestrahlung
verursachten DNA-DSB wurde die Anzahl der co-lokalisierten yH2AX/53BP1 Foci 24 h nach
der Bestrahlung mit 4 Gy gezahlt. Die Anzahl diese yH2AX/53BP1 Foci stellt die Anzahl der
residuellen DNA-DSB dar, die im reziproken Verhdltnis zur DNA-Reparatur Kapazitat der
Zellen stehen (133).

Die nicht bestrahlten Zellen (Kontrolle, LPS, CBPi, und LPS + CBPI) zeigten im Durchschnitt
1 YH2AX/53BP1 Focus pro Nukleus. Die bestrahlten H1975 Zellen zeigten 24 h nach der
Bestrahlung noch im Schnitt vier yH2AX/53BP1 Foci pro Nukleus. Im Gegensatz dazu
bewirkte die Kombination von LPS und Bestrahlung eine signifikante Abnahme der
yH2AX/53BP1 Foci in H1975, von vier yH2AX/53BP1 Foci auf drei Foci pro Nukleus (Abb.
18A und B).

Zur Untersuchung der Auswirkung der CBP Inhibition auf eine durch LPS in Kombination mit
Bestrahlung veranderte DNA-Reparatur von H1975 wurden die yH2AX/53BP1 Foci nach
CBP Inhibition, LPS-Behandlung und Bestrahlung untersucht. Die Behandlung mit dem CBPi
korrelierte mit einem statistisch signifikanten Anstieg der yH2AX/53BP1 Foci von drei (LPS
und Bestrahlung alleine) auf insgesamt funf yH2AX/53BP1 Foci pro Nukleus (Abb. 18A und
B). Diese Veranderungen waren signifikant mit den jeweiligen Uberlebensfraktionen des

klonogenen Uberlebens nach der Bestrahlung mit 4 Gy assoziiert (Abb. 18C).
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Abbildung 18: Die Inhibition von CBP (CBPi) beeintrachtigte die DNA-Doppelstrangbruch (DSB)
Reparatur nach der LPS-Behandlung und Bestrahlung. A) Représentative Abbildung der residuellen
yH2AX/53BP1 Foci von H1975 Zellen nach der LPS-Behandlung (10 pg/ml) oder Kontrolle
(O pg/ml LPS) 24 h nach der Bestrahlung (IR) mit 4 Gy oder 0 Gy und mit oder ohne CBPi (2 uM);
Objektiv 60er. B) Quantifizierung der Anzahl der verbleibenden yH2AX/53BP1 Foci in H1975 Zellen
nach LPS-Behandlung (10 pg/ml) 24 h nach der Bestrahlung (IR) mit 4 Gy oder 0 Gy und mit oder
ohne CBP-Inhibitor (CBPi) (2 uM) oder Kontrolle (0O pg/ml LPS), dargestellt als +/-. Zur Quantifizierung
wurden mindestens 200 Nuklei pro Probe ausgezahlt. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert £+ SEM,
n=3, * p<0,05 im Vergleich von IR und IR + LPS bzw. IR + LPS + CBPi ausgewertet. Die Werte
wurden mittels ANOVA gefolgt von einem Bonferroni's Multiple Comparison Test getestet. C) Lineare
Regression zwischen der Uberlebensfraktionen im Mittel bei 4 Gy und der Anzahl der residuellen
YH2AX/53BP1 Foci detektiert nach 24 h im Mittel nach der Bestrahlung mit 4 Gy (die Anzahl der Foci
von den dazugehorigen unbestrahlten Zellen wurde als Hintergrund (BG) abgezogen) in LPS
behandelten (10 pg/ml) und unbehandelten (Kontrolle) mit und ohne CBPi (2 uM) H1975 Zellen.
IR = Irradiation (Bestrahlung).

Die DNA-DSB Untersuchung zeigte, dass eine LPS-Behandlung mit einer Abnahme der
residuellen DNA-DSB korrelierte. Durch CBPi wurde bei der Kombination von LPS und
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Bestrahlung die Anzahl der residuellen yH2AX/53BP1 Foci signifikant erhdht, im Vergleich
zur alleinigen Bestrahlung und der Kombination aus LPS-Behandlung und Bestrahlung.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass LPS mit einer Veranderung der
Strahlenansprache in den humanen NSCLC Zelllinien H1975 und A549, aber nicht in H520
korreliert. In H1975 induzieren die LPS-Behandlung und Bestrahlung eine verstarkte
Phosphorylierung von CREB und den SFKs Lck, Fyn und Fgr.

Weiter konnte gezeigt werden, dass eine alleinige LPS-Behandlung die Anzahl der
residuellen yH2AX/53BP1 Foci nach der Bestrahlung mit 4 Gy reduziert. Die indirekte
Inhibition von pCREB via CBP Inhibition korreliert mit einer Strahlensensibilisierung und
einer erhohten Anzahl an residuellen yH2AX/53BP1 Foci, im Vergleich zur alleinigen

Bestrahlung und der Kombinationsbehandlung aus LPS und Bestrahlung.
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4. Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war den Effekt des bakteriellen Pathogenitatsfaktors LPS auf die
Strahlensensibilitat in vitro zu untersuchen. Der klinische Hintergrund zeigt, dass pulmonale
bakterielle Infektionen die Prognose der an Lungenkarzinom erkrankten Patienten
verschlechtern (61). Dabei ist es unklar, ob es sich dabei nur um eine Begleiterscheinung
handelt, oder ob bakterielle Pathogene an einer Verdnderung der Strahlensensibilitat in
NSCLCs beteiligt sind. Dies zu untersuchen ist von Bedeutung, da die Strahlentherapie ein
wichtiger Bestandteil der kurativen und der palliativen Therapie bei Patienten mit NSCLCs
darstellt (134, 135) und sich ca. 50% der an Krebs erkrankten Patienten einer
Strahlentherapie unterziehen muissen (39). Auf3erdem sollten im Rahmen dieser Arbeit
mogliche Zielproteine, die in einer veranderten Strahlensensibilitdt involviert sein kdnnen,

identifiziert werden.

4.1. Screening und Auswahl der verwendeten nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom

Zelllinien

LPS stellt den Hauptpathogenitatsfaktor bei gram-negativen Bakterien dar. Diese kdnnen
haufig bei Lungenkarzinompatienten mit bakteriellen pulmonalen Infektionen nachgewiesen
werden (60, 62-64). Des Weiteren ist bekannt, dass LPS TLR-4 abhangige Signalwege
aktiviert, welche auch die Proteinkinase Aktivitat von EGFR benotigen (101, 136). Wird
EGFR durch Erlotinib inhibiert, kommt es auch zur Inhibiton der Signalkaskade nach der
LPS-Behandlung im in vivo Mausmodell (101). Somit ist die Kinaseaktivitat von EGFR fir die
LPS induzierte Aktivierung von NF-kB notwendig (101). Fur diese Interaktion zwischen TLR-
4 und EGFR ist Lyn, ein Mitglied der Src family kinases (SFK), von Bedeutung. Denn eine
Runterregulation von Lyn fuhrt zu einer verringerten NF-kB Aktivierung (101).

Wegen ihrer grof3en Bedeutung und Notwendigkeit im LPS induzierten Signalweg wurde
daher zunachst die TLR-4 und EGFR mRNA Expression untersucht.

Fir diese Arbeit wurden nach der Untersuchung der mRNA Expression drei Zelllinien mit
unterschiedlicher TLR-4 und EGFR Expression ausgewahlt. Die ausgewahlten NSCLC
Zelllinien waren: H1975 (EGFR L858R/T790M) und A549 (EGFR Wildtyp) die eine mittlere
bis starke TLR-4 und EGFR Expression zeigen (Tab. 5) und H520 mit einer sehr geringen
TLR-4 und EGFR Expression (Tab. 5). Verglichen wurden dabei die verschiedenen NSCLC

Zelllinien untereinander. Mit Hilfe dieser NSCLC Zelllinien sollte in Koloniebildungsassays
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untersucht werden ob der TLR-4- und EGFR mRNA Status die Strahlensensibilitat nach der
LPS-Behandlung beeinflussen.

4.1.2. Die verwendete LPS-Konzentration bewirkten keine Toxizitat bei H1975 Zellen

Vor dem Einsetzen der NSCLC Zelllinien in das in vitro Modell musste zunéchst geklart
werden, ob die eingesetzten LPS-Konzentrationen letal auf die Zellen wirken. Dazu wurde
exemplarisch die NSCLC Zelllinie H1975 ausgewahlt und mit verschiedenen LPS-
Konzentrationen Uber verschiedene Zeitwerte behandelt. Diese NSCLC Zelllinie wurde
ausgewahlt, da sie im Vergleich zu A549 und H520 eine mittlere TLR-4 Expression aufweist.
Die Zeitwerte wurden so gewahlt, dass sie die Zeitwerte der im Folgenden geplanten
Versuche widerspiegeln.

