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1. Einleitung 

Das Harnblasenkarzinom ist eine der häufigsten malignen Tumorerkrankungen 

weltweit. 75%-85% der Patienten werden noch in nicht-muskelinvasiven Stadien 

diagnostiziert. Für einen Teil dieser Patienten stellt die Dispositionsprophylaxe mittels 

Bacillus Calmette Guérin (BCG) -Instillation nach transurethraler Resektion (TUR) eine 

effektive Therapie dar und wird allgemein empfohlen. 

Bis heute ist der Wirkungsmechanismus von BCG nicht vollständig geklärt, aber es ist 

bekannt, dass Bestandteile von BCG mit Toll-like Rezeptoren (TLR), unter ihnen TLR- 

4 und TLR-9, interagieren und dass CpG-ODN, ein TLR-9-Agonist, in vitro und in 

Tierversuchen dem BCG sogar überlegen ist. Trotzdem gibt es bisher nur wenige 

Untersuchungen zur Existenz und Funktionalität von Toll-like Rezeptoren  auf  

Harnblasenkarzinomzellen selbst. 

Ziel dieser Arbeit war es daher, die Expression von TLR-4 und TLR-9 an  

verschiedenen Zelllinien des Harnblasenkarzinoms zu untersuchen und zu überprüfen, 

ob eine Stimulation  dieser Rezeptoren durch den spezifischen Liganden zu 

Veränderungen im Zytokinexpressionsmuster, in der Zellproliferation und in der 

Zellinvasion führt. 
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1.1 Das Harnblasenkarzinom 

1.1.1 Epidemiologie 

Das Harnblasenkarzinom repräsentiert eine der häufigsten onkologischen Entitäten 

weltweit. Die globale, altersstandardisierte, jährliche Inzidenz beträgt 10.1 pro 100 000  

für Männer und 2.5 pro 100 000 für Frauen. Die altersstandardisierte Gesamtmortalität 

beträgt 2.0 pro 100 000/Jahr (Ferlay J). Das mediane Diagnosealter liegt bei 72 Jahren 

(Ries et al., 2003). Bei schätzungsweise 75-85% der Patienten wird ein Karzinom 

diagnostiziert, das auf die Mukosa (Ta und Tis) oder Submukosa (T1) beschränkt ist 

(Babjuk et al., 2011). 

 

1.1.2 Ätiologie und Risikofaktoren 

Risikofaktoren werden in angeborene Risikofaktoren und extern zugeführte 

Karzinogene eingeteilt. 

Als angeborene Risikofaktoren konnten die langsam acetylierende NAT2-Genvariante 

und der GSTM1-null-Genotyp, sowie acht weitere, mit dem Harnblasenkarzinom 

assoziierte Gensequenzvarianten identifiziert werden. Eine Mutation im FGFR3- 

Onkogen findet sich häufig bei nicht-invasiven low-grade Karzinomen. Es wird 

vermutet, dass genetische Prädisposition weniger einen eigenständigen Risikofaktor 

darstellt, sondern vielmehr die Anfälligkeit auf externe Karzinogene beeinflusst (Guey 

et al., 2010; Kiemeney et al., 2010; Kiemeney et al., 2008; Rothman et al., 2010). 

Den Hauptrisikofaktor stellt Zigarettenrauch dar, welcher für schätzungsweise 50% der 

Harnblasenkarzinome verantwortlich gemacht werden kann. Zigarettenrauch enthält 

aromatische Amine. Diese werden renal eliminiert und üben einen unmittelbar 

karzinogenen Effekt auf das Urothel aus. Circa 20% der Erkrankungen stehen in 

Verbindung mit einer beruflichen Karzinogen-Exposition gegenüber aromatischen 

Aminen, polyzyklischen aromatischen Kohlenstoffen und chlorierten 

Kohlenwasserstoffen (Freedman et al., 2011).   

Trinkwasserverschmutzung mit Arsen kann ebenfalls zur Karzinomentstehung 

beitragen. Die Rolle von im Trinkwasser enthaltenen Desinfektionsmitteln, wie Chlor 

und Trihalomethan, wird kontrovers diskutiert (Fernandez et al., 2012).  

Weitere Risikofaktoren sind chronische Harnretention, Harnleiterdilatation und 

chronische Harnblasenentzündung. Ein Sonderfall ist hier die chronische Entzündung 

ausgelöst durch Schistosomiasis, welche für einen nicht unerheblichen Teil der 
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Harnblasenkarzinome in Afrika verantwortlich gemacht werden kann (Zaghloul, 2012). 

Bei den Harnblasenkarzinomen, die in der Folge chronischer Entzündungen entstehen, 

handelt es sich zumeist um Plattenepithelkarzinome (Michaud, 2007). 

Erhöhte Inzidenzraten konnten auch nach Radiotherapie im kleinen Becken oder der 

Verabreichung von Cyclophosphamid und der Langzeiteinnahme von Pioglitazonen 

gefunden werden (MacKenzie et al., 2011). 

 

1.1.3 Klinisches Erscheinungsbild 

Patienten mit Harnblasenkarzinom haben zumeist nur unspezifische Symptome. Häufig 

findet sich eine Makrohämaturie. Auch Mikrohämaturie oder Dysurie können auf ein 

Karzinom hinweisen (Shephard et al., 2012). 

 

1.1.4 Diagnostik 

Die Diagnose des Harnblasenkarzinoms wird mit der Zystoskopie und der 

histologischen Untersuchung hierbei gewonnener Biopsien gestellt.  

Mittels intravenöser Urographie können Füllungsdefekte oder eine Dilatation der oberen 

Harnwege dargestellt werden und somit Hinweise auf einen Urotheltumor geben. 

Alternativ dazu zeigen sich muskel-invasive Tumoren und Tumoren der oberen 

Harnwege auch in der CT-Urographie (Purysko et al., 2012). Im transabdominellen 

Ultraschall können intraluminale Massen in der Harnblase dargestellt werden (Silva-

Ramos et al., 2012). Wird ein Harnblasenkarzinom mittels solcher Bildgebung 

diagnostiziert, kann gegebenenfalls auf  die Zystoskopie verzichtet werden. 

Urin-Zytologie hat eine hohe Sensitivität in der Diagnostik von high-grade Tumoren 

und Tis und kann bei deren Diagnose äußerst hilfreich sein, negative Ergebnisse 

schließen das Vorhandensein eines gut differenzierten Tumors aber nicht aus. 

Es existieren eine Reihe molekularer Urintests mit zumeist hoher Sensitivität und eher 

niedriger Spezifität, die bisher allerdings nicht in der Routinediagnostik verwendet 

werden (Lokeshwar et al., 2005). 

Jeder Patient, bei dem ein Blasenkarzinom diagnostiziert wird, erhält eine transurethrale 

Resektion des Blasentumors. Diagnostisch wird hierdurch ein differenziertes Grading 

und Staging ermöglicht, da im Gegensatz zu zystoskopisch gewonnenen Zangenbiopsie 

auch tiefer gelegene Schichten der Harnblasenwand erreicht werden. Für niedrig 
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maligne Tumoren kann die transurethrale Resektion bereits therapeutisch sein 

(Richterstetter et al.). 

 

1.1.5 Grading und Staging 

Harnblasenkarzinome werden nach der in Tabelle 1 dargestellten UICC 2009 TNM 

Klassifikation der Harnblasenkarzinome eingeteilt. Ta, Tis und T1 Tumore werden 

unter dem Begriff  der nicht-invasiven Blasenkarzinome zusammengefasst. Ta Tumore 

werden im WHO Grading von 2004 in die vier prognostisch bedeutsamen Kategorien 

Urothelpapillom (komplett benigne Läsion), papilläre urotheliale Neoplasie mit niedrig 

malignem Potential, papilläres Urothelkarzinom low-grade und papilläres 

Urothelkarzinom high-grade unterteilt (Sauter et al.). 

 

 

 

 

 

 

Tab. 1 – 2009 TNM-Klassifikation der Harnblasenkarzinome 

(vereinfacht)(Sobin et al.)  

T 

 

Tx 

 

 

T0 

 

Ta 

 

Tis 

 

T1 

 

 

T2 

 

T3 

 

 

T4 

 

Primärtumor 

 

Primärtumor kann nicht beurteilt 

werden 

 

kein Anhalt für Primärtumor 

 

nicht-invasives papilläres Karzinom 

 

Carcinoma in situ („flat tumor“) 

 

Tumor infiltriert subepitheliales  

Bindegewebe 

 

Tumor infiltriert Muskulatur 

 

Tumor infiltriert perivesikales 

Fettgewebe 

 

Tumor infiltriert Prostata, Uterus, 

Vagina, Becken- oder Bauchwand 

 

N 

 

Nx 

 

     

N0 

 

N1 

 

 

N2 

 

 

 

M 

 

Mx 

 

 

M0 

 

M1 

regionäre Lymphknoten (LK) 

 

regionäre LK  können nicht 

beurteilt werden 

 

keine regionären LK-metastasen 

 

Metastase(n) in solitärem LK des 

kleinen Beckens 

 

Metastase(n) in multiplen LKs des 

kleinen Beckens 

 

 

Fernmetastasen 

 

Fernmetastasen können nicht 

beurteilt werden 

 

keine Fernmetastasen 

 

Fernmetastasen 
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1.1.6 Therapie 

1.1.6.1 Therapie nicht-invasiver Blasenkarzinome 

Bei schlecht differenziertem Tumor, Fehlen von Muskelgewebe im Präparat und 

Verdacht auf inkomplette Erstresektion besteht die Indikation zur Nachresektion in 

Form einer zweiten TUR innerhalb von 2-6 Wochen (Divrik et al., 2006). 

Adjuvante Therapien werden in Abhängigkeit des individuellen Kurz- und Langzeit- 

Rekurrenz- und Progredienz-Risikos durchgeführt.  Dieses kann mit Hilfe des EORTC 

Punktesystems bestimmt werden.  Es basiert auf den wichtigsten klinischen und 

pathologischen Faktoren: Anzahl der Tumoren, Tumorgröße, vorangegangene 

Rekurrenz-Rate, T-Stadium, gleichzeitig bestehendes Tis und Tumorgrad (Sylvester et 

al., 2006).   

Rezidive sind bei TaT1 Tumoren häufig, Progredienz in ein muskelinvasives Karzinom 

wird in einer begrenzten Anzahl von Fällen beschrieben. Eine adjuvante Therapie sollte 

daher für alle Patienten in Erwägung gezogen werden. Einmalige, unmittelbare 

Chemotherapie-Instillation mit z.B. Mitomycin C, Epirubicin oder Doxorubicin 

reduziert das Rezidiv-Risiko signifikant und wird als alleinige intravesikale Maßnahme 

für  low-risk Patienten empfohlen (Sylvester et al., 2004).  

Für intermediate- und high-risk Patienten besteht die Option einer intravesikalen BCG-

Therapie über mindestens ein Jahr oder einer weiteren Chemotherapie. Therapeutisch 

gesehen ist die BCG-Therapie überlegen, die Chemotherapie allerdings 

nebenwirkungsärmer. Ein Einfluss der BCG-Instillation auf das Progressionsrisiko wird 

kontrovers diskutiert (Bohle et al., 2003; Jarvinen et al., 2009; Malmstrom et al., 2009; 

Sylvester et al., 2010). 

Einen Sonderfall bildet das Tis. Hier herrscht kein Konsens darüber, ob eine direkt 

aggressive Zystektomie der konservativen BCG-Instillation vorzuziehen ist (Sylvester 

et al., 2005). 

 

1.1.6.2 Therapie muskelinvasiver Blasenkarzinome 

Patienten mit einem lokalisierten, invasiven Karzinom, d.h. T≥2, N0, M0 können 

zunächst eine neoadjuvante Cisplatin-haltige Chemotherapie erhalten. Dies gilt nicht für 

Patienten mit einem Performance-Status ≥ 2 und/oder beeinträchtigter Nierenfunktion. 
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Der neoadjuvanten Therapie sollte die radikale Zystektomie folgen, welche anderen 

Therapieformen nach wie vor überlegen ist (Grossman et al., 2003). Für nicht operable 

Patienten wird eine externe Radiochemotherapie empfohlen (Shelley et al., 2002).  

Patienten mit metastasiertem Blasenkarzinom sollten ein Cisplatin-haltiges 

Chemotherapieschema erhalten (von der Maase et al., 2005). Ist dies aufgrund eines 

Performance-Status ≥ 2 oder einer eingeschränkten Nierenfunktion nicht möglich, wird 

ein Carboplatin-haltiges Schema empfohlen (De Santis et al., 2009). 
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1.2. Bacillus Calmette-Guérin 

Bacillus Calmette-Guérin stellt eine attenuierte Form des bovinen Tuberkulose Bacillus 

Mycobacterium bovis dar. Anfang des 20. Jahrhunderts wurde es ursprünglich als 

Impfstoff gegen Tuberkulose entwickelt. 

1976 wurde BCG erstmalig in der Immuntherapie des nicht-muskelinvasiven 

Harnblasenkarzinoms mit Erfolg eingesetzt (Morales et al., 1976). Seither gilt BCG bis 

heute als Standardtherapeutikum in der Rezidivprophylaxe für intermediate- und high-

risk nicht-muskelinvasive Harnblasenkarzinome. Die Rezidivrate nach TUR wird 

mittels intravesikaler BCG-Instillation signifikant reduziert (Shelley et al., 2012). Im 

Gegensatz zur Chemotherapie zeigt sich unter BCG auch eine verminderte Progression 

(Sylvester et al., 2002). Allerdings ist die BCG-Therapie nicht immer erfolgreich und 

noch existieren keine Marker, die einen Therapieerfolg vorhersehbar machen. Ungefähr 

ein Drittel der Patienten spricht  nicht auf die Therapie mit BCG an (Merz et al., 1995). 

Ein Drittel der Patienten, die initial auf die Therapie ansprechen, entwickelt später ein 

Rezidiv mit schlechter Prognose (Catalona et al., 1987; Herr et al., 1989).  

Die Wirkungsmechanismen der BCG-Therapie sind komplex und ebenfalls noch nicht 

eindeutig geklärt. Es wird davon ausgegangen, dass BCG zunächst über Fibronectin 

attachment protein an die Blasenwand bindet (Zhao et al., 2000). Die Interaktion von 

BCG und Urothelzellen wird für mehrere wichtige immunologische Veränderungen 

verantwortlich gemacht. Durch die Sekretion von Chemokinen scheinen Makrophagen 

und Th-1-Zellen rekrutiert und aktiviert zu werden. Über die Sekretion von Zytokinen, 

wie beispielsweise IL-2 und IFNγ induzieren Th-1-Zellen wahrscheinlich die 

Proliferation und die Aktivierung zytotoxischer T-Zellen und Lymphokin-aktivierter-

Killerzellen (Schenk-Braat and Bangma, 2005). Aber auch die Tumorzellen an sich sind 

vermutlich aktiv in den Wirkungsmechanismus involviert. BCG bindet an die 

Tumorzellen und wird teilweise von diesen sogar phagozytiert (Becich et al., 1991). Es 

verändert den Phänotyp der Tumorzellen durch Induktion von Adhäsions-Molekülen, 

wie MHC-II und ICAM-1(Ikeda et al., 2002). Tumorzellen selbst sind zur 

Antigenpräsentation fähig und sezernieren Zytokine, deren Level durch BCG-

Stimulation verändert wird (de Reijke et al., 1993; Lattime et al., 1992; Prescott et al., 

2000). Außerdem unterdrückt BCG dosisabhängig direkt das Tumorzellwachstum 

(Jackson et al., 1994). 
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In wissenschaftlichen Untersuchungen rücken Toll-like Rezeptoren (TLRs) zunehmend 

in den Fokus der Immunantwort gegenüber Mykobakterien, bzw. BCG. So konnte 

gezeigt werden, dass BCG über TLR-2 und TLR-4 die Zytokinsekretion dendritischer 

Zellen stimuliert (Tsuji et al., 2000). Selbige Rezeptoren sind zumindest bei Mäusen 

essentiell für die CD4+-Lymphozyten-Aktivierung  und INFγ-Sekretion nach BCG-

Stimulation (Heldwein et al., 2003). 

Aber auch TLR-9 scheint eine Bedeutung in der Immunantwort auf BCG zu haben. So 

wurde die IL-12 Antwort auf BCG-Stimulation in den dendritischen Zellen von 

TLR2/4/9-knockout-Mäusen komplett unterdrückt. Dies geschah jedoch nicht bei 

alleinigem Knockout eines der drei Rezeptoren (von Meyenn et al., 2006). 

