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Zusammenfassung

Schwefel-Lost (S-Lost) ist ein alkylierender chemischer Kampfstoff, der seine Bekanntheit
durch den Gebrauch in kriegerischen Auseinandersetzungen erhielt. Seit seiner ersten
Verwendung wéahrend des Ersten Weltkriegs folgten zahlreiche weitere Einsatze, wie zum
Beispiel im Iran-Irak Krieg in den 80er Jahren oder in Syrien im Jahr 2015. Der Kontakt
mit S-Lost fithrt im ganzen Korper zu schweren Verletzungen. Ist die Haut gegeniiber S-Lost
exponiert, sind Inflammation, Blasenbildung und Ulzerationen die ersten Reaktionen unter
denen der betroffene Mensch leidet. Die genauen molekularen Pathomechanismen sind bis
heute noch unklar und Gegenstand aktueller Forschung. Die fithrende Hypothese geht von
Alkylierungen der DNA aus, die zu Replikationsstérungen fithrt. Das Fehlen eines Antidots
sorgt dafiir, dass die Therapie exponierter Personen ausschliefSlich symptomatisch erfolgt.
Anti-inflammatorische Substanzen, wie Cyclooxygenase-Inhibitoren (COX-Hemmer) werden
verwendet, um die ausgelosten Entziindungen und Schmerzen der Betroffenen zu reduzieren.
Eine komplette Beschwerdefreiheit der Exponierten kann so bisher nicht erzielt werden,
was weitere Studien iiber die Pathomechanismen und die Therapie geschadigter Personen
notwendig macht. Forschungsergebnisse dlterer Studien zeigten unterschiedliche Wirksamkeit
der COX-Hemmer bei der S-Lost Therapie. Eine umfassende Analyse wurde bisher nicht
durchgefiihrt. In dieser Arbeit wurden die selektiven COX-2-Inhibitoren Celecoxib und
Parecoxib, die nicht-selektiven COX-Hemmer Ibuprofen, Diclofenac, Acetylsalicylsdure
(ASS), Indomethacin und Piroxicam, sowie Paracetamol untersucht. Zum Vergleich wurde der
Januskinaseinhibitor Tofacitinib in die Studie eingeschlossen. Mit Hilfe eines XTT-Assays,
eines PGEo-ELISAS und eines Zytokin-Multiplex-Assays konnten die Viabilitéit, Zytokin-,
sowie PGE,-Konzentrationen betrachtet werden, um die Wirksamkeit der Substanzen zu
quantifizieren. Ergebnisse zeigen eine wichtige Rolle der COX in der Entwicklung von
Inflammation nach S-Lost Exposition, wobei der selektive COX-2-Inhibitor Celecoxib die
beste anti-inflammatorische Wirksamkeit aufweist.



Abstract

Sulfur mustard (SM) is an alkylating chemical warfare, getting famous by his use in warlike
conflicts. Since his first use during the first world war, numerous other uses followed like
in Iran-Iraq war in the 80th or in Syria in 2015. Contact to SM causes severe lesions in
the whole body. If the skin is exposed to SM, inflammation, blistering and ulcerations
are the first reactions from which the affected person suffers. The exact pathomechanisms
are still unclear and under research right now. Leading hypotheses is the alkylating of
DNA which leads to misreplication. Missing of an antidote means that the therapy of
contaminated people is only symptomatic. Anti-inflammatory agents like cyclooxygenase-
inhibitors (COX-inhibitors) are used to reduce inflammation and pain of the affected. A
complete freedom from complaints of the exposed persons has not been achieved yet, which
makes further studies on the pathomechanisms and the therapy of the injured persons
necessary. Results of older studies demonstrate the different effectiveness of COX-inhibitors
in SM therapy. A comprehensive analysis has not been done yet. In this work, the selective
COX-2-inhibitors Celecoxib and Parecoxib, the non-selective COX-inhibitors Ibuprofen,
Diclofenac, acetylsalicylic acid (ASA), Indomethacin and Piroxicam, as well as Paracetamol
were investigated. To compare, the januskinase-inhibitor Tofacitinib was included in this
work. With the help of an XTT assay, a PGE,-ELISA and a cytokine multiplex assay,
the viability, cytokine- and PGE; concentrations could be examined in order to quantify
the effectiveness of the substances. Results demonstrate an important role of COX-2 in
development of inflammation after SM exposition, whereby the selective COX inhibitor
Celecoxib has the best anti-inflammatory activity.
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KAPITEL 1. EINLEITUNG 1

1. EINLEITUNG

1.1 Schwefellost

In der wissenschaftlichen Literatur findet man haufig den Chemiker César-Masuete Despretz
als Entdecker von Schwefellost (S-Lost) genannt, wobei sich auf eine Publikation von ihm
aus dem Jahr 1822 bezogen wird[4-6]. Der Chemiker und Apotheker Albert Niemann
schrieb kurze Zeit spéter liber die Rotungen und Blasenbildung, die nach dem Kontakt
mit S-Lost entstehen[7] . Wahrend seiner Forschung an S-Lost entdeckte Victor Meyer
spater eine vereinfachte Methode zur Herstellung der Chemikalie und konnte ebenfalls bei
seinen Arbeiten gesundheitsschidigende Effekte durch diese beobachten, wie zum Beispiel
Hautausschlidge und eine Augenentziindung bei seinem Praktikanten[8]. Diese toxische
Wirkung des S-Losts machte man sich einige Jahre spater im 1. Weltkrieg zu Nutze, als
1917 in Ypern die Deutschen erstmals S-Lost als Kampfstoff verwendeten[9]. In einem
Geldnde ausgebracht konnte S-Lost Wegabschnitte fiir den Feind unpassierbar machen|[10].
Auch nach dem Ersten Weltkrieg fand S-Lost Verwendung in bewaffneten Konflikten, wie
z.B. dem Iran-Irag-Krieg in den 80er Jahren[11]. Um dem Gebrauch von Chemiewaffen
ein Ende zu setzen, wurde 1997 das internationale Chemiewaffenabkommen von mehreren
Nationen unterzeichnet und die Organisation fir das Verbot chemischer Waffen (OPCW)
gegrindet, welche die Einhaltung dieses Abkommens kontrollieren soll[12, 13]. Trotz der
vertraglichen Vereinbarungen kommt es auch heute noch zum Einsatz von S-Lost, wie
Anhand des Einsatzes in Syrien in 2015 gesehen werden kann[14, 15]. Daneben macht die
einfache Produktion und die Moglichkeit einer Grofizahl an Menschen einen erheblichen
gesundheitlichen Schaden zuzufiigen, S-Lost zu einer idealen Waffe fiir den Terrorismus|6,
16].

Diese gesundheitlichen Schadigungen durch S-Lost-Kontamination zeigen sich klinisch vor
allem durch Erytheme mit charakteristischen S-Lost-Blasen und Ulcera. Im spéateren Verlauf
konnen durch Hautkontakte mit S-Lost eine Hypo- oder Hyperpigmentierung bzw. eine
seborrhoische Dermatitis, Urtikaria, Psoriasis, Ekzeme, maligne kutane Neoplasien oder
Narbenbildungen entstehen[4, 5, 17].

Wird der Kampfstoff inhaliert, so fithrt dies zu Husten, Brustschmerzen sowie der Pro-
duktion von Sputum, der blutig tingiert sein kann. Im Mund-Rachenbereich kénnen nach
Exposition Odembildung, Inflammation, sowie Nekrosen beobachtet werden. Bemerkbar
macht sich dies beim Patienten durch Schluckstérungen|4, 5, 18]. Es besteht ein hohes
Risiko, als Langzeitfolge Asthma bronchiale, chronische Bronchitis, Bronchiektasen, Atem-
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wegsverengungen und Lungenfibrose zu entwickeln[19].

Auch die Augen sind bei unzureichendem Schutz betroffen. Gelangt S-Lost in diese, fiihrt
dies hiaufig zu Konjunktivitis und Erosionen der Kornea, sowie Odeme und Erytheme der
Augenlieder, kurzfristiger Blindheit, Brennen und Trénen der Augen[4, 5, 20].

Die molekulare Ursache dieser gesundheitlichen Schadigungen ist Thema vergangener und
aktueller Forschung, wobei bis heute die Mechanismen nicht in Génze geklart werden
konnten. Eine Theorie geht von DNA Schadigungen aus, bei denen Purine alkyliert werden
und Monoaddukte bzw. Quervernetzungen entstehen, was zu Zellzyklusarrest fithrt[21-26].
Durch den hervorgerufenen Zellschaden wird die Poly(ADP-ribose) Polymerase (PARP)
aktiviert, um die Zellreparatur einzuleiten. Hierbei wird NAD™ reduziert, wodurch die ATP
Produktion gestért und die Nekrose eingeleitet wird[22, 25, 27, 28]. Gleichzeitig reagiert
S-Lost mit Gluthation. Hierdurch verliert dieses seine Fahigkeit freie Radikale zu binden
und setzt den Korper oxidativem Stress aus[4, 29)].

