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1. Zusammenfassung

Die Identifizierung von tumorspezifischen antigenen Biomarkern konnte eine effektive
Strategie fUr ein Screening von Lungenadenokarzinomen darstellen. In Vorarbeiten
von wissenschaftlichen Teams wurde auf Basis einer proteomischen Analyse von
chirurgisch reseziertem Gewebe von Lungenadenokarzinomen eine Reihe von po-
tentiellen tumorspezifischen Proteinen identifiziert. Eine darauffolgende ,in silico®
Analyse schrankte die Anzahl mdéglicher, im Serum zu findender Tumormarker auf
vier Kandidaten ein. Ziel der Studie meiner ersten Diplomarbeit [1] war es, einen ro-
busten Test-ELISA fiur jedes dieser Antigene zu etablieren und damit Blutproben von
Patienten zu analysieren. Wir konnten einen Kandidaten (Interleukin 18) als potenti-
ellen Marker identifizieren, der in den Blutsera von Krebspatienten signifikant erhoht
war. In dieser Arbeit soll IL-18 in seiner Bedeutung als maoglicher Tumormarker in
unseren Ergebnissen eingehender beschrieben werden.

Zusatzlich soll ein Bogen zum Konnex ,Rauchen und Lungenkrebs® gespannt wer-
den, wie er im Biologieunterricht thematisch gut vermittelt werden kann. Beispiele zur

Stundenplanung sollen hier dargestellt werden.



2. Abstract

The identification of antigenic biomarkers that are tumor-specific could be an effective
strategy for lung adenocarcinoma screening in human sera. In preliminary works by
teams of scientists, proposed novel cancer biomarkers were identified on the basis of
a comprehensive proteome analysis of surgical lung tumor versus healthy tissue re-
sections. A subsequent “in silico” search restricted the number of potential soluble
lung tumor markers to four candidates. The aim of my first diploma thesis [1] was to
establish serum ELISA tests for these antigens and to determine whether they were
specific markers in blood samples of lung adenocarcinoma patients. We were able to
identify one candidate (Interleukin 18) as a potential biomarker, whose amount was
significant higher in the cancer patient sera. In this thesis, the IL-18 findings and re-
sults will be specified in more detail.

Additionally, the connection of “smoking and lung cancer” will be illustrated in the
context of lecture organization in Biology school teaching. A few examples for lecture

holding and presentation will be given.
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3. Wissenschaftlicher Hintergrund

3.1. Bronchial-Karzinome

Lungenkrebs (Bronchial-Karzinom oder Bronchus-Karzinom) ist eine weit verbreitete
Krankheit und eine der Haupttodesursachen in der heutigen Gesellschaft [2]. Speziell
beim Lungenkrebs gibt es einige Hinweise wo ein erhéhtes Risiko fur Menschen ge-
geben sein kann.

Richard Stéger nennt hier einige folgende Faktoren [3]:

- Personen, die viele Jahre taglich 20 Zigaretten und mehr geraucht haben.

- Berufe mit erhdhter Staub- und Abgasexposition (z.B.: Kohlen- und Bergarbeiter,
Chemiearbeiter, Garagenarbeiter und Verkehrspolizisten).

- Chronische Bronchitis oder chronische Lungentuberkulose.

- Vitamin-A-Mangel (mdglicherweise einseitige Kost).

Starke Raucherinnen erkranken im Vergleich zu Nichtraucherlnnen neunmal haufiger
an Lungenkrebs. Des weiteren ist das Passivrauchen bekanntermal3en zweifelsohne
ebenfalls schadigend [3]. Ein Vergleich von Raucherinnen und Nichtraucherlnnen
zeigt einen deutlichen Zusammenhang: 10 von 11 Lungenkrebskranken waren Rau-
cherlnnen [4]. AuBerdem fordert Rauchen die Entstehung von Speiserdhren- Lippen-
Mundhd6hlen- und Kehlkopfkrebs. Der Tabakkonsum steht auch durch die im Mund-
schleim gel6sten und verschluckten Teerstoffe, mit Bauchspeicheldriisen- und Harn-
blasenkrebs sowie Magen- und Zwolffingerdarmgeschwiren in Zusammenhang.

Frihgeburten sind bei Raucherinnen sehr haufig. Die Kinder von Raucherinnen sind



bei der Geburt durchschnittlich leichter im Vergleich zu Nichtraucherinnen-Kindern
und haben auch ein erhohtes Geburtsrisiko [4].

Bronchialkarzinome konnen in zwei Hauptgruppen eingeteilt werden:

1. Nicht-kleinzellige Bronchialkazinome (NSCLC- engl.: ,non-small cell lung cancers®)

2. Kleinzellige Bronchialkarzinome (SCLC- engl.: “small cell lung cancers”).

In den letzten Jahren wurden etliche Entdeckungen und Leistungen in der Tumorfor-
schung erzielt. Relevante Protoonkogene, Tumorsuppressorgene, sowie DNA-
Reparaturgene, welche — typisch fur (Lungen)-Krebs -- abnorm exprimiert werden,
konnten identifiziert werden [5-7].

Ungltcklicherweise werden Bronchialkarzinome héaufig in einem eher fortgeschritte-
nen Stadium diagnostiziert, da diese Krebsart Gber einen langeren Zeitraum meist
symptomlos verlauft. Da man mittels Rontgen und Biopsien das tumordse Gewebe
erst in einem mehr oder weniger deutlich sichtbaren Stadium entdeckt, versucht man
mit einfachen Blutabnahmen, spezielle Marker zu finden, welche das Tumorwachs-
tum frihzeitig andeuten und dadurch eine schnellere Hilfeleistung geboten werden
kann. Aufgrund der Tatsache, dass hier noch reichlich Bedarf an Grundlagenfor-
schung gegeben ist, habe ich in einer zuvor durchgefiihrten Arbeit versucht, fur vier
versprechende Tumormarker wirksame ELISAs zu etablieren. Basierend auf den Er-
gebnissen aus meiner ersten Arbeit [1], scheint nur das IL-18 als prognostischer

Marker fur genauere Analysen in Frage zu kommen.



3.2 Biomarker: Forschung mit Zukunft

Genetische bzw. proteomische Auffalligkeiten in Korrelation mit zyto-histologischen
Befunden sind das Kernthema in der Biomarker-Forschung. Die Anforderungen an
potentielle Tumormarker sollten neben einer hohen Sensitivitat und Spezifizitat, auch
eine sehr frihzeitige Diagnose zulassen, um rasche medizinische Interventionen ge-
wabhrleisten zu konnen. Ein optimaler Tumormarker sollte in Korperflussigkeiten zu
finden sein, welche durch eine einfache nicht-invasive Methode entnehmbar sind [5,
8]. Gut eignet sich hierbei beispielsweise Blut oder Speichel.

Zustimmend kann man zu Hanash et al. sagen, dass ein einziger Biomarker wohl
kaum ausreichende Informationen Uber den jeweiligen Krebstypus und dessen Ver-
laufsform geben kann [8]. Es ist vielmehr ein Zusammenspiel vieler Marker, die eine
Tumorprasenz anzeigen, wenn sie im untersuchten Medium signifikant erhéht sind.
Aufgrund unserer IL-18 Ergebnisse ist ein vielversprechender Ansatz zum Auffinden
eines Tumormarkers geleistet, welcher fiir weitere Studien als mdglicher Bronchial-
karzinom-Marker untersucht werden sollte.

Versuche mit Biomarkern basieren auf den immunologischen Interaktionen zwischen
Antikdrper und Antigenen. Die Auswahl eines geeigneten Immunoassays ist aller-
dings keine einfache Angelegenheit. Einen guten Uberblick zu den verschiedensten
Assay-Methoden kann aus dem Buch ,Immunoassays” von A. Raem und P. Rauch
entnommen werden [9].

Fir unsere Versuchsdesigns schien uns allerdings der ELISA (engl.: ,enzyme-linked
immunosorbent assay“) sehr geeignet. Seine relativ einfache, kostenglnstige und
effiziente Anwendung stellt einen attraktiven nicht-invasiven Test dar, der im Kklini-
schen Alltag gut verwendet werden kann. Der enzymatische Substratumsatz von An-

tikdrper- und Antigen-Koppelung, kann entweder kolorimetrisch, fluorimetrisch oder



luminometrisch nachgewiesen detektiert werden. Besonders beliebt ist der ELISA in
der Diagnostik, weil es mdglich ist, in relativ kurzer Zeit viele Proben unter zeitglei-
chen Bedingungen parallel und mit geringen Mengen an Verbrauchsmittel zu analy-
sieren [9].

Die Antikorper-Antigen-Bindung findet auf der Mikrotiterplatte statt. Direkte ELISAs
bezeichnet mal als solche, die nur eine einfache Antikorper-Antigen-Bindung einge-
hen. Als Sandwich-ELISA wird das Format bezeichnet, bei dem die unterste Schicht
bereits mit einem Antikorper (Primarer Antikorper) pipettiert wurde, dann das Antigen
(Analyt) aufgetragen wird und anschlie3end noch einen Antikérper (Sekundarer Anti-
korper) dartbergeschichtet wird. In unseren Ergebnissen kam klar heraus, dass der
Sandwich-ELISA die bessere Wahl war, nachdem hier h6here OD-Werte erzielt wer-

den konnten. Eine ndhere Beschreibung folgt im Kapitel 5 ,Material und Methoden®.

