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Zusammenfassung

Das Angeborene Immunsystem stellt eine erste Barriere gegenuber eingedrungenen
Mikroorganismen dar. Die Familie der Toll-like Rezeptoren (TLRs), deren Mitglieder
unter anderem auf Antigen-prasentierenden Zellen exprimiert werden, spielt dabei,
durch die Erkennung von konservierten mikrobiellen Strukturen, eine wichtige Rolle.
Die Interaktion von TLRs mit ihren Liganden fuhrt Gber die Aktivierung von MyD88
zur Anschaltung einer Signaltransduktions-Kaskade und anschlie3end zur Expressi-
on von zahlreichen Zytokinen, die eine schnelle Immunantwort einleiten, jedoch auch
eine wichtige Rolle in der Modulation der Adaptiven Immunantwort spielen. In den
hier vorgelegten Arbeiten wurde die Rolle von TLRs in der Entstehung und dem Ver-
lauf von Infektionskrankheiten untersucht.

Wir konnten bis dato unbekannte Glykolipide aus Bakterien der Gattung Treponema
isolieren und chemisch charakterisieren, die eine Freisetzung von Zytokinen in Ab-
hangigkeit von CD14, dem Lipopolysaccharid Bindenden Protein (LBP) sowie TLR2
bewirken. Der gleiche Rezeptor-Komplex spielt auch bei der Erkennung von Lipotei-
chonsaure (LTA) aus Gram-positiven Bakterien sowie bakteriellen Lipoproteinen und
Lipopeptiden eine wichtige Rolle.

Die Rolle der Erkennung von TLR2-Liganden durch LBP konnte in einem Mausmo-
dell der Meningitis nachgewiesen werden, wobei LBP-defiziente Mause nach in-
trathekaler Gabe von Pneumokokken-Extrakten deutlich verminderte Entziindungs-
reaktionen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen zeigten. Dartber hinaus konnte in einem
Modell der bakteriellen Pneumonie in MyD88-defizienten M&usen eine prolongierte
Entziindung mit gesteigerter Letalitat gezeigt werden, was auf eine wichtige Rolle der
TLR-abhangigen Signaltransduktion in der Bekampfung von Infektionen hinweist.
Schliel3lich konnten wir zeigen, dass die Anwesenheit von genetischen Varianten von
TLR2 oder -4, die mit einer verringerten zellularen Aktivierung einhergehen, mit ei-
nem veranderten Risiko beziiglich Inzidenz und Verlauf von Infektionskrankheiten
assoziiert ist.

Diese Arbeiten zeigen die Grundprinzipien der Erkennung von Bakterien durch TLRs,
und verdeutlichen dariber hinaus die Bedeutung der TLR-vermittelten Signaltrans-
duktion fur die Entstehung und den Verlauf von Infektionskrankheiten.



Summary

Innate Immunity acts as a first barrier against invading microorganisms. The family of
Toll-like receptors (TLRs), which are also expressed on antigen presenting cells, is
crucially involved in these processes via recognition of conserved microbial partial
structures. The interaction of TLRs with their respective ligands causes the expres-
sion of multiple cytokines via a signal transduction cascade involving MyD88. This
initiates not only a rapid immune response, but adaptive immune responses as well.
Within the studies presented here, the role of TLRs in incidence and course of infec-
tious diseases was studied.

We were able to isolate and characterize novel glycolipids from bacteria of the genus
Treponema, which cause the release of cytokines via a pathway involving CD14,
Lipopolysaccharide (LPS) Binding Protein (LBP) and TLR2. The same receptor com-
plex is involved in the recognition of Lipoteichoic Acid (LTA) from Gram-positive bac-
teria as well as lipoproteins and lipopeptides as well.