Des weiteren konnte nach S-Lost Kontakt ein Anstieg von Zytokinen, wie zum Beispiel
Interleukin 6 (IL-6) beobachtet werden[30]. Zytokine sind eine Gruppe von kérpereige-
nen Botenstoffen, von denen einige bei einer Entziindungsreaktion vermehrt freigesetzt
werden konnen|[31]. Um diesen toxischen Effekten entgegenzuwirken, ist bei Kontakt die
erste Mainahme die Dekontamination, welche sowohl dem Schutz der betroffenen Person,
als auch des behandelnden Personals dient. Kontaminierte Kleidung und Gegenstéande
miissen hierfiir zunachst entfernt und die Haut mit Substanzen, wie RSDL oder Fuller’s
Earth dekontaminiert werden. Die Augen werden mit Wasser gespiilt, um restliches S-Lost
auszuwaschen[4, 32-34].

Die weitere Behandlung ist priméar symptomatisch. So kommt bei schweren Hautschadigun-
gen ein Wunddebridement in Frage[32, 35]. Zur medikamentosen Behandlung und Vorbeu-
gung von Entziindungen werden anti-inflammatorische Substanzen wie COX-Inhibitoren
oder Steroide angewendet, wobei die aktuelle Studienlage unterschiedliche Wirksamkeit der
einzelnen Vertreter der COX-Inhibitoren zeigt[36-39]. Eine bestimmte Substanz als Mittel
der ersten Wahl wurde bisher nicht identifiziert. Eine weitere medikamentése Mafinahme
besteht in der Applikation von N-Acetylcystein (NAC), welches im Korper befindliches
S-Lost binden und unschéadlich machen soll, sowie dafiir sorgen soll, dass die Konzentration
an Glutathion steigt, welches freie Radikale bindet. Ein zellprotektiver Effekt konnte so
in-vitro nachgewiesen werden[36, 40, 41].

1.2 Die Cyclooxygenasen

Will man die Wirkungsweise der eben genannten COX-Hemmer genauer betrachten, so
muss man die Funktion der Cyclooxygenasen genauer verstehen: Cyclooxygenasen sind eine
Enzymgruppe, welche vermehrt in entziindlichem Gewebe exprimiert werden[42]. Aus der
Arachidonsédure werden in der so genannten COX-Kaskade durch die COX Prostaglandine
gebildet, die verschiedene biologische Prozesse wie die Nierenfunktion, die Makrophagen-
funktion oder Insulinrezeptoren regulieren[43-46]. Eines der gebildeten Prostaglandine ist
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Prostaglandin E, (PGE;), welches an inflammatorischen Prozessen beteiligt ist[47-51].
Die Cyclooxygenasen kénnen in zwei Isoformen unterteilt werden: Die COX-1 und die
COX-2, die in verschiedenen Geweben unterschiedlich stark vertreten sind[52]. Wahrend die
COX-1 kontinuierlich exprimiert wird, wird die COX-2 bei inflammatorischen Ereignisse
vermehrt gebildet[53, 54]. Auch nach S-Lost Exposition ist eine vermehrte COX-2 Produk-
tion zu beobachten|37, 55, 56].

COX-
Inhibitor

cox

Arachidonsdure — - —

Abbildung 1: Vereinfachtes Schema der Funktion der Cyclooxygenase. Die Ausgangssubstanz
Arachidonséure wird unter Beteiligung der COX in PGE; umgesetzt[46]. Eine Aufgabe des
PGE; ist die Steuerung von Inflammation[47-50]. Durch COX-Inhibitoren wird die COX
gehemmt, was zu einer Reduktion der Prostaglandinsynthese fithrt[57, 58].

An der COX-Kaskade setzen die COX-Hemmer an, die in der Medizin in der Behandlung
von Entziindung und Schmerzen weit verbreitet sind[59]. Thre Wirksamkeit erfahrt diese
Wirkstoffgruppe iiber eine Hemmung der Cyclooxygenase, wodurch die Kaskade unter-
brochen wird und pro-inflammatorische Prostaglandine wie PGE, in geringerer Menge
produziert werden[57, 58].

Die COX-Inhibitoren konnen in zwei Klassen unterteilt werden: Die selektiven und nicht-
selektiven COX-Inhibitoren, die sich hinsichtlich ihrer Potenz zur Inhibition der COX
Subtypen COX-1 und COX-2 unterscheiden. Wahrend die nicht-selektiven Inhibitoren beide
Subtypen hemmen, wird durch die selektiven vor allem die COX-2 blockiert[60, 61]. Von
Vorteil bei den selektiven COX-2-Inhibitoren ist eine geringere Anzahl an medikamentenas-
soziierten Magenulzera, wobei das Risiko fiir kardiovaskulédre Komplikationen steigt[62—-65].
Die aktuelle Studienlage zeigt kein einheitliches Verhalten der COX-Inhibitoren bei S-Lost
Exposition: Wéahrend einige Vertreter dieser Substanzklasse eine anti-inflammatorische
Wirksamkeit bei der Behandlung von S-Lost induzierten Entziindungen deutlich machten,
zeigten andere keine signifikanten Verbesserungen[37-39]. Zur Untersuchung der Effektivitat
der COX-Inhibitoren in der Therapie nach S-Lost Exposition wurden Substanzen mit unter-
schiedlichen Eigenschaften ausgesucht. Als Vertreter der nicht-selektiven COX-Inhibitoren
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wurden Ibuprofen, Acetylsalicylsdure (ASS), Diclofenac, Piroxicam und Indomethacin ge-
wéhlt und Celecoxib und Parecoxib als Vertreter der selektiven COX-2-Hemmer. Zuséatzlich
wurde Paracetamol als untypischer COX-Inhibitor untersucht, dessen genauer Wirkmecha-
nismus noch immer diskutiert wird[66]. Die Inhibition einer weiteren COX Isoform, der
COX-3, durch Paracetamol steht in der Diskussion[67].

Als Vergleichssubstanz wurde der Januskinase-Inhibitor (JAK-Inhibitor) Tofacitinib ver-
wendet, eine anti-inflammatorische Substanz, die ihre Wirksamkeit nicht tiber die COX-
Inhibition, sondern der Blockade von JAK1 und JAK3 erhalt[68, 69].

Substanz Eigenschaft

ASS stark COX-1 selektiv

Ibuprofen keine COX Selektivtat

Diclofenac keine COX Selektivitéat

Piroxicam keine COX Selektivitat, lange Halbwertszeit
Indomehtacin keine COX Selektivitat, starke COX Bindung
Celecoxib COX-2 Selektivitat

Parecoxib COX-2 Selektivitat, Prodrug von Valdecoxib
Paracetamol COX-3 Selektivitat

Tofacitinib Januskinase Inhibitor

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Behandlungssubstanzen. ASS, Ibuprofen, Diclofenac,
Indomethacin und Piroxicam sind Substanzen mit keiner selektiven Bindungsfahigkeit
zu COX-1 oder COX-2. Celecoxib und Parecoxib sind Vertreter der selektiven COX-2-
Inhibitoren. Celecoxib, wie auch der aktive Metabolit Valdecoxib von Parecoxib, haben
eine starker ausgepragte Bindungsfahigkeit zu COX-2, als COX-1. Eine Besonderheit ist
der Wirkstoff Paracetamol, mit einer starken Wirksamkeit an der COX-3. Tofacitinib
ist eine anti-inflammatorische Substanz, die iiber eine Hemmung der Janusinkinase ihre
entztindungshemmende Eigenschaft erhalt[1, 61, 67, 69-73].
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2. ZIELSETZUNG, PLANUNG UND
DURCHFUHRUNG DER ARBEIT

Nachdem sich fiir die im vorherigen Abschnitt genannten sieben COX-Inhibitoren, Parace-
tamol und Tofacititinb als Testsubstanzen fiir die Durchfithrung der Arbeit entschieden
wurde, wurde ein Zellmodell ausgewahlt: Normale Humane Keratinozyten (NHEK) dienten
hierbei als Zellpopulation, um einen Einblick der Vorgéange in der Haut bei S-Lost Kontami-
nation zu erlangen. Nach der Festlegung der Messmethoden (XTT-Assay, PGE,-ELISA und
Zytokin-Multiplex-Assay) erfolgte in den Vorversuchen die Bestimmung der Zeitintervalle,
der optimalen Zellzahl, der Konzentrationen und der zu untersuchenden Zytokine fiir die
Hauptversuche.

