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Zusammenfassung

Seitdem Toll-like Rezeptoren (TLR) 1985 eher zufillig als wichtiger Bestandteil des

angeborenen Immunsystems entdeckt wurden, stehen sie im Fokus der Forschung.

Inzwischen wissen wir, dass TLR nicht nur Oberflichenmolekiile eindringender Pathogene
erkennen konnen, sondern unter bestimmten Umstinden auch auf korpereigene Zellen oder auf
topisch applizierte Stoffe reagieren. Dies wird sich zum Beispiel in der Therapie von
Basalzellkarzinomen (BCC) zunutze gemacht, welche topisch mit einem Wirkstoff namens
Imiquimod behandelt werden konnen. Imiquimod aktiviert TLR7 und setzt dadurch eine
Entziindungsreaktion in Gang, durch welche es zu einer Abheilung des vom Tumor betroffenen

Areales der Haut kommt.

Wir untersuchten Gewebsproben von Probanden mit BCC (n=6), Condyloma acuminatum
(n=1), und bowenoider aktinischer Keratose (n=1) vor und nach einer topischen Therapie mit
Imiquimod mittels immunhistochemischer Farbungen auf die Expression von TLR7. Wir
konnten zeigen, dass die Applikation von Imiquimod in 75% der von uns untersuchten Félle zu

einem Anstieg der TLR7 Expression fiihrt.

Auch stellten wir mittels immunhistochemischer Farbungen die TLR7-Expression in einer
Auswahl der hdufigsten Hauterkrankungen dar. Das TLR7-Expressionsmuster zeigte sich als

sehr heterogen und eine Clusterbildung anhand der Expression war nicht moglich.

Da spinozelluldre Karzinome (SCC) auf mRNA-Ebene eine deutlich hohere TLR7-Expression
als BCC aufzeigen (Muehleisen, Jiang et al. 2012), untersuchten wir die genannten epithelialen
Tumoren, sowie den Intermedidrtumor, das basosquamose Karzinom auf die Expression von
TLR7 auf Proteinebene. Es zeigte sich, dass sowohl BCCs als auch SCCs im tumoralen und
peritumoralen immunozelluldren Infiltrat TLR7-positiv anfarbbar sind. So waren 45,8% der
SCC-Gewebsproben TLR7-positiv und 30,4% aller BCC-Proben. Als immunhistochemischer
Marker zur Differenzierung der genannten Tumorentititen ist TLR7 folglich nicht geeignet.
Jedoch konnten wir bei genauer Betrachtung der unterschiedlich differenzierten SCCs zeigen,
dass eine erhohte TLR7-Expression mit einem hdheren Grad der Differenzierung assoziiert ist.

Da die Aufgabe und Funktion (besonders in der Karzinogenese) der TLRs auch heute noch



nicht vollstidndig geklart ist, bedarf es weiterer Forschung. Unsere Ergebnisse deuten auf eine

eher tumorprotektive Funktion von TLR7 hin.

Summary

Since toll-like receptors (TLR) found out to be an important part of the innate immune system

they are in focus of research.

Meanwhile we know that TLR are not only able to recognize the surface molecules of
pathogens but they also react to endogenous cells or topically applied substances. The reaction
to topically applied substances will be for example used in the therapy of basal cell carcinomas
(BCC), which can be treated with a substance called Imiquimod. Imiquimod activates the
TLR7 and thereby initiates an inflammatory reaction, which leads to a healing of the diseased

skin.

We examined tissue samples from subjects with BCC (n=6), condyloma acuminatum (n=1),
and bowenoid actinic keratosis (n=1) before and after topical therapy with Imiquimod using
immunohistochemical staining for expression of TLR7. We were able to show that the

application of imiquimod in 75% of the cases led to an increase in TLR7 expression.

We also visualized TLR7 expression in a selection of the most common skin diseases using
immunohistochemical staining. The TLR7 expression pattern was found to be very

heterogeneous and clustering based on expression was not possible.

Since spinocellular carcinomas (SCCs) show a significantly higher TLR7 expression than BCC
at mRNA level (Muehleisen, Jiang et al., 2012), we examined the epithelial tumors mentioned,
as well as the intermediate tumor, the basosquamous carcinoma, on the expression of TLR7 at
the protein level. It was shown that both BCCs and SCCs in the tumor and peritumoral
immunocellular infiltrate are TLR7-positive stainable. Thus, 45.8% of SCC tissue samples
were TLR7 positive and 30.4% of all BCCs. Consequently, TLR7 is not suitable as an
immunohistochemical marker for the differentiation of the tumor entities mentioned. However,
looking closely at the differentially differentiated SCCs, we were able to show that increased
TLR7 expression is associated with a higher grade of differentiation. Since the task and
function (especially in carcinogenesis) of TLRs is still not fully understood today, further

research is needed. Our results indicate a more tumor-protective function of TLR7.
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1. Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Téglich kommen wir mit einer Vielzahl potenziell pathogener Keime, wie Bakterien, Viren,
Parasiten und Pilzen in Beriihrung. Dass wir nur selten lebensbedrohlich krank werden, haben
wir unserem Immunsystem zu verdanken. Dieses schafft es uns zu schiitzen indem es I.
Pathogene und mogliche Infektionen entdeckt und II. die detektierte Infektion kontrolliert und
im besten Fall den Erreger eliminiert (Murphy, Travers et al. 2008).

Unterteilt wird das Immunsystem in ein angeborenes und in ein erworbenes System. Das
immunologische Gedéchtnis bildet das erworbene Immunsystem. An der ersten Reaktion des

Korpers auf Pathogene ist maBBgebliche das angeborene Immunsystem beteiligt.

1.2 Das angeborene Immunsystem

Die Zellen der Haut und der Schleimhdute bilden gegeniiber der duBeren Umwelt eine
physische und chemische (durch die Sekretion von antimikrobiellen Enzymen und Peptiden)
schiitzende Barriere. Schafft es ein Erreger jedoch diese Barriere zu durchbrechen, so kommt
er in Kontakt mit den Zellen des angeborenen Immunsystems. Zu diesen Zellen zdhlen unter
anderem phagozytierende oder dendritische Zellen. Entdecken sie ein Pathogen, so kommt es
zu einer inflammatorischen Reaktion und das Pathogen wird phagozytiert und dadurch
unschidlich gemacht, oder durch die Sezernation von Zyto- und Chemokinen, reaktiven
Sauerstoff-Spezies oder reaktiven Stickstoff-Verbindungen zerstdrt. Auch virusinfizierte
Zellen werden, nachdem die Infektion detektiert wurde, vermittelt durch Chemokine von
natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) angegriffen. Aber nicht nur korperfremde Zellen werden
erkannt. Ebenfalls werden Molekiile von geschéddigten oder toten Zellen des Wirtes detektiert,
obwohl diese nichtmikrobiellen Ursprungs sind (Abbas, Lichtman et al. 2011).

Das angeborene Immunsystem ist folglich fiir die erste, schnelle Reaktion des Organismus auf

infektiose Erreger verantwortlich. Eindringende Erreger verraten sich durch spezielle, auf ihrer
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Oberfliche befindliche Strukturen, die Pathogen assoziiert sind und auf die im néchsten

Abschnitt weiter eingegangen wird.

1.2.1 Pathogen-associated molecular patterns und pattern recognition receptors

Das angeborene Immunsystem kann hoch konservierte Strukturen von korperfremden
Molekiilen erkennen. Diese werden pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) genannt

(Janeway 2013).

Es gibt drei Eigenschaften die PAMPs auszeichnen:

PAMPs werden nur vom Pathogen und nicht vom Wirt produziert.

PAMPs sind hoch konserviert und essenziell fiir das Uberleben des Pathogens.
Bestimmte PAMPs sind héufig in einer Gruppe von Pathogenen enthalten.

Beispiel: Alle gramnegativen Bakterien enthalten Lipopolysaccharide (LPS) in ihrer dufleren
Zellwand. Wenn LPS erkannt werden, ist es wahrscheinlich, dass es sich bei dem Erreger um

ein gramnegatives Bakterium handelt (Medzhitov and Janeway 2000).

Wie im Abschnitt 1.2 bereits erwihnt erkennen die Zellen des angeborenen Immunsystems
unter bestimmten Umstdnden auch korpereigene Zellen. Dies ist der Fall, wenn die
korpereigenen Zellen durch Infektionen, aber auch steril, zum Beispiel durch Verbrennung
oder chemische Toxine geschddigt werden. In diesem Fall kommt es zum Auftreten von mit
Zellschddigung assoziierten Molekiilen. Genannt werden diese Molekiile damage-associated
molecular patterns (DAMPs). Zellen die durch den normalen Weg der Apoptose sterben,
sezernieren keine DAMPs (Matzinger 1994, Chen and Nunez 2010, Abbas, Lichtman et al.
2011).

Erkannt werden PAMPs und DAMPs von bestimmten mustererkennenden Rezeptoren, den
pattern-recognition receptors (PRR). Diese Rezeptoren sind keimbahnkodiert und weisen
damit, im Gegensatz zu Rezeptoren des erworbenen Immunsystems, eine genetisch festgelegte
Selektivitdt auf, welche sich im Laufe der Evolution entwickelte. Da sich grofie
Pathogengruppen bestimmte PAMPs teilen (s.0.), ist es einer kleinen Gruppe von Rezeptoren

moglich eine Vielzahl von Mikroorgansimen zu erkennen (Medzhitov and Janeway 2000).
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Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die derzeit bekannten PRRs, welche unter anderem in die

Gruppe der 16slichen, der membranstindigen und zytoplasmatischen PRRs eingeteilt werden

konnen.

Tabelle 1:Uberblick iiber derzeit bekannte PRR

Beispielhafter PRR = Lokalisation

Losliche PRRs
Mannose-bindendes = Geldst im
Lektin Blutplasma
Surfactant-Proteine = Geldst im

alveolaren Raum

C3 —Teil des Geldst im

Komplement- Blutplasma

systems

Membranstandige PRRs

Toll-like Membranstindig

Rezeptoren in der dulleren
Zellmembran
sowie in

C-Typ-Lektin- intrazelluldren

Rezeptoren (CLRs) = Membranen

Scavenger-

Rezeptoren (SR)

Zytoplasmatische PRRs

NOD-like- Im Zytoplasma

Rezeptoren (NLRs) | von Phagozyten
und anderen Zellen

RIG-I-like

Rezeptoren (RLRs)

AIM-like receptors
(ALRs)

Funktionale immunologische Eigenschaft

Opsonierung von bakteriellen und viralen
PAMPs und anschlieend Aktivierung des
Komplementsystems.

Opsonierung von bakteriellen und
fungalen PAMPs ohne die Aktivierung
des Komplementsystems.

Detektion bakterieller PAMPs
-> alternativer Weg der
Komplementaktivierung

Bindung von bakteriellen, viralen,
fungalen und parasitdren PAMPs sowie
DAMPs direkt.

- Aktivierung von Signaltransduktions-
wegen (TLR)

-> Phagozytose des Pathogenes (CLR,SR)

Sensoren von bakteriellen PAMPs (NLR)
Sensoren von viraler RNA und DNA und
von bakterieller DNA (RLR&ALR).

Detektion von Pathogenen, die in die Zelle
eindringen konnten oder iiber Phagozytose
aufgenommen wurden.

-> Aktivierung von
Signaltranduktionswegen und

Detektion von danger associated
molecular patterns (DAMPs), die im Falle
eines Zelltodes sezerniert werden.

