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Arbeitshypothese und Fragestellung

1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Das kleinzellige Bronchialkarzinom ist ein haufiger maligner Tumor, der klinisch durch ein
rasches aggressives Wachstum mit friihzeitiger Metastasierung und einer aufBerst
ungunstigen Prognose gekennzeichnet ist. Die Standardtherapie des kleinzelligen
Bronchialkarzinoms besteht in einer kombinierten Chemotherapie. Da ein Rezidiv des
kleinzelligen Bronchialkarzinoms keine Chemosensibilitdt mehr aufweist, ist es von
groBer Bedeutung neue Therapieansatze zu finden. Sowohl bei den HMG-CoA-
Reduktase-Hemmer Atorvastatin und Lovastatin als auch bei dem Antihistaminikum
Astemizol wurde eine antiproliferative Wirkung auf verschiedene andere Malignome
festgestellt.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war daher:

- die Wirkung von Atorvastatin, Lovastatin und Astemizol einzeln auf kleinzellige
Bronchialkarzinomzellen sowie

- die Wirkung von Atorvastatin, Lovastatin und Astemizol in Kombination auf
kleinzellige Bronchialkarzinomzellen mithilfe eines Zellproliferationsassays,
einer elektronenmikroskopischen Analyse und einer Zellzyklusanalyse zu

untersuchen.

Im Anschluss sollten mégliche Unterschiede zwischen den Statinen in Kombination mit

Astemizol Uberprift und in ihrer Relevanz bewertet werden.
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2 Einleitung

2.1 Das Bronchialkarzinom

2.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Das Bronchialkarzinom ist immer noch das héaufigste tédlich verlaufende Krebsleiden der
Welt. Im Jahre 2002 erkrankten weltweit 1,35 Millionen Menschen neu an einem
Bronchialkarzinom, das entspricht 12,4 % aller Krebsneuerkrankungen. Auch die meisten
Krebstodesfalle pro Jahr sind auf das Bronchialkarzinom zurlickzufihren. 2002 verursachte
es mit weltweit 1,18 Millionen Toten 17,6 % der von Krebs verursachten Tode (Parkin et al.,
2005).

In 90 % der Falle bei Mannern und in 60 % der Falle bei Frauen ist aktives Rauchen die
Ursache fir ein Bronchialkarzinom. Das Erkrankungsrisiko steigt mit ,Packungsjahren®,
Inhalationstiefe sowie Teer- und Nikotinkonzentration. Auch Passivrauchen erhféht das
Risiko, an einem Bronchialkarzinom zu erkranken. Andere Risikofaktoren sind unter
anderem die Exposition gegenitber Asbest, ionisierender Strahlung (Radon) und
Quarzstauben sowie eine bestehende Silikoseerkrankung. Synergetische Effekte von
Kanzerogenen und Rauchen sind ebenfalls beschrieben worden (http://www.krebsregister-
rheinland-pfalz.de/doc/kid2006.pdf).

2.1.2 Klassifikation

Es sind verschiedene Typen des Bronchialkarzinoms bekannt. Um eine weltweit einheitliche
Klassifikation der Karzinome zu gewahrleisten, veréffentlichte die World Health Organization
(WHO) im Jahre 1999 eine Klassifikation des Bronchialkarzinoms. Eine Ubersicht (iber die
histologischen Typen des Bronchialkarzinoms ist Tabelle 1.1 zu entnehmen. Aufgrund der
unterschiedlichen Therapierbarkeit werden klinisch vor allem zwei Gruppen unterschieden:
Das kleinzellige Bronchialkarzinom (engl. small cell lung cancer = SCLC), das
chemosensibel ist, und das nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom (engl. non-small cell lung
cancer = NSCLC), das primar operativ behandelt wird. (http://www.medizin.uni-
tuebingen.de/itz/pdfinhal/bronch.pdf)

Die histologische Diagnose des kleinzelligen Bronchialkarzinoms basiert zunachst auf dem
morphologischen Bild von kleinen, zytoplasmaarmen Zellen mit hyperchromatischen,
pleomorphen und nackien Zellkernen (Junker et al, 2000). Histogenetisch wird das
kleinzellige Bronchialkarzinom als neuroendokriner Tumor eingestuft (Hofler, 1997, Miller,
1999, Travis et al, 1998). Immunhistochemisch sind niedermolekulare Zytokeratine,
neuronenspezifische Enolase (NSE), Synaptophysin, Chromogranin und CD56 (auch neural
cell adhesion molecule, NCAM) nachweisbar (Junker et al., 2000).



Einleitung

Typ Subtyp Anteil an allen
Bronchialkarzinomen

Plattenepithelkarzinom e papillares Plattenepithelkarzinom 30—-40 %
e klarzelliges Plattenepithelkarzinom
e kleinzelliges Plattenepithelkarzinom

e basaloides Plattenepithelkarzinom

Kleinzelliges Karzinom e kombiniertes kleinzelliges Karzinom 20-30 %

Adenokarzinom e azinares Adenokarzinom 30 %
e papillares Adenokarzinom
e bronchioloalveolares Karzinom

e solides Karzinom mit Schleimbildung

e andere
GroBzelliges Karzinom e groBzelliges neuroendokrines 10 %
Karzinom

e basaloides Karzinom
e lymphoepitheliales Karzinom
e klarzelliges Karzinom

e groBzelliges Karzinom mit
rhabdoidem Phanotyp

Tab 2.1: Histologische Typen des Bronchialkarzinoms. Nach der Klassifikation der WHO 1999.
Anteil an Bronchialkarzinomen nach (http://www.krebsregister-rheinland-pfalz.de/doc/kid2006.pdf).

2.1.3 Stadieneinteilung

Far die Behandlung von Patienten und die klinische Forschung ist eine genaue und
reproduzierbare Stadieneinteilung unerlasslich. Daher wird heute flir maligne Tumoren die
von Denoix 1946 eingeflhrte Klassifikation nach Tumorausdehnung, Lymphknotenbefall und
Fernmetastasen, die TNM-Klassifikation, benutzt (Mountain, 1997). Die TNM-Klassifikation
fur das Bronchialkarzinom wird in Tabelle 2.2 dargestellt.

Im Jahre 1997 erarbeitete Mountain anhand der TNM-Klassifikation eine Stadieneinteilung,
die sich auf gleiche Prognose und Therapiemdglichkeiten grindet (Mountain, 1997). Die
Stadien nach Mountain und die zugehérigen 5-Jahres-Uberlebensraten zeigt Tabelle 2.3.
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Primartumor (T) TO e kein Anhalt fir Primartumor
X e Primartumor nicht beurteilbar oder nachgewiesen durch
maligne Zellen in Sputum oder Bronchiallavage aber weder
radiologisch noch bronchoskopisch sichtbar
Tis e Carcinoma in situ
T1 e Tumor <3 cm in der gréBten Ausdehnung, umgeben von
Lunge oder viszeraler Pleura ohne bronchoskopischen Anhalt
fur einen Befall proximal eines Lobarbronchus
T2 e Tumor mit einem der folgenden Merkmale bezlglich GréBe
oder Ausbreitung:
o 3cm inder groBten Ausdehnung
o Befall des Hauptbronchus > 2 cm distal der Carina
o Infiltration der viszeralen Pleura
e assoziierte Atelektase oder obstruktive Entziindung bis zum
Hilus, aber nicht der ganzen Lunge
T3 e Tumor jeder Gr6Be, der eine der folgenden Strukturen direkt
infiltriert:
o Brustwand (einschlieBlich Tumoren des Sulcus
superior)
o Zwerchfell
o mediastinale Pleura
o parietales Perikard
e oder Tumor mit Befall des Hauptbronchus < 2 cm distal der
Carina, aber ohne Befall der Carina selbst
e oder Tumor mit assoziierter Atelektase oder obstruktiver
Entziindung der gesamten Lunge
T4 e Tumor jeder GréBe mit Infiltration einer der folgenden
Strukturen:
o Mediastinum
o Herz
o groBe GeféaBe
o Trachea
o Oesophagus
o Wirbelkdrper
o Carina
e oder Tumor mit malignem Pleura- oder Perikarderguss oder
mit Satellitentumoren im gleichen Lungenlappen
Regionére NX e regionare Lymphknoten nicht beurteilbar
Lymphknoten
(N)
NO e keine regiondren Lymphknotenmetastasen nachweisbar
N1 e Metastasen in ipsilateralen peribronchialen und / oder
ipsilateralen hilaren Lymphknoten auch bei direkter Invasion in
die Lymphknoten
N2 e Metastasen in ipsilateralen mediastinalen und / oder
subcarinalen Lymphknoten
N3 e Metastasen in kontralateralen mediastinalen, kontralateralen
hilaren, ipsi- oder kontralateralen Skalenus- oder
supraklavikularen Lymphknoten
Fernmetastasen MX e Vorkommen von Fernmetastasen nicht beurteilbar
(M)
MO e keine Fernmetastasen nachweisbar
M1 e Fernmetastasen vorhanden

Tab. 2.2: TNM-Klassifikation des Bronchialkarzinoms. Verandert nach (Mountain, 1997).
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Stadium TNM 5-Jahres-Uberlebensrate in %
klinische Klassifikation pathologische Klassifikation
0 Carcinoma in situ
1A T1 NO MO 61 67
IB T2 NO MO 38 57
A T1 N1 MO 34 55
B T2 N1 MO 24 39
T3 NO MO 22 38
A T3 N1 MO 9 25
T1 N2 MO
T2 N2 MO 13 23
T3 N2 MO
nB T4 NO MO
T4 N1 MO 7 <5
T4 N2 MO
T1 N3 MO
T2 N3 MO 3 <3
T3 N3 MO
T4 N3 MO
v jedes T jedes N M1 1 <1

Tab 2.3: Stadieneinteilung des Bronchialkarzinoms. Verandert nach (Mountain, 1997).

Diese TNM-Klassifikation wird beim kleinzelligen Bronchialkarzinom nicht verwendet,
stattdessen wird das kleinzellige Bronchialkarzinom mithilfe eines von der Veterans
Administration Lung Group entwickelten Systems klassifiziert (Gatzemeier, 2002, Simon &
Wagner 2003, Maghfoor, 2005). Man unterscheidet:
e Very Limited Disease
o T1 oder T2 ohne ipsilaterale hilare Lymphknotenmetastasen
e Limited Disease
o die Krankheit ist auf einen Hemithorax beschrankt
o mit oder ohne Befall der ipsilateralen mediastinalen oder supraklavikularen
oder Skalenus-Lymphknoten
o Pleuraerguss, auch bei positiver Zytologie
e Extensive Disease

o Jede Erkrankung, die Uber eine Limited Disease hinausgeht.
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2.2 Das kleinzellige Bronchialkarzinom

2.2.1 Epidemiologie, Pathologie, Diagnostik und Therapie

Das kleinzellige Bronchialkarzinom macht etwa 20-25 % der Bronchialkarzinome aus (Le
Péchoux et al, 2004) und ist der aggressivste Lungenkrebs mit einer medianen
Uberlebenszeit ohne Behandlung von 2-4 Monaten (Simon & Wagner, 2003), mit
Behandlung erhéht sich die mediane Uberlebenszeit auf 9-12 Monate (Biilzebruck 1998,
Wolf, 1998). Mit 3-8 % weist das kleinzellige Bronchialkarzinom die niedrigste 5-Jahre-
Uberlebensrate unter den Lungentumoren auf (Blilzebruck, 1998).

Symptome treten spat auf und bestehen ca. 8-12 Wochen, bevor der Patient den Arzt
aufsucht. Sie sind Folge von intrapulmonalem Tumorwachstum (Symptome wie Husten,
pfeifendes Atemgerdusch, Dyspnoe, Hamatoptysis), extrapulmonaler intrathorakaler
Ausbreitung (mediastinale Symptome wie Obstruktion der Vena cava superior, Dysphagie),
fortgeschrittener Ausbreitung und / oder paraneoplastischen Syndromen (Cooper & Spiro,
2006). Das kleinzellige Bronchialkarzinom ist die haufigste Neoplasie, die mit neurologischen
paraneoplastischen Syndromen assoziiert ist (Honnorat & Cartalat-Carel, 2004).

Zur Diagnostik des kleinzelligen Bronchialkarzinoms gehdren Anamnese, Klinische
Untersuchungen, Labor- und Biopsiediagnostik sowie bildgebende und endoskopische
Verfahren (Thomas et al., 2000)

Die Prognose wird von verschiedenen Faktoren bestimmt. Einer der bedeutsamsten
Faktoren ist die Leistungsfahigkeit der Patienten. So ist mit einer besseren Prognose bei
einer Limited Disease zu rechnen, wenn ein Karnofsky-Index von > 70 vorliegt. Andere
wichtige Faktoren sind der Hamoglobin-Wert, die Leukozytenzahl, die Héhe der Neuronen-
spezifischen Enolase und des LDH. Bei einer Extensive Disease ist der beginstigende
Faktor eine minimale Gewichtsabnahme, d. h. weniger als 5 kg in sechs Monaten vor
Therapie (Davis et al., 1981, Souhami & Bradbury, 1985, Sagman et al.,, 1991, Quoix et al.,
1993, Fizazi et al., 1998, Paesmans et al., 2000, Bremnes et al., 2003).

Bei der Diagnosestellung befindet sich das kleinzellige Bronchialkarzinom meist in einem
disseminierten oder zumindest in einem lokal fortgeschrittenen Stadium, was eine Resektion
unmoglich macht. Daher ist die Chemotherapie die Therapie der Wahl. Viele Studien haben
zytotoxische Substanzen in verschiedenen Kombinationen untersucht und gezeigt, dass die
meisten Chemotherapie-Regimen &hnliche Resultate lieferten, solange zwei verschiedene
Medikamente fir mindestens vier Zyklen gegeben werden (Spiro & Porter, 2002).

Die Wahl des Chemotherapie-Regimens hangt von den Vorerkrankungen des Patienten ab.
Zum Beispiel kann eine eingeschrankte Nierenfunktion oder eine periphere Neuropathie eine
Kontraindikation fur Cisplatin darstellen. Ebenfalls kénnen Herzerkrankungen eine mégliche
Therapie mit platinhaltigen Substanzen infrage stellen, da bei diesen Therapien eine
Uberhydratation nétig ist. Vincaalkaloide sollten bei einer vorbestehenden Neuropathie

11
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vermieden werden. Doxorubicin erhéht die Wahrscheinlichkeit einer radiogenen
Pneumonitis, daher sollte der Einsatz dieser Substanz vermieden werden (Cooper & Spiro,
2006). Die momentane First-Line Chemotherapie besteht aus 4-6 Zyklen Etoposid und
Cisplatin (Christodoulou & Skarlos, 2005).

Die Schwierigkeit in der Behandlung des kleinzelligen Bronchialkarzinoms liegt darin, dass
der Tumor resistent gegen die Chemotherapie wird. Zur Lésung dieses Problems wurden
verschiedene Anséatze ausprobiert: Dosiserhdhung (Cohen et al., 1977), verschiedene
Schemata, darunter auch wdchentliche Gaben (Souhami et al., 1998), Schutz des
Knochenmarks durch den Granulozyten-Makrophagen koloniestimuliernden Faktor (GM-
CSF) (Steward et al., 1998) sehr hoch dosierte Therapie mit nachfolgender Reinfusion von
vor der Therapie enthommenem Knochenmark (Souhami et al., 1983, Souhami et al., 1989).
All diese Versuche brachten allerdings keinen Uberlebensvorteil und es war schwierig, die
Gaben zu gewahrleisten, da die hamatologischen Nebenwirkungen eine Verabreichung der
angestrebten Dosis oft nicht erlaubten (Sculier et al., 1993, Furuse et al., 1998, Souhami et
al., 1998, Murray et al., 1999, Sekine et al., 2003), wobei Patienten mit Extensive Disease
die intensiven Dosen noch schlechter tolerierten (Hande et al., 1982, Ihde et al., 1994).
Allerdings wurde ein signifikant héheres Uberleben gezeigt, wenn die Patienten statt der
herkémmlichen Dosis von Cisplatin, Cyclophosphamid, Etoposid und Doxorubicin eine um
20 % erhohte Dosis von Cisplatin und Cyclophosphamid im ersten Zyklus erhielten. Die
Zwei-Jahres-Uberlebensrate war signifikant héher und stieg von 26 % auf 43 % (Arrigaida et
al., 1993).

Bei einem Rezidiv oder einer Progression ist eine Second-Line Chemotherapie sehr viel
weniger effektiv als die erste Behandlung. Der Erfolg hangt von den bei der First-Line
Therapie verabreichten Substanzen, dem Ansprechen auf die First-Line Therapie und der
Lange des tumorfreien bzw. progressionsfreien Intervalls ab (Huisman et al., 1999, Simon &
Wagner, 2003). Trotzdem verbesserte eine Second-Line Therapie das mediane Uberleben
von 2,2 auf 5,3 Monate (Sundstrom et al., 2005). Eine aggressive Therapie ist dann in
Erwagung zu ziehen, wenn sich der Tumor fir mindestens sechs Monate in Remission
befindet, da dann eine zweite komplette Remission erlangt werden kann, was zu einem
Uberlebensvorteil fiihrt (Poplin et al., 1982, Sculier et al., 2002)

Um der Neutropenie entgegenzuwirken, wurde in einigen Studien den Patienten
Granulozyten koloniestimuliernder Faktor (G-CSF) verabreicht. Es konnte aber weder eine
Minderung der Haufigkeit von Knochenmarksdepression noch ein Uberlebensvorteil
nachgewiesen werden (Steward et al., 1998, Berghmans et al., 2002, Sculier et al., 2001,
Frasci et al., 2005). Allerdings erholte sich das Knochenmark besser, weswegen man bei
Behandlung mit G-CSF eine Erhéhung der Strahlungsintensitat in Erwagung ziehen kann
(Spiro & Porter, 2002).
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In den 80er Jahren wurde versucht, die Strahlentherapie als Ergdnzung zur Chemotherapie
zu etablieren. Eine Steigerung der Zwei-Jahre-Uberlebensrate um 4 % wurde belegt.
Seitdem wird eine Strahlentherapie zusatzlich zur Chemotherapie eingesetzt, wenn diese
den Tumor in eine totale Remission oder zumindest in eine gute Teilremission bringt (Warde
& Payne, 1984, Huncharek et al., 2004)

Uber die dabei optimale Strahlungsdosis wird noch diskutiert. Studien mit einer Strahlendosis
von 70 Gy (Bogart et al., 2004), aber auch mit 45 Gy zeigten gute Erfolge (Turrisi et al.,
1999, Han et al, 2005). Um die Effektivitdt zu steigern, zeigte sich in einer in vitro Studie
eine zweimalige Bestrahlung pro Tag wirkungsvoll, da dadurch die Zellen keine Zeit haben,
subletale Schaden zu reparieren (Huncharek et al., 2004).

Um einen Uberlebensvorteil zu erméglichen, sollte eine Strahlentherapie gleichzeitig mit der
Chemotherapie verabreicht werden (Payne et al., 1994, Fried et al., 2004, Stuschke &
Pottgen, 2004). Wenn die Bestrahlung nach der Chemotherapie erfolgte, gab es keinen
Uberlebensvorteil, auch wenn der bestrahlte Bereich auf das Tumorvolumen begrenzt war
(Souhami et al., 1984, Osterlind et al., 1986, Gregor et al., 1997).

Eine operative Therapie des kleinzelligen Bronchialkarzinoms sollte nur bei Patienten mit
Tumoren im Stadium | oder evtl. lIA in Erwdgung gezogen werden. Dabei ist aber zu
bedenken, dass diagnostische Mittel wie Bronchoskopie und Feinnadelbiopsie nur kleine
Proben liefern. Dadurch besteht die Gefahr, ein Karzinoid zu Ubersehen, das allerdings
chemoresistent ist und eine chirurgische Therapie erfordert, sofern es peripher liegt. Zu der
adjuvanten Chemotherapie bei reseziertem kleinzelligen Bronchialkarzinom liegen bislang
wenige Zahlen vor, diese wird aber empfohlen (Waddell & Shepherd, 2004).

Lebensqualitat, Linderung der Symptome und eine einfach zu verabreichende Therapie sind
von groBer Bedeutung in der Behandlung des kleinzelligen Bronchialkarzinoms, zumal die
Lebenserwartung der Patienten deutlich reduziert ist (Plunkett et al, 2003). Stehen
verschiedene Therapiemdglichkeiten zur Wahl, kann die Lebensqualitdt eine
Entscheidungshilfe sein, besonders, wenn das Ergebnis der zur Alternative stehenden
Therapien sehr &hnlich beziglich der Lebenserwartung ist (Gower et al., 1995).

Wegen der Schwierigkeiten in der Behandlung des kleinzelligen Bronchialkarzinoms ist es
wichtig, neue Therapien zu finden, die nicht belastend sind wie Chemotherapeutika und
Strahlentherapie sowie Mdglichkeiten zu erschlieBen, Rezidive befriedigend zu behandeln.
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2.3 HMG-CoA-Reduktase-Hemmer als Therapeutika

2.3.1 Atorvastatin

Atorvastatin gehdért zu der Gruppe der HMG-CoA-Reduktase-Hemmer (Statine), die zur
Therapie der Hyperlipidamie eingesetzt werden (Abb. 2.1). Die Wirkung der HMG-CoA-
Reduktase-Hemmer beruht auf der Hemmung der kérpereigenen Cholesterinsynthese in der
Leber durch Hemmung der Reduktion des 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzym A (HMG-
CoA) zu Mevalonsaure. Dadurch werden in der Leberzelle vermehrt LDL-Rezeptoren
exprimiert, was eine Senkung des LDL-Spiegels im Blut zur Folge hat (Lennernas & Fager,
1997). AuBer der Cholesterinsynthese wird durch die Hemmung der HMG-CoA-Reduktase
auch die Synthese von lIsoprenoiden wie Farnesyl-Pyrophosphat und Geranylgeranyl-
Pyrophosphat inhibiert. Beide spielen eine wichtige Rolle in der durch GTP-bindende
Proteine vermittelte intrazelluldare Signaltransduktion, die dadurch beeinflusst werden kann
(Werner et al., 2002, Bonetti et al., 2003).

Acetyl-Coh + |:| cholesterinunabhangig (pleiotrop)
Acetoacetyl-CoA I:l cholesterinabhéngig

!

. HMG-CoA
Statine — J'

HMG-Coa

Reduktase Endothelfunktion

abhang'y  mevalonat Knoechenformation
+ Angiogenese

v
\J

= Sauerstofftransport
HMG-Col -
. Reduktase EamesvhiE Muskelstoffwechsel

unabhangg Kieine

\ GTPasan
Ras Zellwachstum

+ Isopentenyl-PP Zellproliferation

\ Endothelfunktion
— Gerinnung

Geranyl- Zellfortsatz

Lymphozytenadhasion geranyl-FP M?g ration 2
Lymphozytenaktivierung Rho
Endothelcberflachenmarker

MNeuronale Exzitotoxizitat
(teilweise) Cdca2| — | Aktinzytoskelett
Y

Rac Oxidativer Stress

Squalen
l Lipoproteine

Vitamin D
Cholesterin Gallensduren
Steroidhormone
Zellmembran

Abb. 2.1: Molekulare Wirkmechanismen von Statinen. Verandert nach (Bésel & Endres, 2006).
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Atorvastatin  wird in einer Dosis wvon 10-80 mg pro Tag verabreicht
(http://www.akdae.de/35/95 Fettstoffwechsel 1999 2Auflage K.pdf). Die oral applizierte
Atorvastatinsdure wird komplett resorbiert (Lennernds, 2003). Atorvastatin besitzt eine
Bioverfligbarkeit von 40 % (Demierre et al., 2005). Zum Abbau der Substanz wird
Atorvastatin im Darm und in der Leber laktonisiert, oxidiert und glucuronidiert um dann durch
biliare oder direkte Sekretion in den Darm abgegeben zu werden. Die Plasmaclearance liegt
bei 625 ml / min und die Plasma-Halbwertszeit bei sieben Stunden.
In die Zelle gelangt Atorvastatin Gber organische Anionen Transporter (OATP),
Transportproteine der Multi-Drug-Resistance-Proteins-Familie (MDR), das Glykoprotein-P
sowie den H*-Saure-Kotransporter. Zwei aktive Metaboliten werden durch das Cytochrom-P-
450-Isoenzym CYP3A4 gebildet. Uridindiphosphat-Glucuronyltransferasen (UGT) 1A1 und
1A3 sind far die Glucuronidation von Atorvastatin und seinen Metaboliten zustandig
(Lennernas, 2003).
Neben dem cholesterinsenkenden Effekt hat Atorvastatin auch andere, pleiotrope
(nichtlipidsenkende), Wirkungen der Statine nachgewiesen. Diese sind:
e verstarkte endotheliale NO-Freisetzung (Rauch et al, 2000, Laufs et al, 2001,
Werner et al., 2002, Bonetti et al., 2003)
e Hemmung der Endothelin-1-Synthese (Rauch et al., 2000, Laufs et al., 2001, Werner
et al., 2002, Bonetti et al., 2003)
e antioxidative Effekte (Werner et al., 2002, Bonetti et al., 2003)
e antiinflammatorische Effekte (Werner ef al., 2002, Bonetti et al., 2003)
e dosisabhangige Inhibition oder Férderung der Neovaskularisation (Weis et al., 2002,
Bonetti et al., 2003)
e |Inhibition der durch Angiotensin |l vermittelten myokardialen Hypertrophie
(Bauersachs et al., 2001, Bonetti et al., 2003).
Diese pleiotropen Effekte auf Zellen und Gewebe lassen sich zum Teil zur Hemmung von
Tumoren nutzen.
So konnte flir Atorvastatin in vivo eine Hemmung der Angiogenese bei hohen
Konzentrationen (2,5 mg / kg / Tag) nachgewiesen werden. Allerdings zeigten niedrige
Atorvastatin-Konzentrationen (0,5 mg / kg / Tag) ein gesteigertes Wachstum von
Endothelzellen (Weis et al, 2002). Bei Melanomzellen wurde eine verminderte
Metastasierung durch Atorvastatin festgestellt (Collisson et al., 2003).
Auch das Tumorwachstum selbst kann durch Atorvastatin inhibiert werden. Bei
Harnblasenkarzinom-Zellen konnte neben einer Hemmung der Proliferation und der DNA-
Synthese auch die Induktion der Apoptose beobachtet werden (Kamat & Nelkin, 2005).
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2.3.2 Lovastatin

Auch Lovastatin gehoért zur Gruppe der HMG-CoA-Reduktase-Hemmer zur Therapie der
Hypercholesterinamie. Der Wirkungsmechanismus dieser Stoffgruppe ist unter 2.3.1
beschrieben.