The role of LBP in the recognition of TLR2-ligands was demonstrated in a murine
meningitis model, where LBP-deficient mice displayed markedly reduced inflamma-
tory responses after intrathecal injection of pneumococcal partial structures. Addi-
tionally, a prolonged inflammatory response combined with increased mortality could
be shown in MyD88-deficient mice as compared to wild type mice in a model of
pneumonia, indicating an important role of TLR-activation in combating infections.
Finally, we were able to show that the presence of genetic variants of TLR2 or -4,
which cause a reduced cellular activation, are associated with different courses of
infectious diseases.

This work demonstrates the basic principles of immune recognition of bacteria by
TLRs, and furthermore clarifies the importance of TLR-mediated cellular activation for

the incidence and course of infectious diseases.
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1. Einleitung

1.1. Das Angeborene Immunsystem

Der Begriff "Angeborenes Immunsystem"” (englisch: Innate Immunity) wurde in den
90er Jahren des vergangenen Jahrhunderts von Charles Janeway gepragt. Er be-
zeichnet jenen Zweig des Immunsystems, der als ein erstes Abwehrsystem gegen-
tber in den Wirt eingedrungene Erreger agiert (Medzhitov and Janeway 1997). Auf
zellularer Ebene wird diese Barriere in erster Line durch Antigen-prasentierende Zel-
len, also Makrophagen und Dendritische Zellen, aber auch durch andere Zelltypen
wie Granulozyten oder "natural killer" (NK)-Zellen gebildet. Die Angeborene Immun-
antwort wird meist der Adaptiven Immunantwort gegenubergestellt, deren Trager in
erster Linie T- und B-Lymphozyten sind. Das grundlegende Funktionsprinzip des An-
geborenen Immunsystems basiert auf der Erkennung von unveranderlichen Merkma-

len von Mikroorganismen, die diese eindeutig von Strukturen des Wirts abgrenzen.

Durch  Erkennung dieser  "Muster”
(englisch: pattern)  Uber  spezielle

Rezeptoren auf der Oberflache von Zellen

Fremd Gefahr
des Immunsystems, SO genannter eindringende nekrotische
Mikroorganismen Zelle
"Mustererkennungs-Rezeptoren” (eng- O}_,'
lisch: pattern recognition receptors, PRRs, @"%‘
Abb. 1), werden die Mikroorganismen als \
"fremd" erkannt und die Abt6tung durch pattern's°°° endogene
\ Liganden
Phagozytose eingeleitet. Zusatzlich wird B ern
aber auch die Freisetzung von Zytokinen Recognition
Receptor

bewirkt, die die Immunantwort verstarken /_ \

konnen. Um eine effektive Immunantwort

Phagozytose Zytokine
auszulésen, muissen mikrobielle Muster Antigen-prasentierende Zellen
. . L . . i.e. Monozyten/Makrophagen
eine Reihe von Kriterien erfillen: sie Dendritische Zellen

Abb. 1:

mussen 1) eindeutig von Strukturen des Funktionsprinzip der Angeborenen Immunitét.

Wirts unterscheidbar sein 2) fur den Uber die Erkennung molekularer Muster durch
) PRRs", Mustererkennungsrezeptoren, werden

Erreger Iebenswichtige Funktionen Mikroorganismen als ,fremd“ erkannt und eine
Abwehrreaktion eingeleitet. Es wurde postuliert

erfillen, d.h. nicht ohne massive | dass auch endogene Substanzen, die in
Rahmen von Stressreaktionen freigesetzt
Einschrankung der Vitalitat ersetzbar sein. | werden, vergleichbare Reaktionen auslésen.




Daraus erklart sich, dass viele mikrobielle Muster auf der Zelloberflache ausgebildete
Kohlenhydrat- oder Glykolipid-Strukturen, wie z.B. Mannose-haltige Kohlenhydrate
(Linehan et al. 2000) oder auch Lipopolysaccharide (Alexander and Rietschel 2001)
sind.