In den Hauptversuchen wurden die PGEs- und Zytokinkonzentrationen gemessen und
Verdnderungen der Konzentrationen unter S-Lost Kontamination und nach Behandlung mit
den Testsubstanzen betrachtet. Ziel war es, die Substanzen anhand dieser Messungen zu
vergleichen und ihre zellprotektive und anti-inflammatorische Wirksamkeit in der Therapie
nach S-Lost Exposition zu quantifizieren.
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Abbildung 2: Workflow. Nach der Planung der wissenschaftlichen Arbeit wurden verschiedene
Vertreter der selektiven und nicht selektiven COX-Inhibitoren, sowie eine Vergleichssubstanz
mit anti-inflammatorischer Komponente und anderer Wirkweise festgelegt. Nach Bestim-
mung der Messmetoden wurde mit verschiedenen Experimenten die Mess- und Behand-
lungsintervalle, sowie die optimale Zellzahl und die mittlere inhibitorische Konzentration
(ICs0) der einzelnen Substanzen ausgewahlt. Mit diesen Daten konnten die Hauptversuche
geplant, die untersuchten Zytokine festgelegt und die PGE,- und Zytokinlevel bestimmt
werden. Die Daten wurden im Anschluss ausgewertet und konnten Riickschliisse tiber die
Wirkungsweise der COX-Inhibitoren bei S-Lost Exposition geben.



KAPITEL 3. MATERIALIEN UND METHODEN 7

3. MATERIALIEN UND METHODEN

3.1 Verwendetes Zellmodell und Kultivieren der
Zellen

Fiir die folgenden Versuche wurden Primary Normal Human Epidermal Keratinocytes
(NHEK) von PromoCell (Heidelberg, Deutschland) verwendet, die aus juveniler, menschlicher
Vorhaut gewonnen wurden und die Zellen mit dem gréffiten Anteil an der Epidermis
darstellen|[74]. Keratinozyten sind ein etabliertes Zellmodell, um toxische Effekte unter
S-Lost zu beobachten und wurden bereits in fritheren Experimenten genutzt|[75]. Das
verwendete Nahrmedium in den Versuchen war Keratinocyte Growth Medium 2 (KGM2) von
PromoCell mit 0,004 ml/ml Bovine Puritary Extract, 0,125 ng/ml Epidermal Growth Factor,
5ug/ml Insulin, 0,33 pg/ml Hydrocortison, 0,39 pg/ml Epinephrine, 10 ng/ml Transferrin
und 0,06 mM Calciumclorid (CaCly) als Bestandteile in den endgiiltigen Konzentraionen.

Zur Gewinnung einer ausreichenden Menge an NHEKSs fiir die Versuche erfolgte eine
Kultivierung der Zellen in KGM2 in einem Brutschrank bei 37°C und 5 % COg, Atmosphére
bis zur 8. Zellpassage und eine Anziichtung in T75 Zellkulturflaschen von Greiner Bio-One
(Frickenhausen, Deutschland). Die Zellmenge in den Zellkulturflaschen wurde mit einer
Neubauer Zahlkammer bestimmt, mittels Verdiinnung in KGM2 die gewiinschte Zellzahl
eingestellt und auf 96-Well Platten iibertragen. Um ein Adhérieren der Zellen sicherzustellen
wurde die Platte fiir 24 h inkubiert.
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Abbildung 3: Lichtmikroskopische Aufnahme NHEKSs 20-fach vergrofiert: Zu sehen ist ein
dichter Zellrasen mit NHEKs. Die Zellen wurden in KGM2 in T75 Zellkulturflaschen unter

Standardbedingungen herangeziichtet. Bei mikroskopisch zu dichtem Zellrasen wurden die
Zellen auf weitere Kulturflaschen aufgeteilt.
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3.2 Schwefellost

S-Lost (Bis(2-chlorethyl)sulfid, CAS-Nr. 505-60-2) wurde durch das Bundesministerium der
Verteidigung am Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie der Bundeswehr zur Verfiigung
gestellt.

o TN

Abbildung 4: Strukturformel von S-Lost. Sie besteht aus einem Schwefelmolekiil mit zwei
Cloridmolekiilen, welche jeweils durch eine Kohlenwasserstoffkette verbunden sind. Die
Strukturformel wurde mit ChemSketch gestaltet. [4]

3.3 Bestimmung der Zellviabilitat

Zur Bestimmung der Zellviabilitdt wurde das Cell Proliferation Kit IT (XTT-Assay) von Ro-
che Diagnostics (Penzberg, Deutschland) verwendet. Grundlegender Bestandteil dieses Tests
ist ein Tetrazoliumsalz. In Anwesenheit von metabolisch aktiven Zellen wird Tetrazolium in
ein rosa Formazansalz mit einem spezifischen Absorptionsmaximum umgewandelt. Mit Hilfe
einer photometrischen Messung kann somit ein Riickschluss auf die Zellviabilitiat gezogen
werden|[76]. Zu Beginn wurden 5ml XTT-Labeling-Reagenz mit 100 pl Electron Coupling
Reagenz zusammengefiihrt und die Uberstéinde der Proben gesammelt und durch 100 pM
KGM2 ersetzt, um die Zellen weiterhin mit Néahrstoffen zu versorgen. Die gesammelten
Uberstande wurden je nach Versuch weiter untersucht und die PGE,- bzw. die Zytokinkon-
zentration bestimmt. Von dem zusammengefiithrten Reagenz wurde unter Lichtschutz 50 pl
in jedes Well gefiillt, die Platten weiter inkubiert und nach 2 Stunden und 4 Stunden bei
450 nm photometrisch mit dem Tecan infinte200Pro Plate Reader (Ménnedorf, Schweiz)
vermessen. Um die photometrischen Messergebnisse zu quantifizieren, diente bei jedem
Versuchsdurchlauf eine Kontrolle mit Medium und Losungsmittel als Referenz, die 100 %
viable Zellen enthielt. Andere Gruppen wurden im Verhéltnis betrachtet und ein relativer
Wert zur Kontrollgruppe berechnet (vgl. Formel 3.1).
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Absorption; — Absorption gintergrund

relative Viabilitat[%| =
[ O] AbsOrptionMedium—i—EtOH/DMSO - AbsorptionHintergrund

* 100

Formel 3.1: Berechnung der relativen Viabilitat. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die
photometrischen Messergebnisse des XTT-Assays in Relation zueinander berechnet. Als
Kontrollgruppe mit einer 100 % Viabilitdt wurden die Proben betrachtet, in denen nur
das Medium mit dem jeweiligen Losungsmittel EtOH oder DMSO in nicht toxischer Dosis
waren. Bei diesen Proben wurde davon ausgegangen, dass die Zellen ihre urspriingliche
Viabilitat behalten. Andere Proben wurden in prozentualer Relation zu diesen Proben
betrachtet. Die Absorption mit dem tiefgestellten i steht fiir den Absorptionswert einer
beliebigen Probe und mit dem tiefgestellte ,Medium+EtOH/DMSO* fiir den Mittelwert
der Absorption der Proben mit Medium und Loésungsmittel.

3.4 Bestimmung der Parameter fiir die
Hauptversuche

Um mit einer Zellzahl zu arbeiten, bei der sowohl ein Anstieg, als auch ein Abfall der
Zellzahl, zu einer photometrisch messbaren Verdnderung der Viabilitat fiihrt, wurde die
optimale Zellzahl bestimmt. Begonnen mit 100.000 Zellen pro Well wurden durch 2/3
Verdiinnungsschritte in KGM2 11 weitere Verdiinnungen hergestellt und mit 8 technischen
Replikaten pro Verdiinnungsschritt und Platte auf zwei 96-Well Platten aufgetragen (Tab.1).
Eine Kultivierung der Zellen erfolgte bei einer Platte fiir 24 Stunden und bei einer zweiten
fiir 48 Stunden, wonach die Viabilitat der Proben durch den XTT-Assay bestimmt wurde.
Die Ermittlung des Zeitpunkts bei dem ein grofftmoglicher Unterschied zwischen verschiede-
nen S-Lost Konzentrationen gemessen werden kann, erfolgte durch Viabilitdtsmessungen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten. NHEKs wurden 100 pM und 300 pM S-Lost ausgesetzt und
die Viabilitat nach einer, drei, sechs und 24 Stunden mit dem XTT-Assay photometrisch
gemessen.

Abhéangig von der Loslichkeit der zu untersuchenden Substanzen und des S-Losts wurden
diese in Ethanol (EtOH) bzw. in Dimethyl Sulfoxid (DMSO) gel6st. Um sicherzustellen,
dass die Zellen die verwendeten Konzentrationen der Losungsmittel tolerieren, wurde die
IC50 von EtOH und DSMO bestimmt und eine Konzentration fiir die beiden festgelegt.
Die ICsyq ist die Konzentration einer Substanz, bei der eine Antwort, in diesem Fall das
Ergebnis des XTT-Assays, um 50 % reduziert ist. Da die Plateaus der berechneten Kurven
nicht bei 100 % und 0 % liegen wurde die relative ICsq verwendet [77, 78]. Hierzu erfolgte
die Herstellung von 12 verschiedenen Verdiinnungen im Verhéaltnis 1:2 von EtOH bzw.
DMSO mit Medium und das Auftragen auf 96-Well-Platte mit NHEKSs, wodurch fiir je-
den Verdunnungsschritt acht technische Replikate erzeugt wurden. Analog konnte bei der
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Bestimmung der ICs; der Behandlungssubstanzen und S-Lost vorgegangen werden, um
die Konzentrationen anzupassen. Die Verhéltnisse der Verdiinnungsschritte variierten je
nach Substanz, wobei von allen Substanzen 11 Verdiinnungen hergestellt wurden, um Platz
auf der Platte fiir acht Replikate einer Kontrolle mit KGM2 und Losungsmittel zu lassen.
Ethanol diente als Losungsmittel fir Ibuprofen, Diclofenac, Paracetamol, ASS und S-Lost
und DMSO fiir Piroxicam, Indomethacin, Celecoxib, Parecoxib und Tofacitinib. Nach 24
Stunden Einwirkungszeit der Substanzen wurde der Uberstand abgenommen und eine
photometrische Messung mittels des XTT-Assays durchgefiihrt. Die relative Zellviabilitat,
also die gemessene Absorption in Relation zur Kontrollgruppe ohne Behandlungssubstanz,
diente hierbei als Anndherungswert fiir die restlichen Zellen.

