Aus dem Institut fiir Mikrobiologie und Hygiene, CHARITE,

Universitdtsmedizin Berlin, Campus Charité¢ Mitte

(Direktor: Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. Ulf B. G6bel)

Mikrobielle Zellwandbestandteile und das angeborene Immunsystem:

Rezeptoren, Mediatoren und Genpolymorphismen

Habilitationsschrift

Zur Erlangung der Lehrbefdhigung fiir das Fach
Angewandte Molekularbiologie

vorgelegt dem Fakultitsrat der Medizinischen Fakultit CHARITE,
Universitatsmedizin, Berlin
von

Dr. rer. nat. Lutz Hamann

geboren am 06.06.1960 in Hamburg



Vorstandsvorsitzender: Prof. Dr. Detlev Ganten

Dekan: Prof. Dr. Martin Paul

Eingereicht am:

Gutachter: L. e



II

Inhaltsverzeichnis
I Liste der ADKUIZUNZEN ......ccvieiiiieiieiiieiieeie ettt ettt et eeeeaeeteeesseesaeenbeesnas I
L =533 [543 VUSSR 1
1.1 Das IMMUNSYSTEIM .....coouiiiiiiiiiiiieeiie ettt ettt e e saree e 1
1.2 Das angeborene ImmuNSYStEML..........cccuieriiiiiieriieiieeie ettt see e 2
1.3 "pathogen associated molecular patterns" (PAMPS).......cccecveviievienciienieiiieieens 5
1.3.1  Lipopolysaccharid (LPS).........cooouiiiiiiioiieeeeee et 7
1.4 "pattern recognition receptors” (PRRS).......cccoeviiiiiiiiiiiiiie e 9
1.4.1  Membranstindige PRRS......c.ccociiiiiiiiiiiiieicecceeee e 10
1.42  Sezernierte PRRS......cocoiiiiiiiii e 11
1.4.3  ZytosoliSChe PRRS ......ccooiiiiiiieceeeeee e 12
1.5 Polymorphismen in Genen des angeborenen Immunsystems..........ccccceceeeeennne 13
2 Zielsetzung und Ergebnisse der eigenen Arbeit...........ccooveeviieiiiiiiienieniiieieeeeee e 14
2.1 Identifizierung neuer PRRs des LPS-Rezeptorkomplexes.........cccccoveeeviereieennennee. 15
2.2 Funktionelle Charakterisierung des LPS-bindungs Protein ..........c.cccccceeeeveeneen. 17
23 SNPs in PRR-Genen und inflammatorische Erkrankungen...........cccoccoeeninin. 19
2.3.1  Einfluss von TLR-SNPs auf Atherosklerose..........c.cccocevvuerieninienienenieneenne. 19
2.3.2  FEinfluss von TLR-SNPs auf Malaria ...........ccccceviiiiiiniiiiicieeeee 21
3 DASKUSSION c.etieiiieiie ettt ettt ettt et enae e 23
3.1 Zusammensetzung des LPS-Rezeptorkomplexes...........oceveeviniiniinenicnienenn 23
3.2 Regulation der Immunantwort durch 16sliche PRRS..........ccccooceviiniininininnn 24
33 TLR-SNPs und inflammatorische Erkrankungen ............ccccocovvviiiiiieniniinennnnne, 28
4 ZUSAMMENTASSUNG .. ..eeiiiieeiiieeiiie ettt eeieeeeteeesteeesaeeessbeeeaseeesseesnsseessseeessseeesnseesnsseesnns 34
I 175 113 | OO O OO STOPUUSIUPRRPROPR 37
0 DaANKSAZUNG ....cueiiiiiiieeiiee ettt ettt st e st e e eaeeeane 49
T EIKIATUNG ...oeiiiiiieee et ettt ettt e et e s be e aaeenne e saeenseenee 50



I  Liste der Abkiirzungen

APC
BPI
CHO
CRD
CRP
GDF
GPI
HDL
HSP
IkBA
IFN
IL
LBP
LPS
LTA
MBL
MDP
MDP-mesoDAP
MHC
NBS-LRR
NFxB
NOD1/2
PAMP
PGN
PGRP
PRR
PTCA
SAP
SP-A
SNP
SR
TIR

antigen presenting cell

bacterial permeability increasing protein
chinese hamster ovary
carbohydrate recognition domain
complement reactive protein
growth differentiation factor
glycosylphosphatidyl inositol
high density lipoprotein

heat shock protein

inhibitor kappaB alpha

interferon y

interleukin

LPS-binding protein
Lipopolysccharid
Lipoteichonsdure

mannose binding lectin
Muramyldipeptid
MDP-meso-diamino-Pimilinsdure

major histocompatibility complex

Nukleotid-Bindungsstelle-Leucin-reiche Region

nuclear factor kappaB

nucleotide oligomerization domain 1/2
pathogen associated molecular pattern
Peptidoglykan

peptidoglycan recognition protein
pattern recognition receptor

percutane transluminale coronare angioplasty
Serum Amyloid Protein

surfactant protein A

single nucleotide polymorphism
scavenger receptor

toll/IL-1 receptor domain

I



TLR
TNF-a

toll-like receptor

Tumornekrosefaktor-alpha

v



1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das menschliche Immunsystem hat die Aufgabe, die Abwehr bzw. Elimination von
Pathogenen und infizierten bzw. entarteten korpereigenen Zellen zu gewahrleisteten. Es muss
also in der Lage sein zwischen "Selbst" und "Nicht Selbst" zu unterscheiden. Weiterhin muss
es in der Lage sein, zwischen "gesundem Selbst" und "infizierten" bzw. "entarteten Selbst" zu
differenzieren. Um diese Aufgabe zu gewihrleisten, hat sich im Laufe der Evolution ein
duBerst komplexes System, bestehend aus einer Vielzahl von immunkompetenten Zellen,
welche durch ein vielschichtiges Netzwerk von Botenstoffen miteinander kommunizieren,
entwickelt. Ein komplexes Wechselspiel zwischen den verschiedenen Immunzellen erlaubt
die Differenzierung zwischen "Selbst", "Nicht-Selbst" und "entartetem Selbst" durch drei
Mechanismen: Erkennung von fremd ("microbial nonself"), Erkennung von nicht-Selbst
("missing self") und die Erkennung von verindertem Selbst ("altered self")'™.

Man unterscheidet das evolutiondr weitaus éltere angeborene Immunsystem von dem,
nur bei hoheren Vertebraten vorkommenden, erworbenen Immunsystem. Die Erkennung von
korperfremden Strukturen durch das angeborene Immunsystem erfolgt durch Keimbahn-
kodierte Rezeptoren™ °, wihrend beim erworbenen Immunsystem somatische
Rekombinationen der T- und B-Zellrezeptorgene fiir eine hohe Diversitit von
antigenspezifischen Effektorzellen sorgen” °, welche bei Antigenkontakt spezifisch
expandieren und die spezifische Immunantwort vermitteln. Beim Menschen sind beide
Systeme fiir die Initiierung einer vollstindigen Immunantwort notwendig. Um eine
Immunantwort des erworbenen Immunsystems aufzubauen, werden allerdings einige Tage
vom Zeitpunkt der Pathogenerkennung an bendétigt. Daher spielt das schnell reagierende
angeborene Immunsystem in der frithen Phase der Pathogenabwehr eine entscheidende Rolle.

Der initiale Schritt einer Immunantwort gegen eingedrungene Pathogene durch das
angeborene Immunsystem ist immer die Erkennung der Pathogene bzw. pathogener
Strukturen, also die Erkennung von "Nicht-Selbst". Die Erkennung erfolgt iiber die so
genannten "pattern recognition receptors" (PRRs) welche "pathogen associated molecular
patterns" (PAMPs) erkennen, die nicht vom Wirt sondern nur von Mikroorganismen
exprimiert werden®''. Auf der anderen Seite gibt es Molekiile, die nur vom Wirt exprimiert
werden und somit eine weitere Mdglichkeit zur Erkennung von "Selbst" darstellen. Hierzu
gehoren z.B. die MHC Klasse I Molekiile, welche ubiquitdr exprimiert und nach viraler

Infektion oder Entartung korpereigener Zellen ,herrunterreguliert® werden, wodurch das



Abtoten solcher Zellen z. B. durch so genannte "Natiirliche Killer Zellen" ermdglicht wird'>
. Weiterhin gehoren hierzu Molekiile des Komplementsystems (CD46, CD55, CD59),
welches ein wichtiger Bestandteil des angeborenen Immunsystems ist. Die Molekiile CD46,
CD55 und CD59 werden nur auf kdrpereigenen Zellen exprimiert und schiitzen diese vor dem
Angriff des Komplementsystems'®. Der dritte Mechanismus der Erkennung von
"verdndertem" oder "entartetem Selbst" beinhaltet die Expression von spezifischen Molekiilen
auf Zellen in denen z. B. durch Transformation oder virale Infektion die Apoptose induziert
wurde, um diese dann fiir Phagozyten oder natiirliche Killerzellen zugénglich zu machen'’.
Eine weitere wichtige Funktion des angeborenen Immunsystems ist die Aktivierung
des erworbenen Immunsystems durch die Hochregulation von co-stimulatorischen Molekiilen
(CD80, CD86 und MHC-II), wodurch eine schnelle klonale Expansion der
antigenspezifischen T- und B-Zellen erst ermoglicht wird. Das Zusammenspiel von
angeborenem und erworbenem Immunsystem erfolgt durch die Antigen-prisentierenden
Zellen (APCs) des angeborenen Immunsystems, welche prozessierte Antigenpeptide in
Assoziation mit MHC II und co-stimulatorischen Molekiilen den Effektorzellen des
erworbenen Immunsystems prasentieren. APCs sind nicht antigenspezifisch und prozessieren
und présentieren Antigene unabhéingig davon ob es "Selbst-" oder "Fremd-" Antigene sind.
Um eine antigen-spezifische Stimulation des erworbenen Immunsystems zu gewéhrleisten,
werden co-stimulatorische Molekiile auf den APCs nur nach vorheriger Stimulation der PRRs

durch die entsprechenden PAMPs herraufreguliert™ '°.

1.2 Das angeborene Immunsystem

Den ersten Schutz des Wirts gegeniiber Infektionen stellen die inneren und dufleren
Epithelien dar, welche unter anderem antibakterielle Substanzen sezernieren. Wenn
Mikroorganismen diese erste Barriere {iberwunden haben, werden sie von den
Monozyten/Makrophagen und den dendritischen Zellen, den wichtigsten Effektorzellen des
angeborenen Immunsystems, erkannt, welche dann weitere Effektorzellen wie z.B.
neutrophile Granulozyten, natiirliche Killerzellen sowie auch das erworbene Immunsystem
aktivieren®.

