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1 Einleitung 

1.1 Das nicht-kleinzellige Lungenkarzinom (NSCLC) 

1.1.1 Epidemiologie 

Das Lungenkarzinom (LC) stellt mit einem Anteil von 25% an allen Karzinomen die 

weltweit häufigste Krebstodesursache sowohl bei Männern als auch bei Frauen dar 

(Siegel et al. 2014). Die Zahl der jährlichen Neuerkrankungsfälle bei der weiblichen 

Bevölkerung hat sich seit 1980 in Deutschland nahezu verdreifacht, während bei 

Männern seit Beginn der 1990er-Jahre ein rückläufiger Trend altersstandardisierter 

Inzidenzraten zu verzeichnen ist. Die derzeitige Statistik lässt den Schluss zu, dass das 

LC den Brustkrebs als bisher häufigste weibliche Todesursache in Deutschland in den 

kommenden Jahren ablösen wird (Malvezzi et al. 2014; Robert-Koch-Institut 2013b). In 

Europa lassen sich etwa 80% der Erkrankungsfälle dem nicht-kleinzelligen 

Lungenkarzinom (NSCLC) zuordnen (McElnaym und Lim 2014). Das Adenokarzinom ist 

das weltweit häufigste diagnostizierte LC und seine Häufigkeit steigt weiterhin an (Landi 

et al. 2009; Devesa et al. 2005). Der mittlere Erkrankungsalter liegt zwischen dem 68. 

und 69. Lebensjahr (Robert-Koch-Institut 2013b).  

1.1.2 Definition und Ätiologie 

Laut WHO werden LC definiert als vom respiratorischen Epithel aus entstehende 

Neoplasien (Travis et al. 2004). Sie können histologisch eingeteilt werden in kleinzellige 

LC (SCLC) und nicht-kleinzellige LC (NSCLC). Unter dem Begriff „NSCLC“ werden das 

Plattenepithelkarzinom, das Adenokarzinom (AdC) und das großzellige LC 

zusammengefasst (Travis et al. 2004).  

Zu den wichtigsten Ursachen mit bis zu 60% bei Frauen bis zu 90% bei Männern zählt 

die aktive Zigarettenrauchinhalation (Robert-Koch-Institut 2013b; Brüske-Hohlfeld 2009; 

Alberg et al. 2013). Insbesondere Tabakkonsum scheint als Ursache eines AdC 

ursächlich zu sein (Travis et al. 2004; Bunn Jr, P. A. 2012). Es wird angenommen, dass 

eine veränderte Zigarettenzusammensetzung, vor allem der vermehrte Gebrauch von 

Filterzigaretten, Raucher zur tieferen Inhalation verleitet (Alberg et al. 2013; Hoffmann 

et al. 2001). Auf diese Weise gelangt mehr Tabakrauch in periphere Lungenanteile, was 

die Entstehung vorwiegend peripher lokalisierter LC wie das AdC und das großzellige 

LC fördern könnte (Govindan et al. 2006; Devesa et al. 2005). Gelingt eine erfolgreiche 

Nikotinkarenz, so fällt zwar die Mortalität im Laufe der Jahre leicht ab, erreicht jedoch 

nicht das Niveau eines Nicht-Rauchers (Bunn Jr, P. A. 2012). Die Rate an LC steigt in 

Regionen Afrikas und Asiens insbesondere aufgrund einer stabilen oder gar steigenden 

Prävalenz von Rauchern (Jemal et al. 2010). Berufliche und umweltbedingte 
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Karzinogene, wie z.B. Asbest, Arsen, Radon und polyzyklische Kohlenwasserstoffe, 

tragen ebenso wie vorbestehende Lungenerkrankungen und Passivrauchen zu einem 

erhöhten Erkrankungsrisiko bei (Alberg et al. 2013; Jemal et al. 2011). Weiterhin werden 

Zusammenhänge zwischen dem Genotyp 5p15.33 und der Entwicklung eines 

Adenokarzinoms vermutet (Landi et al. 2009; Wang et al. 2008).  

1.1.3 Klinik 

Das Frühstadium der Erkrankung bleibt aufgrund unspezifischer Symptome häufig 

unerkannt (Spiro et al. 2007). Der Primärtumor verursacht etwa ein Drittel aller klinischen 

Symptome. Allgemeinsymptome wie Gewichtsverlust oder Schwächegefühl sind für das 

zweite Drittel aller Symptome verantwortlich. Das letzte Drittel bilden Metastasen, die zu 

spezifischen Symptomen führen (Goeckenjan et al. 2010). Die Patienten klagen über 

multiple Symptome, sowohl die Respiration als auch die körperliche Leistungsfähigkeit 

betreffend (Spiro et al. 2007). Als unspezifische Hinweise können eine zunehmende 

Kurzatmigkeit, persistierender Husten, Thoraxschmerz oder –engegefühl, Heiserkeit 

oder Stimmverlust auftreten (Travis et al. 2004). Hämoptysen treten meistens erst als 

Spätsymptom auf (Iyer et al. 2014). Viele Patienten werden außerdem durch 

rezidivierende Pneumonien auffällig (Travis et al. 2004). 

1.1.4 Diagnostik und Stadieneinteilung 

Die initiale Diagnose erfolgt zumeist durch Röntgen-Thorax-Untersuchung (Reck et al. 

2013). Besteht ein Verdacht auf ein LC,  wird eine CT-Untersuchung der Thoraxorgane 

durchgeführt (Goeckenjan et al. 2010). Zur Diagnosesicherung eines zentral lokalisierten 

Tumors erfolgt eine Bronchoskopie in Kombination mit transbronchialer Nadelaspiration. 

Die Trefferquote dieses Verfahrens kann durch die Durchführung endoskopischer 

Ultraschallverfahren wie „endobronchial ultrasound-guided needle aspiration“ (EBUS-

NA) oder „endoscopic ultrasound-guided needle aspiration“ (EUS-NA) zusätzlich erhöht 

werden (Goeckenjan et al. 2010).  

Die Evaluation des NSCLC erfolgt mittels klinischer sowie pathologischer 

Stagingverfahren (Tsim et al. 2010). Zum Staging des Primärtumors kommt die 

kontrastmittelverstärkte CT-Untersuchung von Thorax und Oberbauch zum Einsatz. Die 

Beurteilung mediastinaler Organe sowie der Brustwand erfolgt mittels 

Ultraschalluntersuchung des Thorax oder mittels Kernspintomographie. Zur Evaluation 

des Lymphknotenstatus werden Untersuchungsverfahren wie die FDG-PET/CT, der 

endobronchiale und ösophageale Ultraschall mit Nadelaspiration sowie die 

Mediastinoskopie durchgeführt. Um mögliche Fernmetastasen zu detektieren, werden 

zudem ein Ganzkörper-FDG-PET/CT und eine Kernspintomographie des Schädels 



 

3  

Einleitung 

durchgeführt (Goeckenjan et al. 2010; Molina et al. 2008; Reck et al. 2013). Die 

Detektion eines möglicherweise begleitenden Pleuraergusses erfolgt durch 

transthorakale Ultraschalluntersuchung (Goeckenjan et al. 2010). 

Seit 2009 wird das LC nach der von der UICC und AJCC veröffentlichten siebten 

Herausgabe der TNM-Klassifikation eingeteilt (Rami-Porta et al. 2009). Es wurden 

Änderungen in der Evaluation und Subklassifikation des T-Status sowie des M-Status 

vorgenommen, um eine bessere Korrelation mit statistischen Überlebensraten zu 

erzielen (Tsim et al. 2010). 

1.1.5 Therapie 

Die Wahl des geeigneten Therapiealgorithmus hängt primär vom Tumorstadium ab. 

Zudem muss berücksichtigt werden, ob und in welchem Ausmaß der Patient an 

Komorbiditäten leidet (Goeckenjan et al. 2010). Im Tumorstadium I, II und IIIa wird unter 

Voraussetzung einer ausreichenden kardio-pulmonalen Reserve die primär kurative 

Operation mit systematischer Lymphadenektomie angestrebt. Aufgrund nicht signifikant 

nachgewiesener Verlängerung der rezidivfreien- sowie Gesamtüberlebenszeit wird im 

Tumorstadium I und II bislang keine neoadjuvante Chemotherapie empfohlen. Einen 

positiven Einfluss auf die 5-Jahres-Überlebensrate ergab sich für Patienten im Stadium 

II bzw. IIIA1/IIIA2 und gutem Allgemeinzustand, die nach erfolgter R0-Resektion und 

systematischer Lymphknotendissektion eine adjuvante Chemotherapie mit einer 

cisplatinbasierten Kombination erhielten (McElnaym und Lim 2014). Eine adjuvante 

Strahlentherapie bzw. simulatane adjuvante Chemoradiotherapie wird nach erfolgter R0-

Resektion in den Tumorstadien I und II nicht empfohlen (Goeckenjan et al. 2010). 

Studien zeigten allerdings, dass Patienten mit Tumorstadium Ib und einer Tumorgröße 

von mehr als 4 bis 5 cm von einer adjuvanten Chemotherapie profitieren können 

(Vansteenkiste et al. 2013; Strauss et al. 2008). Nicht operablen Patienten im 

Tumorstadium I/II wird hingegen eine definitive, lungenparenchymsparende 

Strahlentherapie empfohlen. Sofern Allgemeinzustand und Tumorausdehnung es 

zulassen, wird bei Patienten im Stadium IIIA4/IIIB eine kombinierte Behandlung durch 

Strahlen- und Chemotherapie empfohlen (Goeckenjan et al. 2010). Eine 

cisplatinbasierte Kombinationschemotherapie sollte bei Patienten im Stadium IIIB/IV in 

gutem Allgemeinzustand erfolgen (Pignon et al. 2008). 

In der personalisierten onkologischen Behandlung des NSCLC werden derzeit rezeptor- 

bzw. ligandenspezifische Therapieansätze untersucht und etabliert. So sind z.B. bereits 

aktivierende Mutationen des EGF-Rezeptors (EGFR) sowie die ELM4-ALK-

Translokationsmutation bekannt und eröffnen Behandlungsmöglichkeiten mit 

Tyrosinkinase-Inhibitoren (Reck et al. 2013; Lindeman et al. 2013). In mehr als 60% aller 
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NSCLC wird EGFR als Transmembranprotein mit zytoplasmatischer Kinaseaktivität 

exprimiert. EGFR spielt eine wichtige Rolle für die Regulation der Proliferation, Motilität, 

Differenzierung und des Überlebens von Tumorzellen. EGFR ist daher ein wichtiges 

therapeutisches Ziel von Tyrosinkinase-Inhibitoren (da Cunha Santos, G. et al. 2011). 

Bei positivem Mutationsstatus des EGFR sind Erlotinib, Gefitinib und Afatinib als 

Behandlungsoption zugelassen worden (Goeckenjan et al. 2010; Reck et al. 2014). 

Zusätzlich findet Bevacizumab zur platinbasierten Kombinationschemotherapie bei 

Patienten im Stadium IIIB/IV mit Nicht-Plattenepithelkarzinom und gutem 

Allgemeinzustand Anwendung (Goeckenjan et al. 2010). Des Weiteren finden seit 

Kurzem immuntherapeutische Ansätze, wie PD1-Inhibitoren in der Therapie des NSCLC 

Anwendung (Gettinger et al. 2015). Tabakrauch wirkt sich durch Beeinflussung des 

Medikamentenmetabolismus negativ auf die Effektivität des kompetitiven EGFR-

Tyrosinkinase-Inhibitors Erlotinib aus. Weiterhin gilt Rauchen bei radiotherapeutisch 

behandelten Patienten als Risikofaktor für eine Strahlenpneumonitis oder für pulmonale 

Infektionen während der Strahlentherapie (Andreas et al. 2013). 

1.1.6 Prognose 

Die 5-Jahres-Überlebensrate für Patienten mit NSCLC beträgt 10-15% (Spiro et al. 2007; 

Molina et al. 2008). In einer Studie von Tibaldi et al. zeigte sich, dass prätherapeutisch 

erhöhte Leukozytenzahlen im Blut bei Patienten mit fortgeschrittenem NSCLC (Stadium 

IIIb und IV) mit einer schlechteren Prognose einhergehen (Tibaldi et al. 2008). Ebenso 

beobachteten Kasuga et al., dass eine tumor-assoziierte Leukozytose mit einer kürzeren 

Überlebenszeit der Patienten verbunden ist (Kasuga et al. 2001). 

1.2 Die bakterielle Infektion als Komorbidität bei Patienten mit NSCLC 

Etwa 25% aller Krebserkrankungen werden mit chronischen Entzündungen bzw. 

Infektionen in Verbindung gebracht (Huang et al. 2014, Hussain und Harris 2007). Die 

Deutsche Gesellschafft für Krankenhaushygiene (DGKH) schätzt die Gesamtzahl 

nosokomialer Infektionen bundesweit auf eine Million pro Jahr (Walger et al. 2013). 

Neben Harnwegsinfektionen (22,4%) und postoperativen Wundinfektionen (24,7%) 

stellen Infektionen der unteren Atemwege mit einem Anteil von 21,5% die am häufigsten 

beobachteten Infektionen dar. Regelmäßig leiden LC-Patienten an pulmonalen 

Infektionen, die das mediane Überleben zusätzlich einschränken (Perlin et al. 1990; 

Berghmans et al. 2003). Besonders immunsupprimierte Patienten zeigen eine höhere 

Morbidität und Mortalität bei pulmonalen Infektionen als bei Infektionen anderer 

Lokalisation (Rolston, K. V. I. 2001). Fokale pulmonale Infektionsherde sind oftmals 

Folge von Atemwegsobstruktionen, welche zu Atelektasen und poststenotischen 
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Pneumonien führen können. Durch den wachsenden Tumor kommt es zu einem 

vollständigen oder unvollständigen Verschluss eines Bronchus. Bei Progression ist auch 

die Entstehung von Empyemen oder Abszessen möglich. Darüber hinaus sind 

Tumornekrosehöhlen oftmals Entstehungsorte von Infektionen (Rolston, K. V. I. 2001). 

Treten im Zuge eines LC Hirnmetastasen auf, kann bei betroffenen Patienten der 

Schluckreflex eingeschränkt sein, was zu Aspirationspneumonien führen kann. Auch 

eine strahlungsbedingte Schädigung der Zilien im Respirationstrakt kann rezidivierende 

Aspirationen begünstigen (Rolston, K. V. I. 2001). Weiterhin stellt ein chirurgischer 

Eingriff zur Therapie des NSCLC einen Risikofaktor für eine postoperative Pneumonie 

dar (Belda et al. 2005). In einer prospektiven Studie von Putinati et al. zeigten sich keine 

Unterschiede zwischen den verschiedenen histologischen Zelltypen des LC und dem 

Auftreten einer Infektion des Respirationstraktes (Putinati et al. 1994). Allerdings wird 

eine stärkere Assoziation zwischen Pneumocystis-Infektionen und dem SCLC vermutet 

(de la Horra, C. et al. 2004). Das tracheobronchiale System gehört zu den am häufigsten 

betroffenen Regionen, in denen Infektionen bei LC-Patienten beobachtet wurden 

(Berghmans et al. 2003). Berghmans et al. stellten in ihrer Studie weiterhin fest, dass 94 

von 244 an Infektionen leidenden Patienten mit LC an einer Pneumonie litten und 136 

Patienten an einer Bronchitis. Gramnegative Bakterien stellten mit einem Anteil von 64% 

die häufigsten Erreger dar, gefolgt von grampositiven Bakterien (25%) und Pilzen (8%). 

Wurden allein die in Blutkulturen gefundenen Erreger untersucht, so fanden sich am 

häufigsten grampositive Bakterien (Berghmans et al. 2003). Staphylococcus aureus und 

Streptococcus pneumoniae waren die am häufigsten gefundenen grampositiven Keime, 

während Hämophilus influenzae sowie Escherichia coli die häufigsten gramnegativen 

Erreger darstellten (Berghmans et al. 2003). Immunsupprimierte Patienten und 

Patienten mit multiplen Risikofaktoren sind oftmals von mehreren pathogenen Erregern 

gleichzeitig betroffen (Rolston, K. V. I. 2001). Eine verminderte Immunabwehr durch 

Neutropenie tritt gehäuft bei Patienten auf, die mit Chemotherapeutika behandelt werden 

(Grossi und Tiseo 2006). Es zeigte sich, dass eine Langzeitbehandlung mit 

Clarithromycin bei NSCLC-Patienten lebensverlängernd ist (Sakamoto et al. 2001). 

Chronische Inflammation wird vor allem aufgrund der Produktion reaktiver Sauerstoff- 

und Stickstoffverbindungen, die zu DNA-Schäden und Mutationen von Protoonkogenen 

führen, mit der Tumorgenese in Verbindung gebracht (Hussain et al. 2003). K-ras 

Mutationen kommen in etwa 30-50% aller AdC der Lunge vor (Johnson et al. 2001). Die 

Aktivierung von k-ras in bronchialen Epithelzellen führt zu einer inflammatorischen 

Antwort durch Infiltration von Neutrophilen und alveolären Makrophagen (Ji et al. 2006). 

Weiterhin wird durch das Onkogen Ras die Synthese von IL-8 hochreguliert (Sparmann 

und Bar-Sagi 2004). 
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Zusammenhänge zwischen Tumorgenese und entzündlichen Geschehen durch 

bakterielle Infektion sind bereits bekannt. Eine chronische Infektion mit Helicobacter 

pylori erhöht das Risiko, an einem Magenkarzinom (Correa und Houghton 2007; Chiba 

et al. 2008) oder MALT-Lymphom (Montalban et al. 2005) zu erkranken. Auch das 

kolorektale Karzinom tritt gehäuft bei Patienten auf, die mit Streptococcus infantarius 

infiziert sind (Biarc et al. 2004) oder an chronisch entzündlichen Darmerkrankungen 

leiden (Itzkowitz und Yio 2004). Eine parasitäre Infektion mit Schistosomiasis 

haematobium erhöht die Wahrscheinlichkeit für Blasenkrebs (Malla et al. 2005), 

chronische virale Infektionen mit HBV und HCV sind mit dem hepatozellulären Karzinom 

assoziiert (Pujol und Devesa 2005). Diskutiert wird ein kausaler Zusammenhang 

zwischen Chlamydieninfektionen und LC (Zhan et al. 2011; Littman et al. 2005; Smith et 

al. 2008).  

1.3 Pathogenitätsfaktoren von Staphylococcus aureus 

Die wachsende Anzahl nosokomialer Infektionen sowie weltweit zunehmende 

Resistenzen gegenüber Antibiotika machen insbesondere Staphylococcus aureus zu 

einem relevanten pathogenen Erreger (Tilahun et al. 2014). Mit einem Anteil von 13,3% 

gehört er zu den häufigsten Erregern nosokomialer Infektionen in Deutschland (Robert-

Koch-Institut 2012). Staphylococcus aureus ist zudem der häufigste multiresistente Keim 

in deutschen Krankenhäusern (Robert-Koch-Institut 2013a). Vor allem in den USA stellt 

MRSA zunehmend ein Problem dar, allein im Jahre 2005 starben in den Vereinigten 

Staaten mehr Menschen an den Folgen einer MRSA-Infektion als an AIDS und 

Tuberkulose zusammen (Boucher und Corey 2008). Während gesunde Menschen auch 

asymptomatisch mit Staphylococcus aureus besiedelt sein können, kann der Erreger 

harmlose Hautinfektionen bis lebensbedrohliche Erkrankungen wie tief sitzende 

Abszesse, Osteomyelitits, Endokarditis, Sepsis und das toxic shock syndrome (TSS) 

verursachen (Tilahun et al. 2014). Zudem werden Pneumonien durch Infektion mit 

Staphylococcus aureus ausgelöst (Kallen et al. 2009). Getunnelte zentralvenöse 

Katheter, wie sie bei einem großen Anteil neu hämodialysepflichtiger Patienten 

eingesetzt werden, sind innerhalb kurzer Zeit mit einem Biofilm aus grampositiven 

Erregern wie Staphylococcus aureus besiedelt. Dies führt zu rezidivieren Infektionen und 

Entzündungen, weshalb Sepsis eine der Haupttodesursachen bei Dialysepatienten ist 

(Collins et al. 2012). 

