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Kapitel 1

Einleitung

In dieser Dissertation geht es um die Relevanz von Polymorphismen im Toll-
like Rezeptor (TLR)-System und ihre Auswirkungen auf die Suszeptibilität
(Anfälligkeit) für Tuberkulose (TB). Im südindischen Hyderabad wurden Des-
oxyribonukleinsäure (DNS)-Proben von TB-Patienten und gesunden Kontrol-
len gesammelt, sequenziert und statistisch ausgewertet. Hierfür wurde unter
anderem eine spezielle Software entwickelt. An einer gesunden Kontrollkohor-
te wurden funktionelle Untersuchungen an einem TLR1 Einzelnukleotid-Po-
lymorphismus [Single nucleotide polymorphism] (SNP) durchgeführt und ein
Computermodell der veränderten Proteinstruktur wurde generiert.

1.1 Tuberkulose

TB ist eine ansteckende Infektionskrankheit, die in den meisten Fällen durch
Mycobacterium tuberculosis (M.tb) ausgelöst und durch Tröpfchen-Übertra-
gung verbreitet wird. Pulmonale Tuberkulose (PTB) ist als häufigste Form der
TB eine Erkrankung der Lunge, die zu Husten mit blutigem Auswurf und bei
Nichtbehandlung zum Tod führt. TB stellt ein globales Gesundheitsproblem
dar, das etwa 9 Millionen Menschen weltweit betrifft und eine hohe Mortalität
aufweist (2012: ca. 1,3 Millionen Tote) (WHO, 2013).

Nur TB-Infizierte, die den Erreger in der Lunge tragen, sind infektiös und
verteilen M.tb durch Husten, Niesen, Reden oder Spucken. Bereits eine klei-
ne Anzahl dieser Bakterien reicht zur Infektion aus wenn diese eingeatmet
werden. Eine Infektion führt allerdings nicht unweigerlich zur Krankheit. Das

1



2 KAPITEL 1. EINLEITUNG

Immunsystem isoliert vorerst die Bakterien, die jedoch, von einer Schutzschicht
umgeben, teilweise jahrelang ruhen können, bevor sie bei geschwächtem Im-
munsystem wieder aktiv werden.

Unbehandelte TB-Infizierte stecken durchschnittlich etwa 10 bis 15 Perso-
nen pro Jahr an. Die Weltgesundheitsorganisation [World Health Organizati-
on] (WHO) schätzt, dass ein Drittel der Weltbevölkerung mit M.tb infiziert
ist, wovon lediglich 5-10% an akuter TB erkranken. Besonders in Südost-Asien
(35% der Inzidenzfälle weltweit) und Subsahara-Afrika (350 Fälle pro 100.000
Menschen) ist TB stark verbreitet.

DNS Tests an jungsteinzeitlichen Knochenfunden zeigen dass bereits vor
9.000 Jahren Menschen an TB erkrankten (Hershkovitz et al., 2008). Es gilt
inzwischen als weitgehend erwiesen, dass die menschliche Suszeptibilität zu TB
eine komplexe genetische Eigenschaft ist (Casanova and Abel, 2002). Grund-
sätzliche Kontroversen dazu existieren in humanmedizinischer Genetik bezüg-
lich der Wirkung von häufigen und seltenen Mutationen auf die Suszeptibi-
lität von komplexen Krankheiten (Weiss and Terwilliger, 2000; Wright and
Hastie, 2001). Variabilität bezüglich der Suszeptibilität von TB wurde 1926
in Lübeck versehentlich demonstriert, als einigen Neugeborenen lebende M.tb
anstelle der Impfung Bacterium Calmette-Guérin (BCG) gespritzt wurde. Ei-
nige Säuglinge erkrankten tödlich, während andere keine Symptome zeigten
(Dubos, 1987). Obwohl somit eine deutliche genetische Prädisposition wahr-
scheinlich ist (Abel et al., 2014) wurde bisher kein klarer, einzelner genetischer
Suszeptibilitätsmarker identifiziert. Unter den zahlreichen Kandidatengenen
gilt den Mitgliedern der TLR-Familie, kürzlich entdeckten Schlüsselproteinen
der angeborenen Immunität, seit einiger Zeit besonderes Interesse. Ob ein In-
dividuum TB entwickelt oder nach dem Kontakt asymptomatisch bleibt hängt
von der Fähigkeit des Wirtes ab, M.tb effektiv abzutöten oder seine Replika-
tion ausreichend zu kontrollieren (Ma et al., 2007), beides zentrale Aufgaben
des angeborenen Immunsystems.