Referenz

(Medzhitov and
Janeway 2000, Geginat
2014)

(Geginat 2014)

(Abbas, Lichtman et al.
2011)

(Geginat 2014, Hoving,
Wilson et al. 2014)
(Zani, Stephen et al.
2015)

(Abbas, Lichtman et al.
2011, Geginat 2014,
Motta, Soares et al.
2015, Gray, Winship et
al. 2016)
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1.2.2 Toll-like Rezeptoren

Im Jahre 1985 entdeckte Christiane Niisslein-Volhard bei der Forschung an Taufliegen
(Drosophila melanogaster), dass manche der Fliegenlarven anders aussahen als der Rest. Der
ventrale Anteil der Larven war im Gegensatz zum dorsalen Teil unterentwickelt. Sie und ihre
Arbeitsgruppe fanden heraus, dass dafiir die Mutation eines rezeptorkodierenden Gens
verantwortlich ist, welches sie ,, Toll“ nannten (Hansson and Edfeldt 2005). Einige Jahre spéter
zeigte sich, dass erwachsene Taufliegen, welche eine Mutation des Toll-Genes aufwiesen,
Infektionen durch Pilze nicht iiberlebten (Lemaitre, Nicolas et al. 1996). Das durch Niisslein-
Volhard entdeckte Toll-Gen schien neben der Rolle in der Embryogenese der Taufliegen auch
noch eine wichtige immunologische Rolle zu spielen. Mehr als zehn Jahre nach der
Entdeckung von Toll wurde das Interesse an den Toll-Rezeptoren noch groBer als Medzhitov et
al. Parallelen des Toll-Rezeptors zu einem dhnlichen Rezeptor und Kaskaden im angeborenen
Immunsystem von Sdugetieren und Pflanzen fanden (Medzhitov, Preston-Hurlburt et al. 1997).
Der dem Toll dhnliche Rezeptor bekam den entsprechenden Namen: Toll-Like Rezeptor (TLR).
Man fand heraus, dass der damals entdeckte TLR4 dazu in der Lage ist die Lipopolysaccharide
in der Membran von gramnegativen Bakterien zu erkennen und die Transkription von pro-
inflammatorischen Zytokinen zu induzieren (Lemaitre, Nicolas et al. 1996, Medzhitov,

Preston-Hurlburt et al. 1997).

Heute kennen wir eine ganze Familie von membrangebundenen TLRs (TLR1-TLR13) von
denen TLR 1-10 im menschlichen Korper vorkommen. Die verschiedenen TLRs erkennen
unterschiedliche PAMPs und DAMPs und inzwischen konnte jedem Mitglied der humanen
TLR-Familie (auBer TLR10) das dazugehdrige PAMP zugeordnet werden. Einen Uberblick

uber die Familie der humanen TLRs verschafft Tabelle 2 im nichsten Abschnitt.

TLR konnen grob in zwei Untergruppen eingeteilt werden. Die eine Gruppe, zu der TLR1,
TLR2, TLR4, TLRS und TLR6 gehdren, befindet sich in der Membran der Zelloberfldche. Die
PAMPs dieser Gruppe sind vor allem mikrobielle Membranbestandteile wie Lipide,
Lipoproteine und Proteine (Kawai and Akira 2010). Die Rezeptoren TLR3, TLR7, TLRS8 und
TLRO befinden sich intrazelluldr, innerhalb des endoplasmatischen Retikulums, von wo aus sie
iiber den Golgi-Apparat, in intrazellulire Vesikel wie Endosomen, Lysosomen und
Endolysosomen wandern. Thre PAMPs sind hauptsdchlich Nukleinsduren (Chockalingam,

Brooks et al. 2009, Blasius and Beutler 2010, Kawai and Akira 2010).
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Neben korpereigenen Zellen (Akira, Uematsu et al. 2006) scheinen TLRs auch in der Membran

von Krebszellen exprimiert zu werden. Ob dies eine eher tumorproliferative und —suppressive

Auswirkung hat ist derzeit noch nicht vollstindig geklért.

1.2.2.1 Ein Uberblick iiber die humane TLR-Familie

Die Folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die derzeit bekannten humanen TLRs und iiber
eine Auswahl der sie aktivierenden PAMPs und DAMPs.

Tabelle 2: Uberblick iiber die derzeit bekannten humanen TLRs und die sie aktivierenden

PAMPs

Rezeptor

Aktivierendes PAMP oder DAMP

TLRs in der Membran der Zelloberfldche

TLR1

TLR2

TLR1-TLR2
Heterodimer

TLR2-TLR6
Heterodimer

TLR4

TLRS

Lipoproteine
Vorkommend in grampositiven und —negativen Bakterien

Lipoteichonsiuren (LTA)

Vorkommend in der Zellmembran grampositiver Bakterien
Lipoproteine

Lipoglycane

Bestandteile der Zellwand von Mykobakterien

Glycolipide — Phosphatidylmyoinositol Mannoside (PIMs)
Vorkommend in der Zellwand von Mykobakterien
Glykoprotein Himagglutinin (H-Protein)

Vorkommend in der Virushiille des Masernvirus
Zytomegalievirus-Virionen

DAMP: high-mobility group box 1 (HMGB1), Heat shock
proteins (HSP)

Triacylierte Lipopeptide
aus gramnegativen Bakterien und Mykoplasmen

Diacylierte Lipopeptide
aus gramnegativen Bakterien und Mykoplasmen

Lipopolysaccharide (LPS)

vorkommend auf der Zellmembran gramnegativer Bakterien
Fusionsprotein des respiratorischen Synzytial-Virus (RSV)
umbhiilltes Virus aus der Familie der Pneumovirinae
Pneumolysin

des Streptococcus pneumoniae

Paclitaxel

Zytostatisches Medikament

DAMP: high-mobility group box 1 (HMGB1), HSP

Flagellin Protein
Proteinkomponente des Filaments in den Geifleln von
grampositiven und —negativen Bakterien

Quellen

(Alexopoulou,
Thomas et al. 2002)

(Alexopoulou,
Thomas et al. 2002,
Bieback, Lien et al.
2002, Compton,
Kurt-Jones et al.
2003, Gilleron,
Quesniaux et al.
2003, Akira,
Uematsu et al. 20006,
Abbas, Lichtman et
al. 2011, Tsung,
Tohme et al. 2014)

(Akira, Uematsu et
al. 2006)

(Akira, Uematsu et
al. 2006)

(Medzhitov,
Preston-Hurlburt et
al. 1997, Kurt-
Jones, Popova et al.
2000, Akira,
Uematsu et al. 20006,
Abbas, Lichtman et
al. 2011, Tsung,
Tohme et al. 2014)

(Hayashi, Smith et
al. 2001)
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TLRs in der Membran von Endosomen

TLR3 Doppelstringige RNA (dsRNA) (Alexopoulou, Holt
Assoziiert mit viralen Infektionen als Replikationszwischenprodukt | et al. 2001, Tabeta,
von ssRNA-Viren oder als Nebenprodukt der Transkription von Georgel et al. 2004,
DNA-Viren Akira, Uematsu et
Vorkommend in: Murinen Zytomegalievirus (MCMV) al. 2006, Li, Li et al.
Virale einzelstrang-RNA (ssRNA) 2012)
Beispiel: Hepatitis C Virus (HCV)
TLR7 Imidazolquinolone (Hemmi, Kaisho et
Wie zum Beispiel Imiquimod al. 2002, Diebold,
Virale ssRNA Kaisho et al. 2004,
Aus RNA Viren Heil, Hemmi et al.
Bakterielle RNA 2004, Eberle, Sirin
et al. 2009)
TLRS Imidazolquinolone (Diebold, Kaisho et
Virale ssRNA al. 2004, Heil,
Hemmi et al. 2004,
Gorden, Qiu et al.
20006)
TLR9 Nichtmethylierte Cytidin-Guanosin-Dinukleotide (CpG- (Hemmi, Takeuchi
Motive) et al. 2000,
Bestandteil bakterieller und viraler DNA Hartmann, Endres et
Beispielsweise: MCMV, Hepes simplex Virus(HSV)-1lund HSV-2 | al. 2001, Lund, Sato
Haemozoin et al. 2003,
Auch ,,Malariapigment® genannt, entsteht beim Abbau von Hochrein, Schlatter
Héamoglobin durch Malaria Parasiten et al. 2004, Tabeta,
DAMP: HMGBI1 Georgel et al. 2004,
Coban, Ishii et al.
2005, Tsung,
Tohme et al. 2014)
TLR10 PAMP derzeit nicht bekannt (Regan, Nally et al.

Spielt moglicherweise eine Rolle in er Detektion von
Influenzaviren, sowie bei der Detektion von Listeria
monocytogenes

2013, Lee, Kok et
al. 2014, Jiang, Li et
al. 2016)

1.2.2.2 TLR — Aufbau des Rezeptors

Nachdem im vorherigen Abschnitt erldutert wurde was TLRs sind und was ihre Aufgabe ist,
soll der folgende Abschnitt eine Vorstellung davon geben, wie diese besonderen Rezeptoren

aufgebaut sind.

TLRs sind Typ-1-Transmembranproteine, durchqueren die Phospholipiddoppelschicht einer
Membran einmal vollsténdig und bestehen aus einer extrazelluldren-, einer transmembran- und

einer intrazelluliren-Doméne (Bell, Mullen et al. 2003, Voet, Voet et al. 2010). Die
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extrazellulire Doméne wird aus 16-28 (Matsushima, Tanaka et al. 2007) leucinreichen
Wiederholungen gebildet (Medzhitov and Janeway 2000, Bell, Mullen et al. 2003, Blasius and
Beutler 2010) und ist fiir die Erkennung von PAMPs und DAMPs verantwortlich. Die
Signalweiterleitung erfolgt durch die intrazellulire Domine, welche bei allen TLRs eine so
genannte Toll-Interleukin-1-Rezeptor (TIR) Domidne ist. Diese wird aufgrund der
Sequenzédhnlichkeit zwischen dem Interleukin-1 Rezeptor Typ 1 und dem Drosophila

melanogaster protein Toll so genannt (Gay and Keith 1991).

extrazelluldr

Leucinreiche Wiederholungen

N-terminale Doméane

C-terminale Doméane
000000000000000 000000000000000

Zellmembran

000000000000000

Toll-IL1-Rezeptor/TIR-Doméane

intrazelluldr

Abbildung 1: Struktur eines Toll-like Rezeptors

Alle TLRs bestehen aus einer extrazelluldren-, einer transmembran- und einer intrazelluliren Doméne.
Die extrazellulire Doméne wird durch leucinreiche Wiederholungen (LRR) gebildet. Die intrazelluldre
Domine besteht aus einem Toll-IL1-Rezeptor. Uber die intrazellulire Domine erfolgt die weitere
Signaltransduktion. Die Ligandenbindung erfolgt an der konkaven Seite der hufeisenformig
angeordneten leucinreichen Wiederholungen.
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1.2.2.3 TLR - Signalkaskade

Bindet ein TLR ein PAMP, kommt es zur Interaktion zwischen zwei TLRs, indem diese
Dimere bilden. Durch die Bildung von Heterodimeren wird ein noch grofleres Repertoire an
PAMPs erkannt, als durch die Bildung von Homodimeren alleine. Zudem fiihrt die
Dimerisation dazu, dass sich die intrazelluldren TIR-Doménen einander anndhern. Nach der
Anndherung der TIR-Doménen findet die Rekrutierung von TIR-Doménen enthaltenden
Adaptermolekiilen statt (Abbas, Lichtman et al. 2011). Je nach TLR und dem dazugehorigen
Adaptermolekiil erfolgt die Aktivierung verschiedener Signalkaskaden. Es sind vier
verschiedene Adaptermolekiile bekannt: MyD88, TIRAP (Mal), TRIF und TRAM. Vereinfacht
kann man sagen, dass alle TLR bis auf TLR3, zumindest zum Teil, MyD88 abhéngig sind.
TLR3 leitet die Signale iiber das Adaptermolekiil TRIF weiter (Akira, Uematsu et al. 2006).
TLR4 ist der einzige TLR, der alle vier Adapter benutzt. Am Ende beider Signalkaskaden
erfolgt die Aktivierung von verschiedenen Trankriptionsfaktoren von denen der nuclear factor
kB (NF«B), das aktivator Protein 1 (AP-1), der interferon response factor 3 (IRF3) und der
IRF7 die wichtigsten darstellen. NFkB und AP-1 induzieren weiter die Expression von Genen,

die fiir eine akute inflammatorische Reaktion bendtigt werden.
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extrazellular

TLR1,
TLR2,
TLR5,
TLR6 TLR4
000000000000000000000000 000000000000000000000 000000000000
} Zellmembran
00000000C000000000000000 000000000000000000000 000000000000000000

Zytoplasma

-> Expression -> Expression von Interferon a und 8
proinflammatorischer Zytokine

Nukleus

Abbildung 2: Signalweg nach TLR-Aktivierung

Die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF«xB, AP-1, IRF3 und IRF7 erfolgt sowohl iiber die
MyD88-abhingige Signalkaskade als auch iiber die TRIF-abhéngige Signalkaskade. NFkB und AP-1
induzieren weiter die Expression von proinflammatorischen Zytokinen. IRF3 und IRF7 induzieren die

Sekretion von Interferon a&p, welche eine Rolle bei der antiviralen Immunantwort spielen. Bis auf
TLR3 sind alle TLRs zumindest zum Teil MyD88 abhéngig.
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1.2.3 Toll-like Rezeptoren und Tumoren

TLRs erkennen PAMPs und DAMPs und fordern nach Erkennen dieser durch eine
inflammatorische Reaktion, sowie durch die Aktivierung des Immunsystems, die Abwehr von
in den Korper eingedrungenen Pathogenen (Hemmi and Akira 2005). In dieser Rolle befinden
sich TLRs in der Membran von korpereigenen Immunzellen. Inzwischen wissen wir aber, dass
sich TLRs nicht nur in der Membran von Immunzellen, sondern auch in der Membran und in
der Umgebung von Krebszellen befinden (Sato, Goto et al. 2009). Die Rolle, die TLRs in der
Tumorgenese und Tumorprogression spielen, wird derzeit noch kontrovers diskutiert. Jedoch
scheint eine inflammatorische Komponente in der Mikroumgebung eines fast jeden Tumors

prasent zu sein (Colotta, Allavena et al. 2009).

