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Abstract 

Ein Viertel der Weltbevölkerung ist latent mit Mycobacterium tuberculosis infiziert. Trotz dieser 

hohen Krankheitslast und jahrzehntelanger Forschung ist unser Wissen über die Pathogenese einer 

aktiven Tuberkulose (TB) noch immer unzureichend. Das angeborene Immunsystem übernimmt eine 

wichtige Rolle in der Initiierung und Bahnung der Immunantwort, wodurch sich Ansatzpunkte für 

Diagnostik sowie modifizierende Therapeutika ergeben können. In dieser Arbeit wird der Einfluss 

von Nukleotidrezeptoren, insbesondere des Toll-like Rezeptors (TLR)8, auf die Suszeptibilität zur 

Entwicklung einer aktiven TB untersucht. Die Erkennung von endosomaler RNA durch TLR8 in 

Antigen-präsentierenden Zellen führt über Interleukin (IL)-12, Tumornekrosefaktor α, Interferon 

(IFN)γ und Typ-I IFN zur Initiierung einer T-Helferzellen (Th)1-Antwort, sowie über IL-21 zur Induktion 

follikulärer Th (Tfh)-Zellen, welche die humorale Immunantwort unterstützen. Analysen von Single-

Nucleotid Polymorphismen (SNPs) in einer indischen TB-Kohorte zeigten, dass Träger des A-Alles von 

TLR8-A1G eine höhere Suszeptibilität aufwiesen, an TB zu erkranken (OR = 1,72 [1,10-2,70], p = ,010), 

sowie ein Rezidiv zu erleiden (OR = 2,01 [1,04-3,89], p = ,032). Es fand sich eine Interaktion der 

Bacillus Calmette-Guérin (BCG)-Impfung mit dem SNP, sodass sich im Vergleich der TB-Patienten mit 

ihren gesunden Haushaltsangehörigen nur unter BCG-Geimpften eine signifikant unterschiedliche 

Verteilung von TLR8-A1G aufwiesen ließ (OR = 2,36 [1,25-4,44], p = ,007). Funktionelle Studien 

ergaben, dass TLR8-1G eine hypermorphe Mutation darstellte, welche zu erhöhten nuclear factor 

kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (NFκB)-Spiegeln nach TLR8-Stimulation führt. Eine 

verminderte Zytokinantwort nach endosomaler RNA-Erkennung durch TLR8 scheint damit nachteilig 

für die Immunantwort zu sein, insbesondere bei BCG-Geimpften.  

Weitere statistische Auswertungen der TB-Kohorte erbrachten Evidenz für eine Suszeptibilität für TB 

vermittelt durch TLR4-399T (OR = 1.57 [1.04–2.36], p = ,027) durch die Hemmung einer potentiellen 

Heterodimerisation von TLR4 und -8 an der Position TLR4-C399T, mit der Folge einer verminderten 

Induktion von Typ-I IFN und Th1-Anwort. Des Weiteren erhöhte das G-Allel des SNP rs311686 des 

zytosolischen DNA-Rezeptors cyclische GMP-AMP-Synthase (cGAS) die Chance, ein Rezidiv zu 

erleiden (OR = 0,35 [0,20-0,61], p < ,001), welcher funktionell ebenfalls den Typ-I IFN-Signalweg 

affektiert.  
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Somit lässt sich schlussfolgern, dass die mykobakterielle Nukleotiderkennung eine wichtige Rolle in 

der Initiierung einer effektiven Immunantwort durch die Stimulation einer Th1-Antwort spielt. Diese 

wird unterstützt von Typ-I IFN und der Stimulation von Tfh-Zellen, welche daher über die Zell-

vermittelte und humorale Immunantwort auch eine Verbindung zum Immungedächtnis darstellen. 

Durch die hier zusammengefassten Ergebnisse lassen sich potentielle, neue Ansätze für zukünftige 

Vakzine und Therapeutika ableiten. 

Abstract (English) 

One quarter of the world‘s population has latent tuberculosis (TB) caused by asymptomatic infection 

with Mycobacterium tuberculosis. Despite this high burden of disease and research for decades, our 

knowledge about the pathophysiology remains insufficient. The innate immune system plays a cru-

cial role in the initiation of the immune response, which can be used for diagnostic tools and modi-

fying drugs. This thesis investigates the impact of nucleotide receptors, specifically Toll-like receptor 

(TLR)8, on the susceptibility to the development of active TB. Recognition of endosomal RNA by TLR8 

in antigen-presenting cells leads via interleukin (IL)-12, tumour necrosis factor α, interferon (IFN)γ 

and type I IFN to the initiation of a T-helper cell (Th)1-response, and via IL-21 to an induction of T 

follicular helper (Tfh) cells, supporting the humoral immune response. Single-nucleotide polymor-

phism (SNP) analyses of an Indian cohort showed that individuals carrying TLR8-1A have a higher 

susceptibility to develop both primary TB (OR = 1.72 [1.10-2.70], p = .010) and a relapse (OR = 2.01 

[1.04-3.89], p = .032). There was evidence for an interaction with the Bacillus Calmette-Guérin (BCG)-

vaccination, as only among BCG-vaccinated individuals there was a difference in the allele distribu-

tion between TB patients and their healthy household contacts (OR = 2.36 [1.25-4.44], p = .007). 

Functional studies revealed that TLR8-1G was a hypermorphic mutation, leading to higher levels of 

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (NFκB) after TLR8-stimulation. Lower 

cytokine levels after endosomal RNA-recognition therefore seemed to be detrimental for the im-

mune defence against TB, especially in BCG-vaccinated individuals. 

Further statistical analyses showed evidence for a susceptibility to TB conveyed by TLR4-399T (OR = 

1.57 [1.04–2.36], p = .027) through inhibition of the potential heterodimerisation of TLR4 and -8, 

leading to a reduced induction of type I IFNs and a Th1-response. Furthermore, the odds to suffer 
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from a relapse were higher for the G-allele of the cyclic GMP-AMP-synthase (cGAS)-SNP rs311686 

(OR = 0.35 [0.20-0.61], p < .001), also affecting the type I IFN pathway. 

In conclusion, mycobacterial nucleotide recognition seems to play an important role in the initiation 

of an effective defence against TB by promotion of a Th1-response, supported by type I IFNs, as well 

as the induction of Tfh-cells, thus linking the immune response both to the cell-mediated and hu-

moral immune system and thereby the immunological memory. The results summarised in this the-

sis can hence lead to potentially new approaches for vaccinations and future drugs.  

1. Einführung 

Laut der Weltgesundheitsorganisation sind 2019 1,2 Millionen Menschen weltweit an Tuberkulose 

(TB) gestorben, womit sie zu den zehn häufigsten Todesursachen weltweit zählt 1. Der Erreger der 

TB, Mycobacterium tuberculosis (MTB), wurde bereits 1882 von Robert Koch entdeckt. Trotz 

langjähriger, intensiver Erforschung dieser Erkrankung ist unser Wissen hinsichtlich Pathogenese, 

Diagnostik und Therapie immer noch unzureichend, sodass in den aktuellen „Sustainable 

Developement Goals“ der Vereinten Nationen ein besonderes Augenmerk auf TB gesetzt wurde und 

als explizites Ziel das Ende der TB-Epidemie bis 2030 angestrebt wird 2. 