1.1.1 Mycobacterium tuberculosis

Die Inhalation von M.tb aktiviert eine Immunantwort des angeborenen Im-
munsystems in pulmonalen Alveolarmakrophagen und Dentdritischen Zellen
(DCs), die zur Wirtsimmunität beitragen. In der frühen Phase der Infekti-
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on werden M.tb von phagozytischen Immunzellen internalisiert und vermehren
sich daraufhin intrazellulär. Die mit Bakterien beladenen Immunzellen können
problemlos die Alveolarbarriere passieren und M.tb zu verschiedenen extra-
pulmonalen Orten des Wirtsorganismus übertragen (Bermudez et al., 2002;
Teitelbaum et al., 1999). Die intrazelluläre Replikation und simultane Verbrei-
tung des Pathogens geschieht vor der Antwort des adaptiven Immunsystems.
Dies verdeutlicht die besondere Fähigkeit von M.tb sich eine geschützte Nische
zu schaffen, in der es einer Elimination des Immunsystems aus dem Weg gehen
und theoretisch dauerhaft überleben kann (Chackerian et al., 2002; Hingley-
Wilson et al., 2003).

Nach der Inhalation von infizierten Aerosolen in die Lunge des Wirts kommt
M.tb zuerst mit Alveolarmakrophagen in Kontakt. Der Makrophage hat in die-
sem Fall zentrale Bedeutung, da er sowohl an der Phagozytose und Zerstörung
der Mykobakterien als auch am Einleiten der adaptiven T-Zell-Immunität be-
teiligt ist. Mykobakterien, die der initialen intrazellulären Zerstörung entgehen,
können sich vermehren und den Makrophagen zerstören, worauf Chemokine
freigesetzt werden, die Monozyten und andere Entzündungszellen in die Lun-
ge locken. Monozyten differenzieren sich in Makrophagen, die Mykobakterien
phagozytieren aber nicht zerstören (Van Crevel et al., 2002). In diesem In-
fektionsstadium vermehren sich die Mykobakterien logarithmisch, es entsteht
jedoch noch wenig Gewebeschaden.

Zwei bis drei Wochen nach der Infektion entwickelt sich eine T-Zell-Immu-
nität und Antigen-spezifische T-Lymphozyten treffen ein, vermehren sich stark
innerhalb der frühen Läsionen oder Tuberkeln und setzen pro-inflammatorische
Zytokine, wie Interferon (IFN)-γ frei, die wiederum die Makrophagen dazu
anregen, die intrazellulären Mykobakterien zu zerstören. Daraufhin stoppt das
logarithmische Wachstum der Bakterien und eine zentrale Nekrose in diesen
Läsionen oder Granulomen hemmt das extrazellulären Wachstum der Myko-
bakterien.

Verschiedene Szenarien können nun folgen: Die Infektion kann bei einigen
Individuen ruhen, in der Lunge fortschreiten oder sich hämatogen ausbreiten.
Zusätzlich kann noch Monate oder Jahre später eine Reaktivierung stattfinden
(Van Crevel et al., 2002). Granulome enthalten oft nekrotisches Gewebe, das
Löcher und eine gasbildende Verbreitung von Mykobakterien hervorrufen kann
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(Kleinnijenhuis et al., 2011).

M.tb ist ein langsam wachsendes intrazelluläres Pathogen, das innerhalb
der Makrophagen des Wirts überleben kann. Da die Zellwand hauptsächlich
aus hydrophoben Mykolsäuren besteht, ist es ein säurebeständiges Bakterium.
Hydrophobe Mykolsäuren sind spezifische Komponenten der mykobakteriellen
Zellwand und machen etwa 50% des Trockengewichts aus. Durch diese dicke
Mykolsäureschicht wird der Eintritt von Nährstoffen beeinträchtigt, was ein
langsames Wachstum und zugleich einen erhöhten zellulären Schutz von De-
gradierung durch lysosomale Enzyme zur Folge hat (Brennan and Nikaido,
1995). Die Mykolsäuren sind als Schicht über den externen Bereich der Zell-
wand verteilt, während die innteren Schichten der Mykobakterien hauptsäch-
lich aus Arabinogalactan, Phosphatidylmyo-Inositol Mannoside (PIMs) und
Peptidoglykanen bestehen (Torrelles and Schlesinger, 2010). Zusätzliche Kom-
ponenten sind unter anderem mannosehaltige Biomoleküle wie mannosyliertes
Lipoarabinomannan (ManLAM), das verwandte Lipomannan (LM) und Man-
noglykoproteine. Mannan und Arabinomannan befinden sich auf der Oberflä-
che und bilden die äußere Kapsel des Bakteriums. ManLAM, LM und PIMs
haben alle eine konservierte Mannosyl-Phosphatidylmyo-Inositol (MPI) Domä-
ne, welche wahrscheinlich die Strukturen in der Plasma-Membran verankern
(Briken et al., 2004) (Abbildung 1.1).

