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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1  Lungenkarzinom

Epidemiologie

Jahr fiir Jahr nimmt die Anzahl der neu aufgetretenen Fille fiir Krebserkrankungen zu.
Das Lungenkarzinom bei Ménnern steht an erster Stelle der weltweiten Statistiken fiir
Inzidenz und Mortalitdt bei Krebserkrankungen. Bei Frauen lag das Lungenkarzinom im
Jahr 2012 an vierter Stelle, allerdings zeigt sich iiber die letzten Dekaden ein steigender
Trend bei diesen Neubildungen. Fiir Ménner zeigt sich ein eher gleichbleibender Trend,
da auf der einen Seite besonders in der westlichen Welt immer weniger
Neuerkrankungen von Lungenkarzinomen auftreten, auf der anderen Seite aber d&rmere
Linder, wie Indien, immer mehr Neuerkrankungen verzeichnen.’

Ein ganz dhnlicher Verlauf lésst sich auch fiir Deutschland zeigen. Im Jahr 2010 lag die
Zahl der bosartigen Neuerkrankungen der Lunge bei Minnern an zweiter und bei
Frauen an dritter Stelle der Statistiken, nur Prostatakrebs bei Mannern und Brustdiisen-,
sowie Darmkrebs bei Frauen verzeichneten hdoheren Neuerkrankungszahlen. Der
weltweite Trend, eines Anstiegs der Neuerkrankungen fiir Lungenkarzinome bei Frauen
kann auch in den letzten 10 Jahren fiir Deutschland bestétigt werden, ebenso ist ein
Riickgang bei Mdnnern zu verzeichnen. Doch trotz dieser unterschiedlichen Tendenzen
zwischen den Geschlechtern lag die Neuerkrankungsrate fiir Lungenkarzinome im Jahr
2010 fiir Ménner mit etwa 61/100 000 Einwohner deutlich iiber der Neuerkrankungsrate
fiir Frauen mit etwa 27/100000 Einwohner. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate lag
2009-2010 bei 16 % bei Minnern und 21 % bei Frauen.’

Diese Daten verdeutlichen nicht nur den Stellenwert, den diese Krebserkrankungen
bereits heute haben, sondern auch deren Einfluss auf das zukiinftige gesellschaftliche
Leben und die drastischen Folgen der Diagnose "Lungenkrebs" fiir die betroffenen

Menschen.
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Abbildung 1: Mortalitatstrends fiir Lungenkrebs (ICD-10 C34) in Deutschland
Altersstandardisierte Mortalititsrate je 100 000 Einwohner (Europabevélkerung).’

Histologische Einteilung

Tumoren, welche urspriinglich ausgegangen sind von epithelialen oder neuroendokrinen
Zellen des zentralen oder medidren Bronchialsystems, werden als Lungenkarzinome
bezeichnet.” Unterschieden wird zwischen kleinzelligen (small cell lung cancer, SCLC)
und nicht-kleinzelligen (non-small cell lung cancer, NSCLC) Lungenkarzinomen. Die
SCLC machen unter den Lungenkarzinomen einen Anteil von 14 % aus. Die NSCLC
mit einem Anteil von 84 % unterteilen sich nochmals in Adenokarzinome (43 %),
Plattenepithelkarzinome (16%), groBzellige Lungenkarzinome (3%) und andere
histologische Typen (22%).” Diese Verteilung der Subtypen unterlag in den letzten
Jahren einer Verdnderung, so stieg der Anteil der Adenokarzinome an und 16ste die
Plattenepithelkarzinome als hdufigsten Tumorsubtyp ab.” Die unterschiedliche
Histologie und Morphologie hat auch Einfluss auf die Diagnose, den klinischen Verlauf
und die Prognose der Patienten, je nach Wachstums-, Metastasierungs- und

Therapieverhalten der einzelnen Subtypen.” Obwohl die Einteilung in Subtypen eine
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grofle Bedeutung hat, werden auch zunehmend molekulare Marker fiir Prognose und
Therapie mit herangezogen. Gerade bei Adenokarzinomen kdnnen bei vielen Patienten
weitere Unterscheidungen auf Grund von Mutationen getroffen werden. Eine der ersten
entdeckten Mutationen mit klinischer Relevanz war die Mutation des epidermal growth
factor receptors (EGFR).” Weitere Mutationen wurden gefunden bei v-Ki-ras2 Kirsten
rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS), human epidermal growth factor receptor
2 (HER2), v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog Bl (BRAF) und einer
Translokation der anaplastic lymphoma kinase (ALK).”* Beispielsweise konnte fiir die
BRAF-Mutation V600E gezeigt werden, dass signifikant mehr Frauen betroffen sind,
dass diese Mutation hdufiger in NSCLC-Patienten zu finden ist als in SCLC-Patienten
und dass Tumore mit dieser Mutation aggressiver wachsen und daher mit einem
kiirzeren Uberleben einhergehen.’

Atiologie: Der wohl wichtigste Risikofaktor, der zur Entstehung von allen Entitiiten des
Lungenkrebs fiihren kann, ist der inhalative Zigarettenrauch.’””” Andere karzinogene
Stoffe, welche hidufig bei beruflichen Téatigkeiten inhaliert werden und auf das
pulmonale System Einfluss nehmen, sind Asbestfeinstaub, Kokereigase, radioaktive
Strahlung im Bergbau, aber auch Chrom, Nickel, Arsen und Holzstiube.” Auch eine
genetische Disposition wird diskutiert, da das relative Risiko beim Faktor 1,8 liegt,

wenn Familienmitglieder Betroffener bereits in jungen Jahren erkrankten.”

Klinik

Die Diagnose des Lungenkarzinoms in friihen Stadien erweist sich als duBerst
schwierig, da keine eindeutigen Symptome wegweisend sind. Ein Viertel der Patienten
klagt iiber Infekte, 20% leiden unter Thoraxschmerzen und nur etwa 15% leiden an
Héamoptysen, Husten oder Atemnot. Von Heiserkeit, Abgeschlagenheit und
Gewichtsverlust sprechen weniger als 5%. Doch die Liste der Symptome ist noch viel
linger und vielfdltiger. Durch Metastasen konnen Knochenschmerzen oder
neurologische Defizite auffallend sein. Auch Lymphknotenmetastasen konnen lokal
Schmerzen auslosen. Gerade die Atemnot kann durch die Verlegung von groflen
Bronchien durch schnelles Tumorwachstum ziigig voranschreiten. Aber auch
hormonelle Entgleisungen konnen besonders durch SCLC und dessen neuroendokrine

Zellen mit ACTH-Bildung entstehen. Diese unspezifischen Symptome sind oft schwer
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einzuordnen und lassen die Diagnose des Lungenkarzinomes oft erst im

fortgeschrittenen Stadium zu.’*"*

Stadieneinteilung

Die Stadieneinteilung bei SCLC beinhaltet die Bezeichnungen "limited disease" und
"extensive disease". Da die Mitoserate dieser Zellen sehr hoch ist, wodurch héufig
Metastasen vorliegen, wird fiir den therapeutischen Ansatz nur zwischen diesen beiden
Modalititen unterschieden.” Als "limited disease" wird ein Tumor bezeichnet, welcher
auf einen Hemithorax begrenzt ist, mit oder ohne ipsi- oder kontralateralen
mediastinalen oder supraklavikuldren Lymphknotenmetastasen und mit oder ohne
Pleuraerguss vorkommt. Jede weitere Ausdehnung wird als "extensive disease"
bezeichnet.”

Komplexer ist die Stadieneinteilung des NSCLC, hier wird jeder Tumor nach der
internationalen TNM-Klassifikation eingeteilt. EinflieBend in die Stadienbewertung
sind hier: Tumorausdehnung (Tis=Carcinoma in situ; T1-4), Befall regionaler
Lymphknoten (NO-N3) und Fernmetastasen (M0/M1). Diese TNM-Klassifikation lasst
sich auch in ein anderes Klassifikationsschema tiiberfithren, die UICC-Klassifikation.
Bei der UICC-Klassifikation werden die Stadien I-IV unterschieden.” Die aktuellste
Auflage der UICC-Klassifikation (7. Auflage, geltend ab 2010) sowie deren
Uberfiihrung in die TNM-Klassifikation nach dem Vorschlag der IASLC (International
Association for the Study of Lung Cancer) zeigt Tabelle 1.
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UICC TNM
Stadium 0  Tis NO MO
Stadium IA Tla NO MO

Tlb NO MO
Stadium IB  T2a NO MO
Stadium IIA Tla N1 MO
T1b N1 MO
T2a N1 MO
T2b NO MO
Stadium IIB T2b N1 MO
T3 NO MO
T3 gleicher Lappen®* NO MO
Stadium IIIA T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO

T3 gleicher Lappen®* N1 MO
T3 gleicher Lappen* N2 MO
T4 Ausdehnung NO MO
T4 Ausdehnung N1 MO
T4 Herd ipsilateral# NO MO
T4 Herd ipsilateral# N1 MO
Stadium IIIB T4 Ausdehnung N2 MO
T4 Herd ipsilateral# N2 MO
jedes T N3 MO
Stadium [V jedes T jedes N Mla (maligner Pleura-
oder Perikarderguss oder

kontralaterale Metastase
jedes T jedes N Ml1b

Tabelle 1: Neue Stadieneinteilung nach Vorschlag der International Association for
the Study of Lung Cancer (UICC 7. Auflage)

*Herd/e im gleichen Lappen, #Tumorherd/e im anderen Lungenlappen ipsilateral
Modifiziert nach ”
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Therapieoptionen

Beim SCLC spielt die Therapie des "limited disease" eine eher untergeordnete Rolle, da
dieses Stadium &duBerst selten diagnostiziert wird. Hier gdbe es neben der operativen
Entfernung des Tumors noch die zusidtzliche Chemotherapie als therapeutisches
Vorgehen. Anders als bei "extensive disease" verfolgt man bei "limited disease" einen
kurativen therapeutischen Ansatz. Patienten mit der Diagnose eines SCLC "extensive
disease" werden mit einer Chemotherapie palliativ behandelt, um deren Lebenszeit und
Lebensqualitit zu erhéhen.”>"

Ein anderes Vorgehen findet sich bei NSCLC, hier sollte in allen Stadien ohne
Metastasierung, wenn mdglich, ein operatives Vorgehen angestrebt werden, bei dem der
Tumor mit einem Sicherheitsabstand zum gesunden Gewebe entfernt wird. Bei stark
ausgepragten Tumoren, die die Organgrenzen iiberschritten haben, ist auch eine
neoadjuvante Radiochemotherapie in Erwidgung zu ziehen. Die Operabilitit jedes
Patienten sollte, nach standardisierter Diagnostik, individuell diskutiert und entschieden
werden.””” Wie individuell die Prognose und Therapie des NSCLC sind, zeigt auch die
Entwicklung der Stadieneinteilung (Tabelle 1), welche in der aktuellsten Auflage durch
weitere Unterscheidungen der Tumorgrofe - zum Beispiel T1 in Tla und Tlb -
aktualisiert wurden. Den Behandlungsansatz von NSCLC stellt in Deutschland die
Interdisziplindre S3-Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fiir Pneumologie und
Beatmungsmedizin und der Deutschen Krebsgesellschaft zur Privention, Diagnostik,
Therapie und Nachsorge des Lungenkarzinoms dar.”” Im Stadium I/II/IIIA wird eine
radikale Resektion (Lappenresektion) bei ausreichender kardiopulmonaler Funktion als
primires Ziel angestrebt. Sollte bei den Patienten auf Grund von Komorbiditdten oder
Lungenfunktionseinschrankungen dieses Ziel nicht erreicht werden koénnen, wird eine
parenchymsparende Resektion oder eine Strahlentherapie empfohlen. Weiterhin sollten
die Patienten mit dem Stadium II/IIIA nach RO-Resektion eine postoperative
Chemotherapie erhalten. Eine postoperative Radiotherapie in den Stadien I/II und IIA
sollte nur durchgefiihrt werden, wenn der Tumor R1 reseziert wurde oder nicht operabel
war. Im Stadium III, vor allem bei multiplem Lymphknotenbefall, wird eine
Kombination aus adjuvanter Chemo- und Radiotherapie empfohlen.”” Bei den Stadien
IIIB und IV weicht man von einer kurativen Behandlung ab und versucht mit palliativen

MaBnahmen die begrenzte Lebenszeit (Median 8-12 Monate) so gut es geht positiv zu
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beeinflussen. Bei der Erstlinientherapie stehen cisplatinbasierte
Kombinationschemotherapeutika fiir Patienten mit gutem Allgemeinzustand an erster
Stelle. Doch gerade die letzten Jahre haben viele neue Erkenntnisse in diesem Bereich
gebracht, so dass ein neuer Ansatz, die "targeted therapy", Einzug in die aktuellsten
Leitlinien zur Tumortherapie nicht nur bei NSCLC genommen und etabliert hat. Bei
diesem Ansatz werden durch Pharmaka gezielt Mediatoren oder Rezeptoren als
Zielstrukturen genutzt. Bei nicht-Plattenepithelkarzinomen konnte durch den
monoklonalen Antikérper gegen VEGF (vascular endothelial growth factor)
Bevacizumab in Kombination mit cisplatinhaltigen Chemotherapeutika eine signifikante
Verbesserung der Remissionsrate und des medianen progressionsfreien Uberlebens
gezeigt werden. Entsprechend gibt die Leitlinie - mit Beriicksichtigung der
Kontraindikation fiir Bevacizumab - eine Kombinationstherapie auch als
Erstlinientherapie bei gutem Allgemeinzustand an. Aber auch Antikdrper wie
Cetuximab, gerichtet gegen EGFR (epidermal growth factor receptor), oder Substanzen,
die dem EGFR nachgeschaltete Tyrosinkinasen hemmen (Erlotinib, Gefitinib, Afatinib),
konnten in Studien eine signifikante Uberlegenheit bei der Remissionsrate sowie beim
progressionsfreien Uberleben im Vergleich zwischen Kombinations- und Monotherapie
mit cisplatinhaltigen Pharmaka zeigen.””’® Folglich sind mittlerweile auch Erlotinib,
Gefitinib und Afatinib zur Therapie des NSCLC zugelassen, wobei Patienten mit
aktivierenden Mutationen des EGFR eine besonders gute Therapieansprache zeigen.”**
Crizotinib, ein Inhibitor des ALK-Transfusionsgens ist fiir Patienten mit positiver ALK-
Translokation Therapie der ersten Wahl im NSCLC, da diese Patienten eine schnelle
Therapieansprache und lange Remissionsrate bei relativ geringen Nebenwirkungen

dieser "targeted therapy" zeigen.”
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1.2  Infektionen, Inflammationen und Tumorerkrankungen

Chronische Infektionen werden schon seit vielen Jahren mit der Entstehung von
malignen Tumoren in Verbindung gebracht.”” Nahezu jeder fiinfte bosartige Tumor ist
zuriickzufithren auf ein infektidses Geschehen.”” Die hdchste Neuerkrankungsrate
weltweit  zeigen Magenkarzinome, ausgelost durch  Helicobacter  pylori,
Leberkarzinome, ausgeldst durch Hepatitis B und C Viren, und Zervixkarzinome,
ausgelost durch Humane Papilloma Viren.””** Eine wichtige Funktion bei der
Karzinogenese durch Bakterien oder Viren spielt vor allem die Entziindungsreaktion,
wodurch verschiedene weitere Schritte bedingt werden. So wird unter anderem eine
Instabilitdt des Genoms, eine Resistenz gegen Apoptose und eine verstirkte
Vaskularisierung  durch  Sekretion von unterschiedlichen proinflamatorischen
Mediatoren wie Zytokinen, Chemokinen, Cyclooxygenase-2 und Prostaglandinen
diskutiert.”** Auslosende Faktoren fiir solche Entziindungsreaktionen miissen nicht nur
Bakterien oder Viren sein. Viele Krebserkrankungen sind zwar mit chronischen
Entziindungen assoziiert, bei ihnen kann aber kein direkter Zusammenhang mit
infektiosen Erregern dargestellt werden.”*”” Beispielsweise geht eine chronische
Pankreatitis mit einem erhohten Risiko fiir ein Pankreaskarzinom einher”, dhnliche
Zusammenhinge zeigen sich bei einem Barrett-Osophagus und Osophaguskrebs®, bei
einer Hashimoto Thyroiditis und papilliren Schilddriisenkarzinomen®, bei Asbestose
und Mesotheliomen®, bei Morbus Chron/Colitis Ulcerosa und kolorektalen
Karzinomen®, sowie bei parasitiren Infektionen mit Trematoden wie Schistosomen und
Blasen- bzw. Gallenwegskarzinomen™.

Ebenso konnte fiir Lungenkarzinome ein Zusammenhang zwischen der
Krebsentstehung und chronischen Infektionen gezeigt werden.”

Obwohl es keinen gesicherten Zusammenhang zwischen spezifischen infektiosen
Erregern und Lungenkarzinomen gibt, zeigen eine grofe Anzahl an Patienten mit
Lungenkarzinomen eine Infektion der unteren Atemwege mit gramnegativen Erregern
wie Héamophilus influenzae oder Moraxella catarrhalis, oder grampositiven, wie
Streptokokkus pneumoniae’ -, hiufig kdnnen diese Erreger bereits bei der Diagnose
des Lungenkarzinoms mittels bronchioalveoldrer Lavage nachgewiesen werden’. Auch
andere Studien zeigen nicht nur einen zeitlichen Zusammenhang zwischen einem

Auftreten von Infektionen im Bereich der Atemwege und der Diagnose und Therapie
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von Lungenkrebs auf, sondern auch deren Pathophysiologie. Gerade durch den Einsatz
von Chemotherapeutika, welche Neutropenien verursachen konnen, wird eine Situation
erzeugt, die pridispositionierend fiir Lungenentziindungen sein kann.” Noch dazu sind
solide Tumoren und chronische Lungenerkrankungen zwei der Hauptrisikofaktoren fiir
die Entstehung von nosokomialen Infektionen.”

Beide Erkrankungen, Lungenkarzinome und Infektionen bzw. die Inflammation der
Lunge, sollen im Folgenden im Zusammenhang dargestellt werden. Dass die
Inflammation einen hohen Stellenwert in der Tumorpromotion einnimmt, wird auch
unter anderem durch die Definition der Inflammation als charakteristisches Merkmal

von Tumoren verdeutlicht.”’

Die Behandlung von Pneumonien nimmt bei
Lungenkarzinompatienten einen hohen Stellenwert ein, da nicht nur Lungenkarzinome
die Entstehung von Pneumonien bedingen, sondern die Behandlung auch erschweren.
Aber einige Studien zeigen auch einen umgekehrten Zusammenhang:
Lungenentziindungen  konnten  mdglicherweise  das  Tumorwachstum  von
Lungenkarzinomen beeinflussen’’ und somit eine erhdhte Sterblichkeit und geringere 5-
Jahres-Uberlebensraten bedingen. Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits zeigen, dass
Lipopolysaccharid (LPS, syn.: Endotoxin) ein Zellwandbestandteil gramnegativer
Keime an der NSCLC-Zelllinie A549, an humanen Gewebekulturen und in einem
Xenotransplantatmodell zum Lungenkarzinom, zu einer gesteigerten Tumorproliferation
fiihrt.”

