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Zusammenfassung

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

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

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

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



Summary

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

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

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

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

the incidence and course of infectious diseases.
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1. Einleitung

1.1. Das Angeborene Immunsystem

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

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

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

Rezeptoren auf der Oberflache von Zellen

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

bewirkt, die die Immunantwort verstarken /_ \

konnen. Um eine effektive Immunantwort

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

Abb. 1:

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

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

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

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




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

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

aktion des Angeborenen Immunsystems mit exogenen Liganden.

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

ve Immunantwort (Pasare and Medzhitov 2003).

1.2. Lipopolysaccharid und Toll-like Rezeptoren

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

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



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

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

Jrepeating
produkt in der Folgezeit units*
Abb. 2:

Core-Region Lipid A

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

negativen Enterobacteriaceae.

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

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



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

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

1.3. TLR2 und seine Liganden

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

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

Spater wurden Studien veroffentlicht, die zeigten dass TLR2 neben Peptidoglykan
auch eine weitere Klasse bakterieller Liganden, die Lipoproteine bzw. Lipopeptide,
erkennen kann (Takeuchi et al. 2000; Nishiguchi et al. 2001; Takeuchi et al. 2001;
Takeuchi et al. 2002). Dabei wurde ein weiteres Charakteristikum von TLR2 aufge-
deckt: Wahrend TLR4 Homodimere ausbildet, kann TLR2 Heterodimere entweder mit
TLR1 oder TLR6 bilden (Ozinsky et al. 2000; Takeuchi et al. 2001; Takeuchi et al.
2002). Lipoproteine, die drei Fettsdauren enthalten und in Spirochéaten, insbesondere
Borrelia burgdorferi, als Komponenten der auf3eren Membran vorkommen, interagie-
ren mit TLR2/TLR1-Heterodimeren (Sellati et al. 1998; Takeuchi et al. 2002). Im Ge-
gensatz dazu bendétigen Lipopeptide, die zwei Fettsduren enthalten und u.a. in Myo-
plasma spp. zu finden sind, wie auch LTA die Anwesenheit von TLR2/TLR6 Hetero-
dimeren (Garcia et al. 1998; Takeuchi et al. 2001). Diese Daten wurden unter der
Verwendung von TLR1- bzw. TLR6-knock-out Mausen erhoben. Im Gegensatz dazu
wurde durch Expression von TLR2 und TLR6 in humanen HEK-293 Zellen eine Stei-
gerung der Aktivierbarkeit durch Lipoproteine gefunden (Bulut et al. 2001). Zuséatzlich
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wurde postuliert, dass der TLR2-Rezeptorkomplex, &hnlich wie TLR4, MD-2 zur In-

teraktion mit seinen Liganden bendtigt (Dziarski et al. 2001).

Im Gegensatz zu TLR4, der von der Mehrzahl der Untersucher als spezifisch fur LPS

Lipoproteine
Lipopeptide

v —
— v _NFxB
IRF-3 [

(]
IFN-o/p TNF-a
IL-6

Abb. 3:

Signaltransduktion durch TLR4 und TLR2. TLR4
formt ein Homodimer, MD-2 und CD14 sind
ebenfalls Teil des Rezeporkomplexes. Nach
Interaktion mit LPS kommt es zur Aktivierung des
MyD88-abhéngigen und TRIF-abhéangigen
Signaltransduktionswegs. Im Gegensatz dazu formt
TLR2 Heterodimere mit TLR1 oder TLR6 um mit
seinen Liganden zZu interagieren. Die
Signaltransduktions-Kaskade nach Aktivierung von
TLR2 umfasst ausschliesslich den MyD88-
abhéngigen Weg.

angesehen wird, existieren fur TLR2 eine
Reihe strukturell sehr unterschiedlicher
Befunde

Liganden, und die

verschiedener Untersucher wider-
sprachen einander zunachst. Die ersten
Publikationen bezlglich TLR2 Liganden
erhaltliche LTA-

Praparationen, die einen hohen Anteil an

hatten kommerziell

struktureller Degeneration und
Heterogenitat aufweisen (Morath et al.
2002),

Durchbruch in

verwendet. Ein  wichtiger
Bezug auf die
Identifikation von LTA als Ausloser
entziindlicher Reaktionen gelang durch
die Entwicklung eines schonenden
Aufreinigungsverfahrens von LTA unter
der Verwendung von Butanol bei
Raumtemperatur (im Gegensatz zu der
zu diesem Zeitpunkt etablierten Methode
mit Phenol bei 68 °C (Morath et al.
2001). Diese Praparation war biologisch
aktiv, und die Aktivitdt konnte auf den
Grad der Substitution der LTA mit Alanyl-

Resten zurtckgefuhrt werden.

1.4. TLR-abhangige Signaltransduktions-Kaskaden

Etwa zeitgleich mit der Identifizierung der Liganden von TLR4 und TLR2 erfolgte die

Aufklarung der TLR-abhangigen Signaltransduktions-Kaskade. Eine wichtige Bedeu-

tung hat hier das Adaptermolekil MyD88 (myeloid differentiation primary response
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gene 88). Durch Untersuchungen an MyD88 knock-out Mausen konnte gezeigt wer-
den, dass dieses Molekul eine wichtige Rolle sowohl in der IL-1 Signaltransduktions-
Kaskade (Adachi et al. 1998) als auch in der zellularen Aktivierung durch TLRs spielt
(Kawai et al. 1999). MyD88 interagiert dabei mit der intrazellularen TIR-Doméane
(O'Neill 2002). Darauf folgt eine Interaktion der TIR-Doméane von MyD88 mit der IL-1
receptor associated kinase (IRAK)-1 (Adachi et al. 1998), was schliel3lich Uber die
Aktivierung von TNF-receptor assiciated factor (TRAF)-6 in der Bildung von nuclear
factor (NF)-«xB Dimeren einmiindet, die die Transkription von pro-inflammatorischen
Zytokinen einleiten (Beutler 2004). Es gab jedoch auch Hinweise, dass héhere Do-
sen von LPS auch in MyD88-defizienten Mause Immunreaktionen hervorrufen konn-
ten (Kaisho et al. 2002), weshalb ein MyD88-unabhangiger Signaltransduktionsweg
postuliert wurde. Dieses Phdnomen konnte durch die Identifizierung eines weiteren
Adaptermolekuils, dem TIR-domain adaptor inducing interferon 3 (TRIF) geklart wer-
den (Hoebe et al. 2003; Yamamoto et al. 2003). Dabei fuhrt die Aktivierung von TRIF

nach Interaktion von TLR4 mit LPS zu der Induktion von Interferon o und B.

1.5. Auswirkungen einer TLR-Defizienz in Mausmodellen von Infektionskrank-
heiten
Schon durch Beobachtungen an der C3H/HeJ Maus, lange Zeit bevor TLRs identifi-
ziert werden konnten, wurde deutlich, dass die Unfahigkeit auf LPS mit der Freiset-
zung von Zytokinen zu reagieren mit einer erhéhten Anfalligkeit gegeniber Infektio-
nen verbunden ist. Neben der spontanen Entwicklung von Infektionen des Mittelohrs
(Mitchell et al. 1997) verstarben diese Tiere an Infektionen mit Gram-negativen Erre-
gern, die von entsprechenden Wildtyp-M&ausen uberlebt wurden, darunter Salmonella
typhimurium, Escherichia coli und Neisseria meningitidis (O'Brien et al. 1980; Hag-
berg et al. 1984; Woods et al. 1988). Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei Untersu-
chungen an LBP-defizienten Mausen gefunden, bei denen der Transfer von LPS an
CD14 gestort ist (Jack et al. 1997). Diese Daten verdeutlichten, dass die Erkennung
von LPS, trotz der damit verbundenen, flr den Wirt zum Teil katastrophalen Auswir-
kungen im Kontext eines septischen Geschehens (Beutler and Rietschel 2003), von
grol3er Wichtigkeit fur die effektive Abwehr von Infektionserregern ist. Dementspre-
chend wurde auch in Mausen, in denen MyD88 oder TLR2 ausgeschaltet war, eine

erhohte Letalitat nach Infektion mit Gram-positiven Erregern wie Staphylococcus au-
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reus gefunden (Takeuchi et al. 2000). Es folgten eine Reihe von weiteren Untersu-
chungen zur Rolle von TLRs und MyD88 in bakteriellen Infektionen mit ahnlichem
Ergebnis, also schwereren Symptomen und erhéhter Letalitat in der Abwesenheit von
TLRs und/oder MyD88 (Fremond et al. 2004; Koedel et al. 2004; Archer and Roy
2006).

