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2 Einleitung  

2.1 Einführung  

 

Das Harnblasenkarzinom ist der häufigste maligne Tumor des Harntraktes, der 

in einem Verhältnis von 3,4:1 weitaus mehr Männer als Frauen betrifft. Bei den 

urologischen Tumoren nimmt es nach dem Prostatakarzinom den zweiten Platz 

ein und stellt insgesamt 3% aller malignen Tumorerkrankungen dar (Scheller et 

al., 2018; Jocham, 2007). 

 

Derzeit verfügbare Prognoseparameter konzentrieren sich im Wesentlichen auf 

den histologischen Typ, den Differenzierungsgrad und das Tumorstadium. Als 

Ursache für die häufige Metastasierung und den damit meist letalen Verlauf 

dieser Erkrankung sieht man die reiche Versorgung der Muskelschicht mit Blut- 

und Lymphgefässen an (Janeway, 2008). 

 

Im Rahmen der Therapie haben sich vor allem operative Maßnahmen wie die 

transurethrale Blasentumorresektion (TUR-B) und bei Karzinomen der 

Klassifikation Ta, T1 und dem Carcinoma in situ (Tcis) eine sich anschliessende  

Blaseninstillationstherapie mit Chemotherapeutika oder dem immunmodulativ 

wirksamen Bacillus Calmette-Guérin (BCG) - attenuierte Tuberkuloseerreger - 

etabliert (Amling, 2001). Bereits im Jahre 1979 sind von Morales und Mitarbeitern 

erste Erfolge bei der Instillation mit BCG beschrieben (Morales et al., 1976). Die 

adjuvante Instillationstherapie konnte die Rezidivrate oberflächlicher Tumoren 

signifikant senken. Allerdings bleibt unklar, ob BCG auch die Progressionsrate 

des Wachstums senkt (Sylvester et al., 2004; Malmstrom et al., 2009). 

 

Neben der Therapie mit BCG, das in der Blase durch einen noch nicht bekannten 

Wirkungsmechanismus eine lokale Immunreaktion hervorruft, hat man bei 

immunstimulativen Oligonukleotiden ebenfalls die Induktion einer Immunreaktion 

festgestellt. Verantwortlich wird hierfür die Bindung an unmethylierte CpG-Motive 

gemacht, die eine vor allem TH-1-gewichtete Reaktion im Zielgewebe 

hervorrufen. Um die bei der Instillation mit BCG häufig auftretenden 



Einleitung 

6 

 

Nebenwirkungen zu minimieren ist es wichtig, neue Therapieansätze mit 

ähnlicher Wirkung weiter zu erforschen (DeBoer et al., 2003; McAveney et al., 

1994; Brandau et al., 2007). 

 

Einleitend sollen die Grundlagen des Harnblasenkarzinoms und immunologische 

Wirkungsmuster bei Tumorerkrankungen und deren therapeutischer Einsatz am 

Beispiel des CpG, das wir in unserer Arbeitsgruppe einsetzten, erläutert werden. 

 

2.2 Das Harnblasenkarzinom 

2.2.1 Epidemiologie und Inzidenz 

 

Allein in Deutschland wird jährlich bei über 25.000 Menschen die Diagnose des 

Harnblasenkarzinoms gestellt. Weltweit sind es 260.000 Erkrankte pro Jahr. Das 

an 5. Stelle der Tumorneuerkrankungen platzierte Harnblasenkarzinom betrifft 

das männliche Geschlecht mehr als dreifach so häufig wie das Weibliche. 

Insgesamt stellt dieses Karzinom 3% aller malignen Tumoren dar. Beim Mann ist 

es die vierthäufigste bei der Frau die zehnthäufigste maligne Tumorerkrankung. 

Nach dem Prostatakarzinom ist es als zweithäufigste Tumorerkrankung des 

Urogenitaltraktes beschrieben (Scheller et al., 2018; Rübben, 2007). 

 

Für das Jahr 2015 publizierte Daten des Robert-Koch-Institutes zeigen für das 

Jahr 2012 altersstandardisierte Inzidenzen in Deutschland von 18,4/100.000 für 

Männer und 4,9/100.000 für Frauen. Der jährliche Inzidenzanstieg wird unter 

anderem auf den steigenden Tabakkonsum zurückgeführt. Das 

Harnblasenkarzinom stellt nach Lungenkrebs die zweithäufigste Raucher-

bedingte Krebserkrankung dar. 

 

Das mittlere Lebensalter bei der Erstdiagnose ist zwischen 65 und 75 Jahren. 

Unter dem 45. Lebensjahr liegt die Erkrankungshäufigkeit bei nur 1%. Neben 

Alter und Geschlecht spielen auch Hautfarbe und geographische Herkunft eine 
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Rolle. So wurde ein gehäuftes Auftreten bei hellhäutigen, in Industrieländern 

lebenden Menschen festgestellt (Robert-Koch Institut, 2015; Golka et al., 2007). 

Bei Männern beträgt der Anteil der Todesursache Harnblasenkarzinom an allen 

Krebstodesfällen etwa 3-4%, bei Frauen 2%. Die beobachtete relative 

Fünfjahresüberlebensrate, die stark mit der Pathologie des vorliegenden 

Karzinoms und den damit verbundenen Therapieoptionen korreliert, liegt für 

Männer bei 58% und für Frauen bei 48% (Robert-Koch-Institut, 2015). 

 

2.2.2 Ätiologie  

 

Die Ätiologie des Harnblasenkarzinoms ist nicht vollständig geklärt. Man geht von 

einem multifaktoriellen Geschehen aus. Verschiedene Risikofaktoren und Noxen 

konnten identifiziert werden. 

So wurde bereits im Jahre 1895 durch eine Studie des Chirurgen Ludwig Rehn 

bekannt, dass das Blasenkarzinom zu den Tumorentitäten gehört, dessen 

Entstehung primär durch schädigende Umweltfaktoren ausgelöst wird (Lehmann 

et al., 2005). 

Die vor allem in der Gummi-, Aluminium-, Textil- und Druckindustrie freigesetzten 

aromatischen Amine, zu denen ß-Naphthylamin, Benzidin sowie 4-Amino-

Diphenyl zählen, sind gemeinsam mit Tryptophan-Metaboliten, die beim 

Rauchen entstehen, Hauptursache bei der Entstehung des 

Harnblasenkarzinoms (Jocham, 2007). Kanzerogen wirken diese Stoffe auf 

folgenden Wegen: 

Die aromatischen Amine werden durch 2 Acetyltransferasen (NAT1 und NAT2) 

acetyliert. Diese befinden sich vor allem in der Leber (NAT2) und auch im 

Harnblasenübergangsepithel (NAT1). Man unterscheidet Langsam- von 

Schnellacetylierern, deren Geschwindigkeit vor allem beim Harnblasenkarzinom 

Einfluss auf die Kanzerogenität besitzt. Eine langsame Acetylierung ist vor allem 

dann ein Risiko, wenn zusätzlich eine exogene Belastung durch berufliche 

Schadstoffe oder Tabakrauch besteht. Brockmöller et al. fanden 1996 heraus, 

dass bei beruflicher Exposition eine verminderte Acetylierungsgeschwindigkeit 
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und damit ein erhöhtes Karzinomrisiko bereits bei mässigen Rauchern zu finden 

ist. 

Vor allem in der Leber werden die aromatischen Amine zu Orthoaminophenolen 

metabolisiert und anschliessend nach Konjugation mit Sulfat oder Glucuronsäure 

über die Niere ausgeschieden. Die im Urin durch Hydrolyse freigesetzten 

Orthophenole wirken durch eine DNS-Veränderung kanzerogen (Ganten et al., 

1998; Jocham, 2007). 

Neben dem Rauchen und der beruflichen Belastung durch Giftstoffe sind auch 

ausgewählte Medikamente sowie chronisch entzündliche 

Harnwegserkrankungen ursächlich für die Entstehung eines 

Harnblasenkarzinoms. Auch die Schistosomiasis, eine vor allem in Tropen und 

Subtropen auftretende chronische Infektionskrankheit, die durch Trematoden 

(Saugwürmer) verursacht wird, wurde als Ätiologiefaktor dieses Karzinoms 

benannt. Hierbei ist das seltenere Plattenepithelkarzinom der Harnblase als 

Komplikation möglich. Einige Monate nach Infektion äußert sich die Erkrankung 

am Urogenitaltrakt mit Zystitis, Hämaturie, Fibrose und Kalzifikation der 

Blasenwand bis hin zur Entstehung eines Karzinoms – selbst im Kindesalter 

(Pschyrembel, 2002). 

Weiterhin sind in der Literatur vor allem 3 Medikamente genannt, die die 

Entstehung eines Urothelkarzinoms begünstigen: Chlornaphazin, Phenacetin 

und Cyclophosphamid. Diese wurden vor allem bis 1963 zur Therapie der 

Polyzythämia vera verwendet. Auch heute sind nach länger dauernder 

Cyclophosphamid-Therapie regelmäßige urinzytologische Tests empfohlen 

(Zaak et al., 2003). 

Es ist anzunehmen, daß zum Entstehen eines Harnblasenkarzinoms nicht eine 

einzige Noxe, sondern ein multifaktorielles Geschehen - eine Plurikarzinogenese 

- „...durch Zusammenwirken kompletter bzw. inkompletter initiierender und 

promovierender Karzinogene...“ ursächlich ist (Jocham, 2007). 

Zusammenfassend ist zu sagen, dass vor allem exogene und damit möglich zu 

vermeidende Einflüsse für die Entstehung des Harnblasenkarzinoms 

verantwortlich sind. Die Prävention besteht demnach vor allem in der 
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Expositionsvermeidung und in der Früherkennung insbesondere bei 

Hochrisikokollektiven. 

 

2.2.3 Pathogenese 

 

Da das Erscheinungsbild des Harnblasenkarzinoms stark variiert, bedarf es einer 

differenzierten Diagnostik, einer stadienadaptierten Therapie und einer dem 

individuellen Geschehen angepassten Verlaufskontrolle. Über die Prognose der 

Erkrankung bestimmen Histologie, Malignitätsgrad und Wachstumsverhalten 

(oberflächlich/infiltrierend, unifokal/multifokal) des Tumors (Jocham, 2007). 

Überwiegende Lokalisation der meist papillär-zottig-strukturierten Tumoren sind 

die Blasenhinterwand, die Seitenwände und das Trigonum. Tumoren am 

Blasendach oder an der Vorderwand sind mit weniger als 9% eher selten 

(Jocham, 2007). Mindestens die Hälfte aller Harnblasentumoren wachsen 

multilokulär mit gleichen oder unterschiedlichen Tumorentitäten. 

 

Grundsätzlich zu unterscheiden sind gutartige von malignen Tumoren der 

Harnblase, wobei die malignen Tumoren epithelialen oder mesenchymalen 

Ursprungs sein können. Weiterhin lassen sich primär von der Blase ausgehende 

Tumoren von denen, die die Blase von außen infiltrieren - auch in Form von 

Metastasen - abgrenzen. 

 

Ursprung nahezu aller maligner Tumoren der Harnblase ist das Urothel. 95% 

weisen ein papilläres Wachstumsmuster auf. In lediglich 7% finden sich 

Plattenepithelkarzinome, die auch im Endstadium eines Urothelkarzinoms 

auftreten können. Adenokarzinome treten nur in ca. 1–2%, bevorzugt am 

Blasendach, vom Urachus ausgehend, auf. Durch Infiltration (weibliches 

Genitale, Prostata, Kolon) und Metastasierung (Mamma-, Magen-, 

Bronchialkarzinom, Melanom) entstehende sekundäre Blasentumoren sind mit < 

1% ausgesprochen selten. Mesenchymale Tumoren der Harnblase können 

sowohl benigner (Fibrom, Myxom, Leiomyom, Hämangiom, Neurofibrom, 

Neurinom, Phäochromozytom (selten auch maligne)) als auch maligner 
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(Leiomyosarkom, Fibrosarkom, Rhabdomyosarkom, retikuloendotheliale 

Tumoren, Karzinosarkome) Natur sein und treten ebenfalls sehr selten auf 

(Rübben, 2007; Böcker et al., 2004). 

 

Im Übergangsepithel der Blase entstehen die malignen epithelialen Tumoren 

entweder über einen nicht invasiven papillären Tumor (Papillom, papilläres 

Karzinom) oder ein flaches Carcinoma in situ. Es folgt die Entdifferenzierung in 

ein invasives, papilläres Karzinom oder ein invasives, solides Urothelkarzinom. 

Vorausgehend sind meist Dysplasien (Präkanzerosen). Diese lassen sich in 3 

Schweregrade einteilen (leichte, mittelschwere und schwere Dysplasien) die 

durch Kernatypien und eine gestörte Ausreifung der Urothelzellen imponieren 

(Böcker et al., 2001). 

Als Sonderform der malignen Formationen im Harnblasenepithel wird das 

Carcinoma in situ beschrieben. Es zählt zu den oberflächlichen Karzinomen, 

infiltriert die Schleimhaut, nicht allerdings die darunter liegende Basalmembran. 

Das intraepitheliale Wachstum dieser Dysplasie mit histologisch nachweisbaren 

schlecht differenzierten Zellen, die große, unregelmäßige Zellkerne, sowie eine 

gesteigerte Mitose aufweisen, besitzt eine sehr hohe maligne Potenz in 

Progression und Infiltration (Jocham, 2007). 

 

 

Abb. 1: Zystoskopische Darstellung eines exophytischen Tumors am linken Harnleiterostium (1) 

und am Blasenausgang (2) (x= Tumor) (aus: Hegele, 2005) 

x 
 

x 

 

1 

 

2 
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2.2.4 Klassifikation 

 

Die Stadieneinteilung erfolgt nach dem laut der WHO 2016 aktualisierten TNM-

System. 

T symbolisiert die lokale Ausbreitung des Tumors, N den Lymphknotenbefall und 

M die Fernmetastasierung.  

Die Schichten der Harnblasenwand, die der Tumor infiltrieren kann, sind (von 

innen nach aussen): Schleimhaut, Lamina propria, Submucosa, Muscularis 

(innere und äussere Schicht), Adventitia und – bei Männern – Prostata als 

unmittelbar anliegendes Organ.  

Die klinische TNM-Einteilung unterscheidet zum einen nicht muskelinfiltrierende 

Karzinome (non muscle-invasive bladder carcinoma NMIBC, Ta, Tis, T1) von die 

Harnblasenwand bis zur Lamina muscularis infiltrierend (T2a, T2b) wachsenden 

Tumoren. Im Stadium T3 besteht eine perivesikale Tumorinfiltration 

(mikroskopisch T3a, makroskopisch T3b), im Stadium T4 sind andere 

Nachbarorgane wie Prostata, Vagina, Uterus oder Becken betroffen.  

In der T-Kategorie können folgende Zusatzklassifizierungen ergänzt werden: (m) 

symbolisiert das Auftreten multipler Läsionen und (is) das Vorhandensein eines 

assoziierten Carcinoma in situ. Weiterhin kennzeichnet pTNM, dass die 

Klassifikation aus dem Biopsat durch den Pathologen bestimmt wurde (Sobin et 

al., 2002). 
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Abb. 2: TNM-Klassifkation, (eigen erstellte Grafik)  

 

Das N-Stadium (N0 – N3) beschreibt ob und welche Lymphknoten vom Tumor 

befallen sind. Liegt keine Fernmetastasierung vor, wird dies mit M0 angegeben. 

Liegen dagegen Fernmetastasen vor, wird dies mit M1 angegeben.  

 

 
Tumorstadien des Harnblasenkarzinoms nach WHO 2016 (Moch et al., 2016) 

 
T Primärtumor  
 TX Primärtumor kann nicht bewertet werden 

T0 Kein Nachweis von Primärtumor 
 Ta Nicht-muskelinvasives papilläres Karzinom 

Tis  Carcinoma in situ: „Flache Neoplasie“  
T1 Tumor infiltriert subepitheliales Bindegewebe  
T2  Infiltration der Muskularis propria 
T2a oberflächliche Infiltration der Lamina muscularis propria (innere 

Hälfte)  
T2b tiefe Infiltration der Lamina muscularis propria (äußere Hälfte)  
T3  Perivesikale Tumorinfiltration 
T3a mikroskopische perivesikale Infiltration  
T3b makroskopische perivesikale Infiltration (Extravesikale Masse) 

  T4 Tumorinfiltration von Nachbarorganen 
T4a Infiltration Prostatastroma, Samenbläschen, Uterus oder Vagina  
T4b Infiltration Becken- oder Bauchwand  

 
N Regionaler Lymphknotenbefall 

NX Regionale Lymphknoten können nicht beurteilt werden 
N0 keine regionalen Lymphknoten (LK)  
N1  Metastase in einem Lymphknoten des wirklichen 

Beckenbereiches (ein hypogastrischer, obturatorischer oder 
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präsakraler Lymphknoten oder ein Lymphknoten aus dem 
Bereich der A. iliaca externa)  

N2  Metastase in mehreren Lymphknoten des wirklichen 
Beckenbereiches (ein hypogastrischer, obturatorischer oder 
präsakraler Lymphknoten oder ein Lymphknoten aus dem 
Bereich der A. iliaca externa )  

N3 Metastasen der Lymphknoten an der A. iliaca communis  
 
M Fernmetastasen____________________________________________  

M0 keine Fernmetastasen  
M1 Fernmetastasen 

 

 

Daraus ergibt sich folgende Stadieneinteilung:  

 

Stadium  Primärtumor  Lymphknotenbefall Metastase 

0a   Ta   N0   M0 

0is   Tis   N0   M0 

I   T1   N0   M0 

II   T2a-b   N0   M0 

III   T3a-b   N0   M0 

   T4a   N0   M0 

IV   T4b   N0   M0 

   Jedes T  N1-3   M0 

   Jedes T  Jedes N  M1 

 

Insbesondere bei invasiven Tumoren soll als weiteres Klassifizierungsmerkmale 

das histopathologische Grading - gekennzeichnet durch den Grossbuchstaben 

G, gemäß der WHO-Klassifikation von 1973 angegeben werden 

(Leitlinienprogramm, 2016). 

 

Im Grading (G) wird der Grad der Zelldifferenzierung, der von nicht bestimmbar 

über gut differenziert bis hin zu undifferenziert reicht, beschrieben. Hierbei gilt: 

Je undifferenzierter das Gewebe, umso ungünstiger die Prognose. 

Untenstehende Tabellen zeigen die ursprüngliche Fassung aus dem Jahr 1973 

und folgend das 2010 aktualisierte System der UICC. 
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G- Grading-System WHO 1973  

GX Differenzierungsgrad nicht bestimmbar 

G1 Gut differenziert 

G2 Mäßig differenziert 

G3 Schlecht differenziert/undifferenziert 

G4 Undifferenziert 

 

G- Grading System UICC 2010 

Urotheliales Papillom 

Papilläre Neoplasie mit neidrig malignem Potential (PUNLMP) 

„low grade“ entspricht G1(gut differenziert) und Anteile von G2 (mäßig differenziert) 

„high grade“ ensspricht G2-G3 (schlecht bis undifferenziert) 

 

Die R-Klassifikation beschreibt das Fehlen oder Vorhandensein und somit die 

mikro- oder makroskopische Größe eines Residualtumors (RX: Vorhandensein 

oder Fehlen eines Residualtumors kann nicht beurteilt werden, R0: kein 

Residualtumor, R1: mikroskopischer, R2: makroskopischer Residualtumor) 

(Jocham, 2007). 

 

Die Wahrscheinlichkeit der Metastasierung ist Untersuchungen zufolge mit 

abhängig von der Tiefe der Infiltration: So zeigten sich bei Tumoren, die tiefe 

Muskelschichten infiltrieren, doppelt so häufig Tumorinvasionen in Blut und 

Lymphgefäßen wie bei nicht invasiv gewachsenen Tumoren. Ist das perivesikale 

Fettgewebe befallen, sind in über 60% Fernmetastasen, vor allem in Leber, 

Lunge und Skelett, zu finden. Die Lymphknoten der Obturatoriusgruppe (75%) 

sind am häufigsten betroffen, gefolgt von denen der A. iliaca externa (65%) und 

denen der A. iliaca communis (20%) (Zaak, 2003; Jocham, 2007). 
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2.2.5 Klinik  

 

Kardinalsymptom und häufiges Erstsymptom des Harnblasenkarzinoms ist die 

schmerzlose Hämaturie (Makro- oder Mikrohämaturie). 68-97.5% der Patineten 

mit einem Harnblasenkarzinom weisen eine Makrohämaturie auf (Shephard et 

al., 2012). 

 

Auch irritative Miktionsbeschwerden, wie therapieresistente Dysurie, Pollakisurie 

und eine Drangsymptomatik bzw. rezidivierende Infekte sollten an das Vorliegen 

eines Harnblasenkarzinoms denken lassen. Beim Mann ist eine Zystitis immer 

suspekt und sollte hinsichtlich der Möglichkeit des Vorliegens eines 

Harnblasenkarzinoms abgeklärt werden. 

In Spätstadien können Harnstauungsnieren, suprasymphysäre Schmerzen, 

Flanken- und Rückenschmerzen, Beinschwellungen durch verminderten 

Lymphfluss sowie allgemeine Tumorsymptome (Gewichtsverlust und 

Abgeschlagenheit sowie Anämie) auftreten (Jocham, 2007). 

 

2.2.6 Diagnostik 

 

Die körperliche Untersuchung stellt einen wichtigen Aspekt dar, bei der 

besonderes Augenmerk auf Symptome gelegt wird, die auf ein fortgeschrittenes 

Stadium hinweisen. Hierzu zählt vor allem beim Mann die digitale rektale 

Untersuchung der Prostata und der Ampulla recti und bei der Frau die vaginale 

Untersuchung. Zur genaueren Beurteilung der inneren Organe nutzt man die 

Sonographie mit deren Hilfe eine bestehende Hydronephrose sowie eventuelle 

Lebermetastasen diagnostiziert werden können (Jocham, 2007). 

 

In der Urinanalyse kann die häufig auftretende Hämaturie oder gar maligne 

Urothelzellen entdeckt werden. Mittels der Urinzytologie und auch speziellen 

Verfahren, wie der Fluoreszenz-in-situ Hybridisierung (FISH) oder der 

Immunzytologie lässt sich ein Verdacht verifizieren (Cha et al., 2012). Spezielle 

Marker-basierte Urindiagnoseverfahren (beispielhaft seien hier der BTA 
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(Bladder-Tumor-Antigen)-Test und NMP22 (Nukleäres Matrixprotein 22) zu 

nennen), haben vor allem aufgrund der falsch-positiven Ergebnisse noch keinen 

Einzug in die Routinediagnostik gefunden (Hosseini et al., 2012). 

Laborchemisch erfolgen eine Laboruntersuchung des Serumkreatinins zur 

Überprüfung der Nierenfunktion, sowie eine Bestimmung der 

Gerinnungsparameter für anschließende evtl. notwendige invasive Maßnahmen 

(Jocham, 2007; Oosterlinck et al., 2007). 

 

Die Blasenspiegelung, Zystoskopie, ist die wichtigste Untersuchungsmethode, 

ermöglicht den Nachweis als auch die Lokalisation des Tumors und stellt den 

diagnostischen Goldstandard dar. Die Weißlichtendoskopie ergänzend können 

optimierend tumorspezifische Fluoreszenzmarker (Bsp: Hexaminolevulinate 

(HAL, HEXVIX®)) eingesetzt werden (Photodynamischen Diagnostik (PDD)). Auf 

den folgend dargestellten Abbildungen markiert die umschriebene rote 

Fluoreszenz ein Carcinoma in situ, das in der herkömmlichen 

Weißlichtendoskopie leicht übersehen werden kann. Die Anwendung von HAL, 

HEXVIX® zeigte sowohl bei der Detektion als auch bei der therapeutischen 

Tumorentfernung deutliche Vorteile (Gakis, 2016). 

 

   

                                       

Abb.3: Weißlichtendoskopie (links) versus Fluoreszenzendoskopie (rechts), mit der ein  

Carcinoma in situ detektiert werden kann (aus www.urologe-neustandt.de) 

                                       

Differentialdiagnostisch sollten bei der Zystoskopie Koagel, Steine und beim 

Mann zusätzlich ein Mittellappenadenom der Prostata ausgeschlossen werden. 

Die hierbei gewonnene Spülflüssigkeit dient dem histologischen Nachweis von 
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Tumorzellmaterial. Zellen des in der Zytstoskopie schlecht zu identifizierenden 

Carcinoma in situ können so mit einer Sensitivität von >90% nachgewiesen 

werden. Hochdifferente Tumorzellen können aufgrund der Ähnlichkeit mit dem 

gesunden Urothel nur in 60% richtig erkannt werden (Jocham, 2007). 

Diagnostisch wertvoll sind bildgebende Verfahren insbesondere zum Staging: 

Hier unterscheidet sich die Vorgehensweise entsprechend der vorliegenden 

Tumorentität (nicht-muskelinvasives versus muskelinvasives Karzinom). Neben 

der bereits oben erwähnten Sonographie stellen Infusionsurogramm, CT, MRT 

und die Knochenszintigraphie wichtige diagnostische Parameter dar. 

Außer der morphologischen Beurteilung von Nieren, Harnblase und Leber 

ermöglicht die Sonographie zusätzlich die Suche nach Metastasen im kleinen 

Becken. Je nach Tumorlokalisation oder Muskelinfiltration sollte eine Bildgebung 

des oberen Harntraktes erfolgen, ggf ergänzend eine CT-Urographie, ein MRT 

oder ein Ausscheidungsurogramm.  

Weiterhin dienen die Computertomographie (CT) und 

Magnetresonanztomographie (MRT) dem Nachweis ausgedehnter 

Wandüberschreitungen oder Infiltrationen in Nachbarorgane sowie Metastasen. 

Pelvine Metastasen sind allerdings erst ab einer Grösse von >2cm sicher 

nachweisbar. Die Knochenszitnigraphie wird zum Nachweis knöcherner 

Metastasen genutzt, eine Bildgebung des Schädels nur bei klinischer 

Symptomatik (Leitlinienprogramm, 2016; Huland, 2006; Paik et al., 2000). 

