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1 Einleitung

Tumormarker sind in der modernen Tumortherapie von gro3em Interesse, da
sie neue Perspektiven sowohl fur die Diagnostik, Therapie als auch das
Monitoring er6ffnen. CD276 ist Teil der B7-Familie und als solches ein
vielsprechender Kandidat sowohl als Marker als auch flr die Therapie von
Tumorerkrankungen, insbesondere flur die Therapie von Blasenkrebs. Eine
Modulation der Expression von CD276 durch eine haufig asymptomatisch
verlaufende chronische Infektion mit Mykoplasmen kann unter Umstanden zu
einer falsch-positiven oder falsch-negativen Diagnostik oder sogar zu einem

verminderten Therapieansprechen fuhren.

Die Einleitung zu der Arbeit unterteilt sich in drei Aspekte, die im Folgenden
kurz erlautert werden. Der Einstieg erfolgt Uber die klinische Relevanz und
Behandlungsaspekte des Urothelkarzinoms. Hierbei werden anatomische und
physiologische Grundlagen wiederholt und der Stand der aktuellen S3
Behandlungsileitlinie fur Blasenkrebs erlautert. Darauf aufbauend werden im
zweiten Teil Behandlungsansatze in der Tumortherapie und hierbei
insbesondere die Expression und Relevanz von CD276 und anderen
Tumormarkern erlautert. AulRerdem wird auf die molekularen
Regulationsmechanismen eingegangen, um den Zusammenhang zwischen
CD276 und Blasenkrebs dazulegen. Der dritte Teil der Einleitung beschaftigt
sich mit den Eigenschaften und dem Nachweis von Mykoplasmen, woraus sich
in der Zusammenschau mit den vorherigen Punkten der Einleitung das Ziel
dieser Arbeit ergibt.

1.1 Klinische Relevanz und Behandlungsaspekte des Urothelkarzinoms
Der Einstieg in die Thematik des Urothelkarzinoms erfolgt Uber die
Wiederholung der allgemeinen Histologie und der Eigenschaften des Urothels.
Darauf aufbauend werden die Eigenschaften, die Epidemiologie und die
Risikofaktoren des Urothelkarzinoms erlautert. Anschlie3end erfolgt die
Beschreibung der Diagnostik, Klassifikation und Therapie des

Urothelkarzinoms. Zusatzlich wird der wirtschaftliche Aspekt des



Urothelkarzinoms beleuchtet, aus dem sich die Notwendigkeit zur Erforschung

und Entwicklung neuer Therapie- und Screening- Mdglichkeiten ergibt.

1.1.1 Allgemeine Histologie und Eigenschaften des Urothels

Das Urothel, auch Ubergangsepithel oder Epithelium transitionale genannt, ist
ein mehrschichtiges Epithel, das sich aus einer einlagigen Basalschicht, einer
aus mehreren Zelllagen bestehenden Intermediarschicht und oberflachlichen
Deckzellen (engl.: Umbrella Cells) zusammensetzt (Lobban et al., 1998,
Ldllmann-Rauch and Asan, 2015). Es wird immer wieder die Annahme
geaulert, dass es sich bei dem Urothel nicht um ein mehrschichtiges, sondern
um ein mehrreihiges Epithel handelt. Diese Annahme konnte aber bisher nicht

abschlieend geklart werden (Lullmann-Rauch and Asan, 2015).

Die Deckzellen sind deutlich grof3er und oft polyploid, was sie mit einer
Lebensdauer von ca. 300 Tagen deutlich langlebiger als andere Zellen macht
(Lullmann-Rauch and Asan, 2015). Sie verfligen apikal zusatzlich Gber
Uroplakine. Hierbei handelt es sich um spezifische Transmembranproteine, die
gemeinsam mit den Tight Junctions fur eine Permeabilitatsschranke gegenuber
dem Harn sorgen (Min et al., 2003). Uroplakine liegen in den Deckzellen apikal
in Vesikeln gespeichert vor (dies wird teilweise als Crusta urothelialis
bezeichnet) und werden bei Ausdehnung der Blase durch Exozytose an die
Zellmembran abgegeben, welche so noch mehr Intermediarzellen Uberdecken
kann. Dies sorgt fur eine noch bessere Abdichtung gegenuber dem Harn.

Urothel ist im Bereich der ableitenden Harnwege zu finden. Es beginnt an den
Kelchen des Nierenbeckens und ist sowohl in den Harnleitern als auch in der
Harnblase zu finden (siehe Zeichnung A in Abbildung 1). Bei Frauen ist nur im
proximalen Teil der Harnrohre noch Urothel zu finden, wahrend die restliche
Harnréhre mit unverhorntem, mehrschichtigen Plattenepithel ausgekleidet ist.
Bei Mannern ist die Harnréhre bis zur den Ductus ejaculaorii mit Urothel

ausgekleidet, wahrend distal mehrschichtiges Zylinderepithel zu finden ist.

Aus diesen morphologischen wie auch anatomischen Eigenschaften ergibt sich
die funktionale Besonderheit des Urothels. Es ist in der Lage, sich den

regelmafigen Volumenanderungen der Harnblase anzupassen und eine



optimale Abdichtung gegentber dem Urin zu gewahrleisten (siehe Zeichnungen
B, C und D in Abbildung 1).

Ubersicht (iber mit Urothel ausgekleidete Bereiche Wandschichten Harnblase

Urothel
1 Lamina propria
Muskel
Binde- und Fettgewebe

AR
| SRR 05983
+ ] c ——
1- Niere Harnblase voll
2- Nierenbecken \
3- Harnleiter
4- Harnblase
5- Harnréhre ; //
6- Prostata \ V D
5 Aufbau Urothel:
a- Deckzellen
Urothel b- Intermediarzellen

c- Basalzellen
d- Lamina propria

Abbildung 1 Ubersicht Vorkommen und Aufbau von Urothel

Auf der Abbildung A ist das Vorkommen von Urothel im Urogenitaltrakt mit grau markiert. Abbildung B
stellt den anatomischen Aufbau der Harnblase schematisch dar. Abbildung C zeigt die Morphologie des
Epithels in der Harnblase bei leerer Blase und Abbildung D zeigt die morphologischen Eigenschafen des
Epithels bei voller Harnblase.

1.1.2 Eigenschaften, Epidemiologie und Risikofaktoren des
Urothelkarzinoms
Unter dem Begriff Karzinom versteht man eine bosartige Erkrankung, welche
aus Epithelzellen entsteht und ca. 80% aller bosartigen soliden Tumore
ausmacht (Pelaj, 2016). Zu den klassischen Symptomen gehoért die B-
Symptomatik, bestehend aus Fieber, Nachtschweil} und ungewollten
Gewichtsverlust. Das Urothelkarzinom macht den Grol3teil der Blasentumore
aus, ist jedoch nicht gleichzusetzen mit einem Blasenkrebs, da es nicht nur in
der Blase, sondern im gesamten Bereich der ableitenden Harnwege, welche mit
Urothel ausgekleidet sind, entstehen kann. Das Urothelkarzinom ftritt oft an

verschiedenen Stellen der Blase wie auch der ableitenden Harnwege



gleichzeitig auf (Lopez-Beltran and Cheng, 2006) (Zentrum fur
Krebsregisterdaten, 2018). In der Blase gibt es auch andere, jedoch deutlich
seltenere Tumorarten, wie beispielsweise das Plattenepithelkarzinom und das
Adenokarzinom (Lopez-Beltran and Cheng, 2006).

Im Jahr 2018 gab es laut Robert-Koch-Institut 18270 Neuerkrankungen an
einem invasiven Blasenkarzinom. Von den Erkrankten waren 13500 Manner. Zu
dieser Anzahl addieren sich noch 12770 Personen, die an einem nicht-
invasiven papillaren Karzinom und in-situ Tumoren der Blase erkrankt sind. Das
mittlere Erkrankungsalter belauft sich auf 73 bis 77 Jahre. Vor dem Hintergrund
der demographischen Transition in Deutschland ist davon auszugehen, dass
die Zahl der Neuerkrankungen in den nachsten Jahren weiter zunehmen wird
(Statistischtes Bundesamt, 0.J.) (Zentrum fur Krebsregisterdaten, 2018). Das
Urothelkarzinom ist bei Mannern die 4. und bei Frauen die 12. haufigste
Lokalisation fur eine Tumorneuerkrankung. Es macht etwa 5,1% aller
Krebserkrankungen bei Mannern aus und ist somit nach dem Prostatakarzinom
die haufigste Tumorart des Urogenitaltraktes. Allgemein sind Manner mehr als
doppelt so haufig betroffen wie Frauen (Erdmann et al., 2021). In Tabelle 1
werden Inzidenz, Mortalitat und Pravalenz des Blasenkarzinoms des Jahres
2014 denen des Jahres 2018 gegenubergestellt. Seit dem Ende der 1990er
Jahre erkennt man bei Mannern bei der altersstandadisierten Erkrankungs- und
Sterberate einen rucklaufigen Trend (Erdmann et al., 2021). Dies ist
wahrscheinlich auf die Verringerung des Konsums von Tabak seit den 1980er
Jahren und mdglicherweise auf eine geringere berufliche Exposition gegenuber
krebserregenden Stoffen zurlickzufihren. Bei Frauen sind die Zahlen der
Neuerkrankungen und die der Pravalenz seit dem Ende der 1990er Jahre im
Vergleich zu den Mannern deutlich niedriger und relativ konstant (Zentrum fur
Krebsregisterdaten, 2018, Bundesgesundheitsministerium, o.J., Erdmann et al.,
2021).

Zu den Risikofaktoren des Blasenkarzinoms gehoren das mannliche
Geschlecht und ein hoheres Lebensalter und insbesondere sowohl das aktive
wie auch das passive Rauchen (International Agency for Research on Cancer

(IARC) Working Group, 2004). Aber auch aromatische Amine, welche in
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Pestiziden, Zigarettenrauch, Dieselabgasen und Haarfarbemitteln vorkommen
und teilweise in der Gummi- und Farbenindustrie genutzt werden, erhéhen das
Risiko (Claude et al., 1988, Pesch et al., 2000, Vlaanderen et al., 2013). Hinzu
kommen Risiken durch Chlor und Arsen im Trinkwasser sowie durch
eingenommene Zytostatika und/oder Radiotherapien im Bereich der Harnblase
oder chronische Infektionen und Entziindungen der Blase (Kunze et al., 1992,
Kjaer et al., 1989, Chaturvedi et al., 2007). Pioglitazon, ein als Antidiabetikum
eingesetztes Arzneimittel, steht ebenfalls im Verdacht, Blasenkrebs auszuldsen
(Zentrum fur Krebsregisterdaten, 2018, Azoulay et al., 2012, American Cancer

Society, 0.J.).

Tabelle 1 Vergleich der Inzidenz, Mortalitét und Prévalenz des Blasenkarzinoms 2013 und 2018
Die Tabelle vergleicht die geschlechter spezifischen Zahlen der Neuerkrankungen, der Sterbefélle und der
Préavalenz nach 5 Jahren von Blasenkrebs im Jahr 2013 mit den Zahlen im Jahr 2018.

2014 (Robert Koch- 2018 (Erdmann et al., 2021)
Institut, 2017)
Manner Frauen Manner Frauen
Blasenkrebs 11680 4170 13500 4770
Neuerkrankungen | bzw. 430* bzw. 7100* | bzw. 23410* | bzw. 7630*

*Die gekennzeichneten Werte ergeben sich, wenn man

die in-situ Tumore und Neubildungen unsicheren oder

unbekannten Verhaltens einberechnet.

Sterbefalle an 3897 1795 3862 1840
Blasenkrebs

Pravalenz nach 5 | 36100 11100 60200 19100
Jahren

1.1.3 Diagnostik

Entdeckt wird das in der Mehrzahl der Falle Uber lange Zeit asymptomatische
Urothelkarzinom oftmals durch eine schmerzlose Mikrohamaturie, das heift
Blut im Urin (Wakui and Shiigai, 2000, Massey et al., 1965). AulRerdem kann
eine Drangsymptomatik und eine Pollakisurie in 20-35% der Falle vorliegen,
welche in ca. 40% durch eine begleitende Harnwegsinfektion verursacht wird

(Turner et al., 1977, Cox et al., 1969). Differentialdiagnostisch mussen andere
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Blutungsursachen, wie beispielsweise Infektionen, Nieren- und Blasensteine
abgeklart werden. Beim Vorliegen einer Mikro- oder Makrohamaturie sollte
zunachst eine Sonographie des oberen Harntraktes erfolgen, um einen
Harnstau auszuschlie3en bzw. zu sichern, welcher als mogliche Folge eines
lokal fortgeschrittenen Harnblasenkarzinoms aber auch bei Urolithiasis oder
anderen Raumforderungen der Niere vorkommt. Eine weitere
Untersuchungsmoglichkeit ist die Urinzytologie. Bei dieser erfolgt durch
Zentrifugation einer frischen und moglichst zellreichen Urinprobe die Isolation
und anschlielRende Farbung der Urothelzellen. Anschlieend wird auf
Malignitatskriterien wie Kernveranderungen (z.B. GroRe und Form des Kerns
sowie Hyperchromasie, Anisokaryose und verdickte Kernmembran) und
gesteigerten Zellstoffwechsel untersucht. Diese Charakteristika konnen bei low-
grade-Karzinomen noch sehr unauffallig sein, werden aber bei zunehmender
Entdifferenzierung deutlicher (vom Dorp et al., 2011). Hieraus ergibt sich eine
niedrige Sensitivitat und auch bei einem negativen Ergebnis ist kein sicherer
Ausschluss eines low-grade Harnblasenkarzinoms moglich (Turco et al., 2011).
Dennoch wird die Urinzytologie als Referenzstandard bei vielen Markerstudien
genutzt, da sie zwar eine niedrigere Sensitivitat aber eine hdhere Spezifitat hat
(Lotan and Roehrborn, 2003, van Rhijn et al., 2005). Die Diagnostik des
Urothelkarzinoms ist erschwert, da es uUber eine lange Zeit asymptomatisch sein
kann und es bisher keinen etablierten Marker gibt, der in der Klinik Anwendung
findet. Der Goldstandard zur Primardiagnostik bei Verdacht auf ein
Harnblasenkarzinom und dem Vorliegen zusatzlicher Risikofaktoren bleibt laut
Expertenkonsens weiterhin die Weildlicht-Zystoskopie mit einem flexiblen oder
einem rigiden Zystoskop (Jocham et al., 2008). Im Rahmen dieser
Untersuchung soll bei Verdacht auf ein Harnblasenkarzinom eine Gewebeprobe
entnommen werden und durch den Pathologen eine histologische Sicherung
erfolgen. Je nach operativem oder histologischem Befund sollte ebenfalls eine
Abklarung des oberen Harntraktes erfolgen (Blick et al., 2012). Doch auch die
Weildlicht-Zytoskopie ist in ihrer Detektion limitiert und sowohl von der GroRRe
des Tumors als auch von den Fahigkeiten des Untersuchers abhangig (Jocham
et al., 2008).
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1.1.4 Klassifikation und Therapie von Blasenkarzinomen

Die WHO-KIassifikation der Tumore des Uro-Genitalsystems von 2004 wurde
im Jahr 2016 aktualisiert (Moch et al., 2016). Sie unterscheidet zwischen dem
invasiven Urothelkarzinom und der nicht-invasiven urothelialen Lasion. Beide
Gruppen kdénnen weiter unterteilt werden. Die nicht-invasiven Urothelkarzinome
machen etwa 70% der primar diagnostizierten Urotheltumore aus (Moch et al.,

2016, Leitlinienprogramm Onkologie et al., 2020).

Die TNM-Klassifikation, welche von der UICC (Union for International Cancer
Control) seit mehr als 50 Jahren veroffentlicht wird, dient der Klassifizierung der
GroRe und Ausdehnung von Krebserkrankungen. Diese Klassifikation ist
wegweisend fur die Einteilung in Tumorstadien und damit auch fur die
angemessene Behandlung und die Prognose. Aulierdem erleichtert sie den
Informationsaustausch zwischen unterschiedlichen Zentren und hilft auch
dabei, Behandlungsergebnisse zu evaluieren. Das , T der Klassifikation steht
fur die Lokalisation und GrofRe des Primartumors, das ,N“ fur lokalen
Lymphknotenbefall und ,M* fir (Fern-)Metastasen (Union for International
Cancer Control). Die T-Kategorie des TNM kann fur die klinische
Stadieneinteilung in nicht-muskelinvasives Harnblasenkarzinom: pTis, pTa, pT1
und muskelinvasives Harnblasenkarzinom: = pT2 genutzt werden. Die
detaillierte TNM der Urothelkarzinome der Harnblase ist in Abbildung 2
dargestellt. Die sich aus diesem System ergebende und etablierte
Stadieneinteilung des Harnblasenkarzinoms ist in Tabelle 2 aufgelistet (Union

for International Cancer Control).

Tabelle 2 UICC Stadieneinteilung der Harnblasenkarzinome
Die Tabelle zeigt die UICC (Union International fiir Cancer Control) Einteilung von Blasenkrebs.

Stadium 0a Ta NO MO0
Stadium Ois Tis NO MO
Stadium | T1 NO MO
Stadium Il T2a, T2b NO MO
Stadium A T3a, T3b, T4a NO MO
T1, T2, T3, T4a N1 MO

Stadium llIB T1, T2, T3, T4a N2, N3 MO
Stadium IVA T4b Jedes N MO
Jedes T Jedes N M1a

Stadium IVB Jedes T Jedes N M1b
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TNM Klassifikation des Blasenkrebs Primartumor kann nicht bewertet werden

Kein Nachweis von Primértumor
Nicht-muskelinvasives papilléres Karzinom
Carcinoma in situ: ,Flache Neoplasie”

Tumor dringt in subepitheliales Bindegewebe ein

Tumor dringt in Muskularis propria ein

BT Tumor dringt in oberfléchliche Muskularis propria ein (innere Hilfte)
= I,
= ' . Tumor dringt tief in Muskularis propria ein (sussere Hilfte)

Tumor dringt in perivesikales Gewebe ein:
Mikroskopisch

Makroskopisch (Extravesikale Masse)

blisch

Tumor dringt in eines der Folgenden ein: P roma, Uterus,

Vagina, Beckenwand

Tumor dringt ein in Prostatastroma, Samenbl&schen, Uterus oder Vagina

Tumor dringt ein in Beckenwand oder Abdominalwand

Regiondre Lymphknoten

Regiondre Lymphknoten kdnnen nicht bewertet werden

Keine regionalen Lymphk asen

Metastase(n} in solitirem lymphknoten des kleinen Beckens (hypogastrische,
Obturator-, externe iliacale oder prasakrale Lymphknoten)

Urothel
Lamina propria Metastase(n) in multiplen Lymphknoten des kleinen Beckens (hypogastrische,

pe(e Kushslachclt Obturator-, externe iliacale oder prisakrale Lymphknoten)

AuBere Muskelschicht
Bindegewebe und Fett L prsstats:

Metastase(n) der Lymphknoten an der Arteria iliaca communis

Fernmetastase
Keine Fernmetastasen
Metastasen in nichtregiondre Lymphknoten

Andere Fernmetastasen

Abbildung 2 TNM-Klassifikation des Blasenkrebs

Die Abbildung zeigt eine schematische Darstellung der Wandschichten der Harnblase und die
unterschiedlichen Eindringtiefen von Blasenkrebs, welche in der TNM-Klassifikation differenziert werden.
In der Tabelle wird auf die gesamte TNM-Klassifikation eingegangen.

Im Jahre 2016 entstand die erste S3 Leitlinie zur Diagnostik und Therapie des
Urothelkarzinoms der Harnblase. Die aktuelle S3 Leitlinie zur Behandlung des
Blasenkarzinoms wurde 2020 verfasst und umfasst in der Langversion rund 400
Seiten (Leitlinienprogramm Onkologie et al., 2020). Im Folgenden werden die

aktuellen Behandlungsileitlinien des Blasenkarzinoms kurz zusammengefasst.

Nicht nur bei der Diagnostik, sondern auch bei der Therapie des
Harnblasenkarzinoms muss zwischen dem muskelinvasiven und dem nicht-
muskelinvasiven Harnblasenkarzinom unterschieden werden. Bei den nicht-
muskelinvasiven Harnblasenkarzinomen, welche sich auf die Mukosa (Ta,Cis)
oder Submukosa (T1) beschranken, ist die transurethrale Resektion nicht nur
fur die Probengewinnung und zytologische Diagnostik notwendig, sondern dient
teilweise gleichzeitig als Therapie (Richterstetter et al., 2012, Mariappan et al.,
2012).
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1.1.4.1 Therapie der nicht-muskelinvasiven Blasentumore

Das Urothelkarzinom zeichnet sich unter anderem durch sein aggressives
Wachstum und seine Progressionshaufigkeit aus. Dies bedeutet, dass
oberflachliche Blasentumore je nach Tumorstadium und Grad der
Differenzierung nach einer ausschliel3lich transurethralen Resektion in bis zu
70% der Falle ein Rezidiv erleiden und bis zu 25% der Patienten einen
Tumorprogress erleiden (Sylvester et al., 2006). In-situ Tumore der Blase
gehoren laut ICD10 nicht zu den bdsartigen Tumoren, haben jedoch eine hohe
klinische Relevanz, da sie ein deutlich hdheres Risiko fur eine Progression, das
heil3t weiteres Tumorwachstum, sowie ein hdéheres Risiko fur ein Rezidiv, das
heit Wiederauftreten nach der Behandlung, haben. Studien zeigen, dass
Patienten mit einem initial lokal begrenzten Tumor auch nach einer erfolgten
Zystektomie, das heildt einer chirurgischen Entfernung der gesamten Blase,
innerhalb von 5 Jahren in bis zu 30% der Falle eine systemische

Tumorprogression erlitten (Hautmann et al., 2006).

Bei Nachweis eines nicht-muskelinvasiven Blasenkarzinoms mit niedriger
Risikokonstellation muss keine Nachresektion erfolgen. Im Falle einer
inkompletten Resektion oder Bestehen einer mittleren oder hohen
Risikokonstellation sollte die Nachresektion innerhalb eines Zeitrahmens von 6
Wochen nach der primaren transurethralen Resektion (TUR) erfolgen, da
Studien gezeigt haben, dass nach der primaren TUR meist noch Resttumore
vorhanden sind (Klan et al., 1991, Schips et al., 2002). Hierbei sollte vor allem
der Bereich der primaren Resektion erneut reseziert werden, da sich hier 80%
der Resttumore befinden (Ayati et al., 2019, Lazica et al., 2013). Weitere

Grunde fur eine Nachresektion sind der S3- Leitlinie zu enthehmen.

Eine Fruhinstillation bzw. eine adjuvante intravesikale Chemotherapie kann die
Rezidivrate verringern (Sivalingam et al., 2005). Vor allem Patienten mit einem
low-risk bzw. unifokalen Urothelkarzinom haben den gréfdten Profit von einer
einmaligen Frahinstillation, das heif3t eine Instillation innerhalb der ersten sechs
bis 24 postoperativen Stunden (Abern et al., 2013, Sylvester et al., 2008). Zur
Frahinstillation kdnnen Bacille-Calmette-Guerin (BCG), Mitomycin C,

Doxorubicin und Epirubicin genutzt werden (Takenaka et al., 2008, Sylvester et
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al., 2004, Bohle and Bock, 2004). Bei BCG handelt es sich um eine attenuierte
Form des Mykobakteriums Mycobacterium bovis, das in der Lage ist als
Immunmodulator zu agieren, indem es eine granulomatose Entzindung im
Organismus hervorruft und die Bildung von Zytokinen und die Aktivierung der T-
Zellen fordert (Arzteblatt, 1996).

Das Carcinoma in-situ (CIS) ist eine aggressive und nur gering differenzierte
Neoplasie des Urothels, die sowohl allein als auch begleitend vorliegen kann
(Meijer et al., 2011). Aufgrund seines flachen Wachstums wird das CIS
endoskopisch oft nicht erkannt und auch in randomisierten Biopsien nicht immer
gefunden (Burger et al., 2013, Bolenz et al., 2013). Die Behandlung mit BCG im
Induktionsschema bzw. Erhaltungsschema, aber auch die etwas drastischere
und teilweise Ubertherapeutische radikale Zystektomie stellen bei einem
alleinigem CIS Therapieoptionen dar (Takenaka et al., 2008, Huang et al.,

2009, Gofrit et al., 2009).

Da bei den nicht-muskelinvasiven Harnblasenkarzinomen eine Rezidivneigung
und ein Progressionsrisiko vorliegen, sollte nach Ermittlung der

Risikoklassifikation eine regelmafRige Nachsorgeuntersuchung erfolgen.

1.1.4.2 Muskelinvasive Harnblasenkarzinome

Nach der Diagnosestellung eines muskelinvasiven Blasenkarzinoms muss ein
Abwagen von und eine Aufklarung tber die peri- und postoperativen Risiken
unter Beachtung des individuellen Risikoprofils und der Komorbiditaten des
Patienten erfolgen. Die radikale Zystektomie soll, falls keine neoadjuvante
Therapie erfolgt, nach Moglichkeit innerhalb von 3 Monaten erfolgen, da eine
Verzdgerung der Therapie die Prognose negativ beeinflusst (Gore et al., 2009,
Kulkarni et al., 2009). Bei einem lokal begrenzten muskelinvasiven
Blasenkarzinom (und teilweise auch bei nicht-invasivem Blasenkarzinom) ist die
radikale Zystektomie in Verbindung mit der beidseitigen pelvinen

Lymphadenektomie die Standardtherapie mit kurativer Intention.

Die Rate an Fruhkomplikationen innerhalb der ersten drei postoperativen
Monate ist mit bis zu 58% hoch und beinhaltet unter anderem lleus,

Harnwegsinfekte, Infektion der Wunde und thromboembolische Ereignisse
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(Stein et al., 2001, Ramani et al., 2009, Froehner et al., 2009). Des Weiteren
mussen die Mdglichkeiten zur Harnableitung nach Zystektomie besprochen
werden, inklusive der jeweiligen Vor- und Nachteile (Nieuwenhuijzen et al.,
2008). Die Wahl der Harnableitung orientiert sich an der Lebensqualitat,
Morbiditat und Mortalitat. Man unterscheidet zwischen kontinenten und
inkontinenten Formen der Harnableitung. Eine Ubersicht zu den Formen und
den jeweiligen Vor- und Nachteilen der unterschiedlichen Harnableitungen ist
der S3-Leitlinie des Harnblasenkarzinoms zu entnehmen (Leitlinienprogramm
Onkologie et al., 2020).

Die Operationstechnik bei der radikalen Zystektomie hat sich Uber die Jahre
weiterentwickelt und kann sowohl konventionell, laparoskopisch oder roboter-
assistiert erfolgen. Jedoch bleibt die offene Variante mit einer bilateralen
pelvinen Lymphadenektomie die Standardtherapie (Stein et al., 2001, Li et al.,
2013). Trotz der Weiterentwicklung der Verfahren betragt die
krankheitsspezifische Uberlebensrate maximal 66% bezogen auf alle
pathologischen Tumorstadien (Hautmann et al., 2012, Shariat et al., 2006). Ab
dem Tumorstadium 2pT2 soll die radikale Zystektomie angeboten werden. Bei
dieser Form werden auch die unmittelbaren Nachbarorgane, wie distale
Harnleiter, Prostata und Samenblasen bzw. Uterus, Eierstocke und Eileiter
sowie Teile der vorderen Vaginalwand entfernt (Skinner et al., 2007). Eine
Alternative zur radikalen Zystektomie mit kurativem Ansatz bei lokal
begrenztem muskelinvasiven Urothelkarzinom der Harnblase (cT2-4 cNO/NX
MO) bildet die primar organerhaltende Therapie (Chen et al., 2013, Given et al.,
1995). Bei einer inkompletten Remission sollte eine Salvage-Zystektomie

erfolgen (Ploussard et al., 2014).