1.6. Genetische Polymorphismen von TLRs und ihr Einfluss auf Entstehung
und Verlauf von Krankheiten
Eine der wohl bekanntesten Konstellationen, in der eine genetische Variante den
Verlauf einer Infektionskrankheit (in diesem Falle positiv im Sinne eines milderen
Verlaufs) beeinflusst, ist die Sichelzellandmie und die Malaria. In diesem Falle sind
Personen, die heterozygot fur das Hamoglobin S sind, vor der Infektion mit Plasmo-
dium falciparum geschutzt (Allison 1954). Dass diese Assoziation einer genetischen
Konstellation mit der Anfélligkeit gegentber einer Infektionskrankheit kein Einzelfall
ist, konnte durch eine Studie an ca. 1000 Adoptivkindern in Danemark eindrucksvoll
unter Beweis gestellt werden (Sorensen et al. 1988). Hier zeigte sich, dass Kinder ein

gegenuber der Normalbevolkerung um )
Relatives
den Faktor 5,81 erhohtes Risiko | Risko
. . . 77
besalRen an einer Infektionskrankheit 5.81
6,
Zu versterben, wenn eines ihrer beiden 5 | 4.52
Elternteile an einer Infektion verstorben 41
war (Sorensen et al. 1988). Diese 81 .7 198
. . . . 2 119
Beziehung war - in dieser Studie -
1<
ausgepragter als die von kardio- 0
. natirliche Kardiovaskulare
vaskularen  Erkrankungen  (Faktor o 1O0ESUISACNE oigng  ENKTANKUNG jneygions.
X Abb. 4: Erkrankung krankheit
4,52). Dass auch Defekte innerhalb o
. Relatives Risiko von Adoptierten, an der selben
von Genen, die an der TLR-ver- | Erkrankung zu versterben wie ihre leiblichen Eltern.
. . . . Nach Sorensen et al., N. Engl. J. Med., 1988
mittelten Signaltransduktion beteiligt

sind, massive Auswirkungen auf die Widerstandsfahigkeit des Wirts gegenuber bak-
teriellen Erregern haben, zeigen Falle von Patienten, die Mutationen des IRAK1-
Gens besitzen. Hier kommt es im Kindesalter zu schweren rezidivierenden bakteriel-

len Infekten insbesondere des Respirations- und Urogenitaltrakts (Picard et al. 2003).

14



Genetische Polymorphismen, d.h. genetische Varianten, die mit einer Haufigkeit von
mehr als 1 % innerhalb einer Population vorkommen, wurden im Bezug auf TLRs
erstmals im Jahr 2000 beschrieben. Arbour et al. suchten nach genetischen Determi-
nanten, die die unterschiedlich stark ausgepréagten asthmatischen Reaktionen von
Probanden nach Inhalation von LPS verursachten (Arbour et al. 2000). Unter Pro-
banden, die auf die Inhalation von LPS nicht reagierten, fand sich mit signifikant er-
hohter Frequenz die Kombination der Polymorphismen Asp299Gly und Thr399lle, die
zwei ausgetauschte Aminoséauren innerhalb der LRRs zur Folge haben (Arbour et al.
2000). Die verminderte Zytokinfreisetzung konnte durch in vitro Experimente mit iso-
lierten Alveolar-Epithelzellen und transfizierten Makrophagen-Zelllinien bestétigt wer-
den (Arbour et al. 2000). Es folgten eine Reihe von Studien, die mogliche Assoziatio-
nen dieser Polymorphismen mit der Inzidenz und/oder dem Verlauf von Infektions-
krankheiten aufzudecken suchten. So wurde eine positive Korrelation von Asp299Gly
und Thr399Ile mit der Inzidenz von nosokomialen Infektionen mit Gram-negativen
Erregern (Agnese et al. 2002), der Inzidenz des septischen Schocks (Lorenz et al.

2001) oder respiratorischen Infektionen mit Respiratory Synctial Virus (RSV) be-

schrieben (Tal et al. 2004). In

hTLR4 Asp  Thr der Folge wurden auch
29%('3Iy 39‘9'IIe
| LRR MR | Polymorphismen von anderen
1 2517 | TLRs beschrieben, zum Teil
Arg . .
hTLR2 753GlIn ebenfalls mit positiven Kor-
| LRR M relationen in Bezug auf Infek-
1 2352 . .
Abb. 5: tionskrankheiten, darunter

Genetische Polymorphismen des humanen TLR4 und TLR2. TLR2 (Lorenz et al. 2000) und
Beachten Sie dass die Varianten Asp299Gly und Thr399lle
innerhalb der Liganden-Bindungsdoméane des TLR4, die Variante TLR5 (Hawn et al. 2003,
Arg753GIn innerhalb der Signaltransduktionsdoméane des TLR2 "
liegen. Nach Arbour et al., Nat. Gen., 2000 und Lorenz et al., Schroder and Schumann

Infect. Immun., 2001 2005; Misch and Hawn 2008).
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2. Ergebnisse

Die in diesem Abschnitt vorgestellten Arbeiten beschaftigen sich mit Aspekten der
angeborenen Immunitat, wobei die Interaktion von Komponenten bakterieller Her-
kunft mit TLRs im Mittelpunkt steht.

Ein Teil der hier vorgestellten Arbeiten (2.1.) beschéftigt sich deshalb mit den biologi-
schen und chemischen Charakteristika von TLR-Liganden. Im Mittelpunkt der Arbei-
ten stehen hier Liganden, die an unserem Labor isoliert, aufgereinigt und charakteri-
siert (Treponemen-Glykolipide, 2.1.1.), durch Verwendung neuer Aufreinigungsver-
fahren isoliert und durch Kooperationspartner zu Verfigung gestellt (S. aureus LTA,
2.1.2.) oder kommerziell erworben wurden (bakterielle Lipopeptide, 2.1.3.). Ziel die-
ser Arbeiten war es, durch Verwendung hochreiner Praparationen bekannter und
unbekannter Liganden eindeutige Aussagen beziiglich der Mechanismen der ausge-

|6sten Signaltransduktion treffen zu kdnnen.

Im darauf folgenden Abschnitt (2.2.) werden Arbeiten vorgestellt, die sich mit der Rol-
le der TLR-vermittelten Signaltransduktion in vivo anhand von Mausmodellen be-
schaftigen. Im Mittelpunkt steht hier ein Meningitis-Modell, das auf der intrathekalen
Injektion von TLR-Liganden beruht (2.2.1.) sowie ein Modell der durch Chlamydia

pneumoniae verursachten Pneumonie (2.2.2.).