Zahlreiche Toxine wie Exfoliatin, Enterotoxine, α-Toxin, Peptidoglykane, Lipoproteine 

und Lipoteichonsäuren sind für die Virulenz dieses Erregers verantwortlich (Dinges et al. 

2000; Caiazza und O'Toole 2003; Wardenburg et al. 2007; Pietrocola et al. 2011). 
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1.4 Lipoteichonsäuren  

Neben Peptidoglykanen, Lipoproteinen und zellwandständigen Teichonsäuren sind 

Lipoteichonsäuren (LTA) Bestandteil der Zellmembran grampositiver Bakterien (Gisch 

et al. 2013). Ebenso wie die von gramnegativen Bakterien stammenden 

Lipopolysaccharide (LPS) lassen sich LTA den sog. pathogen-associated molecular 

patterns (PAMPs) zuordnen (Mitchell et al. 2007). Unter Einsatz des ß-Lactam-

Antibiotikums Flucloxacillin sowie des Gyrase-Inhibitors Ciprofloxacin zeigte sich eine 

verstärkte LTA-Freisetzung von Staphylococcus aureus (Lotz et al. 2006). LTA sind 

Polymere aus Glycerol und Ribitol enthaltenden Polyhydroxyalkanen und 

Phosphorsäure, welche Einheiten aus Phosphodiester bilden. Ihre Basisstruktur besteht 

aus löslichen Polymeren, die an einen Membrananker gebunden sind und das äußere 

Blatt der Plasmamembran bedecken (Schneewind und Missiakas 2014). Der 

Membrananker besteht aus einem im bakteriellen Zytoplasma produzierten Glykolipid 

(diglucosyl-diacylglycerol [Glc2-DAG]) (Grundling und Schneewind 2007).  

Anhand ihrer chemischen Struktur können vier verschiedene Typen von LTA 

charakterisiert werden (s. Abb.1). 

 

 
Abb. 1: Strukturformel von LTA Typ I (Staphylococcus aureus). 

Modifiziert nach Schneewind und Missiakas (2014). 
 

LTA führen im Organismus zur Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und 

Chemokinen des angeborenen Immunsystems (Hoogerwerf et al. 2008). Die durch 

Lysozym, kationische bakterizide Peptide, Phospholipase A2, Elastase, Cathepsin oder 

β-Lactam-Antibiotika ausgelöste Bakteriolyse führt zur Freisetzung von LTA (s. Abb.2) 

(Ginsburg 2002; van Langevelde et al. 1998). In einer Studie von Xing et al. wurde 

beschrieben, dass sowohl LTA (50-300 ng/ml) als auch Peptidogkykane zu einer 

gesteigerten Permeabilität von Endothelzellen führen, was eine dysfunktionale 

Lungenbarriere zur Folge hat (Xing et al. 2011).  

LTA erleichtern sowohl die Bindung des Bakteriums an Zellen als auch ihre Ausbreitung 

und ihr Eindringen ins Gewebe. Ähnlich wie LPS scheinen sie mit CD14 zu interagieren, 
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wodurch es zur Aktivierung von NF-κB und letztlich zur Zytokinproduktion kommt 

(Ginsburg 2002).  

Weiterhin ließ sich unter LTA-Inkubation eine verstärkte Signaltransduktion über TLR2 

nachweisen (Schwandner et al. 1999). An die Zelloberfläche gebundene LTA können 

mit Antikörpern und Komplementfaktoren interagieren, um chemotaktische Faktoren zu 

bilden und eine unspezifische Immunreaktion hervorzurufen (Ginsburg 2002). In einem 

tierexperimentellen Modell an Mäusen zeigten von Aulock et al., dass durch intranasale 

Applikation von LTA polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN) und 

Makrophagen in die Lunge infiltrieren. Zudem wurde die Freisetzung 

proinflammatorischer Faktoren wie LTB4, IL-8, C5a, MCP-1 und G-CSF gemessen 

(Aulock et al. 2003).  

Auch Leemans et al. konnten in einer tierexperimentellen Studie nachweisen, dass die 

intranasale Applikation von LTA und Peptidoglykanen zu einer akuten 

Entzündungsreaktion der Lunge durch Einwanderung von PMN und Produktion von 

Chemokinen und Zytokinen führen (Leemans et al. 2002). Diese Ergebnisse konnten in 

einer von Hoogerwerf et al. an männlichen Testpersonen durchgeführten Studie 

bestätigt werden (Hoogerwerf et al. 2008). Da für Experimente eingesetzte LTA durch 

frühere Herstellungsmethoden regelmäßig mit LPS kontaminiert waren, entwickelten 

Morath et al. eine neue Methode, aufbereitete (sog. purified) LTA mit einer niedrigeren 

Temperatur zu produzieren und die biologische Aktivität zu erhalten (Morath S. et al. 

2001).  
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Abb. 2: Rolle der LTA in der Pathophysiologie von Entzündung, Gewebeschaden und 

postinfektiösen Spätkomplikationen. Modifiziert nach Ginsburg (2002). 

CD: cluster of differentiation ; DIC: disseminated intravascular coagulation ; INFγ: interferon-γ ; 
NO: nitric oxide ; PMN: polymorphonuclear cells ; PPG: peptidoglycan ; ROS: reactive oxygen 
species ; TNF-α: tumor necrosis factor alpha 
 

1.5 Toll-like Rezeptoren  

Als wichtiger Bestandteil des angeborenen Immunsystems erkennen Toll-like 

Rezeptoren (TLR) ebenso wie Nod-like Rezeptoren (NLR) (Kent und Blander 2014) 

spezifische Moleküle, PAMPs sowie die als danger-associated molecular patterns 

(DAMPs) bezeichneten endogenen Liganden (Mitchell et al. 2007), was zu einer 

Aktivierung des angeborenen Immunsystems führt (Pinto et al. 2011). TLR sind sowohl 

auf der zellulären Plasmamembran als auch in endosomalen bzw. lysosomalen 

Organellen lokalisiert (Pinto et al. 2011). Als Typ-1-Transmembranglykoprotein-

Rezeptoren bestehen sie aus einer extrazellulären und einer intrazellulären Domäne (s. 

Abb.3). Die extrazelluläre Domäne der TLR enthält 19 bis 25 fortlaufende leucine-rich-

repeat-Motive (LRR), welche an der Bindung von Liganden beteiligt sind. Die 

intrazelluläre Domäne besteht aus der Toll-interleukin-1-Rezeptor-Domäne (TIR), die 

das Signal fortleitet (Fukata et al. 2009). Bislang sind zehn verschiedene Arten von TLR 

im menschlichen Organismus beschrieben worden (Park und Lee 2013).  
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Zhang et al. beobachteten in RT-PCR, Western Blot sowie immunhistochemischen 

Untersuchungen an Gewebepräparaten lobektomierter Patienten eine übermäßige 

Expression von TLR4 und TLR9 in tumorösem Lungengewebe. Weiterhin zeigte sich 

eine positive Korrelation zwischen der Expression von TLR4 und der Malignität des 

Tumors (Zhang et al. 2009). 

Die auf dem intestinalen Epithel als entscheidende anatomische und immunologische 

Barriere zwischen dem Körper und der großen Vielfalt intraluminaler Mikroorganismen 

exprimierten TLR führen bei Aktivierung zu einer Produktion anti- oder 

proinflammatorischer Zytokine (Fukata et al. 2009). Ebenso werden TLR auf den 

Epithelzellen der Atemwege, Pneumozyten Typ II und Antigen-präsentierenden Zellen 

wie Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert (Sha et al. 2004; Barton und 

Kagan 2009). Der Respirationstrakt zeichnet sich durch eine offene Verbindung zur 

externen Umgebung sowie durch einen engen Raum am Ende der Atemwege aus. Die 

angeborene Immunität spielt eine entscheidende Rolle in der Abwehr einer Vielzahl von 

Pathogenen. Alveolar-Makrophagen leiten bei Invasion von Mikroorganismen in die 

Alveolen eine Immunantwort durch TLR und NLR ein (Fukata et al. 2009). Es zeigte sich 

in einer Studie von Soong et al. eine Hochregulierung von TLR auf den Epithelzellen der 

Atemwege bei Infektion (Soong et al. 2004). Veränderte TLR-Expressionen auf Zellen 

der Lunge ließen sich auch bei COPD-Patienten nachweisen (Droemann et al. 2005; 

Pons et al. 2006; Sarir et al. 2008). Da TLR auch auf körpereigene Produkte wie 

Fettsäuren, Phospholipide und Nukleinsäuren reagieren können, werden sie mit der 

Entstehung von Autoimmunkrankheiten und nichtinfektiösen Entzündungen in 

Verbindung gebracht (Miyake und Kaisho 2014). Liganden von an der Zelloberfläche 

exprimierten TLR sind das von gramnegativen Bakterien stammende Endotoxin LPS 

(TLR4), bakterielle Lipoproteine, Peptidoglykane und Lipoteichonsäuren (TLR2/1 und 

TLR2/6) sowie Flagellin (TLR5). Endosomale TLR erkennen hauptsächlich 

Nukleinsäuren, wie doppelsträngige RNA (TLR3), einzelsträngige RNA (TLR7) sowie 

doppelsträngige DNA (TLR9) (Kluwe et al. 2009; Colotta et al. 2009). Abgesehen von 

TLR3 führt die Aktivierung aller TLR zu einem MyD88-abhängigen Signalweg. TLR4 

kann ein Signal über zwei unabhängige Signalwege weiterleiten (Kawai und Akira 2010; 

Mitchell et al. 2007). Diese werden reguliert durch toll-interleukin 1 receptor (TIR) domain 

containing adaptor protein (TIRAP)-MyD88 sowie durch TRAM (TRIF-related adaptor 

molecule)-TRIF (TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β) (Kagan et al. 

2008). Sowohl der MyD88-abhängige- als auch der TRIF-abhängige Signalweg führen 

zu einer Aktivierung von Transkriptionsfakoren (NF-κB, AP-1, IRF-3/7 etc.) (Kluwe et al. 

2009; Rakoff-Nahoum und Medzhitov 2009). Es wird vermutet, dass TLR2 in 

Abhängigkeit verschiedener mikrobieller Stimuli Cluster unterschiedlicher Kombination, 
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formiert in lipid rafts, bildet (Triantafilou et al. 2006). Es wurde z.B. durch Experimente 

an menschlichen embryonalen Nierenzellen (HEK293) gezeigt, dass CD36 mit dem 

Komplex TLR2/TLR6 kooperiert, um eine Aktivierung von NFκB als zelluläre Antwort auf 

LTA zu initiieren (Stuart et al. 2005).  

Als Pattern-Recognition Receptor (PRR) des angeborenen Immunsystems ist ebenso 

wie das LPS-binding protein (LBP) auch CD14 an der Sensibilisierung von Zellen für die 

Erkennung von LPS gramnegativer Bakterien über TLR4 beteiligt (Kelley et al. 2013). 

Strukturell weist CD14 eine gebogene, spulenartige Form auf und besteht ähnlich wie 

TLR aus LRR (Park und Lee 2013). 

CD14 verstärkt die LPS-vermittelte Signaltransduktion, indem es zur erleichterten 

Bindung von LPS an den Komplex TLR4/MD-2 beiträgt (Latz et al. 2002). Weiterhin 

zeigten Jiang et al., dass CD14 speziell für die Erkennung von sog. smooth LPS sowie 

die Weiterleitung des Signals über den TRIF/TRAM-Weg verantwortlich ist (Jiang et al. 

2005). Es wird angenommen, dass CD14 im Sinne eines multifunktionalen 

Adapterproteins an der Signalweiterleitung von Liganden durch weitere 

membranständige und intrazelluläre TLR beteiligt ist (Finberg und Kurt-Jones 2006; Lee 

et al. 2006). So beobachteten Baumann et al., dass CD14 mit den MyD88-abhängigen 

TLR7 und TLR9 interagiert, indem es die Erkennung von ssRNA/Imiquimod sowie DNA 

begünstigt (Baumann et al. 2010). Weiterhin zeigten Zanoni et al. durch Untersuchungen 

an bone marrow-derived macrophages (BMDM), unreifen dendritischen Zellen vom 

Wildtyp sowie CD14-defizienten Mäusen, dass CD14 für die LPS-induzierte Endozytose 

von TLR4 benötigt wird. Es ermöglicht auf diese Weise die endosomale 

Signalweiterleitung durch TLR4 und damit die Induktion der IFN-Expression (Zanoni et 

al. 2011).  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass TLR einen entscheidenden Angriffspunkt für 

extrazelluläre Liganden darstellen und daher auch für die Interaktion bakterieller 

Pathogenitätsfaktoren mit NSCLC-Zellen von Bedeutung sind. Weiterhin sind TLR in der 

Lage, mit Ko-Molekülen wie CD14, CD36 oder LBP zu kooperieren und Komplexe zu 

bilden, was zusätzlich eine Modifikation der Signalweiterleitung ermöglicht.  
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Abb. 3: Liganden der TLR und Signaltransduktion im Überblick.
Modifiziert nach Mitchell et al. (2007).  

AKT: protein kinase B (serine/threonine protein kinase) ; AP-1: activator protein 1 ; ERK: 

extracellular-signal-regulated kinases ; IKK: inhibitor of NF-κB kinase ; IRAK: Interleukin-receptor-

associated kinase ; IRFs: Interferon regulatory factors ; JNK: c-Jun N-terminal kinases; MAP3K: 

Mitogen-activated protein kinase 3 ; MAL: MyD88-adapter-like ; MyD88: myloid differentiation 

primary response gene 88 ; NF-κB: nuclear factor kappa-B ; PI3K: phosphatidylinositide 3-kinase 

; RIP: receptor interacting protein ; TRIF: TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β ; 

TRAM: TRIF-related adaptor molecule ; TRAF6: TNF receptor-associated factor 6; TAK1: TGF-

beta activated kinase 1 ; TBK1: TANK-binding kinase 1 

 

1.6 Interleukin-8

Interleukin-8 (IL-8) bzw. CXCL8 ist ein proinflammatorisches CXC Chemokin, dass durch 

seine Auswirkung auf die neutrophile Chemotaxis und Aktivierung derselben wesentlich 

an der angeborenen Immunantwort beteiligt ist. Entzündungsmediatoren wie IL-1ß und 

TNF-α, Bakterien (z.B. Pseudomonas aeruginosa), bakterielle Endotoxine wie LPS oder 

LTA und Viren (z.B. Adenovirus, RSV) führen zur Synthese von IL-8 (Matsushima et al. 
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1988; Hoffmann et al. 2002; Hattar et al. 2006; Bruder und Kovesdi 1997; Garofalo et al. 

1996; DiMango et al. 1995). Weiterhin können umweltbedingte und chemische 

Stressoren, z.B. Hypoxie und Chemotherapie, sowie Steroidhormone die Synthese von 

IL-8 beeinflussen (Brat et al. 2005). Durch Messung von IL-8 lassen sich Rückschlüsse 

auf die Zellaktivierung schließen (Paul-Clark et al. 2009).  

Über die Bindung an zwei heterotrimere G-Protein-gekoppelte Rezeptoren mit sieben 

Transmembrandomänen, CXCR-1 (IL-8RA) und CXCR-2 (IL-8RB) vermittelt IL-8 seine 

biologische Aktivität (Bishayi et al. 2014). CXCR-1 ist spezifisch für IL-8, CXCR-2 bindet 

auch an andere CXC Chemokine wie z.B. growth-regulated oncogene-α, -β und -γ 

(GRO-α, -β, -γ) oder das neutrophil-activating peptide-2 (Chuntharapai und Kim 1995; 

Holmes et al. 1991). Nach Stimulation wird IL-8 von verschiedenen Zellen des Körpers 

gebildet, u.a. Fibroblasten (Larsen et al. 1989), Endothelzellen (Yoshida et al. 1997), 

Monozyten (Matsushima et al. 1988) und PMN (Hattar et al. 2006). 

Die Promoterregion von IL-8 enthält Bindungsstellen für die Transkriptionsfaktoren 

nuclear factor-kappa B (NF-κB), activator protein-1 (AP-1) und CCAAT/enhancer-binding 

protein (C/EBP). NF-κB scheint jedoch für die Genexpression von IL-8 eine besonders 

wichtige Rolle zu spielen (Elliott et al. 2001). Das am Ort der Entzündung gebildete IL-8 

wird durch Transzytose durch benachbarte Endothelzellen befördert und an ihrer 

Oberfläche präsentiert (Middleton et al. 1997). Zudem werden durch aktivierte 

Endothelzellen des Entzündungsgebietes vermehrt Adhäsionsmoleküle für PMN wie E-

Selektin und P-Selektin exprimiert sowie PAF gebildet. Durch die Bindung des ß2-

Integrins CD11b/CD18 an ICAM-1 wird die Diapedese von PMN durch Endothel und 

Epithel zum Ort der Entzündung vermittelt (Faurschou und Borregaard 2003; Chin und 

Parkos 2007; Naofumi M. 2003). Neben der Rekrutierung von PMN ist IL-8 auch an 

deren Aktivierung beteiligt. In der Folge kommt es z.B. zur Degranulation der PMN oder 

einer Bildung reaktiver Sauerstoffmetabolite durch Selbige (Baggiolini et al. 1989; Peveri 

et al. 1988). In einer Studie von Yoshida et al. zeigte sich, dass IL-8 proangiogenetische 

Eigenschaften aufweist (Yoshida et al. 1997). Weiterhin scheint sich IL-8 auf die 

Gefäßdichte von Tumoren auszuwirken und auf diese Weise deren Progression günstig 

zu beeinflussen. In einer Studie von Arenberg et al. an SCID-Mäusen ließ sich 

beobachten, dass durch Behandlung des NSCLC mit IL-8-neutralisierenden Antikörpern 

die Tumorprogression im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich reduziert werden konnte 

(Arenberg et al. 1996). Tumorprogression und kürzere Überlebenszeit in Verbindung mit 

verstärkter Angiogenese konnten bei Patienten mit NSCLC und hoch gemessenen IL-8-

mRNA-Werten nachgewiesen werden (Yuan et al. 2000). Zusammenhänge zwischen 

Tumorerkrankung und IL-8-Synthese ließen sich auch bei anderen Malignomen, wie 

dem Magenkarzinom (Li et al. 2014), dem kolorektalen Karzinom (Sun et al. 2014; Itho 
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et al. 2005) und dem Melanom (Singh et al. 1994) beobachten. In einer von Zhu et al. 

durchgeführten in-vitro-Studie zeigte sich die Proliferation humaner NSCLC-Zellen unter 

der Prämisse der zellulären Expression von CXCR-1- und CXCR-2-Rezeptoren durch 

IL-8 stimulierbar (Zhu et al. 2004). Eine proliferationssteigernde Wirkung des IL-8 auf 

NSCLC-Zellen konnte auch in Experimenten von Luppi et al. festgestellt werden, der 

stimulative Effekt ließ sich hierbei auf eine mögliche Transaktivierung zellulärer EGF-

Rezeptoren zurückführen (Luppi et al. 2007). Das direkte Wirkungspotential 

freigesetzten IL-8 stellt demnach sowohl einen parakrinen als auch einen autokrinen 

Stimulationsfaktor für die Proliferation humaner Tumorzellen dar (Zhu et al. 2004; Luppi 

et al. 2007).  
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1.7 Fragestellung 

Lungenkrebs, mit einem Anteil von über 80% insbesondere das NSCLC, stellt die 

weltweit häufigste Krebstodesursache dar. Pulmonale Infektionen schränken die 

mediane Überlebenszeit onkologischer Patienten zusätzlich ein. Patienten, die an 

Lungenkrebs leiden, tragen ein besonderes Risiko, an einer Infektion des 

tracheobronchialen Systems zu erkranken.  