3.5 Vergiftung und Zugabe der
Behandlungssubstanzen

20.000 Zellen/Well wurden auf zwei 96-Well Platten fiir jeden Versuchsdurchlauf ausgesét
und nach einem Tag Inkubation mit S-Lost vergiftet. Eine Stunde spater wurde der
Uberstand abgesaugt und durch die anti-inflammatorischen Substanzen ersetzt. Nach
24 Stunden Inkubation wurden die Zytokinkonzentrationen einer Platte gemessen. Die
Uberstédnde der anderen Platte wurden bei -20°C eingefroren, um sie spiter mit dem
PGE,-ELISA zu untersuchen. Die leeren 96-Well Platten wurden mit 100 ul Medium wieder
aufgefillt und mit dem XTT-Assay die Viabilitat der Zellen gemessen (Abb.5).

1 Tag 1 Stunde ‘
Anti-
Aussat ) S - Lost mm) inflammatorische
Substanzen

~
Zytokin-

Assay/PGE,-ELISA

Abbildung 5: Ablauf zur Vorbereitung der Hauptversuche. Nach dem Aussidhen wurden
die Zellen 24 Stunden spater mit S-Lost vergiftet und eine Stunde darauf mit den anti-
entziindlichen Substanzen behandelt. Nach 24 Stunden Behandlungsdauer wurden die
Viabilitit der Zellen mit dem XTT Assay gemessen und die Uberstéinde auf Zytokine und
PGE, untersucht.



KAPITEL 3. MATERIALIEN UND METHODEN 12

3.6 Bestimmung der PGE;-Produktion

Zur Quantifizierung der Inflammation und zur Bestimmung der Wirksamkeit der COX-
Inhibition wurde die PGEs;-Konzentration mit einem enzymgekoppeltem Immunabsorp-
tionstest (ELISA) von Abcam (Cambridge, UK) bestimmt. Mit Hilfe von Antikérpern
wird das PGEs in einer Probe aufgereinigt. Bei Zugabe von p-Nitrophenylphosphat (pNpp)
wird dieses durch die an die Antikorper gebundene alkalische Phosphatase umgewandelt
und die Farbintensitat nimmt ab. Durch eine hergestellte Verdiinnungsreihe bekannter
Konzentration kann mit photometrischer Vermessung die Menge an PGE; in den Proben
bestimmt werden.

Zur Vorbereitung des Versuchs wurden die Reagenzien des Kits und die eigefrorenen Proben
auf Raumtemperatur gebracht. Der Waschpuffer wurde mit 30ml des 20-fach konzentrierten
Waschpuffers in 570 ml deionisiertem Wasser hergestellt.

Zur Bestimmung der Konzentration der Proben wurde eine Verdiinnungsreihe mit einem
Standard bekannter Konzentration hergestellt. 50 il des mitgelieferten Standards wurde in
950 nl Medium gelost. Die weiteren Verdiinnungsschritte wurden mit einer 1:1 Verdiinnung
in KGM2 angefertigt. Die Verdiinnungsschritte wurden mit je zwei technischen Replikaten
und 100 pl pro Well auf die mit Antikorpern beschichtete Platte aufgetragen. Anschlieffend
wurden die zu untersuchenden Uberstéinde mit 40 pl je Well {ibertragen. Zwei Kontrollen
mit 100 pl KGM2 je Well wurden zusétzlich aufgefiillt. In alle Wells kamen 50 pl Alkali-
sche Phosphatase Konjugat, welches sich an das PGE; binden soll. Nach zwei Stunden
lichtgeschiitzter Inkubation auf einer Riittelplatte bei 500 rpm wurde die Platte dreifach
mit 350 ul pro Well gewaschen. Hierdurch wird das PGE, aufgereinigt. Die leeren Wells
wurden mit 200 pl p-Nitrophenylphosphat (pNpp) je Well wieder aufgefiillt, welches die
an das PGE,; gebundene alkalische Phosphatase umwandelt und fiir eine Verdnderung des
Absorptionsspektrums sorgt. Im Folgenden wurde die Platte lichtgeschiitzt fiir 45 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert und nach Zugabe von 50l Stopsolution pro Well eine
photometrische Messung bei 405 nm und 580 nm Korrektur durchgefiihrt.

Mit Hilfe der Ergebnisse der Standardverdiinnungen konnte eine Eichgerade angefertigt
werden und die PGE, Konzentrationen der zu untersuchenden Proben berechnet werden[79].

3.7 Messung der Zytokine

Der Bio-Plex Assay erlaubt mehrere Zytokine aus einem Zelliiberstand gleichzeitig zu
quantifizieren, indem Zytokine in den Proben an bead-gekoppelte Antikérper gebunden
werden. Die durch den Tecan Hydroflex (Mannedorf, Schweiz), einem magnetischen Washer,
zunachst separierten Zytokine werden in einem anschlieSenden Schritt mit einem zytokinspe-
zifischem Flureszensmarker versehen, mit Hilfe dessen die einzelnen Subtypen differenziert
werden konnen. Zum Auslesen der Proben dient der Bio-Plex 200 Reader von BioRad
(Hercules, USA), der die Konzentrationen auf Grundlage einer Verdiinnungsreihe bekannter
Konzentration errechnet[80].

Zur Vorbereitung wurden alle Substanzen auf Raumtemperatur gebracht und Bovine-Serum-



KAPITEL 3. MATERIALIEN UND METHODEN 13

Albumin-Lésung (BSA-Losung) mit 175 mg Bovines-Serum-Albumin (BSA) und 10ml
Keratinocte Growth Medium 2 (KGM2), sowie Standarddiluent aus 100 mg BSA und 20 ml
KGM2 und eine Washpufferlosung hergestellt. Der Standard des Kits wurde in 500 pl mit-
geliefertem Losungsmittel gelost und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Eine Verdiinnungsreihe
mit 8 verschiedenen Konzentrationen in einem Verhaltnis 1:3 wurde hergestellt, wobei
zur Produktion der Ausgangskonzentration 128 pM des gelosten Standards in 72 pM des
mitgelieferten Losungsmittels verdiinnt wurde.

Anschlieend wurden 575l magnetische Beads in 5175l Assay Puffer gelost und 50 ul in
jedes Well der mitgelieferten 96 Well-Platte gegeben. Mit Hilfe des magnetischen Washers
konnte die Platte mit 100 ul Waschpuffer pro Well zweimal gewaschen werden.

Um ein Austrocknen der Beads zu verhindern, erfolgte das Auftragen von 25 pnl BSA-Loésung
in jedes Well. Die Verdiinnungen des Standards wurden zu je zwei Replikaten auf die
Platte aufgetragen und 501l/Well des zu untersuchenden Uberstands in die restlichen
Wells gefiillt. Zwei Wells wurden mit 50 ul Standarddiluent als Kontrolle versehen, die
Platte lichtgeschiitzt versiegelt, bei 850 rpm vermischt und unter Raumtemperatur inkubiert.
Nach 30 Minuten wurde die Platte dreimal mit 100 pul Waschpuffer pro Well gewaschen und
in die leeren Wells 25l pro Well einer Antikorper-Losung (300 ul Antikérper in 2700 pl
mitgelieferte Antikorperlosungsmittel) eingefiillt.