Schlief3lich wird der Einfluss von TLR-vermittelter Signaltransduktion auf den Verlauf
von Infektionskrankheiten anhand von Untersuchungen zur Auswirkung von TLR-
Polymorphismen untersucht (2.3.). Hier werden Untersuchungen zu Haufigkeit und
Effekt des Arg753GIn-Polymorphismus aufgefihrt (2.3.1.). Es folgen Untersuchungen
zum Einfluss dieser Variante sowie des Polymorphismus Asp299Gly und Thr399lle
des TLR4 auf die Inzidenz von Parodontalerkrankungen (2.3.2.) sowie eine Studie
bezlglich des Effekts von Arg753GIn auf Erkennung von B. burgdorferi sowie Inzi-

denz und Verlauf der Borreliose (2.3.3.).
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2.1. Biologische und chemische Charakteristika von TLR-Liganden

2.1.1. Struktur-Funktions Analyse von Glykolipiden aus Spirochaeten

N.W.J. Schréder, B. Opitz, N. Lamping, K.S. Michelsen, U. Zahringer, U.B. Gébel, und R.R.
Schumann. Involvement of Lipopolysaccharide Binding Protein, CD14, and Toll-like Receptors
in the Initiation of Innate Immune Responses by Treponema Glycolipids. J. Immunol., 165:
2683-2693. 2000.

Treponemen werden zu den Spirochaeten gezahlt, einer Familie von schraubenfor-
migen Bakterien die sich durch einen einzigartigen Wandaufbau von anderen Bakte-
rien unterscheidet. Bekanntester Vertreter der Gattung Treponema ist T. pallidum,
der Erreger der Syphilis. Orale Treponemen werden mit der Pathogenese der Paro-
dontitis in Verbindung gebracht. In dieser Arbeit wurde untersucht ob zwei zuvor am
Institut fir Mikrobiologie der Charité isolierte Treponemenarten, T. maltophilum und
T. brennaborense, biologisch aktive Glykolipide in ihrer &uReren Membran ausbilden
und ob es sich dabei, wie in der Literatur vielfach behauptet, um LPS handelt.
Zellkultur-Uberstande aus Kulturen beider Treponemen induzierten die Freisetzung
von TNF-a in humanen Monozyten sowie in der murinen Makrophagen-Zelllinie
RAW264.7. Mittels Butanol-Extraktion der Uberstande konnten Substanzen aufgerei-
nigt werden, die ebenfalls biologisch aktiv waren und ein an Glykolipide erinnerndes
Verhalten in der Gelelektrophorese zeigten. Durch Phenol/Wasser Extraktion von
ganzen Bakterien-Zellen beider Treponemenstdmme wurden diese putativen Glykoli-
pide in Mengen isoliert, die eine chemische Charakterisierung mittels Gas-liquid
Chromatographie  und  kombinierter  Gas-liquid  Chromatographie/Massen-
Spektroskopie (in enger Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. U. Z&hrin-
ger, Forschungszentrum Borstel) erméglichte. Dabei stellte sich heraus, dass beide
Extrakte, insbesondere durch das Vorhandensein eines Diacyl-Glyzerin-Lipidankers,
Lipoteichonsauren (LTA) Gram-positiver Bakterien stark ahnelten. Beide Glykolipide
fuhrten zu einer Zytokinfreisetzung in humanen und murinen Makrophagen in Ab-
hangigkeit von LBP, CD14 und TLR2.

Diese Daten belegen die Existenz von Glykolipiden in Treponemen, die eng ver-
wandt mit LTA Gram-positiver Bakterien sind. Diese Glykolipide sind Liganden des
TLR2 und interagieren daruber hinaus, erstmals fur eine Substanz jenseits von LPS
beschrieben, mit LBP.
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2.1.2. Biologische Charakteristika von LTA Gram-positiver Bakterien

N.W.J. Schrdder, S. Morath, C. Alexander, L. Hamann, U. Zahringer, T. Hartung, U. B. G6-
bel, J. R. Weber, und R. R. Schumann. Lipoteichoic acid (LTA) of S. pneumoniae and S.
aureus activates immune cells via toll-like receptor (TLR)-2, LPS binding protein (LBP) and
CD14 while TLR-4 and MD-2 are not involved. J. Biol. Chem., 278: 15587-15594. 2003

In dieser Studie wurde die Interaktion von LTA-Préaparationen aus Staphylococcus
aureus und Streptococcus pneumoniae mit humanen Monozyten untersucht. Zuvor
waren Daten Uber die Aktivierung von murinen Makrophagen und humanen HEK293
Zellen veroffentlicht worden, die auf der Verwendung von kommerziellen LTA-
Praparationen beruhten und eine Interaktion von LTA mit TLR2 und TLR4 gezeigt
hatten. Zusatzlich war MD-2 als Teil des TLR2-Rezeptorkomplexes postuliert wor-
den.

Wir verwendeten durch Butanol-Extraktion und nachfolgende HPLC-Aufreinigung
isolierte hochreine LTA-Praparationen von S. aureus, sowie eine ebenfalls HPLC-
aufgereinigte Praparation von Pneumokokken-LTA, die beide von der Arbeitsgruppe
von Prof. T. Hartung, Universitat Konstanz, zur Verfligung gestellt wurden.

Beide LTA Préparationen bewirkten eine dosisabhangige Zytokinfreisetzung in hu-
manen Monozyten, die durch Zugabe von Muramyldipeptid, einem Peptidogly-
kanfragment, gesteigert und durch blockierende anti-CD14-Antikdrper gehemmt wer-
den konnte.

Vergleichbar mit den oben beschriebenen Treponemen-Glykolipiden wurde die Zyto-
kinfreisetzung in humanen Monozyten durch LBP verstarkt. Mittels Gelshift-
Elektrophorese konnten wir die Bindung beider LTA-Praparationen durch LBP und
den Transfer an CD14 belegen. Durch Transfektionsexperimente in HEK293-Zellen
und CHO-Zellen konnten wir belegen, dass die zellulare Aktivierung durch LTA ab-
hangig von TLR2 ist, wahrend ein Einfluss von TLR4 und MD-2 widerlegt werden
konnte.

Diese Arbeit definierte mit LBP und CD14 zwei wichtige Interaktionspartner von
TLR2. Daruber hinaus konnte eindeutig belegt werden dass TLR2 der zellulare Re-

zeptor fur LTA ist und weder TLR4 noch MD-2 dabei involviert sind.
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2.1.3. Biologische Charakteristika von diacylierten und triacylierten Lipopepti-

den

N.W.J. Schrdder, H. Heine, C. Alexander, M. Manukyan, J. Eckert, L. Hamann, U.B Gdbel,
und R.R. Schumann. Lipopolysaccharide binding protein binds to triacylated and diacylated
lipopeptides and mediates innate immune responses. J. Immunol. 173: 2683-2691. 2004

In dieser Studie wurden die biologischen Charakteristika von Lipopeptiden, insbe-
sondere ihre Interaktion mit CD14 und LBP untersucht. Lipopeptide mit einem triacy-
lierten Lipidanker, d.h. einem Lipidanker, der drei Fettsauren enthalt, sind syntheti-
sche Komponenten, die in u. a. in Spirochaten vorkommenden Lipoproteinen nach-
empfunden sind. Sie sind starke Immunstimulantien, die eine zellulare Aktivierung
durch Interaktion mit CD14 und TLR2 bewirken. Bezlglich der Interaktion mit
TLR2/TLR1- oder TLR2/TLR6-Heterodimeren gab es jedoch widersprichliche Be-
funde. Lipopeptide mit zwei Fettsduren (also diacylierte Lipopeptide) wurden in My-
coplasma spp. beschrieben und sind ebenfalls biologisch aktiv, wobei die Aktivierung
uber TLR2/TLR6-Heterodimere vermittelt wird.