  

Die transurethrale Resektion der Blase (TUR-B) erfolgt vor allem beim 

oberflächlichen Harnblasenkarzinom nicht nur als ein Eingriff mit diagnostischer, 

sondern auch kurativer Zielsetzung. Hierbei wird repräsentatives Gewebe für die 

pathologisch-histologische Beurteilung gewonnen und eine vollständige 

Entfernung des Tumorgewebes im Gesunden angestrebt (Jocham, 2007; 

Leitlinienprogramm, 2016) 

 

Die TUR-B erfolgt stufenweise. Sie erlaubt durch mehrere, festgelegte 

Resektionsschritte der unterschiedlichen Tumoranteile ein präziseres Grading 
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und eine Senkung der Tumorpersistenz im kritischen Randbereich (Oosterlinck 

et al., 2002). 

Die Prognose beeinflussende Kriterien wie multifokales Tumorwachstum, eine 

Tumorgröße über 5 cm oder begleitende Urotheldysplasien und Carcinomata in 

situ entscheiden über das weitere therapeutische Vorgehen wie beispielsweise 

der Indikation einer adjuvanten Therapie (Jocham, 2007). 

 

Die Mehrheit der Patienten (ca. 75%) weist bei Erstdiagnose ein nicht-

muskelinvasives Karzinom (Ta, Tis, T1) auf. In 20% der Fälle wird ein 

muskelinvasives Tumorstadium (T2-4) diagnostiziert, während bei 5% der 

Betroffenen das Karzinom bereits bei Diagnosestellung metastasiert ist.  

70% der nicht-muskelinvasiven Tumoren rezidivieren in den ersten zwei Jahren 

nach erfolgter Behandlung, wovon sich 10-20% zu einem muskelinvasiven 

Karzinom entwickeln (Heney, 1992; Amling, 2001). 

 

2.2.7 Therapie 

 

Über das therapeutische Vorgehen entscheiden vor allem die im Vorfeld bereits 

erwähnten diagnostischen Maßnahmen sowie die durch Probengewinnung bei 

der TUR-B gesicherte Histologie. Ein rein oberflächlicher Tumor (Ta) kann von 

einem Carcinoma in situ mit intakter Basalmembran (Tis) oder einem 

infiltrierenden Tumor (T1 oder höher) unterschieden werden, wodurch aufgrund 

der steigenden Gefahr einer Metastasierung eine deutlich schlechtere Prognose 

resultiert. Nach eingehender Diagnostik erfolgt die Therapie des 

Harnblasenkarzinoms stadienorientiert (Lehmann et al., 2005). 

 

Therapie des nicht muskelinvasiven Harnblasenkarzinoms (NMIBC) 

In den Stadien pTa, pTis und pT1 stellt die TUR-B bereits die erste 

therapeutische Maßnahme dar. Hohe Rezidivraten insbesondere bei Hoch-

Risikotumoren und multifokalen Tumoren nach Erstresektion führen in der 

Literatur zu einer Empfehlung einer Nachresektion im Abstand von 2-6 Wochen 

(Hartinger, 2013).  
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Aufgrund der weiterhin beschriebenen Rezidivquote von bis zu 70% in den ersten 

2 Jahren wird eine postoperative Blaseninstillationstherapie mit BCG oder 

Chemotherapeutika (beispielsweise Mitomycin C) empfohlen. Dies sollte 

insbesondere beim Auftreten eines Carcinoma in situ oder multifokalem 

Wachstum des Tumors durchgeführt werden. Gemäß Metaanalysen senken 

beide genannten Medikamente die Progressionsrate der Tumoren, wohingegen 

die Rezidivrate durch BCG-Installation signifikant besser gesenkt wird 

(Malmström, 2009).  

Der genaue Wirkmechanismus ist ungeklärt. Die Instillationstherapie erübrigt 

allerdings nicht die postoperativ in Abständen von 12 Wochen durchzuführenden 

Kontrollzystoskopien.  

Häufige Gründe für einen Therapieabbruch sind vor allem nach BCG-

Instillationen die Nebenwirkungen wie massive zystistische Beschwerden, 

Organtuberkulosen von Hoden, Prostata und Nieren sowie Schüttelfrost und 

Fieber (Böcker et al., 2003; Jocham, 2007; Leitlinienprogramm, 2016). 

Misslingt die zuvor beschriebene lokale Tumorkontrolle, ist eine radikale 

Zystektomie indiziert. 

 

Folgende Tabelle stellt die Empfehlung der Europäischen Gesellschaft für 

Urologie (EAU) für die Rezidiv- und Prophylaxetherapie, entsprechend dem 

zugehörigen Risikoprofil, dar. 
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Risikogruppe EAU-Empfehlungen 

Definition   

Niedrig 

  

  

Unilokulär,Ta,G1 

Tumor < 3 cm 

  

1. primäre komplette TUR-B 

2. Frühinstillation eines Chemotherapeutikums 

Intermediär 

  

  

  

  

Ta,T1,G1-2 

Multilokulär 

Tumor > 3cm 

  

  

1. primäre komplette TUR-B 

2. Frühinstillation eines Chemotherapeutikums 

3.(optional) Re-TUR-B 

4. Adjuvante intravesikale Chemo- oder Immuntherapie (BCG) 

  

Hoch 

  

  

  

  

  

T1 G3, Cis 

Multilokulär 

rasches Rezidiv 

  

  

  

1. primäre komplette TUR-B 

2. Frühinstillation eines Chemotherapeutikums 

3. Re-TUR-B 

4. Adjuvante intravesikale Immuntherapie mit BCG 

   (Erhaltungsschema) oder radikale Zytstektomie bei 

    Versagen der BCG-Therapie 

 

Tab.: Empfehlungen der EAU zur Behandlung des oberflächlichen Blasenkarzinoms (modifiziert 

nach Oosterlinck et al, 2007; Babjuk et al, 2008) 

 

Therapie des muskelinvasiven Harnblasenkarzinoms 

Angesichts der therapeutischen Überlegenheit gegenüber nicht-invasiven 

Methoden stellen chirurgische Maßnahmen heutzutage die onkologisch 

effizienteste Therapie dar. 

Bei muskelinfiltrierenden Tumoren (≥T2-Stadium) ist die radikale Zystektomie 

als operative Therapie Mittel der Wahl (Jocham, 2007; Leitlinienprogramm, 

2016). 

  

Bei der radikal chirurgischen Methode werden beim Mann kurativ Harnblase 

sowie Prostata mit Samenblasen, bei der Frau Harnblase sowie Uterus, Adnexe, 

Harnröhre mit der vorderen Scheidenwand entnommen und eine entsprechende 

Harnableitung über ein sogenanntes inkontinentes Stoma (Ileum- oder Kolon-

Conduit) oder eine Ersatzblasenkonstruktion aus Dünn- und Dickdarm (Ileum-

Neoblase oder katheterisierbarer Pouch mit Nabelstoma) konstruiert. Welches 

Verfahren der Harnableitung gewählt wird, ist von Tumorstadium, einem 
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möglichen Befall der prostatischen Harnröhre und dem Allgemeinzustand als 

auch dem Wunsch des Patienten nach adäquater Aufklärung abhängig.  

Beim Ileum- oder Kolon-Conduit werden die Harnleiter in ein ausgeschaltetes 

distales Ileum- oder Kolon-Segment implantiert. Das distale Ende wird 

anschliessend als inkontinentes Stoma in die vordere Bauchwand eingenäht und 

kann dann mit einem Beutelsystem versorgt werden (Böcker et al., 2001; 

Leitlinienprogramm, 2016). 

Bei der sogenannten kontinenten Harnableitung wird aus Dünndarm bzw. aus 

Dünn- und Dickdarm eine Ersatzblase konstruiert, in die die Harnleiter münden. 

Sie gilt als Reservoir und kann bei den verschiedenen Pouch-Formen über den 

Nabel mittels eines Einmalkathters oder bei der Ileum-Neoblase, bei der die 

Ersatzblase mit dem Harnröhrenstumpf verbunden ist, mittels Bauchpresse, 

entleert werden. 

 

Nach kurativer Operation zeigen sich im Verlauf bei 30-50% der Patienten 

Metastasen – dies speigelt die Aggressivität des Tumors wieder. Um diese doch 

schlechte Prognose zu verbessern ist die perioperative cisplatin-basierte 

Chemotherapie als Standard anzusehen un in den deutschen S3.Leitlinien 

verankert. Inwieweit eine neoadjuvante- oder eine adjuvante Therapie Vorteile 

aufweist ist unklar und aktuell in der Diskussion. Relevante Faktoren zur 

Therapieentscheidung fehlen bis heute.  

 

Eine Blasenwandteilresektion ist aufgrund der hohen Rezidivgefahr und des 

meist multifokalen Tumorwachstums nicht sinnvoll. Auch eine Strahlentherapie 

wird meist nur in Kombination mit einer Chemotherapie angewandt, da sie allein 

einer operativen Therapie unterlegen ist. Bei fortgeschrittenen Tumorstadien, 

und somit fehlendem kurativen Ansatz, wird ggf. eine palliative TUR und/oder 

Zystektomie vorgenommen (Leitlinienprogramm, 2016). 

 

Therapie des metastasierten Harnblasenkarzinoms 

Bei metastasierenden Urothelkarzinomen ist die Cisplatin-basierte 

Polychemotherapie Mittel der ersten Wahl (siehe folgende Tabelle). Hierbei 
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wurden komplette Remissionen bis zu 50% beschrieben. Aufgrund des 

günstigeren Toxizitätsprofil kommt in Europa vorwiegend die 

Gemcitabin/Cisplatin-Kombination bei gleicher Effektivität zum Einsatz.. In den 

USA findet Docetaxel häufigere Anwendung und seit 2018 werden außerdem die 

Immuncheckpointinhibitoren Pembrolizumab, Nivoluman und Atezolizumab 

genutzt (Leitlinienprogramm, 2020).  

Die Strahlentherapie kommt zur palliativen Behandlung von Tumorschmerzen 

oder therapierefraktären Blutungen zum Einsatz. 

 

First-line-Chemotherapie  
  
  

Cisplatinhaltige Chemotherapie  

• Gemcitabin/Cisplatin oder 

• MVAC (Methotrexat, Vinblastin, Adriamycin, 
Cisplatin) oder 

• Hochdosis-MVAC 

Tab.: Modifiziert nach S3-Leitlinie zur Chemotherapie des metastasierten Harnblasenkarzinoms, 

2020 

 

Blaseninstillationstherapie 

Aufgrund der hohen Rezidivwahrscheinlichkeit des nicht-muskelinvasiven 

Harnblasenkarzinoms erreichte die bereits in frühen Jahren entwickelte 

Blaseninstillationstherapie eine zunehmend große Bedeutung. 

 

Chemotherapeutika 

Zur zytostatischen Instillationstherapie kommen lokale Chemotherapeutika zum 

Einsatz, wie z.B. Mitomycin C, Doxorubicin, Epirubicin (Sylvester et al., 2006; 

Oosterlinck et al., 2007). Bei Karzinomen der Niedrig-Risikogruppe ist eine 

einmalige Frühinstillation ausreichend, während bei Tumoren mit intermediärem 

Risiko die Langzeitprophylaxe mit Mitomycin C oder Epirubicin empfohlen wird 

(Sylvester et al., 2004; Murta-Nascimento et al., 2007). 

Bei ca. 50% der Patienten kommt es darunter aufgrund der lokalen Toxizität der 

eingesetzten Substanzen zu leicht- bis mässiggradigen Nebenwirkungen. 
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BCG (Bacillus Calmette-Guérin) 

Calmette und Guérin entwickelten zu Beginn des 20. Jahrhunderts den 

Lebendimpfstoff BCG aus Mycobakterium bovis, der ab 1921 als Prävention 

gegen die Tuberkulose eingesetzt wurde (Böhle et al., 1997). 1929 entdeckte 

Pearl die antitumorale Wirkung der Tuberkulose, als er feststellte, dass 

Tuberkulosepatienten seltener an Malignomen erkrankten als Nichtinfizierte 

(Pearl, 1929). 1976 berichtete die Arbeitsgruppe um Morales über die ersten 

klinischen Erfolge von BCG beim Harnblasenkarzinom im Rahmen von 

intravesikalen und intrakutanen Therapieversuchen (Morales et al., 1976). Später 

konnte Ratliff zeigen, dass die immunmodulatorische Wirkung von BCG nur in 

Zusammenhang mit einem intakten Immunsystem funktioniert (Ratliff et al., 

1987). 

Bis heute hat sich BCG als erfolgreichste Option der Rezidivprophylaxe beim 

nicht-muskelinvasiven Blasenkarzinom, insbesondere bei Hochrisikotumoren, 

behauptet. Der genaue Wirkmechanismus ist jedoch bis dato noch nicht 

vollständig verstanden (Garcia‐Cuesta EM et al., 2015; Jocham, 2007). 

Ein Hauptunterscheidungsmerkmal des heute angewendeten BCG-Impfstoffs im 

Vergleich zum ursprünglichen Mycobakterium-bovis-Stamm ist die fehlende 

Virulenz. Eingesetzt werden vitale, lyophilisierte BCG-Keime in standardisierter 

Dosierung, die bei intravesikaler Instillation eine lokale Entzündung erzeugen, 

wodurch ein massiver Einstrom immunkompetenter Zellen wie Granulozyten, 

Lymphozyten, Makrophagen und Dendritischen Zellen (DC’s) ausgelöst wird 

(Böhle et al., 1990). Diese Zellen sezernieren unter der Stimulation von BCG 

proinflammatorische Zytokine, vor allem Interleukin-12 (IL-12) und Interferon-α 

(IFN-α), die als entscheidende Faktoren der BCG-induzierten Zelltoxizität gelten. 

Neben der Zunahme der Natürlichen Killerzellen (NK-Zellen), sezernieren BCG-

aktivierte-Killerzellen (BAK) Perforin, welches schließlich zur Tumorzellyse führt. 

Im murinen orthotopen Blasenkarzinommodell führt die intravesikale BCG- 

Therapie zur erhöhten Expression von Interferon, während Interleukin-4 (IL-4) 

deutlich geringer ausgeschüttet wird. Es resultiert also ein TH-1-gewichtetes 

Zytokinmilieu (McAveny et al., 1994; De Boer et al., 2003). 

In der Literatur ist außerdem beschrieben, dass sich im murinen Modell nach 
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BCG-Instillation Zytokine der TH-1- und TH-2-gewichteten Immunantwort 

(Interleukin-5, Interleukin-10) im Urin nachweisen lassen. Das Vorkommen des 

typischen TH-2-Zytokins Interleukin-4 (IL-4) konnte jedoch nicht belegt werden 

(McAveny et al., 1994). 

Histologisch zeigen sich suburotheliale Granulome, die noch bis zu einem Jahr 

nach der BCG-Therapie nachweisbar sind und auf eine langfristige Aktivierung 

des Immunsystems hindeuten (Böhle et al., 1996; Suttmann et al., 2006). 

In vergleichenden Studien mit Chemotherapeutika bzw. Immunmodulatoren zeigt 

BCG eine höhere Effektivität mit gleichzeitigem Einfluss auf die 

Tumorprogression. In der Nachbeobachtungszeit von 2,5 Jahren ist die 

Progression bei Anwendung von BCG um 4% verringert. Besonders Patienten 

mit Cis profitieren von dieser Therapie (Lamm et al., 2000; Sylvester et al., 2002). 

Liegt ein Karzinom mit hohem oder intermediärem Risiko vor, wird die topische 

Immuntherapie mit BCG empfohlen (Vgl. Tabelle 4) und stellt heute die 

Standardtherapie des Cis und aller oberflächlichen G3-Tumoren dar (Sylvester 

et al., 2004). 

Nebenwirkungen wie Fieber, Dysurie, Infektionen des Urogenitalsystems, sowie 

Pneumonie und Hepatitis sind aufgrund der bei lokaler Applikation toxischen 

Wirkung von BCG beschrieben. Umgangsprachlich als „BCG-itis“ bekannt, 

kommt es nahezu immer zu einer durch BCG ausgelösten Zystitis, welche ggf. 

auch eine systemische Symptomatik auslösen kann (s.u.). Je nach Ausprägung 

kann dies zu mangelnder Patientencomplience bis hin zu Therapieabbrüchen 

führen. 

Vor allem die empfohlenen Erhaltungstherapie von BCG, die mindestens 12, 

besser 36 Monate erfolgen sollte, weist eine hohe Nebenwirkunsrate auf und 

verlangt die intensive und individuelle Begleitung des Patienten (Jocham, 2007). 
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2.2.8 Nachsorge und Prognose 

 

Der Nachsorge kommt aufgrund des hohen Rezidivrisikos (bis zu 70% nach 

vollständiger, histologisch gesicherter TUR-B) eine große Bedeutung zu (Ganten, 

1998; Jocham, 2007; Merkle, 1997). 

Nach TUR-B erfolgt dies zum einen durch die zuvor beschriebene 

Blaseninstillationstherapie. Wichtig sind aber insbesondere auch regelmäßige 

zystoskopische Verlaufskontrollen gemäß der S3 Leitlinien, welche sich an der 

Risikogruppe orientieren. 

Auch nach erfolgter kurativer Zystektomie werden stadienabhängig im Rahmen 

der uroonkologischen Kontrollen Blut- sowie sonographische und radiologische 

Kontrollen empfohlen (Leitlinienprogramm, 2016; Böcker, 2001; Jocham, 2007). 

 

Oberflächliche Harnblasentumoren weisen eine sehr gute Prognose auf, 

wohingegen die 5-Jahres-Überlebensrate bei fortgeschrittenen Karzinomen noch 

deutlich geringer einzuschätzen ist. In Zahlen ausgedrückt stehen sich 5-Jahres-

Überlebensraten von ca. 50% beim muskelinfiltrierten Karzinom (T2) gegen 

<10% beim metastasierten Harnblasenkarzinom (Lymphknoten oder 

Fernmetastasen) gegenüber. Die oberflächlichen Karzinome zeigen bei 

sorgfältiger Prophylaxe und Nachsorge eine 5-Jahres-Überlebensrate von 

nahezu 100% (Jocham, 2007). 

 

2.3. Immunologische Grundlagen 

2.3.1 Das Immunsystem 

 

Die Immunologie ist die Wissenschaft der biologischen und biochemischen 

Abwehrmechanismen, die den menschlichen Körper beim Kontakt mit 

Krankheitserregern und Toxinen schützen. Diese Abwehrmechanismen 

repräsentieren das Immunsystem, welches unter Umständen lebenslangen 

Schutz, sog. Immunität, verleihen kann. 
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Aufgabe des Immunsystems ist es, in den Organismus eingedrungene 

Krankheitserreger wie Pilze, Bakterien, Protozoen und deren Toxine, sowie 

virusinfizierte Zellen und auch Tumorzellen zu erkennen und zu inaktivieren bzw. 

abzutöten. Dabei gelingt es dem Immunsystem, zerstörerische Antworten gegen 

den eigenen Organismus in den meisten Fällen abzuschalten. Anforderungen an 

das Immunsystem sind also nicht nur eine effektive Abwehr und Möglichkeiten 

der Elimination zu besitzen, sondern es muss auch eine sichere Unterscheidung 

zwischen “selbst” und “fremd”, sowie zwischen “gefährlich” und “ungefährlich” 

treffen (Janeway et al., 2002). 

 

Zu den Akteuren des Immunsytems gehören sowohl - von pluripotenten 

hämatopoetischen Zellen abstammende - zelluläre wie auch lösliche 

Komponenten, die bestimmte Kaskaden von Reaktionen auslösen.  

Grundsätzlich unterscheidet man das unspezifische und das spezifische 

Immunsystem.  

 

2.3.1.1. Das unspezifische Immunsystem 

 

Zu den Aufgaben des unspezifischen (syn.: angeborenen) Immunsystems zählen 

Abwehrmechanismen, die unabhängig vom Erreger aktiv werden. Erste Barrieren 

für Eindringlinge sind der Säuremantel der Haut und die intakte Epidermis. 

Gelingt das Eindringen, greifen das sogenannte Komplementsystem, 

antimikrobielle Enzymsysteme und unspezifische Mediatoren wie Interleukine 

und Interferone ein.  

Außerdem befinden sich auf zellulärer Seite Granulozyten, das Monozyten-

Makrophagensystem und die natürlichen Killerzellen.  

Beispiel einer unspezifischen Antwort ist eine Entzündungsreaktion oder Fieber. 

Auch das Erkennen von fremden Substanzen zählt in den Aufgabenbereich des 

unspezifischen Immunsystems. Hierbei bedient es sich der MHC-Komplexe 

(Haupthisokompatibilitätsantigene), die jede körpereigene Zelle markieren. Nicht 

identisches Vorkommen oder Fehlen dieses Komplexes kennzeichnet 
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Eindringlinge und löst Abwehrreaktionen aus (Janeway et al., 2002; Male et al., 

2005). 

 

Die zellulären Bestandteile des angeborenen Immunsystems, die Phagozyten, 

zu denen Granulozyten, Monozyten und dendritische Zellen zählen, besitzen die 

Fähigkeit - dem Organismus fremde - Mikroorganismen oder Flüssigkeiten 

aufzunehmen („phagein“ (griech.) = „essen“) und sie entsprechenden Zellen zu 

präsentieren. Das Erkennen erfolgt unter anderem über bestimmte Aminosäure-

Sequenzen, die bei körperfremden Eindringlingen hochkonserviert auftreten, im 

normalen Wirtsgewebe allerdings nicht vorkommen. Sie werden als PAMPs 

(pathogen-associated molecular patterns) bezeichnet und können von 

spezifischen Muster-Erkennungsrezeptoren auf den Phagozyten (engl.: Pattern 

recognition receptors; PRR) erkannt werden. Man unterscheidet 3 Formen der 

PRR: Sezernierte, Endozytische und Signalübertragende. Diese unterscheiden 

sich in der Art der Mikroorganismenelimination (Gemsa et al., 1997; Janeway et 

al., 2002; Male et al., 2005). 

 

Eine bedeutende Rolle im System der angeborenen Immunität spielen die 

Natürlichen Killerzellen (NK-Zellen). Sie werden durch bestimmte Interferone 

oder Zytokine der Makrophagen aktiviert und setzen an der Oberfläche der 

gebundenen Zielzelle zytotoxische Granula frei, deren enthaltene 

Effektorproteine die Zellmembran durchdringen können und unmittelbar den 

programmierten Zelltod auslösen. Das Erkennen von virus- oder anderweitig 

infizierter Zellen erfolgt über Rezeptoren, die anhand der MHC-Expression 

zwischen eigen bzw. fremd unterscheiden können. Körpereigene Zellen können 

sich vor dem Angriff durch sogenannte „killerhemmende Rezeptoren“ (KIRs oder 

lektinähnliche CD94) schützen. Die Wirkung der NK-Zellen wird durch Kontakt 

mit IFN-α und -β, TNF-α vor allem aber mit IL-12 potenziert (Janeway et al., 2002; 

Ljunggren et al., 1990; Moretta et al., 2002). Ihr Wirkspektrum kommt vor allem 

in der frühen Phase von Infektionen zum Tragen.  
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Als wichtiges, die beiden Systeme verbindendes Glied, sind die Dendritischen 

Zellen (DC) zu nennen. Sie exprimieren signalübertragende als auch 

endozytische PRR und stimulieren die Sekretion von Chemokinen und Zytokinen, 

deren spezifisches Milieu unter anderem als Startsignal für das spezifische 

System dient und gelten als die leistungsstärksten Antwortauslöser naiver T-

Zellen (Gemsa, 1995; Janeway et al., 2002). 

 

2.3.1.2. Das adaptive Immunsystem 

 

Während die Abwehrmechanismen des angeborenen Immunsystems nach 

wenigen Stunden einer Erregerkonfrontation in Kraft treten, benötigt das adaptive 

(syn.: spezifische) Immunsystem bei Erstkontakt mit einem Erreger bis zu 2 

Wochen, um mittels eigens produzierter Antikörper mit der spezifischen 

Immunantwort zu reagieren. 

Zelluläre Hauptbestandteile des adaptiven Immunsystems sind B- und T-

Lymphozyten. Von ihren Differenzierungssorten, dem Knochenmark (B-

Lymphozyten) und dem Thymus (T-Lymphozyten) wandern sie zu den 

peripheren (sekundären) lymphatischen Organen (Milz, Lymphknoten, Mukosa-

assoziierte lymphatische Gewebe = MALT), von wo aus sie aktiv werden. Sie 

können auf ein jeweiliges Antigen, das Ihnen von dendritischen Zellen, 

Makrophagen und auch B-Zellen selbst präsentiert werden kann, hochspezifisch 

reagieren und klonal expandieren. So wird eine adäquate und effektive Antwort 

mit Gedächtnisfunktion möglich. Die Optimierung und Terminierung des 

Reaktionsablaufes regeln bestimmte Zytokine und auch T-Lymphozyten selbst 

(Janeway et al., 2008). 

 

Wichtig für die spezifische immunologische Antwort ist die Differenzierung der T-

Lymphozyten (T-Helfer-0-Zellen = TH-0) in TH-1- und TH-2-Zellen. Das beim 

ersten Erregerkontakt durch das unspezifische System induzierte Zytokinmilieu 

(IL-12, IFN-, IL-4) sowie der Kontakt mit Antigenpräsentierenden Dendritischen 

Zellen (APC) über spezifische Rezeptoren (MHC-II mit TCR; CD-80 mit CD-28) 

bilden Ausgangspotential und bedingen die Differenzierung in TH-1- oder TH-2-
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Zelle. Hierbei ist bereits die Konzentration der entsprechenden Zytokine 

entscheidend: Herrscht eine hohe Konzentration des Zytokins IL-12 vor, so 

entwickeln sich die Zellen zur TH-1-Linie. Es kommt zu einer inflammatorischen 

T-Zellantwort, die die Entstehung der TH-2-Zellinie hemmt. Im Gegensatz dazu 

steht die Entwicklung zu TH-2-Zellen und damit einer B-Zelldifferenzierung bei 

einer geringen Konzentration von IL-12, die wiederum als Gegenspieler der TH-

1-Zellinie imponiert (Muraille et al., 1998). 