Nach 30 min lichtgeschiitzter Zeit auf dem Laborschiittler bei 850 rpm und Raumtemperatur
wurde die Platte mit 100 pl pro Well dreimal gewaschen und 50 pM einer Streptavidin-
Phycoerythrin-Lésung (60 pl Streptavidin-Phycoerythrin in 5940 pl Assay Puffer) in jedes
Well gefiillt. Die Platte wurde erneut lichtgeschiitzt fiir 10 min bei 850 rpm auf einen Labor-
schiittler gestellt und dreimal mit 100 pl pro Well gewaschen. Mit 1251l Assay Puffer pro
Well und 30 Sekunden auf einem Laborschiittler wurden die Beads resuspendiert und mit
dem BioPlex Reader 200 vermessen.
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3.8 Berechnung der relativen Zytokin- und PGE,
Konzentration und Statistik

Um Messfehler durch technische Fehler zu minimieren, wurden die Ergebnisse des BioPlex-
Assays und PGE,-ELISAS durch die zuvor bestimmte relative Viabilitat geteilt. Die
Quotienten wurden auf den Mittelwert der Quotienten der 50 uM S-Lost Gruppe nor-
miert (vgl. Formel 3.2). Berechnungen erfolgten mit Microsoft Excel (Version 15.36) und
Prism GraphPad (Version 7)). Zum Ausschluss von Outlieren wurde Grubb’s Outliertest
mit a = 0,0001 mit GraphPad durchgefiihrt. Eine optische Darstellung, statistische Ver-
gleiche mittels Wilcox Test, sowie Berechnung der 1Cs, erfolgte mit dem Softwarepaket
R. Verwendet wurde die Pakete ,data.table”, , ggplot2“, ,drc“, , ggthemes®, ,scales, ,ti-
dyverse“, ,knitr®,  ggpubr®, reshape2“, RColorBrewer”, , ggpubr®, , egridExtra“ und ,egg*“

absolute PGEy Ausschiittung

1. PGE via — . . e
2 relative Viabilitit
PGE via
2. relative PGEy Ausschiittung|%| = 2 * 100
PGEQvia50‘gMSL

Formel 3.2: Messergebnisse des PGEy-ELISA ergaben absolute Werte. Um technische Fehler
bei der Behandlung unterschiedlicher Platten auszugleichen, wurde jede Probe durch ihre
jeweilige relative Viabilitat geteilt. AnschlieBend wurden diese Ergebnisse (PGEsy;,) durch
den Mittelwert der Ergebnisse der Gruppe mit 50 pM S-Lost (PGEayiasopmst,) geteilt und
mit 100 multipliziert. Analog wurde bei der relativen Zytokinbestimmung vorgegangen.
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4. BERGEBNISSE

4.1 Festlegung der Versuchsparameter

Als Menge an Zellen zur Durchfithrung der Versuche wurde eine Zellzahl gewéhlt, welche im
linearen Bereich der Zellzahlkurven nach 24 und 48 Stunden liegt. In diesem Bereich kann
sowohl ein Anstieg, als auch ein Abfall der Zellzahl photometrisch mit dem XTT-Assay
vermessen werden. In den folgenden Versuchen wurde eine Zellzahl von 20000 Zellen pro
Well verwendet, da bei dieser Zellzahl die Zellen sich sowohl am ersten, als auch am zweiten
Tag im linearen Bereich der Zellzahlkurve befanden (Abb.6).
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Abbildung 6: Zellzahlkurven. Fiir die Anfertigung der Zellzahlkurve wurden 12 verschiedene
Zellzahlen mit jeweils 8 Proben verwendet. Die gestrichelte Linie markiert 20000 Zellen.
Der graue Bereich gibt das 95 % Konfidenzintervall des Curve Fits an. Diese Zellzahl liegt
sowohl am ersten, als auch am zweiten Tag im linearen Bereich der Zellzahlkurven.

In den Hauptversuchen wurde die Zeitspanne bis zur Durchfithrung des XTT-Assays auf 24
Stunden festgesetzt, da hier in den Vorversuchen im Vergleich zu den anderen Intervallen
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eine groffitmogliche Reduktion der Viabilitat festgestellt werden konnte. Hierdurch konnte
eine bestmogliche Beobachtung der Viabilitatsanderungen in den Hauptversuchen sicherge-
stellt werden (Abb. 7).

1h SL 3h SL ‘ 6h SL 24h SL
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Abbildung 7: Die Graphen zeigen die relative Viabilitdt nach Exposition mit S-Lost mit
100 pM und 300 pM S-Lost. Die Proben wurden nach 1h, 3h, 6h und 24h nach der S-
Lost (SL) Exposition eingefroren. Eine Einwirkzeit von 24h mit S-Lost zeigt die stéarkste
Reduktion der Viabilitidt. Ebenso ldsst sich ein Unterschied zwischen den verschiedenen
S-Lost Konzentration feststellen.

In den Viabilitatstests der Vorversuche wurde eine IC5q von 3,5 % fiir DMSO und 2,7 % fiir
Ethanol errechnet (Abb. 8), woraufhin in den Hauptversuchen eine Konzentration von 1%
zur Herstellung der Behandlungssubstanzen verwendet wurde, um sicherzustellen, dass keine
toxischen Effekte der Losungsmittel die Ergebnisse der PGE,- und Zytokinbestimmung
verfalschen. Erste Bestimmungen der Zytokinkonzentrationen zeigten, dass 1% DMSO zu
einer vermehrten Freisetzung von Zytokinen fiihrte, weshalb die Konzentration von DMSO
auf 0,1 % reduziert wurde.

Bei der Bestimmung der ICsy von S-Lost ergab sich ein Wert von 23,9 uM (Abb. 8), auf
dessen Basis in den weiteren Experimenten Konzentrationen von 12,5 pM, 25 1M und 50 pM
S-Lost ausgewéhlt wurden, um leichte bis starke toxische Effekte auf die NHEKSs zu erhalten.
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Abbildung 8: Bestimmung der 1C5q von EtOH, DMSO, S-Lost mittels XTT-Test. Nach
einer Einwirkzeit von 24 Stunden wurde der XTT-Assay durchgefithrt. Durch die weitere
Berechnung der Ergebnisse ergab sich fiir S-Lost eine 1Csq von 23.9 uM, fiir EtOH von 2.7 %
und DMSO von 3.5%.

Messungen fiir die nicht-selektiven COX-Inhibitoren ergaben bei Ibuprofen eine IC5q von
591.5 uM, fir Diclofenac von 166.2 1M, fiir Indometacin von 689.8 pM und fiir ASS von
4832 1M wobei bei Paracetamol und Piroxicam mit den verwendeten Konzentrationen keine
ICs¢ berechnet werden konnte. Um keine toxischen Effekte durch die Behandlungssubstan-
zen zu erhalten und eine Vergleichbarkeit der Substanzen untereinander zu gewéahrleisten
wurden auf Grundlage der Vorversuche Konzentrationen von 15puM, 50 pM und 150 utM fir
die nicht-selektiven COX-Inhibitoren gewahlt.

Fir die beiden selektiven COX-2-Inhibitoren konnte in den Vorversuchen bei Celecoxib eine
ICs¢ von 33.74 uM und fiir Parecoxib 558 ntM bestimmt werden, worauthin Konzentrationen
von 0,5 M, 2pM und 15 pM gewéhlt wurden, um keine zytotoxischen Effekte zu erzielen.
Tofacitinib zeigte als Vergleichssubstanz eine I1C5q von 601 uM. Zum Vergleich wurde jedoch
die gleiche Konzentration, wie fiir die selektiven COX-2-Inhibitoren ausgesucht.
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Abbildung 9: Viabilitdtskurven der Behandlungssubstanzen zur Bestimmung der 1Cy,. Fiir
Paracetamol und Piroxicam konnte mit den Ergebnissen der verwendeten Konzentrationen
keine lineare Regression durchgefiihrt werden. Die 1C5q wurde fiir Ibuprofen auf 591.5 uM,
fir Diclofenac auf 166,2 nM, fiir Indomethacin auf 689.8 uM, fir ASS auf 4832 1M, fir
Celecoxib auf 33.74 nM, fir Parecoxib auf 558 pM und fiir Tofacitinib auf 601 pM berechnet.

4.2 Identifizierung der geeigneten Zytokine als
Surrogat-Parameter fiir die Inflammation

Der verwendete Multiplex-Assay von BioRad ermoglicht die gleichzeitige Bestimmung
verschiedener Zytokine. Um sich auf die Zytokine zu fokussieren, die von Keratinozyten nach
S-Lost Exposition in grolerem Mengen gebildet werden, wurde ein Screening durchgefiihrt.
Interleukin 6 (IL-6) , Interleukin 8 (IL-8) und der Tumor-Nekrose-Faktor-a(TNF-«) zeigten
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sich hier als besonders geeignet, da diese einen einheitlichen konzentrationsabhangigen
Anstieg nach S-Lost-Exposition erfahren (Abb. 10). Eine Differenzierung zur Kontrollgruppe
ist ebenfalls moglich. Erfahrungen mit diesen Zytokinen in fritheren Studien unterstiitzen
die Auswahl[30, 39, 81, 82].