Beim Vorliegen eines muskelinvasiven Harnblasenkarzinoms (=T2) sollte die
Therapie multidisziplinar, das heifl3t unter Einbeziehung der Urologen,
Internisten und Radiologen erfolgen. Es sollte auch der Allgemeinzustand des
Patienten einbezogen werden. Bei einer neoadjuvanten Chemotherapie erfolgt
alle zwei Zyklen ein bildgebendes Re-staging zum Ausschluss einer

Progression(Wallace et al., 1991, Grossman et al., 2003).
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Aufgrund des bis zu 80% hohen Rezidivrisikos nach Zystektomie sollte beim
organuberschreitenden muskelinvasiven Harnblasenkarzinom (=pT3 und/oder
pN+) nach der Zystektomie uber die Dauer von 3-4 Zyklen eine
Cisplatinbasierte Kombinationschemotherapie folgen (Hautmann et al., 2012,
Studer et al., 1994). Das metastasierte Urothelkarzinom der Harnblase soll
nach Ausschluss der Kontraindikationen flr Cisplatin mit einer cisplatinhaltigen
Chemotherapie behandelt werden. Nach zwei Zyklen soll das
Therapieansprechen mittels Re-Staging ermittelt werden, um eine unnaétige
Toxizitat zu vermeiden (Mead et al., 1998, Studer et al., 1994).

Immuntherapien stehen aktuell nur fur Patienten mit Cisplatin Unvertraglichkeit
oder Progress unter Chemotherapie zu Verfugung. Hierbei haben sich bei
positiven PD-L1 Status die Immuncheckpoint Inhibitoren Atezolizumab und

Pembrolizumab als geeignet erwiesen (Patel et al., 2018, Massard et al., 2016).

Bei dem metastasierten Harnblasenkarzinom gibt es bisher keinen Tumor- oder
Biomarker, der sich fur das Monitoring der palliativen Therapie oder im Rahmen

der Nachsorge etabliert hat.

1.1.5 Wirtschaftlicher Aspekt bei Blasenkrebs

Die Behandlung von Krebserkrankungen ist allgemein kostspielig (Luengo-
Fernandez et al., 2013). Insbesondere das Urothelkarzinom der Blase
verursacht aufgrund hoher Rezidivraten, intensiver Uberwachungsstrategien
und teurer Behandlungen hohe Kosten fur das Gesundheitssystem. Mit
jahrlichen Kosten von tiber 3 Mrd. US$ gehort das Harnblasenkarzinom in den
USA bereits zu den funf teuersten Tumorentitaten und hat die hochsten
Behandlungskosten pro Erkrankten (Brown et al., 2002). Dennoch findet, vor
allem im Vergleich zu anderen Krebserkrankungen, deutlich zu wenig
Grundlagenforschung statt (Kunath et al., 2013). Trotz der kostenintensiven
Therapien hat sich die 5-Jahres Uberlebensrate bei Blasenkrebs in den letzten
30 Jahren kaum verbessert (Siegel et al., 2019). Um die Kosten fur die
Behandlung von Blasenkrebs und die Belastung durch die Erkrankung fur die
Patienten in Zukunft zu verringern, ist es wichtig, mehr Zeit und vor allem Geld

in die Grundlagenforschung zu investieren. Ziel ist die Entdeckung, Erforschung
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und Etablierung von Tumormarkern flr das Screening, die Therapie und das
Monitoring von Blasenkrebs. Dies ist der Grundstein fur die Etablierung neuer
Therapiemoglichkeiten aber auch zur Verbesserung des Ansprechens auf
bereits etablierte Therapien wie beispielsweise die Immuntherapie. Auch die
Friherkennung, beziehungsweise die Heilung und das Verhindern von
Rezidiven des Blasenkarzinoms kann durch die Entdeckung und Etablierung

eines neuen Markers verbessert werden.

1.2 Expression von CD276 und anderen Tumormarkern bei
Blasenkarzinom und molekulare Regulationsmechanismen

Im Folgenden wird zunachst auf die Tumortherapie im Allgemeinen und die

Grundlagen der Immunantwort eingegangen. Darauf aufbauend wird auf die

Eigenschaften und Regulationsmechanismen der B7 Familie eingegangen und

hierbei insbesondere auf CD276 (auch B7H3 genannt), das Teil der B7 Familie

ist. Abschlief3end wird auf die klinische Relevanz der Tumormarker

eingegangen.

1.2.1 Tumortherapie allgemein und Grundlagen der Inmunantwort
Operationen, Radio- und Chemotherapien bilden den Grundstein der heutigen
Krebstherapie. Dennoch sind diese Formen der Therapie nicht bei jeder
Tumorart ausreichend, um eine Heilung zu erreichen oder zumindest ein
Fortschreiten der Erkrankung zu verhindern. In den letzten Jahrzehnten ist es
der Forschung gelungen, Tumormarker und Entstehungswege von Tumoren zu
erkennen und neue Medikamente zur Behandlung von Tumoren mit bestimmten
molekularen beziehungsweise zellularen Mustern zu entwickeln (Esfahani et al.,
2020). Diese Tumormarker werden im Zuge der personalisierten Medizin
zunehmend relevanter fir das Screening, die Diagnostik sowie die Therapie
und das Monitoring von Tumorerkrankungen. Die so neu entstandene
Immuntherapie bietet neue Moglichkeiten in der Behandlung von verschiedenen
Krebsarten, da sie helfen kann, die Aktivitat des Immunsystems des Patienten

zu modulieren.

Um das Verstandnis der Immuntherapie zu erleichtern, werden im Folgenden

die grundliegenden Eigenschafen und die Funktionsweise des Immunsystems
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vereinfacht dargestellt. Ein wichtiger Bestandteil der spezifischen Immunantwort
sind die T-Zellen, bei welchen man die CD4* und die CD8" T Zellen
unterscheiden kann. Die Aktivierung der T-Zelle ist abhangig von zwei
voneinander unabhangigen Komponenten: erstens der richtigen Kombination
aus T-Zellrezeptor (TCR) und dem antigenen Peptid, das auf den Molekulen
des Major Histocompatibility Komplex 1 beziehungsweise 2 prasentiert und im
folgenden MHC 1 oder MHC 2 genannt wird. MHC1 und MHC2 werden auf
Antigen prasentierenden Zellen (APC) exprimiert. Zweitens ist die Aktivierung
abhangig von co-stimulatorischen Signalen. Hier kommen CD276 und andere
co-stimulatorische Signale ins Spiel. APC sind in der Lage, Bestandteile von
nekrotischen Tumorzellen zu verarbeiten und nach Migration zu lymphoiden
Geweben mit CD4* und CD8" T Zellen zu interagieren und diese im Folgenden
zu aktivieren, sodass die T Zellen in der Lage sind, tumorspezifische oder
tumorassoziierte Antigene zu erkennen und somit den Tumor zu bekampfen.
AulRerdem sind auf der Zellmembran von aktivierten APC immunregulatorische
Proteine der B7-Familie zu finden, welche eine Rolle in der Regulation der T-
Zellen und somit der adaptiven Immunantwort spielen (Flem-Karlsen et al.,
2020). Aktuell gibt es zehn Mitglieder der Familie, von denen sieben B7-
Homologe (B7-H) sind. Die B7-Proteine interagieren mit ihrer extrazellularen
Immunoglobulin Domane als Ligand mit den Rezeptoren der CD28/CTLA-4-
Familie (Collins et al., 2005). Diese Ligand-Rezeptor-Interaktion kann, in
Abhangigkeit vom Rezeptor, sowohl co-aktivierend als auch co-inhibierend auf
die T-Zellen und somit das Immunsystem wirken (Yang et al., 2020) (Zang and
Allison, 2007).

Studien zeigten, dass eine hoch-Regulation der inhibitorischen B7-Mokdle im
Zusammenhang mit einer hoheren Immuninvasion des Tumors steht. Ein
bekanntes inhibitorisch auf das Immunsystem wirkendes Mitglied der B7-
Familie ist das transmembranare Protein B7-H1, welches auch unter dem
Namen PD-L1 bekannt ist (Dong et al., 1999). PD-L1 wird auch von Zellen einer
Vielzahl unterschiedlicher Tumore, unter anderem Blasenkrebs, Brustkrebs,
Melanomen und nicht-klein-zelligem Lungenkrebs exprimiert (Powles et al.,
2014, Herbst et al., 2014, Topalian et al., 2012, Brahmer et al., 2012, Brahmer
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et al., 2015). PD-L1 bindet an den PD-1 Rezeptor, der unter anderem auf
aktivierten T-Zellen exprimiert wird und bewirkt deren Inaktivitat bis hin zu deren
Apoptose. So kdnnen Tumore einer Immunantwort entgehen und weiter
proliferieren (Dong et al., 1999, Loos et al., 2008, Konishi et al., 2004). Die
Expression von PD-L1 wird unter anderem durch Entziindungsmediatoren und
Zytokine wie IFN-y und Tumornekrose Faktor (TNF) a hoch reguliert. 2014
erfolgte die erste Zulassung eines PD-1 Inhibitors zur Behandlung des
fortgeschrittenen, nicht resezierbaren Melanoms. Dabei handelte es sich um
Pembrolizumab®, einen inhibitorisch wirksamen, monoklonalen IgG4 Antikérper.
PD-1 wie auch PDL-1 Inhibitoren haben sich seitdem in der Therapie
verschiedener Tumorarten, wie beispielsweise dem Melanom oder dem
Lungenkrebs, etabliert, um ein Immun Escape der Tumorzellen zu verhindern
und die Immunantwort des Kérpers gegen den Tumor zu férdern (Topalian et
al., 2012, Gong et al., 2018, Wei et al., 2018).

CD276, das auch B7-H3 genannt wird, wurde 2001 von Chapoval et al.
entdeckt und wurde aufgrund von 20-27% Ubereinstimmung mit anderen
Mitgliedern der B7-Familie als ein Mitglied dieser identifiziert (Chapoval et al.,
2001). Es existieren drei Isoformen des humanen CD276 mit unterschiedlichen
extrazellularen Domanen. Diese Doméanen sind homolog zu Immunoglobulin
variabler (IgV) und Immunoglobulin konstanter (IgC) Domanen. Es handelt sich
bei CD276 um ein Typ 1 transmembranares Protein, das aber auch im
Zytoplasma von Zellen sowie im Nukleus vorliegt (Zang and Allison, 2007, Suh
et al., 2003, Flem-Karlsen et al., 2017). Im Gegensatz zu anderen Mitgliedern
der B7 Familie kommt CD276 nicht nur in Antigen prasentierenden Zellen
(APC), von Tumor infiltrierten dendritischen Zellen und Monozyten vor, sondern
auch in Endothel, tumorassoziierten Fibroblasten und Epithel sowie in weiterem
Organgewebe (Seaman et al., 2017, Kraan et al., 2014, Crispen et al., 2008).
Dort weist es unter anderem auf eine immunmodulatorische Funktion im
Bereich von Entzindungen hin (Suh et al., 2003, Chapoval et al., 2001,
Seaman et al., 2017, Tran et al., 2008). Initial wurde aufgrund von in vitro
Studien davon ausgegangen, dass CD276 einen rein stimulatorischen Effekt
auf die Proliferation von CD4* und CD8" T-Zellen hat und die Induktion von
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zytotoxischen T-Zellen férdert. AuRerdem wurde davon ausgegangen, dass
CD276 in der Lage ist, selektiv die Produktion von Interferon (IFN)-y zu férdern
(Chapoval et al., 2001). Auch einige in vivo Studien mit CD276-negativen
Mausen suggerierten einen rein stimulierend wirkenden Effekt von CD276 auf
die Immunantwort. So zeigten CD276-negative Mause eine merklich reduzierte
Produktion von Zytokinen und weniger chronische AbstoRungsreaktionen nach
allogenen Transplantationen. Ein weiteres Mausmodel mit allergischem Asthma
zeigte nach der Gabe von anti-CD276 monoklonalen Antikorpern eine
signifikant reduzierte Hyperaktivitat der Atemwege und eine reduzierte
Produktion an IL-4, IL-5 und IL-13 (TH2 Zytokin) (Wang et al., 2005, Nagashima
et al., 2008). Die Studien stimmen darin Uberein, dass CD276 an aktivierte
CD4* und CD8" positive T-Zellen bindet (Suh et al., 2003, Sun et al., 2002,
Chapoval et al., 2001). Neuere Studien legen jedoch nahe, dass CD276 an
mindestens zwei unterschiedliche Rezeptoren binden kann, da es sowohl eine
co-stimulatorische als auch eine co-inhibitorische Wirkung auf die T-Zellen
haben kann (Prasad et al., 2004, Suh et al., 2003, Luo et al., 2004). Dies fuhrt
dazu, dass CD276 einerseits eine Entziindungsreaktion verstarken und
andererseits die Immunantwort bei einer Graft-versus-Host-Disease
unterdricken kann (Luo et al., 2015, Veenstra et al., 2015, Zhang et al., 2010).
CD276 kann eine Inhibition der T-Zellen und hier insbesondere die TH1
bewirken und so auch die Produktion von IFN-y hemmen. Es ist anzunehmen,
dass die Expression von CD276 durch IFN-y geférdert und durch das Zytokin
IL-4 gehemmt wird. Da das Zytokin IFN-y vorwiegend durch die TH1 Zellen
produziert wird und CD276 die TH1-Zellen hemmt, ist von einer Feedback-
Inhibition auszugehen, welche regulierend in die Immunreaktion eingreift und
diese reduziert (Suh et al., 2003). Auch wenn einzelne Studien davon
ausgehen, dass fur einzelne Tumorentitaten eine positive Korrelation zwischen
der Expression von CD276 und der Prognose besteht (Loos et al., 2009), so
wurde in deutlich mehr Studien gezeigt, dass eine hohe Expression von CD276
mit einer weiter fortgeschrittenen Tumorerkrankung und mit einer kirzeren
Uberlebenszeit einhergeht (Wu et al., 2015, Zang et al., 2007, Xu et al., 2018a).
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CD276 spielt jedoch nicht nur eine Rolle in der Regulation des Immunsystems,
sondern auch als intrinsischer Regulator von Tumorwachstum, Metastasierung
und Tumorprogression beziehungsweise Invasion (Dong et al., 2018). Es hat
Einfluss auf den Zellmetabolismus und die Glykolyse. CD276-vermittelte
Signale fuhren zum sogenannten Warburg Effekt, bei dem in den Tumorzellen
eine verstarkte aerobe Glykolyse stattfindet, um den hohen Energiebedarf der
Tumorzellen zu decken (Flem-Karlsen et al., 2017, Lim et al., 2016, Li et al.,
2019). CD276 wird in Tumorentitaten wie Darm-, Lunge- und Brusttumoren
exprimiert aber auch in Endothelzellen von Tumorgefalen in Nieren-, Blasen-
und Prostatatumoren, was darauf hindeutet, dass CD276 im Zusammenhang
mit der Tumor Neoangiogenese steht (Maeda et al., 2014, Arigami et al., 2010,
Ingebrigtsen et al., 2012) (Xylinas et al., 2014b) (Zang et al., 2007). Weitere
Studien konnten detailliertere Zusammenhange zwischen der Hohe der CD276
Expression in Gefallendothelien und der Mortalitat in Abhangigkeit weiterer
Faktoren ermitteln (Kasten et al., 2017, Inamura et al., 2019). CD276 wird
zusatzlich in niedrigen Konzentrationen auch in gesunden Zellen und Gewebe
wie Osteo- und Fibroblasten, Epithelzellen, Leber-, Lungen-, Blasen-, Placenta-,
Prostata- und Lungenzellen exprimiert. In verschiedenen Tumorgeweben, wie
beispielsweise Blasenkrebs, klarzelligen Nierenkarzinom, Brustkrebs,
Zervixkarzinom, Kolorektalkarzinomen und vielen weiteren Tumoren sind
jedoch deutlich h6here Konzentrationen von CD276 zu finden. Eine hohe
Expression an CD276 verschlechtert oftmals deutlich die Prognose der
betroffenen Krebspatienten durch gesteigerte Metastasierung und verringertes
Uberleben (Wu et al., 2015, Xu et al., 2018a, Xylinas et al., 2014a, Zang et al.,
2007)

1.2.2 Klinische Relevanz

Auch in der Zukunft werden die Chirurgie, die Radiotherapie und die
Chemotherapie als Therapieoptionen fir die Behandlung von Krebs eine
wichtige Rolle spielen. Das Thema der individualisierten Medizin wird jedoch
eine zunehmend wichtigere Rolle spielen, um Menschen mit
Tumorerkrankungen noch bessere Therapieoptionen und eine bessere
Prognose zu ermdglichen (Jackson and Chester, 2015). Ein erster Schritt war
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die Entwicklung der Immuncheckpointinhibitoren PDL-1/PD1 und CTLA-4,
welche sich bereits bei bestimmten Krebsformen sich in der Therapie etabliert
haben, jedoch nicht fur die Behandlung jeder Tumorart zur Verfugung stehen.
Die Nutzung der monoklonalen anti-PD-1, beziehungsweise anti-PDL-1
Antikorper hat sich in der Therapie des metastasierten Blasenkarzinoms bei
Patientlnnen mit positiven PDL-1 Status, die nicht fir eine Therapie mit
Cisplatin geeignet sind oder nach erfolgter Chemotherapie einen Progress
erleiden und eine Zweitherapie bendtigen, bereits etabliert (Massard et al.,
2016, Patel et al., 2018, Sharma et al., 2016). Es sprechen jedoch nicht alle
Patienten auf die Immuntherapie an. Ein Teil der Patienten zeigt einen Progress
unter der Therapie. Dies unterstreicht die Notwendigkeit der Erforschung der
Pathomechanismen bei der Tumorentstehung und der Identifikation von
weiteren Tumormarkern sowie -genen und der Etablierung neuer
Therapieansatze. In einem zweiten Schritt missen anschlie}end die
Nutzbarkeit neuer Tumormarker fur eine Therapie gepruft und Pharmaka fir
diesen Zweck entwickelt und erprobt werden.

CD276 als Vertreter der B7-Familie ist ein vielversprechender Marker fur das
Screening sowie Ansatzpunkt in der Therapie bei vielen Tumorerkrankungen,
unter anderem auch Blasenkrebs (Ni and Dong, 2017). Die verstarkte
Expression von CD276 in Tumoren wie auch in Tumorgefalien bietet die
Mdglichkeit eines potentiellen Biomarkers und ist ein vielversprechender neuer
Therapieansatzpunkt (Liu et al., 2021, Xu et al., 2018b, Ingebrigtsen et al.,
2012, Ni and Dong, 2017). CD276 ist bei hoher Expression in der Lage, das
Ansprechen auf eine Anti-Tumor Therapie zu senken (Liu et al., 2019b, Flem-
Karlsen et al., 2019, Flem-Karlsen et al., 2017). Darum ist unter anderem auch
die Blockade von CD276 interessant, um die Effizienz der bereits bestehenden
Krebstherapien zu erhéhen (Seaman et al., 2017). Erste Daten von Studien mit
monoklonalen Antikorpern gegen CD276 zeigten bereits vielversprechende
Ergebnisse (Ahmed et al., 2015, Loo et al., 2012, Powderly et al., 2015). Es
muss jedoch weiter Grundlagenforschung betrieben werden, um modulierende
Faktoren der Expression von CD276 und Rezeptorinteraktionen zu erkennen

und um eine zielgerichtete Therapie zu entwickeln. Die Untersuchung von
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externen Einflussfaktoren, wie beispielsweise Urogenitaleinfektionen, auf die
CD276 Expression bei Blasenkrebs ermoglicht eine prazisere Vorhersage Uber
das Therapieansprechen und auch den Ausschluss von falsch-negativen oder
falsch-positiven CD276 Expressionswerten.

1.3 Eigenschaften von Mykoplasmen sowie Nachweis und Therapie
Dieser Teil der Einleitung geht sowohl auf die allgemeinen Eigenschaften als
auch auf das kanzerogene Potential von Mykoplasmen ein. Es wird aul3erdem
der Nachweis, das Screening und die Therapie bei einer Erkrankung kurz
zusammengefasst. Zusatzlich wird auf die klinische Relevanz, die sich aus

einer Langzeitinfektion mit Mykoplasmen ergibt, eingegangen.

1.3.1 Eigenschaften und Nachweis

Bei Mykoplasmen handelt es sich um Prokaryonten, die taxonomisch in die
Klasse der Mollicutes (,Weichhautigen®) zusammengefasst werden. Die
Gattung Mykoplasma ist Teil der Familie der Mycoplasmataceae und besteht
aus ca. 100 Spezies, von denen beim Menschen bisher 16 Mykoplasma spp.
isoliert werden konnten (Abele-Horn, 2004). Mykoplasmen weisen
durchschnittlich eine ZellgréRe von 0,3 bis 0,8 um auf (Abele-Horn, 2004).
Aufgrund ihres sehr kleinen Genoms mit 580 bis 2200 kbp verfuigen sie Uber
eine eingeschrankte Enzymausstattung, die sie in ihren Stoffwechselprozessen
einschrankt. Im Vergleich dazu haben andere Bakterien, wie beispielsweise E.
coli, eine Genomgrdlie von 4700kbp (Trevors, 1996). Mykoplasmen kommen
als extrazellulare an der Epitelzellenoberflache anhaftende Parasiten oder
fakultativ intrazellulare Mikroorganismen vor (Abele-Horn, 2004, Neumann et
al., 2010). Bei Parasiten handelt es sich um Lebewesen, welche auf Kosten
anderer Spezies leben. Bei Mykoplasmen bedeutet dies konkret, dass sie durch
die Anhaftung an der Epithelzelloberflache und/oder fakultativ intrazellulare
Infektion der Wirtszelle fir sich eine optimale Versorgung mit Aminosauren,
Cholesterin und Fettsauren gewahrleisten (Staats et al., 2007). Da sie abhangig
von einem Wirt sind, weisen sie aber auch ein deutlich langsameres Wachstum
auf und sind auch gegenuber Umwelteinflissen deutlich empfindlicher.

Mykoplasmen besitzen eine Zytoplasmamembran, aber keine Zellwand
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wodurch sie eine primare [3-Laktamantibiotika Resistenz aufweisen und keine
Gram-Farbung als Nachweis mdglich ist. Diese primare Resistenz in
Kombination mit ihrer sehr langsamen Proliferation erschwert die in vitro
Anzucht fur den Nachweis. Man unterscheidet zwischen den respiratorischen
und den urogenitalen Mykoplasmen. Je nach Lokalisation weisen die Erreger
unterschiedliche morphologische wie auch pathogene Aspekte auf. Wahrend M.
pneumoniae im Respirationstrakt nur als Krankheitserreger und Ausloser von
Tracheobronchitis und teilweise der primar atypischen interstitiellen Pneumonie
gilt, kommen M. genitalium und M. hominis im Urogenitaltrakt sowohl als
pathogene als auch als kolonisierende Erreger vor und sind somit als fakultativ
pathogen einzustufen (Manhart et al., 2003, Boujemaa et al., 2018, Waites and
Talkington, 2004).

Aufgrund moderner molekularbiologischer Nachweisverfahren, wie
beispielsweise dem Nukleinsaurenamplifikationstest, hat in den letzten Jahren
die Zahl der nachgewiesenen Infektionen mit M. genitalium zugenommen. Auch
geht man aufgrund von Studien von einem nachgewiesenen Zusammenhang
zwischen Infektion mit Mykoplasmen und der nicht-gonorrhoischen Urethritis
und einem wahrscheinlichen Zusammenhang mit der Zervizitis sowie der pelvic
inflammatory disease (PID) aus. Letztere hat als mogliche Folge eine Infertilitat
(Clausen et al., 2001). Dies fuhrt dazu, dass M. genitalium, welches bei 1 bis
3% der Normalbevdlkerung und bei bis zu 35% in Risikopopulationen (z.B. bei
HIV-infizierten und MSM) nachzuweisen ist, von Klinikern zunehmend als
pathogen eingestuft wird. M. hominis, welches vorwiegend auf den Epithelzellen
des Urogenitaltraktes von Frauen zu finden sind, kdnnen sowohl durch sexuelle
Kontakte, insbesondere bei haufigem Partnerwechsel, als auch Gber
Schmierinfektionen wahrend der Geburt Gbertragen werden und kénnen in
diesem Fall bei Neugeborenen im Respirationstrakt nachgewiesen werden. M.
hominis ist bei 1% der sexuell abstinenten Personen und bei bis zu 60 % der
Prostituierten nachweisbar. M. hominis kann zu einer Urethritis, Prostatitis,
Zervizitis und Salpingitis fuhren. Es wird aber auch bei bis zu 80 % der

asymptomatischen Patienten nachgewiesen, was dazu fuhrt, dass eine
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abschlielende klinische Bewertung nicht moéglich ist (Dumke and Jacobs,
2020).

Der Labornachweis von Mykoplasmen im Urogenitaltrakt ist durch einen
urogenitalen Abstrich und durch eine Analyse des ersten Urinstrahls moglich
(Jensen et al., 2004).

1.3.2 Screening und Therapie von Mykoplasmeninfektionen

Da sich bei vielen Menschen im Urogenitaltrakt eine Kolonisation (das heif3t
eine Besiedlung mit einer geringen Keimzahl, ohne klinische Merkmale einer
Infektion bzw. bei fehlender Immunantwort) mit Mykoplasmen nachweisen Iasst,
diese aber auch oft fur die Betroffenen ohne Krankheitswert ist, ist eine
generelle Abklarung des Infektionsstatus nicht bei jedem Patienten sinnvoll.
Empfohlen ist ein jahrliches Screening, vor allem fir junge und sexuell aktive
Frauen, die ein Risikoverhalten haben oder bereits sexuell Gbertragbare
Krankheiten in der Vorgeschichte aufweisen. Heterosexuelle Manner werden
nicht routinemallig gescreent, es sei denn, sie weisen Risikofaktoren wie
beispielsweise wechselnde Sexualpartner oder andere sexuell Ubertragbare
Krankheiten auf. Manner, die Sex mit Mannern (MSM) haben, werden, sofern
sie innerhalb der letzten 12 Monate sexuell aktiv waren, mindestens einmal
jahrlich gescreent. Liegt bei einem Patienten eine Infektion mit HIV vor, sollte

eine Untersuchung alle 3- 6 Monate stattfinden (Morris, 2019).

Da Mykoplasmen eine primare Resistenz gegen alle Makrolide besitzen und
eine zunehmende Resistenz gegen weitere Antibiotika besteht, sollte bei
Vorliegen einer gesicherten symptomatischen Infektion und nach Ausschluss
anderer sexuell Ubertragbare Krankheiten (z.B. Chlamydien und Gonorrhd) eine
Resistenztestung vor Therapiebeginn stattfinden, um eine gezielte Therapie zu
beginnen (Bonkat et al., 2022, Manhart et al., 2015, Jensen et al., 2016).

1.3.3 Klinische Relevanz von Langzeit Infektionen mit Mykoplasmen

Ein kausaler oder ko-faktorieller Zusammenhang zwischen einer Infektion und
dem Auftreten von verschiedenen Krebsarten ist bei vielen Viren und Bakterien
bereits bekannt. Zu den prominentesten Beispielen gehoéren Viren wie EBV,

Hepatitis B-Virus, HPV und Bakterien wie Salmonella Typhi und Helicobacter
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Pylori (Marshall and Windsor, 2005, Parkin, 2006, Vogelmann and Amieva,
2007). Insbesondere fur Helicobacter Pylori ist der Zusammenhang zwischen
einer Langzeitinfektion und dem Auftreten von Magenkrebs besonders gut
beschrieben (Marshall and Windsor, 2005, Touati, 2010).