DAMPs werden nicht nur von kdrpereigenen Zellen, sondern auch von gesunden, verletzten
oder nekrotischen Tumorzellen sezerniert. Erkennen TLRs diese, werden diverse
Signalkaskaden in Gang gesetzt, wodurch es zur Sezernierung von Karzinogenen wie z.B. NF-
kB, NOS2, antiapoptotischen und Angiogenese fordernden Proteinen und zur Freisetzung von
Wachstumsfaktoren kommt. Mdoglicherweise beeinflusst der chronische Entziindungsreiz die
Mikroumgebung des Tumors und fordert so letzten Endes das Uberleben des Tumors, sowie

seine Progression durch die verdnderte Mikroumgebung (Rakoff-Nahoum and Medzhitov

2009, Sato, Goto et al. 2009, Ridnour, Cheng et al. 2013).

Auf der anderen Seite werden TLR-Agonisten auch in der Tumortherapie eingesetzt. So
wurden bereits einige TLR-Agonisten in der klinischen Therapie getestet. Zugelassen und
erfolgreich eingesetzt werden derzeit jedoch nur zwei - das Bacillus-Calmette-Guérin (BCG),
welches in der Therapie der Harnblasenkarzinoms zugelassen ist (Leitlinienprogramm
Onkologie 2016), sowie der TLR7 Agonist Imiquimod (Guha 2012). Auf den zuletzt

genannten wird im Folgenden genauer eingegangen.

1.2.3.1 TLR7 Agonist Imiquimod und dessen Rolle in der Tumortherapie

Wie dem vorherigen Abschnitt entnommen werden kann, spielen TLRs eine mogliche Rolle in
der Entwicklung und Progression von Tumoren. Damit stellen sie einen interessanten
Angriffspunkt fiir Therapien dar. Ein TLR-Agonist, der als Immunotherapeutikum zugelassen

ist, ist Imiquimod. Bei Imiquimod handelt es sich um ein Imidazochinolin-Amin, welches
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strukturell Nukleosid-Analoga dhnelt. Die Creme Aldara® enthélt 5% Imiquimod und ist in
Deutschland zur Therapie von aktinischen Keratosen oberfliachlichen Basalzellkarzinomen
(BCC) und &duBerlichen Feigwarzen, den Condylomata acuminata, im Genital- und
Perianalbereich zugelassen (Rote Liste® Service GmbH 2017). Nach den aktuellen Leitlinien
zur Therapie von BCCs ist die chirurgische Exzision Mittel der ersten Wahl
(Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften (AWMF)-
Stindige Kommission Leitlinien 2013). Jedoch auch durch die Applikation von Imiquimod
werden bei oberflichlichen BCCs Heilungsraten von iiber 80% erreicht und so stellt diese
Form der Therapie, besonders bei dlteren oder nicht operablen Patienten, eine gute Alternative
zur operativen Behandlung dar (Marks, Gebauer et al. 2001, Schulze, Cribier et al. 2005). Uber
einen Zeitraum von 5 Jahren bleibt die Anzahl der Rezidive nach einer Therapie mit
Imiquimod sehr gering. Und wenn, dann zeigt sich das fehlende Ansprechen auf die Therapie
bereits innerhalb des ersten Jahres nach Behandlungsbeginn (Williams, Bath-Hextall et al.
2017). Auch in der Therapie anderer Tumoren zeigten sich in Mausmodellen tumorsuppressive
Effekte, induziert durch Imiquimod. So fiihrte die Applikation von Imiquimod beispielsweise
zur Regression von Mammakarzinomen (Lu, Wagner et al. 2010) und zu einer Verringerung
des Dysplasiegrades oraler Gewebsverdanderungen (Gkoulioni, Eleftheriadou et al. 2010). Auch
lie sich das Tumorwachstum von Zelllinien des oralen Plattenepithelkarzinoms effektiv durch

Imiquimod inhibieren und das Tumorwachstum somit stoppen (Ahn, Kwon et al. 2012).

Der exakte molekulare Mechanismus, der hinter der Wirkung von Imiquimod steckt, ist bisher

noch nicht vollstindig geklért. Bisher wissen wir:

D Durch die Bindung von Imiquimod an TLR7 kommt es zur direkten Aktivierung des
MyD88 abhéngigen Signalweges und somit insbesondere zur Aktivierung von NFkB und in
der Folge zur Induktion von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen (Hemmi,
Kaisho et al. 2002). Die sezernierten Zytokine induzieren wiederum eine Tpl-gewichtete,
zelluldre Immunantwort, sowie die Umwandlung von dendritischen Zellen zu dendritischen

Killerzellen. Die Killerzellen wiederum greifen Tumorzellen an (Drobits, Holcmann et al.

2012).

(I)  Durch die Applikation von Imiquimod kommt es zur Migration von plasmazytoiden
dendritischen Zellen in die Haut, welche als primire Sensoren von Imiquimod fungieren
(Garzorz-Stark, Lauffer et al. 2018). Diese Untergruppe der dendritischen Zellen exprimiert

TLR7 auf ihrer Zelloberfliche und produziert das Immunsystem regulierende Zytokine wie
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Interleukin-21 (Garzorz-Stark, Lauffer et al. 2018) und Typ I Interferone wie INF-a (Urosevic,
Dummer et al. 2005).

(IIT)  Imiquimod wirkt antiangiogenetisch (Li, Li et al. 2005, Majewski, Marczak et al. 2005)

und proapoptotisch auf Tumorzellen (Schon, Wienrich et al. 2004, Vidal, Matias-Guiu et al.
2004).

(IV)  Der Hedgehog-Signalweg, der fiir die Tumorgenese von BCCs einen der wichtigsten
darstellt (Gailani, Stahle-Backdahl et al. 1996, Aszterbaum, Rothman et al. 1998), wird durch
Imiquimod direkt inhibiert (Wolff, Loipetzberger et al. 2013).

(V) Imiquimod wirkt auch TLR7 unabhéngig iiber den Adenosin-2a (Aa2) Rezeptor. Auch
iiber diesen Rezeptor kommt es zur Induktion proinflammatorischer Zytokine (Schon, Schon et
al. 20006).

1.3 Imiquimod in der Therapie von Hauterkrankungen

Wie im vorherigen Abschnitt erwidhnt, ist die topische Applikation von Imiquimod in
Deutschland zur Therapie von aktinischen Keratosen, oberflichlichen BCCs und Condylomata
acuminata zugelassen (Rote Liste® Service GmbH 2017). Aber auch nach der Off-label
Anwendung von Imiquimod in der Therapie anderer Erkrankungen =zeigten sich in

Einzelfallberichten klinische Erfolge.

Der TLR7 Agonist wird jedoch derzeit verwendet, ohne dass bisher bekannt ist, ob TLR7 als
Angriffspunkt von Imiquimod schon in der Haut exprimiert, oder ob die Expression erst durch
die topische Applikation induziert wird. Um heraus zu finden, wie die basale TLR7 Expression
ist und eventuell ein mogliches Cluster zu erstellen, untersuchten wir eine Auswahl der 24

hiufigsten Erkrankungen der Haut auf die Expression von TLR7.

Die Folgende Tabelle (Tabelle 3) gibt einen Uberblick iiber die von uns auf die Expression von
TLR7 untersuchten Hauterkrankungen, sowie iiber eine Auswahl der Therapiemoglichkeiten

dieser.
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Tabelle 3: Die von uns auf die Expression von TLR7 untersuchten Hauterkrankungen und eine Auswahl der Therapiemaoglichkeiten

Diagnose

Infektiose Erkrankungen

Acrodermatitis
chronica atrophicans

Condylomata
acuminata

Verruca vulgaris

Tinea corporis

Definition

Hauterkrankung im Spétstadium einer
Infektion mit Borrelien

Durch humane Papillomviren (HPV)
ausgeldste anogenitale Viruswarzen

Durch HPV ausgeldste Viruswarzen

Durch Dermatophyten ausgeldste
entziindliche Dermatophytose

Chronisch inflammatorische Erkrankungen

Ekzem

Lichen planus

Neutrophile Dermatosen

Entziindung von Epidermis und Dermis als
Reaktion auf eine Vielzahl exogener Noxen
und endogener Reaktionsfaktoren

Selbstlimitierende Erkrankung der Haut und
Schleimhéute ungeklirter Atiologie

Arzneimittelexanthem @ Kutane Reaktion nach

Vaskulitis

Medikamenteneinnahme

Entziindliche Verdnderung der Blutgefaie
unterschiedlicher Genese (Allergie, Infekt,..)

Therapie

- Antibiotische Therapie

- Topisch Imiquimod

- Mechanische Verfahren (z.B. Kryotherapie)

- Topisch z.B. Imiquimod (Off-label)

- Mechanische Verfahren (z.B. Kryotherapie)

- Antimykotika topisch
- Bei schweren Verldufen systemisch

- Basistherapie

- topisch immunsuppressiv bei Exazerbation
(Glukokortikoide)

- UV-Lichttherapie

- Topisch immunsuppressiv (Glukokortikoide)

- UV-Lichttherapie

- Absetzen des Ausldsers
- Immunsuppressive systemische Therapie
(Glukokortikoide)

- Systemisch immunsuppressiv
(Glukokortikoide)

Quellen

(Deutsche Gesellschaft fiir Dermatologie 2016)

(Sauder, Skinner et al. 2003, Arbeitsgemeinschaft
der Wissenschaftlichen Medizinischen
Fachgesellschaften 2006, Ockenfels 2016)

(Hengge, Esser et al. 2000, Hanna, Abadi et al. 2016,
Ockenfels 2016)

(Deutsche Dermatologische Gesellschaft /
Deutschsprachige Mykologische Gesellschaft 2008,
Altmeyers Enzyklopadie 2017)

(Dirschka, Hartwig et al. 2011, Altmeyers
Enzyklopadie 2017)

(Dirschka, Hartwig et al. 2011)

(Dirschka, Hartwig et al. 2011)

(Dirschka, Hartwig et al. 2011)
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Pyoderma
gangraenosum

Sweet Syndrom

Nichtinfektiose Dermatose, unklarer Genese

Akute, hoch fiebrige Systemerkrankung,
meist infektallergisch

Granulomatdse Erkrankungen

Granuloma anulare

Rosazea

Sarkoidose

Benigne granulomatdse Erkrankung unklarer
Genese

Entziindliche, das Gesicht betreffende,
Dermatose des Erwachsenenalters
multifaktorieller Genese

Systemerkrankung, unklare Genese,
genetische Pradisposition

Bullose Autoimmunerkrankungen

Bulloses Pemphigoid

Pemphigus vulgaris

Kollagenosen

Morphea

Lichen sclerosus et
atrophicus

Autoimmunerkrankung mit Bildung von
Antikdrpern gegen hemidesmosomale
Strukturproteine

Autoimmunerkrankung mit Bildung von
Antikdrpern gegen desmosomale Proteine

Chronisch entziindliche
Bindegewebserkrankung unklarer Atiologie

Chronisch entziindliche
Bindegewebserkrankung der Haut und
Schleimhiute

- Hochdosiert systemisch immunsuppressiv
(Glukokortikoide)