IL-6 IL-8 TNF-a

100 4

Relative Zytokinkonzentration [%)]
[ ]

! ! ! . ! ' ! ! ! !
12.5 25 50 0 12.5 25 50 0 12.5 25 50
S-Lost-Konzentration [uM]

Abbildung 10: Zytokinscreening. Die Graphen zeigen die relative Menge an Zytokinen, die
durch Keratiozyten nach S-Lost Exposition exprimiert werden am Beispiel von IL-6, IL-8 und
TNF-«. Zur Identifizierung der sensitivsten Zytokine nach S-Lost Exposition wurde dieser
Test durchgefiihrt. IL-6, IL-8 und TNF-« zeigen eine konzentrationsabhangige Steigerung
der Zytokinausschiittung. Ein signifikanter Anstieg im Verhéltnis zur Kontrollgruppe ist zu
verzeichnen. Eine statistische Signifikanztestung zwischen der Kontrollgruppe ohne S-Lost
und den anderen Gruppen wurde mit dem Wilcox-Test durchgefiihrt. Vier Sterne(****)
zeigen eine Siginifikanz von p < 0.0001 zur Kontrollgruppe

4.3 Beeinflussung der Viabilitat durch die
Behandlungssubstanzen

Ein Kriterium fir die Wirksamkeit eines Therapeutikums bei S-Lost-Exposition ist der
Erhalt der Viabilitat. Eine Abnahme dieser durch S-Lost konnte durch einzelnen anti-
entzlindlichen Substanzen wie Diclofenac, Ibuprofen, Indomethacin, Paracetamol, Parecoxib
und Tofacitinib reduziert werden, wobei keine Dosis-Wirkungsbeziehungen beobachtet
werden konnten (Abb. 11+12).
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Abbildung 11: Viabilitdtsbeeinflussung durch nicht-selektive COX-Inhibitoren. Dargestellt
ist die Verdnderung der Viabilitdt nach S-Lost (SL) Exposition in Konzentrationen von
12,5 pM, 25 pM und 50 pM und der Zugabe der nicht-selektiven COX-Inhibitoren. Es zeigt
sich kein konzentrationsabhangiger Trend. Die gestrichelte Linie zeigt die relative Viabilitat
bei 0 pM S-Lost. Eine statistische Signifikanztestung zwischen der Kontrollgruppe ohne
S-Lost und den anderen Gruppen wurde mit dem Wilcox-Test durchgefiihrt. Das Kiirzel ns
markiert keine statistische Signifikanz zur Kontrollgruppe ohne Behandlungssubstanz. Ein
Stern (*) zeigt eine Signifikanz von p < 0.05. Zwei Sterne (**) zeigen eine Signifikanz von
p <0,01.
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Abbildung 12: Viabilitatsbeeinflussung durch selekt

ive COX-2-Inhibitoren, Paracetamol

und Tofacitinib. Dargestellt ist die Verdnderung der Viabilitat nach S-Lost (SL) Exposition
in Konzentrationen von 12,5pM, 25uM und 50 pM und Zugabe der selektiven COX-2-
Inhibitoren, Paracetamol und Tofacitinib. Auch hier konnte kein konzentrationsabhéngiger

Trend beobachtet werden. Die gestrichelte Linie zeigt

die relative Viabilitat bei 0 pM S-Lost.

Eine statistische Signifikanztestung zwischen der Kontrollgruppe ohne S-Lost und den
anderen Gruppen wurde mit dem Wilcox-Test durchgefiithrt. Das Kiirzel ns markiert keine
statistische Signifikanz zur Kontrollgruppe ohne Behandlungssubstanz. Der Stern (*) zeigt

eine Signifikanz von p < 0.05.
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4.4 Beeinflussung der PGEs-Level durch die
Behandlungssubstanzen

PGE; wurde in der Studie als Surrogatparameter betrachtet, um die Inhibition der Pros-
taglandinsynthese tiber die COX darzustellen. Es konnte eine Dosis-Wirkungs-Korrelation
zwischen der S-Lost Gabe und der ausgeschiitteten PGEy-Menge beobachtet werden (Abb.
13+14), wobei die COX-Inhibitoren alle zu einer signifikanten Reduktion des erhohten
PGE,-Spiegels. Der Konzentrationsabfall war hierbei nicht wesentlich anhéngig von der
verwendeten Konzentration der Behandlungssubstanzen. Im Gegensatz zeigte Tofacitinib
als Janusinkinase-Inhibitor keine relevante Reduktion der PGEy-Konzentration (Abb. 14).
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Abbildung 13: PGEs-Konzentrationsverdnderung durch nicht-selektive COX-Inhibitoren
nach S-Lost Exposition. Verglichen wurde die Kontrollgruppe mit 0 pM Behandlungs-
substanz im Verhéltnis zu den anderen Gruppen mit Behandlungssubstanzen. Bei allen
Gruppen konnte nach Zugabe eines nicht-selektiven COX-Inhibitors eine Reduktion der
PGE,-Produktion verzeichnet werden. Eine statistische Signifikanztestung zwischen der
Kontrollgruppe ohne S-Lost und den anderen Gruppen wurde mit dem Wilcox-Test durchge-
fithrt. Das Kiirzel ns markiert die Gruppen ohne statistische Signifikanz zur Kontrollgruppe
ohne Behandlungssubstanz. Drei Sterne (***) zeigen eine Signifikanz von p < 0.001 und
vier Sterne(****) eine Siginifikanz von p < 0.0001.
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Abbildung 14: PGE,-Konzentrationsveranderungen durch selektive COX-2-Inhibitoren,
Paracetamol und Tofacitinib nach S-Lost Exposition. Verglichen wurde die Kontrollgruppe
mit 0 pM Behandlungssubstanz mit den anderen Gruppen mit Behandlungssubstanzen.
Aufler nach Zugabe von Tofacitinib zeigen alle Gruppen nach Behandlung mit den COX-
Inhibitoren eine Reduktion der PGE,-Produktion. Eine statistische Signifikanztestung
zwischen der Kontrollgruppe ohne S-Lost und den anderen Gruppen wurde mit dem Wilcox-
Test durchgefiihrt. Das Kiirzel ns markiert die Gruppe ohne statistische Signifikanz zur
Kontrollgruppe ohne Behandlungssubstanz. Ein Stern (*) zeigt eine Signifikanz von p < 0.05,
zwei Sterne (**) von p < 0,01, drei Sterne (***) von p < 0,001 und vier Sterne von p > 0,0001
an.
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4.5 Wirkung von S-Lost und den
Behandlungssubstanzen auf die
Zytokinproduktion

Eine Exposition gegentiber S-Lost liefl die Ausschiittung der untersuchten Zytokine konzen-
trationsabhangig ansteigen, wobei die Erhéhung gegeniiber der Kontrollgruppe statistisch
signifikant war (Abb. 15-20). Durch die Zugabe der COX-Inhibitoren konnte die Zyto-
kinausschiittung abhédngig von der verwendeten Testsubstanz unterschiedlich beeinflusst
werden. Celecoxib war unter den untersuchten Substanzen der einzige Vertreter, der zu
einer Reduktion sowohl von IL-6, IL-8 und TNF-« fithrte und einen besonders starken
Riickgang der Zytokinexpression bei der hochsten Konzentration von 15 pM Celecoxib
aufzeigte. In der Gruppe mit 12,5 pM S-Lost konnte so IL-6 von 44,1 % auf 7,6 % (Abb. 16),
IL-8 von 37,6 % auf 9,8 % (Abb.18) und TNF-a von 48,8 % auf 26,9 % (Abb.20) reduziert
werden. Auch bei héheren S-Lost Konzentrationen zeigte sich die anti-inflammatorische
Wirksamkeit von Celecoxib, wie man bei einer Exposition mit einer S-Lost Konzentration
von 50 uM sehen kann, nach der sich die relative Konzentration bei IL-6 von 100 % auf
34,9 % (Abb. 16), bei IL-8 von 100 % auf 32,0 % (Abb. 18) und bei TNF-a von 100 % auf
56,6 % verkleinert (Abb.20).

Eine weitere Substanz, die zu einer starken Reduktion von IL-6 fiithrte, war Indomethacin,
bei der signifikante Abnahmen des IL-6 Spiegels in allen Konzentrationen gefunden werden
konnten. So fithrte bereits die geringste Konzentration von 15 M Indomethacin nach einer
Exposition mit 50 pM S-Lost zu einer Verminderung der IL-6 Ausschiittung von 100 % auf
68,9 % und bei einer Zugabe von 150 pM Testsubstanz zu einer Reduktion auf 28,7 % (Abb.
15). Im Gegensatz zu Celecoxib war Indomethacin nicht in der Lage die IL-8 und TNF-«a
Konzentrationen nach hohen S-Lost Konzentrationen relevant zu reduzieren (Abb. 17419).
Der Janusinkinase-Inhibitor Tofacitinib zeigte dhnliches Verhalten wie Indomethacin, da
auch bei dieser Substanz nur eine signifikante Reduktion von IL-6 nachgewiesen wurde,
wobei die IL-6 Spiegel in geringerem Mafle als bei Indomethacin reduziert wurden. Die
hochste Konzentration von 15 uM erreichte nach 50 pM S-Lost Exposition eine Reduktion
von 100 % auf 56,7 % (Abb. 16).

Diclofenac verringerte ebenfalls den relativen IL-6 Spiegel, zu sehen an einer Reduktion
von 100 % auf 44,1 % unter 150 pM Diclofenac nach 50 pM S-Lost Exposition (Abb. 15).
Trotz der guten Wirksamkeit bei IL-6, fithrte Diclofenac zu einem Anstieg von IL-8, das bei
50 pM S-Lost und 150 pM Diclofenac von 100 % auf 605,5 % anstieg und von TNF-«, das
von 100 % auf 541,7 % zunahm. Auch bereits bei geringerer Diclofenac Konzentration von
15 1M wurde ein relativer IL-8 Spiegel von 192,8 % und bei TNF-a von 229,5 % gemessen
(Abb. 17419).