Die moglichen pathophysiologischen Signalwege im Endotoxin-stimulierten
Tumorwachstum sollen in der hier vorliegenden Arbeit genauer betrachtet werden, da an
diesem Modell grundlegende Mechanismen der inflammatorischen Tumorprogression
charakterisiert werden konnen und zur Entwicklung mdglicher Perspektiven fiir

zukiinftige zielgerichtete Therapien im Lungenkarzinom beigetragen werden konnte.
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1.3  Das Endotoxin Lipopolysaccharid

Entziindungsreaktionen konnen auf vielfdltigen Wegen ausgeldst werden. Einen dieser
Wege stellt der Kontakt von Immunzellen wie Monozyten, Makrophagen oder
neutrophilen Granulozyten mit Bakterien dar. Der Hauptpathogenitétsfaktor
gramnegativer Keime, die beim NSCLC hauptsichlich gefunden werden®, ist das LPS,
auf welches in dieser Arbeit ein besonderes Augenmerk gelegt werden soll.

Der Aufbau von LPS, welches auf der dufleren Membran gramnegativer Bakterien
vorhanden ist, bestehend aus der O-spezifischen Seitenkette, der Kernregion und dem
Lipid A, weist bei unterschiedlichen Bakterien Ahnlichkeiten auf. GroBte
Gemeinsamkeiten im Aufbau bei verschiedenen Bakterien zeigt allerdings das Lipid A,
welches besonders fiir die toxischen Eigenschaften des LPS verantwortlich gemacht
wird.”

Kommt es durch eine Immunantwort des Wirts oder durch therapeutische Pharmaka
zum Zerfall der Bakterien, wird LPS freigegeben. Die Ubertragung des LPS von der
Bakterienmembran zu den Oberfldchen-Rezeptoren der Zielzellen des Immunsystems
erfolgt mittels LPS-Bindeprotein. Besonders Phagozyten exprimieren den Oberflichen-
Rezptor CD14, welcher LPS zu einem Signalkomplex weiterleitet, bestehend aus dem
extrazellulirem Protein MD-2 und dem Transmembranrezeptor Toll-like Rezeptor 4
(TLR4). Doch nicht nur eine mit der Oberfliche verbundene Form des Rezeptors CD14
ist bekannt, sondern auch eine 16sliche Form (sCD14). Dieser 16sliche Rezeptor hat
somit die Mdoglichkeit eine Bindung mit LPS und dem LPS-Bindungsprotein
einzugehen und auch TLR4 auf CD14-negativen Zelloberflichen zu stimulieren,
wodurch beispielsweise auch TLR4-exprimierende Tumorzellen spezifisch durch LPS
aktiviert werden konnen. Nach der Verbindung des Komplexes aus LPS, LPS-
Bindungsprotein und dem Rezeptor CD14 leitet TLR4 dieses Signal weiter in das
Zellinnere, was zu der Aktivierung der Signalwege MAPK, ERK, JNK, p38 und IKK
fihrt (Abbildung 2). Durch diese Aktivierung wird eine Vielzahl von
Transkriptionsfaktoren phosphoryliert und dadurch aktiviert. Dies fiihrt zur Freisetzung
einer Fiille von Entziindungsmediatoren wie IL-1, IL-6, IL-8 und unter anderem TNF-a
tiber die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB.**

Kiirzlich wurde gezeigt, dass sich der Toll-like Rezeptor 4 tatsichlich auch auf

Tumorzellen in vivo quantifizieren ldsst und die Dichte der Expression mit einer
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schlechteren Prognose korreliert.”” Vor dem Hintergrund, dass durch das "downstream"
von TLR4 eine ganze Fiille von Signalkaskaden ausgeldst wird, gibt Hinweise darauf,
dass iiber LPS nicht nur Signale angestoflen werden konnten, welche immunologische
Zellen aktivieren und proliferieren lassen, sondern auch Signale, die das Wachstum von
Tumorzellen beeinflussen.

Gerade das Wissen, dass viele Tumorpatienten bereits bei Diagnosestellung unter
bakteriellen Infektionen leiden und dass diese Infektionen nicht nur parallel zur
Tumorerkrankung auftreten, sondern diese voranschreiten lassen und vielleicht sogar
bedingen konnten, zeigt eine grofe Bedeutung fiir das Endotoxin LPS in

Zusammenhang mit Tumorerkrankungen.
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Abbildung 2: TLR4-Signalweg nach der Aktivierung mittels LPS

CDI4: cluster of differentiation 14; LPS: Lipopolysaccharid; LBP: LPS-
Bindungsprotein, TLR4: Toll-like Rezeptor 4
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1.4  Die Cyclooxygenase als zentrales Enzym

Nahezu ubiquitir spielen Mediatoren des Arachidonsdurestoffwechsels, die
Eicosanoide, bei physiologischen sowie pathophysiologischen Zellprozessen eine
zentrale Rolle. Obwohl Arachidonsdure (AA) iiber drei bekannte Wege verstoffwechselt
werden kann - iiber die Lipooxygenase zu Leukotrienen, iiber den Cytochrom-P450-
Signalweg zu Epoxyeicosanoiden und iiber die Cyclooxygenasen zu Prostanoiden - soll
insbesondere das Enzymsystem der Cyclooxygenasen (COX) im Folgenden dargestellt
werden.” Dass ein Zusammenhang zwischen der Entstehung von Neoplasien und der
COX besteht, ist schon ldnger aus Studien bekannt, bei denen beispielsweise nicht-
steroidale Antirheumatika (NSAR) verabreicht wurden und eine Minderung des Risikos
an kolorektalen Karzinomen zu erkranken festgestellt werden konnte. NSAR wie
Aspirin wirken als COX-Inhibitoren und verhindern somit die Entstehung der COX-
abhiingigen Produkte. Ahnliches zeigt sich auch fiir andere Tumore wie Mamma- oder
Lungenkarzinome.”””” Weiterhin lieB sich zeigen, dass der Transkriptionsfaktor NF-kB
wahrscheinlich eine Schnittstelle zur Hochregulation von COX-2 darstellt”, somit die
Balance der proinflamatorischen Zytokine aus dem Gleichgewicht bringt und zu
unkontrollierter Zellteilung fiihrt””. NF-xB wiederum, wie in Abschnitt 1.3 geschildert,
kann durch bakterielle Strukturen wie LPS, {iber Toll-like Rezeptoren und die
Freisetzung von Entziindungsmediatoren wie Chemokinen aktiviert werden.

Die Produkte der COX, die Prostanoide, entstehen durch die Ubertragung von AA mit
Hilfe der Phospholipase 2 auf die COX. Dieses Enzym liegt in drei Isoformen vor: der
konstitutiven COX-1, der induzierbaren COX-2 und der COX-3, von deren Existenz
berichtet wird, die jedoch in humanen Spezies eine eher untergeordnete Rolle spielt. Je
nach Gewebeart kann auch die Expression dieser Enzyme unterschiedlich sein. Die
Produkte der COX, die Prostanoide, welche sich nochmals unterteilen in Prostaglandine
(PG), Prostacycline und Thromboxane, werden iiber verschiedene Synthasen aus dem
priméren COX-Produkt Prostaglandin H, synthetisiert.”””’ Jeder dieser Mediatoren hat
unterschiedliche Wirkungsweisen, so verursachen die Prostaglandine beispielsweise
Broncho- und Vasodilatation, Thromboxane verursachen Vasokonstiktion und
Thrombozytenaggregation und Prostacycline l6sen eine Aggregationshemmung und
Vasodilatation aus und haben protektive Wirkungen auf die Magenmukosa.”” Doch auch

bei den Prostaglandinen gibt es weitere Unterteilungen. PGE,, PGD, und PGF,, weisen
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ebenso Unterschiede in ihrer Wirkung auf. Besonders PGE, wird eine Rolle bei
Entziindungen und Tumorwachstum zugeschrieben.”*’

Es konnte gezeigt werden, dass in verdndertem neoplastischem Gewebe vor allem die
Isoform COX-2 exprimiert und somit quantifiziert werden kann®, bei etwa 70 % - 90 %
der untersuchten NSCLC kann diese Uberexpression im Vergleich zu gesundem
Gewebe festgestellt werden”. Doch auch auf Ebene der Prostanoide konnten
Verdnderungen zwischen gesundem und tumordsem Gewebe festgestellt werden.
Beispielsweise wurden bei NSCLC hohere Konzentrationen an PGE, gemessen als bei

SCLC*” und normalem Gewebe, aber geringere Mengen an Prostacyclinen und

Thromboxanen®.

_, Cytochrom-P450 Signalweg Lipooxygenase Signalweg .

Arachidonsiure

@

COX

PGH>

PG und TX Synthasen
TXA> / \ PGF2q

PGl v PGD:>

PGE;

Abbildung 3:  Ubersicht iiber den Cyclooxygenase-Signalweg des
Arachidonsiduremetabolismus

COX: Cyclooxygenase; PG (E,D,F,): Prostaglandin (E,D,F,); PG und TX
Synthasen: Prostaglandin und Thromboxan Synthasen; PGH,: Prostaglandin H,; PGI,:
Prostaglandin I, (entspricht Prostacyclin); PLA,: Phospholipase 2; TXA,:
Thromboxan A,

Modifiziert nach ****"
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1.5 EP- Die Prostaglandinrezeptoren

Die alleinige vermehrte oder verminderte Synthese einzelner Prostaglandine 14dsst noch
keinen direkten Riickschluss auf die vermittelte Wirkung in den Zielgeweben zu, da
jedes Prostaglandin nochmals eine Gruppe spezifischer 7-transmembraner G-Protein-
gekoppelter Rezeptoren mit unterschiedlichen Signalwegen ansteuert. Die Nomenklatur
gibt vor, dass jeder Rezeptor (P) als Prifix in der Abkiirzung den Buchstaben des
jeweiligen Prostaglandins, welches hauptsidchlich gebunden wird, bekommt und die
Rezeptoren, sollten es mehrere sein, durchnummeriert werden. Somit heilen
beispielsweise alle Rezeptoren des Prostaglandins E, (PGE,) Prostaglandinrezeptor E
(EP).” Da in der folgenden Arbeit ausschlieBlich auf PGE, und dessen Rezeptoren
eingegangen wird, bezieht sich der Begriff Prostaglandinrezeptor im Folgenden
ausschlieBlich auf die EP-Rezeptoren.

Das PGE, besitzt vier Subtypen von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR), deren
Aktivierung unterschiedliche Signalwege induziert. EP2 und EP4 fiihren beide zu einer
Erhohung des cyclischen Adenosinmonophosphates (CAMP) iiber einen stimulierenden
GPCR (Gy), wodurch sie als redundantes System verstanden werden kénnen. Der EP1
erhoht iiber noch unbekannte Wege die intrazellulire Konzentration von Ca*". Die
Hauptaufgabe der EP3 ist die Senkung der cAMP-Konzentration iiber einen
inhibierenden GPCR (G;), jedoch aktiviert jede Isoform noch andere Signalwege, wie in
Tabelle 2 dargestellt ist.”’

PGE, kann {iber diese EP-Rezeptoren eine Vielzahl von Wirkungen ausldsen,
beispielsweise die Synthese von VEGF, die zu vermehrter Angiogenese fiihrt, die
verstirkte Aktivierung des EGFR, was eine Blockierung der Apoptose und vermehrte
Zellinvasion zur Folge hat, und die Aktivierung des Proto-Onkogens Ras, welche iiber

weitere Signalkaskaden eine verstiirkte Zellproliferation hervorruft.”
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Subtyp Isoform G-Protein Signalwege
EP1 unbekannt Ca™™
EP2 G, cAMP?
EP3 EP3a G; cAMP|, IP5/Ca**1, Rho
EP3f G; cAMP|, IP;/Ca**1, Rho
EP3y G, G cAMP|, cAMP1, IP;/Ca*"1
EP4 G; (G) cAMP1, PI3K
Tabelle 2: Signaltransduktion der Prostaglandinrezeptorsubtypen und EP3-
Isoformen

cAMP: cyclisches Adenosinmonophosphat; G: stimulierender G-Protein-gekoppelter
Rezeptor, G;: inhibierender G-Protein-gekoppelter Rezeptor; IP;: Inositoltriphosphat;
PI3K: Phosphoinositid-3-Kinasen; 1: Erhéhung,; |: Senkung
Modifiziert nach
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1.6 Vascular Endothelial Growth Factor

Eine Gruppe von Proteinen, welche fiir die Entstehung und das Wachstum tumoreigener
Gefédflen verantwortlich gemacht werden, sind die vascular endothelial growth factors
(VEGFs). Sie werden auch als "endothelspezifisches Mitogen" bezeichnet, da sie die
Einsprossung neuer Kapillaren ins Tumorbett bewirken.” Diese Tumorneoangiogenese
ist fiir das Wachstum und die Dissemination maligner Tumoren essenziell, da Tumoren
nur bis zu einem Durchmesser von 2-3 mm suffizient durch Diffusion perfundiert
werden.” Als zellulire Quelle von VEGF wurden hauptsichlich Tumorzellen selbst
identifiziert. Hypoxie stellt einen wichtigen Stimulus fiir die Aktivierung der
tumoreigenen VEGF-Sekretion dar, welche dann die Tumorneoangiogenese bewirkt.
Insgesamt werden 7 VEGF-Subtypen beschrieben: VEGF-A, -B, -C, -D, -E, -F und
PIGF (placental growth factor), welche jeweils weitere Isoformen aufweisen.”

Diese Mediatoren besitzen drei unterschiedliche Rezeptoren mit Tyrosinkinase-
Aktivitit, VEGFR-1, -2 und -3 (vascular endothelial growth factor receptor). Jeder
dieser Rezeptoren leitet auch unterschiedliche Signalkaskaden weiter und bedingt
verschiedene ~ Wirkungen. VEGFR-1 bedingt vor allem die embryonale
GefdBneubildung und VEGFR-3 besonders die Lymphangiogenese. VEGFR-2 kommt
im Hinblick auf Tumoren eine besondere Stellung zu, er hat Bedeutung fiir
Zellmigrationen, Zellpermeabilitit, das Uberleben der Endothelzellen und die Angio-
bzw. Vaskulogenese.”””’ Nicht jeder Rezeptor bindet auch jeden Liganden, eine
Ubersicht dazu zeigt Abbildung 4. Doch diese Signalwege finden sich nicht nur in
normalem Gewebe, auch in Tumorzellen konnten VEGF und seine Rezeptoren,
verstirkt VEGF-A und dessen Rezeptor VEGFR-2, gefunden werden.”

Aufgrund dieser Erkenntnisse konnten auch neue Therapiestrategien bei
Lungenkarzinomen Anwendung finden. So wurde - zunéchst in klinischen Studien - bei
NSCLC-Patienten unter anderem der VEGF-Antikorper Bevacizumab eingesetzt™”,
um das Tumorwachstum im fortgeschrittenen Tumorstadium einzudimmen und
moglicherweise die Tumorgroe zu verringern. Zusammen mit platinhaltigen
Chemotherapeutika konnte dieser VEGF-Antikorper die mittlere Gesamtiiberlebenszeit
auf Uiber ein Jahr erhdhen, was zur Zulassung von Bevacizumab in der palliativen

Therapie des nicht plattenepithelartigen NSCLC fiihrte.”
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Bisher werden diese Angriffspunkte fiir Pharmaka nur bei der palliativen Behandlung
von Patienten im fortgeschrittenen Tumorstadium angewendet. Ob und in wie weit die
VEGF-Signalwege auch eine Rolle bei der kurativen Therapie spielen kdnnten, werden
die nichsten Jahre zeigen, da gerade in diesem Bereich viel Forschungszeit investiert

wird.”**
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VEGF-A
VEGF-A VEGF-C
VEGF-B VEGF-D VEGF-C
PIGF VEGF-E VEGF-D
Extrazelluldre
Domine VEGFR-1 VEGFR-2
Tyrosinkinase | |
Doméne ' ' .'
embryonale Angiogenese Lymphangiogenese
GefdBneubildung Vaskulogenese
Tumorangiogenese

Abbildung 4: Vascular Endothelial Growth Factor und dessen
Tyrosinkinase-Rezeptoren
VEGF: vascular endothelial growth factor;, VEGFR: vascular endothelial growth factor

receptor, PIGF: placental growth factor
Modifiziert nach """’
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1.7  Fragestellung

Die bisher dargestellten Erkenntnisse werfen die Frage nach der Rolle des Endotoxins in
der Tumorproliferation des NSCLC auf. Sollte sich ein pro-proliferativer Effekt zeigen,
werden die involvierten Mechanismen unter besonderer Berlicksichtigung des COX-
Metabolismus und der Rolle von nachgeschalteten Mediatoren und Rezeptoren im

Einzelnen unter den folgenden Fragestellungen bearbeitet.

1. Ist unter LPS eine Proliferationszunahme humaner Adeno- (A549, H1299) und
Plattenepithelkarzinomen (H226) mit den etablierten Proliferationsassays
(automatische Zellzihlung, MTS-Assay, BrdU ELISA, ’H-Thymidin-Assay) zu
verzeichnen?

2. Hat eine Hemmung der konstitutiven und/oder induzierbaren Cyclooxygenase eine
Auswirkung auf die Proliferationszunahme?

3. Induziert LPS eine Synthese der COX-Produkte PGE, und Thromboxan A, an den
verwendeten Lungenkarzinomzelllinien?

4. Sind alle EP-Subtypen auf den verwendeten Zelllinien auf RNA-Ebene nachweisbar
und unterliegen Prostaglandinrezeptoren unter Stimulation mit Endotoxin einer
Regulation?