Bei der Aktivierung des angeborenen Immunsystems durch eingedrungene Pathogene
spielen die keimbahnkodierten PRRs bei der Erkennung der PAMPs eine zentrale Rolle. Zu
den membranstindigen PRRs gehoren z.B. die Komplementrezeptoren, die Scavenger

Rezeptoren, CD14 und die sogenannten Toll-like Rezeptoren (TLRs). Weiterhin gibt es



l6sliche PRRs wie z.B. das Mannose-bindende Lectin (MBL), Komplement, CRP, das LPS-
binding Protein, und das sCD14. SchlieBlich sind auch intrazellulire PRRs beschrieben, wie
z.B. die Nod1/2 Molekiile.

Die Bindung der PAMPs an diese Rezeptoren flihrt zur Aktivierung einer Vielzahl von
Effektorzellen, wie z.B. Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und natiirlichen
Killerzellen. Das koordinierte Zusammenspiel der verschiedenen Effektorzellen wird durch
Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen wie z.B. Interleukin (IL)-1, -6, und -12,
Tumor Nekrose Faktor (TNF)-a, Interferon (IFN)-y und Chemokinen wie z.B. IL-8
gewihrleistet. Zytokine wie IL-1 oder TNF-a aktivieren z.B. auch das Endothel am Ort der
Infektion und Chemokine wie z.B. IL-8 locken weitere Effektorzellen an. Anti-
inflammatorische Zytokine wie z.B. IL-4 und IL-10 fithren dann zu einer Limitierung der
Entziindungsreaktion. Eine wohldosierte Balance zwischen pro- und anti-inflammatorischen
Mediatoren ist wichtig, da eine iiberschieBende oder systemische Freisetzung pro-
inflammatorischer Mediatoren fatale Folgen hat und im septischen Schock, gekennzeichnet
durch Abfall des Blutdrucks, vaskuldren Kollaps und letztendlich dem Multiorganversagen,
enden kann'""’.

Die Stimulation iiber PRRs und die Freisetzung pro-inflammatorischer Mediatoren
gewihrleistet auch die Aktivierung des erworbenen Immunsystems®. Durch die
Hochregulation der co-stimulatorischen Molekiile CD80, CD86 und MHC-II Expression auf
APCs wird eine spezifische Aktivierung des angeborenen Immunsystem ermdglicht, indem
prozessierte Antigene durch die MHC-II Molekiile zusammen mit CD80 und CD86 den T-
Zellen présentiert werden, welche dann ihrerseits spezifisch B-Zellen aktivieren (Abb.1). Der
Zusammenhang zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem wird seit langem
ohne Wissen der genauen Mechanismen z. B. durch den Einsatz von hitzegetoteten M.
tubercululosis-Bakterien als Freund's Adjuvants bei der Impfung mit Protein-Antigenen
genutzt. Der Einsatz von Adjuvantien fiihrt dabei in der Regel zu einem weitaus besseren

Impferfolg.



angeborenes Immunsystem erworbenes Immunsystem
~fathogen-aszociated LPattern recognition
tnolecular patterns™ receptors™
(PANPs) (PREs)
O lﬁs]jj:h% memhra.n—l
stindige
o] o) o) . T- und B-Zell
Effektor- Zytokine -
© O 2> zelle na—
o (@] o co-gtirmlatorische
asgozierte Y olekiils
Iulolekiile J
zellulidre humorale
P PRR Trarauritét Traroratét
AP ]
o
P {ﬁf AR
T o s sy o Nt
X o &y il 2P
Q‘?ﬁ:{l @ '@' ,@%% '&; 1{3‘\,'5'@2' 9’5‘5—
e komplexe
LPS sCD14 TLE-1, 2, CD1lh MO Immunantwort
LTA LEP 4,5 6,10 CD1& MOD2
Lipoproteine SP-A MD-2 CDEl TLE.-3, 7,
PG PGRP:  SR-ALII CD3a gund 9
WDP CEF MARCO CDss
dsRNA MBL CR1-4 GDFS
CpG CHCR4

Abb.1: Schematische Darstellung des angeborenen Immunsystems sowie dessen
Wechselwirkung mit dem angeborenen Immunsystem.

LPS: Lipopolysaccharid, LTA: Lipoteichonsdure, PGN: Peptidoglykan, MDP:
Muramyldipeptid, LBP: "LPS-binding protein", SP-A: "surfactant protein A", PGRP: "PGN-
recognition protein", CRP: C-reaktives Protein, MBL: "mannose-binding lectin", SR:
Scavengerrezeptor, CR: Komplementrezeptor, GDF: "growth differentiation factor", CXCR:
Chemokine Rezeptor, NOD: "nukleotide-binding oligomerization domain". Zu den
fettgedruckten Molekiilen wurden in den hier vorgelegten Arbeiten bzw. in weiteren eigenen

Arbeiten Beitrdge geleistet.



1.3 "pathogen associated molecular patterns' (PAMPs)

Das angeborene Immunsystem muss mit Hilfe einer relativ geringen Anzahl von
keimbahnkodierten Rezeptoren die gesamte Vielfalt der mikrobiellen Organismen erkennen.
Als Zielmolekiile eignen sich somit nur Strukturen die hochkonserviert sind und nur von
Mikroorganismen, nicht aber vom Menschen exprimiert werden. Molekiile, welche am
Aufbau der mikrobiellen Zellwand beteiligt sind eignen sich hierfiir besonders, da sie
Aufgrund ihrer essentiellen Funktion hochkonserviert sind. Variationen innerhalb dieser
Molekiile sind sehr selten, da sie in der Regel mit der Integritit der bakteriellen Zellwand
nicht vereinbar sind. Eine weitere wichtige Eigenschaft dieser Zielmolekiile ist deren
konstitutive Expression, um eine sichere Erkennung der Pathogene zu gewdhrleisten.
Pathogenititsfaktoren, welche in der Regel induzierbar und innerhalb verschiedener Spezies
wenig konserviert sind, eignen sich daher nicht als Zielmolekiile flir das angeborene
Immunsystem. Diese FEigenschaften potentieller Zielmolekiille des angeborenen
Immunsystems wurden daher schon 1989 von Charles Janeway postuliert’.

Dementsprechend sind diese Molekiile, bis auf einige Ausnahmen, bakterielle
Zellwand-Bestandteile (Abb. 2). In der Regel bestehen sie aus einem {iiber viele Spezies
konservierten und einem weniger konservierten Bereich und werden als "pathogenassoziierte
molekulare Muster (patterns)" (PAMPs) bezeichnet. Die Struktur und die Bestimmung des
kleinsten biologisch aktiven Prinzips ist zur Zeit bei vielen PAMPs noch unklar. In der letzten
Zeit wurden auch Strukturen, die nicht auf die mikrobielle Welt beschrénkt sind, als mogliche
Liganden der PRRs identifiziert. So wurde z.B. gezeigt das hypomethylierte bakterielle
DNA?, einzelstringige virale RNA** und doppelstringige virale DNA® in der Lage sind, das
Immunsystem iiber die PRRs zu aktivieren. Diese Strukturen treten auch im Wirt (Mensch)
auf, eine Erkennung als PAMP setzt aber die Lokalisation dieser Strukturen in gewissen
Zellkompartimenten voraus, in denen die entsprechenden Wirtsmolekiile in der Regel nicht

vorkommen. Eine Ubersicht der verschiedenen PAMPs ist in Tabelle 1 dargestellt.
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Gram-positiven Bakterien. Modifiziert, nach Schumann 1995%*.



1.3.1 Lipopolysaccharid (LPS)
Das am intensivsten untersuchte PAMP ist das Lipopolysaccharid (LPS) der Gram-

negativen Bakterien, welches aus dem hoch konservierten Lipid A, einem semi-konservierten
Kernbereich und einer variablen Zuckerkette, die speziesspezifisch ist, besteht (Abb. 3). Das
Lipid A ist dabei das immunstimulatorische Prinzip des LPS®. LPS war das erste
beschriebene mikrobielle Molekiil mit immunmodulatorischen Eigenschaften, weshalb viele
wegweisende Entdeckungen das angeborene Immunsystem betreffend im Rahmen der LPS-
Forschung gemacht wurden. Eine hitzestabile toxische Substanz aus bakteriellen Zellwidnden

wurde schon Ende des 19. Jahrhunderts als ,,Endotoxin‘ beschrieben?.

Tabelle 1: Auflistung der wichtigsten PAMPs

PAMP Vorkommen konservierte/aktive Struktur Rezeptor
Lipopolysaccharid GNB Lipid A TLR-4

Peptidoglykan GPB + GNB Glucosamin/Muramyl-Peptid NOD1/2
Lipoproteine GNB N-terminaler Lipidanker TLR-2
Lipoteichonsduren GPB Lipidanker TLR-2
Flagelin GNB + GPB nicht bekannt TLR-5
CpG-reiche DNA  GNB + GPB + nicht methylierte CpG Nukleotide TLR-9

Viren

dsRNA Viren endosomales Auftreten TLR-8
ssSRNA Viren endosomales Auftreten TLR-3

GNB: Gram-negative Bakterien; GPB: Gram-positive Bakterien
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Abb. 3: Struktur des Lipopolysaccharids

Nachdem Ende der 1940er Jahre eine Zucker- und Lipid-haltige Substanz aus Zellwénden
Gram-negativer Bakterien isoliert und als Lipopolysaccharid definiert wurde, ging die
strukturelle Aufklarung des LPS schnell voran. 1966 wurde die Grundstruktur von LPS
entschliisselt und kurz darauf auch die Struktur des Lipid A, welches das ,,endotoxische
Prinzip® des LPS ist, aufgeklirt’’. Anfang der 90-er Jahre wurden die LPS-bindenden
Proteine CD14 und "LPS-binding protein" (LBP) entdeckt: CDI14 ist ein glycosyl-
phosphatidylinositol (GPI)-verankertes Membranprotein, das vor allem auf myeloiden Zellen
aber auch auf epithelialen und endothelialen Zellen exprimiert wird und LPS bindet*®. LBP ist
ein Serumprotein, welches die Bindung von LPS an CD14 katalysiert”. Da CD14 ein GPI-
verankertes Molekiil ist, kann es kein Signal in das Zellinnere {ibertragen. Ende der neunziger
Jahre wurde dann durch genetische Analysen eine schon seit den sechziger Jahren bekannte
Mutation in einem LPS-resistenten Mausstamm kartiert und als kodierende Mutation im Toll-
like Rezeptor 4 (TLR-4) Gen identifiziert’’. Mit der Entdeckung des TLR-4 als zentralem,
und signaltransduzierendem Bestandteil der Immunantwort auf LPS expandierte die
Forschung auf dem Gebiet der angeborenen Immunitdt und es wurden in kurzer Zeitfolge
weitere neun humane TLRs identifiziert und funktionell charakterisiert’"" *°. Mit der
Kenntnis der zentralen Rolle der TLRs als PRRs in der angeborenen und auch adaptiven
Immunitét wurden durch die hier dargestellten Arbeiten und die anderer auch Assoziationen
von Polymorphismen in diesen Genen mit einer Vielzahl von Krankheiten untersucht. Eine

historische Ubersicht zur Endotoxinforschung ist in Abb. 4 dargestellt.
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Abb. 4: Historischer Uberblick zur Endotoxinforschung (modifiziert nach Beutler und
Rietschel®). LPS: Lipopolysaccharid, TNF-o: Tumor Nekrose Faktor o, TLR: Toll-like
Rezeptor, LBP: LPS-bindungs Protein, LP: Lipoproteine, LTA: Lipoteichonséure.

