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1. Einleitung

1.1  Dashumanelmmunsystem — Die angeborene und erwor bene | mmunitét

Das Immunsystem schiitzt den Organismus vor Infektionen durch verschiedene Pathogene, wie
Viren, Bakterien, Pilze oder Parasiten. Der Ausdruck , Immunité” bezeichnet die algemeine
Fahigkeit eines Wirtsorganismus, dem Eindringen von Mikroorganismen entgegenzuwirken, die
den Wirt sonst schadigen. Das Immunsystem muss dabel in den Korper eindringende fremde
Substanzen und fremde Substanzen auf Zellen, sogenannte Antigene erkennen und ausschalten,
ohne die korpereigenen Strukturen anzugreifen. Die Unterscheidung von ,, selbst* und ,, fremd”,
worunter auch pathologisch veranderte eigene Zellen wie Tumorzellen und virusinfizierte Zellen
verstanden werden, ist eine der wichtigsten Féhigkeiten des Immunsystems. Bei hoheren
Vertebraten wird die angeborene (natirliche) Immunitét von der erworbenen (adaptiven)
Immunitét unterschieden Das erworbene Immunsystem erlaubt die Wiedererkennung von
Pathogenen bei einer bereits abgelaufenen Infektion und bot damit einen evolutionsbedingten
Selektionsvorteil. Die angeborene Immunitét blieb daher erhalten (1). Wesentliche Unterschiede

beider Formen der Abwehr liegen in den Mechanismen und Rezeptoren der Pathogenerkennung.

Die angeborene Immunitdt wird insbesondere durch Antigenprasentierende Zellen (APCs) wie
dendritische Zellen (DCs), Makrophagen und Monozyten und reprasentiert. Das erworbene
Immunsystem wird durch zwel Klassen spezidliserter Zellen vertreten, den B- und T-
Lymphozyten. Anstelle mehrerer verschiedener Rezeptoren, von denen jeder ein konserviertes
Oberflachenmolekll eines Krankheitserregers erkennt, tragt jede ungeprégte T- oder B-Zelle nur
Rezeptoren einer einzigen Spezifitdt. Diese werden durch einen einzigartigen genetischen
Mechanismus festgelegt, welcher wéhrend der Entwicklung dieser Zellen im Knochenmark und
im Thymus ablauft (2).

Die Gene fiur die variablen Regionen der Rezeptoren werden als Gruppen von Gensegmenten
(V-, D- und JSegmente) weitergegeben. Diese Gensegmente werden in unterschiedlichen
Lymphozyten zu verschiedensten  DNA-Sequenzen  zusammengesetzt  (somatische
Rekombination). Die grof3e Anzahl der T- und B-Zellen in der Gesamtpopulation bewirkt ein fast
unbegrenztes Repertoire an Antigenrezeptoren (2). Die somatische Selektion umfasst

verschiedene Mechanismen, in denen autoreaktive Lymphozyten eliminiert und relevante



Effektorzellen ausgewahlt werden. Die Prasentation von Antigenen auf APC ohne sogenannte
kostimulierende Signale fihrt zu einer permanenten Inaktivierung des fur das Antigen
spezifischen Lymphozyten. Da die Induktion der kostimulierenden Molekile B7.1 und B7.2 nur
nach der Erkennung von PAMPs (Pathogen associated Molecular Patterns) durch
mustererkennende Rezeptoren erfolgt, scheint die angeborene Immunitdt bedeutend fir die
Vermeidung von Immunitét gegen Selbstantigene und nichtpathogene Umweltantigene zu sein
(3). So konnten Autoimmunkrankheiten und Allergien zum Tell durch Stérung dieser

M echanismen erklé&rt werden.

Mechanismen der angeborenen Immunantwort sind zur Induktion der erworbenen Immunitét
erforderlich. Die Antigenprésentation auf MHC (Major Histocompatibility Complex,
Haupthistokompatibilitéatsantigen)-Klasse-11-Molekilen und die gleichzeitige Expression
kostimulierender Proteine auf APC fihren zur Aktivierung und klonalen Proliferation der zu
diesem Antigen passenden nativen CD4+T-Lymphozyten, die fur die Aktivierung von B-Zellen,

CD8+T-Zdllen und weiterer Makrophagen benttigt werden (2).

Wenn pathogene Krankheitserreger eine Epithelbarriere Uberwinden, werden sie sofort von
Phagozyten erkannt. Daraufhin werden durch die unmittelbare, angeborene Immunreaktion mit
Hilfe von Gewebsmakrophagen und neutrophilen Granulozyten, antimikrobiellen Peptiden und
des Komplementsystem, die eindringenden Mikroorganismen bekampft (4). Diese Reaktion kann
schon ausreichen, um eine Ausbreitung der Infektion zu verhindern. Anderenfalls steuern die
Immunzellen durch die Sekretion von inflammatorischen Mediatoren und Zytokinen, durch
Antigenprasentation auf MHC und durch die Expression kostimulierender Molekile die weitere
angeborene und erworbene Immunantwort (2). Durch das Erkennen der Anwesenheit und der Art
einer Infektion ist somit das angeborene Immunsystem die erste Verteidigungslinie im Kampf
gegen Pathogene. Das angeborene Immunsystem besitzt eine grof3e Anzahl von Rezeptoren, die
man unter dem Begriff PRR @attern Recognition Receptors) zusammenfasst, die sogenannte
PAMPs erkennen konnen (5). PAMPs besitzen drei dlgemeine Merkmale, die sie zu idealen
Kandidaten fur eine ®lche Erkennung auszeichnen: 1. PAMPs werden nur von Mikroben und
nicht vom Wirtsorganismus produziert. Hierdurch kann der Wirtsorganismus diese as fremd
(Nicht-Eigen) erkennen 2. PAMPs variieren nicht zwischen Mikroorganismen einer bestimmten

Klasse, so dass es beim hochkonservierten Lipid-A Muster von Lipopolysacchariden (LPS)



beispielsweise einem einzigen PAMP-Rezeptor ermdglicht, die Gegenwart fast aller Gram
negativen Bakterien zu erkennen. 3. PAMPs sind fiir das Uberleben von Mikroorganismen
essentiell. Mutation oder Verlust sind entweder fir den Mikroorganismus letal oder gehen mit
einer stark reduzierten Anpassungsfahigkeit einher. Daher bilden sich keine sogenannten Escape-
Mutarten (6). Im Gegensatz zu induzierbaren Virulenzfaktoren werden PAMPs aso konstitutiv
exprimiert. Ebenfalls im Gegensatz zu Virulenzfaktoren werden sie jedoch auch von apathogenen
Mikroorganismen exprimiert, so dass im Zuge der PAMP-Erkennung nur zwischen , Eigen® und
»Nicht-Eigen* jedoch nicht zwischen , Pathogen und ,Nicht-Pathogen® unterschieden werden
kann. Die genauen Mechanismen, durch welche diese wichtige Unterscheidung erméglicht wird,
sind bislang grofdtenteils unbekannt. Jedoch ist bekannt, dass PAMPs von zellspezifischen
Rezeptoren erkannt werden und folglich spezifische Immunantworten ausdsen. Die
Identifizierung der Toll-Like Rezeptoren (TLRs) as Rezeptoren fur Molekile mikrobiellen
Ursprungs hat neues Licht in das Zusammenspiel von angeborener und erworbener Immunitét
gebracht.

1.2  Toll-Like Rezeptoren und die pro-inflammatorische Antwort

Das TLR-Signal induziert die Produktion vieler Zytokine (7). Die TLRs wurden als eine der
wichtigsten Zellrezeptor-Familien bel der Induktion unmittelbarer pro-inflammatorischer
Antworten auf eine grof3e Viefat von Pathogenen von Viren Uber Bakterien bis hin zu Pilzen
identifiziert. Es hat sich gezeigt, dass die TLR-Bindung zu einer Produktion von IL-6, IL-8,
RANTES und TNF-a as auch anderer Zytokine fuhrt, die fur die Entwicklung erworbener
Immunantworten von grundlegender Bedeutung sind (7, 8). Die Eliminierung funktionaler TLRs
resultiert in Organismen und Zellen, die gegentber immunologischer Stimuli weniger
empfanglich sind (9, 10). Die Konsequenzen hierfir sind unbekannt, es wurden aber
verschiedene humane TLR- Polymorphismen identifiziert, die bei den Individuen dazu beitragen,
eine verstarkte Anfaligkeit gegeniber Infektioren und Erkrankungen zu verhindern Die
Expresson von Toll-Like Rezeptoren auf Tumorzellen wirde es ermoglichen, die
Tumorprogression durch Produktion pro-inflammatorischer Zytokine zu unterstitzen. Die
Tumorprogression wird unter anderem von den Zytokinen TNF-a und RANTES unterhalten
Folglich wirde eine Infektion (PAMPs) Toll-Like Rezeptor-exprimierende Tumorzellen
stimulieren und damit die Tumorprogression beguinstigen.



1.3 Toll-Like Rezeptoren und die antivirale Immunantwort

TLRssind ein wichtiger Initiator der antiviralen Antwort. Verschiedene TLRs, wie TLR3, TLR4,
TLR7, TLR8 und TLR9 binden bekanntermal3en virale Motive und initiieren Immunantworten,
aber nur TLR3 und TLR4 haben die Aktivierung einer IRF3 (Interferon Regulatory Transcription
Factor 3) nukledren Trandokation aufgezeigt (11-14). Eine Stimulation mit dsRNA
(Doppelstrang RNA) initiiert TLR3 und aktiviert dartber IRF3. TLR4, so nimmt man an, erkennt
virale Glykoproteine (9, 15). Sowohl TLR3 und TLR4 Signale resultieren in einer Aktivierung
von IRF3, aber die |mmunantworten differieren in Quantitét wie auch Qualitét. TLR3 initiiert
eine antivirale Antwort, die stéarker und anhaltender ist als die Antwort, die durch das TLR4-
Signal initiiert wird (16, 17). TLR4, so hat sich gezeigt, erfordert einen Beitrag der NF-?B
(Nuclear Factor kappa-B Teileinheit) und p65, um ISREs (IFN-stimulated Response Element)
nach einer Phosphorylierung von rIRF3 zu binden und zu aktivieren Auch wenn zahlreiche
TLRs sich as wichtig fur die Verstdrkung der Immunantwort auf Virusinfektionen erwiesen
haben, so induziert nur TLR3 und in einem geringeren Ausmald TLR4 potente IRF3-vermittelte
antivirale Antworten (7, 16, 17, 20).

TLRS3 erkennt dsRNA, um die oben diskutierten antiviralen Antworten zu initiieren (15, 21, 22).
Auch wenn die TLR3 Bindung eine potente antivirale Antwort induziert, wird die Rolle von
TLR3 invivo bei einer viralen Infektion diskutiert. Die Doppelstrang-RNA-Kinase, PKR, und die
zytosolische RNA Helicase, RIG1, binden, so hat sich gezeigt, unabhangig von der Sequenz an
dsRNA Motive so kurz wie 11 Nukleotide durch 2 RNA-bindende-Doménen (23). Nach der
dsRNA-Bindung wird PKR autophosphoryliert und phosphoryliert dann elF-2a, was zu einer
Inhibition von NF-kB fuhrt (24). RIG1 bindet dsSRNA durch 2 Caspase Rekrutierungsdomanen
(CARD) und aktiviert die IRF3 und NfkB Transkriptionsfaktoren (25, 26). Es ist bekannt, dass
PKR eine Komponente der TLR3 Signalkaskade ist, und es werden noch weitere Studien
benétigt, um festzustellen, ob RIG1 und PKR TLR3 unabhangige Wege reprasentieren, die die

antivirale Antwort induzieren.



1.4  Toll-like Rezeptoren

Das Protein Toll ist ein Typ | transsmembranser Rezeptor in der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster. Die extrazelluldre Domane von Toll enthdlt Leucin-reiche Regionen (LRR) und
die intrazelluldre Doméne zeigt eine Homologie mit der des IL-1R und wird as Toll/IL-1R (TIR)
Doméne bezeichnet. Toll wurde als ein essentielles Gen fur die dorso-ventrale Entwicklung in
dem Drosophila-Embryo identifiziert. Als inaktives Precursor-Protein wird es von der Protease
Easter gespalten und l6st durch seine Bindung an Toll eine Signalkaskade aus. Die
Adapterproteine Tube und Pelle werden rekrutiert und in der Folge der NF-kB &hnliche
Transkriptionsfaktor Dorsal aktiviert. Toll spielt aber auch in der angeborenen Immunitét von
Drosophila eine entscheidende Rolle, da es an der mikrobiellen Abwehr gegen Bakterien und
Pilze beteiligt ist. Im adulten Tier induziert eine durch Toll ausgeldste mikrobielle Infektion die
Produktion von antimikrobiellen Proteinen im Fettgewebe (27, 28).

Eine sehr wichtige Rolle innerhalb der PRR des angeborenen Immunsystems in Wirbeltieren
spielen die zu Drosophila Toll-homologen TLRs. TLS sind ebenso wie Drosophila Toll Typ |
Transmembranproteine und stellen eine neue Familie von Wirbeltier-PRRs dar (29). Nach
Aktivierung durch PAMP initiieren TLRs eine Signalkaskade Uber die Adapterproteine MyD88,
IRAK und TRAF®6, die letztlich Transkriptionsfaktoren wie NF-kB und APL1 aktivieren (30, 31).

Elf Mitglieder (TLR 1-11) wurden bis jetzt charakterisiert, wovon in den letzten Jahren fast alle

Liganden aufgekléart werden konnten (32).

141 TLR1

TLR1 ekennt das native mykobakterielle 19-kDa Lipoprotein, sowie en synthetisches
triazyliertes Lipopeptid durch Bildung von Heterodimeren mit TLR2 (33). AufRerdem wurde
gezeigt, dass TLR1 an der Erkennung des Oberflachenlipoproteins von Borrelia burgdorferi
beteiligt ist (34).



142 TLR2

Fur TLR2 wurde eine Betelligung an der Erkennung von Peptidoglycan auf Gram-positiven
Bakterien (35, 36), Lipoarabinomannan der mykobakteriellen Zelwand (36, 37),
Glykosylphosphatidylinositol- Lipid von Trypanosoma cruz (38) und Zymosan des Hefepilzes
Saccharomyces cerevisiae (39), aufgezeigt. Underhill et al. wiesen weiterhin eine spezifische
Rekrutierung von TLR2 zu Zymosanhaltigen Phagosomen nach, sowie die durch eine
Punktmutation im TLR2-Gen aufgehobene Entzindungsantwort auf Zymosan. Fir TLR2 ist
weiterhin bekannt, dass dieser im Zuge der Erkennung von Mikroorganismen Heterodimere mit
TLR1 und TLR6 auszubilden vermag (40). Ob diese Heterodimerisierung nach oder vor der
Bindung an den Mikroorganismus erfolgt, ist bisang nicht bekannt. Die Lokalisation von TLR2
scheint sich auf APCs und auf Endothelzellen zu beschranken (41). Neuere Daten lassen den
Schluss zu, dass TLR2 in nicht-stimulierten Makrophagen vor allem intrazelluldr zu finden ist
(42).