Es wird geschätzt, dass ca. ein Viertel der Weltbevölkerung zwar mit MTB infiziert ist, jedoch keine 

Krankheitssymptome zeigt, in welchem Fall man von einer latenten TB spricht 3. In etwa 5-10% 

entwickelt sich aus einer latenten eine symptomatische Erkrankung. Gründe für diese individuell 

unterschiedliche Progredienz sind nur unzureichend bekannt, aber neben Umweltfaktoren, 

Komorbiditäten und Bakterien-spezifischer Virulenzfaktoren scheint die genetische Disposition des 

Wirts eine wichtige Rolle zu spielen 4.  

Für die Generierung einer Immunantwort ist die spezifische Erkennung des Erregers essenziell. Mit 

dieser Aufgabe sind initial sogenannte Pattern Recognition Receptors (PRR) betraut, zu welchen 

unter anderem die Toll-like Rezeptoren (TLRs) zählen, die sich durch N-terminalen leucinreichen 

(LRR)-Sequenzen und die Toll/IL-1R homology domain (TIR)-Domain auszeichnen. TLR8 erkennt 

endosomal Guanin-Uracil-reiche Einzelstrang (ss)-RNA und ist hauptsächlich in Monozyten und 

myelotischen Dendritischen Zellen (mDCs) exprimiert. Die Aktivierung des Rezeptors führt zu einer 

Signalkaskade, an dessen Ende durch den Transkriptionsfaktor nuclear factor kappa-light-chain-
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enhancer of activated B-cells (NFκB)-getriggert Tumornekrosefaktor (TNF)-α und Interleukin (IL)-12 

stehen, sowie Interferon (IFN) regulatory factor (IFR)-7 vermittelt IFNγ 5. Durch die Expression in 

mDCs spielt TLR8 eine Schlüsselrolle in der Verlinkung des angeborenen mit dem erworbenen 

Immunsystems, da diese Zellen zu den Antigen-Präsentierenden Zellen (APCs) gehören und nach 

ihrer Aktivierung in die drainierenden Lymphknoten wandern, um dort T-Zellen zu aktivieren.  

Seit der Entschlüsselung des menschlichen Genoms lässt die Analyse von Einzelpunkt-Mutationen 

(single-nucleotide polymorhisms (SNPs)), welche spontan in der Bevölkerung vorkommen und zu 

leichten Unterschieden in der Funktionsweise der kodierten Proteine führen, Rückschlüsse auf die 

Bedeutung der jeweiligen Gene in Bezug auf bestimmte Erkrankungen zu. Dieser Ansatz wurde in 

der vorliegenden Dissertation genutzt, um Erkenntnisse über den Einfluss bestimmter Rezeptoren 

des angeborenen Immunsystems auf die Pathogenese von TB zu gewinnen. In Bezug auf TB sind 

bereits mehrere SNPs von TLRs gefunden worden, welche Einfluss auf die Suszeptibilität für eine 

aktive Erkrankung haben: TLR1, -2, -8, und -9, sowie TIR-Adaptorprotein (TIRAP) 6. Die vorgelegte 

Dissertation beschäftigt sich hauptsächlich mit TLR8.  

Der SNP rs3764880 von TLR8 führt durch die Mutation von Alanin (A) zu Guanin (G) an der ersten 

Position der DNA in der Transkription zum Austausch von Valin zu Methionin, und somit zum Fehlen 

des Start-Codons, wodurch sich der Transkriptionsstart auf das nächste Exon verschiebt und das 

Protein sich um 3 Aminosäuren verkürzt 7. TLR8 A1G ist ungleich auf der Welt verteilt: Während in 

Deutschland laut des Hap-Map-Projektes ca. 30-35% der Bevölkerung die verkürzte Variante (TLR8-

1G) tragen, kommt es zu einer progressiven Zunahme von TLR8-1G gen Osten bis hin zu einem 

80%igem Anteil von TLR8-1G in Japan. TLR8-1G wurde zuerst in einer indonesischen und russischen, 

männlichen Kohorte mit einer geringen Suszeptibilität für TB assoziiert 8, sowie mit einer geringeren 

Progressionsrate einer humanen Immundefizienz-Virus (HIV)-Erkrankung 7. Des Weiteren wurde es 

indirekt durch komplettes Linkage Disequilibrium mit dem Promotor-SNP -129 G>C (rs3764879) mit 

einer geringeren Suszeptibilität für Hepatitis C 9 und anderen intrazellulären Infektionen wie 

Helicobacter pylori 10 und Borrelia burgdorferi assoziiert 11. In einer pakistanischen TB-Kohorte 

hingegen war TLR8-1G mit einer höheren Suszeptibilität für TB assoziiert 12. 
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Aus der Identifikation relevanter SNPs von Nukleotid-Rezeptoren für die individuelle TB-

Suszeptibilität und Rückschlüssen aus den sich anschließenden funktionellen Analysen wurden in 

dieser Arbeit wichtige Erkenntnisse über die Pathogenese der TB gewonnen, welche im Folgenden 

dargestellt sind. 

2. Material und Methodik 

Zur Erforschung oben genannter Problematik wurden verschiedene Ansätze gewählt: I) die 

statistische Auswertung epidemiologisch-genetischer Daten einer Kohorte indischer Tuberkulose-

Patienten II) die Analyse experimentell gewonnener Daten durch Stimulation von Primärzellen aus 

dem Blut gesunder Freiwilliger (GF) und III) die Analyse experimentell gewonnener Daten durch 

Stimulation von Zelllinien nach selektiver Überexpression. 

2.1. Genotypisierung und SNP-Analyse der indischen Kohorte 

Die Generierung der indischen Kohorte erfolgte als Gemeinschaftsarbeit im Rahmen der 

internationalen Kooperation des Graduiertenkollegs im Mahavir Hospital. Dies erfolgte unter 

Zustimmung der Ethikkommission des Mahavir Hospitals in Hyderabad, sowie gemäß der ethischen 

Prinzipien der Helsinki-Erklärung, und diente bereits als Grundlage verschiedener Publikationen der 

Mitglieder des Graduiertenkollegs 13–15. Von eingeschlossenen TB-Patienten wurden nach 

aufgeklärtem Einverständnis Basis-Charakteristika dokumentiert und Blut vor Beginn der 

antituberkulösen Therapie gewonnen. Als Einschlusskriterium diente die Diagnose einer pulmonalen 

(PTB) oder extrapulmonalen TB (EPTB), welche mittels klinischer Untersuchung, Röntgen-Thorax und 

mikroskopischer Sputumanalyse bzw. einer entsprechenden Biopsie mit histopathologischer 

Begutachtung gestellt wurde. HIV galt als Ausschlusskriterium. Rezidivfälle wurden als solche 

gekennzeichnet. Als Kontrollgruppe dienten zum einen die begleitenden Angehörigen der Patienten 

(gesunde Haushaltsangehörige(GH)), zum anderen eine Gruppe gesunder, nicht dem Haushalt 

angehöriger Freiwilliger (GNH) aus dem Großraum Hyderabad. Die DNA-Isolierung aus Vollblut 

erfolgte mittels FlexiGene DNA Kit (Qiagen, India) gemäß dem Hersteller-Protokoll.  