Wir untersuchten die biologischen Charakteristika eines triacylierten Lipopeptids
(LP3) und eines diacylierten Lipopeptids (LP2) unter Verwendung von humanen Mo-
nozyten, HEK-293 Zellen und CHO-Zellen. Wir konnten zeigen, dass auch in huma-
nen Zellen die Spezifitat fur die Erkennung von Lipopeptiden durch Bildung von
TLR2/TLR1- bzw. TLR2/TLR6-Heterodimeren gewéahrleistet wird. Auf3erdem fanden
wir, dass die Freisetzung von TNF aus Monozyten im Falle beider Lipopeptide ab-
hangig von CD14 und LBP ist. Die Bindung von Lipopeptiden an CD14 konnte im
Gelshift-Assay, die von Lipopeptiden and LBP in Mikroplatten-Bindungsassays nach-
gewiesen werden. Schlie3lich konnten wir den Transfer von Fluoreszenz-markierten
Lipopeptiden durch LBP auf CD14 unter Verwendung von CHO-Zellen durch FACS-
Analyse belegen.

Diese Daten zeigen, dass humane Immunzellen, vergleichbar mit Zellen aus der
Maus, triacylierte und diacylierte Lipopeptide tUber die Bildung von TLR2/TLR1 bzw.
TLR2/TLR6-Heterodimeren erkennen kdnnen. In beiden Fallen ist CD14 ein Teil des
Rezeptorkomplexes. Wie schon fur LTA gezeigt, erfolgt auch der Transfer von Lipo-
peptiden an CD14 durch LBP.
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2.2. Untersuchungen zur Auswirkung der TLR-vermittelten zellularen Aktivie-

rung in in vivo Modellen

2.2.1. Hinweise auf eine Interaktion von TLR2-Liganden mit dem LPS-

Bindenden Protein (LBP) in einem Mausmodell der Meningitis

J.R. Weber, D. Freyer, C. Alexander, N.W.J. Schréder, A. Reiss, C. Kister, D. Pfeil, E.l. Tu-
omanen und R.R. Schumann. Recognition of pneumococcal peptidoglycan: an expanded, piv-
otal role for LPS binding protein. Immunity, 19: 269-279. 2003

Das LPS Bindende Protein (LBP) ist ein Serumprotein, das LPS an CD14 Ubertragt
und dadurch die zellulare Aktivierung einleitet. Wie oben beschrieben, konnten wir
Hinweise darauf gewinnen, dass Liganden des TLR2 mit LBP interagieren. In dieser
Studie wollten wir anhand eines Mausmodells der Pneumokokken-Meningitis, das auf
der intrathekalen Verabreichung einer Praparation von Pneumokokken-Zellwanden
(PCW) beruht, die Rolle von LBP in der Meningitis sowie die Rolle der Interaktion von
LBP mit Gram-positiven Bakterien untersuchen.

Wir konnten beobachten, dass die intrathekale Injektion von PCW eine meningeale
Entzindung in Mausen hervorruft. In LBP-defizienten Mausen war diese Entzln-
dungsreaktion signifikant geringer ausgepragt. Die intrathekale Gabe von rekombi-
nantem LBP bewirkte jedoch einen Anstieg der Entzindungsparameter nach Gabe
von PCW. PCW bewirkten zudem eine Stimulierung von aus Ratten isolierten menin-
gealen Endothelzellen, die durch Gabe von LBP verstarkt wurde. Durch Transfekti-
onsexperimente in HEK293-Zellen konnte PCW als TLR2-Ligand identifiziert werden,
und die Interaktion von PCW mit LBP konnte durch Mikroplatten-Bindungsassays
bestétigt werden.

Diese Daten weisen auf eine wichtige Rolle von LBP in der Pathogenese der Menin-
gitis hin. Sie geben darlUber hinaus Hinweise darauf, dass die Interaktion von TLR2-

Liganden mit LBP eine wichtige Rolle in vivo spielt.
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2.2.2. Auswirkungen des Fehlens von TLR-vermittelter Signaltransduktion in

einem Infektionsmodell in der Maus

Y. Naiki, K. S. Michelsen, N.W.J. Schréder, R. Alsabeh, A. Slepenkin, W. Zhang, S. Chen, B.
Wei, Y. Bulut, M.H. Wong, E.M. Peterson, und M. Arditi. MyD88 is Pivotal for the Early In-
flammatory Response and Subsequent Bacterial Clearance and Survival in a Mouse Model of
Chlamydia pneumoniae pneumonia. J. Biol. Chem. 280: 29242-29249. 2005

In dieser Studie wurden die Effekte einer MyD88-Defizienz in einem Modell der respi-
ratorischen Infektion von Mausen mit Chlamydia pneumoniae untersucht. Chlamy-
dien sind obligat intrazellulare Bakterien die einen einzigartigen Lebenszyklus besit-
zen, der die Ausbildung von zwei verschiedenen Vegetationsformen einschliel3t, den
infektiosen Elementarkérperchen und den intrazellularen Retikularkérperchen. Die
klinisch bedeutsamsten Chlamydien sind C. trachomatis, Erreger des Trachoms und
von Genitalinfektionen, und C. pneumoniae, Erreger von ambulant erworbenen
Pneumonien.

Mause wurden durch intranasale Injektion mit C. pneumoniae infiziert und Entzin-
dungsparameter (zellulare Infiltration und Zytokine) sowie Bakterien-Zahlen nach 5,
14 und 35 Tagen bestimmt. In Wildtyp-Mausen fihrte die Infektion zu maximalen
Entztindungszeichen und Erregerzahlen nach 5 Tagen, die nach 14 Tagen signifikant
abgesenkt waren und nach 35 Tagen wieder Normalwerte erreichten. Alle untersuch-
ten Mause Uberlebten die Infektion. Im Gegensatz dazu zeigten MyD88-defiziente
Mause nach 5 Tagen keine Entziindungszeichen. Sie entwickelten jedoch nach 14
Tagen eine schwere Entziindungsreaktion mit ausgepragten zellularen Infiltraten und
hohen Zytokinwerten, die auch nach 35 Tagen kaum abgeschwécht war. Uber den
gesamten Beobachtungszeitraum waren Chlamydien im Lungengewebe nachweis-
bar, und etwa 45 % der Mause verstarben wahrend der Infektion. Korrespondierend
damit konnten wir eine verminderte Zytokinsekretion in Alveolarmakrophagen aus
MyD88-defizienten Mausen im Vergleich zu Wildtypzellen nach Kontakt mit C. pneu-
moniae nachweisen.

Diese Daten illustrieren die Bedeutung der TLR-vermittelten Signaltransduktion wah-
rend einer bakteriellen Infektion. Die Abwesenheit von MyD88 fuhrt zu einer verzo-
gerten Immunantwort auf eingedrungene Erreger, der Wirt ist nicht in der Lage die
Erreger zu eliminieren und entwickelt eine schwere prolongierte Entzindung mit

schwerem klinischem Verlauf, in diesem Falle mit erhdhter Letalitét.
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2.3. Studien zur Auswirkung von TLR-Polymorphismen auf Inzidenz und Ver-

lauf von Infektionskrankheiten

2.3.1. Inzidenz und Effekt des Arg753GIn Polymorphismus des humanen TLR2

N.W.J. Schrdder, C. Hermann, L. Hamann, U. B. Gébel, T. Hartung, und R. R. Schumann.
High Frequency of Polymorphism Arg753GIn of the Toll-like Receptor-2 (TLR-2) Gene De-
tected by A Novel Allele Specific PCR. J. Mol. Med., 81: 368-372. 2003

Fur TLR2 wurden zwei Polymorphismen beschrieben, die die Aminoséaure-Sequenz
innerhalb der TIR-Domane verdndern. Der Polymorphismus Arg753GIn fand sich
dabei in 3 von 110 untersuchten gesunden Kaukasiern (2,7 %) sowie in 2 von 91 Pa-
tienten, die an einer Sepsis erkrankt waren. Ein weiterer Polymorphismus
(Arg677Trp) wurde in Koreanischen Patienten, die an lepromatéser Lepra erkrankt
waren, beschrieben.