143 TLR3

TLR3 erkennt dsRNA, ein bekanntes virales Motiv (41). dSRNA wird von den meisten Viren im
Laufe ihres Vermehrungszyklus gebildet und eignet sich daher as virales PAMP. TLR3 findet
sich vorwiegend, jedoch nicht auschliefdlich, auf dendritischen Zellen (41).

144 TLR4

TLR4 war der erste charakterisierte TLR (43). Dieser Rezeptor leitet das Erkennungssignal
Gram:-negativer Keime ins Zellinnere. Mause mit Mutationen in diesem Rezeptor, z. B. C3H/Hel
Mause, sind unempfindlich gegenliber bakteriellem Endotoxin (44, 45). Weitere bislang bekannte
Liganden fir TLR4 sind Lipoteichonsauren (36), ein hitzelabiler, zellassoziierter Faktor von
Mycobacterium tuberkulosis (37) und das Hitzeschockprotein Hsp60 (46), sowie Mannan von
Saccharomyces cervisiae und Candida albicans (47). AulBerdem erkennt TLR4 Taxol,
Hyaluronséure, Heparansulfat und Fibrinogen. Endogene Liganden benétigen jedoch sehr hohe

Konzentrationen, um TLR4 zu aktivieren (48).

TLR4 befindet sich im Saugetier vor allem auf Epithelzellen, Makrophagen und DC, sowie auf
anderen Zdlen des Immunsystems, z. B. B- und T-Zellen (43). Die Verteilung dieses Rezeptors
innerhalb der Zele ist bisher nur fir intestinale Epithelzellen, die Makrophagenzelllinie



RAW264.7, Knochenmarkmakrophagen und Peritonealmakrophagen beschrieben worden (49).
An der Erkennung von LPS durch TLR4 ist nicht nur der Rezeptor allein betelligt. Vielmehr
erfolgt die Erkennung durch einen Molekilkomplex. Dieser beinhaltet ein LPS Binding Protein
(LBP), CD14, welches dgch entweder I6dich im  Serum oder an enem
Glykophosphoinositolanker an der Oberflache von Makrophagen findet, sowie ein kleines
Protein. Dieses kleine Protein, MD-2 genannt, besitzt keine Transmembranregion und wird an der
Zelloberflache assoziiert mit TLR4 gefunden. Seine genaue Funktion ist bislang unbekannt, es ist
jedoch fir die Bindung von LPS durch TLR4 notwendig (50).

145 TLR5

TLR5 erkennt bakterielles Flagellin (51). TLR5 wird an der basolateralen, nicht jedoch der
apikalen Seite von intestinalen Epithelzellen exprimiert, wo er das Flagellin pathogener
Bakterien, z. B. das von Salmonella, detektieren kann (52). Aul3erdem aktiviert Flagellin
Lungenepithelzellen (53), was bedeuten konnte, dass TLR5 ein wichtiges Werkzeug zu

Erkennung von Mikroorganismen an Schleimhautoberfléachendarstellt (48).

Die polarisierte Expression konnte einen Mechanismus zur Unterscheidung zwischen pathogenen
und apathogenen Bakterien darstellen, da sich die Bakterien der physiologischen Darmflora im
gesunden Menschen nur intraluminal befinden und daher nicht mit diesem Rezeptor in Kontakt
kommen. Denn im Unterschied zu pathogenen Bakterien sind die physiologischerweise
vorkommenden Bakterien nicht in der Lage, die epitheliadle Barriere zu durchbrechen und mit
TLR5 in Kontakt zu treten. Diese Art polarisierter Expression wird auch fir andere TLRs

vermutet.

146 TLR6

TLR6 erkennt das di-azylierte mykoplasmatische Makrophagen aktivierende Peptid MALP-2, in
dem dieser ein Heterodimer mit TLR2 ausbildet (54). Die konstitutive Expression von TLR1 und
TLRG6 erstreckt sich auf sehr viele verschiedene Zelltypen (6).



147 TLR7, TLR8

Das antivirdle Medikament, R848, ein Ubiquimod-Analogon, stimuliert im humanen System
Uber die TLR7 und TLR8 (55), wahrend sein Signal im Maussystem nur Uber TLR7 und nicht
Uber TLR8 weitergeleitet wird (56).

AuRBerdem konnte fir TLR7 ein welterer synthetischer Ligand identifiziert werden: Loxoribine,
welches antivirale Eigenschaften besitzt (57, 58). Abgesehen von diesen synthetischen Liganden
konnte kurzlich gezeigt werden, dass TLR7 und humaner TLR8 Guanosin- oder Uridin-reiche
ssRNA von Viren wie dem HI-Virus und dem Influenza-Virus erkennt (57, 59, 60).Wirtseigene
ssRNA wird wahrscheinlich nicht durch diese Rezeptoren wahrgenommen, da TLR7 und TLRS8

im Endosom exprimiert werden und wirtseigene ssRNA nicht dorthin gelangt.

TLR7 wird von plasmazytoiden dendritischen Zellen (PDCs), sowie von myeloiden dendritischen
Zellen (MDCs) exprimiert, wahrend sich TLR8 in Monozyten findet (61).

148 TLR9

TLR9 erkennt die fur Bakterien typische unmethylierte DNA bzw. unmethylierte CpG-Mative
(56). Da der grofde Teil der Saugetier-DNA methyliert ist, kann so zwischen , Fremd* und
»Eigen* unterschieden werden. Dass dies nicht immer einwandfrei funktioniert und TLR9 an der
Entwicklung autoimmuner Erkrankungen beteiligt sein kann, konnte Leandbetter et al. kirzlich
nachweisen (62). Aul3erdem konnte gezeigt werden, dass TLR9 neben bakterieller CpG-DNA
virde CpG-DNA zu erkennen vermag (63, 64). Die Erkennung setzt eine Internalisierung des zu
detektierenden Agens in das spate lysosomale oder endosomale Kompartiment voraus (65). Die
genaue subzellulére Lokalisation von TLR9 ist jedoch bis heute nicht bekannt.

149 TLR10
Fur TLR10 wurden bisher keine Liganden beschrieben (6). Aul3erdem wird vermutet, dass im
Maussystem kein funktioneller TLR10 existiert, da das C-terminale Ende durch eine

nichtverwandte, unproduktive Sequenz ersetzt wurde (48).



1.4.10 TLR11

Fur den erst kurzlich identifizierten TLR11 wurde gezeigt, dass dieser in Blasenepithelzellen
exprimiert wird und in Méausen Resistenz gegen eine Infektion mit uropathogenen Bakterien
vermittelt (66). Ein Ligand konnte bis heute noch nicht identifiziert werden Es liegt jedoch der
Schluss nahe, dass TLR11 an der Erkennung uropathogener Bakterien beteiligt ist. Beim
Menschen existiert kein funktioneller TLR11, da durch ein Stopcodon in seiner Gensequenz
dieser nicht , hergestellt“ werden kann (66).

Die meisten Immunzellen sind durch unterschiedliche TLR-Expressionsmuster gekennzeichnet
(67-70). So besitzen MDCs auf ihrer Oberflache TLR4 und TLR7, wdhrend PDCs TLR7 und
TLR9 exprimieren. Berilicksichtigt man nun beispielhaft nur diese DC-Subpopulationen so wird
ein TLR4-Ligand nur MDCs, nicht aber PDCs aktiviert. Ein TLR9 Ligand wird dagegen PDCs,
nicht aber MDCs aktivieren. Ein TLR7-Ligand wird aber in der Lage sein, beide Zelltypen zu
aktivieren. Myeloide und plasmazytoide DCs reagieren jedoch sehr unterschiedlich auf eine
TLR-Stimulation, was unterschiedliche Funktionen der TLRs annehmen lasst. So sezernieren
aktivierte MDCs hohe Mengen an IL-12 und pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-6 und
Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a), wahrend die PDCs hohe Level an IFN-a produzieren. Diese
Zéllen sind fur den Grofdteil der IFN-a-Produktion wahrend einer Virusinfektion verantwortlich
(71). TLR-7-Liganden wie z. B. Imidazolquinolone induzieren beide Zytokinprofile (71, 72),
konnen aber auch humane Immunzellen mittels TLR8 aktivieren und so zu komplexen
Immunantworten fuhren (55). Dartiber hinaus ist TLR9 verantwortlich fir die Produktion von
IFN-a. Allgemein formuliert kontrolliert 1FN-a wahrend einer Virusinfektion die virale
Replikation. Dies geschieht jedoch nicht nur Uber Mechanismen der angeborenen Immunitét,
sondern auch durch Mechanismen der erwobenen Immunitét wie der Aktivierung von NK-Zellen,
der Audldsung einer T- Zellantwort (73) sowie der Produktion von Antikdrpern (74). Wie es Uber
eine Stimulation dieser TLRs jedoch zu diesen unterschiedlichen Immunantworten kommt, ist
noch nicht geklart.

Ein Erklarungsansatz liegt in den Ahnlichkeiten und Differenzen der Signaltransduktion der
verschiedenen TLRs. So werden die beobachteten Immunantworten nach Stimulation von TLR7
und TLR9O durch das Adapterprotein MyD88 (Myeloid Differentiation Factor 88) vermittelt,
wohingegen eine TLR4-Aktivierung unterschiedliche Adapterproteine bendtigt (in diesem Fall



MyD88 und Toll-interleukinl receptor-adapter protein (TIRAP)) (75). Erst kirzlich wurde
jedoch gezeigt, dass TLR4 sogar MyD88-unabhéangig Uber TRIF (TIR Domain-Containing
Adapter inducing IFN-b) signalisieren kann (76). Somit beféhigen die Differenzen in der
molekularen Signaltransduktion der TLRs sowie die zellspezifische TLR-Expression und
Lokalisation das angeborene Immunsystem, @ne auf das Antigen abgestimmte I|mmunantwort
auszulésen und ene intensive Verknipfung von erworbener und angeborener Immunantwort
herzustellen. Tabelle 14 zeigt einen Uberblick zu dem aktuellen Wissen iber bekannte TLR-
Agonisten

Tab.1.4 Humane Toll-Like Rezeptoren und ihre Liganden

TLRs Liganden Pathogene Referenz
TLR1 Kooperiert mit TLR2 Bakterien
TLR2 Lipoproteine Gram-positive Bakterien (36)
Zymozan Hefen (40)
LAM Mykobakterien 77)
TLR3 doppelstrangige RNA Viren (78)
TLR4 LPS Gram-negative Bakterien (44)
Protein F RSF (79
TLR5 Flagellin Bakterien (78)
TLR6 Kooperiert mit TLR2 (80)
TLR7 Guanosin-Analoga, sSRNA, siRNA Viren (81, 82
TLR8 Guanosin-Analoga, sSRNA, siRNA Viren (55)
TLR9 CpGMotive Bakterien, Viren (67)
TLR10 | nicht bekannt nicht bekannt (83)
TLR11 | Uropathogene Bakterien Bakterien (66)
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15 Der TLR-Signalweg

Nach Stimulation aktivieren TLRs die Transduktionsfaktoren NF-kB und AP1, was zu der
Produktion von inflammatorischen Cytokinen, wie TNF-a und IL-6, und zur Hochregulation
costimulatorischer Molekile wie CD80 und CD86 auf DCs fihrt (6). Das cytoplasmatische
Adapterprotein MyD88 enthdt eine TIR Domane, die die Bindung zu den entsprechenden
Doménen von IL-1R oder den TLRs vermittelt. MyD88 wird nach Aktivierung zu den
Rezeptoren rekrutiert. MyD88 enthdlt aminoterminal eine Death Domain, wodurch es an diese
Domaine von Serin-Threonin Kinasen der IRAK Familie binden kann (84). Genetische Studien
mit MyD88-defizienten Mé&usen bestétigten, dass dieses Adapterprotein essentiell fur die NF-kB-
abhéangige Induktion der Gene fir die Cytokine TNF-a und IL-6 as Antwort auf TLR Agonisten
ist (85, 86). Die Analyse dieser MyD88-Mutanten zeigte aber auch, dass es unterhalb von
einzelnen TLRs einen MyD88-unabhangigen Weg geben muss. So wurde die NF-kB Induktion
durch LPS (TLR4 Agonist) oder dsRNA (TLR3 Agonist) in MyD88-defizienten M&usen nicht
unterbunden, sondern nur verzogert. Zusétzlich ist die dendritische Zelreifung nach Stimulation
mit LPS oder dsRNA in MyD88-defizienten Zellen nicht beeintrachtigt (87). Stimuliert man
jedoch MyD88-defiziente Zellen mit Stimuli, die TLR2 oder TLR9 aktivieren, so wird die
Induktion von NF-kB und die dendritische Zellreifung komplett unterbunden. Weitere Studien
zeigten, dass TLR3 und TLR4 den Transkriptionsfaktor IRF-3 aktivieren und die Produktion der
Zytokine IFN-b unabhangig von MyD88 induzieren kénnen (88, 89). Das bedeutet, dass es zwei
unterschiedliche Gruppen von TLRs gibt, wovon eine (z.B. TLR3, TLR4) nicht ausschlief3lich
auf MyD88 fur die Signalweiterleitung angewiesen ist. Kirzlich wurden zwei zusétzliche TIR
Domanenttragende Adaptermolekile beschrieben. Zum einen das Protein TIRAP (TIR-Domain-
Containing-Adaptor-Protein oder auch MAL genannt), das ein essentieller Cofaktor von MyD88
in der Induktion von NF-kB und AP1 nach Stimulation mit TLR2 oder TLR4 ist (75, 90). Andere
TLRs benttigen TIRAP dagegen nicht, um NF-kB oder AP1 zu aktivieren. Der zweite Adapter
TICAM-UTRIF (TIR-containing adapter molecular/TIR domain-containing adaptor protein
inducing interferon beta) ist an der Regulation des IFN-b-Promotor durch TLR3 und
moglicherweise an dem MyD88-unabhéngigen Signalweg unterhalb von TLR3 und TLR4
beteiligt (75, 91).
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Abb. 1.5 Vereinfachte schematische Darstellung der TLR Signalwege

Auch in dem Verstandnis des Signalweges unterhalb von MyD88 wurden in der letzten Zeit
grofRe Fortschritte gemacht. Eine Familie von verwandten Kinasen, die IRAKs (Interleukin
Receptor-associated Kinase) spielen dort eine wichtige Rolle (sehe Abb.1.5). IRAK-1 wird
unabhangig von MyD88 zu dem Rezeptor rekrutiert. Im Gegensatz dazu wird IRAK-4 durch
Bindung von MyD88 aktiviert. Ein weiteres Mitglied der Familie ist IRAK-M, das a's negativer
Regulator in dem Signalweg fungiert (92). Einmal an den Rezeptor gebunden, wird IRAK-1
durch IRAK-4 phosphoryliert (84) (93). Danach dissoziieren die Kinasen von dem Rezeptor-
Komplex ab und interagieren mit der im Signalweg unterhalb liegenden Komponente TRAF®6.
Aktiviertes TRAF6 induziert Uber weitere Zwischenschritte zum einen die Kinase JNK, was zu
der Aktivierung von AP1 fihrt und aim anderen zur Phosphorylierung und Degradierung des
zytoplasmatischen NF-kB Inhibitors IkB mit der Konsequenz, dass NF-kB in den Zellkern
trandozieren kann. AP1 und NF-kB vermitteln dann die Transkription von Genen, die bei
Entziindungsreaktionen beteiligt sind (94, 95). Obwohl man urspringlich glaubte, dass der
Signalweg unterhalb der verschiedenen TLRs identisch sei, Zigt sich jetzt, dass einzelne TLRs
verschiedene Arten von Signalwegen aktivieren und so bestimmte biologische Effekte ausldsen
konnen. Fehler bei DNA-Replikation und der Aktivierung des MAP-Kinase Signalwegs, der die
Aktivierung anti-apoptotischer Molekile (z.B. bcl-2) induziet und zur Chemoresistenz
verschiedener Tumore (z.B. beim Pankreas- und Nierenzellkarzinom) beitragt, sind Folgen in
chronisch-entziindlichem Gewebe.