3.3 Interleukin-18 (IL-18)

Interleukin 18 ist als ein vorentziindliches Cytokin bekannt, welches essentiell fur die
eigene Immunabwehr gegen intrazelluléare Infektionen ist [10]. Es wird von aktivierten
Makrophagen und dendritischen Zellen gebildet und zeigt eine wirksame Interferon
IFN-y induzierte Aktivitat [11], [12], [13]. Die biologische Aufgabe von IL-18 ist die
Aktivitatsforderung von zytotoxischen T-Lymphozyten und natirlichen Killerzellen
[11], [14]. IL-18 induziert auch die Genexpression und Synthese von TNF, IL-1 und
einige Chemokine [10]. IL-18 hat Ahnlichkeiten mit der IL-1 Proteinfamilie [10] in ihrer
Struktur, sowie Funktion und teilt biologische Aktivitaten mit IL-12 [12], [15]. Farjadfar
et al. entdeckten in ihrer Studie, den Zusammenhang zwischen IL-18 Polymorphie

und Lungenkrebs. Es deutete darauf hin, dass IL-18 Polymorphien bei Lungenkrebs
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mitwirken, insbesondere unter Patientinnen und Patienten mit Plattenepithelkarzi-
nom. Farjadfar et al. beschrieben signifikante Unterschiede im IL-18-607 Allel und
Genotypaufteilung zwischen 73 Lungenkrebspatientinnen und -patienten und Kont-
rollgruppe. Weitere Studien mit einer gro3eren Kohorte an Patientinnen und Patien-
ten sind notwendig, um einen moglichen Zusammenhang zwischen IL-18 Polymor-

phismen und verschiedenen histologischen Lungenkrebstypen zu bestatigen [16].

Grafik 1: Computeranimierte molekularbiologische Struktur des humanen Interleukin 18 [17].

Kato et al. reproduzierten die biochemische Struktur des humanen IL-18. Es faltet sich in
eine B-Kleeblatt Struktur, welches dem IL-1 sehr &hnlich ist. Die Struktur gibt Aufschluss Uber

Rezeptoraktivierungsvorgange auf molekularbiologischer Ebene im Korper.
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Troseid, Seljeflot und Arnesen zeigten in ihrer Studie eine Grafik (siehe Grafik 2),

welche die Regulation und biologischen Wirkung von IL-18 reprasentieren soll [18] .

IL-18 gene

IL-18 BP

Caspase-1

Pro-IL-18 NS Active |L-18

Inactive
IL-18 + IL-18 BP

IL-18R

+|L-2 . +|L-12 I @

Biological
IFN-y —) o 05'C

effects

Grafik 2: Regulation und biologische Wirkung von 1L.-18 [18].

Die Grafik beschreibt den Wirkungsmechanismus von IL-18, beginnend beim IL-18 Gen bis

hin zu seiner biologischen Wirkungsweise.

Der Wirkungsmechanismus zeigt zuerst das Cytokin, welches als ein Vorlaufer (Pro-
IL-18) ausgedruckt ist. Es ist inaktiviert bis es von dem Enzym Caspase-1 gespalten
wird. Das ausgeschiittete IL-18 ist gebunden und wird vom IL-18 BP (binding protein)
inaktiviert. Nur das freie Bruchstlick kann eine Signaltransduktion mittels B-Kette des
IL-18 Rezeptors (IL-18R) hervorrufen. Der biologische Einfluss ist abhdngig vom Mi-

lieu des Cytokins. IL-18 koénnte in Kombination mit IL-2 eine Th2 Antwort und ge-
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meinsam mit IL-12 eine Th1l Antwort bewirken. Daraus folgt eine IFN-y Produktion,
die z.B.: eine zentrale Eigenschaft von arteriosklerotische GefalRerkrankungen ist

[18].

4. Zielsetzung

Aus den Vorarbeiten meiner ersten Diplomarbeit, konnten mit vier Antigenen (CYGB,
IL-18, MSLN und MUCS5B) verschiedene ELISA Etablierungsversuche durchgefiihrt
werden. Aus den entnommenen Blutproben von Lungenkrebspatientinnen mit
Adenokarzinomen, konnten wir die Test-Etablierungen zun&chst mit kommerziell er-
worbenen Antigenen und Antikorpern durchfiuhren um dann schliel3lich zu den
Blutsera Giberzugehen.

Aus den genannten vier Antigenen konnten wir nur mit IL-18 ein signifikantes Ergeb-
nis erzielen, welches in dieser Arbeit ndher beschrieben werden soll. Die anderen
Etablierungs- versuche,- schemata und Ergebnisse sind in meiner ersten Arbeit [1]
ausfihrlich einzusehen. Desweiteren soll ein Bogen als Uberleitung zu einer Unter-
richtseinheit im Schulfach ,Biologie- und Umweltkunde® zum Thema ,Rauchen und
Lungenkrebs® gespannt werden. In dieser Arbeit sind Grundlagenforschung sowie

ein fachdidaktischer Schwerpunkt miteinander verknupft.
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5. Material und Methoden

5.1 Verwendete Reagenzien

Folgende Puffer sowie Lésungen wurden in den IL-18 Etablierungsvorarbeiten (Test-

ELISAs) und ELISA-Versuchen mit den Sera verwendet [1]:

1 Liter 10 * Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

5.244 g NaH,PO4 * H,0O

28.83 g Na;HPO4 * 2H,0

Destilliertes Wasser wurde auf 1 Liter aufgefullt und auf einen pH von 7.4 ab-

gestimmt.

1 Liter 1 * Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
100 ml 10 * PBS

Destilliertes Wasser wurde auf 1 Liter aufgefullt.

1 Liter 0.2 % Phosphatgepufferte Salzldsung + Tween 20 (PBST)
100 ml 10 * PBS
2 ml Tween 20

Destilliertes Wasser wurde auf 1 Liter aufgefullt.
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1 Liter Karbonatpuffer

1.59 g Na,COs

2.93 g NaHCOs3

0.20 g NaNs3

Destilliertes Wasser wurde auf 1 Liter aufgefillt und auf einen pH von 9.0-9.6

abgestimmit.

1 Liter Waschpuffer
1000 ml 1 * PBS

0.5 ml Tween 20

1 Liter 10 * Tris gepufferte Saline (TBS)

24.59 Tris

80.0 g NaCl

Destilliertes Wasser wurde auf 1 Liter aufgefullt und auf einen pH von 7.6 ab-

gestimmt.

% Liter Blockierpuffer
5 g (1%) Rinderalbumin (BSA)
0.5 ml Tween 20

1 * PBS wurde auf 500 ml adjustiert.

1 Liter Assaypuffer
5 g (0.5%) Rinderalbumin (BSA)
0.5 ml Tween 20

1 * PBS wurde auf 1000 ml adjustiert.
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3,3',5,5"-Tetramethylbenzidin (TMB) — Substratldsung
50 ul der Lésung wurden in jedes Napfchen tbertragen um die Farbreaktion

hervorzurufen.

3,3",5,5"-Tetramethylbenzidin (TMB) — Stopl6sung
50 ul der Lésung wurden in jedes N&apfchen tbertragen um die Farbreaktion

zu stoppen.

1 Liter ELISA-Farbpuffer
51 g C6 Hs O7 *Hzo
9.15 g Naz HPO4* 2H,0

Destilliertes Wasser wurde auf 1 Liter aufgefullt.

Fur eine Platte: ELISA Reaktionspuffer mit Phenylendiamin
6 mg Phenylenediamin

15 ml Farbpuffer

6 ul (30%) H,O, kurz vor dem Pipettieren hinzufiigen

100 pl in jedes Napfchen pipettieren

Stoplésung fur Reaktionspuffer

50 pl 8N H; SO4 wurden schnellstmdglich in jedes Napfchen pipettiert, um die

Reaktion zu stoppen.
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Wahrend der Etablierungsphasen wurde ein IL-18 Kit von der Firma Bender
MedSystems® bestellt, welches folgende Reagenzien beinhaltete (siehe erste Dip-

lomarbeit [1]):

e Fir 10 Assays: Standard Protein (S): BMS267/2MSTS
e Primarer Antikérper (CA): BMS267/2MSTCA

e Verdinnungslésung (SD): BMS267/2MSTSD

e Biotin-Konjugat (BK): BMS267/2MSTBK

e Streptavidin-HRP (PK): BMS267/2MSTPK

Die ELISA-Platten wurden {ber Synergy HT BIO-TEC® ausgewertet und die OD-

Werte mittels Microsoft Excel statistisch ausgewertet.