Es wurde zusatzlich postuliert, dass das Angeborene Immunsystem neben fremden
Strukturen auch korpereigene Strukturen, die ausschliel3lich in Gefahrensituationen
aktiv sezerniert oder als Folge von Gewebsnekrosen passiv freigesetzt werden, er-
kennt. Diese Theorie wird auch als Gefahrenhypothese ("danger hypothesis”, Abb. 1)
bezeichnet (Matzinger 2002). In der Fachliteratur finden sich zahlreiche Berichte Uber
korpereigene Strukturen, die Entziindungsreaktionen auslésen kodnnen, darunter
Harnsaure (Shi et al. 2003) und das nuclear protein high-mobility group box 1
(HMGB1)-Protein (Tsung et al. 2007). Die "danger hypothesis" ist jedoch nicht unum-
stritten, und die hier vorgestellten Arbeiten beziehen sich ausschlief3lich auf die Inter-

aktion des Angeborenen Immunsystems mit exogenen Liganden.

Wie oben erwéahnt, fihrt die Interaktion von mikrobiellen Liganden mit PRRs zur Frei-
setzung von Zytokinen, die Uber die Phagozytose der Mikroorganismen hinaus die
Immunantwort entscheidend modulieren kénnen. Man unterscheidet hier zwischen
pro-inflammatorischen Zytokinen, die die Immunantwort verstarken, wie Tumornekro-
se-Faktor (TNF) und Interleukin (IL)-12p70, und so genannten anti-inflammatorischen
Zytokinen, wie Transforming Growth Factor (TGF)-pB oder IL-10. Diese Zytokine be-
einflussen entscheidend den Phanotyp Antigen-spezifischer T-Zellen. Dadurch erfullt
die Angeborene Immunitat, tber die wohlbekannte Rolle als erste Barriere gegen-
uber Krankheitserregern hinaus, entscheidende Funktionen in Bezug auf die Adapti-

ve Immunantwort (Pasare and Medzhitov 2003).

1.2. Lipopolysaccharid und Toll-like Rezeptoren

Lipopolysaccharide (LPS) Gram-negativer Bakterien sind Glykolipide, sie bestehen
also aus einem Lipidanteil und einem Kohlenhydratanteil. Der Lipidanteil von LPS,
der in der &ul3eren Membran der Bakterien verankert ist, wird als Lipid A bezeichnet

und enthalt meist sechs Fettsauren, darunter auch so genannte R-Hydroxy-



Fettsauren (Galanos et al. 1985; Alexander and Rietschel 2001). Der Kohlenhydrat-
anteil besteht aus einer so genannten "core"-Region, die Heptose und 3-Desoxy-D-
Manno-Octuloson-saure (Kdo) enthalt, sowie sich wiederholender Einheiten von Koh-
lenhydratbausteinen (englisch: "repeating units”, Abb. 2). LPS kann uber die Aktivie-
rung von Monozyten und nachfolgender Freisetzung von Zytokinen, insbesondere
TNF, das klinische Bild eines septischen Schocks auslosen (Beutler and Rietschel
2003). Der biologisch aktive Teil, also der Bereich, der Uber Interaktion von PRRs die
zellulare Aktivierung und nachfolgende Zytokin-Freisetzung bewirkt, ist dabei das
Lipid A (Galanos et al. 1985; Raetz and Whitfield 2002). Einige an der durch LPS
verursachten Zytokininduktion beteiligten PRRs konnten bereits in den frihen 90er
Jahren des letzten Jahrhunderts charakterisiert werden: LPS wird durch das LPS
Bindende Protein (LBP), ein Serumprotein, das in der Leber gebildet wird, Gber das
Lipid A gebunden und an CD14, einen membranstéandigen Rezeptor auf Monozyten,
Makrophagen und Dendritischen Zellen, tGbertragen (Schumann et al. 1990; Wright et
al. 1990). Da CD14 uber einen Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker in der Zell-
membran verankert ist und keine transmembranédre Doméne besitzt, war schon von
Beginn an offensichtlich, dass der LPS-Rezeptor-Komplex eine weitere, damals un-
bekannte Komponente beinhalten muss, die das Signal ins Zellinnere leitet. Beson-
deres Interesse galt in diesem Zusammenhang einem Mausstamm, der nach einer
spontanen Mutation hyporesponsiv gegenuber LPS geworden war, dem C3H/HeJ-
Stamm (Heppner and Weiss 1965). Diese Mutation betraf ein einzelnes Gen, das die