Feng et al. zeigten bereits 1999, dass Mykoplasmen infizierte 32D
hamatopoetischen Zellen ihre Zelleigenschaften anderten, ein autonomes
Wachstum entwickelten und sich vor Apoptose zu schutzten (Feng et al., 1999).
Paton et al. zeigten, dass die Infektion mit Mykoplasma orale bei WJ-38
Stammzellen einer embryonalen Lunge zu chromosomalen Veranderungen und
einer Verlangsamung des Zellwachstums fuhrt (Paton et al., 1965). Auch
andere Arbeiten zeigten, dass eine chronische Infektion von Zellkulturen mit
Mykoplasmen durch Suppression der p53 Aktivitat und Aktivierung von NF-kB
zu einer genetischen Instabilitat und bésartigen Transformation fihren kann
(Borchsenius et al., 2018, Feng et al., 1999, Namiki et al., 2009, Logunov et al.,
2008). In vivo kann die Infektion mit Mykoplasmen die Metastasierung von
einigen menschlichen Tumorzellen steigern (Namiki et al., 2009, Tsai et al.,
1995, Gong et al., 2008). Eine weitere negative Eigenschaft von Mykoplasmen
ist, dass sie zu einem schlechteren Ansprechen auf eine Anti-Tumor Therapie
fuhren kdnnen. Dies geschieht einerseits Uber eine Resistenz gegen Antikrebs
Medikamente und andererseits tber eine Unterdriickung der natirlichen Killer
Zellen (Zella et al., 2018).

Bereits in den 50er Jahren gab es erste Vermutungen bezuglich des
Zusammenhanges zwischen urogenitaler Mykoplasmen Infektion und dem
Prostatakarzinom (Steele et al., 1971). Darauf aufbauend gab es weitere
Studien, um den Einfluss von Mykoplasmen auf eine maligne Transformation
von Prostatazellen nachzuweisen (Namiki et al., 2009, Ji et al., 2019). 2011
wurde von Barykova et al. ein moglicher Zusammenhang zwischen einer
Infektion mit Mykoplasmen und der Entstehung eines Prostatakarzinoms
aufgrund einer chronischen Entzindung untersucht. Im Rahmen der Studie
wurden Manner mit Prostatakrebs mit Mannern mit benigner
Prostatahyperplasie verglichen. Bei Mannern mit einem Prostatakarzinom

wurden eine dreifach hohere Prasenz von M. hominis und hohere
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Antikorpertiter gegen M. hominis als bei Mannern mit benignen
Prostatahyperplasie gefunden (Barykova et al., 2011). Diese Beobachtung
wurde auch von weiteren Forschern gemacht (Erturhan et al., 2013). Zusatzlich
wurde bei Nierenkrebs wie auch dem Blasenkarzinom die klinische Signifikanz
einer Mykoplasmeninfektion untersucht (Pehlivan et al., 2005). Das Ergebnis
legt nahe, dass Mykoplasmen die Entstehung von Krebs beglinstigen kénnen.
Es ist jedoch nicht abschlie3end geklart, welchen Einfluss Mykoplasmen bei der
Entstehung von Blasenkrebs haben und wie sie sich auf die Expression von

Tumormarkern und tumorassoziierten Proteinen bei Blasenkrebs auswirken.

1.4 Ziel der Arbeit

Das Urothelkarzinom der Blase macht bei Mannern tber 5% der
Krebserkrankungen auf und tritt gehauft in der 7. Lebensdekade auf (Erdmann
et al., 2021). Aufgrund der demographischen Transition wird diese
unzureichend erforschte Krebsform zunehmend relevanter und die Behandlung
ist mit hohen Kosten verbunden (Brown et al., 2002, Statistischtes Bundesamt,
0.J.). Dennoch gibt es unzureichend Grundlagenforschung und noch keinen
diagnostisch und prognostisch aussagekraftigen Gewebs- beziehungsweise
Tumormarker, sodass sich die Therapiemoglichkeiten in den letzten Jahren
nicht deutlich verbessert haben und die Behandlungskosten des
Blasenkarzinoms aufgrund der Behandlung, Kontrollen und hohen Rezidivraten
hoch sind. (Kunath et al., 2013). CD276 gehort zur B7-Familie hat eine
vorwiegend negative modulierende Wirkung auf die Immunantwort, indem es
die Aktivierung und Proliferation der T-Zellen unterdrtckt. Er wird vor allem im
Tumorgewebe vermehrt exprimiert und ist Bestandteil in der Immunescape-
Strategie von Tumoren. Eine hohe Expression ist meist mit einer schlechteren
Prognose und hoheren Metastasierung vergesellschaftet da eine hohe
Expression von CD276 auch zu einer starkeren Migration, Invasion und
Angiogenese bei Tumoren fuhrt. Da CD276 auch im Blasenkarzinom vermehrt
exprimiert wird, ist CD276 sowohl ein vielversprechender Marker fur das
Screening als auch ein Ansatzpunkt fur eine zielgerichtete Therapie.
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Der Einfluss von Mykoplasmen auf die Proteinexpression und insbesondere die
Expression von Tumormarkern wie beispielsweise CD276, einem
vielversprechenden Tumormarker und Therapieansatzpunkt bei Blasenkrebs,
ist unzureichend erforscht. Falls Mykoplasmen die Expression von CD276
modulieren, kann sich hieraus nicht nur eine falsch-positive bzw. falsch-
negative Diagnostik ergeben, sondern unter Umstanden auch ein vermindertes
Ansprechen auf neue Therapieansatze, was fur den weiteren Therapieverlauf

und -erfolg fur Patienten entscheidend sein kann.

Ziel der Arbeit ist daher die Analyse des Einflusses einer Infektion mit
Mykoplasmen auf die Expression von CD276 in verschiedenen Urothelzellen,
sowohl mit als auch ohne Tumor. Fur die Untersuchung wurde mit
unterschiedlichen Zelllinien und mit aus OP-Praparaten isolierten Zellen und
verschiedenen Nachweis- und Messmethoden gearbeitet, um die CD276
Expression der mit Mykoplasmen infizierten und der korrespondieren gesunden
Zellpopulation zu ermitteln und zu vergleichen. Die Vergleichsaspekte sollen
zusatzlich Aufschluss dartber geben, auf welcher Ebene sich die Expression
unterscheidet: Transkriptebene (RNA), Proteinebene oder bei den
Oberflachenproteinen. Die genutzten Analysemethoden sind RT-PCR, Western
Blot und Durchflusszytometrie. Zusatzlich wurde mit einer Bilddokumentation
ermittelt, ob die Infektion auch zu Unterschieden in der Zellmorphologie oder

der Proliferationsrate fuhrt.

2 Material und Methoden

Die genutzten Materialien und Methoden werden im Folgenden genannt und

erlautert.

2.1 Gerate und Materialien

Die nachstehende Aufstellung (Tabelle 3) enthalt alle fur die Versuche
genutzten Gerate und Materialien. Um einen besseren Uberblick zu
ermdglichen, sind die genutzten Substanzen und Chemikalien oberhalb des

jeweiligen Versuches separat aufgefuhrt.
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Tabelle 3 Allgemeine Geréte und Materialien

In dieser Tabelle werden die fiir diese Arbeit genutzten Geréte und Hersteller aufgefiihrt.

Gerat/Name

CO:z2 Inkubator Heracell 240i
Sterilbank SL-1200
Zentrifuge Rotina 420R
Zentrifuge CombiSpin FVL-2400N
Zentrifuge Heraeus Multifuge 3SR+
Zentrifuge 5424
Zentrifuge 3-30KS
Thermoblock LightCycler 480 |
Nanophotometer
Mikroskop Primovert
Linse fir 10x VergréRerung
Primo-Plan-ACHROMAT 10x/0,25 Ph1 415500-1605-
001
Linse fir 20x VergréRerung
Primo-Plan-ACHROMAT 20x/0,30 Ph1 415500-1614
Wasserbad 1083
GlowMax Explorer NanoLuc Technology
Thermomixer comfort
Thermocycler
Blot Scanner C-DiGit ® Blot Scanner
pH Meter pH Level1
FACS BD LSR Il
Pipettboy
Eppendorf research Pipetten

- 0,5-10pl

- 10-100pl

- 20-200pl

- 100-1000pl
Voltage Generator PowerPack 25
Waage 440-47N
Schittler DSG 304/M4
Pipetten Aufsatze

- Iml

- 5ml

- 10ml

- 25 ml
96 Well Rundbodenplatte
96 Well Platte fur Light Cycler
Zahlkammern C-Chip Disposable Hemocytometer
Chips
Trypan Blue 0,4% 0,85% NaCl
T75 Zellkulturflaschen mit Vented Cap

T 25 Zellkulturflaschen Cellbind mit Vented Cap

Luerlock Spritze

Luer-Lockfilter
Fusselfreies Einmaltuch

RNaway

Zellschaber
Advantage RT-for-PCR-Kit

Hersteller
ThermoFisher Scientific
BDK
Hettich
BioSan
Thermo-Fisher Scientific
Eppendorf
Sigma
Roche
IMPLEN
Zeiss
Zeiss

Zeiss

IKA

Promega

Eppendorf

Biometra Uno Il

LI-COR

inoLab

BD Bioscience

Hirschmann REF 820122218

Eppendorf

Heidolph
Kern
Heidolph

NEST REF 17191

NEST REF 326001

NEST REF 327001

Greiner Bio-one REF 760160
Greiner bio-one REF 655180
Roche REF 04729692001

EnTek Neubauer improved DHC-
NO1

Lanza REF 17-942E

Corning REF 3290

Corning REF 3289

BD SM REF 309649

Sartorius REF 17598

Kimberly Clark Professional REF
05511

Thermofisher Scientific REF
10328-011

Corning REF 3010

Takara REF 639506
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2.2 Probenmaterial

Fir die Arbeit wurden drei kommerziell erhaltliche und in der Literatur gut
beschriebene Blasentumor Zelllinien (siehe Tabelle 4) sowie zwei aus OP-
Material praparierte somatische Urothelzellen aus zwei verschiedenen

Harnleitern untersucht (Tabelle 5).

Etablierte Tumor Zelllinien:

Tabelle 4 Ubersicht der Zelllinien
Ubersicht iiber die Eigenschaften der kommerziell erwerblichen Tumor-Zelllinien T24, Cal29 und HT1197

Cal29 (DSMZ, 0.J.) T24 (ATCC, 0.J.) HT1197 (ATCC, o0.J.)
Klon-nr. DSMZ no: ACC515 ATCC® HTB-4 ATCC® CRL- 1473
Diagnose Blasenkrebs Blasenkrebs Blasenkrebs
Geschlecht weiblich weiblich mannlich
Alter 80 Jahre 81 Jahre 44 Jahre

Fir den Versuch wurden sowohl kontaminationsfreie als auch mit Mykoplasmen
infizierte Zellen separat gehalten und getestet. Hierbei ist es wichtig
hervorzuheben, dass die Zelllinien Cal29 und T24 bereits infiziert aufgetaut
wurden und Uber einen Zeitraum von vier Wochen mit gesunden Kulturen der
Zelllinien verglichen wurden, wahrend bei HT1197 nach einer Woche eine
Neuinfektion durchgefuhrt wurde (siehe 2.3.3). Der genaue Versuchsaufbau der

etablierten Zelllinien ist in Abbildung 3 dargestellt.
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Zelllinien ‘
Frisch mit Mykoplasmen I
infiziertem T24

Mykoplasmen infiziert Gesunde, nicht infizierte Zellen ‘

Langzeit infizierte Kulturen

Uberstand infiziert

Calzam ‘ | T24M | ‘ HT1197 M ‘ I HT1197 OM | T24 OM | ‘ cal29 oM ‘

¥ ¥ ¥ . ¥ ¥
1.  Woche: 2. Woche: I 2. Woche: 1. Woche:
-RNAExtraktion -RNA Extraktion -RNAExtraktion -RNAExtraktion
-Protein Extraktion -Protein Extraktion . -Protein Extraktion -Protein Extraktion
-MycoSPY -MycoSPY I -MycoSPY -MycoSPY
-Duplikationsrate -Duplikationsrate i -Duplikationsrate -Duplikationsrate
¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
2. Woche: 4. Woche: I 4. Woche: 2. Woche:
-RNA Extraktion -RNA Extraktion - -RNA Extraktion -RNA Extraktion
-Duplikationsrate -Duplikationsrate I -Duplikationsrate -Duplikationsrate
¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
3. Woche: 6. Woche: 6. Woche: 3. Woche:
-RNA Extraktion -RNA Extraktion I -RNA Extraktion -RNA Extraktion
-Duplikationsrate -Duplikationsrate . -Duplikationsrate -Duplikationsrate
¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
4. Woche: 8. Woche: I 8. Woche: 4. Woche:
-RNA Extraktion -RNA Extraktion . _RNAExtraktion _RNA Extraktion
-Protein Extraktion -Protein Extraktion | _Protein Extraktion -Protein Extraktion
-MycoSPY -MycoSPY -MycoSPY -MycoSPY
-Duplikationsrate -Duplikationsrate . -Duplikationsrate -Duplikationsrate
-FACS (Durchflusscytometrie) -FACS I _FACS -FACS (Durchflusscytometrie)
(Durchflusscytometrie) (Durchflusscytometrie)

Abbildung 3 Versuchsaufbau der etablierten Zelllinien Cal29, T24 und HT1197

In dieser Abbildung ist der Versuchsaufbau fiir die kommerziellen Tumorlinien Cal29, T24 und HT1197
skizziert wobei zwischen den nicht-infizierte und den infizierten Kulturen unterschieden wird.

OM= Ohne Mykoplasmeninfektion M= mit Mykoplasmeninfektion

Aus OP-Material praparierte und isolierte Zellen:

Die Harnleiterzellen (siehe Tabelle 5) wurden aus Harnleitern aus Praparaten
der Urologie der Uniklinik Tubingen isoliert und sofort verwendet. Die
Verwendung dieser Zellen zu Studienzwecken wurde von der Ethikkommission
unter 840/2020B02 bewilligt. Die Zellen wurden erst expandiert und schlieRlich
auf sechs T25 Flaschen verteilt. Nach der zweiten Passage erfolgte nach einer
Woche die Infektion von drei der sechs Kulturflaschen mit jeweils 1 ml
aufbereitetem T24 Uberstand (siehe 2.3.3).

Tabelle 5 Ubersicht der Harnleiterzellen
In dieser Tabelle sind die Eigenschaften der aus OP-Prdparaten isolieren Harnleiterzellen aufgefiihrt

HL 20/31 HL 20/32
Diagnose Schrumpfniere Blasenkrebs
Geschlecht weiblich mannlich
Alter 64 Jahre 73 Jahre

2.3 Allgemeine Zellkultur und Proliferationsrate

Alle Kulturen wurden in einem CO2- Inkubator bei 5% CO2 und 37 °C inkubiert
und erhielten in festgelegten Abstanden einen Wechsel des Mediums sowie
eine Passage. Es wurde ausnahmslos an der Sterilbank unter partikelfreier
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Umluft gearbeitet. Um jegliches Kontaminationsrisiko zu vermeiden, wurde
darauf geachtet, dass nicht dieselbe Pipette oder derselbe Saugaufsatz fur

unterschiedliche Kulturen genutzt wurde.

Proliferationsrate:

Zur Bestimmung der Proliferationsrate wurden Zahlkammern genutzt. Die
Zellen wurden wie gewohnt fur die Passage abgelost und zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und das Pellet bei Zelllinien in 10ml bzw. bei
Harnleitern in 1 ml Medium suspendiert. Anschlieltend wurden 20 pl der
Suspension mit einer Pipette abgenommen und mit 20 ul Trypan Blue in einer
Kammer einer 96 Well Rundbodenplatte durch Auf- und Abpipettieren gut
gemischt und schliel3lich jeweils 20 yl in Kammer A und B der Neubauer
Zahlkdmmer gegeben. Anschlief3end wurden die Zellen unter dem Mikroskop
gezahlt und der Mittelwert aus beiden Kammern fir die Berechnung der

nachsten Aussaht genutzt

Formel fiir die Aussaht von 5x 10° Zellen:

=x x 10* Zellen pro ml = (0,1 X x) X 105Zellen pro ml = x X 10° pro 10ml

A= Anzahl der lebendigen Zellen in Quadranten A
B= Anzahl der lebendigen Zellen in Quadranten B

x X 105Zellen

10000 - ————
(5 X 105Zellen

) = yul Zellsuspension

10000 — y = zul Medium

2.3.1 Zellkultur und Passage der Zelllinien (Cal29, T24 und HT1197)
Die etablierten Zelllinien wurden in T 75 Zellkulturflaschen gehalten. Alle drei
Tage wurde das alte Medium abgesaugt und durch 10 ml frisches Medium,

welches zuvor im Wasserbad auf 37 °C erwarmt wurde, ersetzt.

Fir die Passage wurde zunachst das alte Medium mit dem Sauger entfernt.
Anschliel3end wurde in jede Flasche 7 ml PBS (siehe Tabelle 7) hinzugeben
und die Flasche geschwenkt, um das Serum (FRS) zu entfernen. Danach

wurde auch PBS wieder abgesaugt, um im nachsten Schritt 3ml Trypsin-EDTA
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hinzuzugeben. Die Kulturflaschen wurden nun in den Inkubator gestellt und
nach 5Minuten wurden die Flaschen seitlich beklopft, um danach unter
mikroskopischer Kontrolle festzustellen, ob sich die Zellen geldst haben.
Nachdem sich alle Zellen gelost hatten, wurden zunachst mit einer Pipette 3 ml
Zelllinienmedium hinzugeben, um die Wirkung von Trypsin abzustoppen.
Danach wurden die nun insgesamt 6 ml Flissigkeit mehrfach am
Flaschenboden entlang gespult, um noch verbleibende Zellen abzulésen und in
der Suspension aufzunehmen. Anschlieend wurden die Zellsuspension in ein
50 ml Zentrifugationsrohrchen Uberfluhrt. Danach wurde der Boden der Flasche
ein weiteres Mal mit einer Pipette und 10 ml Zelllinienmedium mehrfach
abgespult und auch diese 10 ml wurden in den 50 ml Zentrifugationsrohrchen

ubertragen.

Das Zentrifugationsrohrchen wurde anschlieRend in einer austarierten
Zentrifuge fur 7 Minuten bei 1500rpm zentrifugiert, sodass sich ein deutliches
Zellpellet bildete und der Uberstand vorsichtig abgesaugt werden konnte, bevor
das Pellet in 10 ml Zelllinienmedium, durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren,
wieder aufgeldst werden konnte. Im nachsten Schritt wurden die Zellen in
Zahlkammern gezahlt (siehe 2.3) und mittels Eppendorf Pipette wurden 5*10°
Zellen (bzw. 1*10° bei den mit Mykoplasmen infizierten Zellen) aus der
Suspension in neue Kulturflaschen Gberfuhrt und mit der passenden Menge an
Zelllinienmedium (siehe Tabelle 6) erganzt. Die Flasche wurde erneut
geschwenkt, damit sich die Zellen gleichmaliig auf dem Flaschenboden
verteilten und nicht nur an einer Stelle adharent werden. Danach wurde die
Flasche wieder in den Inkubator gelegt und das Medium wurde alle drei Tage
erneuert. Fur den gesamten Zeitraum zwischen der ersten und zweiten
Passage wurde alle 24 Stunden eine Fotodokumentation unter dem Mikroskop
bei 10- und 20-facher VergroRerung durchgefuhrt.

Tabelle 6 Bestandteile Zelllinienmedium
In dieser Tabelle sind die Bestandteile des Mediums fiir die kommerziellen Tumor-Zelllinien inklusive der
Herstelle aufgefiihrt. MEM: Minimal Essential Medium

Menge Name Hersteller
450 ml MEM mit Earle’s Salzen ohne L-Glutamin BIO SELL REF BS.F 0325
50 ml FRS (fetales Rinderserum) Sigma
5ml Pen/Strep Gibco REF 15140-122
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Tabelle 7 Material fiir die Zellpassage
In dieser Tabelle ist das Material fiir die Zellpassage der kommerziellen Tumor-Zelllinien inklusive der
Hersteller aufgefiihrt. EDTA: Ethylendiamintetraacetic acid PBS: Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

Menge

Name

Hersteller

Zelllinienmedium (s.0.)

Siehe Tabelle 6

Ca. 7ml pro Kulturflasche

PBS

Sigma REF D8537

3ml pro Kulturflasche

Trypsin- EDTA Solution

Sigma REF T3924

2.3.2 Zellkultur und Passage der aus nativ Préparaten isolierten
Harnleiterzellen

Das fur die nativen Zellen verwendete KSFM-Medium ist lichtempfindlich und

wurde zum Schutz mit Alufolie umwickelt. Es besteht aus den in Tabelle 8

aufgeflihrten Substanzen:

Tabelle 8 KSFM-Zellmedium der préparierten Tumorzellen

In dieser Tabelle sind die Bestandteile des Zellmediums fiir die aus OP-Préparaten isolierten
Harnleiterzellen inklusive der Angabe der Hersteller. KSFM: Keratinocyten Serum-freies Medium. HEPES:
4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsdure EDTA: Ethylendiamintetraacetat

Menge Name Hersteller
500 ml Keratinocyte-SFM Gibco REF 17 005-034
Supplemente KSFM Gibco REF 37000-015
5ml Pen/Strep Gibco REF 15140-122
500 pl Choleratoxin Arbeitsldsung Biological Laboratories Inc. REF 100B

Stripping- Lésung:
500 ml HBSS 0,35g/l| NaHCO3-
5ml 10mM HEPES

Sigma REF H9394
Gibco REF 15630-056

Calbiochem REF 9087-70-1
Biochrom REF L-21133

20KIU/ml Aprotinin
50 ml EDTA 1%

Zunachst wurden die Harnleiterzellen aus dem Praparat isoliert. Hierflir wurde
der native Harnleiter zunachst in einer sterilen Petrischale mit 5ml Medium
gelagert und mittels Schere und Pinzette geschlitzt und von Geweberesten
befreit. Dann wurde das Gewebe in 15 ml Strippinglosung (Tabelle 8) uberfuhrt
und fur die Dauer von 3 Stunden bei 37 °C inkubiert. Anschlie3end wurden in
einer frischen Petrischale 3 ml KSFM-Medium vorgelegt und die Urothelzellen
mittels Gewebeschaber aus dem Praparat gewonnen, sodass sich die Zellen im
vorgelegten Medium verteilten. Dieses Medium wurde in einen
Zentrifugationsrohrchen uberfuhrt. Das Gewebe wurde noch zweimal mit jeweils
5ml frischem KSFM -Medium gespult und auch diese Suspension wurde in das
Zentrifugationsrohrchen uberfuhrt. Es folgte eine Zentrifugation mit 200 rpm far
die Dauer von 5Minuten bei 20 °C. Danach wurde der Uberstand abgesaugt,
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das Pellet in 2,5ml Medium re-suspendiert und in eine T25 Zellkulturflasche
Uberfuhrt. Ab diesem Zeitpunkt wurden die Zellen bei 37 °C und 5% CO2
inkubiert und erhielten alle 2 Tage einen Mediumswechsel, bei dem jedes Mal
circa 10 % des alten Mediums belassen wurde, da die Zellen parakrine
Wachstumsfaktoren sekretieren und ein besseres Wachstum beobachtet

wurde, wenn man einen Teil des alten Mediums belasst.

Der gesamte Prozess der Gewinnung und Aufbereitung der Zellen Uber
Fertigung eines Hautchenpraparats bis hin zur AE1AE3 Farbung zum Nachweis
des urothelialen Phanotyps wurde im Rahmen dieser Arbeit eigenstandig
gefilmt, vertont und zu Lehrzwecken der Universitatsklinik fur Urologie (Kurs
,Vitale Implantate” fur Studierende der Medizintechnik) zur Verfigung gestellt.

Passage

Die Harnleiterzellen zeigten ein deutlich langsameres Wachstum als die
Zelllinien und wurden deshalb nur alle drei Wochen passagiert. Der genaue
Versuchsaufbau ist aus Abbildung 4 zu entnehmen. Die verwendeten
Substanzen pro Flasche sind in Tabelle 9 aufgefuhrt.

Tabelle 9 Substanzen fiir die Passage der aus Harnleitern isolierten Zellen
In dieser Tabelle sind die Substanzen fiir die Passage der aus Harnleitern isolierten Zellen inklusive der
Hersteller angegeben. EDTA: Ethylendiamintetraacetat

Menge Name Hersteller
25mi 0,1% EDTA (36 ml PBS Biochrom REF L2113

erganzt mit 4ml 1% EDTA Sigma REF T3924
1ml TrypLE Express Gibco REF 12563-011
16 ml KSFM-Medium Siehe Tabelle 8

Zunachst wurde das alte Medium komplett abgesaugt. Dann wurde mit einer
Pipette 2,5ml 0,1% EDTA in PBS pro Kulturflasche hinzugegeben und die
Flasche zum Verteilen der Flussigkeit geschwenkt. Danach wurde die Flasche
bei 37 °C fur 8 Minuten inkubiert. Es erfolgte eine mikroskopische Kontrolle, ob
die Zellen sich abrunden und sich die Zell-Zell-Kontakte 16sen, dabei waren die
Zellen weiterhin adharent am Flaschenboden. Im nachsten Schritt wurde die
PBS-EDTA Lésung abgesaugt und je 1 ml TrypLE Express pro Kulturflasche
hinzugegeben. Dann wurde die Flasche fur 2 Minuten bei 37 °C inkubiert, bis
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sich die Zellen durch leichtes Beklopfen der Flasche |6sten. Nach Kontrolle
unter dem Lichtmikroskop wurde mit einer Pipette zunachst mit 5ml KSFM-
Medium mehrfach entlang des Bodens der Kulturflasche gespult, bevor die 6 ml
Flascheninhalt in einen Zentrifugationsrohrchen tberfuhrt wurden. Dann wurde
der Boden nochmals mit einer frischen Pipette mehrfach mit weiteren 5mi
frischem Medium gespult und anschlie3end in das Zentrifugationsréhrchen
ubertragen. Es folgte eine austarierte Zentrifugation bei 1100 rpm fur 7 Minuten.
Danach wurde der Uberstand mit einem Sauger abgenommen und verworfen
und das Pellet mit einer Pipette in 1ml frischen Medium wieder aufgeldst. Die
Urothelzellen wurden mit einer Eppendorf Pipette in neue, speziell beschichtete
Kulturflaschen gegeben und mit 5ml frischem KSFM-Medium erganzt. Zuletzt
wurde die Kulturflasche geschwenkt, damit sich der Inhalt Gber den gesamten
Boden homogen verteilt, bevor die Kulturflaschen wieder in den CO2-Inkubator

gelegt wurden und wie gewohnt nach zwei Tagen einen Mediums Wechsel

erhielten.
Kulturflasche mit
nichtinfizierte Zellen
Kulturflasche mit
infizierte Zellen
Initial isolierte
Harnleiterzellen R Kulturflasche fiir RNA
b T =Y e
p Kulturflasche fir
Proteinextraktion
o— o —O
w Kulturflasche fir
21Tagen = ===~ ~-~-=-=-=-==-"~~-=-—-=-====-q~-~-=--- weitere Zellkultur

O 0 ‘_ _‘ - _. - -| Infektion nach
3.Passage & Extraktion einer Woche ‘
nach21Tagen @ fp=f= === == 1 ——————— 1— - _t _____ t __

Abbildung 4 Kulturschema der isolierten Harnleiterzellen

Diese Abbildung zeigt das Schema, nach welchem die Zellkultur der aus OP-Préparaten isolierten Zellen
kultiviert wurden, um die Zellmenge zu expandieren. Hierbei sind die nicht-infizierten Zellen hellgrau
markiert, wéhrend die mit Mykoplasmen infizierten Zellen dunkelgrau markiert sind.