5.2 Methoden

5.2.1 Etablierungsversuche von IL-18 ELISASs

In den Etablierungsversuchen wurden kommerziell erwerbliche Antigene und Anti-
korper bestellt um zunachst mit den Direkten ELISAs und in weiterer Folge mit
Sandwich ELISAs zu arbeiten. Ein IL-18 ELISA Kit wurde ebenfalls verwendet. Fol-

gende Tabellen (Tabelle 1 und 2) zeigen die verwendeten Produkte und Firmen [1]:
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Rekombinantes Protein

(Everest Biotech)
IL-18

Anti-IL-18

(Ziege)

(Everest Biotech)

Polyklonaler Antikérper

IL-18 Modul Set

(Bender MedSystems®)

siehe Tabelle 2

Katalognummer
EBP09393

EB09393

Katalognummer

Konzentration

100 pg trockenes Peptid

0.5 pg/ul

Konzentration

Aminosauresequenz
C-NPPDNIKDTKSDI

Aminosauresequenz
C-NPPDNIKDTKSDI

Tabelle 1: Ubersicht zu den verwendeten IL-18 Antigenen und Antikdrpern

Da die Versuche mit dem Direkten ELISA bei IL-18 zu nicht besonders signifikanten

Ergebnissen fuhrten, bestellten wir einen fertigen Kit von der Firma Bender

MedSystems® welches folgende Reagenzien beinhaltete:

Standard Protein

(S)
IL-18

Priméarer Antikor-
per (CA)
Monoklonaler Anti-

korper (Mensch)

Biotin-Konjugat
(BK)
Monoklonaler Anti-

korper (Mensch)

Streptavidin-HRP
(PK)

Konzentration
100 ng/mi
Gefriergetrocknetes

Protein

Konzentration
Flaschchen

1.1
100 pg/ml

ml)

Konzentration

Flaschchen 55 pl

Konzentration
22 i

Tabelle 2: Ubersicht zum IL-18 ELISA Kit (Modul Set) von der Firma Bender MedSystems®
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Nachfolgend ist die Liste mit den verwendeten Reagenzien zur IL-18 ELISA Ver-

suchsreihe [1]:

9)
h)
i)
)
K)

1)

Rekombinantes Protein (siehe Katalognummer: EBP09393)
IL-18 Antikorper Ziege (siehe Katalognummer: EB09393)
IL-18 Standard Protein (siehe Kit)

Primarer Antikdrper (siehe Kit)

Anti-pyruvat Oxidase (POX) Antikorper Ziege

Biotin Konjugat (siehe Kit)

Streptavidin-HRP (siehe Kit)

Blutserum Verdinnungen

Assaypuffer

Blockierpuffer

Karbonatpuffer

1 * Phosphatgepufferte Salzldsung (PBS)

m) 0.2% Phosphatgepufferte Salzldsung + Tween 20 (PBST)

n)
0)
P)
q)
Y

Waschpuffer

ELISA Reaktionspuffer mit Phenylendiamin

8N H; SO,

3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB) — Substratlésung

3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB) — Stoplésung
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Das folgende Testprotokoll beschreibt die Versuchsanordnung fir die Etablierungen

von Direkten IL-18 ELISAs sowie auch Beschreibungen zum Modul Set (Kit) von

Bender MedSystems®.

Nachdem das rekombinante IL-18 Protein geliefert wurde, teilten wir es in
kleinere Rohrchen zur Portionierung auf und frierten diese bei -80 °C ein um
ein unnotiges Auftauen grof3er Mengen zu vermeiden.

Um eine optimale Standardverdinnungsreihe zu erzielen, verdiinnten wir die
Stamml6sung. Die Verdinnungsreihe des Proteins lag zwischen 250 ng/ml
und 0.07 ng/ml.

Bevor wir die geometrische Verdunnungsreihe etablierten, wurde das IL-18
meist in Karbonatpuffer oder 1 * PBS gemischt. Pro Napfchen wurden 100 pl
pipettiert. Als Negativkontrolle wurden die betreffenden Napfchen nur mit je-

weils Assaypuffer bzw. 1 * PBS gefullt.

Um mit den Ergebnissen sensitiver zu werden, wurde auf das Sandwich ELI-
SA System umgestellt. Hierbei wurde ein Modul Set (Kit) von Bender
MedSystems® bestellt und angewandt. Nachdem die Lieferung eintraf, wur-
den die Reagenzien wieder in Flaschchen aliquotiert und bei -20 °C gefroren
aufbewahrt. Die meisten Reagenzien die fir diese ELISA Versuche nétig wa-
ren wurden in dem Kit beigelegt. Ein paar Puffer konnten wir unabhéngig her-

stellen.

Ublicherweise wurde der Priméare Antikorper (CA) 1:250 in 1 * PBS verdunnt.
100 pl wurden in jedes Napfchen pipettiert. Anschlieend wurde eine Klebefo-

lie Uber die ELISA Platten gezogen und Uber Nacht bei 2 °C belassen.
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Am nachsten Tag wurden die Platten mit 400 ul Waschpuffer gewaschen. Um
Reste des Waschpuffers zu entfernen, wurden die Platten leicht mehrmals auf
ein Papiertuch geklopft. In jedes Napfchen wurde 250 pl Blockierpuffer
pipettiert und bei Raumtemperatur 1 Stunde inkubiert. Weitere 2 Mal wurden

die Waschgange durchgefuhrt.

Als die humanen Serumproben zum Einsatz kamen, wurde eine Verdinnungs-
reihe von 1:2 bis 1:500 als Optimum befunden. Die Sera wurden in der Ver-
dunnungslésung (SD) von Bender MedSystems® verdinnt. 100 ul der Lo-
sung mit Sera wurden in jedes Napfchen gefillt und tber Nacht bei 2 °C be-
lassen. Am darauffolgenden Tag wurden die Platten wieder 4 Mal gewaschen.
250 pl Blockierpuffer wurden in die Napfchen Ubertragen und fir 1 Stunde bei

Raumtemperatur belassen.

Das Biotin Konjugat (BK) von Bender MedSystems® wurde in Assaypuffer
verdinnt. Die Verdunnung reichte von 1:500 bis 1:32000. Weiters wurden
50 ul in jedes Néapfchen pipettiert und 1 Stunde bei Raumtemperatur belassen.

6 Waschdurchgange wurden durchgefinhrt.

Anti-pyruvat Oxidase (POX) Antikorper Ziege bzw. Streptavidin-HRP wurde in
Assaypuffer vorbereitet. Der Verdunnungsfaktor war 1:4000 oder 1:5000.
100 pl wurden davon in jedes Napfchen pipettiert und fur 1 Stunde bei Raum-

temperatur belassen. 6 Waschdurchgange wurden durchgefihrt.

21



1)

2)

Es wurden folgende zwei unterschiedliche Methoden zur Visualisierung der

Enzymreaktion verwendet:

Ein ELISA Reaktionspuffer mit Phenylendiamin (siehe Material und Methoden
— verwendete Reagenzien) wurde vorbereitet. 100 pl der Losung wurden
rasch in jedes Napfchen pipettiert und bei Raumtemperatur fur ca. 10 min
belassen. Danach wurden 50 ul 8N H, SO, beigemengt um die Farbreaktion
zu beenden. Mit dem ELISA plate reader konnte die Farbintensitat bei 490 nm

und 630 nm abgelesen werden.

Alternativ zur vorherigen Vorgehensweise wurde auch TMB Substrat
verwendet. 6 Waschdurchgange folgten und 50 pl TMB-Substratldsung
wurden rasch in jedes Napfchen pipettiert und bei Raumtemperatur fir ca. 10
min belassen. Direkte Lichteinstrahlung wurde vermieden um die Reaktion
nicht falschlich zu beeinflussen. Danach wurden 50 pl TMB-Stopldsung
beigemengt um die Enzymreaktion zu beenden. Mit dem ELISA plate reader

konnte die Farbintensitat bei 450 nm abgelesen werden.
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5.2.2 Blutproben

Da bei einer Resektion von Adenokarzinomen viel Gewebematerial anféllt, kdnnen
Chirurgen, Biochemiker, Molekularbiologen etc. aus dem Material verschiedenste
Informationen erhalten und eventuell neue Krebsmarker identifizieren. Aufgrund der
reichlich vorhandenen Gewebeproben wurde diese Studie gestartet.

Die Studie wurde durch die zustandige Ethikkommission unter der Nummer
(Proposal EK no. 395/2005) genehmigt. Durch die Kooperation mit unserem Klini-
schen Partner wurden 20 Blutproben aus Patientinnen, die unter einem
Lungenadenokarzinom litten, abgenommen. Die Proben wurden frisch zu uns gelie-
fert und umgehend bearbeitet. Zuvor wurden die Proben durch die Kliniker numme-
riert und dokumentiert bevor sie bei uns eintrafen. Vor der Blutabnahme erhielt kein/e
PatientIn eine pharmakologische Behandlung, Anasthesie oder operativen Eingriff.
20 Blutproben wurden von einer gesunden Kontrollgruppe entnommen um potentielle
Unterschiede zu den Patientinnen zu erforschen. Die Patientinnen, welche zur Blut-
gewinnung teilnahmen, gaben vorher eine schriftliche Einverstandniserklarung ab um
den ethischen Anforderungen gerecht zu werden. Es wurde ca. 5-10 ml vendéses Blut
entnommen und sofort mit 1:10 mit dem Proteaseinhibitor Trasylol verdiinnt, um die
Fibrinolyse zu hemmen. Die R6hrchen wurden durch den klinischen Parther numme-
riert. Zusatzinformationen Uber Alter, Geschlecht und Tumorstadium kénnen in Ta-
belle 3 eingesehen werden. Im Labor wurden die Blutproben koaguliert und fir 10
min bei 3000 rpm zentrifugiert. Das reine Serum wurde in frische Rohrchen transfe-

riert und bei 4 °C gelagert.
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5.2.3 Statistische Datenauswertung

Die optische Dichte (OD-value) wurde mittels Microsoft Excel Version 2003 ausge-
wertet. Der Mittelwert und Standardabweichung wurden errechnet. Die Signifikanz
zwischen den beiden Gruppenunterschieden wurde mit dem t-Test ermittelt. Ein P-

Wert von < 0.05 gilt als biologisch signifikant.