In dieser Studie untersuchten wir die Frequenz beider Polymorphismen, Arg753GIn
und Arg677Trp innerhalb einer Population von 319 gesunden Kaukasiern (162 weib-
lich, 158 mannlich) mittels PCR und Restriktionsfragment-L&ngen-Polymorphismus.
Zusatzlich fuhrten wir Transfektionsexperimente in CHO-Zellen mit Plasmiden, die fur
Wildtyp-TLR2 sowie fur TLR2Arg753GIn und TLR2Arg677Trp kodieren, durch.

Wir konnten zeigen, dass 30 der untersuchten 319 Probanden (9,4 %) heterozygote
Trager des Polymorphismus Arg753GIn waren, wahrend die Variante Arg677Trp
nicht gefunden wurde. Homozygote Trager von Arg753GIn wurden nicht gefunden.
Nach Expression von Wildtyp-TLR2 flhrte die Inkubation von CHO-Zellen mit triacy-
lierten und diacylierten Lipopeptiden zu einer gesteigerten Aktivierung des NF-«B-
Promotors, was nach Transfektion mit TLR2Arg753GIn nicht der Fall war.

Diese Daten zeigen, dass eine Variante von TLR2, die eine verminderte Aktivierbar-
keit durch Liganden von TLR2/TLR1 und TLR2/TLR6-Heterodimeren verursacht, in
beinahe 10 % der Bevolkerung zu finden ist.
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2.3.2. Auswirkungen des Asp299Gly und Thr399lle Polymorphismus des TLR4-

Gens auf die Inzidenz der Parodontitis

N.W.J. Schréder, D. Meister, V. Wolff, C. Christan, D. Kaner, V. Haban, P. Purucker, C.
Hermann, A. Moter, U.B. Goébel, and R.R. Schumann. Chronic Periodontal Disease is
Associated with Single-Nucleotide Polymorphisms of the Human TLR-4 Gene. Genes Immun.
6: 448-451. 2005.

Die Parodontitis ist eine chronische entzundliche Erkrankung des Zahnhalteapparats,
die zum Zahnverlust fihren kann. Man unterscheidet eine chronische Verlaufsform,
die meist bei alteren Patienten auftritt und erst relativ spat zum Zahnverlust fuhrt
(chronische P., CP) von einer aggressiven Form, die akut verlauft und im Alter von
unter 40 Jahren auftritt (aggressive P., AP). Pathogenetisch wird eine durch Bakteri-
en verursachte Entzindung verantwortlich gemacht, als relevant gelten dabei insbe-
sondere Gram-negative anaerobe Bakterien wie Porphyromonas gingivalis, Prevotel-
la intermedia sowie Acinetobacter actinomycetemcomitans. Die Tatsache, dass diese
Bakterien LPS ausbilden und dieses mit TLR4 interagiert, legt die Vermutung nahe,
dass die Entstehung der Parodontitis durch genetische Varianten, die die zellulare
Aktivierung durch TLR4 hemmen, beeinflusst werden konnte.

Um diese Hypothese zu testen, wurden DNA-Proben von 197 Patienten, die an einer
Parodontitis erkrankt waren, auf die Anwesenheit des Asp299Gly/Thr399lle-SNPs
des TLR4 mittels PCR und Restriktionsfragment-Langen-Polymorphismus
untersucht. Von diesen Patienten waren 116 an einer CP, 81 Patienten an einer AP
erkrankt. Parallel wurden nach Alter, Geschlecht und Raucherstatus gematchte
Probanden ohne Nachweis einer Parodontitis untersucht.

Unter den Patienten, die an einer CP erkrankt waren, fand sich eine signifikant er-
hdhte Zahl von Individuen, die heterozygot fur den untersuchten Polymorphismus
waren (Odd's ratio 3,650, 95% Kl 1,573-8,467, p < 0,0001). Dieser Befund konnte mit
Hilfe einer zusatzlichen Kontrollgruppe von Probanden, die alter als 60 Jahre alt
waren und Kkeinerlei Zeichen einer Parodontalerkrankung aufwiesen, bestatigt
werden. Im Gegensatz dazu fanden wir keine Assoziation des untersuchten
Polymorphismus mit dem Vorliegen einer AP.

Diese Daten weisen darauf hin, dass genetische Variationen des TLR4 einen

Risikofaktor fur die Entstehung einer chronischen Parodontitis darstellen.
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2.3.3. Der Arg753GIn Polymorphismus des humanen TLR2 vermindert die
zellulare Aktivierung durch Borrelia burgdorferi und schitzt vor den

Spatstadien der Borreliose

N.W.J. Schroder, I. Diterich, A. Zinke, J. Eckert, C. Draing, V. v. Baehr, D. Hassler, S. Priem,
K. Hahn, K.S. Michelsen, T. Hartung, G.R. Burmester, U.B. Gébel, C. Hermann, and R.R.
Schumann. Heterozygous Arg753GIn Polymorphism of Human TLR-2 Impairs Immune
Activation by Borrelia burgdorferi and Protects from Late Stage Lyme Disease. J. Immunol.
175: 2534-2540. 2005

Die Borreliose ist eine in Stadien verlaufene Infektionskrankheit, die durch Borrelia
burgdorferi verursacht wird. Nach Monaten bis Jahren kann die Erkrankung in ein
Spatstadium Ubergehen, das klinisch durch Lyme Arthritis (LA) oder Acrodermatitis
chronica atrophicans (ACA) charakterisiert sein kann.

B. burgdorferi exprimiert Lipoproteine, die TLR2/TLR1 Heterodimere aktivieren
kénnen. Ubereinstimmend damit konnte im Mausmodell gezeigt werden, dass TLR2-
defiziente Mause in ihrer Fahigkeit, die Vermehrung des Erregers einzudammen,
malfgeblich eingeschrankt sind. Basierend darauf wollten wir in dieser Studie
untersuchen, ob der Polymorphismus Arg753GIn im heterozygoten Zustand die
Aktivierung von Zellen durch Lipoproteine einschrankt und ob, falls dies der Fall ist,
das Vorhandensein dieser Variante mit der Inzidenz der Borreliose korreliert.

Wir untersuchten die Zytokinfreisetzung im Vollblut nach Stimulation mit Borrelien-
Lysaten von Probanden, die als heterozygot fur TLR2Arg753GIn getestet wurden, im
Vergleich zu Kontroll-Probanden ohne diese Variante. Vollblut von Tragern des SNPs
zeigte dabei eine signifikant niedrigere TNF und IFN-y Freisetzung im Vergleich zu
Kontrollen. Wir untersuchten den Effekt dieser Variante zusatzlich in einem
Transfektionssystem und fanden eine Einschrankung der Aktivierbarkeit durch
triacylierte, nicht aber durch diacylierte Lipopeptide wenn diese Zellen mit TLR2-
Wildyp und TLR2-Arg753GIn gleichzeitig aktiviert wurden. Innerhalb einer Population
von 155 Kaukasiern, die an einer Borreliose erkrankt waren, fanden sich unter den
88 Erkrankten mit LA oder ACA nur 2 Trager von Arg753GIn gegenuber 11 in der
Kontrollpopulation (Odd's ratio 0,163, 95% KI 0,04-0,76, p < 0.0179).