Die hier verwendeten Konzentrationen von 0,1, 1 und 10 pg/ml LPS zeigten bei keiner der
kontrollierten Zeitwerten eine Toxizitdt auf die NSCLC Zelllinie H1975 (Tab. 6). Jedoch ist
auffallig, dass in dem hier dargestellten in vitro Modell nicht Dosen, die in vivo zum Einsatz
kommen, verwendet wurden. Im Mausmodell liegt die LD50 (Letale Dosis 50%) bei 601
pg/Maus bei 6-7 Wochen alten Mausen (25,6 mg/kg Korpergewicht der Maus) und bei 93
pg/Maus bei 98-102 Wochen alten Mausen (1,6 mg/kg Koérpergewicht der Maus). Somit ist
die Dosis im in vivo Mausmodell stark von dem Alter der Maus abhéangig (137). Geht man
von ca. 19 g pro Maus aus, kommen ca. 30 ug pro g Maus (6-7 Wochen alt) zum Einsatz.
Dies ist hoher als in dem hier gezeigten in vitro Modell, wenn man von 1 g Zellen ausgeht.
Bei 98-102 Wochen alten Mausen liegt die verwendete Konzentration bei ca. 5 ug pro g
Maus und ist somit niedriger als in dem hier gezeigten in vitro Modell, wenn man von 1 g
Zellen ausgeht. Die unterschiedlichen Angaben zur LD50 sind nicht der einzige Grund der
die Auswahl der geeigneten LPS-Dosis im in vitro Modell erschwert. So benétigt eine Maus
um 1.000 pg IL-6 pro ml Blut zu erreichen eine 250fach hohere LPS-Dosis als der Mensch.
Das heil3t, ein Mensch reagiert sensitiver und mit einer starkeren IL-6 Freisetzung auf eine
intravendse LPS-Gabe als eine Maus (138). Insgesamt ist es daher sehr schwer mdglich, die
in vivo Daten von murinen und humanen Modellen auf humane Zelllinien zu Ubertragen.
Daher war es von groRer Bedeutung, zundchst den Einsatz verschiedener LPS-
Konzentrationen zu testen. Da in noch nicht veréffentlichte Daten der Arbeitsgruppe von
Frau Dr. K. Hattar bekannt ist, dass hohe LPS Dosen ab 25 pg/ml zytotoxisch auf NSCLC
Zellen wirken, wurden zur Testung 0,1, 1 und 10 pg/ml LPS verwendet. Diese LPS-
Konzentrationen zeigen keine Toxizitat auf das Uberleben der H1975 Zellen (Tab. 6). Daher
konnten diese getesteten LPS-Konzentrationen auch in den weiteren Versuchen

bedenkenlos eingesetzt werden.
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4.2. Eine LPS-Behandlung zeigte keine Auswirkung auf die Uberlebensfraktion der

untersuchten nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom Zelllinien

Das Auftreten von bakteriellen pulmonalen Infektionen korreliert bei
Lungenkarzinompatienten mit einer verschlechterten Prognose (61). Jedoch ist der Einfluss
von LPS auf die Strahlentherapieansprache noch nicht naher untersucht worden. Es ist auch
noch nicht bekannt, ob LPS einen direkten Einfluss auf die Strahlensensibilitdt hat oder ob
die bakterielle pulmonale Infektion indirekt, durch den Einfluss auf das Immunsystem des
Patienten, die Strahlentherapieansprache beeinflusst.

In vorigen Arbeiten der Arbeitsgruppe von Frau Dr. K. Hattar konnte gezeigt werden, dass
LPS effektiv das Tumorwachstum in verschiedenen NSCLC Modellen in vitro, ex vivo und in
vivo unter Verwendung der Zelllinie A549 stimuliert (108). In dieser Arbeit konnte nun gezeigt
werden, dass LPS alleine keine Auswirkung auf die Uberlebensfraktion und somit auch
keinen Einfluss auf die Fahigkeit der Koloniebildung bei H1975, A549 und H520 hat
(Abb. 6B-D). Auch die Grof3e der Kolonien ist nach einer LPS-Behandlung im Vergleich zur
Kontrolle, exemplarisch fir H1975 dargestellt, gleich (Abb. 6A). Dieses Ergebnis illustriert
einen neuen Aspekt von LPS in der Tumorbiologie des NSCLCs. LPS ist in der Lage in
NSCLCs die Proliferation zu induzieren (108, 139) (140) (141) aber LPS hat keine
Auswirkung auf die Klonogenitat der Tumorzellen.

Die Klonogenitat der Tumorzellen ist ein wichtiger Faktor in der Tumorentwicklung, Prognose
und Rezidiv des Tumors nach einer Behandlung (142). Es wird von eine Korrelation
zwischen Krebsstammzellen in vivo und der Klonogenitat des Tumors in vitro ausgegangen
(143-145). Dies zeigt die Relevanz der intrinsischen Strahlensensitivitat der
Krebsstammzellen fur die Strahlensensitivitat von Tumoren verschiedener Histologien (143-
147). Unter Krebsstammzellen versteht man Zellen, die eine essentielle Rolle in der
Tumorentwicklung, Progression und dem Rezidiv nach der Behandlung spielen.
Krebsstammzellen werden als Zellen definiert, die ein unlimitiertes Teilungspotential zur
Repopulation des Tumors haben (148). Wenn andere Faktoren konstant sind, dann korreliert
die verabreichte Strahlendosis invers mit dem Logarithmus der Krebsstammzellen. Dies
bedeutet, dass die gleiche Strahlendosis bei einer geringen Anzahl von Krebsstammzellen
zu einer gréReren lokalen Kontrolle fuhrt als bei Tumoren mit einer héheren Anzahl an
Krebsstammzellen. Klinische Daten belegten zudem, dass die Grol3e des Tumors eine
wichtige Rolle in der Therapierbarkeit spielt, da die Anzahl der Krebsstammzellen mit dem
Tumorvolumen zunimmt (149-153). Jedoch kann die Dichte der Krebsstammzellen in
Tumoren variieren, welches dann eine Auswirkung auf die lokale Tumorkontrolle hat (153,
154).
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In den folgenden in vitro Versuchen konnte gezeigt werden, dass eine alleinige
LPS-Behandlung nicht mit einer erhohten Klonogenitat korreliert, das heilt die
LPS-Behandlung alleine hat keine Auswirkung auf die die Fahigkeit Kolonien zu bilden. Dies
konnte fur A549, H1975 und H520 bei allen eingesetzten LPS-Konzentrationen gezeigt
werden (Abb. 6 B-D).

Des Weiteren ist es von Bedeutung zu bemerken, dass es sich bei der Klonogenitat der
Zellen nicht um Proliferation handelt. Proliferation beschreibt den Prozess des
Zellwachstums und der Zellteilung. Im langlebigen Vertebraten findet eine genau regulierte
Proliferation zur Erhaltung, Entwicklung und Reparatur des Organismus ein Leben lang statt.
Ist diese gestort, kann es zu einer Tumorentwicklung kommen (155). Dabei spielen
sogenannte Wachstumsfaktoren wie Epidermal growth factor (EGF) eine wichtige Rolle
(156). EGF ist einer der sechs Hauptliganden von EGFR und kann dessen Tyrosin Kinase
Aktivitat aktivieren. Die Signalkaskade lauft Gber den RAS/RAF/MAPK Signalweg. Dieser
reguliert die Zellproliferation, Migration und Differenzierung oder kontrolliert tber den
PI3K/AKT Signalweg das Uberleben und die anti-apoptotischen Signale (157). Auch sind
durch EGFR aktivierte Signalwege in der Entwicklung der Malignitat durch die Modulation
des Zellzyklus, Inhibition der Apoptose, Induktion der Angiogenese und Forderung der
Modalitat der Tumorzellen und Metastasierung von Bedeutung (158). Eine verstarkte EGFR
Expression wird mit einer erhéhten Malignitdt assoziiert und EGFR wird in 43-89% der
NSCLC exprimiert (159). In den letzten Jahren wurde in mehreren klinischen Studien
herausgearbeitet, dass sich ein mutierter EGF-Rezeptorstatus als geeignetes Zielprotein fur
die sogenannten targeted therapy, zum Beispiel mit Erlotinib oder Gefitinib, eignet (26) (160).
Die Rolle von EGFR und auch die Inhibition von EGFR wird im Nachfolgenden noch naher
diskutiert.

4.3. LPS induzierte eine Veranderung der Strahlenansprache in H1975 und A549, aber
nicht in H520 Zellen

Interessanterweise konnte in dieser Arbeit zum ersten Mal im Koloniebildungsassay gezeigt
werden, dass LPS in der Lage ist, die Ansprache von TLR-4 und EGFR exprimierenden
NSCLC Zellen auf Bestrahlung zu modulieren. So korreliert eine LPS-Behandlung mit einer
gesteigerten Uberlebensfraktion in H1975 und A549, aber nicht in H520. Dies kann
bedeuten, dass eine LPS induzierte Strahlenresistenz sowohl von der Expression des LPS-
Rezeptors TLR-4 als auch von EGFR abhéangig ist (Tab. 5, Abb. 7 und 8). Dies ist
naheliegend, da LPS an TLR-4 bindet und dadurch eine zellulare Entziindungsantwort

auslost (65). Auch ist beschrieben, dass der LPS induzierte Signalweg via TLR-4 von einer
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Interaktion mit der Tyrosinkinase EGFR abhangig ist (101). Die LPS induzierte
Strahlenresistenz konnte nur bei den Zelllinien H1975 und A549 nachgewiesen werden.
Diese beiden NSCLC Zelllinien exprimieren den LPS-Rezeptor TLR-4 und EGFR. Die
Zelllinie H520 hingegen exprimiert nur eine geringe Mengen TLR-4 und EGFR (Tab. 5) und
zeigt keine Veranderung der Strahlenansprache nach der LPS-Behandlung (Abb. 9). Dieses
Ergebnis lasst vermuten, dass der Effekt von LPS auf die Ansprache von Bestrahlung
abhangig von der Formation des aktiven LPS/TLR-4 Komplexes und EGFR ist. Dies
wiederum zeigt, dass der zu beobachtende Effekt auf die Bestrahlung spezifisch durch LPS
verursacht wurde. Um dies ndher zu untersuchen kdnnten Versuche zur TLR-4 Inhibition
durchgefuhrt werden. Dadurch konnte gezeigt werden, dass LPS ohne TLR-4 keine
Strahlenresistenz induzieren kann. Jedoch ist die Inhibiton von TLR-4 als eine
Behandlungsoption nicht mdoglich, da TLR-4 eine Vielzahl von Signalkaskaden und
Entzindungsantworten steuert (79, 82, 83). Daher wurde dies in dieser Arbeit nicht naher
untersucht. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wird jedoch noch die EGFR Inhibition und

deren Auswirkung auf die Strahlenresistenz diskutiert.