Neben Diclofenac wurde auch bei ASS, Ibuprofen und Paracetamol ein Anstieg von Zyto-
kinen beobachtet, der am ausgepréagtesten bei 50 uM S-Lost Exposition und Behandlung
mit 150 pM der COX-Hemmer zu sehen war. ASS zeigte einen IL-6 Anstieg von 100 % auf
154,5% (Abb. 15), bei IL-8 von 100 % auf 135,1 % (Abb. 17) und bei TNF-a von 100 % auf
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131,2% (Abb. 19). Bei Ibuprofen stieg die IL-6-Konzentration von 100 % auf 130,5% (Abb.
15), die IL-8-Konzentration von 100 % auf 226,2 % (Abb. 17) und die TNF-a Konzentration
von 100 % auf 293,4 % an (Abb. 19). Paracetamol zeigte lediglich einen Anstieg von TNF-«
von 100 % auf 126,6 % (Abb. 20).

Eine Behandlung mit Piroxicam fiihrte vor allem bei der geringsten Konzentration mit
12,5puM S-Lost zu einer Reduktion der IL-6 Ausschiittung, wobei eine Behandlung mit
150 pM Piroxicam die I11-6 Konzentration von 44,1 % auf 28,8 % reduzieren konnte (Abb.
15). Die Konzentrationen von IL-8 und TNF-« zeigten keine deutliche Dosis-Wirkungs-
Korrelation (Abb. 17+19). Parecoxib beeinflusste die Zytokinausschiittung nicht relevant
(Abb. 16,18,20).
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Abbildung 15: Relative IL-6 Konzentration bei Zugabe von nicht-selektiven COX-Inhibitoren
nach S-Lost Exposition. Verglichen wurde die Kontrollgruppe mit 0 pM Behandlungssub-
stanz mit den anderen Gruppen mit Behandlungssubstanzen. Ein Anstieg von IL-6 nach
S-Lost Gabe kann in jeder Konzentration verzeichnet werden. Ein Abfall der IL-6 Konzen-
tration war vor allem bei den Gruppen mit Diclofenac und Indomethacin zu verzeichnen.
Eine statistische Signifikanztestung zwischen der Kontrollgruppe ohne S-Lost und den
anderen Gruppen wurde mit dem Wilcox-Test durchgefiithrt. Das Kiirzel ns markiert die
Gruppen ohne statistische Signifikanz zur Kontrollgruppe ohne Behandlungssubstanz. Ein
Stern (*) zeigt eine Signifikanz von p < 0.05, zwei Sterne (**) von p < 0,01, drei Sterne (***)
von p < 0,001 und vier Sterne von p > 0,0001 an.
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Abbildung 16: Relative IL-6 Konzentration bei Zugabe der selektiven COX-2-inhibitoren,
Paracetamol und Tofacitinib nach S-Lost Exposition. Verglichen wurde die Kontrollgruppe
mit 0 pM mit den anderen Gruppen mit Behandlungssubstanzen. Ein Anstieg von 1L-6
nach S-Lost Gabe kann in jeder Konzentration verzeichnet werden. Vor allem Celecoxib
senkt die IL.-6 Ausschiittung nach S-Lost-Exposition. Eine statistische Signifikanztestung
zwischen der Kontrollgruppe ohne S-Lost und den anderen Gruppen wurde mit dem Wilcox-
Test durchgefiihrt. Das Kiirzel ns markiert die Gruppen ohne statistische Signifikanz zur
Kontrollgruppe ohne Behandlungssubstanz. Ein Stern (*) zeigt eine Signifikanz von p < 0.05,
zwei Sterne (**) von p < 0,01 und vier Sterne von p > 0,0001 an.
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Abbildung 17: Relative IL-8 Konzentration bei nicht-selektiven COX-Hemmern nach einer
S-Lost Exposition. Verglichen wurde die Kontrollgruppe mit 0 pM Behandlungssubstanz
mit den anderen Gruppen mit Behandlungssubstanzen. Indomethacin scheint bei den
Gruppen mit wenig S-Lost das IL-8 zu reduzieren. Eine statistische Signifikanztestung
zwischen der Kontrollgruppe ohne S-Lost und den anderen Gruppen wurde mit dem
Wilcox-Test durchgefiihrt. Das Kiirzel ns markiert Gruppen ohne statistische Signifikanz
zur Kontrollgruppe ohne Behandlungssubstanz. Ein Stern (*) zeigt eine Signifikanz von
p <0.05, zwei Sterne (**) von p < 0,01 und drei Sterne (***) von p < 0,001 an.
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Abbildung 18: Relative IL-8 Konzentration bei selektiven COX-2-Hemmern, Paracetamol
und Tofacitnib nach S-Lost Exposition. Verglichen wurde die Kontrollgruppe mit 0 utM
Behandlungssubstanz mit den anderen Gruppen mit Behandlungssubstanzen. Auch hier ist
vor allem Celecoxib in der Lage den Anstieg von IL-8 nach S-Lost-Exposition zu reduzieren.
Eine statistische Signifikanztestung zwischen der Kontrollgruppe ohne S-Lost und den
anderen Gruppen wurde mit dem Wilcox-Test durchgefiithrt. Das Kiirzel ns markiert die
Gruppen ohne statistische Signifikanz zur Kontrollgruppe ohne Behandlungssubstanz. Ein
Stern (*) zeigt eine Signifikanz von p < 0.05, zwei Sterne (**) von p < 0,01, drei Sterne (***)
von p < 0,001 und vier Sterne von p > 0,0001 an.
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Abbildung 19: Relative TNF-a Konzentration unter Zugabe von nicht-selektiven COX-
inhibitoren nach S-Lost Exposition. Verglichen wurde die Kontrollgruppe mit 0 pM Behand-
lungssubstanz mit den anderen Gruppen mit Behandlungssubstanzen. TNF-« steigt nach
S-Lost-Gabe an. Keiner der selektiven COX-2-Inhibitoren reduziert die Ausschiittung von
TNF-a. Diclofenac und Ibuprofen sorgen stattdessen fiir einen Anstieg. Eine statistische
Signifikanztestung zwischen der Kontrollgruppe ohne S-Lost und den anderen Gruppen
wurde mit dem Wilcox-Test durchgefiihrt. Das Kiirzel ns markiert die Gruppe ohne statisti-
sche Signifikanz zur Kontrollgruppe ohne Behandlungssubstanz. Ein Stern (*) zeigt eine
Signifikanz von p < 0.05, zwei Sterne (**) von p < 0,01 und drei Sterne (***) von p < 0,001
an.
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Abbildung 20: Relative TNF-a Konzentration unter Zugabe von selektiven COX-2-inhibitor,
Paracetamol und Tofacitinib nach S-Lost Exposition. Verglichen wurde die Kontrollgruppe
mit 0pM Behandlungssubstanz zu den anderen Gruppen mit Behandlungssubstanzen.
TNF-« steigt nach S-Lost-Gabe an. Celecoxib wirkt auch hier wieder besonders gut,
jedoch nur statistisch signifikant bei den hoheren Konzentrationen S-Lost. Eine statistische
Signifikanztestung zwischen der Kontrollgruppe ohne S-Lost und den anderen Gruppen
wurde mit dem Wilcox-Test durchgefiihrt. Das Kiirzel ns markiert die Gruppen die keine
statistische Signifikanz zur Kontrollgruppe ohne Behandlungssubstanz aufweisen. Ein Stern
(*) zeigt eine Signifikanz von p < 0.05, zwei Sterne (**) von p < 0,01 und drei Sterne (***)
von p < 0,001 an.
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5. DISKUSSION

Allen Untersuchungen gemeinsam war eine konzentrationsabhéngige Veranderung der un-
tersuchten Messgrofien nach S-Lost Exposition, wie an der Abnahme der Viabilitat, sowie
einem Anstieg von PGE, und den drei untersuchten Zytokinen deutlich gemacht werden
kann. Diese Beobachtungen korrelieren mit klinischen Daten, bei denen Schadigung und
Inflammation der Haut nach S-Lost Exposition betrachtet werden konnten[5, 37].

Die Substanzklasse der COX-Inhibitoren ist weit verbreitet in der Therapie entziindlicher
Erkrankung[59]. Die fir unsere Versuche ausgewéhlten Vertreter dieser Medikamentengrup-
pe konnten jedoch in der verwendeten Dosierung im Sinne einer Dosis-Wirkungsbeziehung
keine Besserung der Viabilitat erreichen. Dies lésst vermuten, dass kein relevanter zytopro-
tektiver Effekt durch COX-Hemmer besteht. Die Moglichkeit einer Wirksamkeit in anderen
Dosierungen oder in in-vivo Modellen besteht jedoch weiterhin.