Folgende Tabelle zeigt die Unterschiede der Zelllinien TH-1 und TH-2 in 

Zytokinexpression, der jeweiligen Zellaktivierung und dem daraus folgenden 

Wirkungsmechanismus.  

 

  TH-1-Zellen TH-2-Zellen 

Sekretion von 

  

  

  

IL-2 

IFN- 

TNF-β 

GM-CSF 

IL-4 

IL-5 

(IL-3,-6,-7,-8,-9,-10,-14) 

  

Aktivieren Makrophagen B-Zellen 

Wirkung 

  

Entzündungsvorgänge,Abtöten 

intrazellulärer Erreger 

Produktion von  

Antikörpern 

 

Zu den Effektorzellen gehören außer den TH-1- und TH-2-Zellen ebenso die 

zytotoxischen T-Zellen. Sie unterscheiden sich voneinander in der Art der 

Fremdantigenpräsentation. Die zytotoxischen T-Zellen bilden das Pendant der 

Natürlichen Killer-Zellen im angeborenen Immunsystem. Durch den identischen 

Wirkmechanismus rufen sie nach Aktivierung durch die kostimulative Wirkung 

der dendritischen Zellen den programmierten Zelltod hervor (Siegal et al., 1999; 

Biron et al., 1998). 
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2.3.1.3. Die Bedeutung der Zytokine 

 

Als wichtige lösliche Mediatoren bei immunologischen Reaktionen besitzen die 

unterschiedlichen Zytokine eine Vielzahl von Aufgaben (= Pleiotropie). Man 

unterscheidet Interferone, Interleukine, Koloniestimulierende Faktoren (colony 

stimulating factors = CSF), Chemokine und Tumornekrosefaktoren.  

Von diversen Zellen sezerniert, bilden sie wichtige Funktionen sowohl in der 

Verbindung des angeborenen und des adaptiven Systems als auch in der 

Übermittlung der T-Zell-Wirkung (Janeway et al., 2008). 

In der nachfolgenden Tabelle sollen wichtige Zytokine mit Ihren Hauptfunktionen 

vorgestellt werden. 

 

 

Bezeich- 

nung 

Familie Produzierende  

Zellen 

Wirkungen Effekt des 

Zytokin-

Rezeptor Knock 

outs 

(soweit bekannt) 

IL-4 Hämato- 

poetine 

T-Zellen, 

Mastzellen 

B-Zellaktivierung, IgE-Wechsel, 

hemmt TH-1-Zellen 

Verringerte IgE-

Synthese 

IL-6 Hämato-

poetine 

T-Zellen 

Makrophagen, 

Endothelzellen 

Wachstum und Differenzierung von 

B- und T-Zellen, Produktion von 

Akute-Phase-Proteinen, Fieber 

Verminderte 

Immunantwort 

der akuten 

Phase, 

erniedrigte IgA-

Produktion 

IL-10 nicht 

zugeordnet 

T-Zellen, 

Makrophagen, 

EBV-transform. 

B-Zellen 

Wirksamer Inhibitor von 

Makrophagenfunktion 

Vermindertes 

Wachstum, 

Anämie, 

chronische 

Enterocolitis 

IL-12 nicht 

zugeordnet 

B-Zellen, 

Makrophagen 

Aktiviert NK-Zellen, induziert die 

Differenzierung von CD-4-T-Zellen 

zu TH-1-ähnl. Zellen 

Gestörte IFN--

Produktion und 

Th-Reaktion  

TGF-β nicht 

zugeordnet 

Chondrozyten, 

Monozyten, T-

Zellen 

hemmt Zellwachstum, 

entzündungshemmend, induziert 

IgA-Freisetzung 

Tödliche 

Entzündung 
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TNF-α TNF-

Familie 

Makrophagen, 

NK-zellen, T-

Zellen 

Lokale Entzündung, 

Endothelaktivierung 

Resistenz gegen 

septischen 

Schock, 

Anfälligkeit für 

Listeria 

IFN- Interferone T-Zellen, NK-

Zellen 

Makrophagenaktivierung,  

erhöhte MHC-Molekül 

Antigenprozessierungskomponenten-

expression, 

IG-Klassenwechsel,  

hemmt TH-2-Zellen 

Verringerte 

Resistenz gegen 

bakt. Infektionen 

(Mykobakterien) 

und bestimmte 

Viren  

 

Das Zusammenspiel der beiden Arme des Immunsystems verbildlicht Abbildung 

4. 

 

Abb. 4: Interaktion zwischen den beiden Armen des Immunsystems. Über Stimulation (zum 

Beispiel durch CpG-ODN) erfolgt zunächst die Aktivierung des angeborenen Immunsystems 

und Bildung eines TH-1-spezifischen Zytokin- und Chemokinmilieus. Sekundär aktivierte NK-

Zellen gewinnen lytische Aktivität, B-Zellen werden durch Antigenpräsentation stimuliert und 

exprimieren kostimulatorische Moleküle, was wiederum zu einer T-Zell Aktivierung führt 

(modifiziert nach Krieg, 2003).   
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2.3.1.4. Tumorspezifischer Wirkmechanismus des Immunsystems 

 

Die Tatsache, dass das körpereigene Immunsystem Tumorzellen erkennen und 

schließlich bekämpfen kann ist derzeitig Interesse vieler Forschungen.  

So ist es dem Organismus möglich, Tumorzellen über die von ihnen sezernierten 

Tumorantigene zu erkennen und daraufhin eine spezifische Antwort zu initiieren 

(Graziano DF, 2005). Ausserdem gelingt es ihm, eben diese Zellen als 

„gefährlich“ zu klassifizieren und sie effizient zu „beobachten“ (Rock KL, 2005). 

Es konnte gezeigt werden, dass passive und geringfügig auch aktive 

Immuntherapie bei Krebserkrankungen effektiv ist und daher die Kombination 

aus Immuntherapie mit Standardtherapieverfahren sinnvoll sein kann (June CH 

et al., 2007).  

Ebengenannte Thesen sind durch Folgendes in Realität erschwert:  

Im Gegensatz zu Bakterien und Toxinen weisen Tumorzellen lediglich minimale 

Veränderungen gegenüber Normalzellen auf. Die Antigene, die sie als fremd und 

schädlich entlarven können, liegen meist nur in Form weniger Peptide vor. 

Mittels „escape“-Mechanismen entziehen sich die Tumorzellen der 

Immunüberwachung: 

Das Fehlen von Antigenen, reduziertes Auftreten von Antigen-präsentierenden 

MHC-Molekülen oder eine fehlerhafte Antigenprozessierung vor Präsentation 

bilden die Hauptmechanismen des „Versteckspieles“. 

 

Um die Immunantwort auf bekannte Tumorzellen zu lenken begann bereits Ende 

des letzten Jahrhunderts der amerikanische Chirurg William Coley autologe 

Tumorzell-Lysate zu injizieren (Coley, 1991). Er hoffte damit eine antitumorale 

Immunantwort hervorzurufen. Modifiziert wurde die Methode später durch die 

Gabe von Adjuvantien. Hierzu verwendete man vor allem bakterielle 

Antigenmischungen - in erster Linie des Mykobakterienstammes Bacillus 

Calmette-Guérin (BCG) (Janeway et al., 2008). 
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2.3.2. Immunstimulative Tumortherapie 

2.3.2.1. BCG – Entwicklung und Wirkmechanismus 

 

Anfang des 20.Jahrhunderts entwickelten die Franzosen Albert Calmette 

(1863−1933) und Camille Guérin (1872−1961) aus Rindertuberkelbazillen den 

Lebendimpfstoff gegen Tuberkulose. Durch das Verwenden unterschiedlicher 

Nährmedien gelang es Ihnen einen avirulenten Stamm zu züchten, der 1921 zum 

ersten Mal am Menschen angewandt wurde. Er erwies sich als der sicherste und 

weitgenutzte Impfstoff und wurde nach seinen Forschern benannt: Bacillus-

Calmette-Guérin (Böhle A et al., 2006).  

Der genomische Vergleich des Mycobacterium bovis-Urstamms und dem heute 

verwendeten BCG zeigte einen signifikanten Unterschied (Behr MA et al., 1999).  

Dieser ist vor allem auf den bei der Attenuierung gelungenen Verlust der 

Virulenzgene zurückzuführen, der ihn heute als einen effizienten 

Immunmodulator auszeichnet. 

Wie 1987 Ratliff et al. zeigten, ist der Wirkmechanismus grundsätzlich abhängig 

vom zellulären Immunsystem, da im Tierversuch mit athymogenen Nacktmäusen 

die Wirkung des BCG ausblieb (Ratliff et al., 1987). Nach der Instillation kommt 

es zunächst zum Einstrom von Granulozyten, denen Lymphozyten und 

Makrophagen folgen (de Boer EC, 1992). Akzessorische Monozyten, bzw. 

Dendritische Zellen, sezernieren nach Aufnahme der Mykobakterien die 

Schlüsselzytokine IL-12 (und in geringerem Ausmass IFN-α). Es folgt eine vor 

allem TH-1-gewichtete Immunantwort, die zur Produktion weiterer wichtiger 

Zytokine führt: IL-2 und IFN-. Diese beiden gelten als Hauptverantwortliche in 

der Entstehung BCG-induzierter Zytotoxizität. Man beobachtete, dass die 

Aktivität der NK-Zellen über die Effektivität der BCG-Therapie entscheiden (Ratliff 

TL et al., 1987; Brandau S et al., 2007). Vor allem Monozyten und CD-4+-Zellen, 

die zu den BAK (BCG-aktivierte-Killerzellen) zählen, töten durch das von Ihnen 

sezernierte, porenbildende Perforin die Tumorzellen (Brandau S et al., 2007). 

Insgesamt können im Urin der Patienten nach BCG-Instillation eine Reihe 

unterschiedlicher Zytokine, die sowohl für eine TH-1- als auch TH-2-T-Zellantwort 

sprechen, nachgewiesen werden (Böhle A, 2006; de Boer EC, 1997).  
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Lage beschrieb das histologische Vorhandensein von Riesenzellen und 

epitheloidzelligen Granulomen, die von dichten Arealen von Lymphozyten und 

eosinophilen Granulozyten gesäumt seien (Lage JM, 1986). 

Vor allem suburotheliale Granulome, die sich bis zu einem Jahr nach BCG-

Therapie nachweisen lassen, sind Anhaltspunkte für die Vermutung einer 

langanhaltenden lokalen Immunreaktion. 

Immunhistologisch ist selbst nach einem Zeitraum von über 6 Monaten in der 

Blasenwand - als Zeichen der lokalen immunologischen Reaktion – eine erhöhte 

Expression von Aktivierungsmarkern (HLA-DR und ICAM-1) sowie MHC-II-

Moleküle zu finden (Morales, 1976).  

 

Zusammenfassend ist zu sagen, dass durch die Instillation von BCG eine lokale 

Entzündungsreaktion hervorgerufen wird, die durch das Aktivieren des zellulären 

und humoralen Immunsystems zum Abtöten der Tumorzellen durch NK-Zellen 

führt. Die häufig auftretenden Nebenwirkungen der BCG-Instillation limitieren 

diese erfolgversprechende Therapie. Gerade deshalb wird es relevant, neue 

Therapieansätze zu erarbeiten, die ähnlich effiziente aber besser verträgliche 

Wege der Tumorbekämpfung ermöglichen. 

 

2.3.2.2. CpG-ODN 

 

Entwicklung 

Die Entdeckung, dass bakterielle DNA immunstimulative Wirkungen hat, geht bis 

ins 19. Jahrhundert zurück. 1893 berichtete der New Yorker Chirurg William 

Coley, dass sich die Tumoren von Sarkom-Patienten nach intratumoral 

injizierten, bakteriellen Lysaten (Streptokokken, später: „Coley´s toxine“) 

zurückbildeten. Erst 100 Jahre später erkannte man, dass durch die Imitation 

einer bakteriellen Infektion eine spezifische antitumorale Immunantwort verstärkt 

wird (Coley, 1991). 

1984 wiesen Tokunaga et al. nach, dass bakterielle DNA innerhalb bakterieller 

Lysate die höchste antitumorale Aktivität aufweist (Tokunaga et al., 1984). Im 
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Gegensatz dazu besitzt die DNA von Wirbeltieren diese Fähigkeit nicht (Yamaoto 

et al., 1992). 

Wenig später konnte ebendiese Arbeitsgruppe um Yamamoto die 

immunstimulatorische Wirkung bakterieller DNA auf Palindrome oder 

spiegelsymmetrische Nukleotidsequenzen mit einem zentral stehenden Cytosin-

Guanosin (CG)-Dinukleotid zurückführen. Es gelang ihnen, diese mittels 

synthetischer Einzelstrang-Oligonukleotide (ODN) zu imitieren (Yamamoto et al., 

1994). 

Erst Arthur Krieg gelang es letztendlich die genauen strukturellen 

Voraussetzungen für ein optimal immunstimulatives ODN zu formulieren (Krieg 

AM et al., 1995): Immunstimulativ wirksame ODN besitzen ein, in bestimmten 

Basenkontext (sog.: „CpG-Motiv“) eingebettetes, zentrales unmethyliertes 

Cytosin-Guanosin (CG)-Dinukleotid. Allein eine Inversion der Basen innerhalb 

dieses Motivs zu GC, eine Methylierung des Cytosins oder Veränderung der das 

CpG-Motiv flankierenden Basen heben den stimulativen Effekt auf (Krieg AM, 

2002). So fand man heraus, dass die optimale Basenabfolge GACGTT zur 

Immunstimulation in der Maus, beim Menschen allerdings die Sequenz CTCGTT 

benötigt wird, um eine ausgeprägte Stimulation von Immunzellen zu erreichen 

(Rankin R et al., 2001; Verthelyi D et al., 2001).  

In bakterieller DNA treten diese CpG-Motive in einer Häufigkeit von 1:16 (1 von 

16 Dinukleotiden) auf, in der DNA von Wirbeltieren liegen sie allerdings nur 

unterrepräsentiert (1:60) und zusätzlich methyliert, daher unwirksam, vor. So liegt 

die Vermutung nahe, dass das Erkennen von CpG-Motiven ein wichtiger 

Abwehrmechanismus des Vertebraten-Immunsystems vor eindringenden 

mikrobiellen Keimen ist. 

 

Immunstimulativer Wirkungsmechanismus von CpG-ODN: 

 

Das angeborene Immunsystem klassifiziert CpG-haltige DNA als „fremd“ und 

reagiert mit einer Immunreaktion, um das als „fremd“ erkannte zu bekämpfen. 

Synthetisch hergestellte Dinukleotide imitieren bakterielle DNA und verstärken so 

die hervorgerufene Immunreaktion (sowohl in vivo als auch in vitro). 
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CpG-Motive zählen zu den PAMPs und werden spezifisch von PRRs – in diesem 

Fall dem TLR-9 (Toll-like-Rezeptor-9) gebunden (Hemmi H et al., 2000).  

Diese Rezeptoren, von denen insgesamt 11 erforscht sind, dienen vor allem der 

Erkennung bakterieller DNA (Zhang D et al., 2004). Sie gehören zu den 

signalgebenden pattern recognition Rezeptoren, denen man eine besondere 

Bedeutung zumisst, da sie durch die Aktivierung verschiedener Enzyme die 

Transkription von Genen regulieren, die eine Entzündungs- oder Immunantwort 

induzieren und somit die Keimabtötung ermöglichen. Der erste TLR beim 

Säugetier wurde erst im Jahr 1997 gefunden (Medzhitov R et al., 1997). 

Die Entdeckung des TLR-9-Rezeptors, der für das Erkennen des CpG-Motivs 

ursächlich ist, gelang im Jahre 2000 (Krug A et al., 2001).  

Die Rezeptoren setzen sich aus 2 Teilen zusammen: einer extrazellulären und 

einer transmembranösen (sog. TIR-, Toll-Interleukin-1 Rezeptor) Domäne. TLR-

9 wird im Gegensatz zu anderen TLR-Rezeptoren im Endosom der Zelle 

exprimiert, weshalb eine intrazelluläre Aufnahme der stimulierenden Substanzen 

erfolgen muss (Patni S et al., 2007; Klinman DM, 2004; Ulevitch RJ, 2004). 

Nach Bindung des Rezeptors kommt es zu einer Signalkaskade, die in folgender 

Abbildung näher erläutert werden soll: 
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Abb. 5: Kawai T, Akira S: TLR signalling. Cell Death and Differentiation (2006) 13, 816–825. 

doi:10.1038/sj.cdd.4401850; published online 20 January 2006 

 

Die im Endosom lokalisierten TLR-Rezeptoren lösen nach Bindung des Liganden 

einen vom Adaptorprotein MyD88 abhängigen Weg aus: Eine der IRAK-Familie 

(Interleukin-1 receptor activated kinase) zugehörige Serin–Kinase (IRAK 1, -4) 

bindet am Rezeptorkomplex und wird mittels Autophosphorylierung aktiviert. 

Daraufhin folgt die Aktivierung von TRAF6 (tumor necrosis factor receptor-

associated factor 6) (blauer und gelber Weg), der die TAP3-Kinase TAK1 

stimuliert. Die Aktivierung dieses Komplexes führt über MAPKs zu weiteren 

Phosphorylierungen und dem Endprodukt AP-1 (gelber Weg). Auf der anderen 

Seite (blauer Weg) stimuliert TAK1 den inhibitorischen κB-Kinasekomplex (IKK), 
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aus dem NFκB entsteht. Die 3. Stimulation (roter Weg) erfolgt über das in PDCs 

exprimierte IRF-7, das durch IRAK1 phosphorylisiert wird.  

Die drei Endprodukte IRF-7, AP-1 und NFκB translozieren in den Nucleus und 

bewirken hier eine Gentranskription. Gemeinsam regulieren sie die Expression 

der Zytokine I-IFN und damit auch IFN-α und –β (Kawai T, 2006). 

 

Der TLR-9 wird im humanen Immunsystem nur von B-Zellen und plasmazytoiden 

dendritischen Zellen (PDC) exprimiert (Hornung V et al., 2002). Die folgende 

Stimulation lässt sich in 2 Phasen aufteilen: In der ersten, frühen Phase erfolgt 

die Aktivierung eben genannter Zellen über den Rezeptor selbst. Es erfolgt in 

eben diesen Zellen eine erhöhte Apoptoseresistenz, Expression 

kostimulatorischer Moleküle (CD-80, CD-86, CD-40) und des Chemokinrezeptors 

CCR7, der die Wanderung in die Lymphknoten induziert. Weiterhin kommt es zur 

Sekretion von TH-1-spezifischen Zyto- und Chemokinen (Krieg AM, 2002). PDCs 

produzieren reichlich Typ-I-Interferon und differenzieren zu potenten 

Antigenpräsentierenden Zellen heran (Krug A, 2001). Als sekundäre Effekte 

treten jetzt getriggert von Zytokinen und Chemokinen unter anderem die 

Aktivierung myeloider dendritischer Zellen, Monozyten und NK-Zellen sowie eine 

erhöhte Antikörper-abhängige Zytotoxizität (antibody-dependent cellular 

cytotoxicity, ADCC), durch erhöhte Expression der Fc-Rezeptoren auf 

Effektorzellen, auf (Krieg AM, 2002).  

In der zweiten Phase kommt es durch die bereits in Phase 1 abgelaufenen 

Reaktionen des angeborenen Immunsystems zu einer Verstärkung der adaptiven 

Immunität. Den T-Zellen werden vermehrt Antigene in einem TH-1-Zytokinmilieu 

präsentiert, so dass die Zelldifferenzierung in Richtung TH-1 gefördert wird und 

vermehrt zytotoxische CD-8+-T-Zellen geprimt werden. Zusätzlich kommt es 

durch den CpG-Kontakt bei zeitgleichem Antigenkontakt zu einer vermehrten 

antigenspezifischen Antikörperproduktion der B-Zellen (Krieg AM et al.,1995; 

Sparwasser T et al., 2000).  
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Tumorspezifische Wirkung des CpG 

 

Wie bereits beschrieben kommt es durch CpG-ODN zur Aktivierung von sowohl 

unspezifischer und spezifischer zellulärer und humoraler Immunität und daraus 

resultierend zu einer verstärkten Aktivierung unspezifischer Effektorzellen (NK-

Zellen, Makrophagen), die ihrerseits die Antikörper-abhängige Zytotoxizität 

(ADCC) steigern. Weiterhin erfolgt über die durch CpG stimulierte 

Differenzierung und Reifung dendritischer Zellen die Ausschüttung 

verschiedener Zyto- und Chemokine, die eine TH-1-gerichtete Immunantwort 

hervorrufen (Akira S et al., 2004; Klinman, 2004).  

 

Mehrere Studien zeigten, dass eine alleinige peritumorale Gabe von CpG 

effiziente antitumorale Immunantworten erzielt und somit zur Regression solider 

Tumoren führen kann. Selbst eine Bildung von CTL und die Entwicklung einer 

spezifischen Memory T-Zellantwort konnte in tierexperimentellen Versuchen 

beobachtet werden (Heckelsmiller K et al., 2002). 

Ausgehend von diesen Daten erhofft man sich therapeutische Fortschritte mit 

CpG-DNA in der Immuntherapie von Tumoren.  

Am Beispiel des Harnblasenkarzinoms zeigte sich die intravesikale 

Immuntherapie mit BCG vor allem bei Hochrisikotumoren effektiver als die 

Chemotherapie, bei allerdings ausgeprägterem Nebenwirkungs- und 

Toxizitätsprofil (Böhle et al., 2003). 

Bei der Untersuchung des BCGs am Transitionellzellkarzinom zeigte sich, dass 

durch die Applikation von CpG-ODN im murinen subkutanen 

Blasenkarzinommodell systemische und lokale Effekte auftreten, welche sich 

durch verminderte Tumorgrösse und dem histologischen Nachweis 

inflammatorischer Reaktionen darstellen (Hegele et al., 2004).  

Ebenso ergaben Untersuchungen am murinen, orthotopen 

Harnblasenkarzinommodell, dass die singuläre topische Applikation von GpG-

ODN antineoplastische Wirkung zeigt. Auch hier war zum einen die Tumorgröße 

signifikant verringert sowie zum anderen histologisch eine ausgeprägte 

Entzündungsreaktion nachweisbar (Hegele et al., 2005). 
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Molekularbiologische Untersuchungen zeigten, dass durch Instillation der 

immunstimulativen DNA eine Mehrexpression von TH-1- und TH-2-Zytokinen 

nachweisbar ist. Weiterhin zeigte sich, dass die systemische Gabe von CpG-

ODN bei wiederholten subkutanen MB-49 (eine syngene, murine 

Transitionalkarzinomzelllinie) Applikationen eine protektive und spezifische 

MB49-Immunität bewirkt (Loskog et al., 2005). 

Nach Böhle ist die Blase „...als separates Kompartiment, in dem hohe lokale 

Konzentrationen von immuntherapeutischen Substanzen und eine effektive 

Rekrutierung immunkompetenter Zellen möglich sind, ein ideales Zielorgan für 

diese Art von immuntherapeutischem Ansatz.“ (Böhle A et al., 2006). 

 

2.4. Fragestellung 

 

Die Arbeit unserer Forschungsgruppe befasst sich mit der therapeutischen 

Wirkung immunstimulativer DNA am Beispiel des Transitionalzellkarzinoms. 

Im Vorfeld durchgeführte Versuchsreihen wiesen die bereits beschriebene 

Wirkung des CpGs im Rahmen einer TH-1-gewichteten Antwort des 

Immunsystems nach. Grundlage dieser Dissertation ist der Vergleich der CpG-

Wirkung beim subkutan induzierten Harnblasenkarzinom von C57BL/6-Mäusen 

und TLR-9(-/-)Knock-out-C57BL/6-Mäusen. 

In den Versuchstierreihen der C57BL/6- und TLR-9(-/-)Knock-out-C57BL/6-

Mäusen wurden jeweils Kontroll- und Behandlungsgruppen definiert. Die 

subkutan induzierten Tumoren wurden nach einem festgelegten 

Beobachtungszeitraum entnommen und weitergehend auf die Expression 

folgender Zytokine untersucht: IL-12, IFN- und TNF-α als Zeichen der TH-1-

gewichteten, sowie IL-4, IL-10 und TGF-β als Hinweis auf eine TH-2-gewichtete 

Immunantwort. 

Ziel ist es, einen Vergleich der beiden Gruppen untereinander, allerdings auch 

innerhalb einer Versuchstierreihe, zu stellen.  

Dazu stellen sich folgende Fragen: 
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• Wie in Studien beschrieben, bewirkt die Behandlung mit 

immunstimulativer DNA eine Reduktion der Tumorlast.  

➢ Gibt es im Vergleich Behandlungsgruppe vs. Kontrollgruppe in 

beiden Versuchsreihen Unterschiede im Outcome bezüglich 

Gewicht, Tumorgröße und Allgemeinzustand? 

 

• Findet sich bei den nicht im Zielorgan, sondern subkutan induzierten 

Harnblasentumoren, nach Behandlung mit CpG eine immunstimulative 

Wirkung? 

➢ Präsentiert sich die Wirkung in Form von Zytokinen? 

➢ Ist es möglich, eine TH-1-gewichtete Immunantwort 

nachzuweisen? 

➢ Wie verhalten sich die Zytokine einer TH-2-Immunantwort? 

 

• Der Wirkmechanismus des CpGs wurde in vielen Forschungsreihen über 

die Signalkaskade des TLR-9-Rezeptors erläutert. Therapiert man Mäuse 

mit immunstimulativer DNA, denen das Gen zur Expression dieses 

Rezeptors fehlt, stellen sich folgende Fragen: 

➢ Findet sich trotz nicht existenten TLR-9-Rezeptors eine 

immunstimulative Wirkung? 

➢ Welcher Immunantwort wäre diese zuzuordnen? TH-1- vs. TH-2-

Antwort. 