Auch Urothelzellen selbst exprimieren Toll-like Rezeptoren. Eine Studie konnte die 

Expression von TLR-2, TLR-3, TLR-4 und TLR-9 nachweisen und beschreibt einen 

Anstieg in der Expression von MyD88 (einem TLR Adapter Protein) und in der 

Sekretion von IL-6 und IL-8 (Miyazaki et al., 2006). Im Widerspruch dazu wurden in 

einer anderen Studie zwar ebenfalls Toll-like Rezeptoren bei der Untersuchung 

normaler Urothelzellen und Harnblasenkarzinomzellen nachgewiesen, eine 

Zytokinsekretion nach BCG-Stimulation konnte allerdings nur bei einigen 

Karzinomzelllinien festgestellt werden (Ayari et al., 2011).   
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1.3 Toll-like Rezeptoren und Liganden 

Toll wurde zum ersten Mal in der Taufliege Drosophila beschrieben. Zunächst wurde 

Drosophila Toll als Transmembran-Rezeptor identifiziert, der für die Entwicklung 

embryonaler Drosophilae benötigt wird (Hashimoto et al., 1988). Erstaunlicherweise 

zeigte sich, dass der Signalweg von Drosophila Toll große Ähnlichkeit mit dem IL-1 

Signalweg der Säugetiere aufweist. Über diesen wird NF-κB aktiviert, ein 

Trankriptionsfaktor, der für viele Aspekte der Entzündungs- und Immunantwort 

verantwortlich ist. Dies legte die Vermutung nahe, dass auch Toll in die Regulation der 

Immunantwort involviert ist (Belvin and Anderson, 1996). So konnte gezeigt werden, 

dass Fliegenmutanten, denen verschiedene Komponenten des Toll-Signalweges fehlten, 

nicht mehr zur adäquaten Antwort auf Pilzinfektionen fähig waren. Damit wurde die 

Teilhabe von Toll an der Immunantwort erwachsener Drosophilae bestätigt (Lemaitre et 

al., 1996). Nicht lange nach dieser Entdeckung wurde ein Drosophila Toll 

entsprechender humaner Rezeptor identifiziert (Medzhitov et al., 1997), der heutige 

TLR-4. 

Seither konnte beim Menschen eine Familie von bisher 11 Rezeptor-Genen, deren 

Struktur Ähnlichkeiten mit Drosophila Toll aufweist, nachgewiesen werden. Ihre 

Genprodukte werden als Toll-like Rezeptoren bezeichnet und zur TLR-IL-1 

Superfamilie gezählt. Sie erkennen sogenannte Pathogen-associated molecular patterns 

(PAMPs). PAMPs sind festgelegte molekulare Muster, die sich in  vielen Bakterien, 

Viren, Protozoen und Pilzen finden. Die bekanntesten unter ihnen sind LPS und 

Lipoteichoic Säure (TLR-4), Peptidoglykane, Lipoproteine und Zymosan (TLR-2, TLR-

1, TLR-6), unmetylierte bakterielle oder virale CpG-DNA (TLR-9) und virale RNA 

(TLR-7, TLR-8, TLR-9) (Adams, 2009; Akira et al., 2006).  

Toll-like Rezeptoren besitzen eine Leucin-reiche Ektodomäne zur Erkennung der 

PAMPs und eine intrazytoplasmatische Domäne, welche die Rekrutierung von 

Adaptorproteinen wie MyD88, TIRAP, TRIF und TRAM steuert. 

Die meisten TLRs befinden sich auf der Zelloberfläche. Eine Ausnahme stellen TLR-3, 

TLR-7, TLR-8 und TLR-9 dar. Sie befinden sich in Endosomen und werden von 

internalisierten Pathogenen aktiviert (Kawai and Akira, 2007; Latz et al., 2004). 

Manche TLRs, z.B. TLR-2, werden nach Liganden-Bindung selbst internalisiert 

(Underhill et al., 1999). 
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Obwohl unterschiedliche Liganden an Toll-like Rezeptoren binden, scheinen die TLRs 

gemeinsame Signalwege zu besitzen. Diese sind in Abbildung 1 schematisch 

dargestellt. 

 

 

 

Abb. 1 – Toll-like Rezeptoren und ihre Signalwege (Adams, 2009) 

TLRs erkennen mikrobielle Produkte, endogene Liganden und synthetische Agonisten entweder 

direkt oder mit Hilfe unterstützender  Moleküle wie CD14 und MD2. Nach Dimerisierung der 

Rezeptoren (bzw. Heterodimerisierung im Falle von TLR-2/TLR-6 und  TLR-1/TLR-6) wird 

das Signal über Adapterproteine (MyD88, TIRAP, TRIF, TRAM) weitergeleitet. Aktivierung 

von  NF-κB, AP-1 und  IRFs induziert die Expression von  Genen, die inflammatorische  

Zytokine codieren, Typ 1 IFN Genen  und  IFN-induzierbaren Genen.  

 

 

Am Ende der Signalkaskade steht zumeist die Transkription von Typ 1 IFN Genen und 

proinflammatorischen Zytokinen wie TNFα, IL-1 und IL-6 (Kawai and Akira, 2007), 

wobei je nach Typ der TLR-aktivierten Zellen unterschiedliche Zytokine ausgeschüttet 

werden. 
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TLRs werden präferentiell von Immunzellen exprimiert, wie z.B. Monozyten, 

Neutrophilen, Makrophagen, dendritischen Zellen, T-Zellen, B-Zellen und NK-Zellen 

(McGettrick and O'Neill, 2007) und steuern in diesen Zellen die Immunantwort 

gegenüber Pathogenen. Allerdings konnten TLRs auch in Keratinozyten (Kopp and 

Medzhitov, 2003) und epithelialen Zellen des Verdauungs-, Urogenital- und 

Respirationstrakts nachgewiesen werden (Guillot et al., 2005; Schaefer et al., 2005; 

Vora et al., 2004). Immer häufiger werden TLRs auch in Tumorzellen nachgewiesen. So 

zum Beispiel in Magen- und Kolonkarzinomzellen, in HCC-, Ovar-, Cervix-, Mamma-, 

Prostata- und Lungenkarzinomzellen, sowie in Melanomzellen und Zellen von 

Hirntumoren (Yu and Chen, 2008). Auch konnte für einige dieser Zellen bereits ein 

direkter Effekt nach TLR-Stimulation nachgewiesen werden. Dennoch ist die 

biologische Funktion von TLRs auf Tumorzellen noch lange nicht vollständig 

verstanden. 

 

1.3.1 TLR-4 und seine Liganden 

TLR-4 wurde als erster menschlicher Toll-like Rezeptor entdeckt (Medzhitov et al., 

1997) und kurz darauf wurde LPS als wichtiger TLR-4-Ligand identifiziert: Mutationen 

im TLR-4-Gen zweier Mausstämme konnten für die mangelnde Immunantwort dieser 

gegenüber LPS verantwortlich gemacht werden (Poltorak et al., 1998; Qureshi et al., 

1999). 

Neben LPS scheinen aber noch weitere PAMPs in der Lage zu sein, TLR-4 zu 

stimulieren, so zum Beispiel das Fusionsprotein des Respiratory-syncytical-virus 

(RSV), das Mouse-mamma-tumor-virus (MMTV) (Kurt-Jones et al., 2000; Rassa et al., 

2002). Aber auch endogene Moleküle wie Hitze-Schock-Proteine, Hyaluronsäure und ß-

Defensin interagieren wohl mit TLR-4 (Biragyn et al., 2002; Ohashi et al., 2000; 

Termeer et al., 2002). LPS ist aber vermutlich der potenteste TLR-4-Ligand. 

LPS stellt eine wichtige strukturelle Komponente der äußeren Membran gram-negativer 

Bakterien dar. Es besteht aus drei Teilen: Dem inneren Lipid A, der Oligosaccharid- 

Kernregion und dem äußeren Polysaccharid (Miller et al., 2005; Raetz and Whitfield, 

2002). Dabei stellt Lipid A den Teil dar, der mit TLR-4 interagiert.  

Zur Erkennung von LPS durch TLR-4 werden häufig zusätzliche Proteine, 

einschließlich  LBP, CD14 und MD-2 benötigt (Gioannini and Weiss, 2007; Miyake, 

2007). Am besten ist die Reaktion von TLR-4-exprimierenden Immunzellen auf LPS-
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Stimulation untersucht. Diese stellt eine Schlüsselrolle im Pathomechanismus der 

bakteriellen Sepsis dar (Beutler and Rietschel, 2003). TLR-4 wird aber zum Beispiel 

auch von Urothelzellen exprimiert und reguliert die Immunantwort bei bakteriellen 

Blasenentzündungen (Kagan and Medzhitov, 2006; Poltorak et al., 1998; Termeer et al., 

2002; Yamamoto et al., 2002). So konnte durch LPS vermittelte TLR-4-Aktivierung in 

Blasenzellen eine signifikante Erhöhung der proinflammatorischen IL-6-Antwort 

gezeigt werden (Song et al., 2007). Außerdem konnten diverse Tumorzellen gefunden 

werden, die TLR-4 exprimieren und unterschiedlich auf LPS-Stimulation reagieren. 

LPS inhibierte das Wachstum in TLR-4-positiven Zellen von Hypophysentumoren,  

induzierte eine IL-6-Produktion (Tichomirowa et al., 2005) und zeigte antitumorale 

Effekte gegenüber Glioblastoma multiforme (Chicoine et al., 2007). In Ratten hatte die 

Aktivierung von TLR-4 sowohl im Prostatatumor- als auch im Melanommodell 

inhibierende Effekte (Andreani et al., 2007). Für andere Zelllinien werden allerdings 

wiederum negative Effekte berichtet. So reagierte eine Kolonkarzinomzelllinie der 

Maus auf LPS-Stimulation mit signifikanter Erhöhung der Zytokine IL-6 und IL-12. 

Das Tumorwachstum wurde hier nicht durch TLR-4-Aktivierung, sondern im Gegenteil 

durch TLR-4-Blockade aufgehalten (Huang et al., 2005a).  Die TLR-4-Aktivierung 

menschlicher Lungenkarzinomzellen verstärkte die Produktion der immunsuppressiven 

Zytokine TGFß und VEGF, sowie des proangiogenetischen Chemokins IL-8 und 

induziert eine Resistenz gegenüber TNFα- oder TRAIL-induzierter Apoptose (He et al., 

2007). Auch in Melanomzellen wurde über TLR-4 die IL-8-Produktion, sowie die 

Zelladhäsion verstärkt (Molteni et al., 2006). In HCC-Zellen verstärkte LPS das 

invasive Potential und die epitheliale-mesenchymale Transition (Jing et al., 2012). 

Diese Beispiele legen dar, dass die Rolle von TLR-4 auf Tumorzellen zwar 

widersprüchlich ist, in jedem Fall eine Ligandenbindung aber tumorbiologisch relevante 

Prozesse nach sich zieht. 

 

1.3.2 TLR-9 und seine Liganden 

TLR-9 ist ein intrazellulärer Toll-like Rezeptor. Dies bedeutet, dass aktivierende 

Pathogene zunächst internalisiert werden müssen. Nach Aktivierung erfolgt wie auch 

bei anderen TLRs die Signalweiterleitung über das Adapterprotein MyD88 (siehe 

Abbildung 1). Auf zellulärer Ebene initiiert die Aktivierung von TLR-9 in der Folge 

eine Kaskade von Antworten des angeborenen und erworbenen Immunsystems. Am 
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besten ist diese in plasmazytoiden dendritischen Zellen erforscht. Diese werden zur 

Sekretion von Typ 1 Interferon  und von co-stimulatorischen Molekülen wie CD80 oder 

CD86 aktiviert und lösen dadurch eine Reihe weiterer Effekte aus, die  in einer 

ausgeprägten, zellvermittelten Th-1-Antwort resultieren (Krieg, 2004, 2006). 

Gleichzeitig wird die Differenzierung von B-Zellen zu Plasmazellen verstärkt und damit 

eine Antikörper-abhängige zelluläre Zytotoxizität potentiell verstärkt (Krieg, 2004). 

Aktiviert wird TLR-9 durch unmethylierte Cytosin-Posphat-Guanin- 

Oligodeoxynucleotide (CpG-ODNs). Diese finden sich häufig in bakterieller DNA. Im 

Genom von Säugetieren finden sie sich im Gegensatz dazu eher selten und sind dann 

am Cytosin-Ende methyliert, was ein Fehlen der immunstimulativen Aktivität erklärt 

(Hemmi et al., 2000). 

In Abhängigkeit ihrer immunologischen Effekte können CpG-ODNs in drei 

verschiedene Klassen eingeteilt werden: CpG-A, das über IFNα effektiv NK-Zellen 

stimuliert; CpG-B, das nur eine mäßige IFNα-Produktion induziert, dafür aber die 

antigen-spezifische Immunantwort verstärkt; und CpG-C, welches die stimulatorischen 

Fähigkeiten von CpG-A und CpG-B vereinigt (Vollmer et al., 2004; Wooldridge and 

Weiner, 2003). Außerdem erwies sich das immunstimulatorische Potential von CpG-

Motiven als Spezies-spezifisch. So haben Motive, die in Mäusen eine Immunantwort 

stimulieren, teilweise andere Effekte auf den menschlichen Organismus und umgekehrt 

(Krieg, 2008). 

CpG-ODN vermittelte TLR-9-Stimulation wird heutzutage als Immunotherapeutikum 

für eine Vielzahl von Erkrankungen untersucht z.B. als Monotherapeutikum für 

entzündliche Erkrankungen, Autoimmunerkrankungen und Karzinome, wie auch in 

Kombination mit anderen Therapiemethoden oder als Adjuvans in Impfstoffen.  

Folgend soll aber ausschließlich ein Überblick über die CpG-ODN-vermittelten Effekte 

auf Tumorzellen gegeben werden. In mehreren Phase-I-Studien wurde bereits, unter 

anderem bei Patienten mit kutanem T-Zell-Lymphom, Non-Hodgkin-Lymphom, 

metastasierendem Melanom, Basalzellkarzinom, fortgeschrittenem Nierenzellkarzinom 

und rezidivierendem Glioblastom, die Verträglichkeit und Sicherheit von CpG-ODN 

getestet. Untersuchungen einzelner Karzinomzelllinien zeigen aber, dass die biologische 

Funktion von TLR-9 auf den Tumorzellen individuell sehr unterschiedlich sein kann. 

Multiple Myelomzellen reagierten auf CpG-ODN-Behandlung mit IL-6-Sekretion und 

einem Anstieg der Zellproliferation (Xu et al., 2010). In HeLa- (Zevixkarzinom) und 
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A549- (Lungenkarzinom) Zellen induzierte CpG-ODN die Sekretion von MCP-1 und 

erhöhte das Zellüberleben (Droemann et al., 2005). Gliomzellen schienen mit 

ansteigender Malignität mehr TLR-9 zu exprimieren. Die Stimulation hatte keinen 

Einfluss auf die Proliferation, erhöhte aber die Invasionsfähigkeit (Wang et al., 2010). 

In HCC-Zellen erhöhte CpG-ODN die Zellproliferation sowie die Produktion Apoptose- 

inhibierender Faktoren (Tanaka et al., 2010). Dagegen wurde die Zellproliferation in 

Brustkrebszellen bei gleichzeitig gesteigerter Invasion aufgehalten (Ilvesaro et al., 2008; 

Merrell et al., 2006). Auch in TLR-9-exprimierenden Prostatakarzinomzellen fand sich 

eine gesteigerte CpG-ODN-vermittelte Invasion (Ilvesaro et al., 2007).  

Zusammenfassend scheint die CpG-ODN-Behandlung in der Tumorzelle direkt das 

Invasionsverhalten zu fördern, aber völlig unterschiedliche Auswirkungen auf das 

Zellüberleben, bzw. die  Zellproliferation zu haben. 
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1.4 Toll-like Rezeptoren und Harnblasenkarzinom 

Die Verbindung zwischen BCG und seinen immunmodulatorischen Eigenschaften 

durch Toll-like Rezeptor-Stimulation stellt die Untersuchung  der biologischen Funktion 

spezifischer TLR-Liganden mehr und mehr in den Fokus. 

Bekannt ist, dass ein TLR-2-Agonist im Harnblasenkarzinom-Mausmodell das 

Tumorwachstum, vermutlich über eine IFNγ-induzierte Th-1-Antwort und eine 

reduzierte Vaskularisation, verringert (Codolo et al., 2012). 

Auch der TLR-9-Agonist CpG-ODN zeigte im Mausmodell antineoplastische Aktivität 

(Hegele et al., 2004), sowie einen Anstieg der Zytokine IL-10, TGFß, IL-12, IFNγ. 

wobei die Tumorzelllinie (MB49) an sich in vitro kein TLR-9 exprimierte und CpG-

ODN auch keinen direkten Einfluss auf das Zellüberleben hatte (Olbert et al., 2009). Im 

direkten Vergleich von BCG und CpG-ODN im Mausmodell erwies sich CpG-ODN 

sogar als überlegen (Mangsbo et al., 2008). 