Im Gegensatz zur Viabilitdt waren alle COX-Hemmer in der Lage, die durch S-Lost an-
gestiegene PGEy-Konzentration zu verringern, wohingegen der Einsatz von Tafacitinib
in keiner signifikanten Reduktion resultierte. Dieses Ergebnis ist nicht iiberraschend, da
die Wirksamkeit der COX Inhibitoren tiber die Hemmung der COX-Kaskade, in welcher
PGE; ein Zwischenprodukt ist, bereits bekannt ist[57, 58|. Dennoch bestétigen die vorge-
legten Ergebnisse einen anti-inflammatorischen Effekt durch die COX-Inhibitoren iiber die
COX-Kaskade nach S-Lost Exposition. Da die Reduktion der PGEs-Produktion in allen
drei verwendeten Konzentration gleich stark ausgepragt ist, die Zytokinexpression jedoch
durch einige Testsubstanzen konzentrationsabhéngig verandert wurde, kann von weiteren
Mechanismen ausgegangen werden, die Einfluss auf die Inflammation nehmen.

Diese Veranderung der Zytokinexpression war im Gegensatz zu den Einfliissen auf die ande-
ren Messgrofien (PGE,, Viabilitét) nicht bei allen COX-Hemmern einheitlich. Celecoxib
zeigte die starkste anti-inflammatorische Wirkung, was mit in-vivo Studien von Wormser
et al zusammenpasst, in der Celecoxib die Inflammation bei Mausen reduzierte[37]. Im
Gegensatz hierzu konnte durch den zweiten selektiven COX-2-Inhibitor in unserer Studie,
Parecoxib, keine relevante Verdnderung der Zytokinausschiittung erzielt werden, obwohl
Valdecoxib, ein aktiver Metabolit von Parecoxib, eine starke COX-2 Selektivitat aufweist[73].
Dies konnte jedoch auch eine mogliche Erklarung fiir die schlechtere Wirksamkeit sein: Als
Prodrug bedarf Parecoxib zunéchst einer Aktivierung durch Hydrolysierung, was zu einem
verzogerten Wirkeintritt fiihren kann, sodass es gegebenenfalls in diesem Studienmodell
nicht in der Frithphase anschlagt|[71].

Neben Celecoxib als Vertreter der selektiven COX-2-Hemmer konnten auch nicht-selektive
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COX-Inhibitoren die gesteigerte Zytokinproduktion reduzieren, wobei Indomethacin die
besten Ergebnisse erzielte. Bereits in dlteren Studien konnte die anti-inflammatorische
Wirksamkeit von Indomethacin im Zusammenspiel mit Lost Derivaten beobachtet werden:
So konnte ein Prodrug von Indomethacin im in-vivo Experiment eine entziindliche Reaktion
nach N-Lost Kontakt verringern und Dachir et al konnte den anti-inflammatorischen Nutzen
von Indomethacin nach S-Lost Exposition am M&useohr nachweisen|[38, 83]. Indomethacin
gehort zu den nicht-selektiven COX-Inhibitoren, die Affinitdt zur COX-2 Hemmung ist
jedoch stark ausgepragt[72]. Eine anti-entziindliche Wirksamkeit, vor allem iiber die COX-2,
kann hier vermutet werden. Neben der Fahigkeit die COX zu hemmen, ist Indomethacin in
der Lage die Menge der Ausgangssubstanz Arachidonsiure der COX-Kaskade zu reduzieren,
indem es die Phospholipase A; hemmt[84]. Ein zusatzlicher inhibierender Effekt auf die
Inflammation iiber diesen Weg ist denkbar.

Auch Diclofenac war in der Lage die IL-6 Produktion abzuschwéachen, was mit ahnlichen
Resultaten aus friheren Experimenten einhergeht[39]. Dieser COX-Hemmer zeigt eine
starke Affinitdt zur COX-2, wobei im Gegensatz zu Indomethacin und Celecoxib die IL-8
und TNF-a Produktion erhoht wurde[72]. ASS lasst die Konzentrationen von IL-8 und
TNF-a ebenfalls ansteigen und fiithrt zusatzlich zu einer vermehrten Freisetzung von IL-6.
Eine mogliche Erklarung ist die hohe COX-1 Selektivitat[60, 61]. Eine hohere Verfiigbarkeit
der Arachidonsaure fiir die COX-2, durch geringeren Umsatz durch die COX-1, kénnten
inflammatorische Prozesse nach S-Lost Kontakt triggern. Unterstiitzt wird diese Theorie
auch durch Ibuprofen, das ebenfalls eine starke Affinitdt zur COX-1 hat und zu einer
stérkeren Zytokinausschiittung fithrt[61].

Neben den bisher genannten COX-Hemmern wurde zusétzlich noch Piroxicam untersucht. In
alteren Studien, in denen Piroxicam in Kombination mit Clobetasol und Providon-Iodin bei
Méusen angewendet wurde, konnte eine Reduktion der Inflammation beobachtet werden[85].
In dieser Studie zeigten sich im Gegensatz zur Arbeit von Wormser et al weniger ausgepragte
inhibierende Effekte auf die IL-6 Produktion. Besonders von Bedeutung ist bei Piroxicam,
seine lange Wirkdauer und die Fahigkeit die zytokinvermittelte Leukozytenaktivierung zu
beeinflussen[86-88]. Es handelt sich dabei um einen nicht-selektiven COX-Inhibitor mit
einer geringeren COX-2 Affinitét, als die von Indomethacin, was eine mégliche Ursache fir
die schlechtere anti-inflammatorische Wirksamkeit ist[61].

Paracetamol nimmt unter den untersuchten Substanzen eine besondere Rolle ein. Uber den
genauen Wirkmechanismus ist man sich bis heute nicht im Klaren, wobei unterschiedliche
Wirksamkeiten an verschiedenen Stellen des Korpers beobachtet werden konnte. Beispiels-
weise zeigte sich im Zentralen Nervensystem ein gutes Ansprechen[66, 89]. Die COX-1
und COX-2 Affinitét ist bei Paracetamol weniger stark ausgeprégt, als bei anderen COX-
Inhibitoren, wodurch sich das Ausbleiben der Zytokinreduktion erklaren lasst[61]. Die leichte
Steigerung von TNF-« konnte auf einem bisher unklaren Wirkmechanismus basieren.

Die einzige Substanz in dieser Studie, die nicht in der Lage ist die COX zu hemmen, war
Tofacitinib, ein Wirkstoff welcher seine Wirksamkeit durch die Inhibition der JAK-STAT
erzielt[68, 69]. Da die JAK-STAT Genexpression bei S-Lost Exposition hochreguliert wird,
ist es nicht verwunderlich, dass eine Hemmung der Kaskade eine anti-inflammatorische
Wirkung erzielt[90]. Dies konnte anhand der Reduktion der IL-6 Konzentration in dieser
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Studie nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis bestéatigt die Hypothese, dass verschiedene
molekulare Mechanismen Einfluss auf den Pathomechanismus von S-Lost haben und es
unterschiedliche Targets in der Therapie der Inflammation nach S-Lost Kontakt gibt.
Zusammengefasst deuten die Forschungsergebnisse darauf hin, dass die COX-2 einen ent-
scheidenden Anteil an inflammatorischen Ereignissen nach S-Lost Exposition hat und ein
geeigneter Ansatzpunkt in der Therapie eines akuten Kontakts darstellen. Substanzen,
welche besonders stark die COX-2 hemmen, zeigten die stérkste anti-inflammatorische
Potenz. Da COX-Inhibitoren jedoch auch zu Wundheilungsstérungen fiithren, sollte eine
Therapie vor allem in der Akutphase durchgefiihrt werden[91, 92|. Eine primére Reduktion
der Inflammation und eine damit verbundene Verringerung der assoziierten Hautschéaden
sollte das Ziel sein. Im Einsatz ist hier eine Erstversorgung nach Kontamination vor Ort
denkbar, bei der eine prophylaktische Gabe eines COX-Inhibitors bei Verdacht auf S-Lost
Exposition verabreicht wird. Zusatzlich scheinen auch andere molekulare Mechanismen
an der Toxizitdt von S-Lost beteiligt zu sein. Die anti-inflammatorische Wirkung von
Tofacitinib trotz fehlender COX Inhibition bekraftigt diese Vermutung.
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6. AUSBLICK

Bleibt man bei der Vermutung, dass verschiedene Mechanismen eine Rolle in der Toxizitat
von S-Lost spielen und diese durch unterschiedliche Substanzen beeinflusst werden kon-
nen, stellt eine kombinierte Therapie mit mehreren Wirkstoffen eine Moglichkeit da, den
therapeutischen Effekt zu maximieren. Studien mit kombinierten Substanzen kénnten hier
weiteren Aufschluss geben.

Neben der Option Substanzkombinationen zu testen, stellen Versuche mit anderen Zell-
typen bzw. Co-Kulturen oder in-vivo Modellen eine Moglichkeit da, die bisher an einer
Monokultur erhobenen Ergebnisse zu verifizieren oder gegebenenfalls Wechselwirkungen
zwischen unterschiedlichen Zelltypen genauer zu betrachten.

Im Anschluss konnten Versuche am Tiermodell Erkenntnisse erzielen, welche es ermdoglichen,
eine Therapieempfehlung fiir die Praxis auszusprechen.
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