Bezeichnung Lps erhielt
(Watson and Riblet 1974;
Watson and Riblet 1975)
und nach dessen Gen-

Jrepeating
produkt in der Folgezeit units*
Abb. 2:

Core-Region Lipid A

intensiv gesucht wurde. _ _ _
Schematische Struktur von Lipopolysaccharid (LPS) aus Gram-

negativen Enterobacteriaceae.

Parallel ergaben sich Hinweise auf die ldentitdt des LPS-Rezeptors aus einem ver-
gleichsweise weit entfernten Forschungsgebiet, dem der Embryonalentwicklung. Am
Labor von Christiane Nusslein-Vollhardt wurde 1985 ein Protein identifiziert, das den
Namen "Toll" erhielt und malRgeblich an der Embryonalentwicklung in Drosophila
beteiligt ist (Anderson et al. 1985). Interessanterweise zeigte der Signaltransdukti-

onsweg von Toll auffallige Ahnlichkeiten von dem des IL-1 in Saugetieren, was Un-



tersuchungen zur Rolle von Toll in der Infektabwehr von Drosophila veranlasste. Tat-
sachlich wurde festgestellt, dass Toll-defiziente Drosophila eine erhdohte Anfalligkeit
gegenuber einer Infektion mit Aspergillus aufweisen (Lemaitre et al. 1996). Dies ver-
anlasste wiederum eine intensive Suche nach Homologen von Toll, Toll-like Rezepto-
ren (TLRs), in Sadugetieren und fuhrte zur Identifizierung der Gene zunachst fur TLR1
(Taguchi et al. 1996) und nachfolgend fir eine Reihe funf weiterer putativer Rezepto-
ren, die als Toll-like Rezeptoren 1-5 bezeichnet wurden (Rock et al. 1998). Mittlerwei-
le konnten elf TLRs in Menschen und dreizehn TLRs in Mausen identifiziert werden
(Kawai and Akira 2007). Alle bisher identifizierten TLRs besitzen dabei einen ver-
gleichbaren Aufbau, der unter anderem eine Liganden-Bindungsstelle in Form so
genannter "leucin rich repeats" (LRRs) sowie eine Signaltransduktions-Domane, die
so genannte Toll/IL-1-Rezeptor (TIR)-Doméne, umfasst (O'Neill 2002; Kawai and
Akira 2007).

Zeitgleich mit der Entdeckung von TLRs konnte das Genprodukt von Lps als TLR4
identifiziert werden (Poltorak et al. 1998). Der Defekt in C3H/HeJ-Mausen wurde als
Folge eines Austauschs von Prolin durch Histidin innerhalb der intrazellularen Doma-
ne von TLR4, der man eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion zuwies, identifi-
ziert (Poltorak et al. 1998). Die Rolle von murinem TLR4 in der Erkennung von LPS
konnte durch die gezielte Deletion dieses Rezeptors durch die Generation einer
TLR4 knock-out Maus am Labor von Shizuo Akira bestatigt werden (Hoshino et al.
1999). Schliel3lich konnte auch der humane TLR4 als Rezeptor fur LPS identifiziert
werden. Zu diesem Zweck wurde das zuvor identifizierte TLR4 kloniert, in der huma-
nen embryonalen Nierenepithel-Zelllinie HEK-293 exprimiert und die Zellen mit LPS
stimuliert (Chow et al. 1999). Kurz darauf folgte die Identifizierung von myeloid diffe-
rentiation factor (MD)-2, eines extrazellularen Adaptermolekils fur TLR4 (Shimazu et
al. 1999). Damit war der Aufbau des Rezeptor-Komplexes fur LPS, bestehend aus
TLR4, CD14 und MD-2, aufgeklart (Abb. 3).