Die Expression von Toll-like Rezeptoren auf Harnblasenzellen selbst und ihre Reaktion 

auf Stimulation ist nur wenig untersucht. Eine Studie berichtete in der Zelllinie T24 von 

einer Steigerung der IL-6-Expression nach LPS-Stimulation (Qian et al., 2009). Eine 

weitere Studie untersuchte die TLR-Expression in vier Zelllinien und fand eine 

Expression  von TLR-2, TLR-4, TLR-5, TLR-7 und TLR-9. In einem Teil der Zellen 

führte eine Stimulation mit den jeweiligen Agonisten dieser Rezeptoren zur erhöhten 

IL-8- Sekretion (Ayari et al., 2011).  
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2. Zielsetzung 

Bis heute ist die komplexe Wirkungsweise von BCG nicht eindeutig geklärt. Auch 

existieren keine Marker, mit deren Hilfe ein Therapieversagen prognostiziert werden 

kann. 

 

Es ist bekannt, dass Bestandteile von BCG mit Toll-like Rezeptoren, unter ihnen TLR-4 

und TLR-9, interagieren und dass CpG-ODN, ein TLR-9-Agonist, in Tierversuchen 

dem BCG sogar überlegen ist. Trotzdem gibt es bisher nur wenige Untersuchungen zur 

Existenz und Funktionalität von Toll-like Rezeptoren  auf  Harnblasenkarzinomzellen 

selbst. Detailliertes Wissen hierüber ist essentiell, um die Wirkung bereits klinisch 

bewährter und potentiell in der Zukunft verwendbarer Immunotherapeutika vollständig 

begreifen und abschätzen zu können. 

 

In der vorliegenden Arbeit sollten daher anhand exemplarisch gewählter 

Blasenkarzinomzelllinien folgende Fragen untersucht werden: 

 

1.  Exprimieren Blasenkarzinomzellen Toll-like Rezeptoren 4 und 9? 

 

2.  Wie wirkt sich eine Stimulation dieser Rezeptoren auf die Zytokinexpression, 

die Zellproliferation und die Zellinvasion aus? 
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3. Material und Methoden 

3.1 Material 

3.1.1 Zelllinien 

Es wurde mit folgenden humanen Harnblasenkarzinom-Zelllinien gearbeitet: 

T24, HT, BFTC-905, 5637 (alle: DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen u. 

Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Deutschland), sowie EJ28, HU456, UMUC3, RT4, 

RT112, TCC-SUP, MGHU4 (alle freundlicherweise von der Klinik für Urologie und 

Kinderurologie der Johann Wolfgang Goethe Universität Frankfurt am Main, Direktor: 

Prof. Dr. A. Haferkamp, zur Verfügung gestellt). 

 

3.1.2 Medien, Antibiotika und weiter Substanzen zur Zellkultivierung 

Alle Substanzen, die zur Zellkultivierung benützt wurden, sind in Tabelle 2 aufgeführt. 

Tab. 2 – Substanzen zur Zellkultivierung 

RPMI 1640 Without L-Glutamine              

RPMI 1640 With L-Glutamine, Without  

Phenol Red    

Trypsin-EDTA                                                                

Fetal Bovine Serum       

Stable Glutamine (200mM) L-Alanyl-L-

Glutamine      

Penicillin/Streptomycin (100x) 

PBS                                                   

(PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria) 

(PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria) 

 

(PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria) 

(PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria) 

(PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria) 

 

(PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria) 

(PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria) 
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3.1.3 Oligonukleotidsequenzen 

Alle Oligonukleotidsequenzen wurden synthetisiert von biomers.net GmbH, Ulm, 

Germany. In Tabelle 3 sind die verwendeten Primer-Sets aufgeführt, in Tabelle 4 die 

CpG-ODN-Sequenzen. 

Tab. 3 – Primer-Sets für RT-PCR (+, vorwärts / -, rückwärts ) 

ß-actin:  

+ 5´-tat cca ggc tgt gct atc cct gta c-3´ 

- 5´-ttc atg agg tag tca gtc agg tcc c-3´ 

TLR-9:  

+ 5´-gcc tac agg tgc tgc gtc tcc c-3´ 

- 5´-cct tgg cct tgg aaa aga agc c-3´ 

 

IL-6: 

+ 5´-gga gaa gat tcc aaa gat gta gcc g-3´ 

- 5´-cat cca tct ttt tca gcc atc ttt g-3´ 

TLR-4: 

+ 5´-cca gca ttc caa ttt gaa aca aat g-3´ 

- 5´-gag agg tcc agg aag gtc aag ttt c-3´ 

 

IL-8: 

+ 5´ctg att tct gca gct ctg tgt gaa g-3´ 

- 5´tca aaa act tct cca caa ccc tct g-3´ 

VEGF-A: 

+ 5´-gaa gtt cat gga tgt cta tca gcg c-3´ 

- 5´-gca ttc aca ttt gtt gtg ctg tag g-3´ 

 

TNFα: 

+ 5´-ctt gtt cct cag cct ctt ctc ctt c-3´ 

- 5´cta caa cat ggg cta cag gct tgt c-3´ 

 

PlGF: 

+5´-ttg tct gct ggg aac ggc tc-3´ 

- 5´-aga acg gat ctt tag gag ctg cat g-3´   

 

INFß: 

+ 5´-atg aga tgc tcc aga aca tct ttg c-3´ 

- 5´-agg tgc aga ctg ctc atg agt ttt c-3´ 

 

 

Tab. 4 – CpG-Oligonukleotidsequenzen 

ODN 2216 = CpG-A 

5´-g*g gg gac gat cgt cg* g*g g g*g-3´ 

 

ODN 2006 = CpG-B 

5´-t*c g t*c g t*t t*g t c*g t t*t t g*t c g*t *t-3´ 

ODN 2216 = CpG-A Cy3 

5´-g*g gg gac gat cgt cg* g*g g g*g-3´  

5´Mod.: Cy3 

 

*entspricht einem PTO 

 

3.1.4 Antikörper 

Tabelle 5 listet alle verwendeten Antikörper auf. 

Tab. 5 – Antikörper 

Primärantikörper: 

Anti-Human TLR9, Isotyp: Kaninchen Ig 

Anti-Human TLR4, Isotyp: Maus Ig  

Anti-Human ß-actin, Isotyp: Maus Ig  

 

Sekundärantikörper: 

Anti-Maus Ig, Ziege  

Anti-Kaninchen Ig, Ziege 

Anti-Maus Ig, Kaninchen 

 

(Abgent, San Diego,  USA) 

(Abcam plc, Cambridge, UK) 

(Abcam plc, Cambridge, UK) 

 

 

(Thermo Scientific, Rockford, USA) 

(Thermo Scientific, Rockford, USA) 

Bestandteil des Catalyzed Signal Amplification 

(CSA) System K 1500 (Dako, Carpinteria, USA)   
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3.1.5 Chemikalien und Enzyme 

Verwendete Chemikalien und Enzyme sind in Tabelle 6 aufgelistet. 

Tab.6 – Chemikalien und Enzyme 

APS  

Bromophenol Blue 

Catalyzed Signal Amplification (CSA) System 

K 1500  

Chloroform 

Citronensäure 

DAPI (4´,6-Diamidine-2´-                                                                                                                

     Phenylindoledihydrochloride) 

DNase I, RNase-free 

 

dNTP Mix , 10mM each (dATP, dCTP, dGTP,   

     dTTP)    

Entellan neu Schnelleindeckmittel für die  

     Mikroskopie  

Eosin 

Ethanol 70% und 96% 

Ethanol 90% und 50% 

Ethanol absolute 

Formaldehyd 

Glycerol 

Glycin 

Guanidine Hydrochloride 

INTERFERin siRNA Tranfection Reagent  

Isopropanol 

Kristallviolett 

Lipopolysaccharide (LPS)  

Magermilchpulver 

Mayers Hämalaunlösung 

(ß)-Mercaptoethanol 

Methanol 

NaCl 

Paraffin (Histo-Comp) 

peqGOLD TriFast for the Extraction of     

    RNA, DNA and Proteins 

Pierce® BCA Protein Assay Kit  

Pierce® ECL Plus Western Blotting Substrate 

Random Hexamer Primer (mixture of single        

     stranded random hexanucleotides with 5´      

     -and 3´hydroxyl ends)  

RevertAidReverse Transkriptase (+5x 

Buffer) 

RiboLockRnase Inhibitor  

 

(Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany) 

(SIGMA-ALDRICH, St. Louis, USA) 

(Dako, Carpinteria, USA) 

 

(Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany) 

(Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany) 

(Roche Applied Science, Mannheim, 

Germany) 

(Fermentas Life Science, St. Leon-Rot, 

Germany) 

(Fermentas Life Science, St. Leon-Rot, 

Germany) 

(Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 

 

(Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany) 

(Otto Fischar GmbH, Saarbrücken, Germany) 

selbst hergestellt 

(Otto Fischar GmbH, Saarbrücken, Germany) 

(Otto Fischar GmbH, Saarbrücken, Germany) 

(Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 

(Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany) 

(Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany) 

(Polyplus-transfection SA, Illkirch, France) 

(SIGMA-ALDRICH, St. Louis, USA) 

(Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany) 

(SIGMA-ALDRICH, St. Louis, USA) 

(Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany) 

(Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 

(Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany) 

(SIGMA-ALDRICH, St. Louis, USA) 

(Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany) 

(Vogel, Gießen, Germany) 

(peqlab, Erlangen, Germany) 

 

(Thermo Scientific, Rockford, USA) 

(Thermo Scientific, Rockford, USA) 

(Fermentas Life Science, St. Leon-Rot, 

Germany) 

 

(Fermentas Life Science, St. Leon-Rot, 

Germany) 

(Fermentas Life Science, St. Leon-Rot, 

Germany) 
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Rotiphorese®Gel 30 

Saccharose 

Salzsäure 25% 

SDS (Natriumlaurylsulfat) 

TACS XTT Cell Proliferation Assay con-   

     taining XTT Reagent, XTT Activator  

10x TBS Roti®stock 

TEMED 

Thermo Scientific Absolute QPCR SYBER  

     Green Fluorescein Mix  

Tris 

Tween®-20 

Wasserstoffperoxide 30% 

Xylol 

(Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany) 

(Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 

(Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 

(Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany) 

(TREVIGEN, Gaithersburg, USA) 

 

(Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany) 

(Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany) 

(ABgeneUK, Epsom, UK) 

 

(ACROS, New Jersey, USA) 

(Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany) 

(Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany) 

(Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany) 

 

3.1.6 Puffer und Gebrauchslösungen 

Verwendete Puffer und Gebrauchslösungen sind in Tabelle 7 aufgelistet. 

Tab. 7 – Puffer und Gebrauchslösungen 

Blotting-Puffer in 1 l H2O: 

- 3,03 g Tris 

- 14,41 g Glycin 

- 200 ml Methanol 

- 1 g SDS 

 

Citratlösung in 1 l H2O: 

- 2,1 g Citronensäure 

 

Laemmli-Puffer (4x) in 100 ml H2O: 

- 3 g Tris (pH 6,8 mit HCl adjustiert) 

- 8 g SDS 

- 40 ml Glycerol 

 

Laufpuffer in 1 l H2O: 

- 3,03 g Tris 

- 14,41 g Glycin 

- 1 g SDS 

 

Sammelgel-Mix (pro Gel): 

- 1,33 ml Rotiphorese®Gel 30 

- 6,57 ml H2O 

- 100 µl SDS 10% (= 10 g in 100 ml 

H2O) 

- 2 ml Sammelgel-Puffer 

- 100 µl APS 10% (= 10 g in 100 ml 

H2O) 

- 10 µl TEMED 

 

Sammelgel-Puffer: 

- 61,00 g  Tris (pH 6,8 mit HCl 

adjustiert)  

 

1xTBS-T in 1 l H2O (Western Blotting): 

- 100 ml 10x TBS 

- 1 ml Tween-20 

 

TBS-T in 1 l H2O (Immunzytologie): 

- 7,88 g Tris (pH 7,6 mit HCl 

adjustiert) 

- 17,5 g NaCl 

- 1 ml Tween-20 

 

Trenngel-Mix (pro Gel): 

- 2,66 ml  Rotiphorese®Gel 30 

- 3,87 ml H2O 

- 100 µl SDS 10% (= 10 g in 100 ml 

H2O) 

- 3,3 ml Trenngel-Puffer 

- 50 µl APS 10% (= 10 g in 100 ml 

H2O) 

- 10 µl TEMED 

 

Trenngel-Puffer in 1 l H2O: 

- 136,28 g Tris (pH 8,8 mit HCl 

adjustiert) 

- 300 g Sacharose 
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3.1.7 Software und Statistik 

Die verwendete Software ist in Tabelle 8 aufgelistet. Alle statistischen Berechnungen 

wurden mit GraphPad Prism durchgeführt. 

Tab. 8 – Software 

FluorChem 8900 Software 

GraphPad Prism 

iQ5 Optical System Software 

Microsoft Office 2010 

Wasabi! Imaging Software 

 

MR Grab 1.0 

AxioVision Viewer Software 

(Alpha Innotech, ProteinSimple, Santa Clara, USA) 

(GraphPad Prism Software, Inc., La Jolla, USA) 

(Bio-Rad, Hercules, USA)  

(Microsoft Cooperation, Redmond, USA) 

(Hammatsu Photonic System Corporation, Bridgewater, 

USA) 

(Zeiss, Oberkochen, Germany) 

(Zeiss, Oberkochen, Germany) 
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3.2 Methoden 

3.2.1 Zellbiologische Methoden 

3.2.1.1 Zellkulturtechniken 

Die Zellkultivierung erfolgte im Brutschrank (HeraCell, Thermo Scientific, Rockford, 

USA) bei 37°C in einer Wasserdampf gesättigten 5%-CO2-Atmosphäre. Das 

Zellwachstum wurde mit einem Lichtmikroskop (Zeiss, Oberkochen, Germany) 

überprüft. Die Zellkulturarbeiten wurden an einer sterilen Werkbank (LaminAir® 

HB2448, Thermo Scientific, Rockford, USA) durchgeführt. Diese wurde vor Beginn 

der Arbeit mit 70% Ethanol desinfiziert, ebenso wie sämtliche Materialien, die in die 

Werkbank eingebracht wurden. Verbrauchsmaterial, welches nicht vom Werk keimfrei 

geliefert wurde, wurde vor Gebrauch autoklaviert (Tuttnauer, Hauppauge, USA) 

(121°C, 20 min). Die in der Zellkultur verwendeten Medien, Puffer, Lösungen und 

Stimulanzien wurden je nach Produkt bei -20°C bis 4°C gelagert und vor Gebrauch auf 

Raumtemperatur gebracht. Als Basisnährmedium wurde für alle vier Zelllinien RPMI 

1640 Without L-Glutamine mit Zusatz von 10% Fetal Bovine Serum, 1% Stable 

Glutamine und 1% Penicillin/Streptomycin verwendet. 

 

Subkultivierung  

Aus Kulturgefäßen mit konfluenten Zellen wurde das Nährmedium abgesaugt. Zum 

Entfernen aller Medienreste wurde mit PBS gespült. Anschließend wurde eine Trypsin-

EDTA-Lösung zugegeben und das Kulturgefäß, bis ein Ablösen der Zellen beobachtet 

werden konnte, in den Brutschrank gestellt. Hierauf wurde das Trypsin durch Zugabe 

von Nährmedium inaktiviert und das Trypsin-Medium-Zell-Gemisch in ein Röhrchen 

überführt. Nach Zentrifugation (Biofuge Stratos, Thermo Scientific, Rockford, USA ) 

für 4 min bei 1400 U/min, 22°C wurde der Überstand abgesaugt und das verbliebene 

Zellpellet mit Medium resuspendiert. Zur Zellerhaltung wurde nun ein Teil der Zellen in 

einem neuen Kulturgefäß ausgesät und wiederum bis zur Konfluenz weiter kultiviert. 

Bei Bedarf  wurde verbrauchtes Medium durch frisches ersetzt. 

 

Zellzahlbestimmung 

Für Versuche, bei denen eine bestimmte Zellzahl benötigt wurde, wurde bis zur 

Resuspension des Zellpellets identisch verfahren. Dann wurde die Zellzahl mit Hilfe 

einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. 



                                                                               3. Material und Methoden 

 

 

- 30 - 
 

3.2.1.2 Zellstimulation und Vorbereitung der mRNA- und Protein-Extraktion 

Zellen, deren mRNA- und Protein-Expression später detaillierter untersucht werden 

sollten, wurden in Abhängigkeit von ihrer Wachstumsgeschwindigkeit mit einer Dichte 

von 2,5-3,0*10
4
 Zellen/cm² ausgesät. Die jeweils gewählte Dichte wurde für die 

einzelnen Zelllinien beibehalten. Nach 24 Stunden erfolgte ein Mediumwechsel und 

anschließend die Stimulation mit 1 µg/ml LPS oder einer CpG-ODN-INTERFERin® 

Mischung. INTFERFERin®, ein kationisches, amphiphiles Lipid, wurde zur 

Transfektion von siRNA und miRNA entwickelt. In dieser Arbeit sollte durch Zugabe 

von INTERFERin® die  Aufnahme von CpG-ODN in das Zellinnere begünstigt 

werden. Hierzu wurde zunächst CpG-ODN in einer Konzentration von 2,5 pmol/µl in 

RPMI 1640 Without L-Glutamine gelöst. Anschließend erfolgte die Zugabe von 37,5 

µl/ml INTERFERin®. Bei den verwendeten Konzentrationen wurde hierbei das vom 

Hersteller empfohlene Mengenverhältnis von INTERFERin® zu Nukleinsäure 

berücksichtigt. Um die Komplexbildung zwischen CpG-ODN und INTERFERin® zu 

ermöglichen, wurde bei diesen Arbeitsschritten auf Mediumzusätze (FBS, Stable 

Glutamine, Penicillin/Streptomycin) verzichtet. Die CpG-ODN-INTERFERin® 

Suspension wurde für 10 s gevortext  und anschließend für 10 bis maximal 30 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden die in ihrem Basismedium ausgesäten Zellen 

mit der Suspension stimuliert, wobei eine Endkonzentration von 0,25 pmol/µl CpG-

ODN erreicht wurde. 