5. Welchen Effekt hat der Einsatz eines EP-Antagonisten auf die LPS-induzierte
Proliferation der Tumorzelllinien?

6. Hat die LPS-Stimulation eine Auswirkung auf die VEGF-Sektretion der untersuchten

Zelllinien und welchen Bezug haben Prostaglandinrezeptoren zum VEGF-System?
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2. Material und Methodik

2.1 Verwendete Zelllinien und ihre Medien

A549 (Cat-No. CCL-185, ATCC- LGC Standards GmbH, Wesel, Deutschland)
H226 (Cat-No. CRL-5826, ATCC- LGC Standards GmbH, Wesel, Deutschland)
Kulturmedium:

+ 86 % DMEM-F12 (Gibco life technologies, Darmstadt, Deutschland)
10% FCS (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich)
1% Glutamin 200 mM (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

* 1% nicht-essentielle Aminosduren 10 mM (Gibco life technologies, Darmstadt,
Deutschland)

* 1% Penicillin/Streptomycin: 10000 U/ml Penicillin, 10 mg/ml Streptomycin (PAN
BioTech GmbH, Aidenbach, Deutschland)

H1299 (Cat-No. CRL-5803, ATCC- LGC Standards GmbH, Wesel, Deutschland)
Kulturmedium:
* 10% FCS (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich)
* 1% Penicillin/Streptomycin: 10000 U/ml Penicillin, 10 mg/ml Streptomycin (PAN
BioTech GmbH, Aidenbach, Deutschland)
* 89% RPMI 1640 (PAN BioTech GmbH, Aidenbach, Deutschland)



Material und Methodik 21

2.2  Kultivierung und Passagierung der Zelllinien

Bendtigte Materialien und Gerite:
* CO,-Inkubator HeraCell 150 (Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland)
* DPBS (PAN BioTech GmbH, Aidenbach, Deutschland)
* Falcon Polypropylene-Rohrchen (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland)
« FCS (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich)
* Reinluftbank MSC-Advantage (Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland)
» T75-Zellkulturflaschen (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland)
* Trypsin (PAN BioTech GmbH, Aidenbach, Deutschland)
* Zentrifuge ROTANATA/AP (Hettich, Tuttlingen, Deutschland)

Alle verwendeten Zellreihen wurden unter sterilen Bedingungen in einem
CO,-Inkubator bei 5% CO,-Begasung und 37°C kultiviert. Das Passagieren erfolgte
unter ebenso sterilen Bedingungen unter einer Reinluftbank mit laminarem Flow. Es
wurden jeweils 500000 Zellen in eine T75-Zellkulturflasche ausgesit, in der 15 ml des
jeweiligen Kulturmediums vorgelegt waren. Das Kulturmedium wurde alle 2-3 Tage
gewechselt und je nach Dichte des Zellrasens erfolgte nach 3-4 Tagen eine erneute
Passagierung.

Dazu wurde der Uberstand des Mediums abgesaugt und anschlieBend mit 8 ml DPBS
gewaschen. Nach dem erneuten Absaugen wurden 6 ml Trypsin in die T75-
Zellkulturflasche auf den Zellrasen gegeben, um die adhdrenten Zellen vom Boden der
Flasche zu losen. Dies wurde fiir 2-3 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach einer
Reaktionskontrolle unter dem Mikroskop wurde das Trypsin-Zell-Gemisch mit einer
sterilen Pipette aufgenommen und in ein 50 ml Falconréhrchen, in dem 1 ml FCS
vorgelegt war, gegeben, um die trypsinvermittelte Reaktion zu stoppen. Die T75-
Zellkulturflasche wurde dann erneut mit 8 ml DPBS gewaschen und dies ebenso in das
Falconrohrchen gegeben.

Nach einer Zentrifugation bei 250xg fiir 5 Minuten wurde der Uberstand abgesaugt und
das Zellpellet (durch Zentrifugation an den Boden des Falchonréhrchen gepresste
Zellen) mit Kulturmedium geldst. Durch eine Zellzdhlung in einer Neubauerkammer

konnte die Menge des Kulturmediums so gewéhlt werden, dass die Zellkonzentration in
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diesem Falconrohrchen etwa 1 Million Zellen/ml betrug. Von dieser Zelllosung wurden
circa 500 pl (500000 Zellen) entnommen und in eine sterile T75-Zellkulturflasche
ausgesdt. Die restlichen Zellen wurden verworfen oder fiir anschlieBende Versuche

benutzt.
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2.3  Messung der Zellproliferation mittels automatisierter

Zellzahlmessung im CasyR Zellcounter

Benotigte Materialien, Substanzen und Gerite:
* 24-Well-Platten Cellstar (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland)
* CasyR Modell TT 150 um Kapillardurchmesser (Innovatis AG, Reutlingen,
Deutschland)
* DPBS (PAN BioTech GmbH, Aidenbach, Deutschland)
* LPS Escherichia coli 0111:B4 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
* Stopp-Solution (80 % DPBS + 20 % FCS)

Versuchsmedium fiir die Zellreithen A549 und H226:
* 97%DMEM-F12 (Gibco life technologies, Darmstadt, Deutschland)
* 1% FCS (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich)
* 1% Penicillin/Streptomycin: 10000 U/ml Penicillin, 10 mg/ml Streptomycin (PAN
BioTech GmbH, Aidenbach, Deutschland)
* 1% Glutamin 200 mM (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

Versuchsmedium fiir die Zellreihe H1299:
* 98% RPMI 1640 (PAN BioTech GmbH, Aidenbach, Deutschland)
* 1% FCS (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich)
* 1% Penicillin/Streptomycin: 10000 U/ml Penicillin, 10 mg/ml Streptomycin (PAN
BioTech GmbH, Aidenbach, Deutschland)

Kulturmedien wie in 2.1 beschrieben.

Der CasyR Modell TT Zellcounter arbeitet {iber eine Messung des Widerstandes durch
die elektronische Pulsflichenanalyse von Schirfe System und ermittelt somit die
unbeschadeten, lebenden Zellen des zu analysierenden Probevolumens.

Um den Effekt von LPS auf die Zellproliferation nachzuweisen, wurden die
verschiedenen Zelllinien mit drei verschiedenen Konzentrationen von LPS und mit
Versuchsmedium ohne LPS inkubiert. Bei gleichem Versuchsaufbau wurden fiir jede

Zelllinie drei Messzeitpunkte (24, 48 und 72 Stunden) gewahlt.
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Bei diesem Versuchsaufbau wurden je 15000 Zellen/500 ul Kulturmedium auf eine
sterile 24-Well-Platte ausgesét. Fiir jede Zellreihe und jeden Messzeitpunkt wurde eine
neue 24-Well-Platte benutzt, sodass pro Platte 8 Wells pro Zeitreihe genutzt wurden.
Die Dauer der Inkubationsphasen der Zellreihen vor der Stimulation mit LPS bzw. mit
Inhibitoren oder Antagonisten wurde an deren Verdopplungszeiten mit der
entsprechenden Zellreihe definiert. Die Verdopplungszeit betrdgt von A549 23,7
Stunden + 0,8 (n=16), von H1299 23,6 Stunden + 0,9 (n=28) und von H226 42,1
Stunden + 1,8 (n=39). Daher erfolgte nach einer Inkubationsphase von 24 Stunden bei
A549 und H1299 und von 72 Stunden bei H226 ein Mediumwechsel zu einem 1%
FCS-haltigen Versuchsmedium. Hierzu wurde jedes Well abgesaugt, mit etwa 500 pl
DPBS gewaschen und dies erneut abgesaugt, sodass der Zellrasen am Wellboden
moglichst nicht beschddigt wurde. Im Vorfeld wurde LPS im Versuchsmedium
verdiinnt, um die drei Konzentrationen 0,1 pg/ml; 1 pg/ml und 10 pg/ml LPS vorliegen
zu haben. Diese Losungen und das Versuchsmedium ohne LPS wurden daraufhin, wie
in Tabelle 3 dargestellt, auf die adhdrenten Zellen gegeben und erneut fiir 24, 48, bzw.
72 Stunden im CO,-Inkubator bei 37 °C inkubiert. Der Versuchsaufbau wurde so

gewdhlt, dass in jeder Konzentration Doppelwerte gemessen werden konnten.

Kontrolle |0,1 pg/ml LPS| 1 pg/ml LPS | 10 pg/ml LPS
Kontrolle 0,1 pg/ml LPS| 1 pg/ml LPS | 10 pg/ml LPS

Tabelle 3: Plattenaufteilung bei Zellzahlmessung mit CasyR Modell TT
Jedes Kdstchen entspricht einem Well.

Nach der Inkubation im Versuchsmedium wurde dieses Medium abgesaugt, die Zellen
wurden mit etwa 500 pul DPBS gespiilt, dies erneut abgesaugt und fiir etwa drei Minuten
bei 37 °C mit 200 ul Trypsin pro Well inkubiert. Diese durch Trypsin gestartete
Reaktion zum Ldsen des Zellrasens vom Wellboden wurde durch die Zugabe der Stopp-
Solution beendet. Je nach Zeitpunkt der Messung musste die Trypsin- und Stopp-
Solution-Menge an die geschétzte Zellzahl im Well angepasst werden. Dies wurde in

der Auswertung des entsprechenden Versuches berticksichtigt.
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Die abgeldsten Zellen konnten nun im CasyR Modell TT gemessen werden. Fiir jede
Messung wurden 100 pl der Zellsuspension zu 5 ml Casy®ton in einem Casy®cup
zugegeben und durch das Gerdt gemessen. Der Messbereich wurde so gewdhlt, dass
Fremdpartikel das Messergebnis nicht verfalschten.

Weiterhin wurde jeder Zellreihe bei jedem Versuch eine Referenz hinzugefiigt. 4 Wells
einer neuen Platte wurden mit derselben Zellzahl wie im Versuchsaufbau beschrieben
ausgesdt und am Tag der Inkubation mit LPS gemessen. Dieser Referenzwert wurde

allen Messergebnissen der Zeitwerte abgezogen.
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2.4  Messung der Zellproliferation mittels MTS-Assay

Bendtigte Materialien, Substanzen und Gerite:

* 96-Well-Platten Cellstar (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland)

* CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega GmbH,
Mannheim, Deutschland)

* DPBS (PAN BioTech GmbH, Aidenbach, Deutschland)

* LPS Escherichia coli 0111:B4 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

* Reader ELx808 Absorbance Microplate Reader (BioTek, Bad Friedrichshall,
Deutschland)

Kultur- und Versuchsmedien wie in Abschnitt 2.1 beziehungsweise 2.3 beschrieben.

Der MTS-Assay stellt die metabolische Aktivitit lebender Zellen dar. Dabei wird 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium (MTS) iiber verschiedene Dehydrogenasen der metabolisch aktiven Zellen
zu Formazan reduziert. Durch diese Reaktion entsteht ein Farbumschlag von gelb zu
blau-violett, welcher quantitativ bei einer Absorbation von 490 nm gemessen werden
kann. Das Ergebnis ldsst einen direkt proportionalen Riickschluss auf die Anzahl
lebender Zellen zu.

Auch hier sollte der Effekt von LPS auf die Zellproliferation aller drei Zellreihen unter
verschiedenen LPS-Konzentrationen nachgewiesen werden. Dazu wurden die zwei
Messzeitpunkte 8 und 24 Stunden gewéhlt.

Bei diesem Versuchsaufbau wurden 2500 Zellen/200 pl Kulturmedium auf eine sterile
96-Well-Platte ausgesit. Fiir jede Zellreihe wurde je Messzeitpunkt eine neue Platte
verwendet, auf der jeweils 15 Wells benutzt wurden. Die Inkubationsphase vor der
Stimulation mit LPS von H226 wurde bei diesem Versuchsaufbau von 72 auf 48
Stunden verkiirzt; der Vorstellung nach sollte die MTS-Substanz, wie auch unter 2.5 die
BrdU-Substanz, vor dem néchsten Teilungszyklus vorliegen, um direkt in die neu
geteilten Zellen eingebaut bzw. verstoffwechselt zu werden. Somit wurde nach einer
Inkubationsphase von 24 Stunden bei A549 und H1299 und von 48 Stunden bei H226
ein Mediumwechsel zu einem 1% FCS-haltigen Versuchsmedium durchgefiihrt. Hierzu
wurde jedes Well abgesaugt, mit etwa 200 pl DPBS gewaschen und erneut abgesaugt.

Im Vorfeld wurde LPS im Versuchsmedium verdiinnt, sodass die drei Konzentrationen
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0,1 pg/ml; 1 pg/ml; 10 ng/ml LPS vorlagen. Je 200 pl des Versuchsmediums ohne LPS
wurden auf 6 Wells gegeben, je 200 pl der vorbereiteten LPS-Konzentrationen wurden
auf je drei Wells gegeben (Tabelle 4). Den Abschluss jeder Reihe der inkubierten Zellen
bildet der Blank, in dem nur das jeweilige Versuchsmedium ohne adhédrente Zellen am

Wellboden enthalten war.

K K K |Blank
K K K |Blank
0,1 0,1 0,1 |Blank
1 1 1 |Blank
10 10 10 |Blank

Tabelle 4: Plattenaufteilung bei MTS-Assay

Jedes Kdstchen entspricht einem Well.
Angegeben sind die LPS-Konzentrationen in ug/ml bzw. die Kontrolle (K) fiir das
Versuchsmedium ohne LPS.

90 Minuten vor dem jeweiligen Messzeitpunkt wurden 20 pl CellTiter 96® AQueous
One Solution Reagent in jedes der 20 Wells gegeben und fiir 90 Minuten bei 37 °C und
5 % CO, inkubiert. Direkt im Anschluss wurden die Platten bei 490 nm im ELISA

Microplate Reader gemessen.
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2.5 Messung der Zellproliferation mittels BrdU ELISA

Bendtigte Materialien, Substanzen und Gerite:

* 96-Well-Platten Cellstar (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland)

* Cell Proliferation ELISA, BrdU colorimetric (Roche Diagnostics Deutschland
GmbH, Mannheim, Deutschland)

* DPBS (PAN BioTech GmbH, Aidenbach, Deutschland)

* LPS Escherichia coli 0111:B4 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

* Reader ELx808 Absorbance Microplate Reader (BioTek, Bad Friedrichshall,
Deutschland)

* 1 molare Schwefelsdure (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

Kultur- und Versuchsmedien wie in Abschnitt 2.1 beziehungsweise 2.3 beschrieben.

Der Cell Proliferation ELISA ist ein Test zum Nachweis von Zellvermehrung bei sich
teilenden Zellen. Dabei wird 5-Brom-2'-Deoxyuridin (BrdU), welches ein
Pyrimidinanaloga darstellt, anstelle von Thymidin in die DNA eingebaut. Durch die
Zugabe von monoklonalen Antikorpern, welche spezifisch an das eingebaute BrdU
binden konnen, kommt ein Farbumschlag durch zusétzliche Bindungen einer Peroxidase
an dem Antikdrper (anti-BrdU-POD) zustande. Dieser Farbumschlag kann in einem
ELISA Microplate Reader gemessen werden.

In diesem Versuchsaufbau sollte die LPS-abhidngige Proliferationszunahme unter
verschiedenen LPS-Konzentrationen anhand der Zellreihe A549 nachgewiesen werden.
Dazu wurden die drei Messzeitpunkte 8, 24 und 48 Stunden gewahlt.

Der Versuchsaufbau dieser Versuchsreihe entspricht den Versuchen des MTS-
Testverfahrens wie in Abschnitt 2.4 beschrieben.

20 ul der BrdU-Label-Substanz wurden direkt bei der Inkubation mit LPS zugegeben.
Danach wurde das Medium durch vorsichtiges Klopfen aus den Wells entfernt und die
Platten wurden bis zur Durchfiihrung des ELISA bei 4°C aufbewahrt. Alle weiteren
Schritte dieses ELISA wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Als Nichstes folgte die Fixierung der Zellen, dazu wurden 200 pl FixDenat in jedes
Well pipettiert. Nach 30 Minuten wurde dies wieder durch leichtes Klopfen entfernt und
100 pl des Antikdrpers anti-BrdU-POD wurden in jedes Well gegeben, es erfolgte eine
Inkubation mit dem Antikorper fiir 90 Minuten. Nach dem Ausklopfen der
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Antikdrperlosung und dreimaligem Waschen mit je 200 pl Waschlésung wurden 100 pl
der Substratlosung Tetramethyl-Benzidin hinzugegeben, wodurch ein Farbumschlag
entstand. Nach etwa 25 Minuten wurde diese Farbumschlagreaktion mit 25 pl H,SO,
beendet und die Absorption konnte bei 450 nm gemessen werden. Der Blank wurde von
den jeweiligen Mittelwerten abgezogen. Eine Backgroundkontrolle mit Zellen, die nicht
mit BrdU markiert, aber mit Anti-BrdU-POD Antikorpern inkubiert wurden, wurde
einmal durchgefiihrt. Die Absorption dieser Werte war kleiner 0,1 und gab Information
iiber die unspezifische Bindung der Antikdrper mit den Zellen der Zellreihe A549.
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2.6  Messung der Zellproliferation mittels ’H-Thymidin-Assay

Bendtigte Materialien, Substanzen und Gerite:
* *H-Thymidin (1,5 pCi/mL; Amersham Biosciences, Miinchen, Deutschland)
* 48-Well-Platten Cellstar (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland)
* beta-Zihler Scintillation Counter LS 6500 (Beckman Coulter, Kalifornien, USA)
* HBSS (Gibco life technologies, Darmstadt, Deutschland)
* LPS Escherichia coli 0111:B4 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
* eisgekiihltes Methanol (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
* 0,1 molares Natriumhydroxid (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
* Szintillations-Losung Rotiszint® eco plus (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland)
* Trichloressigsdure (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

Kultur- und Versuchsmedien wie in Abschnitt 2.1 beziehungsweise 2.3 beschrieben.

Eine weitere Moglichkeit, die Proliferationszunahme der Zellreihen unter LPS-
Inkubation nachzuweisen, ist die Messung des radioaktiven Zerfalls nach dem Einbau
von *H-Thymidin in die DNA.

Fiir diesen Versuchsaufbau mit der Zellreihe A549 wurden je Zeitwert 24 Wells einer
48-Well-Platte mit je 20000 Zellen in 500 pL Kulturmedium ausgesét. Nach 24 Stunden
der Inkubation bei 37 °C und 5% CO, erfolgte ein Mediumwechsel. Hierzu wurden die
Uberstinde abgesaugt und jedes Well wurde etwa mit 500 ul DPBS gespiilt. Nach
erneuter Absaugung wurden 500 pl eines Mediums ohne FCS zugegeben. Nach erneuter
Inkubation fiir 24 Stunden wurde ein Mediumwechsel zu dem 1% FCS-haltigen
Versuchsmedium durchgefiihrt. In diesem Versuchsmedium wurden die LPS-
Konzentrationen 0,1 pug/ml; 1 pg/ml und 10 pg/ml verdiinnt. Hiernach wurden je 6
Wells mit den verschiedenen LPS-Konzentrationen in je 500 pl Versuchsmedium
inkubiert. 6 Wells wurden als Kontrolle mit 500 pul Versuchsmedium ohne LPS gewihlt.
Wiihrend der Inkubationszeiten von 8 und 24 Stunden erfolgte die Beimischung von *H-
Thymidin jeweils 4 Stunden vor Ablauf der Inkubationszeit.