Diese Daten weisen darauf hin, dass eine genetische Variante von TLR2 die die
zellulare Aktivierung durch B. burgdorferi beeintrachtigt, vor den Symptomen einer

chronischen Infektion mit B. burgdorferi schitzt.
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3. Diskussion

3.1. Chemische und biologische Charakteristika von bakteriellen TLR-Liganden

Im Rahmen der hier vorgestellten Arbeiten konnten wir sowohl neue TLR2-Liganden
chemisch und biologisch charakterisieren als auch biologische Charakteristika von
bereits bekannten TLR2-Liganden néaher beschreiben. Die Untersuchungen an Tre-
ponemen (2.1.1.) wurden zu einem Zeitpunkt begonnen, als TLRs noch nicht als
Komponenten der Angeborenen Immunitat bekannt waren und hatten in erster Linie
zum Ziel chemische und biologische Charakteristika von Treponemen-Glykolipiden

aufzuklaren.

Im Vorfeld war Uber Jahrzehnte wiederholt hinweg die Existenz von LPS in Trepo-
nemen, darunter T. pallidum, beschrieben worden (Jackson and Zey 1973; Petersen
1986), obgleich eine Analyse des Genoms von T. pallidum keinen Hinweis auf die
Existenz von LPS-Synthese-Genen ergab (Fraser et al. 1998). Unsere Daten konn-
ten eindeutig belegen, dass die Glykolipide aus beiden untersuchten Treponemen-
Stamme nicht mit LPS identisch sind, da sie weder Kdo und Heptose noch (-
hydroxy-Fettsauren enthielten, die in séamtlichen bisher beschrieben LPS-Formen
vorkommen. Im Falle von T. maltophilum konnten wir zeigen, dass das isolierte Gly-
kolipid einen Diacylglyzerin-Lipidanker sowie eine aus 2 Kohlenhydraten bestehende
"core"-Region enthalt und damit eine enge strukturelle Verwandtschaft mit LTA
Gram-positiver Bakterien besteht (Fischer et al. 1980; Schroder et al. 2000, Abb. 3).
Aufgrund der geringen zur Verfigung stehenden Mengen an Glykolipid von T. bren-
naborense war eine genaue Analyse dieser Struktur nicht mdéglich, aufgrund des
oben angesprochenen Fehlens von LPS-typischen Komponenten kann jedoch eben-
falls das Vorliegen eines Diacylglyzerin-Lipidankers postuliert werden. Im Gegensatz
zu LTA aus S. aureus, deren hydrophiler Anteil sogenannte "repeating units" aus Po-
lyglyzerinphosphat enthalt, fanden wir Hinweise auf das Vorliegen von repeating
units, die im Falle von T. brennaborense aus 5, im Falle von T. maltophilum aus 20-
30 Kohlenhydrat-Einheiten bestehen (Schrdder et al. 2000).

Zwischenzeitlich konnte von einer anderen Arbeitsgruppe ein Glykolipid aus T. medi-

um isoliert und das Vorliegen von Kohlenhydrat-haltigen repeating units in dieser
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Struktur bestatigt werden (Hashimoto et al. 2003). Diese Glykolipide sind Innerhalb
der Ordnung der Spirochaetales einzigartig fur die Gattung Treponema. Im Rahmen
nachfolgender Studien an verschieden Spezies der Gattung Borrelia konnten wir so-
wie eine andere Arbeitsgruppe zeigen, dass diese Bakterien keine komplexen ho-
hermolekularen Glykolipide, sondern auf Galaktose basierende niedrigmolekulare
Glykolipide besitzen (Schroder et al 2003; Ben-Menachem et al. 2003). Einige Zeit
davor wurde die Existenz von LPS in Leptospira interrogans beschrieben (Werts et
al. 2001).

Treponemen LTA triacyliertes diacyliertes Pneumokokken Wir konnten wie-
Glykolipide Lipopeptid Lipopeptid  Peptidoglykan terhin belegen
Q dass beide Gly-
Oligo- Oligo- .
® peptid peptid kolipide Immun-
repeating Q zellen Uber TLR2
units® ) ) .. "
®  Triacyl- Diacyl- aktivieren  kon-
Rest Rest
Q@ nen, und dass
@ diese Aktivierung
i = Abb. 6 in  Abhangigkeit
core core s Sch tische Strukt bakteriell
- - chematische rukturen von bakteriellen
- - & Liganden, die mit TLR2, CD14 und LBP von CD14 und
interagieren. Beachten Sie, dass LBP zustan
Diacyl- Diacyl- Pneumokokken-Peptidoglykan im Gegensatz ustande
glyzerin glyzerin zu den anderen Liganden keinen Lipidanker kommt (Schr'c')der
enthalt, also kein amphiphiles Molekl ist.
et al. 2000; Opitz

et al. 2001; Schroder et al. 2001). Eine Bindung von LTA an CD14 und LBP war im
Vorfeld beschrieben worden, der Einfluss au die Zytokininduktion blieb jedoch unklar
(Fan et al. 1999). Durch unsere Untersuchungen konnte somit erstmals nachgewie-
sen werden, dass LBP aulRer LPS auch andere Glykolipide binden, an CD14 transfe-
rieren und dadurch deren inflammatorische Aktivitat steigern kann. In nachfolgenden
Studien konnten wir zeigen, dass dies nicht nur fir Treponemen-Glykolipide, sondern
auch fur LTA aus S. aureus und S. pneumoniae sowie auf Lipoproteine und Lipopep-
tide und auf Peptidoglykan-Fragmente zutrifft (Schréder et al. 2003; Weber et al.
2003; Schroder et al. 2004). Die Interaktion von LTA und Lipoproteinen mit LBP
konnte zwischenzeitlich durch andere Arbeitsgruppen bestatigt werden (Mueller et al.
2006; Gutsmann et al. 2007). Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass die Interaktion

von LTA und Lipoproteinen/Lipopeptiden mit LBP Spezies-spezifisch ist: in nachfol-
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genden Untersuchungen stellte sich heraus, dass murines, im Gegensatz zu huma-
nen LBP, nicht an LTA oder Lipoproteine binden kann (Schréder et al. 2008). Eine
Ausnahme bildet in diesem Zusammenhang Peptidoglykan, dessen Bindung an mu-
rines LBP in vitro gezeigt werden konnte (Weber et al. 2003). Diese Studie konnte
auch belegen, dass die Bindung von TLR2-Liganden an LBP Folgen fiur die inflam-
matorische Reaktion des Wirts hat, da die Injektion von Peptidoglykan-Préaparationen
- in Anwesenheit von LBP - eine Meningitis auslésen konnte. Unter Beriicksichtigung
der Tatsache, dass die Abwesenheit von LBP in der Maus eine erhfhte Letalitat
durch bakterielle Infektionen bewirkt (Jack et al. 1997), lasst sich postulieren, dass
die Interaktion von TLR2-Liganden mit LBP eine wichtige Rolle in der Immunabwehr

spielt.

Unsere Untersuchungen an bakteriellen Komponenten und deren Interaktion mit
TLRs konnten sowohl, in Form von Treponemen-Glykolipiden, neue Liganden fur
TLR2 definieren als auch offene Fragen bezuglich der Interaktion von bekannten
bakteriellen amphiphilen Molekilen mit TLRs klaren. So konnten wir eindeutig nach-
weisen, dass LTA mit TLR2 interagiert und nicht, wie vorher behauptet, mit TLR4
(Takeuchi et al. 1999; Schréder et al. 2003). AulRerdem konnten wir eindeutig wider-
legen, dass MD-2, wie im Vorfeld postuliert (Dziarski et al. 2001), ein Teil des TLR2-
Rezeptorkomplexes ist. Daruber hinaus konnten wir zeigen, dass Lipoproteine mit
humanen TLR2/TLR1 Heterodimeren interagieren und es damit keinen Hinweis auf

Spezies-spezifische Unterschiede gibt.