12



1.6  Klinische Aspekte untersuchter Tumore

Bel der Entstehung von Tumoren sind eine Vielzahl zelluldarer Signalwege beteiligt. Dabei
koénnen sich sowohl die involvierten Signalwege an sich als auch die Art ihrer Aktivierung oder
Deaktivierung je nach Tumorart unterscheiden. Dennoch ist die Aktivitdt von bestimmten
Signawegen in ener Viedzahl der Tumoren verédndert, da ale Tumorzellen bestimmte
Mindestvoraussetzungen wie unbegrenzte und wachstumsfaktor-unabhangige Teilungsfahigkeit

oder die Unempfindlichkeit gegen den induzierten Zelltod (A poptose) aufweisen miissen.

Frauen Manner

Brustdrise - 17.8 % Lunge - 25.8 %

Darm - 122 % Dam - 125 %

Lunge - 9.8 % Prostata - 10,2 %
Pankreas -£,3 % Magen-6.3 %
Magen - 6,2 % Pankreas - 5.3 %
Eierstécke-6.1 % Miere - 26 %
Leukamien - 3.3 % Harnblase - 3.5 %
Mon-Hodgkin Lymphome - 2,7 % Mundraum f Rachen - 3.3 %
Gebarmutterkdrper - 2,7 % Leukamien - 3.2 %
Miere-2.6 % Speiserdhre - 2.9 %
Harnblase - 2,4 % Non-Hodgkin Lymphome - 2.7 %

Gebarmutterhals - 2.2 % Kehlkopf-1.68 %

Abb. 1.6 Epidemiologie bosartiger Erkrankungen

(aus http://upload.wikimedia.org/wikipedia/de/a/a9/Krebs_Haeufigkeit_relativ.png)

Die Inzidenz des Pankreaskarzinoms hat in vielen Landern seit Mitte des letzten Jahrhunderts
kontinuierlich zugenommen. Die Diagnose Pankreaskarzinom ist ungewohnlich vor dem 45.
Lebengahr. Die Inzidenz steigt danach jedoch stetig, so dass mehr als 80% der Patienten zum
Zeitpunkt der Diagnose 60-80 Jahre alt sind (96, 97).

Obwohl das Pankreaskarzinom im Allgemeinen as eine Erkrankung der westlichen
industrialiserten Lander angesehen wird, bestehen geographische und ethnische
Inzidenzunterschiede. Dies legt die Vermutung einer genetischen Abhéangigkeit nahe.
Unbestritten sind auf3erdem der Einfluss der Umwelt sowie soziodkonomische Faktoren. Als
gesicherte Risikofaktoren kdnnen das Rauchen, eine Ernahrung mit hohem Fettanteil sowie eine

lange bestehende, alkoholbedingte chronische Pankrestitis angesehen werden (98). Das
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kumulative Risiko eines Patienten mit chronischer Pankreatitis, ein Pankreaskarzinom zu
entwickeln, betrdgt 10 Jahre nach Diagnosestellung ca. 2%, nach 20 Jahren 4% und ist damit
deutlich hoher als bei der Normalbevolkerung (99-102).

Das Nierenzellkarzinom ist nach dem Prostatakarzinom die zweithaufigste urologische
Geschwulsterkrankung (Abb.1.6). Die Zunahme der Inzidenz wurde vom Nationa Institute of
Health mit weltweit etwa 2% pro Jahr bestétigt.

Betrachtet man die Gesamtheit aller Tumoren, steht das kolorektale Karzinom an zweiter Stelle,
sowohl bel Méannern (nach dem Bronchialkarzinom) als auch bei Frauen (nach dem
Mammakarzinom) (103, 104) (Abb.1.6). Etwa 90% der kolorektalen Karzinome finden sich nach
dem 50. Lebengahr und nur vereinzelte Falle vor dem 40. Lebensjahr. Der Haufigkeitsgipfel liegt
zwischen dem 60. und 70. Lebengahr, wobel Manner etwas haufiger betroffen sind als Frauen
(105).

1.6.1 Pankreaskarzinom

Die Entstehungsursache des duktalen Adenokarzinoms des Pankreas bleibt unklar. Ein Grofdell
des Verstandnisses der Atiologie des Pankreaskarzinoms wurde von demographischen und
epidemiologischen Studien abgeleitet. Obwohl eine geringe Aussicht auf Langzeitiberleben for
die kleine Gruppe der Patienten mit resektablen Tumoren besteht, ist die Prognose des
Pankreaskarzinoms ernuchternd. Weniger as 10% aller Patienten mit dieser Erkrankung
Uberleben das erste Jahr nach Diagnosestellung und weniger as 1% Uberleben 5 Jahre (106). Die
Mortalitdt und die Inzidenz sind damit nahezu identisch.

Fortschritte in der Molekularbiologie und der Humangenetik erlauben ein zunehmend besseres
Verstandnis molekularer Ereignisse. Wegen der unginstigen Prognose des Pankreaskarzinoms
und der beschrankten Anzahl resezierter Patienten an unterschiedlichen Institutionen ist der

Einfluss verschiedener moglicher prognostischer Faktoren unklar.

Im eigenen Patientengut fanden sich fir das duktale Pankreaskarzinom nach RO-Resektion
(radikaler chirurgischer Tumorresektion) in einer multivariaten Analyse Tumordifferenzierung
und Nodalstatus als unabhangige Prognosefaktoren. Als mdgliche weitere tumorabhéngige
prognostische Faktoren, die jedoch noch weiterer Bestétigung bedirfen, gelten folgende

14



Faktoren: Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren EGF, TGF-a und EGFR sowie die
Onkogene und Onkogenprodukte erb B2, Kiras und p53.

1.6.2 Nierenzellkarzinom

Als gesicherte Risikofaktoren zahlen die chronische Niereninsuffizienz, die tubertse Sklerose,
eine positive Familienanamnese und die hereditdre Form des Nierenzellkarzinoms beim Vot
Hippel-Lindau-Syndrom.  Nicht  zuletzt  durch  die  routineméllige  Anwendung
molekularbiologischer Techniken ist es in der letzten Zeit zu einer gewissen Inflation neuer

prognostischer Marker des Nierenzellkarzinoms gekommen.

1.6.3 Kolorektales Karzinom

Das kolorektale Karzinom ist sowohl bel Mannern wie auch bei Frauen der haufigste maligne
Tumor des Gastrointestinaltraktes und das zweithaufigste Karzinom in den Industrienationen
(107). Pathogenetisch wird fur dieses Malignom eine sogenannte Adenom-KarzinomSequenz
herangezogen (108-111). Dabel entstehen durch Akkumulation genetischer Veranderungen aus
Normalgewebe zunéchst ein Adenom und schliefdich ein Karzinom. Bei diesen Mutationen
handelt es sich entweder um Inaktivierungen von Tumorsuppressorgenen oder Aktivierungen von
Onkogenen. Die einzelnen Mutationen treten an bestimmten Stellen im Verlauf der
Tumorprogression auf; so fuhrt die Mutation des Tumorsuppresorgenes p53 zum Ubergang vom

spaten Adenom zum Karzinom.

Eine ausgedehnte und langjdhrig bestehende Colitis ulcerosa gilt als Risikofaktor fur die
Entstehung des kolorektalen Karzinoms (112). Es ist nachgewiesen worden, dass junge
Menschen, de ihre Kolitis bereits im Kindes- oder Jugendalter entwickeln, nach 10-jahriger

Krankheit ein Erkrankungsrisiko fir das kolorektale Karzinom von jéhrlich 2% aufweisen (112).

Das karzinoembryonale Antigen (CEA) ist ein Glykoprotein, das im primitiven Endoderm als
Differenzierungsantigen vorhanden ist, jedoch in der normalen adulten Kolonmukosa nicht
exprimiert wird. Kolonkarzinomzellen hingegen exprimieren CEA in bis zu 97%der Félle (113).
Bei Patienten mit kolorektalem Karzinom und erhdhten CEA-Werten ist mit enem
fortgeschrittenen Tumorleiden zu rechnen; besonders hohe Werte finden sich bel einer

Lebermetastasierung. Der CEA-Wert besitzt also besonders in  der postoperativen
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Verlaufsbeobachtung einen wichtigen Stellenwert beziglich Tumorrezidiv und Prognose (114,
115). In einer anderen Arbeit wurde gezeigt, dass p53-Mutationen, der Verlust von bcl-2-
Expression und Tumorangiogenesefaktoren mit lokaler Tumorinvasion sowie ein nodaler Befall
letztlich mit einem schlechteren Gesamtiberleben korreliert sind (116). Ferner resultiert die
familiére Polyposis coli aus einer Mutation des Adenoma-polyposis-coli-(APC-) Gens und wird
autosomal dominant vererbt (117). Individuen mit einer Keimbahnmutation in einem der APC-
Allele auf dem Chromosom 5021 entwickeln zahlreiche adenomattse Polypen im Kolon und
Rektum bis zum Alter von 30 Jahren Die Progression zum Karzinom wird meistens bis zum 40.
Lebengahr erreicht (118).

Die vollstéandige chirurgische Resektion (RO-Resektion) des Priméartumors ist unverandert die
Basis der Therapie des kolorektalen Karzinoms. Weitere Saulen der klassischen Therapie sind
neoadjuvante oder adjuvante Chemotherapien, z. B. mit 5-FU und Folinsdure, und die

Strahlentherapie, welche pré-, intra oder postoperativ erfolgen kann.

Zusammenfassend fuhrt die dauerhafte Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB zu einem
chronischen inflammatorischen Reiz in der Zelle, der nach bisheriger Erkenntnis bel der
Entstehung und Progresson von Tumoren eine grof’e Rolle spielt. Fehler bei der DNA-
Replikation und der Aktivierung des MAP-Kinase Signalwegs, der die Aktivierung anti-
apoptotischer Molekile (z.B. bcl-2) induziert und zur Chemoresistenz verschiedener Tumore
(z.B. beim Pankreas- und Nierenzellkarzinom) beitrégt, sind Folgen in chronisch-entziindlichem
Gewebe. Daraus konnten sich Tumore entwickeln. TLRs erscheinen dabei besonders hinsichtlich

einer viralen aber auch bakteriellen Karziogenese bedeutungsvoll.
Ziel dieser Arbeit war es daher, die Expression der TLRs im eigenen Patientengut, bei Patienten

mit Pankreas-, Kolorektalem und Nierenzellkarzinom in Abhangigkeit der Tumorstadien zu

anaysieren.
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2.  Fragestellung

1. Werden Tall-like Rezeptoren im Tumorgewebe des Pankreas: und Nierenzellkarzinonms

sowie des kolorektalen Karzinoms exprimiert?

2. Weche stadienabhangigen Unterschiede ergeben sich bel der Rezeptorexpression
hinsichtlich ihrer Haufigkeit und ihres Vorkommens am Beispiel des Pankreas und

Nierenzellkarzinons sowie des kol orektalen K arzinoms?

3. Gibt es bestimmte Expressionsmuster, die auf einem kausalen Zusammenhang mit dem

zugrundeliegenden Tumorgeschehen schlief3en lassen?
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3. Material und Methoden

3.1 Patientengut

3.1.1 Patienten mit Pankreaskarzinom

In vorliegender Arbeit wurden anhand einer retrospektiven Erhebung 44 Patienten mit der
Diagnose eines Karzinoms des exokrinen Pankreas erfasst. In die Studie eingeschlossen wurden
ale Patienten, die wahrend des Zeitraumes vom 01.01.2002 bis 31.12.2005 in der Chirurgischen
Universitatsklinik Wirzburg mit der Diagnose eines exokrinen Pankreaskarzinoms behandelt und
in unserer Tumorbank erfasst wurden In einem zweiten Schritt erfolgte eine Subgruppenanayse
von 13 der insgesamt 44 untersuchten Patienten mit exokrinem Pankreaskarzinom Dieser Schritt
diente der ausfuhrlicheren Analyse weiterer Parameter im Erkrankungsverlauf und wurde durch

Einsicht in die Krankenakten vollzogen.

In dieser Arbeit wurden funf Kategorien unterschieden: Im Gesamtkollektiv war der Tumor in 76
Prozent der Félle (n=33) im Pankreaskopf lokalisiert. Zu jeweils 20 Prozent (jeweils n=9) fand
sich die Neubildung im Bereich des Corpus und des Schwanzes. Bei 3 Prozent (n=1) war das

gesamte Pankreas befallen, bei 1 Prozent (n=1) mehrere Tellbereiche.