 

• Angenommen, es findet sich in beiden Tierversuchsreihen eine 

immunstimulative Wirkung nach CpG-Therapie.  

➢ Inwieweit unterscheiden sich die beiden Gruppen in Bezug auf die 

Zytokinexpression? 
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3 Material und Methoden 

 

Die Wirkung immunstimulativer DNA (CpG-ODN) auf die Zytokinexpression am 

Beispiel des Harnblasenkarzinoms wurde am murinen Modell, ähnlich der von 

Böhle et al. publizierten Form, untersucht. 

Zu Beginn diente die Zellkultur dem Gewinn von Harnblasenkarzinomzellen, die 

nach ausreichender Züchtung den Versuchstieren appliziert wurden, um ein 

Karzinom zu erzeugen. 

An 2 verschiedenen Mausspezies (weibl. C57BL/6 Mäuse (20-30g, Harlan, 

Borchen, D.) und weibl. C57BL/6 Mäuse TLR-9-Knock-out (20-30g, Heidelberg)) 

induzierten wir durch subkutane Injektion ein Karzinom. In der 

Behandlungsgruppe wurden den Tieren zeitgleich mit der Tumorzellinstillation 

CpG-Oligonukleotide injiziert. Während eines Beobachtungszeitraums von 13 

Tagen wurden die Mäuse klinisch beurteilt, gewogen und schließlich getötet und 

das gewonnene Tumormaterial (insgesamt 57 Tumoren) molekularbiologisch 

untersucht.  

 

3.1 Zelllinie 

 

Wir verwendeten die syngene, murine Transitionalkarzinomzelllinie MB49. 

Bereits in den 70er Jahren wurde dieses Modell von Summerhayes und Franks 

(Summerhayes und Franks, 1979) etabliert.  

3.2 Zellkultur 

 

Chemikalien 

• D-MEM (Dulbecco´s Modified Eagle Medium), D-MEM+Glutamax, Gibco, 

BRL Life Technology Inc (Eggenheim, D) 

• Fetales Kälberserum, FCS 10% - Foetal Bovine Serum Gold, PAA - The 

Cell Culture Company (Cölbe, D) 
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• PBS, Phosphate buffered Saline, PAA - The Cell Culture Company 

(Cölbe, D) 

• Penicillin-/Streptomycin-Lösung (100x), PAA - The Cell Culture Company 

(Cölbe, D) 

• DMSO, DMSO-Dimethyl-Sulphoxide, Sigma-Aldrich-Chemie (München, 

D) 

• Trypanblau, Trypan blue, ICN Biomedical Inc. (Aurora, USA) 

 

Geräte 

• Hera safe, Arbeitsbank, Bench, Haraeus (Hanau, D) 

• Nikon Eclipse TE 200, Phasenkontrastmikroskop, Nikon (Düsseldorf, D) 

• C-5B Julabo, Wasserbad, Julabo Laboratories GmbH (Seelbach, D) 

• Hera cell, Wärmeschrank, Heraeus (Hanau, D) 

• Zählkammer 0,0025mm² Neubauer, Carl Roth GmbH+Co.KG (Karlsruhe, 

D) 

• Biofuge Stratos, Zentrifuge, Heraeus (Hanau, D) 

 

3.2.1 Medium- und Zellaufbereitung 

 

Die für das Medium benötigten Substanzen wurden im Wasserbad auf 37°C 

erwärmt.  

Hierzu gehörten:  500 ml DMEM 

                             5,62 ml Penicillin-/Streptomycin-Lösung 

                             56,2 ml FCS 10% 

Im Kühlschrank bei ca 4°C aufbewahrt wurde das Medium nicht länger als 2 

Wochen verwendet. 

 

Das Auftauen der Zellen erfolgte nach folgendem Protokoll: 

Unter fließendem Wasser wurden die Zellen im Kryotube schnellstmöglich (<1 

Minute) aufgetaut, um rasch mit 10 ml eines erstellten Auftaumediums (10% FCS, 

PBS) 8 Minuten bei 800 Upm zentrifugiert zu werden. Nach Verwerfen des 
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Überstandes wurde das Zellpellett mit 20 ml Medium aufgefüllt und bei gleichen 

Bedingungen zentrifugiert. 

Nach Resuspendierens des Pellets mit 1 ml Medium wurden 500 μl in eine 50 

ml Kulturflasche (Cellstar, Greiner-bio-one) gegeben, die zuvor mit 20 ml 

Medium befüllt wurde. Mit 1½ Drehungen Deckelöffnung wurde die 

Kulturflasche im Brutschrank bei 37°C gelagert. 

 

3.2.2. Mediumwechsel und Zellpassage 

 

Die Begutachtung der Zellmorphologie und der Wachstumsbeschaffenheit unter 

dem Phasenkontrastmikroskop sowie der Mediumwechsel erfolgte in einem 3-

Tages-Rhythmus. Einmal pro Woche konnten die Zellen aufgrund der hohen 

Konfluenz gesplittet werden.  

Die hierzu benötigten Substanzen (Medium und PBS) wurden im 37°C 

Wasserbad erwärmt.  

Zunächst wurde überschüssiges Medium aus der Kulturflasche mit einer 

Saugpipette entnommen. Mit 10 ml PBS erfolgte anschliessend die Spülung, um 

folgend nach Zugabe von 20 ml Medium mit einem Scraper die am Boden 

haftenden Zellen vorsichtig zu lösen. Das Zellsuspendat wurde anschliessend 

mehrfach durch die Saugpipette aufgenommen, um entstandene Zellhaufen 

voneinander zu lösen. In einem Greinerröhrchen wurde die Zelllösung wie oben 

erwähnt zentrifugiert und nach Resuspendierung in vorbereitete Kulturflaschen 

gegeben. 

Beim Mediumwechsel wurde lediglich das alte Medium (20 ml) aus den 

Kulturflaschen gegen neues ersetzt. 

  

3.2.3. Zellzählung 

 

Nach dem Vorbereiten der Zählkammer (Reinigung mit 70% Ethanol, Auflegen 

des Deckglases, so dass Newtonsche Ringe sichtbar sind) wurde das nach der 

Zentrifugation gewonnene Zellpellett mit 1 ml Medium resuspendiert. 10 μl dieser 
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Lösung wurden nun mit 90 μl Trupanblau zusammengegeben und in den oberen 

und unteren Abschnitt der Zählkammer pipettiert. 

Unter dem Phasenkontrastmikroskop zählten wir die äußersten 4 Quadranten der 

9 Grossquadrate und bildeten daraus den Mittelwert. 

Die Zellzahl pro ml Zellsuspension ergibt sich aus der Multiplikation des 

errechneten Mittelwertes mit dem Faktor 10.000.  

Ziel für die Tierversuche war eine Zellkonzentration von 20 Mio/ml. 

 

3.2.4. Zellaufbewahrung 

 

Um Zellen für einen späteren Verwendungszeitraum nicht unnötig lang zu 

passagieren wurden einige Zellreihen nach folgendem Protokoll zur Lagerung auf 

-80°C vorbereitet: 

Hierzu bedurfte es eines Einfriermediums, welches sich aus 20% DMSO und 

RPMI zusammensetzt. 

Bestehende Platten wurden wie gewohnt abzentrifugiert und das Zellpellett in 

vorbereiteten Kryos mit 900 μl RPMI resuspendiert. Auf Eis mussten die Zellen 

nun mindestens eine halbe Stunde im Kühlschrank verbleiben, bis 900μl des 

Einfriermediums zu den Kryos zugegeben, sie in Alufolie eingewickelt und 24 

Stunden bei -20°C verwahrt wurden. Erst nach diesem Zeitraum konnten die 

Zellen auf -80°C gelagert werden. Alternativ wurde eine Einfrierkammer 

verwendet, die durch eine Füllung mit Propanpol das Herabkühlen der Zellen um 

1°C stündlich ermöglicht. So konnten die Zellen direkt bei -80°C aufbewahrt 

werden.  

 

3.3 Tiermodell 

 

3.3.1. Tiere 

Wir arbeiteten mit 2 verschiedenen Mausspezies. Zum einen C57BL/6-Mäuse 

(20-30g, Harlan, Borchen) sowie in Heidelberg gezüchtete TLR-9-Knock-out- 
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C57BL/6-Mäuse, die im Tierstall des BMFZ (Biomedizinisches 

Forschungszentrum) der Philipps-Universität Marburg artgerecht in IVC-Käfigen 

(individually ventilated cages) mit einem Hell-/Dunkelrhythmus von 12/12 

Stunden gehalten wurden.  

Die Tiere waren mit dem SPF (spezifisch pathogen frei) - Status ausgezeichnet. 

Um ausreichend Futter- und Trinkwasserbereitstellung, sowie das Säubern der 

Käfige kümmerte sich das Tierpflegepersonal. Während der Versuchsreihe 

hielten wir zur besseren Unterscheidung der einzelnen Versuchsobjekte die Tiere 

in Einzelkäfigen. 

Die Mäuse erhielten keinerlei antibiotische Behandlung. 

Für die Durchführung der Tierversuche lag die entsprechende Genehmigung des 

Regierungspräsidiums Gießen vor (Geschäftszeichen: U63-19C20-

15(1)MR20/20/#28/2003). 

 

3.3.2. Anästhesie 

 

Alle von uns durchgeführten Versuche wurden unter Vollnarkose der Mäuse 

verrichtet. 

Als Betäubungsmittel verwendeten wir eine Lösung aus Ketaminhydrochlorid 

(Ketamin 100mg, CuraMED, Karlsruhe, D), Xylazinhydrochlorid (Rompun® 2%, 

Bayer, Leverkusen, D) und steriler Kochsalzlösung (0,9%, Braun, Melsungen, D). 

Die Applikation erfolgte intraperitoneal mittels Tuberkulinspritzen (Omnifix®-F, 

Firma Braun, Melsungen, D) (Abbildung 6). 

Die Zusammensetzung von 0,1 mg Ketamin und 0,01 mg Xylazin pro g KG 

erbrachte eine ausreichende Narkosedauer von ca 1½-2 Stunden. 

Zur Applikation des Betäubungsmittels wurde die Maus zwischen Daumen und 

Mittelfinger im Genick aufgenommen und der Schwanz mit dem kleinen Finger 

derselben Hand fixiert. Durch Kopftiefhaltung konnte so bei der in 

traperitonealen Gabe der Anästhetika das Risiko einer möglichen Verletzung von 

Darmschlingen minimiert werden.  
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Abb. 6: Anästhesie über intraperitoneale Injektion des Ketamin-Xylazin-Gemisches (eigenes 

Bildmaterial) 

3.3.3. Tumorzellinstillation 

 

Die Instillation der Tumorzellen in die Flanke erfolgte ebenfalls mit einer 

Tuberkulinspritze. Die auf Eis aufbewahrte Zellsuspension (20 Mio. Zellen/ml) 

wurde kurz vor Verwendung gevortext. 

Mit der linken Hand wurde an der Flanke eine Hautfalte gebildet, in die 0,05 ml 

(entspricht 1 Mio. Zellen) der Zellsuspension als Depot gegeben wurde. In der 

Behandlungsgruppe diente die Nadel, die in der Hautfalte verblieb, auch zur 

Instillation der zuvor alliquottierten CpG-Oligonukleotide (nur rechte Flanke). 

Vorsichtig musste beim Herausziehen der Nadel darauf geachtet werden, dass 

keine Flüssigkeit die Einstichstelle verließ. 

 

3.3.4. Versuchsaufbau 

 

Die Versuchsreihe setzt sich aus 4 verschiedenen Gruppen zusammen, die 

jeweils 9-10 Tiere beinhaltete.  
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Pro Mausspezies gab es je eine Kontroll- und eine Behandlungsgruppe, denen 

durch das Instillieren von 1 Mio. Tumorzellen (MB 49) in die Flanken ein 

subkutanes Harnblasenkarzinom induziert wurde. 

Den Tieren der Kontrollgruppe wurde subkutan im Bereich der rechten Flanke 

Tumorzellmaterial (1Mio. MB49-Zellen) injiziert, die Tiere der 

Behandlungsgruppe erhielten im Bereich beider Flanken Tumorzellinjektionen, 

wobei nach Injektion rechtsseitig, die Nadel in der Einstichposition belassen und 

über dieselbige 50 µl der CpG 1668-Lösung (entspricht einer Konzentration von 

10 nmol) vorbereitete Oligonukleotide gespritzt wurden. Dabei handelte es sich 

um PTO-modifizierte Oligonukleotide (TIB-MolBiol, Berlin, D).  

Die verwendete immunstimulatorische Sequenz der CpG-ODN lautet:  

 
5’- TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT-3’ (CpG 1668) 

 

Alle Tiere wurden täglich auf Vitalität untersucht; in einem 3-Tages-Abstand 

wurde das Gewicht und auch palpatorisch die Instillationsstelle auf 

Tumorwachstum oder eventuell entstandene Wunden oder Nekrosen hin 

überprüft. 

 

Gruppe Tier-Nummer Tumor rechts Tumor links 

Kontrollgruppe C57BL/6  1-10 10  

Behandlungsgruppe C57BL/6 11-20 10 10 

Kontrollgruppe C57BL/6 TLR-9 K.o. 36-44 9  

Behandlungsgruppe C57BL/6 TLR-9 K.o. 45-53 9 9 

Summe  38 19 

Summe der Tumoren gesamt     57 
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3.3.5. Sektion 

 

Nach 13 Tagen Versuchsdurchführung wurden die Tiere in Narkose nach 

erneutem Wiegen und palpatorischer Untersuchung des Tumors durch zervikale 

Dislokation getötet. 

Es erfolgte die sofortige Entnahme des Tumors (siehe Abbildung 7)  

  

Abb. 7: Tumorentnahme (eigenes Bildmaterial) 

 

und der Milz. Die Sektion begann mit einem Schnitt von der Symphyse bis zum 

Sternum, woraufhin das Peritoneum dargestellt und eröffnet werden konnte. 

Die so gut darstellbaren Tumoren wurden entnommen, deren Größe vermessen, 

und nach Teilen des Materials zeitnah in Kryotubes (Nunc Cryo Tube™ Vials, 

Nunc, Wiesbaden, D) gegeben. Die Hälfte des Materials wurde in einen mit Trizol 

befülltes Tube gegeben, die andere Hälfte wurde direkt in vorbereitetem flüssigen 

Stickstoff und bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C verwahrt.  

 

3.3.6. Probenaufbewahrung 

 

Die Zeit zwischen der Entnahme des Tumormaterials und der Aufbewahrung in 

flüssigem Sickstoff dauerte nicht länger als 2 Minuten. Bis zur Weiterverarbeitung 

des Materials wurden die Proben bei -80°C gelagert. 
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3.4 Experimentelle Methodik und Durchführung 

 

Aus dem gewonnenen Tumorgewebe galt es zunächst die RNA zu extrahieren, 

um sie folgend in c-DNA umzuschreiben. Überprüft wurde das Material mittels 

der qualitativen PCR über das im Labor verwendete Housekeeping-Gen GAPDH. 

Die Darstellung erfolgte durch Gelelektrophorese. 

Es folgte die Etablierung der Real-Time-PCR (RT-PCR), die Aussage über die 

unterschiedliche Zytokinexpression des Tumormaterials erlaubt. 

 

3.4.1. RNA-Extraktion 

Aus dem Tumorgewebe der Mäuse wurde die für die weiteren Untersuchungen 

benötigte RNA nach einem Protokoll der Invitrogen Laboratories (Karlsruhe, D) 

gewonnen.  

Durch wiederholtes Auswaschen mit Trizol® gelang die Auftrennung des 

Gewebes, aus dem wir die extrahierte RNA entnahmen und weiterverarbeiteten. 

Die Reinheit und Konzentration der RNA wurde im Anschluss UV-photometrisch 

(260/280nm) gemessen. 

 

Chemikalien 

- Chloroform: Trichlormethan/Chloroform ≥99%, CHCl3, Karl Roth GmbH &Co       

   KG (Karlsruhe, D) 

- Ethanol absolut, Riedel-de Haёn (Seelze, D) 

- Isopropanol (2-Propanol), Riedel-de Haёn (Seelze, D) 

- Nuclease-freies Wasser: nuclease-free water, Promega (Mannheim, D) 

- RNAse Inhibitor: RNasin® RNase Inhibitor,10000 U, 40U/µ, Promega    

  (Mannheim, D) 

- TE-Puffer (1:10):  aus 10 mM TRIS (0,6055 g), Riedel-de Haёn (Seelze, D) 

                               1 mM EDTA (0,186 g), Roth GmbH &Co KG (Karlsruhe, D) 

                                mit Aqua dest. auf 500 ml aufgefüllt 

- Trizol: Trizol®Reagent, Invitrogen (Karlsruhe, D) 

Geräte  

- Homogenisator: Ultra-Turrax T8, IKA-Werke GMBH & CO KG (Staufen, D) 
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- Kanülen: BD Microlances™-3, Becton Dickinson SA (Heidelberg, D) 

- Tuberkulin-Spritzen, BD Plastipak™-1 ml, Becton Dickinson SA (Heidelberg, 

D) 

- UV-Photometer: Gene-Ray UV-Photometer, Biometra® (Göttingen, D) 

- UV-Photometer-Küvetten: Präzisionsküvetten aus Quarzglas Suprasil®,        

  Hellma® (Mülheim, D) 

- Zentrifuge: Biofuge fresco, Heraeus (Hanau, D) 

 

Durchführung 

Nach Auftauen der Proben auf Eis und Hinzugabe von 1ml Trizol wurden sie mit 

Hilfe des Homogenisators zerkleinert. Die so gewonnene Trizol-Gewebe-

Suspension wurde nun 3-5 mal durch eine Tuberkulinspritze mit Kanüle 

aufgenommen und ins Gefäß zurück gegeben, um die vorhandene genomische 

DNA zu zerstören. Nach 5-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden zu 

jeder Probe 0,5 ml Chloroform hinzugegeben, die Lösung 15 Sekunden kräftig 

geschüttelt und wiederum 5-10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgt 

eine Zentrifugation bei 12000 Upm und 4°C für 15 Minuten lang, nach der eine 

Phasenauftrennung in drei Schichten entstand:  

1. Obere, klare Phase:   Gelöste Total-RNA 

2. Mittlere, weiße Phase:   Protein 

3. Untere, rote Phase:   Trizol-Chloroform-Gemisch 

Die oberste Schicht wurde nun in ein neues Eppendorfgefäß (1,5 ml, Eppendorf 

AG, Hamburg, D) überführt und nach der Zugabe von 0,5 ml Chloroform 2 

Minuten kräftig geschüttelt. Es erfolgt abermals eine Zentrifugation von 15 

Minuten bei 12000 Upm und 4°C. Nun entstanden 2 voneinander getrennte 

Phasen. Oben die für die weiteren Schritte wichtige RNA und in der unteren 

Phase das Chloroform. Nach pipettieren der RNA in ein neues Epppendorfgefäß 

wurden nochmals 0,5 ml Chloroform zugegeben und wie oben beschrieben 

zentrifugiert.  

Nach Überführung der RNA in ein neues Eppendorfröhrchen folgte nun die 

Zugabe von 0,5 ml Isopropanol (2-Propanol) zur RNA-Ausfällung.  
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Bei Raumtemperatur wurde dieses Gemisch für 10 Minuten bei Raumtemperatur 

inkubiert und anschließend bei 12000 Upm und 4°C für 30 Minuten zentrifugiert. 

Die gewonnene RNA präsentierte sich nun als weißes Pellet am Boden, der 

Überstand wurde verworfen. Vorsichtig wurde nun entlang des 

Eppendorfröhrchenrandes 0,5 ml 70% Ethanol (7 ml Ethanol absolut + 3 ml 

Nuclease-freies Wasser) eingeträufelt und dieses Gemisch für 3 Minuten bei 

7500 Upm und 4°C zentrifugiert. Der Rest des Ethanols verdunstete im mit Papier 

abgedeckten Eppendorfgefäß unter dem Abzug (ca. 30 Minuten). Auf das 

trockene Pellett wurden nun 50 µl TE-Puffer (1:10) und 0,5 µl RNAse Inhibitor (20 

U) hinzugegeben. Durch Pipettieren wurde das Pellett aufgelöst und bei -20°C 

gelagert. 

Am folgenden Tag konnte die RNA mittels des Photometers gemessen werden. 

Hierzu wird eine 1:35-Verdünnung angefertigt (2 µl RNA + 68 µl nuclease-free 

water). Die RNA wurde langsam im Kühlschrank aufgetaut und kurz zentrifugiert, 

anschließend wurden in vorbereitete Eppendorfgefäße 2 µl der RNA pipettiert 

und mit 68 µl nucleasefreiem Wasser gevortext. Während der photometrischen 

Messung, die bei 260 und 280 nm vollzogen wurde, erfolgte die Aufbewahrung 

der RNA im Kühlschrank. 

 

3.4.2 Reverse Transkriptions - Polymerase Kettenreaktion (RT- PCR) 

 

Um die für unsere Versuche relevanten RNA-Abschnitte zu untersuchen, 

mussten diese vervielfältigt werden. Hierzu verwendeten wir das Prinzip der 

qualitativen PCR (polymerase chain reaction), die es ermöglicht, in vitro beliebige 

DNA-Sequenzen zu amplifizieren. 

Das dafür notwendige Enzym ist die Taq-Polymerase. Als Matritze benötigt sie 

einen komplementären Strang der zuvor extrahierten RNA (mit Ersatz der RNA-

typischen Base Uracil in die in der DNA verwendete Base Tyrosin) – die cDNA 

(complementary DNA). 

Das Umschreiben der RNA in cDNA erfolgt mit einem kommerziell erhältlichen 

Kit (Omniscript® Reverse Transcription) der Firma Qiagen (Hilden, D) und dem 

empfohlenen Protokoll des Herstellers. 
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Chemikalien 

- Aqua bidest 

- Omniscript® Reverse Transcription (Qiagen, Hilden, D) enthält:  

10× Buffer RT  

dNTP Mix 5mM 

RNase free water  

Omniscript Reverse Transcriptase (4U/20µl) 

Oligo-dT Primer (10µM) 

RNasin plus/RNase Inhibitor (40U/µl) 

 

Geräte 

- Cycler I: DNA Engine (Gradient Cycler), PTC-200, Peltier-Thermal Cycler, (MJ   

  Research Inc., San Francisco, USA) 

- Cycler II: PTC 100, Programmable Thermal Controller, Peltier-Effect Cycling,  

   (MJ Research Inc. San Francisco, USA) 

- Vortexer: Lab-Dancer; IKA-Werke GMBH & CO KG (Staufen, D)    

- Zentrifuge: Biofuge fresco, Heraeus, (Hanau, D) 

 

Durchführung   

Zum Umschreiben der RNA auf cDNA musste eine Zielkonzentration der RNA 

von 1 µg/µl erstellt werden, die sich nach dem photometrisch ermittelten Gehalt 

durch Zugabe von nukleasefreiem Wasser errechenen ließ. 

Ein aus einem von Qiagen handelsüblichen Kit erstellter MIX (Omniscript®-

Mastermix) wurde nun in festgelegter Zusammensetzung vorbereitet: 

Es erfolgte die Zentrifugation und das Vortexen aller Substanzen vor dem 

Pipettieren: 
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 1 × Mastermix (Omniscript®): 2 µl 10 × BufferRT 

                                                 2 µl dNTP Mix (5mM) 

                                                 2 µl Oligo-dT Primer 

                                                 1 µl RNAsin plus/RNase Inhibitor (40U/µl) 

                                                 1 µl Omniscript Reverse Transcriptase (4U/20µl) 

 

Das Zielvolumen von 20 µl wurde wie folgt pipettiert: 

8 µl Mastermix Omniscript® Reverse Transcription (Quiagen, Hilden)       

+ x µl RNA 

+ y µl nuclease-free water 

In vorbereitete Eppendorfgefässe wurden nun errechnete Mengen pipettiert, 10x 

mit der Pipette gemischt und anschliessend 60 Minuten bei 37°C inkubiert. 

 

3.4.2 Qualitative PCR 

 

Mit dem durch das Umschreiben gewonnenen cDNA folgte nun die qualitative 

PCR, die es ermöglicht, eine Mehrzahl an DNA-Kopien zu gewinnen. 

Um die Reaktion starten zu können, sind 2 Primer (Oligonukleotide; 5´ und 3´), 4 

Desoxynucleosidtriphosphate (dATP, dTTP, dGTP und dCTP) und eine 

hitzebeständige DNA-Polymerase nötig. 

Jeder Zyklus der PCR durchläuft folgende drei Schritte: 

Denaturierung, Primerhybridisierung und Elongation. 

Durch Erhitzen der DNA erfolgte ein Durchbrechen der Wasserstoffbrücken-

bindungen, die den Doppelstrang stabilisieren. Im nächsten Schritt, dem Primer-

annealing, wurde die Temperatur auf 2-3°C unter der Schmelztemperatur der 

Primer gesenkt, um ein bestmögliches Anlagern der Primer zu gewährleisten 

(zwischen 50 und 65°C). Schließlich folgte die Phase der Elongation, in der die 

DNA-Polymerase fehlende Stränge mit freien Nukleotiden auffüllt (beginnend am 

3´-Ende des angelagerten Primers). Die hierfür benötigte Temperatur war sowohl 

von der verwendeten DNA-Polymerase als auch der Länge des zu 

amplifizierenden DNA-Fragmentes abhängig (meist zwischen 68 und 72°C). 
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Durch Wiederholung dieser 3 Reaktionsschritte entstand eine nahezu 

exponentielle Amplifikation des DNA Fragmentes, das sogenannte 

Amplifikations-Produkt. Die Reaktion wurde limitiert durch den dNTP-, 

Oligonukleotid- und Taq-Polymeras-Verbrauch. Nach Ablaufen mehrerer Zyklen 

stieg die Anzahl der vervielfachten Sequenz exponentiell. Wir programmierten 

das Durchlaufen von 35 Zyklen, weswegen man 235 Kopien erhielt (Qiagen, 

2004). 