Es wurde zuvor beschrieben, dass eine hohe Expression von TLR-4 bei NSCLCs mit der
Malignitat des Tumors korreliert (77). Daher liegt die Vermutung nahe, dass Patienten mit
erhdhter TLR-4 Expression des Tumors nach einer pulmonalen Infektion mit gram-negativen
Bakterien eher eine Strahlentherapieresistenz entwickeln kénnen, als Patienten die kein oder
nur wenig TLR-4 exprimieren. Dies musste jedoch in klinischen Studien naher untersucht
werden. Auch ob die Interaktion von LPS mit TLR-4 positiven NSCLC Zellen in einer
Strahlentherapieresistenz resultiert, misste zusatzlich in weiteren Versuchen in vitro und in
vivo gezeigt werden. Dies kdnnte aber eine Erklarung fir die geminderte Prognose von
Patienten mit Tumoren sein, die eine grof3e Menge von TLR-4 exprimieren (60). Perlin et al.
untersuchte die Auswirkung von bakteriellen pulmonalen Infektionen bei Patienten mit
NSCLC (61). Die haufigsten Pathogene die bei Patienten mit einem Lungenkarzinom
gefunden wurden sind mit 64% gram-negative Bakterien, mit 25% gram-positive Bakterien
und mit 8% Pilze (60). Es wurde gezeigt, dass unter den funf haufigsten Bakterien mit
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes und Pseudomonas aeruginosa drei gram-
negative Bakterien vertreten sind. Deren Hauptpathogenitatsfaktor ist LPS (60). Die beiden
gram-positiven Bakterien sind Streptokokken und Staphylococcus aureus (61). Diese
exprimieren jedoch kein LPS sondern das gram-positive Aquivalent Lipoteichonséuren
(LTA), welches uber TLR-2 wirkt (161).

Es konnte durch Perlin et al. auch gezeigt werden, dass 70% der Patienten mit NSCLC auch
pulmonale Infektionen aufweisen und dass das Uberleben dieser Patienten mit

durchschnittlich 4,2 Monaten im Vergleich zu NSCLC-Patienten ohne pulmonale Infektion mit
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12,9 Monaten signifikant niedriger ist (61). Ursachen fir pulmonale Infektionen bei
NSCLC Patienten konnen Behinderungen des Luftstroms in der Lunge, Aspiration,
Immunsuppression und Myelosuppression in Folge von einer Chemo- oder Strahlentherapie,
Stérung der Abwehrmechanismen durch Tumorinvasion und Nekrose im Tumor- und
Normalgewebe sein (61). Zusétzlich hat eine andere Studie gezeigt, dass SCLC-Patienten
mit der Kombination von Chemo- und Radiotherapie haufiger an pulmonalen Infektionen
erkranken als SCLC-Patienten die nur mit Chemotherapeutika behandelt werden (162).
Neben der Darstellung einer pathogenetischen Rolle der LPS abhangigen Signaltransduktion
bei der Induktion einer Strahlentherapieresistenz lag der Fokus bei den folgenden
Untersuchungen, in der Charakterisierung der Mechanismen, die der Strahlenresistenz

zugrunde liegen.

4.4. ldentifikation von Proteinen, deren Phosphorylierungslevel nach LPS-Behandlung
und Bestrahlung hochreguliert sind

Der LPS/TLR-4 Komplex ist in der Lage viele Signalwege zu stimulieren (85). Zur
Untersuchung, welcher LPS/TLR-4-abhangige Signalweg fir die gezeigte Strahlenresistenz
verantwortlich ist, wurden Human Phospho-Kinase Antibody Arrays (Proteom Profiling
Arrays) durchgefihrt.

Im Folgenden wurde nur mit H1975 Zellen weitergearbeitet, da diese Zelllinie auf die
LPS-Behandlung mit einer Verdopplung der Uberlebensfraktion reagierte (Abb. 7B).

Es handelt sich bei H1975 um eine NSCLC Zelllinie, die die EGFR Doppelmutation
L858R/T790M aufweist und an der sich daher auch der Einfluss einer EGFR Inhibition nach
der LPS-Behandlung und Bestrahlung untersuchen lasst. Die L858R Mutation und die
Multinukleotid in frame Deletion in Exon 19 sind mit ca. 90% die haufigsten NSCLC-
assoziierten Mutationen. Bei der L858R Mutation handelt es sich um eine einzelne Nukleotid
Substitution in Exon 21, dies fuhrt zu einer Substitution von Arginin zu Leucin an der Position
858 (L858R). Diese Mutation ist mit einer Sensitivitat fir Tyrosin Kinase Inhibitoren (TKI), wie
zum Beispiel Gefintinib und Erlotinib, verbunden (19-21). Dahingegen fuhrt die Threonin zu
Methionin Substitution an der Aminosaurenposition 790 (T790M) an Exon 20 in EGFR
exprimierenden Tumoren zu einer erworbenen Resistenz gegen TKIs, nach einer
vorhergehenden Behandlung (163, 164). Durch diese T790M Substitution kdnnen diese TKIs
nicht mehr binden (163).

In der hier verwendeten Zelllinie H1975 mit der Doppelmutation L858R/T790M wurde zuvor
eine erworbene Resistenz fur Gefitinb und Erlotinib beschrieben (164). Daher wurde in den
hier durchgefuhrten Inhibitionsversuchen auf AG1478 (130) als EGFR Inhibitor bei

68



Diskussion

Doppelmutation L858R/T790M tragenden Zellen (126) zurtickgegriffen, der in vitro auch bei
T790M-tragenden Zellen effektiv EGFR inhibiert.

In den folgenden Versuchen wurde nur noch die hdochste LPS-Konzentration (10 pg/ml) und
6 Gy verwendet (aul3er bei der Untersuchung der residuellen yH2AX/53BP1 Foci), da hierbei
der starkste radioprotektiver Effekt bei H1975 beobachtet wurde (Abb. 7).

4.4.1. Veranderung der Phosphorylierung von fur die Strahlentherapie relevanten Proteinen
nach LPS-Behandlung und Bestrahlung

In Proteom Profiling Arrays konnten die Phosphorylierungslevel nach der LPS-Behandlung
und Bestrahlung von Proteinen in H1975 Zellen untersucht werden. Dadurch sollten
mogliche Zielproteine, die zu einer LPS induzierten Strahlenresistenz beitragen, identifiziert
werden. Deshalb galt besonderes Interesse den Proteinen, die nach der LPS-Behandlung
und Bestrahlung eine Verdopplung oder Verdreifachung der Hochregulation der
Phosphorylierung aufweisen. Der Zeitpunkt 24 h nach der Bestrahlung wurde gewahlt, um

Proteine zu identifizieren, die einen moglichen Einfluss auf die DNA-Reparatur haben.

Ein durch LPS-Behandlung aktivierter Transkriptionsfaktor ist c-Jun. Dies unterstitzt auch
die These, dass die Phosphorylierung von c-Jun durch LPS stattfindet und in Epithelzellen
sogar zu einer verstarkten Proliferation fuhren kann (165). Die Bestrahlung alleine ist mit
keiner Veranderung der Phosphorylierung bei c-Jun assoziiert. Die Kombination aus
LPS-Behandlung und Bestrahlung hingegen fuhrt zu einer Abnahme der Phosphorylierung
(Abb. 11A). In der Literatur ist fur c-Jun beschrieben, dass es zu einer sehr friihen
Aktivierung nach der Bestrahlung kommt (166). Dies muss allerdings keinen Widerspruch zu
den hier gezeigten Daten darstellen, da in dem hier verwendeten in vitro Modell die c-Jun
Phosphorylierung 24 h nach der Bestrahlung gemessen wurde. Somit kann die
Phosphorylierung bis zur der hier durchgefihrten Messung wieder auf das Niveau der
unbehandelten Kontrolle abgenommen haben. Interessant ist jedoch, dass die
Kombinationsbehandlung aus LPS und Bestrahlung nach 24 h mit einer deutlichen
Runterregulation des Phosphorylierungslevels korreliert. Es konnte in Untersuchungen an
Kleinhirn-Granulazellen gezeigt werden, dass eine Inhibition der c-Jun Aktivitat, in c-Jun
dominant-negativen Mutanten, die Apoptose hemmt (167). So kann es auch hier mdglich
sein, dass das verringerte Phosphorylierungslevel zu einer Reduzierung der Apoptose und

somit zu einem gesteigerten Uberleben nach der LPS-Behandlung und Bestrahlung beitragt.
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Eine Regulation der Phosphorylierung nach der Kombinationsbehandlung mit LPS und
Bestrahlung konnte bei dem Tumorsuppressorgen p53 gemessen werden.