Zusammenhänge zwischen Tumorgenese, Tumorprogression und Infektion sind 

Gegenstand der Forschung und werden in der aktuellen Literatur diskutiert. Toll-like-

Rezeptoren, insbesondere TLR2 und TLR4, spielen in der angeborenen Immunität eine 

wichtige Rolle. Es wurde beschrieben, dass bakterielle Pathogenitätsfaktoren, darunter 

Endotoxine wie Lipopolysaccharide, die Tumorbiologie des NSCLC beeinflussen. 

Zellulär produzierte Zytokine modulieren die Immunantwort des Organismus und 

beeinflussen ihrerseits die Aktivität von Tumorzellen. Bislang lässt sich nicht hinreichend 

erklären, welche Bedeutung Lipoteichonsäuren grampositiver Keime für die Aktivität, 

insbesondere Proliferation und Zytokinexpression, von NSCLC-Zellen haben. Darüber 

hinaus bleibt offen, durch welche zellulären Oberflächenmoleküle der Effekt von 

Lipoteichonsäuren auf NSCLC-Zellen mediiert wird.  

Vor diesem Hintergrund ist es das Ziel dieser Arbeit, die im Folgenden aufgeführten 

Fragestellungen anhand von in vitro durchgeführten Experimenten an der 

Adenokarzinomzelllinie A549 sowie an der Plattenepithelkarzinomzelllinie H226 zu 

beantworten: 

a) Welches Verhalten zeigt die Proliferation der getesteten NSCLC-Zelllinien A549 und 

H226 unter Einwirkung von LTA Typ I unterschiedlicher Konzentration? 

b) Wie verhalten sich Zellstoffwechselaktivität und DNA-Synthese von A549 und H226, 

wenn sie mit LTA Typ I unterschiedlicher Konzentration inkubiert werden? 

c) Wie verhält sich die IL-8-Synthese von A549 unter Einwirkung von LTA Typ I? 

d) Verändert sich die Proliferation von A549 unter Einwirkung von LTA Typ I, wenn 

TLR2, TLR4 oder IL-8 durch spezifische monoklonale Antikörper blockiert sind? 

e) Zeigt die IL-8-Synthese von A549 unter Einwirkung von LTA Typ I Veränderungen, 

wenn TLR2 oder TLR4 durch spezifische monoklonale Antikörper blockiert sind? 

f) Spielt endogen produziertes IL-8 eine Rolle in der Proliferation von A549-Zellen unter 

Einwirkung von LTA? 
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2 Material und Methoden 

Die Versuche wurden an der Adenokarzinomzelllinie A549 sowie an der 

Plattenepithelkarzinomzelllinie H226 durchgeführt. Zur Stimulation der Zellen kam die 

von Staphylococcus aureus gebildete LTA Typ I zur Anwendung. Zunächst wurden A549 

und H226 mit LTA unterschiedlicher Konzentration über verschieden lange Zeiträume 

inkubiert. Die Quantifizierung der Zellproliferation erfolgte durch direkte automatisierte 

Zellzählung (Casy® Cell Count). Des Weiteren wurde die Stoffwechselaktivität der Zellen 

durch MTT-Assay und die Aktivität der zellulären DNA-Synthese durch 

Bromdesoxyuridin (BrdU)-Assay erfasst. In den folgenden Versuchsreihen wurden an 

A549 die zellulären Oberflächenmoleküle TLR2 und TLR4 durch Einsatz monoklonaler 

Antikörper selektiv blockiert und die Zellproliferation und Zellstoffwechselaktivität 

gemessen. Ebenso wurde das zelluläre Signalprotein IL-8 durch Antikörper blockiert und 

die Zellproliferation von A549 durch Casy® Cell Count gemessen. Weiterhin wurde 

mittels ELISA untersucht, wie sich LTA auf die IL-8- Synthese von A549-Zellen 

auswirken. Erneut wurden TLR2 und TLR4 durch Antikörper blockiert und durch ELISA 

mögliche Veränderungen des LTA-Effektes auf die IL-8-Synthese erfasst. 

 

2.1 Verwendete Geräte 

Autoklav Thermo Fisher Scientific, Waltham/USA 

Casy® Cell Counter + 

Analyser System Model TT 
Innovatis AG Casy® Technology, Reutlingen 

ELx808 Absorptions-Reader 

für Mikroplatten 
BioTek Instruments GmbH, Bad Friedrichshall 

Heracell CO2-Inkubator Thermo Fisher Scientific, Waltham/USA 

Hera Safe KS Thermo Fisher Scientific, Waltham/USA 

IKA Vibrax VXR Shaker Thermo Fisher Scientific, Waltham/USA 

Mikroskop Olympus, Shinjuku, Tokio/Japan 

Öko Santo Kühlschrank AEG, Frankfurt am Main 

Pipetboy acu Integra Biosciences, Fernwald 

Sterilizer Memmert, Schwabach 

Vacusafe comfort Integra Biosciences, Fernwald 

Zentrifuge Hettich, Tuttlingen 

Zentrifuge Mikro 22R Hettich, Tuttlingen 



 

17  

Material und Methoden 

2.2 Verwendete Materialien  

Cryo 2 ml  Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Deckgläser  Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig 

Eppendorf Safe-Lock Tube 1,5 ml Eppendorf, Hamburg 

Gewebekulturflaschen T 75 Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Gewebekulturplatte, 24 well, steril Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Gewebekulturplatte, 96 well, steril Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Multipipette Eppendorf, Hamburg  

Neubauerzählkammer Kalensee, Gießen 

Pasteurpipetten, Glas, 230 mm VWR International, Radnor/USA 

Pipetten, 5 ml – 25/Pk steril Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Pipetten, 10 ml – 25/Pk steril Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Pipetten, 25 ml, steril Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Pipetten, 50 ml, steril Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Polypropylene-Röhrchen, 15 ml Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Polypropylene-Röhrchen, 50 ml Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen 

Sterilfilter, 150 ml, 33 mm, 22 µm Merck Millipore, Billerica/USA 

 

 

 

2.3 Verwendete Substanzen 

Anti-BrdU-POD working solution Roche Applied Science, Penzberg 

Aqua dest. B. Braun Melsungen AG, Melsungen 

Biotinylated Anti-human CXCL8/IL-8 

Antibody (detection) 
R&D Systems, Wiesbaden 

BrdU-labeling solution Roche Applied Science, Penzberg 

BrdU-substrate solution Roche Applied Science, Penzberg 

BrdU-washing solution Roche Applied Science, Penzberg 

Casy® clean Innovatis AG Casy® Technology, Reutlingen 

Casy® clean  Innovatis AG Casy® Technology, Reutlingen 

Casy® cups  Innovatis AG Casy® Technology, Reutlingen 

Casy® ton Innovatis AG Casy® Technology, Reutlingen 

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell 

Proliferation Assay 
Promega, Mannheim 
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CD14 MY-4 Coulter Immunotech, Hamburg 

DMEM/F12 Nutmix Gibco/Invitrogen, Karlsruhe 

Bovine Serum Albumin (BSA) 
PAA Laboratories GmbH, 

Pasching/Österreich 

ELISA Substrate Reagent Pack R&D Systems, Wiesbaden 

Fetal bovine serum (FCS) 
PAA Laboratories GmbH, 

Pasching/Österreich  

Glutamin 200mM Pan Biotech GmbH, Aidenbach 

LTA-SA purified (Staph. aureus) InvivoGen, San Diego/USA 

1 Mol H2SO4 Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Human CXCL8/IL‑8 Antibody  

(Catalog # MAB208)  
R&D Systems, Wiesbaden 

Human CXCL8/IL-8 Biotinylated Antibody 

(Catalog # BAF208) 
R&D Systems, Wiesbaden  

N-2-Hydroxyethylpiperazin N-2-

Ethansulfonsäure (Hepes) 
Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

NaCl, 0,9 % B. Braun Melsungen AG, Melsungen 

0,05% Natriumazid (NaN3) Sigma-Aldrich, Steinheim 

Nichtessentielle Aminosäuren 10 mM Gibco/Invitrogen, Karlsruhe 

Penicillin/Streptomycin, 1000 U/ml Pen,  

10 mg/ml Strep 
Pan Biotech GmbH, Aidenbach 

Phosphate buffered saline (PBS) Pan Biotech, Aidenbach 

Recombinant Human CXCL8/IL-8 R&D Systems, Wiesbaden 

RPMI mit Glutamin Pan Biotech GmbH, Aidenbach 

5% Saccharose Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Streptavidin Horse Radish-Peroxidase 

Enzym (HRP) 
R&D Systems, Wiesbaden 

TLR2 clone TL2.1 e-Bioscience, San Diego, USA 

TLR4 clone HTA 125 e-Bioscience, San Diego, USA 

Trypsin/EDTA Pan Biotech, Aidenbach 

0,05 % Tween 20 Sigma-Adrich, Steinheim 

20 mM Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

(PUFFERAN®) 
Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
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2.4 Verwendete NSCLC-Zelllinien  

A549       Cat-No. CCL-185, ATCC, Manassas, USA 

H226       Cat-No CRL-5826, ATCC, Manassas, USA 

Histologie: 

Die für die Experimente verwendeten Zelllinien A549 und H226 sind histologisch dem 

NSCLC zuzuordnen (Tsai et al. 2014). A549 ist eine Adenokarzinomzelllinie (Huang et 

al. 2014; Ruan et al. 2014), zeigt als p53-Status einen Wildtyp (Lu et al. 2001; Lehman 

et al. 1991) und eine c-K-ras-Mutation in Position 12 (Valenzuela und Groffen 1986). 

H226 lässt sich als Plattenepithelkarzinomzelllinie charakterisieren (Balcer-Kubiczek et 

al. 2007; Phelps et al. 1996), weist keinen eindeutig definierbaren p53-Status auf 

(Berglind et al. 2008) sowie ein nicht mutiertes K-ras-Gen (Wildtyp) (Symonds et al. 

2011). 

Eingesetzte Medien: 

Kulturmedium für A549 und H226: Versuchsmedium für A549 und H226: 

87 % DMEM/F12 Nutmix      
10 % FCS        
1 % Penicillin/Streptomycin  
(10000 U/ml Pen, 10 mg/ml Strep) 
1 % Glutamin 200mM      
1 % nichtessentielle Aminosäuren 
10 mM 

96 % DMEM/F12 Nutmix      
1 % FCS        
1 % Penicillin/Streptomycin    
(10000 U/ml Pen, 10 mg/ml Strep)  
1 % Glutamin 200mM      
1 % nichtessentielle Aminosäuren  
10 mM 

 

 
Abb. 4: Lichtmikroskopische Aufnahme von H226 in Kultur, Vergrößerung 10 x. 



 

20  

Material und Methoden 

2.5 Verwendete Software 

Casy® blue Evaluation Program Innovatis AG Casy® Technology, Reutlingen 

Casy® excell Innovatis AG Casy® Technology, Reutlingen 

Gen5™ Datenanalyse-Software Pan Biotech GmbH, Aidenbach 

GraphPad PRISM, Version 5 GraphPad Software, Inc., San Diego/USA 

Microsoft Word 2010 Microsoft Corporation, Redmond/USA 

Microsoft Excel 2010 Microsoft Corporation, Redmond/USA 

Mozilla Firefox 23.0.1 Mozilla Foundation, Mountain View/USA 

R package version 1.1-7 R Foundation for Statistical Computing, 

Wien, Österreich R package version 2.0-20 

Windows Vista Microsoft Corporation, Redmond/USA 

Windows XP Microsoft Corporation, Redmond/USA 

 

2.6 Methodik 

Im Folgenden werden die Arbeitsabläufe sowie deren zugrunde liegende Methodik 

beschrieben.  

2.6.1 Zellkultur 

Die NSCLC-Zelllinien H226 und A549 wurden in einem CO2-Inkubator bei 5% CO2-

Belüftung und 37°C unter sterilen Bedingungen in T 75-Zellkulturflaschen (T 75) 

kultiviert. Alle drei bis vier Tage erfolgte ein Wechsel der zellentsprechenden 

Kulturmedien. 

2.6.2 Passagierung der Zellen 

Die Passagierung der Zellen wurde zeitgleich zum Wechsel des Kulturmediums 

durchgeführt. Zunächst wurde 1 ml FCS in ein steriles 50 ml Polypropylenröhrchen (PP-

Röhrchen) gegeben. Nachdem das alte Kulturmedium aus der T 75-Zellkulturflasche 

abgesaugt wurde, wurde der Zellrasen mit 8 ml PBS gewaschen und dieses danach 

abgesaugt. Nun schloss sich eine dreiminütige Inkubation mit 4 ml Trypsin an, um die 

Zellen vom Boden zu lösen. Anschließend wurden die Zellen durch Resuspendieren 

voneinander getrennt und 4 ml Zellflüssigkeit ins PP-Röhrchen gefüllt. Nun wurden 8 ml 

PBS in die T 75-Schale gegeben, erneut resuspendiert und ebenfalls ins PP-Röhrchen 

gefüllt. 10 µl der Flüssigkeit aus dem PP-Röhrchen wurden in eine 

Neubauerzählkammer pipettiert. Durch die in der Neubauerzählkammer ermittelte 

Zellzahl konnte die sich in der T 75-Schale befindliche Zahl der Zellen berechnet werden. 
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Nachdem das PP-Röhrchen im folgenden Arbeitsschritt bei 1200 rpm (Einstellung: 60 s 

bis 1200 rpm, Abbremsen in 1 min) für fünf Minuten zentrifugiert wurde, wurde der 

Überstand abgesaugt und so viel Kulturmedium auf das Zellpellet gegeben, dass in 

einem Milliliter Medium rechnerisch eine Million Zellen vorhanden sein mussten. Nun 

konnte aus dem PP-Röhrchen die gewünschte Menge an Zellen in eine neue T 75-

Schale pipettiert werden. Es wurde die entsprechende Menge an Kulturmedium 

vorgelegt, so dass sich insgesamt immer 13 ml Flüssigkeit in einer T 75-Schale 

befanden. 

2.6.3 Proliferationsassays 

Die direkte und indirekte Bestimmung der Proliferation humaner und vitaler NSCLC-

Zelllinien spielen in dieser Arbeit eine zentrale Rolle. Zum Zeitpunkt der LTA-Stimulation 

wurde in jeder Versuchsreihe ein Proliferations-Kontrollwert aus unstimulierten Zellen 

ermittelt. Um Änderungen im Proliferationsverhalten der Zellen zu erfassen wurden die 

Messergebnisse unter Einwirkung einer zu testenden LTA-Konzentration stets 

prozentual zur unstimulierten Kontrolle dargestellt.  

2.6.3.1 Direkte Bestimmung der Proliferation durch Zellzählung im Casy® Cell Count 

Aussaat der Zellen: 

Zunächst wurde die Zellzahl wie oben beschrieben auf 1 Million pro Milliliter Medium 

eingestellt. Die Versuche wurden in 24-well-Gewebekulturplatten durchgeführt. In jedes 

beimpfte well wurden 500 µl Medium pipettiert. Aufgrund einer unterschiedlichen 

Wachstumsgeschwindigkeit der drei Zelllinien wurden 30000 H226-Zellen pro well sowie 

15000 A549-Zellen pro well ausgesät. Hierzu wurde die benötigte Menge Zellsuspension 

sowie das benötigte Volumen Kulturmedium in ein PP-Röhrchen vorgelegt und mittels 

Multipipette 500 µl pro well ausgesät. 

Stimulation der Zellen mit LTA: 

Nach einer 24-stündigen Adhärenzzeit wurden die wells mit unterschiedlichen 

Konzentrationen LTA (0,01 – 1 µg/ml) beimpft oder unstimuliert belassen (Kontrolle). 

Mindestens zwei wells pro Gewebekulturplatte wurden mit der identischen LTA-

Konzentration beimpft. Die verschiedenen LTA-Konzentrationen wurden durch 

mehrmaliges Verdünnen hergestellt. In vier PP-Röhrchen wurde dazu eine bestimmte 

Menge Versuchsmedium vorgelegt. In das erste PP-Röhrchen wurden anschließend 50 

µl LTA der Konzentration 1 mg/ml aus einem frisch aufgetauten LTA-Aliquot pipettiert. 

Bei zuvor in das PP-Röhrchen vorgelegten 4950 µl Versuchsmedium erfolgte eine 

Verdünnung des LTA auf 10 µg/ml. Im Folgenden wurden nach mehrmaligem 
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Resuspendieren hieraus 500 µl entnommen und das LTA im zweiten PP-Röhrchen mit 

4500 µl Versuchsmedium auf eine Konzentration von 1 µg/ml verdünnt. Nach gleichem 

Prinzip wurde weiterverdünnt auf 0,1 µg/ml  und 0,01 µg/ml LTA. 

Bevor der Zellrasen mit 500 µl der LTA-Lösung stimuliert werden konnte, wurden die 

wells abgesaugt, mit PBS gewaschen und erneut abgesaugt. 

Ablauf der Zellzählung: 

Bei der oben beschriebenen Zellaussaat wurde die Zellzahl zuvor mittels 

Neubauerzählkammer berechnet und die gewünschte Menge auf die einzelnen wells 

verteilt. Die Zellzahl wurde nach einer Adhärenzzeit von 24 Stunden zum Zeitpunkt der 

Stimulation mit LTA (Zeitpunkt 0), weiteren 24 Stunden, 48 Stunden und 72 Stunden 

gemessen. Die Bestimmung der Proliferation vitaler Zellen erfolgte mittels 

Stromausschlussverfahren. 

Stromausschlussverfahren: Das Casy® Cell Counter + Analyser System 

Das Stromausschlussverfahren hat eine Messung der Permeabilität der Zellmembran 

zum Prinzip (Roche Applied Science 2010). Vitale Zellen mit intakter Zellmembran sind 

elektrische Isolatoren, bei toten Zellen mit defekter Zellmembran hingegen wird der 

zytoplasmatische Raum leitfähig (Glauner 2006). Mittels einer durch Pulsflächenanalyse 

aufgezeichneten Größenverteilung kann die tatsächliche Größe vitaler Zellen sowie das 

Zellmatrixvolumen toter Zellen detektiert werden (Roche Innovatis AG 2002). Dabei 

werden die in isotoner Elektrolytlösung suspendierten Zellen einzeln durch eine 

Präzisionsmesspore gesaugt und bei diesem Prozess durch ein mit 1 MHz getaktetes 

Niederspannungsfeld abgetastet, welches über zwei Platinelektroden an der 

Kapillarstrecke angelegt wird (Roche Innovatis AG 2002). Die durchtretenden Zellen 

verdrängen mit ihrem Volumen eine bestimmte Menge der Elektrolytlösung, intakte 

Zellen führen entsprechend ihrer Eigenschaft als Isolatoren zu einer 

Widerstandserhöhung über die Kapillarstrecke. Jede Zelle führt zu einer spezifischen 

Widerstandsänderung, die nach Fläche, Höhe, Breite und Zeitverlauf analysiert wird. Da 

die Zellmembran toter Zellen keine elektrische Barriere mehr darstellt, werden sie mit 

der Größe ihres Zellkerns erfasst. Zugeordnet und aufgespeichert werden die Zellsignale 

in einem aus 524288 Kanälen bestehendem Vielkanalanalysator. Aus den 

Einzelmessungen wird das Integral des Messsignals berechnet und standardisiert 

ausgewertet. Die volumenlineare Originalverteilung wird schließlich umgerechnet und in 

einer durchmesserlinearen Größenverteilung dargestellt (Roche Innovatis AG 2002).  
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Versuchsauswertung: 

Nach Absaugen des Überstandes mussten die adhärenten Zellen zunächst mit Trypsin 

von den Böden der wells gelöst werden. Für spätere Messungen von IL-8 wurden bei 

A549 die Überstände einiger Versuche nicht abgesaugt und verworfen, sondern in 

Eppendorf-Cups gesammelt und eingefroren. Nach Zugabe von „Stopsolution“ (20 % 

FCS gelöst in PBS) wurde die Zellsuspension mehrfach resuspendiert. Pro zu 

messendem well wurde je ein Casy® cup mit 5 ml Casy® ton (isotone Elektrolytlösung) 

befüllt. Nun wurden 100 µl Zellsuspension entnommen und in das Casy® cup pipettiert. 