2.3.3 Infektion von HT1197, HL20/31 und HL20/32

Zunachst wurde der Uberstand mehrerer, durch MycoSPY® nachgewiesenen,
infizierten T 24 Zellkulturen abgenommen und 20 Minuten bei 2000 rpm
zentrifugiert. Dann wurde der Uberstand mit einer Pipette abgenommen und in

eine offene 100 ml Luer-Lock-Spritze mit aufgeschraubten 0,4 um Filter
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uberfuhrt. Anschlielend wurde der Spritzenstempel wieder eingebracht und der
Uberstand in einen frischen sterilen 50 ml Zentrifugationsréhrchen Gberfihrt und
im Kuhlschrank gelagert. Durch dieses Verfahren wurde sichergestellt, dass die
Zellbestandteile entfernt wurden, aber die Mykoplasmen mit einer Grof3e von

0,3 bis 0,8 ym noch vorhanden sind und fur eine Infektion sorgen kénnen.

Dieses Konzentrat wurde im Folgenden genutzt, um gesunde Zellen zu

infizieren.

Infektion von HT1197:

Die Zelllinie HT1197 wurde zunachst mit einer Aussaat von 5x10° Zellen pro
Flasche auf sechs Kulturflaschen hochgezogen. Nach einer Woche wurden bei
drei Flaschen beim regularen Mediumwechsel, nachdem das alte Medium zuvor
vollkommen entfernt wurde, je 1,5ml aufbereiteter T24 Uberstand und je 8,5ml
frisches Medium hinzugegeben. Dieser Ablauf wurde nach drei Tagen

wiederholt, danach erfolgte die normale Zellkultur wie unter 2.3.1 beschrieben.

Infektion der nativen Urothelzellen:

Vor der ersten Infektion wurden die Harnleiterzellen zunachst eine Woche
expandiert, dann wurde 1 ml altes Medium incl. der parakrin gebildeten
Wachstumsfaktoren belassen und mit 4 ml frischem KSFM-Medium erganzt. Zur
Infektion mit Mykoplasmen wurde 1 ml zentrifugierter und gefilterter T 24
Uberstand hinzugegeben, sodass in Summe 6 ml Medium in der T 25 Flasche
waren. Zwei Tage spater, wurden 5ml des alten Mediums abgenommen und
durch 4 ml frisches KSFM-Medium sowie erneut 1 ml T 24-Uberstand ersetzt.

Danach erfolgte der Wechsel des Mediums wie unter 2.3.2 beschrieben.
2.4 RNA-Extraktion, Umschreibung in cDNA und gRT-PCR

2.4.1 RNA-Extraktion

Uber einen Zeitraum von vier Passagen wurde bei jeder Passage der
Zellkulturen RNA fiur die PCR isoliert. Hierflr wurden die Zellen zunachst wie
gewohnt abgelost, mit PBS verdunnt und zentrifugiert (nach dem unter 2.3.1
beschriebenen Verfahren fur Zelllinien und nach dem unter 2.3.2 bei
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Harnleiterzellen). Dann wurde der Uberstand mit einer Pipette abgesaugt und
das Pellet in 10 ml gekuhltem (4 °C) PBS re-suspendiert und erneut bei

1500 rpm fUr 7 Minuten zentrifugiert. Dann wurde der PBS-Uberstand erneut mit
einer Pipette entfernt und verworfen und das Pellet mit einer Eppendorf Pipette
in 350 ul RLT mit Mercaptoethanol geldst und dann bei -80 °C gelagert. Die
RNA-Extraktion erfolgte mit einem Reagenzienkit nach Angaben des Herstellers
(RNeasy, Qiagen; (Tabelle 10). Nachdem samtliche Proben von allen Zelllinien
und Harnleitern vorhanden waren und mindestens eine Stunde bei -70°

gelagert waren, wurde die RNA im ersten Schritt in cONA umgeschrieben.

RNA Aufreinigung durch Chemo-adsorption:

Zunachst wurde der Arbeitsplatz mit RNAway gereinigt, um eine Kontamination
mit fremder RNA und mit RNasen zu vermeiden. Im Folgenden wurde mit den
Reagenzien und dem Material aus Tabelle 10 gearbeitet. Mit einer Eppendorf
Pipette wurden zu jedem Zellextrakt je 350 ul 70% Ethanol hinzugegeben.
Anschlieltend wurde jede Probe einzeln, immer mit einer frischen 1 ml Spritze
mit Kanule, mehrfach aufgezogen und ausgestol3en, sodass die Zellen
homogenisiert wurden und die RNA frei wurde. Dann wurde mit derselben
Spritze die gesamte Menge auf eine Mini Spin Column Ubertragen, welche

bereits in einem 2 ml Collection Tube steckte.

Nachdem so alle Proben einzeln auf ihre Saulen Ubertragen wurden, folgte die
erste Zentrifugation bei 10000 rpm fur 15 Sekunden. Die Zentrifuge wurde bei
jeder Nutzung austariert. Der Durchfluss, der sich nach diesem Prozess im 2ml
Collection Tube befand, wurde entfernt und im nachsten Schritt wurde auf die
Saulen der Proben jeweils 350 yl RW1 hinzugegeben und es folgte die zweite
Zentrifugation wieder bei 10000 rpm fur 15 Sekunden. Auch nach diesem Schritt
wurde der Durchfluss verworfen. Dann wurde mit einer Eppendorf Pipette 80 ul
DNase auf jede Saule Ubertragen und es folgte eine 15-minutige Inkubation bei
Raumtemperatur. Nach dieser Zeit wurden jeder Saule 350 yl RW1
hinzugegeben und die Proben wurden erneut bei 10000 rpm fur eine Dauer von
15 Sekunden zentrifugiert. Nun wurden die Saulen auf die 2ml

Zentrifugationsrohrchen (sog. Collection Tubes) umgesteckt und die Saulen mit
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jeweils 500 pl RPE zweimal gewaschen. Nach der ersten Zugabe wurde 15
Sekunden und bei der zweiten 2 Minuten bei 10000 rpm zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde nach jeder Zentrifugation verworfen. AbschlieRend wurden
die Saulen nochmals 15 Sekunden diesmal aber ohne Waschzusatz
zentrifugiert. Die Saulen wurden nach diesem Schritt auf das 1,5ml Collection
Tube mit Deckel umgesetzt und jede Saule wurde mit einer Pipette mit 40 pl
RNA-freiem Wasser zum Losen der RNA aus der Saule versetzt und eine
Minute inkubieren gelassen. Es folgte die letzte einminutige Zentrifugation bei
10000 rpm. Danach konnte die Saule verworfen und die nun isolierte RNA auf

Eis gelagert werden.

Tabelle 10 Reagenzien und Material fiir die RNA-Extraktion
In dieser Tabelle sind Reagenzien zur Durchfiihrung der RNA-Extraktion inklusive der Hersteller
aufgefiihrt.

Name Hersteller
70% Ethanol Sigma-Aldrich
RLT Mercaptoethanol AppliChem REF A3380100

RW1 Wash Buffer

Buffer RPE Wash buffer e
RNA Mini Kit

RNase Free Water _ Qiagen ©® REF 74106

RNeasy Mini Spin Column (Saulen)

2ml Collection Tubes

1,5ml Collection Tubes mit Deckel

DNase:
70 ul RDD Buffer mit 10 ul Aliquot

2.4.2 Umschreiben der RNA in cDNA mittels Reverser Transkription
Alle Reagenzien aus Tabelle 11 mussten nach dem Auftauen gevortext,
abzentrifugiert und auf Eis gelagert werden. Das UV-Spektralphotometer
(NanoDrop) wurde genutzt, um die Menge an enthaltener RNA zu bestimmen.

Tabelle 11 Reagenzien flir Reverse Transkription
In dieser Tabelle sind die Mengen der Substanzen und deren Hersteller fiir die Reverse Transkription zum
Umschreiben von mRNA in cDNA aufgefiihrt.

Menge Name Hersteller

1l pro Probe Oligo dt-Primer Takara cDNA Synthesekit
Depc-Water Takara cDNA Synthesekit

Mastermix pro Probe: Takara cDNA Synthesekit

-4 ul 5x Puffer

-1yl dNTP

-1 4l AMV reverse Transkriptase

-0,5ul RNase Inhibitor
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Zunachst wurde mit 1 yl Ampuwa der Blank bestimmt und dann jeweils der RNA
Gehalt von 1 ul pro Probe mittels Extinktion bei 260 nm Wellenlange gemessen.
Das Ergebnis wurde durch das Gerat in ng/ul angegeben. Zwischen jeder
Probe wurde der Rest der vorherigen Probe mit einem fusselfreien Einmaltuch

entfernt, um eine Falschmessung zu verhindern.

Mit den notierten Werten und der folgenden Formel wurde berechnet, mit
wieviel yl depc-Water die Proben verdinnt werden mussten, um 1 ug/ml

umzuschreiben.

1000 +~ x =y (Menge an RNA in pl)
12,5 —y = Menge an Depc — Water in pl

y+z=1pg/ul
X=in Nanodrop ermittelter Wert der Probe
Y= Menge an RNA in pl
Nun wurde in neuen Zentrifugationsrohrchen fur jede Probe das errechnete
Verhaltnis an RNA und Depc-Water zusammen pipettiert und im Anschluss
gevortext und auf Eis gelagert. Danach wurde jeder Probe 1 pl oligo-dT Primer
hinzugegeben und erneut gevortext und zentrifugiert. Dann wurden die Proben
fur die Dauer von zweiMinuten bei einer Temperatur von +70 °C in den PCR-
Block gestellt, um Bereiche mit RNA-RNA-Doppelhelices aufzuschmelzen und
eine durchgehende cDNA-Synthese zu ermdglichen. Nach Ablauf der zwei
Minuten wurden die Proben wieder auf Eis gestellt und daraufhin wurde in

einem separaten Zentrifugationsrohrchen der Mastermix angemischt.

Jedem Zentrifugationsrohrchen wurden 6,5 pl Mastermix hinzugegeben und im
Anschluss grundlich gevortext und kurz zentrifugiert, bevor die Proben zugig
erneut in den PCR-Block gegeben wurden und die cDNA-Synthese flur die
Dauer von 67 Minuten bei 42 °C stattfand. Nach Ablauf der Zeit wurden die
Proben erneut auf Eis gelagert und jeder Probe 80 ul Depc Water
hinzugegeben, sodass sich in Summe in jedem Zentrifugationsrohrchen nun
100 ul befinden. Die cDNA-Proben wurden bis zur PCR bei -20 °C gelagert,
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wahrend die restliche RNA jeder Probe als Reserve bei -80 °C aufbewahrt

wurde.

2.4.3 qRT-PCR
Far die PCR wurden zunachst alle in Tabelle 12 aufgefuhrten Substanzen und
Proben aufgetaut, gevortext, abzentrifugiert und auf Eis gelagert. In sterilen

Zentrifugationsrohrchen wurden danach die Mastermixe hergestellt.

Tabelle 12 Reagenzien fiir Mastermixe der PCR
In dieser Tabelle sind die Menge der Substanzen und deren Herstelle zur Herstellung des Mastermix fiir
die qRT-PCR aufgeflihrt.

Menge Name Hersteller
2l cDNA pro Probe
Material Mastermix pro Probe:
- BUINTW
- 10ul Sybrgreen Roche REF 04887352001

- 2yl Primer (pro Mastermix nur ein Primer):
- CD276 (Efficiency 1,775)
FORWARD Sequence: Eurofins
TTTCCTTTCCCCTCCTTCCTCC
REVERSE Sequence:
TGTGACCAGCACATGCTTCC

- GAPDH (Efficiency 1,66)
FORWARD Sequence:
GAGTCAACGGATTTGGTCGT Biomol GmbH
REVERSE Sequence:
TTGATTTTGGAGGGATCTCG

- R-Aktin (Efficiency 1,915)
FORWARD Sequence:
AACTGGGACGACATGGAGAA Eurofins
REVERSE Sequence:
ATACCCCTCGTAGATGGGCA
2ul | SMC (smooth muscle cell cDNA)
Transgelina-Mastermix (Positiv Kontrolle):
- BUINTW
- 10ul Sybrgreen Roche REF04887352001
- 2yl Tag-Primer Qiagen

Fir jede Probe wurde drei Mastermixe, welche sich in den Primern (CD276
sowie die Housekeeping Gene (oder auch Referenz Gene genannt) GAPDH
und R-Aktin) unterschieden hergestellt. Jeder Primer wurde pro Probe doppelt
getestet. Nachdem nun drei Mastermixe fur die Proben und ein Mastermix fur
die Positivkontrolle hergestellt wurden und diese nach der Herstellung
gevortext, abzentrifugiert und auf Eis gelagert wurden, konnte mit dem

Pipettieren nach dem Layout Schema begonnen werden.
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Zunachst wurden 2 ul SMC fur die Positivkontrolle pipettiert. Danach wurden mit
einer frischen Pipettenspitze in drei Wells jeweils 2 ul NTW fir die
Negativkontrolle des jeweiligen Primers pipettiert. Nachdem die ersten vier
(Standard) Wells befullt waren, wurde immer mit einer frischen Pipettenspitze
auf den Boden von sechs frischen Wells der Platte jeweils 2 pl pro Probe
pipettiert. Anschlief3iend konnte mit der Zugabe des Mastermix begonnen
werden. Im ersten Schritt wurden 18 yl Transgelin (Tag)-Mastermix an den
Rand des Wells der SMC Probe hinzugegeben. Dann wurde, mit einer frischen
Pipettenspitze, zunachst 18 uyl GAPDH Mastermix einem der Wells mit NTW als
Negativkontrolle hinzugegeben. Danach wurden an den Rand von jeweils zwei
Wells pro Probe jeweils 18 ul GAPDH Mastermix hinzugegeben. Analog dazu
wurde jeweils mit dem R-Aktin- als auch mit dem CD276- Mastermix verfahren.
Daraus ergibt sich, dass pro Probe sechs Wells der Platte bendétigt wurden und
jeder Mastermix in 2 Wells pro Probe und zusatzlich ein Well fir die Kontrolle

bendtigte.

Nachdem alles zusammen pipettiert war, wurde die Folie auf der Platte
angebracht und festgestrichen. Dann wurde die Platte flr die Dauer von einer
Minute bei 1000 rpm in einer austarierten Zentrifuge zentrifugiert. Danach wurde
der LightCycler480 programmiert und die PCR gestartet. Die genauen Angaben

der Programmeinstellungen sind Tabelle 13 zu entnehmen.

Tabelle 13 Ubersicht Programmeinstellung der gRT-PCR
In der Tabelle sind die Schritte der qRT-PCR inklusive Zyklen und Zeit sowie Temperatur aufgefiihrt.

Programm Zyklen Zeit Temperatur
Denaturierung 1 5 Minuten 95°C
Amplifikation 39 10s —20s-30s 95°C-60°C-72°C
Schmelzkurve 1 5s — 30s - kontinuierlich 95°C-60°C -97°C
Kiihlung 1 30s 4°C

Nach Ablauf der PCR konnte die Platte bei -20 °C gelagert werden.

Fir die Berechnung der relativen Expression an CD276 wurden die Werte der
gRT-PCR von CD76 sowie der Referenz Gene GAPDH und 3-Aktin in folgende
Formel eingesetzt:

AC; = ACG, (€D276) — AC; (Referenzgene)
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Relative Expression CD267 = 2(=A¢)

2.5 Proteinbestimmung mittels Western Blot

Nachfolgend werden die Schritte zur Durchfuhrung des Western Blots erlautert.

2.5.1 Proteinextraktion

Nach der ersten als auch der vierten Versuchswoche wurden zusatzlich von
jeder Zelllinie jeweils Proteine fur Western Blot Lysate isoliert. Bei den isolierten
Harnleiterzellen war dies nur nach der ersten Passage moglich. Zum Herstellen
der Lysate wurden die Zellen, in einem ersten Schritt wie gewohnt abgelost,
gewaschen und zentrifugiert (siehe 2.3). Das entstandene Pellet wurde nun
jedoch, analog zur RNA-Extraktion, in 10ml 4 °C PBS gel6st und im
Zentrifugationsrohrchen erneut bei 1500 rpm fur eine Dauer von 7 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde danach abgesaugt und das entstandene
Zellpellet wurde in 200 ul RIPA+ re-suspendiert. Die Proben wurden bis zum

Western Blot bei -80 °C gelagert.

Nachdem von allen Proben die Lysate vorhanden waren, wurden diese
aufgetaut und in 2ml Zentrifugationsrohrchen tberfuhrt, bevor sie fir die Dauer
von 20 Minuten bei 15000 rpom und 4 °C abzentrifugiert wurden, um unldsliche
Fraktionen zu sedimentieren. AnschlieRend wurde der Uberstand in frische und
bereits gekuhlte Zentrifugationsrohrchen Uberfuhrt und auf Eis gelagert,
wahrend das vorherige Zentrifugationsrohrchen inklusive Pellet verworfen

wurde. Es folgte die Proteinbestimmung (Abbildung 5).

2.5.2 Proteinbestimmung

Um die Proteinmenge zu bestimmen, wurden zunachst Reagenz A’, bestehend
aus Reagenz A und S in dem in Tabelle 14 genannten Verhaltnis, in einem
Zentrifugationsrohrchen hergestellt. Auch die Menge an Reagenz B wurde mit

einer Pipette in ein weiteres Zentrifugationsrohrchen pipettiert.

Anschlielend wurden die Standards gemischt. Hierfur wurden funf
Zentrifugationsrohrchen mit S1 bis S5 beschriftet und in S1 wurden 70 pl
Stammldsung pipettiert. In die S2 bis S5 wurden jeweils 35 ul RIPA+ vorgelegt.

Dann wurden die unterschiedlichen Konzentrationen hergestellt, indem von S1
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beginnend 35 ul in S2 Gberflhrt und die Mischung anschlieRend gevortext
wurde. Im Folgenden wurde dieser Prozess von S2 zu S3 Uber S3 zu S4 bis hin
zu S4 zu S5 wiederholt. So ergaben sich die in Abbildung 5 aufgefuhrten

Konzentrationen.

Tabelle 14 Western Blot Material fiir die Proteinbestimmung
In dieser Tabelle sind die Substanzen zur Ermittlung der Proteinmenge inklusive der Mengenangabe und
der Hersteller aufgefiihrt.

Menge Name Hersteller
DC Protein Assay Kit Il, einschlie3lich BSA BIORAD REF (Cat.nr. 500-0112)
Standard
70 ul Stammldsung (3,04 mg/ml), bestehend aus

BIORAD, BSA in 10 ml AMPUWA-Wasser
gel6st und bei -20°C gelagert

Ampuwa Fresenius REF 7151-5
RIPA(+) (Lysepuffer, bestehend aus 10 mi CC Pro REF PL-25-M
Ripa(-) versetzt mit 50 ul PMSF)

25ul pro | Reagenz Af (Mischung aus 20 ul DC Protein

Well Assay (Reagent S) BIORAD REF 10000046270
pro 1ml DC Assay Reagent A BIORAD REF 10000047350
200 ul pro | DC™ Protein Assay Reagent B BIORAD REF 10000044069
Well
1,5ml Lammli Puffer mit ME
(pro 100 yl LA&mmli
5yl Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich)
Lammli:
-Tris Ultra Pure ICN Biomedicals
-Glycerin Sigma
-SDS Sigma
-Bronphenolblau AppliChem

4

35ul 35ul 35ul 35ul

AN ANAYA®

2 3 4 =3
354 E
33 =) RIPA+ RIPA+
RIPA+ RIPA+

3,04 mg/ml 1,52 mg/ml 0,76 mg/ml 0,38 mg/ml 0,19 mg/ml

Abbildung 5 Konzentrationen der Standards
In dieser Abbildung ist schematisch die Herstellung der Standard-Verdiinnungsreihe dargestellt.

Auf einer Rundbodenplatte wurde im Anschluss die 1:5 Verdinnung der Proben
erstellt. Hierfur wurden zunachst fur die Anzahl der Proben pro Well 16 pl RIPA+
vorgelegt und anschliel3end pro Probe 4 ul in das entsprechende Well

hinzugegeben. Um eine homogene Durchmischung zu erreichen, wurde die
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Platte anschlieRend auf den Schattler gestellt. Im Anschluss wurden je 5 ul des
Blanks (bestehend aus RIPA+), der Standards S1-S5 sowie der verdlinnten
Proben in dreifacher Ausfuhrung in dem in Abbildung 6 angegebenen Schema,
auf eine 96-well Flachbodenplatte gegeben. Zu diesen 5 ul wurden dann jeweils
25yl Reagenz A‘ sowie 200 pl Reagenz B hinzugeben, sodass sich zum
Schluss in jedem Well 230 ul befanden. Dann wurde die Platte zum
Durchmischen fur die Dauer von einer Minute auf den Schittler gestellt und im
Anschluss 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, bevor die Messung der
Absorption im GlowMax bei 600 nm durchgefuhrt wurde. Es wurde darauf
geachtet, dass sich keine Luftblasen in den Wells befinden, da diese die

Messung verfalschen kénnen.

Befiillungsschema 96-well Platte zur Proteinbestimmung mittels GlowMax

Blank Blank Blank HT1197 HT1187 HT1197

(RIPAE) (RIPA+) (RIPA+) oM
4. Woche 4. Woche 4. Woche
51 55 51 HT1197 HT1187 HT1197
M M
4. Woche 4. Woche 4, Wo::he
52 52 T24 T24 T24
oM
| Initial Testung Inmal Testung Inmal Testung
53 53 53 T24 T24 T24
M
Initial Testung Initial Tgtung Initial Tgtung
54 54 54 T24 T24 T24
oM
4. Woche 4. Woche B4 Woche
{55, 55 55 T24 T24 T24
M
4. Woche 4. Woche A Woche

HT1197 HT1197 HT1197

oM oM
Initial Testung Initial Testung Initlal Testung
HT1197 HT1197 HT1197 Ca|29
M M M s
Initial Testung Initial Testung ~ Initial Testung

OM= Ohne Mykopl: M= kopl Infiziert 5= Jardk i in Il ihe 1bis5

Abbildung 6 Befiillungsschema 96-well Platte fiir die GlowMax Messung

Dies ist ein Schema der Befiillung der 96-well Platte. Bei S1 bis S5 handelt es sich um die
Standardkonzentrationen, welche in einer Verdiinnungsreihe hergestellt wurden. Es wurden die
kommerziellen Tumor-Zelllinien T24, Cal29 und HT1197 sowie die aus OP-Prdparaten isolieren Zellen
HL20/31 und HL20/32 analysiert. Jede Probe wurde drei Mal separat pipettiert und im Anschluss im
GlowMAX gemessen.

Nach Messung der Absorption wurden zunachst die Mittelwerte von den
dreifachen Werten des Leerwerts und der Standards festgelegt. Von jedem der
Standardmittelwerte (S1 bis S5) wurde jeweils der Mittelwert des Leerwerts
abgezogen. Die so ermittelten Werte wurden auf die Y-Koordinate aufgetragen,

wahrend die dazugehdrigen Konzentrationen der Standards auf der X-Achse
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aufgetragen wurden. So konnte eine Kalibrierungslinie erstellt werden und

anhand dieser eine Steigung und ein Achsenabschnitt festgelegt werden (siehe
Tabelle 15 und Abbildung 7).

Tabelle 15 GlowMax Absorbtionswerte zur Erstellung der Kalibrierungslinie
Aus dieserTabelle kann man die Mittelwerte der im GlowMAX gemessenen Absorption, sowie die
Proteinmenge und der entnehmen.

Leerwert

Proteinstandard

0,3

= 0,25

o
N

0,15

Extinktion (600 nm
o

0,05

Mittelwert der
Proteinmenge gemessenen
[mg/ml] Absorption Absorption ohne Blank
0,063
s1 3,04 0,298 0,235
S2 1,52 0,206 0,143
S3 0,76 0,175 0,112
sS4 0,38 0,152 0,089
S5 0,19 0,097 0,034

Kalibrierungslinie

y =0,0624x + 0,049

/ ¢ Proteinstandard
TS

4

——Linear

(Proteinstandard)

1

2 3 4

Proteinstandard [mg/ml]

Abbildung 7 Kalibrierung
In dieser Abbildung ist die Kalibrierungslinie dargestellt, welche sich durch die in den Proteinstandards
enthaltene Proteinmenge und die bei 600nm gemessene Extinktion ergibt.

Formel der Steigung und Formel Achsenabschnitt:

y=mx+n

Y2-v1

™= X2 —x1
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Im Anschluss daran wurde flr die Dreifachwerte jeder Probe auch der
Mittelwert bestimmt und von diesem der Leerwert abgezogen. Danach wurde

die Standardabweichung jeder Probe berechnet

Nun konnte die absolute Konzentration jeder Probe wie folgt berechnet werden:

(Probenmittelwert—Achsenabschnitt)

absolute Konzentration = ( ) X VF

Steigung

VF = Verdinnungsfaktor = 5

Danach wurde flr jede Probe berechnet:

(absolute Konzentration x 0,05)
V2 = 5

>>< 1000

Im nachsten Schritt konnte die bendtigte Verdliinnung berechnet werden,
welche bei 50 pl der jeweiligen Probe mit RIPA+ und Lammli -Puffer erfolgen
musste, um eine Konzentration von 2 mg/ml zu erhalten. Bei der Zelllinie T24
ergab sich hierbei eine zu niedrige Proteinkonzentration, sodass fur diese

Probe eine Konzentration von 1 mg/ml gewahlt wurde.

Von den V2 Werten wurden jeweils 50 ul (die Menge der Probe) abgezogen und
so die Menge an RIPA+ ermittelt.