In der Literatur wird fur p53 eine Runterregulation der Phosphorylierung nach der
LPS-Behandlung beschrieben. Dies konnte in dem hier gewéhlten in vitro Modell mit H1975
Zellen nicht bestatigt werden (Abb. 11B). Die Abnahme der Phosphorylierung soll 4 bis 24 h
nach der Behandlung zu messen sein (168). In dem hier gewahlten Modell wurden jedoch
die Zellen 24 h nach der Bestrahlung untersucht. Dies konnte erklaren, dass keine Reduktion
mehr zu messen war, erklart aber nicht eine Zunahme der Phosphorylierung nach
der LPS-Behandlung. Interessanter ist jedoch, dass die Kombination von LPS-Behandlung
und Bestrahlung mit einer Abnahme des Phosphorylierungslevels von p53 korreliert (Abb.
11B). Bei p53 handelt es sich um ein Tumorsuppressorgen. Mutationen, die eine p53
Expression verringern, reduzieren die zellulare Reparaturfahigkeit und stimulieren die
Tumorgenese (169). Das Phosphorylierungslevel von p35 hat an allen drei untersuchten
Serinresten abgenommen, dadurch kann eine verringerte Aktivitst von p53 als
Tumorsuppressor angenommen werden. Dies kénnte auch in diesem Modell zum Uberleben
der H1975 Zellen beitragen.

Einige andere Proteine wurden nur durch die Bestrahlung verstarkt phosphoryliert. Dazu
gehort das Protein Focal adhesion kinase (FAK) (Abb. 11A). Bei dieser Kinase wurde auch
schon eine Verbindung zur Strahlenresistenz bei Plattenepithelkarzinome im Kopf- und
Halsbereich berichtet (170).

Des Weiteren konnte eine verstarkte Phosphorylierung von mammalian Target of rapamycin
(TOR) nach der Bestrahlung gemessen werden (Abb. 11B). Im Einklang zu meinen Daten
wurde beschrieben, dass eine verstarkte Phosphorylierung zu einer Strahlenresistenz im
Zervixkarzinom beitrégt (171). Weiter ist bekannt, dass eine Inhibition von TOR zu einer
Strahlensensitivitat im Prostatakarzinom fuhrt (172).

In den hier durchgefiihrten Versuchen wurde aul3erdem eine Hochregulation der
Phosphorylierung von STAT5a, sowie auch fur die SFKs Src und Yes, gezeigt (Abb. 11B).
Die Relevanz dieser Proteine, fur die Strahlentherapie, ist schon durch Studien belegt. So
konnte gezeigt werden, dass eine Inhibition dieser Proteine zu einer Reduktion des
Uberlebens von Kopf- und Halskarzinomzelllinien fiihrt (173).

Es ist weiter bekannt, dass Mitogen-activated protein kinase (MAPK) durch verschiedene
Stimuli, wie durch Bestrahlung ausgeltsten Stress, aktiviert werden. Diese Signale spielen
eine bedeutende Rolle in der Kontrolle des Zellzyklus und der Repopulation der Zellen (174).
Daher wurde ein Anstieg der Phosphorylierung der Extracellular signal-regulated kinase 1/2
(ERK1/2) nach der Bestrahlung erwartet. Dies konnte in meinem Modell an bestrahlten
Zellen bestatigt werden (Abb 11A). ERK1/2 gehotrt zu der MAPK-Familie (174). Diese
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ERK1/2 Aktivierung spielt eine wichtige Rolle im Zelliberleben nach der Bestrahlung. So
wird ein DNA-Schaden mit der ERK1/2 Aktivierung assoziiert. Dadurch fiihrt eine Inhibition
von ERK1/2 zu einer verstarkten Strahlensensitivitdt (175, 176). Jedoch hat die
LPS-Behandlung in dem hier gezeigten in vitro Modell mit H1975 Zellen keinen Einfluss auf
die Phosphorylierung von ERK1/2. Die LPS-Behandlung alleine fihrt zu einer
Runterregulation der Phosphorylierung von ERK1/2. Dies widerspricht der Annahme, dass
die Phosphorylierung von ERK1/2 durch LPS hochreguliert wird, wie es zuvor in
Makrophagen beschrieben wurde (177). Jedoch konnte dies die Abnahme der
Phosphorylierung nach der Kombination aus LPS und Bestrahlung in dem hier verwendeten
in vitro Modell erklaren (Abb. 11A), da der inhibierende Effekt von LPS die strahleninduzierte
Aktivierung von ERK1/2 entgegenwirken kodnnte. So fihrt sie Kombination von
LPS-Behandlung und ionisierender Strahlung zu einer Reduktion der Phosphorylierung, auf
das Level der unbehandelten Kontrolle. Somit scheint der Strahlenprotektive Effekt von LPS
in H1975 Zellen nicht direkt von ERK1/2 abhéngig zu sein.

Auch in den beiden MAPK p38alpha und MSK1/2 fihrt die Bestrahlung in den hier
durchgefuhrten Versuchen, wie in der Literatur beschrieben, zu einer verstarkten
Phosphorylierung (Abb. 11A) (174). Bei p38alpha korreliert die Kombination aus
LPS-Behandlung und Bestrahlung mit einem geringen Anstieg, im Vergleich zur alleinigen
Bestrahlung (Abb. 11A). Bei MSK1/2 kommt es nach der Kombinationsbehandlung zu einem
starkeren Anstieg des Phosphorylierungslevels, im Vergleich zur Bestrahlung alleine
(Abb. 11A). Die LPS-Behandlung erhoht das Phosphorylierungslevel beider MAPK im
Vergleich zur Bestrahlung oder Kombinationsbehandlung nicht. Es ist beschrieben, dass die
LPS induzierte Phosphorylierung von CREB von ERK1/2 p38 mitogen-activated protein
kinase (MAPK) Signalwegen abhangig ist (178-181). ERK1/2 oder p38 phosphorylieren
CREB jedoch nicht direkt, aktivieren jedoch MSK1 und MSK2. MSK1/2 phosphoryliert CREB
direkt an S133. Die erhéhten Phosphorylierungslevel von p38alpha und CREB kdnnten Uber
Aktivierung von MSK1/2 erklaren werden (182).

4.4.2. Hochregulation des Src- und cAMP response element-binding protein-abhangigen
Signalweges nach der kombinierten Behandlung von LPS und Bestrahlung

Eine weitere Proteinfamilie die durch Bestrahlung reguliert wird, ist die der Src family kinases
(SFK). Bei deren Mitgliedern handelt es sich um sogenannte non-receptor tyrosine kinases.
Deren Aktivierung wird oft mit einer Therapieresistenz assoziiert. Auf3erdem sind sie von
Bedeutung fur das zellulare Uberleben und Proliferation (183). Wie erwartet konnte gezeigt

werden, dass Src und Yes durch die Bestrahlung aktiviert werden. Fir Src ist beschrieben,
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dass Bestrahlung zu einer Aktivierung fuhrt. Die Aktivierung von Src korreliert mit einem
malignen Ph&notypen, Invasion, einem Anstieg von stammzelldhnlichen Zellpopulationen
und Behandlungsresistenzen in Brustkarzinomzellen (184). Die Kombinationsbehandlung
von LPS und Bestrahlung fuhrt bei diesen beiden Tyrosinkinasen zu keiner weiteren
Erhohung des Phosphorylierungslevels, im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung (Abb. 11B).
Dies konnte dadurch zu erklaren sein, dass in H1975 die LPS-Behandlung alleine mit einer
Verringerung des Phosphorylierungslevels von Src und Yes korreliert (Abb. 11B).

Jedoch konnte nach der Kombinationsbehandlung gemessen werden, dass LPS und
Bestrahlung zu einer Verdopplung des Phosphorylierungslevels anderer SFKs fuhren. Es
wurde eine Hochregulation der Phosphorylierung der SFKs Lck, Fyn und Fgr nachgewiesen
(Abb. 12A und B). Diese SFKs liegen alle upstream von dem Transkriptionsfaktor CREB
(185). SFKs regulieren die Zellteilung, Motilitat, Adhasion, Angiogenese und das Uberleben
(186). Eine Aktivierung der SFKs wird bei Kolorektal- und Brustkrebs, sowie auch bei
Melanomen, Ovarialkarzinomen, Magenkrebs, Kopf- und Halskrebs, Pankreaskarzinomen,
Hirntumoren, Blutkrebs und Lungenkarzinomen beschrieben (186).

Auch ist bekannt, dass die SFKs durch LPS aktiviert werden und diese Aktivierung zur TLR-4
Tyrosin Phosphorylierung fuhrt. Dies fiihrt zu einer Dissoziation von MyD88 und Mal/Tirap
von TLR-4. Dies korreliert mit einer reduzierten LPS induzierten Entziindungsantwort (187).
Weiter wurde beschrieben, dass LPS in Makrophagen und Dendritischen Zellen die SFK
Expression induziert (188, 189). Interessanterweise fuhrt die LPS Behandlung alleine in dem
hier gewahlten Modell bei den SFKs Lck, Fyn und Fgr zu einer Reduktion des
Phosphorylierungslevels. Somit ist es moglich, dass bei mehr als 24 h nach der LPS-
Behandlung es zu keiner verstarkten Phosphorylierung von TLR-4 durch die SKFs kommt.
Jedoch fuhrt die Bestrahlung alleine zu einer Aktivierung von Lck, Fyn und Fgr. In
Glioblastomzellen beeinflusst Fyn und Src die onkogene EGFR-Signalubertragung, was zur
Tumorinvasion und zum Uberleben der Krebszellen fiihrt (190, 191). Somit ist es moglich,
dass die Aktivierung von Fyn und/oder Src durch die Bestrahlung, auch hier im Modell mit
H1975 Zellen, zur Aktivierung von EGFR fuhrt. Die Verdopplung des
Phosphorylierungslevels der SFKs nach der Kombinationsbehandlung lasst vermuten, dass
durch LPS die Aktivierung durch die Bestrahlung noch verstarkt wird und dadurch TLR-4
aktiviert wird, was in einer final erhéhten Phosphorylierung von CREB resultieren kdnnte. Die

Bedeutung von CREB wird im Folgenden diskutiert.