Die Suszeptibilität für M.tb kann von inadäquater oder exzessiver akuter
Inflammation herrühren. Also könnten SNPs in Genen, die die Balance von
pro- und anti-inflammatorischen Antworten steuern, zu unterschiedlichem TB-
Risiko des Wirts führen, wie bereits in Zebrafisch- und Humanstudien beispiel-
haft gezeigt wurde (Tobin et al., 2010). Genotyp-spezifische Therapien könnten
die inflammatorische Antwort auf mykobakterielle Infektionen möglicherweise
in der Zukunft optimieren helfen (Tobin et al., 2012). Diese personalisierte
Therapie erfordert die Kenntnis der Immunantwort des Wirtes auf M.tb und
Assoziation des Genotyps mit TB Risiko (Zhang et al., 2013).

1.1.2 Tumornekrosefaktor

Die Interaktion zwischen M.tb und den Zellen des angeborenen sowie des ad-
aptiven Immunsystems resultieren in der Ausscheidung von Chemokinen und
Zytokinen. Die wichtigsten sind der Tumornekrosefaktor α (TNF), Zytokine
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2 Clinical and Developmental Immunology

Arabinogalactan

Mycolic acids

Lipomannan

Mannan caps

glycoproteins

Cell membrane

Peptidoglycan
PIM

Porins

Manno-

Figure 1: The structure of the Mycobacterium tuberculosis cell
wall. This figure shows a schematic representation of the major
components of the cell wall and their distributions. The inner
layer is composted of peptidoglycan which is covalently linked to
arabinogalactan layer. The outer membrane contains mycolic acids,
glycolipids like (mannose-capped) lipomannan, and mannoglyco-
proteins.

a solid knowledge of the structure of the cell wall of the
microorganism, which is the first structure to come in
contact and to be recognized by the cells of the immune
system.

1.1. The Mycobacterial Cell Wall. MTB is a slow-growing int-
racellular pathogen that can survive inside the macrophage
of the host. MTB is an acid-fast bacterium due to the fact
that the cell wall mainly consists of hydrophobic mycolic
acids. This is a specific component of mycobacterial cell wall
and makes up 50% of its dry weight. Due to this thick layer
of mycolic acids, the entry of nutrients is impaired, which
causes slow growth of mycobacteria, but it also increases cel-
lular resistance to degradation through lysosomal enzymes
[3]. The mycolic acids are distributed as a thick layer
mostly at the external portions of the cell wall, while the
internal layers of mycobacteria consist mostly of arabino-
galactan, phosphalidyl-myo-inositol mannosides (PIMs),
and peptidoglycans (Figure 1) [4]. Next to the mycolic
acid layer, other components include mannose-containing
biomolecules including mannose-capped lipoarabinoman-
nan (Man-LAM), the related lipomannan (LM), and manno-
glycoproteins [4]. Mannan and arabinomannan are present
on the surface and form the outer capsule of this bacterium.
Man-LAM, LM, and PIMs all share a conserved mannosyl-
phosphatidyl-myo-inositol (MPI) domain that presumably
anchors the structures into the plasma membrane [5].

Man-LAM, one of the most abundant mannans present
on the cell surface, is an important virulence factor of
MTB [6]. Man-LAM is a heterogeneous lipoglycan with
a characteristic tripartite structure of a carbohydrate core,
the MPI anchor, and various mannose-capping motifs.
These mannose-capped motifs are characteristic for all
pathogenic mycobacteria, and they are not present on fast-
growing mycobacterial strains which are significantly less
pathogenic. These strains have either uncapped LM or have

phospho-myo-inositol caps (PILAM), which are known to
display more robust immunostimulatory effects. PIMs can be
divided into two groups dependent on the mannose content,
which determines its immunogenic effect [7, 8]. Also present
on the cell surface are the mannoglycoproteins, which can
also be secreted during growth.