Aulerdem wurde die Menge an Lammli Puffer mit nachstehender Formel
ermittelt:

V2
Menge an Lammli in pl = (E) X 8

Nun wurden fur jede Probe ein Zentrifugationsréhrchen mit jeweils 50 ul der
Probe beflllt und mit der jeweiligen Menge an RIPA+ und Lammli Puffer
erganzt. Abschlielend wurden die Zentrifugationsrohrchen fur 10 Minuten bei
95 °C im Thermomixer denaturiert und entweder sofort fur den Western Blot

genutzt oder auf Dauer bei -20 °C gelagert.
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2.5.3 Herstellung des Gels und Proteintrennung mittels SDS-Page
Material:

Tabelle 16 Western Blot Material fiir Gele

In dieser Tabelle sind die Mengenangaben der Materialien zur Herstellung des Gels fiir die
Proteintrennung mittels SDS-Page inklusive der Hersteller aufgefiihrt. TEMED:
Tetramethylethylendiamin)

APS: Ammonium persulfate

Menge Name Hersteller
10% Trenngel | -4 ml Aqua Dest.
(fir 2 Gele) -3,3ml 30% AcrylamidMix BioRad REF 161-0156
-2,5ml Tris pH 8,8
- 100l 10% SDS BioRad REF 161-0734
- 100 ul 10% APS bestehend
aus: BioRad REF 1610416
1g APS geldst in 10 ml Aqua
Dest. Sigma-Aldrich
- 8ul TEMED
Roth REF 2367
5% - 1,4ml Aqua Dest.
Sammelgel - 330 pl 30% AcrylamidMix BioRad REF 161-0156
(fir 2 Gele) -250u1 0,1 M Tris pH 6,8
-20pu110% SDS BioRad REF 161-0734
-20p110% APS
-2yl TEMED BioRad REF 1610416
BioRad REF 1610416
Roth REF 2367
1Liter - 100 ml Tris Glycin 10-fach BioRad REF 161-0734
gekuhlter Buffer
Gelpuffer -10ml 10% SDS BioRad REF 161-0416
- 890 ml Aqua Dest.
4x je S5yl Magic Mark Invitrogen REF LC5602

Pro Gel wurden jeweils zwei zuvor mit Alkohol gereinigte, unterschiedlich grol3e
Glasplatten mit Distanzleisten versehen und in die vorgesehenen Halterungen
eingespannt und auf den kleineren Platten ein Abstand von 2cm zum Oberrand
markiert. Es folgte eine Uberpriifung der Dichtigkeit mittels einer Aqua Dest.
Probe. Da die Lysat-Proben beim Western Blot im Sammelgel starten und nach
unten durch das Trenngel laufen sollen, wurde zunachst das Trenngel fur zwei
Gele hergestellt und durch Schwenken gut gemischt (Tabelle 16). Dann wurde
das Aqua Dest. zwischen den Platten entfernt und mit einer Pipette das

Trenngel jeweils zwischen die Platten gegeben bis ca. 7 mm oberhalb der
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angebrachten Markierung. Dann wurde mit einer frischen Pipette der Spalt
zwischen den Platten tropfchenweise jeweils bis zum Oberrand mit Aqua Dest.
aufgefullt und das Gel Uber einen Zeitraum von 20 Minuten polymerisiert. Nach
dieser Zeit wurde das Aqua Dest wieder durch Abkippen entfernt und das
Sammelgel in der in Tabelle 16 beschriebenen Zusammensetzung in einem
frischen Becherglas hergestellt und durchmischt. Mit einer Pipette wurde nun
jeweils 1 ml des Sammelgels oberhalb des Trenngels zwischen die Glasplatten
gegeben und abschliellend der 10-Kammer-Kamm langsam in das Gel
gesteckt, um eine Luftblasenbildung zu verhindern. Auch dieses Gel wurde fur

die Dauer von 20 Minuten polymerisiert.

Proteintrennung:

Nach dem Ausharten der Gele wurden die Kdmme entfernt und die Gele
wurden in die Halterung der Elektrophoresekammer gespannt. Danach wurde
die Kammer inklusive der Gele auf Naleis gekuhlt und bis zur Markierung
komplett mit Gelpuffer beflllt. Mit einer Pipette wurden die Taschen der Gele
mittels Gelpuffer mehrfach vorsichtig gespult. Nun wurden die Taschen
sorgfaltig, aber zugig mit einer Eppendorf Pipette befullt. Begonnen wurde mit
jeweils 5 ul Magic Mark in der ersten und sechsten Tasche beider Gele. In die
leeren Taschen wurden jeweils 18 ul der Probe pipettiert. AnschlielRend wurde
die Kammer mit dem Deckel verschlossen und an die Stromquelle
angeschlossen. Protein im Gel wurden elektrophoretisch fur die Dauer von
mindestens 90 Minuten bei 100 Volt getrennt. Es wurde regelmafig kontrolliert,

ob genugend Puffer in der Kammer vorhanden ist.

2.5.4 Transfer, Erst- und Zweitantikérper Markierung mit CD276 sowie LI-
COR Messung
Transfer:

Nach der Trennung die Proteine wurde eine Glaswanne mit dem vorstehend
unter Material beschriebenen Transferpuffer befullt und die Halterung fir die
zweite Kammer in die Flussigkeit gelegt. AuRerdem wurde bereits der erste der
beiden Schwamme in der FlUssigkeit getrankt und auf der Halterung platziert.

Auf diesem wurde das erste der zwei Filterpapiere in der FlUssigkeit platziert
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(Tabelle 17). Nun wurden die Glasplatten des ersten Gels vorsichtig getrennt
und mittels Spatel das Sammelgel vorsichtig entlang der erkennbaren Grenze
vom Trenngel getrennt und verworfen. Im nachsten Schritt wurde das Trenngel
vorsichtig von der Glasplatte gelost und auf dem nassen Filterpapier in der
Glaswanne platziert. Nun wurde die Membran mit einem Bleistift beschriftet und
dann mit einer Pinzette im Transferpuffer befeuchtet und mit der beschrifteten
Seite nach unten auf dem Gel platziert. Dadurch konnte in den weiteren
Schritten sichergestellt werden, dass klar ist auf welcher Seite der Membran der
Transfer stattgefunden hat. Danach wurde wieder ein nasses Filterpapier auf
die Membran gelegt und Uber diesem wurden Luftblasen ausgerollt, da diese
den Transfer gestort hatten. Es wurde darauf geachtet, dass alles unter der
Wasseroberflache bleibt, damit sich keine neuen Luftblasen bilden.
Abschliellend wurde ein zweites zuvor befeuchtetes Schwammchen auf das
Filterpapiergelegt und die Halterung der zweiten Kammer wurde geschlossen

und in die Kammer gehangt.

Mit dem zweiten Gel wurde gleichermalien verfahren und zuletzt wurde die
zweite Kammer mit Transferpuffer bis zur Markierung beftillt und der Deckel auf
der Kammer angebracht. Auch diese Kammer wurde auf Eis platziert und
erneut wurden fur eine Dauer von 90 Minuten 100 Volt angelegt und regelmafig

die Funktion sowie der Flussigkeitsstand in der Kammer kontrolliert.

Material:

Tabelle 17 Western Blot Material fiir den Transfer
In dieser Tabelle sind die fiir den Transfer benétigten Mengen der Substanzen und deren Hersteller
aufgefiihrt.

Menge Name Hersteller
1Liter gekuhlter - 100ml Tris Glycin BioRad REF 161-0734
Transferpuffer - 200 ml Methanol VWR Chemicals REF 20847.307
- 700 ml Aqua Dest.
4x Filterpapier Whatman, Schleicher & Schiill
4x Schwamm BioRad
2X Membran GE Healthcare lifescience Amersham

Erst- und Zweitantikorper-Markierung:

Nach dem Transfer folgte das Waschen der beiden Membranen. Hierfur wurden

die Membranen zunachst mit einer Pinzette aus den Halterungen der zweiten
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Kammer entnommen, in eine Wanne auf den Schuttler gelegt und drei Mal fir
jeweils 10 Minuten in PBS-T gewaschen. Zwischen den einzelnen
Waschschritten wurde jeweils das PBS-T verworfen und durch frisches ersetzt-
dies erfolgte auch fur die im weiteren Verlauf folgenden Waschschritte.

Nach dem letzten Waschen wurde erneut das PBS verworfen und die beiden
Membranen wurden auf dem Schuttler 60 Minuten lang mit 50ml 5%
Milchpulver-PBS-T geblockt. Daraufhin folgten erneut drei zehnminutige
Waschschritte, diesmal jeder mit PBS-T und zuletzt eine weitere Waschung mit
PBS fur 10 Minuten. Auch diese erfolgte auf dem Schuttler.

Nun konnte der erste Antikorper (Tabelle 18) auf die Membranen gebracht
werden. Hierflr wurde Anti-CD276 AK im Verhaltnis 1:600 mit 5 % Milchpulver-
PBS verdunnt und die Membranen in jeweils 6 ml dieser Losung in einer Wanne
uber Nacht auf dem Schuttler bei 4 °C im Dunkeln inkubiert.

Am nachsten Tag wurden der Schuttler und das Gefall aus dem Kuihlschrank
entnommen und die Membranen mit einer Pinzette in das Waschbehaltnis auf
dem Schuttler Uberfuhrt. Nun wurde erneut dreimal fur die Dauer von jeweils
10 Minuten mit PBS-T und anschlielend nochmals 10 Minuten mit PBS

gewaschen.

Nach diesen Waschschritten folgte die Inkubation mit dem zweiten Antikorper.
Hierfur wurde zunachst die Membranen mit einer Pinzette in das lichtgeschitzte
Behaltnis Uberfuhrt und dann der polyklonale Hase Anti-Maus Antikorper HRP
(Horseradish peroxidase auf Deutsch Meerrettich Peroxidase) in einem
Verhaltnis 1:10000 mit 5 % Milchpulver PBS verdinnt.10 ml dieser Losung
wurden mit einer Pipette auf die Membranen gegeben. Anschliel3end wurde der
Behalter mit einem Deckel verschlossen und auf der Schittelplatte eine Stunde

bei Raumtemperatur inkubieren gelassen.

Nach Ablauf der Zeit wurden die Membranen erneut mit einer Pinzette in das
Waschgefald uberfuhrt und es folgten erneut die Waschungen auf dem
Schuttler. Begonnen wurde mit drei Waschungen mit PBS-T fur je 10 Minuten
und abschliellend weitere 10 Minuten mit PBS.
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Material:

Tabelle 18 Western Blot Material Erst- und Zweitantikorper
Aufgefiihrt sind die Substanzen und deren Hersteller, welche flir die Erst- und Zweitantikbrper Markierung
im Rahmen des Western Blots benétigt werden. PBS: Phosphate-buffered saline

Menge Name Hersteller
1Liter PBS
2 Tabletten PBS gelost Medicago REF 09-9499-100
mit 1000 ml Aqua Dest
1Liter PBS-T:
PBS (s.0.) versetzt mit
1ml Tween 20 (0,1%) Merck REF 8221840500
Anti-CD276 AK Abcam REF 105922
Polyklonal Rabbit Anti-
Maus Immunoglobulin Dako REF P0260
HRP 1,39/l
50ml 5% 2,59 Milchpulver geldst in Tip
Milchpulver PBS-T 50 ml PBS-T
20ml 5% 1g Milchpulver geldst in Tip
Milchpulver PBS 20ml PBS Gibco REF 18912-014
2ml WesternSure® Premium Li-Cor® REF 926-95000
Chemiluminescent
Substrate 402-467-0973

Li-COR Bilddokumentation:
Nach dem letzten Waschschritt wurde die erste Membran erneut in ein

lichtgeschutztes Behaltnis gepackt und mit einer Eppendorf Pipette mit 2ml
einer 1:1 Mischung der beiden Substrate des Westernsure (siehe Tabelle 18)
bedeckt und 5Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Bei den Substraten
handelt es sich um eine stabile, durch Oxidation chemiluminineszente, dem
Luminol ahnliche Komponente und einen Luminol Enhancer welche mit dem
HRP des Antikdrpers reagieren. Danach wurde die Membran mit einer Pinzette
mit der proteinhaltigen Seite auf dem Scanbereich des C-DiGit® Blot Scanner
platziert. Nachdem mittels einer Folie die Luftblaschen ausgestrichen wurden,
erfolgte eine Aufnahme mittels LI-COR® ImageStudio™ Lite Software. Es wurde
die sogenannte Enhanced chemiluminescence (ECL) Detection genutzt. Hierbei
handelt es sich um eine indirekte Methode, bei der die Wirkung des HRP

Enzym (Horseradish peroxidase) des sekundaren Antikorpers genutzt wird.
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HRP reagiert mit den Substraten und generiert daraufhin Licht-Photonen,
welche von dem digitalen Imager (C-DiGit® Blot Scanner) detektiert und

gemessen werden. Mit der zweiten Membran wurde identisch verfahren.

2.5.5 Stripping
Material:

Tabelle 19 Western Blot Material Stripping
In der Tabelle sind die fiir das Stripping (Entfernen des ersten AntikGrper Paares) bendtigten Substanzen
inklusive der Hersteller.

Name Hersteller
Stripping Buffer bestehend aus:
M Glycin Merck REF 4201
10% SDS Serva Feinbiochemika REF 20760
Tween20 Merck REF 8221840500
Aqua Dest.
PBS Tween
PBS (siehe Tabelle 18)

Zum Strippen, also Entfernen des ersten Antikdrper Paares, mussten die
beiden Membranen dreimal fur die Dauer von jeweils 20 Minuten mit der
Stripping Losung (Tabelle 19) auf dem Schuttler gewaschen werden. Zum

Abschluss folgte erneut ein 10-minatiger Waschgang mit PBS.

2.5.6 Erst- und Zweitantikérper Markierung mit Housekeeping Protein B-
Aktin
Material:

Tabelle 20 Western Blot Material Antikérper Férbung der Housekeeping Proteine
Aufgefiihrt sind die Mengen- und Herstellerangaben der fiir die Antikérper Farbung des Housekeeping
Protein beta-Aktin bendtigten Substanzen.

Menge Name Hersteller

1:1000 | Anti-beta Aktin AK Abcam REF 8227

1:2000 | Goat Anti-Rabbit Immunoglobulins/HRP Dako REF P0448
PBS (siehe Tabelle 18)
PBS-T

Um die Expression des Zielproteins CD276 messen und die Daten einer
Messung mit denen anderer Messungen vergleichen zu kdnnen, wurde die
Expression von R-Aktin (siehe Tabelle 20) als Housekeeping Protein mittels
Antikorper dargestellt. Hierfir wurden die Membranen mit einer Pinzette erneut
in das lichtgeschutzte Behaltnis Uberfuhrt. Dann wurde mit einer Pipette der
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Kaninchen anti-R-Aktin Antikdrper im Verhaltnis 1:1000 mit 5% Milchpulver PBS
gemischt und 10 ml dieser Losung erneut auf die Membranen gegeben, und wie
fur CD276 Detektion beschrieben inkubiert. Die Farbung mit dem
Zweitantikorper Ziege anti-Hase HRP (mit einer Verdinnung von 1:2000 in
Milchpulver-PBS) sowie die Detektion erfolgten wie oben beschrieben (siehe
2.5.4).

2.6 Durchflusszytometrie

Nach vier Wochen der Expansion von infizierten Zellen und den gesunden
Kontrollen wurde eine Durchflusszytometrie durchgefuhrt, um die Expression
von CD276 auf der Oberflache zu messen. Das hierfur genutzte Material findet
sich in Tabelle 21.

Tabelle 21 Material Durchflusszytometrie
In dieser Tabelle sind die Mengen der Substanzen inklusive der Hersteller aufgefiihrt, welche fiir die
Durchfiihrung der Durchflusszytometrie benétigt werden.

Menge Name Hersteller
Dulbelcco’s Phosphate Sigma REF D8537
Buffered Saline (=PBS) im
Wasserbad auf 37 °C erwarmt
3ml pro Probe Accutase im Wasserbad auf Sigma REF A6964-100ML
37 °C erwarmt
Zelllinienmedium (siehe 2.3.1 Seite 34)

50 ul pro Gamunex Workingsolution Grifols Deutschland GmbH
Zentrifugationsrohrchen (Stammldésung 1:20 mit PBS REF 3036252
verdinnt)
FACS-Puffer (PFEA):
-500ml PBS Siehe Tabelle 18
-10ml FCS Gibco REF 26140079
- 1 ml Natrium-Azid-Stockdsung Gibco REF 11360-039
-375mg EDTA Biochrom REF L2113
50 ul pro Probe Antikorperlosung

- 2,5u1 CD276 Antikorper (PE
markiert, B7H3,)

-47,5ul PFEA BioLegend Cat. Nr. 351004
1 pro Probe FACS-Ro6hrchen Falcon REF 352052

Far diesen Versuch wurden ab der dritten Woche pro Zelllinie jeweils eine
zusatzliche, nicht-infizierte Kontrolle und eine mit Mykoplasmen infizierte
Kulturflasche hochgezogen. Die Flaschen mussten dicht bewachsen sein, damit
eine Zellzahl von 400000 bis 500000 pro Ansatz gewahrleistet war und man mit
einer Flasche zwei Farbungen fur die DurchfluBzytometrie (sowohl Positiv als
auch Negativkontrolle) herstellen konnte. Die fur den Versuch bendtigten
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Arbeitsschritte sind im Folgenden fur eine Probe beschrieben und wurden bei
allen gesunden als auch mit Mykoplasmen infizierten Zelllinien in gleicher

Weise durchgefuhrt.

Ahnlich wie bei einer normalen Passage, wurde im ersten Schritt das alte
Zellmedium mit einem Sauger abgenommen und danach 7 ml PBS (siehe
Tabelle 21) in die Zellkulturflasche hinein pipettiert und Uber den Boden der
Flasche geschwenkt, bevor auch das PBS wieder mit einem frischen
Saueransatz abgesaugt wurde. Im nachsten Schritt wurden mit einer Pipette
jeder Zellkulturflasche 3 ml Accutase hinzugeben und die Flasche so
geschwenkt, dass sich die Flussigkeit homogen auf dem Boden der Flasche
verteilte. Nach ca. 9 Minuten Inkubation bei 37 °C, wurde unter dem Mikroskop
kontrolliert ob die Zellen sich voneinander geldst und in Suspension gegangen
sind. Die Reaktion wurde dann mit 3 ml des normalen Zelllinienmediums (siehe
2.3.1 ) abgestoppt und in einen Zentrifugationsrohrchen uberfuhrt. Aul3erdem
wurde der Flaschenboden mit weiteren 10 ml Zelllinienmedium nachgespult und
auch diese Spulung wurde Uberfuhrt. Nachfolgend wurden die
Zentrifugationsrohrchen fur die Dauer von sieben Minuten bei 1500 rpm
abzentrifugiert. Danach wurde der Uberstand mit einem Sauger entfernt,
sodass das verbleibende Zellpellet mit einer Pipette in 3 ml PFEA-Puffer re-
suspendiert werden konnte. Von dieser Zellsuspension wurden jeweils 1,5ml in
zwei 2 ml Zentrifugationsrohrchen uberfuhrt und die Zentrifugationsrohrchen
vier Minuten bei 300 g zentrifugiert. Es bildete sich erneut ein Zellpellet und ein
Uberstand, letzterer wurde dekantiert und die Zentrifugationsréhrchen mit

Zellpellet wurden auf einem saugfahigen Tuch trocken geklopft.

In jedes Zentrifugationsrohrchen wurden jeweils zusatzlich 50 yl Gamunex
pipettiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren und das Pellet wurde
re-suspendiert. Es folgte ein Vortexen und Abfugen und eine abgedunkelte
Inkubation bei 4 °C. Nach 20 Minuten Inkubation wurden jedem Réhrchen 1 ml
PFEA hinzu pipettiert und das Zentrifugationsrohrchen wurde gevortext. Die
sich anschlieRende Zentrifugation wurde bei 300 g fur die Dauer von 4 Minuten
durchgefiihrt. Wie bereits zuvor beschrieben, wurde erneut der Uberstand

dekantiert und die Zentrifugationsrohrchen auf Papier trocken geklopft.
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FUr den Versuch wurde das Verfahren der direkten Farbung gewahlt. Hierfur
wurde zunachst die Antikdrperldésung, wie weiter oben unter Material und
Methoden beschrieben hergestellt und in mit Alufolie umwickelten Rohrchen auf
Eis gelagert. Um sowohl eine Positiv- als auch eine Negativkontrolle zu
erhalten, wurden die zwei Zentrifugationsréhrchen der gleichen Zelllinien Probe
im Folgenden unterschiedlich erganzt. Fur den Nachweis des Zielantigens
wurden jeweils 50 pl der 1:20 in PFEA verdunnten Antikorperldsung (siehe
Material) zu den Zellen hinzugegeben, wahrend der Kontrolle 50 yl PFEA ohne
Antikoérper hinzugegeben wurden. Alle Proben wurden nun bei 4 °C fur die
Dauer von 20 Minuten inkubiert, danach wurde jeder Probe 1 ml PFEA
hinzugegeben und die Zentrifugationsrohrchen bei 300g fur die Dauer von

4 Minuten zentrifugiert und zum Schluss dekantiert. Nun wurden die Pellets in
jeweils 300 pl PFEA re-suspendiert und in speziellen FACS-Rdéhrchen Uberfihrt
und mit Aluminiumfolie bedeckt bei 4 °C bis zur Messung gelagert. Im
Anschluss konnte fur jede Zelllinie im LSR Il (FACS-Gerat) zunachst die
korrespondierende ungefarbte Kontrolle und danach die mit Antikdrpern

markierte Probe analysiert und mittels der Software ausgewertet werden.

2.7 Nachweis und Ausschluss einer Mykoplasmen Infektion mittels
MycoSPY®

Sowohl anfangs als auch am Ende der Versuchsreihe wurden die Uberstande

von jeder Zellkultur mittels MycoSPY®-PCR untersucht, um eine Infektion mit

Mykoplasmen nachzuweisen bzw. auszuschlielRen.

2.7.1 Behandlung des Zellkulturiiberstands

Erst nachdem die Zellkultur zu 90 % konfluent war und der letzte
Mediumswechsel drei Tage zuriick lag, wurde 1 ml Uberstand pro Kultur
entnommen und in ein Zentrifugationsrohrchen tberfuhrt. Dann wurde dieser fur
die Dauer von vier Minuten bei 94 °C im Thermomixer erhitzt und anschliel3end
eine Minute bei 13000 g zentrifugiert, sodass sich ein Pellet aus Zellmaterial
bildete. Im nachsten Schritt wurde mit einer Eppendorf Pipette 800 ul dieses
Uberstands in einen neues Zentrifugationsrohrchen (iberfiihrt und der Rest

inklusive Pellet verworfen. Die Proben wurden dann bis zur Durchfihrung des
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MycoSPY® bei -20 °C gelagert. Das benétigte Material ist in Tabelle 22
aufgefuhrt.

2.7.2 PCR

Material:

Tabelle 22 Material MycoSPY ®
Auffiihrung des Materials und der Hersteller zum Durchfiihren des MycoSPY ® zum Nachweis/ Ausschluss
einer Infektion mit Mykoplasmen. bp: Basenpaare NTW: Non Template Water

Material Hersteller
MasterMix MycoSPY®

pro Probe bestehend aus:

- 9,3 ul Non Template Water (NTW)
- 2,7l Taq Polymerase Puffer Biontex REF M030-050
- 9 ul Primer Mix

- 1yl Interne Kontrolle (700 bp)
- 1ul Taq Polymerase

—>ergeben 23 ul davon werden 15 ul mit 8 yl

Sybr Green erganzt Roche REF 04887352001
MasterMix TAG (flr positiv Kontrolle):
- 10 yl Sybr Green Roche REF 04887352001

- 6yl Non Template Water (NTW)
- 2l TAG (Primermix)
2 ul SMC (smooth muscle Cell cDNA)

Zunachst wurden samtliche in Tabelle 22 aufgefuhrten Substanzen aufgetaut,
gevortext, zentrifugiert, und auf Eis gelagert. Dann wurde zunachst der
Mastermix fUr die Positivkontrolle hergestellt Nach dem Zusammenpipettieren
von Sybr Green, NTW und TAG in ein 0,5 yl Zentrifugationsrohrchen, wurden
die 18 pyl Mastermix gevortext und nochmals kurz zentrifugiert, bevor sie wieder

auf Eis gelagert wurden.

Im nachsten Schritt wurde der Mastermix des MycoSPY® mit einer Pipette in
einem weiteren 0,5 yl Zentrifugationsrohrchen zubereitet. Die oben angegebene
Mengenangabe der Substanzen des MycoSPY® Mastermix ergab in Summe

23 pl. Man braucht pro Probe jeweils 15 pl dieses Mastermixes. Diese wurden in
ein neues Zentrifugationsrohrchen uberfuhrt und pro Probe mittels Pipette mit

8 ul Sybr Green erganzt, anschlielliend gevortext, abzentrifugiert und auf Eis

gelagert.

Nun wurde auf der PCR-Platte, nach dem zuvor in einem Layout erstellten
Schema, pipettiert. Zuerst wurde fur die Negativkontrolle 2yl NTW in einem
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Well vorgelegt, anschlieend mit einer neuen Pipettenspitze 2 yl SMC in einem
neuen Well. Dann folgten 2 ul pro Probe mit einer frischen Pipettenspitze in ein
neues Well. Nachdem die Proben vorgelegt waren, wurde im nachsten Schritt
zunachst 18 pl des Mastermix der Positivkontrolle (TAG) an den Rand des SMC
Wells (Positivkontrolle) hinzugeben. Dann wurde mit einer frischen
Pipettenspitze 23 yl des MycoSPY® Mastermix an den Rand des NTW Wells
(negativ Kontrolle) hinzugegeben und im Folgenden je 23 ul MycoSPY®-
Mastermix an den Well-Rand jeder Probe. Nachdem jedes Well sowohl Probe
als auch seinen Mastermix enthielt wurde auf der PCR Platte die daflr
vorgesehene Folie angebracht und die Platte 1 Minute bei 1000 rpm

zentrifugiert.

PCR Programm im Lite Cycler:

- 1 Zyklus Vordenaturierung fur 60 Sekunden bei 94 °C
- 35 Zyklen bestehend aus:
- Denaturierung fir 30 Sekunden bei 94 °C
- Primerannealing fur 30 Sekunden bei 62 °C
- Polymerisation fur 60 Sekunden bei 72°C
- 1 Zyklus endgultige Verlangerung fur 180 Sekunden bei 72°C

Dies diente dazu, die vorhandene Mykoplasmen DNA aus dem Uberstand
hochzuamplifizieren, damit sie spater im Gel nachgewiesen werden konnen.
Die Platte mit den Proben konnte fortan bei -20 °C gelagert werden.

2.7.3 Agarosegel

Zur Herstellung des Agarosegels wurde 1 g Agarose zusammen mit 50ml TBE-
Puffer in einem Erlenmeyerkolben und einem Ruihrfisch erhitzt, bis sich die
Agarose vollstandig gelost hatte (Tabelle 23). Dann wurde mittels Ruhrfisch 5
Gel Red Acid eingeruhrt. Das Gel wurde in der Kammer, bei gesteckten 10
Kammerkamm, gegossen und 30 Minuten ausgehartet. Nach dieser Zeit wurde
der Kamm entfernt und die Kammer mit TBE bis zur Markierung beflllt, sodass
das gesamte Gel bedeckt war. Nun wurden mit einer Eppendorf Pipette in einer
96 Well Rundbodenplatte jeweils 4 ul Ladepuffer pro Probe vorgelegt und diese

wurden mit 10 pyl Probe erganzt und durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren
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gut gemischt. In die erste Tasche des Gels wurden mit einer Pipette 10 pl

100 bp Ladder zum Grélenvergleich mit den PCR-Produkten gegeben. Danach

wurden immer mit frischen Pipettenspitzen zugig 8 pl pro Probe aus dem

Gemisch aus der 96 Well Platte in die einzelnen Taschen uUbertragen und die

Kammer geschlossen und flr ca. 50 Minuten bei 100V und 48 mA an die

Elektrophorese angeschlossen, bis die Proben zu 4/5 der Lange des Gels

durchwandert hatten. Dann wurden die Banden unter UV-Licht betrachtet. Die

Kontrollbande lag bei 700 bp und die bei Mykoplasmen Infektion erwartete
Bande lag bei 500-520 bp.

Tabelle 23 Material zur Herstellung des Agarosegels

In dieser Tabelle sind das Material sowie die Mengen- und Herstellerangaben aufgefiihrt.

bp: Basenpaare PCR: Polymerase-Kettenreaktion

Gelstain 10000x

Menge Name Hersteller
19 Agarosepulver Sigma-Aldrich REF 9012-36-6
50 ml TBE Puffer:
Tris Sigma
Borsaure Sigma
EDTA Sigma
5u Gel Red Acid Biotinum REF 41003

10l (pro Gel)

100bp Ladder

Invitrogen REF 15628019

4 ul (pro Probe)

Ladepuffer

Invitrogen

104l

Probe nach PCR

In Abbildung 8 ist das Ergebnis des MycoSPY® zu sehen. Bei allen Proben der
Kulturen zeigt sich die interne Kontrolle bei 700 bp, welche eine erfolgreiche
PCR anzeigt. Bei den mit Mykoplasmen infizierten Zellen zeigt sich zusatzlich
eine zweite Bande bei 500 bp im Gel, welche durch die Mykoplasmen Infektion

zustande kommen.