- Systemisch immunsuppressiv
(Glukokortikoide)

- Hohe Spontanheilungsrate
- Lokal immunsuppressiv (Glukokortikoide)
- Mechanische Verfahren (z.B. Kryotherapie)

- Antibiotische Therapie
- Operative Abtragung des Rhinophyms

- Kutane Sarkoidose: topisch
immunsuppressiv (Glukokortikoide)

- Systemisch Immunsuppressiv (z.B
Glukokortikoide, Azathioprin)

- Systemisch Immunsuppressiv (z.B
Glukokortikoide, Azathioprin)

- Topisch immunsuppressiv
(Glukokortikoide)

- Off-label: Imiquimod

- UV-Lichttherapie

- Topisch immunsuppressiv
(Glukokortikoide)
- Hormonell bei genitalem Auftreten

(Dirschka, Hartwig et al. 2011)

(Dirschka, Hartwig et al. 2011)

(Dirschka, Hartwig et al. 2011)

(Deutsche Dermatologische Gesellschaft 2008)

(Dirschka, Hartwig et al. 2011)

(Dirschka, Hartwig et al. 2011)

(Dirschka, Hartwig et al. 2011)

(Deutsche Dermatologische Gesellschaft 2014)

(Dirschka, Hartwig et al. 2011, Altmeyers
Enzyklopadie 2017)
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Lupus erythematodes

Tumoren

Aktinische Keratose

Lentigo maligna

Malignes Melanom

Morbus Bowen

Mycosis fungoides

Erkrankung der Haare

Alopecia areata

Chronisch entziindliche
Autoimmunerkrankung

Haufigstes in-situ-Karzinom der Haut
hellhdutiger Menschen

Melanoma in situ

Maligner Tumor der pigmentbildenden Zellen

Intraepidermales Carcinoma in situ

Niedrig malignes T-Zell Lymphom der Haut

Potenziell reversibler Haarausfall unklarer
Atiologie

- UV-Karenz
- Topisch oder systemisch immunsuppressiv
(z.B. Glukokortikoide)

- Antimalariamedikamente (z.B. Chloroquin)

- Topisch: Imiquimod

- mechanische Verfahren (z.B. oberflachliche

Abtragung mittels Skalpell)
- Lichttherapie (Photodynamische Therapie)

- Operativ
- Off-label: Imiquimod

- Operativ
- Therapie von kutanen Metastasen: off-
label: Imiquimod

- Operativ
- Topisch off-label: Imiquimod

- Topisch immunsuppressiv
(Glukokortikoide)

- Off-label: Imiquimod

- UV-Lichttherapie

- Polychemotherapie (im Tumorstadium)

- Topisch oder systemisch antientziindlich
(mit Glukokortikoiden) oder leicht reizend
(mit Cignolin)

(Deutsche dermatologische Gesellschaft 2008,
Dirschka, Hartwig et al. 2011)

(Deutsche dermatologische Gesellschaft 2011,
Dirschka, Hartwig et al. 2011)

(Enzyklopédie Dermatologie 2017, Tio, van der
Woude et al. 2017)

(Steinmann, Funk et al. 2000, Bong, Bonnekoh et al.
2002, Dirschka, Hartwig et al. 2011, Florin, Desmedt
et al. 2012, Aspord, Tramcourt et al. 2014)

(Goorney and Polori 2004, Mandekou-Lefaki, Delli
et al. 2005, Dirschka, Hartwig et al. 2011, Kishi,
Shimizu et al. 2015, Enzyklopéddie Dermatologie
2017)

(Dirschka, Hartwig et al. 2011, Deutsche
Krebsgesellschaft 2017)

(Dirschka, Hartwig et al. 2011)
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1.4 Ziel der Dissertation

TLR7 Agonisten werden zur Therapie diverser Hauterkrankungen eingesetzt, ohne dass derzeit
bekannt ist, welche Erkrankungen TLR7 exprimieren. Mittels immunhistochemischer
Féarbungen untersuchten wir 164 Proben einer Auswahl von 24 der haufigsten Erkrankungen
der Haut. Bei diesen handelte es sich um akut infektiose-, chronisch infektiGse-,
granulomatdse- und Autoimmunerkrankungen, Tumoren und Tumorvorstufen, sowie
Kollagenosen. Ziel war es auf der Proteinebene die basale TLR7-Expression in diesen
Gewebsproben darzustellen und herauszufinden, ob es moglich ist, einige der

Hauterkrankungen aufgrund ihres TLR7-Expressionsmusters zu charakterisieren.

Seit der Entdeckung von TLRs stehen diese im Fokus der Forschung. Die vollstindige
Funktion und Aufgabe dieser Rezeptoren ist jedoch bis heute noch immer nicht ganz bekannt.
So scheinen sie neben der wichtigen Rolle als Bestandteil des angeborenen Immunsystems

auch bei der Entstehung von Tumoren von Bedeutung zu sein.

Bisher wissen wir nicht, ob TLRs das Auftreten von Tumoren echer induzieren und die
Tumorgenese fordern, oder ob ihre Aufgabe genau das Gegenteil, also ein eher anti-
tumorproliferativer Effekt ist. Auf mRNA-Ebene zeigen SCCs eine vielfach erhdhte TLR7
Expression im Vergleich zu BCCs (Muehleisen, Jiang et al. 2012), unser Ziel war es
herauszufinden, ob ein dhnliches Ergebnis auch auf der Proteinebene zu finden ist und ob
TLR7 als Marker zu Differenzierung von BCCs, SCCs und dem basosquamosen Karzinom

(BSC) dienen konnte.

Neben der chirurgischen Exzision ist eine mdgliche Therapieoption zu Behandlung von BCCs,
unter anderem die topische Therapie mit Imiquimod. Besonders fiir dltere und/oder nicht
operable Patienten stellt diese Art der Therapie eine gute Alternative dar. Vereinfacht gesagt,
kommt es nach dem Auftragen der Creme iiber TLR7 zu einer Aktivierung des angeborenen
Immunsystems, einer Entziindungsreaktion und in 80% der Fille zu einer Abheilung des
Hauttumors (Schulze, Cribier et al. 2005). Bisher wusste man nicht, ob TLR7 schon in der
Haut vorhanden ist, oder ob dessen Expression erst durch das Auftragen des Wirkstoffs
induziert wird. Wir machten es uns zur Aufgabe diese Frage zu kldren und untersuchten
Hautproben von Patienten mit BCCs vor und nach einer Therapie mit Imiquimod auf die

Expression von TLR7.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

Material fiir die Gewinnung der Haut Biopsien
Reagenzien

Xylonest 1% mit Adrenalin 1:200 000
Octeniderm Antiseptische Losung
Paraformalin

Aldara® 5% Creme

Arbeitshilfen und Materialien

Steriles chirurgisches Set (inklusive Schere und
Zangen)

Raucodrape 90x75 cm chirurgisches Lochtuch

Biopsie Stanze 3mm
Biopsie Stanze 2mm

Dafilon 4/0 (1,5 metric) Nahtmaterial,
REF 0936235

Sterican® Einmalkaniilen 20G und 30G

2 ml Spritze

Material fiir die Inmunhistochemie
Reagenzien

Bond ™ Wash Solution 10x

Bond ™ Epitope Retrieval Solution 1 and 2
Bond ™ Dewax Solution

Bond ™ Polymer Refine Red Detection Kit
Ethanol 70%

Ethanol 80%

Ethanol 96%

Absoluter Alkohol

Xylol

AstraZeneca (London, United Kingdom)
Schiilke & Mayr GmbH (Norderstedt)
Fischar Otto GmbH & Co. KG (Saarbriicken)

Meda Pharma (Solna, Sweden)

Gewdohnliche chirurgische Instrumente,
unterschiedliche Hersteller

Lohmann & Rauscher GmbH & Co. KG
(Neuwied)

Stiefel Laboratorium GmbH (Offenbach am Main)
Stiefel Laboratorium GmbH (Offenbach am Main)

B. Braun Melsungen AG (Melsungen)

B. Braun Melsungen AG (Melsungen)

B. Braun Melsungen AG (Melsungen)

Leica Biosystems (Wetzlar)
Leica Biosystems (Wetzlar)
Leica Biosystems (Wetzlar)
Leica Biosystems (Wetzlar)
Briiggemann (Heilbronn)
Fischar (Saarbriicken)
Fischar (Saarbriicken)
Fischar (Saarbriicken)

Hedinger (Stuttgart)

26



Antikorper

anti TLR7 ab124928 0,648mg/ml

Bond primary antibody diluent AR 9352
Technische Gerite, Materialien und Software

Mikroskop Objekttrager Superfrost Plus
25x75mm

Eukitt® quick-hardening mounting medium

Mikroskop Deckglas 24x60 mm

Mikrotom RM 2255
BOND-MAX Autostainer system
Universal Ofen

BX45 widefield microscope. ausgestattet mit
10x/0.25, 20x/0.40 und 40x/0.65 Objektiven,

einer SC30 Digitalkamera und cellSens Software

Apple iPad 4 mit Visual Counter Applikation
R Version R 3.3.2 (2016-10-31)

Material fiir die Inmunfluoreszenz
Reagenzien

Citric acid monohydrate

Sodium hydroxide solution (NaOH) 1N
Hydrochloric acid (HCI) 5N

KCl

Na,HPO,

KH,PO,

Trizma base

EDTA

Sodium chloride (NaCl)

Tween 20 Detergent

Roticlear®

Abcam (Cambridge, United Kingdom)

Leica Biosystems (Wetzlar)

Gerhard Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH &

Co. KG (Braunschweig)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Gerhard Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH &

Co. KG (Braunschweig)
Leica Biosystems (Wetzlar)
Leica Biosystems (Wetzlar)
Memmert (Schwabach)

Olympus (Tokio, Japan)

Apple Inc. (Cupertino, USA)

R Core Team (2016). R: A language and
environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, (Wien,
Osterreich).

Merck KGaA (Darmstadt)

Merck KGaA (Darmstadt)

Merck KGaA (Darmstadt)

Merck KGaA (Darmstadt)

Merck KGaA (Darmstadt)

Merck KGaA (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (St.Louis, USA)

Merck KGaA (Darmstadt)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)
Merck Millipore , Merck KGaA (Darmstadt)
Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)
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Citrate Puffer

EDTA Puffer

Tris-Puffer 10x

PBS 10x

Sudan Black B

Hydrogen peroxide (H,0,) 30% solution
DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol)
Vectashield Antifade Mounting Medium
Ethanol, isopropanol (denaturiert)
Antikdrper und Seren

Normal goat serum

Normal donkey serum

Anti TLR7 ab124928 0,648mg/ml
Mouse anti-CD2

Mouse anti-cytokeratin AE1&AE2
Technische Gerite und Materialien

InoLab pH 7110 (pH meter)

Kern 770 (precision balance)
Schnellkochtopf “Perfect” (4,5 1)
Universal Ofen (fiir die Deparaffinisation)
Rotilab Einweg-Wiegeschalen

Riihrstiabe und Metallloffel

Citric acid monohydrate 4.2 g hinzufiigen zu
2 1dH»0
Anpassen des pH auf 6.0 mit NaOH

0.37 g EDTA hinzufiigen zu
dH,0 1000 ml
Anpassen des pH auf 8.0 mit IN NaOH

Trizma Base 60.5 g

hinzufiigen zu 700 ml dH,0
anpassen des pH auf 7.6 mit HCI
hinzufiigen von NaCl 90 g
hinzufiigen zu 1000 ml dH,0

Na,HPO, 14.4 g,

NaCl 80 g

KCl 2¢g

dH,0 1000 ml

mischen und anpassen des pH auf 7.4

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Vector Laboratories (Burlingame, USA)

Clinic pharmacy

Life Technologies (Carlsbad, USA)
Life Technologies (Carlsbad, USA)
Abcam (Cambridge, United Kingdom)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Zytomed Systems

WTW Wissenschaftlich-Technische Werkstétten
GmbH (Weilheim)

Kern & Sohn GmbH (Balingen)

Wiirttembergische Metallwarenfabrik (Geislingen)

Memmert (Schwabach)
Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)

Diverse Hersteller
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Spritzengetriebene Filtereinheit Millex-HV PVDF
0,45mm

Omnifix 20 ml Spritze

StainTray slide staining system

Staining dishes

PAP PEN MaxTag™ hydrophobic barrier pen

Mikroskop Deckglas 24x60 mm

Nagelack, farblos

IX73 Inversmikroskopsystem ausgestattet mit
4x/0.13, 20x/0.45 und 40x/0.60 Objektiven und
einer XM 10 monochromen, gekiihlten CCD
Kamera mit cellSens Software

Mikroskop Objekttrager Superfrost Plus
25x75mm

Merck Millipore , Merck KGaA (Darmstadt)

B. Braun Melsungen AG

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Diverse manufacturers

Rockland antibodies & assays (Gilbertsville, USA)

Gerhard Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH &
Co. KG (Braunschweig)

P2 cosmetics (Karlsruhe)

Olympus (Tokio, Japan)

Gerhard Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH &
Co. KG (Braunschweig)
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2.2 Methoden

1.2.4 2.2.1 Epidemiologische Daten

2.2.1.1 TLR7-Expression in unterschiedlichen Hauterkrankungen
Alle verwendeten, in Paraffin eingebetteten Proben stammen aus dem Archiv der Klinik und

Poliklinik fiir Dermatologie und Allergologie der Technischen Universitdt Miinchen.