Lovastatin wird in einer Tagesdosis von 10-80 mg appliziert
(http://www.akdae.de/35/95 Fettstoffwechsel_1999 2Auflage K.pdf). In der Leber und im
Darm erfolgt die Verstoffwechselung durch CYP-Enzyme der Subfamilie 3A zu drei aktiven
Metaboliten (Watkins et al., 1985, Greenspan et al., 1988, Vyas et al., 1990 a, b, ¢, Wang et
al., 1991, Halpin et al., 1993).

Flr Lovastatin wurden ebenfalls Effekte auf Tumorzellen nachgewiesen. Es wurde gezeigt,
dass Lovastatin die zyklin-abhangigen Kinase-Inhibitoren p21 und p27 stabilisierte und
dadurch den Zellzyklus von Brustkrebszellen in der Gi-Phase anhielt (Rao et al., 1998).

Eine weitere Wirkung auf Tumorzellen war eine Induktion der Apoptose. Lovastatin konnte
eine Apoptose bei Zellen aus juveniler monomyelozytérer Leukdmie, Rhabdomyosarkom,
Medulloblastom, malignem Mesotheliom, Astrozytom und Plattenepithelkarzinomen der
Zervix, des Kopfes und des Halses bewirken (Rubins et al., 1998, Bouterfa et al., 2000,
Dimitroulakos et al, 2001, Dimitroulakos et al, 2002). Der Mechanismus hinter dieser
induzierten Apoptose kdnnte die Hochregulation von proapoptotischen Proteinen wie Bax
oder Bim sein (Agarwal et al., 1999). Eine Steigerung von Bim und eine dadurch induzierte
Apoptose durch Lovastatin konnte fir Glioblastomzelllinien nachgewiesen werden (Jiang et
al., 2004). Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass Lovastatin eine Apoptose durch
Aktivierung von Kaspase-3 bzw. Kaspase-7 induzierte (Wang et al,, 1991, Marcelli et al.,
1998).

Metastasierung kann durch Lovastatin ebenfalls vermindert werden. In vivo Versuche
zeigten, dass durch Lovastatin weniger Leber-Metastasen eines Pankreaskarzinoms
entstanden und bei bereits bestehenden das Wachstum vermindert wurde (Kusama et al.,
2002). Andererseits zeigte Lovastatin jedoch keine Wirkung auf die Migration und Invasion
von Kolonkarzinom- und Glioblastomzellen (Mehta et al., 1998).

2.4 Antihistaminika als Therapeutika

2.4.1 Astemizol

Astemizol ist ein potentes Antihistaminikum, das den H1-Rezeptor antagonisiert (Richards et
al., 1984). Die Substanz wird schnell im Gastrointestinaltrakt aufgenommen und wird zum
aktiven Metaboliten Desmethylastemizol verstoffwechselt (Meuldermans et al., 1986), der
eine Halbwertszeit von 12 Tagen hat (Vorperian et al., 1996). In der Leber wird Astemizol
durch verschiedene Isoformen des Cytochroms P450 metabolisiert (Matsumoto & Yamazoe,
2001).
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Sowohl Astemizol als auch Desmethylastemizol hemmen Kalium-Kanédle im Herzen,
wodurch Arrhythmien hervorgerufen werden (Vorperian et al., 1996). Heute wird Astemizol
haufig bei in vitro Versuchen als Blocker des hEAG-K*-Kanals eingesetzt (Garcia-Ferreiro et
al., 2004, Borowiec et al., 2007).

Diese spannungsabhangigen Kalium-Kanale (hEAG) wurden auch im kleinzelligen
Bronchialkarzinom gefunden (Pancrazio et al., 1989, Pardo et al., 2005). Dabei reduzierte
sich das Wachstum der kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen, wenn der K*-Kanal blockiert
wurde (Pancrazio et al., 1993). In einer anderen Studie wurde in humanen Melanomzellen
bei Behandlung mit Astemizol Kaspase-2 abhéngig eine Apoptose induziert (Jangi et al.,
2006).
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

0,5 % Trypsin — EDTA

100 E / ml Penicillin

100 pg / ml Streptomycin

Astemizol

Atorvastatin

DRAQ5

Casyton

Cell Proliferation Kit Il

Clarion Mounting Medium

Flourescence-Mounting-Medium

Dimethylsulfoxid (DMSOQO)

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
(NapHPO, x 2 H0)

Dinatriumhydrogenphosphat-Monohydrat
(NaoHPO, x H,0)

Dulbecco’s PBS (DPBS, ohne CaCl, und MgCly)

Ethanol pro Analysi

Fetal Bovine Serum
Lovastatin

Mevalonsaure

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydroxid (NaOH)
Paraformaldehyd (PFA)
RPMI-1640 Medium (+ L-Glutamin)
Vectashield mounting medium
Salzsaure (HCI) 2N

Trizma Base

3.1.2 Lésungen und Puffer
Paraformaldehyd (PFA) 4%

0,2 M Phosphatpuffer

Gibco

Gibco

Gibco
Sigma-Aldrich
Pfizer
Biostatus
Scharfe Systems
Roche
Biomeda
DAKO

Serva

Merck

Merck
Gibco
Merck
Gibco
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck
Gibco
Vector Laboratories
Merck
Sigma

4 g Paraformaldehyd, 30 ml Aqua dest.,
50 ml 0,2 M Phosphatpuffer, 1IN NaOH
ad 100 ml Aqua dest.

28,42 g Na,HPO, x 2 H,O und 2,76 g
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Tris Buffered Saline (TBS)

Zell-Kulturmedium

3.1.3 Verbrauchsmaterial
2,5 ml EppendorfgefaBle

10 ml Einmalpipetten

7 ml Réhrchen

30 ml Réhrchen

50 ml Réhrchen

Casycup

Cell-Strainer Cap

Deckglaser

Glaspipetten 10 ml

Lab-Tek Chamber Slide System 2 Well
Objekttrager

Pipettenspitzen, 10 pl
Pipettenspitzen, 200 pl
Pipettenspitzen, 1000 pl
96-well-Mikrotiterplatte
Zellkulturflaschen 50 ml (25 cm?)
Zellkulturflaschen 250 ml (75 cm?)
Zellkulturflaschen 600 ml (175 cm?)
Zellkulturflaschen 650 ml (175 cm?)

3.14 Gerate

Absaugpumpe

Analysewaage ALS 120-4

Autoklav Varioklav
Casy-Zellzahlgerat

Dynatech MR 3.13 Mikroelisa Reader
Finnpipetten, 0,5 — 10 pl
Finnpipetten, 200 — 1000 pl
Finnpipetten, 40 — 200 pl

Na,HPO, x H,O ad 1 | Aqua dest.,

pH72-74

30,29 g Trizma Base, 43,54 g NaCl und
100 ml HCI 2N ad 5 | Aqua dest., pH 7,6
10 % Fetal Bovine Serum und 1 %
Penicillin / Streptomycin in 500 ml RPMI-
1640

Eppendorf
Falcon

Dunn Labortechnik
Greiner Bio-One
Sarstedt

Scharfe Systems
Falcon

Menzel

Brand

Nunc

Marienfeld
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt

Nunc

Sarstedt

HLC

Kern

H + P Labortechnik
Scharfe Systems
Dynex Technologies
Labsystems
Labsystems
Labsystems
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Heracell Warmeschrank
Laborfuge A

Laser Scanning Cytometer
Mehrfachpipette Research
Mikroskop Axioplan 2
Mikroskop Axiovert 35
Mikroskop Axiovert 40C
Mikroskop Olympus BX50
Pipetus Akku

Sterilbank SterilGARD
Universal 32R Zentrifuge
Waérmeplatte

3.1.5 Software
GraphPad Prism 4.0
MS Excel

MS Word
WinCyte v. 3.4
3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur
3.2.1.1 Zelllinien

Heraeus

Heraeus Sepatech
CompuCyte
Eppendorf

Zeiss

Zeiss

Zeiss

Olympus
Hirschmann Laborgerate
The Baker Company
Hettich Zentrifugen
Medax

GraphPad Software, Inc.
Microsoft

Microsoft

CompuCyte

Die in den Untersuchungen verwendeten kleinzelligen Bronchialkarzinomzelllinien wurden

freundlicherweise von Prof. Dr. Uwe Zangemeister-Wittke von der Universitat Bern zur

Verfigung gestellt. Bei

den Zellen handelte es sich um nichtadharente Zellen

(Suspensionszellen). Die Eigenschaften der Zelllinien sind in Tabelle 3.1 zusammengefasst.

Die in der vorliegenden Arbeit genutzten humanen Fibroblasten stammen aus dem Institut

fir Anatomie Il des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf.
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Tab. 3.1: Eigenschaften der kleinzelligen Bronchialkarzinomzelllinien.

Literatur
H69 klassisch - gewonnen aus weiBem, mannlichem Patienten,  Gazdar et al., 1980
56 Jahre, vorher therapiert
- aus Pleuraerguss Gazdar et al., 1980
- wachsen als schwebende Zellaggregate ATCC
- aneuploid Gazdar et al., 1980
- exprimiert epitheliales Glykoprotein 2 Jojovi¢ et al., 1998
- exprimiert alpha 7 nicotinergen Acetylcholin- Plummer et al., 2005
Rezeptor
- hohe Bcl-2 — Expression Zangemeister-Wittke
etal., 1998
- erhdhte Expression von c-myc, raf, ras Gazdar & Minna,
1996
- erhdhte Expression von Recoverin in Bazhin et al., 2004
Anwesenheit von Butyrat
H82 variant - nichtadharentes Wachstum Carney et al., 1985

niedrige neuroendokrine Marker
gesteigerte Wachstumsrate

erhdhte DNA-Konzentration und Expression von
c-myc

erhdhte Effizienz beim Klonieren

zytotoxische Antwort auf Verringerung von

Polyamin durch 2-Diflourmethylornithin
(F2MeOrn)

durch v-Ha-ras phénotypische Veranderung in
Richtung groBzelliges undifferenziertes
Karzinom

niedrige Bcl-2 — Expression

exprimiert alpha 7 nicotinergen Acetylcholin-
Rezeptor

erhdhte Expression von c-myc, raf, ras

erhéhte Expression von Recoverin in
Anwesenheit von Butyrat

TNF-a induziert neuroendokrine
Zelldifferenzierung, welche durch das Notch-1
Gen reguliert wird

Gazdar et al., 1985
ATCC

Carney et al., 1985
Carney et al., 1985
Gazdar et al., 1985

Gazdar et al., 1985
Casero et al., 1986

Luk et al., 1981, 1982

Mabry et al., 1988

Zangemeister-Wittke

et al., 1998

Plummer et al., 2005

Gazdar & Minna,
1996

Bazhin et al., 2004

Shan et al., 2007
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OH1 klassisch - gewonnen aus weiBem, mannlichem Patienten,  Gazdar et al., 1980
43 Jahre, vorher therapiert
- aus Pleuraerguss Gazdar et al., 1980
- hohe L-Dopa Decarboxylase Aktivitat Carney et al., 1985
- nichtadharentes Wachstum Griffin & Baylin, 1985
Gazdar et al., 1981
Rein et al., 1982
- aneuploid Gazdar et al., 1980
- geringe c-myc-Genexpression Gazdar et al., 1985
- keine vermehrte c-myc-DNA Little et al., 1983
Nau et al., 1985
- kein phanotypischer Effekt durch v-Ha-ras- Marby et al., 1988
Expression
- Enzymmarker L-Dopa Decarboxylase Luk et al., 1981
- erhoéhte L-Dopa Decarboxylase Spiegel Gazdar et al., 1980
- o-Difluoromethylornithin inhibiert Zellwachstum  Luk et al., 1981
- reduzierte Spiegel von Lamin A und C Kaufmann et al., 1991
- fehlen der Adhéasionsrezeptoren fir alle Matrix-  Guo et al., 2000
Proteine auBer Thrombospondin-1
OH3  klassisch - nichtadharentes Wachstum Gazdar et al., 1985

hohe L-Dopa Decarboxylase Aktivitat

Inhibition der Polyamin Biosynthese durch 2-
Diflourmethylornithin (FaMeOrn)

geringe c-myc-Genexpression
keine vermehrte c-myc-DNA

kein phanotypischer Effekt durch v-Ha-ras-
Expression

exprimiert epitheliales Glykoprotein 2
Beta-D-Glucuronidase-, NOSaD-, alP-Aktivitat

geringe c-myc Expression
reduzierte Spiegel von Lamin Aund C

Rein et al., 1982
Gazdar et al., 1981
Griffin & Baylin, 1985
Carney et al., 1985
Luk et al., 1981, 1982

Little et al., 1983
Nau et al., 1985
Marby et al., 1988

Jojovic¢ et al., 1998

Schumacher et al.,
1996

Falco et al., 1990

Kaufmann et al., 1991
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SwW2 variant - aus Knochenmarksaspirat Zimmermann et al.,

1997

- exprimiert epitheliales Glykoprotein 2 Zimmermann et al.,
1997
Jojovic¢ et al., 1998

- POB hemmt durch Hemmung der Wu et al., 2007

Ornithindecarboxylase das Zellwachstum

- Bcl-2-Expression Zangemeister-Wittke et
al., 1998

- Beta-D-Glucuronidase-, NOSaD-, alP-Aktivitdt ~ Schumacher et al.,
1996

3.2.1.2 Kultivierung der Zelllinien

Die Kultivierung der Zellen aller Linien erfolgte bei einer Temperatur von 37°C, einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 100 % und einem CO,-Gehalt von 5 %. Fir die Kultivierung der
kleinzelligen Bronchialkarzinomzelllinien wurden Kulturflaschen in der GréBe von 75 cm?
verwendet, wahrend fir die Kultivierung der humanen Fibroblasten Kulturflaschen mit einer
GréBe von 175 cm? genutzt wurden. Die Passage der Zellen wurde bei ungeféhr 90 %iger
Konfluenz der Zellen durchgefihrt.

Die kleinzelligen Bronchialkarzinomzelllinien wurden einmal wdchentlich passagiert. Das
Ablésen der Zellen vom Boden der Zellkulturflasche erfolgte bei Raumtemperatur (RT) durch
Resuspension. AnschlieBend wurden 20 ml der Zellsuspension in ein 30 ml
WeiBkappenrohrchen pipettiert und 7 Minuten bei 1500 Umdrehungen pro Minute (U / min)
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10 ml frischem Zell-Kulturmedium resuspendiert und in
einem Verhéltnis von 1:2 bis 2:3 ausgesét.

Ein Wechsel des Kulturmediums fir die humanen Fibroblasten erfolgte einmal pro Woche.
Das Kulturmedium wurde abgenommen und die Zellen zweimal mit 15 ml gepufferter
Salzlésung (DPBS) gewaschen. Das Ablésen der Zellen vom Boden der Zellkulturflasche
erfolgte im Brutschrank bei 37°C durch eine Inkubation mit 10 ml Trypsin fur 10 Minuten. Die
vollstandige Ablésung der Zellen wurde unter dem Mikroskop kontrolliert. AnschlieBend
wurden 10 ml Zell-Kulturmedium hinzugegeben, um die Wirkung des Trypsins zu stoppen.
Die Halfte der Zellsuspension (1:2) wurde in eine neue mit Zell-Kulturmedium geflllte
Flasche tberfuhrt.

3.213 Detektion von Mykoplasmen-Kontamination in der Zellkultur

Zur Uberpriifung der Zellkultur auf Kontamination durch Mykoplasmen wurde ein optischer
Test  durchgefihrt. Zu  diesem  Zweck wurden von den  kleinzelligen
Bronchialkarzinomzelllinien Zytospins hergestellt. Hierfir wurden 5 ml der Zellsuspension 7
Minuten bei 1500 U / min zentrifugiert und der Uberstand anschlieBend abgenommen. Das
Zellpellet wurde mit 7 ml DPBS aufgeschwemmt. Von dieser Suspension wurden 200 pl in
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die flr Zytospins vorgesehene Vorrichtung gegeben und erneut zentrifugiert (3 Minuten bei
1500 U / min). Der Uberstand wurde abgenommen und die Objekttrdger trockneten 24
Stunden bei RT. Die Zellen wurden in absolutem Ethanol 15 Minuten bei RT fixiert. Danach
wurde 1 Tropfen Vectashield mounting medium mit 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) auf
die Zellen gegeben wund wunter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Der
Fluoreszenzfarbstoff DAPI bindet selektiv an die DNA und bildet stark fluoreszierende DNA-
DAPI-Komplexe mit hoher Spezifitit. DAPI wird von Zellen sehr rasch in die DNA
aufgenommen, wodurch stark fluoreszierende Zellkerne entstehen. Bei einer Mykoplasmen-
Kontamination von Zellkulturen sind einzelne fluoreszierende Punkte im Zytoplasma
nachweisbar und bisweilen auch im interzelluldren Raum (Homepage Roche:
http://www.roche-applied-science.com/pack-insert/0236276b.pdf).

Die humanen Fibroblasten wurden in Zwei-Kammer-Chamber Slides ausgesat. Hierfur
wurden die Zellen vom Flaschenboden gelést (Abschnitt 3.2.1.2). In jede Kammer wurden
200 pl Zellsuspension und 1 ml Kulturmedium gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 48
Stunden (37°C und 5 % CO,) wurde der Uberstand abgenommen. Die Zellen wurden mit
DPBS gespult und mit absolutem Ethanol 15 Minuten bei RT fixiert. Nach der Trockenzeit
von 24 Stunden wurden die Zellkerne mit 1 Tropfen Vectashield mounting medium
eingeschlossen und unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.

Vor Beginn aller Versuche wurden alle Zelllinien auf Mykoplasmen getestet. Bei keiner der
verwendeten Zelllinien konnte eine Kontamination durch Mykoplasmen detektiert werden.

3.2.2 Zellzahlbestimmung mit dem Zellanalysegerat CASY

FOr die Untersuchungen war es notwendig, die Anzahl der in einer Zellsuspension
enthaltenen Zellen zu bestimmen. Dies erfolgte mit Hilfe des Zellanalysegerates CASY.

Die kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen wurden vor der Messung resuspendiert und
anschlieBend durch ein Zellsieb gegeben. Die humanen Fibroblasten wurden vor der
Messung trypsiniert und resuspendiert. Flr die Messung wurde eine 1:100 — Verdinnung der
zu untersuchenden Zellpopulation verwendet (100 pl Zellsuspension + 10 ml CASYton).

3.2.3 XTT-Proliferationsassay

Der XTT-Proliferationsassay wird fur die Quantifizierung von Zellen eingesetzt. Das Prinzip
des Tests basiert auf der Metabolisierung eines gelben Tetrazoliumsalzes (XTT) in den
orangefarbenen Formazan-Farbstoff durch mitochondriale Dehydrogenasen
stoffwechselaktiver Zellen. Der Farbstoff ist wasserléslich und kann quantitativ im ELISA-
Reader bestimmt werden. Die Menge an gebildetem Farbstoff ist direkt proportional zur
Anzahl vitaler Zellen (Mosmann, 1983).
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Fir die Messung wurde der Cell Proliferation Kit Il verwendet. Pro 96-well-Mikrotiterplatte
wurden 5 ml XTT labeling reagent und 0,1 ml electron coupling reagent gemischt, was einer
XTT Endkonzentration von 0,3 mg / ml entspricht. Von dieser Konzentration wurden jeweils
50 ul pro well in eine 96-well-Mikrotiterplatte gegeben und die Platten zur weiteren Inkubation
in den Brutschrank gestellt. Die Extinktion wurde nach 4 und 6 Stunden im Dynatech MR
3.13 Mikroelisa Reader gemessen. Da sich der 4 Stunden Wert als optimales Zeitfenster far
die Auswertung des XTT-Proliferationsassays herausstellte, erfolgten alle Messungen nach
einer Inkubationszeit von 4 Stunden. Die Messung der Extinktion erfolgte bei einer
Wellenlange von 490 nm und einer Referenzwellenlange von 630 nm.

3.2.4 Erstellung der Eichkurven

Um den Einfluss von Atorvastatin, Lovastatin und Astemizol auf das Wachstum
verschiedener kleinzelliger Bronchialkarzinomzelllinien zu untersuchen, war es zu Beginn der
Untersuchung notwendig, diejenige Zellzahl zu bestimmen, die ein optimales
Wachstumsverhalten Uber die Versuchsdauer von 4 Tagen gewahrleistet.

Ein optimales Wachstumsverhalten liegt vor, wenn sich die Zellen im exponentiellen
Wachstum befinden. Das bedeutet, die Zellzahl darf nicht zu groB sein, damit innerhalb der 4
Tage keine Wachstumshemmung aufgrund einer erhdhten Zellzahl auftritt. Die Zellzahl darf
aber auch nicht zu klein sein, wodurch eine maximale Hemmung verschleiert werden kénnte.
Daher wurde fir jede Kkleinzellige Bronchialkarzinom-Zelllinie und fir die humanen
Fibroblasten eine Eichkurve erstellt (Abb. 3.1).

Flr jede kleinzellige Bronchialkarzinom-Zelllinie wurde eine Verdinnungsreihe hergestellt
(Konzentrationen: 31.250 Zellen / ml, 62.500 Zellen / ml, 125.000 Zellen / ml, 250.000 Zellen
/ ml; 500.000 Zellen / ml und 1.000.000 Zellen / ml). Fir die humanen Fibroblasten wurde
ebenfalls eine Verdinnungsreihe erstellt (Konzentrationen: 1.953,125 Zellen / ml, 3.906,25
Zellen / ml, 7.812,5 Zellen / ml, 15.625 Zellen / ml, 31.250 Zellen / ml, 62.500 Zellen / ml,
125.000 Zellen / ml, 250.000 Zellen / ml, 500.000 Zellen / ml und 1.000.000 Zellen / ml).

Es wurde pro Zelllinie fur jede Zellzahl eine Finffachbestimmung durchgefihrt, dabei wurden
jeweils 90 pl Zellsuspension in jedes well einer 96-well-Mikrotiterplatte gegeben. Zudem
wurde pro 96-well-Mikrotiterplatte ein Flnffachansatz mit jeweils 90 pl Zell-Kulturmedium als
Leerwert fir den ELISA-Reader pipettiert. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation im
Brutschrank fir 24 Stunden unter den bereits beschriebenen Standardbedingungen. Danach
wurde in jedes well einer 96-well-Mikrotiterplatte 10 ul DPBS pipettiert. AbschlieBend wurde
die 96-well-Mikrotiterplatte flr weitere 3 Tage inkubiert und der XTT-Proliferationsassay
wurde durchgefthrt (Abschnitt 3.2.3). Die Bestimmung der Extinktion erfolgte nach 4 und 6
Stunden im Dynatech MR 3.13 Mikroelisa Reader. Die optimale Zellzahl lag bei 150.000
Zellen / ml fur alle verwendeten kleinzelligen Bronchialkarzinomzelllinien und bei 60.000
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Zellen / ml fUr die humanen Fibroblasten, da sich bei diesen Zellzahlen die Zellen im
exponentiellen Wachstum befanden (Abb. 3.1).