1.4 "pattern recognition receptors' (PRRs)

Die Rezeptoren des angeborenen Immunsystems erkennen sogenannte
pathogenassoziierte Muster und werden dementsprechend als "pattern recognition"
Rezeptoren (PRRs) bezeichnet’. Unter den PRRs stellen die Toll-like Rezeptoren die groBte
Familie dar und nehmen eine zentrale Stellung ein, da sie sowohl PAMPs von Bakterien,
Viren und Parasiten, als auch endogene, sogenannte "danger"-Signale erkennen''. Dennoch
gibt es eine Reihe anderer Proteinfamilien, deren Mitglieder zum Teil den PRRs zugeordnet
werden. Hierzu gehoren z.B. die C-Typ Lektine "surfactant protein A" (SP-A) und "mannose
binding lectin" (MBL), die Lipidtransfer Proteine LPS-bindendes Protein (LBP) und
Bakterien permeabilisierendes Protein (BPI), die zytoplasmatischen Nukleotid-
oligomerisierungs Doméne (NOD)-Proteine, sowie die Scavengerrezeptoren und andere®’ **.

Bei den PRRs handelt es sich nicht nur um membranstindige sondern z. T. auch um

zytosolische oder sezernierte Molekiile. Die TLRs 1, 2, 4, 5, 6 und 10 sowie CD14 werden
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vorwiegend an der Zelloberfliche immunkompetenter Zellen exprimiert. Beziliglich TLR-4
konnte allerdings gezeigt werden, dass es auch in koronaren Epithelzellen auf Membranen
intrazellulirer Kompartimente lokalisiert, und dort auch funktionell aktiv ist”’. Die TLRs 3,
7, 8 und 9 sind in der Regel auf endosomalen Membranen lokalisiert’ ** *°. Die TLRs
zeichnen sich durch eine extrazelluldre Leucin-reiche Doméne (LRR) und eine intrazellulare
Toll/IL-1 Rezeptor (TIR)-Domiéne aus. Die LRRs sind verantwortlich fiir die Bindung der
Liganden und sind charakteristisch fiir die TLRs, CD14 und die NOD-Proteine®®>*. Die TIR-
Domine hingegen initiiert die Signaltransduktion und ist homolog mit den Rezeptoren der IL-
1 Familie'’. Die NOD-Proteine werden nur zytosolisch exprimert’’. PRRs wie z.B. LBP oder
SP-A sind sezernierte Proteine und beeinflussen im Wesentlichen die Interaktion der PAMPs

mit den signaltransduzierenden membranstdndigen oder zytosolischen PRRs.

1.4.1 Membranstindige PRRs
Unter den membranstdndigen PRRs ist der Toll-like Rezeptor-4, welcher LPS erkennt,

der am besten charakterisierte. Es konnte gezeigt werden, dass der vollstindige
Rezeptorkomplex sich erst durch Bindung des Liganden aus einer Vielzahl von Molekiilen
zusammensetzt”. Neben CD14 und MD-2, welche beide fiir die sensitive LPS-induzierte
Signaltransduktion essentiell sind, konnte auch fiir andere Molekiile wie z. B. den Scavenger
Rezeptor CD36 und die Integrine CD11b, CD18 eine LPS-induzierte co-Lokalisation mit
TLR-4 gezeigt werden®. CD14 kommt sowohl als membranstindiges, GPI-verankertes
Molekiil auf monozytiren Zellen, als auch als 16slicher PRR im Serum vor*'. Neben LPS wird
auch die durch Lipoteichonsiure induzierte Zellaktivierung durch CD14 vermittelt”. CD14
ist ein multifunktionelles Molekiil, das auch apoptotische Zellen bindet und deren
Phagozytose beschleunigt'™ **. Die Zusammensetzung des Rezeptorkomplexes ist fiir die
induzierte Zytokinausschiittung essentiell, so ist z. B. die Expression von CD11b/CD18 fiir
die LPS-induzierte Freisetzung von IL-12 und Cox-2 notwendig, die Induktion von TNF-a
wird hiervon hingegen nicht beeinflusst”. Weitere Bestandteile des LPS-Rezeptorkomplexes
sind die "heat shock" Proteine HSP70 und HSP90, der Chemokinrezeptor 4 sowie der "growth

differentiation factor" 5*

. Die Funktion der letztgenannten Co-Faktoren ist bis heute nicht
bekannt. Fiir den Toll-like Rezeptor 4 ist weiterhin gezeigt, dass dieser Rezeptor in koronaren
Endothelzellen im Gegensatz zu myeloiden Zellen intrazelluldr exprimiert wird und die LPS-
induzierte Aktivierung dieser Zellen erst nach Internalisierung von LPS erfolgt. Die

Internalisierung wird durch den 16slichen PRR LBP katalysiert™.



11

1.4.2 Sezernierte PRRs

Zu den sezernierten (16slichen) PRRs gehoren vor allem die TLR-assozierten Proteine
"LPS-binding protein" (LBP), lsliches CD14 (sCD14) und MD-2, sowie die beiden groflen
Gruppen der Pentraxine*” und der Kollektine™.

Losliches CD14 (sCD14 von ,,soluble®) bindet das gleiche Ligandenspektrum wie
membranstindiges CD14 (mCD14) und leitet diese dem mCD14-Molekiill bzw. dem
entsprechenden TLR zu und ermdglicht so eine sensitivere Aktivierung mCD14-negativer
Zellen, wie z. B. Endothelzellen®’. Hohe Serumspiegel von sCD14 hingegen fiihren durch
Kompetition mit mCDI14 zu einer Hemmung der LPS-induzierten Aktivierung von
Monozytenso.

LBP katalysiert die Bindung von LPS an mCD14 und sCD14 und erh6ht dadurch die
Sensitivitdt gegeniiber LPS um mehrere Potenzen. Dieser katalytische LBP-Effekt wird durch

28, 29, 51 :
» 2%l

die niedrigen, physiologischen, Serumkonzentrationen von LBP gewdhrleistet ie

physiologische Konzentration von LBP im Serum des Menschen liegt bei ca. 5 - 10 pg/ml,
kann sich aber in der Akutphase einer Infektion auf bis zu 200 pg/ml erhéhten™>*. Es konnte
gezeigt werden, dal3 diese hohen LBP-Konzentrationen im Gegensatz zu den physiolgischen

3456 1 BP ist strukturell

LBP-Konzentrationen die LPS-induzierte Zellaktivierung inhibieren
mit dem "bactericidal/permeability increasing protein" (BPI) verwandt und beide gehdren zu
einer Familie Lipid-bindender Proteine®’. BPI bindet ebenfalls LPS, leitet dies aber nicht an
CD14 weiter und trigt somit zur LPS-Detoxifizierung bei’’.

MD-2, eine weiterer PRR im Serum, wird von verschiedenen Zelltypen exprimiert und
ist ein essentieller Bestandteil des LPS-Rezeptorkomplexes bestehend aus CD14/MD-2 und
TLR-4"® * MD-2 wird zusammen mit TLR-4 prozessiert und an die Zelloberfliche
transportiert, von wo aus dann ein Teil des MD-2 in das extrazelluldre Milieu abgegeben
wird®*®? Losliches MD-2 gewihrleistet die LPS-induzierte Aktivierung von Zellen, die TLR-
4, nicht aber MD-2 exprimieren, wohingegen die Aktivierung von z. B. Monozyten, welche
MD-2 und TLR-4 exprimieren, durch 15sliches MD-2 gehemmt wird®.

Bei den Pentraxinen ist vor allem das C-reaktive Protein (CRP) zu nennen. CRP bindet
neben anderen Molekiilen auf Bakterien exprimiertes Phosphorylcholin, das aber auch von

d® . Es erkennt also sowohl kérperfremde als auch

apoptotischen Zellen freigesetzt wir
korpereigene "danger"-Signale. Durch Liganden aggregiertes CRP aktiviert das
Komplementsystem und induziert die Phagozytose von z. B. apoptotischen Zellen®. Ein
weiteres Pentraxin das in die Phagozytose von z.B. Zymosan oder apoptotischen Zellen iiber

Fc-Rezeptoren involviert ist, ist das Serum Amyloid Protein (SAP)".
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Zu den Kollektinen gehdren z. B. das mannosebindende Lektin (MBL) und auch die
Surfactant Proteine SP-A und -D, welche durch das Vorhandensein einer "carbohydrate
recognition domain" (CRD) gekennzeichnet sind® . MBL ist in der Lage, Kohlehydrate auf
Oberflichen von Pathogenen, wie z. B. Bakterien, Viren und Pilzen von denen auf
korpereigenen Zellen zu unterscheiden und spezifisch zu binden. Die Bindung von MBL an
bakterielle Zelloberfldchen fiihrt zu Aktivierung des Komplementsystems und letztendlich zur
Lyse der Pathogene™. Ebenso wie MBL sind die Surfactant-Proteine Opsonine fiir Bakterien,
Viren und Pilze und beschleunigen die Phagozytose dieser Pathogene. Die Surfactantproteine
werden im wesentlichen in der Lunge exprimiert und haben auch direkte bakterizide

Wirkung®®.