Die Gewebsproben wurden zum Zwecke der Routinediagnostik mit dem Einverstindnis der
jeweiligen Patienten entnommen. Die Proben unterliefen einer Himatoxylin-Eosin-Farbung

und wurden von zwei unabhingigen Histologen begutachtet.

Die durchgefiihrte Studie umfasst 164 Patienten (90 Minner, 74 Frauen). Das mittlere Alter
war 52,7 Jahre (von 7 bis 82 Jahre).

Die Studie umfasste die folgenden Hauterkrankungen:

Diagnose n mainnlich weiblich

Infektiose Erkrankungen

Acrodermatitis chronica atrophicans 4 4 0
Condyloma acuminata 10 9 1
Verruca vulgaris 8 4 4
Tinea 10 8 2

Chronisch inflammatorische Erkrankungen
Ekzem 10 6 4
Lichen planus 8 2 6

Neutrophile Dermatosen

Arzneimittelexanthem 7 4 3
Vaskulitis 9 4 5
Pyoderma gangraenosum 9 3 6
Sweet Syndrom 5 2 3
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Granulomatdse Erkrankungen

Granuloma anulare 5 0 5
Rosazea 8 5 3
Sarkoidose 8 6 2

Bull6se Autoimmunerkrankungen

Bulléses Pemphigoid 1 0 1
Pemphigus vulgaris 3 2 1
Kollagenosen

Morphea 5 2 3
Lichen sclerosus et atrophicus 4 0 4
Lupus erythematodes 10 5 5
Tumoren

Aktinische Keratose 8 5 3
Lentigo maligna 7 6 1
Malignes Melanom 7 4 3
Morbus Bowen 5 2 3
Mycosis fungoides 5 3 2

Erkrankungen der Haare
Alopecia areata 7 4 3

Summe 164 90 74

2.2.1.2 TLR7-Expression in malignen epithelialen Tumoren
Auch hier stammen die verwendeten Gewebsproben aus dem Archiv der Klinik und Poliklinik
fiir Dermatologie und Allergologie der Technischen Universitdt Miinchen.

Die Gewebsproben wurden mit dem Einverstdndnis der jeweiligen Patienten entnommen und
dienten der Diagnosesicherung. Die Proben unterliefen einer Himatoxylin-Eosin-Fiarbung und

wurden von zwei unabhéngigen Histologen begutachtet.
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Die Studie umfasste 51 Patienten (32 Minner, 19 Frauen) und das mittlere Alter der Patienten
betrug 77 Jahre. Die Studie umfasste 24 spinozellulire Karzinome (SCC), 23 BCCs und 4
BSCs.

Die SCCs wurden nach der Broders Klassifikation(Schwab 2012) in die drei Subtypen G1= gut
differenziert, G2= méBig differenziert und G3= schlecht differenziert eingeteilt. Die BCC in

die Subtypen ,,superfiziell*“ (n=9), ,,solide* (N=8) und ,,sklerodermiform* (n=6).

2.2.1.3 TLR7-Expression vor und nach einer Therapie mit Imiquimod

Es haben 8 Patienten (6 Minner, 2 Frauen) an der Studie teilgenommen. Sie gaben ihre
schriftliche Zustimmung zur Teilnahme an der Studie (Ethiknumer 5060/11), welche vom
lokalen Ethikkomitee genehmigt wurde. Insgesamt wurden 16 Proben genommen. Das mittlere
Alter der Patienten bei Studieneinschluss betrug 66 Jahre. Die Studie umfasste sechs
superfizielle BCCs (zwei davon waren multizentrisch), ein Condyloma acuminatum und eine

bowenoide aktinische Keratose.

Nach der ersten Probenentnahme zur Diagnosesicherung trugen die Patienten drei Mal pro
Woche fiir 14-28 Tage eine Creme namens Aldara® auf, welche 50mg Imiquimod pro Gramm
enthdlt. Nach 21 — 83 Tagen wurde eine erneute Stanzbiopsie aus dem gleichen Areal

entnommen und histologisch untersucht.

1.2.5 2.2.2 Probenentnahme

Nach einer griindlichen Desinfektion des fiir die Biopsie vorgesehenen Bereiches der Haut,
erfolgte die lokale Anésthesie mit dem lokalen Anésthetikum Xylonest (Prilocain). Im
Anschluss daran erfolgte die erneute Desinfektion, das Abdecken des Biopsiebereiches mit
einem sterilen Lochtuch und die Entnahme der Probe mit einer im Durchmesser 3-4mm grof3en
Biopsiestanze. Das entnommene Gewebe wurde in 10% Formalin fixiert. AbschlieBend wurde
die Wunde mittels einer Einzelknopfnaht primir verschlossen, erneut desinfiziert und mit

einem Pflaster versorgt.
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1.2.6 2.2.3 Immunhistochemie

Um die Proben immunhistochemisch zu farben, wurden die in Formalin fixierten Proben in
Paraffin eingebettet. Mit Hilfe eines Mikrotoms wurden 3um dicke Schnitte aller Proben
erzeugt. Um eine optimale Haftung des Gewebes am Glasobjekttriger zu gewihrleisten,
wurden die Schnitte vor der immunhistochemischen Farbung fiir 25 Minuten auf 65 °C
erwdarmt. Die weiteren Vorbereitungen (das Entparaffinisieren und das Rehydrieren) und auch
die Férbungen selbst wurden von einem automatisierten BOND System nach den
Anweisungen des Herstellers  durchgefiihrt. Nach der Rehydration und der
Antigendemaskierung in einer Citrat-Puffer epitope retrieval Losung (pH 6) (Leica), erfolgte
die Inkubation der Schnitte mit einem monoklonalen Antikdrper gegen TLR7, gefolgt von der
Applikation eines sekunddren polymeren, alkalische Phosphatase gekoppelten anti-rabbit-
Antikorpers. Der Komplex wurde durch das Substrat Chromogen Fast Red sichtbar gemacht

und mit Haematoxylin gegengefarbt.

Die Dehydration erfolgte mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe (Ethanol 70%, Ethanol
80%, Ethanol 96 %, abs. Alkohol, Xylol). AbschlieBend wurden die Schnitte nach der
Applikation eines Tropfens Eukitt® quick-hardening mounting medium mit einem Deckglas

luftdicht eingedeckt.

Fiir die Auswertung wurden die Bereiche der stirksten Infiltrate mit einem Inversmikroskop-
system von Olympus bei 200facher VergroBerung mit Hilfe der Software CellSens
aufgenommen. Sowohl die positiven als auch die Zellen des gesamten Infiltrates wurden mit
der Softwareapplikation Visual Counter auf einem Tablet (Apple iPad) ausgezdhlt. Hierbei
wurde jede einzelne Zelle nach dem Antippen markiert und von der Software erfolgte eine
fortlaufende Zahlung. Eine genaue Zdhlung der Zellen konnte so auch bei einer groflen
Zellanzahl gewéhrleistet werden. Bei inhomogenen Infiltraten erfolgte die Auszéhlung der

Zellen zweier visueller Felder.

1.2.7 2.2.4 Immunfluoreszenz

Die zuvor mit dem Mikrotom geschnittenen, 3um dicken, in Paraffin eingelegten Schnitte

wurden auf Objekttrager aufgebracht, 25 Minuten auf 65 °C in einem Ofen erwdrmt und
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anschlieBend iiber eine Alkoholreihe rehydriert. Die Demarkierung der Antigene erfolgte durch
das sieben Minuten lange Kochen der Schnitte in einem mit Citrat-Puffer (pH 6) gefiillten
Hochdruckkochtopf. AnschlieBend wurden die Schnitte drei mal fiir zwei bis drei Minuten mit
Tris-Puffer gespiilt, im nachsten Schritt mit Peroxidase 3% fiir 15 Minuten geblockt und erneut

drei mal fiir zwei bis drei Minuten mit Tris-Puffer gespiilt.

Um unspezifische Farbungen zwischen den primdren Antikoérpern und dem Gewebe zu
blockieren, wurden im nichsten Schritt die Schnitte eine Stunde mit einem Antikorperdiluent,
welches aus 10% normalem Ziegenserum und 10% normalem Eselserum bestand, bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach einer Stunde wurde die Fliissigkeit abgeschiittet und die
primdren Antikorper: anti-TLR7, sowie anti-CD2 und anti-Zytokeratin AE1 und AE2, geldst in
Antikorperdiluent, appliziert, eine Stunde bei Raumtemperatur und dann iiber Nacht im
Kiihlschrank gelagert. Im Anschluss wurde drei Mal fiir zwei bis drei Minuten mit Tris-Puffer
gespiilt. SchlieBlich wurden die sekunddren Antikorper: Ziegen-anti-Hase-Antikorper (Life
Technologies) und Esel-anti-Maus-Antikorper (R&D Systems) appliziert. Nach einer Stunde
bei Raumtemperatur wurden die Schnitte mit Tris-Puffer 3 Mal fiir zwei bis drei Minuten
gespiilt und im Anschluss 20 Minuten in Sudan Black B 0,1% getaucht. Nach zwei bis drei
Minuten Lufttrocknung fand eine Waschung mit Tween 20 gelost in PBS 0,02% und
anschlieend die zweimalige Spiilung mit destillierten Wasser fiir fiinf Minuten statt. Als
letztes wurde auf jeden Schnitt fiir zwei bis fiinf Minuten eine DAPI Losung 1:1000 gegeben
und ein letztes Mal fiir flinf Minuten mit Tris-Puffer gespiilt. Die Schnitte wurden mit
VectaShield und einem Mikroskop-Deckglas abgedeckelt, welches mit farblosem Nagellack
umrandet wurde. Im Anschluss wurden Bilder im blauen (DAPI), roten (CD2, Zytokeratin
AEI&AE3, jeweils) und grinen (TLR7) Kanal eines Olympus IX73 inversions
Fluoreszenzmikroskop gemacht. Die histopathologische Diagnose erfolgte durch zwei
unabhingige Histopathologen. Diese teilten die SCCs nach der Broders Klassifikation (Schwab
2012) in die drei Subtypen G1 = gut differenziert, G2 = méBig differenziert und G3 = schlecht
differenziert ein. Die BCCs wurden in die vier Subtypen ,,superfiziell“ (n=9), ,,solide* (N=8)
und ,,sklerodermiform® (n=6) eingeteilt. Nach der Klassifikation von Weedon (Weedon 2002)
erfolgte die Diagnose BSC, wenn der Tumor histologische Kriterien sowohl von BCCs als
auch SCCs zeigte. Im Kontrast zum reinen BCC zeigen die basaloiden Zellen des BSC ein
eosinophiles Zytoplasma, oft fehlt die charakteristische Palisadenstellung und es zeigt sich eine

variable zytoplasmatische Keratinisierung.
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2.2.5 Statistische Auswertung der histologischen Attribute

Die Histologischen Attribute der Proben vor und nach einer Therapie mit Imiquimod wurden
aus den dermatohistopathologischen Berichten in eine Ubersichtstabelle (Microsoft® Excel®
2011) eingegeben. Bei den Attributen handelte es sich um vorhanden/nicht vorhanden sein
von: Hyperplasie der Epidermis, Hyperkeratose, Akanthose, Parakerathose, Orthokeratose,
Hypogranulose, Hypergranulose, Serum Kruste, Spongiose, Interface Dermatitis, Vaskulitis,
dilatierte dermale Kapillaren, Mikroabszesse, Infiltrat/Entziindung, Nekrose, Apoptose,
Lymphozyten, Epidermotrophismus von Lymphozyten, Neutrophile Zellen, Eosinophile
Zellen, Makrophagen, Mastzellen, Plasmazellen.