3.2.5 Einfluss von Atorvastatin, Lovastatin und Astemizol auf kleinzellige
Bronchialkarzinomzelllinien und humane Fibroblasten
Um den Einfluss von Atorvastatin, Lovastatin und Astemizol auf die Proliferation der
kleinzelligen Bronchialkarzinomzelllinien sowie auf die humanen Fibroblasten zu
untersuchen, wurden die Zellen 3 Tage in 96-well-Mikrotiterplatten mit verschiedenen
Konzentrationen der Substanzen allein und in Kombination inkubiert.
Es wurden 150.000 Zellen / ml fur jede kleinzellige Bronchialkarzinom-Zelllinie und 60.000
Zellen / ml fUr die humanen Fibroblasten ausgesat. Zuerst wurde in jedes well einer 96-well-
Mikrotiterplatte 90 pul Zellsuspension gegeben. AnschlieBend wurden die 96-well-
Mikrotiterplatten im Brutschrank fur 24 Stunden inkubiert, um ein optimales Wachstum der
Zellen am Boden der wells zu gewahrleisten. Nach dieser Anwachsphase wurden
Atorvastatin, Astemizol bzw. Lovastatin der Zellsuspension in den wells zugesetzt.
Far die Messung der einzelnen Substanzen (Atorvastatin, Lovastatin oder Astemizol) wurden
pro well der 96-well-Mikrotiterplatte 5 ul der zu messenden Substanz sowie 5 pul der
Lésungsmittelkontrolle pipettiert. Um die Kombination aus Atorvastatin und Astemizol bzw.
Lovastatin und Astemizol zu bestimmen, wurden pro well der 96-well-Mikrotiterplatte jeweils
5 ul einer Verdinnung von Atorvastatin bzw. Lovastatin und 5 pl einer Verdinnung von
Astemizol pipettiert. Es wurden folgende Konzentrationen verwendet: fir Atorvastatin und
Lovastatin 1,0 uM, 0,5 uM, 0,05 uM, 0,01 uM und 0,001 pM sowie fir Astemizol 5,0 uM, 2,5
puM, 1,25 uM, 0,6 pM und 0,3 pM. 72 Stunden nach Inkubation im Brutschrank erfolgte die
Zugabe des XTT-Reagenzes (50 pl / well) (Abschnitt 3.2.3). Nach 4 Stunden Inkubationszeit
erfolgte die Messung bei 490 nm und einer Referenzwellenlange von 630 nm im Dynatech
MR 3.13 Mikroelisa Reader.
Die Substanzen waren in verschiedenen L&sungsmitteln gelést. Das Lésungsmittel fur
Atorvastatin und Astemizol war DMSO und wurde 1:500 in Kulturmedium verdinnt.
Lovastatin war in absolutem Ethanol gelést, das ebenfalls 1:500 in Kulturmedium verdinnt

wurde.
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Abb. 3.1: Eichkurven fiir kleinzellige Bronchialkarzinomzellen und humane Fibroblasten.
Dargestellt ist die Zellzahl / ml von humanen Fibroblasten (A), H69-Zellen (B), H82-Zellen (C), OH1-
Zellen (D), OH3-Zellen (E) sowie SW2-Zellen (F). Gemessen wurde die Extinktion in nm nach 4 und 6
Stunden. Abgebildet sind die Mittelwerte + SEM. Die humanen Fibroblasten erreichten das
Extinktionsmaximum nach bei einer Zellzahl von 500.000 / ml. H69-Zellen zeigten bei einer Zellzahl
von 250.000 / ml die hdchste Extinktion. H82-Zellen wiesen bis zu der maximal eingesetzten Zellzahl
von 1.000.000 / ml einen stetigen Anstieg der Extinktion auf. Bei OH1-Zellen lag das
Extinktionsmaximum bei einer Zellzahl von 500.000 / ml. Die maximale Extinktion wurde bei OH3-
Zellen bei einer Zellzahl von 250.000 / ml gemessen. SW2-Zellen wiesen bei einer Zellzahl von
250.000 / ml die maximale Extinktion auf.
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Um einen méglichen Einfluss des Zell-Kulturmediums und der Lésungsmittel auszuschlieBen
wurde bei allen Versuchen eine Leerwertkontrolle (90 pl Zell-Kulturmedium + 10 pl
verdinntes Losungsmittel) und L&sungsmittelkontrolle (90 pl Zellsuspension + 10 pl
verdinntes Losungsmittel) mitgefthrt. Auf den 96-well-Mikrotiterplatten wurde jeder Versuch
in einem Vierfachansatz durchgefihrt und jeder Versuch wurde in mindestens drei
unabhangigen Versuchen wiederholt. Dies wurde fir alle finf kleinzelligen
Bronchialkarzinomzelllinien sowie flr die humanen Fibroblasten durchgefihrt. So lagen am
Ende fur jeden einzelnen Versuch insgesamt mindestens 12 Messwerte vor.

3.2.6 Elektronenmikroskopische Analyse

Die Anzahl der apoptotischen Zellen nach der Einwirkung von Atorvastatin und Astemizol
sollte anhand der morphologischen Veranderungen der kleinzelligen
Bronchialkarzinomzellen dargestellt werden. Zu diesem Zweck wurden die kleinzelligen
Bronchialkarzinomzelllinien sowie die humanen Fibroblasten zunachst geteilt und 9 ml
Zellsuspension 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. Nach dieser Zeit wurden je 1 ml
Atorvastatin und Astemizol in der Kombination der hochsten bzw. der niedrigsten
Konzentrationen hinzugefigt (1,0 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol bzw. 0,001 pM
Atorvastatin / 0,3 uM Astemizol). Eine Lésungsmittelkontrolle wurde ebenfalls pipettiert. Im
Anschluss an die Behandlung wurden die Zelllinien erneut im Brutschrank fir 72 Stunden
inkubiert und nachfolgend flr die Elektronenmikroskopie fixiert. Hierzu wurden die Zellen in
DPBS gewaschen und anschlieBend mit 3%igem Glutaraldehyd resuspendiert.

Anhand der elektronenmikroskopischen Fotografien wurden anschlieBend die Zellkerne
sowie die Zellmembranen beurteilt, die apoptotischen Zellen gezahlt und im Verhéltnis zu
den vitalen Zellen ausgewertet.

3.2.7 Zellzyklusanalyse mit dem Laser Scanning Cytometer

Um eine Zellzyklusanalyse mittels des Laser Scanning Cytometers durchzufihren, wurden
von den Zellen zundchst Zytospins hergestellt. Dafur wurden die kleinzelligen
Bronchialkarzinomzellen zuerst aufgeteilt, wobei 3 ml Zellsuspension und 15 ml
Zellkulturmedium zusammen in eine Zellkulturflasche gegeben wurden. Die kleinzelligen
Bronchialkarzinomzellen wurden danach fir 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. Nach
dieser Inkubationszeit wurden jeweils 1 ml Atorvastatin (1,0 uM) und Astemizol (5,0 uM)
hinzugefigt. Es wurde ebenfalls eine Lésungsmittelkontrolle pipettiert, bei der statt der
Pharmaka 2 ml des Verdlinnungsmediums zur Zellsuspension gegeben wurden. Nach
weiteren Inkubationszeiten von 24 und 72 Stunden wurden die Zellen wie unter 3.2.2
beschrieben gezahlt, um dann die Menge an Zellsuspension zu zentrifugieren (5 Minuten bei
1500 U / min), die fir eine Zellzahl von 80.000 / ml nétig war. AnschlieBend wurde der
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Uberstand abgenommen und das Zellpellet mit 4 %igem PFA aufgeschwemmt. Von dieser
Suspension wurden 500 pl in die fir Zytospins vorgesehene Vorrichtung gegeben und
nochmals zentrifugiert (3 Minuten bei 1500 U / min). Die Zytospins wurden tber Nacht bei
RT getrocknet. Im Anschluss wurden die Zytospins zweimal mit TBS gewaschen, mit dem
DNA Farbstoff DRAQ5 gefarbt sowie mit jeweils einem Tropfen Flourescence-Mounting-
Medium versetzt. Danach wurden die Zytospins eingedeckelt und auf der Warmeplatte bei
30 °C trocknen gelassen.

Die humanen Fibroblasten wurden zum Zweck der Zellzyklusanalyse auf Zwei-Kammer-
Chamber Slides mit einer Zellzahl von 60.000 / ml und einem Volumen von 1,8 ml pro
Kammer ausgesat und 24 Stunden in Brutschrank inkubiert. Im Anschluss wurden die
humanen Fibroblasten mit jeweils 0,1 ml Atorvastatin (1,0 uM) und Astemizol (5,0 uM) bzw.
als Kontrolle mit 0,2 ml Verdinnungsmedium flir weitere 24 Stunden im Brutschrank
inkubiert. Hiernach wurde der Uberstand abgenommen, die Zellen zweimal mit DPBS
gewaschen und fur 10 Minuten mit 4 %igem PFA fixiert. Nach erneutem Waschen mit TBS
wurden die Chamber Slides Uber Nacht bei RT getrocknet und anschlieBend mit 500 pl
DRAQ5 gefarbt.

Um zu analysieren, welche Anzahl von kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen bzw. humanen
Fibroblasten sich in den verschiedenen Zellzyklusphasen befanden, wurden sie von einem
Laser Scanning Cytometer gezéahlt, wobei ein 20-fach Objektiv verwendet wurde. Ein
Helium-Neon-Laser regte die Fluoreszenz bei einer Wellenlange von 630 nm an, die
anschlieBend bei 650 nm gemessen wurde.

3.2.8 Statistische Analyse

Die Rohdaten wurden mit GraphPad Prism 4.0 ausgewertet und als Histogramm dargestellt.
Die statistisch signifikanten Unterschiede der Mittelwerte wurden durch eine one-way
ANOVA (einfaktorielle Varianzanalyse) mit darauf folgendem Bonferroni's Multiple
Comparison Test nachgewiesen und als signifikant betrachtet, wenn p < 0,05 war. Alle
errechneten Daten der ANOVA und des Bonferroni's Multiple Comparison Test sind im
Anhang (Abschnitt 8A-F) aufgefuhrt. Ein signifikanter Unterschied der Stichproben wurde in
der Graphik gekennzeichnet (* p < 0,05; ** p < 0,001) und im Text erwdhnt. Alle graphisch
dargestellten Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) aufgefihrt.
Messwerte kénnen untypische Datenpunkte und AusreiBer enthalten, z.B. infolge von
Fehlmessungen oder methodischer Fehler. Anhand einer graphischen Inspektion der
Messwerteverteilung wurden AusreiBBer detektiert und die entsprechenden Werte aus der
Gesamtheit entfernt.
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4 Ergebnisse

4.1 Humane Fibroblasten
4.1.1 Der Einfluss von Atorvastatin, Lovastatin und Astemizol auf humane
Fibroblasten

Um den Einfluss von Atorvastatin, Lovastatin und Astemizol auf humane Fibroblasten zu
untersuchen, wurden die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen der Substanzen
inkubiert.
Die humanen Fibroblasten wurden mit verschiedenen Atorvastatin-Konzentrationen (0,001
puM, 0,01 pM, 0,05 pM, 0,5 pM und 1,0 uM) behandelt. Es zeigte sich, dass bei allen
verwendeten Atorvastatin-Konzentrationen keine signifikante Veranderung der Proliferation
gegenuber der Kontrolle nachzuweisen war (Abb. 4.1A).
Lovastatin wurde in den Konzentrationen 0,001 pM, 0,01 pM, 0,05 pM, 0,5 pM und 1,0 uM
mit humanen Fibroblasten inkubiert. Es wurde eine signifikante Proliferationshemmung bei
den beiden héchsten Konzentrationen (0,5 pM und 1,0 puM) beobachtet (p < 0,05) (Abb.
4.1B):

e 0,5 uM Lovastatin um 23,4 %

e 1,0 uM Lovastatin um 38,9 %
Bei den niedrigeren Konzentrationen (0,001 pM, 0,01 uM und 0,05 uM) wurde ein ahnliches
Wachstum wie bei der Kontrolle festgestellt (Abb. 4.1B).
Die Behandlung mit Astemizol erfolgte mit den Konzentrationen 0,3 uM, 0,6 puM, 1,25 uM, 2,5
MM und 5,0 puM. Die verwendeten Astemizol-Konzentrationen wiesen ein &hnliches
Wachstum wie die Kontrolle auf (Abb. 4.1C).

4.1.2 Der Einfluss von Atorvastatin und Astemizol in Kombination auf humane
Fibroblasten

Die gemeinsame Wirkung von Atorvastatin und Astemizol auf humane Fibroblasten sollte

geprift werden. Zu diesem Zweck wurden die Zellen mit verschiedenen Atorvastatin-

Konzentrationen (0,001 uM, 0,01 uM, 0,05 pM, 0,5 uM, 1,0 uM) in Kombination mit

unterschiedlichen Astemizol-Konzentrationen (0,3 pM, 0,6 uM, 1,25 uM, 2,5 uM, 5,0 uM)

inkubiert.
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Abb. 4.1: Wirkung von Atorvastatin, Lovastatin und Astemizol auf humane Fibroblasten.
Abgebildet ist die Behandlung von humanen Fibroblasten mit verschiedenen Konzentrationen von
Atorvastatin (0,001 uM, 0,01 uM, 0,05 uM, 0,5 uM, 1,0 uM) (A), Lovastatin (0,001 uM, 0,01 puM, 0,05
uM, 0,5 uM, 1,0 uM) (B) und Astemizol (0,3 uM, 0,6 uM, 1,25 uM, 2,5 uM, 5,0 uM) (C). Dargestellt ist
die Proliferation in %. Atorvastatin und Astemizol zeigten gegenulber der Kontrolle keine Verédnderung
der Proliferation. Lovastatin zeigte in den hdchsten Konzentrationen eine signifikante
Proliferationshemmung. Gezeigt sind die Mittelwerte =+ SEM (Ko = Kontrolle, n =12, ** p < 0,001).

Dabei wurde beobachtet, dass die Kombinationen mit einer Atorvastatin-Konzentration < 0,5
UM stets &hnliche Resultate zeigten, eine signifikante Inhibition des Wachstums wurde nur in
der Kombination mit der héchsten Astemizol-Konzentration (5,0 uM) erreicht (p < 0,05) (Abb.
4.2A, 4.2B, 4.2C, 4.2D):

e 0,001 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol um 87,4 %
e 0,01 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol um 91,5 %
e 0,05 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol um 75,5 %
e 0,5 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol um 82,4 %

Niedrigere Konzentrationen von Astemizol (0,3 uM, 0,6 uM, 1,25 uM, 2,5 uM) zeigten in den
Kombinationen mit Atorvastatin-Konzentrationen < 0,5 pM keinen wesentlichen Effekt auf
humane Fibroblasten (Abb. 4.2A, 4.2B, 4.2C, 4.2D).
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Die héchste Atorvastatin-Konzentration (1,0 uM) hemmte in Kombination mit den Astemizol-
Konzentrationen 0,3 uM und 5,0 uM das Wachstum signifikant (p < 0,05) (Abb. 4.2E):

e 1,0 uM Atorvastatin / 0,3 uM Astemizol um 31,0%

e 1,0 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol um 63,3 %
Mevalonsaure wird im Organismus aus 3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-Coenzym A (HMG-CoA)
unter Einfluss der HMG-CoA-Reduktase gebildet. Dieser Stoffwechselvorgang wird durch
Atorvastatin gehemmt (Lennernds & Fager, 1997), daher wurde getestet, ob Mevalonsaure
eine Wirkung auf die Wachstumshemmung hat.
Daflr wurden humane Fibroblasten mit 200 uM Mevalonséaure alleine und in Kombination mit
den hdchsten Konzentrationen von Atorvastatin (1,0 uM) und Astemizol (5,0 uM) behandelt.
Hierbei wies die reine Mevalonsaure keine Wirkung auf die Proliferation auf. Mit der
Kombination aus den héchsten Substanzkonzentrationen (1,0 pM Atorvastatin und 5,0 uM
Astemizol) war die Proliferation signifikant erniedrigt gegeniber der Kontrolle (p < 0,05) (Abb.
4.2F):

e 1,0 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol / 200 uM Mevalonsaure um 77,1 %
Dieses Ergebnis war gegentber dem Effekt von 1,0 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol nicht
signifikant verandert.

4.1.3 Der Einfluss von Lovastatin und Astemizol in Kombination auf humane
Fibroblasten

Um die gemeinsame Wirkung von Lovastatin und Astemizol auf humane Fibroblasten zu
untersuchen, wurden die Zellen mit Lovastatin in verschiedenen Konzentrationen (0,001 uM,
0,01 pM, 0,05 pM, 0,5 puM, 1,0 uM) in Kombination mit verschiedenen Astemizol-
Konzentrationen (0,3 uM, 0,6 uM, 1,25 uM, 2,5 uM, 5,0 uM) behandelt.

Dabei bewirkte Lovastatin in einer Konzentration von < 0,05 uM in der Kombination mit 5,0
UM Astemizol eine signifikante Erniedrigung der Proliferation (p < 0,05) (Abb. 4.3A, 4.3B,
4.3C):

e 0,001 uM Lovastatin / 5,0 uM Astemizol um 79,3 %
e 0,01 uM Lovastatin / 5,0 uM Astemizol um 91,4 %
e 0,05 uM Lovastatin / 5,0 uM Astemizol um 69,2 %

Indessen war das Wachstum unter Einfluss der Kombinationen von Lovastatin-
Konzentrationen von < 0,05 pM mit Astemizol-Konzentrationen < 25 uM &hnlich der
Kontrolle (Abb. 4.3C, 4.3D, 4.3E).
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Abb. 4.2: Wirkung von Atorvastatin und Astemizol in Kombination auf humane Fibroblasten.
Dargestellt ist die Behandlung von humanen Fibroblasten mit verschiedenen Konzentrationen von
Astemizol (0,3 uM, 0,6 uM, 1,25 uM, 2,5 pM, 5,0 uM) in Kombination mit Atorvastatin in folgenden
Konzentrationen: 0,001 uM (A), 0,01 uM (B), 0,05 uM (C), 0,5 uM (D), 1,0 uM (E), sowie die Wirkung
von Mevalonsaure auf humane Fibroblasten allein und in Kombination mit 1,0 uM Atorvastatin und 5,0
UM Astemizol (F). Abgebildet ist die Proliferation in %. Die héchste Astemizol-Konzentration zeigte
eine deutliche Hemmung der Proliferation. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM (Ko = Kontrolle, n > 8,
**p < 0,001, * p <0,05).
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Die nachsthdhere Lovastatin-Konzentration (0,5 uM) zeigte in Kombination mit der héchsten
(5,0 pM) sowie der niedrigsten (0,3 pM) Astemizol-Konzentration eine signifikante
Verminderung des Wachstums (p < 0,05) (Abb. 4.3D):

e 0,5 uM Lovastatin / 0,3 uM Astemizol um 23,9 %

e 0,5 uM Lovastatin / 5,0 uM Astemizol um 86,1 %
Dagegen zeigten die anderen untersuchten Astemizol-Konzentrationen (0,6 pM, 1,25 uM
und 2,5 uM) keinen signifikanten Effekt (Abb. 4.3D).
Die héchste Lovastatin-Konzentration von 1,0 uM wies nur kombiniert mit einer Astemizol-
Konzentration von 2,5 pM keine signifikante Veranderung der Proliferation auf (Abb. 4.3A).
Alle anderen Kombinationen hemmten das Wachstum der humanen Fibroblasten signifikant
(p < 0,05) (Abb. 4.3E):

e 1,0 uM Lovastatin / 0,3 uM Astemizol um 30,1 %
e 1,0 uM Lovastatin / 0,6 pM Astemizol um 28,9 %
e 1,0 uM Lovastatin/ 1,25 uM Astemizol um 22,8 %
e 1,0 uM Lovastatin / 5,0 pM Astemizol um 70,9 %

Ebenfalls untersucht werden sollte die Wirkung von Mevalonsaure, daher wurden die
humanen Fibroblasten mit 200 pM Mevalons&ure allein und in Kombination mit 1,0 uM
Lovastatin und 5,0 uM Astemizol inkubiert.
Dabei wurde beobachtet, dass Mevalonsaure keinen Effekt auf das Wachstum der humanen
Fibroblasten hatte, jedoch die Kombination mit den héchsten Wirkstoffkonzentrationen die
Proliferation signifikant hemmte (p < 0,05) (Abb. 4.3 F):

e 1,0 uM Lovastatin / 5,0 uM Astemizol / 200 pM Mevalonsaure  um 68,9 %
Dies bedeutete keinen signifikanten Einfluss auf den Effekt der Kombination aus 1,0 uM
Lovastatin und 5,0 uM Astemizol.
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Abb. 4.3: Wirkung von Lovastatin und Astemizol in Kombination auf humane Fibroblasten.
Dargestellt ist die Behandlung von humanen Fibroblasten mit verschiedenen Konzentrationen von
Astemizol (0,3 uM, 0,6 puM, 1,25 pM, 2,5 pM, 5,0 uM) in Kombination mit Lovastatin in folgenden
Konzentrationen: 0,001 uM (A), 0,01 uM (B), 0,05 uM (C), 0,5 uM (D), 1,0 uM (E), sowie die Wirkung
von Mevalonsaure auf humane Fibroblasten allein und in Kombination mit 1,0 uM Atorvastatin und 5,0
UM Astemizol (F). Gezeigt ist die Proliferation in %. Kombinationen mit einer hohen Astemizol-
Konzentration zeigten eine Verminderung des Wachstums. Hohe Lovastatin-Konzentrationen wiesen
zudem in Kombination mit niedrigen Astemizol-Konzentrationen eine Proliferationshemmung auf.
Abgebildet sind die Mittelwerte = SEM (Ko = Kontrolle, n = 12, ** p < 0,001, * p < 0,05).
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4.2 H69-Zellen
4.2.1 Der Einfluss von Atorvastatin und Astemizol auf H69-Zellen
Der Effekt von Atorvastatin und Astemizol auf H69-Zellen sollte untersucht werden.
Verschiedene Atorvastatin-Konzentrationen (0,001 pM, 0,01 uM, 0,05 pM, 0,5 uM und 1,0
UM) wurden getestet.
Dabei wiesen die niedrigen Atorvastatin-Konzentrationen 0,001 pM und 0,01 uM eine
signifikante Erhéhung des Zellwachstums auf (p < 0,05) (Abb. 4.4A):

e 0,001 pM Atorvastatin um 39,6 %

e 0,01 pM Atorvastatin um 29,2 %
Die Atorvastatin-Konzentrationen ab 0,05 uM zeigten keine Verénderung der Proliferation (p
> 0,05) (Abb. 4.4A).
Astemizol wurde ebenfalls in unterschiedlichen Konzentrationen untersucht (0,3 uM, 0,6 uM,
1,25 uM, 2,5 uM und 5,0 pM). Keine der getesteten Astemizol-Konzentrationen zeigte eine
signifikante Wirkung auf das Wachstum der H69-Zellen (Abb. 4.4B).
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Abb. 4.4: Wirkung von Atorvastatin und Astemizol auf H69-Zellen. Dargestellt ist die Behandlung
von H69-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von Atorvastatin (0,001 pM, 0,01 uM, 0,05 uM, 0,5
UM, 1,0 uM) (A) und Astemizol (0,3 uM, 0,6 uM, 1,25 uM, 2,5 uM, 5,0 uM) (B). Abgebildet ist die
Proliferation in %. Atorvastatin bewirkte in den niedrigsten Konzentrationen einen Anstieg der
Proliferation. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM (Ko = Kontrolle, n > 11, ** p < 0,001, * p < 0,05).

4.2.2 Der Einfluss von Atorvastatin und Astemizol in Kombination auf H69-Zellen

Um den Einfluss beider Pharmaka zusammen auf H69-Zellen zu testen, wurden die Zellen
mit verschiedenen Atorvastatin-Konzentrationen (0,001 pM, 0,01 uM, 0,05 uM, 0,5 uM, 1,0
uM) in Kombination mit unterschiedlichen Astemizol-Konzentrationen (0,3 uM, 0,6 uM, 1,25
UM, 2,5 uM, 5,0 uM) behandelt.

Bei den niedrigen Atorvastatin-Konzentrationen (0,01 uM und 0,001 uM) zeigte sich eine
signifikante Wachstumshemmung der H69-Zellen nur in Kombination mit der hdchsten
Astemizol-Konzentration (p < 0,05) (Abb. 4.5A, 4.5B):
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e 0,001 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol um 81,3 %

e 0,01 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol um 80,5 %
Hingegen kam es in Kombination mit Konzentrationen < 2,5 yuM Astemizol zu keiner
signifikanten Veréanderung der Proliferation (Abb. 4.5A, 4.5B).
Bei einer Atorvastatin-Konzentration von 0,05 uM wurde eine signifikante Verminderung des
Zellwachstums bei den Kombinationen mit 2,5 pM und 5,0 uM Astemizol nachgewiesen (p <
0,05) (Abb. 4.5C):

e 0,05 pM Atorvastatin / 2,5 uM Astemizol um 23,4 %

e 0,05 pM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol um 88,5 %
Die Kombinationen mit Astemizol-Konzentrationen von < 1,25 uM hatten jedoch keinen
signifikanten Einfluss auf die Proliferation (Abb. 4.5C).
Eine hdhere Atorvastatin-Konzentration von 0,5 uM inhibierte in Kombination mit hohen
Astemizol-Konzentrationen (> 1,25 uM) die Proliferation signifikant (p < 0,05) (Abb. 4.5D):

e 0,5 uM Atorvastatin / 1,25 uM Astemizol um 25,6 %
e 0,5 uM Atorvastatin / 2,5 uM Astemizol um 66,3 %
e 0,5 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol um 99,9 %

Allerdings konnte fir die Kombinationen mit niedrigen Astemizol-Konzentrationen (< 1,25
pM) kein signifikanter Effekt auf die Zellproliferation beobachtet werden (Abb. 4.5D).