1.4.3 Zytosolische PRRs

Zytosolische PRRs sind verantwortlich fiir die intrazelluldire Erkennung von
Pathogenen und deren Zellwandbestandteilen. Die wohl wichtigste Familie zytosolischer
PRRs sind die NBS-LRR Proteine (auch als NOD-Proteine bezeichnet), welche durch den
Besitz einer Nukleotid-Bindungsstelle (NBS), auch als Nukleotidoligomerisierungsdoméne
(NOD) bezeichnet, und einer Leucin-reichen Region (LRR) gekennzeichnet sind®® . Die
Aktivierung dieser Rezeptoren steuert zum einen pro-inflammatorische, zum anderen aber
auch apoptotische Prozesse’'. Die Induktion der Apoptose von infizierten Zellen ist eine der
dltesten Mechanismen der angeborenen Immunitit’?. Die am besten erforschten Mitglieder
dieser Proteinfamilie sind das NOD-1 und -2, welche beide durch Untereinheiten des
Peptidoglykans aktiviert werden. Die minimale Struktur, welche NOD-1 aktiviert, ist das
Muramayltripeptid  (MDP-mesoDAP), welches vorwiegend ein Bestandteil des

Peptidoglykans Gram-negativer Bakterien ist”. NOD-2 wird durch das ubiquitir

vorkommenden Muramyldipeptid aktiviert’" ™.
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1.5 Polymorphismen in Genen des angeborenen Immunsystems

Generell spielen neben Umwelteinfliissen genetische Faktoren eine wichtige Rolle bei
der Entstehung und dem Verlauf von Krankheiten. Genetische Risikofaktoren sind fiir viele
Krankheiten, wie z. B. Asthma, Krebs, Diabetes und Herz/Kreislauferkrankungen beschrieben
worden. Das schnell wachsende Feld der "Genomics" spielt eine immer wichtigere Rolle fiir
das Verstindnis von Krankheitsentwicklungen, aber auch bei der Entwicklung neuer
Medikamente und Therapien”. Schon vor lingerer Zeit wurde gefunden, daB genetische
Einflisse bei Infektionskrankheiten im Vergleich zu Krebs oder kardiovaskuldren
Erkrankungen am stéirksten vertreten sind’®. Die hiufigsten Variationen im humanen Genom,
welche Risikofaktoren fiir die verschiedensten Krankheiten darstellen, sind "single nucleotide
polymorphisms" (SNPs), von denen ca. 50.000 - 250.000 im menschlichen Genom vermutet
werden’’. Eine Vielzahl von SNPs wurde bereits mit Infektionskrankheiten wie z. B. Malaria,
HIV und Hepatitis assoziiert’>. Auch in den PRRs sind entsprechend hiufig SNPs
nachgewiesen worden””. Informationen zu Assoziationen mit verschiedenen Krankheiten sind
dabei aber in der noch jungen Literatur dazu oft widerspriichlich. Eindeutig gezeigt wurde,
dass SNPs im NOD-2 Gen Risikofaktoren fiir Morbus Crohn und das Blau-Syndrom, eine
granulomatose chronische Entziindung, sind®” *'. Beziiglich der TLRs sind die Daten zu SNPs
und Krankheitsanfilligkeit bisher eher widerspriichlich: Es wurden zwei hédufig auftretende
funktionelle Polymorphismen im TLR-4 Gen und ein funktioneller Polymorphismus im TLR-

82, 83

2 Gen gefunden . Es konnte dabei gezeigt werden, dass TLR-4 Polymorphismen einen

schiitzenden Effekt beziiglich Atherosklerose und Legionelleninfektionen haben®” *°.
Weiterhin gibt es zwei Studien, die zeigen, dass genau diese Polymorphismen Risikofaktoren
fiir Gram-negative Infektionen darstellen®® *’. In Bezug auf den TLR-2 Polymorphismus und
der Suszeptibilitit fiir S. aureus Infektionen gibt es zwei widerspriichliche Arbeiten, von
denen die erste, deutlich kleinere, einen Zusammenhang zwischen dieser Mutation und der
Anfilligkeit fiir S. aureus Infektionen postulierte, was in einer zweiten, grolen Studie aber

nicht bestitigt werden konnte ** .
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2 Zielsetzung und Ergebnisse der eigenen Arbeit

Die Induktion einer Immunantwort auf eingedrungene Pathogene ist ein komplexes
Zusammenspiel verschiedener Zelltypen und Mediatoren. Die angeborene Immunantwort
spielt fiir diesen Prozess eine zentrale Rolle, da sie zum einen die erste Reaktion des Wirtes
auf das Pathogen darstellt, und zum anderen die Induktion der erworbenen Immunitét erst
initiiert. Im Zentrum der angeborenen Immunreaktion stehen die TLRs als groB3te Familie der
"pattern recognition receptors" (PRRs) welche die sogenannten ,,pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs) erkennen und dann die Immunreaktion auf eingedrungene
Pathogene initiieren. Die sensitive Erkennung der PAMPs sowie die spezifische Imunantwort
wird zusitzlich durch weitere PRRs und die spezifische Zusamensetzung des
Rezeptorkomplexes reguliert. Entsprechend dieser zentralen Position der PRRs spielen "single
nucleotide polymorphisms" (SNPs) in den entsprechenden Genen bei der Pathogenese von
Infektionskrankheiten und chronisch-inflammatorischen Prozessen moglicherweise eine

wichtige Rolle. Die Zielsetzung der Arbeit fokussiert sich daher auf drei Schwerpunkte:

l. Identifizierung neuer PRRs des LPS-Rezeptorkomplexes

2. Funktionelle Charakterisierung des LPS-bindenden Proteins (LBP)

3. Assoziation von Polymorphismen in PRR-Genen mit inflammatorischen Erkrank-

ungen
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2.1 Identifizierung neuer PRRs des LPS-Rezeptorkomplexes

Eigene Arbeiten:

El-Samalouti V.T., Schletter J., Chyla I., Lentschat A., Mamat U., Brade L., Flad H.D., Ulmer
A.J. and Hamann L. Identification of the 80-kDa LPS-binding protein (LMP80) as decay-
accelerating factor (DAF, CD55). 1999. FEMS Immunol. Med. Microbiol., 23, 259-269.

Heine H., Ulmer A.J., El-Samalouti V.T., Lentschat A., and Hamann L. Decay accelerating
factor (DAF/CDS5) is a functional active element of the LPS receptor complex. 2001. J.

Endotoxin Res., 7, 227-31.

Auferund von Urheberrechten sind die Orginalarbeiten hier nicht abgedruckt.

Einleitung
Zu Beginn der Arbeiten waren beziiglich des LPS-Rezeptors nur CD14, LBP und die

B-Integrine CD11a und CDI18 als Rezeptoren bekannt™ > *_ Da alle diese Molekiile keine
signaltransduzierende Doméne tragen, war ein Ziel der vorliegenden Arbeiten, weitere
Molekiile des LPS-Rezeptorkomplexes zu identifizieren. Hierzu wurde ein "Ligand-Blotting-
Assay" etabliert mit dessen Hilfe ein LPS-bindendes 80-kDa Membranprotein isoliert und als
CDS55 identifiziert wurde.

Zusammenfassung

In den zuvor genannten Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Uberexpression von CDS55 in
"chinese hamster ovary" (CHO)-Zellen zu einer Verstirkung der LPS-induzierten
Translokation von NFkB fiihrt. Im Vergleich der LPS-induzierten Zellaktivierung zwischen
CHO-Zellen die mit CD14, CD55 oder mit dem leeren Vektor transfiziert wurden, ergab sich
in etwa das gleiche Aktivierungspotential fiir CD14- und CD55-transfizierte Zellen.

CD5S5 ist ein Membranprotein, welches im Komplementsystem eine wichtige Rolle
spieltgo. Da CDS55, ebenso wie CD14, ein GPI-verankertes Protein ist, konnte es ebenfalls
nicht der gesuchte Signaliibertriger sein. Es ist beschrieben worden, dass der LPS-Rezeptor
ein aus vielen Proteinen zusammengesetzter Komplex ist, in dem auch Proteine ohne

signaltransduzierende Eigenschaften die LPS-induzierte Freisetzung von Zytokinen



16

beeinflussen wie z.B. CD11b/CD18 und CD36%** *°!. Von daher ist anzunehmen, das CD55
auf dhnliche Weise die Zellaktivierung durch LPS beeinflusst.
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2.2 Funktionelle Charakterisierung des LPS-bindungs Protein
Aus friiheren Arbeiten war bekannt, dass hohe LBP-Konzentrationen anti-
inflammatorische Effekte haben. In den vorliegenden Arbeiten wurden die Mechanismen

dieser anti-inflammatorischen Effekte ndher untersucht.

Eigene Arbeiten:

Hamann L., Schumann R.R., Flad H.-D., Brade L., Rietschel E. Th., and Ulmer A.J. Binding
of lipopolysaccharide (LPS) to CHO cells does not correlate with LPS-induced NF«B
activation. 2000. Eur. J. Immunol., 30, 211-216.

Hamann L, Stamme C, Ulmer A.J., and Schumann R.R. Inhibition of LPS-induced activation
of alveolar macrophages by high concentrations of LPS-binding protein. 2002. Biochem.
Biophys. Res. Commun., 295, 553-60.

Hamann L., Alexander C., Stamme C., Zahringer U., and Schumann R.R. Acute-phase
concentrations of lipopolysaccharide (LPS)-binding protein (LBP) inhibit innate immune cell
activation by different LPS chemotypes via different mechanisms. 2005. Infect. Immun., 73,

193-200.

Einleitung

Im Gegensatz zu der Funktion niedriger Konzentrationen von LBP war die Rolle der
erhohten LBP-Konzentrationen in der Akutenphase bisher nicht ausreichend untersucht. Es
konnte hier gezeigt werden, dass hohe LBP-Konzentrationen die LPS-induzierte
Zellaktivierung inhibieren und somit zur Herabregulation einer Entziindungsreaktion
beitragen konnen. Ob es unter diesen Bedingungen zu einem verstirkten Transport von LPS
an "high density lipoprotein" HDL oder zu einer verstirkten Internalisierung von LPS ohne

Zellaktivierung kommt, war die Fragestellung der folgenden Arbeiten.

Zusammenfassung

Durch den Einsatz transfizierter "chinese hamster ovary" (CHO)-Zellen, die durch
einen GPI-Anker an der Zellmembran verankertes LBP exprimieren, konnte gezeigt werden,
dass eine verstirkte Bindung von LPS nicht zu einer verstirkten Zellaktivierung fiihrt. Dieser

Befund bestitigt frithere Vermutungen, dass der LPS-Aufnahme und der LPS-induzierten
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Zellaktivierung unterschiedliche Mechanismen zu Grunde liegen’”. Diese Hypothese wurde
auch von Tapping et al.”” bestitigt. Beziiglich der Inhibition der LPS-induzierten
Zellaktivierung durch hohe Konzentrationen von LBP konnten zellspezifische Unterschiede
nachgewiesen werden. Der inhibitorische Effekt von hohen LBP-Konzentrationen konnte
auch an immunkompetenten Zellen der Lunge nachgewiesen werden, wobei die Inhibition
primédrer Alveolarmakrophagen mit einem verminderten LPS-,,uptake” in Gegenwart hoher
LBP-Konzentrationen einhergeht. Dies wurde auch anhand von humanen Monozyten
gezeigt”!. Im Gegensatz dazu wird LPS verstirkt von der Lungenepithelzellinie A549,
welche selbst in der Lage ist, LBP zu exprimieren’, unter hohen LBP-Konzentrationen
aufgenommen, ohne diese zu aktivieren. Auch CHO-Zellen sind in der Lage, unter hohen
LBP-Konzentrationen verstarkt LPS aufzunehmen bei gleichzeitiger Inhibition der NFxB-
Translokation. Der Mechanismus dieses von uns so genannten "silent uptake" ist jedoch vom
LPS-Chemotyp  abhdngig. Wihrend  kurzkettiges LPS  unabhingig von der
Serumkonzentration verstirkt internalisiert wird, trifft dies fiir langkettiges LPS nur in
Abwesenheit von Serum zu. In Anwesenheit von Serum bzw. HDL dominiert die LPS-
Bindung an HDL gegeniiber der Bindung an zellulires CD14. Hohe LBP-Konzentrationen
fihren im Fall von langkettigem LPS also zur Detoxifizierung iiber Serumproteine.
Unabhingig vom LPS-Chemotyp ist die Inhibition des LPS-Transfers von LBP auf CD14,

welche einen essentiellen Schritt in der LPS-induzierten Zellaktivierung darstellt.
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2.3 SNPs in PRR-Genen und inflammatorische Erkrankungen

Beziiglich TLR-2 und -4 gibt es mindestens drei relativ hdufig vorkommende
funktionelle Polymorphismen, rs5743708, rs4986790 und rs4987233. Der Einfluss dieser
Polymorphismen auf die Suszeptibilitit oder Pathogenese verschiedener entziindlicher bzw.
infektioser Erkrankung war bisher nicht ausreichend bekannt. Es konnte gezeigt werden, dass
die beiden TLR-4 Polymorphismen einen schiitzenden Effekt beziiglich Atherosklerose und
der Legionirserkrankung haben®" *. Andere Arbeiten zeigen, dass TLR-2 - und TLR-4 -
Polymorphismen einen Risikofaktor fiir Gram-positive und Gram-negative Infektionen
darstellen® ®. Eine Ursache fiir die sich haufig widersprechenden Ergebnisse ist die geringe
Probandenzahl der meisten Studien, weshalb eine Verifikation vieler Studien sinnvoll
erscheint.