Zellen, die mit CpG-ODN und INTERFERin® stimuliert wurden, inkubierten für 

weitere 6 Stunden im Brutschrank, Zellen, die mit LPS behandelt wurden, für 24 

Stunden. Alle Kontrollzellen erhielten, abgesehen von der Stimulation mit LPS oder 

CpG-ODN, eine identische Behandlung.  

Nach der Inkubationszeit wurde das Medium abgesaugt und die Kulturgefäße auf Eis 

gelagert. TriFast™, ein Fertigreagenz zur Extraktion von DNA, RNA und Proteinen, 

wurde auf die Zellen pipettiert. Hierauf wurde das Reagenz-Zellen-Gemisch aus dem 

Kulturgefäß geschabt und in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Sofern nicht 

unmittelbar die Isolation von RNA oder Proteinen folgte, wurden die Proben bei -20°C 

gelagert. 
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3.2.1.3 Zellproliferations-Assay 

Die Zellproliferation wurde mit Hilfe des TACS® XTT-Kit bestimmt. Dessen Prinzip 

beruht darauf, dass XTT, ein leicht gelbliches Tetrazolium-Salz, durch das Succinat-

Tetrazolium-Reduktase-System in den Mitochondrien metabolisch aktiver Zellen zu 

Formazan reduziert wird. Die Absorption der nun orangefarbenen Formazanlösung kann 

dann bei 490 nm im Mikroplattenleser gemessen werden. Die Reaktion wird durch PMS 

(N-methyl dibenzopyrazin methyl sulfat), das im XTT Aktivator enthalten ist, optimiert.   

In dieser Arbeit wurden die Zellen zunächst in einer 96-Well Platte ausgesät. In den 

einzelnen Versuchen wurde jeweils mit der gleichen Zellzahl pro Well gearbeitet. Nach 

24 Stunden wurde das Medium gewechselt und die Zellen, wie unter 3.2.1.2. 

beschrieben, mit LPS bzw. komplexiertem CpG-ODN-INTERFERin® stimuliert. 

Stimulation mit freiem CpG-ODN erfolgte in einer Konzentration von 2,5 pmol/µl also 

verglichen mit der INTERFERin® Gruppe in 10-fach höherer Konzentration. Die 

verwendeten LPS- und CpG-ODN-Konzentrationen entsprachen generell den in anderen 

Arbeiten verwendeten Größenordnungen (Ayari et al., 2011; Merrell et al., 2006).  

LPS-behandelte Zellen inkubierten für 48 Stunden,  CpG-ODN- oder CpG-ODN- 

INTERFERin®-behandelte Zellen für 24 Stunden im Brutschrank. Nun wurde 

sämtliche Flüssigkeit aus den Wells abgesaugt. Ein Mischung aus XTT-Aktivator, 

XTT-Reagenz und RPMI  1640 With L-Glutamine, Without Phenol Red im Verhältnis 

1:50:100 wurde vorbereitet. Hiervon wurde in jedes Well 500 µl pipettiert. Bei diesem 

Arbeitsschritt wurde farbloses Medium verwendet, um Interferenzen mit der 

photometrischen Messung zu vermeiden. Nach weiteren 4 Stunden Inkubation in 

Brutschrank wurde dann im Mikroplattenleser (MultiskanFK Thermo Scientific, 

Rockford, USA) die Absorption bei 490 nm gemessen. 

 

3.2.1.4 Invasions-Assay 

Die Zellinvasion wurde mit BD BioCoat™ Matrigel Invasion Chambers (BD, Franklin 

Lakes, USA) gemessen. Hierbei werden in eine 24-Well Platte zusätzliche Wells, 

sogenannte Invasions-Kammern, eingebracht. Diese besitzen nach dem Prinzip der 

Boyden-Kammer eine Membran mit 8 µm großen Poren. Zusätzlich ist diese Membran 

mit Matrigel, einer in vitro Basalmembran-Rekonstruktion beschichtet. Um die Invasion 

zu messen, werden  die Zellen gezählt, die diese Membran durchdringen. Das Prinzip ist 

in Abbildung 2 schematisch dargestellt. 
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Abb. 2 – Schematische Darstellung des Invasions-Assay (Gellersen et al., 2010) 

Eine Invasions-Kammer wird in das Well eingebracht. Der Boden der Kammer ist eine 

Membran mit 8 µm großen Poren und Matrigel Beschichtung. Zellen werden in der Invasions-

Kammer ausgesät. Eine Invasion kann dann durch die Membran erfolgen. 

 

Die bei -20°C gelagerten Platten und Kammern wurden zunächst bei Raumtemperatur 

abgetaut. Um die Matrigel-Membran aufzuweichen, wurden sowohl obere, als auch 

untere Wells mit RPMI 1640 Without L-Glutamine befüllt und für 2 Stunden im 

Brutschrank erwärmt. Das verwendete Medium wurde anschließend abgesaugt. Nun 

wurde in die oberen Wells eine in jedem Well identische Zellzahl ausgesät. Als 

Nährmedium wurde RPMI 1640 Without L-Glutamine mit Zusatz von 1% Stable 

Glutamine und 1% Penicillin/ Streptomycin verwendet. Es folgte die Stimulation mit 

CpG-ODN, welches mit einer Konzentration von 2,5 pmol/µl  ebenfalls den oberen 

Wells zugeführt wurde. Die unteren Wells wurden mit dem Basismedium RPMI 1640 

Without L-Glutamine mit Zusatz von 10% Fetal Bovine Serum, 1% Stable Glutamine 

und 1% Penicillin/ Streptomycin befüllt. 

Die Inkubation im Brutschrank erfolgte für 24 Stunden. Anschließend wurden die 

oberen Wells aus der Platte entnommen und das Medium entleert. Zellen im Inneren der 

Wells, welche die Membran nicht durchdringen konnten, wurden mit einem 

Wattestäbchen entfernt. Dann wurden die Wells zum Anfärben der Zellen für 5 min in 

Kristallviolett, gelöst in Formaldehyd, gegeben. Danach wurde mit Wasser gespült, die 

Innenseite der Wells erneut gesäubert und die Wells wurden zum Trocknen gelegt. 

Die durch die Matrigel-Membran gedrungenen Zellen wurden unter dem 

Lichtmikroskop gezählt. 
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3.2.1.5 Untersuchung der Aufnahme von CpG-ODN  

UMUC3 ( mit einer Dichte von 2,5*104 Zellen/cm²) und RT112 ( mit einer Dichte von 

2,0*104 Zellen/cm²) Zellen wurden in einem Chamber-Slide System (Sarstedt; 

Newton, USA) ausgesät. Nach 24 Stunden erfolgte ein Mediumwechsel und die 

Stimulation der Zellen mit Cy3-makiertem CpG-A mit und ohne INTERFERin®. Die 

Stimulation mit INTERFERin® erfolgte wie unter 3.2.1.2 beschrieben, die Stimulation 

mit Cy3-CpG-ODN erfolgte hier mit einer Konzentration von 0,25 pmol/µl, so dass 

letztendlich beide Kammern mit der identischen CpG-A-Konzentration behandelt 

wurden. Nach 6 Stunden wurden Medium und Kammerwände entfernt und der 

Objektträger für 15 min in einem DAPI-Methanol Gemisch (1 µg/ml) gebettet und 

danach getrocknet. DAPI ist ein Farbstoff, der zur Anfärbung von Zellkernen, bzw. 

Nukleinsäuren, verwendet wird. Auf den trockenen Objektträger wurde mit 

Schnelleindeckmittel für die Mikroskopie ein Deckglas geklebt. Anschließend wurde 

die Lage der Zellkerne sowie die Aufnahme von CpG-A ins Innere der Zelle unter dem 

Fluoreszenzmikroskop studiert. 

 

3.2.2 Molekularbiologische Methoden 

3.2.2.1 RNA-Isolation 

RNA wurde aus dem Zell-TriFast™-Gemisch isoliert, dessen Herstellung unter 3.2.1.2 

beschrieben ist. Chloroform, in einer Menge von 20% der schon im Röhrchen 

vorhandenen Flüssigkeit, wurde hinzu pipettiert. Die Mischung wurde intensiv 

geschüttelt und gevortext, so dass ein milchiges Homogenat entstand. Durch 10-

minütige Inkubation bei Raumtemperatur und anschließende Zentrifugation (Biofuge 

fresco, Thermo Scientific, Rockford, USA) (10 min, 12000 g, 4°C) teilte sich das 

Homogenat in eine untere, rötliche, organische Phase, eine weißliche Interphase und 

eine obere, farblose, wässrige Phase. RNA war nun ausschließlich in der wässrigen 

Phase enthalten, DNA in der organischen Phase und der Interphase und Proteine nur in 

der organischen Phase. Die wässrige Phase wurde nun in ein neues Röhrchen überführt, 

die Interphase verworfen und die organische Phase bei -20°C gelagert, um daraus 

gegebenenfalls Proteine zu isolieren. Um die RNA aus der wässrigen Phase auszufällen, 

wurde eine identische Menge eiskalten Isopropanols zugefügt, gut geschüttelt und 

gevortext, 15 min auf Eis inkubiert und erneut zentrifugiert (10 min, 12000 g, 4°C). 

Hierdurch formte sich am Boden des Röhrchens ein RNA-haltiges Pellet. Der 
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Überstand wurde vorsichtig abgekippt und das Pellet zweimal mit eiskaltem 75% 

Ethanol gewaschen. Hierzu wurde das Pellet, nach Zufügen des Ethanols, durch 

Klopfen vom Röhrchenrand gelöst. Dann wurde wiederum zentrifugiert (10 min, 12000 

g, 4°C) und der Überstand vorsichtig entfernt. Nachdem durch Lufttrocknen alle am 

Pellet vorhandenen Ethanolreste verdampft waren, wurde das Pellet mit destilliertem 

Wasser resuspendiert. Nach Lagerung bei -20°C für mindestens 24 Stunden erfolgte 

dann die Bestimmung des RNA-Gehalts mit dem Spectrophotometer (GeneQuant 1300, 

Fisher Scientific, Pittsburgh, USA). 

 

3.2.2.2 Reverse Transkription (cDNA-Synthese) 

Zur Transkription der RNA in cDNA wurde 1µg RNA pro Probe verwendet. Alle 

Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. Um eventuelle DNA-Kontamination zu vermeiden, 

wurden zunächst die RNA, 1µl  DNase und Wasser zu einem Gesamtvolumen von 11,5 

µl vermischt und für 30 min bei 37°C und 5 min bei 75°C im Thermo Cycler (PTC-200, 

MJ Research, St. Bruno, Canada) inkubiert. Als nächstes wurde den Proben 1µl 

Random Primer zugeführt und erneut für 5 min bei 65°C inkubiert. Es folgten 4µl 

5*Puffer, 2µl dNTPs, 0,5µl RNase-Inhibitor und 1µl Reverse Transkriptase pro Probe, 

wobei Negativ-Kontrollen anstelle der Reversen Transkriptase Wasser zugeführt wurde. 

Nach weiteren 10 min bei 25°C und 60 min bei 42°C wurden die Proben schließlich für 

10 min auf 70°C erhitzt, um die Reverse Transkriptase zu inaktivieren. 

 

3.2.2.3 Real-Time-PCR 

Mit der Polymerase-Ketten-Reaktion wurden nun selektiv cDNA-Abschnitte 

amplifiziert und quantifiziert. Hierbei lagern sich Primer komplementär an den 

Randbereich der zu amplifizierenden Sequenz an, welche dann durch eine thermostabile 

Polymerase dupliziert wird. Nun folgen Zyklen der DNA-Denaturierung, Anlagerung 

der Primer und DNA-Synthese, wodurch eine exponentielle Vermehrung der 

Zielsequenz erreicht wird. Durch Messung der Fluoreszenzintensität eines in 

doppelsträngiger DNA interkalierenden Farbstoffes, hier SYBR Green, kann während 

der PCR kontinuierlich die Produktmenge quantifiziert werden. Der Punkt, an dem das 

Fluoreszenzsignal signifikant höher ist als der Fluoreszenzhintergrund, wird als Ct-Wert 

(Threshold-Cycle) bezeichnet. Je mehr Matrizen-DNA zu Beginn der Reaktion bereits 

vorhanden ist, desto weniger Zyklen werden benötigt, um diesen Punkt zu erreichen. 
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In eine 96-Well Platte wurden pro Well 1µl Probe,  12,5µl SYBR Green, 11µl H2O und 

jeweils 0,25µl Vorwärts- und Rückwärts-Primer der unter 3.1.3 aufgeführten 

Primerpaare pipettiert. Konditionen im Cycler (IQ™5 Bio-Rad, Hercules, USA) waren 

wie folgt:  

Zyklus 1: 15 min auf  95°C 

Zyklus 2: 44 mal 15 s auf 95°C, 15 s auf 55°C, 30 s auf 72°C 

Zyklus 3: 30 s auf 95°C, 30 s auf 60°C 

Zyklus 4: Temperaturerhöhung von 55°C auf 95°C in Schritten von 0,5°C à 10 s 

Als Referenz-mRNA für alle PCR-Reaktionen diente ß-actin. Relative Veränderungen 

der mRNA-Expression wurden mit der ∆Ct-Methode ermittelt. Unterschiede in der 

mRNA-Expression stimulierter und nicht stimulierter Zellen wurden mit dem ∆∆Ct-

Wert dargestellt. Um die Validität der Ct-Werte zu garantieren, wurde für jede Probe 

eine Melting-Curve-Analyse durchgeführt. Einige wenige Proben wiesen in dieser 

Analyse eindeutig einen spezifischen Peak auf, selbiger wurde aber durch unspezifische 

Peaks überlagert. Für diese Proben wurde ein Ct-Wert angenommen, der dem 

niedrigsten real detektierbaren Ct-Wert des jeweiligen Primerpaares abzüglich 0,01 

entsprach. So konnte eine statistische Auswertung auch dieser Proben gewährleistet 

werden. 

 

3.2.3 Biochemische Methoden 

3.2.3.1 Proteinisolation 

Die Röhrchen mit der organischen Phase aus 3.2.2.1. wurden bei RT abgetaut. 100% 

Ethanol, in einer Menge von 30% der schon im Röhrchen vorhandenen Flüssigkeit, 

wurde hinzu pipettiert. Nach 3-minütiger Inkubation bei RT und Zentrifugation (5 min, 

2000 g, 4°C) wurde der Überstand in ein 2 ml Röhrchen überführt, mit 1,3 ml 

Isopropanol vermischt und zentrifugiert (20 min, 12000 g, 4°C). Anschließend wurde 

der Überstand verworfen. Das nun im Röhrchen verbleibende Protein-Pellet wurde 

dreimal gewaschen. Zweimal mit einer 0.3 M Guanidin Hydrochlorid 95% Ethanol-

Lösung und einmal mit 100% Ethanol. Es wurde jeweils für 20 min bei RT inkubiert, 

dann zentrifugiert (5 min, 8000 g, 4°C) und der Überstand verworfen. Das Protein-

Pellet wurde anschließend für 10 min bei RT getrocknet und hierauf mit Hilfe von 

Ultraschall-Zertrümmerung (Labsonic U, Braun, Melsungen, Germany) in 100 µl 

Laemmli-Puffer gelöst. 
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3.2.3.2 Proteinkonzentrations-Messung 

Das BCA-Protein Assay wurde benutzt, um die Proteinkonzentration zu bestimmen. 

Hier wird die Reduktion von Cu2+  zu Cu1+ durch Proteine in alkalischem Medium 

(Biuretreaktion) kombiniert mit der Bestimmung von Kupferkationen (Cu1+) durch 

Bicinchoninic Säure (BCA). Chelatbildung zweier BCA-Moleküle mit einem 

Kupferkation ergibt ein lila-farbenes Reaktionsprodukt. Die Absorption dieses 

wasserlöslichen Komplexes kann bei 562 nm gemessen werden und ist zur 

Proteinkonzentration nahezu linear.  

Zunächst wurden aus bovinem Serumalbumin und H2O Verdünnungsreihen sogenannte 

Standardproben  mit bekannter Proteinkonzentration zwischen 0-2000 µg/ml hergestellt. 