Das Ergebnis des MycoSPY® bestatigt die bereits bestehende Infektion von
T24 M und Cal29 M und eine erfolgreiche Neuinfektion der Zelllinie HT1197 M
sowie der aus OP-Praparaten gewonnen Zellen HL 20/31M sowie HL 20/32 M.
AuBerdem konnte bei allen Zelllinien und isolierten Zellen auch nachweislich

mykoplasmenfreie Kulturen (ohne zweite Bande) identifiziert werden.
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OM-= Ohne Mykoplasmen Infektion P1= nach der ersten Passage bp= Basenpaare
M= mit Mykoplasmen Infektion P4= nach der vierten Passage

Abbildung 8 Ergebnis MycoSPY ®

In dieser Abbildung ist das Ergebnis des MycoSPY ® dargestellt. Die interne Kontrollbande bei 700 zeigt
einen erfolgreichen Ablauf der zuvor Durchgefiihrten PCR an. Eine Bande bei 500-520 Basenpaaren zeigt
eine Infektion mit Mykoplasmen an.

3 Ergebnisse

3.1 Duplikationsrate der Zelllinien mit und ohne Mykoplasmen Infektion
Die Duplikationsrate wurde fur die infizierten und die nicht-infizierten

Zellkulturen jeder Zelllinien mit der nachfolgenden Formel bestimmt.

1 ( Zellzahl die ausgesat wurde )
0810 \ Zellzahl nach der Proliferationszeit

logy0(2)

Duplikationsrate =

Anzahl der Proliferationstage

Es ist hervorzuheben, dass die Zelllinie HT1197 vierzehn Tage flr die
Proliferation hatte, wahrend die Zelllinien Cal29 und T24 sieben Tage fur die
Proliferation hatten. Des Weiteren ist wichtig, dass die mit Mykoplasmen
infizierten Cal29 Zellen aufgrund ihrer schnellen Proliferation in einer
Konzentration von 1*10° Zellen ausgesat wurden, damit weiterhin die gleiche
Anzahl an Proliferationstagen wie bei den nicht-infizierten Cal29 gewahrleistet
werden konnte. Alle anderen Zellen (auch die der anderen Zelllinien) wurden
mit einer Konzentration von 5*10° ausgesét. Die Ergebnisse sind in Tabelle 24

zusammengefasst.
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Tabelle 24 Daten der Duplikationstaten der Zelllinien
In der Tabelle sind die Duplikationsraten der Zelllinien Cal29, T24 und HT1197 angegeben.
OM: Ohne Mykoplasmeninfektion — M: mit Mykoplasmeninfektion  P: Passage

Cal29 Cal29 HT1197 |HT1197

oM M T240M |T24 M |OM M
Duplikationsrate P1 0,722 1 0,617 0,713 0,248 0,205
Duplikationsrate P2 0,782 0,983 0,667 0,738 0,249 0,196
Duplikationsrate P3 0,717 0,957 0,615 0,785 0,223 0,243
Duplikationsrate P4 0,738 0,972 0,621 0,676 0,253 0,258
Duplikationsrate P5 0,739 0,974 0,407 0,609 0,223 0,246
Mittelwert | 0,7396| 0,9772| 0,5854| 0,7042| 0,2392| 0,2296

Es stellte sich heraus, dass die infizierten Cal29 mit eine Duplikationsrate von
durchschnittlich 0,98 am schnellsten proliferierten. Dieses Ergebnis wurde mit
einem doppelten T-Test in seiner Signifikanz bestatigt (p<0,001). Auch bei der
Zelllinie T24 war auffallend, dass die mit Mykoplasmen infizierten Zellen
schneller (0,7) proliferieren als die nicht-infizierten (0,59). Der Doppelte T-Test
konnte die Signifikanz jedoch nicht bestatigen (p=0,061). Die langsamste
Proliferation zeigte sich bei den mit Mykplasmen infizierten HT1197 Zellen mit
0,23. Diese Proliferationsgeschwindigkeit ist aber im Gegensatz zu den
Zelllinien T24 und Cal29 nicht deutlich abweichend von den nicht mit
Mykoplasmen infizierten HT1197 Zellen (0,24).

3.2 Morphologie von Mykoplasmen infizierten Zellen im Vergleich mit
nicht-infizierten Zellen
In dieser Arbeit wurde die Morphologie der mit Mykoplasmen infizierten
Zelllinien und nativen Zellen mit der Morphologie nicht-infizierter Zellen der
gleichen Linie verglichen. Hierfur wurden in regelmaigen Abstanden an der
zentralen markierten Stelle der Zellkulturflaschen Bilder der Zellen unter dem
Mikroskop in unterschiedlichen Vergro3erungen (10x und 20x) angefertigt. In
der 10x-Vergroflerung wurde ein 100 um Mal3stab in der rechten Bild Ecke
hinzugeflgt. In der 20x-Vergroflerung wurde ein 50 um Maldstab gewahlt und

hinzugeflgt.
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3.2.1 Morphologische Unterschiede zwischen Cal29 mit und ohne
Mykoplasmen Infektion
Es ist nochmals hervorzuheben, dass die mit Mykoplasmen infizierten Zellen
der Zelllinie Cal29 bereits infiziert in Kultur gingen und fur die Fragestellung
keine frische Infektion stattgefunden hat. Die Zellen wurden am ersten, flnften
und siebten Tag nach der Passage fotodokumentiert und miteinander
verglichen. Die Fotodokumentation der Zellmorphologie der nicht-infizierten
Zellen im Vergleich mit den mit Mykoplasmen infizierten Zellen ist in Abbildung

9 zu sehen.

Bei den nicht-infizierten Cal29 Zellen kann man 24 Stunden nach der Passage
bereits deutlich mehr adharente Zellen und weniger apoptotische Zellen
beobachten als bei den mit Mykoplasmen infizierten Cal29 Zellen. Auch fallt
auf, dass bei starker VergroRerung die GrofRe der nicht-infizierten Zellen meist
circa 50 ym betragt und somit im Vergleich mit den infizierten Zellen deutlich

(bis zu 2x) grolder ist.

Auch im Verlauf kann man an Tag 5 nach der Passage klar erkennen, dass die
nicht-infizierten Zellen im Vergleich mit den infizierten Zellen deutlich schneller
einen konfluierenden Zellrasen bilden, in dem einzelne apoptotischen Zellen zu
finden sind. Es bilden sich bei den mit Mykoplasmen infizierten Zellen kleinere

Zellverbande mit deutlich mehr Apoptosen.

Am siebten Tag nach der Passage haben die nicht-infizierten Zellen einen Uber
90 % konfluenten Zellrasen gebildet und sind koharent. Es waren auch vermehrt
apoptotische Zellen sichtbar, jedoch ist zu vermuten, dass die Zellen aufgrund
des zu dichten Wachstums in Apoptose gegangen sind. Die mit Mykoplasmen
infizierten Zellen hingegen waren deutlich weniger konfluent und hatten sehr
viel kleinere koharente Zellinseln gebildet. Sie wiesen im Schnitt ein kleineres

Zellvolumen auf als die nicht-infizierten Zellen.
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- Cal29 ohne Mykoplasmen Cal29 mit Mykoplasmen

- 10x- VergroRerung 20x-VergroRerung 10x- VergroBerung 20x- VergroRBerung

Tag 1
nach
Passage

Tag 5
nach
Passage

MaRstab 100 pm MafRstab 50 pm MaRstab 100 pm Mafistab 50 um

Abbildung 9 Cal29 Tag 1, 5 und 7 nach Passage

In dieser Abbildung ist die Fotodokumentation der Morphologischen Unterschiede zwischen den mit
Mykoplasmen infizierten und den nicht-infizierten Cal29 Zellen dokumentiert. Die Dokumentation erfolgte
am ersten, fiinften und siebten Tag nach Passage jeweils in 10- und 20-facher Vergréf3erung. Die
infizierten Zellen weisen im Vergleich mit den nicht-infizierten eine kleinere Zellgré3e und ein weniger
kohérentes Wachstum sowie eine h6here Rate an Zelltod auf.

3.2.2 Morphologische Unterschiede zwischen T24 mit und ohne
Mykoplasmen Infektion

Es ist auch bei T24 nochmals hervorzuheben, dass die mit Mykoplasmen

infizierte Zelllinie T24 bereits infiziert in Kultur ging und fur die Fragestellung

keine frische Infektion stattgefunden hat. Die Zellen wurden am ersten, flnften

und siebten Tag (Abbildung 70) nach der Passage fotodokumentiert und

miteinander verglichen.

Bei T24 war auffallend, dass die mit Mykoplasmen infizierten Zellen am ersten
Tag nach der Passage schneller an Volumen zunahmen als die nicht-infizierten
Zellen. Dies fiel schon bei niedriger VergréRerung (10x) auf und wurde bei
starkerer Vergrof3erung (20x) noch deutlicher, da hier die infizierten Zellen
teilweise Uber 50 ym grofd waren. Im weiteren Verlauf schien die Infektion mit
Mykoplasmen jedoch hinderlich am Wachstums- und Expansionsverhalten
dieser Zelllinien zu sein, da bereits an Tag 5 die nicht-infizierten Zellen deutlich
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dichter gewachsen waren und ein hdheres Proliferationsverhalten zeigten als
die infizierten Zellen. Optisch lie3 sich vermuten, dass die infizierten Zellen
deutlich weniger koharent sind als die nicht-infizierten, bei welchen sich
koharente Zellverbande zeigen. Sieben Tage nach der Passage sah man
sowohl in der 10x- als auch 20x- VergréfRerung, dass die mit Mykoplasmen
infizierten Zellen der Zelllinie T24 im Vergleich mit den nicht-infizierten Zellen
der gleichen Linie immer noch gréRRer, aber weniger koharent waren und eher
solitér lagen. Auch waren deutlich mehr Zellen durch Zelltod zu Grunde
gegangen waren. Bei den nicht-infizierten Zellen hatte sich innerhalb der sieben
Tage ein dichter Zellrasen gebildet, bei dem die Zellen zu ca. 90 % konfluent
sind. Auch bei den nicht-infizierten Zellen waren vereinzelte apoptotische Zellen
auszumachen, aber deutlich weniger als bei den mit Mykoplasmen infizierten

Zellen. Formal wurde in dieser Untersuchung nicht unterschieden, ob der

Zelltod durch Apoptose oder Nekrose zustande kam.

I e

10x-Wergrileru ng 20w-VergriBerung 10x-VergroBerung 20x-Vergroferu ng

MaBstab50um

MaBstab 100 um Makstab50um

Abbildung 10 T24 Tag 1, 5 und 7 nach Passage

In dieser Abbildung ist die Fotodokumentation der Morphologischen Unterschiede zwischen den mit
Mykoplasmen infizierten und den nicht-infizierten T24 Zellen dokumentiert. Die Dokumentation erfolgte am
ersten, flinften und siebten Tag nach Passage jeweils in 10- und 20-facher VergréBerung. Bei den mit
Mykplasmen infizierten Zellen ist zunéchst eine schnellere Volumen Zunahme als bei den nicht-infizierten
Zellen zu beobachten. Im Verlauf weisen die infizierten Zellen jedoch ein deutlich weniger kohdrentes
Wachstum und eine héhere Zelltodrate auf.
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3.2.3 Morphologische Unterschiede zwischen HT1197 mit und ohne
Mykoplasmen Infektion

Anders als bei den zwei anderen Zelllinien wurde bei HT1197 eine frische

Infektion mit Mykoplasmen durchgefuhrt. Die Methode, nach welcher die

Infektion erfolgte, ist beschrieben in Material und Methoden ( 2.3.3 Infektion von

HT1197, HL20/31 und HL20/32)

Aufgrund des allgemein sehr langsamen Wachstums und der Fragilitat der
HT1197 Zelllinie wurden die Zellen erst 24 Stunden nach der Passage infiziert
und anders als die anderen Zelllinien im 14-tagigen Rhythmus passagiert. Am
zweiten Tag nach der Passage erfolgte die erste Foto Dokumentation
(Abbildung 11). Die weiteren Tage der Dokumentation waren der funfte, und

vierzehnte Tag nach der Passage.

Bei der Zelllinie HT1197 war auffallend, dass auch bei den nicht-infizierten
Zellen in den ersten zwei Tagen sehr viele Zellen apoptotisch wurden und nur
eine kleinere Anzahl in der Zellkulturflasche adharent wurde und zu wachsen
begann. Am zweiten Tag nach der Passage und somit 24 Stunden nach der
Infektion mit Mykoplasmen, konnte man keinen deutlichen Unterschied im

Wachstumsverhalten zwischen den Zellen erkennen.

Am funften Tag nach der Passage hingegen sah man einen klaren Unterschied.
Die nicht-infizierten Zellen hatten deutlich an GroRe zugelegt und waren
zwischen 50 und 100 um grof3. Des Weiteren wuchsen die nicht-infizierten
Zellen koharent und bildeten Zellverbande. Es waren immer noch vereinzelt
apoptotische Zellen zu sehen. Die mit Mykoplasmen infizierten Zellen bildeten
im Gegensatz dazu deutlich weniger koharente Zellverbande und lagen einzeln
oder in kleinen Zellverbanden, bestehend aus bis zu drei Zellen vor. Auch die
Groflde war mit maximal 50 um deutlich geringer. Auch bei den infizierten Zellen

sind apoptotische Zellen und Zelldebris zu sehen.

Am siebten Tag nach der Passage sah man bei den nicht-infizierten Zellen eine
Kompression der im Zellverband zentralgelagerten Zellen, wahrend die aul3en
gelagerten Zellen eine GroRRe zwischen 50 und 100 um aufwiesen. Auch zu

diesem Zeitpunkt waren einige apoptische Zellen vorhanden, obwohl die
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Zellkultur noch nicht annahernd konfluent war. Die infizierten Zellen bildeten
auch zu diesem Zeitpunkt nur kleinste Zellverbande von 3-4 Zellen, wahrend
ihre Grol3e annahernd konstant zum flnften Tag nach der Passage geblieben
war. Es schien jedoch so, als ware die Zelltodrate noch etwas hoher und etwas
mehr Zelldebris erkennbar. Im Rahmen dieser Untersuchung wurde nicht

unterschieden, ob der Zelltod durch Apoptose oder Nekrose verursacht wurde.

Zwei Wochen nach der Passage hatten die nicht-infizierten Zellen gro3ere
Areale mit konfluenten Zellrasen gebildet. Die zentral gelegenen Zellen wirkten
weiterhin komprimiert, wahrend die aufderen Zellen spindelférmig ausliefen. Es
waren etwas weniger apoptotische Zellen erkennbar. Die infizierten Zellen
hatten im Vergleich zu vorherigen Aufnahmen groRere Zellinseln und
Zellverbande gebildet, aber wiesen morphologische Unterschiede auf. Sie
waren deutlich kleiner und wirken deutlich kompakter ohne spindelférmige
Auslaufer. Auch wiesen sie deutlich mehr Zelldebris auf als die gesunden
Zellen.
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10x-Vergrolerung 20x-VergriBerung 10x%-Vergriferung 20x-VergrioRerung

I e N

Makstab50pm

Malksztab50pm Malkstab 100 pm Makzstsh50pm

Abbildung 11 HT1197 Tag 2, 5, 7 und 14 nach Passage

In dieser Abbildung ist die Fotodokumentation der Morphologischen Unterschiede zwischen den mit
Mykoplasmen infizierten und den nicht-infizierten HT1197 Zellen dokumentiert. Die Dokumentation erfolgte
am zweiten, flinften, siebten und vierzehnten Tag nach Passage, jeweils in 10- und 20-facher
VergréBerung. Die mit Mykoplasmen infizierten Zellen weisen eine deutlich geringere Kohérenz auf

3.2.4 Morphologische Unterschiede zwischen aus Harnleitern isolierten
Zellen mit und ohne Mykoplasmen Infektion

Wie bei der Zelllinie HT1197 erfolgte bei den aus Harnleitern isolierten Zellen

eine frische Infektion mit Mykoplasmen. Die Methode, nach welcher die

Infektion erfolgte, ist beschrieben in Material und Methoden ( 2.3.3 Infektion von

HT1197, HL20/31 und HL20/32)

Aufgrund des sehr langsamen Wachstums und der Fragilitat der
Harnleiterzellen wurden die Zellen erst fur die Dauer von 9 Tagen nach der
zweiten Passage expandiert und erst nach dieser Zeit infiziert und im 21-

tagigen Rhythmus passagiert. Zum Zeitpunkt der Infektion befanden sich die
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Zellen bereits in der zweiten Passage. Am ersten Tag nach der Infektion mit
Mykoplasmen erfolgte die erste Foto Dokumentation sowohl der infizierten als
auch der nicht-infizierten Harnleiterzellen. Die weiteren Tage der
Dokumentation waren der neunte, zwolfte, achtzehnte und 21. Tag nach der
Passage. Beim Vergleich der aus Harnleitern isolierten Zellen wurde beachtet,
dass es sich bei HL 20/31 um einen tumorfreien Harnleiter handelte, wahrend

HL 20/32 ein Harnleiter mit Urothelkarzinom war.

3.2.4.1 Morphologische Unterschiede zwischen mit Mykoplasmen infizierten
und Mykoplasmen freien aus tumorfreien Harnleitern isolierten Zellen
(HL 20/31)
Bei den aus dem tumorfreien Harnleiter gewonnenen nicht-infizierten
Urothelzellen (HL20/31) lief sich Gber den gesamten beobachteten Zeitraum
(siehe Abbildung 12) ein flachenhaft dichtes und koharentes Wachstum
beobachten. Die Zellen waren nahezu 100% konfluent in der T25
Zellkulturflasche und wiesen ab dem achtzehnten Tag nach der Passage eine
erhdhte Rate an apoptotischen Zellen auf. Die Zellgrof3e war mit ca. 50-75 uym

uber den gesamten Zeitraum annahernd konstant.

Die mit Mykoplasmen infizierten, jedoch tumorfreien Urothelzellen wiesen am
zwolften Tag nach der Passage, entsprechend dem vierten Tag nach der
Infektion, keinen merklichen morphologischen Unterschied zu den nicht-
infizierten Zellen auf. Dies anderte sich am achtzehnten Tag nach der Passage,
da nun trotz koharenter Zellen deutlich mehr apoptotische Zellen vorhanden
waren und die ZellgroRe mit maximal 50 um kleiner ausfiel als die der nicht-
infizierten Zellen am gleichen Tag nach der Passage. Diese Eigenschaften
verstarkten sich bis zum 21. Tag nach Passage deutlich, da nun bei den
infizierten Zellen eine Grof3zahl der Zellen durch Zelltod zu Grunde gegangen
war und eine geringere ZellgroRe um 25 um aufwiesen. Des Weiteren war
auffallend, dass die Zellen nun nicht mehr so koharent waren wie zuvor und
auch nicht so konfluent wie die nicht-infizierte Vergleichspopulation. Formal
konnte im Rahmen dieses Versuchs nicht zwischen Zelltod durch Nekrose oder

durch Apoptose unterschieden werden.
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- HL20/31 ohne Infektion HL20/31 mit Mykoplasmen Infektion

10x-Vergriolerung 20x-Vergriolerung. 10x-VergriBerung 20x-VergroRerung

Malkstab 100 pm

Abbildung 12 HL20/31 mit und ohne Infektion mit Mykoplasmen an Tag 9, 14, 18 und 21 nach der
Passage

In dieser Abbildung ist die Fotodokumentation der Morphologischen Unterschiede zwischen den mit
Mykoplasmen infizierten und den nicht-infizierten HL20/31 Zellen dokumentiert. Die Dokumentation
erfolgte am neunten Tag nach Passage, entsprechend dem ersten Tag nach der Infektion mit
Mykoplasmen. Des Weiteren am zwdlften, achtzehnten und 21. Tag nach Passage. Die Aufnahme erfolgte
Jeweils in 10- und 20-facher VergréBerung. Die mit Mykoplasmen infizierten Zellen weisen im Verlauf eine
kleinere ZellgréBe und héhere Zelltod Raten auf als die nicht-infizierten.

3.2.4.2 Morphologische Unterschiede zwischen Mykoplasmen infizierten und
Mykoplasmen freien aus Harnleitern mit Urothelkarzinom isolierten
Zellen (HL 20/32)

Bei den aus einem Praparat mit Urothelkarzinom isolierten Harnleiterzellen war

auffallend, dass sowohl die infizierten als auch die nicht-infizierten Urothelzellen

am neunten Tag nach der Passage nicht annahernd konfluent und nur wenig

koharent waren (siehe Abbildung 13). Vereinzelt waren apoptotische Zellen

sichtbar.
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- HE20/32 ohne infektion HE20/32 mit Mykoplasmen infektion

10x-VergroRerung 20x-VergroRerung. 10x-VergrisRerung 20x-VergroBRerung

Abbildung 13 HL20/32 mit und ohne Infektion mit Mykoplasmen an Tag 9, 14, 18 und 21 nach der
Passage

In dieser Abbildung ist die Fotodokumentation der Morphologischen Unterschiede zwischen den mit
Mykoplasmen infizierten und den nicht-infizierten HL20/32 Zellen dokumentiert. Die Dokumentation
erfolgte am neunten Tag nach Passage, entsprechend dem ersten Tag nach der Infektion mit
Mykoplasmen. Des Weiteren am zwdlften, achtzehnten und 21. Tag nach Passage. Die Aufnahme erfolgte
Jeweils in 10- und 20-facher VergréBerung. Die mit Mykoplasmen infizierten Zellen weisen ein deutlich
weniger koharentes und konfluentes Wachstum als die nicht-infizierten Zellen auf.

Am zwdlften Tag nach der Passage hatten die nicht-infizierten an GréRRe
zugenommen und waren im Schnitt zwischen 50-100 um gro3. Am achtzehnten
Tag nach der Passage waren die Zellen konfluent und koharent mit etwas
vermehrt zwischengelagerten apoptotischen Zellen. Dieser Trend setzte sich
bis zum 21. Tag nach Passage fort. Zu diesem Zeitpunkt waren die Zellen noch

gréRer geworden und wiesen einen Durchmesser zwischen 50-150 um auf.

Im Vergleich dazu zeigten die mit Mykoplasmen infizierten Zellen bereits 12
Tage nach der Passage (und somit 4 Tage nach der Infektion) ein

abweichendes Wachstumsmuster. Die Zellen wiesen dinne spindelférmige
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Auslaufer auf, die sich bin zum achtzehnten Tag nach der Passage wieder
zuruckbildeten, wobei die Zellen auch zu diesem Zeitpunkt deutlich weniger
koharent waren als die Vergleichskultur ohne Infektion. Am 21. Tag nach der
Passage waren die mit Mykoplasmen infizierten Zellen deutlich atrophiert und
deutlich weniger koharent und konfluent. Des Weiteren lie3en sich deutlich
mehr apoptotische Zellen ausmachen als bei den nicht-infizierten Zellen.
Formal konnte im Rahmen dieser Studie nicht zwischen Zelltod durch Apoptose
oder durch Nekrose unterschieden werden.

3.3 Expression von CD276 auf mRNA Ebene bei mit Mykoplasmen
infizierten Zellen im Vergleich mit Mykoplasmen freien Zellen
Mittels gRT-PCR wurde bei den Zelllinien Cal29, T24 und HT1197 der Gehalt
an CD276 mRNA und den Referenzgenen GAPDH und R3-Aktin analysiert und
in ein Verhaltnis gesetzt. Bei den Zelllinien HT1197, Cal29 und T24 gab es
bereits eine Grundtestung zu Beginn der Arbeit. Dann wurden bei Cal29 und
T24, flr die Dauer von vier Wochen alle sieben Tage eine RNA-Isolation
vorgenommen. Dies geschah sowohl mit den mit Mykoplasmen infizierten als
auch mit den nicht-infizierten Zellen. Bei HT1197 erfolgte die Isolation der RNA
alle zwei Wochen.

3.3.1 CD276 mRNA Expression in Cal29 Zellen mit und ohne
Mykoplasmen Infektion

Zunachst ist festzuhalten, dass bei der Zelllinie Cal29, wie auch bei T24, keine

neue Infektion stattgefunden hat, sondern die Zellen bereits Uber einen

langeren Zeitraum infiziert waren.

Beim Vergleich der Zelllinie Cal29 mit und ohne Mykoplasmen Infektion fiel
optisch (Abbildung 14 und Tabelle 25) zunachst auf, dass die Zellen ohne
Mykoplasmen Infektion eine deutlich grofiere Menge an CD276 mRNA

aufwiesen als die infizierten Zellen.
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Abbildung 14 CD276 mRNA Expression in Cal29 Zellen

In dieser Abbildung Ist die Menge der CD276 mRNA Expression von Cal29 (welche zuvor fiir die qRT-
PCR in cDNA umgeschrieben wurde) mit und ohne Mykoplasmeninfektion nach der ersten, zweiten,
dritten und vierten Woche Zellkultur graphisch dargestellt. Es zeigt sich ein eine héhere CD276 mRNA
Expression bei den mit Mykoplasmen infizierten Cal29 Zellen.

Tabelle 25 Werte der CD276 mRNA Expression in Cal29
Menge der CD276 mRNA Expression in Cal29 mit und ohne Mykoplasmen Infektion zu verschiedenen
Zeitpunkten. Es zeigt sich eine geringere Expression den nicht-infizierten Zellen.

Zeitpunkt der Testung CD276 mRNA Expression in Cal29
Cal29 ohne Mykoplasmen Infektion Grundtestung 0,0507
Cal29 ohne Mykoplasmen Infektion 1. Woche 0,0465
Cal29 ohne Mykoplasmen Infektion 2. Woche 0,0509
Cal29 ohne Mykoplasmen Infektion 3. Woche 0,0385
Cal29 ohne Mykoplasmen Infektion 4. Woche 0,0416
Cal29 mit Mykoplasmen Infektion Grundtestung 0,0329
Cal29 mit Mykoplasmen Infektion 1.Woche 0,0249
Cal29 mit Mykoplasmen Infektion 2. Woche 0,0281
Cal29 mit Mykoplasmen Infektion 3. Woche 0,0289
Cal29 mit Mykoplasmen Infektion 4. woche 0,0276

Wie bereits bei Cal29 erwahnt, fand auch bei der Zelllinie T24 keine frische
Infektion statt. Die mit Mykoplasmen infizierten Zellen waren bereits Uber einen
langeren Zeitraum infiziert und wurden im Folgenden mit den nicht-infizierten
T24 Zellen im Bezug auf ihr Gehalt an CD276 mRNA analysiert. Es war
auffallend, dass bei der Zelllinie T24 die nicht-infizierten Zellen durchschnittlich
eine deutlich geringere Menge an CD276 mRNA aufwiesen als die mit
Mykoplasmen infizierten Zellen (siehe Abbildung 15 und Tabelle 26). Dieses
Verhalten war genau umgekehrt zu dem der Zelllinie Cal29, bei der die mit
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Mykoplasmen infizierten Zellen eine geringere Menge an CD276 aufwiesen als
die nicht-infizierten.