Eine der weltweit hiufigsten Infektionskrankheiten mit ca. 1-3 Millionen Toten pro
Jahr ist die Malaria”. Eine Vielzahl genetischer Pridispositionen, welche die Suszeptibilitit
fiir Malaria beeinflussen, sind bekannt’®*®. Ein Molekiil, welches das Immunsystem des Wirts
bei einer Plasmodium falciparum Infektion aktiviert, ist das Glycosylphosphatidylinositol
(GPI) des Parasiten”. Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass dieses Molekiil die natiirliche
Immunantwort TLR-vermittelt aktiviert'”’. Eine Untersuchung zum Einfluss der TLR SNPs
auf die Suszeptibilitit und Pathogenese beziiglich von Erkrankungshdufigkeit von und

Verlauf der Malaria war daher von gro3em Interesse.

2.3.1 Einfluss von TLR-SNPs auf Atherosklerose

Eigene Arbeit:

Hamann L., Gomma A., Schroder N.W.J., Stamme C., Glaeser C., Schulz S., Gross M., Anker
S.D., Fox K., and Schumann R.R. A frequent Toll-like receptor (TLR)-2 polymorphism is a
risk factor for coronary restenosis. 2005. J. Mol. Med, 83, 478-485.

Einleitung

Verschiedene Risikofaktoren wie z. B. Rauchen, mangelnde korperliche Fitness und
fettreiche Erndhrung sind fiir die Entstehung koronarer Herzerkrankungen beschrieben',
allerdings gab es in den letzten Jahren vermehrt Hinweise fiir genetische Risikofaktoren'®.

Die primdren Ursachen fiir koronare Herzerkrankungen werden kontrovers diskutiert:
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Oxidiertes oder enzymatisch verdndertes LDL ist als ein wesentlicher Ausloser fiir koronare
Herzerkrankung seit langem akzeptiert'”, auf der anderen Seite werden chronisch
entziindliche Prozesse als wesentliche Ursache diskutiert'™. Insbesondere chronische
Infektionen mit C. pneumoniae und dem Cytomegalovirus scheinen in die Pathogenese von
koronaren Herzerkrankungen involviert zu sein'®. Es war bekannt, dass die beiden TLR-4
Polymorphismen einen schiitzenden Effekt in Bezug auf die Atherogenese darstellen®.
Weiterhin war bekannt, dass C. pneumoniae Immunzellen {iber TLR-2 und -4 aktiviert 106'108,
wihrend das Cytomegalovirus Zellaktivierung via TLR-9 auslost'® ''’. Neben der
Pathogenese sind die ursdchlichen Mechanismen der Restenose nach erfolgreicher perkutaner
transluminaler coronarer Angioplasty (PTCA) von erheblichem Interesse. Die Restenoserate
(definiert als 50% Volumenverlust 6 Monate nach erfolgreicher PTCA) betrégt zwischen 32 -

111, 112

57 % und stellt ein erhebliches therapeutisches Problem dar . Die Einfiihrung eines

coronaren "stents" mnach erfolgreicher PTCA hat die Restenoserate zwar auf 10 - 40 %

gesenkt' "

, aber die Frage nach den Mechanismen und den Risikofaktoren der Restenose ist
bis heute nicht ausreichend beantwortet.

Ziel der hier dargelegten Arbeiten war es daher die bekannten Daten anhand einer
groBeren Patientenpopulation zu verifizieren, und den Einfluss von héufigen TLR-
Polymorphismen auf die Pathogenese der Atherosklerose mit einzubeziehen. Desweiteren

sollte untersucht werden, ob TLR-Polymorphismen ein Risiko fiir die Restenose darstellen.

Zusammenfassung

Es konnten die zuvor publizierten Ergebnisse beziiglich TLR-4 im Trend (jedoch nicht
signifikant) bestétigt werden: Die beiden TLR-4 Polymorphismen scheinen einen schiitzenden
Effekt beziiglich der Atherogenese auszuiiben, was aber noch durch weitere Studien
verifiziert werden muss. Weiterhin wurde gezeigt, dass der untersuchte TLR-2
Polymorphismus zwar nicht mit der Entstehung von Atherosklerose korreliert, aber ein
deutlicher Risikofaktor fiir eine Restenose nach PTCA-Behandlung ist. Es ist zu vermuten,
dass ein funktioneller TLR-2, und somit eine limitierte Entziindungsreaktion fiir eine schnelle
Wundheilung nach erfolgreicher PTCA hilfreich ist. In dem hier untersuchten
Patientenkollektiv.  war zudem das Restenoserisko bei  weiblichen  TLR-2-

Polymorphismustrdgern deutlich héher als bei ménnlichen.
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2.3.2 Einfluss von TLR-SNPs auf Malaria

Eigene Arbeit:

*Mockenhaupt F.P., *Cramer J.P., *Hamann L., Stegemann M., Eckert J., Oh N., Otchwemah
R.N., Dietz E., Ehrhard S., Schroder N.W.J., Bienzle U., and Schumann R.R. Toll-like
receptor polymorphisms in african children: Common TLR-4 variants predispose to severe
malaria. 2005. Proc. Natl. Acad. Sci., in press.

*: geteilte Erstautorenschaft

Einleitung

Malaria ist eine der hiufigsten Infektionserkrankungen. Jihrlich infizieren sich ca. 300 - 500
Millionen Menschen mit Plasmodium falciparum weltweit, von denen aber nur 1-2 % eine
schwere Malaria entwickeln’. Fiir die individuellen Unterschiede beziiglich Suszeptibilitit
und Manifestation der Malaria werden im wesentlichen genetische Variationen des Wirts

verantwortlich gemacht''*

. Neben den klassischen schiitzenden Varianten im Hemoglobin-
Lokus und der Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase spielen auch SNPs in den Genen fiir die
iNOS, den Interferonrezeptor, TNF-a, MBL, und CD36 eine entscheidende Rolle beziiglich
der Malaria-Pathogenese’™ °” "> Kiirzlich konnte gezeigt werden, das TLR-2 und -4 die
Erkennung von Plasmodium falciparim Glycophosphatidylinositol'®™, bzw. TLR-9 die
Erkennung des Hemoglobin-Abbauprodukts Hemozoin gewihrleisten''®. Beziiglich der
entsprechenden Polymorphismen und der Malaria-Pathogenese waren noch keine Daten

publiziert. Ziel der Arbeit war es den Einfluss der hdufigen TLR-2, -4, -9 Polymorphismen

auf die Suszeptibilitit und Manifestation von Malaria zu untersuchen.

Zusammenfassung

In der hier dargelegten Arbeit konnte anhand einer Fall/Kontoll-Studie gezeigt werden, dass
die TLR-4 SNPs (Arg299Gly und Thr399Ile) Risikofaktoren fiir schwere Malariaverldaufe bei
Kindern aus Ghana darstellen. Es wurden 290 gesunde Kinder, 290 asympthomatische aber
parasitdmische Kinder und 290 Kinder mit schwerer Malaria genotypisiert. Einen Einfluss auf
die Suszeptibilitdt scheint fiir keinen der gemessenen SNPs zu bestehen, da keine
signifikanten Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und den asympthomatischen

parastdmischen Kindern gefunden wurden. Beziiglich der beiden TLR-4 SNPs konnte eine
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signifikante Erhohung der Allelfrequenz zwischen der Kontrollgruppe und den Kindern mit
schwerer Malaria gemessen werden. Interessanterweise scheinen diese SNPs aber vor dem
todlichen Ausgang der Malaria zu schiitzen. Aufgrund der geringen Fallzahl erreicht diese
Aussage aber kein signifikantes Niveau. Vorrausgesetzt, dass die TLR-4 SNPs einerseits
Risikofaktoren fiir schwere Malaria sind und auf der anderen Seite vor dem tddlichen
Ausgang der Malaria schiitzen, konnte dies eine Erkldrung fiir die ebenfalls gefundene, im
Vergleich zu europdischen und amerikanischen Populationen, sehr hohe Allelfrequenz des
Asp299Gly SNP von ca. 10% in der ghanaischen Bevdlkerung sein. Der TLR-2 SNP wurde in
der gesamten Population nicht gefunden, woraus aber nicht ableitet werden kann, dass TLR-2
nicht in die Immunreaktion gegen Plasmodium falciparum involviert ist. Die beiden
untersuchten TLR-9 SNPs zeigten keine Korrelation mit der Pathogenese oder Manifestation