1.2. Innate Immunity and Host Defense. After the inhala-
tion of infected aerosols into the lungs of the host, the
first encounter of mycobacteria is with alveolar resident
macrophages. Mycobacteria that escape the initial intracel-
lular destruction can multiply and disrupt the macrophage,
after which chemokines are released, attracting monocytes
and other inflammatory cells to the lung. Inflammatory
monocytes will differentiate into macrophages, which readily
ingest but do not destroy the mycobacteria [9]. In this
stage of the infection, the mycobacteria grow logarithmically
and blood-derived macrophages accumulate, but little tissue
damage occurs. Two-to-three weeks after infection, T-cell
immunity develops and antigen-specific T lymphocytes
arrive, proliferate within the early lesions or tubercles,
and release proinflammatory cytokines such as interferon-
γ (IFNγ) that will activate macrophages to kill the intra-
cellular mycobacteria. Subsequently, the early logarithmic
bacillary growth stops, and central solid necrosis in these
primary lesions or granuloma inhibits extracellular growth
of mycobacteria. Several scenarios may follow, with infection
becoming stationary or dormant in some individuals, or
progressive in the lung, or with hematogenous dissemination
in a minority of patients. In addition, reactivation can occur
months or years afterwards, under conditions of failing
immune surveillance [9]. Granuloma often contains central
caseous necrotic tissue, which gives rise to cavities and
aerogenic spread of mycobacteria.

The macrophage is a pivotal cell in these events, as it is
involved in phagocytosis and killing of mycobacteria as well
as in the initiation of adaptive T-cell immunity. Phagocytosis
of MTB involves different receptors such as the scavenger
receptors, the mannose receptor (MR), and complement
receptors [10–13]. Phagocytosis can involve both uptake
of the bacilli after opsonization with complement factors,
or it can be initiated as a nonopsonic event. In vitro
experiments have shown that complement receptor 3 (CR3)
mediates approximately 80% of complement-opsonized
MTB phagocytosis [12]. Nonopsonic phagocytosis is an
important process in the primary infection of the lung,
because complement factors are largely absent in the alveolar
space [14].

Macrophages can eliminate mycobacteria through differ-
ent mechanisms, such as production of reactive oxygen and
nitrogen species, acidification of the phagosome, and phago-
some fusion with the lysosomes [9]. The fate of intracellular
mycobacteria is also influenced by autophagy, a cellular
process though which cytoplasmic components, including
organelles and intracellular pathogens, are sequestered in a
double-membrane-bound autophagosome and delivered to
the lysosome for degradation [15]. Activation of autophagy
leads to phagosome maturation, an increased acidification in
the phagosome, and killing of mycobacteria in macrophages

Abbildung 1.1 – Die Struktur der M.tb Zellwand.
Die Abbildung zeigt eine schematische Darstellung der Hauptkomponenten und
der Verteilung der Zellwand. Die innere Schicht besteht aus Peptidoglykan, wel-
che mit der Arabinogalaktanschicht verbunden ist. Die äußere Membran bein-
haltet Mykolsäuren. Abbildung von Kleinnijenhuis et al. (Kleinnijenhuis et al.,
2011)
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der Interleukin (IL)-1 Familie (IL-1β, IL-18), IL-12 und IFNγ.

TNF-knockout Mäuse erliegen einer Infektion mit M.tb schnell und haben
einen signifikant höheres mykobakterielles Wachstum in den inneren Organen
verglichen mit ’wildtyp’-Tieren. TNF wird ebenfalls benötigt, um Granulome
zu bilden, was ein wichtiger Vorgang ist, um die Bakterien davon abzuhalten,
sich zu replizieren (Flynn et al., 1995).

M.tb nistet sich in Makrophagen ein, weshalb der Verlauf der Infektion von
der Interaktion zwischen dem Bakterium und den Wirtsmakrophagen abhängt.
Paradoxer Weise bieten Makrophagen eine intrazelluläre Nische für das Patho-
gen, beschränken es aber gleichzeitig durch verschiedene Mechanismen. Es wird
vermutet, dass M.tb in ruhenden Makrophagen residiert, wogegen aktive Ma-
krophagen die antimikrobielle Antwort liefern um das Bakterium zu limitieren.
Auch die Apoptose der ruhenden Makrophagen ist wahrscheinlich ein Teil der
Immunantwort (Basu et al., 2007; Leemans et al., 2005). Es gibt mehrere An-
zeichen dafür, dass TNF eine wichtige Rolle für die Steuerung der mit M.tb
assoziierten Apoptose spielt. Eine Inaktivierung von TNF führt z.B. dazu, dass
M.tb der Apoptose der Wirtsmakrophagen entgehen kann (Balcewicz-Sablinska
et al., 1998; Rojas et al., 1999).