6. Ergebnisse
6.1 Patientenubersichtstabelle

In nachfolgender Tabelle (Tabelle 3) kdbnnen jene Personen eingesehen werden, die
in unseren ELISA Versuchen verwendet wurden. Bei den Krebspatienten waren 14
weiblich und 4 mannlich. Nachtraglich wurden allerdings 2 Personen aus der Liste
entfernt, da P8 spater als ein Plattenepithelkarzinom identifiziert wurde. P 14 wurde
exkludiert, da die Pathologen doch kein Lungenadenokarzinom feststellen konnten.
Das Durchschnittsalter der Patientinnen betrug 60.3 Jahre. Die gesunde Kontroll-
gruppe bestand aus 15 Frauen und 5 Mannern. Das Durchschnittsalter dieser betrug

33.45 Jahre. In der Patiententabelle ist das Tumorstadium angegeben.
3 Parameter (T,N,G) wurden aufgelistet [1]:

o T: Ist die GroRRe des urspriinglichen Tumors und gibt an, ob umliegendes Ge-
webe ebenfalls betroffen wurde. Die Einteilung erfolgt in TO-T4. TX zeigt kei-

nerlei Anzeichen fiir das Vorhandensein eines Primartumors.
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o N: Beschreibt den Grad (NO-N3) der Entfernung des Tumors zu regionalen
Lymphknoten.

o G: Bezeichnet die Abgrenzung bzw. Ausdifferenzierung des tumortésen Ge-
webes. Unterschieden wird zwischen G1-G4. G1 ist eine noch gute Abgren-
zung. G4 zeigt an, dass das Tumorgewebe pathologisch schon deutlich vom
gesunden Gewebe zu unterscheiden ist.

Patien- Ge- Al-  Tumorgré- Tumorstadi- Tumor- Kontrol- Ge- Al-
ten Nr. schlecht ter e um grad len Nr. schlecht ter
T N* G*S

P1 w 58 T2 N2 / C1 w 22

P2 m 55 T2 NO / c2 m 28

P3 w 53 Tl NO G1 C3 w 38

P4 w 70 T2 NO G2 C4 w 27

P5 w 71 Tl N2 G1 C5 m 52

P6 w 65 Tl N2 G1 C6 m 31

P7 w 71 T3 NO G1 c7 w 23

P8 m 72 T3 NO / cs w 27

P9 w 67 T1 N1 G2-3 C9 w 23

P10 w 60 T2 NO G2 C10 w 23

P11 w 35 TX N2 G2 c11 w 23

P12 w 70 T4 N2 G1 C12 w 39

P13 w 64 Tl N2 G1 C13 w 42

P14 m 70 TX N1 - Ci14 w 59

P15 m 64 T1 NO G1 C15 m 53

P16 w 57 T1 NO G1 C16 w 55

P17 w 49 T2 NO G3 C17 m 30

P18 m 51 T1 NO / ci18 w 27

P19 m 51 Tl NO / C19 w 23

P20 w 54 Tl N2 / C20 w 24

Tabelle 3: Tabelle der Patientinnen- und Kontrollgruppe [1]

Die Nummerierung der Personen wurde auch so in meinen Experimenten eingesetzt. Stich-

tag der Alterserhebung war der 31.12.2010.
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6.2 Interleukin 18 Versuchsreihen

6.2.1 Versuch mit Direktem ELISA - verschiedene Antikdrperver-

dinnungen

Wir versuchten zu Beginn die optimale Konzentration von Antikérper und rekombi-
nantem Protein fur die weitere Verwendung zu ermitteln. Eine schachbrettartige
Titrierung der Mengen eignet sich besonders gut um die Verdinnungsreihen in sinn-
vollerweise einsetzen zu kbnnen um ein signifikantes Signal in der quantitativen Ana-
lyse beim ELISA zu erzielen. Bei 250 ng/ml wurde die Antigenverdinnung gestartet
und bei 15.6 ng/ml beendet. Der zunachst verwendete Antikérper von Everest Bio-
tech (siehe Material und Methoden) startete bei einer Verdinnung von 1:500 und
darauffolgende 1:1 Verdinnungen wurden hergestellt. Der Sekundare Antikdrper
(POX) wurde 1:4000 verdunnt.

Aus der Grafik (siehe Grafik 3) kann abgelesen werden, dass eine optimale Antigen-
konzentration zwischen 250 ng/ml und 125 ng/ml, bei einer Antikérperverdinnung
von 1:500 — 1:1000. Alle anderen Werte waren zu niedrig um sie fur weitere Experi-
mente anzuwenden. Die Negativkontrolle - welche nur Pufferldsung enthielt - zeigte
deutlich, dass keine Storfaktoren den Bindungsprozess von Antigen oder Antikorper

beeinflussten.
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Antikorper-Verdinnungsreihen mit IL-18
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Grafik 3: Verdiunnungsreihe der Antikorper mit IL-18 [1]

In der Grafik kdnnen die verschiedenen Antikdrper- und Antigenverdiinnungsreihen gut ab-

gelesen werden, um die optimale Konzentration dieser im ELISA zu detektieren.

6.2.2 IL-18 Versuch mit Bender MedSystems® Modul Set und Se-

rumproben [1]

Im konkreten Sandwich ELISA Versuch mit allen Serumproben hielten wir uns an das
vom Hersteller vorgeschlagene Testregime und verwendeten alle Reagenzien des
Modul Sets. Die Verdinnungsreihe der Standardkurve (siehe Grafik 4) startete bei 5
ng/ml und endete bei 0.07 ng/ml. Die Seraverdinnung von 1:2 erschien uns nach
wie vor passend, nachdem hier die besten OD-Werte erzielt werden konnten. Die
Positivkontrolle zeigte einen kontinuierlichen Verlauf und funktionierte somit tadellos.
Die Negativkontrolle - welche nur Pufferlésung enthielt - zeigte deutlich, dass keine

Storfaktoren den Ablauf beeinflussten.
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Standardreihe
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Grafik 4: Standardreihe mit IL-18 [1]

Die Grafik zeigt einen optimalen Verlauf. Die Negativkontrolle enthielt nur Puffer. Die Stan-

dardreihen-Verdinnung wurde auf der selben ELISA Platte neben den Sera pipettiert.

Serum-Sandwich ELISA von IL-18
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Patienten (P) und Kontrollen (K)

Grafik 5: Sandwich ELISA mit allen Serumproben [1]

Die Grafik zeigt die Patientensera (P) und die Kontrollgruppe (K) auf einer ELISA Platte. Der

"blank” diente dabei als Negativkontrolle und enthielt nur Pufferlésung.
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In der Grafik 5 ersichtlich, zeigt es die Ergebnisse des Sandwich ELISA mit dem
Modul Set von den Patienten und der Kontrollgruppe. Die Negativkontrolle

funktionierte einwandfrei durch ihr niedriges Level.

Weiters, wurde eine t-Test Analyse durchgefiihrt, um die Statistik zwischen den
Patienten und Kontrollen exakter darzustellen. Grafik 6 zeigt den durchschnittlichen
OD-Wert der beiden Gruppen. Der korrespondierende p-Wert lag bei 0.000047. In
der Abbildung ersichtlich, sind die IL-18 Werte bei den Patientinnen signifikant
erhoht, im Gegensatz zu der gesunden Kontrollgruppe. Basierend auf dieser
Tatsache, kann angenommen werden, dass IL-18 ein potentieller Kandidat fur

Biomarker sein konnte.

t-Test Auswertung von IL-18
0,6

0,5

04 -

0,3 -

OD-Wertbei [450 nm]

Patienten Kontrollgruppe

Grafik 6: t-Test Analyse mit Patienten und Kontrollen [1]

Die durchschnittlichen IL-18-Werte waren bei den Patientensera signifikant erhoht.
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7. Zusammenfassung und Fazit

Bereits in der vorigen Diplomarbeit [1] wurden 4 potentielle Biomarker auf ihre mogli-
che Fahigkeit zur Friherkennung von Bronchialkarzinomen hin getestet. Jene Marker
wurden aus vorangegangener chirurgischer Resektion ermittelt, da sie eine mogli-
cherweise hohe Préasenz in humanem Serum haben kdnnten, wenn sie von Patien-
tinnen mit Lungenkrebs stammten. In Analysen konnte nur das Interleukin 18 als sig-
nifikant erhoht identifiziert werden, daher wurden die Ergebnisse dieses Markers ein-

gehender in der vorliegenden Arbeit dargestellt und prasentiert.
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7.1 Tumormarker im Serum

Tatsache ist, dass eine Friherkennung und somit auch schnellere Behandlung bei
Lungenadenokarzinomen die Todesrate stark reduziert werden kdnnte. Lungenrént-
gen, Screenings und Bronchialnadelbiopsien haben ihre praktischen Grenzen. Die
Entwicklung von schnellen, zuverlassigen und nicht-invasiven Methoden zur Tumor-
marker-Friherkennung wurde einen grof3en Fortschritt auf dem Gebiet bedeuten.
Aus den Ergebnissen der ersten Diplomarbeit konnte nur IL-18 als mdglicher prog-
nostischer Marker identifiziert werden. Die Ergebnisse wurden hier zusammengefasst

und eingehend dargestellt.