Als Nächstes wurde das BCA-Arbeitsreagenz vorbereitet, indem BCA-Reagenz A und 

BCA-Reagenz B im Verhältnis 50:1 miteinander vermischt wurden. Im nächsten Schritt 

wurden jeweils 25 µl der Standardproben und der Testproben in eine 96-Well-Platte 

pipettiert und mit 200 µl des Arbeitsreagenz versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 30 

min bei 37°C wurde die Absorption im Mikroplattenleser gemessen. Mit den Werten 

der Standardprobe wurde eine Standardkurve erstellt und so die Proteinkonzentration 

der Testproben bestimmt. 

 

3.2.3.3 Western Blotting 

Hierbei handelt es sich um eine Technik zur Detektion spezifischer Proteine. 

Denaturierte Proteine werden mittels Gelelektrophorese nach Länge der Polypeptide 

aufgetrennt und anschließend auf eine Membran überführt. An das Zielproteine erfolgt 

die spezifische Bindung eines Primärantikörpers, an welchen sich wiederum mehrere 

Sekundärantikörper binden, die schließlich durch ein Chemilumineszenz detektiert 

werden. 

Zuerst wurden die Proteinproben mit je 2µl Bromophenol-Blue und ß-Mercaptoethanol 

gemischt und dann für 30 min bei 37°C und 10 min bei 85°C inkubiert. 

8% Polyacrylamid-Gel wurde ins Gelglas (Bio-Rad, Herkules, USA) gegossen. Das 

Glas wurde zu 4/5 mit Trenngel-Mix befüllt und nach dessen Polymerisation mit  

Sammelgel-Mix aufgefüllt. Mit Kämmen (Bio-Rad, Herkules, USA) wurden im 

Sammelgel Taschen zum Laden der Proteinproben geformt. Die beladenen Gele wurden 

in die mit Laufpuffer befüllte Elektrophorese-Kammer (Bio-Rad, Herkules, USA) 

gestellt und zunächst für 30 min an 60 V angeschlossen. Dann wurde die Spannung auf 

120 V erhöht und zwar so lange, bis Bromophenol-Blue an das Ende des Trenngels lief. 
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Die aufgetrennten Proteine wurden im Elektroblotter (Bio-Rad, Herkules, USA) von 

dem Polyacrylamid-Gel auf eine Polyvinylidene Fluoride (PVDF) Membran (Millipore, 

Bedford, USA) übertragen. Dabei wurde die PVDF-Membran vor Gebrauch  mit 

Methanol aktiviert und dann in Blotting-Puffer gewaschen. Filterpapier 

(Schleicher&Schuell GmbH, Dassel, Germany) wurde ebenfalls in Blotting-Puffer 

eingelegt. Drei Lagen Filterpapier, die PVDF-Membran und das Gel, gefolgt von 

weiteren drei Lagen Filterpapier, wurden auf dem Blotter (Bio-Rad, Hercules, USA) 

platziert und mit 200 ml Blotting-Puffer übergossen. Mit einer Stromstärke von 0,08 A 

pro Gel wurde für 90 min geblottet. 

Hierauf wurde die Membran für eine Stunde bei RT mit TBS-T-Milch 5% (= 5 g 

Milchpulver in 100 ml TBS-T) geblockt und dann für eine Nacht bei 4°C in, in Milch 

gelöstem Primärantikörper (anti-TLR-9-Antikörper, Verdünnung 1:250), inkubiert. 

Durch dreimaliges Waschen mit TBS-T für 10 min wurden ungebundene 

Primärantikörper von der Membran entfernt. Es folgte die Inkubation im Dunklen mit in 

Milch gelöstem Sekundärantikörper für 2 Stunden bei RT und erneut dreimaliges 

Waschen mit TBS-T. Zur Detektion der Proteinbande wurde die Membran für 3 min in 

ECL gebettet und dann im Imager (FluorChem™ 8900 Alpha Innotech, ProteinSimple, 

Santa Clara, USA) fotografiert. 

 

3.2.4 Immunzytologie 

Die Immunzytologie wurde mit dem DAKO® Catalyzed Signal Amplification (CSA) 

System durchgeführt. Hierbei handelt es sich um eine extrem sensitive 

immunzytologische Färbemethode zur Sichtbarmachung spezifischer Proteine. Das 

Prinzip dieser Methode beruht darauf, dass im ersten Schritt der primäre Maus-

Antikörper (hier TLR-4) mit einem biotinylierten, sekundären Antikörper detektiert 

wird. Im nächsten Schritt bindet ein Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Komplex via 

Streptavidin an den biotinylierten, sekundären Antikörper. Die Peroxidase katalysiert 

nun die Anlagerung von biotinyliertem Phenol. Sie amplifiziert damit die Anzahl der 

Biotinmoleküle, an die das folgende Reagenz, nämlich Streptavidin-Peroxidase, binden 

kann. Abschließend wird das Präparat mit Diaminobenzidintetrahydrochlorid  gefärbt, 

welches dem untersuchten Antigen eine bräunliche Farbe verleiht. 

Zunächst wurden die Zellen in Paraffin geblockt. Ein Zellpellet, hergestellt wie unter 

Punkt 3.2.1.1. beschrieben, wurde für 30 min in 4% gepuffertes Formaldehyd gebettet. 

Nach Zentrifugation (10 min, 1000 U/min, RT) wurden der Überstand verworfen und 
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zur Sichtbarmachung Eosin auf das Pellet getropft. Es folgte die Dehydration der 

Zellen, indem das Pellet jeweils für 10 min zweimal  in H20, einmal in 50% Ethanol, 

einmal in 70% Ethanol, einmal in 90% Ethanol, einmal in 100% Ethanol und zweimal 

in Xylol gebettet wurde. Zwischen den einzelnen Schritten wurde zentrifugiert (10 min, 

1000 U/min, RT) und der Überstand wurde verworfen. Nun wurde das Zellpellet mit 

einem Schaber in ein Gläschen überführt und zweimal mit 60°C heißem Paraffin 

übergossen und anschließend für 30 min bei gleicher Temperatur im Brutschrank 

gelagert. Nach Entfernung des überschüssigen Paraffins wurde das Paraffin-Zellpellet 

zum Ausblocken in ein Ausgießschälchen überführt. Der Paraffin-Zellblock wurde bei   

-20°C gelagert und später in noch kaltem Zustand im Mikrotom (RM2155, Leica 

Microsystem GmbH, Wetzlar, Germany) geschnitten. Der Schnitt wurde in 30% 

Ethanol aufgefangen und dann in ein warmes Wasserbad (Medax GmbH, Neumünster, 

Germany) überführt. Hier wurde der Schnitt mit dem Objektträger aufgenommen und 

über Nacht bei Raumtemperatur zum Trocknen gelegt. 

Vor dem Färben wurde der Objektträger für 30 min bei 60°C im Brutschrank 

aufgewärmt und die Probe wurde anschließend rehydriert und entparaffiniert. Hierzu 

wurde der Objektträger dreimal 10 min in Xylol, zweimal 5 min in 100% Ethanol, 

zweimal 5 min in 96% Ethanol, zweimal 5 min in 70% Ethanol und zweimal 5 min in 

H2O gebettet. Anschließend wurde das Präparat für 20 min im Dampfgarer 

(MultiGourmet, Braun, Melsungen, Germany) mit Citratlösung behandelt und nach 

Abkühlen bei RT für 5 min mit TBS-T gewaschen. 

Nun wurde die Färbung nach oben beschriebenem Prinzip streng nach Angaben des 

Herstellers durchgeführt, wobei eine Primärantikörperkonzentration von 1:100 

verwendet wurde. 

Nachdem die gefärbten Präparate getrocknet waren, erfolgte die Gegenfärbung. Hierzu 

wurde das Präparat für 20 s in Hämalaun gebadet und anschließend unter fließenden,  

lauwarmen Wasser 5 min gebläut. Es folgte die Dehydration, indem das Präparat 

zweimal für 2 min in 70% Ethanol, zweimal 2 min in 96% Ethanol, zweimal 2 min in 

100% Ethanol und dreimal 5 min in Xylol gebettet wurde. Zuletzt wurde ein 

Deckgläschen mit Schnelleindeckmittel auf dem Objektträger befestigt. 
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4. Ergebnisse 

4.1 Expression von Toll-like Rezeptoren 

Zunächst sollte untersucht werden, inwieweit die Harnblasenkarzinomzelllinien T24, 

HT, BFTC-905, 5637, EJ28, HU456, UMUC3, RT4, RT112, TCC-SUP und MGHU4 

TLR-4 und TLR-9 mRNA exprimieren. Dies wurde mittels RT-PCR bestimmt. 

Exemplarisch wurden 4 Zelllinien für alle weiteren Versuche gewählt. An ihnen wurde 

die Toll-like Rezeptor-Expression auch auf Proteinebene untersucht. Für TLR-4 erfolgte 

dabei aus methodischen Gründen der Nachweis mittels Immunzytologie und für TLR-9 

mittels Western Blot. 

 

4.1.1 TLR-4 und TLR-9 mRNA-Expression 

4.1.1.1 TLR-4 mRNA-Expression 

Mittels RT-PCR wurde die TLR-4 mRNA-Expression der Zelllinien bestimmt. Zwei der 

untersuchten Zelllinien, BFTC und EJ28, exprimierten keine TLR-4 mRNA. Alle 

anderen untersuchten Zelllinien exprimierten TLR-4 mRNA, allerding auf sehr 

unterschiedlichem Niveau. T24 und HT exprimierten am meisten TLR-4 mRNA.  

Für alle weiteren Untersuchungen wurden exemplarisch die Zelllinien T24 und BFTC 

gewählt (Abbildung 3). 
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Abb. 3 – TLR-4 mRNA-Expression 

Relative TLR-4 mRNA-Expression der Zelllinien T24, HT, BFTC, 5637, EJ28, HU456, 

UMUC3, RT4, RT112, TCC-SUP, MGHU4.  

Dargestellt mittels -∆Ct-Methode (log 2 Skala), Mittelwert ± Standardfehler, n ≥3, 

Referenzgen ß-actin. (n.d. = nicht detektierbar). 
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4.1.1.2 TLR-9 mRNA-Expression 

Die TLR-9 mRNA-Expression wurde ebenfalls mittels RT-PCR untersucht. Alle  

untersuchten Zelllinien exprimierten TLR-9, UMUC3 auf sehr hohem Niveau, RT112 

auf niedrigem Niveau. Diese beiden Zelllinien wurden daher exemplarisch für weitere 

Untersuchungen gewählt (Abbildung 4). 
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Abb. 4 – TLR-9 mRNA-Expression 
Relative TLR-9 mRNA-Expression der der Zelllinien T24, HT, BFTC, 5637, EJ28, HU456, 

UMUC3, RT4, RT112, TCC-SUP, MGHU4.  

Dargestellt mittels -∆Ct-Methode (log 2 Skala), Mittelwert ± Standardfehler, n ≥3, 

Referenzgen ß-actin. 

 

4.1.2 Immunzytologischer TLR-4-Nachweis 

Die Expression von TLR-4 auf Proteinebene wurde immunzytologisch nachgewiesen.  

Untersucht wurden die Zelllinien T24, BFTC, UMUC3 und RT112. 

Die TLR-4-Proteinexpression entsprach der mRNA-Expression. In den Zelllinien T24,  

UMUC3 und RT112 konnte TLR-4 detektiert werden. In der Zelllinie BFTC konnte 

kein TLR-4 nachgewiesen werden (Abbildung 5).  



                                                                                                   4. Ergebnisse 

 

 

- 41 - 
 

 

Abb. 5 – Immunzytologischer TLR-4-Nachweis 

Immunfärbung der Zelllinien T24, BFTC, UMUC3 und RT112. 

“-“ = Färbung ohne Primärantikörper  Anti-TLR-4, “+ “ = Färbung mit Primärantikörper Anti-

TLR-4. 
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4.1.3 TLR-9-Nachweis mittels Western Blot 

Die Expression von TLR-9 auf  Proteinebene wurde mittels Western Blot untersucht.  

Die TLR-9-Proteinexpression entsprach ebenfalls der mRNA-Expression.  

Alle vier untersuchten  Zelllinien wiesen eine positive Bande im Bereich von 130 kDA 

auf. Dies entspricht in Übereinstimmung mit den Angaben des Herstellers der TLR-9- 

Bande.  Für RT112 ließ sich im Vergleich mit den anderen Zelllinien  aber nur eine 

deutlich schwächere Bande nachweisen. Daraus kann gefolgert werden, dass diese 

Zelllinie weniger TLR-9 exprimierten. Für UMUC3 konnte die stärkste Bande detektiert 

werden. Die Bande für T24 stellte sich ein wenig schwächer dar, als die für BFTC.  

Zur Kontrolle wurde ß-actin nachgewiesen. Für alle vier Zelllinien konnten hier ähnlich 

starke Banden detektiert werden (Abbildung 6). 

 

 

Abb. 6 – TLR-9-Nachweis mittels Western Blot 

In allen vier Zelllinien konnte auf einer Höhe von 130 kDA eine Bande mit unterschiedlicher 

Dichte nachgewiesen werden. Dies enstspricht dem Molekulargewicht von TLR-9. Auf Höhe 

von 43 kDA, entsprechend  dem  Molekulargewicht von ß-actin, konnte in allen Zelllinien eine 

Bande mit ähnlicher Dichte detektiert werden. 
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4.2 Expression von Zytokinen in nicht-stimulierten Zelllinien 

Nachdem die Expression von Toll-like Rezeptoren untersucht und  nachgewiesen 

wurde, wurde im nächsten Schritt untersucht, ob nicht-stimulierte Zellen Zytokin 

mRNA exprimieren und es wurde das Level selbiger bestimmt.  

 

4.2.1 Zytokinexpression der Zelllinie T24 

Die Harnblasenkarzinomzelllinie T24 exprimierte IL-8 auf hohem Niveau. Auch IL-6 

wurde deutlich exprimiert. TNFα und INFß wurden zwar exprimiert, allerdings auf sehr 

niedrigem Niveau am Rande der Nachweisgrenze (Abbildung 7). 
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Abb. 7 – Zytokinexpression der Zelllinie T24 

Relative mRNA-Expression der Zytokine IL-6, IL-8, TNFα und INFß in der Zelllinie T24. 

Dargestellt mittels -∆Ct-Methode (log 2 Skala), Mittelwert ± Standardfehler, n ≥3, 

Referenzgen ß-actin. 
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4.2.2 Zytokinexpression der Zelllinie BFTC 

Die Harnblasenkarzinomzelllinie BFTC produzierte ebenfalls am meisten IL-8 mRNA. 

Auch IL-6, TNFα und INFß wurden auf niedrigem Niveau exprimiert (Abbildung 8). 
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Abb. 8 – Zytokinexpression der Zelllinie BFTC 

Relative mRNA-Expression der Zytokine IL-6, IL-8, TNFα und INFß in der Zelllinie BFTC. 

Dargestellt mittels -∆Ct-Methode (log 2 Skala), Mittelwert ± Standardfehler, n ≥3, 

Referenzgen ß-actin. 

 

4.2.3 Zytokinexpression der Zelllinie UMUC3 

Die Harnblasenkarzinomzelllinie UMUC3 exprimierte  viel IL-8 und wenig TNFα und 

INFß. Die Expression von IL-6 befand sich am Rande der Nachweisgrenze. 

Die beiden Angiogenesefaktoren, VEGF-A und PlGF, wurden auf verhältnismäßig 

hohem Niveau exprimiert, wobei mehr VEGF-A exprimiert wurde (Abbildung 9). 
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Abb. 9 – Zytokinexpression der Zelllinie UMUC3 

Relative mRNA-Expression der Zytokine IL-6, IL-8,TNFα, INFß, sowie der 

Angiogenesefktoren VEGF-A und PlGF. Dargestellt mittels -∆Ct-Methode (log 2 Skala), 

Mittelwert ± Standardfehler, n ≥3, Referenzgen ß-actin. 
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4.2.4 Zytokinexpression der Zelllinie RT112 

Die Harnblasenkarzinomzelllinie RT112 exprimierte IL-8 auf  relativ hohem Niveau, 

IL-6, TNFα und INFß auf eher niedrigem Niveau. Die Angiogenesefaktoren VEGF-A 

und PlGF wuden ebenfalls eher auf  hohem Niveau exprimiert (Abbildung 10). 
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Abb. 10 - Zytokinexpression der Zelllinie RT112 

Relative mRNA-Expression der Zytokine IL-6, IL-8,TNFα und INFß, sowie der 

Angiogenesefaktoren VEGF-A und PlGF. Dargestellt mittels -∆Ct-Methode (log 2 Skala), 

Mittelwert ± Standardfehler, n ≥3, Referenzgen ß-actin. 
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4.3 LPS-Effekte auf die Zelllinien T24 und BFTC 

Zur Untersuchung der durch LPS-Stimulation ausgelösten Effekte wurden die Zelllinien 

T24 und BFTC ausgewählt, da hier die Unterschiede in der TLR-4-Expression, wie 

unter Punkt 4.1.1.1 beschrieben, sehr deutlich waren. BFTC exprimierte überhaupt 

keine TLR-4 mRNA, T24 auf mittlerem Niveau. 