1.1.3 19-kDA Antigen

Das 19-kDA Antigen ist ein von M.tb exprimiertes, Zellwand-assoziiertes Li-
poprotein. Mit der Ausnahme einiger langsam wachsender mykobakterieller
Stämme wurden noch keine Homologe identifiziert (Young et al., 1992). Die
biologische Funktion dieses Proteins ist noch nicht gänzlich geklärt. Bei M.tb
wurde es als wichtigstes Antikörper-induzierendes Antigen identifiziert (Ver-
bon et al., 1990) und war das erste Antigen, für das gezeigt wurde, dass es
eine spezifische T-Zellantwort induziert (Lamb et al., 1988). Später wurde wei-
terhin gezeigt, dass es eine Vielzahl an biologischen Antworten während der
TB Infektion induziert (Brightbill et al., 1999). Es wurde ferner gezeigt, dass
das synthetische 19-kDA Lipopeptid eine TLR2-abhängige Makrophagen- und
menschliche embryonale Niere [Human embryonic kidney] (HEK)293-Antwort
hervorruft (Beery, 2003; Pennini et al., 2006).

Interessanterweise wird von dem 19-kDA Lipopeptid - verglichen mit dem
prototypischen Lipopeptid Pam3CSK4, das einen identischen Lipidanker, je-
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doch nur ein kurzes Peptid von einem Serin und vier Lysin-Residuen aufweist
- eine 100-fache Menge benötigt um Zellen über TLR2 zu aktivieren. Es wur-
de gezeigt, dass der Peptid-Teil einen deutlichen Einfluss auf die biologische
Aktivität des Lipopeptids hat (Schromm et al., 2009).

1.2 Toll-Like Rezeptoren

Das angeborene Immunsystem weist verschiedene Klassen von Pattern-Reco-
gnition Rezeptoren (PRRs) auf, die entweder an der Zelloberfläche oder in-
trazellulär exprimiert werden oder in den Blutkreislauf und Gewebeflüssigkei-
ten ausgeschieden werden (Medzhitov, 2001). PRRs erkennen bestimmte so-
genannte pathogen-assoziierte molekulare Muster [pathogen-associated mole-
cular pattern] (PAMP) zur Initiierung und Koordination des angeborenen Im-
munsystems des Wirtes (Akira et al., 2006). Von diesen PRRs spielen besonders
die TLRs, die Nod-like Rezeptoren (NLRs) und z.B. C-Typ Lektin Rezeptoren
eine wichtige Rolle beim Erkennen von M.tb (Thada et al., 2013). Ebenfalls zu
den PRRs gehören die RNA helicase RIG-1-like Rezeptoren (RLRs) und die
cyto-plasmic DNA receptor AIM2-like Rezeptoren (ALRs) (Netea et al., 2012;
Takeuchi and Akira, 2010; Unterholzner et al., 2010).

Unter den PRRs sind die TLRs als erstes beschrieben worden und daher am
intensivsten erforscht. TLRs aktivieren eine Entzündungsreaktion, nachdem
sie mit PAMPs in Kontakt getreten sind, eine Reaktion, die die erste Verteidi-
gungslinie des angeborenen Immunsystems darstellt (Kawai and Akira, 2010).
Anschließend wird durch Stimulation der TLRs auch die adaptive zelluläre
und humorale Immunantwort initiiert und moduliert (Iwasaki and Medzhitov,
2010; Netea et al., 2012). Mitglieder der TLR Protein-Familie erkennen von
verschiedenen Pathogenen stammende Liganden und starten wichtige Schrit-
te der schützenden Immunantwort gegen Infektionserreger (Ma et al., 2007)
(Tabelle 1.1).