Es wurde ein Messvolumen von 400 µl pro Messung eingestellt.  

Die Auswertung der gemessenen Proben erfolgte durch das Casy® blue Evaluation 

Program. Die unter MS-Excel™ programmierte Anwendung erlaubt das Einlesen von 

Messdaten des Cell Counter + Analyser Systeme Model TT von innovatis AG. Die 

Speicherung der Daten erfolgte mit dem Programm Casy® excell.  

Die optimalen Cursorpositionen für die Vitalitätsdifferenzierung wurden nach dem 

Stromausschlussverfahren errechnet. Als 2-D-Overlay wurden die Mittelwertkurven der 

eingelesenen Lebend- und Totmessungen mit den ermittelten Cursorn dargestellt. 

Zusammen mit ihren Standardabweichungen wurden die zur Ergebnisbeurteilung 

relevanten Parameter für die Lebend- und Totmessungen angezeigt. Drei Messungen 

wurden pro well direkt hintereinander und vollautomatisch durchgeführt. Anschließend 

wurden die Ergebnisse in einer MS-Excel-Datei zusammengefasst. Die Messwerte der 

mit LTA stimulierten Proben wurden prozentual zur unstimulierten Kontrolle dargestellt.  

2.6.3.2 Indirekte Bestimmung der Proliferation durch MTT-Assay 

Kolorimetrische Enzymaktivitätsbestimmung: 

Die Aktivität von Enzymen kann durch kolorimetrischen Assay indirekt durch einen 

Farbumschlag im Spektrophotometer dargestellt werden (Armbrecht 2011). Die 

kinetische Messung erfolgt nach der Endpunktmethode (Wollenberger et al. 2012), 

wobei die Substratumsetzung des Enzyms nach einer bestimmten Zeit abgestoppt wird. 

Das für die enzymatische Reaktion verwendete künstliche Substrat setzt nach der 

Spaltung durch das Enzym ein Farbmolekül frei, welches anschließend photometrisch 

gemessen wird (Armbrecht 2011). 

Messprinzip: 

Durch Anwendung des MTT-Assays lässt sich die metabolische Aktivität von Zellen 

darstellen (Promega Corporation 2012). Das CellTiter 96® AQueous One Solution 

Reagenz besteht aus einem Tetrazolium-Präparat sowie aus einem 

elektronenkoppelnden Mittel, Phenazine Ethosulfat (PES).  
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Der Farbumschlag des gelben 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-

carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt (MTT) in 

lilafarbenes Formazan ist direkt proportional zu der Anzahl der in Zellkultur lebenden 

Zellen (Cory et al. 1991). Die Menge des umgesetzten farbigen Produktes, dargestellt 

durch Absorption bei 490 nm, ist proportional zu der Anzahl der enthaltenen lebenden 

Zellen (Promega Corporation 2012). 

Aussaat der Zellen: 

Für die beschriebenen Versuchsreihen wurden 96-well-Gewebekulturplatten verwendet. 

Die für einen Versuch benötigte Zellzahl sowie das benötigte Volumen wurden 

folgendermaßen berechnet: In den Versuchsreihen an A549 wurden 1500 Zellen pro well 

ausgesät, in den Versuchsreihen an H226 5000 Zellen pro well. Das benötigte Volumen 

Kulturmedium betrug je zu beimpfendem well 200 µl. 

Stimulation der Zellen mit LTA: 

Die Zellen wurden entweder unstimuliert belassen (Kontrolle) oder mit LTA in den 

Konzentrationen 0,01, 0,1 und 1 µg/ml stimuliert. Pro LTA-Konzentration wurden jeweils 

fünf wells beeimpft. Die getesteten LTA-Konzentrationen 0,01 µg/ml, 0,1 µg/ml und 1 

µg/ml wurden, wie unter 2.6.3.1 beschrieben, durch mehrfaches Verdünnen hergestellt, 

nachdem die insgesamt benötigte Menge an Versuchsmedium berechnet wurde. 

Versuchsauswertung: 

Je Versuch erfolgten die Messungen 6 Stunden, 24 Stunden und 48 Stunden nach 

Stimulation mit LTA. Zweieinhalb Stunden vor jeder Messung wurden in jedes zu 

messende well der 96-well-Gewebekulturplatte 20 µl der MTT-Substanz pipettiert und 

die Platte anschließend lichtgeschützt bei 37°C sowie Belüftung mit 5% CO2 inkubiert. 

Nach Inkubation wurde die Absorbtion des Lichts bei 490 nm im ELx808 Absorptions-

Reader spektrophotometrisch gemessen. Die Messwerte der mit LTA stimulierten 

Proben wurden prozentual zur unstimulierten Kontrolle dargestellt.  

ELx808 Absorptions-Reader: 

ELx808 von Bio-Tek ist ein Reader-Assay-System mit acht Kanälen und misst die 

optische Dichte von Lösungen in 96-well-Gewebekulturplatten mit Wellenlängen 

zwischen 380 nm und 900 nm. Bevor die Messung erfolgt, wird die eingesetzte 96-well-

Gewebekulturplatte für mehrere Sekunden mit einer definierten Geschwindigkeit und 

über einen definierten Zeitraum geschüttelt. Einstellungen der Assay-Optionen, 

Steuerung und Berechnung der gemessenen Daten erfolgten mittels Gen5™ 

Datenanalyse-Software (Bio-Tek Instruments 2005).  
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2.6.3.3 Nicht-radioaktive Messung der DNA-Neusynthese durch BrdU-Assay 

Voraussetzung zellulärer Vermehrung ist die Replikation genomischer DNA (Heinrich 

und Löffler 2014). Die DNA-Synthese kann daher als indirekter Parameter für die 

Proliferation von Zellen dienen. Der Assay basiert auf dem Einbau des Pyrimidin-

Analogons 5-bromo-2-deoxyuridine (BrdU) anstelle von Thymidin in die DNA 

proliferierender Zellen (Roche Applied Science 2013). Die Zellen werden in dem 

Zeitraum, in dem die Proliferation bestimmt werden soll, zusammen mit der BrdU-

labeling solution inkubiert. Nach anschließender Fixierung der Zellen und Denaturierung 

der DNA erfolgt die Zugabe eines BrdU-spezifischen Antikörpers (Porstmann et al. 

1985). Dieser bindet an das in der neu synthetisierten DNA eingebaute BrdU. In der 

folgenden Substratreaktion können die gebildeten Immunkomplexe nachgewiesen und 

durch Absorptionsmessung im ELx808 Absorptions-Reader quantifiziert werden (Rode 

2008). 

Versuchsdurchführung: 

Analog zum MTT-Assay wurden 2500 A549-Zellen mit 200 µl Medium pro well in 96-

well-Gewebekulturplatten ausgesät. Nach 24 Stunden Adhärenzzeit wurde eine 

Verdünnungsreihe mit LTA erstellt und anschließend jeweils acht wells pro 

Gewebekulturplatte mit 200 µl 0,01 µg/ml LTA, 0,1 µg/ml LTA und 1 µg/ml LTA stimuliert. 

Hinzu kamen weitere acht wells als Kontrollen und vier wells für den blank, in die nur 

200 µl Versuchsmedium ohne LTA gegeben wurden. Die Platten wurden 24 Stunden 

nach Stimulation mit LTA gestoppt, der Überstand ausgeklopft und bis zur Messung bei 

4°C gelagert. Die Zellen der Platten wurden zum Zeitpunkt der LTA-Stimulation mit 20 

µl/well BrdU labeling solution markiert. 

Versuchsauswertung: 

Die Messung der Platten erfolgte zum selben Zeitpunkt nach Abschluss des Versuches 

und gliederte sich in folgende Arbeitsschritte: 

Zunächst wurden 200 µl/well FixDenat Lösung auf die Zellen pipettiert und die Platten 

bei Raumtemperatur für 30 Minuten inkubiert. Nach anschließendem Ausklopfen wurden 

100 µl/well Anti-BrdU-POD working solution auf die Zellen gegeben und diese für 90 

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Um die Antikörperlösung wieder zu entfernen, 

wurden die Platten ausgeklopft und die wells mit 250 µl washing solution dreimal 

hintereinander gewaschen. Nachdem auch die washing solution durch Ausklopfen 

wieder entfernt wurde, wurden 100 µl/well Substratlösung auf die Zellen gegeben und 

diese für etwa fünf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, bis sich ein deutlich sichtbarer 

Farbumschlag vollzog. Pro well wurden in einem letzten Arbeitsschritt 25 µl H2SO4 
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hinzugegeben, um die Reaktion zu beenden. Die Absorption wurde bei 450 nm im 

ELx808 Absorptions-Reader spektrophotometrisch gemessen. Die Messwerte der mit 

LTA stimulierten Proben wurden prozentual zur unstimulierten Kontrolle dargestellt.  

2.6.4 Proliferationsbestimmung unter Einsatz von Antikörpern gegen TLR2, TLR4, und 
IL-8  

Die folgenden Versuchsreihen wurden mit der Zelllinie A549 durchgeführt. Ziel der 

Experimente war es, das Proliferationsverhalten der Zellen unter Einfluss von LTA und 

gleichzeitiger Blockade der zellulären Oberflächenproteine TLR2 und TLR4 zu 

untersuchen. Das Proliferationsverhalten unter Einwirkung von LTA wurde ebenso unter 

Blockade des zellulären Signalmoleküls IL-8 untersucht. 

Ermittlung und Herstellung der geeigneten Antikörperdosierungen: 

In Vorversuchen wurden die Konzentrationen der TLR-Antikörper ermittelt, bei welcher 

sich ohne Zugabe von LTA kein Effekt auf das Wachstum der Zellen zeigte. Dies diente 

dem Zweck, Auswirkungen der Antikörper auf den LTA-Effekt isoliert interpretieren zu 

können.  

Die TLR-Antikörper wurden in aufsteigender Konzentration (0,1 bis 5 µg/ml) den wells 

zum Zeitpunkt der Stimulation mit LTA hinzugefügt. Um eine etwaige intrinsische 

Aktivität der Antikörper auszuschließen, wurden diese den Zellen auch in Abwesenheit 

von LTA zupipettiert. Nach Auswertung der Ergebnisse wurden die weiteren Versuche 

mit TLR2/4-Antikörpern in der Konzentration 0,5 µg/ml durchgeführt. Die IL-8-Antikörper 

wurden in der bereits in der Arbeitsgruppe etablierten Konzentration 5 µg/ml eingesetzt. 

Versuchsdurchführung: 

Die folgenden Versuche dienten der Ermittlung des Effekts von TLR2-, TLR4- und IL-8-

Antikörpern auf die Zellproliferation (Casy® Cell Count)  sowie auf die IL-8-Freisetzung 

(IL-8-ELISA) unter LTA-Einfluss und erfolgten an A549-Zellen.  

Casy® Cell Count: 

Je Versuch wurden fünf 24-well-Gewebekulturplatten verwendet: Eine Kontrollplatte, 

zwei Platten für die Messung 24 Stunden nach Stimulation mit LTA und zwei Platten für 

die Messung 48 Stunden nach Stimulation mit LTA. Es wurden 15000 Zellen pro well 

ausgesät.  

Die Stimulation der Zellen mit LTA sowie die Zugabe der Antikörper erfolgten zeitgleich 

mit der Messung der Referenzplatte 24 Stunden nach Zellaussaat. Die Zellen wurden 

mit LTA in den Konzentrationen 0,1 µg/ml und 1 µg/ml stimuliert. Die Antikörper gegen 

TLR2, TLR4 und IL-8 wurden in den geeigneten, oben beschriebenen Konzentrationen 
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eingesetzt. Jedes well wurde mit 500 µl Zellsuspension beimpft. Die Inkubation erfolgte 

bei 37°C und 5 % CO2-Beflutung. 

Um die Zellen aller wells einheitlich mit 560 µl Flüssigkeit zu bedecken und somit gleiche 

Wachstumsbedingungen zu schaffen, wurden in die restlichen wells ohne Antikörper je 

60 µl Versuchsmedium bzw. 0,1 µg/ml LTA oder 1 µg/ml LTA enthaltendes 

Versuchsmedium pipettiert. Die Messung erfolgte durch automatisierte Zellzählung im 

Casy® Cell Counter. Die 560 µl Überstand der zu messenden wells wurden bei diesen 

Versuchsreihen allerdings nicht abgesaugt und verworfen, sondern in Eppendorf-Cups 

zur weiteren Verwendung für die IL-8 Bestimmung (siehe 2.6.5) gesammelt. Nach fünf 

Minuten Zentrifugation bei 15000 rpm wurde der Inhalt jedes Cups in weitere Eppendorf-

Cups aufgeteilt, diese beschriftet und anschließend bei -20 °C eingefroren. Auf diese 

Weise konnten die Überstände jedem Versuch zugeordnet und zu einem späteren 

Zeitpunkt die IL-8-Synthese quantifiziert werden.  

2.6.5 IL-8-ELISA 

Der Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) gehört zu den enzymatischen 

Immunadsorptionsverfahren (EIA) und ist ein biochemischer Assay, um in einer flüssigen 

Probe ein bestimmtes Antigen (z.B. Peptide, Proteine, Hormone) oder einen bestimmten 

Antikörper zu detektieren und zu quantifizieren (Gan und Patel 2013). Zugrunde liegt das 

immunologische Konzept, dass ein Antigen an einen spezifischen Antikörper bindet. Es 

werden unterschiedliche ELISA-Verfahren angewandt, die folgenden Ausführungen 

konzentrieren sich jedoch nur auf das für die durchgeführten Versuche relevante Prinzip 

des sog. Sandwich-ELISAs. 

Beim Sandwich-ELISA werden zwei für das Antigen spezifische Antikörper eingesetzt, 

die aber an unterschiedliche Epitope des Antigens binden (s. Abb.5). Zunächst erfolgt 

die Inkubation der Probe, meistens in 96-well-Gewebekulturplatten, zusammen mit dem 

Capture-Antikörper. In dieser Zeit bindet der Antikörper an das in der Probe enthaltene 

nachzuweisende Antigen. Das anschließende Waschen der wells entfernt die 

ungebundenen Bestandteile der Probe, es verbleibt nur das am Capture-Antikörper 

gebundene Antigen. Anschließend erfolgt die Zugabe des Detection-Antikörpers, 

welcher das Antigen an einem anderen Epitop bindet. Der Detection-Antikörper wurde 

zur Nachweisbarkeit zuvor an einen Enzym-gekoppelten Antikörper gebunden. 

Nachdem auch der Detection-Antikörper an das in der Probe enthaltene Antigen 

gebunden hat, werden durch Waschen der wells die überschüssigen Detection-

Antikörper entfernt. Nun kann durch Zugabe eines zum Enzym passenden chromogenen 

Substrates, welches vom Enzym zu einem Reaktionsprodukt umgesetzt wird, das 

Antigen in der Probe detektiert und quantifiziert werden. Das Reaktionsprodukt wird 
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durch Farbumschlag, Fluoreszenz oder Chemiluminiszenz nachgewiesen. Da bereits 

geringe Enzymmengen das Reagenz über einen längeren Zeitraum vollständig spalten 

würden und dann alle Proben die gleiche optische Dichte hätten, wird die Reaktion nach 

einer definierten Zeit gestoppt. Hierzu wird das Enzym z.B. durch die Zugabe von H2SO4 

zerstört und die Farbreaktion beendet. Die Quantifizierung des Reaktionsproduktes 

erfolgt durch photometrische Bestimmung der optischen Dichte. Zur Auswertung wird 

eine Kalibrierungskurve benötigt, die durch eine Serie bekannter 

Antigenkonzentrationen, der sog. Standardreihe, ermittelt wird (Gan und Patel 2013; 

Grange et al. 2014). 

 

 

 

 
Abb. 5: Prinzip eines Sandwich-ELISAs. Modifiziert nach Horlock et al. 
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Reagenzien: 

1. Antikörper (capture): Monoclonal Anti-human CXCL8/IL-8 Antibody 
Aliquots: 500 µg in 1250 µl PBS-/- gelöst und in 100 µl-Mengen aliquotiert 

2. Antikörper (detection): Biotinylated Anti-human CXCL8/IL-8 Antibody 
Aliquots: 50 µg in 1,25 ml Puffer (20 mM Trizma base, 150 mM NaCl + 0,1% BSA, 
pH 7,3) gelöst und in 10 µl-Mengen aliquotiert 

3. Waschpuffer: 0,05% Tween 20 in PBS-/-, pH 7,4 

4. Blockpuffer: PBS-/- + 1% BSA, 5% Saccharose, 0,05% NaN3 

5. Diluent: 1% BSA in PBS-/- 

6. Streptavidin HRP: Verdünnung 1 : 200 

7. Standard: Recombinant Human CXCL8/IL-8 
Aliquots: 10 µg in 1 ml PBS-/- (mit 0,1% HSA) aufgenommen und je 10 µl 
aliquotiert, Konzentration: 100 ng/10µl 

8.  Substrate Solution: 5ml Solution A + 5 ml Solution B kurz vor Gebrauch gemischt 
und lichtundurchlässig gelagert 

9. Stop Solution: 1M H2SO4 

Versuchsdurchführung: 

Die Experimente zur IL-8-Synthese wurden an A549 Zellen durchgeführt. Aussaat, 

Kultur sowie Stimulation der Zellen mit LTA erfolgten bereits im zuvor durchgeführten 

Casy® Cell Count. Zunächst wurden die gesammelten Überstände der Versuche mit und 

ohne Einwirkung von LTA untersucht. Anschließend wurden die Überstände der 

Versuche unter Einwirkung von LTA und Antikörpern untersucht. Zunächst wurden die 

Platten mit dem Capture-Antikörper beschichtet. Hierfür wurden 100 µl des Capture-

Antikörpers mit 10 ml PBS-/- verdünnt (Endkonzentration 4 µg/ml), von dieser Lösung je 

100 µg je 100 µl in jedes well gegeben und die Platte lichtgeschützt bei 4°C für 24 

Stunden inkubiert. 

Die Durchführung des ELISAs gliederte sich in folgende Arbeitsschritte: 

1. Zunächst wurden die Platten zweimal mit je 200 µl pro well Waschpuffer gewaschen. 

Um unspezifische Bindungen zu blocken, wurden anschließend 200 µl pro well Diluent 

mit 5% humanem Serum-Albumin hinzugegeben und die Platten eine Stunde bei 

Raumtemperatur und leichtem Rütteln inkubiert. 

2. Währenddessen wurde mit Diluent die Standardreihe hergestellt und auf Eis gekühlt. 

Durch mehrmaliges Verdünnen wurde die Standardsubstanz IL-8 von 100 ng/ml auf 15 

pg/ml verdünnt. Der Nullstand enthielt ausschließlich Diluent, ohne Standardsubstanz. 
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Nun wurden 100 µl Standardverdünnung pro well sowie 100 µl der Proben pro well 

aufgetragen, anschließend wurden die Platten erneut zwei Stunden bei Raumtemperatur 

und leichtem Rütteln inkubiert. 

3. Nachdem der Detection-Antikörper auf eine Endkonzentration von 40ng/ml verdünnt 

wurde, wurden die Platten zweimal gewaschen und anschließend 100 µl der 

Verdünnung pro well pipettiert. Es folgte eine weitere Inkubationsphase für eine Stunde 

bei Raumtemperatur und leichtem Rütteln. 