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software R. Um mdgliche Korrelationen zwischen
der TLR7-Expression und bestimmten histologischen Attributen zu finden wurde der
Wilcoxon-Rangsummentest durchgefiihrt, da die Expression von TLR7 nicht normal verteilt

war.
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3. Ergebnisse

3.1 Das TLR7-Expressionsmuster in den untersuchten Hauterkrankungen

ist heterogen

Wir stellten in einer Auswahl der hiufigsten Hauterkrankungen die TLR7-Expression auf der
Proteinebene dar, um herauszufinden, ob es anhand dieses ,,Fingerabdruckes* moglich ist, ein

Cluster zur Einteilung der unterschiedlichen Erkrankungen zu erstellen.

Die relative und absolute Zahl der positiv auf TLR7 gefirbten Schnitte war jedoch sehr
heterogen in den unterschiedlichen Hauterkrankungen und ein TLR7 ,,Fingerabdruck®, anhand

dessen man die Erkrankungen histologisch klassifizieren konnte, lie sich nicht finden.

Tabelle 4 zeigt die relative Anzahl der positiv auf TLR7 gefarbten Gewebsproben ohne Bezug
auf die Stirke der Anfarbbarkeit (Zahl der TLR7 positiven Zellen im Vergleich zur Gesamtzahl
der Zellen) zu nehmen. Nur wenige Erkrankungen zeigten in 100% der Félle eine Expression
des Rezeptors. Was jedoch auffillt, ist dass besonders die Erkrankungen aktinische Keratose,
Lentigo maligna und malignes Melanom, die zur Gruppe der Tumoren gehoren, zu 86-100%
TLR7-positiv waren. Auch andere, von uns untersuchten Gewebsproben, zeigten hohe TLR7
Anfarbbarkeiten. So waren 100% der Lichen Planus Proben, 88% der Sarkoidose Proben und
86% der Alopezia Areata Proben TLR7-positiv.
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Tabelle 4: Absolute und relative Zahl der TLR7+ Gewebsproben

Diagnose n TLR7+ Schnitte % TLR7+ Schnitte

Infektiose Erkrankungen

Acrodermatitis chronica atrophicans 4 2 50%
Condyloma acuminatum 10 0 0%
Verruca vulgaris 8 1 12,5%
Tinea 10 2 20%

Chronisch inflammatorische Erkrankungen
Ekzem 10 1 10%
Lichen planus 8 8 100%

Neutrophile Dermatosen

Arzneimittelexanthem 7 4 57%
Vaskulitis 9 5 56%
Pyoderma gangraenosum 9 5 56%
Sweet Syndrom 5 3 60%

Granulomatdse Erkrankungen

Granuloma anulare 5 3 60%
Rosazea 8 4 50%
Sarkoidose 8 7 88%

Bull6se Autoimmunerkrankungen

Bulléses Pemphigoid 1 0 0%
Pemphigus vulgaris 3 2 67%
Kollagenosen

Morphea 5 3 60%
Lichen sclerosus et atrophicus 4 2 50%
Lupus erythematodes 10 4 40%
Tumoren

Aktinische Keratose 8 8 100%

Lentigo maligna 7 7 100%



Malignes Melanom 7
Morbus Bowen 5
Mycosis fungoides 5

Unklare Genese
Alopecia areata 7

Summe 163

86%

40%

20%

86%

Bei genauerer Betrachtung der Anzahl der TLR7-positiven Zellen im Vergleich zur

Gesamtzahl der Zellen des Infiltrats zeigten sich jedoch zum Teil erhebliche Unterschiede.

Abbildung 3 zeigt die unterschiedlichen relativen TLR7 Expressionsmuster in den

Erkrankungen, deren Proben zu 86-100% TLR7-positiv waren.
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Aktinische Keratose Lentigo maligna
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Abbildung 3: TLR7-Expression in den Proben der aktinischen Keratose, der Lentigo maligna,
des malignen Melanoms, der Alopezia areata, der Sarkoidose und des Lichen planus.

Jeder Balken représentiert die Probe eines anderen Patienten.

Noch groBere Unterschiede in der relativen Zahl der TLR7-positiven Zellen fanden wir in den
Erkrankungsentitdten, bei denen nur einige Proben positiv auf TLR7 anfarbbar waren. So
zeigten beispielsweise die neutrophilen Dermatosen Pyoderma gangraenosum und die
Vaskulitis die hochsten relativen Werte fiir TLR7 (Vaskulitis Probe 9: 35,1%), gleichzeitig

waren aber auch nur 56% der Proben insgesamt TLR7-positiv.
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Pyoderma gangraenosum Vaskulitis
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Abbildung 4: TLR-7-Expression in den Proben der neutrophilen Dermatosen Pyoderma
gangraenosum und Vaskulitis

Jeder Balken représentiert die Probe eines anderen Patienten.

Die infektiosen durch Bakterien, Pilze oder Viren induzierten Erkrankungen lieBen sich am
wenigsten hdufig TLR7-positiv anfirben. In der Gruppe der Tinea corporis (n=10) waren nur
20% positiv anfarbbar und nur zwei von vier (50%) Gewebsproben der Acrodermatitis
chronica atrophicans (n=4). Die Expressionsintensitit der Acrodermatitis chronica atrophicans
unterschied sich stark. So zeigte eine der Proben 32,2% TLR7-positive Zellen, die andere nur
1,3%. Die beiden durch Viren induzierten Erkrankungen Condyloma acuminatum (n=10) und
Verruca vulgaris (n=8) zeigten die wenigste TLR7 Expression. In der Gruppe der Verrucae
vulgaris zeigte sich eine Probe TLR7-positiv (12,5%). Die untersuchten Proben der

Condylomata acuminata waren komplett TLR7-negativ.
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Abbildung 5: TLR7-Expression in den Proben der infektiosen Hauterkrankungen Tinea corporis,
Acrodermatitis chronica atrophicans, Condyloma acuminata und Verruca vulgaris.

Jeder Balken représentiert die Probe eines anderen Patienten.

3.2 TLR7-Expression in malignen epithelialen Tumoren

Die Ergebnisse dieses Abschnittes wurden in dem Artikel ,, Toll-Like Receptor 7 Staining in

Malignant Epithelial Tumors* (Franz, Ritter et al. 2017) verdffentlicht.

3.2.1 TLRY7 dient nicht als Marker zur Differenzierung von BCC, SCC und BSC

Die Differenzierung der malignen, epithelialen Tumoren BCC, SCC und BSC ist im klinischen
Alltag oft schwierig. Es fehlt besonders an einer spezifischen Klinik, sowie
Histopathomorphologie, um das BSC von den beiden anderen Tumoren zu unterscheiden
(Garcia, Poletti et al. 2009). Eine Unterscheidung ist jedoch wichtig, da das BSC, sowie das
SCC, im Vergleich zum BCC zu einem invasiveren Wachstum und einer hoheren Rezidiv- und

Metastasenrate neigt (Wermker, Roknic et al. 2015). Somit ist die richtige Diagnose zur Wahl
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der richtigen Therapie besonders wichtig. Um herauszufinden, ob es moglich ist, die genannten
Hauterkrankungen mittels TLR7 als Marker zu differenzieren, untersuchten wir die

immunhistochemische TLR7-Expression von BCC, SCC und BSC.

Tabelle 5: TLR7 Expression in BSCs, BCCs und SCCs

(SCC-Subtypen: '=G1, 2=G2, 3=G3 (Broders Klassifikation); BCC-Subtypen: '=superfiziell,
2=gklerodermiform, *=solide)

TLR7-Expression in BSCs, BCCs und SCCs

Diagnose n Tumor-Zentrum Tumorrand Peritumorales Infiltrat
BSC 1 + - +++
BSC 2 - - —+
BSC 1 - - -
BCC' 1 + + 4+
BCC’ 1 - + -
BCC® 1 - + ++
BCC’ 1 - - +
BCC’ 1 - - St
BCC? 1 - . t

BCC' 1 - - +
BCC' 7 - - -
BCC’ 3 - - -
BCC’ 6 - - -
scc! 1 ot ++ 4+
scc! 1 +r + 4+
scc! 1 ++ ++ ++
scc! 1 +r 4t ++
scc! 1 - + +
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scc! 1 - + ++

scc! 4 - - ++
scc! 1 - - +
scc? 1 - - +
scc! 4 - - -
scc? 4 - - -
scc’ 4 - - _

In der Gruppe der BSC (n=4) fanden wir eine Probe, die im Zentrum des Tumors schwach und
im pertitumoralen Infiltrat stark positiv fiir die Expression des TLR7 war. Zwei Proben zeigten
eine peritumorale Reaktivitit und eine Probe war komplett negativ fiir TLR7 in allen
Bereichen. Sieben von 23 BCC (30,4%) zeigten eine variable Intensitét der TLR7 Expression
im peritumoralen und im Bereich der Adnexen (Schweilldriisen, perifollikuldr). Drei von
diesen sieben Proben zeigten zudem eine schwache TLR7 Reaktivitit der Immunzellen im
Bereich des Tumorzentrums und/oder des Tumorrandes. 16 von 23 BCCs (69,6%) waren
TLR7-negativ. Die Analyse der unterschiedlichen Subtypen der BCCs (superfiziell, solide und

sklerodermiform) zeigte keine Unterschiede in der Expression von TLR7.

In der Gruppe der SCC waren 45,8% der SCC (n=24) TLR7-positiv.

3.2.2 Eine erhohte TLR7-Expression in SCCs korreliert mit einem hoheren Grad der
Differenzierung

Als wir die gefiarbten SCCs genauer betrachteten zeigte sich, dass die Stiarke der TLR7
Expression mit dem Grad der Differenzierung des Tumors korrelierte. Unter den gut
differenzierten SCCs (G1) waren 11 von 15 (73,33%) der Proben entweder im Tumorzentrum
oder peritumoral stark TLR7-positiv. Im Gegensatz zu den gut differenzierten SCCs zeigte sich
bei den schlechter differenzierten (G2-G3) -bis auf bei einer Probe (11,1%)- keine TLR7

Expression im Bereich des Tumors oder des peritumoralen Infiltrates.
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SCC - niedriger differenziert (G2-G3) SCC- hoch differenziert (G1)
11,10%

88,90% B TLR7 positiv
TLR7 negativ

BTLR7 positiv
TLR7 negativ

Abbildung 6: TLR7 Anfirbbarkeit von hoch differenzierten SCCs im Vergleich zu niedriger
differenzierten SCCs.

Hoch differenzierte SCCs zeigten eine positive TLR7 Anféarbbarkeit von 73.3%, von den niedrig
differenzierten SCCs waren 11,1% der Proben TLR7-positiv.

3.2.3 SCC-Tumorzellen und CD2-positive Zellen zeigen keine TLR7-Expression

Um weitere Einsichten beziiglich der TLR7 Expression innerhalb des Tumors und des
tumoralen Infiltrates zu bekommen, fiihrten wir immunfluoreszenz Doppelfarbungen mit CD2,
(=Marker fiir T- und NK-Zellen), AE1/AE2 (=epitheliale Marker fiir das Zytokeratin in
Plattenepithelkarzinomen) und TLR7 durch. Wir fanden heraus, dass TLR7 ausschlieflich von
den Immunzellen im peri- und/oder im tumoralen Infiltrat und nicht vom Tumor selbst
exprimiert wird. Zusitzlich zeigte sich, dass die TLR7-positiven Immunzellen des
peritumoralen Infiltrates in enger Interaktion mit den CD2-positiven Zellen standen, welche

selbst keine Expression von TLR7 aufwiesen.
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Abbildung 7: Immunfluoreszenzdoppelfirbungen von TLR7, AE1&AE2, DAPI und CD2
(A) Immunfluoreszenzdoppelfdrbungen von TLR7 (griin), AEI&AE2 (rot) und DAPI (blau).
AEI&AE2 als Marker fiir Zytokeratin in SCCs, DAPI markiert die DNA der Zellkerne.
(B) Immunfluoreszenzdoppelfarbungen von TLR7 (griin), CD2 (rot) und DAPI (blau). CD2 als Marker

fir T- und NK-Zellen, die Hauptakteure in der Mikroumgebung des Tumors.
Ma@stabskala: 100 pm
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3.3 Die TLR7-Expression steigt nach einer topischen Therapie mit
Imiquimod

Ziel dieser Studie war es die TLR7-Expression in Gewebsproben, vor und nach einer topischen
Therapie mit Imiquimod darzustellen. Wir wollten herausfinden, wie hoch die Basalexpression
des Rezeptors in den untersuchten Geweben vor der Behandlung ist und wie sich der Anteil an

positiven Zellen wihrend einer topischen Therapie mit dem entsprechenden Agonisten verhilt.