CD276 mRNA EXpreSSion in T24 M: mit Mykoplasmen

Infektion
OM: ohne
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Abbildung 15 CD276 mRNA Expression in T24 Zellen
Ubersicht der Unterschiede in der CD276 mRNA Expression bei mit Mykoplasmen infizierten und nicht-
infizierten T24 Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten.

Tabelle 26 Werte der CD276 mRNA Expression bei T24
Ubersicht der Genaue Zahlenwerte der Unterschiede in der CD276 mRNA Expression in T24 mit und ohne
Mykoplasmen Infektion zu verschiedenen Zeitpunkten.

Zeitpunkt der Testung CD276 mRNA Expression in T24
T24 ohne Mykoplasmen Infektion Grundtestung 0,00669
T24 ohne Mykoplasmen Infektion 1. Woche 0,00622
T24 ohne Mykoplasmen Infektion 2. Woche 0,00681
T24 ohne Mykoplasmen Infektion 3.Woche 0,00665
T24 ohne Mykoplasmen Infektion 4. Woche 0,0068
T24 mit Mykoplasmen Infektion Grundtestung 0,00855
T24 mit Mykoplasmen Infektion 1.Woche 0,0139
T24 mit Mykoplasmen Infektion 2. Woche 0,0122
T24 mit Mykoplasmen Infektion 3. Woche 0,00889
T24 mit Mykoplasmen Infektion 4. Woche 0,00914

Bei der Zelllinie HT1197 erfolgte eine Infektion mit Mykoplasmen durch T24-
Uberstand. Im Vergleich mit den Zelllinien Cal29 und T24 lieR sich bei HT1197
auf den ersten Blick (Abbildung 16 und Tabelle 27) keine klare Tendenz des
CD276 mRNA Gehalts der Zellen erkennen. Vergleicht man jedoch die
Mittelwerte (Abbildung 17), erkennt man, dass die nicht-infizierten HT1197
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Zellen durchschnittlich einen hoheren Gehalt an CD276 mRNA hatten als die

mit Mykoplasmen infizierten Zellen.

CD276 mRNA Expression in HT1197 | M:mit Mykoplasmen

0,07
0,06
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0,04
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Abbildung 16 CD276 mRNA Expression bei HT1197

Infektion
OM: ohne
Mykoplasmen Infektion

Ubersicht der Unterschiede in der CD276 mRNA Expression bei mit Mykoplasmen infizierten und nicht-

infizierten HT1197 Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten.

Tabelle 27 Werte der CD276 mRNA Expression bei HT1197

Ubersicht der Genaue Zahlenwerte der Unterschiede in der CD276 mRNA Expression in HT1197 mit und

ohne Mykoplasmen Infektion zu verschiedenen Zeitpunkten.

Zeitpunkt der Testung CD276 mRNA Expression in HT1197
HT1197 ohne Mykoplasmen Infektion Grundtestung 0,0588
HT1197 ohne Mykoplasmen Infektion 2. Woche 0,0284
HT1197 ohne Mykoplasmen Infektion 4. Woche 0,034
HT1197 ohne Mykoplasmen Infektion 6. Woche 0,0272
HT1197 ohne Mykoplasmen Infektion 8. Woche 0,0171
HT1197 mit Mykoplasmen Infektion Grundtestung 0,0068
HT1197 mit Mykoplasmen Infektion 2. Woche 0,02
HT1197 mit Mykoplasmen Infektion 4. Woche 0,0271
HT1197 mit Mykoplasmen Infektion 6. Woche 0,0268
HT1197 mit Mykoplasmen Infektion 8. Woche 0,0202
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Mittelwert der CD276 mRNA Expression

0,035
OM: ohne Mykoplasmen

Infektion

0,03 M: Mit Mykoplasmen

0,025
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0,015
0,01

0,005

HT1197 OM HT1197 M

Abbildung 17 Mittelwert der CD276 mRNA Expression in HT1197 Zellen mit und ohne Mykoplasmen
Infektion Grafische Darstellung

3.3.2 CD276 mRNA Expression in den aus Harnleitern isolierten Zellen HL
20/31 und HL 20/32

Wie bei den Zelllinien Cal29, T24 und HT1197 wurde auch bei den aus

Praparaten gewonnen Zellen HL 20/31 und HL 20/32 der Gehalt an CD276

MRNA und den Referenzgenen GAPDH und 3-Aktin analysiert und in ein

Verhaltnis gesetzt.

Die aus den Praparaten gewonnen Zellen HL 20/31 und HL 20/32 befanden
sich zum Zeitpunkt der Infektion bereits in der zweiten Passage. Drei Wochen
nach der Infektion erfolgte die erste RNA-Extraktion der mit Mykoplasmen
infizierten und der nicht-infizierten Zellen sowie die Passage der Zellen. Nach
dieser dritten Passage wurden jedoch kaum Zellen adharent und es fanden sich
zunehmend apoptotische Zellen in den Kulturflaschen, sodass aufgrund der
minimalen Menge an vitalen Zellen keine erneute RNA-Extraktion zu einem
spateren Zeitpunkt mdglich war. Im Folgenden kann darum nur ein Vergleich,
zwischen den aus einem Tumor isolierten Harnleiterzellen HL 20/32 und den
aus einem tumorfreien Harnleiter isolierten Zellen HL 20/31 jeweils mit und
ohne Mykoplasmen Infektion fur den Zeitraum 3 von Wochen nach der Infektion

erfolgen.
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Beim Vergleich der tumorfreien HL 20/31 Zellen in Abbildung 18 ist auffallend,
dass drei Wochen nach Infektion mit Mykoplasmen die Menge an CD276

MRNA in den mit Mykoplasmen infizierten Zellen annahernd halb so grol3 war
wie in den Mykoplasmen-freien Zellen. Die genauen Werte konnen in Tabelle

28 eingesehen werden.

CD276 mRNA Expression in HL 20/31

0,025
M: mit Mykoplasmen Infektion
OM: ohne Mykoplasmen
0,02 Infektion '
P2: 21 Tage nach der zweiten
Passage
0,015
0,01
0,005

HL20/31 OM P2 HL20/31 M P2

Abbildung 18 CD276 mRNA Expression in HL 20/31 Zellen
Grafische Darstellung der ermittelten Unterschiede in der CD276 mRNA Expression bei den Zellen HL
20/31 mit und ohne Mykoplasmeninfektion.

Tabelle 28 Werte der CD276 mRNA Expression in HL 20/31 Zellen
Ubersicht der ermittelten Werte der CD276 mRNA Expression in HL 20/31 Zellen mit und ohne
Mykplasmeninfektion.

Zeitpunkt der Testung CD276 mRNA Expression in HL 20/31
HL 20/31 ohne Mykoplasmen Infektion P2 0,0226
HL 20/31 mit Mykoplasmen Infektion P2 0,00926

Im Vergleich dazu wiesen bei den aus einem Harnleiter mit Tumor isolierten
Zellen HL 20/32 (Abbildung 19 und Tabelle 29) drei Wochen nach der Infektion
die mit Mykplasmen-infizierten Zellen nur geringfugig mehr CD276 mRNA auf
als die nicht-infizierten Zellen. Der Unterschied in der CD276 mRNA Expression
kann Tabelle 29 enthommen werden. Es fallt auf, dass das Verhalten der Zellen
mit Tumor (HL 20/32) mit einer hoheren Expression von CD276 mRNA
einhergeht und somit genau gegensatzlich zu dem der tumorfreien Zellen (HL
20/31) ist. Jedoch ist beim Vergleich der Zellen auf die unterschiedliche Scala

zu achten, da der Unterschied zwischen HL 20/32 mit und ohne Mykoplasmen
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Infektion deutlich geringer ist als der Unterschied zwischen den infizierten und
nicht-Infizierten HL 20/31 Zellen.

. . M: mit Mykoplasmen Infektion
CD276 mRNA EXpreSSIOn in HL 20/32 OM: ohne Mykoplasmen Infektion
P2: 21 Tage nach der zweiten

0,0172
Passage

0,017

0,0168

0,0166

0,0164

0,0162

0,016

0,0158
HL20/32 OM P2 HL20/32 M P2

Abbildung 19 CD276 mRNA Expression in HL 20/32 Zellen
In der Abbildung ist der Unterschied in der CD276 mRNA Expression grafisch dargestellt.

Tabelle 29 Werte der CD276 mRNA Expression in HL 20/32 Zellen
In der Tabelle sind die Werte der CD276 mRNA Expression in den Zellen HL 20/32 aufgefiihrt. Es gibt
keinen grof3en Unterschied zwischen den infizierten und den nicht-infizierten Zellen.

Zeitpunkt der Testung CD276 mRNA Expression in HL 20/32
HL20/32 ohne Mykoplasmen Infektion P2 0,0163
HL20/32 mit Mykoplasmen Infektion P2 0,017

3.4 Expression von CD276 auf Proteinebene bei nicht-infizierten sowie
mit Mykoplasmen infizierten Zellen

Mittels SDS-PAGE und einem quantitativen Western Blot wurde die Menge an

CD276 Protein fur die Zelllinien Cal29, T24 und HT1197 sowie den HL 20/31

ermittelt.

Die Zelllinie Cal29 hatte optisch, abgesehen von der Probe der nicht-infizierten
Zellen, nach der ersten Woche annahernd die gleiche Menge an CD276
Protein, sowohl in den infizierten als auch in den nicht-infizierten Zellen. Die
Pigmentdichte der 3-Aktin Bande von Cal29 war jedoch in allen Proben der
infizierten als auch der nicht-infizierten Cal29 Zellen deutlich starker als die
Bande des CD276 Proteins. Beim Vergleich des Gehalts an CD276 Protein in
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den Zelllinien Cal29 und T24 in Abbildung 20, fiel auf, dass in T24 deutlich

weniger CD276 Protein vorhanden war. Auch die Bande des Housekeeping
Protein 3-Aktin war in T24 deutlich schwacher ausgepragt als bei Cal29. Bei
den nicht-infizierten T24 Zellen war optisch sowohl mehr CD276 Protein als

auch [3-Aktin vorhanden als bei den infizierten T24 Zellen. Dies bestatigte sich

bei der Messung der Pigment Dichte in Abbildung 21.
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Abbildung 20 Ergebnisse CD276 und B-Aktin Antik6rper Férbung Western Blot fiir Cal29 und T24
In der Abbildung ist das Ergebnis der LI-COR ® Messung der Western Blot Férbung mit dem CD276
Antikdrper (links) und dem B-Aktin Antik6rper (rechts) fiir die Zellen der Zelllinien Cal29 und T24 zu sehen.

Hierbei wird zwischen den mit Mykoplasmen infizierten Zellen und den nicht-infizierten Zellen
unterschieden und aul3erdem zwischen der ersten und der vierten Passage.

80



NS SO TPy o> >
T B ey S §éf’~°."'q" @g“z‘l %Q-q"‘.\,v
me Py e S < SISO NN
F 3 F W L Ly oy o o9 O S F & 9
120kpa = &f C 3 NN AL & NV e
100kDa - B Ed gy, & QY 4 12000 & & & & Loy
80kDa . =l 100 kDa
- =1 80kDa
50kDa -
40kDa: 4 50kDa
- 40kDa el i 1
— -
20kDa

20kDa

Abbildung 21 Genormter Messbereich der CD276 und B-Aktin Banden bei Cal29 und T24

In der Abbildung ist das Ergebnis der LI-COR ® Messung der Western Blot Farbung mit dem CD276
Antikérper (links) und dem B-Aktin AntikGrper (rechts) fiir die Zellen der Zelllinien Cal29 und T24 jeweils
nach der ersten und nach der vierten Passage zu sehen. Hierbei wird zwischen den mit Mykoplasmen
infizierten Zellen und den nicht-infizierten Zellen unterschieden. Es handelt sich um das gleiche Bild wie in
Abbildung 22 jedoch wurde in dieser Abbildung zusétzlich ein standardisierter Messbereich fiir die
Messung der Pigmentdichte in den Banden eingezeichnet.

Auf der zweiten Membran befanden sich die Proben der Zelllinie HT1197 und
die aus einem tumorfreien Harnleiter isolierten Zellen HL 20/31. Die Proben der
Zellen, die aus einem Harnleiter mit Tumor isoliert wurden (HL 20/32), wiesen
bei der Proteinbestimmung einen zu geringen Wert auf, um sie fur den Western
Blot zu nutzen und wurden deshalb nicht fur den Western Blot verwendet. Die
Banden des CD276 Proteins waren sowohl in der mit Mykoplasmen infizierten
als auch in den Mykoplasmen-freien Probe des Harnleiters etwas schwacher
als die Banden in HT1197.

In den HT1197 Zellen ohne Mykoplasmen Infektion lief3 sich nach der ersten
Passage eine etwas schwachere Bande des CD276 Proteins darstellen. Die
Banden der vierten Woche ohne Infektion und der beiden Proben von HT1197
mit Mykoplasmen Infektion zeigen eine ahnlich starke Bande (siehe Abbildung
22). Bei der Darstellung des R-Aktins lieR sich optisch kein herausstechender
Unterschied zwischen der Starke der Banden feststellen. Auch hier wurde die

Pigmentdichte in einem genormten Bereich (siehe Abbildung 23) gemessen.
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Abbildung 22 Western Blot HT1197 und HL 20/31

In der Abbildung ist das Ergebnis der LI-COR ® Messung der Western Blot Férbung mit dem CD276
Antikérper (links) und dem B-Aktin Antikérper (rechts) fiir die Zellen der Zelllinie HT1197 und die aus dem
OP-Préparat isolierten Zellen HL 20/31 zu sehen. Hierbei wird zwischen den mit Mykoplasmen infizierten
Zellen und den nicht-infizierten Zellen unterschieden. Bei HT1197 ist auBerdem der Unterschied zwischen

der ersten und der vierten Passage erfasst wahrend bei den Zellen von HL 20/31 nur eine Probe nach der
zweiten Passage erfasst wurde.
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Abbildung 23 genormter Messbereich der CD276 und B-Aktin Banden bei HT1197 und HL 20/31

In der Abbildung ist das Ergebnis der LI-COR ® Messung der Western Blot Farbung mit dem CD276
Antikérper (links) und dem B-Aktin Antikérper (rechts) fiir die Zellen der Zelllinie HT1197 und die aus dem
OP-Préparat isolierten Zellen HL 20/31 zu sehen. Hierbei wird zwischen den mit Mykoplasmen infizierten
Zellen und den nicht-infizierten Zellen unterschieden. Es handelt sich um das gleiche Bild wie in Abbildung

22 jedoch wurde in dieser Abbildung zusétzlich ein standardisierter Messbereich fiir die Messung der
Pigmentdichte in den Banden eingezeichnet.
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Mittels LI-COR® ImageStudio™ Lite Software wurde in einem immer gleich
grolien Messbereich die Pigmentdichte der Banden gemessen (siehe Abbildung
21, Abbildung 22 und Abbildung 23). So konnte die errechnete Menge an
CD276 in ein Verhaltnis zu der errechneten Menge an [3-Aktin derselben Probe
gesetzt werden und ein Quotient ermittelt werden (siehe Tabelle 30). Bei der
grafischen Darstellung dieser Quotienten (siehe Abbildung 24) ergaben sich

folgende Ergebnisse:

Bei der Zelllinie Cal29 hatte sich Verhaltnis CD276/[3-Aktin bei den nicht-
infizierten Zellen beim Vergleich der ersten mit der vierten Woche annahernd
halbiert. Bei den Uber lange Zeit mit Mykoplasmen infizierten Zellen hingegen
hatte sich das Verhaltnis von der ersten auf die vierte Woche gesteigert.

Bei der Zelllinie T24 war das Verhaltnis CD276/[3-Aktin sowohl bei den
infizierten als auch bei den nicht-infizierten deutlich geringer. Dies hatte sich
zuvor bereits bei den deutlich schwacheren Banden angedeutet. Hier verhalt es
sich ahnlich wie bei der Zelllinie Cal29: bei den nicht-infizierten Zellen ist beim
Vergleich der ersten mit der vierten Woche eine Verringerung des Verhaltnisses

sichtbar, wahrend bei den infizierten Zellen das Verhaltnis leicht zunahm.

Bei den nicht-infizierten Zellen der Zelllinie HT1997 war in der Probe nach der
vierten Passage der CD276/(3-Aktin Quotient annahernd doppelt so grof® wie
der Wert der ersten Woche. Vergleicht man den Quotienten bei den beiden
Proben der infizierten HT1197 Zellen, so sinkt dieser beim Vergleich der ersten

mit der vierten Passage ab.

Bei den zwei Proben der tumorfreien Harnleiterzellen HL 2031 hatte sich der
Wert des Quotienten bei den mit Mykoplasmen infizierten Zellen im Vergleich
mit den nicht-infizierten Zellen annahernd halbiert. Da es jeweils nur eine Probe
der infizierten und der nicht-infizierten Zellen gab, war es nicht moglich, etwas
uber die Tendenz der Expression des CD276 Proteins beziehungsweise des [3-
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Abbildung 24 Grafik des Verhéltnisses der CD276 Protein und -Aktin Expression im Western Blot
In der Abbildung ist das Verhéltnis von CD276 zu dem Housekeeping Gen B-Actin grafisch fiir die
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Zelllinien Cal29, T24 und HT1197 sowie die aus Harnleitern isolierten Zellen HL 20/31dargestellt. Hierbei
wird erstens zwischen den infizierten Zellen und den Mykoplasmen-freien Zellen und zweitens zwischen
der erste und der vierten Passage unterschieden.

Tabelle 30 Verhéltnis Pigmentdichte CD276 Protein zu 8-Aktin im Western Blot

In der Tabelle ist die Anzahl der im Li-COR ® gemessenen Pigmente von CD276 und B-Aktin fiir die
Zelllinien Cal29, T24, HT1197 und HL 20/31 jeweils mit und ohne Mykoplasmen Infektion aufgefihrt.

Hierbei wir auRerdem zwischen der ersten und vierten Woche unterschieden.

Pigmentdichte

Pigmentdichte

Verhéltnis der
Pigmentdichte CD276 zu R-

CD276 R-Aktin Aktin
Cal29 OM 1.Woche 192000 463000 0,414686825
Cal29 OM 4. Woche 94600 407000 0,232432432
Cal29 M 1. Woche 85000 465000 0,182795699
Cal29 M 4. Woche 117000 471000 0,248407643
T24 OM 1. Woche 36200 520000 0,069615385
T24 OM 4. Woche 14600 267000 0,054681648
T24 M 1. Woche 8550 258000 0,033139535
T24 M 4. Woche 8980 179000 0,050167598
HT1197 OM 1.Passage 49400 285000 0,173333333
HT1197 OM 4. Passage 98700 325000 0,303692308
HT1197 M 1. Passage 99800 264000 0,378030303
HT1197 M 4. Passage 108000 332000 0,325301205
HL20/31 OM 15700 325000 0,048307692
HL20/31 M 7140 265000 0,026943396
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3.5 Expression von CD276 an der Oberflache von Mykoplasmen
infizierten Urothelzellen im Vergleich mit nicht-infizierten
Urothelzellen

In der Durchflusszytometrie wurde die oberflachliche CD276 Expression der

verschiedenen Zelllinien gemessen. Dabei wurden die Unterschiede zwischen

den nicht-infizierten Zellen einer Zelllinie und den mit Mykoplasmen infizierten

Zellen derselben Zelllinie erfasst. Jede der beiden Proben einer Zelllinie hatte

jeweils eine zusatzliche Kontrolle, welche in Abbildung 26 in grau dargestellt ist.

Zur Auswertung der Daten, die sich anhand der Durchflusszytometrie ergaben,
wird im Folgenden besonders auf den Median und den Mittelwert (Mean)
geachtet. Diese Werte der zentralen Tendenz ermaoglichen einen Vergleich der
Expression zwischen den mit Mykoplasmen infizierten und nicht-infizierten
Zellen einer Zelllinie. Um diesen Vergleich zu verdeutlichen, wurden die
Mittelwerten der CD276 Expression in Abbildung 25 nochmals graphisch
dargestellt. Aufgrund des schlechten Wachstums nach der dritten Passage war
eine Analyse der aus Harnleitern isolierten Zellen HL 20/31 und HL 20/32
mittels Durchflusszytometrie nicht moglich und somit gibt es keine Analyse der

Oberflachen Expression von CD276 dieser Zellen.

Auch hier ist festzuhalten, dass bei den Zelllinien T24 und Cal29 keine frische
Infektion mit Mykoplasmen stattgefunden hatte, sondern die beiden Zelllinien
bereits Uber einen langeren Zeitraum infiziert waren. Bei der Zelllinie Cal29
erfolgte die Durchflusszytometrie nach vier Wochen Zellkultur. Beim Vergleich
der beiden Kulturen fiel auf, dass die mit Mykoplasmen infizierte Kultur eine
deutlich geringere oberflachliche CD276 Expression aufwies als die

Mykoplasmen-freie Kultur.

Bei der Zelllinie T24 war genau der gegenteilige Effekt zu beobachten, da hier
die mit Mykoplasmen infizierten Zellen im Vergleich mit den Mykoplasmen-
freien Zellen eine annahernd doppelt so hohe Expression an CD276 an der
Oberflache aufwiesen.

HT1197 war die dritte Zelllinie, deren oberflachliche Expression von CD276

analysiert wurde. Bei diesen Zellen hatte eine frische Infektion mit
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Mykoplasmen stattgefunden und die Durchflusszytometrie fand acht Wochen
nach der Infektion statt. Beim Vergleich fiel auf, dass die mit Mykoplasmen
infizierten Zellen eine minimal hohere Expression von CD276 an der Oberflache
aufwiesen als die nicht-infizierten Zellen. Auffallend war auch, dass der
Unterschied zwischen der mittleren Expression von CD276 bei HT1997 deutlich

geringer ausfiel als bei den Zelllinien Cal29 und T24.

Mittelwert der CD276 Expression auf der Oberflache verschiedener
Zelllinien in der Durchflusscytometrie

14000
12000
10000
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4000

2000 I

: i
Cal29 OM Cal29 M T240M T24M HT1197 HT1197 M
oM

Abbildung 25 Mittelwerte der CD276 Oberflachen Protein Expression in der Durchflusszytometrie

In der Abbildung ist die oberflachliche Expression von CD276 fiir die kommerziellen Tumorzelllinien Cal29,
T24 und HT1197 dargestellt. Hierbei ist jeweils der direkte Vergleich, zwischen den mit Mykoplasmen
infizierten und den nicht-infizierten Zellen der Zelllinien méglich. Es zeigt sich, dass bei Cal29 die
Mykoplasmen infizierten Zellen eine geringere CD276 Expression haben als die gesunde Referenz. Bei
T24 sieht es genau umgekehrt aus und bei HT1197 sieht man keinen signifikanten Unterschied.

M: Mit Mykoplasmen OM: Ohne Mykoplasmen
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Abbildung 26 Ubersicht der Durchflusszytometrie Ergebnisse der Zelllinien Cal29, T24 und HT1197.
Ergebnis der Messung der oberflachlichen Expression von CD276 in Cal29, T24 und HT1197 jeweils mit
und ohne Mykoplasmeninfektion. Die Kontrolle der jeweiligen Probe ist in grau dargestellt.
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3.6 Zusammenfassung und Uberblick der Ergebnisse

Die Ergebnisse der unterschiedlichen Messungen sind fur die jeweiligen
Tumorzelllinien und aus OP-Praparaten isolierten Harnleiterzellen in den
folgenden Tabellen (Tabelle 31, Tabelle 32, Tabelle 33, Tabelle 34 und Tabelle

35) zusammengefasst.

Tabelle 31 Ergebnisiibersicht der CD276 Expression auf unterschiedlichen Ebenen in T24

T24
Morphologie und Mit Mykoplasmen infizierte Zellen wiesen eine
Proliferationsrate schnellere Proliferationsrate auf und waren

morphologisch gréRer. Im Verlauf zeigten die
infizierten Zellen aber deutlich hOhere Raten an
Zelltod und ein weniger koharentes Wachstum als
die nicht-infizierten Zellen.

CD276 mRNA Die mit Mykoplasmen infizierten Zellen wiesen

Expression durchschnittlich eine groRere Menge an CD276
mRNA auf.

Western Blot Die CD276 Protein Expression war in den nicht-

Analyse der CD276 infizierten Zellen hoéher als in den mit Mykoplasmen

Protein Expression infizierten.

Oberflachen Die infizierten Zellen hatten im Vergleich zu den

Expression von nicht-infizierten eine annahernd doppelt so hohe

CD276 in der Expression an oberflachlichen CD276 Protein.

Durchflusszytometrie

(FACS)

Tabelle 32 Ergebnisiibersicht der CD276 Expression auf unterschiedlichen Ebenen in Cal29

Cal29
Morphologie und Mit Mykoplasmen infizierte Zellen wiesen eine
Proliferationsrate schnellere Proliferationsrate auf und waren

morphologisch kleiner und weniger koharent als die
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CD276 mRNA

Expression

Western Blot
Analyse der CD276
Protein Expression
Oberflachen
Expression von
CD276 in der

Durchflusszytometrie

(FACS)

nicht-infizierten Zellen und wiesen einen vermehrt
apoptotische Zellen auf.

Die infizierten Zellen hatten eine deutlich geringere
CD276 mRNA Expression als die nicht-infizierten
Zellen. Die nicht-infizieren wiesen eine deutlich
grolRere (annahernd doppelt so grol3e) Expression
an CD276 mRNA auf.

Die mit Mykoplasmen infizierten Zellen wiesen einen

geringeren Gehalt an CD276 Protein auf.

Die infizierten Zellen hatten einen geringeren Gehalt
an oberflachlich exprimierten CD276. Die nicht-
infizierten Zellen wiesen eine deutlich héhere
(annahernd doppelt so grolde) oberflachliche CD276
Expression auf.

Tabelle 33 Ergebnistiibersicht der CD276 Expression auf unterschiedlichen Ebenen in HT1197

Morphologie und

Proliferationsrate

CD276 mRNA

Expression

Western Blot
Analyse der CD276
Protein Expression

HT1197
Mit Mykoplasmen infizierte Zellen wuchsen
annahernd gleich schnell wie nicht-infizierte Zellen,
waren jedoch im Vergleich zu den nicht-infizierten
Zellen deutlich kleiner und bildeten kleinere
koharente Zellverbande.
Im Verlauf war keine klare Tendenz der CD276
MRNA Expression erkennbar, aber insgesamt wurde
eine minimal groRere Expression in den mit
Mykoplasmen infizierten Zellen beobachtet.
Nach der ersten Passage nach der Infektion wiesen
die infizierten Zellen eine hohere Konzentration an
CD276 Protein auf als die nicht-infizierten Zellen. Im

Verlauf wiesen die infizierten Zellen einen ahnlichen
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Oberflachen
Expression von
CD276 in der
Durchflusszytometrie
(FACS)

CD276 Proteingehalt wie die nicht-infizierten Zellen
auf.

Die mit Mykoplasmen infizierten Zellen wiesen im
Vergleich zu den nicht-infizierten Zellen eine leicht

erhohte Expression an oberflachlichen CD276 auf.

Tabelle 34 Ergebnisiibersicht der CD276 Expression auf unterschiedlichen Ebenen in Harnleiter 20/31

HL20/31 (Zellen aus einem tumorfreien Harnleiter)

Morphologie und

Proliferationsrate

CD276 mRNA

Expression

Western Blot
Analyse der CD276
Protein Expression
Oberflachen
Expression von
CD276 in der
Durchflusszytometrie
(FACS)

Mit Mykoplasmen infizierte Zellen wiesen im
Vergleich zu den nicht-infizierten Zellen im Verlauf
eine deutlich kleinere Zellgréfie und ein weniger
koharentes Wachstum mit hoheren Zelltod Raten
auf.