4. Nach zweimaligem Waschen kamen weitere 100 µl des mit Diluent verdünnten 

Streptavidin HRP (1:200) pro well hinzu. Es schloss sich eine 20-minütige 

Inkubationsphase abgedunkelt bei Raumtemperatur und leichtem Rütteln an. 

5. Erneut wurden die wells zweimal gewaschen. Von dem Substrate Reagent Pack 

wurden 15 Minuten vor Benutzung 5,2 ml Reagent A mit 5,2 ml Reagent B gemischt und 

100 µl dieses Substratgemisches pro well pipettiert. Für 25 Minuten wurden die Platten 

abgedunkelt bei Raumtemperatur auf dem Rüttler inkubiert.  

6. Die Farbreaktion wurde schlussendlich mit 50 µl 1 M H2SO4 pro well gestoppt und die 

Platten bei 450 nm im ELx808 Absorptions-Reader spektrophotometrisch gemessen. 

Im ELISA wurde das freigesetzte IL-8 in pg/ml quantifiziert. Für die Versuchsauswertung 

wurde die zum jeweiligen Messzeitpunkt quantifizierte IL-8-Freisetzung aus den 

unbehandelten Kontrollen von der durch LTA-Stimulation induzierten IL-8-Freisetzung 

subtrahiert, somit kommt IL-8 zur Darstellung.  

2.6.6 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung der Versuchsdaten erfolgte mit der Software R (R 

Development Core Team 2014). Hierzu wurden die Programmeinheiten „lme4“ (Bates et 

al. 2014) sowie „ImerTest“ (Kuznetsova et al. 2014) eingesetzt. Um interexperimentelle 

Unterschiede nachweisen zu können, wurden die Daten mittels gemischter linearer 

Modelle analysiert. Die Variable „Zeit“ wurde zusammen mit „LTA-Konzentration“ als 

Faktor in einem zweifaktoriellen Modell verwendet. Die Diagramme wurden mit der 

Software GraphPad PRISM erstellt und die Mittelwerte mit Standardfehler des 

Mittelwerts (SEM) abgebildet. Die gestrichelte, schwarze Linie zeigt die Werte der 

unstimulierten Kontrollen an, die jeweils mit 100 % gleichgesetzt wurden. Ergebnisse, 

die nach Analyse das Kriterium der statistischen Signifikanz, p<0,05, erfüllten, wurden 

mit einem Sternchensymbol markiert. 
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3 Ergebnisse 

In einem ersten Schritt wurde untersucht, welchen Effekt die Inkubation der 

Adenokarzinomzelllinie A549 und der Plattenepithelkarzinomzelllinie H226 mit LTA in 

verschiedenen Konzentrationen auf die Proliferation der Tumorzellen hat. Es wurden die 

LTA-Konzentrationen 0,01 µg/ml, 0,1 µg/ml und 1 µg/ml getestet. Um Aussagen zum 

zeitlichen Verlauf der Proliferation treffen zu können, erfolgten die Messungen je nach 

Versuch 6 Stunden, 24 Stunden, 48 Stunden und 72 Stunden nach LTA-Stimulation. Die 

Proliferation der Zellen wurde durch direkte und indirekte Nachweismethoden bestimmt. 

Mittels automatisierter Zellzählung (Gerät: Casy® Cell Count) konnte die Anzahl vitaler 

Zellen in einer Probe direkt erfasst werden. Durch zwei weitere Assays, MTT und BrdU, 

gelang es, die Stoffwechselaktivität sowie die Aktivität der DNA-Synthese darzustellen. 

Da sich Veränderungen dieser beiden Parameter proportional zum Wachstum einer 

Zellkultur verhalten, können sie zum indirekten Nachweis der Proliferation herangezogen 

werden.  

Die weiteren Experimente wurden exemplarisch an der Zelllinie A549 durchgeführt. 

Zunächst wurde der Effekt von LTA verschiedener Konzentrationen auf die IL-8-

Synthese von A549 im zeitlichen Verlauf gemessen. Ziel der weiteren Versuche war es, 

die Bedeutung der zellulären Oberflächenproteine TLR2 und TLR4 für die 

Zellproliferation unter Einwirkung von LTA zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurden 

TLR2 und TLR4 selektiv durch Antikörper blockiert und die Proliferation im Casy® Cell 

Counter gemessen. In Vorversuchen wurden zunächst die geeigneten Konzentrationen 

der TLR-Antikörper bestimmt, unter deren Einsatz sich die Zellproliferation nicht 

beeinflussen ließ. Es wurde auch eine Blockade des zellulären Signalproteins IL-8 durch 

neutralisierende Antikörper vorgenommen und deren mögliche Auswirkung auf die 

Proliferation unter LTA-Einwirkung untersucht. In einem letzten Schritt wurde der Frage 

nachgegangen, wie sich die Blockade von TLR2 oder TLR4 auf die IL-8-Synthese unter 

Einfluss von LTA auswirkt.  

Aufgrund von interexperimentellen Unterschieden zwischen den Absolutzahlen der 

gemessenen Zellzahlen, z.B. durch leichte Quantitätsdifferenzen der ausgesäten Zellen, 

mögliche Differenzen der Wachstumsgeschwindigkeiten verschiedener Zellpopulationen 

oder durch mögliche Volumendifferenzen der gemessenen Proben, wurden die 

Messwerte in Bezug auf unstimulierte A549- bzw. H226-Zellen, deren Wachstum als 

100% definiert wurde, dargestellt. Das Proliferationsverhalten LTA-stimulierter Zellen 

sowie der Kontrolle lässt sich auf diese Weise interexperimentell miteinander 

vergleichen und übersichtlich abbilden. 
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3.1 Proliferation der NSCLC-Zellen unter Inkubation mit LTA 

A549 und H226 wurden mit LTA in den Konzentrationen 0,01 µg/ml, 0,1 µg/ml und 1 

µg/ml inkubiert und die Proliferation nach 24 Stunden, 48 Stunden und 72 Stunden durch 

automatisierte Zellzählung im Casy® Cell Counter gemessen. Abb.6a und Abb.6b 

zeigen jeweils den zeitlichen Verlauf der Zellproliferation unter Einfluss der 

verschiedenen LTA-Konzentrationen prozentual in Bezug auf die Kontrolle. Das 

Verhalten der Zelllinien lässt sich folgendermaßen beschreiben: 

A549 (Abb.6a) zeigten unter Einwirkung von LTA in den Konzentrationen 0,01 µg/ml und 

0,1 µg/ml eine deutliche Zunahme der Proliferation im Vergleich zur Kontrolle ohne LTA. 

Am stärksten und konstantesten ließ sich die Proliferationssteigerung unter 0,1 µg/ml 

LTA beobachten, sie betrug 34% nach 24 Stunden Inkubation, 35% nach 48 Stunden 

und 35% nach 72 Stunden. Diese Steigerungen unterschieden sich zu allen 

Messzeitpunkten signifikant von der Kontrolle. Die Inkubation mit 0,01 µg/ml LTA führte 

nach 24 Stunden zu einem Anstieg um 28%, nach 48 Stunden erreichte der Anstieg mit 

35% sein Maximum und fiel im Verlauf nach 72 Stunden auf 21% ab. Ebenso führte die 

Inkubation mit 1 µg/ml LTA zu einem Anstieg der Proliferation, welcher allerdings mit 

26% nach 24 Stunden bzw. 30% nach 48 Stunden etwas geringer ausfiel. Nach 72 

Stunden Inkubation fiel die Proliferation unter Einfluss von 1 µg/ml LTA auf 98%, also 

das Niveau der Kontrolle, ab. 

Auch H226 (Abb.6b) zeigten einen Proliferationsanstieg unter Einfluss von LTA. Die 

gemessenen Counts stiegen nach 48 Stunden Inkubation mit LTA aller 

Testkonzentrationen im Verhältnis zur Kontrolle am deutlichsten an. Der 

Proliferationsanstieg nach 48 Stunden betrug unter Einwirkung von 0,01 µg/ml LTA 38%. 

LTA in der Konzentration 0,1 µg/ml führten zum selben Messzeitpunkt zu einem Anstieg 

um 34%. Vergleichbar mit A549 ergab die Testkonzentration 1 µg/ml LTA einen etwas 

schwächer ausgeprägten Proliferationsanstieg, der nach 48 Stunden einen Maximalwert 

von 28% erreichte.  

Zusammenfassend ließ sich beobachten, dass LTA das Wachstum von A549-Zellen und 

H226-Zellen stimulierten. Am deutlichsten zeigte sich der Proliferationsanstieg beider 

Zelllinien unter Inkubation mit LTA in den Konzentrationen 0,01 µg/ml und 0,1 µg/ml zu 

dem Messzeitpunkt 48 Stunden. 
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Abb. 6: Proliferation unter Inkubation mit LTA. Messung durch Casy® Cell Count. 

a) A549; dargestellt sind Mittelwerte; Streuung der Werte dargestellt als SEM.   
n ≥ 4; * = p < 0,05 vs. Kontrolle. 

b) H226; dargestellt sind Mittelwerte; Streuung der Werte dargestellt als SEM.   
n ≥ 4; * = p < 0,05 vs. Kontrolle.  
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3.2 Zellstoffwechselaktivität unter Inkubation mit LTA 

Die Experimente zur Bestimmung der Zellstoffwechselaktivität wurden an den Zelllinien 

A549 und H226 über einen Versuchszeitraum von 48 Stunden durchgeführt. Die 

Messungen erfolgten nach einer Inkubationszeit von 6 Stunden, 24 Stunden sowie 48 

Stunden. LTA wurden eingesetzt in den Konzentrationen 0,01 µg/ml, 0,1 µg/ml und 1 

µg/ml. Die Reduktion von MTT wurde in Bezug auf unstimulierte A549- bzw. H226-Zellen 

abgebildet, deren Wachstum als 100% festgelegt wurde. Insgesamt ließen sich deutliche 

Anstiege der Zellstoffwechselaktivität unter Einwirkung von LTA aller drei 

Testkonzentrationen messen.  

Die Inkubation von A549 (Abb.7a) zeigte nach sechs Stunden eine Zunahme der 

Stoffwechselaktivität um 18% unter Einwirkung von 0,01 µg/ml LTA bzw. um 13% (0,1 

µg/ml LTA) und um 11% (1 µg/ml LTA). Nach 24 Stunden Inkubation erreichte der 

Anstieg Werte von 25% (0,01 µg/ml LTA), 26% (0,1 µg/ml LTA) und 24% (1 µg/ml LTA). 

Während der Anstieg nach 48 Stunden unter 1 µg/ml LTA auf 15% abfiel, veränderte er 

sich unter 0,01 µg/ml LTA sowie 0,1 µg/ml LTA nicht wesentlich im Vergleich zu den 24-

Stunden-Werten. 

In den Experimenten an H226 (Abb.7b) ließ sich nach sechs Stunden Inkubation mit 0,01 

µg/ml LTA ein Anstieg der Stoffwechselaktivität um 19% messen, welcher nach 24 

Stunden einen Wert von 32% und nach 48 Stunden einen Wert von 29% erreichte. 

Gleichermaßen verhielten sich die Zellen unter Testung der zwei weiteren LTA-

Konzentrationen. 0,1 µg/ml LTA führten nach 6 Stunden zu einem Anstieg um 15% (bzw. 

um 10% unter 1 µg/ml LTA), welcher nach 24 Stunden auf 38% (bzw. auf 32% unter 1 

µg/ml LTA) anwuchs und nach 48 Stunden einen Wert von 28% (bzw. 19% unter 1 µg/ml 

LTA) erreichte. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass LTA die Zellstoffwechselaktivität von A549 

und H226 über alle Zeiträume stimulierten. Am stärksten zeigte sich der Anstieg der 

Stoffwechselaktivität unter 0,1 µg/ml LTA nach einer Inkubationszeit von 24-48h. 
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Abb. 7: Zellstoffwechselaktivität unter Inkubation mit LTA. Messung durch MTT-Assay. 

a) A549; dargestellt sind Mittelwerte; Streuung der Werte dargestellt als SEM.   
n ≥ 7; * = p < 0,05 vs. Kontrolle. 

b) H226; dargestellt sind Mittelwerte; Streuung der Werte dargestellt als SEM.   
n ≥ 7; * = p < 0,05 vs. Kontrolle.   
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3.3 Aktivität der DNA-Synthese unter Inkubation mit LTA 

Als weiterer Proliferationsassay wurden Experimente zur Quantifizierung der 

Neusynthese von DNA unter LTA-Einfluss an A549 durchgeführt (Abb.8). Die Zellen 

wurden über einen Zeitraum von 24 Stunden mit LTA in den Konzentrationen 0,01 µg/ml, 

0,1 µg/ml und 1 µg/ml inkubiert. Die Messergebnisse, hier die DNA-Inkorporation von 

BrdU als Parameter der DNA-Synthese, wurden prozentual in Bezug auf die Kontrolle 

dargestellt. Es zeigte sich ein Anstieg der BrdU-Inkorporation um 29% unter Inkubation 

mit 0,01 µg/ml LTA, während LTA in den Konzentrationen 0,1 µg/ml und 1 µg/ml zu 

einem Anstieg um 20% führten. 
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Abb. 8: Aktivität der DNA-Synthese von A549 unter Inkubation mit LTA. Messung durch 

BrdU-Assay. Dargestellt sind Mittelwerte; Streuung der Werte dargestellt als SEM;  n ≥ 5. 
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3.4 Einfluss von LTA auf die zelluläre Synthese von Interleukin-8 

Im Folgenden wurde untersucht, wie sich LTA auf die IL-8-Synthese von A549 auswirken 

(Abb.9). LTA wurden eingesetzt in den Konzentrationen 0,01 µg/ml, 0,1 µg/ml sowie 1 

µg/ml. Die Messung der IL-8-Synthese wurde 24 Stunden, 48 Stunden und 72 Stunden 

nach LTA-Stimulation mittels ELISA durchgeführt. Die Darstellung der IL-8-Synthese 

erfolgte in der Einheit pg/ml als ΔIL-8, um den LTA-abhängigen Effekt auf die Synthese 

von IL-8 im Vergleich zu unstimulierten A549-Zellen abzubilden. 

Es zeigte sich eine signifikante Steigerung der Synthese von IL-8 unter Einfluss von 1 

µg/ml LTA, die im Zeitverlauf kontinuierlich anstieg. Nach 24-stündiger Inkubation betrug 

diese 118 pg/ml, nach 48 Stunden 130 pg/ml und nach 72 Stunden 215 pg/ml. Auch die 

Inkubation mit 0,1 µg/ml LTA ergab nach 24 Stunden einen Anstieg der IL-8-Synthese 

um 22 pg/ml, welcher nach 48 Stunden signifikant auf 64 pg/ml und nach 72 Stunden 

ebenfalls signifikant auf 114 pg/ml anwuchs. Die Inkubation mit 0,01 µg/ml LTA bewirkte 

nach 24 Stunden keine Veränderung der IL-8-Synthese im Vergleich zur Kontrolle. Nach 

48 Stunden und 72 Stunden zeigte sich hingegen ein Anstieg der IL-8-Synthese um 30 

pg/ml bzw. 52 pg/ml. 
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Abb. 9: IL-8-Synthese unter Inkubation mit LTA. Messung durch ELISA. 

A549; dargestellt sind Mittelwerte; Streuung der Werte dargestellt als SEM.   
n ≥ 4; *: p < 0,05 vs. Kontrolle. 
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3.5 Blockade von TLR2, TLR4 und Interleukin-8 durch neutralisierende 

Antikörper – Effekt auf die Zellproliferation 

Die folgenden Experimente wurden an der Zelllinie A549 durchgeführt. Ziel der 

Experimente war es, die Proliferation unter Einwirkung von LTA und gleichzeitiger 

Inhibition jeweils eines der zellulären Oberflächenmoleküle, TLR2 und TLR4, zu 

untersuchen. Außerdem wurde untersucht, wie sich die Proliferation unter Einwirkung 

von LTA und gleichzeitiger Inhibition des zellulären Signalmoleküls IL-8 verhält. Die 

Messung der Proliferation erfolgte mittels automatisierter Zellzählung. Zur selektiven 

Blockade von TLR2, TLR4 sowie IL-8 wurden spezifische, monoklonale Antikörper 

eingesetzt. Eingesetzt wurden LTA in den Konzentrationen 0,1 µg/ml und 1 µg/ml, die 

TLR-Antikörper in der Konzentration 0,5 µg/ml und die IL-8-Antikörper in der 

Konzentration 5 µg/ml. Die Proliferation wurde für die eingesetzten LTA-Konzentrationen 

jeweils nach 24 Stunden und 48 Stunden bestimmt. Die Messergebnisse wurden 

prozentual in Bezug auf die Kontrollen dargestellt. 

Unter Einwirkung von 0,1 µg/ml LTA zeigte sich nach 24 Stunden Inkubation zunächst 

eine signifikante Proliferationszunahme auf 119% (Abb.10a). Wurde nun ein TLR2-

blockierender Antikörper hinzugegeben und die Proliferation unter 0,1 µg/ml LTA-

Einwirkung bestimmt, so zeigte sich eine Proliferation von 97%, was dem Kontrollniveau 

entsprach. Ebenso zeigte sich unter Zugabe des IL-8-blockierenden Antikörpers und 

selbiger LTA-Einwirkung eine Proliferation von 96%. Die Zugabe eines TLR4-

blockierenden Antikörpers ergab hingegen erneut einen Proliferationsanstieg auf 115%. 

Nach 48 Stunden Inkubation mit 0,1 µg/ml LTA ließ sich ebenfalls ein signifikanter 

Anstieg der A549-Proliferation auf 118% messen (Abb.10b). Die Blockade von TLR2 und 

gleichzeitiger LTA-Inkubation führte zu einer gemessenen Proliferation von 103%. Auch 

unter Blockade von IL-8 sank die Proliferation unter gleichen Bedingungen auf 102%. 

Unter Zugabe des TLR4-blockierenden Antikörpers zeigte sich ein Proliferationsanstieg 

auf 112%.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass LTA der Konzentration 0,1 µg/ml nach 24 

Stunden und 48 Stunden Inkubation einen signifikanten Proliferationsanstieg von A549 

bewirkten. Während sich unter Blockade des TLR4 ebenfalls ein signifikanter 

Proliferationsanstieg zeigte, der Antikörper also keinen wesentlichen Effekt auf die 

Proliferation hatte, wurde der LTA-induzierte Proliferationsanstieg sowohl durch 

Inhibition des TLR2 als auch durch Inhibition von IL-8 aufgehoben. 
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Abb. 10: Proliferation von A549 unter Inkubation von 0,1 µg/ml LTA sowie Blockade von 

TLR2, TLR4 und IL-8. Messung durch Casy® Cell Count.  
a) Messung nach 24 Stunden Inkubation; dargestellt sind Mittelwerte, Streuung dargestellt als 

SEM. n ≥ 4; * = p < 0,05 vs. Kontrolle. 
b) Messung nach 48 Stunden Inkubation; dargestellt sind Mittelwerte, Streuung dargestellt als 

SEM. n ≥ 4; * = p < 0,05 vs. Kontrolle.  
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Die Inkubation von A549 mit 1 µg/ml LTA führte nach 24 Stunden zu einem signifikanten 

Proliferationsanstieg der Zellen auf 123% (Abb.11a). Die Hinzugabe des TLR2-

blockierenden Antikörpers unter gleichzeitiger LTA-Inkubation bewirkte eine auf 

Kontrollniveau messbare Proliferation von 105%. Unter Zugabe des IL-8-blockierenden 

Antikörpers und LTA-Einwirkung zeigte sich eine auf unter Basalniveau gesenkte 

Proliferation von 90%. Wurde hingegen TLR4 blockiert und die Zellen mit 1 µg/ml LTA 

inkubiert, so betrug die Proliferation immer noch 116%. 