Um die SNP-Verteilung zwischen TB-Patienten, GH und GNH zu vergleichen, erfolgte eine 

Genotypisierung mittels LightCycler Assays (Roche), welcher auf Grundlage einer Polymerase-

Kettenreaktion (PCR) floureszensbasierte Schmelzpunktanalysen des Sensor-Anker-Komplexes eine 
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zielsichere Unterscheidung der Genotypen erlaubt. Anschließend erfolgte die statistische Analyse 

unter Verwendung von STATA (Version 16). p-Werte kleiner 0,05 galten als statistisch signifikant. 

95% Konfidenzintervalle der Effektgrößen sind in eckigen Klammern dargestellt, bzw. 

Interquartilsabstände (IQR) falls indiziert. Basis-Charakteristika wurden mittels t-Test trotz einer 

nicht-normalen Verteilung auf Grundlage des zentralen Grenzwerttheorems mit ausreichend hohen 

Stichprobenanzahl analysiert. Für kategorische Daten wurde ein χ²-Test verwendet. Zur Evaluation 

des Zusammenhangs des Allels- und des Krankheitsstatus wurde ein logistisches Regressionsmodel 

mit einer a priori Adjustierung für Alter und Geschlecht verwendet, in welchem rezessive Genotypen 

zusammengefasst gegen den dominanten Genotyp verglichen wurden. Mögliche unabhängige 

Risikofaktoren wurden mit Hilfe des Wald-Tests evaluiert. Potenzielle „Confounder“ wurden durch 

den Vergleich des basalen und des adjustierten Odds Ratios (OR) analysiert. Identifizierte 

„Confounder“ und unabhängige Risikofaktoren wurden in das adjustierte Model mit aufgenommen, 

welches auf kausales Modelling intendierte. Effekt-Modifizierung wurde mittels Likelihood Ratio 

Tests (LRTs) evaluiert, wie auch die finale Signifikanztestung der untersuchten Einflussfaktoren 16. 

Potenzielle Multikollinearität wurde mittels Vergleiches der Standardfehler evaluiert.  

2.2. Zellkulturexperimente mit PBMCs 

Für funktionelle in-vitro Analysen des angeborenen Immunsystems eignen sich Experimente mit 

einkernigen peripheren Blutzellen, sogenannten PBMCs (periphere blood mononuclear cells), 

dessen größter Anteil Monozyten, die Vorläuferzellen von Makrophagen, darstellen. Unter der 

Zustimmung der Ethikkommission der Charité wurden aus Wangenabstrichen von Freiwilligen in 

Berlin entsprechend des Herstellerprotokolls des DNA blood mini kit (Qiagen, Deutschland) DNA 

isoliert und anschließend per LightCycler Assay genotypisiert. Auf Grundlage des entsprechenden 

Genotyps von TLR8 A1G wurden PBMCs aus Vollblut mittels Lymphozyten Seperationsmedium (LSM 

1077, GE Healthcare, Deutschland), basierend auf einer Dichtezentrifugation, isoliert und auf 

Zellkulturplatten übertragen. Die Stimulation erfolgte mit dem TLR8-Agonisten CLO75 (1µg/ml), 

Lipopolysaccharid (LPS, 10ng/µl) oder mykobakterieller RNA (1µg/ml), welche aus gamma-

bestrahlten Zellen von MTB H37Rv (BEI Resources, USA, NR-14819) mittels InnuPrep RNA Mini Kit 

(Analytik Jena, Deutschland) extrahiert und mit dem liposomalen Transfektionsreagenz DOTAP 

(Roche, Deutschland) nach Herstellerprotokoll 1:5 komplexiert wurde, um einen endosomalen 
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Transport sicher zu stellen. Für eine Hemmung der endosomalen Azidifikation wurden Zellen ggf. 1h 

mit Bafilomycin vorbehandelt. In den Stimulationsüberständen wurde nach 4h mit Hilfe eines 

Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) mit spezifischen Antikörpern für TNFα (BD 

Pharmingen, Deutschland: 551220, 554511), sowie nach 24h für Il12p40 (BD Pharmingen: 551227, 

554660) die Reaktivität bestimmt. Die statistische Auswertung der unterschiedlich stark 

exprimierten Zytokine erfolgte unter Nutzung von R (Version 4.0.1) mittels eines Mann-Whitney-U-

Tests, sofern keine gruppenspezifische Normalverteilung (beurteilt mit dem Shapiro-Wilk Test) und 

keine Homogenität der Varianz (beurteilt anhand der F-Statistik) vorlag, in welchem Fall ein t-Test 

angewandt wurde. Die graphische Auswertung erfolgte mit GraphPad PRISM (Version 5.01). 

2.3. Zellkulturexperimente mit HEK Zellen 

Human embryonic kidney (HEK)-Blue Null-1-Reporter Zellen (Invivogen, Deutschland) gehören zu 

einer humanen Zelllinie aus embryonalen Nierenzellen, welche sich durch die Abstinenz von TLRs 

auszeichnet, wodurch sich die Erforschung derselben durch spezifische Transfektion und 

Überexpression ermöglicht. Zur genaueren Analyse der funktionellen Auswirkung des SNPs TLR8-

A1G erfolgte eine entsprechende Mutagenese des Plasmids hTLR8-pUno3 (Invivogen, Deutschland) 

mittels des QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Genes, Deutschland) nach 

Herstellerangaben unter der Verwendung folgender Primer, die mit dem PrimerX-Programm 

generiert wurden: vorwärts (GAGATCACCGGTCACCGTGGAAAACATGTTC), rückwärts (GGAACATGTT-

TTCCACGGTGACCGGTGATCTC). Hierauf folgte der Maxi Prep beider Plasmid-Varianten mittels des 

Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Deutschland) und DH5α E. coli (Promega, Deutschland) und deren 

Überprüfung durch DNA-Sequenzierung (Eurofins, Deutschland) unter Verwendung des Primers 

CTGTAGTCGACGATTGCTGC, entworfen mit Primer3 (Version 0.3.1). Im Anschluss erfolgte eine 

stabile Transfektion der HEK-Blue-Zellen durch Selektion mittels Blastizidin. Diese selektiv TLR8-

überexprimierenden Zellen wurden mit TLR8-Agonisten oder LPS stimuliert und die Reaktion durch 

die intrinsische Kopplung der sezernierten Alkalischen Phosphatase (SEAP) an eine NFκB-Aktivierung 

mittels einer Farbreaktion des HEK Blue Detection Mediums (Invivogen, Deutschland) quantifiziert. 

Nach Normalisierung gegen die Stimulation mit Medium erfolgte die statistische Auswertung nach 

Testung auf Normalverteilung mittels des Shapiro-Wilks-Testes mit t-Tests, unter Nutzung von R 

(Version 4.0.1.). Die graphische Auswertung erfolgte mit GraphPad PRISM (Version 5.01). Die 
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etablierte Zelllinie HEK-Blue Null-1 mit dem SEAP-Reporter-Gene-Assay wurde ebenfalls erfolgreich 

für funktionelle Studien an TLR1 13 und TLR4 14,17 genutzt. 