CREB ist ein Mitglied der CREB/ATF Familie von Transkriptionsfaktoren und spielt eine
Schlisselrolle in der nuklearen Antwort auf externe Signale, welche zum Zellwachstum,

Proliferation, Differenzierung, Apoptose und Uberleben beitragen (192-194). CREB ist
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phosphoryliert an den Serin/Threonin Resten, abhangig vom Stimulus extrazellularen
Komponenten und upstream liegenden Kinasen (195). Es ist beschrieben, dass neben
MSK1/2 (182) auch andere Kinasen wie die cAMP-dependent protein kinase A (PKA),
protein kinase C (PKC), calmodulin kinasen (CaMKs) oder pp90 ribosomal S6 kinase (pp90
RSK) CREB an der Transkriptionsaktivierungsstelle Serin 133 (S133) phosphorylieren
konnen (196-201). Aktiviertes/Phosphorliertes CREB bendtigt den Transkriptions Co-
Aktivator CREB binding Protein (CBP) oder p300 an einer cAMP response element (CRE)
Region des Zielgens (202). Die Rekrutierung von CBP ist ein kritischer Schritt fir die
transkriptionelle Aktivierung von CREB (203). Es ist bekannt, dass CREB in vielen NSCLCs
stark hochreguliert und hyperphosphoryliert vorliegt. Diese Hochregulation ist signifikant mit
einer verschlechterten Uberlebensrate assoziiert (204-206). Vor diesem Hintergrund kénnte
die hier gezeigten in vitro Beobachtungen von grof3er Relevanz in vivo sein.

Obwohl in den hier gezeigten Daten an der Zelllinie H1975 keine Phosphorylierung von
CREB durch LPS nachweisbar war, gibt es einige Untersuchungen die zeigen, dass LPS die
Phosphorylierung von CREB zum Beispiel in humanen Monozyten, normalem
Lungengewebe und A549 Zellen induziert (85, 207-209). Dies weist auf eine Interaktion
zwischen LPS und CREB hin. So spielt CREB auch eine wichtige Rolle im LPS/TLR-4
Signalweg in Makrophagen. Dort vermittelt CREB eine NFkB vermittelte anti-apoptotische
Antwort (180). Auch wird vermutet, dass CREB in Kompetition um die Bindungspartner
CBP/p300 mit NFkB steht, da auch NFkB CBP binden kann. Dies kénnte zum einen zu einer
Hemmung von NFkB durch CREB und zum anderen zu einer Aktivierung durch CBP/p300
fuhren (210-212). In dem hier gewahlten Modell mit H1975 Zellen konnte ein Anstieg der
Phosphorylierung von CREB an S133 nach der Kombinationsbehandlung nachgewiesen
werden (Abb. 12A und B). Da eine Aktivierung von CREB im Zusammenhang mit einer
verschlechterten Prognose im NSCLC seht (204-206) und CREB downstream der SFKs liegt
ist dieses Ergebnis von besonderem Interesse. Daher wurde CREB als Zielprotein fir die

Inhibitionsversuche ausgewahlt.

Zur Validierung des Phosphorylierungslevels von CREB in LPS-behandelten und bestrahlten
H1975 Zellen wurden Western Blots durchgefihrt.

Die hier gezeigten Ergebnisse des Western Blots zeigen, dass Bestrahlung alleine zu einer
verstarkten Phosphorylierung von CREB in H1975 Zellen fuhrt (Abb. 12 und 13). Nach der
Kombination von LPS-Behandlung und Bestrahlung wurde ein signifikanter Anstieg des
Phosphorylierungslevels von pCREB gemessen (Abb. 13A und B). Dies unterstreicht die
Ergebnisse des Proteom Profiling Arrays. Auch steht dies im Einklang mit Studien, die
zeigen konnten, dass Bestrahlung den CREB Signalweg in verschiedenen hamatologischen

und gastrointestinalen Neoplasien sowie in Lungen- und Prostatakarzinomen aktiviert (194).
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Die durch LPS induzierte Strahlenresistenz tber einen CREB involvierten Signalweg kénnte
durch die SFKs Fyn, Fgr und/oder Lck vermittelt werden. Vielleicht spielen diese auch bei
der Interaktion mit EGFR eine Rolle. EGFR wird laut Literatur und im Einklang mit meinen
Daten nur durch Bestrahlung phosphoryliert (114, 115). Wie zuvor in der Einleitung
beschrieben ist bekannt, dass pLyn eine Rolle in der Interaktion von TLR-4 mit EGFR spielt
(101). Jedoch konnte im Proteom Profiing Array nur eine leichte Erh6hung der
Phosphorylierung von Lyn durch LPS gezeigt werden. Auch die Kombinationsbehandlung
von LPS und Bestrahlung fihrt nur zu einer geringen Erhéhung der Phosphorylierung von
Lyn. Somit kdnnte in dem hier dargestellten Modell pLyn oder auch ein weiteres SFK von
Bedeutung fur die Interaktion von TLR-4 und EGFR sein. Um dies ndher zu untersuchen,
muissten Western Blots die Phosphorylierung der SFKs verifizieren. Zusatzlich wéare es
interessant, eine Proteinexpressionsanalyse zur Untersuchung der SFKs und auch der
anderen im Proteom Profiling Array untersuchten Proteine durchzuftihren. Dadurch kénnte
untersucht werden, ob nicht nur das Phosphorylierungslevel der Proteine durch die einzelnen
Behandlungen reguliert ist, sondern auch ob die Behandlungen einen direkten Einfluss auf
die Expression der untersuchten Proteine haben. Da jedoch zunachst die LPS induzierte
Strahlenresistenz und den Einfluss von CREB untersucht werden sollten wurden CREB Uber
CBP inhibiert.

4.5. Die Inhibition des CREB-binding protein bewirkte eine Verdnderung der
Strahlensensibilitdt nach der LPS-Behandlung

Die Bedeutung von CREB fur die LPS induzierte Strahlenresistenz wurde durch die indirekte
Inhibition des CREB-Binding Proteins (CBP) mittels des spezifischen CBP-Inhibitors (CBPi)
ICG-001 (213, 214) demonstriert. CBP ist ein 265-kDa grof3es Protein, welches an die
phosphorylierte Form von CREB bindet (215). Es bindet an S133 und ist wichtig fur die
Signalantwort auf cAMP (202). Daher eignet sich die Inhibition des CBP zur indirekten
Inhibition der phosphorylierten Form von CREB, da CREB im Proteom Profiling Array und im
Western Blot signifikant hochreguliert war (Abb. 12 und 13).

AulRerdem ist CBP als Histonacetyltransferase (HAT) in der Lage, Chromatin zu modulieren
(216) und somit zu DNA-Reparatur beizutragen (217-220). Die Acetylierung von Histonen
durch HATs ist eine wichtige Chromatinmodifikation und fur die Transkription und
DNA-Doppelstrangbruch (DSB) Reparatur von Bedeutung. Es ist bekannt, dass CBP und die
homologe HAT p300 zur DSB Reparatur beitragen, indem sie H3 und H4 an der DSB Stelle
acetylieren (216-219). Dies stitzt die Erkenntnis, dass die Modifikation der Histone H3 und
H4 wichtig fir die DSB Reparatur sind (216, 220). CBP und p300 werden bendtigt, um
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KU70/80 an die DSB Stelle zu rekrutieren. KU70/80 sind wichtige Proteine, welche in das
non-homologous end joining (NHEJ) involviert sind. Wie zuvor erwéhnt handelt es sich beim
NHEJ um den prominentesten Reparaturweg bei DNA-DSB (221). Es konnte nicht gezeigt
werden, dass das Expressionslevel von in das NHEJ involvierten Gene durch CBP oder
p300 betroffen ist (216-218). Jedoch aktivieren CBP und p300 die Transkription von BRCA1
und RAD51, welche eine Schlisselrolle in der Homologen Rekombination (HR), dem zweiten
wichtigen Weg der DNA-DSB Reparatur, spielen (219).

Weiter wird eine Auswirkung des CBPi auf andere Proteine wie 3-catenin und die Funktion
als Co-Aktivator der Wnt/B-catenin-vermittelten Transkription (222) diskutiert. Der CBPi ICG-
001 soll in Magenkarzinomzellen das Wachstum unterdricken und eine
Chemotherapieresistenz reduzieren (222). AuRerdem ist beschrieben, dass ICG-001 eine
Leberfibrose im in vivo Mausmodell reduziert (223) und vor einer Bleomycin induzierten
idiopathischen pulmonalen Fibrose (IPF) schiitzt, diese rickgangig macht und das
Uberleben verbessert (224).

Um CREB zu Inhibieren, wurde ein indirekter Weg der Hemmung durch den Einsatz von
ICG-001 (CBPi) gewahlt. Mittels dieses Inhibitors sollte die Bindung zwischen pCREB (S133)
und CBP gestort werden und so der Einfluss einer indirekten pCREB Inhibition auf die LPS
induzierte Strahlenresistenz untersucht werden.