Ein ähnliches Bild ließ sich unter Inkubation der Zellen mit 1 µg/ml LTA nach 48 Stunden 

beobachten (Abb.11b). Die alleinige Inkubation mit LTA führte zu einem signifikanten 

Anstieg der Proliferation auf 114%. Unter Mitinkubation des TLR2-blockierenden 

Antikörpers fiel die Proliferation auf 100% ab. Auch die IL-8-Blockade unter LTA-

Inkubation führte zu einem Abfall der Proliferation auf das Kontrollniveau (100%). Die 

Zugabe des TLR4-Antikörpers unter LTA ergab eine erhaltene Proliferation von 112%. 

Es lässt sich zusammenfassen, dass LTA in der Konzentration 1 µg/ml nach 24 Stunden 

und 48 Stunden einen Anstieg der A549-Proliferation bewirkten. Dieser LTA-induzierte, 

signifikante Proliferationsanstieg konnte sowohl durch Inhibition von TLR2 als auch 

durch Inhibition von IL-8 aufgehoben werden. Die Blockade von TLR4 unter LTA-

Inkubation ließ hingegen einen bestehenden signifikanten Proliferationsanstieg 

beobachten. 
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Abb. 11: Proliferation von A549 unter Inkubation von 1 µg/ml LTA sowie Blockade von 

TLR2, TLR4 und IL-8. Messung durch Casy® Cell Count. 

a) Messung nach 24 Stunden Inkubation; dargestellt sind Mittelwerte, Streuung dargestellt als 
SEM. n ≥ 4; * = p < 0,05 vs. Kontrolle. 

b) Messung nach 48 Stunden Inkubation; dargestellt sind Mittelwerte, Streuung dargestellt als 
SEM. n ≥ 4; * = p < 0,05 vs. Kontrolle. 
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3.6 Zelluläre Interleukin-8-Synthese unter Blockade von TLR2 und TLR4 

Ziel dieser Versuchsreihe war es, die IL-8-Synthese unter Einwirkung von 1 µg/ml LTA 

sowie gleichzeitiger Blockade des TLR2 bzw. TLR4 zu untersuchen. Die Messungen 

erfolgten durch ELISA aus den Überständen der wells, die 48 Stunden mit 1 µg/ml LTA 

und den zu testenden TLR2/4-Antikörpern inkubiert wurden. Die TLR-Antikörper wurden 

eingesetzt in der Konzentration 0,5 µg/ml. Die Darstellung der IL-8-Synthese erfolgte in 

der Einheit pg/ml als ΔIL-8, um den LTA-abhängigen Effekt auf die Synthese von IL-8 im 

Vergleich zu unstimulierten A549-Zellen abzubilden. 

Wie Abb.12 zu entnehmen, ließ sich unter Hinzugabe von 1 µg/ml LTA zunächst ein 

signifikanter Anstieg der IL-8-Synthese um 80 pg/ml beobachten. Die Mitinkubation des 

TLR2-blockierenden Antikörpers führte hingegen lediglich zu einem Anstieg der IL-8-

Synthese um 14 pg/ml im Vergleich zur Kontrolle. Unter Einwirkung von LTA und des 

TLR4-blockierenden Antikörpers zeigte sich jedoch erneut ein signifikanter Anstieg der 

IL-8-Synthese um 88 pg/ml. Unter Einsatz des TLR2-Antikörpers fiel der durch 1 µg/ml 

LTA induzierte Anstieg des gemessenen IL-8 demnach um 66 pg/ml bzw. 83% geringer 

aus, während sich unter Einsatz des TLR4-Antikörpers keine wesentliche Änderung der 

IL-8-Synthese beobachten ließ. 
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Abb. 12: Zelluläre IL-8-Synthese unter Inkubation von A549 mit LTA sowie Blockade von 

TLR2 und TLR4. Messung durch ELISA. 
Messung des synthetisierten IL-8 nach 48 Stunden Inkubation. Dargestellt sind Mittelwerte. 
Streuung der Werte dargestellt als SEM; n ≥ 6.* = p < 0,05 vs. Kontrolle. 
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4 Diskussion 

Patienten mit Lungenkrebs sind in vielfacher Hinsicht gefährdet, an Infektionen des 

bronchopulmonalen Systems zu erkranken (Berghmans et al. 2003). Das erhöhte 

Infektionsrisiko im Vergleich zu einem gesunden Organismus ergibt sich nicht zuletzt 

aus den Erkrankungs- und Therapiekomplikationen, welche z.B. zu rezidivierenden 

Aspirationspneumonien führen können (Rolston, K. V. I. 2001). Die wachsende Anzahl 

nosokomialer Infektionen, darunter Infektionen der unteren Atemwege mit einem Anteil 

von 21,5%, sowie zunehmende Antibiotikaresistenzen gegenüber bakteriellen 

Pathogenen stellen nicht nur in Deutschland das Gesundheitssystem vor eine 

Herausforderung (Walger et al. 2013; Robert-Koch-Institut 2012).  

Perlin et al. beobachteten, dass pulmonale Infektionen das mediane Überleben von 

Lungenkrebspatienten zusätzlich einschränken (Perlin et al. 1990). Zusammenhänge 

zwischen Tumorgenese, Tumorprogression und Entzündung durch Infektion wurden 

bereits beschrieben und sind Gegenstand aktueller Forschung. In der Literatur wird 

diskutiert, dass Inflammation die Entwicklung eines Tumors einerseits fördern und 

andererseits hemmen kann (Nickoloff et al. 2005; Atsumi et al. 2014). So könnten im 

chronischen Entzündungsgeschehen rekrutierte Immunzellen durch Freisetzung von 

reaktiven Stickstoff- und Sauerstoffverbindungen zur Schädigung wichtiger zellulärer 

Komponenten beitragen. Aberrant exprimierte oder aktivierte proinflammatorische 

Moleküle aus der Mikroumgebung des Tumors resultieren in einer intratumoralen 

Entzündungsreaktion, wodurch Angiogenese, Metastasierung und Invasion des 

Tumorgewebes begünstigt sein könnten (Kundo und Surh 2008). TLR sind wesentlich 

an der Erhaltung der Gewebehomöostase beteiligt (Chow et al. 2014). Infektion 

dereguliert jedoch die lokale Gewebehomöostase durch Akkumulation verschiedener 

Immunzellen (Atsumi et al. 2014). Es zeigte sich, dass die von gramnegativen Bakterien 

stammenden LPS nach Bindung an die Ko-Rezeptoren LBP sowie CD14 über den 

Komplex TLR4/MD-2 ihr Signal in die Zelle übertragen (Kawai und Akira 2010). Zudem 

wurde in vitro und in vivo an einem NSCLC-Tiermodell eine LPS-induzierte Proliferation 

von NSCLC-Zellen beobachtet (Hattar et al. 2013). Auf welche Weise sich LTA von 

grampositiven Keimen auf die Progression von Tumoren, insbesondere das NSCLC, 

auswirken, wurde bislang jedoch nicht hinreichend beschrieben. Ebenso ist nicht geklärt, 

welche Moleküle an der Weiterleitung des LTA-vermittelten Signals in NSCLC-Zellen 

beteiligt sind. 

Vor diesem Hintergrund beschäftigt sich diese Arbeit mit der Frage, welcher 

Zusammenhang zwischen der Einwirkung von LTA und der Proliferation von NSCLC-

Zelllinien besteht. Weiterhin wurde untersucht, welche Bedeutung TLR2, TLR4 und  
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IL-8 für die Mediation einer LTA-induzierten Inflammation und die Progression des 

NSCLC haben. 

 

4.1 LTA stimulieren die Aktivität der getesteten NSCLC-Zelllinien A549 und 

H226 und wirken proliferationssteigernd 

A549 und H226 zeigten unter Einwirkung von LTA eine Zunahme von Proliferation und 

Zellstoffwechselaktivität. Im BrdU-Assay ließ sich unter Inkubation von A549 mit LTA 

zudem eine tendenziell gesteigerte DNA-Synthese messen. Proliferationssteigernde 

Effekte zeigten sich bei Stimulation der Zellen mit LTA in den Konzentrationen 0,01 

µg/ml, 0,1 µg/ml und 1 µg/ml. Während A549 bereits eine deutliche 

Proliferationssteigerung nach 24-stündiger LTA-Inkubation aufwiesen, zeigte sich die 

stärkste Proliferationszunahme der H226-Zellen nach 48-stündiger Inkubation. Dieser 

Unterschied in der Kinetik der zellulären Proliferation könnte zum einen auf einer 

höheren Proliferationsgeschwindigkeit der A549-Zellen begründet sein (Tsai et al. 1996; 

Datasheet A549 (ATCC® CCL-185™)). Zum anderen könnten interzelluläre Differenzen 

auf Rezeptorebene die Affinität der Liganden LTA modulieren oder interzelluläre 

Differenzen der Transformationskinetik die Proliferation beeinflussen. Hinsichtlich der 

Dosisabhängigkeit der LTA-induzierten Proliferationszunahme ergaben sich keine 

Unterschiede zwischen der Adeno- und Plattenepithelkarzinomzelllinie. Auffallend ist, 

dass 1 µg/ml LTA über eine Inkubationszeit von 72 Stunden an A549-Zellen keinen 

proliferationssteigernden Effekt mehr beobachten ließen. Dies könnte auf die oben 

beschriebene, im Vergleich zu H226 differente Ausstattung an zellulären, LTA-

bindenden Rezeptoren bzw. auf eine differente LTA-vermittelte Signalweiterleitung 

zurückzuführen sein, wodurch sich LTA in der gewählten Testkonzentration 1 µg/ml über 

den längsten Inkubationszeitraum von 72 Stunden an A549 nicht mehr 

proliferationssteigernd auswirken. Tendenziell zeigten A549 und H226 die deutlichste 

Proliferationszunahme 48 Stunden nach LTA-Stimulation und unter Einsatz von 0,01 

µg/ml LTA sowie 0,1 µg/ml LTA, wobei jedoch insgesamt keine signifikante 

Dosisabhängigkeit vorlag. 

Ebenso stieg die Stoffwechselaktivität beider Zelllinien unter Inkubation mit LTA an. Bei 

Gegenüberstellung der Ergebnisse des Casy® Cell Counts mit den Ergebnissen des 

MTT-Assays lässt sich eine Proportionalität feststellen. Die Aktivität des 

Zellstoffwechsels und der Zellproliferation korrelieren miteinander bezüglich der 

getesteten LTA-Konzentrationen. Da beim MTT-Assay im Vergleich zum Cell Count die 

erste Messung bereits nach 6 Stunden LTA-Inkubation erfolgte und sich zu diesem 

Zeitpunkt bereits ein Stoffwechselanstieg zeigte, ist ein ebenso früher LTA-Effekt auf die 
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Proliferation anzunehmen. Der Einsatz des Proliferationsassays BrdU zur 

Quantifizierung der Neusynthese von DNA an A549 lieferte unter Inkubation aller 

getesteten LTA-Konzentrationen einen Anstieg der BrdU-Inkorporation im Vergleich zur 

Kontrolle. Der deutlichste Anstieg wurde auch beim BrdU-Assay unter Inkubation mit 

0,01 µg/ml und 0,1 µg/ml LTA gemessen. Auffällig ist jedoch die Streubreite der 

Messwerte, welche im Vergleich zu den anderen eingesetzten Proliferationsassays 

deutlich größer ist und die Ergebnisse des BrdU trotz guter Korrelation mit den 

Ergebnissen des MTT-Assays und den Ergebnissen des Casy® Cell Counts daher 

kritisch zu evaluieren sind. Mögliche Gründe für die beobachtete Streubreite der BrdU-

Messwerte sind eine eingeschränkte Genauigkeit des Testverfahrens und 

interexperimentelle Konzentrations- oder Aktivitätsunterschiede der teils 

lichtempfindlichen, testspezifischen Substanzen. Die stimulative Potenz der LTA, welche 

sich an der Proliferation, dem Zellstoffwechsel und der DNA-Syntheseaktivität zeigt, 

könnte sich dennoch auch in vivo auf die Progression des NSCLC auswirken. 

In einer Studie von Rezania et al. an den humanen Zellen des Prostatakarzinoms 

LNCaP, DU145 und PC3 zeigte sich eine verstärkte Stoffwechselintensität unter Einfluss 

von LTA (Rezania et al. 2014). Die Stoffwechselintensität erhöhte sich gleichermaßen 

unter Einfluss der eingesetzten LTA-Konzentrationen 1 µg/ml, 0,1 µg/ml, 0,01 µg/ml 

sowie 0,001 µg/ml, eine Konzentrationsabhängigkeit zeigte sich nicht. Die Messung 

erfolgte durch XTT-Assay, ein Verfahren, wodurch ähnlich wie beim MTT-Assay der 

Umsatz durch mitochondriale Enzyme metabolisch aktiver Zellen genutzt wird, um die 

Anzahl vitaler Zellen zu quantifizieren (Berridge et al. 2005). Sowohl Proliferation als 

auch Zellstoffwechselaktivität unter Einsatz der in der vorliegenden Arbeit getesteten 

LTA-Konzentrationen 0,01 µg/ml und 0,1 µg/ml zeigten bei Messung ebenfalls keine 

deutliche Konzentrationsabhängigkeit.  

Neben der biologischen Aktivität der LTA (Morath et al. 2002a; Gao et al. 2001) scheint 

auch die Zellart für die Wirkung des Pathogenitätsfaktors verantwortlich zu sein. Fiedler 

et al. untersuchten den Einfluss von Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes 

und Escherichia coli sowie ihrer Zellwandkomponenten LTA und LPS auf die 

Proliferation und Differenzierung adipöser mesenchymaler Stammzellen (adMSC) 

(Fiedler et al. 2013). Die Behandlung von adMSC mit den hitzeinaktivierten 

grampositiven Keimen über einen Zeitraum von 14 Tagen führte zu einer verstärkten 

Proliferation (gemessen durch crystal violet staining), während die 

Zellstoffwechselaktivität (gemessen durch MTT-Assay) sank. Die Inkubation von adMSC 

mit LTA in den Konzentrationen 1 µg/ml und 5 µg/ml über denselben Zeitraum hatte 

jedoch weder Einfluss auf Zellproliferation noch Zellstoffwechselaktivität (Fiedler et al. 
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2013), passend zu unseren Beobachtungen, dass eher niedrige LTA-Konzentrationen 

einen pro-proliferativen Effekt hervorrufen. 

Dass die in der vorliegenden Arbeit beobachteten Effekte durch eine spezifische 

Interaktion der NSCLC-Zelllinien mit LTA und nicht etwa durch eine Kontamination mit 

LPS hervorgerufen wurden, wird durch folgende Überlegungen untermauert: Wir 

verwendeten nach der Methode von Morath et al. hergestellte, hoch aufgereinigte LTA, 

die eine äußerst geringe LPS-Kontamination von unter 6 pg LPS/mg LTA aufweisen 

(Morath S. et al. 2001). Versuche mit LPS an A549-Zellen zeigten zwar ebenfalls eine 

Stimulation der Zellproliferation und Zellstoffwechselaktivität, die jedoch - im Gegensatz 

zu LTA - klar dosisabhängig war und eine andere Kinetik aufwies (Hattar et al. 2013). 

Die Zellen wurden in der o.g. Studie mit aufgereinigten LPS in den Konzentrationen 0,1 

µg/ml, 1 µg/ml und 10 µg/ml inkubiert. Beobachtet wurden die deutlichsten Zunahmen 

der Zellproliferation sowie des Zellstoffwechsels unter der eingesetzten LPS-

Konzentration 10 µg/ml nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden im Casy® Cell Count 

bzw. 48 Stunden im MTT-Assay. Anschließend in vivo durchgeführte Versuche an 

BALB/c Nude Mäusen, welchen subkutan A549-Zellen injiziert wurden, ließen nach vier 

Tagen ein mehr als dreifach größeres Tumorvolumen unter 10 µg/ml LPS beobachten. 

Die Gegenüberstellung der erhobenen Ergebnisse macht deutlich, dass sich LTA bereits 

in niedrigeren Konzentrationen als LPS proliferationssteigernd auf NSCLC-Zellen 

auswirken. Dies könnte durch eine stärkere Rezeptoraffinität von LTA gegenüber LPS 

bedingt sein. Möglich ist auch, dass die LTA-bindenden Rezeptoren schon unter 

Einwirkung von 0,01 µg/ml LTA vollständig besetzt waren. Darüber hinaus scheinen 

LTA, verglichen mit LPS, erst nach einer längeren Inkubationszeit ihren maximalen 

proliferationssteigernden Effekt auf NSCLC-Zellen auszuüben. Neben diesen 

Unterschieden ließ sich die LTA-induzierte Proliferationssteigerung nicht durch einen 

TLR4-Antikörper, der in der o.g. Studie die LPS-induzierte Zellproliferation hemmte, 

beeinflussen. Zusammenfassend machen diese Überlegungen deutlich, dass eine 

Kontamination mit LPS keinesfalls dem proliferationssteigernden Effekt der verwendeten 

LTA-Präparation zugrunde liegen kann.  

Ein etwaiger Beitrag kontaminierender Lipopeptide zu den proliferationssteigernden 

Effekten der LTA kann jedoch nicht völlig ausgeschlossen werden. Obwohl die 

immunstimulatorische Potenz von LTA in zahlreichen experimentellen Modellen 

nachgewiesen wurde (Rockel und Hartung 2012), können auch bakterielle Lipoproteine 

TLR2-mediiert immunstimulatorische Effekte ausüben (Charles et al. 2011). In einigen 

Arbeiten wurde die Hypothese aufgestellt, dass LTA-mediierte Effekte zumindest 

teilweise auf eine Kontamination mit Lipoproteinen zurückzuführen seien (Hashimoto et 

al. 2007; Zähringer et al. 2008). Jedoch induzieren sogar synthetisch hergestellte LTA, 
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die  sicher kontaminationsfrei sind, eine deutliche Aktivierung der Zytokinsynthese 

(Morath et al. 2002b) und eine aktuelle Untersuchung bewies, dass lipoproteinfreie LTA 

über einen TLR2-abhängigen Mechanismus die Zytokinsynthese im Vollblut induzieren 

(Bunk et al. 2010). Angesichts dieser Tatsachen kann die immunstimulatorische Aktivität 

von LTA nicht bezweifelt werden. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sich LTA in vitro proliferationssteigernd auf 

NSCLC-Zelllinien auswirken. LTA führen gleichermaßen zur Aktivierung der 

Teilungsaktivität als auch zur Steigerung des Zellmetabolismus sowie der zellulären 

DNA-Synthese. In steigender Konzentration eingesetzt scheinen LTA hingegen am hier 

durchgeführten Modell keinen proliferationssteigernden Effekt mehr zu haben. Höhere 

LTA-Konzentrationen können sich antiproliferativ auswirken, dies zeigte sich in einer von 

Tian et al. durchgeführten Studie an NSCLC-Zellen und humanen Osteosarkomzellen 

(Tian et al. 2013). Besonders der proliferationssteigernde Effekt der LTA könnte jedoch 

für onkologische Patienten, insbesondere Patienten mit NSCLC, von klinischer Relevanz 

sein. Zur Klärung dieser Fragestellung könnten Experimente in vivo am Tiermodell von 

medizinischem Nutzen sein. 