3.2. Einfluss der TLR-vermittelten Signaltransduktion auf die Immunantwort

Mittlerweile gibt es eine ganze Reihe von Hinweisen, dass die Erkennung von TLR-
Liganden durch das Immunsystem eine wichtige Rolle in der Infektabwehr spielt. So
konnte in Mausmodellen von Infektionskrankheiten mit bakteriellen Erregern wie S.
aureus, S. pneumoniae sowie, wie hier aufgefuhrt, C. pneumoniae gezeigt werden,
dass die Abwesenheit von TLR-induzierter Signaltransduktion eine erhohte Letalitét
und erhéhte Bakterienzahlen bewirkt (Takeuchi et al. 2000; Koedel et al. 2004; Naiki
et al. 2005). Dabei ist hervorzuheben, dass es in Abwesenheit von MyD88 durchaus
zu einer schweren Entziindungsreaktion kommen kann; diese tritt jedoch verspéatet

auf, und der Wirt ist womaoglich deshalb nicht in der Lage, die Infektion erfolgreich zu
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bekdmpfen. Welche Mechanismen diese MyD88-unabhangige Entziindungsreaktion
bewirken ist im Einzelfall noch nicht geklart. Es ist jedoch mdglich, dass die durch
TRIF vermittelte Signaltransduktion nach Aktivierung von TLR4 eine Rolle spielen
konnte.

Ein weiterer Aspekt ist die Frage, inwiefern die MyD88-abhéangige Signaltransduktion
wahrend des akuten Infektionsgeschehens Einflisse auf die adaptive Immunitat hat.
Untersuchungen mit Immunisierung von Mausen in Anwesenheit von LPS kamen zu
dem Ergebnis, dass die Aktivierung von MyD88 zur Ausbildung sowohl von Antigen-
spezifischen T-Zellen als auch von Immunglobulinen notwendig ist (Pasare and
Medzhitov 2004). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass es nach Infektion von
MyD88-defizienten Mausen mit B. burgdorferi oder C. pneumoniae durchaus zur
Synthese von Erreger-spezischen Antikorpern kommt (Bolz et al. 2004; Naiki et al.
2005). Daruber hinaus bildeten MyD88-defiziente Mause eine schitzende Immun-
antwort gegen Mycobacterium tuberculosis aus (Fremond et al. 2004). Zusammenge-
fasst weisen diese Daten darauf hin, dass die Abwesenheit von TLR-vermittelter Si-
gnaltransduktion keinen Einfluss auf die Erreger-spezifische adaptive Immunantwort
hat.

Im Gegensatz dazu gibt es allerdings Hinweise darauf, dass nach Stimulation von
TLRs im Kontext von Autoimmunerkrankungen und allergischen Erkrankungen
durchaus eine Antigen-spezifische Immunantwort ausgelést werden kann. So konnte
gezeigt werden, dass es nach intranasaler Applikation von LPS gemeinsam mit
Ovalbumin in Mausen zu Ausbildung einer allergischen Reaktion nach erneuter
Ovalbumin-Exposition kommt (Eisenbarth et al. 2002). Diese Reaktion ist mit der
Ausbildung von Ovalbumin-spezifischen IgE-Antikbrpern sowie mit der Ausbildung
von Ovalbumin-spezifischen Th2-gerichteten T-Zellen verbunden und kommt in Ab-
hangigkeit von MyD88 zustande (Eisenbarth et al. 2002; Piggott et al. 2005). In ei-
nem Modell der Antigensensibilisierung im Kontext einer Infektion mit Chlamydia
pneumoniae konnten wir zeigen, dass auch ein infektioses Geschehen in Abhangig-
keit von MyD88 die Bildung von Antikdrpern und spezifischen T-Zellen gegen ein
parallel verabreichtes Antigen, in diesem Fall humanes Serum Albumin, hervorrufen
kann (Schroder et al. 2008). Es kommt jedoch nicht in jedem Fall zur Ausbildung ei-
ner Th2-gerichteten Immunitat, ob es zu einer allergischen Reaktion nach Antigen-

Provokation kommt, ist vielmehr von der Dosis des TLR-Liganden bzw. des infektio-
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sen Agens abhéngig, wobei niedrige Dosen die Immunantwort in Richtung einer Th2-
gerichteten Reaktion verstarken (Eisenbarth et al. 2002; Schroder et al. 2008). Dar-
aus folgt, dass die Aktivierung von TLRs die Ausbildung sowohl von Thl- als auch
von Th2-gerichteten Immunantworten gegenuiber parallel verabreichtes Antigen aus-
losen kann. Ubereinstimmend damit konnte kiirzlich anhand eines Mausmodells der
Multiplen Sklerose, dass auf der Applikation von Myelin Oligodendrozyten Glykopro-
tein (MOG)-Peptiden in Anwesenheit von Complete Freud's Adjuvant beruht, die
Ausbildung einer ZNS-Pathologie in Abhé&ngigkeit von MyD88 beobachtet werden
(Prinz et al. 2006).

3.3. Einfluss von TLR-Polymorphismen auf Inzidenz und Verlauf von Krankhei-

ten

Unsere Untersuchungen zum Einfluss der Polymorphismen Asp299Gly und
Thr399lle des humanen TLR4 auf die Inzidenz von Parodontalerkrankungen weisen
auf einen Einfluss dieser Variante auf die Entstehung der Chronischen Parodontitis
(CP) hin (Schroder et al. 2005). Sowohl pulmonale als auch gingivale Epithelzellen
von Probanden, die diese Variante besitzen, weisen eine verminderte Zytokinfreiset-
zung nach Stimulation mit LPS auf (Arbour et al. 2000) (Kinane et al. 2006). Aufgrund
der Tatsache, dass es in Mausen in Abwesenheit von TLR-vermittelter Signaltrans-
duktion zu einer prolongierten Infektion mit hoheren Bakterienzahlen kommt (Naiki et
al. 2005), lasst sich deshalb die Hypothese aufstellen, dass Individuen, die die oben
angesprochene TLR-Variante besitzen, eine verminderte Abwehrreaktion gegen
LPS-ausbildende Parodontalkeime besitzen, was die Besiedelung und eventuelle
Infektion des parodontalen Gewebes erleichtert. Unsere Daten zeigen keine Assozia-
tion der besagten Polymorphismen mit der Aggressiven Verlaufsform der Parodontitis
(AP). Dies kann durch die geringere Zahl an Probanden bedingt sein, es ist jedoch
wahrscheinlich, dass bei dieser akut verlaufenden Erkrankungen andere, bisher nicht
identifizierte Mechanismen eine Rolle spielen und die bakteriellen Besiedlung oder
Infektion im Hintergrund rickt. Unsere Ergebnisse konnten durch Untersuchungen an
einem japanischen Patientenkollektiv bestatigt werden (Fukusaki et al. 2007), andere
Untersucher fanden jedoch keine Assoziation (Folwaczny et al. 2004; Berdeli et al.

2007). Aufgrund dessen sind in Zukunft insbesondere auch prospektive Studien an
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grolReren Patientenkollektiven notwendig, um den Einfluss von TLR-Polymorphismen

auf den Verlauf dieser Erkrankung naher zu untersuchen.