3. Ergebnisse 

3.1. TLR8 A1G 

3.1.1.  TLR8 A1G-Verteilungsanalysen der indischen Kohorte 

Die indische Kohorte wurde zu verschiedenen Zeitpunkten analysiert, sodass assoziierte publizierte 

Ergebnisse unterschiedliche Fallzahlen aufweisen. Die hier verwendete Kohorte umfasste 722 

Individuen, wovon 282 GF waren (101 GNH und 181 GH), 345 TB-Primärfälle (224 PTB- und 121 EPTB-

Patienten) und 95 Rezidiv-Fälle. Die TB-Patienten waren im Median (Mdn) jünger (23 Jahre) als die 

GF (32 Jahre, t(574) = 8,72, p < ,001) und Rezidivfälle (28 Jahre, t(398) = -4,07, p < ,001; Tabelle 1). 

Der Frauenanteil überwog sowohl unter den primären TB-Fällen (61,45 %), als auch unter den 

Rezidivfällen (52,63 %) und den GH (58,56 %), während sich unter den GNH mehr Männer fanden 

(54,46 %). Der Unterschied in der Geschlechterverteilung war nicht signifikant zwischen den TB-

Patienten und ihren GH (χ²(1) = 0,41, p = ,520) oder den Rezidivfällen (χ²(1) = 0,41, p= ,520). Primäre 

TB-Patienten hatten im Mdn einen niedrigeren Body-Mass-Index (BMI) als die GF (16,9 mg/kg² vs. 

23,9 mg/kg², t(571) = 17,08, p < ,001), und PTB-Patienten einen niedrigeren BMI als EPTB-Patienten 

(15,9 mg/kg² vs. 20,0 mg/kg², t(301) = 7.61, p < ,001). Rezidiv-Fälle zeigten einen medianen BMI 

ähnlich der PTB-Fälle (16,1 mg/kg², t(259) = 0.19, p = ,850). Hinsichtlich der BCG-Impfung waren die 

primären TB-Patienten seltener geimpft (48,84 %) als ihre Verwandten (73,86 %, (χ²(1) = 28,61, p < 

,001). Die GNH waren zu 100 % geimpft. Patienten mit PTB im Vergleich zu EPTB wiesen einen nicht 

signifikant geringeren Anteil an Geimpften auf (44,4 % vs. 51,6 %, χ²(1) = 1,48, p = ,224). Bei den 

Rezidiv-Fällen war der Anteil im Vergleich zu primären TB-Fällen ebenfalls nicht signifikant geringer 

(36,92 %, χ²(1) = 3,06, p = ,080).  

In Bezug auf  die Verteilung des SNPs TLR8 A1G zeigte sich, dass TB-Patienten eine signifikant höhere 

Frequenz des A-Allels (Allelfrequenz p(A) = ,44) im Vergleich zu GF aufwiesen (p(A) = ,35, χ²(1) = 9,59, 

p = ,002). Auch der Vergleich von TB-Patienten und ihren GH (p(A) = 0,34) ergab ähnliche Ergebnisse



 

 

Tabelle 1. Basis-Charakteristika der generierten Kohorte aus primären Tuberkulose (1° TB)-Patienten, bestehend aus Fällen von pulmonaler (PTB) 
und extrapulmonaler (EPTB) TB, sowie gesunden Freiweilligen (GF), bestehend aus gesunden Haushaltangehörigen (GH) und gesunden, nicht 
dem Haushalt angehörigen Freiwilligen (GNH), sowie TB-Rezidiv-Fälle (2° TB). N = Stichprobenanzahl (prozentualer Spaltenanteil) 

Variable (N) 
 

GF (N in %) GNH (N in %) GH (N in %) 1° TB (N in %) PTB (N in %) EPTB (N in %)  2° TB (N in %) 

N (722) 
 

282 101 181 345 224 121 95 

Alter (668) [Jahre]* 32 [26-40] 32 [24-37] 32 [27-40] 23 [18-30] 23 [18-30] 24 [17-30] 28 [22-39] 

BMI (648) [mg/kg²]* 23,9 [21,0-27,2] 25,3 [22,0-29,0] 23,3 [20,3-26,4] 16,9 [15,01-19,4] 15,9 [14,4-18,1] 19,0 [16,6-22,7] 16,1 [14,7-18,3] 

Geschlecht 
(722) 

weiblich 152 (53,90) 46 (45,54) 106 (58,56) 212 (61,45) 130 (58,04) 82 (67,77) 50 (52,63) 

 
männlich 129 (46,1) 55 (54,46) 75 (41,44) 134 (38,73) 94 (41,96) 39 (32,23) 45 (47,37) 

BCG-Status 
(637) 

nicht 
geimpft 

46 (17,10) 0 (0) 46 (26,14) 155 (51,16) 90 (48,39) 65 (55,56) 41 (63,08) 

 
geimpft 223 (82,90) 93 (100) 130 (73,86) 148 (48,84) 96 (51,61) 52 (44,44) 24 (36,92) 

TLR8 A1G 
(705) 

A/AA 62 (22,71) 27 (27,00) 35 (20,23) 96 (28,32) 60 (27,40) 36 (30,25) 46 (48,94) 

 
AG 66 (24,18) 20 (20,00) 46 (26,59) 103 (30,38) 64 (29,22) 39 (32,77) 22 (23,40) 

 
G/GG 145 (53,11) 53 (53,00) 92 (53,18) 140 (41,30) 95 (43,38) 44 (36,97) 26 (27,66) 

 *für Alter und BMI sind der Median [IQR] dargestellt.  
 Tabelle 3. Effektmodifikation der BCG-Impfung auf den Einfluss von TLR8 A1G  
Tabelle 2. Logistisches Regressionsmodell für auf den Tuberkulose (TB)-Status im logistischten Regressionsmodel zwischen TB- 
TB-Primärfälle im Vergleich zu gesunden Freiwilligen Patienten und ihren gesunden Haushaltsangehörigen (GH), pulmonaler (PTB)  
(Stichprobenanzahl N = 556). OR = Odds Ratio, und extrapulmonaler (EPTB) TB, sowie primären TB und Rezidiv-Fällen, adjustiert 
CI = Konfidenzintervall, SE = Standardfehler für Alter, BMI und Geschlecht. In Teilen Modifiziert aus 18 Supp. Tab. 4. N = 

Stichprobenanzahl, OR = Odds Ratio, CI = Konfidenzintervall, SE = Standardfehler 
  
  
 

Variable OR [95% CI] SE p 

TLR8 A1G 1,72 [1,10-2,70] 0,40 ,017 

Alter 0,98 [0,96-1,00] 0,01 ,101 

BMI 0,76 [0,72-0,8] 0,02 <,001 

Geschlecht 0,75 [0,47-1,18] 0,17 ,214 

BCG-Status 0,36 [0,23-0,58] 0,09 <,001 
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(χ²(1) = 9,50, p = ,002). GNH (p(A) = ,37) und GH unterschieden sich in ihrer Allel-Frequenz von TLR8-

1A nicht signifikant (χ²(1) = 0,67, p = ,412), wie sich auch pulmonale (p(A) = ,42) von extrapulmonalen 

(p(A) = ,47) TB-Patienten nicht unterschieden (χ²(1) = 1,34, p = ,246). Adjustiert für Alter, Geschlecht, 

BMI und BCG-Status zeigte sich mit guter Evidenz, dass Träger des A-Allels von TRL8-A1G eine 1,7-

fach erhöhte Chance aufwiesen, an TB erkrankt zu sein (OR = 1,72 [1,10-2,70], p = ,010, Tabelle 2). 