Die Kombinationen mit 1,0 pM Atorvastatin zeigten ahnliche Resultate. In Kombination mit
1,25 uM, 2,5 uM und 5,0 uM Astemizol wurde die Proliferation signifikant gehemmt (p < 0,05)
(Abb. 4.5E):

e 1,0 uM Atorvastatin / 1,25 pM Astemizol um 17,6 %
e 1,0 uM Atorvastatin / 2,5 uM Astemizol um 58,9 %
e 1,0 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol um 99,0 %

Hingegen hatten Astemizol-Konzentrationen, die kleiner als 1,25 uM waren, in Kombination
mit 1,0 uM Atorvastatin keinen Einfluss auf das Wachstum der H69-Zellen (Abb. 4.5E).
Zudem wurde geprift, ob Mevalonsaure als Stoffwechselprodukt des durch Atorvastatin
gehemmten Schrittes der Cholesterinsynthese einen Einfluss auf das Ergebnis hatte.
Hierfir wurde Mevalonsaure in einer Konzentration von 200 uM einmal alleine und einmal
mit der Kombination 1,0 uM Atorvastatin und 5,0 uM Astemizol auf H69-Zellen getestet.
Es zeigte sich, dass 200 uM Mevalonsaure gegeniber der Kontrolle keine Wirkung auf das
Wachstum aufwies. Fir die Kombination der héchsten Atorvastatin- und Astemizol-
Konzentrationen mit 200 uM Mevalonsadure wurde eine signifikante Verminderung der
Proliferation nachgewiesen (p < 0,05) (Abb. 4.5F):

e 1,0 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol / 200 uM Mevalonsaure um 96,2 %
Im Vergleich zur Kombination 1,0 puM Atorvastatin mit 5,0 pM Astemizol war keine

signifikante Anderung zu messen.
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Abb. 4.5: Wirkung von Atorvastatin und Astemizol in Kombination auf H69-Zellen. Dargestellt ist
die Behandlung von H69-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von Astemizol (0,3 uM, 0,6 uM,
1,25 uM, 2,5 pM, 5,0 puM) in Kombination mit Atorvastatin in folgenden Konzentrationen: 0,001 uM (A),
0,01 uM (B), 0,05 uM (C), 0,5 uM (D), 1,0 uM (E), sowie die Wirkung von Mevalonsdure auf H69-
Zellen allein und in Kombination mit 1,0 uM Atorvastatin und 5,0 uM Astemizol (F). Abgebildet ist die
Proliferation in %. Hohe Konzentrationen der Stoffe bewirkten ein deutlich niedrigeres Wachstum als
die Kontrolle. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM (Ko = Kontrolle, n > 10, ** p < 0,001, * p < 0,05).
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4.3 H82-Zellen
4.3.1 Der Einfluss von Atorvastatin, Lovastatin und Astemizol auf H82-Zellen
Die Wirkung von Atorvastatin, Lovastatin und Astemizol auf H82-Zellen sollte getestet
werden. Zu diesem Zweck wurden die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von
Atorvastatin (0,001 uM, 0,01 uM, 0,05 uM, 0,5 uM, 1,0 uM), Lovastatin (0,001 uM, 0,01 pM,
0,05 uM, 0,5 pM, 1,0 uM) und Astemizol (0,3 pM, 0,6 uM, 1,25 uM, 2,5 uM, 5,0 uM)
behandelt.
Dabei konnte beobachtet werden, dass keine der getesteten Atorvastatin-Konzentrationen
eine Wirkung auf H82-Zellen zeigten, die Extinktionen lagen im Bereich der Kontrolle (Abb.
4.6A). Auch Lovastatin zeigte in keiner der eingesetzten Konzentrationen Wirkung auf das
Zellwachstum (Abb. 4.6B). Dagegen rief Astemizol in der héchsten Konzentration eine
deutliche Hemmung des Wachstums hervor (p < 0,01) (Abb. 4.6C):

e 5,0 uM Astemizol um 54,6 %
Die anderen Astemizol-Konzentrationen wiesen keinen signifikanten Effekt auf H82-Zellen
auf (Abb. 4.6C).

4.3.2 Der Einfluss von Atorvastatin und Astemizol in Kombination auf H82-Zellen

Es wurde ebenfalls untersucht, welche Wirkung Atorvastatin und Astemizol miteinander auf
H82-Zellen hatten. Hierflir wurde Atorvastatin (0,001 pM, 0,01 uM, 0,05 uM, 0,5 uM, 1,0 uM)
mit Astemizol (0,3 uM, 0,6 uM, 1,25 uM, 2,5 uM, 5,0 uM) in verschiedenen Konzentrationen
kombiniert auf die Zellen gegeben.

Wurde Atorvastatin in einer Konzentration von 0,05 pM oder geringer (0,01 uM, 0,001 pM)
eingesetzt, war eine signifikante Abnahme des Wachstums der H82-Zellen nur bei den
Kombinationen mit den hohen Astemizol-Konzentrationen (> 1,25 pM) nachweisbar (p <
0,05) (Abb. 4.7A, 4.7B, 4.7C):

e 0,001 pM Atorvastatin / 2,5 uM Astemizol um 33,7 %
e 0,001 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol um 82,4 %
e 0,01 pM Atorvastatin / 2,5 uM Astemizol um 25,7%
e 0,01 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol um 85,8 %
e 0,05 uM Atorvastatin / 2,5 uM Astemizol um 46,6 %
e 0,05 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol um 98,8 %

Bei den Kombinationen von Atorvastatin-Konzentrationen < 0,05 uM mit geringen Astemizol-
Konzentrationen (< 1,25 uM) zeigten sich Ergebnisse ahnlich der Kontrolle (Abb. 4.7A, 4.7B,
4.7C).
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Abb. 4.6: Wirkung von Atorvastatin, Lovastatin und Astemizol auf H82-Zellen. Gezeigt ist die
Behandlung von H82-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von Atorvastatin (0,001 pM, 0,01 pM,
0,05 puM, 0,5 pM, 1,0 uM) (A), Lovastatin (0,001 uM, 0,01 uM, 0,05 uM, 0,5 uM, 1,0 uM) (B) und
Astemizol (0,3 uM, 0,6 uM, 1,25 uM, 2,5 uM, 5,0 uM) (C). Abgebildet ist die Proliferation in %. Die
héchste Konzentration von Astemizol bedingte ein deutlich geringeres Wachstum als die Kontrolle.
Dargestellt sind die Mittelwerte = SEM (Ko = Kontrolle, n > 10, ** p < 0,001).

Eine Atorvastatin-Konzentration von 0,5 pM zeigte in Kombination mit allen Astemizol-
Konzentrationen eine deutliche Hemmung der Proliferation, wobei die geringen Astemizol-

Konzentrationen (< 1,25 uM) eine schwachere Wirkung hatten als die hohen (> 1,25 uM) (p <
0,05) (Abb. 4.7D):

e 0,5 uM Atorvastatin / 0,3 uM Astemizol um 25,6 %
e 0,5 puM Atorvastatin / 0,6 uM Astemizol um 26,5 %
e 0,5 uM Atorvastatin / 1,25 uM Astemizol um 38,8 %
e 0,5 uM Atorvastatin / 2,5 uM Astemizol um 64,3 %
e 0,5 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol um 99,8 %

40



Ergebnisse

>
o]

1254
125+
= 1004
= < 1004
c [
S 757 ‘s
® S 757
8 5] g
= S 50
S -_—
o 254 u
o 254
0
0
N
S N
N N
O RPN
Atorvastatin / Astemizol [uM] . .
Atorvastatin / Astemizol [uM]
C D
125' 125_
< 1007 = 1004 I
= s, * *
c
o 754 S
= o 751
® E=]
e o
:._: 50" :g 50_
2 S
o 25 T 25
0 0
o ©
N R
N o
Atorvastatin / Astemizol [pM] Atorvastatin / Astemizol [uM]
E F
125+
+
125+
T 1004 ——
g 100- § 754
©
S 75 S 50-
® S
S 504 & 25 *k
-— *%
[3) ,—:._L\
T 25 0
{~O .bo@ o(\é‘ v?.@
@ N @
0 \o‘\ 2
< N4 c,?
X\ x \
S s® o
¥ M Q\*
0 & o
Atorvastatin / Astemizol [uM] v NS

Abb. 4.7: Wirkung von Atorvastatin und Astemizol in Kombination auf H82-Zellen. Abgebildet ist
die Behandlung von H82-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von Astemizol (0,3 uM, 0,6 uM,
1,25 uM, 2,5 uM, 5,0 uM) in Kombination mit Atorvastatin in folgenden Konzentrationen: 0,001 uM (A),
0,01 uM (B), 0,05 pM (C), 0,5 uM (D), 1,0 uM (E), sowie die Wirkung von Mevalonsdure auf H82-
Zellen allein und in Kombination mit 1,0 uM Atorvastatin und 5,0 uM Astemizol (F). Gezeigt ist die
Proliferation in %. Die hohen Atorvastatin-Konzentrationen zeigten in allen Kombinationen eine
Wachstumshemmung, die niedrigeren Konzentrationen zeigten nur in Kombination mit hohen
Astemizol-Konzentrationen einen hemmenden Effekt. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM (Ko =
Kontrolle, n > 12, ** p < 0,001, * p < 0,05).
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Eine ausgepragte Reduktion des Wachstums wurde bei der Kombination von der héchsten
Atorvastatin-Konzentration (1,0 uM) mit jeder Astemizol-Konzentration nachgewiesen (p <
0,05) (Abb. 4.7E):

e 1,0 uM Atorvastatin / 0,3 uM Astemizol um 43,9 %
e 1,0 uM Atorvastatin / 0,6 uM Astemizol um 37,9 %
e 1,0 uM Atorvastatin / 1,25 puM Astemizol um 47,2 %
e 1,0 uM Atorvastatin / 2,5 uM Astemizol um 75,7 %
e 1,0 uM Atorvastatin / 5,0 uyM Astemizol um 98,5 %

AuBerdem sollte der Effekt von Mevalonsaure untersucht werden. Wéahrend Mevalonsaure
alleine keine Wirkung auf die Proliferation der H82-Zellen zeigte, wurde das Wachstum
deutlich reduziert, wenn Mevalonsaure mit 5,0 uM Astemizol und 1,0 uM Atorvastatin
kombiniert wurde (p < 0,05) (Abb. 4.7F):

e 1,0 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol / 200 uM Mevalonsaure um 89,15 %
Dies bedeutete keinen signifikanten Effekt auf die Wachstumshemmung durch 1,0 uM
Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol.

4.3.3 Der Einfluss von Lovastatin und Astemizol in Kombination auf H82-Zellen
Um zu prufen, wie Lovastatin und Astemizol zusammen auf H82-Zellen wirkten, wurde
Lovastatin in den Konzentrationen 0,001 puM, 0,01 pM, 0,05 pM, 0,5 uM und 1,0 uM mit
verschiedenen Astemizol-Konzentrationen (0,3 pM, 0,6 uM, 1,25 uM, 2,5 uM und 5,0 uM)
kombiniert und auf die H82-Zellen gegeben.
Hierbei flhrten bei der niedrigsten Lovastatin-Konzentration (0,001 pM) nur die
Kombinationen mit 2,5 uM und 5,0 uM Astemizol zu einer signifikanten Verminderung der
Proliferation (p < 0,05) (Abb. 4.8A):

e 0,001 pM Lovastatin / 2,5 pM Astemizol um 15,6 %

e 0,001 uM Lovastatin / 5,0 uM Astemizol um 94,3 %
Kombinationen mit 0,001 uM Lovastatin und niedrigeren Astemizol-Konzentrationen (< 1,25
pM) hemmten das Wachstum nicht (Abb. 4.8A).
Die Kombination aus 0,01 pM Lovastatin und 5,0 uM Astemizol zeigte eine signifikante
Wachstumshemmung (p < 0,05) (Abb. 4.8B).

e 0,01 uM Lovastatin / 5,0 uM Astemizol um 85,8 %
Die anderen untersuchten Astemizol-Konzentrationen wiesen zusammen mit 0,01 pM
Lovastatin keine deutliche Wirkung auf H82-Zellen auf (Abb. 4.8B).
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Abb. 4.8: Wirkung von Lovastatin und Astemizol in Kombination auf H82-Zellen. Dargestellt ist
die Behandlung von H82-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von Astemizol (0,3 uM, 0,6 uM,
1,25 uM, 2,5 uM, 5,0 uM) in Kombination mit Lovastatin in folgenden Konzentrationen: 0,001 pM (A),
0,01 uM (B), 0,05 uM (C), 0,5 uM (D), 1,0 uM (E), sowie die Wirkung von Mevalonsdure auf H82-
Zellen allein und in Kombination mit 1,0 uM Atorvastatin und 5,0 uM Astemizol (F). Abgebildet ist die
Proliferation in %. Hohe Konzentrationen von Astemizol bewirkten eine Verminderung der
Proliferation. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM (Ko = Kontrolle, n > 12, ** p < 0,001, * p < 0,05).
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Wahrend die Proliferation der Kombinationen von 0,05 pM Lovastatin mit Astemizol-
Konzentrationen < 1,25 pM im Bereich der Kontrolle lag, zeigte die Kombination mit 2,5 uM
und 5,0 uM eine deutliche Reduktion der Proliferation (p < 0,05) (Abb. 4.8C):

e 0,05 uM Lovastatin / 2,5 uM Astemizol um 22,6 %

e 0,05 uM Lovastatin / 5,0 uM Astemizol um 90,5 %
Bei den hohen Lovastatin-Konzentrationen (1,0 uM und 0,5 uM) fUhrte nur die Kombination
mit 5,0 uM Astemizol zu einer signifikanten Hemmung der Proliferation (p < 0,05) (Abb. 4.8D,
4.8E):

e 0,5 uM Lovastatin / 5,0 uM Astemizol um 97,1 %

e 1,0 uM Lovastatin / 5,0 uM Astemizol um 85,3 %
Dagegen hatten die Kombinationen von 1,0 uM und 0,5 pM Lovastatin mit niedrigeren
Astemizol-Konzentrationen keine Wirkung auf das Wachstum (Abb. 4.8D, 4.8E).
Uberdies sollte untersucht werden, wie Mevalonsdure auf die Vermehrung der H82-Zellen
wirkte. Daher wurden die Zellen mit 200 uM Mevalonséaure allein und in Kombination mit 1,0
UM Atorvastatin sowie 5,0 uM Astemizol behandelt. Wahrend Mevalonsdure alleine keine
Wirkung auf das Wachstum der H82-Zellen hatte, verminderte die Kombination die
Proliferation signifikant (p < 0,05) (Abb. 4.8F):

e 1,0 uM Lovastatin / 5,0 pM Astemizol / 200 uM Mevalonsdure  um 68,1 %
Damit lag die Hemmung dieser Kombination im Bereich des Effekts, den 1,0 uM Lovastatin
und 5,0 uM Astemizol in Kombination ohne Mevalonsaure bewirkten.
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44 OH1i-Zellen
4.4.1 Der Einfluss von Atorvastatin, Lovastatin und Astemizol auf OH1-Zellen
Um den Effekt von Atorvastatin, Lovastatin und Astemizol auf OH1-Zellen zu testen, wurden
die Zellen mit Atorvastatin in den Konzentrationen 0,001 uM, 0,01 pM, 0,05 uM, 0,5 pM und
1,0 uM, mit Lovastatin in den Konzentrationen 0,001 pM, 0,01 uM, 0,05 uM, 0,5 pM und 1,0
MM sowie mit Astemizol in den Konzentrationen 0,3 uM, 0,6 uM, 1,25 uM, 2,5 uM und 5,0 uM
behandelt.
Hierbei konnte beobachtet werden, dass keine der verwendeten Atorvastatin-
Konzentrationen eine Wirkung auf die Proliferation hatte (Abb. 4.9A). Lovastatin bewirkte in
den hdéchsten Konzentrationen (0,5 pM und 1,0 pM) bei OH1-Zellen eine signifikante
Verminderung des Wachstums (p < 0,05) (Abb. 4.9B):

e 0,5 uM Lovastatin um 20,8 %

e 1,0 uM Lovastatin um 21,0 %
Die Zugabe von 200 pM Mevalonsaure zu der Behandlung mit 1,0 uM Lovastatin zeigte
keinen signifikanten Einfluss auf die Proliferationshemmung (Abb. 4.9C).
Ab einer Konzentration von 0,05 uM Lovastatin zeigte sich kein Effekt mehr auf die OH1-
Zellen (Abb. 4.9B). Astemizol zeigte in keiner untersuchten Konzentration eine signifikante
Veranderung des Wachstums (p > 0,05) (Abb. 4.9D).

4.4.2 Der Einfluss von Atorvastatin und Astemizol in Kombination auf OH1-Zellen
OH1-Zellen wurden mit verschiedenen Atorvastatin-Konzentrationen (0,001 puM, 0,01 pM,
0,05 uM, 0,5 pM und 1,0 pM) in Kombination mit verschiedenen Astemizol-Konzentrationen
(0,3 uM, 0,6 pM, 1,25 pM, 2,5 uM und 5,0 uM) behandelt, um die Wirkung der Substanzen
auf die Zellen zu testen.
Dabei zeigte sich, dass bei der geringsten Atorvastatin-Konzentration (0,001 pM) ein
signifikanter Effekt auf das Zellwachstum nur bei der Kombination mit 5,0 pM Astemizol
nachgewiesen werden konnte (p < 0,05) (Abb. 4.10A):

e 0,001 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol um 90,7 %
Alle anderen untersuchten Astemizol-Konzentrationen zeigten in Kombination mit 0,001 pM
Atorvastatin keine signifikante Verédnderung (Abb. 4.10A).
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Abb. 4.9: Wirkung von Atorvastatin, Lovastatin und Astemizol auf OH1-Zellen. Abgebildet ist die
Wirkung von Atorvastatin (A), Lovastatin (B), Lovastatin und Mevalonséure (C) sowie Astemizol (D)
auf OH1-Zellen. Dargestellt ist die Proliferation in %. Atorvastatin und Astemizol zeigen keine
signifikante Anderung der Proliferation im Vergleich zur Kontrolle. Die hohen Konzentrationen von
Lovastatin hemmen die Zellproliferation. Gezeigt sind die Mittelwerte £+ SEM (Ko = Kontrolle,n > 8, * p
< 0,05).

Die Atorvastatin-Konzentrationen von 0,01 yuM und 0,05 uM zeigten mit den hdéchsten
Astemizol-Konzentrationen (> 1,25 uM) eine signifikante Verminderung des Wachstums (p <
0,05) (Abb. 4.10B, 4.10C):

e 0,01 uM Atorvastatin / 2,5 uM Astemizol um 17,1 %
e 0,01 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol um 85,7 %
e 0,05 pM Atorvastatin / 2,5 uM Astemizol um 30,5 %
e 0,05 pM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol um 94,2 %

Dagegen hatten die niedrigeren Astemizol-Konzentrationen (< 1,25 pM) kombiniert mit 0,01
UM und 0,05 puM Atorvastatin nur noch einen geringen inhibierenden Effekt auf OH1-Zellen
(Abb. 4.10B, 4.10C).
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Die héchsten Atorvastatin-Konzentrationen (0,5 uM und1,0 uM) bewirkten in Kombination mit
allen Astemizol-Konzentrationen eine deutliche Proliferationshemmung (p < 0,05) (Abb.
4.10D, 4.10E):

e 0,5 uM Atorvastatin / 0,3 uM Astemizol um 17,5 %
e 0,5 uM Atorvastatin / 0,6 uM Astemizol um 14,7 %
e 0,5 uM Atorvastatin / 1,25 pM Astemizol um 21,8 %
e 0,5 uM Atorvastatin / 2,5 uM Astemizol um 38,3 %
e 0,5 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol um 93,0 %
e 1,0 uM Atorvastatin / 0,3 uM Astemizol um 19,8 %
e 1,0 uM Atorvastatin / 0,6 uM Astemizol um 18,5 %
e 1,0 uM Atorvastatin / 1,25 pM Astemizol um 22,6 %
e 1,0 uM Atorvastatin / 2,5 uM Astemizol um 47,7 %
e 1,0 uM Atorvastatin / 5,0 uyM Astemizol um 97,6 %

Um zu testen, ob Mevalonsaure einen Effekt auf die Proliferationshemmung der Substanzen
hat, wurde 200 uM Mevalonsé&ure allein sowie kombiniert mit 1,0 uM Atorvastatin und 5,0 uM
Astemizol auf OH1-Zellen untersucht.
Wahrend 200 uM Mevalonsaure alleine keinen Effekt auf die OH1-Zellen hatte, wurde eine
deutliche Inhibition der Proliferation bei der Kombination von 1,0 uM Atorvastatin und 5,0 pM
Astemizol mit 200 uM Mevalonsaure beobachtet (p < 0,05) (Abb. 4.10F):

e 1,0 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol / 200 uM Mevalonsaure um 98,9 %
Damit war keine signifikante Veranderung gegenitber der Kombination aus 1,0 puM
Atorvastatin und 5,0 uM Astemizol zu beobachten.

4.4.3 Der Einfluss von Lovastatin und Astemizol in Kombination auf OH1-Zellen
Um die Wirkung der Kombination aus Lovastatin und Astemizol zu untersuchen, wurden
OH1-Zellen mit verschiedenen Lovastatin-Konzentrationen (0,001 uM, 0,01 uM, 0,05 uM, 0,5
MM und 1,0 uM) kombiniert mit verschiedenen Astemizol-Konzentrationen (0,3 uM, 0,6 pM,
1,25 uM, 2,5 uM und 5,0 uM) inkubiert.
Dabei zeigten die niedrigsten Lovastatin-Konzentrationen (0,001 puM und 0,01 pM) nur in
Kombination mit 5,0 uM ein signifikant geringeres Wachstum der OH1-Zellen (p < 0,05)
(Abb. 4.11A, 4.11B):

e 0,001 pM Lovastatin / 5,0 pM Astemizol um 88,7 %

e 0,01 uM Lovastatin / 5,0 upM Astemizol um 89,4 %
Die anderen Kombinationen hatten keine signifikante hemmende Wirkung (Abb. 4.11A,
4.11B).
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Abb. 4.10: Wirkung von Atorvastatin und Astemizol in Kombination auf OH1-Zellen. Gezeigt ist
die Behandlung von OH1-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von Astemizol (0,3 uM, 0,6 uM,
1,25 uM, 2,5 pM, 5,0 puM) in Kombination mit Atorvastatin in folgenden Konzentrationen: 0,001 uM (A),
0,01 uM (B), 0,05 uM (C), 0,5 uM (D), 1,0 uM (E), sowie die Wirkung von Mevalonsaure auf OH1-
Zellen allein und in Kombination mit 1,0 uM Atorvastatin und 5,0 uM Astemizol (F). Dargestellt ist die
Proliferation in %. Die Kombinationen mit hohen Konzentrationen von Astemizol fiihrten zu einer
Reduktion des Wachstums. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM (Ko = Kontrolle, n > 10, ** p < 0,001, *
p < 0,05).
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Bei einer Konzentration von 0,05 puM Lovastatin hemmten die Kombinationen mit den hohen
Astemizol-Konzentrationen (> 1,25 uM) die Proliferation signifikant (p < 0,05) (Abb. 4.11C):

e 0,05 uM Lovastatin / 1,25 uM Astemizol um 16,0 %
e 0,05 pM Lovastatin / 2,5 pM Astemizol um 32,5 %
e 0,05 pM Lovastatin / 5,0 uM Astemizol um 95,9 %

Geringere Astemizol-Konzentrationen bewirkten in Kombination mit 0,05 uM Lovastatin keine
signifikante Verédnderung des Wachstums der OH1-Zellen (Abb. 4.11C).

Lovastatin in einer Konzentration von 0,5 pM bewirkte in Kombination mit jeglicher
Astemizol-Konzentration eine signifikante Verringerung der Proliferation (p < 0,05) (Abb.