 

Chemikalien 

- PAN-System®, Qualitative PCR-Kit (Qiagen, Hilden, D) enthält:  

                 Aqua bidest. 

                 dNTP Mix 5mM  

                 MgCl2 (Magnesium-Chlorid) 50 mM 

                 PCR Buffer 10× (+15mM MgCl2) 

                 Taq-Polymerase 5U/µl 

 

Primer A/B, MWG Biotech AG, (Ebersberg, D.): 

5’/3’ HR GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase);  

5’ TCA TCA GCA ATG CCT CCT GC- 3’; 

5’ GCT CAG GGA TGA CCT TGC C- 3’;  

 

Geräte 

- Cycler: DNA Engine (Gradient Cycler), PTC-200, Peltier-Thermal Cycler (MJ 

   Research Inc., San Francisco, USA) 

- Cycler: PTC 100, Programmable Thermal Controller, Peltier-Effect Cycling (MJ   

   Research Inc. San Francisco, USA) 

- Vortexer: Lab-Dancer, IKA-Werke GMBH & CO KG (Staufen, D) 

- Zentrifuge: Biofuge fresco, Heraeus (Hanau, D) 
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Durchführung 

Für jede Probe vorbereitete Cups (PCR Softstrips, 0,2ml; Biozym) wurden zuerst 

mit 2 µl cDNA, die auf Eis gelagert wurden, befüllt und anschließend mit 

erstelltem MIX auf die Zielgröße von 50 µl aufgefüllt (pro Cup 48 µl MIX). 

Die Zusammenstellung des PAN-Supermixes erfolgte nach Zentrifugation und 

Vortexen aller benötigten Substanzen aus: 

Supermix der PCR für 1× (PAN-System):  

5 µl 10× PCR-Buffer 

1 µl dNTP Mix 

1 µl 5’ HR GAPDH 

1 µl 3’ HR GAPDH 

2 µl MgCl2  

48 µl Aqua bidest  

0,25 µl Taq-Polymerase 

Wichtig zu beachten ist, dass die Taq-Polymerase erst kurz vor Verwenden aus 

dem Kühlschrank genommen werden darf und als letzte zum Mix hinzupipettiert 

wurde. Als Negativkontrolle diente ein Cup, der nur mit Supermix ohne cDNA 

vorbereitet wurde.  

 

Die Programmierung des Cyclers erfolgte nach untenstehendem Schema:  

1 - 4:00 min 94°C 

2 - 0:45 min 94°C 

3 - 0:45 min 59°C (AT variabel) 

4 - 1:30 min 72°C 

5 - go to line 2 for 28 times 

6 - 0:45 min 94°C 

7 - 0:45 min 59°C (AT variabel) 

8 - 5:00 min 72°C forever 8° 

 

Nach Beenden der PCR wurden die Proben bei -20°C aufbewahrt. 
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3.4.5 Gelelektrophorese 

 

Die Gelelektrophorese ermöglichte die Auftrennung von Nukleinsäuresträngen 

nach Ihrer Größe. Sie funktioniert wie ein „Sieb“ für die Amplifikate. Ein 

elekrisches Feld zieht die negativ geladenen Nukleinsäuremoleküle durch die 

Matrix, wobei die kleineren DNA-Fragmente sich schneller durch das Gel 

bewegen können und so eine unterschiedliche Auftrennung der Größe der 

Fragmente nach möglich ist.  

Mittels UV-Licht und der geeigneten Computersoftware können die 

unterschiedlichen Banden im Gel später dokumentiert und analysiert werden. 

 

Chemikalien 

- Agarose: Agarose Electrophoresis Grade; Invitrogen life technologies   

  (Karlsruhe, D) 

- Aqua bidest 

- DNA-Ladder: 100bp DNA-Ladder (50 lanes), Promega, (Mannheim, D) 

- Gel Red™, Biotium, Inc. Hayward (California, USA) 

- Loading Dye: Blue/orange 6× Loading Dye, Promega, (Mannheim, D) 

- TBE-Puffer (1× TBE-Puffer: 5× TBE-Puffer + Aqua bidest im Verhältnis 4:1): 

77,04 g Borsäure, H3 BO3 Fisher Scientific GmbH (Schwerte, D) 

5,58 g EDTA pH 8  Roth GmbH &Co KG (Karlsruhe, D) 

118,65 g TRI-Sodium Citrate-2-hydrate, Riedel-de Haёn (Seelze, D) 

3 l Aqua bidest 

 

Geräte  

- Gelkammer: Owl-Seperations Systems, Standard PowerPac B25; Thermo   

   Fisher Scientific (Portsmouth, NH, USA) 

- Kamera: G2-digital camera; Canon (Krefeld, D) 

- Mikrowelle: Express-Cook&Defrost; Sharp (Hamburg, D) 

- UV-Kammer: UVT-20; Herolab GmbH (Wiesloch, D) 

- Waage: Type 1475, Sartorius (Göttingen, D) 
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Durchführung 

Zur Herstellung des Gels wurde eine Lösung aus 2 g Agarose und 100 ml 

gefiltertem 1x TBE-Puffer in der Mikrowelle solange aufgekocht, bis eine klare 

Flüssigkeit entstand. Nach 3 Minuten konnte das Gel nun in die bereitgestellte 

Gelkammer gegeben, 10 µl Gel Red® hinzugefügt und mit einem Kamm - ohne 

Luftblasen zu erzeugen - verteilt werden.  

In der Elektrophoresekammer dient gefilterter TBE-Puffer folgend als Laufpuffer.  

Zur Vorbereitung der Proben, die während der Gelherstellung langsam auf Eis 

auftauten, und eines Standards zum Auftragen auf das Gel, wurden 

Eppendorfgefäße verwendet, die folgendermaßen befüllt wurden: 

 

 Negativ Kontrolle Standard Probe 

Aqua bidest - 7 µl - 

DNA-Ladder - 7 µl - 

Loading Dye 2,3 µl 7 µl 2,3 µl 

PCR-Produkt 8 µl - 8 µl 

 

Das Einbringen der Proben in die Geltaschen erfolgte in der Kammer. Es wurden 

4,8 µl der jeweiligen Probe vorsichtig in die Geltaschen eingebracht und bei 96 

Volt ca. 90 Minuten in der Kammer belassen. 

Die Auswertung wurde mit Hilfe eines digitalen Comuterprogramms (biodoc 

Analyze) und Adobe Photoshop durchgeführt. 

3.4.6 Real-Time-PCR 

 

Auf dem Prinzip der herkömmlichen PCR erlaubt die Real-Time-PCR durch 

Fluoreszensmessungen zusätzlich die Quantifizierung der vervielfältigten 

Amplifikate während eines Zyklus. Proportional mit der Menge der PCR-Produkte 

nimmt auch die Fluoreszenz zu, wodurch eine gelelektrophoretische Auftrennung 

überflüssig ist, da die Daten sofort einsehbar sind.  

Fluoreszenzstoffe (in unserem Fall SYBRGreen der Firma Biorad) binden an 

die doppelsträngige DNA. Durch diese Bindung steigt die Fluoreszenz dieser 

Farbstoffe, die blaues Licht (λ = 498 nm) absorbieren und grünes (λ = 522 nm) 
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emitieren. Die Zunahme der sobenannten Target-DNA korreliert daher mit der 

Zunahme der Fluoreszenz von Zyklus zu Zyklus. 

 

 

Abb. 8: Originalabbildung des AppliedBiosystems Systems: 

Verlauf der Fluoreszenzwerte der quantitativen Real-Time-PCR der seriellen 10-fach 

Verdünnungsserie. Die einzelnen Farben entsprechen den von links nach rechts zunehmenden 

unterschiedlichen Verdünnungsstufen. Während die x-Achse die Anzahl der durchlaufenen 

PCR Zyklen zeigt, sind auf der y-Achse die Fluoreszenzwerte aufgetragen. Sie erreichen im 

Bereich der Schwelle (Threshold Cycle) exponentielle Wachstumswerte, was zu einer relativen 

Stabilität der CT-Werte in diesem Bereich zueinander führt. Anschließend gehen sie in die 

Plateau-Phase über, in der limitierende Faktoren in der PCR, wie zunehmende Inaktivierung der 

Taq Polymerase oder der Verbrauch der Primer, zu einem Sistieren einer weiteren Amplifikation 

führen. 

 

Erst die Schmelzkurvenanalyse ermöglicht durch die Fragmentlängen-

bestimmung eine Verbesserung der Spezifität, die vorher dank der 

undifferenzierten Unterscheidung verschiedener PCR-Produkte nicht möglich 

war. Dies erfolgt durch schrittweises Erhöhen der Temperatur (50-95°C). Jedes 

Fragment besitzt eine spezifische Schmelztemperatur, bei der sich der 

Doppelstrang in 2 Einzelstränge teilt. Die Fluoreszenzabnahme wird durch das 

verlorengegangene SYBR-Green registriert. Unspezifische Primerdimere, die 

das Ergebnis verfälschen könnten, besitzen eine niedrigere Schmelztemperatur 

als spezifische PCR-Produkte und können anhand dessen von ihnen 

unterschieden werden. Die Höhe des Peaks der Schmelzkurve lässt 

Rückschlüsse über die Menge des gebildeten Fragments zu. 
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Abb. 9: Melting-curve-Darstellung eines Real-Time-PCR-Laufes: Deutlich zu erkennen sind zwei 

unterschiedlichen PCR-Produkte. Das spezifische mit der hohen Schmelztemperatur und 

sogenannte Primer-Dimer-Formationen mit einer niedrigeren Tm. 

 

In unserer Versuchsreihe sollte mit dem Verfahren der Real-Time-PCR die 

Expression der Zielgene ermittelt werden. Dazu benötigt man neben deren 

Messung, die Quantifizierung von sog. Housekeeping-Genen (HKG). Als solches 

diente uns MHPRT (mouse Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase), das die 

Eigenschaften dieser Gene, wie beispielsweise Stabilität und ubiqutäre sowie 

Standardhomogene Expression, besitzt.  

Durch den Relationsvergleich von HKG und Zielgen gelingt eine 

Standardisierung, durch die Fehlerquellen, wie sie durch Gewebe und 

Untersuchungsmethodik bei HKG und Zielgen gleichermaßen auftreten, 

vermieden werden. So gelingt es, in den folgenden Schritten der 

Expressionsunterschiedsberechnung, die individuellen Unterschiede der Proben 

zu relativieren. 

 

Insgesamt untersuchten wir 6 Zielgene: TNF-α, IFN-, IL-12b als Vertreter der 

TH-1-gewichteten Immunantwort sowie TGF-β, IL-4 und IL-10 auf Seiten der TH-

2-Antwort. Diese Methode ermöglichte uns eine vergleichende Untersuchung der 

Expression der unterschiedlichen Zytokine in den einzelnen Behandlungs- und 

Kontrollgruppen. 

 

Für die einzelnen Primer musste zu Beginn der Real-Time-PCR die Erstellung 

von Standardkurven in verschiedenen Konzentrationsbereichen erfolgen. 
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Um eine Kontamination der Proben auszuschließen wird eine „no template 

control“ neben den Messungen des HKG und der Zielgene (NTC) angelegt, 

welche alle Reagenzien, außer cDNA, enthält. Dadurch kann eine mögliche 

Kontamination der Proben ausgeschlossen werden. Außerdem werden für jeden 

Primer Standardkurven in verschiedenen Konzentrationsbereichen und ein sog. 

„Blanc“ (SYBR-Green-Mix ohne c-DNA) zur Validierung erstellt. Die Protokolle 

der Real-Time-PCR entsprechen den Vorgaben der Firmen MWG-Biotech und 

Qiagen. 

 

Chemikalien 

- Aqua bidest 

- Primer:  

5’/3’ MHPRT (mouse-Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase).  

5’GGG GCT GTA CTG CTT AAC CAG ’3 

MWG-Biotech AG (Ebersberg, D) 

TGF-β   

F, 5’-TGA CGT CAC TGG AGT TGT ACG G-3’, 

R, 5’- GGT TCA TGT CAT GGA TGG TGC -3’,  

MWG-Biotech AG (Ebersberg, D) 

TNF-α 

Mm_Tnf_1_SG QuantiTect Primer Assay (200) (QT00104006 )  

Qiagen (Hilden, D) 

IFN- 

Mm_Ifng_1_SG QuantiTect Primer Assay (200) (QT01038821 )  

Qiagen (Hilden, D) 

  IL-4 

Mm_Il4_1_SG QuantiTect Primer Assay (200) (QT00160678)  

Qiagen (Hilden, D) 

IL-10  

Mm_Il10_1_SG QuantiTect Primer Assay (200) (QT00106169)                             

Qiagen (Hilden, D) 
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IL-12b 

Mm_Il12b_1_SG QuantiTect Primer Assay (200) (QT00153643) 

Qiagen (Hilden, D) 

 

- SYBR-Green: Q™ SYBR-Green Supermix, Biorad (München, D) 

 

Geräte 

- RT-Maschine 

MJ-Mini™ (Personal Thermal Cycler) 

Mini Opticon™ Real Time PCR, System; Biorad (München, D) 

- Vortexer: Lab-Dancer, IKA-Werke GMBH & CO KG (Staufen, D) 

- Zentrifuge: Biofuge fresco, Heraeus (Hanau, D) 

- Zentrifuge: Minifuge T, Haraeus Sepatec (Berlin, D) 

 

Durchführung 

Es wird eine Verdünnung der cDNA auf 1:10 (2 µl cDNA + 18 µl Aqua bidest) 

erstellt. Der Mix aus SYBR-Green™, Primer und Aqua bidest setzt sich, je nach 

Primercharakter, wie folgt zusammen: 

                       

Einfacher Ansatz BIOTECH-PRIMER QIAGEN-PRIMER 

SYBR-Green-Mix 12,5 µl 12,5 µl 

PRIMER A 0,25 µl 2,5 µl 

PRIMER B 0,25 µl - 

AQUA BIDEST 11,0 µl 9,0 µl 

 

 

Nach Pipettierung des Mixes in Low Tube Strips (Bio-Rad, München, D) wird 1 

µl der 1:10 verdünnten Probe hinzugefügt.  

Nach Verschluß der Cups mit Flat Cap Strips (Bio-Rad, München, D) erfolgt die 

Zentrifugation für 1 Minute bei 800 Upm. 
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Vorgegebene Schemata der Mini Opticon™ wurden angewandt: 

 1 Incubate 95°C 00:10:00 initale Denaturierung 

 2 Incubate 95°C 00:00:15 Denaturierung  

3 Incubate 60°C 00:00:30 Annealing (AT variabel) 

4 Incubate 72°C 00:01:00 Extension 

5 Plate read 

6 Goto line to for 45 more times 

7 Melting Curve 55°C-90°C, read every 0,2°C, hold 00:00:02 

8 Incubate at 15°C forever 

 

3.5 Auswertung 

3.5.1 Klinische Daten 

Aufgrund der 2 verschiedenen Tierspezies galt es zunächst einen klinischen 

Hinweis auf einen unterschiedlichen Verlauf post instillationem zu gewinnen. 

Hierzu dienten das Gewicht der Tiere, der Tag der ersten Tumorpalpation sowie 

Vitalitätsszeichen der Mäuse. Diese 3 Parameter wurden über den gesamten 

Verlauf der Behandlungszeit beobachtet und gruppenspezifisch ausgewertet.  

 

3.5.2 Ergebnisse der Real-Time-PCR 

Hauptauswertungscharakteristika dieser Arbeit sind die in der Real-Time-PCR 

gewonnen Ergebnisse, die durch Vergleich der Zytokinexpression der einzelnen 

Gruppen einen Hinweis auf die Wirkung von therapeutisch eingesetzter 

immunstimulativer DNA nachweisen sollen.  

Die zum PCR-Gerät (MJ-Mini™ (Personal Thermal Cycler), Mini Opticon™) 

zugehörige Software der Firma Biorad (München, D) stellte den ersten Pfeiler der 

Auswertung dar. In eigens erstellten Tabellen in Microsoft Exel© wurden die 

Ergebnisse vervollständigt. 

Die Funktionsweise der Real-Time-PCR wurde bereits im Abschnitt 2.4.6 erklärt. 

Im Folgenden sind die für die Auswertung relevanten Zusatzerklärungen 

beschrieben: 
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In den Proben soll die Häufigkeit eines unbekannten Templates bestimmt 

werden. Hierzu benötigt man den C(t)-Wert. Dieser sogenannte Threshold Cycle 

drückt diejenige Zykluszahl aus, bei der zum ersten Mal ein Anstieg der 

Fluoreszenz über eine zuvor festgelegte Schwelle erfasst wird. Bei Passieren 

dieses Levels befindet sich in allen Reaktionsgefäßen die gleiche Menge an 

neusynthetisierter RNA. In einem PCR System mit einer theoretisch optimalen 

Effizienz von 100% verdoppelt sich die RNA-Produktmenge und damit auch die 

erfasste Fluoreszenz, was Rückschlüsse auf die zu Beginn eingesetzte 

Templatemenge ermöglicht. So erreichen Proben mit hohem RNA-Anteil den 

C(t)-Wert deutlich schneller als solche mit geringerem.  

Mathematisch ausgedrückt, gibt es demnach einen indirekten Bezug des C(t)-

Wertes und dem Logarithmus des initial eingesetzten Templates. Unter 

Idealbedingungen kommt es so zu einer exponentiellen Verdopplung des PCR-

Produktes in jedem Zyklus. 

Die weiteren Schritte der Auswertung erfolgten mit der Liviak-Methode.  

Durch diese Formel werden die unterschiedlichen C(t)-Werte in Bezug auf das 

Housekeeping-Gen untereinander auf ihre Genexpression hin verglichen. 

Neben den C(t)-Werten spielt die während der Real-Time-PCR ermittelte 

Effizienz der Reaktion eine bedeutende Rolle. Zu Beginn der Versuche wurden 

daher Standardkurven angefertigt. Entsprechen die Effizienzen der weiteren 

Versuche den zuvor ermittelten, benötigt es keiner weiteren Standardkurven und 

die C(t)-Werte dienen der abschließenden Bestimmung der Genexpression. 

Bei der PCR nutzten wir eine Dreifachbestimmung. Pro Primer und 

Housekeeping-Gen wurden allerdings nur je 2 Werte in die Auswertung 

miteinbezogen. Daraus ergibt sich eine Zahl von 14 Werten pro Tumor, die den 

Berechnungen dienten: 
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Primer PCR-Ergebisse Werte für Auswertung 

  pro Tumor (C(t)) pro Tumor (C(t)) 

MHPRT 3 2 

TGF- 3 2 

IL-4 3 2 

IL-10 3 2 

IL-12 3 2 

TNF- 3 2 

IFN- 3 2 

Anzahl gesamt 21 14 

 

Bei einer Gesamttumoranzahl von 57 standen demnach, wie untenstehende 

Tabelle verdeutlicht, 798 Werte zur Auswertung zur Verfügung. 

Tumoranzahl  PCR-Ergebisse Werte für Auswertung 

rechts 38 798 532 

links 19 399 266 

gesamt 57 1197 798 

 

Pro Gruppe stellt sich die Verteilung folgendermaßen dar: 

Gruppe PCR-Ergebisse Werte für Auswertung 

Kontrollgruppe C57BL/6  210 140 

Behandlungsgruppe C57BL/6 420 280 

Kontrollgruppe C57BL/6 TLR-9 K.o. 189 126 

Behandlungsgruppe C57BL/6 TLR-9 K.o. 378 252 

Anzahl  1197 798 
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Die Mittelwerte der C(t)-Werte und Effizienzen der jeweiligen Gruppen sind in 

folgender Tabelle aufgeführt: 

 

Gruppe HKG (Konz.) MW Effizienz MW C(t) Zielgen (Konz.) MW Effizienz MW C(t) 

       

             

I MHPRT (0,1) 90,76 22,57 TGF- (0,1) 77,77 22,89 

     IL-4 (0,1) 66,85 32,32 

     IL-10 (0,1) 71,83 31,66 

     IL-12 (0,1) 59,39 31,22 

     IFN- (0,1) 74,91 25,75 

     TNF- (0,1) 64,87 24,01 

        

        

II gesamt MHPRT (0,1) 91,93 22,46 TGF- (0,1) 80,21 23,12 

     IL-4 (0,1) 68,77 32,12 

     IL-10 (0,1) 74,57 30,55 

     IL-12 (0,1) 70,24 30,54 

     IFN- (0,1) 73,81 26,2 

     TNF- (0,1) 77,19 26,81 

        

        

II rechts MHPRT (0,1) 90,73 21,99 TGF- (0,1) 81,87 22,85 

     IL-4 (0,1) 71,71 31,78 

     IL-10 (0,1) 75,79 29,8 

     IL-12 (0,1) 70,04 30,24 

     IFN- (0,1) 76,62 25,91 

     TNF- (0,1) 77,41 26,61 

        

        

II links MHPRT (0,1) 93,13 22,93 TGF- (0,1) 78,55 23,39 

     IL-4 (0,1) 66,12 32,42 

     IL-10 (0,1) 73,34 31,3 

     IL-12 (0,1) 70,44 30,85 

     IFN- (0,1) 71,01 26,49 

     TNF- (0,1) 76,97 27,01 
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III  MHPRT (0,1) 64,51 23,33 TGF- (0,1) 71,71 23,69 

     IL-4 (0,1) 65,04 27,37 

     IL-10 (0,1) 69,79 29,72 

     IL-12 (0,1) 77,29 28,76 

     IFN- (0,1) 69,03 28,79 

     TNF- (0,1) 74,58 27,62 

        

        

IV gesamt MHPRT (0,1) 71,96 23,95 TGF- (0,1) 72,92 23,8 

     IL-4 (0,1) 64,07 24,27 

     IL-10 (0,1) 74,77 26,71 

     IL-12 (0,1) 73,03 25,6 

     IFN- (0,1) 75,63 26,96 

     TNF- (0,1) 72,65 25,78 

        

        

IV rechts MHPRT (0,1) 69,08 24,17 TGF- (0,1) 73,66 23,75 

     IL-4 (0,1) 64,16 23,93 

     IL-10 (0,1) 74,68 26,63 

     IL-12 (0,1) 69,05 25,24 

     IFN- (0,1) 76,1 26,74 

     TNF- (0,1) 73,42 25,47 

        

        

IV links MHPRT (0,1) 75,03 23,78 TGF- (0,1) 71,96 24,01 

     IL-4 (0,1) 64,56 24,59 

     IL-10 (0,1) 75,45 26,75 

     IL-12 (0,1) 77,61 25,81 

     IFN- (0,1) 75,3 27,07 

     TNF- (0,1) 72,41 25,82 

       

I    Kontrollgruppe C57BL/6 

II   Behandlungsgruppe C57BL/6 

III  Kontrollgruppe C57BL/6 TLR-9 K.o. 

IV  Behandlungsgruppe C57BL/6 TLR-9 K.o. 
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Die Auswertung erfolgte nun in 3 Schritten: 

Errechnung von ∆C(t), ∆∆-C(t) und anschließende Anwendung der Liviak-

Methode. 

Als erstes erfolgte die Bezugnahme der einzelnen Zielgen-C(t)-Werte mit dem 

Housekeeping-Gen, um eventuelle Unterschiede zu normieren. Hierzu diente 

folgende Formel: 

 

 ∆C(t)            =            C(t) Zielgen - C(t) HKG 

 

Diese Berechnungen wurden sowohl in Kontroll- als auch in 

Behandlungsgruppen durchgeführt. 

Mit dem errechneten ∆C(t) konnte nun der ∆∆-C(t)-Wert bestimmt werden, der 

sich aus der Subtraktion des ∆C(t) der Kontrollgruppe vom ∆C(t) der 

Behandlungsgruppe errechnen lässt: 

 

∆∆-C(t) = ∆C(t)Behandlungsgruppe  -  ∆C(t)Kontrollgruppe 

 

Im letzten Schritt konnte der Expressionsunterschied der Zytokine in den 

einzelnen Gruppen ermittelt werden. Dazu verwendeten wir die bereits erwähnte 

Liviak-Methode: 

 

Expression (Zielgen) = 2-∆∆-C(t) 

 

Das Ergebnis dieser Formel gibt den Faktor der Expression des Zielgens in der 

Behandlungsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe an. Es handelt sich um eine 

exponentielle Gleichung, weshalb eine Expression von 1 bedeutet, dass Zielgen 

und HKG in gleicher Menge exprimiert werden. Werte <1 zeigen eine verminderte 

Expression des Zielgens, Werte >1 eine erhöhte Expression zugunsten des 

Zielgens (Pfaffl, 2004).
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4 Ergebnisse 

 

Die Auswertung der im vorherigen Kapitel beschriebenen Versuche erfolgte an 

klinischen Gesichtspunkten sowie an mathematischen Berechnungen der in der 

PCR gewonnenen Daten. Hierzu war es unabdingbar, die Gruppen gemeinsam 

- und nicht die einzelnen Tiere - zu bewerten, da nur so ein Vergleich zwischen 

therapierten und nicht-therapierten Tieren festzustellen war.  

 

Zu den Versuchen standen insgesamt 38 Tiere zur Verfügung. Die Aufteilung in 

den einzelnen Gruppen sah wie folgt aus:  

 

Gruppe Tier Anzahl 

Kontrollgruppe C57BL/6  1-10 10 

Bahandlungsgruppe C57BL/6 11-20 10 

Kontrollgruppe C57BL/6 TLR-9 K.o. 36-44 9 

Bahandlungsgruppe C57BL/6 TLR-9 K.o. 45-53 9 

Anzahl gesamt   38 

 

Im ersten Teil dieses Kapitels soll die klinische Seite des Versuchaufbaus 

bewertet werden, gefolgt von der Auswertung der im experimentellen Teil 

erarbeiteten Daten. 

 

4.1. Klinische Aspekte 

 

Bedeutsame klinische Parameter stellten dar: 

1. Vitalitätsverlauf 

2. Gewichtsverlauf 

3. Tag der ersten Tumorpalpation 

4. Tumorgröße post sectionem 

 

Über den Versuchszeitraum von 13 Tagen erfolgte die Beurteilung der Tiere.  
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4.1.1. Vitalitätsverlauf 

 

Nahezu alle Tiere waren gleichen Alters und Gewichts und wiesen zu Beginn der 

Versuche keinerlei Krankheitszeichen auf. Während des Versuchszeitraums 

verstarb keines der Tiere, was für eine gute Ausgangsposition und Pflege, sowie 

ein gut terminiertes Ende der Experimente spricht.  