Es gab schwache Evidenz für eine Effekt-Modifikation des BCG-Status und TLR8 A1G (OR = 0,46 [0,20-

1,05], LRT = 3,42, p = ,065, Tabelle 3, in Teilen modifiziert aus 18 ‚Supplementary Table 4‘). Um dies 

weiter zu untersuchen, wurden aufgrund unterschiedlicher Impfraten der GH und GNH nur die GH 

mit den TB-Patienten verglichen. Hierbei zeigte sich zunächst, dass auch in diesem Vergleich die 

Chance, als Träger des A-Allels an TB erkrankt zu sein, 1,7-fach erhöht war (OR = 1,72 [1,06-2,78], p 

= ,027). Betrachtete man ausschließlich BCG-Geimpfte, zeigten Träger des A-Alles von TLR8-A1G eine 

2,4-fach erhöhte Chance, an TB zu erkranken (OR = 2,36 [1,25-4,44], p = ,007). Unter den Nicht-

Geimpften fand sich kein signifikanter Einfluss der Punktmutation (OR = 1,02 [0,45-2,11], p = ,947).  

Im Vergleich von PTB- mit EPTB-Fällen ließ sich, mit guter Evidenz, eine Interaktion zwischen der 

BCG-Impfung und TLR8-A1G nachweisen (OR = 4,07 [1,53-10,83], LRT = 8,02, p = ,005): Unter den 

Geimpften ergab sich kein signifikanter Unterschied, hingegen hatten unter den Nicht-Geimpften 

Träger des A-Allels ein höheres Risiko, an EPTB als an PTB zu erkranken (OR = 2,36 [1,07-5,21], p = 

,032). In der Analyse der Rezidivfälle im Vergleich zu primären TB-Fällen zeigte sich, dass Träger des 

A-Allels eine höhere Chance hatten, ein Rezidiv erlitten zu haben (OR = 2,01 [1,04-3,89], p = ,032, 

Tabelle 4). Nicht BCG-geimpft zu sein war ein weiterer Risikofaktor (OR = 0,46 [0,24-0,87], p = ,017). 

Zwar gab es keinen Hinweis auf eine Interaktion zwischen der BCG-Impfung und TLR8 A1G im 

Vergleich zwischen primären und rezidivierten TB-Fällen (OR = 0,74 [0,22-2,54], LRT = 0,22, p = ,636), 

jedoch hatten unter den nicht-Geimpften ein höherer Anteil das A-Allel für TLR8 A1G als die 

Primärfälle (OR = 2,67 [1,10-6,47], p = ,023). Unter den Geimpften zeigten sich keine signifikanten 

Unterschiede (OR = 1,37 [0,50-3,78], p = ,536).  

Somit lässt sich insgesamt hinsichtlich des Einflusses von TLR8 A1G auf TB ableiten, dass Träger des 

A-Allels eine höhere Suszeptibilität haben, an einer aktiven TB zu erkranken. Bei genauerer 

Betrachtung, galt dies jedoch nur für BCG-Geimpfte. Nicht-Geimpfte mit TLR8-1A hingegen wiesen 

eine höhere Chance für eine extrapulmonale Manifestation, sowie für ein Rezidiv auf. 
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Tabelle 4. Logistisches Regressionsmodell für TB-Rezidivfälle im Vergleich zu primären TB-Fällen 
(Stichprobenanzahl N = 355). OR = Odds Ratio, CI = Konfidenzintervall, SE = Standardfehler 

 

 

 

 

3.1.2. Zellkulturexperimente mit PBMCs 

Um den Einfluss von TLR8 A1G funktionell zu untersuchen, wurden PBMCs, welche sich hinsichtlich 

des Allel-Status von TLR8 A1G unterschieden (N(A/AA) = 18, N(AG) = 10, N(G/GG) = 24), mit dem 

TLR8-Agonisten CLO75, mykobakterieller RNA und LPS stimuliert. Der Vergleich der TNFα-Spiegel 

von PBMCs nach Stimulation mit CLO75 zeigte keine Evidenz für signifikante Unterschiede der 

Genotypen (Abb. 1A, exemplarisch für 0,3 µg/ml: Mdn(A/AA) = 764,4 pg/ml, IQR [615,1-,774,4] vs. 

Mdn(G/GG) = 245,8 pg/ml, IQR [215,9-624,2], U = 54,4, p = ,160), wie auch, wie erwartet, für LPS. 

Die Stimulation mit mykobakterieller RNA ergab eine schwache Evidenz, dass homozygote Träger 

des A-Allels mehr TNFα sezernierten (Mdn = 456,0 pg/ml, IQR [212,77-819,75]) als homozygote 

Träger des G-Alles (Mdn = 213,7 pg/ml, IQR [105,4-428,3], U = 242, p = ,053; Abb. 1C). Nach 

Hinzugabe von RNAse war keine Stimulation mehr nachweisbar. Zur Überprüfung der endosomalen 

Stimulation wurde der Endosomen-Inhibitor Bafilomycin eingesetzt, wonach ebenfalls keine TNFα-

Induktion durch RNA und CLO75 mehr nachweisbar war. Als weiteres „Read-Out“ wurde Il12p40 

gewählt, wonach sich keine signifikanten Unterschiede als Reaktion auf CLO75 (Abb. 1B modifiziert 

aus 18 ‚Supplementary Figure 8‘, exemplarisch für 0,3 µg/ml: (Mdn(A/AA) = 881,0 pg/ml, IQR [616,4-

1094,6], Mdn(G/GG) = 655,7 pg/ml, IQR [483,0-867,0], U(A/AA vs. G/GG) = 26, p = ,699) oder 

komplexierte RNA (Mdn(A/AA) = 283,2 pg/ml, IQR [76,2-545,2], Mdn(G/GG) = 488,00 pg/ml, IQR 

[131,5-591,5], U(A/AA vs. G/GG)=17, p = ,519, Abb. 1D modifiziert aus 18 ‚Supplementary Figure 8‘) 

ergaben.   