7.2 ELISA Verfahren mittels Bender MedSystems® IL-18
Modul Set

Der ELISA ist eine der bekanntesten und effizientesten Methoden Proteine in biologi-
schen Fluiden fur klinische Analysen zu verwenden. Die Methode beruht auf dem
einfachen Prinzip der spezifischen Bindungsvorgange zwischen dem Antigen und
dem dazugehdrigen Antikorper. Die anschlieRende kolorimetrische Erkennung zur
Auswertung gibt Aufschluss Uber eine direkte Korrelation der OD-Werte in einem
Spektralphotometer der Konzentration der gebundenen Antigene. Die Sensibilitat
dieser Methode kann sehr hoch sein. Der ELISA ist eine relativ gliinstige Methode,
sowie schnell in der Durchfiihrung. Weiters sind auch keine vorhergehenden Tren-
nungsverfahren der biologischen Substanzen notwendig. Es kdnnen auch viele ver-
schiedene Antigene in einem Ansatz detektiert werden, was sich als sehr praktisch
fur schnelle und diverseste Analysen im Laboralltag erweist. Um den mdglicherweise

raschen Abbau von Plasma- bzw. Serumproteinen entgegenzuwirken, fligten wir den
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Proteasehemmer Trasylol hinzu, um den Prozess der Fibrinolyse und den Protein-
abbau zu verhindern [19]. Wahrend unserer Arbeitsphase bemerkten wir keinerlei
Instabilitat bei den Signalwerten, was darauf schlie3en lasst, dass keine Abschwa-
chung unserer Ergebnisse auftrat. Auf Grund dessen kann angenommen werden,
dass unser ELISA eine robuste Methode ist, wenn grof3ere Mengen an Blutproben
aus der taglichen Routine dafir verwendet werden.

Die Verwendung des Modul Sets von Bender MedSystems® war eine ausgespro-
chen hilfreiche Methode um schnell zuverlassige und positive Testergebnisse fur IL-
18 in den Patientensera zu detektieren. Wohlwissend, dass die Cytokinkonzentration
in  Korperflussigkeiten eine relativ  kurze Halbwertszeit haben, kdnnen
Cytokinmessungen im Plasma bzw. Serum sehr sensibel sein. Besonders dann,
wenn sie Uber einen langeren Zeitraum gelagert wurden. Bei unseren IL-18 ELISAs
wurde keine Unbestandigkeit in den Signalen beobachtet. Alle Proben wurden gleich

behandelt und tber einen gleichen Zeitraum gelagert.

7.3 Bewertung der Ergebnisse

Anzumerken ist, dass es sich bei diesen Ergebnissen natirlich nur um eine Moment-
aufnahme der IL-18 Levels im humanen Serum handelt. Daraus kann nicht direkt auf
die zellulare Ebene geschlossen werden. Deshalb ist der Ausgangspunkt zur Bildung
von IL-18 nicht ganz geklart. Es kdnnte mdglicherweise auf eine starke Entziindungs-
reaktion des Immunsystems auf den Tumor zuriickzufiihren sein, oder ein Entzin-
dungsprozess vom Tumor selbst, wenn er versucht Krebszellen zu regulieren. Inte-
ressanterweise weist unsere IL-18 Studie einen signifikant erhéhten Level von IL-18

in Sera von Patientinnen und Patienten mit Lungenkrebs auf. Es muss in unserer
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Untersuchung auch unbedingt hingewiesen werden, dass es grof3ere Altersunter-
schiede zwischen den Patientinnensera und den Kontrollsera zum Zeitpunkt der Ab-
nahme gegeben hat. Das Durchschnittsalter bei den Patientinnen lag bei 60.3 und
bei der Kontrollgruppe bei 33.45 Jahren. Basierend auf aktueller Literatur zu IL-18
gibt es sehr wohl auch einen Zusammenhang zwischen dem Anstieg von IL-18 im
Blut und ansteigendem Alter [20], [21]. Es muss demnach die Mdglichkeit diskutiert
werden, dass sich bei unseren Patientinnen und Kontrollen aus diesem Grund signi-
fikant hohere IL-18 Werte bei den Patientinnensera ergeben haben, da diese einer
hoheren Altersklasse angehdrten. Ein weiterer Faktor sollte bertcksichtigt werden,
dass es potentiell auch Unterschiede zwischen Mannern und Frauen gibt. Eine Er-
weiterung der Kontrollkohorte durch altere Personen, sowie genauere Analysen be-
treffend Geschlechtsunterschiede, muss zukinftig noch untersucht werden. In einer
aktuellen Studie von Harms et al. [22] wurde auch der Zusammenhang von Diabetes
Typ 1 (Jugenddiabetes) mit hoheren IL-18 Blutwerten beschrieben. Das Blutplasma
von Jugendlichen wurde mit einer Kontrollkohorte verglichen. Es konnte herausge-
funden werden, dass die IL-18 Werte von Diabetikerlnnen signifikant erhoht waren.
Zusatzlich fanden die Forscher heraus, dass IL-18 und IL-BP (binding protein) positiv
mit den Glykohamoglobin HbAlc Werten der Diabetikerinnen korrelierte. Man folgert
daraus, dass es eine potentielle Verbindung zwischen IL-18 und der Stoffwechsel-
einstellung von Patientinnen mit Diabetes Typ 1 gibt. SchlieRlich beobachteten
Harms et al. eine signifikante Zunahme der IL-18 Proteinexpression der Typ 1 Pati-
entinnen innerhalb der Langerhans‘schen Inselzellen der Bauchspeicheldrise. Diese
Ergebnisse kdnnten weiter Aufschluss Uber die Rolle von IL-18 in Typ 1 sowie Typ 2
Diabetikerlnnen geben [22]. Auch andere Studien belegen den Zusammenhang von
erhohten IL-18 Expressionen bei Vorliegen der Typ 2 Diabetes mellitus Erkrankung

[23], [24], [25].
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Weiters zu berlcksichtigen sind Studien, die belegen dass bei Adenomyose (Unter-
form der Gebarmuttererkrankung Endometriose) [26], Hashimoto Thyreoiditis [27],
sowie Alzheimer-Krankheit [28] ebenfalls eine Uberexpression von IL-18 zu beobach-
ten ist. Auch wird IL-18 mit Ubergewicht [18], [29], [30], [31], [32], Insulinresistenz
(siehe Diabetes) [23], [33], Bluthochdruck [34], Fettstoffwechselstorungen [29],[31],
sowie dem metabolischen Syndrom [35] in Zusammenhang gebracht [18].

Zusatzlich versuchten wir einen Zusammenhang zwischen den Ergebnissen und den
klinischen Parametern herzustellen und aufzuzeigen. Uberraschenderweise entdeck-
ten wir sehr hohe OD-Werte bei den Sera P1, P6 und P11. Der Tumor selbst zeigte
eine unterschiedliche GroéRenauspragung, aber alle 3 hatten einen N2 Status. Eine
vorsichtige Interpretation dieses Sachverhaltes ware, dass die IL-18 Konzentrationen
dann hoher sind, wenn die Patientinnen und Patienten bereits eine fortgeschrittene
Metastasierung in den Lymphknoten haben.

Selbstverstandlich sollten noch weitere Testreihen durchgefuhrt werden, um zu kla-
ren ob diese beobachtete Erscheinung den Vermutungen entspricht oder nicht.

Es ist sinnvoll unser optimiertes Testprotokoll mit einer grof3eren Kohorte von Patien-
tinnen durchzufuhren, um noch signifikantere Resultate zu erlangen. Falls es mdglich
wird, den Tumorstatus mit der Menge an Tumormarker im Serum zu korrelieren,
konnen die vorliegenden Ergebnisse dieser Arbeit sowie der ersten Diplomarbeit [1]
als Ausgangslage herangezogen werden. Es gibt eine ganze Reihe an Tumormar-
kern, die das Potential haben, eine geeignete Friherkennung bei Lungenkrebs zu

zeigen. IL-18 ist eine gute Basis fur weitere Studien in diesem Zusammenhang.
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8. Lehramtsspezifischer Hintergrund zum The-

ma Rauchen und Suchtpravention

In diesem Abschnitt der Diplomarbeit soll nach dem 1. Teil Gber die Grundlagenfor-
schung zu Lungenkrebs, noch zuséatzlich auf schulische bzw. lehramtsspezifische
Inhalte ausgeweitet und eingegangen werden. Wie bereits eingangs erwahnt, ist
Lungenkrebs eine weit verbreitete Krankheit und eine der Haupttodesursachen in der
heutigen Gesellschaft [2]. Die Prognosen einer italienischen Studie von Malvezzi et
al. besagt, dass in ein paar Jahren der Lungenkrebs zumindest bei Frauen an erste
Stelle der Todesursachen riucken wird. Sogar vor Brustkrebs [36]!