Die Stadieneinteilung der erfassten Erkrankungsféle erfolgte nach den Richtlinien der Union
Internationale Contre le Cancer (UICC, 6.Auflage, 2002).
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Tab. 3.1.1 TNM -Kl assifikation und Ul CC- Stadiengruppierung des Pankreaskarzinoms

6. Auflage (seit 2002)
TNM

begrenzt auf Pankreas
T1 =2cm

begrenzt auf Pankreas
T2 =2cm
T3 jenseits Pankreas
T4 Truncus coe_liacus,

A. mesenterica sup.
NO keine regiondren Lymphkonten
N1 regionare LK befallen
MO keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen
uiccC
IA T1 NO MO
IB T2 NO MO
1A T3 NO MO
1B T1, T2, T3 N1 MO
[} T4 jedes N MO
v jedes T jedes N M1

TNM, klinische Klassifikation; T, Primartumor; N, regionére

Lymphknoten; M, Fernmetastasen; UICC, Stadiengruppierung

AulRer Acht gelassen wurde die aktuell gultige Unterscheidung zwischen UICC-Stadium IA und
IB, d. h. die Unterscheidung, ob der Tumor im Durchmesser grof3er oder kleiner als 2 cm ist. So
ergab sich ein zusammengefasstes Stadium | fir alle Patienten, deren Tumor auf das Pankreas
begrenzt war und die weder einen regionalen Lymphknotenbefall noch eine Fernmetastasierung
zeigten. In Fallen, in denen keine pathologische Beurteilung erfolgen konnte, weil der Tumor
nicht reseziert wurde, wurde die klinische Klassifikation verwendet. In alen anderen Féllen hatte
die pathologische Klassifikation Vorrang. Die pT-, pN- und pM-Kategorien entsprechen den T-,
N- und M-Kategorien

Der Differenzierungsgrad der Tumoren wurde durch das histopathol ogische Grading festgestellt.
Dabel wird eine Einteilung von 1 bis 4 vorgenommen.
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Es qgilt:

Gl gut differenzierter Tumor

G2: mafdig differenzierter Tumor

G3: schlecht differenzierter Tumor

G4: undifferenzierter oder entdifferenzierter Tumor

3.1.2 Patienten mit Nierenzellkarzinom

In dieser Arbeit wurden Daten von 100 Patienten mit histologisch gesichertem
Nierenzellkarzinom analysiert. Zusétzlich wurden aus dem Gesamtkollektiv bei einer Subgruppe
von 26 Patienten, die zwischen 01.01.2002 und 31.12.2005 operiert wurden,
Tumorgewebeproben bel der Primartumoroperation entnommen und anschlief?end mittels
Immunhistologie und Geranalyse untersucht. Fir die Nierenzellkarzinome ist die histologische
Diagnosesicherung erforderlich Verfahren zur Bestimmung der T, N- und M-Kategorien sind
die klinische Untersuchung und bildgebende Verfahren Die regiondaren Lymphknoten sind die
hila&ren sowie die abdominalen paraaortalen und parakavalen Lymphknoten. Die
Seitenlokalisation beeinflusst die N-Klassifikation nicht. Das histologische Grading von den

Patienten war wie folgt:

GIl: gut differenzierter Tumor
G2: maldig differenzierter Tumor
G3, G4: schlecht differenzierter/undifferenzierter Tumor

Die klinische Klassifikation erfolgte wie in der Tabelle 3.1.2 beschrieben.
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Tab.3.1.2 Stadieneinteilung des Nierenzellkarzinoms

TNM
begrenzt auf Niere
T1 =7cm
Tla =4 .cm
>4 cm
begrenzt auf Niere
T2 =7cm
Tumor breitet sich in gréReren Venen aus oder infiltriert direkt Nebenniere oder
T3 perirenales Gewebe, jedoch nicht Uiber die Gerota-Faszie hinaus
T3a Nebenriere/perirenale Infiltration
T3b Nierenvene(n), V. cava unterhalb Zwerchfell
T3c V. cava oberhalb Zwerchfell
T4 Tumor infiltriert Gber die Gerota-Faszie hinaus
NO keine regionaren LK
N1 Metastase(n) in einem regionarem Lymphknoten
N2 Metastase(n) in mehr als einem regiondrem Lymphknoten
MO keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen
uicC
I T1 NO MO
I T2 NO MO
i T3 NO MO
T1, T2, T3 jedes N1 MO
v T4 NO, N1 MO
jedes T N2... MO
jedes T jedesN M1

TNM, klinische Klassifikation; T, Priméartumor; N, regiondre Lymphknoten; M, Fernmetastasen;
UICC, Stadiengruppierung
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3.1.3 Patienten mit kolorektalem Karzinom

In der vorliegenden Arbeit wurden Daten von 188 Patienten mit einem durchschnittlichen
L ebensalter von 66+5,4 Jahren und histologisch gesichertem kolorektalen Karzinom retrospektiv
erhoben. Die UICC Klassifikation wurde fur die Festlegung der Tumormorstadien herangezogen.
Das Kollektiv umfasste RO-resezierte Patienten der Stadien 1-IV nach UICC. Die
Primartumortherapie dieser Patienten erfolgte ausschliefdlich in  der  Chirurgischen
Universitatsklinik Wurzburg. Nach Entlassung aus der Klinik wurde ein Grof3teil der Patienten
regelmaliig im Rahmen der Tumornachsorge (im Abstand von 3-6 Monaten) in der Chirurgischen
Poliklinik gesehen; weitere Daten stammten von betreuenden Hausérzten. Zusétzlich wurden aus
dem Gesamtkollektiv bel einer Subgruppe von 26 Patienten, Tumorgewebeproben bei der
Primartumoroperation entnommen und anschlief?end mittels Immunhistologie und Geranalyse
untersucht. Das Normalgewebe (CDNA) als Vergleichsbasis fur die Analyse der Genexpression

im kolorektalen Karzinom wurde von der Firma Pharmingen (Heidelberg) ké&uflich erworben.

Tab. 3.1.3 UICC-Stadieneinteilung des kol orektalen Karzinoms (Uberarbeitete Version von 01.01.2003).

MO
M1
pNO pN1 pN2
pT1l
St. | St. Il A
pT2
st. il C St. IV
pT3 St. 1A
St. Il B
pT4 St.1IB

pPTNM, pathologische Klassifikation; T, Primartumor;
N, regiondre Lymphknoten; M, Fernmetastasen

22



3.2  Immunhistologie

Um die Expression extrazelluléarer Rezeptoren (TLR 1, 2, 4, 5, 6, 10) und intrazellul&rer
Rezeptoren (TLR 3, 7, 8, 9 zu analysieren, wurde eine Einzelfarbemethode (Single staining)
durchgefthrt. Dazu wurden Tumorgewebeschnitte von insgesamt 13 Patienten mit
Pankreaskarzinom, 32 Patienten mit Nierenkarzinom und 24 Patienten mit kolorektalem
Karzinom verschiedener UICC-Stadien verwendet. Die Analyse wurde sowohl auf Tumorgewebe
ds auch auf Normalgewebe durchgefiihrt. Das Prinzip bestand darin, dass ein spezifischer, aber
unkonjugierter Primér-Antikorper (Ak) an das Gewebe bindet, welcher in einem néachsten Schritt
mit einem Horseradish peroxidase (HRP)-konjugierten Sekundar-Ak gebunden und sichtbar
gemacht wird. Nachfolgende Tabelle 3.2 gibt einen Uberblick tber die verwendeten Primar-AKk,

derenVerdinnung und Hersteller.

Tab.3.2 Zusammenfassende Darstellung der verwendeten Primér-Ak fir die Immunhistologie und Angaben Uiber
Verdinnung und Hersteller der Ak.

Antikorper Hersteller Verdinnung

eBioscience (CA, USA) 14- .

TLR-1 9911 Clone GD2.F4 1:50

Alexis ALX-804-323-C050
TLR-2 (Griinberg, Germany) Clone 1:50
TL2.1.

IMGENEX (San Diego, USA) .

TLR-3 IMG-315A 1:30
Biolegend (San Diego, USA )

TLR-4 312801 1:50
IMGENEX (San Diego, USA) )

TLR-5 IMG-644 1:20

TLR-6 BioVision (USA) 3556-100 1:50
IMGENEX (San Diego, USA) )

TLR-7 IMG-665 1:150

TLR-8 ProSci (CA, USA) 3281 1:150
IMGENEX (San Diego, USA) i

TLR-9 IMG-305A 1:200
Santa Cruz (Gilbertsville, USA) )

TLR-10 (V-20): 5c-23577 1:25

TLR-11 ProSci (CA, USA) 3285 1:100
BD Pharmingen (Heidelberg, )

I9G Germany) 610410 1:20

Im ersten Schritt wurden die Gefrierschnitte fur 10 Minuten in Aceton (Fa. Deventer, Holland)
fixiert und anschlief3end weitere 10 Minuten luftgetrocknet. Nach Waschen des Gewebes in Tris-
NaCL-Puffer (Fa. Merck, Darmstadt) wurde der unkonjugierte Primér-Ak (Neo Makers,
Fremont, CA) zugefligt und Gber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer oder 1 Stunde bei
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Raumtemperatur inkubiert. Es folgte eine erneute Waschung mit Tris-NaCL-Puffer und
anschliefRend die Applikation des HRP-konjugierten Sekundar-Ak (Dako, Glostrup, Danemark),
welcher fir entweder 60 Minuten bei Raumtemperatur oder 18 Minuten bei 37°C in einer
Warmekammer inkubiert wurde. Dieser Enzym-Substrat-Komplex wurde nun mit einem
Chromogen, Liquid Diaminobenzidin (DAB) Substrate Pack (Biogenex, San Ramon, CA), der
sich auf dem Gewebe in eéinem “braunlichen” Farbton darstellt, detektiert (Abb.3.2.2). Es folgte
eine erneute Waschung mit Tris-NaCL-Puffer. Abschliefiend wurde eine Gegenférbung mit
Hamaaun (Fa. Merck, Darmstadt) durchgefiihrt und der Gewebeschnitt mit Glycerol (Fa. Dako,
Glostrup, Danemark) fixiert. Als Kontrollfarbung diente die Negativkontrolle an Normalgewebe

(N.G.), sowie die Immunglobulin-1sotyp Kontrolle (19gG).

Z€llobexflache Antigen HRP-konjugierter
Sekundér-AK

(br&unlicher Farbton)

Primar-AK
(unkonjugiert)

Abb.3.2 Schematische Darstellung der Nachweismethode mit dem Enzym-Substrat-K omplex bestehend aus Primar-
und Sekundér-AK. Der Substratumsatz (DAB) durch das Enzym (HRP) stellt sich auf dem Gewebe al's bréunlicher

Farbton dar.

24



3.3 Real-Time-PCR Analyse zum Nachweisvon Toll-like Rezeptor Genen im

Tumor gewebe
Es wurde die Genexpression der Oberflachenmolekile TLR1, 2, 4, 5, 6 und 10 und der
intrazelluléren Rezeptoren TLR3, 7, 8 und 9 aus Tumorgewebeproben von kolorektaen
Karzinomen (23 Patienten), Nierenzellkarzinomen (32 Patienten) und Pankreaskarzinomen (13
Patienten) mittels Real-Time- PCR analysiert. Die genannten Gene sind typisch fur Toll-like
exprimierende Zellen.
Die RNA-Extraktion erfolgte wie oben beschrieben. cDNA wurde mit 2 pg von durch Hitze
denaturierter RNA zubereitet. ES wurden die der Tabelle 3.3 zu entnehmenden Primer verwendet
(Qiagen, Hilden).

Tab.3.3 Verwendete Primer (Qiagen Hilden) fur die Real- Time-PCR zum Nachweis von Toll-like Rezeptoren (TLR
1-11) im Tumorgewebe. GAPDH diente als housekeeping gene

Gen Primer
TLR1 QT 01009589
TLR2 QT 00236131
TLR3 QT 00007714
TLR4 QT 00035238
TLRS QT 01009596
TLRG QT 00216272
TLR7 QT 00030030
TLR8 QT 00215985
TLR9 QT 00015183
TLRI10 QT 00205478

GAPDH QT 00079247

Die optimale Primer-Konzentration wurde durch Titration bestimmt. Die quantitative Real- Time-
PCR wurde als 2Schritt-RT-PCR durchgefuihrt, wobei SYBR Green PCR Master Mix (PE
Biosystems, Foster City, CA, USA) mit 100 ng cDNA und 300 nM Primer in einem totalen
Reaktionsvolumen von 50ul verwendet wurde. Fur die Durchfihrung der PCR galten die
folgenden Bedingungen: Erhitzen auf 95°C fur 10 Minuten, danach 40 Zyklen Erhitzen auf 95°C
fur 15 Sekunden und Abkuhlen auf 60°C fur 60 Sekunden.

Die genspezifischen Produkte wurden kontinuierlich mit dem ABI Prism 7700 Sequence Detector
(Aplied Biosystems, Foster City, CA, USA) gemessen. Die relative Quantifizierung erfolgte nach

25



Hersteller Angaben Von jedem Patienten wurden zwei Proben untersucht und wahrend der
Datenanalyse durch einen passiven Referenzfarbstoff, der im SYBR Green PCR Master Mix
enthalten war, normalisiert, um die Well-to-Well Fluoreszenzvariationen zu korrigieren.

Der durchschnittliche Treshold cycle (CT) Wert wurde als Zyklusnummer berechnet, an dem die
Fluoreszenz des Reporters einen fixierten Schwellenwert erreichte. Die Differenz delta CT)
zwischen den durchschnittlichen CT-Werten der Proben in den Target wells und denen des
Housekeeping genes GAPDH wurde bestimmt. Darauf folgte die Berechnung der Differenz
zwischen den durchschnittlichen CT-Werten fur jedes Target und dem delta CT-Wert der
Kontrollprobe fur dieses Target (delta delta CT). Der relative Quantifizierungswert, fold change,

wurde ausgedriickt als 2 %itadeltact
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4. Ergebnisse

4.1 Immunhistologie

Um zu Uberprifen, ob die Toll-like Rezeptoren 1 bis 11 (TLR1-11) bei der Tumorprogression
eine Rolle spielen wurde deren Expression an Kryostatschnitten des Tumorgewebes von
Patienten  verschiedener UICC-Stadien  immunhistochemisch untersucht. Beim
Nierenzellkarzinom und kolorektalen Karzinom wurde als Positivkontrolle eine humane
Tumorzelllinie  mit herangezogen: HT-29 (kolorektales Adenokarzinom, —Primartumor,
Promochem, Wesel, Nummer HTB-38) und Caki2 (Nierenzellkarzinom, Primértumor,
Promochem, Nummer HTB-47).

Der Prozentsatz der Tumorzellférbung fir TLR1 bis 11 wurde in 20 nebeneinander liegenden
VergrolRerungsfeldern (400x VergrofRerung) beurteilt und semiquantitiv (Siehe Tabelle 4.1)
eingeteilt. Zusdtzlich wurden Kontrollfarbungen an nicht malignem Gewebe durchgefihrt. Dazu

wurden je 3 Normalgewebsschnitte gefarbt.

Tab.4.1 Bewertungskriterien fur die Farbung

- 0-5%
(4 515%
+ 15-20%
++ 20-30 %
+++ >30%
* ubiquitous

4.1.1 Toll-like Rezeptor-Expression im Pankreaskarzinom

Es ergaben sich keine signifikanten stadienspezifischen Unterschiede in der Expression von
TLR1, TLR2 und TLR4, wobei alerdings ein Unterschied in der Expression zum Normalgewebe
(NG) ersichtlich wurde (Tab. 4.1.1.1); TLR1: N.G. <5% vs. UICC I/l 18,6% vs. UICC III/IV
16,7%; TLR2 : N.G. <5% vs. UICC I/Il 13,1% vs. UICC [1I/1V 10%; TLR4: N.G. <5% vs. UICC
111 12,5% vs. UICC H1/IV 10%.