Die nicht-infizierten Zellen wiesen im Vergleich zu
den mit Mykoplasmen infizierten Zellen eine
annahernd doppelt so groRe Menge an CD276
mRNA auf.

Die nicht-infizierten Zellen wiesen eine héhere
CD276 Protein Konzentration auf als die mit
Mykoplasmen infizierten Zellen.

Aufgrund einer zu geringen Zellmenge war keine
Beurteilung der Oberflachen Expression von CD276
moglich.
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Tabelle 35 Ergebnisiibersicht der CD276 Expession auf unterschiedlichen Ebenen in Harnleiter 20/32

HL20/32 (Zellen aus Harnleiter mit Tumor)

Morphologie und
Proliferationsrate

CD276 mRNA

Expression

Western Blot
Analyse der CD276
Protein Expression
Oberflachen
Expression von
CD276 in der

Durchflusszytometrie

(FACS)

4 Diskussion

Mit Mykoplasmen infizierte Zellen wiesen im
Vergleich zu den nicht-infizierten Zellen deutlich
mehr Zelltod und ein weniger koharentes Wachstum
auf. Im Verlauf kam es bei den infizierten Zellen zu
einer Atrophie.

Die mit Mykoplasmen infizierten Zellen aus dem
Tumorharnleiter wiesen nach der Infektion im
Vergleich mit den nicht-infizierten Zellen eine
minimal erhohte CD276 Expression auf.

Aufgrund einer unzureichenden Extraktion von

Proteinen war keine Beurteilung maoglich.

Aufgrund einer zu geringen Zellmenge war keine
Beurteilung der Oberflachen Expression von CD276
maoglich

Das Ziel der Arbeit ist die Erforschung des Einflusses von Mykoplasmen auf die

Expression von CD276 auf der Transkriptebene, der Proteinebene und auf der

Ebene der Oberflachenproteine. Zusatzlich sollte der Einfluss von

Mykoplasmen auf die Morphologie und die Proliferationsrate erfasst werden.

Diese Daten wurden sowohl bei den infizierten Zellen als auch bei den

entsprechenden Mykoplasmen-freien Zellen erfasst und miteinander verglichen.

Hierbei zeigte sich, dass sich die Expression von CD276 durch eine Infektion

mit Mykoplasmen verandert. Der Einfluss auf die Expression variiert jedoch

nicht nur zwischen unterschiedlichen Zelllinien, sondern auch auf

unterschiedlichen Expressionsebenen. Im folgenden Teil werden die in der
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Arbeit erhobenen Daten und Ergebnisse diskutiert und in den aktuellen
wissenschaftlichen Kontext eingeordnet. AuRerdem wird auf die gewahlten
Materialien und Methoden eingegangen und abschlieRend werden die
Schlussfolgerung und ein Ausblick dargelegt.

4.1 Diskussion der Ergebnisse

Zunachst wird auf die beobachteten morphologischen und genetischen
Eigenschaften und Unterschiede zwischen den infizierten und nicht-infizierten
Zellen eingegangen. AulRerdem wird auf die Abweichungen zwischen
unterschiedlichen Zelllinien und den aus Praparaten isolierten Zellen

eingegangen.

4.1.1 Morphologische und Replikationsraten Unterschiede

Die mit Mykoplasmen infizierten Zellen der Zelllinie T24 wiesen bereits am
ersten Tag nach der Passage eine groliere ZellgrofRe, eine schnellere
Proliferationsrate und eine hohere Zelltodrate auf als die nicht-infizierten Zellen
der gleichen Zelllinie. Bei der Zelllinie Cal29 wiesen die mit Mykoplasmen
infizierten Zellen, genau wie die infizierten Zellen der T24 Zelllinie, eine
schnellere Proliferationsrate und eine hdhere Apoptoserate auf als die nicht-
infizierten Zellen. Wobei formal im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht
wurde, ob der Zelltod durch Apoptose oder Nekrose eingetreten ist. Ein
entscheidender Unterschied ist aber, dass die infizierten Cal29 Zellen eine
kleinere ZellgroRRe als die nicht-infizierten Cal29 Zellen aufwiesen. Dies steht im
Gegensatz zu dem Verhalten der infizierten Zellen der T24 Zelllinien. Die
Proliferationsrate der Zellen der HT1197 Zelllinie war bei den infizierten und
nicht-infizierten Zellen annahernd gleich langsam. Initial war kein deutlicher
morphologischer Unterschied zwischen den Zellen erkennbar. Im Verlauf der
Zellkultur zeigte sich jedoch, dass die ZellgroRe der mit Mykoplasmen infizierten
Zellen kleiner war und die Zellen weniger koharente Zellverbande bildeten als
die nicht-infizierten Zellen. Die aus Harnleitern isolierten Urothelzellen HL 20/31
stammten aus einem tumorfreien Harnleiter, wahrend die Zellen HL20/32 aus
einem Harnleiter mit Tumor stammten. Nach der Infektion mit Mykoplasmen

verhielten sich beide Zellkulten jedoch identisch: Sie waren im Verlauf der
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Infektion morphologisch deutlich kleiner und wiesen einen hdheren
Zelluntergang (Apoptose oder Nekrose) als ihre jeweilige nicht-infizierte
Vergleichspopulation auf. Bei den aus Harnleitern isolierten Zellen war jedoch
sowohl bei den nicht-infizierten als auch bei den infizierten Zellen die
Proliferationsrate so niedrig, dass ein Einfluss auf diese nicht abschliel’end
ermittelt werden konnte. Jedoch ist festzuhalten, dass die kleinere Zellgréflie der
infizierten Zellen im Vergleich mit den nicht-infizierten Zellen mit dem Verhalten
der im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls frisch infizierten Zelllinie HT1197 und der
bereits Uber einen langeren Zeitraum infizierten Zelllinie Cal29 Ubereinstimmte.
Diese Grolenregression der Zellen, welche sich bereits nach wenigen Tagen
nach der Infektion mit Mykoplasmen zeigte, wurde bereits Mitte der sechziger
Jahre von Pathon et al. beschrieben (Paton et al., 1965).Tsai et al. zeigten in
ihrer Studie, dass die maligne Transformation der Zellen bei einer
Langzeitinfektion mit Mykoplasmen ein mehrstufiger Prozess ist, bei dem auch
phanotypische Unterschiede mit der Dauer der Infektion zunehmen. Sie
beobachteten bereits nach 7 Wochen morphologische Unterschiede bei den mit
Mykoplasmen infizierten Zellen. Aul3erdem fanden sie heraus, dass die
Eigenschaften, die mit der malignen Zelltransformation assoziiert sind, noch bis
zu elf Wochen nach initialer Infektion durch eine antibiotische Eradikation der
Mykoplasmen reversibel waren. Nach der achtzehnten Woche jedoch war die
Transformation irreversibel und auch nach Entfernen der Mykoplasmen zeigten
sich chromosomale Veranderungen und die Fahigkeit der Zellen, Tumore zu
bilden (Tsai et al., 1995). Die infizierten Zelllinien T24 und Cal29 hatten ihre
Infektion bereits Uber einen langeren Zeitraum und hatten dementsprechend
auch bereits mehrere Passage Zyklen durchlaufen. Es ist davon auszugehen,
dass sich deshalb die Unterschiede in der Morphologie und Zellproliferation hier

starker zeigten.

4.1.2 Unterschiede in der CD276 Gen- und Proteinexpression durch eine
Mykoplasmeninfektion

Es ist bereits bekannt, dass Bakterien beim Eindringen in einen Wirt einen

Einfluss auf die Zellen und deren Genaktivierung haben. Dies erleichtert ihnen

die Invasion und dient ihrem eigenen Schutz (Bliska et al., 1993, Pettersson et
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al., 1996). Auch der Einfluss von Mykoplasmen auf die Genexpression ist
bereits durch vorherige Arbeiten bekannt. So zeigten Arbeiten von
unterschiedlichen Forschern bereits, dass die Infektion von Zellen mit
Mykoplasmen zu einer Veranderung der Genexpression fuhrt und die Zellen
sowohl ein autonomes Wachstumsverhalten entwickeln als auch Tumore bilden
kénnen (Feng et al., 1999, Zhang et al., 2000, Zhang et al., 2004, Paton et al.,
1965). Die Studien, die bereits in der Ausfuhrung zu den morphologischen
Unterschieden erwahnt wurden, zeigten auch, dass Mykoplasmen nicht nur die
Zellmorphologie verandern, sondern auch in einem mehrstufigen Prozess die
genetischen Modifikationen von Tumorsuppressorgenen und Aktivierungen von
Onkogenen und pro-inflammatorischen Zytokinen bewirken (Tsai et al., 1995,
Zhang et al., 1997, Liu and Shou, 2011). Diese Modifikationen sind bis zu
einem gewissen Zeitpunkt durch eine antibiotische Eradikation der
Mykoplasmen reversibel (Felsher, 2004, Zhang et al., 1997, Zhang et al., 2006).
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten Unterschiede in der CD276
Expression gemessen werden, jedoch wurde nicht Gberpruft, ob und wenn ja
wie schnell die Veranderung in der Expression an CD276 durch die Eradikation

von Mykoplasmen reversible ist.

Bei den mit Mykoplasmen infizierten T24 und Cal29 Zellen zeigte sich der
Einfluss der Mykoplasmen auf die Expression von CD276 deutlicher als bei den
HT1197 Zellen und den aus Harnleitern isolierten Zellen. Jedoch zeigte sich der
Einfluss auf unterschiedliche Weise. Bei den mit Mykoplasmen infizierten T24
waren sowohl die Proliferationsrate als auch die mRNA-Expression und
Oberflachenexpression von CD276 erhoht. Nur die Proteinexpression von
CD276 war in den infizierten Zellen geringer als in den nicht-infizierten. Bei den
mit Mykoplasmen infizierten Cal29 zeigten sich im Vergleich mit den nicht-
infizierten Zellen eine hohere Proliferationsrate und eine hohere
Proteinexpression von CD276. Bei den infizierten Zellen waren jedoch die
CD276 mRNA Expression und auch die oberflachliche Proteinexpression
geringer als in den gesunden Zellen. Dies korreliert mit den Ergebnissen von
Zhang et al., die bereits zeigten, dass der Effekt auf die Genexpression sowohl
von der Mykoplasmenart als auch vom Zelltyp abhangig ist und hierdurch
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unterschiedliche und sogar teilweise gegenteilige Effekte auftreten kdnnen.
Auch zeigten Sie, dass abhangig von der Dauer der Infektion die Hoch-
beziehungsweise Runterregulation von Genen unterschiedlich ausgepragt ist
(Zhang et al., 2006, Zhang et al., 2000). Die Zelllinien T24 und Cal29 sind zwar
beide Blasenkrebszellen, sie stammen jedoch von unterschiedlichen Patienten,
was auch unterschiedliche Zelleigenschaften zur Folge haben kann. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde jedoch nicht Uberpruft, ob es sich bei
den beiden Zelllinien, bei denen die Infektion mit Mykoplasmen bereits Gber
einen langeren Zeitraum besteht, um die gleiche Art von Mykoplasmen
handelte. Dies kann auch zu einem Unterschied in der Expression von CD276

fuhren.

Bei HT1197 wurde im Rahmen der Arbeit eine frische Infektion mit
Mykoplasmen der infizierten T24 Zelllinie durchgefuhrt. Bei den infizierten
Zellen liel3 sich eine verstarkte Expression von CD276 mRNA und CD276
Oberflachenprotein erkennen. Die Anderungen in der Zellmorphologie und
Expression von CD276 auf unterschiedlichen Ebenen war jedoch nicht so stark
ausgepragt wie bei den bereits Uber einen langeren Zeitraum infizierten
Zelllinien T24 und Cal29. Dies ist im Einklang mit anderen Studien, die bereits
zeigten, dass der Einfluss von Mykoplasmen auf eine maligne Transformation
der infizierten Zellen von der Dauer der Infektion und der Anzahl der
Zellpassagen abhangig ist und deutlicher hervortritt, wenn die Infektion bereits

uber einen langeren Zeitraum besteht (Tsai et al., 1995, Zhang et al., 2006).

Bei den kommerziell erwerblichen und in der Forschung etablierten Zelllinien
T24, Cal29 und HT1197 gestaltet sich die Zellkultur erheblich leichter und auch
die Anzahl der Passagen ist nicht limitiert. Dies erleichtert nicht nur die
Erforschung des Einflusses der Mykoplasmeninfektion auf die Expression von
CD276, sondern ermoglicht auch die Beurteilung Uber einen langeren Zeitraum.
Die aus Harnleitern isolierten Urothelzellen HL20/31 und HL20/32 sind aufgrund
ihrer Extraktion aus dem Resektionspraparat eines Tumors beziehungsweise
eines gesunden Harnleiters in ihrer Ausbeute ex-vivo und Expansionsfahigkeit
in-vitro limitiert. Hinzukommt, dass die Zellen zwischen den Passagen Uber

einen deutlich langeren Zeitraum kultiviert werden missen, um ein konfluentes
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Wachstum zu erreichen. Auch nimmt die Anzahl an vitalen Zellen nach jeder
Passage stark ab, was dazu fuhrt, dass bereits nach der dritten Passage eine
Zellkultur aufgrund der geringen Zellmenge kaum mehr maoglich ist, mit der
Folge, dass der Einfluss auf die CD276 Protein- und mRNA-Expression bei aus
OP-Praparaten isolierten Urothelzellen nach mehreren Passagen nicht
abschliel3end beurteilbar ist. Ein Ansatzpunkt zum Lésen dieser Problematik ist
die Re-evaluation des Nahrmediums, auch kann es sinnvoll sein die
Untersuchungen nochmals an etablierten kommerziell erwerblichen tumorfreien
Urothelzellen durchzufliihren, um den Einfluss auf die CD276 Expression durch
eine Infektion mit Mykoplasmen weiter zu erforschen (Sciencell Research

Laboratories, 0.J.).

4.2 Diskussion des Materials und der Methoden

Im Rahmen der Arbeit wurden unterschiedliche Methoden genutzt, um die
Expression von CD276 auf unterschiedlichen zellularen Ebenen zu messen und
um zu ermitteln, ob eine Infektion mit Mykoplasmen die Expression beeinflusst.
Die genutzten Methoden zeigen bereits, dass Mykoplasmen mit hoher

Wahrscheinlichkeit einen Einfluss auf die Expression von CD276 haben.

4.2.1 Nachweis der Infektion mit Mykoplasmen

Fir den Nachweis, beziehungsweise den Ausschluss einer Infektion mit
Mykoplasmen wurde im Rahmen dieser Arbeit mit dem MycoSPY® der Firma
Biontex gearbeitet. Der MycoSPY® ist bei richtiger Durchfiihrung gemaf
Hersteller Angaben eine zuverlassige Methode flr das Screening auf
Mykoplasmen in einer Zellkultur. Er erkennt Gber 40 verschiedene
Mykoplasmen sowie weitere Mollicutes-Stamme, wie unter anderem
Ureaplasmen und Spiroplasmen (BIONTEX Laboratories GmbH, 0.J.). In dieser
Arbeit wurde er genutzt, um bei den mit Mykoplasmen infizierten Zellen sowohl
initial als auch am Ende der Untersuchungen eine Infektion nachzuweisen.
AuBerdem konnte mit dem MycoSPY @ bei den nicht-infizierten Zellen eine
Infektion sowohl initial als auch am Ende des Untersuchungszeitraums

ausgeschlossen werden. Mit dem MycoSPY® kann man jedoch nicht ermitteln,
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welche Art von Mykoplasmen vorliegt. Dementsprechend ist nicht sicher, ob bei
den infizierten Zellen jeweils die identische Art von Mykoplasmen vorlag oder
ob verschiedene Spezies in der Kultur vorlagen. Im Rahmen dieser Forschung
wurden die Zelllinien T24 wie auch Cal29 nicht frisch infiziert, sondern waren
bereits seit mehreren Passagen mit Mykoplasmen infiziert. Nur die Zelllinie
HT1197 und die aus Harnleitern gewonnen Zellen HL20/31 wie auch HL20/32
wurden frisch mit Mykoplasmen infiziert. Diese fur die Infektion genutzten
Mykoplasmen wurden zuvor aus der T24 Zellkultur isoliert. Wie bereits in der
Diskussion der Ergebnisse hervorgehoben wurde, hat bei einer Infektion mit
Mykoplasmen die Spezies einen unterschiedlich stark ausgepragten Einfluss
sowohl auf die Morphologie als auch auf die molekularen Eigenschaften von
Zellen. So zeigten Zhang et al. bereits, dass beispielsweise M. fermetans und
M. penetrans die Genexpression von Zytokinen starker beeinflusst als M.
genitalium und M. hominis (Zhang et al., 2006, Zhang et al., 2000). Eine
Differenzierung zwischen den Mykoplasmen gestaltet sich schwierig. Ein
moglicher Ansatz ware, die Infektion erneut mit bekannten Stammen zu
wiederholen, um herauszufinden, ob bestimmte Arten von Mykoplasmen einen

starkeren Einfluss auf die Modifikation der CD276 Expression haben.

4.2.2 In vitro Einfluss von Mykoplasmen auf die Expression von CD276
Yang et al. haben in ihrer Studie bereits gezeigt, dass Mykoplasmen sowohl in
vitro als auch in vivo im Zusammenhang mit Tumorgenese stehen (Yang et al.,
2010). Dies wurde weiter untermauert durch weitere Studien, die ebenfalls
zeigten, dass Mykoplasmen durch die Aktivierung unterschiedlicher Signalwege
zu einer malignen Transformation von Magenzellen fuhren (Xu et al., 2013, Liu
et al., 2019a).

Im Rahmen dieser Versuchsreihe wurde ausschliellich in vitro an dem Einfluss
von Mykoplasmen auf die Expression von CD276 geforscht. Krebszellen
verhalten sich jedoch in vitro anders als in vivo. Die erneute Durchfuhrung der
Untersuchung an einem Organoid kann helfen, den Einfluss von Mykoplasmen
auf die CD276 Expression besser zu erfassen und nachzuvollziehen, welche

molekulargenetischen Pathways genutzt werden. Die Etablierung von
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Organoidmodellen zum besseren Verstandnis von Zelleigenschaften ist ein
zukunftstrachtiger Bereich der Wissenschaft. Auch zur Erforschung der Wirkung
von Medikamenten sind Organoide hilfreich, so haben unter anderem humane
Organoidmodelle von Nieren dazu beigetragen, die Nephrotoxizitat besser zu
erforschen (Takasato et al., 2015, Freedman et al., 2015). Besonders
interessant ist auch die Erforschung des Einflusses von pathogenen Erregern
auf ihren Wirt. Hierbei macht man sich zu Nutzen, dass Organoide dem
Verhalten von in vivo wachsenden Zellen sehr ahnlich sind und sie Uber einen
langeren Zeitraum untersucht werden kénnen. Die in Organoiden genutzten
Zellen weisen die Eigenschaften der in vivo Zellen auf. So behalten intestinale
Organoide beispielsweise ihre apico-basale Polaritat (Dutta and Clevers, 2017).
Die Erforschung der Pathogenese von Infektionskrankheiten an
Organoidmodellen hat entscheidende Erkenntnisse erbracht (Dutta and
Clevers, 2017). Das gramnegative Stabchenbakterium Helicobacter Pylori ist
bekannt fur seine Fahigkeit, Magenkrebs auszulosen (Amieva and Peek Jr,
2016). Anhand von Magen-Organoiden konnten die genauen Mechanismen und
Interaktionen besser erforscht werden (Bartfeld et al., 2015, Schlaermann et al.,
2016). Die Etablierung eines Blasen-Organoids und das Erforschen des
Einflusses einer Mykoplasmeninfektion auf die CD276 Expression ware eine

Moglichkeit, dem in vivo Pathomechanismus naher zu kommen.

4.2.3 Auswabhl der Zelllinien und Zellen aus klinischen
Resektionsprédparaten
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Untersuchungen sowohl an den etablierten
Zelllinien T24, Cal29 und HT1197 als auch an den aus OP-Praparaten
gewonnen Zellen HL20/31 und HL20/32 durchgefuhrt. Der Versuchsablauf
wurde mit jeder der infizierten Zellgruppen und ihrer korrespondierenden nicht-
infizierten Kohorte jeweils nur einmal durchgefuhrt. Dies ergab sich einerseits
durch den zeitlich begrenzten Rahmen der Forschung und andererseits durch
die in 4.1.2 beschriebene limitierte Anzahl an Zellen aus OP-Praparaten, die
eine Wiederholung der Messung unmaoglich machte. Die Mehrheit der fur
Messungen ausgewahlten Zellpopulationen waren Tumorzellen. Die Zellen der
Zelllinien T24, Cal29, HT1197 und die aus einem Harnleiter isolierten Zellen HL
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20/32 stammen alle aus Tumoren. Nur die Zellen des Harnleiters HL 20/31
waren tumorfrei. Die ersten Ergebnisse sind bereits sehr vielversprechend. Im
Rahmen weiterer Untersuchungen sollten erganzend sowohl mehrfach die
gleichen Zellen als auch zusatzliche tumorfreie Urothelzellen untersucht
werden, um eine genauere und statistisch signifikante Aussage Uber den

Einfluss von Mykoplasmen auf die Expression von CD276 treffen zu konnen.

4.3 Schlussfolgerung und Ausblick

Die Forschungsergebnisse legen einen Einfluss von Mykoplasmen auf die
Expression von CD276 nahe. Der Einfluss variiert jedoch zwischen den
unterschiedlichen Zelllinien und auch zwischen an einem Tumor erkrankten und
gesunden Zellen. Durch die langer bestehende Infektion bei den T24 und Cal29
Zellen waren die Effekte der Mykoplasmen Infektion bei diesen Zelllinien
deutlicher erkennbar als bei den frisch infizierten Zellen. Sie wichen sowohl in
ihrer Replikationsrate als auch morphologisch und ihrer Expression an CD276
von ihrer gesunden Vergleichspopulation ab. Der Einfluss durch die Infektion
war bei den frisch infizierten Zellen schwacher ausgepragt aber dennoch
sowohl bei der Zelllinie HT1197 als auch bei den aus Harnleitern isolierten
Zellen HL20/31 und HL20/32 im Vergleich mit der korrespondierenden

gesunden Kohorte bereits messbar.

Aufgrund dieser klaren und vielversprechenden Ergebnisse sollten die
beschriebenen Untersuchungen erneut und gegebenenfalls mehrfach
durchgefuhrt werden, um die Ergebnisse weiter zu stitzen und zusatzliche
Erkenntnisse zu gewinnen. Vor allem sollte ein langerer Zeitrahmen fur die
Untersuchung gewahlt werden, da der Einfluss der Mykoplasmen auf die
Morphologie und die molekularen Eigenschaften von der Dauer der
Infektionszeit abhangt. Die eingangs gestellte Frage tUber den Einfluss von
Mykoplasmen auf die Expression von CD276 ist nicht vollends geklart. Die
Frage nach dem genauen Pathomechanismus, durch den die Mykoplasmen
eine Hochregulation der CD276 Expression in manchen der urothelialen
Tumorzellen bewirken und in anderen jedoch nicht, konnte durch diese

Untersuchungen nicht geklart werden. Das Ergebnis der Untersuchungen ist flr
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einen klinischen Einsatz mdglicherweise von grol3er Bedeutung, da es aktuell
noch Bestandteil der Forschung ist, einen Marker fur das Urothelkarzinom der
Blase zu etablieren, um ein besseres Screening und Monitoring des
Therapieansprechens bei Blasenkrebs zu ermdglichen. CD276 ist ein
vielversprechender Marker fur Blasenkrebs und da Mykoplasmen gehauft in der
Bevolkerung vorkommen und asymptomatisch tber eine lange Zeit im
Urogenitaltrakt persistieren und dort wirken konnen, ist eine weitere
Erforschung des Einflusses von Mykoplasmen notwendig. Fur andere
Krebsarten, wie beispielsweise das Magenkarzinom, hat sich das Screening auf
und die Eradikation von Mikroorganismen bereits eine wichtige Rolle

eingenommen, um eine Krebserkrankung zu vermeiden.

Weitere Studien sind erforderlich, um das Verhalten der frisch infizierten Zellen
Uber einen langeren Zeitraum zu beobachten und um die Veranderungen im
Verlauf zu beurteilen. Ein weiterer wichtiger Forschungsaspekt ist das
Verstandnis der Signalwege, welche die Mykoplasmen in den Zellen
beeinflussen, um die Veranderung der Expression von CD276 und anderen
Faktoren zu bewirken. Unabdingbar fur eine abschlieRende Klarung der Frage
nach dem Einfluss von Mykoplasmen auf die Expression von CD276 ist
aulderdem die Untersuchung einer grof3eren Fallzahl und eine Beteiligung
weiterer Untersucher, um Zufallsbefunde und spontane Mutationen
auszuschlie3en und eine Konsolidierung der Ergebnisse zu erreichen. Dies ist
allerdings aufwendig und erfordert weitere personelle, finanzielle und logistische

Unterstutzung
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5 Zusammenfassung

CD276 ist ein neuer vielversprechender Marker fur die Diagnostik und Behand-
lung von Blasenkrebs. Ziel der Arbeit war die Klarung der Frage, ob und wenn

ja auf welcher Ebene eine haufig asymptomatische Infektion mit Mykoplasmen

einen Einfluss auf die zellulare CD276 Expression bei Blasenkrebs hat.

Es wurde mit infizierten und nicht-infizierten Zellkulturen der kommerziellen
Tumorzelllinien T24, Cal29 und HT1197 und mit aus OP-Praparaten isolierten
Urothelzellen (HL 20/31 und HL 20/32) gearbeitet. Die Methoden umfassen die
Ermittlung der Proliferationsrate und morphologische Unterschiede, Bestim-
mung der CD276 mRNA mittels qRT-PCR, die CD276 Proteinbestimmung
mittels Western Blot und Messung der CD276 Oberflachen-expression in der

Durchflusszytometrie.

Hinsichtlich der Morphologie und Proliferation lief3 sich bei allen mit Myko-
plasmen infizierten Proben ein vermehrter Zelltod und ein weniger koharentes
Wachstum als bei den nicht-infizierten Zellen beobachten. Bei T24 und Cal29
liel® sich zusatzlich eine erhdhte Proliferationsrate bei den infizierten Zellen
beobachten. Im Rahmen der gRT-PCR zeigte sich bei den mit Mykoplasmen
infizierten T24 und HL 20/32 Zellen eine groRere Menge an CD276 mRNA. Bei
den infizierten Cal29, HT1197 und HL 20/31 zeigte sich eine geringere Menge
CD276 mRNA als bei der nicht-infizierten Referenz Gruppe. Bei SDS PAGE
und dem quantitativen Western Blot zeigt sich bei den infizierten Cal29, T24
HL20/31eine geringere Menge CD276 Protein als bei der nicht-infizierten Zell-
population. Bei HT1197 war kein eindeutiger Unterschied erkennbar. Die Durch-
flusszytometrie zeigte bei den infizierten T24 und HT1197 Zellen eine hohere
und bei den infizierten Cal29 eine niedrigere Expression an oberflachlichen

CD276 als bei der gesunden Referenz.

Die Ergebnisse legen einen Einfluss von Mykoplasmen auf die CD276
Expression nahe. Weitere Untersuchungen sind nétig, um die Ergebnisse zu
konsolidieren und die genutzten Signalwege zur Regulierung der CD276
Expression zu erforschen und zu entscheiden, ob bei Blasenkrebs ein sys-
tematisches Screening auf und eine Eradikation von Mykoplasmen sinnvoll ist.
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