Darauthin wurden die Zellen zwei Mal mit 500 pl HBSS gewaschen, anschlielend mit
250 pl eisgekiihltem Methanol fixiert und mit 250 pl Trichloressigsdure ausgefillt.
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Abschliefend wurden die Proben in 0,1 molarem Natriumhydroxid lysiert, in 4 ml

Szintillations-Ldsung gegeben und mit dem beta-Zahler gemessen.
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2.7  Zellzahlmessung unter pharmakologischer Inhibition von COX-

Isoformen und COX-Metaboliten

Benotigte Materialien, Substanzen und Gerite:

* 24-Well-Platten Cellstar (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland)

* Antagonisten: Indomethacin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
NS-398 (Calbiochem Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
AH-6809 (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, USA)

* CasyR Modell TT 150 pum Kapillardurchmesser (Innovatis AG, Reutlingen,

Deutschland)

* DPBS (PAN BioTech GmbH, Aidenbach, Deutschland)

» LPS Escherichia coli 0111:B4 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

* Stopp-Solution (80% DPBS +20% FCS)

Kultur- und Versuchsmedien wie in Abschnitt 2.1 beziehungsweise 2.3 beschrieben.

Um einen besseren Einblick in die Stoffwechselwege der Proliferationszunahme bei
Inkubation mit LPS bei den verwendeten Zellreihen (A549, H1299 und H226) zu
bekommen, wurde ein dhnlicher Versuchsaufbau durchgefiihrt, wie in Abschnitt 2.3
beschrieben, jedoch mit zusétzlicher Inkubation mit verschiedenen Antagonisten und
Inhibitoren. Ausgesit wurden je 15000 Zellen/500 pl Kulturmedium auf eine sterile 24-
Well-Platte. Fiir jeden Antagonisten und die Kontrollwerte ohne Antagonisten wurde
jeweils eine neue Platte verwendet. Die Inkubationszeiten im Kulturmedium sowie die
Zugabe von LPS entsprechen den Angaben in Abschnitt 2.3, bei H226 wurden nur die
LPS-Konzentrationen 0,1 pg/ml und 1 pg/ml LPS verwendet, da nur unter diesen
Bedingungen zuvor eine Proliferationszunahme gemessen werden konnte.

Im néchsten Schritt wurde jede Platte mit einem der Antagonisten/Inhibitoren oder mit
dem Versuchsmedium ohne LPS inkubiert. Somit wurde jedem der acht (bzw. sechs bei
H226) Wells, die auf jeder Platte Zellen enthielten, 55 pl Versuchsmedium ohne LPS
(fiir die Kontrollplatte) oder 55 pl Versuchsmedium, in dem der jeweilige Antagonist
oder Inhibitor verdiinnt war, zugegeben. Welche Konzentration der Antagonisten und
Inhibitoren bei den entsprechenden Zellreihen vorlag und welche Aufgabe diese

iibernehmen, zeigt Tabelle 5.
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Antagonist/ Selektivitit A549 - Cin H1299-Cin | H226-Cin
Inhibitor M pM pM
unselektiver
Indomethacin 10 10 25
COX-Inhibitor
selektiver
NS-398 10 10 25
COX-2-Inhibitor
EP-Antagonist
AH-6809 10 10 10
(EP1-EP3)

Tabelle 5: Endkonzentrationen (C) der COX-Inhibitoren im Well und des EP-
Antagonisten und deren Selektivitiit

Nach einer weiteren Inkubationsphase von 24 Stunden wurden die Platten mit dem
CasyR Modell TT gemessen. Die Vorbereitung und Durchfiihrung der Messung wurde
bereits unter Abschnitt 2.3 beschrieben. Auch bei diesem Versuchsaufbau wurde eine
Referenz, bestehend aus vier Wells mit 15000 Zellen/500 pl Kulturmedium, ausgesit
und am Tag der Inkubation mit LPS und den Antagonisten gemessen. Diese Referenz

wurde allen Messwerten abgezogen.
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2.8 Prostaglandin E, und Thromboxan A, Bestimmung mittels ELISA

Bendtigte Materialien, Substanzen und Gerite:
* 24-Well-Platten Cellstar (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland)
* Arachidonsdure (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
* DPBS (PAN BioTech GmbH, Aidenbach, Deutschland)
* LPS Escherichia coli 0111:B4 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
* Prostaglandin E, EIA Kit - Monoclonal (Cayman Chemical Company, Ann Arbor,
USA)
* Medium fiir die Inkubation mit Arachidonséure ohne FCS fiir A549 und H226
- 98% DMEM-F12 (Gibco life technologies, Darmstadt, Deutschland)
— 1% Glutamin 200 mM (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
— 1% Penicillin/Streptomycin: 10000 U/ml Penicillin, 10 mg/ml Streptomycin
(PAN BioTech GmbH, Aidenbach, Deutschland)
* Medium fiir die Inkubation mit Arachidonséure ohne FCS fiir H1299
— 1% Penicillin/Streptomycin: 10000 U/ml Penicillin, 10 mg/ml Streptomycin
(PAN BioTech GmbH, Aidenbach, Deutschland)
- 99% RPMI 1640 (PAN BioTech GmbH, Aidenbach, Deutschland)
* Reader ELx808 Absorbance Microplate Reader (BioTek, Bad Friedrichshall)
* Reagiergefdl 1,5 ml (Sarstedt Aktiengesellschaft & Co., Niimbrecht, Deutschland)
+ Riittler IKA VeBrax-VXR (Janke und Kunkel, Staufenberg i.Br., Deutschland)
* Thromboxane B, EIA Kit (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, USA)
* Zentrifuge Mikro 22R (Hettich, Tuttlingen, Deutschland)

Kultur- und Versuchsmedien wie in Abschnitt 2.1 beziehungsweise 2.3 beschrieben.

Der Versuchsaufbau fiir die Bestimmung von Thromboxan A, sowie Prostaglandin E,
beinhaltete eine Zellaussaat von je 50000 Zellen/500 pl Kulturmedium der Zellreihe
A549 in 8 Wells einer sterilen 24-Well-Platte. Nach einer Inkubationsphase von 24
Stunden wurde ein Mediumwechsel zu einem 1 % FCS-haltigen Versuchsmedium
durchgefiihrt. Hierzu wurde jedes Well abgesaugt, mit etwa 500 ul DPBS gewaschen
und dies erneut abgesaugt. Im Vorfeld wurde LPS im Versuchsmedium verdiinnt, sodass
die Konzentrationen 1 pg/ml und 10 pg/ml LPS vorlagen. Eingesetzt wurden diese

Konzentrationen wie in Tabelle 6 dargestellt.
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ohne LPS ohne LPS 1 pg/ml LPS | 10 pg/ml LPS

ohne AA mit AA mit AA mit AA
ohne LPS ohne LPS 1 pg/ml LPS | 10 pg/ml LPS
ohne LPS mit AA mit AA mit AA

Tabelle 6: Plattenaufteilung fiir die Gewinnung der Zelliiberstinde zur
Quantifizierung von Thromboxan A, und Prostaglandin E,

Jedes Kdstchen entspricht einem Well.

Nach einer Inkubationszeit von 12 Stunden mit den jeweiligen LPS-Konzentrationen
und 1%igem FCS Medium wurden ein Mediumwechsel und die Zugabe von
Arachidonsiure (AA) durchgefiihrt. Hierzu wurden die Uberstinde abgesaugt, jedes
Well zwei Mal mit DPBS gewaschen und im Anschluss mit 500 pl Medium ohne FCS
befiillt. In einige Wells (Tabelle 6) wurden 55 pl der verdiinnten AA hinzugegeben,
sodass die Endkonzentration im Well 2,5 uM AA betrugen. In die Wells ohne AA
wurden 55 pl des Mediums ohne FCS zugegeben. Es erfolgte erneut eine Inkubation fiir
12 Stunden bei 37 °C und 5% CO, im Inkubator.

Darauthin wurden 500 pl jedes Wells in ein 1,5 ml Reagiergefal (Cup) gegeben und bei
14000xg zentrifugiert, um eine Kontamination des ELISA mit Zellbestandteilen zu
verhindern. Von jedem Cup wurden 120 ul Uberstand in drei Cups pipettiert und bei
-20°C bis zur ELISA-Messung eingefroren.

Der eigentlich aktive Metabolit im humanen Thromboxan-Stoffwechsel ist Thromboxan
A, (TxA,), dies wird allerdings schon nach einigen Sekunden zum inaktiven und {iber
lingere Zeit nachweisbaren TxB, umgebaut”’, welches im ELISA quantifiziert wird und
dessen Konzentration direkt proportional zum TxA, ist. Zur ELISA-Messung wurden
die entsprechenden Proben aufgetaut und mit Hilfe des Riittlers durchmischt. Die
Prinzipien des TxB, und des PGE, ELISA sind identisch. An die polyklonalen anti-
Maus IgG, welche am Boden aller Wells fixiert sind, bindet der spezifische Antikdrper
fiir TxB, oder PGE,. TxB, oder PGE, bindet an den jeweiligen Antikorper. An die freien
Bindungsstellen bindet zusammen mit dem spezifischen Antikdrper der Tracer

(Acetylcholinesterasen gekoppelt mit TxB, oder PGE,).
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Nachdem der Blank, die totale Aktivitit, die nicht-spezifische Bindung, die maximale
Bindung, die Standards (alle Standards verdiinnt in DMEM-F12-Medium ohne FCS)
und die Proben in die jeweiligen Wells pipettiert wurden und der Tracer und die
Antikorper zugegeben wurden, kam es zu einer Inkubationszeit von 18 Stunden. Nach
dieser Inkubation des PGE, ELISA bei 4 °C und des TxB, ELISA bei Raumtemperatur
wurde nach 5-maligem Waschen mit dem entsprechenden Waschpuffer Ellman’s
Reagent, welches das Substrat fiir die Acetylcholinesterase enthilt, zugegeben. Das
gelbe Produkt dieser enzymatischen Reaktion wurde nach etwa 60 Minuten bei 412 nm
im Reader gemessen. Die Intensitéit der Farbe ist proportional zur Bindung des Tracers

und umgekehrt proportional zur Bindung von freiem TxB, bzw. PGE,.
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2.9 Messung der Prostaglandinrezeptor-Expressionsprofile mittels RT-

PCR

Benotigte Materialien, Substanzen und Gerite:

+ 6-Well-Platten Cellstar (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland)

* DPBS (PAN BioTech GmbH, Aidenbach, Deutschland)

* ImProm-II"™ Reverse Transcription System (Promega GmbH, Mannheim,
Deutschland)

* LPS Escherichia coli 0111:B4 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

* Lysispuffer Trizol Reagent (ambion life technologies, Darmstadt, Deutschland)

* Mx3000P Real-Time PCR System (Stratagene, La Jolla, USA)

* Platinum SYBRGreen qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen life technologies,
Darmstadt, Deutschland)

* Reagiergefdl 1,5 ml (Sarstedt Aktiengesellschaft & Co., Niimbrecht, Deutschland)

Kultur- und Versuchsmedien wie in Abschnitt 2.1 beziehungsweise 2.3 beschrieben.

Um die Rezeptorexpression der Prostaglandinrezeptoren in den verwendeten Zelllinien
zu charakterisieren und den Einfluss von LPS auf die Prostaglandinrezeptor-Expression
darzustellen, wurden Versuche mit Hilfe der Real Time Polymerase-Kettenreaktion (RT-
PCR) durchgefiihrt.

Fiir diesen Versuchsaufbau wurden je 150000 Zellen/1,5 ml Kulturmedium in 6-Well-
Platten ausgesdt. Es wurden fiir jeden Messzeitpunkt zwei 6-Well-Platten bendtigt,
wovon alle Wells mit der Zelllosung befiillt wurden. Nach einer Inkubationszeit von 24
Stunden bei den Zellrethen A549 und H1299 und 72 Stunden fiir die Zellreihe H226
erfolgte ein Mediumwechsel. Nach Absaugen des Uberstandes, dem Spiilen mit 1 ml
DPBS pro Well und dem erneuten Absaugen wurden die Wells mit Versuchsmedium
und der entsprechenden LPS-Konzentration erneut inkubiert. Es wurden alle LPS-
Konzentrationen (0,1 pg/ml; 1 pg/ml und 10 pg/ml) vor dem Mediumwechsel im
Versuchsmedium verdiinnt. Nach 12 bzw. 24 Stunden wurden die Uberstinde abgesaugt
und pro Well 200 ul des Lysispuffers Trizol zugegeben. Dieser Arbeitsschritt erfolgte
unter einem Abzug in einem RNA-Labor. Der Inhalt jedes Wells wurde mit Hilfe eines
Scrapers in ein 1,5 ml Reagiergefdl gefiillt. Alle Proben wurden bei -80°C bis zur
Durchfiihrung der PCR aufbewahrt.
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Die Arbeitsschritte der RT-PCR wurde von der Arbeitsgruppe Savai durchgefiihrt und in
einigen Veroffentlichungen beschrieben, an denen die Arbeitsgruppe Savai beteiligt war
und sind an dieser Stelle nicht detailliert dargestellt.*”*

Als Referenzgen wurde das Enzym Porphobilinogen Deaminase (PDGD) verwendet,
diese und alle weiteren Primer sind in Tabelle 7 dargestellt. Zur Interpretation der
gemessenen Verdnderungen der mRNA wurde die komparative AACt-Methode
angewendet. Der Ct-Wert ist die Anzahl der Zyklen, die notwendig ist, damit sich das
gemessene Gen gerade noch vom Hintergrundsignal unterscheidet (treshold cycle). ACt

berechnet sich anhand der Formel (Ct-Referenzgen - Ct-Zielgen) aus der selben DNA-

Probe.’¥

Primer-Name | Linge [bp] Sequenzen

forward 5> CTTGTCGGGTATCATGGTGGT 3’

EPl 151 reverse 5’ AAGGGTCCAGGATCTGGTT 3’
forward 5° CCTCATTCTCCTGGCTATCA 3’

kP2 157 reverse 5’ TCTCAGAACAGGAGGCCTAA 3’

EP3 169 forward 5> GAGACGGCCATTCAGCTTAT 3’
reverse 5> CCAGGCGAACAGCTATTAAG 3’
forward 5> TCTTACTCATTGCCACCTCC 3’

Ep4 160 reverse 5’ TCTAGGATGGGGTTCACAGA 3’
forward 5> CAGGAGTCAGACTGTAGGACGAC 3’

PBGD 213 reverse 5’ ACTCTCATCTTTGGGCTGTTTTC 3’

Tabelle 7: Verwendete Oligonukleotidprimer zur Durchfiihrung der RT-PCR

Abgebildet sind alle Primer fiir die Prostaglandinrezeptoren (EPI-EP4) sowie der
Primer des Referenzgens Porphobilinogen Deaminase (PBGD).
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2.10 VEGF Bestimmung mittels ELISA

Bendtigte Materialien, Substanzen und Gerite:
* 24-Well-Platten Cellstar (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland)
* 96-Well-Platten Cellstar (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland)
* DPBS (PAN BioTech GmbH, Aidenbach, Deutschland)
* Human VEGF Duo Set (R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt,
Deutschland)
— Capture Antikorper
— Detection Antikorper
— Standards
— Streptavidin-HRP
* LPS Escherichia coli 0111:B4 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
* Reader ELx808 Absorbance Microplate Reader (BioTek, Bad Friedrichshall,
Deutschland)
» Reagent Diluent Concentrate (R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt,
Deutschland)
* Reagiergefdl} 1,5 ml (Sarstedt Aktiengesellschaft & Co., Niimbrecht, Deutschland)
+ Riittler IKA VeBrax-VXR (Janke und Kunkel, Staufenberg 1.Br., Deutschland)
* 1 molare Schwefelsdure (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
* TMB Substrate Reagent Set (BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland)
* Tween 20 (Invitrogen life technologies, Darmstadt, Deutschland)
* Zentrifuge Mikro 22R (Hettich, Tuttlingen, Deutschland)

Kultur- und Versuchsmedien wie in Abschnitt 2.1 beziehungsweise 2.3 beschrieben.

Die Funktionsweise dieses ELISA ist dhnlich der fiir PGE, und TxB,, wie in Abschnitt
2.8 bereits kurz beschrieben. Fiir diese Versuche wurden von jeder Zellreihe (A549,
H1299, H226) jeweils 50000 Zellen/500 pl Kulturmedium in eine 24-Well-Platte
ausgesdt. Bei den Zellreithen A549 und H1299 wurde nach 24 Stunden Inkubation bei
37°C und 5% CO, ein Wechsel des Mediums zum Versuchsmedium ohne LPS und 10
pg/ml LPS durchgefiihrt. Bei der Zellreihe H226 erfolgte dieser Wechsel zum
Versuchsmedium, hier ohne LPS und mit 1 pg/ml LPS, nach 72 Stunden. Weiterhin

wurden allen Zellreihen, wie aus Tabelle 8 ersichtlich, 55 pl Versuchsmedium oder
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55 pul EP-Antagonist (Endkonzentration im Well 10 uM) zugegeben. Es wurden pro

Ansatz Doppelwerte bestimmt.

mit LPS ohne LPS mit LPS

Kontrolle
ohne EP-A mit EP-A mit EP-A
mit LPS ohne LPS mit LPS

Kontrolle

ohne EP-A mit EP-A mit EP-A

Tabelle 8: Plattenaufteilung fiir VEGF ELISA

Jedes Kdstchen entspricht einem Well.

Fiir A549 und HI1299 wurden jeweils 10 ug/ml LPS und fiir H226 1 ug/ml LPS
verwendet. Die Endkonzentration des Prostaglandinrezeptorantagonisten (EP-A) betrug
10 uM.

Nach einer weiteren Inkubation mit dem Versuchsmedium, LPS und dem EP-
Antagonisten wurden 500 pl Uberstand jedes Wells in ein 1,5 ml Reagiergefdl (Cup)
gegeben und bei 250xg fiir 5 Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wurden die
zentrifugierten Uberstinde zu je 120 ul in drei Cups aufgeteilt und bei -20°C bis zur
Durchfiihrung des ELISA eingefroren.

Fiir die Durchfiihrung des VEGF ELISA wurde am Tag vor der eigentlichen Messung
die 96-Well-Platte mit dem Capture Antikérper befiillt und {iiber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Am ndchsten Tag wurden alle Proben aufgetaut und mit
Hilfe des Riittlers durchmischt, es wurde der Wasch-Puffer aus DPBS und Tween
hergestellt, sowie Reagent Diluent und alle Standards entsprechend des verwendeten
Protokolls verdiinnt. Nachdem die Platte entleert und jedes Well dreimalig gewaschen
wurde, erfolgte ein Inkubation mit 300 pul Reagent Diluent fiir 1 Stunde.