Aufgrund der Tumorinstillation in die Flanken war bei einigen Mäusen zum Ende 

des Versuchszeitraumes eine erschwerte, hinkende Fortbewegung erkennbar – 

am ehesten vermutet durch Schmerzen bei infiltrativem Wachstum der Tumoren 

in die hintere Beinmuskulatur. Dies trat vor allem in den Kontrollgruppen der 

beiden Mausspezies auf, wie folgendes Diagramm verdeutlicht: 

 

 

Diag.: Mobilitätseinschränkung der Tiere in allen Behandlungsgruppen. 

(I = Kontrollgruppe C57BL/6, II = Behandlungsgruppe C57BL/6, III = Kontrollgruppe C57BL/6-

TLR-9-Knock-out, IV = Behandlungsgruppe C57BL/6-TLR-9-Knock-out) 

 

Die Narkose verlief bei allen Tieren problemlos, ebenso die Tumorzell- und die 

Oligonukleotid-Instillation. Lediglich bei 3 Tieren waren Ulzerationen an den 

Instillationsstellen zu finden. 2 der betroffenen Tiere gehörten der 

Behandlungsgruppe der TLR-9-Knock-out-Mäuse an. 
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Gruppe Anzahl der Tiere mit Ulzerationen 

Kontrollgruppe C57BL/6  1 

Behandlungsgruppe C57BL/6 0 

Kontrollgruppe C57BL/6 TLR-9 K.o. 0 

Behandlungsgruppe C57BL/6 TLR-9 K.o. 2 

Tab.: Anzahl der Tiere der einzelnen Gruppen mit Ulzerationen an den Instillationsstellen 

 

4.1.2. Gewichtsverlauf 

 

Die Tiere wurden über den gesamten Versuchszeitraum 4 Mal gewogen (Tag 0, 

4, 8, 13). Das Ausgangsgewicht aller Tiere war ähnlich. 

In untenstehender Tabelle finden sich die 4 Messdaten aller Gruppen, die in der 

folgenden Tabelle mittels der prozentualen Gewichts- zunahme oder -abnahme 

näher erläutert werden. 

 

Tier Gewicht (g) Gewichtszu-/abnahme 

  Tag 0 Tag 4 Tag 8 Tag 13 (%) 

I 18,5 19,56 19,33 19,47 +5,24 

II 18,62 20,05 20,03 20,47 +10 

III 20,53 20,83 21,02 21,46 +4,53 

IV 23,16 23,21 23,19 22,92 -1,04 

Tab.: Gewichtsverlauf der 4 Versuchsgruppen über den gesamten Untersuchungszeitraum. (I = 

Kontrollgruppe C57BL/6, II = Behandlungsgruppe C57BL/6, III = Kontrollgruppe C57BL/6-TLR-

9-Knock-out, IV = Behandlungsgruppe C57BL/6-TLR-9-Knock-out) 

 

Ein geringer Gewichtsverlust von 1,04% zeigt sich lediglich in der 

Behandlungsgruppe der TLR-9-Knock-out-Mäuse. Unter Ihnen befanden sich 

auch wie bereits in 3.1.1 beschrieben zwei Tiere mit ulzerierenden Tumoren und 

einem schlechteren Allgemeinzustand am Ende der Versuchsreihe. Alle anderen 

3 Gruppen nahmen durchschnittlich 6,59% (zwischen 4,53% und 10%) an 

Gewicht zu. 

Betrachtet man die Gewichtsmessungen des ersten und letzten Tages der Tiere, 

so ist die oben beschriebene Tendenz des diskreten Gewichtsverlustes in der 
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Behandlungsgruppe der Knock-out-Mäuse, sowie die Gewichtszunahme aller 

Tiere in den übrigen Gruppen erkennbar. 

Betrachtet man den Gewichtsverlauf der 2 unterschiedlichen Mausspezies, 

erhält man folgende Darstellung: 

 

Diag.: Gewichtsverlauf der Kontroll- und Behandlungsgruppe der C57BL/6-Mäuse (KG BL/6 = 

Kontrollgruppe C57BL/6, OG BL/6 = Behandlungsgruppe C57BL/6) 

 

 

Diag.: Gewichtsverlauf der Kontroll-(KG) und Behandlungsgruppe (OG) der C57BL/6-TLR-9-

Knock-out Mäuse 
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4.1.3 Tag der ersten Tumorpalpation 

 

Als Maß für das Wachstum der Tumorzellen (MB 49) galt der Tag der ersten 

Palpation eines Tumors an der Infiltrationsstelle. Das schnellste Wachstum 

zeigte sich bei den Knock-out-Mäusen, bei denen durchschnittlich bereits am 5. 

Tag post instillationem eine grobkörnige, harte Raumforderung zu tasten war. Die 

beiden Behandlungsgruppen (II und IV) folgten den Kontrollgruppen jeweils 1-2 

Tage später mit einem tastbaren Tumorwachstum (II = Tag 9,5; IV = Tag 6). 

Makroskopisch waren die subkutan wachsenden Tumoren gut durch eine 

Veränderung der Fellstruktur zu differenzieren.  

 

4.1.4 Tumorgröße post sectionem 

 

Nach der Gewinnung der Tumoren der Tiere wurden dieselben mit einer 

elektrischen Schiebelehre in 2 Ebenen vermessen (in mm). Um die Werte 

vergleichen zu können, wurde mittels der 2 Längenmaße die Fläche des Tumors 

(mm2) bestimmt und hierdurch eine durchschnittliche Tumorgröße der einzelnen 

Gruppen ermittelt.  

So zeigten sich die größten Tumorflächen in beiden Gruppen der TLR-9-Knock-

out-Mäuse (Kontrollgruppe = 62,22 mm²; Behandlungsgruppe = 55,26 mm²), 

gefolgt von der Kontrollgruppe der C57BL/6-Mäuse mit einer Tumorgröße von 

44,89 mm². Den durchschnittlich kleinsten Tumor wies die Behandlungsgruppe 

der C57BL/6-Mäuse mit nur 19,19 mm² auf. 

Bei den Tumoren der Behandlungsgruppen wurden weiterhin die Größen der 

einzelnen Tumoren verglichen, da diesen Mäusen beidseits Tumorzellen 

instilliert wurden (bei nur rechtsseitiger Behandlung mit Oligonukleotiden). In der 

Behandlungsgruppe der TLR-9-Knock-out-Mäuse waren die Tumoren der linken 

Seite kleiner (rechts 59,54 mm² vs. links 50,98 mm²). 

In der Behandlungsgruppe der C57BL/6-Mäuse hingegen unterschieden sich die 

beidseitigen Tumoren nur minimal. 
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Gruppe MW Tumor in mm²   

  rechts links MW 

Kontrollgruppe C57BL/6  44,89   

Behandlungsgruppe C57BL/6 19,19 19,72 19,455 

Kontrollgruppe C57BL/6 TLR-9 K.o. 62,22   

Behandlungsgruppe C57BL/6 TLR-9 K.o. 59,54 50,98 55,26 

Tab.: Durchschnittliche Tumorgröße in mm² der einzelnen Gruppen 

 

4.1.5. Zusammenfassung der klinischen Daten 

 

Eine Aussage über ein besseres Outcome der Tiere bei Behandlung mit 

immunstimulativer DNA soll anhand des vorangegangenen Kapitels den 

Tierspezies nach erfolgen: 

 

C57BL/6-Mäuse 

Bei allen aufgeführten klinischen Parametern ist ein deutlicher Unterschied 

zwischen der behandelten und nicht behandelten Gruppe dieser Mausspezies zu 

verzeichnen: 

Während bei den mit Oligonukleotiden therapierten Tieren nur eines in der 

Mobilität eingeschränkt war, präsentierten sich in der Kontrollgruppe bereits 5 

Tiere mit einer am wahrscheinlichsten durch das Tumorwachstum 

schmerzbedingten Fortbewegungseinschränkung. Bei der Darstellung des 

Gewichts zeigte sich bei der Behandlungsgruppe eine bessere Zunahme, als bei 

den Tieren der Kontrollgruppe. Der Tag der ersten Tumorpalpation war bei den 

mit CpG-ODN-therapierten Tieren im Durchschnitt Versuchstag 9, was im 

gesamten Versuchsablauf der späteste Zeitpunkt einer Palpation war. Als letzter 

Parameter wurde die Tumorgröße verglichen. Auch hier wurde in der 

Behandlungsgruppe der durchschnittlich kleinste Tumor gemessen. 
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C57BL/6-TLR-9-Knock-out-Mäuse 

In Bezug auf Tumorgröße, Tag der ersten Tumorpalpation und 

Mobilitätseinschränkung waren auch in dieser Gruppe die behandelten Tiere der 

Kontrollgruppe überlegen. Allerdings zeigten sich im Versuchsverlauf bei 2 

Tieren ulzerierende Tumoren und auch bei der Begutachtung des Gewichtes war 

es die mit CpG-ODN-therapierte Gruppe, bei der als einzige ein Gewichtsverlust 

zu verzeichnen war. 

 

Zusammenfassend ist zu sagen, dass beim Vergleich der beiden Tierspezies, die 

Gruppe der C57BL/6-Mäuse, die eine Therapie mit immunstimulativer DNA 

erhielt, ein deutlich besseres klinisches Outcome in Bezug auf 

Wachstumsgeschwindigkeit des Tumors, Tumorgröße und Vitalität aufwies als 

die unbehandelten Mäuse. Die Gruppe der C57BL/6-TLR-9-Knock-out-Mäuse 

zeigte ebenfalls bei Behandlung ein besseres Outcome, allerdgins geringfügiger 

ausgeprägt. 

 

4.2. Experimentelle Ergebnisse 

 

Die zuvor bereits dargestellten Ergebnisse der Real-Time-PCR dienten der 

weiteren Auswertung. Hierbei war es wichtig, die Mittelwerte der einzelnen 

Gruppen zu ermitteln, um diese miteinander vergleichen zu können.  

Ziel der Berechnungen war der Faktor der Genexpression der 6 untersuchten 

Zielgene: IL-12, TGF- und IFN- als Vertreter der TH-1- sowie IL-4, IL-10 und 

TNF- als Repräsentanten der TH-2-gewichteten Immunantwort.  

Zunächst erfolgt eine tabellarische Aufstellung der in der PCR gewonnenen 

Ergebnisse der 4 verschiedenen Gruppen. Anschließend erfolgt die Darstellung 

der Zielgenexpression der einzelnen Gruppen, die dann im letzten Teil dieses 

Abschnittes verglichen werden. 
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4.2.1. Ergebnisse der Real-Time-PCR  

 

Nach Gruppen angeordnet finden sich in der untenstehenden Tabelle die 

Mittelwerte der für die weiteren Berechnungen wichtigen C(t)-Werte und 

Effizienzen.  

Aufgelistet sind die Daten sowohl für das Housekeeping-Gen MHPRT, als auch 

für die 6 unterschiedlichen Zytokine. 

 

Die Gruppen sind folgendermaßen benannt: 

I    Kontrollgruppe C57BL/6 

II   Behandlungsgruppe C57BL/6 

III  Kontrollgruppe C57BL/6 TLR-9 K.o. 

IV  Behandlungsgruppe C57BL/6 TLR-9 K.o. 

 

Bei den Behandlungsgruppen ist zusätzlich eine seitengetrennte Aufstellung der 

Daten aufgeführt.  

 

 

 

 

Gruppe HKG (Konz.) MW Effizienz MW C(t) Zielgen (Konz.) MW Effizienz MW C(t) 

        

        

I MHPRT (0,1) 90.76 22.57 TGF- (0,1) 77.77 22.89 

     IL-4 (0,1) 66.85 32.32 

     IL-10 (0,1) 71.83 31.66 

     IL-12 (0,1) 59.39 31.22 

     IFN- (0,1) 74.91 25.75 

     TNF-α (0,1) 64.87 24.01 

        

        

II gesamt MHPRT (0,1) 91.93 22.46 TGF- (0,1) 80.21 23.12 

     IL-4 (0,1) 68.77 32.12 

     IL-10 (0,1) 74.57 30.55 
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     IL-12 (0,1) 70.24 30.54 

     IFN- (0,1) 73.81 26.2 

     TNF-α (0,1) 77.19 26.81 

        

        

II rechts MHPRT (0,1) 90.73 21.99 TGF- (0,1) 81.87 22.85 

     IL-4 (0,1) 71.71 31.78 

     IL-10 (0,1) 75.79 29.8 

     IL-12 (0,1) 70.04 30.24 

     IFN- (0,1) 76.62 25.91 

     TNF-α (0,1) 77.41 26.61 

        

        

II links MHPRT (0,1) 93.13 22.93 TGF- (0,1) 78.55 23.39 

     IL-4 (0,1) 66.12 32.42 

     IL-10 (0,1) 73.34 31.3 

     IL-12 (0,1) 70.44 30.85 

     IFN- (0,1) 71.01 26.49 

     TNF-α (0,1) 76.97 27.01 

        

        

III  MHPRT (0,1) 64.51 23.33 TGF- (0,1) 71.71 23.69 

     IL-4 (0,1) 65.04 27.37 

     IL-10 (0,1) 69.79 29.72 

     IL-12 (0,1) 77.29 28.76 

     IFN- (0,1) 69.03 28.79 

     TNF-α (0,1) 74.58 27.62 

        

        

IV 

gesamt MHPRT (0,1) 71.96 23.95 TGF- (0,1) 72.92 23.8 

     IL-4 (0,1) 64.07 24.27 

     IL-10 (0,1) 74.77 26.71 

     IL-12 (0,1) 73.03 25.6 

     IFN- (0,1) 75.63 26.96 

     TNF-α (0,1) 72.65 25.78 
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IV rechts MHPRT (0,1) 69.08 24.17 TGF- (0,1) 73.66 23.75 

     IL-4 (0,1) 64.16 23.93 

     IL-10 (0,1) 74.68 26.63 

     IL-12 (0,1) 69.05 25.24 

     IFN-γ (0,1) 76.1 26.74 

     TNF-α (0,1) 73.42 25.47 

        

        

IV links MHPRT (0,1) 75.03 23.78 TGF- (0,1) 71.96 24.01 

     IL-4 (0,1) 64.56 24.59 

     IL-10 (0,1) 75.45 26.75 

     IL-12 (0,1) 77.61 25.81 

     IFN- (0,1) 75.3 27.07 

     TNF-α (0,1) 72.41 25.82 

 

Tab.: Mittelwerte der in der PCR gewonnenen C(t)-Werte und Effizienzen aller Gene (mit der in 

der PCR eingesetzten Konzentration (Konz.). Die Daten sind den einzelnen 4 Gruppen sowie der 

Tumorlokalisation nach zusammengefasst. 

 

4.2.2. Expressionsfaktoren der Zielgene 

 

Mittels der errechneten Durchschnittswerte konnten die bereits im Kapitel 3.2. 

erläuterten weiteren Schritte zur Bestimmung des Expressionsfaktors der 

Zielgene vorgenommen werden. 

Hierzu mussten zu Beginn der ∆C(t)-Wert und anschließend durch Anwendung 

der Liviak-Methode die Expressionsunterschiede errechnet werden. 

Dazu benötigt man die gruppenspezifisch zusammengefassten Werte. Durch 

Subtraktion des ∆C(t)-Wertes der Kontrollgruppe von der Behandlungsgruppe 

entsteht ∆∆-C(t), aus dem der Faktor der Genexpression abzuleiten ist.  

Es ist zu beachten, dass dieser errechnete Wert (2-∆∆-C(t)) den Faktor der 

Genexprimierung der Behandlungsgruppe in Bezug auf die Kontrollgruppe 

ausdrückt. So zeigen erst Faktoren >1 eine Mehrfachexpression der 

entsprechenden Gene an, wohingegen Faktoren <1 Hinweis für eine 
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Minderexpression des Genmaterials in der Behandlungsgruppe im Vergleich zur 

Kontrollgruppe sind. 

 

In dieser Arbeit wurden die Expressionen der einzelnen Gene innerhalb der 2 

Tierspezies verglichen. Die Trennung der Gene nach Induktion der 

Immunantwort (TH-1- oder TH-2-) spielte hierbei eine wichtige Rolle. Da 

außerdem die CpG-ODN-Stimulation lokal und/oder systemisch untersucht 

werden soll, sind neben der Darstellung der gesamten Tumoranzahl der 

einzelnen Gruppen und deren Genexpression auch die Ergebnisse der rechten 

und linken Tumoren getrennt voneinander aufgeführt. 

 

4.2.2.1. ∆C(t)-, ∆∆-C(t)- und 2-∆∆-C(t) –Wert der C57BL/6-Mausspezies 

 

Nachfolgende Tabelle stellt die Genexpression der einzelnen Zytokine in der 

Behandlungsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe der C57BL/6-Mäuse dar. In 

folgender Darstellung wurde die Gesamtzahl der Tumoren (rechts und links) in 

die Berechnungen einbezogen. Im Anschluß werden die Daten seitenspezifisch 

demonstriert. 
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Zuordnung Zielgen ∆-c(t) I ∆-c(t) II gesamt ∆∆-c(t) 2-∆∆-C(t) 

TH-1- Zytokine      

  TNF-α 1,44 4,35 2,91 0,13 

       

       

  IFN- 3,12 3,74 0,56 0,68 

       

       

  IL-12b 8,65 8,09 `-0,56 1,48 

       

TH-2- Zytokine      

  TGF- 0,32 0,67 0,35 0,78 

       

       

  IL-4 9,75 9,67 `-0,09 1,06 

       

       

  IL-10 9,09 8,09 `-1,0 1,99 

       

Tab.: Darstellung der Genexpression der einzelnen Zielgene in den Gruppen der C57BL/6- 

          Tiere (I = Kontrollgruppe C57BL/6, II = Behandlungsgruppe C57BL/6) 

 

In den Gruppen der C57BL/6-Mäuse fand sich vor allem bei der mit stimulativen 

Oligonukleotiden behandelten Gruppe eine Mehrfachexpression der TH-2-

Zytokine. Vor allem IL-10 wurde nahezu 2-fach exprimiert (1,99), gefolgt von IL-

4 (1,06). TGF-β fand sich im Vergleich zur Kontrollgrupe minderexprimiert mit 

einem Faktor von 0,78.  

Auf Seiten der TH-1-gewichteten Immunantwort stellte sich in dieser Gruppe 

lediglich bei IL-12b eine im Vergleich zur Kontrollgruppe erhöhte Expression mit 

dem Faktor 1,48 heraus. TNF- wurde mit einem Faktor von 0,13 deutlich 

weniger exprimiert, ebenso IFN- (0,68). 
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Zuordnung Zielgen ∆-c(t) I ∆-c(t) II rechts ∆∆-c(t) 2-∆∆-C(t) 

TH-1- Zytokine      

  TNF-α 1,44 4,62 3,17 0,11 

       

       

  IFN- 3,18 3,92 0,74 0,6 

       

       

  IL-12b 8,65 8,25 `-0,4 1,31 

       

TH-2- Zytokine      

  TGF- 0,32 0,87 0,55 0,68 

       

       

  IL-4 9,75 9,86 0,10 0,93 

       

       

  IL-10 9,09 7,82 `-1,27 2,42 

            

Tab.: Darstellung der Genexpression der einzelnen Zielgene im rechten Tumormaterial der  

         C57BL/6-Tiere (I = Kontrollgruppe C57BL/6, II = Behandlungsgruppe C57BL/6) 

 

Bei den Ergebnissen der Genexprimierung der behandelten Tumoren 

rechtsseitig fällt der Expressionsfaktor des Zytokins IL-10 besonders auf. Als 

einziger in der Gruppe der TH-2-vermittelten Immunantwort ist er mit einem 

Faktor von 2,42 erhöht und steht IL-12b der TH-1-Antwort mit einem 

Expressionsfaktor von 1,31 gegenüber. Alle übrigen Zytokine werden hier 

vermindert exprimiert. 
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Zuordnung Zielgen ∆-c(t) I ∆-c(t) II links ∆∆-c(t) 2-∆∆-C(t) 

TH-1- Zytokine      

  TNF- 1,44 4,35 2,91 0,13 

       

       

  IFN- 3,18 3,56 0,56 0,68 

       

       

  IL-12b 8,65 7,92 `-0,73 1,66 

       

TH-2- Zytokine      

  TGF- 0,32 0,46 0,15 0,90 

       

       

  IL-4 9,75 9,5 ´-0,26 1,2 

       

       

  IL-10 9,09 8,37 `-0,72 1,64 

            

Tab.: Darstellung der Genexpression der einzelnen Zielgene im linken Tumormaterial der 

C57BL/6-Tiere (I = Kontrollgruppe C57BL/6, II = Behandlungsgruppe C57BL/6) 

 

Die linken Tumoren der mit CpG-behandelten Tiere weisen bei der TH-2-

vermittelten Immunantwort sowohl bei IL-4 als auch bei IL-10 gesteigerte 

Genexpressionen auf. Bei den Zytokinen der TH-1-gewichteten Reaktion ist hier 

lediglich bei IL-12 eine vermehrte Genexpression mit einem Faktor von 1,66 zu 

sehen. 

 

4.2.2.2. ∆C(t)-, ∆∆-C(t)- und 2-∆∆-C(t) –Wert der C57BL/6-TLR-9-Knock-out-

Mausspezies 

 

Im Folgenden wird der Faktor der Genexpression der einzelnen Zytokine der 

Knock-out-Tierspezies tabellarisch und in Form von einem Diagramm 

vorgestellt und erläutert. 
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Zuordnung Zielgen ∆-c(t) III ∆-c(t) IV gesamt ∆∆-c(t) 2-∆∆-C(t) 

TH-1- Zytokine      

  TNF- 4,29 1,55 `-2,74 6,68 

       

       

  IFN- 5,46 3,01 `-2.45 5,45 

       

       

  IL-12b 5,42 1,65 `-3.77 13,65 

       

TH-2- Zytokine      

  TGF- 0,36 `-0,16 `-0,51 1,43 

       

       

  IL-4 4,03 0,32 `-3,72 13,15 

       

       

  IL-10 3,22 2,76 `-0,47 1,38 

            

 

Tab.: Darstellung der Genexpression der einzelnen Zielgene in den Gruppen der C57BL/6-TLR-

9-Knock-out-Tiere (II = Kontrollgruppe C57BL/6 TLR-9-Knock-out, III = Behandlungsgruppe 

C57BL/6 TLR-9-Knock-out) 

 

In den Gruppen der Knock-out-Mäuse zeigten sich bei allen Zytokinen der TH-1- 

und auch TH-2-stimulierten Reaktion in der Behandlungsgruppe im Vergleich zur 

nicht therapierten Kontrollgruppe eine erhöhte Genexpression.  

Vor allem die Zielgene der TH-1-vermittelten Immunantwort wurden deutlich 

vermehrt exprimiert: IL-12b zeigte eine 13,65-fach erhöhte Expression, gefolgt 

von TNF-α (6,68) und IFN- (5,45).  

Auch die Zytokine der TH-2-Antwort erreichten einen Mehrfachexpressionfaktor 

von 13,15 bei IL-4, 1,43 bei TGF-β und 1,38 bei IL-10. 
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Zuordnung Zielgen ∆-c(t) III ∆-c(t) IV rechts ∆∆-c(t) 2-∆∆-C(t) 

TH-1- 

Zytokine      

  TNF- 4,29 0.75 ´-3,54 11.62 

       

       

  IFN- 5,46 2.57 ´-2,89 7.41 

       

       

  IL-12b 5,42 1.08 ´-4,35 20.34 

       

TH-2- 

Zytokine      

  TGF- 0,36 ´-0,42 ´-0,77 1.71 

       

       

  IL-4 4,03 ´-0,23 ´-4,27 19.26 

       

       

  IL-10 3,22 2.46 ´-0,77 1.7 

            

Tab.: Darstellung der Genexpression der einzelnen Zielgene im rechten Tumormaterial der 

C57BL/6-TLR-9-K.o.-Tiere (III = Kontrollgruppe C57BL/6-TLR-9-K.o., IV = Behandlungsgruppe 

C57BL/6-TLR-9-K.o.)       
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Zuordnung Zielgen ∆-c(t) III ∆-c(t) IV links ∆∆-c(t) 2-∆∆-C(t) 

TH-1- 

Zytokine      

  TNF- 4,29 2.04 ´-2,25 4.76 

       

       

  IFN- 5,46 3.29 ´-2,17 4.5 

       

       

  IL-12b 5,42 2.02 ´-3,4 10.57 

       

TH-2- 

Zytokine      

  TGF- 0,36 0.23 ´-0,13 1.09 

       

       

  IL-4 4,03 0.8 ´-3,23 9.39 

       

       

  IL-10 3,22 2.97 ´-0,25 1.19 

            

 

Tab.: Darstellung der Genexpression der einzelnen Zielgene im linken Tumormaterial der 

C57BL/6-TLR-9-K.o.-Tiere (III = Kontrollgruppe C57BL/6-TLR-9-K.o., IV = Behandlungsgruppe 

C57BL/6-TLR-9-K.o.)       

 

Im Seitenvergleich der Zytokinexpressionen der Tumorgewebe ist die deutlich 

gesteigerte Zytokinexprimierung der rechtsseitigen Tumoren zu beachten. Hier 

stehen sich am Beispiel von IL-12 Faktoren von 20,34 rechts und 10,57 links 

gegenüber.  
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4.2.3. Ergebnisse des Tumorgewebes (gesamt) 

 

Zuerst sollen hier die unterschiedlichen Genexpressionen in den einzelnen 

Gruppen dargestellt werden, und folgend - ihrer Immunantwort zugehörig - 

miteinander verglichen werden. 