Im Unterschied zu den bisher beschriebenen Rezeptoren TLR1 und TLR2, deren Liganden
bakterielle Bestandteile darstellen, zeigten Rezeptoren deren Liganden virale Bestandteile sind,
grol3e Differenzen. In hohen Tumorstadienwar bei TLR3 (Abb.4.1.1.2 C vs. B, UICC I11/1V 25%
vs. UICC I/l 11,3%), TLR7 (Abb.4.1.1.3 C vs. B, UICC l1I/1V 35% vs. UICC I/Il 26,3%) und
TLR8 (Abb.4.1.1.4 C vs. B, UICC III/1V 26,7% vs. UICC I/l 12,5%) ein deutlicher Unterschied
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in der Rezeptorexpression im Vergleich zu niedrigen Tumorstadien zu verzeichnen Die
Expression fur Normalgewebe betrug dabei fir TLR3 (Abb.4.1.1.2 A), TLR7 (Abb.4.1.1.3 A)
und fir TLRS jeweils <5% (Abb.4.1.1.4 A und Tab.4.1.1.1).

Dadie Antikorper von TLR10 und TLR11 mit den Kontrollgeweben milde Reaktionen eingingen
(TLR10 bzw. TLR11 15%), ist entweder von einer Kreuzreaktion der Primérantikorper oder einer
konstitutiven Expression der Rezeptoren am Pankreas auszugehen. TLR10 wurde im UICC-
Stadium 1/I1 von 27,9%, im UICC-Stadium I11/IV von 37,5% sowie TLR11 im UICC-Stadium
I/11 von 29,3% und im Stadium UICC 111/1V von 37,5% der Zellen exprimiert.

Die Expresson von TLR5 und TLR6 war bereits in niedrigen Tumorstadien im Vergleich zum
Normalgewebe fir TLR5 (Abb.4.1.1.5 B vs. A, UICC I/lIl 26,3% vs. NG. <5%) und TLR6
(Abb.4.1.1.6 B vs. A, UICC I/l 31,4% vs. N.G. <5%) signifikant unterschiedlich Die Expression
fur die UICC-Stadien I11/IV betrug dabel fir TLR5 16,3% (Abb.4.1.1.5 C) und TLR6 17,5%
(Abb.4.1.1.6 C).

Die Tabelle 4.1.1.1 stellt die Ergebnisse der Einzelfarbungen im Normalgewebe und in den
unterschiedlichen UICC-Stadien des Pankreaskarzinoms dar. Die relevanten Ergebnisse sind in
der Tabelle schattiert dargestellt. Die Bezeichnung unterhalb der Toll-like Rezeptoren bezieht

sich auf korrespondierende Liganden dieser Rezeptoren.
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Tab.4.1.1.1 Ergebnisse der Einzelfarbungen im Normalgewebe und in den unterschiedlichen UICC-Stadien des

Pankreaskarzinoms.
N.G. UICC I/l UICC I1I/IV
(%) Tumor (%) Tumor (%)
TLR1 . + +
(Pepticoglykane) <50 186 16.7
TLR2
. - + +
(Peptidogiykane) <50 o o
(JSI,;EE) - ) N
z.B. Rotaviren <5.0 113 250
TLR4 - (+) (+)
(Lipopolysaccharide) <5.0 12.5 10.0
TLR5 - ] +
(Flagellin)
z.B. E.coli, Sdmonella <5.0 263 16.3
TLR6 - B +
(Peptidoglykane)
z.B. Staphylococcus p., Streptokoccus sp. <5.0 314 175
TLR7
(sSRNA) - ++ +++
z.B. Coxsackievirus, <5.0 26.3 35.0
Mumpsvirus,HIV ,Hep.C
TLRS
(sSRNA) - ) +t
Eig..z.B. Coxsackievirus, <5.0 125 26.7
Mumpsvirus,HIV,Hep.C
TLR9 - Q) +
(virale, bakt. CpG) <5.0 5.7 155
TLR10 + ++ +++
(unbekannter Ligand) 15.0 27.9 37.5
TLR11
(uropathogene Bakterien) z.B. Escherichia
CoIi,KIebsieIIasp, + ++ +4++
Proteus sp,
Serratiasp, 15.0 29.3 375
Pseudomonas sp,
andere Enterobakterien
196 0.0 0.0 0.0

Die relevanten Ergebnisse sind in der Tabelle schattiert dargestellt. N.G., Normalgewebe; TLR, Toll-like Rezeptor

29




Pankreas - TLR 3
Normalgewebe . *f A

"e;ﬂ
"I.F g - ¥, -_.. B |
i n - o

Abb.4.1.1.2 Expression von TLR3 im Normalgewebe (A), in niedrigen (B) und hohen Tumorstadien (C). Eine
verstarkte Rezeptorexpression von TLR3 war in hohen Tumorstadien im Vergleich zu niedrigen Tumorstadien zu
verzeichnen (UICC HTI/IV vs. I/11).

Pankreas - TLR 7

. T 3
Normalgewebe

ADbb.4.1.1.3 Expression von TLR7 im Normalgewebe (A), in niedrigen (B) und hohen Tumorstadien (C). Eine
verstérkte Rezeptorexpression von TLR7 war in hohen Tumorstadien im Vergleich zu niedrigen Tumorstadien zu
verzeichnen (UICC I11/IV vs. UICC I/11).
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Abb.4.1.1.4 Expression von TLR8 m Normalgewebe (A), in niedrigen (B) und hohen Tumorstadien (C). Eine
verstérkte Rezeptorexpression von TLR8 war in hohen Tumorstadien im Vergleich zu niedrigen Tumorstadien zu
verzeichnen (UICC L1I/IV vs. UICC I/11).
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Abb.4.1.1.5 Expression von TLR5 im Normalgewebe (A), in niedrigen (B) und hohen Tumorstadien (C). Eine
verstirkte Rezeptorexpression von TLR5 war bereits in niedrigen Tumorstadien im Vergleich zu hohen
Tumorstadien zu verzeichnen (UICC H11/1V vs. UICC I/11).
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Pankreas - TLR 6

Abb.4.1.1.6 Expression von TLR6 m Normalgewebe (A), in niedrigen (B) und hohen Tumorstadien (C). Eine
verstérkte Rezeptorexpression von TLR6 war bereits in niedrigen Tumorstadien im Vergleich zu hohen
Tumorstadien zu verzeichnen (UICC I1I/IV vs. UICC I/11).

32



4.1.2 Toll-like Rezeptor-Expression im Nierenzellkarzinom

Es ergaben sich keine signifikanten stadienspezifischen Unterschiede in der Expression von
TLR3, TLR4 und TLRS5, bei nur geringem Unterschied in der Expression z1im Normalgewebe
(Tab. 4.1.2.1): TLR3: N.G. 0% vs. UICC I/1l 10,5% vs. UICC IlINV 10,5%; TLR4: N.G.0% vs.
UICC I/l 3,3% vs. UICC lII/1V 10,5%; TLR5: N.G.0% vs. UICC I/ll 13,6% vs. UICC III/1IV
13,9%;

Grof3e Differenzen zeigten sich bel der Detektion von Rezeptoren deren Liganden bakterielle
Zellwandbestandteile darstellen. In hohen Tumorstadien war bei TLR1 (Abb. 4.1.2.2 Dvs. C,
UICC NV 25,1% vs. UICC /1l 15%), TLR2 (Abb. 4.1.2.3 D vs. C, UICC 11I/IV 28,2% vs.
UICC I/11 11,8%) und TLR6 (Abb. 4.1.2.4 D vs. C, UICC I11/1V 20,9% vs. UICC /Il 13,6%) ein
deutlicher Unterschied in der Rezeptorexpression im Vergleich zu niedrigeren Tumorstadien zu
verzeichnen: Die Proteinexpression fir Normalgewebe betrug dabei fir TLR1 <0% (Abb. 4.1.2.2
A), TLR2 0% (Abb. 4.1.2.3 A) und fir TLR6 <5% (Abb. 4.1.2.4 A und Tab. 4.1.2.1).

Da die Antikérper von TLR10 und TLR11 mit den Normalgeweben milde Reaktionen eingingen
(TLR10 bzw. TLR11 15%), ist auch am Nierengewebe entweder von einer Kreuzreaktion der
Primarantikorper oder einer konstitutiven Expression der Rezeptoren auszugehen. TLR10 wurde
im UICC-Stadium I/1l von 16,4%, im UICC-Stadium I11/1V vonl8,6% sowie TLR11 im UICC-
Stadium 1/11 vonl7% und im UICC-Stadium [11/I1V von22% der Zellen exprimiert.

Eine geringe Zunahme inder Expression war fir Rezeptoren vonviralen Liganden (TLR7, TLR8
und TLR9) in den héheren Tumorstadien zu verzeichnen; TLR7: N.G. <5% vs. UICC I/l 16,4%
vs. UICC 11I/IV 19,6%; TLR8: Abb.4.1.2.5 Avs. C vs. D, N.G. <5% vs. UICC I/l 17,4%uvs.
UICC 111V 20,6%; TLR9: Abb.4.1.2.6 A vs. C vs. D, N.G. <5% vs. UICC I/l 14,1%vs. UICC
NV 23,6%.

Als Positivkontrolle wurde die Expression in der humanen Nieren-Tumorzelllinie Caki2
herangezogen (TLR1, Abb. 4.1.2.2 B; TLR2, Abb.4.1.2.3 B; TLR6, Abb.4.1.2.4 B; TLRS,
Abb.4.1.2.5B; TLRY, Abb.4.1.2.6 B).

Die Tab.4.1.2.1 sellt die Ergebnisse der Einzelfarbungen im Normalgewebe und in den

unterschiedlichen UICC-Stadien des Nierenzellkarzinoms dar. Die relevanten Ergebnisse sind in
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der Tabelle schattiert dargestellt. Die Bezeichnung unterhalb der Toll-like Rezeptoren bezieht

sich auf korrespondierende Liganden dieser Rezeptoren

Tab.4.1.2.1 Ergebnisse der Einzelfarbungen im Normalgewebe und in den unterschiedlichen UICC-Stadien des
Nierenzellkarzinoms.

N.G. UICC I/11 UICC I1I/IV
(%) Tumor (%) Tumor (%)
TLR1 - + ++
(Peptidoglykane) 0.0 15.0 25.1
TLR2 - (+) ++
(Peptidoglykane) 0.0 11.8 28.2
(gslﬁﬁﬁ) ' ) )
z.B. Rotaviren 0.0 105 105
TLR4 - - )
(Lipopolysaccharide) 0.0 3.3 10.5
o) - (+) (+)
agellin
z.B. E.coli, Samonella 0.0 136 139
TLR6
(Peptidoglykane) - ) ++
2.B. Staphylococcus sp., Streptokoccus sp <5.0 13.6 20.9
TLR7
(sSRNA) - + il
z.B. Coxsackievirus, <5.0 16.4 19.6
Mumpsvirus,HIV ,Hep.C
TLR8
(sSRNA) - + ++
Eig.:z.B. Coxsackievirus, <5.0 174 20.6
Mumpsvirus,HIV,Hep.C
TLR9 - + ++
(virale, bakt. CpG) <5.0 141 23.6
TLR10 + + +
(unbekannter Ligand) 15.0 16.4 18.6
TLR11
(uropathogene Bakterien) z.B. Escherichia
Cali Klebsiellasp, + + ++
Proteus sp,
Serratia s, 15.0 17.0 22.0
Pseudomonas sp,
andere Enterobakterien
196 0.0 0.0 0.0

Dierelevanten Ergebnisse sind in der Tabelle schattiert dargestellt. N.G., Normalgewebe; TLR, Toll-like Rezeptor
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Abb.4.1.2.2 Expression von TLR1 im Normalgewebe (A), in der Tumorzelllinie Caki2 (B), in niedrigen
Tumorstadien (C) und hohen Tumorstadien (D). Eine verstérkte Rezeptorexpression von TLR3 war in hohen
Tumorstadien im Vergleich zu niedrigen Tumorstadien zu verzeichnen (UICC I11/1V vs. UICC I/I1).
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Abb.4.1.2.3 Expression von TLR2 im Normalgewebe (A), in der Tumorzelllinie Caki2 (B), in niedrigen
Tumorstadien (C) und hohen Tumorstadien (D). Eine verstarkte Rezeptorexpression von TLR2 war in hohen
Tumorstadien im Vergleich zu niedrigen Tumorstadien zu verzeichnen (UICC I11/1V vs. UICC I/11).
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Abb.4.1.2.4 Expression von TLR6 im Normalgewebe (A), in der Tumorzelllinie Caki2 (B), in niedrigen
Tumorstadien (C) und hohen Tumorstadien (D). Eine verstarkte Rezeptorexpression von TLR6 war in hohen
Tumorstadien im Vergleich zu niedrigen Tumorstadien zu verzeichnen (UICC 111/1V vs. UICC I/11).
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x400 x400
Abb.4.1.25 Expression von TLR8 im Normalgewebe (A), in der Tumorzelllinie Caki2 (B), in niedrigen
Tumorstadien (C) und hohen Tumorstadien (D). Eine verstdrkte Rezeptorexpression von TLR8 war in hohen
Tumorstadien im Vergleich zu niedrigen Tumorstadien zu verzeichnen (UICC 111/1V vs. UICC I/11).
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Abb.4.1.2.6 Expression von TLR9 im Normalgewebe (A), in der Tumorzelllinie Caki2 (B), in niedrigen
Tumorstadien (C) und hohen Tumorstadien (D). Eine verstérkte Rezeptorexpression von TLR9 war n hohen
Tumorstadien im Vergleich zu niedrigen Tumorstadien zu verzeichnen (UICC I1/IV vs. UICC I/11).

4.1.3 Toll-like Rezeptor-Expression im kolorektalen Karzinom
TLR1, TLR2 und TLR4 waren weder im Normalgewebe, noch im Tumorgewebe detektierbar
(Tab. 4.1.3.1).

In hohen Tumorstadien zeigten sich grof3e Differenzen bei der Detektion von TLR8 und TLR9
(Abb. 4.1.3.3 D). Hierbei war ein deutlicher Unterschied in der Rezeptorexpression im Vergleich
zu niedrigeren Tumorstadien zu verzeichnen: TLR8 (Abb. 4.1.3.2 D vs. C, UICC HII/IV 37,1%
vs. UICC I/I1 32,5%) und TLR9 (Abb. 4.1.3.3 D vs. C, UICC 1I/1V 31% vs. UICC I/ll 26%); Die
Expression fir Normalgewebe betrug dabel fir TLR8 (Abb.4.1.3.2 A) und TLR9 (Abb. 4.1.3.3 A
und Tab.4.1.3.1) jeweils <5%.

Da die Antikérper von TLR6, TLR7 und TLR11 mit dem Normalgewebe milde Reaktionen
eingingen (TLR6 15%, TLR7 5% und TLR11 15%), ist entweder von einer Kreuzreaktion der
Primarantikdrper oder von einer konstitutiven Expression dieser Rezeptoren am Kolon
auszugehen. TLR6 wurde im UICC-Stadium I/I1 von 17,5%, im UICC-Stadium III/IV von
22,7%, TLR7 im UICC-Stadium 1/11 von19,1% (Abb. 4.1.3.4 C), im UICC-Stadium I11/IV von
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25,5% (Abb. 4.1.3.4 D) sowie TLR11 im UICC-Stadium 1/11 von 17,5% und im UICC-Stadium
I1/1V von20% der Zellen exprimiert.