Tabakkonsum wird als weltweit grof3ter Risikofaktor fir Krebs angegeben. In ,Tobac-
co Control Country Profile (2™ Edition)* nachzulesen, ist in den USA der Konsum fiir
30% der 15 durch Krebs verursachten Todesfélle verantwortlich, bei Mannern und
Frauen gleichermafen [38-39]. Studien, die Lungenkrebs und andere Krebsarten
vergleichen, lassen vermuten, dass der Anteil an tabakassoziierten Karzinomen bei
Mannern in Osterreich und Deutschland doppelt so hoch ist [40].

Der Hauptinhaltsstoff von Zigaretten ist Nikotin, welches durch Inhalation sehr schnell
Uber die Lunge aufgenommen wird und einen Konzentrationsanstieg im Gehirn in-
nerhalb weniger Sekunden bewirkt. Die Wirkung ist mit einer intravendsen Applikati-
on vergleichbar. Das nun im Blutkreislauf befindliche Nikotin wirkt an nikotinergen
Acetylcholinrezeptoren (nAChR) im Gehirn und der Peripherie [41]. Nikotin bewirkt im
Gehirn die Ausschittung diverser Neurotransmitter wie z.B.: Glutamat, GABA,
Acethylcholin, Noradrenalin und Dopamin [42], [41], [38].

Zigarettenkonsum ist allerdings nicht nur mit verschiedenen Lungenkrebsarten zu

assoziieren, sondern stellt auch einen bedeutenden Einflussfaktor bei der Entste-
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hung von anderen bdsartigen Krebserkrankungen dar [43], [44]. (In Tabelle 4 ersicht-

lich).
Zielorgan Relatives  Risiko Attributables Risiko
(RR) bei Rauchern Minner Frauen
Lunge 20 (Manner) 85% 45%
15 (Frauen)
Kehlkopf 10 65% 30%
Mundhohle wund| 5 40% 10%
Pharynx
Speiserohre 5 45% 10%
Harnblase 3 35% 15%
Niere 2 40% 5%
Pankreas 2 30% 10%
Leber 2-3
Magen 2-3
Cervix uteri 2
Nasenhaupt-, 2-3

-nebenhohle

Tabelle 4: Tabelle mit assoziierten malignen Krebserkrankungen aufgrund von Tabakrauch

[43], [44].
Die Tabelle zeigt das relative Risiko (RR) von Raucherinnen, an einem bosartigen Tumor zu

erkranken.
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Herold et al. haben den Zusammenhang von Dauer und Ausmal} des Zigarettenkon-
sums, welche malR3geblich das Lungenkrebsrisiko bestimmen folgendermal3en dar-
gestellt: ,Entscheidend fur die HOhe des Krebsrisikos sind die Packungsjahre (= Zahl
der taglich gerauchten Packungen * Raucherjahre) = ,pack years® (py). 40 py - 10-

faches Krebsrisiko. Bis 30-faches Risiko bei Raucherbeginn im Jugendalter.” [45].

Eine weitere Grafik (siehe Grafik 7) aus einem WHO Report von 2008 zeigt ebenfalls

das zusatzliche Risiko fur Krankheitsauspragungen aufgrund von Nikotinabusus [46]:

Hatched areas indicate proportions of deaths
that are related to tobacco use and are
coloured according to the column of the
respective cause of death.

*Includes mouth and oropharyngeal cancers,
7 oesophageal cancer, stomach cancer, liver

Millions of deaths (2005)

cancer, other cancers, as well as cardiovascular
diseases other than ischaemic heart disease
4 and cerebrovascular disease.

/ Source: Mathers CD, Loncar D. Projections of
global mortality and burden of disease from

2002 to 2030. PLoS Medicine, 2006, 3(11):

442, Additional information obtained from

personal communication with C.D. Mathers.

7
0"\‘-" Source of revised HIV/AIDS figure: AIDS
tobacco- epidemic update. Geneva, Joint United Nations
caused Programme on HIV/AIDS (UNAIDS) and World

dsussest Health Organization (WHO), 2007,

Ischaemic Cerebro- Lower Chronic HIV/AIDS Diarrhoeal  Tuberculosis Trachea, Tobacco use
heart vascular respiratory obstructive diseases bronchus,
disease disease infections pulmonary lung cancers
disease

Grafik 7: Risikozuwachs verschiedener Krankheiten durch Tabakkonsum [38], [46].

In der Abbildung ersichtlich sind Balkendiagramme mit jeweils einer schraffierten Komponen-
te. Diese Teile geben an, um welchen Teil sich das Risiko der jeweiligen Krankheit durch den
Nikotinkonsum erhoéht. Besonders hervorzuheben sind die Zunahmen von Trachea-, Bron-

chus-und Lungenkrebs sowie COPD.
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Rauchen ist allerdings die haufigste vermeidbare Todesursache [47], [38].

Basierend auf der Tatsache, dass allein in Osterreich 2011 2.577 Manner und 1.553
Frauen an bdsartigen Lungentumoren erkrankten, ist laut Statistik Austria Lungen-
krebs damit die zweithaufigste Krebserkrankung bei Mannern und die dritthaufigste
Krebserkrankung der Frauen [48]. Tabakwaren gehéren zu den am haufigsten ver-
wendeten Genussmitteln unserer Zeit und begegnen uns im Alltag, z.B.: Werbung
etc. [4]. Besonders Jugendliche, welche sich noch leichter beeinflussen lassen und in
ihrem Freundeskreis unter einem gewissen Gruppenzwang stehen, beginnen oft
schon sehr frih mit der Konsumation der ersten Zigarette. Viele erwachsene Rau-
cher haben schon eine Jahrzehnte lange Rauchergeschichte hinter sich.

Manuela Hiller hat in ihrer Diplomarbeit [44] das Rauchverhalten sowie die Einstel-
lung dazu von steirischen Jugendlichen unter Beriicksichtigung ihres sozialen Umfel-
des, Geschlechtszugehorigkeit und der Schulbildung eingehender untersucht.

Mittels Fragebogenanalyse erhob sie 2250 Daten von steirischen Jugendlichen im
Alter von 10-17 Jahren zu ihrem Rauchverhalten, sowie allgemein zum Thema
Rauchen. 15,6% der jeweils 1118 Probanden und 1118 Probandinnen gaben an,
derzeit zu rauchen. Hillers Studie kam weiters zu dem Schluss, dass der erste Pro-
bierversuch durchschnittlich mit 10,77 +- 2,5 Jahren durchgefuhrt wird.

Jugendliche, die einen ersten Rauchversuch hinter sich hatten lagen bei 55,4%.
61,1% setzten daraufhin das Rauchen fort. Ein Probierversuch soll deshalb laut Hil-
ler nicht unterschatzt werden. Auch das soziale Umfeld wurde eingehender auf den
Zusammenhang mit dem Rauchverhalten untersucht. Insgesamt kann gesagt wer-
den, dass etwa doppelt so viele Schilerinnen aus Raucherfamilien Zigaretten kon-
sumieren.

Eine besondere Stellung kommt auch neben dem familiaren sozialen Umfeld (siehe

Grafik 9), der besuchte Schultyp zu (siehe Grafik 10). Polytechnische Schulen (PTS)
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mit 42,0% und Berufsbildende Hauptschulen (BHS) mit 57,4% weisen somit den
groRten Raucheranteil unter Jugendlichen auf. Die Schulerinnen dieser Schultypen
beginnen am frihsten zu rauchen und weisen durchschnittlich den héchsten Konsum

an Zigaretten pro Woche auf (siehe Grafik 8) [44].

38,77

34,95

0 Gesamt
B Knaben
B Miidchen

NN N N NN N

Anzahl der Zigaretten pro Woche

Grafik 8: Balkendiagramm zur Darstellung der Zigarettenanzahl pro Woche bei Madchen,

Knaben und Gesamtanteil [44].

Die gerauchte Menge an Zigaretten der Schilerinnen und Schiler betrégt im Durchschnitt
34,95 Stick. Laut Hillers Ergebnissen rauchen Knaben im Mittel 38,77 +- 44,3 Stlick/Woche

mehr Zigaretten als Madchen mit einem Durchschnitt von 30,88 +- 51,12 Stuck/Woche.
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Grafik 9: Grafik zur Korrelation zwischen den verschiedenen Schultypen und Raucherlnnen

innerhalb der Familie [44].