4.11D).
Das Wachstum der OH1-Zellen wurde wie folgt reduziert:
e 0,5 uM Lovastatin / 0,3 uM Astemizol um 15,4 %
e 0,5 uM Lovastatin / 0,6 uM Astemizol um 16,2 %
e 0,5 uM Lovastatin / 1,25 pM Astemizol um 15,4 %
e 0,5 uM Lovastatin / 2,5 pM Astemizol um 28,7 %
e 0,5 uM Lovastatin / 5,0 uM Astemizol um 94,0 %

Wurde Lovastatin in einer Konzentration von 1,0 uM eingesetzt, wurde ein deutlicher
proliferationshemmender Effekt nur beobachtet, wenn Lovastatin mit den hdchsten
Astemizol-Konzentrationen (2,5 uM und 5,0 uM) kombiniert wurde (Abb. 4.11E):

e 1,0 uM Lovastatin / 2,5 pM Astemizol um 30,8 %

e 1,0 uM Lovastatin / 5,0 pM Astemizol um 90,7 %
In Kombination mit anderen Astemizol-Konzentrationen zeigte 1,0 uM Lovastatin keine
signifikante Modulation des Zellwachstums (p > 0,05) (Abb. 4.11E).
AuBerdem wurde untersucht, ob Mevalonsaure einen Einfluss auf die Wirkung Lovastatins
hatte. Hierfir wurden die Zellen mit 200 pM Mevalonsdure allein sowie in Kombination mit
1,0 uM Lovastatin und 5,0 uM Astemizol behandelt.
Es zeigte sich, dass die Kombination 200 uM Mevalonsdure mit 1,0 uM Lovastatin und 5,0
MM Astemizol ein signifikant geringeres Wachstum bewirkte (p < 0,05):

e 1,0 uM Lovastatin / 5,0 uM Astemizol / 200 uM Mevalonsaure  um 98,5 %
Dieser Effekt lag im Bereich der Proliferationshemmung durch 1,0 uM Lovastatin / 5,0 uM
Astemizol ohne Mevalonsaure.
Alleine hatte Mevalonséure keinen Effekt auf die OH1-Zellen (Abb. 4.11F).
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Abb. 4.11: Wirkung von Lovastatin und Astemizol in Kombination auf OH1-Zellen. Dargestellt ist
die Behandlung von OH1-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von Astemizol (0,3 uM, 0,6 uM,
1,25 uM, 2,5 uM, 5,0 uM) in Kombination mit Lovastatin in folgenden Konzentrationen: 0,001 pM (A),
0,01 uM (B), 0,05 uM (C), 0,5 uM (D), 1,0 uM (E), sowie die Wirkung von Mevalonsdure auf OH1-
Zellen allein und in Kombination mit 1,0 uM Lovastatin und 5,0 uyM Astemizol (F). Abgebildet ist die
Proliferation in %. 0,5 pM Lovastatin zeigte in jeglicher Kombination eine signifikante
Wachstumshemmung. Bei den andern Lovastatin-Konzentrationen zeigte sich eine signifikante
Proliferationshemmung nur mit hohen Astemizol-Konzentrationen. Gezeigt sind die Mittelwerte =+ SEM
(Ko = Kontrolle, n > 8, ** p < 0,001, * p < 0,05).
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4.5 OH3-Zellen

4.5.1 Der Einfluss von Atorvastatin und Astemizol auf OH3-Zellen

Der Einfluss von Atorvastatin und Astemizol auf OH3-Zellen sollte geprift werden. Dazu
wurden die Zellen mit Atorvastatin in den Konzentrationen 0,001 uM, 0,01 uM, 0,05 uM, 0,5
MM und 1,0 uM sowie mit Astemizol in den Konzentrationen 0,3 uM, 0,6 uM, 1,25 uM, 2,5 uM
und 5,0 uM behandelt.

Dabei konnte beobachtet werden, dass weder die Zugabe von Atorvastatin noch die von
Astemizol zu einer signifikanten Anderung der Proliferation fiihrte (Abb. 4.12A, 4.12B).

125+ 125+

1004 1004

754 75-

50‘ 50_

Proliferation [%]
Proliferation [%]

254 254

Atorvastatin [pM] Astemizol [pM]

Abb. 4.12: Wirkung von Atorvastatin und Astemizol auf OH3-Zellen. Dargestellt ist die Wirkung
von Atorvastatin (A) und Astemizol (B) auf OH3-Zellen. Die Substanzen zeigten in keiner
Konzentration einen signifikanten Effekt auf das Wachstum der OH3-Zellen. Abgebildet sind die
Mittelwerte + SEM (Ko = Kontrolle, n > 8, ** p < 0,001, * p < 0,05).

4.5.2 Der Einfluss von Atorvastatin und Astemizol in Kombination auf OH3-Zellen

Um zu testen, wie Atorvastatin und Astemizol zusammen auf OH3-Zellen wirkten, wurde
Atorvastatin in den Konzentrationen 0,001 pM, 0,01 uM, 0,05 uM, 0,5 uM und 1,0 pM mit
verschiedenen Astemizol-Konzentrationen (0,3 uM, 0,6 uM, 1,25 uM, 2,5 uM und 5,0 pM)
kombiniert und auf die OH3-Zellen gegeben.

Dabei flhrte bei allen Atorvastatin-Konzentrationen nur die Kombination mit 5,0 pM
Astemizol zu einer signifikanten Hemmung der Proliferation (p < 0,05):

e 0,001 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol um 67,4 %
e 0,01 pM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol um 62,5 %
e 0,05 pM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol um 83,3 %
e 0,5 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol um 62,9 %
e 1,0 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol um 69,9 %

Dagegen fiihrte keine der anderen Kombinationen zu einem Effekt auf das Wachstum der
OH3-Zellen (Abb. 4.13A, 4.13B, 4.13C, 4.13D, 4.13E).
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Abb. 4.13: Wirkung von Atorvastatin und Astemizol in Kombination auf OH3-Zellen.
Demonstriert ist die Behandlung von OH3-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von Astemizol
(0,3 uM, 0,6 pM, 1,25 uM, 2,5 uM, 5,0 uM) in Kombination mit Atorvastatin in folgenden
Konzentrationen: 0,001 uM (A), 0,01 uM (B), 0,05 uM (C), 0,5 uM (D), 1,0 uM (E), sowie die Wirkung
von Mevalonsaure auf OH3-Zellen allein und in Kombination mit 1,0 uM Lovastatin und 5,0 uM
Astemizol (F). Die héchste Astemizol-Konzentration zeigte eine Proliferationshemmung. Gezeigt sind
die Mittelwerte + SEM (Ko = Kontrolle, n > 11, ** p < 0,001, * p < 0,05).
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Zudem sollte der Einfluss von Mevalonsdure auf die Proliferation der OH3-Zellen gepriift
werden. Dafir wurden die Zellen mit 200 uM Mevalonséaure allein und in Kombination mit 1,0
UM Atorvastatin sowie 5,0 uM Astemizol behandelt. Wahrend Mevalonsaure alleine keine
Wirkung auf das Wachstum der OH3-Zellen hatte, verminderte die Kombination die
Proliferation signifikant (p < 0,05) (Abb. 4.13F):
e 1,0 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol / 200 pM Mevalonsdure um 71,6 %.

Dieses Ergebnis war nicht signifikant verandert gegenlber der Kombination 1,0 uM
Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol ohne Mevalonsé&ure.
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46 SW2-Zellen

4.6.1 Der Einfluss von Atorvastatin und Astemizol auf SW2-Zellen

Um den Effekt von Atorvastatin und Astemizol auf SW2-Zellen zu testen, wurden die Zellen
mit verschiedenen Konzentrationen der Substanzen behandelt.

Die SW2-Zellen wurden mit verschiedenen Atorvastatin-Konzentrationen (0,001 pM, 0,01
puM, 0,05 uM, 0,5 uM und 1,0 uM) inkubiert. Es zeigte sich, dass die ermittelten Extinktionen
bei allen Atorvastatin-Konzentrationen etwa im Bereich der Kontrolle lagen (Abb. 4.14A).

Die Behandlung mit Astemizol erfolgte mit den Konzentrationen 0,3 uM, 0,6 uM, 1,25 uM, 2,5
UM und 5,0 uM. Es wurde eine signifikante Reduktion des Wachstums nur bei der héchsten
Astemizol-Konzentration (5,0 uM) nachgewiesen (p < 0,05) (Abb. 4.14B):

e 5,0 uM Astemizol um 29,4 %
A B
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Abb. 4.14: Wirkung von Atorvastatin und Astemizol auf SW2-Zellen. Gezeigt ist die Wirkung von
Atorvastatin (A) und Astemizol (B) auf SW2-Zellen. Abgebildet ist die Proliferation in %. Atorvastatin
zeigte keine signifikante Wirkung auf die Proliferation der Zellen. Astemizol bewirkte in der héchsten
Konzentration eine signifikante Reduktion des Wachstums. Dargestellt sind die Mittelwerte = SEM (Ko
= Kontrolle, n 212, ** p < 0,001).

4.6.2 Der Einfluss von Atorvastatin und Astemizol in Kombination auf SW2-Zellen

Die gemeinsame Wirkung beider Substanzen auf SW2-Zellen sollte untersucht werden.
Hierfir wurden die Zellen mit verschiedenen Atorvastatin-Konzentrationen (0,001 pyM, 0,01
uM, 0,05 puM, 0,5 pM, 1,0 pM) in Kombination mit unterschiedlichen Astemizol-
Konzentrationen (0,3 uM, 0,6 uM, 1,25 uM, 2,5 uM, 5,0 uM) inkubiert.
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Dabei zeigten nur die Kombinationen mit 5,0 pM Astemizol eine signifikante
Proliferationshemmung (p < 0,05) (Abb. 4.15A, 4.15B, 4.15C, 4.15D, 4.15E):

e 0,001 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol um 38,7 %
e 0,01 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol um 56,9 %
e 0,05 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol um 72,6 %
e 0,5 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol um 77,7 %
e 1,0 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol um 78,3 %

Die Werte aller anderen Kombinationen lagen im GréBenbereich der Kontrolle (Abb. 4.15A,
4.15B, 4.15C, 4.15D, 4.15E).
Auch die Wirkung von Mevalonsaure auf das Wachstum der SW2-Zellen wurde getestet. Fir
diesen Zweck wurden 200 pM Mevalonsaure allein sowie in Kombination mit 1,0 pM
Atorvastatin und 5,0 uM Astemizol auf die Zellen gegeben (Abb. 4.15F).
Hier wies die Mevalonsdure allein eine &hnliche Extinktion wie die Kontrolle auf. Gleichzeitig
wurde fir die Kombination eine signifikante Proliferationshemmung nachgewiesen (p < 0,05)
(Abb. 4.15F):

e 1,0 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol / 200 uM Mevalonsaure um 78,2 %
Diese Proliferationshemmung entsprach der durch 1,0 pM Atorvastatin in Kombination mit

5,0 uM Astemizol ohne Mevalonsaure verursachten.
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Abb. 4.15: Wirkung von Atorvastatin und Astemizol in Kombination auf SW2-Zellen. Abgebildet
ist die Behandlung von SW2-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von Astemizol (0,3 uM, 0,6
pM, 1,25 uM, 2,5 pM, 5,0 pM) in Kombination mit Atorvastatin in folgenden Konzentrationen: 0,001 uM
(A), 0,01 uM (B), 0,05 pM (C), 0,5 uM (D), 1,0 uM (E), sowie die Wirkung von Mevalonsaure auf SW2-
Zellen allein und in Kombination mit 1,0 uM Lovastatin und 5,0 uM Astemizol (F). Gezeigt ist die
Proliferation in %. Die Kombinationen mit der héchsten Astemizol-Konzentration zeigten eine
signifikante Wachstumshemmung. Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM (Ko = Kontrolle, n > 12, ** p
< 0,001, * p < 0,05).
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4.7 Elektronenmikroskopische Analyse

Alle mit Atorvastatin und  Astemizol behandelten  Zelllinien  wurden  mit
elektronenmikroskopischen Aufnahmen dargestellt, um die morphologischen Veranderungen
bei der héchsten (1,0 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol) und der niedrigsten Kombination
(0,001 pM Atorvastatin / 0,3 uM Astemizol) zu bewerten (Abb. 4.16).
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Abb. 4.16: A-Proliferation der kleinzelligen Bronchialkarzinomzelllinien nach Auswertung der
elektronenmikroskopischen Bilder. Gezeigt ist die A-Proliferation der humanen Fibroblasten (A),
H69- (B), OH1- (C), H82- (D), OH3- (E) und SW2-Zellen (F). Die Kontrolle ist gleich Null gesetzt. Bei
humanen Fibroblasten, H69- und OH1-Zellen ftreten bei der hdchsten Wirkstoffkonzentration
signifikant mehr tote Zellen auf. SW2-Zellen weisen bei der niedrigsten Wirkstoffkonzentration
signifikant mehr apoptotische Zellen auf (n > 69, ** p < 0,001, * p < 0,05).
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Dabei ergab sich bei humanen Fibroblasten, H69- und OH1-Zellen eine signifikante
Erhdhung der toten Zellen bei gleichzeitiger Verminderung der vitalen Zellen (Abb. 4.16A,
4.16B, 4.16C). Bei H82-Zellen sowie bei OH3-Zellen kam es zu keiner signifikanten
Anderung der Anteile der toten bzw. der vitalen Zellen (Abb. 4.16D, 4.16E). Bei SW2-Zellen
zeigte sich eine signifikante Steigerung der toten Zellen bei der Kombination der niedrigsten
Atorvastatin- / Astemizol-Konzentrationen (0,001 uM Atorvastatin / 0,3 pM Astemizol) (Abb.
4.16F).

4.8 Zellzyklusanalyse

Um die Wirkung von Atorvastatin und Astemizol auf den Zellzyklus der kleinzelligen
Bronchialkarzinomzellen und der humanen Fibroblasten zu untersuchen, wurden die
kleinzelligen Bronchialkarzinomzelllinien H69, H82 und OH3 sowie humane Fibroblasten mit
den héchsten Konzentrationen von Atorvastatin und Astemizol (1,0 uM Atorvastatin / 5,0 uM
Astemizol) behandelt und die unterschiedliche Fluoreszenz der Zellkerne in den
verschiedenen Phasen des Zellzyklus’ mit dem Laser Scanning Cytometer gemessen. Es
wurden Messungen nach 24 und nach 72 Stunden durchgefihrt. Dabei waren nach 72
Stunden zu viele Zellen apoptotisch als dass die Ergebnisse auswertbar gewesen waren
(Daten nicht gezeigt).

Bei der Auswertung der Messwerte nach 24 Stunden zeigte sich, dass es bei H69- und bei
H82-Zellen zu einem Anstieg der behandelten Zellen in der G;-Phase kam (Abb. 4.17B,
4.17C), der allerdings nur bei H69-Zellen signifikant war (Abb. 4.17B). In den anderen
Zellzyklusphasen zeigte sich keine wesentliche Anderung der Zellzahl gegeniiber der
Kontrolle. OH3-Zellen reagierten mit einer signifikanten Zellzahlabnahme in der G;-Phase
auf die Behandlung mit 1,0 uM Atorvastatin / 5,0 uM Astemizol. Auch hier lag die Anzahl der
Zellen in den anderen Zellzyklusphasen im Bereich der Kontrolle (Abb. 4.17D). Auf den
Zellzyklus der humanen Fibroblasten hatte die Kombination 1,0 uM Atorvastatin / 5,0 pM
Astemizol keinen Einfluss (Abb. 4.17A).
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Abb. 4.17: Wirkung von Atorvastatin / Astemizol auf den Zellzyklus von kleinzelligen
Bronchialkarzinomzellen. Gezeigt ist die Wirkung von Atorvastatin / Astemizol (1,0 uM / 5,0 uM) in
Kombination auf den Zellzyklus humaner Fibroblasten (A) sowie der kleinzelligen
Bronchialkarzinomzelllinien H69 (B), H82 (C) und OH3 (D). H69-Zellen zeigten einen erhdhten Anteil
der behandelten Zellen, die sich in der G;-Phase befanden. OH3-Zellen zeigten einen verminderten
Anteil an behandelten Zellen in der G;-Phase. Dargestellt ist die Zellzahl in %. Abgebildet sind die
Mittelwerte + SEM. (n = 6, ** p < 0,001, * p < 0,05).
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5 Diskussion

Etwa ein Flnftel aller Bronchialkarzinome sind kleinzellige Bronchialkarzinome, die sich
durch ein sehr schnelles Wachstum sowie durch die Tendenz zur frihzeitigen
Metastasierung auszeichnen. Daraus resultiert eine sehr kurze mediane Uberlebenszeit von
unbehandelt 2-4 bzw. 9-12 Monaten behandelt (Bllzebruck, 1998, Wolf, 1998, Simon &
Wagner, 2003). Aufgrund dieser beiden Eigenschaften wird der Tumor meist einer
systemischen Therapie unterzogen. Die momentan empfohlene Chemotherapie besteht aus
4-6 Zyklen Etoposid und Cisplatin (Christodoulou & Skarlos, 2005). Zunachst reagiert das
kleinzellige Bronchialkarzinom sensibel auf die Therapie, tritt jedoch ein Rezidiv auf, ist eine
Chemotherapie zumeist nicht mehr wirksam. Aufgrund dieser Resistenzentwicklung und der
schwerwiegenden Nebenwirkungen einer konventionellen Chemotherapie ist es dringend
notwendig, neue Therapien flr das kleinzellige Bronchialkarzinom zu entwickeln.

Da sich das Kkleinzellige Bronchialkarzinom so schlecht mit den klassischen
Chemotherapeutika und deren Kombination untereinander behandeln lasst, ist auch die
Suche nach eher ungewdhnlichen Therapieansatzen gerechtfertigt. Eine solche mdgliche
Therapie kdnnte die Kombination von Statinen mit Antihistaminika darstellen, da gezeigt
werden konnte, dass Simvastatin in vivo und in vitro die Zellproliferation der humanen
kleinzelligen Bronchialkarzinomzelllinie H69 inhibiert (Khanzada et al., 2006). Zudem werden
maligne Tumoren wie das nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom (Maksimova et al., 2008),
Harnblasenkarzinom (Kamat & Nelkin, 2005) und Kolonkarzinom (Xiao et al., 2008) in vitro
durch Statine in ihrer Proliferation gehemmt. Malignome wie Mammakarzinom (Ouadid-
Ahidouch et al., 2004, Borowiec et al., 2007) und Melanom (Jangi et al., 2006) reagieren
hingegen sensibel auf Antihistaminika.

Diese Vorbefunde ausnutzend wurde in dieser Arbeit die Wirkung der Statine
Atorvastatin und Lovastatin sowie des Antihistaminikums Astemizol und die Kombination
beider Wirkstoffgruppen auf die Proliferation von kleinzelligen Bronchialkarzinomzelllinien
(H69, H82, OH1, OH3, SW2) charakterisiert.

HMG-CoA-Reduktase-Hemmer  (Statine) inhibieren die HMG-CoA-Reduktase, das
limitierende Enzym im Mevalonsdurestoffwechsel (Xiao et al, 2008) und werden
hauptsachlich zur Behandlung von Hyperlipidamie und bei koronarer Herzerkrankung
eingesetzt (Reddy et al, 2006). Zudem inhibieren Statine in vitro die Proliferation von
Mammakarzinomzellen (Rao et al., 1999), Kolonkarzinomzellen (Ukomadu & Dutta, 2003)
und Melanomzellen (Collisson et al, 2003). In vivo Untersuchungen am Kolonkarzinom
(Narisawa et al., 1996) und am Mammakarzinom (Alonso et al., 1998, Esserman et al., 2004)
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demonstrierten, dass Statine die Tumorbildung reduzieren und die Metastasierung inhibieren
(Demierre et al., 2005).

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals die Wirkung der Statine Atorvastatin und
Lovastatin  auf kleinzellige  Bronchialkarzinomzellen  dargestellt  werden. Eine
Zusammenfassung der Ergebnisse uber die Behandlung kleinzelliger
Bronchialkarzinomzellen mit Statinen zeigt Tab 5.1. Diese neuen Ergebnisse kénnen mit der
aktuellen Literatur nicht direkt verglichen werden, da es keine Hinweise fur die Wirkung von
Atorvastatin und Lovastatin auf die Proliferation von kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen
gibt.

Atorvastatin Lovastatin
Humane Fibroblasten K E. 10,5uM”
1 1,0uM”

H69 10,001 pM”~ k.U.

10,01 pM’

H82 k.E. k.E.
OH1 k.E. 10,5 puM’
11,0 uM’

OH3 k.E. k.U.

SW2 k.E. k.U.

Tab. 5.1: Zusammenfassende Darstellung Uber die Behandlung kleinzelliger
Bronchialkarzinomzellen mit Statinen. Gezeigt ist eine Zusammenfassung der Wirkung von
Atorvastatin und Lovastatin auf humane Fibroblasten sowie die Zelllinien H69, H82, OH1, OH3 und
SW2. Aufgeflhrt sind die Konzentrationen, die einen signifikanten Effekt bewirkten (k.E. = kein Effekt,
k.U. = keine Untersuchung, 1 = proliferationsférdernd, | = proliferationsinhibierend, p < 0,05, p <
0,001).

Die eigenen Untersuchungen zeigten, dass Atorvastatin und Lovastatin (0,001 — 1,0
puM) keinen Effekt auf die Proliferation der kleinzelligen Bronchialkarzinomzelllinien H82
(Abb. 4.6A, 4.6B), OH3 (Abb. 4.12A) und SW2 (Abb. 4.14A) besitzen (Tab. 5.1). Allerdings
zeigten Rao et al. (1999) eine proliferationsinhibierende Wirkung von Lovastatin (0 — 160 uM)
auf die Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-157. Einen ahnlichen Befund demonstrierten
Collisson et al. (2003) an der humanen Melanomzelllinie A375M durch Atorvastatin (3 uM).
Wahrend Xiao et al. (2008) in einer Studie beobachteten, dass Atorvastatin keinen
inhibitorischen Effekt auf die Proliferation der humanen Kolonkarzinomzellen HCT116 (0,125
— 4 uM) und HT29 (2,5 — 20 uM) hat. Unterschiedlich eingesetzte Atorvastatin- und
Lovastatin-Konzentrationen kénnen als Ursache fir die Divergenz in den Befunden
ausgeschlossen werden, da die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Konzentrationen im
gleichen Bereich liegen wie die in der Literatur. Moéglicherweise ist eine abweichende
Sensibilitdt der Zelllinien fur die Statine die Erklarung fir die Resultate, zumal die in der
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vorliegenden Arbeit verwendeten kleinzelligen Bronchialkarzinomzelllinien unterschiedliche
Eigenschaften in Bezug auf Wachstum und Onkogenexpression aufweisen (Tab. 3.1).

Uberraschenderweise konnte in der vorliegenden Arbeit eine proliferationsférdernde
Wirkung von geringen Atorvastatin-Konzentrationen (0,001 uM und 0,01 pM) demonstriert
werden, die auf H69-Zellen beschrankt blieb (Abb. 4.4). Eine durch Statine induzierte
Steigerung der Proliferation von Tumorzellen ist bislang noch nicht beschrieben. Allerdings
zeigten Assmus et al. (2003) eine gesteigerte Proliferation und eine verminderte Seneszenz
bei der Inkubation mit 0,1 uM Atorvastatin in endothelialen Vorlauferzellen. Dieser Effekt ist
damit erklarbar, dass Atorvastatin eine veranderte Genexpression Uber den PI3K / Akt-
Signalweg induziert, der die Synthese von Zellzyklus aktivierenden Proteinen beeinflusst und
eine verminderte Expression des Zellzyklus inhibierenden Proteins p27 verursacht (Assmus
et al, 2003). Weis et al (2002) beschriecben ebenfalls eine dosisabhangige
proliferationsférdernde Wirkung von Atorvastatin auf Endothelzellen. Die Arbeitsgruppe
beobachtete, dass Atorvastatin-Konzentrationen von 0,005 pM bis 0,01 uM die endotheliale
Proliferation erhdhen, wahrend héhere Konzentrationen (0,05 pM bis 1,0 uM) inhibierend
wirken. Als Grund fUr die Proliferationssteigerung vermuten die Autoren eine Aktivierung der
endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) (Weis et al., 2002). Diese und die eigenen
Ergebnisse lassen vermuten, dass eine Beeinflussung des PI3K / Akt / eNOS-Signalweges
fir die Proliferationssteigerung von H69-Zellen mit 0,001 pM und 0,01 pM Atorvastatin
verantwortlich ist.

AuBerdem zeigten die eigenen Untersuchungen, dass Lovastatin bei Konzentrationen
von 0,5 uM und 1,0 uM proliferationsinhibierend auf humane Fibroblasten (Abb. 4.1B) sowie
OH1-Zellen (Abb. 4.9B) wirkt (Tab. 5.1). Der Einfluss von Lovastatin auf die Proliferation von
kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen ist bisher ebenfalls noch nicht getestet worden.
Allerdings beobachteten Rao et al. (1999) eine proliferationsinhibierende Wirkung von
Lovastatin auf die Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-157. Zudem stellten Maksimova et al.
(2008) bei der Inkubation von Lovastatin auf nicht-kleinzellige Bronchialkarzinomzellen einen
signifikanten Anstieg der Apoptose und der Nekrose in vitro fest. Die Autoren vermuteten,
dass die Triggerung eines Zellzyklus Checkpoints durch Induktion von p21, p27 oder beiden
fir die proapoptotische Wirkung verantwortlich ist, da eine Inhibition der Cyclin D1
Expression in der Gi-Phase verursacht wird (Maksimova et al., 2008). Der antiproliferative
Effekt von Statinen auf Fibroblasten ist bereits untersucht worden, dabei sind die eigenen
Ergebnisse (Abb. 4.1) im Einklang mit der Literatur. Moiseeva et al. (2007) zeigten, dass
Pravastatin die Proliferation von kardialen Fibroblasten und deren phanotypische
Transformation in Myofibroblasten unterdriickt. Yokota et al. (2006) demonstrierten, dass
Simvastatin die Zellproliferation in Synoviozyten (fibroblastenahnliche Zellen) inhibiert.
AuBerdem beobachteten Ikeuchi et al. (2004), dass Fluvastatin die Proliferation der renalen
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Fibroblasten NRK-49F reduziert. Die Autoren vermuteten, dass Fluvastatin den
Mevalonsaurestoffwechsel hemmt und damit zu einer Rho Inaktivierung fuhrt (Abb. 2.1),
welche die Herunterregulierung von Cyclin A und die Heraufregulierung von p27 bewirkt und
somit in einer Inhibition des Zellwachstums resultiert (lkeuchi et al., 2004). Diese Ursache
kann jedoch fUr die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ausgeschlossen werden, da
Mevalonsaure die wachstumsinhibierende Wirkung der Statine nicht beeinflusste (Abb.
4.9C).