1.3. TLR2 und seine Liganden

Ursprunglich wurde 1998, von zwei Labors gleichzeitig, der humane TLR2 als Rezep-

tor fur LPS beschrieben (Kirschning et al. 1998; Yang et al. 1998). Beide Untersucher
hatten TLR2 in der embryonalen Nierenepithel-Zelllinie HEK-293 exprimiert und die
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Zellen mit LPS stimuliert. In der von Kirschning et al. publizierten Studie wurden zu-
satzlich TLR1 und TLR4 getestet, wobei TLR4 durch eine hohe Spontan-Aktivierung
der Zellen auffiel, die durch LPS jedoch nicht erh6ht werden konnte (Kirschning et al.
1998). Kurze Zeit spater wurde von einer dieser Arbeitsgruppen, unter Verwendung
des gleichen auf HEK-293 Zellen beruhenden Testsystems, der humane TLR2 als
Rezeptor fur Zellwandkomponenten Gram-positiver Bakterien, namlich Peptidoglykan
und Lipoteichonsdure (LTA), identifiziert (Schwandner et al. 1999). Gleichzeitig er-
folgte unter Verwendung des gleichen Testsystems die Identifikation von Lipoprotei-
nen aus Borrelia burgdorferi und Lipoarabinomannan aus Mycobacterium tuberculo-
sis als TLR2-Liganden (Lien et al. 1999). Die Diskrepanz zwischen diesen Ergebnis-
sen und der urspringlichen Beschreibung von TLR2 als LPS Rezeptor wurde von
Seiten der Autoren niemals erlautert, ist aber moglicherweise durch Kontamination
der urspriinglich verwendeten LPS-Praparation mit TLR2-Liganden verursacht
(Hirschfeld et al. 2000). Ahnliche Befunde beziiglich der Liganden des TLR2 wurden
mit der TLR2-defizienten Maus erhoben, die abermals am Labor von Shizuo Akira
generiert wurde und ebenfalls eine verminderte Reaktion auf Peptidoglykan zeigte. In
dieser Studie agierten die verwendeten kommerziell erhaltlichen LTA-Préparationen
allerdings auch mit TLR4 (Takeuchi et al. 1999).

Spater wurden Studien veroffentlicht, die zeigten dass TLR2 neben Peptidoglykan
auch eine weitere Klasse bakterieller Liganden, die Lipoproteine bzw. Lipopeptide,
erkennen kann (Takeuchi et al. 2000; Nishiguchi et al. 2001; Takeuchi et al. 2001;
Takeuchi et al. 2002). Dabei wurde ein weiteres Charakteristikum von TLR2 aufge-
deckt: Wahrend TLR4 Homodimere ausbildet, kann TLR2 Heterodimere entweder mit
TLR1 oder TLR6 bilden (Ozinsky et al. 2000; Takeuchi et al. 2001; Takeuchi et al.
2002). Lipoproteine, die drei Fettsdauren enthalten und in Spirochéaten, insbesondere
Borrelia burgdorferi, als Komponenten der auf3eren Membran vorkommen, interagie-
ren mit TLR2/TLR1-Heterodimeren (Sellati et al. 1998; Takeuchi et al. 2002). Im Ge-
gensatz dazu bendétigen Lipopeptide, die zwei Fettsduren enthalten und u.a. in Myo-
plasma spp. zu finden sind, wie auch LTA die Anwesenheit von TLR2/TLR6 Hetero-
dimeren (Garcia et al. 1998; Takeuchi et al. 2001). Diese Daten wurden unter der
Verwendung von TLR1- bzw. TLR6-knock-out Mausen erhoben. Im Gegensatz dazu
wurde durch Expression von TLR2 und TLR6 in humanen HEK-293 Zellen eine Stei-
gerung der Aktivierbarkeit durch Lipoproteine gefunden (Bulut et al. 2001). Zuséatzlich
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