der Malaria.
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3 Diskussion

3.1 Zusammensetzung des LPS-Rezeptorkomplexes

LPS ist einer der stirksten Immunaktivatoren der bakteriellen Zellwand. Friihere
Arbeiten haben gezeigt, dass die Aktivierung von Monozyten/Makrophagen durch
membranstindiges CD14 (mCD14), bzw. im Fall von Endothelzellen, durch 16sliches CD14
(sCD14), vermittelt wird, wobei die Bindung von LPS an CD14 durch LBP katalysiert wird*®.
Da CDI14 ein Glycophosphatidyl-verankertes Oberflachenprotein ist, und somit nicht das
signaltransduzierende Molekiil sein kann, wurde lange Zeit nach einem transmembrandren
Molekiil gesucht, das fiir die Zellaktivierung verantwortlich ist. Im Rahmen dieser
Fragestellung wurde ein Ligand-Blotting-Assay etabliert, mit dem aus solubilisierten
Zellmembranen LPS-bindende Molekiile isoliert wurden. Es wurde ein ca. 80 kDa LPS
bindendes Protein isoliert, welches als "Decay Acceleration Factor" (CDS5S5) identifiziert
wurde. Die Bindung von LPS an CD55 war abhingig von der Anwesenheit von LBP und
sCD14, was die physiologische Relevanz des Assays unterstrich. In Transfektions-
experimenten konnte gezeigt werden, dass CDS55, in gleicher Weise wie CD14, die LPS-
induzierte Translokation von NFkB in CHO Zellen deutlich erhoht. Weitere eigene Arbeiten
zeigten, dass auch die LPS-induzierte Phosphorylierung der MAP Kinasen p38, ERK und
JNK iiber CD55 vermittelt werden kann'"®. In dieser Arbeit konnte auch gezeigt werden, dass
CD55 ebenso wie CDI14 die Zellaktiverung durch verschiedene LPS-Chemotypen
gewihrleistet. CDS55 ist ein ubiquitér exprimiertes Oberfldchenprotein, welches eine wichtige
Rolle im Komplementsystem spielt. Weiterhin ist CDS55, ebenso wie CDI14,
Glycophosphatidyl-verankert und konnte somit nicht der gesuchte Signaliibertrdger sein, der
dann von einer anderen Arbeitsgruppe mit dem TLR-4 Molekiil identifiziert wurde™.
Nachdem die Toll-like Rezeptoren als zentrale Signalvermittler bei der Zellaktivierung durch
verschiedene PAMPs beschrieben waren, folgten eine Reihe von Arbeiten, die zeigten, dass
die TLRs im Zentrum eines groBen Rezeptorkomplexes stehen. Mittels Fluoreszenz-
Resonanz-Energie-Transfer (FRET)-Analysen konnte in eigener Arbeit gezeigt werden, dass
CD55, TLR-4 und CD14 nach Bindung von LPS an CDI14 auf der Zellmembran co-
lokalisieren''”. Andere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass der LPS-induzierte
Rezeptorkomplex zusdtzlich die p2-Integrine CD11b/CD18, das Integrin-assozierte Molekiil
CD81, den Fc-Rezeptor CD16a und den Scavenger-Rezeptor CD36 umfasst’’. Die "Heat-
Shock" Proteine HSP70 und HSP90, der Chemokinrezeptor CxCR4 und der Wachstumsfaktor

46, 120

GDF5 wurden ebenfalls im LPS-Rezeptorkomplex nachgewiesen . Die Funktion und der
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Mechanismus der Rekrutierung dieser Molekiile in den LPS-Rezeptorkomplex sind zur Zeit
noch weitgehend unklar. Klar gezeigt wurde, dass LPS nach Bindung an CD14 an das MD-2
weitergegeben wird und dieser Komplex nach Bindung an TLR-4 die Zellaktivierung
auslost'”'. MD-2 ist fir die LPS-induzierte Zellaktivierung essentiell und ist an die
extrazellulire Domine des TLR-4 gebunden®® *°. Die weiter oben genannten Molekiile
werden als zusdtzliche Transportmolekiile diskutiert, welche evtl. unterschiedliche LPS-

Chemotypen an TLR-4 weiterleiten' 2% 122123,

Die B-Integrine CD11/CD18 wurden schon frither als mogliche LPS-Rezeptoren diskutiert'*.
Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass CD11C/CD18-negative Makrophagen im Vergleich zu
Wildtyp-Makrophagen nach LPS-Stimulation weniger I1L-12 p70 freisetzen, obwohl gleiche
Mengen TNF-o. produziert werden®’. Die Hypothese, dass unterschiedlich zusammengesetzte
Rezeptorkomplexe zur Zellaktivierung durch unterschiedliche PAMPs bendtigt werden,
wurde fiir das "macrophage activating lipopeptide 2" (MALP2) von Mycoplasma pneumoniae
und die Lipoteichonsdure von Staphylococcus aureus kiirzlich bestitigt. Beides sind Liganden
des TLR-2/TLR-6 Komplexes. Beide Liganden fiihren zu einer deutlich verminderten TNF-a
Ausschiittung in CD36-negativen Mausmakrophagen im Vergleich zu den Wildtyp-
Kontrolltieren, wohingegen fiir Zymosan, welches ebenfalls ein TLR2/TLR6 Ligand ist, kein
Unterschied detektiert werden konnte”'.

Die Aktivierbarkeit eines spezifischen Rezeptorkomplexes durch einen spezifischen
Liganden wird also durch die Zusammensetzung des Rezeptorkomplexes reguliert. Es ist
daher mdéglich, dass auch CDS55 fiir einen spezifischen Liganden eine essentielle Rolle in der

Zellaktivierung spielen kann. Abb.5 zeigt die Stellung von CD55 im LPS-Rezeptorkomplex.

3.2 Regulation der Inmunantwort durch losliche PRRs

Neben der Zusammensetzung des Rezeptorkomplexes spielen auch die
Serunkonzentrationen der l6slichen PRRs eine entscheidende Rolle in der Regulation einer
Immunantwort auf spezifische Aktivatoren. Die essentielle Funktion von LBP bei der

29, 125 . .
7. Weit weniger

Zellaktivierung durch geringe Mengen LPS ist seit langem beschrieben
gut untersucht, ist die Funktion der bis zu zwanzigfach erhohten Serumspiegel von LBP
wihrend der Akutphase-Reaktion®™ . Es konnte zwar gezeigt werden, dass hohe LBP-

Spiegel einen anti-inflammatorischen Effekt aufweisen und die Zellaktivierung durch LPS
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inhibieren, der Mechanismus dieses Effektes war aber unklar’™ *. In den hier dargelegten

Arbeiten konnte gezeigt werden, dass mindestens zwei verschiedene Mechanismen fiir die

LBP sCD14
LPS
LPS/LBP LPS/sCD14
( CD55 TLR-+4

LPS- cD11/
Rezeptor-< CD18

komplex

CD14

< Zellaktivierung >

Transkriptionsfaktoren

Abb. 5: Potentielle Zusammensetzung des durch LPS-Bindung rekrutierten LPS-Rezeptor-
komplexes. LPS: Lipopolysaccharid, LBP: LPS-bindendes Protein, TLR-4: Toll-like receptor-
4, sCD14: 16sliches CD14.

anti-inflammatorischen Effekte von hohen LBP-Spiegeln verantwortlich sind: Kurzkettiges
LPS ("rough-LPS", Re-LPS) wird in Gegenwart von hohen LBP-Spiegeln zwar verstirkt von
Zellen aufgenommen, dies fiihrt aber nicht zur Zellaktivierung. Es handelt sich hierbei
vermutlich um eine ,,stille* LPS-Aufnahme, die iiber eine Deazetylierung zur Detoxifikation
von LPS fithrt'*®, Langkettiges LPS ("smooth-LPS", S-LPS) wird durch hohe LBP-Spiegel
vermehrt an Serumproteine wie z.B. HDL transportiert und somit der Detoxifizierung {iber die
Leber und die Galle zugefiihrt'>’. Die LBP-vermittelte Bindung von LPS an HDL ist zwar
beschrieben'?®, hier konnte aber erstmals gezeigt werden, dass dieser Prozess priferentiell in

Gegenwart von hohen LBP-Spiegeln ablduft, wahrend niedrige LBP-Konzentrationen dazu
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fiihren, dass LPS priferentiell dem zelluldren Rezeptorkomplex zugefiihrt wird. Beide
Mechanismen sind zum Teil CD14-unabhingig. Ahnliche Resultate wurden auch von
Gioannini et al. publiziert'* '*°
LBP/LPS- noch CD14/LPS-Komplexe in der Lage sind TLR-4 positive Zellen zu stimulieren.

Zellaktivierung wird nur durch MD-2/LPS Komplexe vermittelt. LBP und CD14 sind dabei

. In diesen Arbeiten wurde zusétzlich noch gezeigt, dass weder

lediglich Transportproteine, die LPS mit hoher Sensitivitit binden und auf MD-2 iibertragen,
welches dann mit LPS komplexiert TLR-4 aktiviert. Fiir diesen sequentiellen Transfer von
LPS vom LBP iiber CD14 an MD-2 sind LPS/Protein-Komplexe mit einem stoichiometrisch
geringen Proteinanteil Vorraussetzung'*’. Diese Kaskade wird nach den hier dargelegten
Arbeiten durch hohe LBP-Konzentrationen unterbunden, da der Transfer von LPS an CD14
blockiert wird. Es ist zu vermuten, dass hohe CD14 Konzentrationen aus dem gleichen Grund
anti-inflammatorisch wirken’".

Neben den hier beschriebenen Unterschieden in den Detoxifizierungsmechanismen
beziiglich LPS-Chemotypen mit unterschiedlich langen Zuckerketten sind auch Unterschiede
in der Wirt/Pathogen-Interaktion in Bezug auf die Kettenlinge des LPS in der Literatur
beschrieben worden. Gram-negative Bakterien, welche lange LPS-Chemotypen exprimieren,
scheinen besser vor dem Angriff des Komplementsystems geschiitzt zu sein als Bakterien mit
kurzkettigen LPS™'. Auch die antibakterielle Aktivitit von neutrophilen Granulozyten wird

durch langkettiges LPS vermindert'*

. Bei der Besiedlung des Darms durch verschiedene
Salmonella Isolate konnte gezeigt werden, dass diejenigen Isolate, die ein langkettiges LPS
exprimieren, einen Selektionsvorteil gegeniiber Isolaten, die kurzkettiges LPS exprimieren,
aufweisen' .

Ergebnisse weiterer eigener Arbeiten waren die Befunde, dass LBP auch in die
Signalvermittlung durch andere PAMPs involviert ist. Physiologische Konzentrationen von
LBP katalysieren sowohl die Bindung von Tri- und Diacetylierten Lipopeptiden als auch die
von Lipoteichonséduren, isoliert aus Streptococcus pneumoniae und Staphylococcus aureus, an
CD14. Im Falle der Lipoteichonsdure konnte gezeigt werden, dass ebenso wie bei LPS hohe
LBP-Konzentrationen die Bindung von LTA an CD14 inhibieren und anti-inflammatorische
Effekte haben® **. Die hier dargestellten Ergebnisse zeigen, dass eine Steigerung der LBP-
Konzentrationen bis hin zu den Akut-Phase-Konzentrationen die Balance zwischen pro- und
anti-inflammatorischen Eigenschaften des LBP zu Gunsten der anti-inflammatorischen

Effekte verschiebt. In Abb.6 sind die Mechanismen der pro- und anti-inflammatorischen

Effekte von unterschiedlichen LBP-Konzentrationen zusammenfassend dargestellt.
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Abb. 6: Mechanismen zu den Pro- und anti-inflammatorischen Effekten von verschiedenen
LBP-Konzentrationen. Katalyse der Zellaktivierung bei niedrigen LBP-Konzenrationen (1).
Inhibition der Zellaktivierung durch stillen LPS-uptake unter hohen LBP-Konzentrationen,
CD14 unabhingig und CD14 abhéngig (2,3). Inhibition der Zellaktivierung unter hohen LBP-
Konzentrationen durch priferentiellen Transport von LPS an Serumproteine. LPS:
Lipopolysaccharid, R-LPS: rough (kurzkettiges) LPS, S-LPS: smooth (langkettiges) LPS,
TLR4: Toll-like receptor-4, O-Kette: Zuckerkette.