Um die Spezifitatt des verwendeten Inhibitors ICG-001 zu testen wurde eine
Immunopréazipitation (IP) durchgefuhrt. Diese zeigt eine Reduktion der Bindung zwischen
pCREB und dem CBP nach der CBP Inhibition mittels ICG-001, im hier gezeigten H1975 in
vitro Modell (Abb. 14). Daher konnte der CBPi in den weiteren Versuchen verwendet werden.
Im Inhibitionsversuch mit CBPi konnte gezeigt werden, dass interessanterweise die indirekte
Inhibition von pCREB via CBP nicht nur zu einer Aufhebung der Strahlenresistenz auf das
Kontrolllevel, sondern zu einer Strahlensensibilisierung, deutlich unter das Niveau der
Kontrolle fihrt (Abb. 16). Diese verstarkte Strahlensensibilisierung nach der CBP Inhibition
soll im Folgenden diskutiert werden, da dieser Effekt mit einer verdnderten DNA-DSB

Reparatur in Verbindung stehen konnte.

Neben CBP wurde auch EGFR inhibiert. Im Gegensatz zu pCREB wurde bei pEGFR kein
verstarkter Anstieg des Phosphorylierungslevels nach der Kombinationsbehandlung mit LPS
und Bestrahlung, im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung, beobachtet (Abb. 12 A und B).
Jedoch fuhrte die Bestrahlung zu einer Phosphorylierung von EGFR. Es ist bekannt, dass
ionisierende Strahlung die Translokation von EGFR in den Nukleus bewirken kann (221).
Dort fuhrt der Anstieg von EGFR zu einem Anstieg von DNA-Reparaturproteinen. Wéahrend

dieses Prozesses werden Ku70/80 und die Proteinphosphatase 1 in den Nukleus
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transportiert. In der Folge kommt es zu einer Erh6hung der nukledren Kinaseaktivitat der
DNA-abhangigen Kinase (DNA-PK) und zu einer verstarkten Bildung der DNA-PK-haltigen
Enden bindenden Proteinkomplexe, die fur die Reparatur von DNA-Strangbriichen essentiell
sind (221). Somit fuhrt die EGFR Zunahme zu einer Radioresistenz, die durch EGFR-
Inhibitoren aufgehoben werden kann (221). Dies beschreiben auch meine Ergebnisse der
EGFR-Inhibitionsversuche. Die Inhibition von EGFR mittels des Inhibitors AG1478 fuhrt zu
einer Aufhebung der Strahlenresistenz in den LPS behandelten und Bestrahlten H1975
Zellen. Jedoch fuhrt die Behandlung mit dem EGFR Inhibitor (EGFRi) zu keiner
Strahlensensibilisierung wie bei der CBP Inhibition beobachtet wurde (Abb. 16 A und 16 B).
Da die LPS-Behandlung alleine zu keinem Anstieg des Phosphorylierungslevels von EGFR
beitragt  und auch die Kombinationsbehandlung keine  Steigerung des
Phosphorylierungslevels im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung zeigt, belegen die
Ergebnisse, dass EGFR zwar zu einer Strahlenresistenz beitragt (Abb.16 A und 16 B), aber
nicht direkt in eine LPS induzierte Strahlenresistenz involviert ist (Abb. 12 A und B).

De S. et al. zeigte zwar, dass der durch LPS induzierte Signalweg via TLR-4 abhangig von
einer Interaktion mit EGFR durch pLyn ist (101). Diese Abhéangigkeit konnte in dem hier
gezeigten in vitro Modell mit H1975 nicht gezeigt werden. Auch konnte hier nicht gekléart
werden, ob pLyn, trotz der geringen Ansprache auf die Kombinationsbehandlung mit LPS
und Bestrahlung, zu der Interaktion zwischen EGFR und TLR-4 beitragt. Es ware daher auch
maoglich, dass eine andere SFK wie Lck, Fyn oder Fgr fur die Interaktion zwischen EGFR und
TLR-4 nach der LPS-Behandlung und Bestrahlung verantwortlich ist (Abb. 12 A und B).
Daher sind weitere Untersuchungen notig um die Interaktion von TLR-4 und EGFR und eine
mogliche Rolle der SFKs in dem hier dargestellten in vitro Modell mit H1975 zu klaren. Dazu
kénnten die verschiedenen SFKs, die im Proteom Profiling Array einen Anstieg des
Phosphorylierungslevels zeigten, spezifisch durch RNA Interferenz (RNAi) gehemmt werden
und die Auswirkung auf die Koloniebildung nach LPS-Behandlung mit Bestrahlung und

EGFR Inhibition untersucht werden.

4.6. Die CREB-binding protein Inhibition spielte keine Rolle bei der Interleukin-6
Freisetzung in H1975 Zellen und Interleukin-6 scheint kein Effektor der cCAMP response
element-binding protein-induzierten Strahlentherapieresistenz zu sein

Wie schon zuvor beschrieben stellt die Untersuchung der IL-6 Freisetzung mittels IL-6
ELISAs eine Positivkontrolle der effektiven LPS-Behandlung dar (Abb. 10), da die IL-6
Expression durch die Gabe von LPS ansteigt (225). Dies ist nicht nur in der Lunge zu

beobachten, sondern auch im Gehirn (226), in Blutproben (227) oder in der Co-Kultur von
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A549 Zellen und neutrophile Granulozyten (124). Daher wurden eine erhdhte IL-6
Freisetzung nach der LPS-Behandlung als Auswahlkriterium fir den Einsatz im Proteom
Profiling Array vorausgesetzt.

Es konnte gezeigt werden, dass die Bestrahlung alleine nicht mit einer verstarkten IL-6
Freisetzung korreliert. Jedoch kommt es durch LPS zu einer signifikant erhohten IL-6
Freisetzung, die in Kombination mit Bestrahlung weiter verstarkt wird (Abb. 10 und Abb. 17).
Andere Studien zeigen, dass IL-6 in Kombination mit weiteren Zytokinen wie IL-1 und TNF
das Uberleben von Mausen nach einer Bestrahlung mit einer letalen Strahlendosis erhéht
und sie resistent gegen diese macht (228, 229). Auch ist bekannt, dass CREB und NFkB die
Transkription von IL-6 Giber dessen cAMP response element (CRE) regulieren (230).

Dies lasst vermuten, dass die verstarkte LPS induzierte IL-6 Freisetzung nach der
Bestrahlung auch in diesem in vitro Strahlenmodell mit H1975 zu einer Strahlenresistenz
beitragen kann. Ob dies ein eigenstandiger oder zusatzlicher Effekt ist und ob dieser Uber

CREB vermittelt wird, soll im Folgenden diskutiert werden.

Die Literatur beschreibt, dass IL-6 nach einer LPS-Behandlung hochreguliert und verstarkt
freigesetzt wird (124, 226, 227). AuBerdem ist eine Korrelation zwischen IL-6 Expression und
einer erworbenen Strahlenresistenz beschrieben worden (97). IL-6 inhibiert das
mitochondriale ROS Level. Dies resultiert in einer Erniedrigung des intrazellularen ROS
Levels und diese fihrt zu einer verstarkten Strahlenresistenz, da dadurch die DNA-DSB
reduziert werden (98). Meine Untersuchungen zeigten, dass LPS zu einem Anstieg von IL-6
fuhrt (Abb. 10). Dieser Effekt wird durch die Bestrahlung verstarkt (Abb. 10). Aul3erdem
fuhren eine LPS-Behandlung und Bestrahlung zu einer verringerten Anzahl der residuellen
DNA-DSB (Abb. 18B). Dies kann durch die zuséatzliche Zugabe von CBPi aufgehoben
werden, sprich es kommt zu mehr residuellen DNA-DSB. Daher war es von Interesse zu
untersuchen, ob pCREB, CBP und IL-6 in einer Interaktion zueinander stehen und die nach
der LPS-Behandlung erworbene Strahlenresistenz dadurch hervorgerufen wird.

Deswegen wurde zun&chst untersucht, ob eine CBP Inhibition mit einer verringerten IL-6
Freisetzung nach der LPS-Behandlung alleine oder in Kombination mit Bestrahlung
korreliert. In denen von mir durchgefiuhrten ELISAs konnte keinen Unterschied in der IL-6
Freisetzung, im Vergleich zu den Proben ohne CBPi, gemessen werden. Daher kann davon
ausgegangen werden, dass IL-6 nicht tber CREB und CBP die Strahlensensitivitdt der
Zellen moduliert

Dies ist zunachst nicht verwunderlich, da die Bindung von CBP und pCREB durch die
Inhibition gestdrt ist. Ein Gleichbleiben der IL-6 Freisetzung ist durch NFkB zu erklaren. So ist
beschrieben, dass der CBPi ICG-001 keine Auswirkung auf die IL-6 Produktion via NFkB hat
(231). Der CBPi ICG-001 inhibiert selektiv die B-catenin/CBP Interaktion, ohne Effekt auf die
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B-catenin/p300 Interaktion zu haben (231). Auch konnten die Autoren zeigen, dass es zu
einer verstarkten IL-6 Expression kommt, wenn zusatzlich IL-18 zugegeben wird (231).
Weiter zeigten sie, dass rekombinantes IL-1 die Translokation von B-caterin parallel mit p65
in den Nukleus induziert. Im Nukleus bindet (3-catenin mit den Co-Faktoren CBP oder p300.
CBP und p300 steuern das p65 Signaling. Die Inhibition von [-catenin/CBP verstarkt
die IL-1B vermittelte IL-6 mMRNA Expression, wohingegen die Inhibition von (-catenin/p300
die IL-6 Expression reduziert. Daher gehen die Autoren davon aus, dass CBP entweder als
Inhibitor wirkt oder nicht in der IL-6 Expression involviert ist (231).