 

4.3.1 Auswirkungen der LPS-Stimulation auf die Zytokinexpression 

Um die direkte Auswirkung von LPS auf die Zytokinexpression der  Blasenzelllinien 

T24 und BFTC zu untersuchen, wurden diese für 24 Stunden mit LPS stimuliert. 

Jeweils eine Probe wurde nicht mit LPS stimuliert, ansonsten aber identisch behandelt. 

Sie diente als Kontrolle, um die Veränderungen in der Zytokinexpression zu ermitteln. 

Diese Veränderungen sind in Abbildung 11 dargestellt.  
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Abb. 11 - Auswirkungen der LPS-Stimulation auf die Zytokinexpression 

Veränderungen der Expression der Zytokin mRNA von IL-6, IL-8, TNFα, INFß nach 24-

stündiger LPS-Stimulation der Zelllinien T24 und BFTC.  

Dargestellt mit dem ∆∆Ct-Wert, d.h. als Differenz zum -∆Ct-Wert nicht stimulierter Zellen. 

Mittelwert ± Standardfehler, n ≥5, *p ≤ 0,05, statistischer Teste: Paired t Test. 
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Durch LPS-Stimulation wurden die IL-6- und die TNFα-Expression in der TLR-4 

reichen Zelllinie T24 signifikant erhöht. Die Expression von IL-8 und INFß erhöhte sich 

nicht signifikant. In der Zelllinie BFTC, die keine TLR-4 mRNA exprimierte, führte die 

LPS-Stimulation zu keiner signifikanten Veränderung der Zytokinexpression. 

 

4.3.2 Auswirkungen der LPS-Stimulation auf die Zellproliferation 

Die Auswirkungen der LPS-Stimulation auf die Zellproliferation, bzw. auf das 

Zellüberleben, wurden mit dem XTT-Test untersucht. LPS-Stimulation erfolgte für 48 

Stunden. Die Kontrollzellen erhielten abgesehen von der LPS-Stimulation eine 

identische Behandlung. Wie in Abbildung 12 gezeigt wird, hatte die LPS-Stimulation 

keine signifikanten Effekte auf die Zellproliferation der Zelllinie T24. Selbiges gilt für 

die Zelllinie BFTC. 
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Abb. 12 – Auswirkungen der LPS-Stimulation auf die Zellproliferation 

Relative Absorption bei 491 nm nach XTT-Test. Gemessen wurden unbehandelte Zellen und 

Zellen nach 48 Stunden LPS-Stimulation. Mittelwert ± Standardfehler, n ≥8, statistischer 

Teste: Paired t Test. 
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4.4 CpG-ODN-Effekte auf die Zelllinien UMUC3 und RT112 

Zur Untersuchung der durch CpG-ODN-Stimulation ausgelösten Effekte wurden die 

Zelllinien UMUC3 und RT112 ausgewählt. Die Unterschiede in der TLR-9 mRNA- 

Expression waren bei diesen beiden Zelllinien, wie unter den Punkten 4.1.1.2. 

beschrieben, sehr deutlich.  

Um detaillierten Aufschluss über mögliche CpG-ODN-Effekte zu erhalten, wurde 

sowohl mit  CpG-A, als auch mit CpG-B gearbeitet. Es zeigte sich, dass mögliche 

Effekte durch Transport der CpG-ODNs mit INTERFERin® in das Zellinnere verstärkt 

werden konnten.  Diese Methode wurde daher, falls erforderlich, zur Effektverstärkung 

verwendet. 

 

4.4.1 CpG-ODN-Aufnahme in das Zellinnere mit und ohne Interferin 

Zunächst wurde untersucht, ob sich die Aufnahme von CpG-ODN in das Zellinnere,  

also an den Ort, an dem sich die Toll-like Rezeptoren-9 befinden, durch INTERFERin® 

verstärken lässt.  

Hierzu wurde die Aufnahme identischer Konzentrationen CpG-A (0,25 pmol/µl), 

markiert mit Cy3 mit und ohne INTERFERin® nach 6-stündiger Inkubation mittels 

Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Um die Orientierung zu erleichtern, wurden die 

Zellkerne mit DAPI gefärbt. 

Durch die Zugabe von INTERFERin® wurde die Aufnahme des Cy3 markierten CpG-

A massiv verstärkt. Ein Großteil des CpG-A wurde in das Zellinnere transportiert. 

Zellen, die nicht mit INTERFERin® behandelt wurden, nahmen zwar auch CpG-A in 

das Zellinnere auf, allerdings in wesentlich geringeren Mengen. Hier sammelte sich das 

meiste CpG-A zwischen den Zellen und an der Zellwand an. Vergleicht man die CpG-A 

Aufnahme der beiden Zelllinien untereinander, zeigen sich keine wesentlichen 

Unterschiede zwischen UMUC3 und RT112 (Abbildung 13). 
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Abb. 13 - CpG-ODN-Aufnahme in das Zellinnere mit und ohne INTERFERin® 

Vergleich der Aufnahme von CpG-A, Cy3 markiert, in das Zellinnere der Zelllinien UMUC3 und 

BFTC mit und ohne INTERFERin®. CpG-A Stimulation mit 0,25 pmol/µl mit und ohne Zusatz von 

INTERFERin® für  insgesamt 6 Stunden. 

Links: Cy3 Fluoreszenzaufnahmen; Mitte: DAPI Fluoreszenzaufnahmen; Rechts: Überlagerung der 

Cy3 und DAPI Fluoreszenzaufnahmen mittels Bildbearbeitungssoftware; 

Int. = Interferin; 



                                                                                                   4. Ergebnisse 

 

 

- 50 - 
 

4.4.2 Auswirkung der CpG-ODN-Stimulation auf die Zytokinexpression  

Um die direkte Auswirkung von CpG-ODN auf die Zytokinexpression der  

Blasenkarzinomzelllinien UMUC3 und RT112 zu untersuchen, wurden diese für 6 

Stunden mit CpG-A oder CpG-B stimuliert. Um minimale Effekte zu verstärken, wurde 

den Proben INTERFERin® beigefügt. Jeweils eine Probe wurde nicht mit CpG-ODN 

stimuliert, ansonsten aber identisch behandelt, d.h. auch dieser Probe wurde 

INTERFERin® zugefügt. Sie diente als Kontrolle, um die Veränderungen in der 

Zytokinexpression zu ermitteln und gleichzeitig potentielle INTERFERin® Effekte zu 

eliminieren. 

 

4.4.2.1 Auswirkung der CpG-ODN-Stimulation auf die Zytokinexpression der 

Zelllinie UMUC3 

Die Stimulation der TLR-9-reichen Zelllinie UMUC3 führte zu einer signifikanten 

Erhöhung der Zytokin- und Angiogenesefaktorexpression. 

In Kombination mit INTERFERin® bewirkte sowohl CpG-A, als auch CpG-B eine 

signifikante Erhöhung der  IL-8 sowie der INFß mRNA-Expression. CpG-A bewirkte 

zusätzlich eine signifikante Erhöhung der TNFα mRNA-Expression und der mRNA- 

Expression der Angiogenesefaktoren VEGF-A und PlGF (Abbildung 14). 

 

4.4.2.2 Auswirkung der CpG-ODN-Stimulation auf die Zytokinexpression der 

Zelllinie RT112  

Stimulation der TLR-9-ärmeren Zelllinie RT112 führte teilweise ebenfalls zu 

signifikanter Erhöhung der Zytokinexpression, allerdings wurden wesentlich weniger 

Effekte beobachtet. Alleine die Kombination CpG-B und Interferin führte zu einer 

signifikanten Erhöhung der mRNA-Expression von IL-8 und TNFα. Einflüsse auf die 

Angiogenesefaktorexpression konnten nicht beobachtet werden. Die Kombination CpG-

A und Interferin bewirkte überhaupt keine signifikanten Veränderungen  (Abbildung 

15). 
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Abb. 14 - Auswirkung der CpG-ODN-Stimulation auf die Zytokinexpression der Zelllinie 

               UMUC3 

Veränderungen der Expression der Zytokin mRNA  von IL-6, IL-8, TNFα, INFß, VEGF-A und 

PlGF nach 6-stündiger  CpG-A- oder CpG-B -Stimulation (einschließlich Zugabe von 

INTERFERin®) der Zelllinie UMUC3.  

Dargestellt mit dem ∆∆Ct-Wert, d.h. als Differenz zum -∆Ct-Wert nicht stimulierter Zellen. 

Mittelwert ± Standardfehler, n ≥3, *p ≤ 0,05, statistischer Teste: Paired t Test. 
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Abb. 15 - Auswirkung der CpG-ODN-Stimulation auf die Zytokinexpression der Zelllinie 

                 RT112 

Veränderungen der Expression der Zytokin mRNA  von IL-6, IL-8, TNFα, INFß, VEGF-A und 

PlGF nach 6-stündiger  CpG-A oder CpG-B  Stimulation (einschließlich Zugabe von 

INTERFERin®) der Zelllinie RT112.  

Dargestellt mit dem ∆∆Ct-Wert, d.h. als Differenz zum -∆Ct-Wert nicht stimulierter Zellen. 

Mittelwert ± Standardfehler, n ≥3, *p ≤ 0,05, statistischer Teste: Paired t Test. 
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4.4.3 Auswirkungen der CpG-ODN-Stimulation auf die Zellproliferation 

Die Auswikungen der CpG-ODN-Stimulation auf die Zellproliferation bzw. auf das 

Zellüberleben wurden mit dem XTT-Test untersucht. CpG-ODN-Stimulation erfolgte 

für 24 Stunden. Kontrollzellen erhielten abgesehen von der CpG-ODN-Stimulation eine 

identische Behandlung. Schon in Voruntersuchungen (nicht dargestellt) konnte gezeigt 

werden, dass CpG-ODN bereits ohne den Zusatz von INTERFERin® wesentliche 

Veränderungen in der Zellproliferation bewirkt, weshalb in diesem Versuch beide 

Varianten untersucht wurden. Ohne den Zusatz von INTERFERin® bewirkte CpG-B 

eine signifikante Minderung der Zellproliferation von UMUC3. Dieser Effekt wurde 

durch die Zugabe von INTERFERin® nicht wesentlich beeinflusst. Interessanterweise 

war CpG-A nur unter Zugabe von INTERFERin® in der Lage, die Zellproliferation von 

UMUC3 zu mindern, hatte dann allerdings von allen untersuchten Behandlungen den 

größten Effekt. 

Die Zellproliferation der Zelllinie RT112 wurde ebenfalls  durch CpG-B mit und auch 

ohne INTERFERin® signifikant gemindert. CpG-A bewirkte auch mit Zugabe von 

INTERFERin® keine signifikanten Effekte in der Zelllinie RT112 (Abbildung 16 und 

17). 
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Abb. 16 – Auswirkungen der CpG-ODN-Stimulation auf die Zellproliferation 

                  der Zelllinie UMUC3  

Relative Absorption bei 491 nm nach XTT-Test. Gemessen wurden unbehandelte Zellen bzw. 

Zellen unter Zugabe von INTERFERin®  und Zellen nach 24 Stunden Stimulation mit CpG-

ODN bzw. CpG-ODN und INTERFERin®. Mittelwert ± Standardfehler, n ≥3, ***p ≤ 0,001, 

statistischer Teste: Paired t Test. 
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Abb. 17 – Auswirkungen der CpG-ODN-Stimulation auf die Zellproliferation 

                 der Zelllinie RT112 

Relative Absorption bei 491 nm nach XTT-Test. Gemessen wurden unbehandelte Zellen bzw. 

Zellen unter Zugabe von INTERFERin®  und Zellen nach 24 Stunden Stimulation mit CpG-

ODN bzw. CpG-ODN und INTERFERin®. Mittelwert ± Standardfehler, n ≥3, ***p ≤ 0,001, 

statistischer Teste: Paired t Test. 
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4.4.4 Auswirkung der CpG-ODN-Stimulation auf die Zellinvasion 

Auswirkungen der CpG-ODN-Stimulation auf die Zellinvasion wurden im Matrigel-

Invasions-Assay untersucht. Bereits in Voruntersuchungen (nicht dargestellt) zeigte 

sich, dass die reine Stimulation mit CpG-ODN das Invasionsverhalten der Zellen schon 

enorm beeinflusste und dieser Effekt sich durch Zugabe von INTERFERin® nicht mehr 

wesentlich veränderte. Daher wurde in diesem Versuch auf die Zugabe von 

INTERFERin® verzichtet. CpG-ODN-Stimulation erfolgte für 24 Stunden. 

Kontrollzellen wurden, abgesehen von der Stimulation, identisch behandelt. Beide 

CpG-Motive, also sowohl CpG-A als auch CpG-B verstärkten die Invasion der Zelllinie 

UMUC3 signifikant. Selbiges gilt für die Zelllinie RT112. Die durch CpG-B 

ausgelösten Effekte waren jeweils stärker, als die durch CpG-A ausgelösten Effekte 

(Abbildung 18). 
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Abb. 18 – Auswirkungen der CpG-ODN–Stimulation auf die Zellinvasion 

Absolute Zahl invasierter Zellen nach 24 stündiger CpG-Stimulation, bzw. unbehandelter 

Kontrollzellen. Mittelwert ± Standardfehler,*p≤0,05; **p≤0,01;***p ≤ 0,001, statistischer 

Test: Paired t Test.  
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5. Diskussion 

Das Verständnis von Existenz und Funktionalität der Toll-like Rezeptoren an 

Harnblasenkarzinomzellen kann essentiell sein, um die Wirkung bereits verwendeter 

und vielleicht zukünftiger Immunotherapeutika vollständig begreifen und abschätzen zu 

können.  In dieser Arbeit sollte daher untersucht werden, ob  Blasenkarzinomzellen 

Toll-like Rezeptoren 4 und 9 exprimieren und sich eine Stimulation selbiger auf 

Zytokinexpression, Zellproliferation und Invasionsverhalten auswirkt. 

 

5.1 TLR-Expression und Zytokinexpressionsmuster 

Zunächst wurden 11 Blasenkarzinomzelllinien hinsichtlich ihrer TLR-4 und TLR-9 

mRNA-Expression untersucht. TLR-4 mRNA konnte in 9 Zelllinien nachgewiesen 

werden. Zwei Zelllinien exprimierten keine TLR-4 mRNA. TLR-9 wurde auf 

unterschiedlichen Levels in allen untersuchten Zelllinien exprimiert. Für alle weiteren 

Untersuchungen wurden die Zelllinie T24, als Beispiel für starke TLR-4 mRNA- 

Expression, die Zelllinie BFTC, als Beispiel ohne detektierbare TLR-4 mRNA-

Expression, die Zelllinie UMUC3, als Beispiel für starke TLR-9 mRNA-Expression, 

und die Zelllinie RT112, als Beispiel für schwache TLR9 mRNA-Expression, 

ausgewählt. 

In diesen Zelllinien wurde die TLR-Expression auch auf Proteinebene untersucht. 

Aufgrund unterschiedlicher Anwendbarkeitsbereiche der eingesetzten Antikörper wurde 

die TLR-4-Expression mittels Immunzytologie und die TLR-9-Expression mittels 

Western Blot analysiert. In Übereinstimmung mit den detektierten TLR-4 mRNA- 

Expressionslevels, wurde in der Zelllinie T24 eine ausgeprägte Immunfärbung 

nachgewiesen, während sich die Zelllinie BFTC nicht stärker färbte als die Negativ-

Kontrolle. Im Western Blot zeigte sich, passend zu den TLR-9 mRNA-

Expressionslevels, die stärkste Bande für UMUC3 und die schwächste Bande für 

RT112.  

Toll-like Rezeptoren wurden bisher schon in einer Vielzahl von  Tumorzellen 

nachgewiesen. So zum Beispiel in Magen- und Kolonkarzinomzellen, in HCC-, Ovar-, 

Cervix-, Mamma-, Prostata- und Lungenkarzinomzellen, sowie in Melanomzellen und 

Zellen von Hirntumoren (Yu and Chen, 2008). 
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Ayari  wies immunhistologisch neben weiteren Toll-like Rezeptoren TLR-4 und TLR-9  

an den Blasenkarzinomzelllinien MGH-U3, RT4, 5637 und T24 nach (Ayari et al., 

2011). So kann zusammenfassend mit den Ergebnissen dieser Arbeit gesagt werden, 

dass Blasenkarzinomzellen Großteils TLR-4 und TLR-9 exprimieren, das 

Expressionsmuster aber individuell sehr unterschiedlich sein kann. 

 

Um Veränderungen im Zytokinexpressionsmuster nach TLR-Stimulation detektieren zu 

können, wurde als Erstes die Zytokinexpression unbehandelter Zellen charakterisiert. 

Alle vier Zelllinien exprimierten mRNA der Zytokine IL-6, TNFα und INFß auf 

vergleichbaren Levels und IL-8, im Vergleich zu den restlichen Zytokinen auf einem 

deutlich höheren Level. UMUC3 und RT112 exprimierten die Wachstumsfaktoren 

VEGF-A und PlGF, die beiden anderen Zelllinien wurden hierauf nicht untersucht.  