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass die kleinzelligen
Bronchialkarzinomzelllinien H69, H82, OH1, OH3 und SW2 eine unterschiedliche Sensibilitat
fur die proliferationshemmende Wirkung von Atorvastatin und Lovastatin besitzen. Allerdings
bedarf es weiterer Untersuchungen, um die molekularen und physiologischen Mechanismen,
welche die beobachtete Wachstumsinhibition induzieren, aufzuklaren.

Das Antihistaminikum Astemizol ist als Blocker von spannungsabhangigen K*-Kanalen
bekannt, insbesondere des hEAG-K*-Kanals (Pardo et al., 1999, Garcia-Ferreiro et al., 2004,
Ouadid-Ahidouch et al., 2004, Borowiec et al., 2007), der durch die Hyperpolarisation des
Membranpotentials die Progression des Zellzyklus in die Gi-Phase bewirkt (Ouadid-
Ahidouch et al., 2001, 2004). In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals der Einfluss von
Astemizol auf kleinzellige Bronchialkarzinomzellen dargestellt werden (Tab. 5.2).

Humane Fibroblasten k.E.
H69 k.E.
H82 15,0 uM’
OH1 k.E.
OH3 k.E.
SW2 15,0 uM’

Tab. 5.2: Zusammenfassende Darstellung (ber die Behandlung kleinzelliger
Bronchialkarzinomzellen mit Astemizol. Dargestellt ist eine Zusammenfassung der Wirkung von
Astemizol auf humane Fibroblasten sowie die Zelllinien H69, H82, OH1, OH3 und SW2. Aufgeflihrt
sind die Konzentrationen, die einen signifikanten Effekt bewirkten (k.E. = kein Effekt, | =
proliferationsinhibierend, p < 0,05)

Die eigenen Untersuchungen zeigten, dass Astemizol keinen Effekt auf humane
Fibroblasten (Abb. 4.1C) und die kleinzelligen Bronchialkarzinomzelllinien H69 (Abb. 4.4B),
OH1 (Abb. 4.9D) und OH3 (Abb. 4.12B) hat (Tab. 5.2). Der Einfluss von Astemizol auf die
Proliferation von kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen wurde bislang noch nicht getestet.
Allerdings zeigten Kurokawa et al. (1995) in in vitro und in vivo Untersuchungen, dass
Astemizol keinen Einfluss auf das Zellwachstum des humanen HMV-1 Melanoms und des
HT1080 Fibrosarkoms hat.
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Weiterhin konnte eine Proliferationsinhibition durch 5,0 uM Astemizol bei H82- (Abb.
46C) und SW2-Zellen (Abb. 4.14B) induziert werden (Tab. 5.2). Eine
proliferationsinhibierende  Wirkung von Astemizol ist bereits flir die humane
Mammakarzinomzelllinie MCF-7 beschrieben worden (Ouadid-Ahidouch et al., 2004,
Borowiec et al., 2007). Die Autoren vermuteten, dass die Hemmung der Proliferation durch
die Blockade der hEAG-Kanale hervorgerufen wird (Ouadid-Ahidouch et al., 2004, Borowiec
et al., 2007), da durch das Blockieren des hEAG-Kanals, eines spannungsabhangigen K*-
Kanals, eine Depolarisation des Membranpotentials und dadurch ein Arrest in der frihen G-
Phase ausgel6st wird (Wonderlin & Strobl, 1996, Ouadid-Ahidouch et al., 2001). Pancrazio et
al. (1993) zeigten, dass eine  Proliferationshemmung der kleinzelligen
Bronchialkarzinomzellen durch die Blockade von spannungsabhangigen K*-Kanalen durch 4-
Aminopyridin induziert werden kann. Auch wenn in der Literatur die Wachstumsinhibition
durch Astemizol auf die Blockade des hEAG-Kanals zurtck gefiihrt wird (Ouadid-Ahidouch et
al., 2004, Borowiec et al., 2007), so lasst die Tatsache, dass die in der vorliegenden Arbeit
eingesetzte maximale Konzentration (5.0 uM) den ICso-Wert um den Faktor 1000 Ubersteigt
(Dubin et al., 2008), an dieser Erklarung zweifeln. Zudem zeigen neuere Untersuchungen mit
dem spezifischen hEAG-Blocker E-4031, dass eine gezielte Blockade dieses hEAG-K*-
Kanals keinen Effekt auf die Proliferation von kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen hat
(eigene unveréffentlichte Ergebnisse). Fir die genaue Ermittlung der zugrundeliegenden
Mechanismen der wachstumsinhibitorischen Wirkung von Astemizol sind daher weitere
Untersuchungen erforderlich.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals der kombinatorische Effekt von Atorvastatin und
Astemizol auf kleinzellige Bronchialkarzinomzellen demonstriert werden (Tab. 5.3). Es
konnte gezeigt werden, dass die héchsten Atorvastatin- / Astemizol-Konzentrationen (1,0 pM
/5,0 upM) eine Reduktion der Proliferation in allen untersuchten kleinzelligen
Bronchialkarzinomzelllinien bewirken (Tab. 5.3). Ein ahnliches Ergebnis konnte bei geringen
Atorvastatin-Konzentrationen (0,001 pM, 0,01 uM, 0,05 uM, 0,5 pM) kombiniert mit der
héchsten Astemizol-Konzentration (5,0 uM) erreicht werden (Tab. 5.3). Zudem zeigten die
eigenen Versuche, dass 1,0 uM Atorvastatin kombiniert mit verschiedenen Astemizol-
Konzentrationen (0,3 — 5,0 uM) eine proliferationsinhibierende Wirkung ausschlieBlich auf
H69-, H82- und OH1-Zellen aufweist (Tab. 5.3).

Somit variiert die Sensibilitdt der kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen auf die
eingesetzten Atorvastatin- / Astemizol-Konzentrationen. Offenbar reagieren die kleinzelligen
Bronchialkarzinomzelllinien H69 (Abb. 4.5), H82 (Abb. 4.7) und OH1 (Abb. 4.10) am
empfindlichsten auf die Wirkstoffkombination Atorvastatin / Astemizol (Tab. 5.3). Bei diesen
Zelllinien handelt es sich um Suspensionszellen. Sie wachsen als schwebende
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Zellaggregate (Gazdar et al., 1980), wahrend die Ziellinien OH3 und SW2 teiladharent
wachsen (eigene Beobachtung) und humane Fibroblasten adharent (Broll et al., 2002).
Vielleicht ist die variierende Sensibilitdt der kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen fir die
verschiedenen Atorvastatin- / Astemizol-Konzentrationen direkt oder indirekt auf die

Suspensionszelleigenschaften zurlickzufiihren.
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Humane
Fibroblasten

H69

H82

OH1

OH3

Sw2

10,001 uM /5,0 uM™
10,01 pM/5,0puM ™~
10,05pM/5,0puM”

10,5uM/5,0uM”
11,0uM/0,3puM’
11,0uM /5,0 uM ™

10,001 uM /5,0 pM”~
10,01 pM/ 5,0 uM ™~
10,05pM/25puM”
10,05 uM/5,0pM”

10,5uM/1,25uM”
105pM/25uM”
10,5puM /5,0 uM”

11,0uM/ 1,25 uM ™

11,0pM/25uM”
11,0pM/50puM”

10,001 uM /2,5 uM’
10,001 pM /5,0 uM™
10,01 pM/ 2,5 uM”
10,01 uM/5,0puM”
10,06 uM/2,5uM "™
10,05pM/5,0puM”
10,5pM /0,3 uM’
10,5uM /0,6 uM”
105pM/ 1,25 uM ™
105puM /2,5 uM ™
10,5uM/5,0uM”
11,0uM/0,3uM "™
11,0uM /0,6 uM ™
11,0uM/ 1,25 uM "™
J11,0uM/25uM”™
11,0uM /5,0 uM ™

10,001 uM /5,0 uM™
10,01 pM/ 2,5 uM”
10,01 pM/ 5,0 uM ™~
10,06 uM/2,5uM "
10,05uM/5,0puM”
10,5puM /0,3 uM’
10,5puM /0,6 UM~
10,5uM/ 1,25 uM”
10,5puM /2,5 uM ™
10,5puM /5,0 uM ™
11,0uM/0,3puM’
11,0uM/0,6 uM”
11,0puM/ 1,25 uM”
J11,0uM/25uM”™
11,0uM/50uM "™

10,001 uM /5,0 pM”~
10,01 pM/ 5,0 pM ™~
10,05puM /5,0 uM ™~
10,5uM/50puM”
11,0uM /5,0 puM ™

10,001 uM /5,0 uM™
10,01 pM/ 5,0 uM ™~
10,05pM/5,0puM”
10,5uM/5,0uM”
11,0uM/50uM”™

Tab. 5.3: Zusammenfassende Darstellung liber die Behandlung kleinzelliger Bronchialkarzinomzelllinien mit Atorvastatin und Astemizol in
Kombination. Abgebildet ist eine Zusammenfassung der Wirkung von Atorvastatin / Astemizol in Kombination auf humane Fibroblasten sowie die
Zelllinien H69, H82, OH1, OH3 und SW2. Dargestellt sind die Konzentrationen, die einen signifikanten Effekt bewirkten (k.E. = kein Effekt, | =
proliferationsinhibierend, p < 0,05, p< 0,001).
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Die Kombination aus Atorvastatin und Antihistaminika ist bislang noch nie auf
normalen Kontrollzellen und Tumorzellen getestet worden. Allerdings st der
proliferationsinhibierende Effekt der Wirkstoffe alleine auf verschiedene Tumorzellen
beschrieben. So inhibiert Astemizol das Zellwachstum der humanen
Mammakarzinomzelllinie MCF-7 (Ouadid-Ahidouch et al., 2004, Borowiec et al., 2007),
wahrend Atorvastatin wachstumshemmend auf Melanomzellen wirkt (Collisson et al., 2003).

AuBerdem konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals der kombinatorische Effekt von
Lovastatin und Astemizol auf kleinzellige Bronchialkarzinomzellen beobachtet werden (Tab.
5.4). Hierbei konnte gezeigt werden, dass die OH1-Zellen am empfindlichsten auf die
Kombination der beiden Wirkstoffe (Abb. 4.10B) reagieren, verglichen mit den anderen
untersuchten kleinzelligen Bronchialkarzinomzelllinien (H69, H82, OH3 und SW2) und den
humanen Fibroblasten. Uber die Ursache dieses unterschiedlichen Verhaltens kann nur
spekuliert werden. So kdénnten die verschiedenen Zelleigenschaften in Bezug auf die
Zellproliferation und Onkogenexpression als Ursache angenommen werden (Gazdar et al.,
1980, Kaufmann et al, 1991, Gazdar & Minna, 1996). Allerdings bedarf es weiterer
Untersuchungen zur Charakterisierung der kleinzelligen Bronchialkarzinomzelllinien.

Untersuchungen der wachstumshemmenden Wirkung der Kombination aus
Lovastatin und Astemizol sind noch nie in der Literatur beschrieben worden. Jedoch ist
Proliferationsinhibition durch Lovastatin alleine in in vitro Untersuchungen auf die
groBzelligen Bronchialkarzinomzelllinien 3LL (Giermasz et al., 2002) und H460 (Hawk et al.,
1996, Jin et al, 2002) sowie die Kolonkarzinomzellen SW480 (Jin et al., 2002) und
Adenokarzinomzellen (Hawk et al., 1996) demonstriert worden.
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H69 H82 OH1 OH3 SwW2
Humane
Fibroblasten
10,001 pM /5,0 uM™ k.U. 10,001 pM /2,5 uM™ | 0,001 uM /5,0 pM”~ k.U. k.U

10,01 pM/ 5,0 uM ™~
10,05uM/50puM”
10,5uM /0,3 uM”
10,5puM /5,0 uM ™
11,0uM /0,3 uM ™
11,0uM/0,6 uM~
11,0pM/ 1,25 uM ™
11,0uM /5,0 uM ™

10,001 pM /5,0 uM™
10,01 uM/5,0uM”
10,06 uM/2,5uM "™
10,05pM/5,0puM”

10,5puM /5,0 uM ™
11,0uM/50uM "™

10,01 pM/5,0puM ™~
10,05 uM/ 1,25 uM”
10,05 uM/2,5uM "™
10,05pM/5,0puM”
10,5pM /0,3 uM’
10,5uM /0,6 uM”
10,5puM/ 1,25 UM’
105puM /2,5 uM ™
10,5uM/5,0uM”
11,0uM/25uM”™
11,0uM /5,0 uM ™

Tab. 5.4: Zusammenfassende Darstellung liber die Behandlung kleinzelliger Bronchialkarzinomzelllinien mit Lovastatin und Astemizol in
Kombination. Gezeigt ist eine Zusammenfassung der Wirkung von Lovastatin / Astemizol in Kombination auf humane Fibroblasten sowie die Zelllinien
H69, H82, OH1, OH3 und SW2. Aufgefiihrt sind die Konzentrationen, die einen signifikanten Effekt bewirkten (k.E. = kein Effekt, k.U. = keine
Untersuchung, | = proliferationsinhibierend, p < 0,05, p< 0,001).
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Ein Vergleich der Ergebnisse zeigt, dass der proliferationsinhibitorische Effekt von
Atorvastatin / Astemizol (Tab. 5.3) auf kleinzellige Bronchialkarzinomzelllinien deutlich
starker ist als der von Lovastatin / Astemizol (Tab. 5.4). Eine Ursache hierflr kénnte sein,
dass sich beide Wirkstoffe hinsichtlich ihrer pharmakologischen Eigenschaften und ihrer
Empfindlichkeit fir Wirkstoffinteraktionen unterscheiden (Chan et al., 2003, Klotz, 2003). So
weist Lovastatin eine Bioverfligbarkeit von < 5 % auf, wahrend Atorvastatin eine
Bioverfligbarkeit von 40 % besitzt (Demierre et al, 2005). Dieser Unterschied in der
Bioverflgbarkeit resultiert daraus, dass Lovastatin zunachst als Prodrug vorliegt. Rao et al.
(1999) vermuteten, dass das Prodrug ebenfalls in die Regulation des Zellzyklus’ eingreift.
Daneben konnten Turner et al. (2007) in einem Vergleich der Effizienz verschiedener Statine
auf die Proliferation glatter Muskelzellen zeigen, dass innerhalb der lipophilen Statine
Atorvastatin die Proliferation deutlich besser inhibiert als Lovastatin.

Diese und die eigenen Ergebnisse lassen vermuten, dass der Grund flr die deutlich
bessere Inhibition der Zellproliferation von kleinzelligen Bronchialkarzinomzelllinien durch die
Kombination Atorvastatin / Astemizol als durch die Kombination Lovastatin / Astemizol in den
pharmakologischen Eigenschaften und Empfindlichkeiten fir Wirkstoffinteraktionen der
beiden Statine liegt.

Eine durch Statine induzierte Proliferationsinhibition von Tumorzellen und die anschlieBende
Suppression dieses Effektes ist in der Literatur beschrieben. Atorvastatin und Lovastatin
inhibieren das Wachstum von Pankreaskarzinomzellen (Gbelcova et al., 2008). Zudem kann
eine Proliferationsreduktion von Mammakarzinomzellen (Alonso et al, 1998),
Plattenepithelkarzinomzellen (Dimitroulakos et al., 2002) sowie Leukamiezellen (Dudakovic
et al., 2008) durch Lovastatin induziert werden. Dieser Effekt kann durch die Addition von
Mevalonsaure unterdrickt werden.

Als Ursache vermuteten die Autoren, dass die verschiedenen Statine die
Mevalonsauresynthese hemmen (Dimitroulakos et al., 2002) und damit eine Inaktivierung
kleiner GTP-asen wie Ras, Rho und Rac bewirken (Campbell et al., 2006), welches eine
Inhibition des Zellwachstums zur Folge hat. Die Suppression dieses Effektes wird durch die
Addition von Mevalonséaure induziert (lkeuchi et al., 2004).

Allerdings konnte in der vorliegenden Arbeit bei allen untersuchten Zelllinien weder
der durch Lovastatin (Abb. 4.9C) noch der durch Atorvastatin / Astemizol (Abb. 4.2F, 4.5F,
4.7F, 4.10F, 4.13F, 4.15F) bzw. Lovastatin / Astemizol (Abb. 4.3F, 4.8F, 4.11F) induzierte
proliferationshemmende Effekt durch die Zugabe von 200 pM Mevalonsdure blockiert
werden. Eine zu geringe Dosierung der Mevalonsdure kann als Ursache hierfir
ausgeschlossen werden, da die verwendete Konzentration im Bereich der in der Literatur
angegebenen Dosierungen liegt (Alonso et al., 1998, Dimitroulakos et al., 2002, Dudakovic
et al., 2008, Gbelcova et al., 2008). So lasst sich vermuten, dass der Wirkungsmechanismus
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der Kombination Atorvastatin / Astemizol bzw. Lovastatin / Astemizol unabhangig von der

Mevalonsaure und ihren Stoffwechselwegen sein muss.

In den eigenen Untersuchungen konnte erstmals die Modifikation der Apoptose und des
Zellzyklus' nach Behandlung mit verschiedenen Atorvastatin- / Astemizol-Konzentrationen in
humanen Fibroblasten und kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen demonstriert werden. So
konnte gezeigt werden, dass hohe Atorvastatin- / Astemizol-Konzentrationen (1,0 uM / 5,0
MM) zu einer verstarkten Apoptose in humanen Fibroblasten, H69- und OH1-Zellen (Abb.
4.16A, 4.16B, 4.16C) fuhren. Zudem zeigen diese Konzentrationen bei H69-Zellen einen
Zellzyklusarrest in der Gy-Phase (Abb. 4.17B). Diese Ergebnisse sind im Einklang mit den
Proliferationsversuchen (Abb. 4.2E und 4.5E). Das bedeutet, dass die Kombination aus
Atorvastatin und Astemizol in hohen Konzentrationen einen antiproliferativen und
proapoptotischen Effekt auf humane Fibroblasten, H69- und OH1-Zellen hat sowie zusatzlich
einen Zellzyklusarrest in der Gi-Phase verursacht.

Diese neuen Ergebnisse kénnen mit der aktuellen Literatur nicht direkt verglichen
werden, da es keine Hinweise flr die Wirkung der Kombination Atorvastatin / Astemizol auf
die Apoptose und den Zellzyklus von kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen gibt. Allerdings
zeigten Hoque et al. (2008), dass Lovastatin und Simvastatin durch Induktion der Apoptose
und des Zellzyklusarrestes in der G;-Phase die Proliferation von Prostatazellen inhibieren.
Bessler et al. (2007) wiesen eine Proliferationsinhibition und verstarkte Apoptose in EHEB-
(B-Zelllinie; chronische lymphatische Leukamie vom B-Zell-Typ) und Kb562-Zellen
(leuk@mische Zelllinie) nach Behandlung mit Atorvastatin, Lovastatin und Simvastatin nach.
Die Autoren vermuteten, dass der antiproliferative und proapoptotische Effekt von Statinen
durch die Inaktivierung von RhoA vermittelt wird, welcher wiederum die Caspase Aktivitat
(essentielle Rolle in der Apoptose) und den Gi-Zellzyklus induziert (Hoque et al., 2008).
Allerdings beobachteten Xiao et al. (2008), dass Atorvastatin keine Apoptose und keinen
Zellzyklusarrest in der Gi-Phase in humanen Kolonkarzinomzellen induziert.

Zudem konnte in den eigenen Untersuchungen beobachtet werden, dass hohe (1,0
UM / 5,0 uM) und niedrige (0,001 uM / 0,3 uM) Atorvastatin- / Astemizol-Konzentrationen
einen marginalen Effekt auf die Apoptose von H82- (Abb. 4.16D) und OH3-Zellen (Abb.
4.16E) aufweisen. Allerdings widerspricht dies den Proliferationsversuchen, die bei H82-
Zellen eine signifikante dosisabhangige Inhibition der Proliferation schon bei geringen
Atorvastatin- / Astemizol-Konzentrationen zeigten sowie bei OH3-Zellen eine signifikante
Wachstumshemmung bei Kombinationen mit der hdéchsten Astemizol-Konzentration
nachwiesen (Abb. 4.7E und 4.13E). AuBBerdem zeigte die Zellzyklusanalyse an H82-Zellen,
dass hohe Atorvastatin- / Astemizol-Konzentrationen die Zellpopulation in der G-Phase nur
marginal erhéhen (Abb. 4.17C), wahrend in OH3-Zellen die Zellzahl in der G;-Phase
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signifikant reduziert ist (Abb. 4.17D). Des weiteren konnte gezeigt werden, dass niedrige
Atorvastatin- / Astemizol-Konzentrationen (0,001 uM / 0,3 uM) die Apoptose in SW2-Zellen
signifikant férdern (Abb. 4.16F). Diese Ergebnisse sind im Widerspruch zu den eigenen
Resultaten der Zellproliferation (Abb. 4.15E).

Uber den Grund fir die divergenten Ergebnisse von Proliferationsassay,
Apoptosezahlung und Zellzyklusanalyse kann nur spekuliert werden. So kdnnte eine
mogliche Ursache fir die niedrige Apoptoserate und den fehlenden Nachweis eines
Zellzyklusarrests bei H82 sein, dass die Zellen im Go-Stadium arretieren, das mit den
angewandten Methoden nicht erfasst werden kann. Um dieses nachzuweisen, musste der
Zellzyklus mithilfe der Durchflusszytometrie bestimmt werden. Anhand dieser Methode ist es
moglich auch das Gy-Stadium von Zellen zu bestimmen. Xiao et al. (2008) zeigten unter
Anwendung der Durchflusszytometrie, dass die Kombination aus Atorvastatin und Celecoxib
Kolonkarzinom-Zellen im Go- / G-Stadium arretiert.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass hohe Atorvastatin- / Astemizol-
Konzentrationen (1,0 pM / 5,0 uM) die Proliferation von humanen Fibroblasten und
kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen (H69, H82, OH1, OH3, SW2) inhibieren sowie die
Apoptose und Zellzyklusprogression modulieren (Abschnitt 4).

Eine mdgliche Ursache der gezeigten Ergebnisse kdénnte darin liegen, dass
Atorvastatin  bzw. Lovastatin und Astemizol in der G;-Phase der kleinzelligen
Bronchialkarzinomzellen zusammenwirken, da sowohl fir Astemizol als auch fir Statine eine
Blockierung des Zellzyklus’ in der Gi-Phase beschrieben ist und dieser Effekt bei Statinen
auch als HMG-CoA-Reduktase unabhangig geschildert wird (Brower, 2003, Ouadid-
Ahidouch et al., 2004, Maksimova et al., 2008). Allerdings wurde ein Zellzyklusarrest in der
Gi-Phase nur bei H69-Zellen beobachtet, was die Modifikation des Zellzyklus’ als Ursache
fur die proliferationshemmende Wirkung von Statin / Astemizol infrage stellt.

Auch die Blockade von spannungsabhangigen K*-Kanalen scheint nicht ursachlich an
dem verminderten Zellwachstum unter Atorvastatin bzw. Lovastatin und Astemizol beteiligt
zu sein. Zwar spielen spannungsabhangige K'-Kanédle eine wichtige Rolle in der
Zellproliferation, wobei der dabei zugrunde liegende Mechanismus noch nicht endgultig
geklart ist. Zum einen scheint die Hyperpolarisation der Zellmembran eine Rolle zu spielen,
die eine Progression des Zellzyklus’ in die Gi-Phase herbeifiihrt (Ouadid-Ahidouch et al.,
2001, 2004). Zum anderen ist anscheinend auch das Zellvolumen, das von den
spannungsabhangigen K*-Kanélen beeinflusst wird, an der Zellproliferation und der
Apoptose beteiligt (Rouzaire Dubois & Dubois, 1998, Lang et al, 2007). Zu den
spannungsabhangigen K'-Kanalen gehdren auch die Kanidle der ether-a-go-go (eag) -
Familie (hEAG-Kanale) (Pardo, 2004), die von Astemizol blockiert werden (Pardo et al.,
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1999, Garcia-Ferreiro et al., 2004, Ouadid-Ahidouch et al., 2004, Borowiec et al., 2007).
Auch far Atorvastatin und Lovastatin ist eine geringe Blockierung von spannungsabhangigen
K*-Kanalen bewiesen (Katchman et al., 2006, Vaquero et al., 2007). Jedoch zeigt in der
vorliegenden Arbeit Astemizol alleine nur in der hdchsten Konzentration (5.0 uM) eine
wachstumsinhibitorische Wirkung (Tab. 5.2), wobei diese Konzentration den 1Cso-Wert um
den Faktor 1000 tbersteigt (Dubin et al., 2008). Deshalb ist eine Blockade des hEAG-Kanals
als Ursache fur die Proliferationsinhibition durch Astemizol alleine weitgehend
auszuschlieBen, wodurch diese Erklarungsmaglichkeit auch far den
proliferationsinhibitorischen Effekt der Kombination unwahrscheinlich ist.