Variable OR [95% CI] SE p 

TLR8 A1G 2,01 [1,04-3,89] 0,68 ,032 

Alter 1,06 [1,04-1,09] 0,02 <,001 

BMI 0,82 [0,73-0,91] 0,05 <,001 

Geschlecht 1,70 [0,89-3,28] 0,59 ,110 

BCG-Status 0,46 [0,24-0,87] 0,15 ,017 
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Abb. 1. Funktionelle Studien zu Toll-like Rezeptor (TLR)-8 A1G in mononukleären Zellen des peripehren 
Blutes (PBMCs, N(A/AA) = 18, N(AG) = 10, N(G/GG) = 24). A,C,E Konzentration von Tumornekrosefaktor (TNF)-
α wurden 4h nach Stimulation gemessen. B,D,F Konzentrationen von Interleukin (IL)-12p40 wurden 24h nach 
Stimulation gemessen, modifiziert aus 18 ‚Supplementary Figure 8‘. A-B Nach Stimulation mit verschiedenen 
Konzentrationen mit CLO75 unterschieden sich die unterschiedlichen Genotypen nicht signifikant in TNFα- 
(A) oder IL12p40-Spiegeln (B). C-D PBMCs mit TLR8 A/AA zeigten höhere TNFα-Spiegel nach RNA-Stimulation 
(1µg/ml komplexiert mit DOTAP (RNA/D) als GG/G (nach Stimulation mit verschiedenen Konzentrationen mit 
CLO75 (C), jedoch keinen Unterschied in IL12p40 (D). Behandlung mit RNAse führte zum Verlust der TNFα- 
und IL12p40-Induktion. E-F Nach Bafilomycin (BAF)-Vorbehandlung zeigten PBMCs stimuliert mit 10ng/ml 
Lipopolysachharid (LPS) höhere TNFα-Spiegel als ohne, vor allem für Genotyp G/GG, (E). TNFα-Induktion 
durch 0,3µg/ml CLO75 oder 1µg/ml RNA/D wurde durch Bafilomycin unterbunden. In Hinblick auf IL12p40 
zeigten sich ebenfalls durch Vorbehandlung mit Bafilomycin vor allem für den Genotyp G/GG eine höhere 
Sekretion nach Stimulation mit LPS, jedoch eine Unterdrückung der Sekretion nach CLO75- oder RNA/D-
Stimulation (F). Abbildungen zeigen Mittelwerte gemessener Zytokine +/- Standardabweichung. 
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3.1.3. Zellkulturexperimente mit HEK-Zellen 

Im Vergleich zu PBMCs, welche eine Vielzahl von Zellen mit unterschiedlich exprimierten 

Immunrezeptoren darstellen, lässt sich im HEK-System ein reineres Signal des zu untersuchenden 

Rezeptors erwarten. Nach Etablierung des Reportersystems in der stabil transfizierten Zelllinie zeigte 

sich eine höhere NFκB-Aktivität (Abb. 2 modifiziert aus 18 ‚Supplementary Figure 8‘) in TLR8-1G 

transfizierten Zellen im Vergleich zu TLR8-1A nach Stimulation mit den TLR8-Agonisten CLO75 

(Mittelwert (M) -1G = 3,20; Standardabweichung (SD) -1G = 0,32; M(A) = 2,23, SD(A) = 0,37; t(9) = -

4,80, p < ,001) und R848 (M(G) = 3,02, SD(G) = 0,26; M(A) = 2,09, SD(A) = 0,29; t(9) = -5,95, p < ,001). 

Für LPS zeigte sich keine relevante NFκB-Induktion (M = 1,02, SD = 0,07). Nach Stimulation mit 

mykobakterieller RNA kam es zwar zu einer relevanten Expression von NFκB, Unterschiede zwischen 

den Genotypen waren jedoch nicht signifikant (M(G) = 2,10, SD(G) = 0,33; M(A) = 2,17, SD = 0,20; 

t(7) = 0,37, p = ,724). 

3.2.  Interaktion von TLR4 und -8  

Durch die statistische Auswertung der TB-Kohorte ergaben sich weitere Ansatzpunkte zur 

Erforschung der Auswirkung angeborener Immunrezeptoren in der Pathogenese der TB. Es zeigte 

sich überraschenderweise, dass TLR4-399T mit einer Suszeptibilität für TB assoziiert was (OR = 1.57 

[1.04–2.36], p = ,027), obwohl für MTB kein eindeutiger Agonist für TLR4 beschrieben ist 17. Weitere 

Analysen ergaben, dass die Suszeptibilität von TLR8-1A nur für Individuen mit TLR4-399T 

nachzuweisen war (OR = 1,97 [1,15-3,37], p = ,013), aber nicht mit TLR4-399C (OR = 1,19 (0,52-2,72), 

p = ,681, Vergleich auch 17 Tabelle 1). Funktionelle Studien zeigten, dass es durch eine Hemmung von 

TLR8 mittels Bafilomycin zu einer stärkeren TLR4-Responsitvität gemessen an TNFα- (Abb. 1E, in der 

gesamten Kohorte: ohne Bafilomycin Mdn = 596,0 pg/ml, IQR [354,0-774,9], mit Bafilomycin Mdn = 

777,5 pg/ml, IQR [408,6-1367,9], U = 344, p = ,001) und IL-12-Spiegeln (Abb. 1F modifiziert aus 18 

‚Supplementary Figure 8‘, in der gesamten Kohorte: ohne Bafilomycin Mdn = 554,8 pg/ml, IQR 

[346,4-978,7], mit Bafilomycin Mdn = 1241,0 pg/ml, IQR [690,1-2289,9], U = 66, p = ,020) kam. Somit 

lässt sich insgesamt ein indirekter Effekt von TLR4-C399T auf TB durch die Interaktion von TLR4 und 

-8 vermuten. 
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3.3.  Zytosolische DNA-Rezeptoren 

Des Weiteren wurde die beschriebene indische TB-Kohorte genutzt, um Mutationen der 

zytosolischen DNA-Rezeptoren cyclische GMP-AMP-Synthase (cGAS) und Stimulator of interferon 

genes (STING) zu untersuchen, dessen statistische Auswertung Teil dieser Doktorarbeit war. Für die 

Mutation cGAS rs311686 (A>G) zeigte sich, dass Träger des G-Allels eine geringere Chance hatten, 

an einem Rezidiv zu erkranken (OR = 0,35 [0,20-0,61], p < ,001, adjustiert für Alter, Geschlecht, BMI 

und BCG-status)14. Es zeigte sich außerdem, dass Träger des G-Allels ein geringeres Risiko hatten, an 

einer EPTB zu leiden (OR = 0,55 [0,31-0,98], p = ,041; adjustiert für Alter, BMI, Geschlecht und BCG). 

In Bezug auf STING fand sich ein komplettes Linkage-Desequilibrium, sodass exemplarisch die 

Auswertung für STING-G230C (rs78233829) erfolgte, für welchen SNP sich eine schwache Evidenz 

dafür zeigte, dass weibliche TB Patienten häufiger das C-Allel aufwiesen als ihre gesunden 

Verwandten (OR = 1,55 [0,96-2,50], p = ,068; adjustiert für Alter, Geschlecht, BMI und BCG-Status). 