 

4.2.3.1. Zytokinexpressionsfaktoren 

 

C57BL/6-Tiere 

Wie in untenstehender Tabelle ersichtlich, findet sich in der Behandlungsgruppe 

der C57BL/6-Tiere eine Mehrfachexpression der Zytokine IL-4 und IL-10 als 

Vertreter der TH-2-gewichteten und IL-12 für die TH-1-gewichtete Immunantwort. 

Die übrigen Zytokine werden alle im Vergleich zur Kontrollgruppe 

minderexprimiert (Expressionsfaktor <1). 

 

Expressionsfaktoren             

  TGF-β IL-4 IL-10 IL-12 IFN- TNF-α 

C57BL/6 0.79 1.06 1.99 1.48 0.68 0.13 

 

Tab.: Expressionsfaktoren der Kontrollgruppe (C57BL/6-Mäuse) aller getesteten Zytokine  

 

C57BL/6-TLR-9-Knock-out-Tiere 

Bei den Knock-out-Mäusen präsentiert sich die Genexprimierung wie folgt: Bei 

allen getesteten Zytokinen konnte eine Mehrfachexpression von Faktoren (im 

Fall von IL-4 und IL-12 sogar > 13) nachgewiesen werden. Deutlich gesteigert 

zeigen sich die Exprimierungen insbesondere der Zytokine der TH-1-

Immunantwort. 
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Expressionsfaktoren             

  TGF-β IL-4 IL-10 IL-12 IFN- TNF-α 

C57BL/6-TLR-9-k.o. 1.43 13.15 1.38 13.65 5.45 6.68 

 

Tab.: Expressionsfaktoren der TLR-9-Knock-out-Mäuse aller getesteten Zytokine  

 

Im Folgenden soll die Aufteilung der Zytokine ihrer Immunstimulation nach (TH-

1 vs.TH-2) genauer betrachtet und die Gruppen der C57BL/6 und der Knock-out-

Mäuse dabei detaillierter verglichen werden. Dies geschieht zunächst am 

gesamten Tumorgewebe und im Anschluß seitenspezifisch (rechts und links). 

 

TH-1-gewichtete Immunantwort 

Wie bereits aus den vorangehenden Tabellen ersichtlich, ist die TH-1-gewichtete 

Immunstimulation bei den Knock-out-Mäusen deutlich höher. So stehen sich bei 

IL-12 beispielsweise Expressionsfaktoren von 1,48 bei den C57BL/6-Tieren und 

13,65 bei den TLR-9-Knock-out-Mäusen gegenüber. Bei IFN- sind es Werte von 

0,68 und 5,45 und bei TNF-α zeigen sich Expressionsunterschiede von 0,13 und 

6,68. 

 

Diag.: Expressionsfaktoren der TH-1-Zytokine des gesamten Tumormaterials beider 

Mausspezies 
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TH-2-gewichtete Immunantwort 

 

Auch bei den Zytokinen der TH-2-gewichteten Immunantwort zeigt das 

Tumorgewebe der TLR-9-knock-out-Mäuse durchschnittlich eine erhöhte 

Genexpression. Lediglich IL-10 stellt eine Ausnahme dar. Hier präsentiert das 

Gewebe der C57BL/6-Tiere einen Mehrexpressionsfaktor von 1,99 im Gegensatz 

zu 1,38 bei der Knock-out-Spezies. Die Verteilungsmuster der beiden anderen 

Zytokine sehen wie folgt aus: IL-4 wurde bei den Knock-out-Tieren in der 

Behandlungsgruppe 13,15-fach höher als in deren Kontrollgruppe exprimiert, 

wobei sich in der Behandlungsgruppe der C57BL/6-Mäuse keine wesentliche 

Mehrexprimierung zeigte. Ein ähnliches Verhältnis zeigt sich bei TGF-β, bei dem 

sich Werte von 1,43 bei den Knock-out-Mäusen und 0,79 bei den C57BL/6-Tieren 

gegenüberstehen. 

 

 

Diag.: Darstellung der TH-2-gewichteten Immunantwort vermittelnden Zytokine  

 

TH-1- versus TH-2-gewichtete Immunantwort 

Um die Expressionsfaktoren der TH-1- und der TH-2-Immunantwort vergleichen 

zu können, wurde der Mittelwert aus den jeweiligen Zytokin-Expressionsfaktoren 

ermittelt.  
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Für den durchschnittlichen Expressionsfaktor der TH-1-gewichteten 

Immunstimulation zählen die Werte der Zytokine IL-12, IFN- und TNF-α, für den 

der TH-2-gewichteten Antwort die der Zytokine IL-4, IL-10 und TGF-β. 

 

Das folgende Säulendiagramm soll die Expression der TH-1- und TH-2-

Immunantwort zugehörigen Zytokine in der Gruppe der C57BL/6-Mäuse 

verdeutlichen: 

 

 

Diag.: Vergleichende Darstellung der TH1 und TH-2-gewichteten Immunantwort vermittelnden 

Zytokine der C57BL/6-Mausspezies  

 

  

Bei den Tieren der C57BL/6-Mäuse zeigt sich eine deutliche Mehrfachexpression 

der Zytokine der TH-2-vermittelten Immunantwort. 

 

Bei den Tieren der TLR-9-Knock-out-Gruppe sieht der Vergleich der 

Expressionsfaktoren der jeweiligen Immunantwort wie folgt aus: 
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Diag.: Vergleichende Darstellung der TH1 und TH-2-gewichteten Immunantwort vermittelnden 

Zytokine der TLR-9-Knock-out-Mausspezies  

 

Es zeigt sich eine deutlich vermehrte Genexpression der TH-1- assoziierten 

Zytokine im Gegensatz zur Gruppe der C57BL/6-Mäuse. Bei der TH-1-

gewichteten Immunantwort kommt es hier zu maximalen 

Genexpressionsfaktoren von 8,59; bei der TH-2-getriggerten Antwort bilden die 

zuständigen Zytokine in dieser Gruppe durchschnittliche Expressionsfaktoren 

von 5,32. 

 

Nach der Darstellung der Expressionsfaktoren in den Gesamtgruppen soll nun 

der Vergleich der bei den Behandlungsgruppen induzierten Tumoren rechts und 

links erfolgen. Erinnernd ist zu erwähnen, dass die Oligonukleotide lediglich 

rechtsseitig instilliert wurden.  

 

4.2.4. Ergebnisse der Tumoren rechts  

 

TH-1-gewichtete Immunantwort rechts 

 

Im untenstehenden Diagramm ist erneut eine durchschnittlich stark gesteigerte 

Expression bei den Tieren der Knock-out-Spezies zu sehen. Alle Zytokine der 
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gesteigerte Genexprimierung. Am deutlichsten zeigt sich der Unterschied bei IL-

12, das in der Behandlungsgruppe der Knock-out-Tiere 20,34-fach, in der 

Behandlungsgruppe der C57BL/6-Gruppe lediglich 1,31-fach im Vergleich zu den 

jeweiligen Kontrollgruppen exprimiert wird. Mehr noch weisen IFN- und TNF-α 

bei den C57BL/6-Mäusen sogar eine verminderte Exprimierung auf (IFN-  = 0,6 

und TNF-α = 0,11). Bei den TLR-9-Knock-out-Mäusen hingegen zeigen auch 

eben genannte Zytokine eine um den Faktor 7 bis 12-fach erhöhte Expression 

(IFN- = 7,41 und TNF-α = 11,62). 

 

 

 

Diag.: Darstellung der TH-1-gewichteten Immunantwort vermittelnden Zytokine am Beispiel des 

rechten Tumorgewebes der C57BL/6-Mäuse 

 

 

TH-2-gewichtete Immunantwort rechts 
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hier eine deutliche Mehrexpression des Zytokins IL-4 bei den behandelten Tieren 

der Knock-out-Gruppe. Bei diesem Beispiel treten Expressionsunterschiede von 

0,93 – sprich eine Minderexprimierung – bei den C57BL/6-Mäusen und 19,26 als 
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IL-10 wird von beiden Mausspezies gering vermehrt exprimiert, wobei ein diskret 

höherer Wert bei den C57BL/6-Tieren gemessen werden konnte (C57BL/6 = 

2,42; C57BL/6 TLR-9-K-o = 1,7). TGF-β zeigt bei den C57BL/6-Tieren eine 

verminderte (0,68), bei den Knock-out-Mäusen eine diskret vermehrte 

Expression mit dem Faktor 1,71. 

 

 

Diag.: Darstellung der TH-2-gewichteten Immunantwort vermittelnden Zytokine am Beispiel des 

rechten Tumorgewebes der C57BL/6-Mäuse 

 

 

TH-1- versus TH-2-gewichtete Immunantwort des rechten Tumorgewebes 

 

Folgende Tabellen zeigen das Verhältnis der Genexpressionsfaktoren der TH-1- 

und TH-2-gewichteten Immunantwort am Beispiel des rechtsseitigen 

Tumorgewebes. 
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Diag.: Vergleichende Darstellung der Imunantworten des rechten Tumorgewebes der C57BL/6-

Mausspezies 

 

Diag.: Vergleichende Darstellung der Imunantworten des rechten Tumorgewebes der C57BL/6-

TLR-9-knock-out Mausspezies 
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mehrexprimiert (im Gesamttumorgewebe betrug der Faktor der TH-1-Zytokine 

8,59, der der TH-2-getriggerten 5,32). 

 

4.2.5. Ergebnisse der Tumoren links 

 

TH-1-gewichtete Immunantwort links 

Mit ähnlichen Tendenzen stellt sich die Abbildung der TH-1-gewichteten 

Immunantwort mit deren Zytokinexpression im Gewebe der linken Tumoren dar: 

Den größten Unterschied der Exprimierungsfaktoren zeigt das Zytokin IL-12. Hier 

finden sich in beiden Gruppen Mehrfachexpressionen (C57BL/6 mit einem Faktor 

von 1,66, Knock-out-Mäuse mit einem Faktor von 10,57). IFN- und TNF-α 

werden in den behandelten Gruppen der C57BL/6 minder- (IFN- = 0,77; TNF-α 

= 0,16) und bei den Tieren der Knock-out-Gruppe mehrfach-exprimiert (IFN- = 

4,5; TNF-α = 4,76). 

 

 

Diag.: Zytokinexpression der TH-1-gewichteten Immunantwort des linken Tumormaterials 
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TH-2-gewichtete Immunantwort links 

 

Auch die TH-2-gewichtete Immunantwort des linken Tumormaterials präsentiert 

sich ähnlich wie die Schaubilder der Gesamttumoranzahl und des rechten 

Tumorgewebes: 

IL-4 zeigt eine im Gegensatz zur rechten Seite geringe Mehrfachexprimierung 

mit dem Faktors 1,2 bei den C57BL/6-Mäusen und eine deutliche 

Mehrexprimierung von 9,39 bei den Tieren der Knock-out-Gruppe. Bei IL-10 lässt 

sich bei beiden Tierspezies erneut eine Mehrfachexprimierung nachweisen, in 

der die C57BL/6-Gruppe mit dem Faktor 1,64 die Mäuse der Knock-out-Gruppe 

mit dem Faktor 1,19 diskret überragen. Bei TGF-β zeigt sich eine 

Minderexprimierung bei den C57BL/6-Tieren (0,9) und eine nur unwesentliche 

Mehrfachexpression auf Seiten der Knock-out-Mäuse mit dem Faktor 1,09. 

 

 

 Diag.: Zytokinexpression der TH-2-gewichteten Immunantwort des linken Tumormaterials 

 

 

TH-1- versus TH-2-gewichtete Immunantwort des linken Tumorgewebes 

 

Die Darstellung der Expressionsfaktoren des linken Tumorgewebes präsentiert 
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Zytokine C57BL/6-TLR-9-k.o. rechts C57BL/6-TLR-9-k.o. links 

TH-1-Zytokine  13.12 6.61 

TH-2-Zytokine  7.56 3.89 

 

 

Diag.: Vergleichende Darstellung der TH1- vs. TH2-Immunantwort des linken Tumorgebes der 

C57BL/6-Mausspezies 

 

 

Diag.: Vergleichende Darstellung der TH1- vs. TH2-Immunantwort des linken Tumorgebes der 

C57BL/6-TLR-9-knock-out Mausspezies 
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Auch hier zeigt sich bei den C57BL/6-Mäusen eine vermehrte Stimulation der 

Genexpression der TH-2-getriggerten Zytokine und bei den TLR-9-Knock-out-

Mäusen gegenteilig eine der TH-1-Zytokine IL-12, TNF-α und IFN-. 

 

4.2.6 Vergleich der lokalen und systemischen Wirkung der CpG-Oligonukleotide 

 

Nachdem die Ergebnisse seitenspezifisch dargestellt wurden, soll nun der 

Expressionsvergleich der Tumorgewebe rechts und links erfolgen. Ziel ist es, 

eine Aussage über die Unterschiede der lokalen und systemischen Wirkung der 

Oligonukleotide, die in unserer Versuchreihe nur rechtsseitig instilliert wurden, 

treffen zu können. 

 

 

C57BL/6-Mausspezies 

 

IL-10 zeigt auf Seiten der CpG-„therapierten“ rechtsseitigen Tumoren eine 

vermehrte Expression, was auf eine TH-2-gewichtete Immunantwort schließen 

lässt. Außerdem findet sich ebenfalls eine geringe Mehrfachexpresison für IL-12. 

Alle übrigen Zytokine werden vergleichend zur Kontrollgruppe minderexprimiert. 

  

 

Faktor der Genexpression              

  TGF- IL-4 IL-10 IL-12 IFN- TNF- 

C57BL/6 rechts 0.68 0.93 2.42 1.31 0.6 0.11 

C57BL/6 links 0.9 1.2 1.64 1.66 0.77 0.16 

 

  



Ergebnisse 

98 

 

 

Diag.: Vergleich der Wirkung (lokalen versus systemischen) von CpG-ODN am Beispiel der 

C57BL/6-Mausspezies 

 

C57BL/6-TLR-9(-/-)Knock-out-Mausspezies 

 

Bei den Knock-out-Mäusen zeigt sich im Seitenvergleich rechtsseitig eine nahezu 

stets doppelte Mehrfachexpression aller untersuchten Zytokine. Maximale 

Faktoren von 20,34 und 19,26 finden sich sowohl auf Seiten der TH-1- als auch 

der TH-2-gewichteten Immunantwort.  

 

Faktor der Genexpression             

  TGF- IL-4 IL-10 IL-12 IFN- TNF- 

C57BL/6-TLR-9-K.o. rechts 1.71 19.26 1.7 20.34 7.41 11.62 

C57BL/6-TLR-9-K.o. links 1.09 9.39 1.19 10.57 4.5 4.76 
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Diag.: Vergleich der Wirkung (lokalen versus systemischen) von CpG-ODN am Beispiel der 

C57BL/6-TLR-9-Knock-out Mausspezies 

 

TH-1 vs. TH-2-gewichtete Immunantwort 

 

Um die TH-1- mit der TH-2-Immunantwort vergleichen zu können erfolgt 

zunächst die Aufstellung isoliert: 

 

TH-1-Immunantwort Expressionsfaktor   

  rechts links 

C57BL/6  0.67 0.86 

C57BL/6-TLR-9-K.o.  13.12 6.61 

 

TH-2 Expressionsfaktor   

  rechts links 

C57BL/6  1.34 1.25 

C57BL/6-TLR-9-K.o.  7.56 3.89 
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Diag.: Vergleichende Darstellung der Immunantwort (TH1 versus TH2) seitengetrennt beider 

Mausspezies 

 

Imponierend zeigt sich die ausgeprägte Mehrfachexpression sowohl der TH-1- 

als auch TH-2-Zielgene die Knock-Out-Mausspezies betreffend, wobei in 

Summe eine deutlich vermehrte TH-1-gewichtete Immunantwort vorliegt. Bei 

den C57BL/6-Mäusen zeigt sich lediglich eine geringe Mehrfachexpression der 

TH-2-Immunantwort.  
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5 Diskussion  

Als häufigster Tumor des Harntraktes stellt das Harnblasenkarzinom 3 % aller 

malignen Krebserkrankungen dar (American Cancer Society, 2004). Trotz einer 

Vielzahl von Behandlungsmethoden und prognostisch günstigen Heilverfahren 

liegt die Rezidivwahrscheinlichkeit, abhängig von Tumorstadium und -grad, im 

ersten Jahr bei 70% (van der Meijden et al., 2007). 

 

Die Therapie des Harnblasenkarzinoms erfolgt in Abhängigkeit von der 

individuellen pathologischen Klassifizierung des Tumors hinsichtlich des 

Stadiums und des morphologischen Differenzierungsgrades. So hat sich bei den 

oberflächlichen Harnblasentumoren die Instillation immunstimulativer 

Substanzen und Chemotherapeutika etablieren können. Diese führt nachweislich 

zu einer Senkung des hohen Rezidivrisikos und verzögert die Tumorprogression, 

wird allerdings von vielen Patienten aufgrund der hohen Nebenwirkungen 

abgebrochen (Witjes, 2008; Böhle, 2004; Lamm, 2000). 

 

Ursprung dieser Behandlungsmöglichkeit liegt im 19. Jahrhundert, als der 

Chirurg William Coley 1894 die antitumoröse Wirkung des Tuberkulose-

Impfstoffes BCG entdeckte (Kienle, 2003). Erst 1984 fanden Tokunaga und 

Mitarbeiter heraus, dass es nur explizite Anteile der BCG-DNA sind, die die 

immunstimulative antineoplastische Wirkung übermitteln (Tokunaga, 1984). 

 

Untersuchungen zum BCG Wirkmechanismus haben bisher zeigen können, dass 

es im Zielgewebe zu einer Einwanderung von Granulozyten und mononukleären 

Zellen und damit einer unspezifischen inflammatorischen Reaktion kommt. Vor 

allem die Zytokine der Interleukinfamilie sowie IFN- waren hier, im Sinne einer 

TH-1-gewichteten Immunantwort, vermehrt zu finden (Böhle, 1990 und 2006; 

DeBoer, 2003; Esuvaranathan, 1995; Prescott, 1990; Ratliff, 1986 und 1987). 

Auch die TH-2-Zytokine IL-5 und IL-10 konnten nachgewiesen werden, 

wohingegen IL-4, als typischer Repräsentant der TH-2-Immunantwort, im 

Blasengewebe vermindert exprimiert wurde. (Böhle et al., 2003; McAveny et al., 

1994). Desweiteren wurden zytotoxische Eigenschaften des BCG und auch der 
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durch BCG-aktivierten Makrophagen festgestellt (Böhle, 2000; Thanhäuser, 

1993). 

  

Trigger dieser immunologischen Reaktion scheint die bakterielle DNA zu sein, 

die – anders als beim Menschen – eine hohe Rate unmethylierter CG-Motive 

aufweist. Nach Erkennen dieser Sequenzen über den PRR TLR-9-Rezeptor 

erfolgt die Aktivierung des angeborenen und erworbenen Immunsystems 

(Tokunaga, 1984; Yamamoto, 1992; Razin, 1981; Krieg, 2002).  

 

Aufgrund dieser Studien stellte man synthetisch DNA-Sequenzen mit zentralen 

CG-Motiven her (CpG-ODN), um in vitro und in vivo beobachtete Ergebnisse zu 

reproduzieren. Dabei zeigten sich folgende Ergebnisse: Die immunstimulative 

Wirkung wurde, ähnlich der BCG-induzierten, über eine TH-1-gewichtete Antwort 

des Immunsystems beobachtet. Nachweisbar kommt es zu einer Aktivierung 

dendritischer Zellen, sowie B-Zellen (Krieg, 1995 und 2000) und einer 

gesteigerten Zytokinproduktion immunkompetenter Zellen (Yamamoto, 1992 und 

1998). Der so gestellte Beweis der immunstimulativen Wirkung der 

Deoxyoligonukleotide hatte weitere Forschungen zur Therapie auch in anderen 

Fachbereichen wie beispielsweise der Infektiologie und der Allergologie zur 

Folge (Davis, 2000; Hartmann, 2000; Dalpke, 2001 und 2002).  

 

Untersuchungen der stimulativen Wirkung von CpG-ODN unserer Arbeitsgruppe 

am naiven murinen Urothel der Harnblase konnten ebenfalls Mechanismen - 

ähnlich der BCG-Wirkung - nachweisen:  

Man beobachtete eine submuköse Lymphozyteninfiltration, die sich im 

Therapieverlauf auch in tieferen Schichten präsentierte und mit Follikelbildung 

durch mononukleäre Zellen sowie Apoptose urothelialer Zellen fortschritt.  

 

Die Arbeitsgruppe um Hemmi bewies, dass die Induktion dieser Schritte sowohl 

beim Menschen als auch bei der Maus über den TLR-9-Rezeptor erfolgt. Dieser 

trägt die Schlüsselfunktion zum Erkennen bakterieller DNA und damit dem 

Auslösen einer Immunantwort (Hemmi, 2000). Er ist beim Menschen im Endosom 



Diskussion 

103 

 

von B-Zellen und PDC (plasmozytoiden dendritischen Zellen) - bei der Maus auf 

nahezu allen Zellen - exprimiert und bewirkt nach Bindung des Liganden über 

eine Signalkaskade eine TH-1-gewichtete Immunantwort (Kadowaki, 2001; 

Bernasconi, 2003; Iwasaki, 2004). Durch seine Lokalisation dient er als Sensor 

bei intrazellulären Infektionen (Ishii, 2006). 

 

Ziel der in dieser Arbeit vorgenommenen Untersuchungen ist, die Genregulation 

des Tumorgewebes nach CpG-Behandlung bei TLR-9-Knock-out-Mäusen zu 

untersuchen. Als Kontrolle fungierten Tiere der Mausspezies C57BL/6, denen, 

wie auch den TLR-9(-/-)Knock-out-Mäusen, an den Flanken subkutan 

Harnblasenkarzinomzellen appliziert wurden. 

 

Die klinischen Ergebnisse dieser Arbeit beweisen ein klinisch besseres Outcome 

der mit CpG-ODN therapierten Gruppe. 

So ist bei den C57BL/6-Tieren der Behandlungsgruppe eine durchschnittlich 

geringere Tumorgröße nachgewiesen worden, wohingegen die Tumore der TLR-

9-Knock-out-Mäuse deutlich größer sind.  

 

Hemmi et al. wiesen bei Versuchsreihen mit TLR-9(-/-)Knock-out-Mäusen nach 

Behandlung mit CpG-DNA keine Hochregulation der immunwirksamen Zytokine 

nach (Hemmi, 2000). Bei den von uns untersuchten Geweben zeigte sich 

entgegen der Erwartungen vor allem bei der Mausspezies der TLR-9-Knock-out-

Tiere eine Steigerung der Genexpression der Zytokine sowohl der TH-1- als auch 

der TH-2-gewichteten Immunantwort. Ausgeprägter waren die Zytokine der TH-

1-Antwort (IL-12, IFN- und TNF-) exprimiert.  

Eine gesteigerte Expression der TH-1-Zytokine erwartete man bei den C57BL/6-

Mäusen. Hier zeigte sich hingegen eine diskrete Mehrexprimierung auf Seiten 

der TH-2-Antwort-repräsentierenden Zytokine IL-10, IL-4 und TGF-β. Den für die 

TH-1-Antwort verantwortlichen Zytokinen konnte sogar eine im Vergleich zur 

Kontrollgruppe verminderte Expression nachgewiesen werden. 
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Für die unerwarteten Ergebnisse lassen sich unterschiedliche Gründe 

postulieren, die im Folgenden anhand ähnlicher Studien erläutert werden und in 

Bezug auf die Wahl des Tiermodells und der Versuchsplanung als auch 

tumorzellbiologisch diskutiert werden sollen.  

 

Zum Vergleich unseres Modells dienen Studien, die unter Verwendung der 

gleichen Knock-out-Mausspezies (TLR-9(-/-)), ein orthotopes Modell gewählt 

haben oder Forschungsgruppen, die das subkutane Modell ausschließlich bei 

C57BL/6-Tieren durchführten. Bisher gibt es keine Daten von subkutan 

induzierten MB-49-Tumoren an TLR-9-Knock-out-Mäusen. Auch der Zeitpunkt 

der CpG-ODN-Instillation, der bei uns zeitgleich mit der Tumorzellinstillation 

erfolgte, ist in erwähnten Studien zu einem späteren Zeitpunkt und wiederholt 

durchgeführt worden.  

Deshalb kann ein Vergleich zunächst lediglich gruppengetrennt erfolgen: 

 

C57BL/6-Tiere 

Das subkutane Mausmodell - ähnlich dem unseren - wurde bereits von einer 

schwedischen Arbeitsgruppe durchgeführt, die die Wirkung von BCG und CpG 

bei orthotopen und subkutan induzierten MB49-Zelltumoren bei C57BL/6-Tieren 

verglichen. Auch hier zeigte sich ein deutlich besseres Outcome vor allem in 

Bezug auf die Tumorgröße bei den CpG-ODN-behandelten Mäusen. Nach 

Injektion von 2,5x105 MB49-Zellen erhielten diese eine therapeutische Instillation 

von je 100g CpG an Tag 7, 10 und 13. Bei 3 von 5 Mäusen konnte hier eine 

komplette Tumorregression bis zum Tag 17 - dem Ende der Versuchsreihe - 

festgestellt werden. Selbst nach Reinjektion von MB49-Zellen wurde kein 

erneutes Tumorwachstum beobachtet. Sie wiesen eine hohe Konzentration von 

IL-12 im Serum der Mäuse auf (Mangsbo et al., 2008). 

Auch in unserer Gruppe der einmalig mit CpG-ODN behandelten C57BL/6-Tiere 

zeigt sich nach einem Versuchszeitraum von lediglich 13 Tagen eine Reduktion 

der Tumorgröße (häufig nur Tumornarben zu finden) sowie eine im 

Tumorgewebe von allen untersuchten Zytokinen höchste Expression von IL-12 
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und damit einer TH-1-gewichteten Immunantwort, was die zuvor belegten 

Thesen bestätigt. 