71,3% aus der PTS bzw. 66.2% aus BHS sind wiederum Spitzenreiter im Vergleich mit
Schilerlnnen aus HS (64%) und AHS (57,7%). Hiller untersuchte hier welcher Schultyp die
hochste Anzahl an Schilerninnen mit tabakkonsumierenden Familienmitgliedern aufwies,

unabhangig davon ob die Jugendlichen selbst Raucherinne waren.
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Grafik 10: Grafik zur Korrelation zwischen den verschiedenen Schultypen und Raucheranteil

[44],

Wie aus der Grafik ersichtlich, weisen Schilerlnnen aus der PTS und BHS einen hdheren

Prozentsatz an Raucherinnen auf im Vergleich zur AHS und HS. AHS-Schilerinnen zeigen

15,4% und HS-Schiilerinnen 10,8% Raucheranteil.
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8.1 Lehrplane fur das Unterrichtsfach Biologie und Um-

weltkunde mit Schwerpunkt Rauchen und Suchverhalten

Die Bildungs- und Lehraufgaben fir das Fach Biologie- und Umweltkunde sind in
einer AHS (Allgemeinbildende hohere Schule) ausgesprochen vielfaltig. Laut Bun-
desministerium fur Bildung und Frauen unter dem Punkt "Unterricht und Schule" sind
Kernthemen wie "Mensch und Gesundheit" festgelegt, welche den Schulerinnen und
Schilern Fragen zu Gesundheit und Lebensstil sowie soziale und ethische Aspekte
naher bringen sollen. Eine Forderung des Verstandnisses fiir den eigenen Korper
sowie eines umfassenden Gesundheitsbewusstseins soll zum Tragen kommen [49].

Rauchen und Suchtverhalten wird nicht in jeder Schulstufe thematisiert. In der 1. und
4. Klasse Unterstufe sowie 5. und 6. Klasse Oberstufe kommen in einigen LehrbU-
chern Unterkapitel zum Thema Rauchen vor. Die Vertiefung und Informationsmenge
variiert stark von Schulbuch zu Schulbuch. In der Unterstufe wird Rauchen tendenzi-
ell direkt an das Thema "Atmung und Lunge" angeknupft. In der Oberstufe werden
vermehrt Schwerpunkte so gesetzt, sodass sie Grunde flir Suchtverhalten erfassen
und verschiedene Mdglichkeiten zur Suchtprophylaxe, vor allem im Hinblick auf aktu-
elle Jugenddrogen erarbeiten sollen [50]. Es sollte generell eine erzieherische Auf-
gabe der Lehrenden sein den Schilerinnen und Schilern nahezubringen, dass Rau-
chen nicht nur finanziell, sondern auch durch Einbuf3en an Leistungsfahigkeit und
selbstverstandlich die Gesundheit extrem belastet. In den Jahren, in denen Jugendli-
che noch sehr lernfahig und aufnahmebereit sind, kdnnten Padagoginnen und Pada-
gogen als vorbildhafte Beispiele vorangehen und die negativen Auswirkungen auf die

Raucherinnen selbst und ihre Umwelt verdeutlichen.
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8.2 Didaktische Vorschlage zu Stundengestaltungen

In den nachfolgenden Unterkapiteln sollen zu ausgewéhlten Schulstufen ein paar
Vorschlage zu didaktisch gut aufbereiteten Unterrichtseinheiten dargestellt werden,
welche von Padagoginnen und Padagogen zum besseren Thematisieren bezuglich
Tabakkonsum verwendet werden kdnnen. Die Biologiedidaktik ist die "Vermittlungs-
wissenschaft”, die sich mit dem Lernen und Lehren von Biologie befasst. Das Vermit-
teln und Nahebringen dieses Faches an die Lernenden, sowie das In-Beziehung-
Bringen des Fachwissens unter Beriicksichtigung deren Lebenswelt, all das Teil der
Fachdidaktik Biologie [51]. Gropengiel3er et al. haben in Grafik 11 eine Hilfestellung
zur Themenwahl bereitgestellt, welche eine Rechtfertigung von Unterrichtsinhalten
begrinden kann. Nach diesem Schema kann es der Lehrperson vereinfacht werden,
sich flr oder gegen ein Thema zu entscheiden. Nach Berucksichtigung dieser Pfade,
ist das Themenfeld "Rauchen und Suchtmittel" definitiv ein Bereich der unbedingt
seinen Platz im Unterrichtsgeschehen beibehalten soll. Im Lehrplan ist es ebenfalls
vorgesehen, aber es obliegt immer noch der Lehrperson wie detailreich es aufberei-

tet wird.
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Rechtfertigung von Unterrichtsinhalten

(v

Das Thema gilt
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Ubertragungs-
moglichkeiten
vorliegen.

Grafik 11: Entscheidungshilfe fur Unterrichtsthemen von GropengielRer et al. [51]

Durch schrittweises Beantworten der Fragen, kann schnell geklart werden, ob Themen fir

den Unterricht sinnvoll sind.

Wie bereits erwahnt, ist der thematische Schwerpunkt "Drogen und Sucht" im Lehr-
plan verankert. Fakt ist, dass der Konsum psychoaktiver Substanzen bei Jugendli-
chen einen relativ hohen Stellwert hat. Alkohol an erster Stelle, gefolgt von Tabak
und Marihuana bzw. Haschisch. Die Schule hat selbstverstandlich den Auftrag zur
Gesundheitserziehung. Obwohl die Biologie hier als Leitfach in dem Zusammenhang
steht, gehen die Gesundheitsthemen allerdings tber das Fach hinaus. Es sollte eine

facherverbindende Zusammenarbeit in der Schule zu Stande kommen [51].
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8.2.1 Stundengestaltung - Vorschlag fur die 1. Klasse Unterstufe

In der nachstehenden Tabelle kann das gesamte Design der 50-minitigen Unter-

richtssequenz ("Stundenbild") eingesehen werden.

Zeit (min) Themallnhalte Materialien/Medien | Interaktionsform

(Sozialform)

0-10 Organisatorisches, PC, Mappe L>S
Anwesenheitskontrolle, SSL

Stundenwiederholung

10-15 Brainstorming zur Powerpoint, Hefte S>S
Themeneinfihrung bzw. Zettel, Stifte

Rauchen und seine

Folgen

15-20 Gemeinsames Aufl6- PC, Tafel, Stifte L>S
sen des Brainstor- SSL
mings

20 - 40 Theoretischer Input, PC, Powerpoint, L>S
Text abschreiben, Ar- | Hefte, Stifte
beitsauftrag

40 - 50 Festigung des Gelern- | Mindliche Beteili- L>S
ten, Gemeinsame gung, ev. Tafel SSL

Wiederholung

Tabelle 5: Stundenbild: 1. Klasse Unterstufe zum Thema Rauchen und seine Folgen

In der Tabelle ersichtlich: zeitlicher Rahmen, Thema/lnhalte, Materialien/Medien und Sozial-

formen.

Als Einstieg und aufmerksam machen zum Thema Rauchen, Tabakkonsum usw. soll

ein kleines Brainstorming die Schulerinnen und Schiler anregen. Gemeinsam mit
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den Sitznachbarinnen und Sitznachbarn unterhalten sie sich was sie damit in Verbin-
dung bringen. Darauffolgend werden die Ergebnisse gemeinsam mit der Lehrperson
diskutiert und ggf. an die Tafel notiert um es auch visuell darzustellen und fir alle
sichtbar zu machen. Als nachster Schritt ist der Organvergleich vorgesehen. Die
Schulerinnen und Schuler werden mit realen Bildern der beiden Lungen konfrontiert
und sollen eine emotionale Empfindung hervorrufen, die eine abschreckende Wir-
kung nach sich ziehen soll. Aus der beruflichen Praxis kann man erfahrungsgeman
sagen, dass vielen Schilerinnen und Schiilern gar nicht bewusst ist um welches Or-
gan es sich genau handelt. Haufig sind groRes Erstaunen bzw. Entsetzen zu ver-
nehmen. Die Lehrperson erklart die Griinde fiir die drastische optische Anderung der
Raucherlungen. Fir eine erste Klasse ist dieses Bild ansich ausreichend. Zu scho-
ckierende Bilder bzw. Bilder von Lungenkrebsféllen, sollten in dieser Altersgruppe
besser noch nicht gezeigt werden. Als Abrundung soll noch ein Text ins Heft abge-
schrieben werden, um auch auf das Passivrauchen einzugehen. Ein Textausschnitt
fur gewiinschte rauchfreie Zonen in Lokalen usw. soll die Schulerinnen und Schuler
zum Nachdenken anregen. Ein kurzer Arbeitsauftrag fur Zuhause, soll sie noch wei-
ter anregen sich mit dem Thema in ihrem Alltag zu beschéftigen.

Erfahrungsgemald berichten die Schilerinnen und Schiler noch viel in der Stunde
Uber Themen die sie personlich in ihrem naheren Umfeld betreffen. Es kann dabei
leicht eine angeregte Diskussion entstehen, wenn sie aus ihrem Familien- bzw. Be-
kanntenkreis Raucher kennen und ggf. Krebserkrankungen miterleben. Es ist sehr
wichtig den Schilerinnen und Schilern hierfir Raum zum Nachdenken und Mitreden
zu geben um sich dieses heikle Thema bewusst zu machen, welche schwerwiegen-
den Folgen es nach sich ziehen kann. Es ist bereits in der 1. Klasse Unterstufe sinn-
voll eine eigene Themeneinheit zum Tabakkonsum zu gestalten, da sie in diesem

Alter schon vermehrt damit in Kontakt kommen und der Gruppendruck im schuli-
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schen Umfeld dahingehend auch starker werden kann. Deshalb ist eine Aufklarung

dazu unerlasslich und hilft der einen oder dem anderen in der Suchtpravention.

8.2.2 Stundengestaltung - Vorschlag fur die 6. Klasse Oberstufe

In der nachstehenden Tabelle kann das gesamte Design der 50-minitigen Unter-

richtssequenz ("Stundenbild") eingesehen werden.