Eine konzentrationsabhidngige Beinflussung der LPS-induzierten Immunantwort

konnte in weiteren eigenen Arbeiten auch fiir einen weiteren 16slichen PRR, das Surfactant
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Protein A (SP-A), nachgewiesen werden. Das pulmonale Surfactant-Protein A (SP-A) ist das
prominenteste Surfactant-Protein der Lunge und hat immunmodulatorische Eigenschaften'*.
Die verdnderte Immunreaktion von SP-A-defizienten Miusen auf verschiedene Pathogene
lasst auf eine anti-inflammatorische Funktion von SP-A in vivo schlieBen'*®. In eigenen
Arbeiten konnte gezeigt werden, dass SP-A die Bindung von LPS an LBP inhibiert und somit
die LPS-Transferkaskade an den Rezeptorkomplex am ersten Schritt unterbricht. Dieser
Effekt kann in vitro durch hohe Serumkonzentrationen blockiert werden und ist abhéngig von
der Vorinkubation von SP-A mit LPS oder von einem groBen Uberschuss an SP-A. Bei
gleichzeitiger Gabe von SP-A und LBP wird die LPS-induzierte Zellaktivierung nicht
inhibiert, was auf die deutlich hohere Affinitdt von LBP zum LPS im Vergleich zum SP-A
zuriickzufiihren ist'’. Unter physiologischen Bedingungen betriigt die Konzentration von SP-
A in der Alveolarfliissigkeit 200 bis 500 pg/ml, diese Konzentrationen sinken dann jedoch
drastisch unter pathologischen Bedingungen'’®. Die Konzentration von LBP verhilt sich
exakt entgegengesetzt: Unter physiologischen Bedingungen liegt die LBP-Konzentration der
Alveolarfliissigkeit zwischen 10 und 100 ng/ml und steigt unter pathologischen Bedingungen
auf das 100-fache an'”’. Es ist somit zu vermuten, dass SP-A unter physiologischen
Bedingungen einen anti-inflammatorischen Effekt hat, der unter pathophysiologischen
Bedingungen durch das veridnderte SP-A/LBP Verhiltnis aufgehoben wird. Ein weiterer anti-
inflammatorischer Mechanismus, der auf Ebene der Interaktion von LPS mit der Zielzelle
wirkt, ist, in Analogie zu hohen LBP-Konzentrationen, die durch SP-A verstirkte CD14-

unabhingige stille Aufnahme von LPS"’.

3.3 TLR-SNPs und inflammatorische Erkrankungen

Durch die zentrale Rolle der TLRs bei der Initiierung einer angeborenen sowie einer

10, 20

adaptiven Immunantwort gegen eine Vielzahl von Pathogenen sind im Zeitalter der

nn

"functional genomics" "single nucleotide polymorphisms" (SNPs) der TLRs in Bezug auf
Krankheits-Suszeptibilitit von groBem Interesse'*’. SNPs in den TLR-Genen kénnten zu einer
verminderten oder dysregulierten Immunantwort, und somit erhohter Suszeptibilitit fiir
inflammatorische Krankheiten fiihren. Die initiale Arbeit zu den hdufigen TLR-4 SNPs zeigte
eine signifikant reduzierte Immunreaktion auf inhaliertes LPS bei Probanden, die Tréger des
Asp299Gly- oder Thr3991Ile-SNP im TLR-4 Gen waren®”. Einige kleine Studien konnten eine
positive Korrelation dieser SNPs und Infektionen durch Gram-negative Bakterien zeigen®® *”

1 Andererseits konnten groBe Studien keinen Einfluss dieser SNPs auf die Suszeptibilitit
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von Meningokokkeninfektionen zeigen'** '**. In einer eigenen Arbeit konnte, aufgrund der
niedrigen Fallzahlen lediglich im Trend, nicht aber signifikant, eine positive Korrelation der
TLR-4 SNPs mit postoperativen septischen Komplikationen gefunden werden'*. Hierauf
folgten eine Reihe von Arbeiten mit widerspriichlichen Ergebnissen, die den Einfluss dieser
SNPs auf klassische Infektionskrankheiten und auf chronisch entziindliche Herzerkrankungen
untersuchten. Beziiglich der chronisch-entziindlichen Herzerkrankungen sind die Daten
ebenfalls widerspriichlich. Mehrere Studien konnten einen schiitzenden Effekt der TLR-4-
SNPs in Bezug auf Atherosklerose und dem akuten Myokardinfarkt zeigen®> ' %,
wohingegen eine andere groe Arbeit keine signifikante Korrelation fand'*’. Beziiglich des
TLR-2 ist ein SNP Arg753GlIn beschrieben worden, der mit einer erhohten Suszeptibilitit
gegeniiber Staphylococcus aureus-Infektionen in Verbindung gebracht wurde®. Desweiteren
wurden zwei Promotor Polymorphismen des TLR-9 Gens beschrieben, welche mit einem
erhShten Risiko fiir Asthma assoziiert sind””.

Das Problem der meisten Studien war jedoch die geringe Probandenzahl. Um grof3ere
Patientenkollektive zu untersuchen wurden in eigenen Arbeiten geeignete Analysemethoden
fiir den mittleren Durchsatz etabliert und diese dann fiir eigene Fall/Kontroll-Studien

148, 149
genutzt .

Beziiglich der Entstehung von koronaren Herzerkrankungen sind verschiedene
Umwelteinfliisse wie z. B. Rauchen, mangelnde korperliche Fitness und fettreiche Erndhrung
beschrieben worden'”', allerdings gibt es auch Hinweise fiir genetische Risikofaktoren'®.
Neben Storungen des Fettstoffwechsels, die als Ursacher von koronaren Herzerkrankungen
seit langem akzeptiert sind'®, werden auch chronisch-entziindliche Prozesse als wesentliche

Ursache diskutiert'™

. Hierbei scheinen besonders chronische Infektionen mit C. pneumoniae
und dem Cytomegalovirus (CMV) eine Rolle zu spiclen'®. Als Mediatoren der
Zellaktivierung durch C. pneumoniae und CMV waren die TLRs 2 und 4'°°'® bzw. 9

109, 110
bekannt

. Um einen Zusammenhang von TLR-Polymorphismen und Atherosklerose zu
untersuchen, wurden zwei Populationen von Patienten mit symptomatischen koronaren
Herzerkrankungen (KHK), welche eine perkutane transluminale koronare Angioplastie
(PTCA) erhielten, beziiglich der drei beschrieben SNPs in den TLR-2 und TLR-4 Genen
genotypisiert. Der zuvor publizierte Befund, dass die TLR-4 Polymorphismen seltener bei
KHK-Patienten vorkommen und somit einen Schutz vor Atherosklerose darstellen, konnte als

Trend, nicht aber auf signifikantem Niveau bestitigt werden. Die Hypothese eines

schiitzenden Effekts des TLR-4-Polymorphismus beziiglich der Atherosklerose konnte
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kiirzlich mit Hilfe eines Mausmodells unterstiitzt werden. Knock-out Tiere sowohl fiir TLR-4
als auch fiir MyD88, einen essentiellen Mediator der TLR-4 vermittelten Zellaktivierung,
zeigten eine signifikant verlangsamte Entwicklung von Atherosklerose™” "' Die
Allelfrequenz des TLR-2 SNPs zeigte keinen Unterschied zwischen den Kontrollen und den
Patienten.

Ein Hauptproblem bei der PTCA ist die koronare Restenose die bei 32-57 % der
Patienten nach ca. 6 Monaten auftritt und auch bei Einfilhrung eines Stents noch eine

Hiufigkeit von 10-40 % aufweist'"

. Es konnte durch unsere Arbeiten gezeigt werden, dass
das Risiko einer Restenose, unabhingig von der Implantation eines Stents, signifikant mit
dem Auftreten des TLR-2 Polymorphismus Arg753Gln korreliert. Diese positive Korrelation
ist bei weiblichen Patienten deutlich stirker ausgeprigt als bei médnnlichen Patienten. Der
TLR-4 Polymorphismus Asp299Gly korreliert nach den hier gezeigten Daten hingegen nicht
mit einem erhOhten Risiko einer Restenose. Hieraus ist zu schlieBen, dass unterschiedliche
genetische Risikofaktoren in den chronischen Prozess der Atherogenese auf der einen und den
akuten Prozess der Restenose auf der anderen Seite involviert sind. Kiirzlich konnte im
Mausmodell gezeigt werden, dass eine TLR-vermittelte Entziindungsreaktion essentiell fiir
die Wundheilung nach einer chemisch induzierten Colitis ist'”>. Eine verminderte oder
dysregulierte Entzlindungsreaktion durch einen defekten TLR-2 konnte somit zu einer
verlangsamten Wundheilung mit nachfolgender Restenose fithren. In einer weiteren eigenen
Arbeit wurde dieses Probandenkollektiv beziiglich der beiden TLR-9 Promotor SNPs
untersucht. Es konnte aber kein Einfluss dieser SNPs auf die Entstehung von Atherosklerose
bzw. auf die Pathogenese nach PTCA gefunden werden'>. In Abb. 7 sind die moglichen
Mechanismen zum Einfluss der TLR-2/4 SNPs auf die koronare Herzerkrankung schematisch

dargestellt.
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Abb.7: Hypothese zum Einfluss von TLR-2/-4 auf die koronare Herzerkrankung. Die zuvor
publizierten Daten welche einen schiitzenden Effekt der TLR-4 SNPs auf die Atherogenese
postulieren konnten im Trend bestétigt werden. Eine vermindertete Pathogen-Erkennung
durch den mutierten TLR-4 scheint diesem Prozess entgegen zu wirken (1). Heilung von
localen GefdB3schdadigungen nach PTCA (2) benétigt einen funktionellen TLR-2 (3A). Eine
verminderte inflammatorische Reaktion fiihrt zu einem vermehrten Auftreten einer Restenose
nach PTCA. TLR: toll-like receptor, Arg: Arginin, Gln: Glutamin, wt: wildtyp. PTCA:

perkutane transluminale Angioplastie.
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Malaria ist mit 300 - 500 Millionen Infizierten pro Jahr eine der wichtigsten
Infektionskrankheiten. Nur 1 - 2 % der Erkrankten entwickeln eine schwere Malaria mit oft
tddlichem Ausgang”. Die unterschiedlichen Verldufe der Erkrankung werden im
wesentlichen durch die Immunreaktion des Wirts beeinfluft. Die Regulation der
Immunantwort gegeniiber P. falciparum Infektionen ist allerdings komplex und bisher kaum
verstanden. Einen klassischen Immunstatus, wie er gegeniiber viralen oder bakteriellen
Infektionen moglich ist, gibt es bei P. falciparum-Infektionen nicht. In Gebieten, in denen

154

Malaria endemisch ist, kann sich eine Semi-Immunitit entwickeln °". In diesem Fall wird

zwischen einer sich gegen parasitire Toxine richtenden - "klinischen" - und einer sich gegen

. . e e . 155
den Parasiten richtenden - "parasitiren" - Immunitit unterschieden

. Das durch lysierte
Parasiten freigesetzte Glycophosphatidylinositol (GPI) scheint dabei ein wichtiger Aktivator
des Immunsystems zu sein, der dazu fiihrt, das es, dhnlich wie in der bakteriellen Sepsis,
durch die resultierende iiberschieBende Freisetzung von TNF-o zur Manifestation einer

schweren Malaria kommt'>®

. Eine balancierte Immunantwort, die in der Lage ist, die
Parasitenlast zu minimieren ohne durch massive Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine
die Manifestation einer schweren Malaria zu fordern, ist Vorraussetzung flir einen semi-
immunen Status. Die Rolle des angeboren Immunsystems ist hierbei noch kaum untersucht'®’.