4. Diskussion 

Ziel dieser Arbeit war es, SNPs von Nukleotid-Rezeptoren im Allgemeinen und TLR8 im Besonderen 

hinsichtlich ihres Einflusses auf die Krankheitssuszeptibilität von TB zu untersuchen, um neue 

Erkenntnisse über die Pathogenese zu gewinnen. Durch das signifikant häufiger vorkommende TLR8-

Abb. 2. Funktionelle Studien von Human embryonic kidney (HEK)-Blue Null-1-Reporter Zellen, welche sich 
im Genotyp von Toll-like Rezeptor (TLR)-8 A1G unterschieden (pro Genotyp N = 6). Nach Stimulation mit 
100ng Lipopolysaccharid (LPS), 1µg/ml R848, 1µg/ml CLO75 oder 1µg/ml mykobakterieller RNA komplexiert 
mit DOTAP (RNA/D) wurde die NFκB-Induktion bestimmt, durch Division mit der Negativkontrolle 
normalisiert und deren Mittelwerte mit Standardfehler dargestellt. TLR8-1A zeigte eine geringere Induktion 
als -1G für synthetische TLR8-Agonisten. Abbildung modifiziert aus 18 ‚Supplementary Figure 8‘.  *** p<,001 

 



Die Rolle mykobakterieller Nukleotid-Erkennung und des SNPs TLR8 A1G in der Immunantwort auf M. tuberculosis 

 

Dissertation Sanne Burkert | 18 

1A-Allel bei TB-Patienten, welches zugleich die funktionell weniger responsive Variante darstellt, 

lässt sich ableiten, dass eine gesteigerte TLR8-Aktivität mit einem Vorteil gegenüber eine TB-

Erkrankung einherzugehen scheint. Des Weiteren konnte Evidenz dafür gefunden werden, dass 

TLR4-399T über Interaktion mit TLR8 ebenfalls mit einer Suszeptibilität für TB assoziiert ist. Auch für 

die zytoplasmatische DNA-Erkennung ließ sich ein Unterschied in der SNP-Verteilung von cGAS 

rs311686 dahingehend finden, dass Rezidiv- und extrapulmonale TB-Fälle weniger häufig das G-Allel 

trugen. Somit lässt sich insgesamt eine wichtige Rolle der Nukleotiderkennung in der Immunabwehr 

gegen MTB annehmen. 

Der hier berichtete Effekt des SNP TLR8-1A für eine TB-Suszeptibilitätstimmt mit Ergebnissen aus 

einer indonesischen und russischen Kohorte überein 8, welcher mittlerweile auch in moldawischen, 

türkischen und indischen Kohorten 19–21 bestätigt wurde. Konträr dazu wurde in einer pakistanischen 

und chinesischen Studie eine assoziierte Suszeptibilität für TLR8-1G berichtet 9,12, wofür sich 

momentan kein adäquater Erklärungsansatz findet. In HIV-Studien konnte bereits gezeigt werden, 

dass die kürzere Variante des Rezeptors funktionell zu einer stärkeren Immunantwort führt 7. Dies 

konnte diese Arbeit mittels stabil transfizierter HEK-Zellen bestätigen, wenngleich auch nur für die 

synthetischen TLR8-Liganden CL075 und R848, aber nicht spezifisch für mykobakterielle RNA. Die 

Stimulation mit RNA verlangt jedoch zur endosomalen Stimulation ein weiteres 

Transfektionsmedium, was zusätzlichen Stress für die bereits transfizierten Zellen mit sich bringt und 

etwaige Unterschiede überschatten könnte. In PBMCs ließ sich im Gegensatz zu den HEK-Zellen und 

bisherigen publizierten Daten ein geringgradige Hyperreagibilität finden, gemessen an der NFκB-

Aktivierung von TLR8-1A im Vergleich zu -1G nach Stimulation mit mykobakterieller RNA, jedoch 

nicht mit CL075. Dies kann ein falsch positives Ergebnis darstellen, möglicherweise verursacht durch 

zum einen andere, hier nicht untersuchte genetische Unterschiede zwischen den Spendern und zum 

anderen durch einen unterschiedlichen Anteil an Monozyten in den isolierten PBMCs, der bei 

Gesunden zwischen 2-6 % variieren kann. Dieser Anteil wurde in dieser Arbeit nicht quantifiziert, da 

Experimente mit isolierten Monozyten aufgrund der geringen Ausbeute aus PBMCs eine quantitative 

Herausforderung darstellen. Stattdessen wurde IL-12 als weiteres „read-out“ gewählt, dessen 

Ursprung in PBMCs Monozyten darstellen. Hier ließen sich keine signifikanten Unterschiede 
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zwischen den Genotypen finden. Insgesamt lässt sich auch ohne nachweisbaren Unterschied in 

PBMCs ein funktionaler Mehrgewinn von TLR8-1G gegenüber -1A annehmen. 

Modelling kann als Erklärungsansatz für diesen funktionellen Unterschied dienen, da die 

Konformationsänderung von TLR8-1G zu einer Zunahme an freier Energie und Flexibilität führt, 

sowie zu größeren Bindungstaschen und damit möglicherweise zu einer besseren Ligandenbindung 

18. Des Weiteren gibt es Hinweise, dass TLR8-A1G mit einem Promoter-SNP gelinkt ist, welcher 

ebenfalls zu einer höheren Promoteraktivität führt kann 22. 

Im Hinblick auf die sich anschließende Immunantwort konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung 

von TLR8 in APCs einen wichtigen Unterschied in der ausgelösten Signalkaskade des angeborenen 

Immunsystems darstellt. Auf Grund der ubiquitär vorkommenden RNAsen dient das Vorhandensein 

bakterieller RNA in Endosomen als Indikator bakterieller Viabilität. RNA, wie auch zytosolische DNA, 

stellt somit ein wichtiges sogenanntes „Vita-PAMP“ dar, welches das angeborene Immunsystem 

dahingehend modifiziert, dass eine Aktivierung über die Stimulation von NFκB, IL-12 und Typ-I IFN 

zur Induktion der T Helferzellen (Th)-1 Antwort führt 6. Dieser Mechanismus kann auch eine 

Erklärung für die bereits lang bekannten, aber bisher unzureichend verstandene höhere Effizienz von 

Lebend- gegenüber Totimpfstoffen liefern. Insbesondere IL-12 als Schlüsselzytokin nach 

endosomaler RNA-Erkennung spielt noch eine weitere wichtige Rolle, indem es konsekutiv über IL-

21 follikuläre Th-Zellen (TfH)-Zellen stimuliert 18. TfH-Zellen helfen B-Zellen im Antikörper-Switch von 

IgM zu IgG und unterstützen somit die humorale Immunantwort. Klassischerweise gilt die humorale 

Immunantwort gegen TB als vernachlässigbar, aber Mäuse, welche kein IL-21 oder IL-21-Rezeptor 

exprimieren können und somit eine geschwächte TfH-Antwort haben, wiesen eine höhere Mortalität 

für TB auf 23,24. Des Weiteren wurde unter exponierten chinesischen Mitarbeitern des 

Gesundheitswesen protektive IgA-Antikörper gegen TB gefunden 25, sodass diese These zur 

Diskussion steht.  

Die funktionale Verbindung von TLR8 und TfH-Zellen erklärt potentiell den in dieser Arbeit 

herausgearbeiteten Effekt, dass die TLR8-1A vermittelte Suszeptibilität für TB nur in der Subgruppe 

der BCG-geimpften statistisch signifikant blieb, sich also ein indirekter Effekt des Rezeptors auf TB 

über die Impfung ableiten lässt. BCG ist die weltweit am häufigsten angewandte Lebendimpfung, für 
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welche jedoch sehr unterschiedliche Effektivitätswerte angegeben wurden 26. Neben den bisher 

postulierten Einflussfaktoren der allgemeinen Mykobakterienlast in der Umwelt können 

entsprechend der Ergebnisse dieser Arbeit eventuell auch populationsbasierte, genetische 

Unterschiede im Signalweg der mykobakteriellen RNA-Erkennung eine Rolle spielen. Eine weitere 

klinische Bedeutung der RNA-Erkennung als Trigger der Immunmodifikation lässt sich in der 

Überwindung des Nachteils der Totimpfstoffe durch Hinzunahme von TLR8-Agonisten als Adjuvans 

hypothesieren. IL-12 als Adjuvans beispielsweise hat allerdings bisher nicht zum Erfolg geführt, auch 

wenn die gemessene Th1-Antwort erhöht war 27. 