Die Wirkung der Statine auf den Mevalonsaurestoffwechsel, der in der Literatur haufig
den proliferationsinhibitorischen Effekt auf Zellen erklart (Dimitroulakos et al., 2002), kann
ebenfalls nicht der Grund der wachstumshemmenden Wirkung der Kombination aus Statinen
und Astemizol sein, da weder die inhibitorische Wirkung der Kombination noch die von
Lovastatin alleine durch Mevalonsdure gehemmt werden konnte (Abb. 4.2F, 4.3F, 4.5F,
4.7F, 4.8F, 4.9C, 4.10F, 4.11F, 4.13F, 4.15F).

So scheint die in der vorliegenden Arbeit erstmalig gezeigte
proliferationsinhibitorische Wirkung der Kombination aus Atorvastatin bzw. Lovastatin und
Astemizol auf einem neuen Wirkungsweg bzw. auf eine neue Interaktion dieser Pharmaka zu
beruhen. Daher bedarf es weiterer Untersuchungen, um den molekularen

Wirkungsmechanismus der Kombination Statin / Astemizol aufzuklaren.

Die vorliegende Arbeit zeigte erstmalig, dass beide verwendeten Statine, Atorvastatin und
Lovastatin, in Kombination mit Astemizol die Proliferation kleinzelliger
Bronchialkarzinomzellen vermindert. Zudem belegten die vorliegenden Ergebnisse, dass der
wachstumsinhibitorische Effekt unabhédngig vom Mevalonsdure-Signalweg ist. Dabei zeigte
sich die Kombination Atorvastatin / Astemizol deutlich wirkungsvoller als die Kombination
Lovastatin / Astemizol. Aufgrund dessen ist die Kombination aus Atorvastatin und Astemizol
ein viel versprechender Ansatz fur ein neues Therapiekonzept.

Zu beachten ist allerdings, dass die kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen unterschiedlich
intensiv auf die Medikamente reagieren und auch die humanen Fibroblasten bei der
héchsten eingesetzten Konzentration von Atorvastatin / Astemizol eine Wachstumshemmung
aufweisen. Deswegen musste eine mogliche Behandlung mit Atorvastatin / Astemizol-
Konzentrationen erfolgen, die geringer als 1,0 uM / 5,0 uM sind. Da aber einige Zelllinien
ebenfalls nur auf die Kombination mit den hdchsten Atorvastatin- / Astemizol-
Konzentrationen reagieren, gilt es abzuwédgen, ob eine hohe Wirkstoffkonzentration
angewandt werden kann, auch auf die Gefahr hin, gesunde Zellen zu schadigen, oder ob mit
einer niedrigen Wirkstoffkonzentration behandelt wird. Hierfir ware es zweckmaBig, den
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genauen Wirkungsmechanismus der Kombination Atorvastatin / Astemizol zu kennen, um
moglicherweise ein Kriterium 2zu finden, welches die Therapieempfindlichkeit des
kleinzelligen Bronchialkarzinoms beurteilt. So kdnnte die Kombination Atorvastatin /
Astemizol auch im Sinne der Targeted Therapy einsetzbar sein. Um dieses Ziel zu erreichen
ist es forderlich, den Effekt der Statine in Kombination mit Astemizol in in vivo Versuchen zu
testen und die antiproliferative Wirkung zu verifizieren sowie die molekularen

Wirkmechanismen zu identifizieren.
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6 Zusammenfassung

Das kleinzellige Bronchialkarzinom ist ein schnell wachsendes und friih metastasierendes
Malignom, das zunachst gut mit konventionellen Chemotherapeutika therapierbar ist, jedoch
bei Rezidivbildung nicht mehr chemosensibel reagiert. Daher ist es dringend notwendig,
nach neuen Therapieansatzen zu suchen, wobei auch Statine und Antihistaminika in
Betracht zu ziehen sind, da sie bereits antiproliferative Wirkungen auf verschiedene
Krebszellen zeigten.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Wirkung von Atorvastatin, Lovastatin und Astemizol
allein und in Kombination auf die kleinzelligen Bronchialkarzinomzelllinien H69, H82, OH1,
OH3 und SW2 sowie auf humane Fibroblasten zu testen. Dabei wurden die Proliferation und
die Apoptose untersucht sowie der Zellzyklus anhand einer Zellzyklusanalyse bewertet.

Die Proliferationsuntersuchungen zeigten, dass Atorvastatin keinen Einfluss auf dass
Wachstum der kleinzelligen Bronchialkarzinomzelllinien hat, wahrend Lovastatin auf humane
Fibroblasten sowie OH1-Zellen und Astemizol auf H82- sowie SW2-Zellen
wachstumsinhibierend wirkten. Hingegen konnte fir die Kombination aus Statinen und
Astemizol  eine Proliferationsinhibition ~ bei  allen  untersuchten  kleinzelligen
Bronchialkarzinomzellen beobachtet werden. Dabei war die Kombination aus Atorvastatin
und Astemizol effektiver als die Kombination aus Lovastatin und Astemizol.

Die Apoptose-Untersuchungen zeigten einen signifikanten Anstieg der Apoptose bei den
Zelllinien H69, OH1, OH3 sowie bei den humanen Fibroblasten. Fir die anderen
untersuchten kleinzelligen Bronchialkarzinomzelllinien wurde keine Veradnderung der
Apoptose nachgewiesen.

Die Zellzyklusanalyse zeigte fur H69-Zellen nach Behandlung mit der Kombination aus
Atorvastatin und Astemizol einen Zellzyklusarrest in der Gi-Phase. Ein Zellzyklusarrest
wurde bei den anderen untersuchten kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen und bei humanen
Fibroblasten nicht belegt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen erstmalig, dass das Wachstum von
kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen durch die Kombination von Atorvastatin / Astemizol
bzw. Lovastatin / Astemizol in vitro inhibiert werden kann. Dadurch ist die Kombination aus
Statinen und Astemizol eine viel versprechende Grundlage fir neue Therapieansétze.
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8 Anhang

A Humane Fibroblasten

A1 Humane Fibroblasten und Atorvastatin

Tab. 8.1: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fur die Wirkung

von Atorvastatin auf humane Fibroblasten.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 0,4643 5 0,0929 2,361 p < 0,05
innerhalb der Gruppen 3,067 78 0,0393
gesamt 3,532 83
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,001 -0,056 0,80 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 -0,131 1,87 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05 -0,139 1,99 p > 0,05
Kontrolle vs 0,5 -0,087 1,24 p > 0,05
Kontrolle vs 1,0 0,083 1,19 p > 0,05

A2 Humane Fibroblasten und Lovastatin

Tab. 8.2: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’'s Multiple Comparison Tests fiir die Wirkung

von Lovastatin auf humane Fibroblasten.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Sig_;nif-ikanz
zwischen den Gruppen 1,397 5 0,2793 38,05 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 0,4844 66 0,0073
gesamt 1,881 71
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,001 0,025 0,72 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 0,048 1,37 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05 0,014 0,41 p > 0,05
Kontrolle vs 0,5 0,226 6,45 p < 0,001
Kontrolle vs 1,0 0,376 10,76 p < 0,001
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A3 Humane Fibroblasten und Astemizol

Tab. 8.3: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fur die Wirkung

von Astemizol auf humane Fibroblasten.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 0,1649 5 0,0330 0,7897 p = 0,5603
innerhalb der Gruppen 3,257 78 0,0418
gesamt 3,422 83
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,3 -0,018 0,24 p > 0,05
Kontrolle vs 0,6 -0,081 1,12 p > 0,05
Kontrolle vs 1,25 -0,099 1,37 p > 0,05
Kontrolle vs 2,5 -0,106 1,47 p > 0,05
Kontrolle vs 5,0 -0,014 0,19 p > 0,05

A4 Humane Fibroblasten mit Atorvastatin und Astemizol

Tab. 8.4: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’'s Multiple Comparison Tests fur die Wirkung
von 1,0 uM Atorvastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf humane Fibroblasten.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 2,001 5 0,4002 9,37 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 3,162 74 0,0427
gesamt 5,163 79
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 1,0/ 0,3 0,241 3,18 p < 0,05
Kontrolle vs 1,0/ 0,6 0,196 2,59 p > 0,05
Kontrolle vs 1,0/ 1,25 0,197 2,61 p > 0,05
Kontrolle vs 1,0/2,5 0,094 1,24 p > 0,05
Kontrolle vs 1,0/5,0 0,492 6,49 p < 0,001

Tab. 8.5: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fur die Wirkung
von 0,5 uM Atorvastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf humane Fibroblasten.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 3,679 5 0,7357 18,54 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 3,095 78 0,0397
gesamt 6,774 83
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,5/0,3 0,080 1,14 p > 0,05
Kontrolle vs 0,5/ 0,6 0,099 1,40 p > 0,05
Kontrolle vs 0,5/ 1,25 0,076 1,08 p > 0,05
Kontrolle vs 0,5/2,5 0,055 0,78 p > 0,05
Kontrolle vs 0,5/5,0 0,641 9,10 p < 0,001
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Tab. 8.6: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fur die Wirkung
von 0,05 pM Atorvastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf humane Fibroblasten.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 3,281 5 0,6561 13,84 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 3,697 78 0,0474
gesamt 6,977 83
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,05/ 0,3 0,044 0,57 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05/ 0,6 0,021 0,27 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05/ 1,25 0,048 0,63 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05/ 2,5 0,044 0,58 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05/ 5,0 0,588 7,64 p < 0,001

Tab. 8.7: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fur die Wirkung
von 0,01 pM Atorvastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf humane Fibroblasten.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 2,605 5 0,5210 8,585 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 4,733 78 0,0607
gesamt 7,338 83
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,01 /0,3 -0,011 0,13 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 /0,6 0,043 0,50 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 /1,25 0,083 0,95 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 /2,5 0,039 0,45 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 /5,0 0,522 5,99 p < 0,001

Tab. 8.8: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fur die Wirkung
von 0,001 uM Atorvastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf humane Fibroblasten.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 3,854 5 0,7708 13,59 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 4,423 78 0,0567
gesamt 8,277 83
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,001 /0,3 0,017 0,20 p > 0,05
Kontrolle vs 0,001 /0,6 -0,030 0,35 p > 0,05
Kontrolle vs 0,001 /1,25 0,008 0,09 p > 0,05
Kontrolle vs 0,001 /2,5 0,012 0,14 p > 0,05
Kontrolle vs 0,001 /5,0 0,612 7,27 p < 0,001
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Tab. 8.9: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fur die Wirkung

von Mevalonsaure mit Atorvastatin und Astemizol auf humane Fibroblasten.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Sig_jnifikanz
zwischen den Gruppen 4,38 3 1,4600 26,15 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 3,127 56 0,0559
gesamt 7,508 59
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 200 pM Mevalonsaure -0,004 0,05 p > 0,05
Kontrolle vs Ator + Aste + Mevalonsr. 0,600 7,39 p < 0,001
Ator + Aste + Mevalonsr. vs 1,0/5,0 -0,108 1,119 p > 0,05

A5 Humane Fibroblasten mit Lovastatin und Astemizol

Tab. 8.10: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 1,0 pM Lovastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf humane

Fibroblasten.
One-way ANOVA
Quadratsumme df | Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 5,305 5 1,0610 21,63 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 4,61 94 0,0490
gesamt 9,915 99
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 1,0/0,3 0,306 4,27 p < 0,001
Kontrolle vs 1,0/ 0,6 0,294 412 p < 0,01
Kontrolle vs 1,0/ 1,25 0,232 3,24 p < 0,05
Kontrolle vs 1,0/ 2,5 0,131 1,68 p > 0,05
Kontrolle vs 1,0/5,0 0,722 10,11 p < 0,001

Tab. 8.11: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 0,5 pM Lovastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf humane

Fibroblasten.
One-way ANOVA
Quadratsumme df | Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 7,01 5 1,4020 33,87 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 3,891 94 0,0414
gesamt 10,9 99
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,5/0,3 0,244 3,71 p <0,01
Kontrolle vs 0,5/ 0,6 0,191 2,90 p >0,05
Kontrolle vs 0,5/ 1,25 0,137 2,08 p > 0,05
Kontrolle vs 0,5/2,5 0,069 0,97 p > 0,05
Kontrolle vs 0,5/5,0 0,804 12,24 p < 0,001
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Tab. 8.12: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 0,05 pM Lovastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf humane

Fibroblasten.

One-way ANOVA _
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 6,669 5 1,3340 34,84 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 3,752 98 0,0383
gesamt 10,42 103
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,05/0,3 0,018 0,29 p >0,05
Kontrolle vs 0,05/ 0,6 0,016 0,26 p >0,05
Kontrolle vs 0,05/ 1,25 -0,009 0,15 p >0,05
Kontrolle vs 0,05/ 2,5 -0,004 0,06 p >0,05
Kontrolle vs 0,05 /5,0 0,705 11,17 p < 0,001

Tab. 8.13: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die

Wirkung von 0,01

UM Lovastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf humane

Fibroblasten.
One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Sig_;nif-ikanz
zwischen den Gruppen 7,897 5 1,5790 38,89 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 3,98 98 0,0406
gesamt 11,88 103
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,01 /0,3 0,072 1,11 p >0,05
Kontrolle vs 0,01 /0,6 0,061 0,93 p >0,05
Kontrolle vs 0,01 /1,25 0,087 1,33 p >0,05
Kontrolle vs 0,01 /2,5 0,012 0,19 p >0,05
Kontrolle vs 0,01 /5,0 0,801 12,31 p < 0,001

Tab. 8.14: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 0,001 pM Lovastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf humane

Fibroblasten.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Sig_;nif-ikanz
zwischen den Gruppen 8,378 5 1,6760 45,80 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 3,585 98 0,0366
gesamt 11,96 103
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,001 /0,3 0,011 0,18 p >0,05
Kontrolle vs 0,001 /0,6 0,009 0,15 p >0,05
Kontrolle vs 0,001 / 1,25 0,081 1,32 p >0,05
Kontrolle vs 0,001 /2,5 0,033 0,53 p >0,05
Kontrolle vs 0,001 /5,0 0,808 13,08 p < 0,001
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Tab. 8.15: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von Mevalonsdure mit Lovastatin und Astemizol auf humane Fibroblasten.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 8,829 3 2,9430 33,72 p-< 0,0001
innerhalb der Gruppen 5,935 68 0,0873
gesamt 14,76 71
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 200 uM Mevalonsaure 0,019 0,28 p > 0,05
Kontrolle vs Lova + Aste + Mevalonsr. 0,702 10,12 p < 0,001
200 uM Mevalonsdure vs Lova + Aste + Mevalonsr. 0,683 8,98 p < 0,001
Lova + Aste + Mevalonsr. vs 1,0/5,0 0,020 0,19 p > 0,05

B H69-Zellen
B1 H69-Zellen und Atorvastatin

Tab. 8.16: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die

Wirkung von Atorvastatin auf H69-Zellen.

One-way ANOVA _
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 1,017 5 0,2034 5,789 p < 0,001
innerhalb der Gruppen 3,127 89 0,0351
gesamt 4,145 94
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,001 uM -0,270 4,32 p < 0,001
Kontrolle vs 0,01 uM -0,199 3,18 p < 0,05
Kontrolle vs 0,05 uM -0,142 2,27 p > 0,05
Kontrolle vs 0,5 uM -0,117 1,81 p > 0,05
Kontrolle vs 1,0 uM 0,024 0,39 p > 0,05

B2 H69-Zellen und Astemizol

Tab. 8.17: Daten der One-way ANOVA und
Wirkung von Astemizol auf H69-Zellen.

des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Sig_jnifikanz
zwischen den Gruppen 0,8284 5 0,1657 2,669 p <0,05
innerhalb der Gruppen 5,525 89 0,0621
gesamt 6,353 94
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,3 uM -0,250 3,01 p > 0,05
Kontrolle vs 0,6 uM -0,165 1,99 p > 0,05
Kontrolle vs 1,25 uM -0,176 2,05 p > 0,05
Kontrolle vs 2,5 uM -0,083 1,00 p > 0,05
Kontrolle vs 5,0 uM -0,007 0,08 p > 0,05
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B4 H69 mit Atorvastatin und Astemizol

Tab. 8.18: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 1,0 uM Atorvastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf H69-Zellen.

One-way ANOVA _
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 4,611 5 0,9222 125,7 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 0,6752 92 0,0073
gesamt 5,286 97
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 1,0/0,3 -0,004 0,15 p > 0,05
Kontrolle vs 1,0/ 0,6 0,002 0,08 p > 0,05
Kontrolle vs 1,0/ 1,25 0,116 4,11 p < 0,01
Kontrolle vs 1,0/ 2,5 0,388 13,74 p < 0,001
Kontrolle vs 1,0/5,0 0,652 21,53 p < 0,001

Tab. 8.19: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 0,5 uM Atorvastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf H69-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Sig_jnifikanz
zwischen den Gruppen 4,597 5 0,9195 116,8 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 0,7245 92 0,0079
gesamt 5,322 97
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,5/0,3 0,050 1,71 p > 0,05
Kontrolle vs 0,5/ 0,6 0,106 3,64 p < 0,01
Kontrolle vs 0,5/ 1,25 0,168 5,76 p < 0,001
Kontrolle vs 0,5/ 2,5 0,436 14,94 p < 0,001
Kontrolle vs 0,5/5,0 0,658 20,96 p < 0,001

Tab. 8.20: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 0,05 uM Atorvastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf H69-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Sig_jnifikanz
zwischen den Gruppen 4,361 5 0,8723 75,41 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 1,122 97 0,0116
gesamt 5,483 102
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,05/ 0,3 -0,021 0,59 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05/ 0,6 -0,023 0,65 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05/ 1,25 0,023 0,66 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05/2,5 0,154 4,35 p < 0,001
Kontrolle vs 0,05 /5,0 0,583 17,90 p < 0,001
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Tab. 8.21: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests flr die
Wirkung von 0,01 uM Atorvastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf H69-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Sig_jnifikanz
zwischen den Gruppen 3,122 5 0,6245 50,91 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 1,165 95 0,0123
gesamt 4,288 100
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,01 /0,3 -0,028 0,77 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 /0,6 0,017 0,47 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 /1,25 0,019 0,51 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 /2,5 0,070 1,92 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 /5,0 0,530 14,99 p < 0,001

Tab. 8.22: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 0,001 uM Atorvastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf H69-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Sig_jnifikanz
zwischen den Gruppen 3,029 5 0,6058 53,1 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 1,072 94 0,0114
gesamt 4,101 99
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,001 /0,3 -0,042 1,20 p > 0,05
Kontrolle vs 0,001 /0,6 -0,001 0,02 p > 0,05
Kontrolle vs 0,001 / 1,25 0,026 0,74 p > 0,05
Kontrolle vs 0,001 /2,5 0,074 2,09 p > 0,05
Kontrolle vs 0,001 /5,0 0,535 15,23 p < 0,001

Tab. 8.23: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von Mevalonsdure mit Atorvastatin und Astemizol auf H69-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df | Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 6,771 3 2,2570 362,1 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 0,4363 70 0,0062
gesamt 7,207 73
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 200 uM Mevalonsaure -0,074 2,67 p < 0,05
Kontrolle vs Ator + Aste + Mevalonsr. 0,634 22,79 p < 0,001
200 uM Mevalonsaure vs Ator + Aste + Mevalonsr. 0,708 20,52 p < 0,001
Ator + Aste + Mevalonsr. vs 1,0/ 5,0 0,018 0,54 p > 0,05
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C H82-Zellen
C1 H82-Zellen und Atorvastatin

Tab. 8.24: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die

Wirkung von Atorvastatin auf H82-Zellen.

One-way ANOVA

Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Sig_;nif-ikanz
zwischen den Gruppen 0,03762 5 0,0075 0,3273 p =0,8953
innerhalb der Gruppen 2,023 88 0,0230
gesamt 2,06 93
Bonferroni's Multiple Comparison Test

Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,001 uM -0,053 1,04 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 pM -0,021 0,42 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05 pM -0,018 0,34 p > 0,05
Kontrolle vs 0,5 uM -0,006 0,12 p > 0,05
Kontrolle vs 1,0 uM 0,018 0,36 p > 0,05

C2 H82-Zellen und Lovastatin

Tab. 8.25: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die

Wirkung von Lovastatin auf H82-Zellen.

One-way ANOVA

Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 0,007642 5 0,0015 0,1656 p =0,9743
innerhalb der Gruppen 0,609 66 0,0092
gesamt 0,6166 71
Bonferroni's Multiple Comparison Test

Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,001 uM 0,001 0,03 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 uM -0,004 0,11 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05 uM -0,004 0,09 p > 0,05
Kontrolle vs 0,5 uM -0,027 0,69 p > 0,05
Kontrolle vs 1,0 uM 0,004 0,09 p > 0,05

C3 H82-Zellen und Astemizol

Tab. 8.26: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die

Wirkung von Astemizol auf H82-Zellen.

One-way ANOVA

Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 0,7816 5 0,1563 7,897 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 1,722 87 0,0198
gesamt 2,504 92
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,3 pM -0,039 0,84 p > 0,05
Kontrolle vs 0,6 uM -0,022 0,47 p > 0,05
Kontrolle vs 1,25 uM -0,028 0,55 p > 0,05
Kontrolle vs 2,5 uM 0,012 0,26 p > 0,05
Kontrolle vs 5,0 yM 0,258 5,49 p < 0,001
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C4 H82-Zellen mit Atorvastatin und Astemizol

Tab. 8.27: Daten der One-way ANOVA fur die Wirkung von 1,0 uM Atorvastatin und verschiedenen

Astemizol-Konzentrationen auf H82-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 2,226 5 0,4452 62,34 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 0,5571 78 0,0071
gesamt 2,783 83
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 1,0/0,3 0,215 7,19 p < 0,001
Kontrolle vs 1,0/ 0,6 0,185 6,21 p < 0,001
Kontrolle vs 1,0/ 1,25 0,231 7,73 p < 0,001
Kontrolle vs 1,0/2,5 0,371 12,41 p < 0,001
Kontrolle vs 1,0/ 5,0 0,475 15,91 p < 0,001

Tab. 8.28: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 0,5 uM Atorvastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf H82-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 2,159 5 0,4318 48,05 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 0,719 80 0,008987
gesamt 2,878 85
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,5/0,3 0,125 3,93 p < 0,01
Kontrolle vs 0,5 /0,6 0,130 3,87 p < 0,01
Kontrolle vs 0,5/ 1,25 0,190 5,66 p < 0,001
Kontrolle vs 0,5/2,5 0,315 9,40 p < 0,001
Kontrolle vs 0,5/5 0,481 14,36 p < 0,001

Tab. 8.29: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 0,05 uM Atorvastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf H82-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 2,037 5 0,4073 33,05 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 0,9614 78 0,01233
gesamt 2,998 83
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,05/ 0,3 0,017 0,44 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05/ 0,6 0,017 0,44 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05/ 1,25 0,075 1,91 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05/ 2,5 0,228 5,81 p < 0,001
Kontrolle vs 0,05 /5,0 0,446 11,37 p < 0,001
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Tab. 8.30: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 0,01 uM Atorvastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf H82-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Sig_;nif-ikanz
zwischen den Gruppen 1,786 5 0,3571 24,27 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 1,148 78 0,01471
gesamt 2,933 83
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,01 /0,3 -0,012 0,29 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 /0,6 0,002 0,04 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 /1,25 0,029 0,68 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 /2,5 0,135 3,16 p < 0,05
Kontrolle vs 0,01 /5,0 0,420 9,80 p < 0,001

Tab. 8.31: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 0,001 uM Atorvastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf H82-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Sig_;nif-ikanz
zwischen den Gruppen 1,772 5 0,3544 18,45 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 1,498 78 0,01921
gesamt 3,27 83
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,001 /0,3 -0,038 0,77 p > 0,05
Kontrolle vs 0,001 /0,6 -0,009 0,17 p > 0,05
Kontrolle vs 0,001 /1,25 0,044 0,90 p > 0,05
Kontrolle vs 0,001 /2,5 0,165 3,37 p < 0,05
Kontrolle vs 0,001 /5,0 0,404 8,24 p < 0,001

Tab. 8.32: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von Mevalonsaure mit Atorvastatin und Astemizol auf H82-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df | Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 1,892 2 0,9461 76,88 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 0,5538 45 0,01231
gesamt 2,446 47
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 200 uM Mevalonsaure -0,056 1,59 p > 0,05
Kontrolle vs Ator + Aste + Mevalonsr. 0,437 12,29 p < 0,001
200 uM Mevalonsaure vs Ator + Aste + Mevalonsr. 0,483 13,18 p < 0,001
Ator + Aste + Mevalonsr. vs 1,0/ 5,0 0,046 1,09 p > 0,05
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C5 H82-Zellen und Lovastatin

Tab. 8.33: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 1,0 uM Lovastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf H82-Zellen.