Auf die Bedeutung dieser Zytokine und Wachstumsfaktoren für die unmittelbare 

Tumorumgebung wird im Folgenden eingegangen. 
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5.2 TLR-4 und LPS 

Zur Untersuchung der LPS-Effekte wurden exemplarisch die Zelllinien T24 als Zelllinie 

mit deutlicher TLR-4-Expression und BFTC als Zelllinie ohne nachgewiesene TLR-4- 

Expression gewählt. LPS-Stimulation verstärkte in der Zelllinie T24 die Expression der 

Zytokine IL-6 und TNFα signifikant, hatte aber keinen Einfluss auf die Expression von 

IL-8 und INFß. In der TLR-4-negativen Zelllinie BFTC konnte durch LPS-Stimulation 

keine Veränderung des Zytokinexpressionsmusters induziert werden. In beiden 

Zelllinien hatte LPS nach 48-stündiger Stimulation keinen Effekt auf die 

Zellproliferation. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Berichten über LPS- 

induzierte IL-6-Sekretionssteigerung in T24 (Qian et al., 2009). Die von Ayari 

berichtete Steigerung der IL-8-Sekretion stellte sich in dieser Arbeit nicht signifikant 

dar (Ayari et al., 2011). Da in der TLR-4-negativen Zelllinie BFTC keine 

Veränderungen induziert wurden, scheinen die beobachteten Effekte tatsächlich TLR-4 

vermittelt zu sein.  

Da kein direkter Effekt der LPS-Stimulation auf die Zellproliferation beobachtet werden 

konnte, fällt es schwer, anhand der vorliegenden Ergebnisse zu beurteilen,  ob eine 

TLR-4-Stimulation therapeutisch günstige oder ungünstige Effekte auf 

Harnblasenkarzinomzellen hat.  

 

TLR-4-Agonisten befinden sich als additiver Bestandteil des Hepatitis-B-Impfstoffes 

Fendrix™, sowie des Humanen Papillomavirus Impfstoffes Cervarix™ bereits heute in 

klinischer Anwendung und als Bestandteil von Impfstoffen gegen das nicht-kleinzellige 

Bronchialkarzinom, sowie gegen das maligne Melanom in klinischer Prüfung (Adams, 

2009). 

Die hierbei erzielten, therapeutisch günstigen Effekte sind aber wohl vor allem auf die 

TLR-4-vermittelte Aktivierung des Immunsystems  zurückzuführen. So bedingt eine 

LPS-Stimulation von Makrophagen eine Sekretion von Chemokinen und 

proinflammatorischen Zytokinen, wie zum Beispiel TNFα und Interleukin-1ß, welche 

die lokale und systemische Entzündungsantwort koordinieren (Bjorkbacka et al., 2004). 

TLR-4-Aktivierung an dendritischen Zellen bewirkt eine IL-12-Sekretion, die wichtiger 

Bestandteil der anti-Tumor-Immunität ist (Kadowaki et al., 2001). Außerdem induziert 

eine TLR-4-Aktivierung die Reifung dendritischer Zellen, sowie die 

Antigenpräsentation und spielt dadurch eine Schlüsselrolle in der erworbenen 
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Immunantwort (Schreibelt et al., 2010). Reife, dendritische Zellen präsentieren 

Lymphozyten-Antigene und können zusätzlich aber auch tumor-spezifische NK-Zellen 

und NKT-Zellen aktivieren (Steinman and Banchereau, 2007). Umgekehrt unterstützen 

TLR-stimulierte NK-Zellen die Aktivierung und Reifung dendritischer Zellen (Andrews 

et al., 2003) und helfen, die durch dendritische Zellen vermittelte, anti-Tumor- 

Immunantwort zu verstärken (Pham et al., 2010) . 

Huang konnte andererseits zeigen, dass es die TLR-4-Aktivierung durch LPS 

Tumorzellen ermöglicht, der Immunantwort zu entkommen. In Übereinstimmung mit 

den Ergebnissen dieser Arbeit wies Huang in der TLR-4-exprimierenden 

Kolonkarzinomzelllinie MC26, neben weiteren Zytokinen, eine signifikante IL-6- 

Sekretion durch LPS-Stimulation nach. Interessanterweise inhibierte der Überstand 

dieser Zellen signifikant die T-Zell-Proliferation, sowie die NK-Zell-Zytotoxizität, ein 

Effekt, der durch Zugabe eines neutralisierenden IL-6-Antikörpers aufgehoben werden 

konnte. Außerdem verstärkte eine TLR-4-Aktivierung die Resistenz der MC26 Zellen 

gegenüber zytotoxischen T-Lymphozyten. Diese in vitro Ergebnisse konnten in vivo 

verifiziert werden, indem gezeigt wurde, dass eine Blockade des TLR-4-Signals das 

Überleben im MC26-Maus-Modell signifikant verlängert (Huang et al., 2005).  

Ein ähnlicher immunsuppressiver Effekt konnte auch an TLR-4-positiven 

Lungenkarzinomzellen durch LPS-Stimulation hervorgerufen werden (Liu et al., 2006).  

Des Weiteren wurde über IL-6 berichtet, dass es in der Lage ist, das Wachstum von 

Blasenkarzinomzellen in vitro zu fördern (Okamoto et al., 1997), ein Effekt, der mit den 

hier hervorgerufenen Steigerungen der IL-6-Expression allerdings nicht zu beobachten 

war.  Auch TNFα ist ein Zytokin, dem, vor allem in niedrigen Dosen, tumorfördernde 

Eigenschaften zugesprochen werden (Szlosarek et al., 2006) und das in einer nicht-

malignen Ratten-Urothel-Zelllinie eine Zelltransformation induzierte (Okamoto and 

Oyasu, 1997).  

 

Zusammenfassend zeigt dies, dass die in dieser Arbeit durchgeführten in vitro Studien 

es nicht erlauben, den therapeutischen Effekt der TLR-4-Aktivierung zu beurteilen. 

Weitere Untersuchungen in einem immunkompetenten Organismus sind unabdingbar. 

Denkbar ist, dass hierbei anti-Tumor-Aktivität durch TLR-4-vermittelte Immunzell-

Aktivierung und Immunsuppression durch TLR-4-vermittelte Tumorzell-Aktivierung 

als Gegenspieler fungieren, wobei die TLR-4-Expression der Tumorzelle ein Marker 
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dafür sein könnte, welcher der beiden Effekte überhand gewinnt. Auch könnte 

untersucht werden, ob es möglich ist, unerwünschte, vor allem wahrscheinlich IL-6-

vermittelte, Effekte zu unterdrücken, ohne gleichzeitig die Immunzell-Aktivierung 

negativ zu beeinflussen.    
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5.3 TLR-9 und CpG-ODN 

Zur Untersuchung der CpG-ODN-Effekte wurde, wie dargestellt, exemplarisch eine 

Zelllinie mit starker TLR-9-Expression, nämlich UMUC3, und RT112, eine Zelllinie 

mit schwacher TLR-9-Expression, gewählt.  

TLR-9 befindet sich im Unterschied zu TLR-4 nachweislich intrazellulär. Daher wurde 

zunächst die Aufnahme von fluoreszenzmarkiertem CpG-ODN in das Zellinnere 

untersucht. Verglichen wurde die Aufnahme von reinem CpG-ODN mit der 

Transfektion von CpG-ODN mittels INTERFERin®. INTERFERin® ist ein Produkt, 

dessen Transfektions-Effekt auf sogenannter Lipofektion beruht. Hierbei handelt es sich 

um eine Methode, bei der kationische Lipide mit DNA bzw. RNA interagieren, 

anschließend mit der Zellmembran fusionieren und dadurch die intrazelluläre Aufnahme 

der DNA, bzw. RNA begünstigen (Felgner et al., 1987). 

Die Aufnahme von CpG-ODN durch Lipofektion wurde bereits an dendritischen Zellen 

untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Zugabe von Lipofectamine (einem 

weiteren Produkt zur Lipofektion) die Aufnahme von CpG-ODN signifikant verstärkt 

(Liang et al., 2003) und damit einhergehend auch die funktionellen Effekte, wie z.B. 

Zytokinproduktion und Immunstimulation verstärkt (Kim et al., 2011). Im Unterschied 

hierzu wurde in dieser Arbeit INTERFERin® verwendet, da dieses Produkt laut 

Hersteller im Vergleich zu anderen Produkten  äußerst geringe Zelltoxizität hervorruft. 

Wie erwartet wurde die Aufnahme von CpG-ODN durch INTERFERin® massiv 

verstärkt. Nachfolgend wurde diese Methode daher immer dann angewandt, wenn durch 

CpG-ODN alleine keine signifikanten oder nur gering-signifikante Effekte erzielt 

werden konnten. Bei der Beurteilung der in dieser Arbeit untersuchten CpG-ODN-

Effekte sollte dies berücksichtigt werden.  

 

Bei der Untersuchung der CpG-ODN-Effekte auf die Zytokinproduktion konnten allein 

mit CpG-ODN keine signifikanten Veränderungen beobachtet werden (Ergebnisse hier 

nicht gezeigt). Es wurde daher ausschließlich mit INTERFERin® gearbeitet. 

Die CpG-A-Stimulation führte hierbei in der Zelllinie UMUC3 zu einer signifikanten 

Steigerung der IL-8-, TNFα-, INFß-, VEGF-A- und PlGF-Expression. CpG-B führte in 

derselben Zelllinie hingegen nur zu einer signifikanten Steigerung der IL-8- und INFß- 

Expression. In der  TLR-9-ärmeren  Zelllinie RT112 bewirkte eine CpG-A-Stimulation  
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überhaupt keine signifikanten Veränderungen. CpG-B-Stimulation führte zu einer 

signifikanten Steigerung der Expression von IL-8 und TNFα.   

Die Zellproliferation wurde durch CpG-ODN deutlich beeinflusst. Schon ohne 

Signalverstärkung durch INTERFERin® konnte CpG-B in beiden untersuchten 

Zelllinien die Zellproliferation signifikant verringern, ein Effekt, der durch 

Signalverstärkung nicht wesentlich verändert wurde. Erstaunlicherweise bewirkte CpG-

A nur in Kombination mit INTERFERin®  und auch nur in der TLR-9-reichen Zelllinie 

UMUC3 eine signifikante Minderung der Zellproliferation. 

Dem gegenüber stehen die Ergebnisse der Invasions-Experimente. Beide der 

untersuchten CpG-ODN-Motive verstärkten ohne Signalverstärkung durch 

INTERFERin® in beiden  Zelllinien die Zellinvasion signifikant.  

 

Zur Beurteilung des therapeutischen Potenzials der erzielten Effekte ist es sinnvoll,  die 

untersuchten Endpunkte Zytokinproduktion, Zellproliferation und Zellinvasion zunächst 

separat zu betrachten. 

 

Die Veränderungen der Zytokinsekretion variieren deutlich in Abhängigkeit von 

verwendetem CpG-Motiv und TLR-9-Expression, wobei am häufigsten die signifikante 

Erhöhung von IL-8 beobachtet wurde.  

Dies stimmt mit den Ergebnissen von Ayari überein, der eine schwache IL-8-Induktion 

in CpG-ODN-behandelten T24 Zellen beobachten konnte (Ayari et al., 2011). Auch in 

anderen Zelllinien, wie zum Beispiel in der Prostatakarzinomzelllinie PC-3 (Di et al., 

2009),  in Odontoblasten  (He et al., 2012) und in neutrophilen Granulozyten  (Jozsef et 

al., 2006) wurde eine signifikante Erhöhung der IL-8-Produktion nach CpG-ODN- 

Stimulation nachgewiesen. Überexpression von IL-8 ist bei Melanom, Mamma-, Ovar-, 

Magen- und Prostatakarzinom mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium, verstärktem 

Tumorwachstum und erhöhter Rezidivrate assoziiert (Xie, 2001). Inoue konnte 

demonstrieren, dass IL-8 die Neovaskularisation, das Tumorwachstum und die 

Metastasierung des Blasenkarzinoms begünstigt (Inoue et al., 2000). Dementsprechend 

bewirkte eine Antikörper-vermittelte Blockade eine signifikante Minderung des 

Wachstums des Blasenkarzinoms (Mian et al., 2003). 

Die CpG-ODN induzierte IL-8-Sekretion kann therapeutisch gesehen somit als  

ungünstig beurteilt werden.  
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In neutrophilen Granulozyten  konnte, ebenso wie in der vorliegenden Arbeit, auch eine 

erhöhte TNFα-Sekretion nach CpG-Stimulation nachgewiesen werden (Jozsef et al., 

2006). Selbiges gilt für Makrophagen  (Lim et al., 2006). Die Auswirkungen einer 

erhöhten TNFα-Sekretion auf die unmittelbare Tumorumgebung sind, wie bereits bei 

den Auswirkungen einer LPS-Stimulation beschrieben, eher negativ zu sehen. 

 

Auch eine erhöhte INFβ-Sekretion konnte bereits in anderen Zelllinien nachgewiesen 

werden. Plasmazytoide dendritische Zellen sekretieren INFβ nach CpG-A-Stimulation 

(Guiducci et al., 2006), myeloide dendritische Zellen und Makrophagen sekretieren 

INFβ nach CpG-B-Stimulation (Colonna, 2007). Interferonen des Typs I, zu denen auch 

INFβ gehört, wird generell ein antiangiogenes Potential und dadurch ein therapeutisch 

günstiger Effekt für Tumoren zugeschrieben. 

 

Dies steht im Widerspruch zur erhöhten Sekretion der proangiogenen Faktoren VEGF-

A und PlGF. VEGF-A interagiert mit Endothelzellen und bewirkt unter anderem eine 

erhöhte vaskuläre Permeabilität, verstärkte Angiogenese, Endothelzellwachstum, 

Zellmigration und verminderte Apoptose. VEGF-A und andere proangiogene Faktoren 

wurden als wichtige prognostische Marker des Blasenkarzinoms identifiziert (Donmez 

et al., 2009; Pignot et al., 2009). Eine erhöhte Sekretion ist daher als therapeutisch 

ungünstig zu sehen.  

 

Die in dieser Arbeit gefundenen CpG-ODN-Effekte auf die Zytokinsekretion der 

untersuchten Blasenkarzinomzelllinien entsprechen also weitgehend der CpG-ODN- 

induzierten Sekretion, die auch in anderen malignen und non-malignen Zellen 

hervorgerufen wird. Das Muster der Zytokinsekretion ist jedoch äußerst inhomogen. 

Eine höhere TLR-9-Expression scheint in einer erhöhten Zytokinsekretion zu 

resultieren, wobei sich diese in Abhängigkeit von dem verwendetem CpG-Motiv 

deutlich unterscheiden kann. Die einzelnen, sekretierten Zytokine haben sowohl 

therapeutisch günstige als auch ungünstige Effekte, so dass die möglichen 

Auswirkungen der gesamten Zytokinsekretion nicht zusammenfassend beurteilt werden 

können. 
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Wie bereits einleitend erwähnt, ist die Datenlage zur Zellproliferation nach CpG-ODN-

Stimulation äußerst kontrovers. In Übereinstimmung mit den Ergebnissen dieser Arbeit 

wies Merrell eine verminderte Zellproliferation in Mammakarzinom-Zellen nach 

(Merrell et al., 2006). Eine Beobachtung, die auch in Neuroblastomzellen gemacht 

wurde, wobei sich hier erst ein Effekt nach Lipofektion des CpG-ODN in den 

Intrazellularraum zeigte (Brignole et al., 2010). Auch in einer non-malignen (Xu et al., 

2010) Endothelzelllinie bewirkte die TLR-9-Stimulation einen Rückgang der 

Zellproliferation, welche durch Lipofektion noch weiter verstärkt wurde (Damiano et 

al., 2007). 

Die meisten untersuchten, malignen und non-malignen Zellen reagieren in ihrem 

Proliferationsverhalten nach CpG-ODN-Stimulation jedoch genau gegenteilig. Multiple 

Myelomzellen (Xu et al., 2010), Zervixkarzinom- und Lungenkarzinomzellen 

(Droemann et al., 2005), ebenso wie HCC-Zellen (Tanaka et al., 2010) proliferieren 

nach CpG-ODN-Stimulation verstärkt. Selbiges gilt für Prostata-Epithelzellen (Kundu 

et al., 2008) und periphere mononukleäre Blutzellen (Brignole et al., 2010). 

Die Faktoren, die letztendlich entscheiden, ob eine Zelle mit verminderter oder 

verstärkter Zellproliferation auf die CpG-ODN-Stimulation reagiert, sind bisher 

allerdings nur wenig erforscht. 

Die verminderte Zellproliferation der hier untersuchten Blaszenkarzinomzellen ist 

therapeutisch eindeutig günstig. Zu beachten ist, dass der Effekt in Abhängigkeit von 

TLR-9-Expression und verwendetem CpG-Motiv unterschiedlich ausgeprägt ist und 

mittels Lipofektion generell verstärkt wird. 