Wir konnten zeigen, dass etwa 10 Prozent einer Population von 319 Kaukasiern he-
terozygote Tréager der Variante Arg753GIn des humanen TLR2 sind (Schréder et al.
2003). Den im Vorfeld beschriebenen Polymorphismus Arg677Trp, der in einer Ko-
reanischen Population gefunden wurde und ebenfalls Auswirkungen auf die Signal-
transduktion hat (Kang and Chae 2001; Bochud et al. 2003), konnten wir nicht nach-
weisen. Allerdings wurde die Existenz dieser Variante mittlerweile in Frage gestellt
(Malhotra et al. 2005). Untersuchungen an Vollblut von Probanden zeigten, dass es
nach Stimulation mit Borrelien-Extrakten, die Lipoproteine enthalten und damit eine
Aktivierung von TLR2/TLR1-Heterodimeren bewirken, zu einer abgeschwéchten
Freisetzung von TNF und IFN-y bei Anwesenheit dieser Variante kommt (Schroder et
al. 2005). Im Gegensatz dazu zeigten sich nach Stimulation von Vollblut mit LTA,
welche mit TLR2/TLR6-Heterodimeren interagiert (Henneke et al. 2005), keine Un-
terschiede (von Aulock et al. 2004; Schrdder et al. 2005). Wir konnten diese Diver-
genz durch Uberexpression von Arg753GIn-TLR2 in HEK293 Zellen und nachfolgen-
der Stimulation mit triacylierten und diacylierten Lipopeptiden, die mit TLR2/TLR1-
bzw. TLR2/TLR6-Heterodimeren interagieren, bestatigen (Schréder et al. 2004).
Daraus lasst sich die Hypothese ableiten, dass die Variante Arg753GIn des TLR2 zu
einer verminderten Formation von TLR2/TLR1-Heterodimeren oder einer verminder-
ten Aktivierbarkeit derselben fiihrt. Basierend auf diesen Beobachtungen und auf
Berichten Uber eine eingeschrankte Immunabwehr in TLR2-defizienten Mausen nach
Infektion mit B. burgdorferi (Wang et al. 2004) untersuchten wir die mogliche Asso-
ziation von Arg753GIn mit der Inzidenz der Borreliose. Der Befund, dass Patienten
die an einem Spatstadium der Borreliose, der Lyme Arthritis oder der Acrodermatitis
chronica atrophicans, erkrankt waren, eine signifikant erniedrigte Frequenz dieser
Variante im Vergleich zur Kontrollpopulation aufwiesen (Schroéder et al. 2005) deutet
auf einen schitzenden Einfluss des Polymorphismus hin.

Dies erscheint zunéachst im Widerspruch zu den publizierten Daten im Mausmodell zu
stehen, wo TLR-defiziente Mause hohere Bakterienzahlen aufwiesen (Wang et al.
2004). In diesem Zusammenhang muss jedoch darauf hingewiesen werden, dass

das Mausmodell der Borreliose ein Aquivalent der friilhen disseminierten Infektion
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darstellt und die Spatformen der Erkrankung nicht oder nur unvollkommen abbildet
(Wooten and Weis 2001). Im Gegensatz zu den friilhen Erkrankungsstadien, deren
Symptomatik durch eine Interaktion von Borrelien mit dem Immunsystem hervorgeru-
fen wird, wird davon ausgegangen, dass die Spatstadien in erster Linie durch Borre-
lien-spezifische T-Zellen hervorgerufen werden (Steere 2001; Wooten and Weis
2001). Aufgrund dessen ist es denkbar, dass es in der Frihphase der Infektion durch
die verminderte zellulare Aktivierung in Anwesenheit von Arg753GIn zu einer gerin-
geren Bildung von Borrelien-spezifischen T-Zellen kommt, wodurch wiederum die
Ausbildung von reaktiven Spatstadien der Erkrankung abgemildert wird. Dieses Sze-
nario ist insbesondere im Hinblick auf die oben genannten Einflisse der TLR-
vermittelten Signaltransduktion auf die adaptive Immunitat im Kontext von Autimmu-
nerkrankungen denkbar. Diese Hypothese wird durch eine Studie gestitzt, die eine
verminderte Reaktion auf eine Borrelien-Vakzine in Individuen, die eine verminderte
Expression von TLR1 und/oder TLR2 aufwiesen, beschrieb (Alexopoulou et al.
2002). Interessanterweise wurde in einer Studie, die den Einfluss von Arg753GIn auf
die Inzidenz des Rheumatischen Fiebers untersuchte, ebenfalls eine niedrigere Fre-
guenz in der erkrankten Population im Vergleich zu der Kontrollgruppe gefunden
(Berdeli et al. 2005), was eine mogliche Verbindung von TLR2-SNPs und Autoim-

munerkrankungen unterstitzt.

3.4. Ausblick

In den vergangen zehn Jahren seit Entdeckung der Rolle von Toll-like Rezeptoren in
der Immunabwehr konnte eine Reihe von wesentlichen Fragen bezuglich deren
Funktion geklart werden. Unter anderem konnten die Liganden von TLR1-9 eindeutig
identifiziert werden. Zu Anfang bestehende Unklarheiten bezuglich der Liganden so-
wie des Rezeptorkomplexes von TLR4 und TLR2 konnten aufgeklart werden. Auch
die Mechanismen der TLR-vermittelten Signaltransduktion, vornehmlich unter Einbe-
ziehung von MyD88 und TRIF, konnten weitgehend aufgeklart werden. Die Rolle von
TLR-vermittelter Signaltransduktion konnte, im Mausmodell, ebenfalls identifiziert
werden, und Studien anhand von genetischen Varianten in Patienten weisen eben-

falls auf einen Einfluss von TLRs auf die Infektabwehr hin.
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Die in dieser Habilitationsschrift zusammengestellten Ergebnisse beziehen sich zum
grof3ten Teil auf die Rolle von TLRs wahrend des Erst-Kontakts mit dem eindringen-
den Erreger. Dartber hinaus gibt es jedoch auch, wie kurz erwéhnt, Hinweise darauf,
dass die TLR-vermittelte Signaltransduktion einen wichtigen Einfluss auf die Adaptive
Immunantwort ausuibt. Aus meiner Sicht liegt deshalb eine der wesentlichen Heraus-
forderungen der nachsten Jahre darin, die Rolle von TLRs in der Entstehung von
entzundlichen Erkrankungen weiter aufzuklaren, die auf einer fehlgeleiteten adapti-
ven Immunantwort beruhen. Eine Rolle der TLRs in der Entstehung von Allergien und
Autoimmunerkrankungen konnte in einigen Modellen bereits belegt werden, und ei-
nige der hier vorgestellten Daten, insbesondere im Zusammenhang mit der Borrelio-
se, weisen ebenfalls darauf hin. Wahrend der nachsten Jahre mochte ich mich des-
halb insbesondere mit der Rolle der Angeborenen Immunitat im Kontext von allergi-
schen Erkrankungen und Autoimmunerkrankungen beschéftigen. Dabei liegt das
Hauptaugenmerk auf entztindlichen Erkrankungen des Nervensystems, vor allem der
Multiplen Sklerose, deren Entstehung und Verlauf bereits im Tiermodell mit der TLR-
abhéngigen Signaltransduktion in Verbindung gebracht wurde. Dariber hinaus
maochte ich auch dazu beitragen, die mdgliche Rolle der Angeborenen Immunitét in
Entstehung und Verlauf von neurodegenerativen Erkrankungen, insbesondere des
Morbus Alzheimer, aufzuklaren. Ich bin davon Uberzeugt, dass das Verstandnis des
Einflusses der Angeborenen Immunitat im Kontext von entztindlichen Erkrankungen
nicht nur dazu beitragt, die Angeborene Immunitat besser zu verstehen, sondern
auch wesentliche Ruckschlisse auf die Pathogenese dieser Erkrankungen liefern

kann.
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