Im Anschluss wurden, nach erneutem Waschen, die Standards und die Proben zu je
100 pl in die Wells gegeben und fiir zwei Stunden inkubiert. Nach erneutem Waschen
wurde fiir weitere zwei Stunden 100 pl des Detection Antikorpers in jedes Well
gegeben. Hierauf folgte jeweils nach einem Waschschritt eine 20-miniitige Inkubation
mit 100 pl Streptavidin-HRP und mit 100 pl der Substat-Losung. Abschlieend wurden
jedem Well 50 ul 1 molare Schwefelsdure zugegeben und die Platte wurde im ELISA

Microplate Reader bei 450 nm und 630 nm gemessen und ausgewertet.
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2.11 Statistische Auswertung

Alle erhobenen Daten sind angegeben als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes
(sem). Die Priifung auf statistische Signifikanz erfolgte bei allen Versuchsaufbauten
mittels Varianzanlayse (oneway-ANOVA) und darauf folgendem Tukey’s honestly

significant difference Test.
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3. Ergebnisse

3.1  Uberblick

Zu Beginn der Versuchsdurchfiihrungen im Rahmen dieser Arbeit wurden drei
verschiedene Lungenkarzinomzelllinien mit unterschiedlichen LPS-Konzentrationen
inkubiert, um die Wirkung von LPS auf das Proliferationsverhalten der Zellen zu
untersuchen.

Die Messung der Zellproliferation erfolgte mit vier unterschiedlichen Verfahren, welche
im Folgenden kurz beschrieben werden sollen. Am Anfang stand die quantitative
Zellzahlmessung mittels automatisierter Zellzéhlung (CasyR Modell TT), darauf folgte
die Messung der mitochondrialen Stoffwechselaktivitdit durch den MTS-Assay.
SchlieBlich wurde die Proliferationszunahme auf DNA-Ebene mittels des Einbaus des
Pyrimidinanalogs BrdU sowie der markierten Base *H-Thymidin quantifiziert.

Um den Stoffwechselweg dieser LPS-abhingigen Proliferationszunahme genauer zu
beleuchten, wurde nach Bewertung der bis zu diesem Zeitpunkt durchgefiihrten
Versuche und erhobenen Daten die quantitative Zellzahlmessung als das geeignetste
Verfahren erachtet, um weitere Versuche durchzufiihren.

Fiir die pharmakologischen Inhibitionsversuche kamen jeweils die Bedingungen zum
Einsatz unter denen LPS zuvor den grofften sichtbaren Effekt hatte (24 Stunden
Messzeitpunkt; LPS-Konzentrationen 1 pg/ml, bzw. 10 pg/ml je nach Zelllinie). Durch
Zugabe verschiedener Enzyminhibitoren und Rezeptorantagonisten sollten zunéchst der
COX-Stoffwechselweg unselektiv (Pan-COX-Inhibitor) und selektiv (COX-2-Inhibitor)
gehemmt werden. Darauf wurden die Stoffwechselprodukte Thromboxan B, und
Prostaglandin E, quantifiziert, um zu untersuchen, ob diese Produkte nach LPS-
Stimulation von der Tumorzelle sezerniert werden. Da lediglich PGE, in messbaren
Mengen sezerniert wurde, fokussierten wir uns im Folgenden auf diesen Mediator und
die Rolle der EP-Rezeptoren bei der LPS-induzierten Tumorzellproliferation. Um
zundchst zu charakterisieren, ob EP-Rezeptoren {iiberhaupt auf den verwendeten
Tumorzelllinien exprimiert werden und moglicherweise sogar durch Endotoxin eine
Hochregulation erfahren, wurden daraufthin mittels RT-PCR Expressionsprofile dieser
Rezeptoren unter LPS-Inkubation gemessen. Hierbei zeigte sich, dass alle EP-
Rezeptoren an allen drei Zelllinien exprimiert waren. Unter Endotoxin-Stimulation

erfolgte eine leichte Hochregulation der EP1-EP3 an den Adenokarzinomzelllinien.
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Darauthin wurde ein breiter EP-Antagonist mit Spezifitit fiir EP1, EP2 und EP3
eingesetzt, um die Rolle der EP-Rezeptoren in der LPS-vermittelten NSCLC-
Zellproliferation zu definieren.

Abschliessend wurde untersucht, ob die LPS-Stimulation auch zu einer Synthese des
pro-angiogenen Faktors VEGF fiihrt und ob die Aktivierung von EP-Rezeptoren hierbei

eine Rolle spielt.
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3.2  Untersuchungen zum Effekt von LPS auf die Proliferation von

NSCLC-Zelllinien anhand der Zellzahlmessung

Zu Beginn der Untersuchungen wurde jede Zellreihe mit drei verschiedenen
Konzentrationen LPS (0,1 pg/ml; 1 pg/ml; 10 pg/ml) stimuliert, die Proliferation wurde
je nach Versuchsaufbau und Testverfahren zu unterschiedlichen Zeitpunkten gemessen.
Mithilfe der Zellzahlmessung im Messgerdt CasyR Modell TT wurde nach 24, 48 und
72 Stunden die zelluldre Proliferation gemessen. Um interindividuelle Schwankungen
zwischen den Versuchen auszugleichen, wurde jeweils die gemessene Zellzahl in
unstimulierten Zellen als Kontrolle definiert, und die in LPS stimulierten Zellen
gemessene Zellzahl prozentual zu dieser Kontrolle ausgedriickt, wobei die Kontrolle als
100 Prozent definiert wurde. Alle drei Zellreihen zeigten eine Proliferationszunahme
unter Zugabe von LPS. Jedoch wiesen die verschiedenen Zelllinien Unterschiede
hinsichtlich der Dosisabhédngigkeit des Effektes von LPS auf.

In der Adenokarzinomzellreihe A549 zeigte sich bereits 24 Stunden nach Stimulation
mit 10 pg/ml LPS die maximale Proliferationszunahme. In der unstimulierten Kontrolle
waren 34526 + 1973 Zellen vorhanden, dieser Wert wurde als 100 % definiert. Nach
Stimulation mit 10 pg/ml LPS konnte eine Zellzahlzunahme auf 128,8 % verzeichnet
werden. Die Messungen nach 24 und 72 Stunden nach Stimulation mit 10 pg/ml LPS
zeigten ebenfalls eine signifikante Proliferationszunahme auf &hnlich hohem Niveau
(Abbildung 5a). Der Effekt von LPS war dosisabhingig. Zwar war auch nach
Stimulation mit niedrigeren Konzentrationen von LPS (0,1 pg/ml und 1 pg/ml) eine
Zunahme der Proliferation zu verzeichnen, die aber im Vergleich zu den Effekten von
10 pg/ml LPS weniger stark ausgeprigt war und sich bei einer Inkubationszeit von 24
Stunden noch nicht signifikant von der Kontrolle unterschied. Nach 48 und auch nach
72 Stunden konnte durch Stimulation mit 1 pg/ml LPS eine signifikante Zunahme der
Proliferation gezeigt werden, wéhrend 0,1 pg/ml LPS diesbeziiglich keinen
signifikanten Effekt hatten (Abbildung 5a).

Die LPS-induzierte Proliferationszunahme der NSCLC-Adenokarzinomelllinie H1299
wies einen dhnlichen zeitlichen Verlauf auf, welcher jedoch unter 10 pg/ml LPS etwas
stairker ausgeprdgt war. In der unstimulierten Kontrolle waren nach 24-stiindiger
Inkubation 12345 Zellen + 1281 vorhanden. Dieser Wert wurde als 100 % definiert. Die
Zellzahl stieg in dieser Zeitperiode nach Inkubation mit 10 pg/ml LPS auf 150,4 % der
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Kontrolle. Wiahrend die LPS-induzierte Proliferationssteigerung nach 48 Stunden
nahezu identisch war, lieB sich nach 72 Stunden ein weiterer Proliferationsanstieg auf
160,3 % im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle zu diesem Zeitpunkt verzeichnen
(Abbildung 5b). Wurde LPS in niedrigeren Konzentrationen (0,1 pg/ml und 1 pg/ml)
eingesetzt, lieB sich ebenfalls eine Zunahme der zelluldren Proliferation verzeichnen,
die nach 24 Stunden am stirksten ausgeprigt war. Ein statistisch signifikanter
Unterschied zur unstimulierten Kontrolle lie sich jedoch bei diesen LPS-
Konzentrationen nicht nachweisen (Abbildung 5b).

Die Plattenepithelkarzinomzelllinie H226 verhielt sich unter Stimulation mit LPS
anders als die vorher beschriebenen Zellreihen. Die hochste Proliferationszunahme
wurde bereits bei 1 pg/ml LPS erreicht, hohere Konzentrationen von LPS konnten
diesen Effekt nicht hervorrufen. Die 24 Stunden-Messwerte =zeigten flr die
unstimulierten Kontrollen 35433 Zellen + 2393 (100%). Nach Stimulation mit 1 pg/ml
LPS konnte eine Steigerung der Proliferation auf 133,4% verzeichnet werden
(Abbildung 5c). Die Inkubation mit der niedrigeren LPS-Konzentration (0,1 pg/ml)
fiihrte nach 24 Stunden zu einer etwas geringer ausgepragteren Proliferationszunahme
gegeniiber der Kontrolle, wahrend die Stimulation mit 10 pg/ml LPS die Proliferation
an dieser Zelllinie nicht steigern konnte. Wurde die Inkubation mit LPS iiber 48 bzw. 72
Stunden fortgefiihrt, lag die Zellzahl der LPS-stimulierten Proben tendenziell etwa bei
110 % - 120 % der unstimulierten Kontrolle (Abbildung 5c).
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Abbildung 5: Messung der Proliferationszunahme unter Stimulation mit LPS
durch automatisierte Zellzihlung

Die Zellen wurde mit verschiedenen Konzentrationen von LPS inkubiert und die
Zellzahl durch automatisierte Zellzdhlung im Casy Cell Counter quantifiziert. Die
Zellzahl ist als Prozentwert bezogen auf die unstimulierte Kontrolle abgebildet.
Messwerte, welche mit * gekennzeichnet sind, unterscheiden sich signifikant von der

Jjeweiligen Kontrolle (*=p<0,05). Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von mindestens
vier unabhdngigen Experimenten.
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3.3  Untersuchungen zum Effekt von LPS auf die Zellproliferation mittels

Quantifizierung der Stoffwechselaktivitit (MTS-Assay)

Stoffwechselaktive Zellen konnen durch den MTS-Assay dargestellt werden. Diese
metabolisieren das gelbe Substrat MTS zu lilafarbenem Formazan, welches im ELISA
anhand der Messung des Farbumschlags quantifiziert werden kann. Fiir die
Quantifizierung der Proliferation in diesem Assay wurden frithe Messzeitpunkte bei 8
und 24 Stunden gewdhlt, da es sehr wichtig war, zellteilungsaktive Phasen und somit
Proliferationszunahmen durch Zugabe der MTS-Substanz darzustellen.

Bei allen drei Zelllinien konnte eine frithe Proliferationszunahme bereits bei 8 Stunden
nachgewiesen werden (Abbildung 6). Bei AS549 und HI299 stieg die
Proliferationszunahme bei 10 pg/ml LPS mit signifikantem Unterschied zur
unstimulierten Kontrolle (100 %) auf 129,6 % bzw. 132 % an (Abbildung 6a, b). Bei den
Plattenepithelkarzinomzellen H226 konnte erneut die maximale Proliferation durch
Stimulation mit 1 pg/ml LPS erzielt werden. Die Proliferation stieg zwar im Vergleich
zu den Adenokarzinomzelllinien in etwas geringerem Ausmal} auf 110,2 % der
unstimulierten Kontrolle an; dieser Anstieg unterschied sich dennoch signifikant von
der unstimulierten Kontrolle. Die Zellreihe A549 zeigte auch nach 24-stiindiger
Inkubation eine dosisabhidngige Steigerung der Proliferation unter Stimulation mit
Endotoxin. Fiir die Zellreithen H1299 und auch H226 konnte zu diesem Messzeitpunkt

keine Proliferationszunahme mehr verzeichnet werden.
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Abbildung 6: Messung der Proliferationszunahme unter Stimulation mit LPS
mittels MTS-Assay

Die Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen von LPS iiber die angegebenen
Zeitperioden inkubiert. 2,5 Stunden vor Ende der Inkubationszeit wurde das Substrat
MTS zupipettiert und der Farbumschlag im ELISA-Reader bei 490 nm quantifiziert.
Angegeben ist die prozentuale Anderung der Proliferation bezogen auf die jeweilige
Kontrolle nach Abzug des Blanks. Messwerte, welche mit * gekennzeichnet sind,
unterscheiden sich signifikant von der Kontrolle (*=p<0,05). Dargestellt sind
Mittelwerte = SEM aus mindest vier unabhdngigen Experimenten.
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3.4 Untersuchungen zum Effekt von LPS auf die Proliferation von
NSCLC-Zelllinien auf Ebene des Baseneinbaus in die DNA
(BrdU ELISA und *H-Thymidin-Assay)

Abschliessend wurde versucht, die zuvor gemachten Beobachtungen einer zeit- und
dosisabhingigen Proliferationssteigerung auch auf DNA-Ebene darzustellen. Hierfiir
kamen der BrdU Zellproliferations ELISA und der *H-Thymidin-Assay exemplarisch an
der Zelllinie A549 zur Anwendung. Beide Substanzen sollen anstelle der DNA-Base
Thymidin eingebaut werden und konnen {iiber verschiedene Messmethoden einen
Riickschluss auf die Zellzahl geben. Obwohl beide Verfahren auf molekularer Ebene ein
dhnliches Nachweisprinzip verfolgen, einerseits durch Einbau von 5-Brom-2'-
Deoxyuridin (BrdU), einem Pyrimidinanalogon, und andererseits durch den Einbau von
*H-Thymidin, um die Neusynthese von DNA nachzuweisen, zeigten sich
Abhidngigkeiten der LPS-Konzentrationen zur Zellzahlzunahme, die sich zeitlich
unterschieden.

Wéhrend im 8 Stunden-Messwert des BrdU ELISA sich noch keine
Proliferationszunahme unter LPS-Stimulation zeigt, l4sst sich ein signifikanter Anstieg
des Uridineinbau fiir den 24 Stunden-Messwert bei 10 pg/ml LPS auf 111,5% zeigen
(Abbildung 7). Ein anderer Verlauf wurde fiir A549 mithilfe des Thymidin-Assays
ermittelt. Hier konnte bereits beim 8 Stunden-Messwert ein signifikanter Unterschied
zur Kontrolle gezeigt werden, die Kernzerfille/Minute stiegen hier auf 123 % bei 10 pg/
ml LPS an. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden konnte keine

Proliferationszunahme mit dieser Methode nachgewiesen werden (Abbildung 8).
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Abbildung 7: Messung der Proliferationszunahme fiir die Zelllinie A549 unter
Stimulation mit LPS mittels BrdU ELISA

Die Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen von LPS in Anwesenheit des
Substrates  BrdU  iiber  die  angegbenen  Zeitperioden  inkubiert.  Die
Proliferationszunahme wurde mittels ELISA gemessen und wurde prozentual in Bezug
auf die jeweilige Kontrolle ohne LPS berechnet. Messwerte, welche mit *
gekennzeichnet sind, unterscheiden sich signifikant von der jeweiligen Kontrolle
(*=p<0,05). Dargestellt sind Mittelwerte = SEM aus mindestens vier unabhdngigen
Experimenten.
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Abbildung 8: Messung der Proliferationszunahme fiir die Zelllinie A549 unter
Stimulation mit LPS mittels *"H-Thymidin-Assay

Die Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen von LPS iiber die angegebenen
Zeitperioden inkubiert. Vier Stunden vor Ablauf der Inkubationszeit wurde *H-Thymidin
zugegeben und der Einbau nach Ablauf der Inkubationszeit im beta-Counter bestimmt.
Dargestellt sind die gemessenen Kernzerfdlle in einer Minute, die prozentual in Bezug
auf die jeweilige Kontrolle ausgedriickt sind. Messwerte, welche mit * gekennzeichnet
sind, unterscheiden sich signifikant von der jeweiligen Kontrolle (*=p<0,05).
Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM von mindest vier unabhdngigen Versuchen..
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3.5 Effekt von Inhibitoren des COX-Stoffwechsels auf die LPS-induzierte

Zellproliferation

In den zuvor durchgefiihrten Experimenten wurde die Zellproliferation mit vier
verschiedenen Methoden erfasst. Da die automatisierte Zellzdhlung als einzige Methode
einen direkten Nachweis der Zellproliferation darstellt und zudem die Ergebnisse dieser
Messmethode der geringsten Schwankungsbreite unterlagen, wurden diese Methode fiir
alle weiteren Versuche zum Nachweis der Zellproliferation herangezogen.

Da der Cyclooxygenase eine entscheidende Rolle in der Pathogenese des NSCLC
zukommt, und unsere Voruntersuchungen zumindest fiir die Zelllinie A549 eine Rolle
der COX bei der LPS-induzierten Zellproliferation in den Lungenkarzinomzellen
nahelegten, sollte die Rolle der COX-2 in der LPS-induzierten Zellproliferation an allen
drei Zellinien iiberpriift werden.” Als Enzyminhibitoren kamen der unselektive COX-
Inhibitor Indomethacin sowie der selektive COX-2-Inhibitor NS-398 zum Einsatz.

In Vorversuchen wurden fir diese Inhibitoren Konzentrationen ermittelt, die den
Leerwert, also die basale Proliferation der Zellen in Abwesenheit von LPS, nicht
beeinflussen, jedoch in der Literatur als inhibitorische Konzentration beschrieben sind
(10 pM Indomethacin bzw. NS-398 in A549 und H1299 Zellen, sowie 25 uM
Indomethacin und NS-398 in H226 Zellen”"***). Fiir alle verwendeten Zelllinien
erfolgte eine 24-stiindige Inkubation mit LPS. Es wurde jeweils die LPS-Konzentration
eingesetzt, die in den Zeit-Dosisreihen (Abschnitt 3.2) die maximale
Proliferationssteigerung hervorrief (10 pg/ml LPS bei den Zelllinien A549 und H1299
und 1 pg/ml LPS bei der Zelllinie H226).