 

TLR-9-Knock-out-C57BL/6-Tiere 

Hemmi et al. postulierte im Jahr 2000, dass die inflammatorische Antwort auf 

CpG-DNA über TLR-9 übermittelt sei, da sich bei TLR-9-Knock-out-Mäusen 

weder eine Zytokinproduktion noch die auf CpG-DNA folgende inflammatorische 

TH-1-Immunantwort nachweisen ließ. Dies wurde anhand weiterer Studien im 

Verlauf bestätigt (Hemmi, 2000; Iwasaki, 2004). 

In unserer Versuchsreihe konnte bei den TLR-9-Knock-out-Mäusen allerdings 

eine deutlich erhöhte Zytokinexpression festgestellt werden, die den Rückschluß 

auf andere aktivierende Mechanismen des Immunsystems zulassen. So finden 

sich hier auch insbesondere im Tumorgewebe der mit CPG-ODN behandelten 

Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe eine deutlich erhöht nachweisliche 

Expression aller Zielgene - ohne die Zuordnung einer TH-1- oder TH-2-

gewichteten Immunantwort. Babiuk et al. wiesen in Ihrer Arbeit, in der TLR-9-

Knock-out Mäuse vergleichend mit C57BL/6-Mäusen eine intradermale 

Immunisation unter anderem mit CpG-DNA erhielten, eine nahezu identische 

Immunantwort nach. Hiermit konnte gezeigt werden, dass die Immunantwort über 

multiple Mechanismen induziert wird und die TLR-9-induzierte Antwort nicht als 

alleinig essenziell angesehen werden kann (Babiuk, 2004). 

 

Neben alternativen Wegen der Signalübermittlung kann als Grund für die 

abweichenden Ergebnisse auch die Versuchsplanung des Tiermodells 

angesehen werden. So sind in Studien mit gleicher Zellpopulation und CpG-

ODN-Therapie die Untersuchungszeiträume bis zur Opferung der Tiere deutlich 

länger (Monate), so dass unser Versuchzeitraum als vergleichsweise kurz 

angesehen werden kann und somit Auswirkungen auf die nachgewiesene 

Immunreaktion haben kann (Kunze, 2008).  

 

Unser Interesse galt weiterhin der Frage, ob neben der lokalen Wirkung der CpG-

Oligonukleotide, die auf der rechten Seite instilliert wurden, auch eine 
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systemische Wirkung nachweislich ist. Dies wurde bereits durch unsere 

Arbeitsgruppe zuvor bestätigt (Hegele, 2004). Auffallend ist bei der Gruppe der 

TLR-9(-/-)Knock-out-Mäuse besonders die rechtsseitig eindeutig erhöhte 

Expression vergleichend zur Gegenseite, weshalb die lokale Wirkung als stärker 

ausgeprägt eingestuft werden kann. Die Arbeitsgruppe um Mastini zeigte, dass 

nach Gabe von CpG in nur eine der betroffenen tumorbefallenen Brustdrüsen 

klinisch die Tumorprogression im gesamten Brustdrüsengewebe verhindert 

wurde. Im Tumorgewebe der behandelten Brustdrüse konnte eine ausgeprägte 

lokale Infiltration von Makrophagen, Plasmazellen, B- und CD-4(+) und CD-8(+) 

T-Zellen nachgewiesen werden. Die benachbarten Brustdrüsen wurden nicht auf 

Zytokine oder immunkompetente Zellen untersucht, weshalb kein direkter 

Vergleich mit unserer Arbeit erfolgen kann. IFN- konnte erhöht nur im direkten 

Lymphabflußbereich nachgewiesen werden, natürliche Killerzellen in der Milz 

(Mastini, 2008). 

Auch wir haben die Milz der Mäuse entnommen, deren zukünftige 

Materialverarbeitung noch weitere Aufschlüsse geben kann.  

 

Aufgrund der unerwarteten Zytokinexpression ist zur Interpretation der 

Ergebnisse eine detaillierte Darstellung der einzelnen Zytokine und Ihrer Wirkung 

notwendig:  

Bei der antitumorösen Immunantwort spielen vor allem die TH-1-assoziierten 

proinflammatorischen Zytokine IFN-, das in erster Linie von lymphatischen 

Zellen gebildet wird, sowie IL-12 und TNF-, die vor allem Produkte der 

Makrophagen sind, eine wichtige Rolle. Sie üben einen positiven Effekt auf die 

Differenzierung, Proliferation oder Aktivierung der zellulären Effektoren aus.  

IL-10 und TGF-β hingegen sind Vertreter der sogenannten antiinflammatorischen 

Zytokine, die den Effekten der oben genannten Zytokine entgegensteuern und 

deren physiologische Rolle in der Limitierung einer entzündlichen Reaktion 

besteht. Sie werden von einigen Tumorzellen gebildet, um die Aktivierung und 

Proliferation zytotoxischer Zellen zu unterbinden (Abbas et al., 2000; Tizzard, 

2000; Roitt et al., 2000). 
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Mit dieser Erkenntnis ist es auch möglich, die Erhöhung der Genexpression von 

IL-10 bei den C57BL/6-Tieren zu erklären, das vermutlich von den in die Flanken 

instillierten Tumorzellen gebildet werden kann und damit die TH-1-gewichtete 

Antwort übertrifft. Dennoch zeigt sich am ehesten induziert durch die Behandlung 

mit CpG-ODN der Versuch einer TH-1-gewichteten Immunatwort durch 

nachgewiesene Mehrfachexpression auch von IL-12.  

 

IFN- gilt als wichtigstes aktivierendes Zytokin von Makrophagen, zytotoxischen 

T-Zellen und natürlichen Killerzellen. Es scheint nicht nur die zytolytische Aktivität 

von Effektorzellen zu unterstützen, sondern auch deren Migration ins 

Tumorgewebe zu beeinflussen (Nakajima et al., 2001). Weiterhin verstärkt es die 

Expression von MHC-I- und -II-Molekülen auf APCs, dämmt bestehende 

Infektionen ein bevor T-Zellen zur Zytokinproduktion angeregt werden und 

hemmt die Proliferation von TH-2-Zellen. In Makrophagen bewirkt es die 

Produktion großer Mengen NO, einer Substanz, die eine inhibitorische Wirkung 

auf das Wachstum von Tumorzelllinien gezeigt hat (Fujiwara et al., 1997). Es gibt 

Hinweise dafür, dass IFN- zudem eine protektive Wirkung gegen Tumoren 

ausübt, indem es eine Inhibition der zellulären Proliferation und der Angiogenese 

hervorruft. Die Bedeutung von IFN- im Rahmen der Tumorimmunität wurde 

dadurch bekannt, dass die Abstoßung von transplantierten chemisch induzierten 

Fibrosarkomen in Mäusen durch neutralisierende Antikörper gegen IFN- 

aufgehalten wurde (Ikeda et al., 2002). Außerdem zeigten IFN--defiziente 

Mäuse in Tierversuchen häufiger Tumoren, was ebenfalls dafür spricht, dass 

dieses Zytokin eine Rolle beim Schutz vor spontan entstehenden Tumoren spielt 

(Smyth et al., 2001). 

In der Behandlungsgruppe der Versuchsreihe mit C57BL/6-Mäuse wurde es im 

Gegensatz zur Kontrollgruppe vermindert exprimiert - anders bei den TLR-9-

Knock-out-Mäusen, in deren Genom eine deutliche Mehrfachexpression im 

Vergleich zur Kontrollgruppe festzustellen war.  

 

TNF- stimuliert lokale Entzündungsreaktionen, die zur Infektionseindämmung 

beitragen und ist ein starker Aktivator der Endothelzellen. Es ermöglicht durch 
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eine erhöhte Permeabilität den Einstrom von Komplement und Antikörpern. 

Zudem steigert es durch ebengenannten Mechanismus die Flüssigkeitsableitung 

zu den Lymphknoten. Als systemische Komponente triggert sein Auftreten Fieber 

und Schock. Weiterhin begünstigt TNF-α die Wanderung von 

antigenpräsentierenden Zellen zu den Lymphknoten, wo sie CD-4-Zellen 

antreffen. Die Freisetzung von TNF-α wird über den TLR-4-Rezeptor reguliert. 

Zudem ist es ein wichtiges Effektormolekül für die T-Zell- und NK-Zell-vermittelte 

Lyse von immunogenen Tumorzellen. Es fördert die Proliferation und IFN--

Produkion in T-Lymphozyten und NK-Zellen (Le und Vilcek, 1987). Neben seiner 

Bedeutung für die Aktivierung zytotoxischer Zellen besitzt es eine direkte 

antitumorale Wirkung, indem es durch Rezeptorbindung die Apoptose von 

Tumorzellen auslösen kann oder in hohen lokalen Konzentrationen durch 

Induktion von Gefäßthrombosen die Nekrose des Tumorgewebes hervorruft 

(Abbas et al., 2000). Andererseits scheint chronisch-niedrigdosiertes TNF-α auch 

als Tumorpromotor zu wirken, da es die DNA-Mutagenese durch reaktive 

Stickstoffverbindungen und die Ausbildung eines Tumorstromas begünstigt 

(Balkwill, 2002). 

Im Tumormaterial der C57BL/6-Tiere fand sich TNF-α minderexprimiert, 

wohingegen in dem der Knock-out-Mäuse nach Behandlung eine massive 

Expression gemessen wurde. Hierfür könnte beim Fehlen des TLR-9-Rezeptors 

eine Hochregulation des TLR-4-Rezeptors ursächlich sein, der die Freisetzung 

dieses Zytokins reguliert. 

 

IL-12 nutzt die Mechanismen der erworbenen und der angeborenen Immunität, 

um seine Wirkung gegen Tumoren auszuüben (Bingle et al., 2002). Es fördert die 

Proliferation und zytotoxische Aktivität von NK-Zellen und zytotoxischen T-

Lymphozyten und induziert die Zytokinsekretion, insbesondere von IFN-. Ein 

weiterer Effekt dieses Zytokins ist die Entwicklung naiver CD-4(+) T-Zellen zu 

TH-1-Zellen (Brunda, 1994; Trinchieri, 2003). Über IFN- führt es indirekt zur 

Aktivierung von Makrophagen (Brunda et al., 1996). In verschiedenen Studien 

wurde ein starker antitumoraler und antimetastatischer Effekt von IL-12 

nachgewiesen, der durch die Proliferation und Aktivierung von NK- und T-Zellen 
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und die daraus resultierende Zytokinsekretion, vor allem von IFN-, vermittelt wird 

(Fujiwara, 1996; Yu et al., 1997; Colombo und Trinchieri, 2002). Obwohl IL-12 in 

Tierversuchen einen deutlichen therapeutischen Effekt gegen verschiedene 

murine Tumoren zeigt, konnte es jedoch bislang wegen seiner starken Toxizität 

klinisch nicht eingesetzt werden (Smyth et al., 2000). 

In unseren Versuchen fand sich (als einziges der TH-1-repräsentierenden 

Zytokine) eine Mehrfachexpression in der Behandlungsgruppe der C57BL/6-

Tiere. Auch bei den Tieren der Knock-out-Mäuse konnte eine eindeutige 

Mehrfachexpression im Vergleich zur Kontrollgruppe nachgewiesen werden. 

 

TNF- und IL-12 sind als erste Zytokine bei einer Immunreaktion nachzuweisen. 

Ihr Maximum findet sich bereits am 2. Tag post infectionem; ab dem 3./4. Tag 

erfolgt das Töten infizierter Zellen durch die natürlichen Killerzellen und erst ab 

dem 7./8. Tag kommt es zum T-Zell-vermittelten Töten infizierter Zellen. 

Demnach ist es möglich, dass bei den Tieren der C57BL/6-Mäuse bereits am 13. 

Tag der Versuchsreihe, an dem die Tiere getötet wurden, die TH-2-Antwort 

überhand nahm und mittels ihrer Zytokine die TH-1-Antwort hemmte. 

 

Im Bereich der TH-2-vermittelten Immunantwort zählt IL-4 zu den wichtigsten 

Vertretern. Es wird ausschließlich an der Kontaktstelle der Zielzelle sezerniert 

und wirkt selektiv auf antigenspezifische B-Zellen. Es antagonisiert zusammen 

mit IL-6 und IL-10 die IFN--vermittelte Makrophagenaktivierung. Weiterhin 

begünstigt IL-4 die Proliferation der B-Zellen und induziert die Expression von 

MHC-II-Molekülen auf deren Oberfläche. Große Mengen an IL-4 führen zu einer 

Hemmung der TH-1-gewichteten Immunantwort (Janeway et al., 2002). 

IL-10 ist hingegen ein wichtiger Regulator der zellulären Immunantwort mit 

antiiinflammatorischer Wirkung. Von T-Zellen, Monozyten und B-Zellen gebildet, 

inhibiert es die Aktivierung, Proliferation und Zytokinsynthese von Lymphozyten 

(Moore et al., 2001). Weiterhin hemmt IL-10 die Aktivierung von Makrophagen 

und die Produktion von IL-12 und TNF- sowie die Expression von MHC II und 

kostimulatorischen Molekülen auf Antigen-präsentierenden Zellen. Es wird 

vermutet, dass die Fähigkeit von IL-10, die Zytokin-Synthese in T-Zellen und NK-
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Zellen zu hemmen, auf diese Beeinträchtigung der Antigen-präsentierenden 

Zellen zurück zu führen ist (Fiorentino et al., 1991). In verschiedenen malignen 

Zelltypen konnte eine gesteigerte IL-10-Synthese nachgewiesen werden, 

weshalb man spekuliert, ob die Produktion dieses Zytokins eine Möglichkeit 

darstellt, der Immunantwort gegen Tumoren zu entweichen (Kim et al., 1995). 

Bei den C57BL/6-Mäusen findet sich IL-4 gemeinsam mit IL-10 erhöht, was 

ursächlich für die nachgewiesene Minderexpression von IFN- sein kann und 

damit auch die Aussage der oben genannten These unterstützen würde.  

 

Das antiinflammatorische Zytokin TGF- unterdrückt das Wachstum von T- und 

B-Zellen. Es vermindert sowohl die TNF-α-Synthese als auch die Bildung von 

reaktiven Sauerstoffverbindungen und die Adhäsion von Granulozyten an 

Endothelzellen. In Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass TGF- die 

Entstehung spezifischer zytotoxischer und inflammatorischer T-Zellen inhibiert 

und eine Verringerung der zellulären Infiltration mit herabgesetzter MHC-II-

Expression und erniedrigter Anzahl von CD-8(+) T-Zellen im Gewebe Virus-

infizierter Tiere hervorruft. In Hinblick auf die Bedeutung im Rahmen der 

Tumorimmunität konnte für Glioblastome und die akute T-Zell-Leukämie 

nachgewiesen werden, dass Tumorzellen durch die Bildung von TGF- zu einer 

Immunsuppression führen (Fontana et al., 1992). Generell gilt für Tumore, dass 

die Expression dieses Gens herunterregliert ist, da es für die Inhibition 

unkontrollierten Zellwachstums verantwortlich ist (Gold, 1999) und daher 

insbesondere in Tumorzellgewebe minderexprimiert wird, wie es auch in unserer 

Versuchsreihe gezeigt werden konnte.  

 

Die Tatsache, dass insbesondere in der Gruppe der TLR-9(-/-)Knock-out-Mäuse 

eine ausgeprägte TH-1- als auch TH-2-Immunantwort unter CpG-ODN-Therapie 

nachgewiesen werden konnte, legt die Vermutung nahe, dass Karzinomzellen 

selbst TLR-9-Rezeptoren ausbilden können. Dies konnte am Beispiel der 

chronisch lymphatischen Leukämie als auch des Burkitt-Lymphoms 

nachgewiesen werden (Decler et al., 2001; Henault et al., 2005). Bei der von uns 

angewendeten Urothelkarzinomzelllinie (MB49) wurde allerdings in unserer 
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Arbeitsgruppe eine Expression von TLR-9 widerlegt (Olbert et al., 2004). 

Zusätzlich konnten bei in vitro Versuchen mit CpG-ODN an der MB49-Zellinie, 

weder ein proapoptotischer Effekt noch eine Wachstumshemmung oder Nekrose 

an den Zellen nachgewiesen werden, was gegen einen direkten Effekt von CpG-

ODN auf die Tumorzellen spricht (Hegele et al., 2004).  

Am ehesten lässt sich die ausgeprägte Zytokinantwort - trotz Fehlen des TLR-9-

Rezeptors im Knock-out-Mausmodell - auf das Vorhandensein anderer 

immunmodulatorischer Pathways zurückführen. Dies postulierten bereits Wang 

et al., die die alleinige Anwesenheit von TLR-9 als nicht ausreichend ansahen, 

um die immunstimulatorische Wirkung von CpG-ODN zu vermitteln (Wang et al., 

2005). 

 

Nachweislich – insbesondere unterstützt auch durch unsere klinischen 

Ergebnisse mit deutlich reduzierter Tumormasse – besitzt CpG multiple 

antineoplastische Effekte, deren genaue Wirkmechanismen nicht geklärt sind. 

Inwieweit vergleichend zur Monotherapie außerdem eine therapeutische Wirkung 

in Kombination mit anderen Tumortherapien möglich ist, kann erst durch weitere 

Studien erklärt werden. Beispielhaft erwähnt werden soll hier die verbesserte 

Ansprechbarkeit auf Strahlen- oder Chemotherapie, wie es am Mammakarzinom 

im murinen Modell gezeigt werden konnte (Mason, 2006).  

 

Die vielversprechenden Untersuchungen am murinen Mausmodell lassen sich 

allerdings nicht uneingeschränkt auf den Menschen übertragen. Seit einigen 

Jahren werden im Rahmen klinischer Studien geeignete CpG-ODN eingesetzt.  

Hierbei konnten bei diversen Tumorentitäten eine Aktivierung des Immunsystems 

festgestellt werden (Link, 1997; Friedberg, 2005). Die Anwendung wurde gut 

toleriert und zeigte bei einer kombinierten Anwendung - beispielsweise zur 

Standardchemotherapie - verbesserte Ansprechraten als auch eine verbesserte 

Überlebensrate (Leonard, 2007; Manegold, 2005). Erste Phase III-Studien wurde 

bereits im Jahr 2005 initiiert, um einen Einsatz in Kombination zu der 

herkömmlichen Chemo- oder Radiotherapie zu überprüfen (Murad, 2007). 
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Bereits bis zum Jahr 2014 erfolgten mehr als 100 klinische Sudien (einschl. 

Phase III) mit Anwendung von CPG-ODN nicht nur in der Onkologie, sondern 

auch in der in der Allergologie und der Infektiologie. 

Nach den vielversprechenden Tierversuchsreihen scheint der Erfolg der 

klinsichen Studien mit CPG-ODN in der Onkologie alleinig allerdings insgesamt 

enttäuschend. Beispielsweise erreichte eine intracerebrale Applikation bei 

Auftreten eines Glioblastoms keine Verlängerung des Überlebens und 

Versuchsreihen ergänzend zur Chemotherapie beim nicht kleinzelligen 

Lungenkarzinom erbrachten keine positiven Effekte (Ursu et al., 2016; Shirota et 

al., 2014) 

Verantwortlich hierfür sind möglicherweise auch die unterschiedlichen 

Expressionsmuster der TLR-9-Rezeptoren, die beim Menschen nur in B- und 

dendritischen Zellen zu finden sind, bei der Maus zusätzlich auch bei Monozyten 

und Makrophagen (Eckl-Dorna J et al., 2009). 

Infektiologisch sind dagegen große Fortschritte und Erfolge zu verzeichnen. So 

konnte bespeilsweise ein potenter Hepatitis B Impfstoff (HEPLISAV-B®) durch 

die FDA im Jahr 2017 zugelassen werden, der als Wirkverstärker CpG-Motive 

enthält und einen Schutz vor allen Hepatitis-B-Viren nach nur 2 Injektionen 

verspricht (Schillie S et al., 2018). 

Was infektiologisch erreicht wird, bekräftigt die Hoffnung auf die weiteren 

klinischen Anwendungen und Optimierungen dieses Adjuvanz auch in der 

Onkologie, und lässt den Titel von Krieg aus dem Jahr 2012 „CpG still rocks“ 

auch heute noch brandaktuell sein. 
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6 Zusammenfassung 

 

Das Harnblasenkarzinom hat als zweithäufigste maligne urologische 

Tumorerkrankung einen hohen Stellenwert. Seit Jahren zählt die intravesikale 

Instillation von BCG zur Standardtherapie insbesondere des Hoch-Risiko 

Urothelkarzinoms. Diese wird aufgrund des hohen Nebenwirkungsprofils häufig 

von Seiten der Patienten abgebrochen.  

 

In der Erforschung des Wirkmechanismus von BCG konnten als verantwortliche 

immunmodulatorische Komponenten CG-reiche DNA-Sequenzen (CpG-ODN) 

gefunden werden. Im murinen Modell wurde die Stimulation bestimmter Zytokine 

und Mediatoren im Sinne einer TH-1-Immunantwort nach Bindung an den TLR-

9-Rezeptor nachgewiesen. 

 

In dieser Arbeit wurde am Beispiel des Harnblasenkarzinoms unter der Therapie 

mit CpG-ODN das Zytokinmilieu bei C57BL/6 und TLR-9(-/-)Knock-out-Mäusen 

im Tumormaterial vergleichend untersucht. Wir etablierten ein subkutanes 

Modell, in dem alle Tiere durch Injektion von je 1 Millionen Tumorzellen (MB49) 

im Bereich beider Flanken einen palpablen Tumor entwickelten. Insgesamt 

wurden 38 Tiere untersucht (20 Tiere der Spezies C57BL/6 und 18 TLR-9(-/-

)C57BL/6-Mäuse). Jeweils die Hälfte der Tiere erhielt am Tag der 

Tumorzellinstillation CpG-ODN in das rechtsseitig instillierte Tumorzellinfiltrat. 

Nach Opferung der Tiere und Entnahme des subkutanen Tumormaterials wurde 

dieses mittels Real-Time-PCR bezüglich der Zytokin-Expression untersucht. 

Klinisch zeigte sich eine deutlich kleinere Tumorgröße der behandelten Tiere, 

wobei die Tumore der Knock-out-Mäuse im Vergleich zu den C57BL/6-Tieren 

insgesamt größer waren.  

Die mit CpG-ODN behandelten C57BL/6-Mäuse wiesen eine vor allem TH-2-

gewichtete Immunantwort auf, wobei auch IL-12 - als Hauptvertreter der TH-1-

gewichteten Immunantwort - vermehrt exprimiert wurde. Als Ursache für diese 

Ergebnisse machen wir zum einen den sehr frühen Therapiebeginn mit CpG-
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ODN als auch die relativ frühe Opferung der Tiere am 13. Tag der 

Versuchsdurchführung verantwortlich.  

In der Behandlungsgruppe der TLR-9(-/-)Knock-out-Mäuse zeigte sich eine 

ausgeprägte Mehrfachexprimierung der Zytokine sowohl der TH-1- als auch der 

TH-2-Antwort. Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass nicht allein die 

Signalkaskade über den TLR-9-Rezeptor, sondern auch andere 

immunstimulative Mechanismen wirken.  

Vergleicht man die jeweiligen Tumore (rechts und links) der untersuchten Tiere, 

so ist von einer systemischen Wirkung von CpG-ODN auszugehen, da auch auf 

der nicht behandelten Seite immunmodulatorische Mechanismen mit Erhöhung 

spezifischer Zytokine nachweislich waren.  

 

Der therapeutische Einsatz von CpG-ODN wird nicht nur im Bereich der 

Onkologie an Bedeutung gewinnen. Hierfür ist es wünschenswert, die 

Wirkmechanismen durch weitere Forschung noch genauer zu verstehen. Auf 

diese Weise kann es gelingen, dieses vielversprechende Behandlungsprinzip für 

weitere Indikationen zu etablieren und effektiv in der medizinischen Praxis 

einzusetzen.  
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Summary 

 

Bladder cancer is the second most common malignant urological tumor disease. 

For years, the intravesical instillation of BCG has been a standard therapy, 

especially for high-risk urothelial carcinoma. Due to the high side effect profile, 

this therapy is often discontinued by patients. 

 

Investigations into the mechanism of action of BCG have revealed CG-rich DNA 

sequences (CpG-ODN) as the responsible immunomodulatory components. In 

the murine model, the stimulation of certain cytokines and mediators in the sense 

of a TH-1 immune response after binding to the TLR-9 receptor was detected. 

 

In this dissertation, the cytokine milieu in C57BL/6 and TLR-9(-/-)knock-out mice 

was compared in tumor material using the example of bladder carcinoma under 

therapy with CpG-ODN. We established a subcutaneous model in which all 

animals developed a palpable tumor by injecting 1 million tumor cells (MB49) 

each in the area of both flanks. A total of 38 animals were examined (20 animals 

of species C57BL/6 and 18 TLR-9(-/-)C57BL/6 mice). Half of the animals each 

received CpG-ODN into the right-sided infiltrated tumor cell on the day of tumor 

cell instillation. After sacrifice of the animals and removal of the subcutaneous 

tumor material, the cytokine expression was investigated by real-time PCR. 

Clinically, the treated animals showed a significantly smaller tumor size, with the 

tumors of the knock-out mice being larger overall compared to the C57BL/6 

animals. 

The C57BL/6 mice treated with CpG-ODN showed a mainly TH-2-weighted 

immune response, whereby IL-12 - as the main representative of the TH-1-

weighted immune response - was also increasingly expressed. We attribute 

these results to the very early start of therapy with CpG-ODN as well as the 

relatively early sacrifice of the animals on the 13th day of the trial. 

In the treatment group of TLR-9(-/-)knock-out mice, a pronounced multiple 

expression of cytokines of both the TH-1 and TH-2 response was observed. 

These results suggest that not only the signalling cascade via the TLR-9 receptor, 
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but also other immunostimulatory mechanisms are at work. 

Comparing the respective tumours (right and left) of the animals examined, a 

systemic effect of CpG-ODN can be assumed, since immunomodulatory 

mechanisms with an increase in specific cytokines were also found on the non-

treated side. 

 

The therapeutic use of CpG-ODN will not only gain importance in the field of 

oncology. For this purpose, it is desirable to understand the mechanisms of action 

even more precisely through further research. In this way, it may be possible to 

establish this promising treatment principle for further indications and use it 

effectively in medical practice.
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