Fur die Expression fur TLR5 zeigte sich weder im Vergleich zum Normagewebe noch im
stadienabhangigen Vergleich signifikante Unterschiede in den Tumorgeweben; TLR5: N.G. 0%
vs. UICC /1l 7,1% vs. UICC II/1V 7,7%.

Eine Zunahme der Expression in TLR10 bel milder Reaktivitdt mit dem Normalgewebe war in
hoheren Tumorstadien zu verzeichnen: N.G. 10% vs. UICC I/11 18% vs. UICC HII/IV 22,7%.

Als Positivkontrolle wurde die Expression in der humanen Tumorzelllinie HT-29 (kolorektales
Adenokarzinom, Primatumor) herangezogen (TLR8, Abb. 4.1.3.2 B; TLR9, Abb.4.1.3.3 B;
TLR7, Abb. 4.1.3.4 B).

Die Tabelle 4.1.3.1 stellt die Ergebnisse der Einzelfarbungen im Normalgewebe und in den
unterschiedlichen UICC-Stadien des kolorektalen Karzinoms dar. Die relevanten Ergebnisse sind
in der Tabelle schattiert dargestellt. Die Bezeichnung unterhalb der Toll-like Rezeptoren bezieht

sich auf korrespondierende Liganden dieser Rezeptoren.
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Tab.4.1.3.1 Ergebnisse der Einzelfarbungen im Normalgewebe und in den unterschiedlichen UICC-Stadien des
kolorektalen Karzinoms.

N.G. UICC I/11 UICC I11/IV
(%) Tumor (%) Tumor (%)
TLR1 - - -
(Peptidoglykane) 0.0 0.0 0.0
TLR2 - - -
(Peptidoglykane) 0.0 0.0 0.0
(gslﬁﬁAs) ' () *)
z.B. Rotaviren 0.0 15 =
TLR4 - - -
(Lipopolysaccharide) 0.0 0.0 0.0
TLR5
(Flagellin) - *) +)
z.B. E.coli, Salmonella 0.0 7.1 7.7
TLR6
(Peptidoglykane) + + ++
z.B. Staphylococcus sp., Streptokoccus sp. 15.0 175 227
TLR7
(sSRNA) - + it
2.B. Coxsackievirus, <5.0 191 255
Mumpsvirus,HIV ,Hep.C
TLRS
(SSRNA) - +++ +++
Eig.:z.B. Coxsackievirus, <50 325 37.1
Mumpsvirus,HIV,Hep.C
TLR9 - ++ +++
(virale, bakt. CpG) <5.0 26.0 31.0
TLR10 Q) + ++
(unbekannter Ligand) 10.0 18.0 2.7
TLR11
(uropathogene Bakterien) z.B. Escherichia
Coli,Klebsiellasp, + + ++
Proteus sp,
Serratiasp, 15.0 175 20.0
Pseudomonas sp,
andere Enterobakterien
19G 0.0 0.0 0.0

Dierelevanten Ergebnisse sind in der Tabelle schattiert dargestellt. N.G., Normalgewebe; TLR, Toll-like Rezeptor
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Abb.4.1.3.2 Expression von TLR8 im Normalgewebe (A), in der Tumorzelllinie Caki2 (B), in niedrigen

Tumorstadien (C) und hohen Tumorstadien (D). Eine verstdrkte Rezeptorexpression von TLR8 war in hohen
Tumorstadien im Vergleich zu niedrigen Tumorstadien zu verzeichnen (UICC I11/IV vs. UICC I/11).
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Kolon - TLR 9

Abb.4.1.3.3 Expression von TLR9 im Normalgewebe (A), in der Tumorzelllinie Caki2 (B), in niedrigen
Tumorstadien (C) und hohen Tumorstadien (D). Eine verstarkte Rezeptorexpression von TLR9 war in hohen
Tumorstadien im Vergleich zu niedrigen Tumorstadien zu verzeichnen (UICC I11/1V vs. UICC I/11).
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Abb.4.1.3.4 Expression von TLR7 im Normalgewebe (A), in der Tumorzelllinie Caki2 (B), in niedrigen
Tumorstadien (C) und hohen Tumorstadien (D). Eine verstérkte Rezeptorexpression von TLR7 war in hohen
Tumorstadien im Vergleich zu niedrigen Tumorstadien zu verzeichnen (UICC III/IV vs. UICC I/1l). Im
Normalgewebe (A) war eine nur milde Reaktion detektierbar.

4.1.4 Vergleich der Toll-like Rezeptor-Expression untersuchter Tumore

Im tumorspezifischen Vergleich fanden sich fir die Expression von TLR1, TLR2 und TLR6
folgende Unterschiede: |m kolorektalen Karzinom war TLR1 und TLR2 nicht detektierbar, TLR6
wurde moderat exprimiert (UICC 111/1V) (Tab. 4.1.3). Im Pankreaskarzinom zeigte sich dagegen
bereits in frihen Stadien (UICC I/11) eine milde Expression von TLR1 und TLR2, die von einer
deutlichen Expression von TLR6 begleitet wurde (Tab. 4.1.1). Das stérkste Vorkommen von
TLR1 und TLR2 war im Nierenzellkarzinom zusammen mit einer moderaten TLR6 Expression
zu verzeichnen (Tab. 4.1.2). Offen bleibt in diesem Zusammenhang die Frage, ob TLR1
antagonistisch auf die TLR2/TLR6 Interaktion wirkt oder synergistisch mit TLR2 zu einer pro-
inflammatorischen Antwort fihrt.

Weder das Nierenzellkarzinom noch das kolorektale Karzinom zeigten eine nennenswerte
Expression an TLR3 (Tab. 4.1.2 und Tab. 4.1.3). Beim Pankreaskarzinom hingegen fand sich ein
deutliches Vorkommen dieses Rezeptors (Tab. 4.1.1).
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Eine Expression an TLR4 war im kolorektalen Karzinom nicht zu beobachten Beim

Pankreaskarzinom und Nierenzellkarzinom gab es keine nennenswerte Expression.

Flagellin ist als nahezu ligandenspezifisch fur TLR5 bekannt. Wie bei TLR3 war hier ebenfalls
sowohl beim Nierenzellkarzinom als auch beim kolorektalen Karzinom TLR5 nur gering
detektierbar (Tab. 4.1.2 und Tab. 4.1.3). Interessanterweise zeigte sich beim Pankreaskarzinom
dafir eine starke Expression (Tab. 4.1.1).

Einzelstrang RNA (Single stranded RNA, ssRNA) von z. B. HIV, Influenza A und Hepatitis C
sind natirliche Liganden fir TLR7 und TLR8. Mit Unterschied zu den bisher genannten Toll-like
Rezeptoren waren TLR7 und TLR8 in moderater (Nierenzellkarzinom) bis sarker Expression
(Pankreaskarzinom und kolorektales Karzinom) bei jedem Tumor detektierbar (Tab. 4.1.1,
Tab.4.1.2 und Tab. 4.1.3). Am deutlichsten war das Vorkommen von TLR9 am kolorektalen

Karzinom, moderat am Nierenzellkarzinom und nur mild beim Pankreaskarzinom ausgepragt.

Bisher sind keine Liganden fur TLR10 bekannt. Bei Initiation und Progression des
Nierenzellkarzinoms scheint dieser Rezeptor eine untergeordnete Rolle zu spielen und
unterschied sich nur unwesentlich zur Expression im Normalgewebe. Am deutlichsten wurde
TLR10 im Pankreaskarzinom detektiert. Im kolorektalen Karzinom fand sich eine moderate
Expression dieses Rezeptors (Tab. 4.1.1, Tab. 4.1.2 und Tab. 4.1.3).

Uropathogene Bakterien kennt man as Liganden fir TLR11. Wie beim Pankreaskarzinom fir
TLR10 bereits festgestellt, erschliefdt sich auch fur diesen Tumor die stérkste Expression fir
TLR11. Ein geringer Unterschied bei moderater Detektion zeigte sich sowohl im
Nierenzellkarzinomals auch im kolorektalen Karzinom (Tab. 4.1.1, Tab. 4.1.2 und Tab. 4.1.3).
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4.2 Real-Time-PCR
Die immunhistologischen Unterschiede in der Expression von Toll-like Rezeptoren wurden in

einer Real-Time-PCR zum Nachweis von Toll-like Rezeptor Genen ndher analysiert.

4.2.1 Ergebnisseder Genexpressionim Pankreaskarzinom

Die Genexpression der Toll-like Rezeptoren im Normalgewebe wurde fir jeden Marker auf den
Wert Null normiert. Bereits in niedrigen Tumorstadien (UICC I/11) war beim Pankreaskarzinom
immunhistologisch eine erhdhte Expression von TLR1, TLR2, TLR5 und TLR6 zu verzeichnen.
Die Expresson von Rezeptoren mit viralen Liganden (TLR3, TLR7, TLR8) war
immunhistologischin héheren Tumorstadien verstérkt nachweisbar (UICC 111/1V). Eine erhdhte
Genexpresson war paralel dazu far TLR6, TLR7, TLR8, TLR9 und TLR10 be
Tumorprogression (UICC 111/1V) ersichtlich. Die Expression von TLR5 unterschied sich in alen

Tumorstadien nur wenig vom Normalgewebe (Abb.4.2.1).
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Abb.4.2.1 Realtime PCR Ergebnisse fir TLR5-TLR10 im Pankreaskarzinom im Vergleich zum Normalgewebe.
Eine erhtdhte Genexpression war fir TLR6, TLR7, TLR8, TLR9 und TLR10 bei Tumorprogression (UICC I11/1V)
ersichtlich. Die Expression von TLR5 in den UICC-Stadien I/11, bzw. UICC I11/IV unterschied sich nur gering vom
Normalgewebe. Die Expression der TLRs im Normalgewebe wurde fr jeden Marker auf den Wert Null normiert.
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4.2.2 Ergebnisseder Genexpression im Nierenzellkarzinom

Die Genexpression der Toll-like Rezeptoren im Normalgewebe wurde fur jeden Marker auf den
Wert Null normiert. Erst in htheren Tumorstadien (UICC 111/1V) war immunhistologisch eine
erhohte Co-Expression von TLR1, TLR2 und TLR6 erkennbar. TLR10 war im Tumorgewebe nur
schwach nachweisbar. Immunhistologisch wurden die Rezeptoren mit ssRNA as Liganden
(TLR7 und TLR8) ebenfalls erst in spateren Tumorstadien(UICC [11/1V) detektiert.

Eine erhohte Genexpression von TLR1, TLR2, TLR6 und TLR10 war bei Tumorprogression
(UICC 1111V) im Vergleich zum Normalgewebe ersichtlich. In niedrigen Tumorstadien (UICC
I/11) wurde eine geringe Genexpression detektiert. TLR10, dessen Ligand unbekannt ist, zeigte im
Vergleich zur immunhistologischen Analyse eine starke Expression (Abb.4.2.2). Auf
tumorinfiltrierenden  Zellen ist dieser Rezeptor ebenfals zu finden (B-Zellen, DCs,
Makrophagen). Die Expression von TLR7, TLR8 und weniger bei TLR9 war ebenfalls in hohen
UICC-Stadien deutlich.

TLR-Genexpression im Nierenzellkarzinom
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Abb.4.22 Red-time PCR Ergebnisse fur TLR1, TLR2, TLR6, TLR10, TLR7, TLR8 und TLR9 im
Nierenzellkarzinom im Vergleich zum Normal gewebe. Eine erhthte Genexpression war fir TLR1, TLR2, TLR6 und
TLR10 bei Tumorprogression (UICC 111/1V) ersichtlich. Die Expression von TLR7, TLR8 und TLR9 war ebenfalls
in hohen UICC-Stadien deutlich. Die Expression der TLRs im Normalgewebe wurde fir jeden Marker auf den Wert
Null normiert.



4.2.3 Ergebnisseder Genexpression im kolorektalen Karzinom

Die Genexpression der Toll-like Rezeptoren im Normalgewebe wurde fur jeden Marker auf den
Wert Null normiert. Im kolorektalen Karzinom waren immunhistologisch insbesondere TLR8
und TLR9 in den hohen Tumorstadien (UICC III/IV) stark exprimiert. TLR10 war
morphologisch im Unterschied zum Nierenzell- und Pankreaskarzinom ebenfalls nur in hohen
Tumorstadien moderat exprimiert.

Eine stark hochregulierte Genexpression fand sich fur die Toll-like Rezeptoren TLR7 und TLRS8
in alen Tumorstadien Insgesamt bestdtigt sich die immunhistologisch detektierte
Mehrexpression von TLR6, TLR7, TLR8, TLR9 und TLR10 in der Real-time PCR (Abb.4.2.3).
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Abb.4.2.3 Real-time PCR Ergebnisse fir TLR6, TLR7, TLR8, TLR9 und TLR10 im kolorektalen Karzinom im
Vergleich zum Normalgewebe. Eine erhohte Genexpression war fur TLR6, TLR7, TLR8 und TLR9 bei
Tumorprogression (UICC 111/1V) ersichtlich. In niedrigen Tumorstadien (UICC I/l1l) wurde eine geringere
Genexpression detektiert. Die Expression der TLRs im Normalgewebe wurde fir jeden Marker auf den Wert Null
normiert.
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4.3  Zusammenfassung der mor phologischen und molekularen Ergebnisse
Immunhistologisch war bereits in niedrigen Tumorstadien (UICC I/11) im Pankreaskarzinom eine
erhdhte Expresson von TLR1, TLR2, TLR5 und TLR6 zu verzeichnen. Hauptséchliche
Liganden sind Bakterienbestandteile. In héheren Tumorstadien (UICC [11/IV) werden vor allem
Rezeptoren exprimiert, deren natlrliche Liganden virde RNA ist. TLR3 (dsRNA), TLR7
(ssSRNA) und TLR8 (ssRNA) waren hierbel verstérkt gefunden worden. Ein Tumorwachstum, das
zunéchst von bakteriellen und schliefdlich viralen Liganden unterstiitzt wird, konnte damit
vermutet werden. Unbeantwortet jedoch bleibt die Frage, ob TLR1 antagonistisch auf die
TLR2/TLR6 Interaktion wirkt oder synergistisch mit TLR2 zu einer pro-inflammatorischen
Antwort fahrt.

Im direkten Vergleich erscheint die Expression von Rezeptoren viraler Liganden (TLR3, TLR?7,
TLR8) stérker ausgepragt zu sein, as die solcher Rezeptoren, deren Liganden bakterielle
Zellbestandteile représentieren (TLR1, TLR2, TLR5 und TLR6). Dieses liesse fur das
Pankreaskarzinom eine Progression des Tumors durch viradles Genom vermuten. Bakterielle
Zellbestandteile spielen dabei vermutlich eine untergeordnete Rolle, wenngleich deren Einfluss
auf das Tumorwachstum durch Stimulierung von TLR1, TLR2, TLR5 und TLR6 vermutet
werden kann. Die molekul argenetischen Ergebnisse der Expression von TLR7, TLR8, TLR9 und
TLR10 (Rea-time PCR) bestétigen die Ergebnisse der immunhistologischen Analyse Im
Gegensatz zur immunhistologischen Analyse war die Genexpression fir TLR6 erst im spéteren
Tumorverlauf stark erhdht. Zudem liessen sich keine Unterschiede in der Genexpression fur
TLR5 feststellen.