Es wurden insgesamt 16 Gewebsproben immunhistochemisch auf TLR7 vor und nach einer
Therapie mit Imiquimod angefirbt. Bei sechs Patienten wurde die klinische und auch
histologische Diagnose BCC gestellt, ein Patient hatte ein Condyloma acuminatum und einer

eine bowenoide aktinische Keratose.

Von sechs untersuchten BCCs zeigten fiinf einen deutlichen Anstieg der TLR7 Expression
(6,5%-24,2% mehr TLR7-Expression nach der Therapie). Nur bei einem Patienten sank der
prozentuale Anteil der TLR7-positiven Zellen im Vergleich zur Gesamtzahl der Zellen (-20,9%
TLR7-Expression nach der Therapie). Alle Patienten, bis auf einen (Patient 1), waren bei der
zweiten Probenentnahme klinisch und histologisch tumorfrei. Histologisch zeigten sich zum
Teil sehr starke Entziindungsreaktionen unter der Therapie mit Imiquimod. Alle Patienten (bis
auf Patient 2) stellten sich in den nachfolgenden Monaten erneut in der Klinik und Poliklinik
fiir Dermatologie und Allergologie der Technischen Universitidt Miinchen vor. Es zeigte sich

bei keinem der untersuchten Patienten ein Rezidiv des BCCs im behandelten Bereich.

Auch die Proben des Patienten mit der bowenoiden aktinischen Keratose zeigten einen Anstieg
der TLR7 Expression (um 3,6%). Die histologische Diagnose nach der zweiwdchigen Therapie
ergab jedoch, trotz einer stattfindenden inflammatorischen Reaktion, erneut das Bild einer

bowenoiden aktinischen Keratose.

Die Proben des Patienten mit Condyloma acuminatum zeigten weder vor noch nach der

Therapie eine TLR7-Expression. Zudem zeigte sich kein Therapieerfolg.
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TLR7-Expression in der Haut vor und nach der topischen Therapie mit Imiquimod
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Patient 2 nach der Therapie mit Imiquimod: 7,2% TLR7+ Zellen
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Patient 3 nach der Therapie mit Imiquimod: 25,9% TLR7+ Zellen
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Patient 4 nach der Therapie mit Imiquimod: 12,3% TLR7+ Zellen
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Bowenoide aktinische Keratose
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Patient 8 vor der Therapie mit Imiquimo‘id: 0% TLR7+ Zellen
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Patient 8 nach der Therapie mit Imiquimod: 11,9% TLR7+ Zellen

Abbildung 8: TLR7-Expression in der Haut vor und nach der topischen Therapie mit Imiquimod
Reprisentativ dargestellt sind die immunhistochemischen Fiarbungen von Patienten mit BCC und
bowenoider  aktinischer —Keratose vor der Therapie mit Imiquimod wund danach.
VergrofBerung jeweils x200.
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Abbildung 9: Relative TLR7-Expression vor und nach einer Therapie mit Imiquimod bei
Patienten mit BCC, condyloma acuminatum und bowenoider aktinischer Keratose

3.3.1 TLR7-Expression korreliert mit einzelnen histologischen Attributen

Um herauszufinden, ob es eine mogliche Korrelation zwischen den histologischen Attributen
und der TLR7-Expression vor und nach der Therapie mit Imiquimod gibt, fiihrten wir eine

statistische Analyse mittels Wilcoxon-Rangsummentest durch. Diese ergab einige Tendenzen:

So haben 1. die Gewebsproben, in denen sich eine Akanthose zeigt (n=3) auch eine geringere
TLR7 Expression als die ohne Akanthose (n=13). 2. scheinen dilatierte dermale Kapillaren mit
einer erhohten TLR7 Expression (n=2) zu korrelieren. Und 3.: fand sich in den untersuchten

Schnitten eine Nekrose, so war auch die Expression von TLR7 erhdht (n=2).

51



A . B
0.39 0.34
0.2 . 0.2

~
& (%
— |
- ~
.
.
0.19 0.1
o
+
j .
0.04 . 0.04
1 2
acanthosis

0.3

0.2 .

TLR7

0.0 L) . .

Nekrose

Abbildung 10: TLR7-Expression in Korrelation

mit

dilated dermal capillaries

histologischen

Parametern

(A) Gewebsproben, in denen sich eine Akanthose zeigt haben tendenziell eine eher geringere TLR7
Expression als Proben, in denen keine Akanthose vorhanden ist. (B) Gewebsproben mit dem
histologischen Parameter ,,dilatierte Kapillaren* korrelieren mit einer eher erhohten TLR7 Expression.
(C) Der histologische Parameter ,,Nekrose* zeigt eine Korrelation mit einer erhohten TLR7 Expression.

Legende: 1= Attribut vorhanden 2= Attribut nicht vorhanden
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4. Diskussion

4.1 Besseres Therapieansprechen bei erhohter TLR7-Expression?

Imiquimod ist fiir die topische Therapie von oberfliachlichen BCCs, aktinischen Keratosen und
Condylomata Acuminata zugelassen (Rote Liste® Service GmbH 2017). Die genaue
molekulare Wirkweise von Imiquimod ist derzeit noch nicht bekannt. Ebenso ist nicht bekannt,
ob die Expression des TLR7 durch die topische Applikation von Imiquimod induziert wird
oder ob dieser schon vorher in der Haut exprimiert ist. Wir konnten zeigen, dass beim BCC ein
Anstieg der TLR7-Expression (>7,2%) nach einer Therapie mit Imiquimod oder eine hohe
Basalexpression des Rezeptors bereits vor Beginn der Therapie (>13,3%) bei jedem der
Patienten auch mit einem Erfolg der Therapie, sprich mit einer Tumorfreiheit im Anschluss der
Therapie, korrelierte. Moglicherweise kommt es durch ein hohes basales Expressionslevel zu
einer schnelleren und effektiveren gegen den Tumor gerichteten Immunantwort. Es wire
interessant herauszufinden, ob die Wirksamkeit einer Therapie mit Imiquimod generell mit der
Rezeptorexpression korreliert. Wenn dies der Fall wére, so konnte man sich dies zu nutzen
machen und vor Beginn einer Therapie die TLR7-Expression bestimmen. Bei vorhandener
Expression konnte in der Schlussfolgerung von einem Therapieansprechen auf Imiquimod

ausgegangen werden.

4.2 TLR7 als moglicher Angriffspunkt neuer Therapien

Uber einige, der von uns untersuchten Hauterkrankungen, lassen sich Studien finden, welche
die topische (zum Teil off-lable) Behandlung mit Imiquimod untersuchten (sieche Tabelle 3).
Bei diesen Erkrankungen handelt es sich unter anderem um die aktinische Keratose, maligne
Lentigines, kutane Metastasen des malignen Melanoms und Lichen planus Erkrankungen der
Lippe (Steinmann, Funk et al. 2000, Deutsche dermatologische Gesellschaft 2011, Gencoglan,
Inanir et al. 2011, Tio, van der Woude et al. 2017). Interessanter Weise zeigten auch genau die
Hauterkrankungen, die off-label erfolgreich mit Imiquimod behandelt wurden in unserer Studie
die hochste absolute Zahl der TLR7-positiven Gewebsproben (86-100% der Proben waren
TLR7-positiv). Auch hier stellt sich die Frage: korreliert die TLR7-Expression mit dem
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Ansprechen auf eine Therapie mit Imiquimod? Wenn ja, so kdnnten sich in Zukunft neue
spannende Behandlungsoptionen fiir andere Hauterkrankungen erdffnen, welche eine hohe
TLR7-Expression aufweisen. Auffallend ist, dass alle von uns untersuchten

Tumorerkrankungen erfolgreich mit Imiquimod behandelt werden kdnnen.

Aber auch die Gewebsproben der Erkrankungen Alopezia areata, Lichen planus und

Sarkoidose zeigten eine relativ hohe basale TLR7 Expression.

Bisher durchgefiihrte Studien, in denen die haarlosen Areale von Patienten mit Alopezia areata
topisch mit Imiquimod behandelt wurden, waren meist wenig vielversprechend, da es selbst,
wenn es anfianglich zu einem erneuten Haarwuchs kam, die Haare der Probanden nach
Beendigung der Therapie wieder ausfielen (Koc, Tunca et al. 2008). Imiquimod scheint jedoch
als  Wirkungsverstirker ~bei  Patienten, die nicht auf eine Therapie mit
Diphenylcyclopropenonen (DCP) ansprechen, zu fungieren. Nachdem die Kopthaut der
Probanden fiir einige Wochen mit Imiquimod behandelt wurde, kam es, auch bei den vormals
Non-Respondern, zu einer allergischen Reaktion auf DCP und im Anschluss bei 90% der
Probanden zu einem erneuten Haarwuchs (Wasylyszyn and Borowska 2017). In unserer Studie
zeigten 71,4% der Alopecia areata Gewebsproben eine TLR7-Expression. Es wére interessant
herauszufinden, ob es einen Unterschied zwischen TLR7-negativen und -positiven Patienten
im Hinblick auf das Therapieansprechen gibt. In diesem Fall konnte man den an Alopezia
areata erkrankten Menschen einen weiteren frustranen Therapieversuch ersparen, oder eine

neue Therapieoptionen anbieten.

Eine weitere interessante Erkrankung stellt die des Lichen planus dar. Die Atiologie von
Lichen planus gilt bisher als unbekannt. Man geht jedoch davon aus, dass es einen
Zusammenhang zwischen viralen Infektionen und dem Auftreten von Lichen planus gibt
(Domingues, de Carvalho et al. 2015). Das Vorhandensein des PRR TLR7, welcher virale
sSRNA erkennt (Heil, Hemmi et al. 2004), konnte diese These unterstiitzen. Denn
moglicherweise zeigt sich eine erhohte TLR7-Expression in Lichen planus Gewebsproben
aufgrund eines vorherigen Kontaktes zu viraler ssRNA. Eine andere Erklarung fiir die erhohte
TLR7-Expression bei Lichen planus konnte aber auch das vermehrte Auftreten von
nekrotischen Zellen sein. Wir untersuchten histologische Attribute in Korrelation zur TLR7
Expression und stellten die Tendenz fest, dass die TLR7-Expression mit dem Auftreten von
nekrotischen Zellen korreliert. Derzeit gibt es wenige Studien, welche die Expression von

TLR7 in Gewebsproben des kutanen Lichen planus untersuchen. Im Gegensatz zu Anderen (EIl
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Tawdy and Rashed 2012) konnten wir zeigen, dass alle Lichen-Planus-Gewebsproben eine

basale TLR7-Expression aufwiesen.

Gegen die Theorie, dass eine erhohte TLR7-Expression mit einem Therapieansprechen
korreliert, spricht die Tatsache, dass alle, der von uns untersuchten, Condylomata TLR7-
negativ waren. Eine Therapie mit Imiquimod scheint jedoch zumindest in ca. 50% der Fille
mit einem Behandlungserfolg verbunden zu sein (Sauder, Skinner et al. 2003). In unseren
Vorher- Nachher-Proben hatten wir nur ein Condylom. Ein Behandlungserfolg zeigte sich
nicht. Moglicherweise liegt das auch daran, dass keine TLR7-Expression nachzuweisen war.
Um dem ndher nachzugehen, miissten auch hier mehr Proben eingeschlossen und auf die

Expression von TLR7 vor und nach einer Behandlung mit Imiquimod untersucht werden.