In A549-Zellen betrug die durch LPS hervorgerufene Proliferationssteigerung hier
137% bezogen auf die Kontrolle ohne LPS (100%). Diese Proliferationssteigerung
konnte sowohl durch Indomethacin als auch durch den selektiven COX-2 Inhibitor
NS-398 auf Kontrollniveau gehemmt werden, ohne dass diese Pharmaka die basale
Proliferation beeinflussten (Abbildung 9a). Dieser Effekt des unselektiven COX- und
selektiven COX-2-Inhibitors auf die LPS-induzierte Proliferationssteigerung liel} sich
sowohl an H1299- als auch an H226-Zellen reproduzieren (Abbildung 9b, c).
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Abbildung 9: Effekt von Cyclooxygenase-Inhibitoren auf die LPS-induzierte
Proliferationssteigerung

Die Zellen wurden mit 10 ug/ml LPS (H226 mit 1 ug/ml LPS) oder Mediumkontrolle
(Kontrolle) in Ab- oder Anwesenheit von Indomethacin (Indo, 10 uM bzw. 25 uM an
H226) bzw. NS-398 (10 uM bzw 25uM an H226) fiir 24 Stunden inkubiert. Die Zellzahl
wurde mittels automatisierter Zellzdhlung im Casy Cell Counter quantitativ gemessen
und ist als Prozentwert gegeniiber der Mediumkontrolle angegeben. Messwerte, welche
mit * gekennzeichnet sind, unterscheiden sich signifikant von der Kontrolle (*=p<0,05).
Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM aus mindest fiinf unabhdngigen Versuchen.
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3.6 Effekt von LPS auf die Freisetzung von Prostaglandin E, und

Thromboxan A,

Da gezeigt werden konnte, dass COX-Produkte eine zentrale Rolle bei der LPS-
induzierten Zellproliferation spielen, sollte nun iiberpriift werden, ob auch eine
Freisetzung der Metaboliten PGE, und TxA, in die Zelliiberstinde LPS-stimulierter
NSCLC-Zelllinien zu verzeichnen war. Hierfiir wurden die Zellen in Gegenwart des
COX-Substrates Arachidonsédure (2,5 uM) in An- oder Abwesenheit unterschiedlicher
Konzentrationen von LPS stimuliert und die PGE,-Sekretion mittels ELISA
quantifiziert, wobei die testspezifische Nachweisgrenze bei 15 pg/ml lag. Dies wurde
exemplarisch an AS549-Zellen durchgefiihrt. Es zeigte sich ein moderater,
dosisabhingiger Anstieg der PGE,-Sekretion nach 24-stiindiger Inkubation mit LPS.

(Abbildung 10). Ein Anstieg von Thromboxan A, konnte nicht verzeichnet werden.
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Abbildung 10: Prostaglandin E,-Freisetzung aus A549-Zellen

Die Zellen wurden in Gegenwart von 2,5uM Arachidonsdure iiber 24 Stunden mit den
angegebenen LPS-Konzentrationen oder Kontrollmedium (Kontrolle) stimuliert. Als
Referenzwert diente die basale Sekretion von PGE, aus unstimulierten Zellen in
Abwesenheit von Arachidonsdure. Dargestellt sind Mittelwerte = SEM  aus vier
unabhdngigen Versuchen.



Ergebnisse 57

3.7 Prostaglandinrezeptor-Expressionsprofile

Nachdem gezeigt werden konnte, dass PGE,, jedoch nicht TxA,, von den
Tumorzelllinien sezerniert wird, fokussierten wir uns weiter auf die Rolle von PGE, und
seinen Rezeptoren (EP) bei der LPS-induzierten Tumorzellproliferation. Es sollte
tiberpriift werden, welche EP-Subtypen in den verwendeten Zelllinien konstitutiv auf
mRNA-Ebene exprimiert werden. Zudem wurde untersucht, ob es unter Stimulation mit
Endotoxin mdglicherweise zu einer Regulation der EP-Expression auf mRNA-Ebene
kommt. Tabelle 9 zeigt die basale Expression der EP1-EP4 an den verschiedenen
Zelllinien. Prinzipiell sind alle Rezeptoren an allen Zelllinien exprimiert. Der AA CT-
Wert gibt an, inwieweit sich die LPS-stimulierten Proben von den unstimulierten
Kontrollen beziiglich der EP-Expression unterscheiden. Positive AACt Werte
(Berechnung: ACt-LPS - ACt-Kontrolle) entsprechen demnach einer Hochregulation
des mRNA-Signals fiir den entsprechenden Rezeptor. Die Rezeptoren EP1, EP2 und
EP3 werden an den Adenokarzinomzelllinien A549 und H1299 nach Stimulation mit
LPS leicht hochreguliert, der EP4 jeweils herunterreguliert. Fir die Zelllinie H226
findet sich eine Hochregulation lediglich bei dem EP1.
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a) A549

Prostaglandinrezeptor ACt- ACt-LPS | AACt (=ACt-LPS - | fold-change
Kontrolle| (10 pg/ml) | ACt-Kontrolle) (=244
EP1 -11,38 -10,56 0,82 1,77
EP2 -6,82 -5,94 0,88 1,84
EP3 -9,10 -8,78 0,32 1,25
EP4 -7,31 -8,02 -0,71 0,61
b) H1299
Prostaglandinrezeptor ACt- ACt-LPS | AACt (=ACt-LPS - | fold-change
Kontrolle| (10 pg/ml) | ACt-Kontrolle) (=224
EP1 -6,89 -6,19 0,70 1,62
EP2 -15,43 -14,31 1,12 2,17
EP3 -9,97 -9,51 0,46 1,38
EP4 -5,50 -5,93 -0,43 0,74
c) H226
Prostaglandinrezeptor ACt- ACt-LPS | AACt (=ACt-LPS - | fold-change
Kontrolle | (10 pg/ml) | ACt-Kontrolle) (=214
EP1 -11,46 -10,75 0,71 1,64
EP2 -9,01 -9,175 -0,08 0,95
EP3 -12,81 -13,83 -1,02 0,49
EP4 -9,70 -10,60 -0,90 0,54

Tabelle 9: Expressionsprofile der Prostaglandinrezeptor-mRNA

Dargestellt sind die Messwerte in ACt (ACt = Ct Referenzgen — Ct Zielgen), bei denen
sich das Fluoreszenzsignal gerade von dem Hintergrundsignal unterscheidet, sowie die
errechneten fold-change-Werte.
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3.8 Effekt des Prostaglandinrezeptor-Antagonisten AH-6809 auf die LPS-

indzierte Zellproliferation

Nachdem sich gezeigt hatte, dass der Cyclooxygenase-2 eine entscheidende Rolle bei
der LPS-vermittelten Zellproliferation der untersuchten Zellreihen zukommt, PGE, im
Gegensatz zu Thromboxan A, nach LPS-Stimulation sezerniert wird und zudem die EP-
Rezeptoren 1-3 nach Stimulation mit LPS auf mRNA-Ebene tendenziell eine
Hochregulation erfahren, wurde ein breiter EP-Antagonist eingesetzt, um die vermutete
Rolle von PGE,; bei der LPS-induzierten Tumorzellproliferation zu untermauern.

Zum FEinsatz kam der EP-Antagonist AH-6809, der mit etwa gleicher Affinitit eine
inhibitorische Wirkung auf EP1, EP2, und EP3 zeigt.” Wie in den mit COX-
Antagonisten durchgefiihrten Versuchen war unser Ziel, eine Konzentration des
Rezeptorantagonisten zu finden, die selbst keinen Einfluss auf die basale Proliferation
der Zellen, aber einen nachgewiesenen inhibitorischen Effekt auf die
Rezeptoraktivierung hat. AH-6809 zeigte in einer Konzentration von 10 uM keinerlei
Einfluss auf die basale Zellproliferation an allen drei Zelllinien (Abbildung 11). LPS
wurde in diesen Versuchen an den Adenokarzinomzelllinien A549 und H1299 in einer
Konzentration von 10 pg/ml, bei der Plattenepithelkarzinomlinie H226 mit 1 pg/ml
eingesetzt. Interessanterweise konnte in Gegenwart von 10 uM AH-6809 an allen drei
Zelllinien die LPS-induzierte Proliferationssteigerung eindrucksvoll auf Niveau der
unstimulierten Kontrolle gesenkt werden. So induzierte eine 24-stiindige Inkubation mit
LPS an AS549-Zellen eine Proliferationssteigerung auf 130,8 % gegeniiber der
unstimulierten Kontrolle, die durch AH-6809 auf 98,7 % reduziert wurde (Abbildung
11a). Auch an den Zelllinien H1299 und H226 war der stimulatorische Effekt von LPS
durch Antagonisierung der Prostaglandinrezeptoren aufgehoben, ohne dass der

Rezeptorantagonist die basale Proliferation der Zellen hemmte (Abbildung 11b, c).
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Abbildung 11: Hemmung der LPS-abhiangigen Proliferationszunahme durch den
Prostaglandinrezeptor-Antagonisten AH-6809

Die Zellen wurden mit 10 ug/ml LPS (H226 mit 1 ug/ml LPS) oder Kontrollmedium
(Kontrolle) in Ab- oder Anwesenheit des EP-Antagonisten AH-6809 iiber 24 Stunden
inkubiert. Die Zellzahl wurde mittels automatisierter Zellzdhlung ermittelt und ist
prozentual bezogen auf die unstimulierte Kontrolle dargestellt. Messwerte, welche mit *
gekennzeichnet sind, unterscheiden sich signifikant von der Kontrolle (*= p<0,05).
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von mindestens sechs unabhdngigen Experimenten.
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3.9 Inhibitorischer Effekt des EP-Antagonisten auf die LPS-mediierte
VEGF-Sekretion

Die Sekretion des pro-angiogenen Faktors VEGF spielt eine zentrale Rolle bei der
Tumorzellproliferation in vivo. Daher sollte abschliefend iiberpriift werden, ob LPS
neben seinen direkten pro-proliferativen Effekten auch die Freisetzung von VEGF in
den verwendeten Zelllinien induziert. Weiterhin sollte geklart werden, ob ein mdglicher
Effekt von LPS durch Zugabe des EP-Antagonisten AH-6809 beeinflusst werden kann.
Bei allen drei untersuchten Zelllinien konnte bereits in unstimulierten Zellen VEGF
quantifiziert werden, wobei die basalen VEGF-Spiegel bei A549-Zellen und H1299-
Zellen auf dhnlichem Niveau lagen (136 pg/ml in A549-Zellen bzw. 164 pg/ml in
H1299-Zellen). Die basale VEGF-Sekretion der Plattenepithelkarzinomzelllinie H226
lag auf etwas niedrigerem Niveau (102 pg/ml). Ungeachtet des unterschiedlichen
Grundniveaus konnte die basale VEGF-Sekretion durch Stimulation mit LPS in allen
drei Zelllinien signifikant auf etwa 130 % des Ausgangswertes gesteigert werden
(Abbildung 12). Wihrend der EP-Antagonist AH-6809 per se keine wesentliche
Verdnderung der basalen VEGF-Sekretion bewirkte, konnte bei allen drei Zelllinien die
LPS-induzierte Proliferationssteigerung auf das Niveau der unstimulierten Kontrolle
gehemmt werden. So induzierte eine 24-stiindige Inkubation mit LPS an A549-Zellen
eine Steigerung der VEGF-Sekretion von 136 pg/ml auf 172 pg/ml, die in Gegenwart
von AH-6809 wieder auf 134 pg/ml aufgehoben werden konnte. Auch an den Zelllinien
H1299 und H226 war der stimulatorische Effekt von LPS auf die VEGF-Sekretion
durch Antagonisierung der Prostaglandinrezeptoren aufgehoben (Abbildung 12b, c).
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Abbildung 12: LPS-induzierte VEGF-Freisetzung aus NSCLC-Zelllinien: Effekt
des EP-Antagonisten

Die Zellen wurden mit 10 ug/ml LPS (H226 mit 1 ug/ml LPS) oder Kontrollmedium
(Kontrolle) in Ab- oder Anwesenheit des EP-Antagonisten AH-6809 iiber 24 Stunden
inkubiert. Die VEGF-Konzentration in den Zelliiberstand wurde mittels ELISA ermittelt
und ist in [pg/ml] angegeben. Messwerte, welche mit * gekennzeichnet sind,
unterscheiden sich signifikant von der Kontrolle (*= p<0,05). Dargestellt sind
Mittelwerte = SEM von mindestens vier unabhdngigen Experimenten.
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4. Diskussion

4.1 Entwicklung der Fragestellung

In den letzten Jahrzehnten haben Infektionen und Inflammationen einen immer héheren
Stellenwert in der Genese und Progression von Tumorerkrankungen erhalten.”**’ Auch
bei Lungenkrebserkrankungen wird dieser Zusammenhang immer deutlicher.”*’” Hier
stellt vor allem das Enzym Cyclooxygenase-2, mit den verschiedenen Prostaglandinen
und Thromboxanen als Metaboliten, den Beginn fiir eine entscheidende Signalkaskade
fiir das Voranschreiten des Tumorwachstums bei NSCLC-Patienten dar. So wurden in
vitro wie auch in vivo COX-Inhibitoren wie Celecoxib, Aspirin, Indomethacin und
andere nicht-steroidale Antirheumatika mit guten Erfolgen eingesetzt.””” Besonders im
Hinblick auf einen Nutzen dieser Erkenntnisse sollte nicht nur das reine Enzym
Cyclooxygenase, sondern vielmehr dessen Mediatoren, welche maligeblich an dem
Tumorwachstum beteiligt sind, in dieser Signalkaskade identifiziert und als
Zielstrukturen fiir Pharmaka genutzt werden. Prostaglandin E, wird hier ein groBer
Stellenwert zugemessen.”"*

Wir stellten die Arbeitshypothese auf, dass Infektionen nicht nur Komplikationen eines
NSCLC darstellen, sondern selbst zur Tumorprogression beitragen. Innerhalb unserer
Arbeitsgruppe wurde diesbeziiglich bereits gezeigt, dass das klinisch relevante
Bakterientoxin LPS eine Tumorzellproliferation an einem Tiermodell zum
Lungenkarzinom, an humanen Lungenkarzinom-Gewebskulturen sowie an der
Adenokarzinomzelllinie A549 induzieren kann.”

Zielstellung der vorliegenden Dissertationsschrift war zunéchst, diese Effekte an A549-
Zellen mit verschiedenen Methoden zu validieren und zu tiiberpriifen, ob sich ein
pro-proliferativer Effekt des LPS auch an einer weiteren Adenokarzinomzelllinie
(H1299) sowie an der Plattenepithelkarzinomzelllinie H226 darstellen ldsst. Des
Weiteren sollte untersucht werden, ob sich ein mdglicher pro-proliferativer Effekt des
LPS durch Inhibition des COX-Stoffwechsels durch Enzyminhibitoren attenuieren lésst.
Im néchsten Schritt wurde die Sekretion der COX-Metaboliten PGE, und TxA, nach
Stimulation mit Endotoxin tberpriift. Zudem wurde untersucht, ob sich die LPS-
induzierte Proliferationssteigerung durch Antagonisierung des COX-Produktes PGE,

attenuieren ldsst. SchlieBlich sollte iiberpriift werden, ob LPS auch zu einer Freisetzung
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des tumoreigenen Angiogenesefaktors VEGF fiihrt und inwieweit dieser Mechanismus

durch Eingriff in den COX-Stoffwechsel beeinflusst werden kann.
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4.2  LPS induziert eine zeit- und dosisabhangige Proliferationszunahme
an allen NSCLC-Zelllinien: Diskussion der unterschiedlichen
Nachweisprinzipien

Zu Beginn der Arbeit verfolgten wir zundchst das Ziel, die LPS-induzierten pro-
proliferativen Effekte an A549 zu reproduzieren und zu untersuchen, ob sich diese auch
an weiteren Zelllinien darstellen lassen. Somit bildete der erste Teil der vorliegenden
Arbeit Versuchsaufbauten zur Untersuchung des Effektes von LPS auf die Proliferation
bei den Zellreihen A549, H1299 und H226.

Hierbei bedienten wir uns zundchst verschiedenster Methoden: Die automatisierte
Zellzahlung stellt ein direktes Messverfahren dar, bei dem {iber die Messung von
elektrischen Widerstinden im Probevolumen die Zellzahl vitaler Zellen quantifiziert
wird. Indirekte Verfahren, welche zum Einsatz kamen, waren der MTS-Test, der iber
die Quantifizierung der mitochondrialen Aktivitit der Zellen einen Riickschluss auf die
Proliferation zulésst”, sowie der BrdU ELISA und der *H-Thymidin-Assay, die beide
auf dem Nachweisprinzip des Einbaus markierter Basen(analoga) in die DNA basieren.
Prinzipiell konnte in allen Testverfahren der pro-proliferative Effekt von Endotoxin an
der Adenokarzinomzelllinie A549 bestitigt werden und auch an einer weiteren
Adenokarzinom- (H1299) wund einer Plattenepithelkarzinomzelllinie (H226)
reproduziert werden. Jedoch miissen die unterschiedlichen Nachweisprinzipien der
verwendeten Testverfahren bei der Interpretation der erhobenen Daten beriicksichtigt
werden.

Die direkte Zellzahlmessung zeigte an allen drei Zelllinien einen &hnlichen zeitlichen
Verlauf, wobei die maximale Steigerung der Zellproliferation durch Stimulation mit
Endotoxin bereits nach 24 Stunden quantifiziert werden konnte. Dieser stimulatorische
Effekt war iiber den gesamten Beobachtungszeitraum von 72 Stunden nachweisbar. Der
Effekt von Endotoxin war dosisabhéngig: wihrend an den Adenokarzinomzelllinien
A549 und HI1299 10 pg/ml LPS den stdrksten Effekt hatten, konnte an der
Plattenepithelkarzinomzelllinie H226 durch 1 pg/ml LPS die stirkste zelluldre
Proliferation verzeichnet werden. Dieser Anstieg bei bereits geringeren LPS-
Konzentrationen konnte mit der Verteilung von Toll-like Rezeptoren (TLR) auf der
Zelloberfliche zusammenhédngen. TLR4 spielt fiir die LPS-induzierte Zellproliferation

42,50

und somit fiir die Tumormalignitit eine entscheidende Rolle’™”. Jedoch zeigen
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verschiedene Tumoren keine einheitliche Regulierung dieser Rezeptoren® ",

Unverdffentlichte Daten unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass die Plattenepithelzelllinie
H226 im Vergleich zu den beiden Adenokarzinomzelllinien A549 und H1299 etwa
doppelt soviel mRNA fiir TLR4 exprimiert, was eine Erkldrung fiir die erhdhte
Sensitivitit gegentiber LPS darstellen konnte.

Die erhobenen Daten fiir den MTS-Assay zeigen bei allen drei untersuchten Zellreihen
eine MTS-Aktivitdtszunahme bereits nach achtstiindiger Inkubation mit LPS. Diese
Divergenz hinsichtlich des zeitlichen Maximums der Proliferationssteigerung im
Vergleich zur direkten Zellzdhlung konnte darauf begriindet sein, dass eine gesteigerte
Stoffwechsel- bzw. mitochondriale Aktivitdt, die im MTS-Assay nachgewiesen wird,
der Gl-Phase des Zellzyklus entspricht und einer messbaren Zellzahlvermehrung
vorangehen sollte. Hinsichtlich der Dosisabhingigkeit des Endotoxin-Effektes
entsprechen die im MTS-Assay erhobenen Daten exakt denen der automatisierten
Zellzdhlung, da bei den Zelllinien A549 und H1299 eine Stimulation mit 10 pg/ml LPS
den groBten Effekt hatte, wihrend in der Zelllinie H226 die maximale Steigerung der
Proliferation durch 1 pg/ml LPS erzielt wurde. Somit entsprechen diese Beobachtungen
der Verdffentlichung von Cory”, der eine starke Ubereinstimmung der MTS-Aktivitt
mit der quantitativen Zellzahlmessung beschreibt. Andererseits zeigen Berridge et al.””,
dass bei der vor MTS genutzten Substanz 3-(4,5-dimethylthazol-2-yl)2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT) die fiir die Reduktion und somit den Farbumschlag
benoétigten Reduktionsdquivalente extramitochondrialen Ursprungs sein kdnnen, was zu
divergenten Ergebnissen in Bezug auf die direkte Zellzahlmessung fiihren konnte, wie
wir sie aktuell hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs in dieser Arbeit sehen.