Unter den Mitgliedern der bis heute beschriebenen humanen TLR Familie
wurden TLR1, -2, -3, -4, -5, -6 und -9 mit der Erkennung von bakteriellen
Bestandteilen in Verbindung gebracht (Akira et al., 2006). TLR2 mit seinen
Heterodimerisierungspartnern TLR1 und -6, sowie TLR4 und -9 und deren
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Tabelle 1.1 – Toll-like Rezeptoren und deren Agonisten

Rezeptor Erkennt Agonist
TLR1 (+ TLR2) Lipoproteine, triacyliert Pam3CSK4

TLR2 Lipoproteine LAM-MS / HKLM
TLR3 Doppelsträngige RNS Poly(I:C) / Poly(I:C) LMW
TLR4 Lipopolysaccharide E. coli K12LPS
TLR5 Flagellin S. typhimurium Flagellin
TLR6 (+ TLR2) Lipoproteine, diacyliert FSL-1
TLR7 Einzelsträngige RNS Imiquimod
TLR8 Einzelsträngige RNS ssRNA40
TLR9 DNS ODN2006 (Typ B)

Adaptermolekül Myeloid differentiation primary response gene 88 (MyD88)
zählen in der TLR Familie zu den wichtigsten Molekülen für das Einleiten der
Immunantwort auf M.tb. Die Aktivierung von TLRs führt zur Signaltransduk-
tion und Nuclear factor κ-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-κB)
Aktivierung (Thada et al., 2013), was letztlich zur Ausschüttung von TNF
führt, einem wichtigen Zytokin für die Makrophagenaktivierung und Granu-
lombildung bei TB (Lin et al., 2007; Rojas et al., 1999). Unter den zehn beim
Menschen aktiven TLRs, erkennt TLR2 mikrobielle Lipopeptide (Brightbill
et al., 1999). TLR2 kann ein Heterodimer mit TLR1 oder -6 bilden und der
TLR2/1 Heterodimer erkennt triazylierte Lipopeptide, während der TLR2/6
Komplex der Rezeptor für diazylierte Lipopeptide ist (Li et al., 2013). Der
TLR2/1 Komplex interagiert zu einem frühen Zeitpunkt mit Lipopeptiden,
die von M.tb und Mycobacterium (M.) leprae stammen (Krutzik et al., 2003;
Takeuchi et al., 2002), weshalb in dieser Studie dieser Komplex primär unter-
sucht wurde (Abbildung 1.2).

Es gibt mehrere Gründe zur Annahme, dass TLR-Varianten zu erhöhter
Suszeptibilität von TB führen. Ma et al. haben gezeigt, dass es eine signifikante
Erhöhung der Anzahl an seltenen SNPs in TLR1, -6 und -10 bei TB-Patienten
verglichen mit den gepaarten Kontrollen in Nordamerika gibt (Ma et al., 2007).

TLRs sind Typ I Transmembranproteine, die eine Ektodomäne (extrazel-
luläre Domäne), eine Transmembranregion und zytosolische Toll-interleukin
1 Rezeptor (TIR)-Domänen einschließen. Die Ektodomäne beinhaltet Leucin-
reiche Wiederholungssequenzen, welche die Erkennung von PAMPs herbeifüh-
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Abbildung 1.2 – TLRs, ihre Hauptliganden und die intrazellulären Signalwege,
die zur Stimulation von proinflammatorischen Zytokinen führen. Abbildung von
Netea et al. (Netea et al., 2012)
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ren, während die TIR-Domänen die Downstream-Signalwege aktivieren (Kawai
and Akira, 2011).

TLRs sind phylogenetisch konservierte Mediatoren des angeborenen Im-
munsystems, die essentiell für die Mikroben Erkennung auf Makrophagen und
DCs sind (Belvin and Anderson, 1996; Medzhitov et al., 1997; Visintin et al.,
2001). Zuerst wurde Toll in Drosophila als ein Typ-I-Transmembranrezeptor
gefunden, welcher die dorsal-ventrale Polarität während der Embryogenese
kontrolliert (Stein et al., 1991). Nach der Identifizierung von Toll als essenti-
ellen Rezeptor der angeborenen Immunantwort gegen Pilzinfektionen bei Dro-
sophila, führten Homologiestudien zur Entdeckung eines Homologs von Toll
im Menschen (Medzhitov et al., 1997). Er ist heute als TLR4 bekannt, der
gemeinsam mit MD-2 bakterielles Lipopolysaccharid (LPS) erkennt und die
Genexpression von inflammatorischen Zytokinen und kostimulatorischen Mo-
lekülen induziert (Medzhitov et al., 1997). Spätere Studien haben mehrere
strukturähnliche Proteine zu TLR4 identifiziert. Zur Zeit sind 13 Säugetier-
TLRs bekannt von denen TLR1-10 im Menschen identifiziert wurden. TLRs
sind Transmembranproteine mit sogenannten Leucin-reichen Wiederholungs-
sequenzen [Leucine-Rich Repeats] (LRRs) in ihrer extrazellulären Domäne.
Die zytoplasmatische Domäne der TLRs ist homolog zu der Signaldomäne des
IL-1 Rezeptors und auch als TIR Domäne bekannt. Die TIR Domäne verbin-
det den TLR mit der IL-1R-assoziierten Kinase (IRAK), einer Serinkinase,
die Transkriptionsfaktoren wie NF-κB aktivieren und somit zu einer Produk-
tion von Zytokinen führt. Die Aktivierung von TLRs durch ihre spezifischen
Liganden kann verschiedene biologische Folgen haben, von Zytokinsekretion,
Modulation der adaptiven Immunantwort und Apoptose bis hin zur direkten
antimikrobiellen Aktivität (Krutzik and Modlin, 2004; Liu et al., 2010; Parker
et al., 2005).