One-way ANOVA

Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Sig_;nif-ikanz
zwischen den Gruppen 2,15 5 0,43 68,49 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 0,4897 78 0,006278
gesamt 2,64 83
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 1,0/ 0,3 -0,032 1,15 p > 0,05
Kontrolle vs 1,0/ 0,6 -0,005 0,17 p > 0,05
Kontrolle vs 1,0/ 1,25 0,014 0,50 p > 0,05
Kontrolle vs 1,0/ 2,5 0,069 2,45 p > 0,05
Kontrolle vs 1,0/ 5,0 0,458 16,33 p < 0,001

Tab. 8.34: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 0,5 uM Lovastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf H82-Zellen.

One-way ANOVA

Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 2,434 5 0,4867 131,3 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 0,2891 78 0,003707
gesamt 2,723 83
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,5/0,3 -0,011 0,51 p > 0,05
Kontrolle vs 0,5/ 0,6 0,013 0,62 p > 0,05
Kontrolle vs 0,5/ 1,25 -0,004 0,17 p > 0,05
Kontrolle vs 0,5/2,5 0,063 2,91 p > 0,05
Kontrolle vs 0,5/5,0 0,492 22,87 p < 0,001

Tab. 8.35: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 0,05 uM Lovastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf H82-Zellen.

One-way ANOVA

Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 2,198 5 0,4396 83,64 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 0,41 78 0,005256
gesamt 2,608 83
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,05/ 0,3 0,012 0,46 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05/ 0,6 0,039 1,51 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05/ 1,25 0,049 1,91 p> 0,05
Kontrolle vs 0,05/ 2,5 0,121 4,73 p < 0,001
Kontrolle vs 0,05/ 5,0 0,486 18,94 p < 0,001

98



Anhang

Tab. 8.36: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 0,01 uM Lovastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf H82-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 2,054 5 0,4109 81,59 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 0,3878 77 0,005036
gesamt 2,442 82
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,01 /0,3 -0,017 0,67 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 /0,6 0,040 1,56 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01/ 1,25 0,030 1,21 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 /2,5 0,058 2,30 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 /5,0 0,460 18,35 p < 0,001

Tab. 8.37: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 0,001 uM Lovastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf H82-Zellen.

One-way ANOVA _
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Sig_;nifikanz

zwischen den Gruppen 2,387 5 0,4774 143,6 p < 0,0001

innerhalb der Gruppen 0,2594 78 0,003325

gesamt 2,646 83

Bonferroni's Multiple Comparison Test

Mittlere Differenz t p Wert

Kontrolle vs 0,001 / 0,3 0,040 1,96 p > 0,05
Kontrolle vs 0,001 / 0,6 0,031 1,52 p > 0,05
Kontrolle vs 0,001 /1,25 0,027 1,34 p > 0,05
Kontrolle vs 0,001 /2,5 0,083 4,08 p < 0,01
Kontrolle vs 0,001 /5,0 0,506 24,83 p < 0,001

Tab. 8.38: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von Mevalonsaure mit Lovastatin und Astemizol auf H82-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signif-ikanz
zwischen den Gruppen 2,404 3 0,8014 81,46 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 0,5509 56 0,009838
gesamt 2,955 59
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 200 uM Mevalonséure 0,023 0,71 p > 0,05
Kontrolle vs Lova +Aste+ Mevalosr. 0,365 11,40 p < 0,001
200 puM Mevalonséure vs Lova +Aste+ Mevalosr. 0,343 9,26 p < 0,001
Lova +Aste+ Mevalosr. vs 1,0/5,0 0,092 2,28 p > 0,05
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D OH1-Zellen
D1 OH1-Zellen und Atorvastatin

Tab. 8.39: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die

Wirkung von Atorvastatin auf OH1-Zellen.

One-way ANOVA

Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Sig_;nif-ikanz
zwischen den Gruppen 0,2252 5 0,0450 0,9996 p =0,4228
innerhalb der Gruppen 4,009 89 0,0451
gesamt 4,234 94
Bonferroni's Multiple Comparison Test

Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,001 uM -0,121 1,71 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 pM -0,101 1,42 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05 pM -0,083 1,13 p > 0,05
Kontrolle vs 0,5 pM -0,075 1,06 p > 0,05
Kontrolle vs 1,0 uM -0,004 0,05 p > 0,05

D2 OH1-Zellen und Lovastatin

Tab. 8.40: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die

Wirkung von Lovastatin auf OH1-Zellen.

One-way ANOVA

Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Sig_;nif-ikanz
zwischen den Gruppen 0,6708 5 0,1342 5,339 p > 0,05
innerhalb der Gruppen 1,659 66 0,0251
gesamt 2,329 71
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,001 0,017 0,26 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 0,031 0,48 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05 0,130 2,01 p > 0,05
Kontrolle vs 0,5 0,229 3,54 p < 0,05
Kontrolle vs 1,0 0,230 3,56 p < 0,05

D3 OH1-Zellen und Astemizol

Tab. 8.41: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die

Wirkung von Astemizol auf OH1-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 1,045 5 0,2090 3,444 p < 0,05
innerhalb der Gruppen 5,462 90 0,0607
gesamt 6,507 95
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,3 uM -0,231 2,81 p > 0,05
Kontrolle vs 0,6 uM -0,240 2,92 p > 0,05
Kontrolle vs 1,25 uM -0,222 2,70 p > 0,05
Kontrolle vs 2,5 uM -0,155 1,89 p > 0,05
Kontrolle vs 5 uM -0,041 0,50 p > 0,05
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Tab. 8.42: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison
Wirkung von Lovastatin und Mevalonsaure auf OH1-Zellen.

Tests fur die

One-way ANOVA
Quadratsumme df | Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 0,1068 4 0,0267 4,632 p < 0,05
innerhalb der Gruppen 0,2018 35 0,0058
gesamt 0,3086 39
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,5/0 0,028 0,72 P > 0.05
Kontrolle vs 0,5/ 200 0,061 1,61 p > 0,05
Kontrolle vs 1,0/0 0,133 3,51 p < 0,05
Kontrolle vs 1,0 /200 0,121 3,18 p < 0,05
0,5/0vs 0,5/200 0,034 0,89 p > 0,05
1,0/0vs 1,0/200 -0,013 0,34 p > 0,05

D4 OH1-Zellen mit Atorvastatin und Astemizol

Tab. 8.43: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die

Wirkung von 1,0 uM Atorvastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf OH1-Zellen.

One-way ANOVA _
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Sig_;nifikanz

zwischen den Gruppen 5,507 5 1,1010 78,05 p < 0,0001

innerhalb der Gruppen 1,312 93 0,0141

gesamt 6,82 98

Bonferroni's Multiple Comparison Test

Mittlere Differenz t p Wert

Kontrolle vs 1,0/ 0,3 0,151 3,73 p < 0,01
Kontrolle vs 1,0/ 0,6 0,141 3,61 p < 0,01
Kontrolle vs 1,0/ 1,25 0,172 4,39 p < 0,001
Kontrolle vs 1,0/2,5 0,363 9,29 p < 0,001
Kontrolle vs 1,0/5,0 0,742 18,97 p < 0,001

Tab. 8.44: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die

Wirkung von 0,5 uM Atorvastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf OH1-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 4,85 5 0,9701 76,96 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 1,172 93 0,0126
gesamt 6,023 98
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,5/0,3 0,134 3,50 p < 0,05
Kontrolle vs 0,5/ 0,6 0,112 3,04 p < 0,05
Kontrolle vs 0,5/ 1,25 0,166 4,49 p < 0,001
Kontrolle vs 0,5/2,5 0,291 7,87 p < 0,001
Kontrolle vs 0,5/5,0 0,707 19,14 p < 0,001
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Tab. 8.45: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 0,05 uM Atorvastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf OH1-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 4,238 5 0,8475 37,53 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 2,1 93 0,0226
gesamt 6,338 98
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,05/ 0,3 0,056 1,14 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05/ 0,6 0,067 1,35 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05/ 1,25 0,055 1,07 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05/ 2,5 0,232 4,69 p < 0,001
Kontrolle vs 0,05/ 5,0 0,651 13,17 p < 0,001

Tab. 8.46: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 0,01 uM Atorvastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf OH1-Zellen.

One-way ANOVA _
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Sig_;nifikanz

zwischen den Gruppen 4,314 5 0,8628 54,05 p < 0,0001

innerhalb der Gruppen 1,469 92 0,0160

gesamt 5,782 97

Bonferroni's Multiple Comparison Test

Mittlere Differenz t p Wert

Kontrolle vs 0,01 /0,3 -0,036 0,86 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 /0,6 0,061 1,46 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01/ 1,25 0,060 1,35 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 /2,5 0,130 3,13 p < 0,05
Kontrolle vs 0,01 /5,0 0,651 15,67 p < 0,001

Tab. 8.47: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 0,001 uM Atorvastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf OH1-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 2,936 5 0,5872 18,15 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 3,042 94 0,0324
gesamt 5,978 99
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,001 /0,3 0,055 0,93 p > 0,05
Kontrolle vs 0,001 /0,6 0,042 0,71 p > 0,05
Kontrolle vs 0,001 /1,25 -0,009 0,15 p > 0,05
Kontrolle vs 0,001 / 2,5 0,145 2,45 p > 0,05
Kontrolle vs 0,001 /5,0 0,539 9,10 p < 0,001
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Tab. 8.48: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von Mevalonsdure mit Atorvastatin und Astemizol auf OH1-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signif-ikanz
zwischen den Gruppen 8,115 3 2,7050 173,00 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 1,063 68 0,0156
gesamt 9,178 71
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 200 uM Mevalonséaure -0,015 0,23 p > 0,05
Kontrolle vs Ator + Aste + Mevalonsr. 0,501 7,40 p < 0,001
200 puM Mevalonséure vs Ator + Aste + Mevalonsr. 0,516 6,15 p < 0,001
Ator + Aste + Mevalonsr. vs 1,0/ 5,0 -0,010 0,17 p > 0,05

D5 OH1-Zellen mit Lovastatin und Astemizol

Tab. 8.49: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die

Wirkung von 1,0 uM Lovastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf OH1-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 4,649 5 0,9298 101 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 0,672 73 0,0092
gesamt 5,321 78
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 1,0/0,3 0,074 2,10 p > 0,05
Kontrolle vs 1,0/ 0,6 0,056 1,42 p > 0,05
Kontrolle vs 1,0/ 1,25 0,085 2,52 p > 0,05
Kontrolle vs 1,0/ 2,5 0,235 6,91 p < 0,001
Kontrolle vs 1,0/ 5,0 0,719 21,19 p < 0,001

Tab. 8.50: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die

Wirkung von 0,5 uM Lovastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf OH1-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 4,246 5 0,8493 81 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 0,8178 78 0,0105
gesamt 5,064 83
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,5/0,3 0,122 3,36 p < 0,05
Kontrolle vs 0,5/ 0,6 0,128 3,53 p < 0,05
Kontrolle vs 0,5/1,25 0,121 3,35 p < 0,05
Kontrolle vs 0,5/2,5 0,227 6,26 p < 0,001
Kontrolle vs 0,5/5,0 0,707 19,53 p < 0,001
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Tab. 8.51: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 0,05 uM Lovastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf OH1-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 4,671 5 0,9342 86,95 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 0,8273 77 0,0107
gesamt 5,498 82
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,05/ 0,3 0,110 3,01 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05/ 0,6 0,102 2,79 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05/ 1,25 0,126 3,44 p < 0,05
Kontrolle vs 0,05/ 2,5 0,256 6,99 p < 0,001
Kontrolle vs 0,05/ 5,0 0,757 20,06 p < 0,001

Tab. 8.52: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 0,01 uM Lovastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf OH1-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Sig_;nifikanz
zwischen den Gruppen 4,745 5 0,9489 73,71 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 1,004 78 0,0129
gesamt 5,749 83
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,01 /0,3 0,003 0,08 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 /0,6 0,041 1,02 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01/ 1,25 0,053 1,33 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 /2,5 0,103 2,57 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 /5,0 0,705 17,58 p < 0,001

Tab. 8.53: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 0,001 uM Lovastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf OH1-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 4,694 5 0,9389 75,79 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 0,9662 78 0,0124
gesamt 5,661 83
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,001 /0,3 0,047 1,19 p > 0,05
Kontrolle vs 0,001 /0,6 0,012 0,30 p > 0,05
Kontrolle vs 0,001 /1,25 0,031 0,78 p > 0,05
Kontrolle vs 0,001 / 2,5 0,082 2,09 p > 0,05
Kontrolle vs 0,001 /5,0 0,700 17,78 p < 0,001
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Tab. 8.54: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von Mevalonsdure mit Lovastatin und Astemizol auf OH1-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 7,975 3 2,6580 281,6 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 0,5287 56 0,0094
gesamt 8,503 59
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 200 uM Mevalonséaure 0,015 0,45 p > 0,05
Kontrolle vs Lova + Aste + Mevalonsr. 0,778 23,06 p < 0,001
200 pM Mevalonséure vs Lova + Aste + Mevalonsr. 0,762 19,58 p < 0,001
Lova + Aste + Mevalonsr. vs 1,0/5,0 -0,059 1,48 p > 0,05

E OH3-Zellen
E1 OH3-Zellen und Atorvastatin

Tab. 8.55: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die

Wirkung von Atorvastatin auf OH3-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 0,5012 5 0,1002 1,483 p = 0,2031
innerhalb der Gruppen 6,082 90 0,0676
gesamt 6,583 95
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,001 uM 0,105 1,21 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 pM 0,074 0,86 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05 uM 0,043 0,50 p > 0,05
Kontrolle vs 0,5 pM -0,081 0,93 p > 0,05
Kontrolle vs 1,0 uM -0,130 1,50 p > 0,05

E2 OH3-Zellen und Astemizol

Tab. 8.56: Daten der One-way ANOVA und
Wirkung von Astemizol auf OH3-Zellen.

des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 0,367 5 0,0734 1,042 p = 0,3985
innerhalb der Gruppen 6,059 86 0,0705
gesamt 6,426 91
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,3 uM 0,182 2,06 p > 0,05
Kontrolle vs 0,6 uM 0,118 1,33 p > 0,05
Kontrolle vs 1,25 uM 0,061 0,68 p > 0,05
Kontrolle vs 2,5 pM 0,053 0,59 p > 0,05
Kontrolle vs 5,0 uM 0,110 1,06 p > 0,05
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E3 OH3-Zellen mit Atorvastatin und Astemizol

Tab. 8.57: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 1,0 uM Atorvastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf OH3-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 11,27 5 2,2540 40,19 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 4,375 78 0,0561
gesamt 15,65 83
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 1,0 /0,3 -0,012 0,14 p > 0,05
Kontrolle vs 1,0/ 0,6 0,033 0,39 p > 0,05
Kontrolle vs 1,0/ 1,25 0,108 1,29 p > 0,05
Kontrolle vs 1,0/2,5 0,089 1,07 p > 0,05
Kontrolle vs 1,0/ 5,0 1,076 12,85 p < 0,001

Tab. 8.58: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 0,5 uM Atorvastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf OH3-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 9,593 5 1,9190 31,15 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 4,804 78 0,0616
gesamt 14,4 83
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,5/0,3 -0,004 0,05 p > 0,05
Kontrolle vs 0,5/ 0,6 0,007 0,08 p > 0,05
Kontrolle vs 0,5/ 1,25 0,008 0,09 p > 0,05
Kontrolle vs 0,5/2,5 0,004 0,05 p > 0,05
Kontrolle vs 0,5/ 5,0 0,968 11,03 p < 0,001

Tab. 8.59: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 0,05 uM Atorvastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf OH3-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 17,44 5 3,4880 50,8 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 5,287 77 0,0687
gesamt 22,72 82
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,05/ 0,3 -0,087 0,94 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05/ 0,6 -0,026 0,28 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05/ 1,25 -0,059 0,62 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05/ 2,5 0,105 1,14 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05/ 5,0 1,283 13,85 p < 0,001
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Tab. 8.60: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die

Wirkung von 0,01 uM Atorvastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf OH3-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 9,869 5 1,9740 25,75 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 5,979 78 0,0767
gesamt 15,85 83
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,01 /0,3 -0,032 0,32 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 /0,6 -0,047 0,48 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01/ 1,25 -0,013 0,14 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 /2,5 -0,002 0,02 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 /5,0 0,963 9,84 p < 0,001

Tab. 8.61: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die

Wirkung von 0,001 uM Atorvastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf OH3-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 11,38 5 2,2760 34,33 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 5,17 78 0,0663
gesamt 16,55 83
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,001 /0,3 -0,030 0,33 p > 0,05
Kontrolle vs 0,001 /0,6 -0,036 0,39 p > 0,05
Kontrolle vs 0,001 /1,25 -0,006 0,07 p > 0,05
Kontrolle vs 0,001 /2,5 -0,006 0,07 p > 0,05
Kontrolle vs 0,001 /5,0 1,038 11,41 p < 0,001

Tab. 8.62: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von Mevalonsdure mit Atorvastatin und Astemizol auf OH3-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df | Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 19,36 3 6,4520 51,43 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 7,526 60 0,1254
gesamt 26,88 63
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 200 uM Mevalonsaure -0,051 0,42 p > 0,05
Kontrolle vs Ator + Aste + Mevalonsr. 1,102 10,11 p < 0,001
200 uM Mevalonsaure vs Ator + Aste + Mevalonsr. 1,153 8,94 p < 0,001
Ator + Aste + Mevalonsr. vs 1,0/ 5,0 -0,026 0,19 p > 0,05
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F SW2-Zellen
F1 SW2-Zellen und Atorvastatin

Tab. 8.63: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von Atorvastatin auf SW2-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 0,1171 5 0,0234 0,4478 p=0,8138
innerhalb der Gruppen 4,705 90 0,0523
gesamt 4,822 95
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,001 uM -0,054 0,71 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 pM 0,015 0,19 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05 uM -0,059 0,78 p > 0,05
Kontrolle vs 0,5 pM -0,073 0,96 p > 0,05
Kontrolle vs 1,0 uM 0,023 0,31 p > 0,05

F2 SW2-Zellen und Astemizol

Tab. 8.64: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von Astemizol auf SW2-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 2,102 5 0,4204 5,93 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 6,381 90 0,0709
gesamt 8,484 95
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,3 pM -0,051 0,57 p > 0,05
Kontrolle vs 0,6 pM 0,000 0,00 p > 0,05
Kontrolle vs 1,25 uM 0,054 0,61 p > 0,05
Kontrolle vs 2,5 uM 0,158 1,78 p > 0,05
Kontrolle vs 5,0 uM 0,435 4,90 p < 0,001

F3 SW2-Zellen mit Atorvastatin und Astemizol

Tab. 8.65: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 1,0 uM Atorvastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf SW2-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 10,88 5 2,1760 24,19 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 7,017 78 0,0900
gesamt 17,9 83
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 1,0/ 0,3 0,030 0,28 p > 0,05
Kontrolle vs 1,0/ 0,6 0,172 1,62 p > 0,05
Kontrolle vs 1,0/ 1,25 0,141 1,33 p > 0,05
Kontrolle vs 1,0/2,5 0,196 1,85 p > 0,05
Kontrolle vs 1,0/ 5,0 1,095 10,33 p < 0,001
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Tab. 8.66: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 0,5 uM Atorvastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf SW2-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 11,53 5 2,3070 40,27 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 4,468 78 0,0573
gesamt 16 83
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,5/ 0,3 0,002 0,02 p > 0,05
Kontrolle vs 0,5/ 0,6 0,045 0,53 p > 0,05
Kontrolle vs 0,5/ 1,25 0,043 0,51 p > 0,05
Kontrolle vs 0,5/2,5 0,108 1,27 p > 0,05
Kontrolle vs 0,5/ 5,0 1,087 12,84 p < 0,001

Tab. 8.67: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 0,05 uM Atorvastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf SW2-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 10,24 5 2,0480 21,49 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 7,433 78 0,0953
gesamt 17,67 83
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,05/ 0,3 -0,022 0,20 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05/ 0,6 0,058 0,53 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05/ 1,25 -0,001 0,00 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05/ 2,5 0,111 1,02 p > 0,05
Kontrolle vs 0,05/ 5,0 1,015 9,30 p < 0,001

Tab. 8.68: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 0,01 uM Atorvastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf SW2-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 6,09 5 1,2180 11,43 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 8,311 78 0,1066
gesamt 14,4 83
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,01 /0,3 -0,017 0,15 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01/ 0,6 0,016 0,14 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01/ 1,25 0,151 1,31 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 /2,5 0,137 1,18 p > 0,05
Kontrolle vs 0,01 /5,0 0,796 6,89 p < 0,001

109



Anhang

Tab. 8.69: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von 0,001 uM Atorvastatin und verschiedenen Astemizol-Konzentrationen auf SW2-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 3,032 5 0,6065 9,383 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 5,042 78 0,0646
gesamt 8,074 83
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 0,001 /0,3 -0,018 0,20 p > 0,05
Kontrolle vs 0,001 /0,6 -0,027 0,31 p > 0,05
Kontrolle vs 0,001 / 1,25 0,003 0,03 p > 0,05
Kontrolle vs 0,001 / 2,5 0,091 1,01 p > 0,05
Kontrolle vs 0,001 /5,0 0,541 6,02 p < 0,001

Tab. 8.70: Daten der One-way ANOVA und des Bonferroni’s Multiple Comparison Tests fir die
Wirkung von Mevalonsaure mit Atorvastatin und Astemizol auf SW2-Zellen.

One-way ANOVA
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
zwischen den Gruppen 12,93 3 4,3100 57,54 p < 0,0001
innerhalb der Gruppen 3,82 51 0,0749
gesamt 16,75 54
Bonferroni's Multiple Comparison Test
Mittlere Differenz t p Wert
Kontrolle vs 200 uM Mevalonséure 0,012 0,13 p > 0,05
Kontrolle vs Ator + Aste + Mevalonsr. 1,093 11,64 p < 0,001
200 puM Mevalonséure vs Ator + Aste + Mevalonsr. 1,081 10,16 p < 0,001
Ator + Aste + Mevalonsr. vs 1,0/ 5,0 0,190 1,39 p > 0,05
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G Zelllinieneigenschaften

Tab. 8.71: Eigenschaften von klassischen, biochemisch varianten und morphologisch varianten
kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen.

Literatur

klassisch

biochemisch
variant

morphologisch
variant

hohe Expression von endokrinen
Zelldifferenzierungsmarkern

Strahlensensibilitat

geringe c-myc Genexpression

Feste Zell-Zell-Verbindung

niedrige Effizienz beim Klonieren

niedrige Expression von endokrinen
Zelldifferenzierungs-Markern

relative Strahlenresistenz

hohe Wachstumsrate

erhdhte Expression der MYC —Familie

feste Zell-Zell-Verbindung

niedrige Effizienz beim Klonieren

dem nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom
ahnlich

Amplifikation und erhdhte Expression des c-myc
Onkogens

Patienten weisen ein schlechteres
Therapieansprechen sowie eine kiirzere
Uberlebenszeit auf

lose Zell-Zell-Verbindung
teilweise adharentes Wachstum

erhdhte Effizienz beim Klonieren

Carney et al., 1985
Gazdar et al., 1985
Carney et al., 1983
Morstyn et al., 1984
Goodwin et al., 1983
Little et al., 1983
Nau et al., 1985
Gazdar et al., 1985
Gazdar et al., 1985

Carney et al., 1985
Gazdar et al., 1985
Carney et al., 1983
Morstyn et al., 1984
Goodwin et al., 1983
Carney et al., 1983
Morstyn et al., 1984
Goodwin et al., 1983
Little et al., 1983
Nau et al., 1985
Gazdar et al., 1985
Gazdar et al., 1985

Carney et al., 1985
Gazdar et al., 1985
Gazdar et al., 1981
Little et al., 1983

Radice et al., 1982

Gazdar et al., 1985
Gazdar et al., 1985
Gazdar et al., 1985
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Tab. 8.72: Eigenschaften der Zelllinien H69 und H82 nach (Carney et al., 1985).

BLI CK-BB klassisch /
Geschlecht behandelt DD (E/mg) (pmol/mg) NSE (hg/mg) (ng/mg) variant Literatur
H69 m Ja 240 1,7 817 15921 k Carney et al., 1985
H82 m Ja 0,6 0,2 317 6340 \

BLI = Bombesin-like immunoreactivity, DD = Dopa Decarboxylase, k = klassisch, v = variant, NSE = neuronenspezifische Enolase

Tab. 8.73: Eigenschaften der Zelllinien H69 und OH1 nach (Gazdar et al., 1980).

Tumor- Verdoppelungs- CFE DNA DD Formaldehyd-induzierte Fluoreszenz Neuro- Literatur
entstehung in zeit (%) Index Aktivitat Kein +5-Hydroxy- +Dopa  sekretorische
Nude Mice (h) Additiv L-Tryptophan Granula
H69 Ja 65 2,5 0,97 264 schwach stark stark Ja Gazdar et
al., 1980
OH Ja 70 0,03 1,53 404 schwach stark stark Ja

1

CFE = Anwachsrate (in Agarose), DD = Dopa Decarboxylase
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