AuBerst interessant war auch die TLR-7 Expression in den neutrophilen Dermatosen Pyoderma
gangraenosum und der Vaskulitis. Hier waren nur circa die Halfte der Proben TLR7-positiv
anfarbbar. Es zeigten sich jedoch die hochsten relativen Werte fiir TLR7 positiv angeférbte
Zellen. Eine mogliche Erklirung fiir diese hohe positive Zellzahl konnte der hohe entziindliche
Charakter der beiden Erkrankungen sein, welcher mit dem Untergang vieler Zellen einher geht.
Wie weiter oben erwédhnt scheint eine hohe TLR7-Expression mit dem Vorkommen
nekrotischer Zellen zu korrelieren. Dadurch, dass alle Proben aus dem Archiv stammen und
nicht im Rahmen der Studie gesammelt wurden, fehlt eine standardisierte klinische
Korrelation. Auch wissen wir nicht, ob die Proben in einer hoch entziindlichen Phase, oder aus
welchem Bereich der Lasion die Proben entnommen wurden. All dies kdnnte einen Einfluss
auf das histologische Bild haben und dieses verzerren. Sehr interessant wire auch ein
klinisches Follow-Up, um zu beobachten, ob es fiir den Krankheitsverlauf einen positiven oder

negativen Einfluss hat, wenn sich eine solch hohe TLR7 Expression zeigt.

4.3 TLR7 — mégliche Rolle in der Atiologie infektioser Hauterkrankungen

Die von uns untersuchten infektiosen Erkrankungen zeigten von allen Proben die geringste
absolute TLR7 Expression (Tinea corporis: 20%, Acrodermatitis chronica atrophicans: 50%,
Verruca vulgaris: 12,5%, Condylomata acuminata: 0% positive Schnitte). Dies ist
iiberraschend und interessant, da TLR7 als PRR fiir die Erkennung viraler Bestandteile

zustindig ist (Hemmi, Kaisho et al. 2002, Diebold, Kaisho et al. 2004, Heil, Hemmi et al.
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2004, Eberle, Sirin et al. 2009) und man eigentlich erwarten wiirde, dass dessen Expression bei

einer Infektion der Haut durch ihn aktivierende PAMPs erhoht ist.

Vielleicht ist das Fehlen des Rezeptors jedoch auch ein Hinweis auf die Genese und/oder
Progression der genannten virusinduzierten Erkrankungen (Verruca vulgaris, condylomata
acuminata). Womdglich kommt es bei fehlender TLR7-Expression nicht zur Aktivierung des
Immunsystems und damit auch nicht zur Abwehr der Erreger. Derzeit ist wenig bekannt {iber
die Rolle von TLRs in der Genese der genannten infektidsen Hauterkrankungen. Wie in der
Einleitung erwihnt, spielte die Infektion von Taufliegen durch Pilze eine wichtige Rolle bei
der Entdeckung der immunologischen Funktion von TLRs (Lemaitre, Nicolas et al. 1996). Und
auch beim Menschen zeigen einzelne Studien, dass eine verminderte TLR-Expression im
Zusammenhang mit einer chronischen Infektion der Haut durch Dermatophyten stehen konnte

(Oliveira, Vasconcellos et al. 2015).

Um die Rolle von TLRs in der Genese von infektiosen Hauterkrankungen tiefergehend zu

kldren, sind weitere Studien mit groBeren Fallzahlen notig.

4.4 TLR7 - ein Marker zur Unterscheidung von BCC, SCC und BSC?

In unserer Studie suchten wir nach einer Mdglichkeit der Differenzierung, der malignen
epithelialen Tumoren SCC und BCC, sowie dem intermedidrtumor BSC mittels TLR7 als
moglichen Marker. Es zeigte sich, dass sowohl BCCs als auch SCCs im tumoralen und
peritumoralen immunozelluldren Infiltrat TLR7-positiv anfarbbar sind. So waren 45,8% der
SCC Gewebsproben TLR7-positiv. und 30,4% aller BCCs. Die Tumorzellen selbst
exprimierten kein TLR7. Wiahrend Miihleisen et al. auf der mRNA Ebene zeigen konnten, dass
die Expression des TLR7 in SCCs um ein vielfaches hoher als in BCCs ist (Muehleisen, Jiang
et al. 2012), konnten wir dieses Ergebnis auf der Proteinebene nicht wiederholen. TLR7 lésst
sich somit nicht als immunhistochemischer Marker zur Differenzierung von BCC und SCC
heranziehen. Wir waren jedoch nicht die Einzigen, die in den letzten Jahren nach einem
immunhistochemischen Marker zur Differenzierung der genannten Tumoren suchten. In den
letzten Jahren wurden einige Studien durchgefiihrt, um passende Marker zu finden. Hier sind
der monoklonale EpCam-detektierende Antikdrper Ep-CAM/Epithelial Specific Antigen (Ber-
EP4), und das epitheliale membran Antigen (EMA) besonders interessant. Das epitheliale
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Zelladhdsionsmolekiill EpCam (CD326) =zeigt im Zytoplasma von BCCs eine starke
Anféarbbarkeit durch Ber-EP4. SCCs exprimieren dieses Adhdsionsmolekiil weitestgehend
nicht (Swanson, Fitzpatrick et al. 1998, Dasgeb, Mohammadi et al. 2013).

Einen moglichen Marker zur Detektion von SCCs stellt EMA dar. Dieses farbt keine BCC-
Tumorzellen, SCCs hingegen werden zu 82,7%-95,6% (je nach Studie) positiv markiert (Beer,
Shepherd et al. 2000, Ramezani, Mohamadzaheri et al. 2016).

So wie wir suchten auch Beer et al. nach einem Marker um BSC von BCC und SCC zu
unterscheiden. Sie untersuchten unter anderem die Marker EMA, sowie Ber-EP4 und auch sie
konnten zeigen, dass EMA als Marker fiir SCCs und Ber-EP4 als Marker fiir BCCs dienen
kann. Auch die von ihnen gefarbten BSCs waren alle Ber-EP4-positiv und alle Proben (bis auf
eine) EMA-negativ. Nach Beer et al. kann man die Diagnose BSC stellen, wenn in einer
Gewebsprobe histologische Anteile eines BCC sowie SCC vorhanden sind und sich diese Ber-

Ep4-positiv aber EMA-negativ anfarben lisst (Beer, Shepherd et al. 2000).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass durch Ber-EP4 und EMA sowohl BCCs als auch
SCCs deutlich spezifischer immunhistochemisch fiarben lassen als durch TLR7. Zukiinftige
Studien konnten zeigen, inwiefern die Stirke der EMA-Expression mit dem Grad der
Differenzierung der Tumoren assoziiert ist und ob diese dann auch mit der Expression von
TLR7 korreliert. In unserer Studie konnten wir zeigen, dass in SCCs eine hohe TLR7-
Expression mit einem hoheren Grad der Differenzierung assoziiert ist. Falls EMA bei allen
SCCs, unabhéingig vom Grad der Differenzierung exprimiert wird, so kdnnte in Zukunft eine
zusiétzliche Farbung mit TLR7 weitere Einsichten beziiglich der Prognose und bei der Wahl der

Therapiemodalitdten hilfreich sein.

4.5 Welche Zellen exprimieren TLR7?

Wir versuchten mithilfe von immunfluoreszenz Doppelfarbungen weitere Einblicke beziiglich
der Zellen zu erhalten, die TL7 exprimieren. Wir konnten zeigen, dass die TLR7-positiven
Immunzellen des peritumoralen Infiltrates von BCCs, SCCs und BSCs in enger Interaktion mit
CD2-positiven Zellen stehen. Eine Co-expression mit CD2, der als Oberfldchenmarker von T-

Zellen und NK-Zellen dient (Heinrich, Miiller et al. 2014), zeigte sich jedoch nicht.
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Wir konnten mittels unserer immunfluoreszenz Doppelfarbungen keinen Hinweis auf eine

Expression von TLR7 auf T- und NK-Zellen finden.

TLR7 scheint vielmehr auf der Oberflache von plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDC), B-
Zellen und fibroblast dhnlichen Zellen exprimiert zu werden (Kadowaki, Ho et al. 2001,
Hornung, Rothenfusser et al. 2002, Ni, Ding et al. 2015). Passende Marker zur Darstellung von
pDC widren zum Beispiel CDI123, BDCA-2 oder BDCA-4 gewesen, welche
Oberflichenmarker von pDC sind (Dzionek, Fuchs et al. 2000, McKenna, Beignon et al. 2005).

Weiter scheinen pDC nicht nur TLR7 exprimierende Zellen, sondern zudem die priméren

Sensoren von topisch appliziertem Imiquimod zu sein (Garzorz-Stark, Lauffer et al. 2018).

4.6 TLR im Tumorgebiet — positiv oder negativ priadiktiv?

Wie bereits erwéhnt, konnten wir bei genauerer Betrachtung der TLR7 Expression unter den
von uns gefiarbten SCCs zeigen, dass die gut differenzierten SCCs, verglichen mit den weniger
gut differenzierten, eine hohere TLR7-Expression im tumoralen und/oder im peritumoralen
immunozelluldren Infiltrat aufwiesen. In SCCs ist ein niedriger Differenzierungsstatus mit
einer schlechteren Prognose des Patienten assoziiert (Jennings and Schmults 2010). Auch
Zelllinien des malignen Melanoms exprimieren TLR7 und eine erhdhte Expression auf mRNA-
Ebene scheint mit einer hohen Expression von funktionellen Markern des Immunsystems,
sowie einer lingeren Uberlebenszeit assoziiert zu sein (Saint-Jean, Knol et al. 2011, Zhang,

Yan et al. 2017).

Man konnte hieraus schlussfolgern, dass die Expression von TLR7 in der Mikroumgebung von
Tumoren mit einer besseren Prognose korreliert. Hier ist jedoch eine differenzierte Betrachtung
notig, denn TLRs scheinen sowohl karzinogene als auch anti-karzinogene Effekte zu haben,
was ihnen auch den Titel des zweischneidigen Schwertes eingebracht hat (Basith, Manavalan
et al. 2012). Kiirzlich zeigten Ni et al., dass eine hohe TLR7 Expression in der peritumoralen
Umgebung und eine niedrige Expression im Tumorzentrum bei oralen SCCs mit einem
besseren Status der Differenzierung, sowie einem lingeren Uberleben assoziiert ist (Ni, Ding et
al. 2015). Allerdings zeigte sich die hochste TLR7 Expression in den Tumoren, die den
hochsten Grad der Dysplasie aufwiesen und eine hohe TLR7 Expression korrelierte positiv mit

einer kiirzeren Uberlebenszeit. Wird der TLR7 hingegen nicht von den Tumorzellen, sondern

58



von Fibroblast-dhnlichen Zellen im Stroma der Tumorumgebung exprimiert, so korreliert dies

mit einem besseren Outcome (Ni, Ding et al. 2015).

Die zum Teil kontridren Ergebnisse beziiglich der Funktion von TLRs (kanzerogen und nicht
kanzerogen) in den unterschiedlichen Tumorentitdten scheinen also auch von der Lokalisation
der TLRs abhidngig zu sein. So konnte man schlussfolgern, dass die Expression und
Aktivierung von TLRs auf Tumorzellen und Zellen des angeborenen Immunsystems eher zu
Entziindungen, zur Tumorangiogenese und einem erhohten Uberleben der Tumorzellen fiihrt.
Die Expression und Aktivierung von TLRs auf Zellen des adaptiven Immunsystem fiihre
hingegen eher zu einer antikanzerogenen, zellvermittelten Immunantwort (Zhou, McFarland-

Mancini et al. 2009).

In den letzten Jahrzehnten erfolgte eine intensive Forschung im Bereich der PRRs und
besonders der TLRs. Nichtsdestotrotz bleibt die exakte Rolle der TLRs, besonders im Hinblick
auf die Genese von Tumoren, unklar. Es sind noch viele weitere Studien nétig, um diese Frage
zu kldren und eventuell positiven Nutzen in der Therapie von Karzinomen daraus zu ziehen.
Vor dem Beginn einer Therapie mit TLR7-Agonisten konnte es in Zukunft jedoch unseres
Erachtens wichtig werden, sich das Expressionsmuster der Rezeptoren im Vorfeld genauer

anzuschauen.
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