Humane TLRs sind spezifisch für konservierte PAMPs von Bakterien, Viren
und Pilzen (Beutler, 2009; Coll and ONeill, 2010). TLRs aktivieren eine Kaska-
de von Molekülen, was die Produktion von pro- und antiinflammatorischen Zy-
tokinen und Chemokinen und eine Heraufregulierung von kostimulatorischen
Molekülen bewirkt. TLRs werden auf verschiedenen Zellen unterschiedlich aus-
gebildet und bilden eine Brücke zwischen angeborenem und erworbenem Im-
munsystem indem sie DCs und andere Antigen-präsentierende Zellen (ACPs)
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aktivieren (Iwasaki and Medzhitov, 2004). Die bekannten Liganden für TLRs
sind Nukleinsäuren (TLR3, 7-9), die von intrazellulären TLRs erkannt werden
(Blasius and Beutler, 2010), triazylierte Lipopeptide (TLR1/2), diazylierte
Lipopeptide (TLR2/6), LPS (TLR4) und Flagellin (TLR5), die von extrazel-
lulären TLRs erkannt werden (Kumagai and Akira, 2010; Uciechowski et al.,
2011, 2013).

Von den 10 humanen TLRs werden TLR1, -2, -4, -6, -8 und -9 mit dem
Erkennen von Mykobakterien in Verbindung gebracht. Die meisten wichtigen
M.tb-Zell-Oberflächenliganden, welche mit den TLRs und anderen Rezeptoren
interagieren, sind das 19 und das 27 kDa Lipoprotein, das 28 kDa Glykolipo-
protein, LM und ManLAM (Jo et al., 2007; Jung et al., 2006; Noss et al., 2001).
Diese Interaktion resultiert in der Aktivierung von NF-κB und der Produkti-
on von proinflammatorischen Zytokinen, Chemokinen und Stickoxid entweder
durch einen MyD88-abhängigen oder -unabhängigen Signalübertragungsweg
(Jo, 2008; Xu et al., 2007; Yamamoto et al., 2003a). Der MyD88-abhängige
Weg involviert die frühe Aktivierung von NF-κB. Alle TLRs mit Ausnahme
von TLR3 aktivieren diesen Weg. TLR3 kann ausschließlich und TLR4 zu-
sätzlich über einen MyD88-unabhängigen Weg die Zelle stimulieren, der zur
Aktivierung von Typ-I Interferonen führt (Covert et al., 2005).

1.2.1 Myeloid differentiation primary response gene 88

(MyD88)

Myeloid differentiation primary response gene 88 (MyD88) ist ein wichtiger
Signalüberträger innerhalb der TLR-induzierten Signalkaskade. Auch für die
M.tb-induzierte Makrophagenaktivierung scheint er essentiell zu sein (Under-
hill et al., 1999b): Verglichen mit Wildtyp-Mäusen sind MyD88 knock-out-
Mäuse deutlich empfänglicher für eine TB-Infektion (Fremond et al., 2007).