Beim Nierenzellkarzinom zeigte sich immunhistologisch eine andere Konstellation der
Rezeptorexpression Erst in htheren Tumorstadien (UICC I11/1V) war eine erhthte Expression
von TLR1, TLR2 und TLR6 erkennbar. Auch hier liesse sich die Hypothese einer bakteriellen
Tumorprogression aufstellen, die durch TLR9 (virde und bakterielle CpG Dinukleotide)
unterstitzt wird. Die Expression der Rezeptoren mit sSRNA als Liganden (TLR7 und TLRS)
wurde ebenfalls erst im spéteren Verlauf des Tumorwachstums (UICC 111/1V) detektiert. Auch
hier bleibt die Antwort auf die Frage offen, ob TLR1 antagonistisch auf die TLR2/TLR6
Interaktion wirkt oder synergistisch mit TLR2 zu einer pro-inflammatorischen Antwort fihrt.

Die molekulargenetischen Ergebnisse der Expression von TLR1, TLR2 und TLR6 (Rea-time
PCR) bestédtigen die Ergebnisse aus der immunhistologischen Analyse. Eine erhohte
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Genexpression von TLR1, TLR2, TLR6 und TLR10 war bei Tumorprogression (UICC I11/IV) im
Nierenzellkarzinom ersichtlich. TLR10 zeigte im Vergleich zur immunhistologischen Analyse
eine starke Expression. Auf tumorinfiltrierenden T-Zellen ist dieser Rezeptor ebenfalls zu finden.
Die Expresson von TLR7, TLR8 und TLR9 war ebenfals in hohen UICC-Stadien des
Nierenzellkarzinoms deutlich.

Wie beim Pankreaskarzinom konnte fir das Nierenzellkarzinom eine Tumorprogression durch
virales Genom vermutet werden Zudem konnte einer bakteriellen Tumorprogression Uber TLR6,
in Kooperation mit TLR2, bei dieser Tumorentitét eine grél3ere Bedeutung zukommen als beim

Pankreaskarzinom.

Immunhistologisch waren im kolorektalen Karzinom bel vernachléssigbarer Expression im
Normalgewebe insbesondere TLR8 und TLR9 in hohen Tumorstadien (UICC 111/1V) deutlich
nachweisbar. Auch hier konnte folglich die Hypothese der Tumorprogression Uber eine
Stimulation der TLRs mittels viralem (TLR8, TLR9) und bakteriellem Genom (TLR9)
angenommen werden. TLR10, dessen Ligand unbekannt ist, war im Unterschied zum
Nierenzellkarzinom und Pankreaskarzinom nur schwach m Normalgewebe exprimiert und in
hohen Tumorstadien moderat hochreguliert.

Die Ergebnisse der Genexpression im kolorektalen Karzinom (Real-time PCR) bestétigen die
Ergebnisse der immunhistologischen Analyse einer Uberexpression von TLR6, TLR7, TLRS,
TLR9 und TLR10 in hoheren Tumorstadien. Eine deutlich erhthte Expression zeigte sich auch
hier fir TLR7 und TLR8. Beim kolorektalen Karzinom kann eine deutlichere Polaritét
hinsichtlich viraer oder bakterieller Kausalitdt fur eine Unterstitzung im Tumorwachstum
getroffen werden TLR7 und TLRS, deren Liganden virde RNA darstellen, wurden mit
deutlichem Abstand zu anderen Toll- like Rezeptoren detektiert.

Eine sehr starke Expression von TLR10 und TLR11 war im Pankreaskarzinom ersichtlich
Gleiches gilt fir das Nierenzellkarzinom, dessen TLR10 und TLR11 Expresson im
Tumorgewebe jedoch wesentlich geringer war. Dennoch war eine moderate Expression von
TLR11 im kolorektalen Karzinom in hohen Tumorstadien (UICC 111/1V) zu verzichnen Die

Bedeutung dieser Rezeptoren in Bezug auf das Tumorwachstum bleibt bislang ungeklart.
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5.  Beantwortung der Fragestellung

1. Werden Toll-like Rezeptoren im Tumorgewebe des Pankreas und Nierenzell-karzinoms

sowie des kolorektalen Karzinoms exprimiert?

Es wurde bisher eine Vielzahl von Zellen beschrieben (z. B. Makrophagen), die Toll-like
Rezeptoren exprimieren und zu einer Stimulierung der pro-inflammatorischen bzw. pro-
viradlen Antwort fuhren. Die Sekretion von TNF-a und anderer inflammatorischer
Zytokine im Tumorgewebe (Daten nicht dargestellt) wéren folglich als Antwort auf die
Interaktion von PAMPs (z. B. virdes Genom und viralelbakterielle Glykoproteine) mit
den Toll-like Rezeptoren zu verstehen Als Konsequenz eines chronisch
inflammatorischen Reizes konnten langfristig irreversible Replikationsfehler der DNA
auftreten. Damit wirde auf der Basis kanzerogener Mutationen (z. B. Inaktivierung des
p53 Suppressorgens oder Induktion von Onkogenen) die Tumorinitiation und -
Progression beglnstigt. Aus diesem Zusammenhang heraus ergibt sich die Hypothese,
dass das Tumorwachstum auf dem Boden eines chronisch inflammatorischen Reizes
durch Stimulierung von Toll-like Rezeptoren unterstiitzt wird. Ziel dieser Arbeit war es
daher, die Expression aler bisher bekannten Toll-like Rezeptoren im Pankreas-,
Nierenzellkarzinom sowie im kolorektalen Karzinom zu untersuchen, um maogliche
Rickschlisse auf das Vorhandensein potentieller Liganden (z. B. Bakterien oder Viren)
zu ziehen. Wir konnen schlussfolgern, dass durch die festgestellte, teilweise sehr starke
Expression von Toll-like Rezeptoren im Pankreas- und Nierenzellkarzinom sowie auch im
kolorektalen Karzinom einen Kausalzusammenhang zwischen enem chronisch
Inflammatorischen Reiz, durch TLRs vermittelt, als Antwort auf die Prasenz der Liganden

und dem Tumorgeschehen vermuten |&sst.

2. Weche stadienabhangigen Unterschiede ergeben sich bei der Rezeptorexpression
hinsichtlich ihrer Haufigkeit und ihres Vorkommens am Beispiel des Pankreas- und

Nierenzellkarzinons sowie des kol orektalen Karzinoms?

Das Muster exprimierter Rezeptoren konnte einen Hinwels auf potentielle Liganden

liefern. Daher erscheint es wichtig, nach Gemeinsamkeiten oder Unterschieden
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hinsichtlich der Rezeptorexpression zu forschen die einen mdoglichen Schluss auf die
Pathogenese des Tumorwachstums zul assen.

Beim Pankreaskarzinom war bereits in niedrigen Tumorstadien (UICC I/11) eine erhdhte
Expression von TLR1, TLR2, TLR5 und TLR6 zu verzeichnen. Hauptsachliche Liganden
sind Bakterienbestandteile. In hoheren Tumorstadien (UICC 111/1V) werden vor alem
Rezeptoren exprimiert, deren natirliche Liganden virale RNA ist. TLR3 (dsRNA), TLR7
(sSRNA) und TLR8 (ssRNA) waren verstarkt gefunden worden

Beim Nierenzellkarzinom war immunhistologisch eine andere Konstellation der
Rezeptorexpression ersichtlich. Erst in hoheren Tumorstadien (UICC I11/1V) wurden
TLR1, TLR2 und TLR6 verstérkt exprimiert. Eine geringe Zunahme in der Expression
war fir Rezeptoren von viralen Liganden (TLR7, TLR8 und TLR9) in den hoheren
Tumorstadien auf3erdem zu verzeichnen.

Im kolorektalen Karzinom war bel geringer Expression im Normalgewebe insbesondere
TLR8 und TLR9 in hohen Tumorstadien (UICC 1I1/1V) immunhistologisch deutlich
nachweisbar. TLR7 und TLRS, deren Liganden virde RNA sind, wurde mit deutlichem
Abstand zu anderen Toll-like Rezeptoren detektiert.

. Gibt es bestimmte Expressionsmuster, die auf einem kausalen Zusammenhang mit dem
zugrund eliegenden Tumorgeschehen schlief3en lasser?

Beim Pankreaskarzinom war eine erhdhte Expression von TLR1, TLR2, TLR5 und TLR6
zu verzeichnen. Hauptsichliche Liganden sind Bakterienbestandteile. In  hoheren
Tumorstadien (UICC 111/IV) werden vor alem Rezeptoren exprimiert, deren natirliche
Liganden virde RNA ist. TLR3 (dsRNA), TLR7 (ssRNA) und TLR8 (ssRNA) waren
hierbei verstarkt gefunden worden. Ein Tumorwachstum, das zundchst von bakteriellen
und schliefdich viralen Liganden unterstiitzt wird, kdnnte damit vermutet werden.

Beim Nierenzellkarzinom zeigte sich eine andere Konstellation der Rezeptorexpression.
Erst in hoheren Tumorstadien (UICC [11/1V) war eine erhdhte Expression von TLR1,
TLR2 und TLR6 erkennbar. Auch hier liesse sich die Hypothese einer bakteriellen
Tumorprogression aufstellen, die durch TLR9 (virale und bakterielle CpG Dinukleotide)
unterstitzt wird. Die Expression der Rezeptoren mit ssRNA as Liganden (TLR7 und
TLR8) wurde ebenfalls erst im spateren Verlauf des Tumorwachstums (UICC 111/1V)
detektiert.

49



Wie beim Pankreaskarzinom konnte fur das Nierenzellkarzinom eine Tumorprogression
durch virales Genom vermutet werden. Zudem kéame eine bakterielle Tumorprogression
Uber TLRG, in Kooperation mit TLR2, bel dieser Tumorentitét eine grofere Bedeutung zu
als beim Pankreaskarzinom.

Beim kolorektalen Karzinom waren insbesondere TLR7, TLR8 und TLR9 in hohen
Tumorstadien (UICC 111/IV) deutlich nachweisbar. Auch hier konnte folglich die
Hypothese der Tumorprogression Uber eine Stimulation der TLRs mittels virdlem (TLR7,
TLRS, TLR9) und bakteriellem Genom (TLR9) angenommen werden.

Beim kolorektalen Karzinom kann eine deutlichere Polaritdt hinsichtlich viraler oder
bakterieller Kausalitdt fur eine Unterstitzung im Tumorwachstum getroffen werden.
TLR7 und TLRS, deren Liganden virale RNA darstellen, wurden mit deutlichem Abstand
zu anderen Toll- like Rezeptoren detektiert.
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6. Diskussion

Bis heute ist zur Expression und Funktion von Toll-like Rezeptoren (TLR) in Tumoren wenig
bekannt. In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals das Vorkommen von TLRs auf
Tumorgewebe des Pankreass und Nierenzellkarzinoms sowie des kolorektalen Karzinoms
analysiert.

Bekannt sind bislang sowohl aktivierende als auch inhibierende Interaktionen von Toll-like
Rezeptoren im Zusammenhang mit inflammatorischen Antworten (40, 119, 120). Auf der Suche
nach einem funktionellen Mechanismus der Rezeptoren untereinander wurde eine Interaktion von
TLR2 mit TLR1 und TLR6 beobachtet. So kann das Zusammenspiel von TLR1 und TLR2 zur
Synthese pro-inflammatorischer Zytokine fuhren (7, 8, 40) oder aber eine Inaktivierung von
TLR2 durch TLR1 bewirken (119). Ahnliches ist fir den kooperativen Effekt von TLR2 und
TLR6 beschrieben, der ebenfalls durch TLR1 gehemmt werden kann (120). Die genannten
Rezeptoren sowie TLR4 kdnnen von einem breiten Spektrum an Liganden stimuliert werden,
wohingegen andere Rezeptoren (TLR3, TLR5, TLR7, TLR8, TLR9) eher ligandenspezifisch
agieren (57, 59, 119, 121). Alle TLRs minden in Signalwege, deren Ergebnis die Aktivierung
von NF-kB und MAP-Kinasen ist (122).

Studien am Multiplen Myelom zeigten, dass TLR1, TLR2, TLR6, TLR7, TLR9 und TLR10 mit
Proliferation und Uberleben des Tumors in Verbindung gebracht werden konnen (123). TLR4,
TLR5 und TLR9 sind beim Magenkarzinom beobachtet worden (124). Aus der Aktivierung von
TLR4 am Ovariadkarzinom wurde ein gesteigertes Uberleben, Tumorwachstum und
Chemoresistenz abgel eitet (125). Dabel entdeckte man Paclitaxel als Liganden fir TLR4. Aus der
folgenden Aktivierung des Adapterproteins MyD88 ergab sich eine verminderte
Apoptosefahigkeit fur TLR4 exprimierende Tumorzellen. An Maus- und humanen Zdllinien des
Kolon, Lungen, Mamma und Prostatakarzinoms sowie des Melanoms wurde die Expression
von TLR1 bis TLR6 und TLR9 beobachtet. Mit der Stimulierung von TLR4 gingen zahlreiche
» Tumor Escape Mechanismen® einher, z. B. die Expression von B7-H1 und B7-H2, die T-Zellen
inaktivieren konnen (126). Nach Stimulation der murinen MC26 Tumorzelllinie mit LPS
(Lipopolysaccharid) als natirlichen Liganden fir TLR4 wurde eine erhéhte mRNA Expression

der costimulierenden B7 Liganden nachgewiesen. Bel HIV-infizierten Patienten fand sich
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ebenfalls eine erhohte mRNA Expression von B7-H1 in peripheren mononukledren Blutzellen.

Es wurde dabei allerdings keine Assoziation zu den TLRs gezogen (127).

In der eigenen Untersuchung am kolorektalen Karzinom war TLR1 und TLR2 nicht detektierbar,
TLR6 wurde moderat exprimiert (UICC I11/IV). Im Pankreaskarzinom zeigte sich dagegen
bereits in frihen Stadien (UICC I/11) eine milde Expression von TLR1 und TLR2, die von einer
deutlichen Expression von TLR6 begleitet wurde. Das stérkste Vorkommen von TLR1 und TLR2
wurde aber im Nierenzellkarzinom zusammen mit einer moderaten TLR6 Expressionbeobachtet.
Die vorliegende retrospektive Analyse zielte dabei nicht darauf ab, zu kléren, wie die Interaktion
der Rezeptoren untereinander determiniert wird. Offen bleibt daher die Frage, ob TLR1
antagonistisch auf die Interaktionvon TLR2/TLR6 wirkt oder synergistisch mit TLR2 zu einer
pro-inflammatorischen Antwort fuhrt. Nattrlich kann das Zusammenspiel von TLR2 und TLR6
auch als Reaktion auf Grampositive Erreger verstanden werden (128). Moglicherweise
begiinstigt ein chronisch inflammatorischer Prozess bel Pankreatitis und Nephritis das Risiko der
Tumorentstehung und -Progression tber eine chronische Aktivierung von NF-kB (129). Folglich
konnte eine verstarkte Expresson von TLR1, TLR2 und TLR6 insbesondere beim
Nierenzellkarzinom mit einer Tumorprogression einhergehen. Hinweise aus dem untersuchten
eigenen Patientengut mit diesem Expressionsmuster gab es nicht. TLR6 spielt sowohl beim
Pankreaskarzinom as auch beim kolorektalen Karzinom ene Rolle und beginstigt

moglicherweise das Tumorwachstum.