 

Eine verstärkte Invasion nach CpG-ODN-Stimulation, wie sie in dieser Arbeit 

beobachtete wurde, wurde bereits in einer Reihe anderer maligner und non-maligner 

Zelllinien beschrieben. Ösophaguskarzinom-, Magenkarzinom- und Kolonkarzinom-

zellen (Kauppila et al., 2012)  reagierten wie auch Lungenkarzinomzellen (Ren et al., 

2007), Gliomzellen (Wang et al., 2010) und Makrophagen (Ilvesaro et al., 2008) mit 

verstärkter Invasion auf CpG-ODN-vermittelte TLR-9 Stimulation. 

Merrell untersuchte verschiedene CpG-Motive an Mammakarzinomzellen. Wie bei den 

hier untersuchten Blasenkarzinomzellen zeigte sich, dass sowohl CpG-A als auch CpG-

B das Invasionsverhalten signifikant verstärken, der Effekt bei CpG-B-Stimulation 

allerdings deutlich ausgeprägter ist (Merrell et al., 2006). 
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Interessanterweise wurde in einer Reihe von Arbeiten, einhergehend mit  einer 

gesteigerten Invasion, eine erhöhte Matrix-Metalloproteinasen-13-(MMP-13) 

Expression und Aktivität nachgewiesen. Dies wurde für Kolonkarzinomzellen (Rath et 

al., 2011), mesenchymale Stammzellen (Nurmenniemi et al., 2010), 

Prostatakarzinomzellen (Ilvesaro et al., 2007) und Mammakarzinomzellen (Merrell et 

al., 2006) demonstriert. Gleichzeitig wurde durch gezielte Blockade der MMP-13 

mittels Antikörper die verstärkte Invasion inhibiert. Dadurch konnte gezeigt werden, 

dass MMP-13 wohl eine essentielle Rolle im Signalweg der TLR-9-vermittelten 

Invasion führt. MMP-13 gehört zur Familie der Zink-Metalloendopeptidasen, welche 

als proteolytische Enzyme verantwortlich für die Degeneration der extrazellulären 

Matrix sind. Matrix-Metalloproteinasen wurden in unterschiedlichen Tumorarten mit 

invasivem Tumorwachstum, Metastasierung und Neovaskularisation assoziiert 

(Kessenbrock et al., 2010). Weiterhin konnte MMP-13 zwar in Blasenkarzinomzellen 

nachgewiesen werden, nicht aber in gesundem Urothel (Bostrom et al., 2000). Wu 

inhibierte die Expression von MMP-13 in Blasenkarzinomzellen mittels mRNA und 

erzielte dadurch eine signifikante Minderung von Zellmigration und –invasion (Wu et 

al., 2013). 

MMP-13 scheint sich also generell ungünstig auf das Blasenkarzinom auszuwirken. Die 

hier dargestellten Zusammenhänge legen die Vermutung nahe, dass die verstärkte 

Invasion der Blasenkarzinomzellen nach TLR-9-Aktivierung auf verstärkter MMP-13-

Aktivität beruht. Zugleich zeigt dies aber auch, dass es möglich erscheint, diesen 

negativen Effekt mittels MMP-13-Blockade gezielt auszuschalten, ohne günstige 

therapeutische Effekte der CpG-ODN-Stimulation dabei zu beeinflussen. 

 

CpG-ODN wird seit einigen Jahren im Zusammenhang mit Infektionskrankheiten, 

entzündlichen Erkrankungen und Autoimmunerkrankungen, aber eben auch als anti-

Tumor-Therapeutikum bereits in einer Vielzahl klinischer Studien untersucht. So wurde 

es zum Beispiel als Monotherapeutikum gegen das kutane T-Zell-Lymphom (Kim et al., 

2010) und das therapierefraktäre Non-Hodgkin-Lymphom (Link et al., 2006) getestet 

und erzielte in mehreren Studien große Erfolge in der Therapie des malignen Melanoms 

(Hofmann et al., 2008; Molenkamp et al., 2007; Pashenkov et al., 2006). Auch Studien 

zur Therapie des Nierenzellkarzinoms (Thompson et al., 2009) und des rezidivierenden 

Glioblastoms (Carpentier et al., 2006) lieferten vielversprechende Ergebnisse. 
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Des Weiteren wurde der Einsatz von CpG-ODN als Adjuvans in Impfstoffen gegen 

diverse Tumore getestet. Studien zur Behandlung von Patienten mit nicht-kleinzelligem 

Bronchialkarzinom wurden hierbei erfolgreich durchgeführt (Krieg, 2008). CpG-ODN 

wurde aber auch als Adjuvans in Impfstoffen gegen das maligne Melanom getestet. 

Einen dritten Forschungsschwerpunkt im Einsatz von CpG-ODN in der anti-Tumor-

Therapie stellt die Kombination mit etablierten Therapiemethoden dar. Mehrere Studien 

bestätigten den additiven Effekt von CpG-ODN und dem mononukleären Antikörper 

Rituximab in der Therapie des Non-Hodgkin-Lymphoms (Friedberg et al., 2005; 

Leonard et al., 2007). Andererseits konnte trotz vielversprechender Voruntersuchungen 

in einer Phase-III-Studie, welche die Kombination von CpG-ODN und Chemotherapie 

in der Behandlung des nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms untersuchte, keine 

Verbesserung im Vergleich zur Standardtherapie erzielt werden (Manegold et al., 2012). 

Ebenfalls untersucht wurde die Kombination von intratumoraler CpG-Injektion und 

Bestrahlung zur Therapie des B-Zell-Lymphoms (Kim et al., 2012). 

All diese Beispiele zeigen, wie weit fortgeschritten die klinische Anwendung von CpG-

ODN in der Tumortherapie bereits ist. 

Ähnlich wie bei der klinischen Anwendung von TLR-4-Agonisten stützt sich der 

therapeutische Effekt hierbei aber primär auf die immunstimulatorischen Eigenschaften 

einer TLR-9-Aktivierung und nicht auf direkte Wirkung an der Tumorzelle. 

TLR-9-Agonisten aktivieren periphere dendritische Zellen, welche daraufhin Interferon 

vom Typ I sekretieren und erhöhte Level co-stimulatorischer Moleküle wie CD80 und 

CD86 exprimieren. Dies wiederum soll eine Reihe sekundärer Effekte induzieren, wie 

zum Beispiel die Sekretion von Zytokinen und Chemokinen, die Aktivierung von 

natürlichen Killerzellen und die Weiterentwicklung der T-Zell-Population, vor allem 

von Typ 1 T-Helfer-Zellen und zytotoxischen T-Lymphozyten (Krieg, 2004, 2006). 

Außerdem verstärken TLR-9-Agonisten die Differenzierung von B-Zellen in Antikörper 

sekretierenden Plasmazellen und damit auch die Antikörper-abhängige zelluläre 

Zytotoxizität (Appay et al., 2006). 

Die Arbeitsgruppen von Olbert und Mangsbo untersuchten, wie einleitend erwähnt, die 

Wirkung von CpG-ODN im Blasenkarzinom-Maus-Modell. Beide Gruppen konnten 

hierbei ein signifikantes anti-neoplastisches-Potential der intravesikalen CpG-ODN-

Instillation nachweisen. Olbert zeigte, dass CpG-ODN zu einer urothelialen und 

subepithelialen Lymphozyteninfiltration mit sukzessiver Apoptose führt (Olbert et al., 
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2009). Mangsbo demonstrierte, dass CpG-ODN nur in immunkompetenten Mäusen eine 

Tumorregression induzierte und selbige über eine T-Zell-abhängige Immunantwort 

vermittelt wird. Einhergehend mit der Tatsache, dass die in diesem Modell verwendeten 

MB49-Zellen kein TLR-9 exprimieren (Olbert et al., 2009), wurden also auch hier 

alleine die immunstimulatorischen Eigenschaften von CpG-ODN für den 

therapeutischen Effekt verantwortlich gemacht. 

 

In der hier vorliegenden Arbeit konnte nun aber gezeigt werden, dass eine Vielzahl von 

Blasenkarzinomzelllinien funktionellen TLR-9 exprimieren und daher neben den 

immunstimulatorischen Eigenschaften von CpG-ODN auch die direkten Effekte auf die 

Tumorzellen  berücksichtigt werden müssen. Es wurde erörtert, welche dieser Effekte 

sich therapeutisch günstig bzw. ungünstig auf die Tumorumgebung auswirken können 

und wie ungünstige Effekte hypothetisch blockiert werden könnten. Ob diese Effekte 

aber letztendlich in einem immunkompetenten Organismus auch von Relevanz sind, 

bleibt zu untersuchen. 
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5.4 Resümee 

Abschließend kann gesagt werden, dass bereits verwendete (BCG) und vielleicht 

zukünftige Immunotherapeutika (CpG-ODN) des nicht-muskelinvasiven 

Harnblasenkarzinoms, die ihre Wirkung über Toll-like Rezeptoren entfalten, immer 

auch Einfluss auf die Tumorzellen direkt nehmen, da diese selbst auch funktionelle 

Toll-like Rezeptoren exprimieren. Die Untersuchungen zu Zytokinexpression, 

Zellproliferation und Invasion verdeutlichen, dass dies, therapeutisch gesehen, sowohl 

positive, als auch negative Folgen haben kann. Diese Mechanismen und vor allem ihre 

Signalwege sollten noch genauer untersucht werden, um die Wirkung von 

Immunotherapeutika zu optimieren und einen Therapieerfolg vorhersehbarer zu 

machen.
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Zusammenfassung 

Das Harnblasenkarzinom ist eine der häufigsten malignen Tumorerkrankungen 

weltweit. 75%-85% der Patienten werden  noch  in nicht-muskelinvasiven Stadien 

diagnostiziert. Für einen Teil dieser Patienten stellt die Dispositionsprophylaxe mittels 

BCG-Instillation nach TUR eine effektive Therapie dar und wird empfohlen. 

Bis heute ist der Wirkungsmechanismus von BCG nicht vollständig geklärt, aber es ist 

bekannt, dass Bestandteile von BCG mit Toll-like Rezeptoren, unter ihnen TLR-4 und 

TLR-9, interagieren und dass CpG-ODN, ein TLR-9-Agonist, in vitro und in 

Tierversuchen dem BCG sogar überlegen ist. Trotzdem gibt es bisher nur wenige 

Untersuchungen zur Existenz und Funktionalität von Toll-like Rezeptoren  auf  

Harnblasenkarzinomzellen selbst. 

Ziel dieser Arbeit war es daher, die Expression von TLR-4 und TLR-9 an  

verschiedenen Zelllinien des Harnblasenkarzinoms zu untersuchen und zu überprüfen, 

ob eine Stimulation dieser Rezeptoren durch ihren spezifischen Liganden zu 

Veränderungen  im Zytokinexperssionsmuster, in der Zellproliferation und in der 

Zellinvasion führt. 

 

Alle untersuchten Harnblasenkarzinomzelllinien exprimierten TLR-9 mRNA und 

zumeist auch TLR-4 mRNA. Exemplarisch wurden für alle weiteren Untersuchungen 

vier Zelllinien gewählt. An ihnen wurde zunächst die TLR-4- und TLR-9- 

Proteinexpression mittels Immunzytologie bzw. Western Blot untersucht. Diese zeigte 

übereinstimmende Ergebnisse mit der mRNA-Expression. 

 

Zur Untersuchung der LPS-Effekte wurden T24 als Zelllinie mit starker TLR-4- 

Expression und BFTC als Zelllinie ohne TLR-4-Expression gewählt. 

LPS induziert eine signifikante IL-6- und TNFα-Antwort in der Zelllinie T24, nicht aber 

in BFTC. LPS hatte keinen Einfluss auf die Zellproliferation. 

 

Zur Untersuchung der CpG-ODN-Effekte wurden UMUC3 als Zelllinie mit starker 

TLR-9-Expression und RT112 als Zelllinie mit schwacher TLR-9-Expression gewählt. 

Es konnte gezeigt werden, dass INTERFERin® die Aufnahme von CpG-ODN in das 

Zellinnere, also den Ort der TLR-9-Expression, verstärkt. Daher wurde teilweise mit 

INTERFERin® gearbeitet, um minimale CpG-ODN-Effekte besser charakterisieren zu 
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können. In der Zelllinie UMUC3 verstärkte CpG-A + INTERFERin® die Expression 

von IL-8, TNFα, INFß, VEGF-A und PlGF signifikant. CpG-B + INTERFERin® 

verstärkte nur die Expression von IL-8 und INFß. 

In der Zelllinie RT112 hatte CpG-A + INTERFERin® hingegen keine Effekte. CpG-B 

+ INTERFERin® verstärkte die IL-8- und TNFα-Expression signifikant. 

Die Zellproliferation der Zelllinie UMUC3 wurde sowohl durch CpG-B alleine, als 

auch durch CpG-B + INTERFERin®, sowie durch CpG-A +INTERFERin® signifikant 

vermindert. 

Die Zellproliferation der Zelllinie RT112 wurde durch CpG-B und durch CpG-B + 

INTERFERin® signifikant vermindert. 

Beide CpG-Motive verstärkten in beiden Zelllinien die Zellinvasion signifikant, CpG-B 

hatte hierbei einen noch ausgeprägteren Effekt, als CpG-A. 

 

Dies zeigt, dass BCG und potentiell zukünftige Immunotherapeutika des nicht-

muskelinvasiven Harnblasenkarzinoms, die ihre Wirkung über Toll-like Rezeptoren 

entfalten, immer auch Einfluss auf die Tumorzellen direkt nehmen, da diese selbst auch 

funktionelle Toll-like Rezeptoren exprimieren. Die Untersuchungen zu 

Zytokinexpression, Zellproliferation und Invasion verdeutlichen, dass dies, 

therapeutisch gesehen, sowohl positive, als aber auch negative Folgen haben kann. 

Diese Mechanismen und vor allem ihre Signalwege sollten noch genauer untersucht 

werden, um die Wirkung von Immunotherapeutika zu optimieren und einen 

Therapieerfolg vorhersehbarer zu machen. 
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Summary 

Bladder cancer is among the most common malignancies worldwide. The majority 

(75%-85%) of the patients are diagnosed early, prior to muscle invasive stage. BCG 

immunotherapy, in addition to transurethral resection, is recommended in high risk non 

muscle invasive tumors. This is often the only therapy required. 

The mechanism of action of BCG has not been fully elucidated. Toll-like receptors, 

modulators of innate immunity, play a major role in its therapeutic mechanisms. In a 

mouse model, the TLR-9 ligand CpG-ODN has proven more effective than BCG in 

treating early stage bladder cancer. 

 

Little is known about the direct effect of TLRs on bladder cancer cells. This work 

studied the expression of TLR-4 and TLR-9 on various bladder cancer cell lines. On 

activation of these receptors outcomes measured were cytokine expression, cell viability 

and cell invasiveness. 

 

The cell lines tested universally expressed TLR-9 mRNA, and most expressed TLR-4 

mRNA. From those cell lines and based on their TLR mRNA expression four cell lines 

were chosen for further investigation. In these cell lines TLR expression was verified 

using Immuncytology (for TLR-4) and Western Blot (for TLR-9). 

T24 cells in which high TLR-4 and BFTC cells in which no TLR-4 expression was 

detected, were subjected to the TLR-4 agonist LPS. In T24 cells this significantly 

induced IL-6 and TNFα. There was no effect on BFTC. No impact on cell viability in 

either cell line. 

 

UMUC3 cells, in which high TLR-9 and RT112 cells, in which low TLR-9 expression 

was detected, were subjected to the TLR-9 agonists CpG-A and CpG-B.  In this work it 

was demonstrated that INTERFERin® increased the uptake of CpG-ODN making it 

available to intracellular TLR-9.To some extend it enhanced CpG-ODN effects. 

 

In UMUC3 CpG-A boosted with INTERFERin® significantly induced IL-8, TNFα, 

INFß, VEGF-A and PlGF. Whereas CpG-B boosted with INTERFERin® only induced 

IL-8 and INFß. In RT112 no induction was noted in the CpG-A group. However in the 

CpG-B group both IL-8 and TNFα were induced.  
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Cell viability of UMUC3 was reduced when exposed to CpG-B alone or in combination 

with INTERFERin®. However, CpG-A reduced cell viability only when boosted with 

INTERFERin®. In RT112, only CpG-B reduced viability. This effect was seen with 

and without INTERFERin®. 

Cell invasion in both tested cell lines was increased significantly by CpG-ODN. CpG-B 

caused the highest increase. 

 

Immunotherapeutics, in current use (BCG) or those being under investigation (CpG-

ODN, mycobacterial cell wall-DNA complex) mediate their effect partially via TLR-4 

and TLR-9. This means, that a direct effect on the tumor cells has to be taken into 

concern, because many tumors are expressing functionally active TLRs, too. 

Findings in this work suggest these effects to be inhibitory regarding tumor growth and 

stimulatory regarding metastasis. Further research is needed to verify these effects and 

their therapeutic relevance in the hope that therapies with BCG and potential future 

immunotherapeutics become more predictable. 
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