Dies erklart, dass die IL-6 Freisetzung nach der CBP Inhibition nicht veréndert ist. Auch zeigt
es, dass CBP keinen Einfluss auf die LPS induzierte IL-6 Freisetzung hat und die indirekte
Inhibition von pCREB fiir die IL-6 Expression nicht von Bedeutung ist. Aulerdem wird belegt,
dass die durch IL-6 induzierte Strahlenresistenz unabhangig von der CREB induzierten
Strahlenresistenz ist.

Da der klonogene Zelltod nach Bestrahlung vorrangig durch die nicht und fehlerhaft
reparierten DNA-DSB induziert wird (131, 132), wird im Folgenden diskutiert, ob die LPS-
Behandlung und die CBP Inhibition einen direkten Einfluss auf die residuellen yH2AX/53BP1
FOCI haben.

4.7. Die Kombination von LPS und Bestrahlung korrelierte in H1975 Zellen mit einer
Reduktion von residuellen DNA-Doppelstrangbriichen, wahrend die CREB-binding
protein Inhibition zu einem Anstieg der residuellen DNA-Doppelstrangbriiche im
Vergleich zur Kontrolle fuhrt

In dieser Arbeit konnte mittels der yH2AX/53BP1 Foci Technik gezeigt werden, dass die
erhohte Uberlebensfraktion in LPS-behandelten Zellen nach Bestrahlung mit einer
veranderten Anzahl der residuellen DNS-DSB korreliert (Abb. 18). So zeigen die humanen
H1975 Zellen nach der LPS-Behandlung und Bestrahlung weniger residuelle DNA-DSB im
Vergleich zu Zellen, die nur bestrahlt wurden (Abb. 18B und C). Dies lasst einen Einfluss von
LPS auf die DNA-Reparaturkapazitat vermuten. Die LPS induzierte Strahlenresistenz konnte
durch die indirekte pCREB Inhibition mittels des CBP Inhibitors nicht nur aufgehoben
werden, sondern die Anzahl der residuellen yH2AX/53BP1 Foci war nach der CBP Inhibition
signifikant hoher als nach der alleinigen Bestrahlung mit 4 Gy. Dies korreliert mit der in der
Uberlebenskurve und der Uberlebensfraktion gemessene Strahlensensibilitat (Abb. 16A und
B). Die Strahlensensibilitdét nach der indirekten CREB-Inhibition mit dem CBPi ist mit der
Erhoéhung der residuellen yH2AX/53BP1 Foci zu erklaren. Dieses Ergebnis zeigt auch, dass
LPS die zellulare Strahlenresistenz uber den CBP Signalweg durch die Auswirkung auf die

DSB-Reparatur moduliert.
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Es wurde schon zuvor in mehreren Studien beschrieben, dass CREB in einer
Strahlenresistenz und dem Zelluberleben involviert ist (194). So konnte in CHO Zellen
gezeigt werden, dass eine Runterregulation von CREB in einer dominant-negativen
Mutanten zu einer verringerten DSB-Reparatur fuhrt. Dies resultiert in einer verstarkten
zellularen Strahlensensibilitat (232). Weitere Untersuchungen zeigen, dass CREB von ATM
und ATR an S121 als Antwort auf eine Bestrahlung phosphoryliert werden kann. Bei ATM
und ATR handelt es sich um Kinasen die in der DDR aktiv sind. DNA Schéden und
DNA-Replikationsstress aktivieren diese beiden Kinasen (51). Auch H,O, ist in der Lage
CREB in neuronalen Zellen nicht nur an S133, sondern auch an anderen Aminosaureresten,
zu phosphorylieren. Dies scheint PKA unabhéngig zu sein (233). In neuronalen Zellen
induziert die CREB Uberexpression DDR Gene. Das fordert die DNA-Reparatur und
verringert die Apoptose (233). Dadurch ist zu vermuten, dass auch hier
aktiviertes/phosphoryliertes CREB zu einer verstarkten DNA-Reparatur beitragt und daher
weniger residuelle DNA-DSB 24 h nach der Bestrahlung vorhanden sind (Abb. 18).

Es ist weiter beschrieben, dass die Reduktion der DSB-Reparatur die Folge einer
Herunterregulation des NHEJ ist (219). Bei dem NHEJ handelt es sich um einen der beiden
Hauptreparaturwege fir DNA-DSB in Saugerzellen. Auch die Inhibition des CBP fihrt zu
einer verminderten Acetylierung von Ku70, welches einen Hauptakteur des NHEJ darstellt
(234). Die verstarkte Phosphorylierung von CREB kdnnte mit eine verstarkten NHEJ Aktivitat
nach der Kombinationsbehandlung mit LPS und Bestrahlung assoziiert sein, da nach der
Kombination aus LPS-Behandlung und Bestrahlung mehr residuelle DNA-DSB zu
beobachten waren (Abb. 18 A und B, achte Saule). Es kann daher vermutet werden, dass
die mittels CBPi induzierte Strahlensensibilitat von einer starken Reduktion des NHEJ auf ein
Level unter der unbehandelten Kontrolle resultiert. Um diese Vermutung zu stiitzen ware es
notwendig, ein Comet-Assay durchzufiihren und so die DNA-Schadigung in einzelnen Zellen
zu untersuchen. Weiter misste die Auswirkung der CBP Inhibition auf die in das NHEJ

involvierte Proteine untersucht werden.

All die hier durchgefiihrten Experimente und im Proteom Profiling Array untersuchten
Proteine zeigen, dass es sich bei einer Strahlenresistenz um einen sehr komplexen Prozess
handelt. Es kann zwar hier im in vitro Strahlenmodell mit H1975 Zellen von einer LPS
induzierten Strahlenresistenz ausgegangen werden, bei der CREB und sein Co-Faktor CBP
involviert sind. Es ist jedoch nicht klar wie und welche andere Proteine dabei eine Rolle
spielen. Auch die Literatur nennt immer wieder verschiedene Proteine und Signalwege, die
bei einer Strahlenresistenz von Bedeutung sind. Ob es sich dabei jedoch immer um einen

eigenstandigen Signalweg handelt oder ob diese Uber verschiedene Proteine zu einem
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grolRen Netzwerk verbunden sind, ist noch nicht ndher geklart. So kann auch in diesem
Modell indirekt IL-6 eine Rolle spielen.

Fir die Patienten mit einem NSCLC ist es somit sehr schwierig, ein geeignetes Zielprotein
zur Hemmung und Behandlung zu identifizieren, da ein anderer Signalweg als backup Weg
zu einer Resistenz fuhren kdnnte. Jedoch ist es sinnvoll mégliche Behandlungsstrategien bei
einer Strahlentherapieresistenz zu entwickeln, da dies die Prognose der Patienten
verbessern wirde. Eine dieser Strategien konnte in einer durch pulmonale Infektionen
induzierte Strahlentherapieresistenz tber die Inhibition von CREB bzw. seines Co-Faktors
CBP bestehen.
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4.8. Schlussfolgerung

Patienten mit NSCLC weisen haufig als Komorbiditat bakterielle pulmonale Infektionen auf,
bei denen zirkulierendes LPS im Organismus prasent ist (117). Diese Infektionen
verschlechtern die Prognose des NSCLCs (61). Daher sollte die Auswirkung von LPS auf die
Strahlentherapieansprache in dieser Arbeit untersucht werden.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass LPS keine Auswirkung auf das klonogene
Uberleben der untersuchten NSCLC Zellen hat. Jedoch konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass LPS in der Lage ist, eine Strahlenresistenz in TLR-4 und EGFR-positiven
NSCLC Zelllinien wie H1975 und A549 zu induzieren. In H520, die nur wenig TLR-4 und
EGFR exprimieren (127), konnte LPS nicht die Strahlentherapieansprache modulieren.

Nach der Kombination aus LPS-Behandlung und Bestrahlung kommt es zu einem Anstieg
des Phosphorylierungslevels von CREB an S133. Nach der Phosphorylierung von CREB an
S133 kommt es zur Bindung von CBP (202, 223). Das hier dargestellten in vitro H1975
Strahlenmodell l&sst vermuten, dass pCREB und CBP durch zu einer verminderten
DNA-DSB Reparatur zu einer Strahlenresistenz beitragen. Diese Strahlenresistenz kann
durch die CBP Inhibition aufgehoben werden. Die CBP Inhibition fuhrt dabei nicht nur zu
einer Aufhebung der Resistenz, sondern zu einer gesteigerten Strahlensensibilitdt in H1975
Zellen. Im Gegensatz dazu beeinflusst die CBP Inhibition nicht die LPS-induzierte
Freisetzung von IL-6.

Die Inhibition des CBP oder des involvierten Signalweges in Kombination mit Bestrahlung
kénnte eine neue Mdoglichkeit fir eine effektivere Therapie von NSCLC Patienten darstellen,
welche bis jetzt nur eine schlechte Prognose und eine kurze Uberlebensrate haben. Jedoch

sind davor Untersuchungen in anderen NSCLC Zelllinien und in vivo Versuche notig.

Die hier gezeigten Daten weisen darauf hin, dass eine Kombination aus Bestrahlung und
CBPi eine mogliche Strategie fir NSCLC Patienten darstellen kénnte, die unter bakteriellen

pulmonalen Infektionen leiden.
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5. Zusammenfassung

Lungenkrebs stellt die haufigste durch Krebs verursachte Todesfolge in der westlichen
Hemisphére dar (1), wobei das das nicht-kleinzellige Lungenkarzinom (englisch: non-small
cell lung cancer; NSCLC) mit etwa 85% aller Falle den dominierenden histologischen Subtyp
darstellt (4).