 

4.2 Die Stimulation von A549 mit LTA induziert eine verstärkte IL-8-Synthese  

Die in dieser Arbeit an A549 durchgeführten Versuche ergaben eine signifikant erhöhte 

Synthese von IL-8 unter Einfluss von 0,1 µg/ml LTA und 1 µg/ml LTA, die im Zeitverlauf 

weiter anstieg. Unter Einsatz von 0,01 µg/ml LTA zeigte sich ebenfalls ein Anstieg der 

IL-8-Synthese, welcher jedoch geringer ausfiel. Während sich beim Casy® Cell Count 

insbesondere zu den Messzeitpunkten 24 Stunden und 48 Stunden keine wesentlichen 

konzentrationsabhängigen Unterschiede zwischen den gemessenen vitalen Zellen 

feststellen ließen, zeigte sich die unter LTA gemessene IL-8-Synthese im ELISA 

konzentrationsabhängig. Eine mögliche Erklärung ist neben der bereits in Kap. 4.1 

diskutierten Sättigung der LTA-bindenden Rezeptoren ein Proliferationsanstieg als 

zelluläre Reaktion nach LTA-Stimulation, welcher dem naturwissenschaftlichen 

Phänomen des sog. Alles-oder-nichts-Prinzips folgt (Adrian 1914). Demnach führen LTA 

in niedriger Testkonzentration bereits zu einem vergleichbar ausgeprägten Anstieg der 

Proliferation wie LTA in der höher gewählten Konzentration 1 µg/ml, während die Zellen 

nach Steigerung der LTA-Konzentration hingegen weiterhin mit einem Anstieg der IL-8-

Synthese reagieren.  

In Gewebeproben des NSCLC wurde eine im Vergleich zum gesunden Lungengewebe 

verstärkte Produktion von IL-8 gemessen (Smith et al. 1994). Ebenso wurde in einer 

durch Rafrafi et al. durchgeführten Fall-Kontroll-Studie eine deutlich erhöhte IL-8- mRNA 
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Expression bei NSCLC-Patienten als bei Gesunden beobachtet (Rafrafi et al. 2013). 

Durch Einsatz von RT-PCR und ELISA gelang Zhu et al. der Nachweis, dass NSCLC-

Zellen, darunter A549, eine hochregulierte IL-8-Synthese aufweisen (Zhu et al. 2004). 

Da das Ausmaß der Produktion von IL-8 in vivo mit dem Krankheitsstadium beim NSCLC 

korreliert (Rafrafi et al. 2013), stellt sich die Frage, wie sich die erhöhte IL-8-Synthese in 

NSCLC-Proben pathophysiologisch erklären lässt. Die hier beobachtete LTA-induzierte 

IL-8-Freisetzung aus NSCLC-Zellen stellt eine mögliche Erklärung dar. Die quantitativ 

bedeutendste zelluläre Quelle für IL-8 stellen in vivo jedoch nicht epitheliale, sondern 

myeloide Zellen, besonders monozytären Ursprungs, dar. In reseziertem Gewebe von 

Patienten mit NSCLC wurden neben einer großen Anzahl an Lymphozyten vor allem 

sog. tumorassoziierte Makrophagen (TAMs) nachgewiesen (Kataki et al. 2002). Die 

Anzahl der im Tumorgewebe enthaltenen TAMs korrelierte signifikant mit einem 

fortgeschrittenen Krankheitsstadium, da die Expression von Genen, die mit Zellinvasion, 

Angiogenese, Remodeling der extrazellulären Matrix und Metastasen in Verbindung 

gebracht werden, hochreguliert wurde (Chung et al. 2012; Wang et al. 2011). Weiterhin 

zeigte sich in NSCLC-Resektionsproben, dass eine erhöhte Anzahl TREM-1-positiver 

Makrophagen im Tumorgewebe mit ungünstigem klinischen Outcome verbunden ist (Ho 

et al. 2008). TREM-Proteine (triggering receptors expressed on myeloid cells) wurden 

beschrieben als Rezeptoren auf der Zelloberfläche myeloider Zellen aus der Familie der 

Immunglobuline (Bouchon et al. 2001). Yuan et al. beobachteten, dass die Expression 

von TREM-1 in TAMs des NSCLC hochreguliert ist und A549 die Expression des TREM-

1-Signals und des TREM-1-Proteins in Makrophagen induzieren (Yuan et al. 2014). 

Zudem scheinen TREM-1 und TLR miteinander zu interagieren, da TLR-Liganden wie 

LTA und LPS zu einer signifikanten Hochregulierung von TREM-1 führten (Bleharski et 

al. 2003). Bleharski et al. beobachteten, dass TREM-1 die Freisetzung 

proinflammatorischer Zytokine, darunter IL-8, triggern. Zellen wie Makrophagen oder 

Neutrophile, die sowohl TREM-1 als auch TLR exprimieren, könnten auf diese Weise 

eine synergistische, stärkere Immunantwort auslösen (Ornatowska et al. 2007). So 

zeigte eine Studie unserer Arbeitsgruppe, dass eine Koinkubation neutrophiler 

Granulozyten mit A549-Zellen zu einer Potenzierung der LPS- und LTA-induzierten IL-

8-Synthese führt (Grandel et al. 2009). 

Angeborene Immunität, Tumorumgebung und Zellmetabolismus interagieren in 

komplexer Weise miteinander. Entsprechend der umgebungsabhängigen Produktion 

von Zytokinen scheint IL-8 im NSCLC ein entscheidender Regulationsfaktor zu sein und 

pro-tumoral zu wirken. Zusammenfassend wurde in vitro beobachtet, dass LTA als TLR-

Liganden im NSCLC direkt an A549-Zellen die Synthese des proinflammatorischen 

Zytokins IL-8 induzieren (s. Abb.13). Darüber hinaus könnten LTA in vivo auch indirekt 
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über TREM-1-aktivierte Makrophagen und TREM-1-aktivierte Neutrophile zur Produktion 

proinflammatorischer Zytokine beitragen.  

 

 

Abb. 13: Stimulation von A549-Zellen mit LTA bewirkt Anstieg von Proliferation, 
Zellstoffwechsel und IL-8-Synthese.  
 

3.3 Klinische Relevanz einer hochregulierten IL-8-Synthese für Patienten mit 
NSCLC – neue Therapieoptionen? 

In Experimenten an SCID-Mäusen ließ sich beobachten, dass die voranschreitende 

Progression des humanen A549-NSCLC mit dem Ausmaß der IL-8-Synthese korreliert 

(Arenberg et al. 1996). Darüber hinaus untersuchten Arenberg et al., wie sich der Einsatz 

von Antikörpern gegen IL-8 auf das NSCLC auswirkt. Es zeigten sich eine Reduktion der 

Tumorgröße um 40% sowie ein Rückgang der Gefäßdichte des Tumors und der 

tumorassoziierten Angiogenese. Auch wurde eine verminderte Metastasierung in die 

Lunge beobachtet (Arenberg et al. 1996). Ebenso kamen Yuan et al. in ihrer Studie zu der 

Schlussfolgerung, dass die Expression von IL-8-mRNA mit fortgeschrittenem 

Tumorstadium, fernen Lymphknotenmetastasen, dem Ausmaß der Tumorangiogenese, 

einer verminderten Überlebensrate und Frührezidiven assoziiert ist (Yuan et al. 2000). 

Weiterhin   beobachteten   sie  einen   Zusammenhang  zwischen  einer  mit   ungünstiger  
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Prognose einhergehenden, abberierenden Expression des Tumorsupressorgens p53 

(Quinlan et al. 1992) und der Transkription von IL-8-mRNA (Yuan et al. 2002). 

Progressive Tumorangiogenese sowie voranschreitende Tumorinvasion durch 

hochregulierte IL-8-Synthese wurden u.a. beschrieben beim Melanom (Huang et al. 

2002), ER-negativem Mammakarzinom (Yao et al. 2007), Prostatakarzinom (Murphy et 

al. 2005), Blasenkarzinom (Karashima et al. 2003) und Pankreaskarzinom (Shi et al. 

1999). Mian et al. beobachteten unter Einsatz des humanen IL-8 Antikörpers ABX-IL8 

einen Rückgang von Proliferation und Invasion des humanen Blasenkarzinoms (Mian et 

al. 2003). Auch in Epithelzellen der Lunge zeigte sich unter Einsatz anti-

inflammatorischer Medikamente wie Dexamethason eine zeit- und dosisabhängige 

Inhibition der Expression von IL-8-mRNA (Chang et al. 2001).  

In Hinblick auf die vorliegenden Versuchsergebnisse sowie auf die Tatsache, dass 

Neovaskularisationsprozesse wesentlich zum Tumorwachstum und zur 

Metastasenbildung beitragen, lässt sich sagen, dass eine IL-8-neutralisierende 

Medikation für die Behandlung von Patienten mit NSCLC bzw. Patienten mit NSCLC und 

begleitender bakterieller Infektion von therapeutischer Relevanz sein könnte. 

 

4.4 TLR2-abhängiger LTA-Effekt auf die zelluläre Proliferation und 

Zytokinsynthese 

In den durchgeführten Versuchen zeigte sich eine signifikante Neutralisierung des unter 

LTA beobachteten proliferationssteigernden Effektes unter Blockade von TLR2 sowie IL-

8. Die Blockade von TLR4 führte zu keiner Abschwächung der LTA-vermittelten 

Proliferationssteigerung. Im ELISA zeigte sich außerdem eine signifikante Aufhebung 

der LTA-vermittelten Steigerung der IL-8-Synthese durch Blockade von TLR2. Die TLR4-

Blockade hingegen führte zu keiner Absenkung der IL-8-Synthese. Diese Ergebnisse 

legen die Vermutung nahe, dass das proliferationssteigernde Signal der LTA auf A549 

vor allem über TLR2 mediiert wird. Zudem scheint die LTA-induzierte 

Synthesesteigerung von IL-8 ebenfalls über TLR2 mediiert zu werden, da sich bei 

Hemmung von TLR2 die LTA-induzierte Steigerung der IL-8-Synthese nahezu 

vollständig aufheben ließ. Wie bereits unter 4.1. erwähnt, belegt die Ineffizienz des 

verwendeten TLR4-Antikörpers, der in zahlreichen Studien einen inhibitorischen Effekt 

auf LPS-mediierte Zellaktivierung hatte (Hattar et al. 2013; Shang et al. 2014), dass die 

beobachteten proliferationssteigernden Effekte der LTA nicht auf eine etwaige LPS-

Kontamination zurückzuführen sind.  

In einer Studie von Han et al. konnten TLR2- und CD14-exprimierende mononukleäre 

Zellen des peripheren Blutes (PBMC) durch LTA zur vermehrten Produktion von TNF-α 
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stimuliert werden (Han et al. 2003). Durch Blockade von TLR1 und TLR2, nicht jedoch 

TLR4, gelang eine Inhibition der Zytokinproduktion. Mittels Durchflusszytometrie erfolgte 

die Quantifizierung des NF-κB-abhängigen Reportergens CD25 (Fu et al. 2013). Auf 

diese Weise wurde eine gesteigerte NF-κB-Aktivität unter LTA-Einwirkung festgestellt 

(Han et al. 2003). Schröder et al. führten Versuche mit humanen embryonalen 

Nierenzellen (HEK293) sowie Chinese Hamster Ovar (CHO-) Zellen durch, welche mit 

humanen CD14- sowie MD-2- und/oder TLR2/4-codierenden Plasmiden transfiziert 

wurden. Die Quantifizierung der zellulären Antwort mittels Messung der NF-κB-Aktivität 

erfolgte durch luciferase reporter assay und ergab eine TLR2-abhängige Aktivierung von 

NF-κB durch LTA, während die Expression von TLR4 nicht ausreichte (Schröder, N. W. 

J. et al. 2003). Die weitere, downstream dem TLR2 zuzuordnende 

Signaltransduktionskaskade umfasst die Aktivierung diverser intrazellulärer Kaskaden 

wie IRAK-1, IRAK-4, IRAK-6, TRAF-6 und MyD88 (Cho et al. 2007).  

TLR2 scheint mit weiteren Signalmolekülen wie CD14, TLR6 und CD36 zu kooperieren 

(Brandt et al. 2013; Schröder, N. W. J. et al. 2003; Hoebe et al. 2005). Um die komplette 

post-Rezeptor-Signaltransduktion nach Stimulation von NSCLC-Zellen mit LTA 

aufzudecken, ist die aktuelle Datenlage sicher nicht ausreichend. Die Beobachtung 

eines TLR2-abhängigen LTA-Effektes auf die NSCLC-Zellen A549 sowie die diskutierten 

Studienergebnisse verdeutlichen aber den Stellenwert des TLR2 für die funktionierende 

zelluläre Interaktion des bakteriellen Pathogenitätsfaktors und extrazellulären Liganden 

LTA. Interessanterweise könnte dieser Interaktion auch in vivo im Lungenkarzinom eine 

funktionelle Bedeutung zukommen, da sich in den bronchio-alveolären Lavagen im 

Lungenkarzinom erhöhte Spiegel von TLR2-mRNA im Vergleich zu gesunden 

Probanden nachweisen ließen (Samara et al. 2012). Auch in anderen soliden Tumoren, 

wie Magen- und Mammakarzinom, scheint die Aktivierung von TLR2 eine entscheidende 

pathogenetische Rolle zu spielen (Luppi et al. 2007). 
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4.5 Autokrine Rolle von IL-8 bei der LTA-induzierten Zellproliferation – 

mögliche Mechanismen 

In Kap. 4.3 wurde bereits erläutert, dass in vivo ein Zusammenhang zwischen der 

Synthese von IL-8 und der tumorassoziierten Angiogenese beim NSCLC besteht. Dies 

erklärt jedoch nicht den in vitro beobachteten IL-8-abhängigen Proliferationsanstieg 

unter LTA-Inkubation. Luppi et al. zeigten, dass das von NSCLC-Zellen freigesetzte  

IL-8 zu einer Transaktivierung zellulär exprimierter EGF-Rezeptoren (EGFR) führt (Luppi 

et al. 2007). Eine Überexpression des EGFR geht beim NSCLC mit einem 

fortgeschrittenen Tumorstadium und einer schlechten Prognose einher (Hirsch et al. 

2003; Kurie et al. 1996; Mok et al. 2014). In klinischen Studien mit den EGFR-

inhibierenden Medikamenten Afatinib (Kato et al. 2015), Gefitinib (Mok et al. 2009), 

Cetuximab (Pirker et al. 2009) und Erlotinib (Shepherd et al. 2005) wurden längere 

Überlebenszeiten beobachtet, wobei insbesondere Patienten mit aktivierenden 

Mutationen des EGFR von diesen EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitoren profitierten. Unter 

„Transaktivierung“ ist zu verstehen, dass ein Rezeptor nicht primär durch seinen 

ursprünglichen Liganden (beim EGFR: EGF und TGF-α) aktiviert wird, sondern dass die 

Aktivierung sekundär intrazellulär durch Amplifikation von post-Rezeptor-

Signaltransduktionswegen oder sekundär auf Rezeptorebene durch Induktion des 

ursprünglichen Liganden durch einen anderen Mediator (wie IL-8) erfolgt (Wang et al. 

2015). 

In Experimenten an A549-Zellen induzierten LPS als Endotoxine gramnegativer 

Bakterien einen zellulären Proliferationsanstieg, welcher sich durch Blockade des EGF-

Rezeptors signifikant aufheben ließ (Hattar et al. 2013), was über eine Transaktivierung 

durch endogen gebildetes IL-8 und PGE2 erklärt wurde. Eine Erklärung könnte die 

EGFR-mediierte und beim NSCLC bekannte Aktivierung von  Mcl-1, ein zur anti-

apoptotischen Proteinfamilie Bcl-2 gehörender Faktor (Thomas et al. 2010), sein (Kim et 

al. 2013). Da neben LTA auch LPS in vitro A549-Zellen zu einer verstärkten IL-8-

Synthese stimulieren (Grandel et al. 2009), könnte der beobachtete LTA-induzierte und 

IL-8-abhängige Proliferationsanstieg auf eine Aktivierung von EGF-Rezeptoren im Sinne 

einer autokrinen Stimulation durch sog. „Rezeptortransaktivierung“ zurückzuführen sein. 

Die dem aktivierten EGFR nachgeschaltete Signaltransduktion umfasst neben der 

Aktivierung des MAP-Kinase-Pathways die Aktivierung von STAT3 und STAT5, was 

letztendlich in einer gesteigerten Proliferation und verminderten Apoptose mündet 

(Janku et al. 2011).  

Laut Li et al. ist der pro-angiogenetische Effekt des IL-8 auf eine gesteigerte Proliferation 

CXCR1- und CXCR2-exprimierender Endothelzellen zurückzuführen (Li et al. 2003). 

Unter Einwirkung von IL-8 wiesen die Zellen neben einer niedrigeren Apoptoserate und 
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einem gesteigertem Survival eine signifikant erhöhte Produktion der Matrix-

Metalloproteasen MMP-2 und MMP-9 sowie eine vermehrte Migration auf. In der RT-

PCR zeigte sich unter IL-8 eine höhere mRNA-Expression der anti-apoptotischen Gene 

Bcl-2 und Bcl-xL im Verhältnis zu der mRNA-Expression der pro-apoptotischen Gene 

Bax und Bcl-xS. Auch in der Western Blot Analyse ließ sich eine IL-8-abhängige 

Hochregulation von Bcl-2 und Downregulation von Bax beobachten (Li et al. 2003). Da 

CXCR1 und CXCR2 nicht nur auf Lungenepithelzellen und infiltrierenden Immunzellen 

exprimiert werden (Gras et al. 2010), sondern auch auf NSCLC-Zellen nachgewiesen 

wurden (Zhu et al. 2004), ist zu vermuten, dass der proliferationssteigernde Effekt von 

IL-8 beim NSCLC über eine Inhibition der Apoptose vermittelt wird. Durch Einsatz des 

IL-8-Analogons CXCL8(3-72)K11R/G31P zur selektiven Antagonisierung von CXCR1 und 

CXCR2 gelang Khan et al. eine Suppression der A549-Proliferation (Khan, M. N. et al. 

2015). Der CXCR1/2-Antagonist führte zu einer gesteigerten zellulären Apoptose durch 

vermehrte Expression der pro-apoptotischen Gene Poly ADP ribose polymerase 

(PARP), Caspase-8 und Bax und Herabregulierung des anti-apoptotischen Bcl-2.  

Ein indirekter Mechanismus, über den LTA das Tumorwachstum fördern könnten, wurde 

von Baroni et al. beschrieben. Es wurde beobachtet, dass LTA sowie Protein-A von 

Staphylococcus aureus zu einer verstärkten Freisetzung des von humanen dermalen 

Fibroblasten gebildeten hepatocyte growth factor (HGF) führen. Das 

proinflammatorische Zytokin IL-1ß, welches im Blut von aktivierten Monozyten produziert 

wird, verstärkte diesen Effekt zusätzlich. HGF ist als Proliferationsfaktor epithelialer 

Zellen für Reparaturmechanismen der Haut verantwortlich und wird durch LTA, wie 

Baroni et al. zeigten, hochreguliert (Baroni et al. 1998).  

Zusammenfassend könnten LTA den in vitro beobachteten proliferationssteigernden 

Effekt auf A549 einerseits durch direkte zelluläre Stimulation und andererseits indirekt 

IL-8-vermittelt durch zelluläre Autostimulation von EGFR und CXCR1/2 bewirken  

(s. Abb.14). Ursächlich für die gesteigerte Proliferation scheint insbesondere eine 

veränderte Genexpression zu sein, die zu einer längeren Überlebenszeit der A549-

Zellen führt.  
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Abb. 14: Interaktion von A549 mit LTA. Freisetzung von IL-8 und autokrine Stimulation von 

A549 durch Bindung von IL-8 an EGFR sowie an den G-Protein-gekoppelten Rezeptor 

CXCR1. 

 

4.6 Weitere mögliche Mechanismen der LTA-induzierten 

Proliferationssteigerung – potentielle Rolle der Transkriptionsfaktoren  

NF-κB, STAT3 und AP-1 

Nachdem gezeigt wurde, dass der proliferationssteigernde Effekt der LTA auf A549-

Zellen durch TLR2 mediiert wird und die induzierte Freisetzung von IL-8 in vitro die 

Tumorprogression positiv beeinflusst, sollen im Folgenden kurz weitere mögliche 

Mechanismen der LTA-induzierten Proliferationssteigerung diskutiert werden. 