Beim zeitlichen Verlauf muss auch beachtet werden, dass der MTS-Assay lediglich
einen Ausschnitt des zu untersuchenden Zeitraums darstellt, da die Inkubation mittels
MTS lediglich in den letzten zwei Stunden des Messzeitraums stattfand.

Weitere Testverfahren, um Zellzahlvermehrung zu detektieren, stellen der BrdU ELISA
und der *H-Thymidin-Assay dar. Die gemessenen Daten fiir den BrdU ELISA, der den
Einbau einer modifizierten Base auf DNA-Ebene erzeugt, zeigten folgende Ergebnisse:
Fir die Zellreihe A549 wurde eine LPS-induzierte Proliferationszunahme nach 24
Stunden quantifizierbar, wihrend bei der kiirzeren Inkubationszeit von 8 Stunden noch
kein Effekt zu messen war. Da die A549-Zellen eine Verdopplungszeit von etwa 24

Stunden aufweisen und die BrdU-Substanz wéhrend der S-Phase in die DNA eingebaut
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wird'”, korrelieren diese Ergebnisse gut mit der Kinetik des Proliferationsverhaltens
dieser Zelllinie.

Eine weitere zur Proliferation angewandte Methode ist der *H-Thymidin-Assay, bei dem
der Einbau des Pyrimidinanalogons *H-Thymidin in die DNA quantifiziert wurde. Hier
zeigte sich ein signifikanter Anstieg des Thymidineinbaus bereits nach achtstiindiger
Inkubationszeit. Quantitativ entsprach die Hohe des Signals mit einem Anstieg des
Nukleotideinbaus auf 123 % eher dem in der direkten Zellzdhlung gemessenen
Proliferationsanstieg als den durch den BrdU ELISA generierten Daten, die in
Endotoxin-stimulierten Zellen einen Anstieg auf 110 % der unbehandelten Kontrolle
zeigten. Diese vergleichsweise niedrigeren pro-proliferativen Effekte von Endotoxin
konnten in moglichen toxischen Effekten der Substanz BrdU begriindet sein: Im
Gegensatz zum °H-Thymidin, das im Vergleich zu der regulir eingebauten Base
lediglich ein zusédtzliches Neutron im H-Atom aufweist, besitzt BrdU eine verdnderte
Struktur und weist ein fiir die DNA neues Atom, das Brom, auf. Diese drastische
Anderung der DNA durch BrdU kann Punktmutationen einzelner Nukleinbasen und

1031% Des Weiteren wurden inhibitorische

DNA-Doppelstrangbriiche verursachen.
Effekte auf Zellproliferationen und Zellteilung und Verlingerungen der Zellzyklen
durch die Testsubstanz BrdU beschrieben.””’” Eine weitere Uberlegenheit des *H-
Thymidin liegt in dessen stochiometrischem Markieren der Zellen’”’, wodurch ein
direkter Riickschluss auf die Zellzahl, anders als beim BrdU ELISA’” mdglich ist.
Zusammenfassend konnte in allen bisher angewandten Proliferationsassays eine
Stimulation der Zellproliferation durch Endotoxin gezeigt werden, wenngleich mit
unterschiedlicher Kinetik und Ausprigung. Gerade bei den indirekten Verfahren (MTS-
Assay, BrdU ELISA, *H-Thymidin-Assay) miissen die Markierbarkeit der Zellen,
mogliche toxische Effekte der Testsubstanz, sowie eine eventuelle Interaktion mit dem
verwendeten Stimulus Endotoxin’””’’ bei der Interpretation der Daten beriicksichtig
werden.

Ein Testverfahren, welches diese Uberlegungen in den Hintergrund stellt, ist die
quantitative Zellzahlmessung. Die erhobenen Daten unter LPS-Stimulation zeigten hier
fiir alle Zellreihen eine dosisabhédngige Zellzahlzunahme bei allen Messzeitpunkten.
Aufgrund der Vorteile des direkten Testverfahrens wurden im Folgenden alle Versuche

zur pharmakologischen Intervention mittels quantitativer Ermittlung der Zellzahl

durchgefiihrt.
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4.3 COX-2-Inhibition hemmt selektiv die LPS-induzierte

Proliferationszunahme

Die Cyclooxygenase-2  stellt das  Schliisselenzym  der  LPS-abhédngigen
Proliferationszunahme  bei  NSCLC-Zellen dar, was  bereits an  der
Adenokarzinomzelllinie A549 gezeigt wurde.”””" Durch die Zugabe des unselektiven
COX-Inhibitors Indomethacin und des selektiven COX-2-Inhibitors NS-398 konnte der
proliferationshemmende Effekt auf die Endotoxin-mediierte Zellproliferation an A549-
Zellen bestdtigt und auch fiir die Zelllinien H1299 und H226 nachgewiesen werden.
Nach der Stimulation mit 10 pg/ml LPS (1 pug/ml bei H226) war sowohl in den mit dem
unselektiven COX-Inhibitor Indomethacin als auch in den mit dem COX-2 spezifischen
Inhibitor NS-398 behandelten Zellen die LPS-induzierte Zellproliferation nahezu
aufgehoben, ohne dass diese Pharmaka die basale Proliferation beeinflussten. Die
Tatsache, dass NS-398 genauso effektiv wie Indomethacin die LPS-induzierte
Zellproliferation auf das Niveau der unstimulierten Kontrolle inhibierten, ldsst die
Vermutung zu, dass die Aktivierung der COX-2 einen zentralen Mechanismus fiir den
proliferationssteigernden Effekt von Endotoxin in den NSCLC-Zelllinien A549, H1299
und H226 darstellt und die COX-1 nur eine untergeordnete Rolle bei der LPS-
abhéngigen Proliferationszunahme spielt.”

Auftallend ist, dass die eingesetzten Konzentrationen der Pharmaka effektiv die durch
LPS stimulierten Zellen im Wachstum hemmen, die basale Proliferation der
unstimulierten Zellen jedoch weitestgehend unbeeinflusst lassen. Unsere Daten stimmen
mit Untersuchungen von Duan und Zhang iiberein, die zeigten, dass die COX-2
Inhibition an "ruhenden" A549-Zellen keinen proliferationshemmenden Effekt hat.””
Mitchell et al. zeigten ebenfalls auf, dass ohne die Stimulation mit LPS oder
verschiedenen Zytokinen die Expression sowohl der COX-1 als auch der COX-2 in
AS549-Zellen duBerst gering ist. Erst durch die Stimulation konnten grof8ere Mengen der
COX-2 quantifiziert werden, die COX-1 unterlag jedoch keiner Hochregulation.””* Auch
durch unsere Arbeitsgruppe konnte eine Hochregulation der COX-2 an LPS-stimulierten
A549-Zellen und  dariiber hinaus ebenso in  ex-vivo  kultiviertem
Lungenkarzinomgewebe nachgewiesen werden.”

Die Selektivitdt der COX-Inhibitoren ist abhéngig von der gewéhlten Konzentration der

Pharmaka. So zeigen einige Studien, dass bei ansteigenden Konzentrationen von
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COX-2-Inhibitoren auch die basale Proliferation von NSCLC-Zellen zunehmend

blockiert wird und die Zellen in Apoptose gehen.”” Indomethacin stellt ein in diesem
Bezug haufig untersuchtes Pharmakon dar. So stellten Sharma et al. fest, dass bei der
Zelllinie H226 bereits bei einer Konzentration von 20 uM Indomethacin etwa 25 % der
Zellen untergegangen und nur noch etwa 55 % funktionsfahige Zellen vorhanden sind.
Fir die Zelllinie H226 wurden in der vorliegenden Arbeit 25 uM Indomethacin
eingesetzt und entgegen den Feststellungen von Sharma et al. konnten wir keine
wesentlichen Verinderungen an der basalen Proliferation messen.**""?

Ebenso zeigten in einer Untersuchung von Hung et al. hohe Konzentrationen des
selektiven COX-2-Inhibitors NS-398 den Riickgang des Zellwachstums fiir die
Zellreihe A549'7, mit Ubergang zur Apoptose bei Konzentrationen groBer 200 uM™,
Da in der vorliegenden Arbeit jeweils niedrige Konzentrationen von NS-398 (10 und 25
uM) verwendet wurden, konnten diese unspezifischen und/oder toxischen Effekte von
NS-398 ausgeschlossen werden. Somit ist von einer selektiven Hemmung der rein LPS-
induzierten Zellproliferation unter den vorgelegten experimentellen Bedingungen
auszugehen.

Beim Vergleich der verwendeten Konzentrationen von Indomethacin und NS-398 war
auffillig, dass die Konzentration, die die basale Proliferation unbeeinflusst lie3, bei
A549-Zellen und H1299-Zellen mit 10 uM niedriger war als bei H226-Zellen, die eine
Inkubation mit 25 uM erhielten, ohne dass die Proliferation ,,in Ruhe* inhibiert wurde.
Diese unterschiedliche Sensitivitit gegeniiber COX-Inhibitoren konnte an
unterschiedlichen Expressionsgraden der COX-2 in unstimulierten Zellen liegen.**""”
Die zusammengefasste Betrachtung dieser Ergebnisse zeigt erneut die Schliisselfunktion
der Cyclooxygenase, vor allem der COX-2 bei LPS-induziertem Tumorwachstum bei
NSCLC-Zelllinien und -tumoren. Den COX-Inhibitoren Indomethacin und NS-398
konnte bei den hier verwendeten Konzentrationen eine Selektivitét fiir die Blockierung

des LPS-induzierten Tumorwachstums nachgewiesen werden, wodurch eine geringere

Wachstumsprogression quantifiziert werden konnte.
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4.4  Unter den COX-Produkten wird Prostaglandin E, priferenziell nach

Endotoxin-Stimulation sezerniert

Die Cyclooxygenase metabolisiert das Substrat Arachidonsdure zu den Prostaglandinen
und zu Thromboxan A,. Nachdem eine entscheidende Beteiligung der COX-2 an der
Endotoxin-mediierten Tumorzellproliferation demonstriert werden konnte, iiberpriiften
wir im nichsten Schritt, ob auch deren Metaboliten sezerniert werden. Unter den
Prostaglandinen scheint dem PGE, eine prominente Rolle in der Tumorproliferation
zuzukommen, da es im Lungenkarzinomgewebe das quantitativ dominierende
Prostaglandin darstellt’’’. In vitro wurden in diversen NSCLC-Zelllinien lediglich PGE,
und in geringerem Ausmaf} Thromboxan A, detektiert”.

Vor diesem Hintergrund wurde tiberpriift, ob in Endotoxin-behandelten A549-Zellen
eine Sekretion dieser COX-Metaboliten zu verzeichnen war. Im Falle von PGE, konnte
in Gegenwart des COX-Substrates Arachidonsdure nach Stimulation mit LPS eine
dosisabhingige Sekretion im Zelliiberstand quantifiziert werden, wihrend die
entsprechenden Messwerte fiir Thromboxan unterhalb der Nachweisgrenze des
Testverfahrens lagen. Die hier erhobenen in vitro-Daten stimmen demnach gut mit der
Literatur” {iberein, die zeigt, dass in NSCLC-Zellen PGE, priferenziell gegeniiber
Thromboxan synthetisiert wird.

In Zusammenschau mit weiteren Daten aus in vivo-Studien®’*’? lisst sich aus den
erhobenen Daten vermuten, dass PGE, den entscheidenden Mediator der COX-2-
abhédngigen Proliferationszunahme bei NSCLC-Zelllinien darstellt.

Daher sollte im Folgenden die Rolle des PGE, in der LPS-induzierten Zellproliferation

naher charakterisiert werden.
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4.5 Die Schliisselrolle der Prostaglandinrezeptoren bei der LPS-

induzierten Tumorproliferation

Die Aufklarung der Signalkaskade von der COX-2-Aktivierung iiber die Freisetzung
von PGE, bis zur Aktivierung der Prostaglandinrezeptoren ldsst womdglich die
Entwicklung neuer Medikamente mit spezifischeren Zielen von nachgeschalteten
Mediatoren oder Rezeptoren zu als allein das eher unspezifische Ziel der COX-2.* An
dieser Stelle scheinen die Prostaglandinrezeptoren wichtige Funktionen fiir die
Tumorprogression und besonders fiir das LPS-induzierte Tumorwachstum zu
iibernehmen. Wir untersuchten zunichst, welche der Prostaglandinrezeptoren an den
verwendeten Zelllinien exprimiert werden und ob die Expression der EP-Rezeptoren
einer Regulation durch Endotoxin unterliegt.

In vivo wurde in erster Linie bei NSCLC-Adenokarzinomen und auch bei einigen
Plattenepithelkarzinomen eine erhohte Expression der Prostaglandinrezeptoren EP2 und
EP4 festgestellt.””’*’ An den verwendeten Zelllinien wurden alle vier Rezeptorsubtypen
exprimiert. Interessanterweise wurden nach Endotoxin-Stimulation die Rezeptoren EP1,
EP2 und EP3 an den Adenokarzinomzelllinien A549 und H1299 leicht hochreguliert;
fiir die Zelllinie H226 findet sich diese Hochregulation lediglich beim EP1.

Darauthin wurde AH-6809 als breiter EP-Antagonist mit etwa gleicher inhibitorischer
Affinitdt fiir EP1, EP2 und EP3 eingesetzt.

Bemerkenswerterweise war unter den EP-Antagonisten an allen drei Zelllinien die
Endotoxin-mediierte Steigerung der Zellproliferation komplett aufgehoben, ohne dass
das basale Wachstum der Zellen beeinflusst war. Somit konnten unspezifische, toxische
Eigenschaften des eingesetzten Pharmakons AH-6809 ausgeschlossen werden.
Unterschiedliche Mechanismen konnten fiir den inhibitorischen Effekt von AH-6809
verantwortlich gemacht werden. Zum einen scheint die Inkubation mit Endotoxin die
Wirkung von sezerniertem PGE, {iber eine Hochregulation der EP1-EP3 zu verstérken;
diese Verstirkung wird durch Zugabe des Rezeptorantagonisten unterbunden. Sicher
stellt die Hemmung der EP-vermittelten Signaltransduktion einen zentralen
inhibitorischen Mechanismus dar: Alle Prostaglandinrezeptoren sind G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren, sie unterscheiden sich jedoch in dem ,downstream® der
rezeptoraktivierten Signaltransduktion. Interessanterweise werden entscheidende

tumoreigene pro-proliferative Rezeptorsysteme direkt oder indirekt durch die EP-
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Aktivierung beeinflusst. Beispielsweise scheint das EGFR-System durch PGE, aktiviert
zu werden: mehrere Untersuchungen beschreiben eine ,,Transaktivierung des EGFR
durch PGE,, wobei sowohl eine Rolle fiir die Aktivierung des EP1 als auch des EP3
beschrieben wurde.'**"**

Die Interferenz mit dem EGFR-System stellt eine einleuchtende Erkldrung fiir die
inhibitorische Wirkung von EP-Antagonisten auf die LPS-induzierte NSCLC-
Proliferation dar, da die EGFR-Aktivierung einen zentralen tumoreigenen
Wachstumsmechanismus darstellt und auch als , target* therapeutisch genutzt wird"**.
Zudem wurde bereits gezeigt, dass LPS den EGFR-Rezeptor ,transaktiviert”, wobei
PGE, eine zentrale Rolle spielen konnte”.

Neben dem EGFR-System spielt die Aktivierung von VEGF eine zentrale Rolle in der
Progression des NSCLC. Uber die verbesserte Vaskularisation des Tumors hinaus’’?
deuten einige Untersuchungen auch auf einen direkten pro-proliferativen Effekt von
VEGF hin: Ein Indiz hierfiir ist beispielsweise, dass nicht nur Gefifizellen VEGF-
Rezeptoren exprimieren, sondern diese auch auf Zellen von soliden Tumoren

identifiziert werden konnten’?’

. Dartiber hinaus zeigen aktuelle Arbeiten, dass nach der
Inhibition von VEGF bei A549 auch die Zellproliferation riickldufig war.”””’** Somit
konnte VEGF auch einen autokrinen Wachstumsfaktor fiir NSCLC-Zellen darstellen,
weswegen abschlieBend der Effekt der EP-Antagonisten auf die VEGF-Synthese

untersucht wurde.
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4.6 Die COX-2-Aktivierung stimuliert iiber einen autokrinen Loop eine

EP-mediierte VEGF-Sekretion

Aus den vorangegangenen Uberlegungen wurde abschlieBend die Frage nach der Rolle
der EP-Aktivierung bei der Sekretion von VEGF in Endotoxin-stimulierten NSCLC-
Zellen abgeleitet.

Die hier erhobenen Daten zeigen, dass es in allen drei Zelllinien zu einem Anstieg von
VEGF nach Endotoxin-Stimulation kommt. Die Endotoxin-mediierte VEGF-Sekretion
wird durch Zugabe des EP-Antagonisten AH-6809 auf Niveau der unstimulierten
Kontrolle gehemmt, ohne dass dieses Pharmakon per se die Mediatorsynthese
beeinflusst, somit kann von einer spezifischen Inhibition der Endotoxin-vermittelten
VEGF-Sekretion ausgegangen werden.

Prinzipiell ist der Zusammenhang zwischen einer Uberexpression der COX-2 und einer
dadurch bedingten vermehrten Freisetzung von VEGF beispielsweise bei kolorektalen
Karzinomen'” oder bei papilldren Schilddriisenkarzinomen”’ bereits bekannt, der
genaue Signalweg konnte aber nicht abschlieBend geklédrt werden. Luo et al. postulieren
in einer kiirzlich erschienenen Arbeit eine Beteiligung der Proteinkinase A und der
Proteinkinase C als Schnittstelle zwischen beiden Signalwegen.””

Ich konnte in meiner Arbeit deutlich herausarbeiten, dass nach der Endotoxin-
vermittelten COX-2-Aktivierung die Sekretion von PGE, und konsekutive die
EP-Aktivierung einen Schliisselmechanismus darstellt, welcher pro-proliferative Effekte
von Endotoxin vermittelt und letztendlich in die VEGF-Synthese miindet.