Zeit (min) Themallnhalte Materialien/Medien | Interaktionsform
(Sozialform)
0-10 Organisatorisches, PC, Mappe L>S
Anwesenheitskontrolle, S L
Stundenwiederholung
10-15 Powerpoint mit Hinfih- | PC, Powerpoint, LSS
rung zum Thema Zettel, Stifte Einzelarbeit
Sucht insbesondere
Tabakkonsum, S. be-
antworten anonym
Fragen von Folien
15-20 Lehrperson liest ana- | Zettel L>S
nyme Antworten vor,
kurze Nachbespre-
chung
20 - 45 Theoretischer Input, PC, Powerpoint, L>S
Krankheiten durch Ta- | Mappen, Stifte
bakrauch, Grinde fur
Suchtentstehung, etc.
45 - 50 Festigung des Gelern- | Miundliche Beteili- L>S
ten, Gemeinsame gung, ev. Tafel SSL
Wiederholung
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Tabelle 6: Stundenbild: 6. Klasse Oberstufe zum Thema Suchtverhalten insbesondere Rau-

chen und seine Folgen

In der Tabelle ersichtlich: zeitlicher Rahmen, Thema/Inhalte, Materialien/Medien und Sozial-

formen.

Bildquellen und Texte entstammen aus folgenden Schulblichern: "Organismus und
Umwelt 3" von Mandl und Reuer, "Begegnungen mit der Natur 6" von Christine-Eva

Biegl und "Natura 6" von Vera Kadlec und Kai Dérdelmann [4], [53], [54].

Zigarettenaufbau
Verkohlungs- Mobenstram
Mundzona Lone 4 mg Mikatin
100=300 ‘T
Hauptstrom — 7
—— \ Aschenzone
3 mg Nikotin L
28 myg Teer
Kandansations- Glimmzona
zone 300-900 *C
3 mg Nikotin

Bildguelle von: Organismus und Umwelt3; Mandl und Reuer
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1 Teerstoffe und Rul verschmutzen die Lungen,

2 Nikotin

3 Nikotin

4 Nikotin

5 Nikotin

6 Nikorin

7 Nikotin

8 Nikotin

Krebsgefahr, Gefahr des Raucher-
hustens und Lungenerweiterung;
beeintrichtigt das Sehvermégen, die
Hauptnerven werden unempfindlich;
reizt in kleinen Mengen und lihme in
groferen Mengen die Ganglienzellen
des autonomen Nervensystems;
schidigc Herz und Kreislauf, stort
somit die Blutversorgung der Organe;
wird vor allem durch dic Leber abge-
baut und enrgiftet. Uberbeanspru-
chung des Organs bei gleichzeitiger
Stérung der Blutversorgung;

wird zum Teil unverindert durch die
Nieren ausgeschieden;

und andere Stoffe im Tabakrauch rei-
zen den Magen-Darm-Kanal (Eneziin-
dung, Geschwiire);

bewirkr bei starken Raucherinnen cine
Stérung des monatlichen Zyklus, Fehl-
und Friihgeburten treten vermehre auf.

Bildguelle von: Organismus und Umwelt3; Mandl und Reuer
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Bildguelle von: Organismus und Umwelt3; Mandl und Reuer
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Abfall der Hauttemperatur
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Bildguelle von: Organismus und Umwelt3; Mandl und Reuer
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Bildguelle von: Organismus und Umwelt3; Mandl und Reuer
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127.1 Blutzivkulation in der Hand, nachgewiesen
mittels Thermokamera. Oben: gesunde Durchblu-
unten: gestorte  Durchblutungslinien  einer

tung,

22<jihrigen  Versuchsperson,  aufgenommen 15

Minuten nach dem Genuss einer Zigarette

Bildguelle von: Organismus und Umwelt 3; Mandl und Reuer

v =

Lungenvergleich:
Nichtraucher/Raucher

3T IS
: -

Bildguelle von: Begegnungen mit der Natur 6; Biegl
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Raucherbein

Bildguelle von: Begegnungen mit der Natur 6; Biegl
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B Stunden

24 Stunden
48 Stunden

2 Wochen

3 Monaten
1 Jahr

5 Jahren

5-10Jahren

10 Jahren

15 Jahren

Bildguelle von: Natura 6; Kadlec und Dordelmann
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Bereits in der Unterstufe wurde den Schilerinnen und Schilern das Thema Rauchen
und seine Folgen néher gebracht. In der Oberstufe werden gewisse Bereiche wie-
derholt, allerdings nun vertiefter besprochen, da im Lehrplan der 6. Klasse besonders
Uber Suchte und Suchtverhalten gesprochen wird. Als Schwerpunkt kann das Verhal-
ten hinsichtlich Tabakkonsum als eigene Unterrichtssequenz fungieren. Viele Schile-
rinnen und Schiler haben bereits erste eigene Erfahrungen mit Zigarettenkonsum
gemacht und haben eine klarere Vorstellung wie es zum Suchtverhalten und den
Hintergrinden kommen kann. Deshalb ist die Aufmachung anders als beispielsweise
die Themenbehandlung in einer 1. Klasse Unterstufe.

Die Oberstufenschiilerinnen sollen sich bewusst werden, welche personlichen Grin-
de sie damit verbinden. Es kann ihnen helfen sich klar zu werden warum sie eigent-
lich rauchen und ggf. dieses Verhalten wieder zu korrigieren. Das Beantworten der
Fragen erfolgt anonym und wird auch anonym von der Lehrperson vorgelesen, damit
keine Diskriminierung der betroffenen Personen stattfinden kann.

Weiters wird ein theoretischer Input den Schilerinnen und Schuiler vorgestellt um
sich gewissen Fakten bewusst zu werden. Organvergleich, Bilder von Erkrankungen
durch Nikotinabusus, korperliche Veranderungen nach einem Zigarettenkonsum
uvm., sollen diese Fakten eine emotionale Empfindung hervorrufen, die eine ab-
schreckende Wirkung nach sich ziehen soll. Gropengiel3er et al. beschreiben in ihren
"Konzepten der Gesundheitserziehung"”, dass beispielsweise durch schockierende
Texte bzw. Bilder Affekte und emotionale Betroffenheit hervorrufen und z.B.: dann
Rauchen abschrecken soll [51].

Im Vergleich zu der 1. Klasse Unterstufe kann man aus beruflicher Erfahrung sagen,
dass auch weiterhin haufig Erstaunen bzw. Entsetzen bei den gezeigten Bildern vor-
kommt. Allerdings wissen die Schilerinnen und Schuler bereits viel mehr Uber die

Folgen des Tabakkonsums im Vergleich zur Unterstufe. Die Lehrperson erklart die
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Griinde fiir die drastische optische Anderung der Raucherlungen. In der Oberstufe ist
es mdaglich, schockierende Bilder bzw. Bilder von Lungenkrebsféllen zu zeigen. Sie
konnen bereits damit umgehen und haben viele solcher Bilder meist schon privat ge-
sehen. Ebenso wie in der Unterstufe, berichten die Schulerinnen und Schuler erfah-
rungsgemal ebenfalls noch einiges in der Stunde Uber Themen die sie personlich in
ihrem naheren Umfeld betreffen. Es kann dabei ebenfalls leicht eine angeregte Dis-
kussion entstehen, wenn sie aus ihrem Familien- bzw. Bekanntenkreis Raucher ken-
nen und ggf. Krebserkrankungen miterleben. Fur die Oberstufenschulerinnen und -
schiler ist die Suchtentwicklung besonders vordergrindig. Spezielles Augenmerk
sollte daher auf ihre momentane Lebenswelt (Peer groups, Freunde, Familie, usw.)
gelegt werden, wie sie in diesen Umkreisen mit dem Thema Rauchen umgehen und
wie sie - sofern die Person raucht - Wege aus der Sucht finden kénnen. Konkrete
Vorschlage, wie man Hilfestellungen zur Suchtbek&dmpfung leisten kann, sollten die

Unterrichtsstunde abrunden.
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9. Abkilrzungsverzeichnis

e AHS = Allgemein bildende héhere Schule

e BHS = Berufsbildende hohere Schule

¢ BSA = Rinderalbumin

e COPD = Chronisch obstruktive Lungenerkrankung (englisch: Chronic
Obstructive Pulmonary Disease)

e CYGB = Cytoglobin

e ELISA = Enzyme-linked immunosorbent assay

e GABA = Gamma-amino-Buttersaure

e HS = Hauptschule

e |L- 18 = Interleukin 18

e K = Kontrollgruppe

e L =Lehrperson

e MSLN = Mesothelin

e MUCS5B = Mucin 5B
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NSCLC = Nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome (englisch:

Lung Cancers)

OD = Optische Dichte

P = Patientengruppe

PBS = Phosphatgepufferte Salzlésung

PBST = Phosphatgepufferte Salzlésung + Tween 20

PTS = Polytechnische Schule

S = Schilerinnen und Schiler

Non Small Cell

SCLC = Kleinzellige Bronchialkarzinome (englisch: Small Cell Lung Cancers)

TBS = Tris gepufferte Saline

TMB = 3,3',5,5-Tetramethylbenzidin
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