Bezüglich der Pathogenese von pulmonaler oder extrapulmonaler Manifestationen einer TB ist 

neben einem jungen Alter und einer Immunsuppression, welches Letzteres begünstigt, wenig über 

Risikofaktoren oder immunologische Determinanten bekannt. In der in dieser Arbeit untersuchten 

Kohorte hatte sich gezeigt, dass konträr zur BCG-abhängigen TLR8-1A-Suszeptibilität für TB 

insgesamt, bezüglich einer EPTB im Vergleich zur PTB TLR8-1A nur mit einer Suszeptibilität in der 

Subgruppe der Ungeimpften assoziiert war. Selbiges Muster fand sich bei den Rezidivfällen. 

Geimpfte mit TLR8-1A hatten somit zwar primär ein erhöhtes Risiko, an TB zu erkranken, aber weder 

ein erhöhtes Risiko für extrapulmonale Manifestationen noch für ein Rezidiv, im Gegensatz zu 

Ungeimpften mit TLR8-1A. Der aktuelle Stand der Wissenschaft lässt nur Spekulation zu, auf welche 

Weise die BCG-Impfung sekundär in Zusammenspiel mit TLR8 und einer APC-getriggerten Antwort 

des angeborenen Immunsystems partiell vor EPTB und einem Rezidiv schützen kann. 

In Bezug auf die Interaktion von TLR4 und -8 konnten Studien, welche auf den Ergebnissen dieser 

Arbeit aufbauten, zeigen, dass der SNP TLR4-C399T an der potentiellen Stelle liegt, welche über 

Ligandenbindung zu einer Heterodimerisation mit TLR8 führen könnte. Das T-Allel führt durch eine 

inhibierte Bindung zu einer geringeren Wahrscheinlichkeit der Heterodimerisation und kann daher 

als Erklärungsansatz für den hier gesehenen Unterschied in der TB-Suszeptibilität dienen. Eine 

simultane Stimulation von TLR4 und -8 führt zu einer stärkeren Aktivierung von IL-12, IRF3 und Typ-

I IFN 6. Auch der cGAS/STING-Signalweg führt zu einer Induktion von Typ-I Interferonen, sodass sich 

insgesamt aus den in dieser Arbeit einflussreichen SNPs für TB ableiten lässt, dass eine verringerte 

Expression von Typ-I IFN mit einer erhöhten Suszeptibilität einherzugehen scheint. Klassischerweise 

wurde Typ-I IFN in der TB-Immunantwort als nachteilig betrachtet, da es IL-12, TNFα und IFNγ 
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inhibiert 28. Dies kann erklären, weshalb in dieser Arbeit gemessene TNFα-Spiegel nach LPS-

Stimulation mit endosomaler Blockade durch Bafilomycin höher waren als ohne diese. Zuletzt 

erfolgte jedoch dennoch ein Umdenken in der Bedeutung von Typ-I IFN, da mehrere Studien einen 

positiven bzw. notwendigen Effekt selbiger in der initialen Krankheitsphase nahelegen: Typ-I IFN 

führt über ein Positive-Feedback Loop in Natural Killer (NK)-Zellen zu einer Steigerung von IFNγ und 

somit einer gesteigerten Th1-Antwort 5 und in vitro konnten höhere IFNγ-Werte gemessen werden, 

wenn zur Stimulation mit BCG Typ-I IFN hinzugegeben wurde 29. Die in dieser Arbeit gezeigten 

Ergebnisse legen nahe, dass Typ-I IFN in der angeborenen Immunabwehr gegen TB eine wichtige 

Rolle spielt. 

Die hier untersuchte TB-Kohorte umfasste mehr weibliche Patienten, was im Gegensatz zu den 

allgemein höheren Fallzahlen bei Männern steht, jedoch auch bei den GH zu finden war. Aufgrund 

der ähnlichen soziodemographischen Risikofaktoren der TB-Patienten und ihren GH ist der Vergleich 

der untersuchten SNPs zwischen diesen Gruppen besonders aussagekräftig, auch wenn 

Komorbiditäten wie z.B. Diabetes mellitus nicht erfasst wurden. Alkohol- und Nikotinabusus als 

wichtige Risikofaktoren für die Entwicklung einer aktiven TB wurden zwar anamnestisch erfasst, 

jedoch aus der statistischen Analyse bei einem hohen Anteil an Fehlwerten, sowie einer 

wahrscheinlichen Verzerrung der Antworten aufgrund sozialer Erwünschtheit, ausgeschlossen. Eine 

weitere Schwäche dieser epidemiologischen Studie stellt die Art des Ausschlusses einer TB-

Erkrankung bei den GH dar, welche rein Symptom-basiert erfolgte. Die Feststellung der 

stattgefundenen BCG-Impfung erfolgte anamnestisch und anhand der charakteristischen Narbe, was 

ebenfalls eine Fehlerquelle durch eine potentielle Erinnerungsverzerrung darstellen kann. Die 

Impfrate der GNH von 100% lässt einen Stichproben-Bias vermuten. Letztendlich gewinnt die Studie 

jedoch dadurch an interner Validität, dass sich zwischen GH und GNH genetisch keine Unterschiede 

erkennen lassen, während sich TB-Patienten und GH in mehreren Punkten unterschieden. 

5. Abkürzungsverzeichnis 

APC – antigen presenting cell; BCG - Bacillus Calmette-Guérin; BMI – body mass index; cGAS - cyclische 
GMP-AMP-Synthase; DOTS – directly observed treatment, short-course; ELISA – enzyme-linked 
immunosorbent assay; EPTB – extrapulmonary tuberculosis; GF – gesunde Freiwillige; GNH – gesunde, nicht 
dem Haushalt angehörige Freiwilige; GH – gesunde Haushaltangehörige; HEK – human embryonic kidney 
cells; HIV – human immunodeficiency virus; IL – Interleukin; IQR – interquartile range; IRF – interferon 
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regulatory factor; LRR – leucin-rich repeats; LRT – likelihood ratio test; M – Mittelwer; mDC – myeloid 
dencdritic cells; Mdn – Median; MTB – Mycobacterium tuberculosis; NFκB - nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B-cells; NK– Natural Killer; OR – odds ratio; PCR – Polymerase-Kettenreaktion; 
PRR – pattern recognition receptor; PTB – pulmonary tuberculosis; SD – Standardabweichung; SE – 
Standardfehler; SEAP – secreted embryonic alkaline phosphatase; SNP – single nucleotid polymorphism; ss – 
single strand; STING - Stimulator of interferon genes; TB – Tuberkulose; TfH – follikuläre T-Helferzellen; Th – 
T-Helferzellen; TIR - Toll/IL-1R homology domain; TIRAP - Toll/IL-1R homology domain adaptor protein; TLR 
– Toll-like Rezeptor; TNFα – Tumor-Nekrosefaktor α 
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13. Lebenslauf 

 

 "Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Gründen in der elektronischen Version meiner 
Arbeit nicht veröffentlicht."  
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