Die Frage nach der exakten Signaltransduktion ist nicht abschliefend geklart.
Letztendlich konnten alle EP-Subtypen die LPS-vermittelte VEGF-Synthese mediieren.
Diesbeziiglich existieren - jedoch in anderen Modellen - Hinweise auf eine Rolle der
EP1- und EP3-Aktivierung. So reduzierte ein EP3-Antagonist die Neoangiogenese bei
diabetischen Miusen.””” In Lungenkarzinomzellen hemmte ein EP1-Antagonist die
basale VEGF-Synthese, wobei die autokrine Aktivierung des HER-2/Neu Systems eine
Rolle zu spielen scheint.””

Prinzipiell wére aber auch eine EP2- oder EP4-vermittelte Aktivierung der VEGF-
Synthese denkbar, da diese Rezeptorsubtypen nach der Bindung des Liganden PGE, die

Adenylatzyklase aktivieren. An Lungenkarzinomzellen wurde gezeigt, dass eine cAMP-
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Erhéhung eine Freisetzung von VEGF induzieren kann”, weswegen auch die
Aktivierung dieser Rezeptorsubtypen eine VEGF-Synthese einleiten kann.

Insgesamt scheint ein redundantes Rezeptorsystem vorzuliegen, dessen Aktivierung
jeweils in Zellproliferation und der Synthese von VEGF miindet.

Aus diesen Erkenntnissen konnte man ableiten, dass EP-Antagonisten in der Therapie
bei NSCLC-Patienten genauer untersucht werden sollten. Neben ihren direkten
proliferationsmindernden Effekten konnte es {liber die verminderte VEGF-Synthese auch

zur Hemmung der Tumorneoangiogenese kommen.
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4.7 Ausblick

Einige Aspekte der in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche wurden von anderen
Arbeitsgruppen  bereits soweit spezifiziert, dass klinische Phase-III-Studien
durchgefiihrt wurden. Nicht nur bei der Therapie von Lungenkarzinomen werden
Medikamente eingesetzt, welche die COX-2 inhibieren, sondern auch beispielsweise im
kolorektalen Karzinomen. Doch obwohl diese Medikamente, hier vor allem die Gruppe
der selektiven COX-2-Inhibitoren (Coxibe), gute Ergebnisse in der Therapie wie auch in
der Prophylaxe von kolorektalen Karzinomen lieferten, werden sie auf Grund von
erhohten kardiovaskuldren Risiken und gastrointestinalen Nebenwirkungen nur

135-137

zurlickhaltend eingesetzt. Dennoch finden Coxibe auch prophylaktische
Anwendung bei einer kleinen Gruppe von genetisch priadisponierten Patienten mit
familidrer adenomatdser Polyposis (FAP). Diese Patienten wiirden zu nahezu 100 % im
Laufe ihres Lebens an einem kolorektalen Karzinom erkranken; unter einer Therapie
mit Coxiben konnte jedoch die Karzinogenese unterdriickt und sogar teilweise die
Anzahl der Adenome verringert werden.””*’* Ahnliche Ansitze wurden auch in
Lungenkarzinomen verfolgt. So wurde beispielsweise das Coxib Celecoxib bereits bei
NSCLC-Patienten zur  unterstiitzenden Therapie im fortgeschrittenen
Erkrankungsstadium neben Chemotherapie und Strahlentherapie eingesetzt. Jedoch
sprachen nicht alle Patienten gleich gut auf die Therapie an, wodurch die mittlere
Uberlebenszeit der Patienten, vor allem in inoperablen Stadien des Tumors, sich nicht
von Patienten ohne zusitzliche Celecoxib-Therapie unterschied.”’* Mutter et al.
stellten jedoch einen Ansatz dar, um fiiber die Konzentration von PGE-M, einem
Hauptmetaboliten von PGE, im Urin, mdglicherweise zwischen "Responder" und "Non-
Responder" zu unterscheiden. So sprachen Patienten mit hoheren PGE-M
Konzentrationen vor der Therapie und Patienten, bei denen nach einer Woche
Celecoxib-Einnahme die PGE-M Konzentration stark abfiel, deutlich besser auf dieses
Therapieschema an.’"/

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass die Hohe von VEGF im Serum eine wichtige
Rolle fiir das Ansprechen der Therapie mit COX-2-Inhibitoren spielt. Je hoher die
Konzentration von VEGF, desto besser scheinen die Patienten von der Celecoxib-
Therapie zu profitieren.’” Diese Ergebnisse spannen den Bogen zu den uns

vorliegenden Ergebnissen, da gezeigt werden konnte, dass die COX-2 nur ein Teil einer
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langen Signalkaskade liber PGE,, EP bis hin zum VEGF und dessen Rezeptoren ist.
Eine kurze Ubersicht der in dieser Dissertation untersuchten Signalwege und
Stoffwechselprodukte von NSCLC bietet Abbildung 13.

Hier ist natiirlich auch ein neuer Ansatz fiir weitere Forschung gegeben, einerseits ein
préklinischer Aspekt fiir den Einsatz eines EP-Antagonisten in einem inflammatorischen
Lungenkarzinommodell, andererseits die molekulare Charakterisierung des
Zusammenhangs zwischen der EP-Rezeptoraktivierung und der Expression von VEGF.
Obwohl auch zu VEGF und dessen Rezeptoren Ergebnisse langjdhriger Forschung
vorliegen und auch hier bereits Therapien fiir den klinischen Gebrauch entwickelt
wurden”, kdnnte gerade im Hinblick auf das verstirkte Tumorwachstum unter Einfluss
von bakteriellen Toxinen der Schnittstellen zwischen EP-Aktivierung und VEGF eine
grofere Bedeutung zukommen.

Bakterielle Infektionen der Atemwege treten oft wéhrend der Erkrankung mit
Lungenkrebs auf’® Dabei spielt - durch Infektionen mit gramnegativen Bakterien - LPS
eine wichtige Rolle.”” Die in dieser Arbeit aufgezeigte LPS-induzierte
Proliferationszunahme bei NSCLC-Zelllinien, welche unter anderem durch den Einsatz
des EP-Antagonisten AH-6809 gehemmt werden konnte, fiihrt vielleicht in Zukunft zur
Entwicklung nebenwirkungs- und risikodrmerer Medikamente, welche durch diese

neuen Ansitze eventuell die Therapie des NSCLC ergénzen konnen.
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Angiogenese Beeinflussung von
- Tumorwachstum/Apoptose

- Metastasierung

% VEGFR

Abbildung 13: Hauptmetabolite und Signalkaskaden der LPS-induzierten
Tumorproliferation bei NSCLC

Diese Abbildung stellt die in dieser Arbeit hauptsdchlich betrachteten und untersuchten
Signalwege und -metabolite bei NSCLC-Zelllinien dar.

CDI4: cluster of differentiation 14, COX-2: Cyclooxygenase 2; EP
Prostaglandinrezeptor; LBP: LPS-Bindungsprotein;, LPS: Lipopolysaccharid; PGE,:
Prostaglandin E,; TLR4: Toll-like Rezeptor 4; TxA,: Thromboxan A,; VEGF: vascular
endothelial growth factor; VEGFR: vascular endothelial growth factor receptor
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5. Zusammenfassung

Lungenkarzinome haben weltweit eine hohe Inzidenz und Mortalitit. Da pulmonale
Infektionen zusitzlich zum Lungenkarzinom nicht nur die Diagnose erschweren,
sondern auch die Prognose verschlechtert, sollte ein moglicher Zusammenhang
zwischen Infektion und Tumorprogression in der vorliegenden Arbeit genauer betrachtet
werden. Hierzu wurden Versuche durchgefiihrt, bei denen drei NSCLC-Zelllinien
(A549, H1299, H226) mit verschiedenen Konzentrationen des Endotoxins LPS,
Membranbestandteil von gramnegativen Bakterien, inkubiert wurden. Fiir alle drei
untersuchten Zelllinien konnte eine LPS-induzierte Proliferationszunahme mittels
quantitativer Zellzahlmessung, MTS-Assay, BrdU ELISA und °H-Thymidin-Assay
ermittelt werden, wobei die Zellzahlmessung die validesten und reproduzierbarsten
Daten ergab. Der Einfluss der COX sollte bei dieser induzierten Proliferationszunahme
iiberpriift werden, da diesem Enzym schon bei verschiedenen anderen Tumorentitdten
ein hoher Stellenwert zugeschrieben wurde. Somit wurden der unselektive COX-
Inhibitor Indomethacin und der selektive COX-2-Inhibitor NS-398 eingesetzt. Hierbei
zeigte sich, dass die Aktivierung der COX-2 entscheidend fiir die Endotoxin-mediierte
Zellproliferation war. Unter den COX-Mediatoren konnte lediglich PGE, in
nennenswerten Konzentrationen nach Endotoxin-Stimulation quantifiziert werden. Die
darauf folgende Analyse der PG Prostaglandinrezeptor-Expression zeigte, dass basal
alle vier EP-Subtypen EPI-EP4 an allen drei Zelllinien exprimiert werden.
Interessanterweise fand sich unter Endotoxin-Stimulation eine Hochregulation der EP1-
EP3, weswegen fiir die folgenden Versuche zur Charaktersierung der Rolle der EP-
Aktivierung bei der LPS-vermittelten NSCLC Proliferation der breite EP-Antagonist
AH-6809 mit Spezifitit fiir EP1, EP2, und EP3 eingesetzt wurde. In allen drei Zelllinien
war in Anwesenheit des EP-Antagonisten die LPS-induzierte Steigerung der
Tumorzellproliferation aufgehoben, ohne dass das Pharmakon die basale Proliferation
beeinflusste. SchlieBlich wurde untersucht, ob es unter Endotoxingabe zu einer
Sekretion des pro-angiogenen Faktors VEGF kommt und inwieweit hier die EP-
Aktivierung eine Rolle spielt. Alle drei Zelllinien zeigten eine erhohte Konzentration
von VEGF im Zelliiberstand nach LPS-Stimulation. Dieser Effekt konnte genauso wie
die Zellproliferation durch den EP-Antagonisten AH-6809 selektiv blockiert werden.

Zusammenfassend induziert Endotoxin eine Proliferation an drei unterschiedlichen
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NSCLC-Zelllinien. Die COX-2 anhidngige PGE,-Sekretion und konsekutive EP-

Aktivierung scheint sowohl fiir die pro-proliferativen als auch fiir die Endotoxin-
mediierte VEGF-Sekretion zentral involviert zu sein. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit konnten somit Ausgangspunkt fiir eine gezielte Forschung am Einsatz von
Prostaglandinrezeptor-Antagonisten in der Therapie des NSCLC darstellen und die

bisherigen therapeutischen Ansitze erginzen.
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6. Summary

Worldwide, the incidence and mortality of lung cancer is high. Since pulmonary
infections complicate the diagnosis and even worsen the prognosis of lung cancer, we
characterized the reciprocal interactions between pulmonary infection and lung tumor
growth in more detail. For that purpose, three NSCLC cell lines (A549, H1299, and
H226) were incubated with various concentrations of the endotoxin LPS as a membrane
component of gram-negative bacteria. An LPS-induced increase in proliferation could
be detected for all three cell lines by means of direct cell quantification, MTS assay,
BrdU ELISA and *H Thymidine assay, with direct cell quantification producing the
most reliable and reproducible data. The role of Cyclooxygenase (COX) - activation
was examined in LPS-induced NSCLC proliferation, as this enzyme has been
considered to play an essential role in various other tumor entities. Unselective COX-
inhibition was performed by indomethacin, while NS-398 was used as selective COX-2-
inhibitor. In these experiments, COX-2 activation was shown to be essential for
endotoxin-induced cellular proliferation. Among COX-derived metabolites, only PGE,
was detected in the cell supernatants of endotoxin-stimulated NSCLC-cells. The
following characterization of PGE, receptor (EP) expression by RT-PCR demonstrated
that all EP-subtypes (EP1-EP4) were expressed by the NSCLC cell lines. Interestingly,
expression of EP1, EP2, and EP3 was up-regulated upon endotoxin stimulation.
Therefore, an EP-receptor antagonist AH-6809, displaying inhibitory activity for these
receptor subtypes was used to examine the role of EP-activation in LPS-induced tumor
cell proliferation. In all cell lines, AH-6809 completely abrogated the LPS-induced
increase in NSCLC proliferation, while basal proliferation was not affected by the EP-
antagonist. Finally, we asked whether stimulation with endotoxin was followed by
secretion of the pro-angiogenic factor VEGF. Moreover, the role of EP-activation was
characterized in this context. In all cell lines, an increase in VEGF-secretion was
detected upon exposure to LPS. As previously shown for cellular proliferation, LPS-
induced secretion of VEGF was selectively abrogated in the presence of the EP-
antagonist AH-6809. In conclusion, endotoxin induced proliferation in three different
human NSCLC cell lines. COX-2 dependent secretion of PGE2 and consecutive
activation of specific EP-receptors mediates the pro-proliferative effects of endotoxin.

Moreover EP-activation is centrally involved in endotoxin-dependent secretion of
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VEGF. These results may give reason for examining the role of EP-activation in

NSCLC in more detail and potentially affect the development of future therapeutic

strategies in NSCLC.
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8. Abkiirzungs- und Fremdwortverzeichnis

AA Arachidonséure

ACTH Adrenocortikotrophes Hormon

ALK anaplastic lymphoma kinase

Blank Wells, in denen der Versuchsautbau ohne Zellen durchgefiihrt wird

BRAF v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1

BrdU 5-Brom-2’-Deoxyuridin

bzw. beziehungsweise

C Konzentration

cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat

CD14 cluster of differentiation 14

cDNA complementary deoxyribonucleic acid

COX Cyclooxygenase

Coxibe Cyclooxygenase-2-Inhibitoren

DMEM-F12 Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12

DPBS Dulbecco‘s Phosphat - gepufferte Salzlosung

EGFR epidermal growth factor receptor

ELISA enzyme linked immunoabsorbent assay

EP Prostaglandinrezeptor E

EP-A Prostaglandinrezeptor(E)-Antagonist

FAP familidre adenomatdse Polyposis

FCS fetal calf serum

GPCR G protein-coupled receptor, G-Protein-gekoppelter Rezeptor

HBSS Hank's balanced salt solution

HER2 human epidermal growth factor receptor 2

IASLC International Association for the Study of Lung Cancer

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

KRAS v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog

LPS Lipopolysaccharid

MD-2 auch bekannt als Lymphozyten-Antigen 96

mRNA messenger ribonucleic acid

MTS 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium

NF-xB Nukleus Faktor kappaB

NSAR nicht-steroidale Antirheumatika

NSCLC non-small cell lung cancer, nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom

PDGD Porphobilinogen Deaminase

PG Prostaglandin

PGE, Prostaglandin E,
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PIGF
RPMI
RT-PCR
SCLC
TNF-a
TxA,
TxB,
VEGF
VEGFR
Well

placental growth factor

Roswell Park Memorial Institute

Reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion
small cell lung cancer, kleinzelliges Lungenkarzinom
Tumornekrosisfaktor-a

Thromboxan A,

Thromboxan B,

vascular endothelial growth factor

vascular endothelial growth factor receptor
Vertiefung in einer Mikrotiterplatte


http://

Publikationen 926
9. Publikationen

Abstract mit Posterdiskussion

Linsel S, Grandel U, Dahlem G, Savai R, Pamarthi PK, Sibelius U, Grimminger F,
Seeger W, Hattar K. Endotoxin stimulates proliferation and VEGF secretion of human
NSCLC cell lines in vitro - role of COX-metabolism and EP-receptor activation.

Oncology Res Treat 2014:37 (Suppl 5): 68, P228.



Erkldrung zur Dissertation 97

10. Erklarung zur Dissertation

Hiermit erkldre ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbstindig und ohne unzuléssige
Hilfe oder Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Alle
Textstellen, die wortlich oder sinngemédl3 aus veroffentlichten oder nichtverdffentlichten
Schriften entnommen sind, und alle Angaben, die auf miindlichen Auskiinften beruhen,
sind als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir durchgefiihrten und in der
Dissertation erwédhnten Untersuchungen habe ich die Grundsitze guter
wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der ,,Satzung der Justus-Liebig-Universitit Gielen
zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis® niedergelegt sind, eingehalten sowie
ethische, datenschutzrechtliche und tierschutzrechtliche Grundsitze befolgt. Ich
versichere, dass Dritte von mir weder unmittelbar noch mittelbar geldwerte Leistungen
fiir Arbeiten erhalten haben, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten
Dissertation stehen, oder habe diese nachstehend spezifiziert. Die vorgelegte Arbeit
wurde weder im Inland noch im Ausland in gleicher oder dhnlicher Form einer anderen
Priifungsbehdrde zum Zweck einer Promotion oder eines anderen Priifungsverfahrens
vorgelegt. Alles aus anderen Quellen und von anderen Personen iibernommene Material,
das in der Arbeit verwendet wurde oder auf das direkt Bezug genommen wird, wurde
als solches kenntlich gemacht. Insbesondere wurden alle Personen genannt, die direkt
und indirekt an der Entstehung der vorliegenden Arbeit beteiligt waren. Mit der
Uberpriifung meiner Arbeit durch eine Plagiatserkennungssoftware bzw. ein

internetbasiertes Softwareprogramm erklére ich mich einverstanden.

Ort, Datum Unterschrift



Danksagung 98

11. Danksagung

Bedanken mochte ich mich zunédchst bei Herrn Prof. Dr. med. Dr. rer. nat.
F. Grimminger sowie bei Herrn Prof. Dr. med. U. Sibelius fiir die Vergabe des
herausfordernden Promotionsthemas und die Bereitstellung der umfangreichen

materiellen und rdumlichen Voraussetzungen fiir diese Promotionsarbeit.

Mein besonderer Dank gilt Dr. med. Katja Hattar und PD Dr. med. Ulrich Grandel,
einerseits fiir die wissenschaftliche Betreuung und Beratung beziiglich des erarbeiteten
Themas, andererseits fiir das Vertrauen in meine Féhigkeiten und Arbeitsweisen

wihrend der experimentellen Arbeit.

Dank gilt auch Dr. Rajkumar Savai und Pavan Kumar Pamarthi fiir die Messung der

*H-Thymidin-Assays sowie der EP-Expressionsprofile.

Ebenfalls mochte ich mich sehr bei Frau Gabriele Dahlem und Frau Susanna Ziegler
bedanken. Viele Probleme und Fragen wihrend der experimentellen Arbeit im Labor

konnten durch sie schnell und einfach geldst und beantwortet werden.

Weiterhin mochte ich all jenen danken, die mich auf meinem Weg priagten, begleiteten,

unterstiitzten, und mir voller Liebe beharrlich zur Seite standen. Danke!



Der Lebenslauf wurde aus der elektronischen
Version der Arbeit entfernt.

The curriculum vitae was removed from the
electronic version of the paper.
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