In Interaktion mit den Adapterproteinen MyD88 und Mal führt die Ligandenbindung an 

TLR2 u.a. zur Aktivierung der IκB kinase (IKK) (Liljeroos et al. 2007). IKK phosphoryliert 

IκB, das Bindungsprotein von NF-κB, welches anschließend durch Ubiquitinierung im 

26S Proteasom abgebaut wird (Lin und Karin 2003). NF-κB wird daraufhin in den 

Nukleus transloziert, wo es durch Interaktion mit κ-Elementen die Transkription 

beeinflusst (Brown et al. 1995). Die transkriptionale Aktivität von NF-κB kann zudem IκB-

unabhängig durch Phosphorylierung der Untereinheit p65 reguliert werden (Vermeulen 
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et al. 2002). Lee et al. zeigten an glatten Muskelzellen der Trachea, dass LTA, vermittelt 

durch TLR2, PI3K/Akt und MAPK, die Phosphorylierung von p65 sowie die Translokation 

von NF-κB in den Nukleus stimulieren (Lee et al. 2010). Eine durch diese Translokation 

ermöglichte Signalweiterleitung durch NF-κB ließ in einer Studie von Zhang et al. eine 

vermehrte Expression des anti-apoptotischen Gens Bcl-2 beobachten (Zhang et al. 

2012). Ebenso zeigten Luo et al. an der Kolonadenokarzinom-Zelllinie CT26, dass eine 

LPS-induzierte NF-κB-Aktivierung zu einer Überexpression der anti-apoptotischen 

Faktoren Bcl-xL, cIAP1 und cIAP2 führen (Luo et al. 2004).  

Durch Bindung an TLR2 führen LTA IRF-und IFN-α-vermittelt zur Aktivierung von STAT3 

(Liljeroos et al. 2008). Aktiviertes STAT3 bewahrt Zellen vor Apoptose und fördert die 

Progression des Zellzyklus und der Metastasierung (Groner et al. 2008). Haura et al. 

untersuchten 176 Proben von operativ entfernten NSCLC auf die Aktivität von STAT3. 

Proben mit Überexpression von phosphoryliertem STAT3 (pSTAT3) wiesen eine 

niedrigere Apoptoserate auf. Darüber hinaus exprimierten Zelllinien mit mutierten EGFR 

höhere Werte an pSTAT3 (Haura et al. 2005). Es wurde beschrieben, dass der anti-

apoptotische Effekt von STAT3 durch die vermehrte Expression von Genen wie Bcl-xL 

(Catlett-Falcone et al. 1999), Bcl-2 (Real et al. 2002), Mcl-1 (Epling-Burnette et al. 2001) 

und survivin (Aoki et al. 2003) reguliert wird.  

Neben NF-κB und STAT3 ist auch AP-1 als Transkriptionsfaktor an der homöostatischen 

Regulation von Zelltod und Zellsurvival beteiligt. Die transkriptionale Aktivierung des AP-

1-Komponentenproteins c-Jun induziert besonders die Expression anti-apoptotischer 

Genprodukte und fördert damit die Zellproliferation (Shaulian und Karin 2002). In von 

Tang et al. durchgeführten Versuchen an LTA-stimulierten humanen 

Synovialfibroblasten ließ sich eine gesteigerte, TLR2-mediierte, nukleäre Akkumulation 

von phosporyliertem (p)-c-Jun und p-p65 sowie eine gesteigerte Promoter-Aktivität von 

AP-1 und NF-κB im Luciferase-Assay beobachten (Tang et al. 2010). In Versuchen an 

humanen Epithelzellen des Mittelohres stellten Tang et al. eine erhöhte Expression von 

MMP-9 unter LTA-Einwirkung fest (Tang et al. 2010). Auch beim NSCLC ist eine LTA-

induzierte Stimulation der c-Jun- und MMP-9-Expression denkbar.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass LTA über eine Aktivierung der 

Transkriptionsfaktoren NF-κB, STAT3 und AP-1 die Expression anti-apoptotischer 

Faktoren fördern und auf diese Weise beim NSCLC die Tumorzellproliferation 

stimulieren könnten (s. Abb.15). Die immunhistochemische Untersuchung von Proben 

aus 94 operierten NSCLC-Patienten zeigte, dass eine Bcl-2-Überexpression mit einer 

kürzeren Überlebenszeit und einer Unterexpression von Bax korreliert (Groeger et al. 

2004). Das insbesondere durch p53 als wichtigen Regulator des Zellzyklus 

aufrechterhaltene Gleichgewicht aus DNA-Reparatur sowie programmiertem Zelltod, 
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gesteuert durch Transkription pro-apoptotischer (z.B. Bax) und anti-apoptotischer Gene 

(Robles et al. 2002) scheint durch LTA moduliert zu werden. Da über die Aktivierung des 

TLR2-Signalweges auch eine lokale Immunsuppression durch gesteigerte Produktion 

von NO und IL-6 möglich ist, könnte unter LTA-Einwirkung zudem die 

Gewebepenetration der Tumorzellen in vivo begünstigt werden (Huang et al. 2007). 

 
Abb. 15: Effekt von LTA und IL-8 auf A549-Zellen. Aktivierung der Transkriptionsfaktoren 

NF-κB, STAT3 und AP-1 und Produktionsanstieg anti-apoptotischer Genprodukte wie z.B. 

Bcl-2, Mcl-1, c-Jun und MMP2/9. Vergrößerung des Quotienten aus anti-apoptotischen zu 

pro-apoptotischen Genproduktion (z.B. Bax). 
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4.7 Klinischer Ausblick 

Die durchgeführten Experimente haben gezeigt, dass LTA als Pathogenitätsfaktoren 

grampositiver Bakterien in vitro stimulativ auf Proliferation und Stoffwechselaktivität von 

NSCLC-Zellen wirken. Die Bedeutung pulmonaler Infektionen für das mediane 

Überleben von LC-Patienten wurde bereits in Kap. 1.2 thematisiert (Huang et al. 2014; 

Berghmans et al. 2003; Perlin et al. 1990). Es liegt nahe, dass LTA die Tumorprogression 

auch in vivo beschleunigen und damit den Krankheitsverlauf von NSCLC-Patienten 

beeinflussen. Eine konsequente antiinfektive Therapie ist auf jeden Fall indiziert. Zum 

besseren Verständnis der pathophysiologischen Mechanismen, insbesondere 

komplexer Interaktionen zwischen NSCLC-Zellen, LTA und Zellen des Immunsystems, 

könnten Experimente am Tiermodell weiteren Aufschluss geben und von klinischem 

Nutzen sein. In Hinblick auf die Verbesserung von Therapiestrategien sind 

Auswirkungen der lokalen Immunantwort sowie der systemischen Inflammation auf die 

Mikroumgebung solider Tumore und auf das klinische Outcome von wachsendem 

Interesse (Diakos et al. 2014). Neben der Gabe von Aspirin (Chia et al. 2012), NSAIDs 

und COX2-Inhibitoren (Diakos et al. 2014) werden zur anti-inflammatorischen 

Behandlung von Krebspatienten z.B. der Einsatz von selektiven Immunmodulatoren wie 

z.B. das IL-6-inhibierende Tocilizumab (Ando et al. 2013), das CCL2-, IL-6- und IL-8-

blockierende Trabectedin (Germano et al. 2011) sowie STAT3- und FGFR-Inhibitoren 

(Fagard et al. 2014; Dieci et al. 2013) diskutiert.  

Im Rahmen von Studien wurde der Einsatz TLR-antagonisierender Medikamente bislang 

bspw. bei kardiovaskulären Erkrankungen (Frantz et al. 2007), Sepsis (Bang et al. 2015) 

und experimenteller Colitis (Fort et al. 2005) getestet. Zur topischen Behandlung von 

Hautkrebs kommt der immunmodulatorische, antitumoral wirkende TLR7/8-Agonist 

Imiquimod (Aldara®) zum Einsatz (Schön et al. 2006). Experimentelle und klinische 

Erfahrungen mit der Anwendung indirekter und direkter TLR-Inhibitoren bei 

onkologischen Erkrankungen wie dem NSCLC sind bisher jedoch unzureichend (Pinto 

et al. 2011). Die Ergebnisse der Versuche an A549-Zellen zeigen, dass sowohl eine 

selektive TLR2- als auch eine IL-8-Blockade die Progression von NSCLC-Zellen unter 

LTA-Einfluss verlangsamen. Um die Bedeutung dieser Beobachtungen für die 

Entwicklung neuer Behandlungsstrategien beim NSCLC beurteilen zu können, könnten 

Experimente in vivo weiteren Aufschluss geben. 
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5 Zusammenfassung 

Infektionen mit grampositiven Bakterien beeinträchtigen die Überlebenszeit von 

Patienten mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom (NSCLC). Lipoteichonsäuren (LTA) 

lassen sich als Bestandteil der Zellmembran grampositiver Bakterien den sog. pathogen-

associated molecular patterns (PAMPs) zuordnen und wirken proinflammatorisch. In 

dieser Arbeit wurde untersucht, wie sich LTA von Staphylococcus aureus in vitro auf die 

Proliferation der humanen Adenokarzinomzelllinie A549 und 

Plattenepithelkarzinomzelllinie H226 auswirken. Die Zellen wurden über verschieden 

lange Zeiträume mit LTA inkubiert und die Proliferation zum einen direkt durch 

automatisierte Zellzählung und zum anderen indirekt durch Bestimmung des 

Zellstoffwechsels sowie der Aktivität der zellulären DNA-Synthese mittels MTT- und 

BrdU-Assay quantifiziert. Des Weiteren wurde durch ELISA die Synthese von IL-8 unter 

LTA-Inkubation gemessen. Durch Einsatz monoklonaler Antikörper wurden die 

zellulären Oberflächen- und Signalmoleküle TLR2, TLR4 sowie IL-8 selektiv inhibiert und 

deren Effekt auf die Proliferation von A549 unter LTA bestimmt. Auch wurde die IL-8-

Synthese unter TLR2- und TLR4-Blockade und LTA-Inkubation gemessen. Bereits unter 

Inkubation mit LTA in niedriger Dosierung ließ sich an A549 und H226 eine signifikante 

Zunahme von Proliferation und Zellmetabolismus beobachten. Auch die DNA-

Syntheseaktivität wurde durch LTA leicht stimuliert. Dosisabhängig zeigte sich eine im 

Inkubationsverlauf ansteigende, signifikant vermehrte Synthese von IL-8 nach 

Stimulation mit LTA. Weiterhin konnte beobachtet werden, dass sich der LTA-induzierte 

Proliferationsanstieg sowohl durch TLR2- als auch durch IL-8-neutralisierende 

Antikörper aufheben lässt. Darüber hinaus zeigte sich der LTA-induzierte IL-8-Anstieg 

TLR2-abhängig.  

Die Interaktion von LTA mit NSCLC-Zellen könnte auch in vivo für die Progression des 

NSCLC von klinischer Bedeutung sein. LTA mediieren ihren proliferationssteigernden 

Effekt durch zelluläre Stimulation von TLR2 und Freisetzung von IL-8. Da auch IL-8 

proliferationssteigernd wirkt, könnte das Tumorwachstum auf diese Weise parakrin und 

autokrin stimuliert werden. Da IL-8 zudem pro-angiogenetisch wirkt, könnten LTA in vivo 

die Vaskularisierung des Tumorgewebes begünstigen.  

Komorbide Patienten, welche an einem NSCLC und bspw. an einer Pneumonie leiden, 

könnten auf diese Weise von einer beschleunigten Tumorprogression betroffen sein. Der 

Einsatz von TLR2- und IL-8-Inhibitoren könnte den LTA-induzierten Proliferationsanstieg 

der Tumorzellen auch in vivo reduzieren. 
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6 Summary 

Infections caused by grampositive bacteria impair prognosis of patients suffering from 

non-small-cell lung cancer (NSCLC). As an integral cell wall component of grampositive 

bacteria lipoteichoic acids (LTA) belong to the so-called pathogen-associated molecular 

patterns (PAMPs) and function proinflammatory. The aim of this work was to investigate 

the effect of LTA from Staphylococcus aureus on tumor proliferation in vitro using the 

human adenocarcinoma cell line A549 and squamous cell carcinoma cell line H226. The 

cells were incubated over different time periods with LTA and the proliferation was 

quantified on the one hand directly by direct cell counting (model: Casy® Cell Count) and 

on the other hand indirectly by measuring metabolic activity as well as DNA-synthesis 

by MTT- and BrdU-assay. Furthermore, cellular IL-8-synthesis after LTA-incubation was 

quantified by ELISA. The cell surface and signal molecules TLR2, TLR4 and IL-8 were 

selectively inhibited by the use of monoclonal antibodies and their effect on proliferation 

of A549 under the influence of LTA was quantified. Similarly IL-8-synthesis was 

measured under the influence of LTA and the inhibition of TLR2 and TLR4. LTA 

incubated in low test concentrations already produced a significant increase of 

proliferation and cell metabolism observed on A549 and H226. Also the activity of DNA-

synthesis was tendentially stimulated by LTA. LTA induced a dose-dependent 

significantly increased IL-8-synthesis during the course of incubation. In addition the 

LTA-induced increase of cell proliferation was neutralized by TLR2-blocking antibodies 

as well as by IL-8-blocking antibodies. Also it was observed that the LTA-induced IL-8-

increase was depending on TLR2.  

The ligation of LTA to NSCLC cells could also be clinical relevant to the NSCLC 

progression in vivo. The pro-proliferative effect mediated by LTA is dependent on cellular 

stimulation of TLR2 and ligation of IL-8. Because of its own pro-proliferative effect IL-8 

could stimulate the tumor growth by paracrine and autocrine pathways. Due to the pro-

angiogenic effect of IL-8, LTA could stimulate tumor vascularization in vivo.  

Thus comorbid patients who suffer from NSCLC and pneumonia could be affected by an 

accelerated tumor progression. The use of inhibitors against TLR2 and IL-8 could reduce 

the LTA-induced increase of tumor cell proliferation also in vivo. 

 



 

60  

Abkürzungsverzeichnis 

7 Abkürzungsverzeichnis 

adMSC:  adipose tissue-derived mesenchymal stem cells 

AKT:   protein kinase B (serine/threonine protein kinase) 

AP-1:   activator protein 1 

AR:    androgen receptor 

AZ:   Allgemeinzustand 

Bax:    Bcl-2-associated X protein 

Bcl-2:    B-cell lymphoma 2 

Bcl-xL:    Bcl-2-like 1 longer isoform 

Bcl-xS:    Bcl-2-like 1 shorter isoform 

BMDM:  bone marrow-derived macrophages  

BrdU:   bromdesoxyuridine 

C5a:   complement component 5a 

CD:    cluster of differentiation 

Cdc42 GTPase:  cell division control protein 42 GTPase 

C/EBP:  CCAAT/enhancer-binding protein 

cIAP:    cellular inhibitor of apoptosis  

CCL2   CC-chemokin-ligand-2 

COX-2:   cyclooxygenase-2 

CpG (ds-DNA): cytosine phosphate guanine double-stranded DNA 

CXCR:   CXC chemokine receptor 

DAMPs:  danger-associated molecular patterns  

DAPI:   4′, 6-diamidin-2-phenylindol  

DIC:    disseminated intravascular coagulation 

DMEM:  dulbecco's modified eagle's medium    

EGFR:   epidermal growth factor receptor 

ELISA:   enzyme-linked immunosorbent assay 

ELM4-ALK:   echinoderm microtubule-associated protein-like 4-anaplastic  

   lymphoma kinase 

ER:   estrogen receptor 

ERK:    extracellular-signal-regulated kinases 

FCS:    fetal calf serum 

FGFR:   fibroblast growth factor receptor 

G-CSF:  granulocyte colony-stimulating factor   

Glc-1-P:   glucose-1-phosphate 

Glc-6-P:   glucose-6-phosphate 
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Glc2DAG:   diglucosyldiacylglycerol 

GRO-α, -β, -γ:  growth-regulated oncogene -α, -β, -γ 

Gro-P:   glycerophosphate 

GtaB-UTB:  α-glucose-1-phosphate uridyl transferase 

GTPase:   guanosine triphosphate hydrolyzing  enzyme 

HEK293:  human embryonic kidney cells 

HGF:   hepatocyte growth factor  

HIF-1:    hypoxia-inducible factor 1 

ICAM-1:  intercellular adhesion molecule 1 

IFN-α:    interferon-alpha 

IFN-γ:    interferon-gamma 

IκB:   inhibitor of kappa B 

IKK:    inhibitor of NF-κB kinase 

IL-6:    interleukin-6 

IL-8:    interleukin-8 

IRAK:    interleukin-receptor-associated kinase 

IRF:    interferon regulatory factor 

JAK2:    janus kinase 2 

JNK:    c-Jun N-terminal kinases 

LBP:   LPS-binding protein 

LPS:    lipopolysaccharide 

LRR:   leucine-rich repeat  

LTA:    lipoteichoic acid 

LtaA:   lipoteichoic acid protein A 

LtaS:    lipoteichoic acid synthase  

LTB4:   leukotriene B4 

MAL:    MyD88-adapter-like 

MALP-2:  makrophage-activating lipopeptide of 2 kDA 

MAPK:   mitogen-activated protein kinase 

MAP3K:   mitogen-activated protein kinase 3 

mCD14:   membrane-bound CD14 

Mcl-1:    myeloid cell leukemia 1 

MCP-1:  monocyte chemoattractant protein-1 

MD-2:   myeloid differentiation factor-2   

MMP:    matrix metalloproteinase  

MTT:   3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4- 

sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt 
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MyD88:   myloid differentiation primary response gene 88 

NF-κB:   nuclear factor kappa-B 

NLR:   nod-like receptor 

NO:    nitric oxide 

NOD:    nucleotide-binding oligomerization domain  

NSCLC:  non-small cell lung cancer 

PAF:   platelet activating factor  

Pam3CSK4:  palmitoyl-3-cysteine-serine-lysine-4 

PAMPs:  pathogen-associated molecular patterns 

PARP:   Poly ADP ribose polymerase 

PBMC:   peripheral blood mononuclear cell  

PDTC:   pyrrolidine dithiocarbamate 

PG:    phosphatidylglycerol 

PGN:   peptidoglykan 

PgcA:    particulate guanylyl cyclase A  

PI3K:    phosphatidylinositide 3-kinase 

PLC:    phospholipase C 

PMN:    polymorphonuclear cells 

Poly I:C:   polyinosinic:polycytidylic acid 

PPG:    peptidoglycan 

PRR:   pattern-recognition receptor 

RacGTPase:   Subgruppe der Rho-Familie von GTPasen 

RasGTP:   rat sarcoma guanosintriphosphate 

RhoGTPase:   ras homologue GTPase 

RIP:    receptor interacting protein 

ROS:    reactive oxygen species  

RPMI:    Roswell Park Memorial Institute 

SCID:   severe-combined-immunodeficiency 

SCLC:   small cell lung cancer 

SIRS:   systemic inflammatory response syndrome  

STAT3:   signal transducers and activators of transcription 3 

TAK1:    TGF-beta activated kinase 1 

TAN:    tumor-associated neutrophil 

TAM:    tumor-associated macrophage 

TBK1:    TANK-binding kinase 1 

TIR:   toll-interleukin-1-receptor domain 

TLR:    toll-like receptor 
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TNF-α:   tumor necrosis factor alpha 

TRAF6:   TNF receptor-associated factor 6 

TRAM:   TRIF-related adaptor molecule 

TREM-1:   triggering receptor expressed on myeloid cells 1 

TRIF:    TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β 

UDP-Glc:   uridine diphosphate glucose 

VEGF:   vascular endothelial growth factor 

XTT:   (2, 3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5- 

   carboxanilide) 
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