Bezliglich der TLR3 Expresson zeigten in der vorliegenden Arbeit weder das
Nierenzellkarzinom noch das kolorektale Karzinom eine nennenswerte Akkumulation Hinweise
fur die TLR3 Expresson am untersuchten Patientengut gab es noch nicht. Beim
Pankreaskarzinom hingegen fand sich ein deutliches Vorkommen dieses Rezeptors, dessen
Ligand dsRNA ist (57, 130). Als mdogliche natirliche Liganden seien Rotaviren (dsRNA)
genannt, die sehr haufig gastrointestinale Erkrankungen (Diarrhoe, Erbrechen) insbesondere bei
Kindern verursachen. Sie werden mit Pankreatitis und Diabetes mellitus Typ 1 in Verbindung
gebracht (131). Persistenz des Erregers wurde bel chronischer Rotavirusinfektion und bei
Kindern mit schwerem Immundefekt (AIDS) in Niere und Leber nachgewiesen (132, 133). Keine
Angaben sind bislang fur die Persistenz im Pankreas gefunden worden.
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Eine Expression von TLR4 war im eigenen Patientengut mit kolorektalem Karzinom nicht
detektierbar. Beim Pankreas- und Nierenzellkarzinom gab es eine nicht nennenswerte Expression
zu beobachten Entgegen der Studie von Kelly et al. (125) weist die eigene Arbeit auf keinen

Zusammenhang zwischen TLR4 und dem Tumorwachstum hin.

Flagellin ist as nahezu ligandenspezifisch fir TLR5 bekannt. Mogliche natirliche Liganden
stellen beispielsweise Salmonella species (134) oder Helicobacter pylori (135) dar. Wie fir TLR3
war im Patientengut der eigenen Arbeit TLR5 sowohl beim Nierenzellkarzinom als auch beim
kolorektalen Karzinom nur schwach nachweisbar. Interessanterweise zeigte sich beim

Pankreaskarzinom eine starke Expression.

Einzelstrang-RNA (ssRNA) von HIV, Influenza A und Hepatitis C sind nattrliche Liganden fur
TLR7 und TLR8 (57, 59,121). Mit Unterschied zu den bisher genannten Toll-like Rezeptoren
waren TLR7 und TLR8 im eigenen Patientengut in moderater (Nierenzellkarzinom) bis starker
(Pankreaskarzinom und kolorektales Karzinom) Expression bel jedem Tumor detektierbar.

Am deutlichsten ausgepragt war das Vorkommen von TLR9 im kolorektalen Karzinom, moderat
im Nierenzellkarzinom und nur mild im Pankreaskarzinom zu beobachten Als Liganden von
TLR9 sind unmethylierte CpG (Cytosin-Guanin) Dinukleotide der DNA von viralen und
bakteriellen Genomen zu nennen (56, 63, 64, 67, 121, 136). Es wurde gezeigt, dass Helicobacter
pylori am Magenkarzinom Uber TLR2 und TLR9 die Angiogenese durch COX-2 Synthese
induziert und somit die Tumorprogression (MAPK Signalweg) begunstigt (137).

Als natirliche Liganden fir TLR9 werden unter anderem Herpesviridae (z.B. CMV, EBV) und
Polyomaviren (z.B. BK Virus, JC Virus und SV-40 Virus) genannt (121), die im Korper
persistieren und in der Bevolkerung eine hohe Durchseuchungsrate aufweisen Bisher sind keine
Liganden fur TLR10 bekannt (6). Bei Initiation und Progression des Nierenzellkarzinoms scheint
dieser Rezeptor eine untergeordnete Rolle zu spielen. Die Expression unterschied sich kaum zum
Normalgewebe. Am deutlichsten wurde TLR10 in der eigenen Arbeit im Pankreaskarzinom
detektiert. TLR10 war morphologisch im Unterschied zum Nierenzell- und Pankreaskarzinom

ebenfalls nur in hohen Tumorstadien moderat exprimiert.

53



Uropathogene Bakterien sind bislang as Liganden fir TLR11 bekannt (66). Wie beim
Pankreaskarzinom fur TLR10 in der eigenen Arbeit gezeigt, findet sich auch hier fur TLR11 die
stérkste Expression. Geringe Unterschiede bei insgesamt moderater TLR11 Expression werden
sowohl im Nierenkarzinomals auch im kolorektalen Karzinom gesehen

Alle TLRs munden in Signalwege, deren Ergebnis die Aktivierung von NF-kB und MAP-
Kinasen ist (122). Der stetigen Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB bei Vermittiung
einer clronischen Entziindung wird @ne zentrale Rolle in der Entstehung und Progression von
Tumoren zugesprochen (129, 138, 139). Bekannt ist weiterhin, dass der NF-kB Signalweg zur
Induktion mitogener und antiapoptotischer (bcl-2, bcl-x ) Wege fuhrt, wie diese bereits am
Pankreaskarzinom fir das EGF-EGFR System beschrieben wurde (138).

Zusammenfassend sei auf die Bedeutung der Expression von Toll-like Rezeptoren insbesondere
bei der Tumorprogression des Pankreass und Nierenzellkarzinoms und des kolorektalen
Karzinoms hingewiesen. Die dauerhafte Aktivierung des Transkriptiorsfaktors NF-kB fuhrt zu
ingpparenten oder subklinisch ablaufenden inflammatorischen Reizen, die fir die
Tumorentstehung und - Progression mal3geblich erscheinen (140).

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit weisen auf eine neue Rolle bei der
Tumorprogression durch Toll-like Rezeptoren hin. Diese Arbeit zeigt, dass TLRs nicht nur wiein
der Literatur beschrieben die humorale Immunantwort stimulieren, sonderndurch Expression auf
oder in Tumorzellen ebenso Einfluss auf das Tumorwachstum nehmen kénnen.

Die Daten lassen tumorspezifisch einen kausalen Zusammenhang zwischen der Expression von
TLRs und viraler sowie bakterieller Vorgange im Tumorpatienten in Bezug auf die Progression
eines Tumors vermuten. Eine virale Pathogenese durch das Genom per se in Interaktion mit den
TLRs l&sst sich besonders bei Progression des Pankreaskarzinoms durch TLR3, TLR7 und TLR8
vermuten Eine dhnliche Kausalitét bei Progression der Tumorerkrankung ist vor allem durch
Interaktion viraler Genome mit TLR7, TLR8 und TLR9 beim kolorektalen Karzinom zu
vermuten

Die Aktivierung von TLR7, TLR8 und TLR9 scheint beim Nierenzellkarzinom ebenfalls eine
Rolle zu spielen. Beim Vergleich hinsichtlich der Expression von Rezeptoren, deren Liganden
bakterielle Bestandtelle darstellen, wie TLR1, TLR2 und TLR6, dominierten diese jedoch beim
Nierenzellkarzinom Ein eher bakterieller Kausalzusammenhang bel Tumorprogression konnte

damit vermutet werden. Unterstiitzend kann auch beim Pankreaskarzinom eine Stimulation von
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TLR5 duch das von Bakterien stammende Flagellin bereits in niedrigen UICC Stadien (UICC
I/11) angenommen werden.

Diese Ergebnisse weisen auf eine Kombination einer bakteriell und viral mitbedingten
Pathogenese beim Pankreaskarzinom hin. Ob dieses zur insgesamt schlechten Prognose und
raschen Progression dieses bdsartigen Tumors beitrégt, bleibt bislang unbeantwortet.

Der chronische Entziindungsreiz stellt folglich einen auRerordentlich wichtigen Faktor bei der
Tumorprogression dar. Diese mit der Zielsetzung der Arbeit verbundenen Erkenntnisse weisen
somit neue Wege fur die Tumortherapie und den chronischen Entziindungsprozess insbesondere
im Pankreas durch Blockierung von Toll-like Rezeptoren auf. Damit konnten Wachstum,

Neoangiogenese und Metastasi erung moglicherweise verlangsamt oder sogar verhindert werden.
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7. Zusammenfassung

Die dauerhafte Aktivierung des Transkriptiorsfaktors NF-kB fihrt zu einem inflammatorischen
Reiz, der fir die Entstehung und Progression von Tumoren von grof3er Bedeutung ist. In diesem
Zusammenhang wurde das Expressionsmuster von Toll-like Rezeptoren stadienabhéngig fur das
Pankreas- und Nierenzellkarzinom sowie das kolorektale Karzinom analysiert.

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit weisen auf eine besondere Rolle bel der
Tumorprogression durch Toll-like Rezeptoren hin. Diese Arbeit zeigt, dass TLRs nicht nur wie
bislang beschrieben, die humorale Immunantwort stimulieren, sonderndurch Expression auf oder
in Tumorzellen Einfluss auf das weitere Tumorwachstum nehmenkonnen.

Die Daten lassen damit schlussfolgern, dass je nach Tumorgewebe Toll-like Rezeptoren
unterschiedlich stark exprimiert werden und eine bisher wenig bertcksichtigte Kausalitét
hinsichtlich der Tumorprogression vermuten lassen. Eine virale Rathogenese durch das Genom
per sein Interaktion mit den TLRs sei besonders bel Progression des Pankreaskarzinoms durch
TLRS, TLR7 und TLR8 vermutet. Eine dhnliche Kausalitdt bei Progression sei vor allem durch
Interaktion viraler Genome mit TLR7, TLR8 und TLR9 beim kolorektalen Karzinom vermutet.
Die Aktivierung von TLR7, TLR8 und TLR9 scheint beim Nierenzellkarzinom ebenfalls eine
Rolle zu spielen. Auch ein bakterieller Faktor bel Tumorprogression kann vermutet werden.
Diese Ergebnisse weisen auf eine Kombination einer bakteriellen und viralen Pathogenese beim
Pankreaskarzinom hin und liefern somit eine mogliche mitbegrindende Kausalitdt fir die

schlechte Prognose und rasche Progression dieses bosartigsten Tumors.

Der chronische Entziindungsreiz stellt einen  auflerordentlich  wichtigen Prozess bei
Tumorprogression dar. Diese mit der Zielsetzung der Arbeit verbundenen Erkenntnisse weisen
neue Wege fir die Tumortherapie auf, einen chronischen Entziindungsprozess durch Blockierung
von Toll-like Rezeptoren zu unterbinden. Somit kénnten Wachstum, Neoangiogenese und
M etastasierung moglicherweise verlangsamt oder sogar verhindert werden.

Die Therapie maligner Erkrankungen mit herkébmmlichen zytostatischen Methoden zielt
vorwiegend auf die stoffwechselabhéangigen Vorgénge der Zellproliferation ab. Es befindet sich
aber nur ein relativ kleiner Anteil aller Tumorzellen in einer Proliferationsphase. Die Entdeckung
und Differenzierung zellstéandiger, tumorassoziierter Antigene und die Herstellung spezifischer

Antikorper stellt in diesem Zusammenhang ein neuartiges, zellphasenunabhangiges Wirkprinzip
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dar. Das lasst auf eine effektivere und nebenwirkungsarmere Tumortherapie hoffen Bel
verschiedenen Tumorerkrankungen erweist sich die Immuntherapie mit Antikdrpern zunehmend
as eine erfolgsversprechende Therapieform. Sie hat sich mittlerweile neben den herkdmmlichen
Behandlungsansdtzen, der Operation, Chemotherapie und Bestrahlung, als vierte Saule fest
etabliert. Insbesondere beim kolorektalen Karzinom sowie bei Lymphomen entwickelte sich die
immunologische Tumortherapie in den letzten Jahren von der experimentellen Phase zu einer
Standardtherapie. Da die Expression von Toll-like Rezeptoren auf Tumoren, wie in der
vorliegenden Arbeit gesehen, stark hochreguliert ist und eine vergleichsweise geringe Expression
auf Normalgewebe ersichtlich war, eignen sich Toll-like Rezeptoren daher als potentielle Ziele

fUr eine immunologische Tumortherapie mit monoklonalen Antikérpern.
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8.  Ausblick

Die Therapie maligner Erkrankungen mit herkdmmlichen zytostatischen Methoden zielt
vorwiegend auf die stoffwechselabhéangigen Vorgange der Zellproliferation ab. Da sich aber
immer nur ein relativ kleiner Antell aler Tumorzellen in einer Proliferationsphase befindet,
ermdglicht die Entdeckung und Differenzierung zellstandiger, tumorassoziierter Antigene und die
Herstellung spezifischer Antikdrper ein neuartiges, zellphasenunabhangiges Wirkprinzip. Das
lasst auf eine effektivere und nebenwirkungsdrmere Tumortherapie hoffen wie dies bereits vor
Uber 100 Jahren von Paul Ehrlich angedacht wurde, Tumore mit spezifischen Antikdrpern zu
therapieren ("magic bullet").

Bei verschiedenen Krebserkrankungen erweist sich die Immuntherapie mit Antikorpern immer
mehr als eine erfolgversprechende Therapieform. Sie hat sich mittlerweile neben den
herkdbmmlichen Behandlungsansétzen, der Operation, der Chemotherapie und der Bestrahlung,
als vierte Saule fest etabliert. Insbesondere beim kolorektalen Karzinom sowie bei Lymphomen
entwickelte sich die immunologische Tumortherapie in den letzten Jahren von der
experimentellen Phase zunehmend zu einer Standardtherapie. Das Behandlungsprinzip basiert auf
der Erkenntnis, dass Antikorper bestimmte Zielstrukturen auf den Tumorzellen erkennen und
gezielt angreifen konnen; das Wachstum der Tumorzellen wird gehemmt, und die Sterblichkeit
der Patienten kann deutlich verringert werden. Das Besondere an dem Behandlungsverfahren ist,
dass es im Vergleich zu den konventionellen Therapien geringere toxische Nebenwirkungen
aufwelst.

Da die Expression von Toll-like Rezeptoren auf Tumoren stark hochreguliert ist und eine
vergleichsweise geringe Expression auf Normalgewebe ersichtlich war, eignen sich daher diese
Toll-like Rezeptoren als potentielle Ziele fur eine immunologische Tumortherapie mit
monoklonalen Antikdrpern. Weitere Studien sind nétig, um dieser Annahme stérkeren Zuspruch

verleihen zu konnen.
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10. Anhang

Abkurzungsverzeichnis
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Cluster of Differentiation Nomenklatur diverser Antigene
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Cyclooxygenase-2
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Treshold cycle
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Dendritic cell, Dendritische Zelle
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Double stranded RNA, Doppelstrang RNA

Epstein Barr-Virus
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MyD88
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