Genetische Variationen des Wirts haben gro3en Einfluss auf die Manifestation einer

114, 158

schweren Malaria . Eine Vielzahl von schiitzenden Genvarianten, z. B. im Hemoglobin

Lokus, sind beschrieben worden’® °” "7 Rezeptoren des angeborenen Immunsystems,
welche P. falciparum-spezifische Molekiile binden, sind zum Beispiel CD36 und MBL">* 1.
Eine eingeschriankte Immunantwort nach einer P. falciparum Infektion durch Mutationen in
diesen Genen fiihrt zu einem erhohten Risiko fiir schwere Malaria-Verlaufe’™ *7. Als

100 Weiterhin

moglicher TLR-Ligand wurde kiirzlich das P. falciparum-GPl beschrieben
wurde gezeigt, das das Abbauprodukt des Hemoglobin, das Hemozoin, welches nach der Lyse
infizierter Erythrozyten freigesetzt wird, durch TLR-9 erkannt wird''®.

In der hier gezeigten Arbeit ergab sich eine signifikant erhohte Allelfrequenz fiir beide
TLR-4 SNPs in der Gruppe mit schwerer Malaria im Vergleich zur Kontrollgruppe. Somit
sind diese SNPs Risikofaktoren fiir schwere Malaria-Verldufe. Ein signifikanter Einfluss auf
die Suszeptibilitdt konnte nicht nachgewiesen werden. Weiterhin geht aus den Daten hervor,
dass die TLR-4-SNPs protektiv gegeniiber dem tddlichen Ausgang einer schweren Malaria

sind. Aufgrund der geringen Fallzahl erreicht diese Aussage aber kein signifikantes Niveau.

Eine ineffiziente Erkenung des P. falciparum GPI durch den mutierten TLR-4 konnte zu einer
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verminderten Antwort des angeboren Immunsystems am Krankheitsbeginn oder zu einer
verminderten adaptiven Immunantwort im Laufe der Krankheit fiihren und somit schwere
Malaria Verldufe begiinstigen. Die allgemein hohe Allelfrequenz von ca. 10 % des TLR-4
Asp299Gly SNPs in Afrika im Vergleich zu ca. 6 % in Europa steht im gewissen
Widerspruch zu der These, dass dieser SNP ein Risikofaktor fiir eine in Afrika endemische
Erkrankung ist. Durch den anhaltenden Selektionsdruck sollte die Allelfrequenz gerade dieses
SNPs verringert sein. Allerdings wurde dieses Phdnomen auch fiir andere Malaria-
Risikofaktoren, z B. SNPs im CD36-Gen, gefunden%. Eine Erkliarung konnte ein bisher
unbekannter positiver Selektionsdruck sein. Beziiglich des TLR-4 SNP konnte gezeigt
werden, dass trotz des erhohten Risikos fiir schwere Malaria ein gewisser, wenn auch nicht
signifikanter, Schutz in Bezug auf den todlichen Ausgang der schweren Malaria besteht, was
die hohen Allelfrequenzen ebenfalls erkldren konnte.

Der TLR-2 SNP wurde in der gesamten Population nicht gefunden, woraus man aber
nicht ableiten kann, das der TLR-2 Rezeptor nicht in die Immunreaktion gegen Plasmodium
falciparum involviert ist. Fiir die beiden TLR-9 Promotor SNPs konnten keine Assoziationen

gefunden werden.
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4 Zusammenfassung

Die vorgestellten Arbeiten beschéftigen sich mit drei Aspekten der Regulation der

angeborenen Immunantwort auf mikrobielle Zellwandbestandteile.

l. Zusammensetzung des LPS-Rezeptorkomplexes
2. Regulation der Immunantwort durch 16sliche PRRs
3. TLR SNPs als Risikofaktoren fiir inflammatorische Erkrankungen

Die Toll-like Rezeptoren (TLR) sind die zentralen Rezeptoren des angeborenen
Immunsystems. Sie sind jeweils in der Lage eine Vielzahl von "Pathogen associated
molecular pattern" (PAMPs) zu erkennen und rekrutieren im Zuge dieser Erkennung eine
Vielzahl von assoziierten Proteinen zu einem multifunktionellen Rezeptorkomplex. Die
Zusammensetzung dieses Komplexes variiert je nach Ligand, ist aber im Einzelnen bisher
nicht exakt beschrieben worden. Bekannt ist jedoch, dass die spezielle Zusammensetzung des
Rezeptorkomplexes das Muster der induzierten Immunantworten beeinflusst.

Es konnte hier gezeigt werden, dass CDS55 Teil des LPS-induzierten LPS-
Rezeptorkomplexes auf humanen Monozyten ist. Transfektion von CD55 in CHO-Zellen
fiihrt, dhnlich wie die Transfektion des LPS-Rezeptors CD14, zu einer deutlichen Steigerung
der Sensitivitdt gegeniiber LPS. CHO/CDS55-Zellen zeigen nach LPS-Stimulation das gleiche
Aktivitaitsmuster wie CHO/CD14-Zellen. Die Signalwege von NF«xB sowie der MAP-Kinasen
p38, INK und ERK werden in beiden Féllen aktiviert, allerdings in CD55/CHO-Zellen etwas
weniger sensitiv. Somit scheint CD55 neben seiner Funktion im Komplementsystem eine
weitere Funktion in der LPS-induzierten Zellaktivierung zu haben.

Die Bindung der Liganden an den Rezeptorkomplex wird im wesentlich durch 16sliche
PRRs katalysiert. Beziiglich der Bindung von LPS an TLR-4 spielt das LPS-bindungs Protein
(LBP) und in der Lunge auch das Surfactant Protein A (SP-A) eine zentrale Rolle. Seit
Langem beschrieben ist, dass physiologische Konzentrationen (5-10 pg/ml) von LBP in der
Lage sind, LPS-Monomere aus LPS-Aggregaten herauszulosen, die LPS-Bindung an CD14
zu katalysieren, und somit die Transferkaskade von LPS zum TLR-4 zu initiieren. Hohe LBP-
Konzentrationen von bis zu 200 pg/ml werden in der Akut-Phase erreicht und haben
beziiglich einer LPS-induzierten Zellaktivierung einen inhibitorischen Effekt. Mechanistisch
war der inhibitorische Effekt bisher nicht untersucht. In den vorliegenden Arbeiten konnte

gezeigt werden, dass die Inhibition durch hohe LBP-Konzentrationen durch die Hemmung
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des Transfers vom LBP zum CDI14 erfolgt, wodurch die Transferkaskade vom LBP {iber
CD14 und MD-2 zum TLR-4 unterbrochen wird. Weiterhin wurde gezeigt, dass hohe LBP-
Konzentrationen unterschiedliche LPS-Chemotypen auf verschieden Weise transferieren.
Langkettiges LPS (S-From LPS) wird priferentiell an Serumproteine wie z. B. das HDL
iibertragen und somit der Detoxifizierung liber Leber und Galle zugefiihrt. Kurzkettiges LPS
(R-Form LPS) hingegen wird einer "stillen" Aufnahme durch Zellen zugefiihrt und iiber
diesen Weg detoxifiziert. Ob fiir diese "stille" Aufnahme ein weiterer zelluldrer Rezeptor
notig ist oder ob der LBP/LPS-Komplex direkt von der Zelle aufgenommen wird, bleibt zu
klaren. Der in der Literatur beschriebene Einfluss der LPS-Kettenldnge auf die Pathogenese
verschiedener Bakterienespezies konnte also auch fiir die Detoxifizierungsmechanismen
gezeigt werden.

Fiir das pulmonale Surfactant Protein A (SP-A) war eine anti-inflammatorische in
vivo Wirkung gezeigt. Die in eigenen Arbeiten dargelegten Daten zeigen das SP-A die
Bindung von LPS an LBP inhibiert und somit den Transfer von LPS zum TLR-4 blockiert.
Dieser Effekt ist von einem starken Uberschuss von SP-A im Verhiltnis zum LBP abhingig,
welcher unter physiologischen Bedingungen in der Lunge gegeben ist.

Aufgrund ihrer zentralen Rolle in der angeborenen und somit auch in der adaptiven
Immunitdt besteht grofes Interesse daran, Assoziationen von Polymorphismen der TLR-
Rezeptoren mit inflammatorischen Erkrankungen zu untersuchen, da ein Einfluss auf die
Regulation der Immunantwort zu erwarten ist. Fiir die schnelle Genotypisierung der
bekannten TLR-Polymorphismen wurde die entsprechende Methodik etabliert. Beziiglich
einer Assoziation der bekannten TLR-Polymorphismen mit Atherosklerose konnten die bisher
publizierten Daten im Trend bestitigt werden. Die Hiufigkeit des TLR-4 Asp299Gly
Polymorphismus ist im Trend, nicht aber signifikant, niedriger in Atherosklerosepatienten
verglichen mit einer gesunden Kontrollpopulation und scheint daher einen gewissen Schutz
vor Atherosklerose zu bieten. Ein interessanter Befund war, dass die Frequenz des TLR-2
Arg753GIn Polymorphismus in PTCA Patienten die eine Restenose entwickelten deutlich
erhoht ist und somit ein Risikofaktor fiir Restenose ist. Im Vergleich zwischen gesunden
Kontroll-Probanden und PTCA Patienten, mit und ohne Restenose, lie3 sich kein Unterschied
feststellen. Diese Daten lassen darauf schlielen, dass dem chronischen Prozess der
Atherogenese andere Mechanismen zugrunde liegen als dem der akuten inflammatorischen
Restenose. Beziiglich der Manifestation einer schweren Malaria konnten die beiden TLR-4
SNPs als signifikante Risikofaktoren identifiziert werden. Ein Einfluss auf die Suszeptibilitdt

von P. falciparum Infektionen scheint nicht zu bestehen. Die im Vergleich zu Kaukasiern
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hohe Allelfrequenz dieser SNPs in Afrika kdnnte durch einen schiitzenden Mechanismus vor

einem todlichen Ausgang schwerer Malariaverldufe erkléart werden.
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