Die Strahlentherapie stellt alleine oder in Kombination mit Chemotherapie und Operation,
eine wichtige Komponente der Krebstherapie dar. Neben diesen Therapieformern kamen in
den letzten Jahren die Immuntherapie und die sogenannte targeted therapy hinzu. Bei der
targeted therapy werden zum Beispiel Tyrosinkinase Inhibitoren (TKI) gegen aktivierende
Mutationen des Epidermal growth factor receptor (EGFR) eingesetzt.

Bakterielle pulmonale Infektionen sind eine h&aufige Komplikation bei der Behandlung von
Patienten mit NSCLCs und verschlechtern deren Prognose (61). Diese Infektionen werden
vielfach von gram-negativen Bakterien verursacht (60), deren Hauptpathogenitatsfaktor
Lipopolysaccharid (LPS) darstellt (60). LPS bindet in pulmonalen Epithelzellen an den Toll-
like receptor 4 (TLR-4), sodass es zu einer Entziindungsantwort kommt (65) mit Freisetzung
von Zytokinen wie Interleukin-6 (IL-6) (86, 87). Auch ist eine Interaktion zwischen TLR-4 und
EGFR beschrieben (101).

Des Weiteren ist bekannt, dass LPS das Tumorwachstum in vitro, ex vivo und in vivo
stimuliert (108). Ob LPS jedoch direkt oder indirekt die Strahlensensitivitit von NSCLC
Zelllinien beeinflusst und welche Proteine und Signalwege dabei eine Rolle spielen ist noch
nicht naher geklart und wurde in dieser Arbeit untersucht.

Zunéchst wurden drei verschiedene NSCLC Zelllinien mit unterschiedlichem TLR-4 und
EGFR Status ausgewahlt. Anhand dieser sollte der Effekt von LPS auf die zellulare
Uberlebensfraktion mittels Koloniebildungsassays untersucht werden. Dadurch konnte
gezeigt werden, dass die beiden Adenokarzinomzelllinien H1975 und A549, die eine mittlere
bis hohe TLR-4 und EGFR mMRNA Expression aufweisen, mit einer verringerten
Strahlensensibilitdt reagieren. Die Plattenepithelkarzinom Zelllinie H520, die kaum TLR-4
und EGFR exprimiert, reagiert mit keiner veranderten Strahlenansprache auf die LPS-
Behandlung.

Zur Identifizierung involvierter Proteine, mittels eines Proteom Profiling Arrays, wurde die
Zelllinie H1975 ausgewahlt, da diese auf die LPS-Behandlung mit einer Verdopplung der
Uberlebensfraktion reagierte. Die Kombinationsbehandlung aus 10 pg/ml LPS und 6 Gy
zeigte im  Proteom  Profiing Array eine verstarkte  Hochregulation des

Phosphorylierungslevels der Src family kinases (SFKs) Lck, Fyn und Fgr. Die SFK Lyn zeigte
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dahingegen keinen so starken Anstieg des Phosphorylierungslevels im Vergleich zu Lck, Fyn
und Fgr. EGFR wurde nur durch die Bestrahlung verstarkt phosphoryliert. Einen Anstieg des
Phosphorylierungslevels um 200% wurde aufRerdem bei dem cAMP response element-
binding protein (CREB) gemessen. Bei CREB handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor,
der unter anderem, die DNA-Doppelstrangbruch (DSB) Reparatur beeinflusst (51, 232, 233).
Daher wurde pCREB in weiteren Versuchen indirekt durch die Inhibition des CREB binding
protein (CBP) inhibiert. Zusatzlich wurde als interne Kontrolle EGFR inhibiert. Die Inhibition
von CBP korreliert mit einer verstarkten Strahlensensibilitat, wohingegen es nach der EGFR
Inhibition nur zu einer Aufhebung der LPS-induzierten Strahlenresistenz kommt.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die LPS-induzierte Strahlenresistenz in H1975
Zellen mdglicherweise auf eine veranderte DNA-DSB Reparatur zurtickzufiihren ist. So
korreliert eine LPS-Behandlung mit weniger residuellen yH2AX/53BP1 Foci nach der
Bestrahlung mit 4 Gy, im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung. Dahingegen fuhrt die CBP
Inhibition zu einem signifikanten Anstieg von residuellen DNA-DSB, im Vergleich zur

alleinigen Bestrahlung.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass LPS in der Lage ist, in den TLR-4 und
EGFR mRNA exprimierenden Zellen H1975 und A549 eine Strahlenresistenz zu induzieren.
Als mdoglicher grundlegender Mechanismus wurde in der Zellinie H1975 die verstarkte
Phosphorylierung von CREB identifiziert. Nach der Inhibition des CBP als indirekter CREB-
Inhibitor kommt es zu einer Aufhebung der Strahlenresistenz und weiter noch zu einer
verstarkten Strahlensensibilitat. Dieser Effekt kann auf eine verminderte Anzahl der
residuellen DNA-DSB zuriickzufiihren sein.

Die Inhibition des CREB-abhangigen Signalwegs konnte eine zuklnftige therapeutische
Option bei Patienten mit strahlenresistentem NSCLC darstellen.
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6. Summary

Lung cancer is the leading cause of cancer death in the western hemisphere (1), with non-
small cell lung cancer (NSCLC) being the dominant histological subtype in about 85% of all
cases (4).

Radiotherapy is a component of tumor therapy alone or in combination with surgery or
chemotherapy. Treatments like the immune therapy or targeted therapy against activating
mutations of epidermal growth factor receptor (EGFR) are new strategies.

NSCLC is often complicated by pulmonary infections, which appear to impair prognosis as
well as therapy (61). Gram-negative bacteria are common pathogens in patients with lung
cancer. Their virulence is caused the by lipopolysaccharides (LPS) (60). LPS binds to Toll-
like receptor 4 (TLR-4) in pulmonary epithelial cells, leading to an inflammatory response
(65) with release of cytokines such as interleukin-6 (IL-6) (86, 87). Also an interaction
between TLR-4 and EGFR is described (101).

Moreover, it is known that LPS stimulates the tumor growth in vitro, ex vivo and in vivo (108).
However, it is unclear whether LPS directly or indirectly modulates the radiationsensitivity
and which proteins and pathways are involved. This should be investigated in this work.
Three different NSCLC cell lines with different TLR-4 and EGFR status were selected. Based
on this, the effect of LPS on the cellular survival fraction was investigated by colony-
formation assays. It was shown that the two adenocarcinoma cell lines H1975 and A549,
which show a medium to high TLR-4 and EGFR mRNA expression, react with a reduced
sensitivity to radiation. The squamous cell carcinoma cell line H520, which expresses only
small amounts of TLR-4 and EGFR, does not respond to LPS treatment with any altered
radiation response.

To identify involved proteins, using a proteomic profiling array, the H1975 cell line was
selected, as it responded to LPS treatment with a doubling of the survival fraction. The
combination treatment of 10 ug/ml LPS and 6 Gy showed an increased phosphorylation level
of the Src family kinases (SFKs) Lck, Fyn and Fgr in the proteom profiling array. In contrast,
the SFK Lyn did not show as much increase in phosphorylation levels as Lck, Fyn and Fgr.
EGFR was phosphorylated only by irradiation. An increase of the phosphorylation level by
200% was also measured in the cCAMP response element-binding protein (CREB). CREB is a
transcription factor that influences DNA double strand break (DSB) repair (51, 232, 233).
pCREB was indirectly inhibited in further experiments by the CREB binding protein (CBP). In

addition, EGFR was inhibited as an internal control. The inhibition of CBP resulted in
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enhanced radiosensitivity, whereas EGFR inhibition only correlates with a reversal of
LPS-induced radiation resistance.

Furthermore, it could be shown that LPS-induced radiation resistance in H1975 cells may be
due to altered DNA-DSB repair. The LPS treatment correlates with less residual
YH2AX/53BP1 foci after irradiation with 4 Gy compared to the sole irradiation. In contrast,
CBP inhibition leads to a significant increase of residual DNA-DSB, compared to the sole

irradiation.

In conclusion, it has been shown that LPS is capable of inducing radiation resistance in TLR-
4 and EGFR mRNA expressing cells H1975 and A549. As a possible basic mechanism, the
enhanced phosphorylation of CREB was identified in the cell line H1975. After inhibition of
CBP as an indirect CREB inhibitor, the radiation resistance is abolished and further
increased radiation sensitivity. This effect may be due to a decreased number of residual
DNA-DSB.

Inhibition of the CREB-dependent signaling pathway could be a future therapeutic option in

patients with radiation resistant NSCLC.
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Abbildung 19: Die Inhibitionen des CREB-binding protein (CBPi) oder Epidermal growth factor
Receptor (EGFRI) alleine haben keinen Einfluss auf die Uberlebensfraktion von H1975 Zellen. A)
Uberlebensfraktionen der H1975 Zellen nach LPS-Behandlung (10 pg/ml) oder Kontrolle (0 pg/ml
LPS) und Bestrahlung mit 0, 1, 2, 4, 6 und 8 Gy mit oder ohne 2 uM CBPi. B) Uberlebensfraktionen
der H1975 Zellen nach LPS-Behandlung (10 pg/ml) oder Kontrolle (O pg/ml LPS) und Bestrahlung mit
0, 1, 2, 4, 6 und 8 Gy mit oder ohne 2 uM EGFRI. Daten sind als Mittelwert + SEM, n=3, * p<0,05 im
Vergleich zur Kontrolle dargestellt. IR = Irradiation (Bestrahlung). CBPi = ICG-001, EGFRi = AG1478.
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