MyD88-abhängiger Signalweg

Die Ligandenbindung führt zur TLR Dimerisierung und Konformationsände-
rung, wodurch sich der TLR dann mit MyD88 verbindet und mit IRAK-4 über
deren entsprechende Todesdomäne interagiert (Burns et al., 2003; Medzhitov
et al., 1998; Muzio, 1997; Suzuki et al., 2002). Sobald IRAK-4 an MyD88
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gebunden hat, rekrutiert und phosphoryliert es IRAK-1, wodurch die Kinase-
Funktion von IRAK-1 aktiviert wird. Anschließend wird IRAK-1 autophospho-
ryliert, wodurch der Tumornekrosefaktor-Rezeptor-assoziierte-Faktor (TRAF)6
zu dem MyD88 / IRAK-4 / IRAK-1 Komplex rekrutiert wird. Danach disso-
ziieren IRAK-1 und TRAF6 von dem Rezeptorkomplex und interagieren mit
zusätzlichen Molekülen, wodurch eine c-Jun N-terminale Kinase (JNK) und
eine Inhibitor-von-κB-Kinase (IKK) aktiviert werden. Diese Proteine induzie-
ren dann das Aktivator-Protein-1 (AP-1) und NF-κB, welches in den Zellkern
transloziert und die Transkription einer Reihe von Genen induziert, welche
proinflammatorische Zytokine wie TNF, IL-6, IL-8, IL-1β und Chemokine en-
kodieren (Takeda and Akira, 2004; Thada et al., 2013).

MyD88-unabhängiger Signalweg

TICAM1 oder Toll-interleukin 1receptor domain-containing adapter protein
inducing IFNβ (TRIF) spielt eine wichtige Rolle im MyD88-unabhängigen Si-
gnalweg. Das TRIF-verwandte Adaptermolekül TICAM2 oder TRIF-related
adaptor molecule (TRAM) verbindet TLR4 mit TRIF (Fitzgerald et al., 2003;
Yamamoto et al., 2003b). TLR4 und TRAM werden zum Endosom transpor-
tiert und die folgende Rekrutierung von TRIF geschieht noch vor der Initiie-
rung (Kagan et al., 2008), die TANK-binding kinase 1 (TBK-1) involviert, was
wiederum eine interferon regulatory factor (IRF)-3-Phosphorylierung induziert
und somit IRF-3 aktiviert und IFN-β induziert (Doyle et al., 2002; Hoshino
et al., 2002; Toshchakov et al., 2002). IRF-3 kann sich auch mit kanonischen
IKKs, welche aus IKKα und IKKβ bestehen, assoziieren. Diese beiden phos-
phorylieren Ser32 und Ser36 von IκBα, wodurch NF-κB aktiviert wird (Takeda
and Akira, 2004; Thada et al., 2013).

1.2.2 Toll-like Rezeptor 1

TLR1 ist ein Typ-1 Transmembranprotein, bestehend aus 786 Aminosäuren
mit einer 581 Aminosäuren umfassenden, Leucin-reichen extrazellulären Do-
mäne, einer aus 23 Aminosäuren bestehenden Transmembrandomäne (Amino-
säure 582-604) und einer 181 Aminosäure langen zytoplasmatischen Signaldo-
mäne. TLR1 wird vor allem in der Milz und in peripheren Blutzellen expri-
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miert (Zarember and Godowski, 2002). Der humane TLR1 spielt eine wichtige
Rolle bei der Abwehr gegen M.tb. Eine Studie in Vietnam und Seattle hat
17 Polymorphismen in der kodierenden Region identifiziert, von denen 7 syn-
onym (C114T (H38H) , A914T (H305L), C944T (P315L), T1583C (C528C),
G1677A (P559P), T1760G (V587G), T1892G (L631R)) und 10 nicht synonym
sind (G1968A (L656L), C2198T (P733L), T130C (S44P), A1482G (V494V),
C1938T (H646H), G239C (R80T), C352T (H118Y), A743G (N248S), A1518G
(S506S), und T1805G (I602S)). Davon sind 7 in der extrazellulären Domäne
und 2 in der intrazellulären Domäne des Rezeptors loklalisiert (Hawn et al.,
2007).

Andere Studien haben gezeigt, dass TLR1-Polymorphismen mit verminder-
ter Zelloberflächenexpression des Rezeptors assoziiert sind (Uciechowski et al.,
2011). Das Vorhandensein der Variationen R80T, N248S und I602S nSNPs
wurde dabei mit invasiver Aspergillose (Kesh et al., 2005) und Morbus Crohn
(Pierik et al., 2006) in Verbindung gebracht. Bei Malaria und H. pylori indu-
zierten gastrischen Erkrankungen wurde die Variation 602S als Risikofaktor be-
schrieben (Leoratti et al., 2008; Yang et al., 2013). Eine Studie aus Deutschland
hat gezeigt, dass das Auftreten der Variationen 743A und 1805G mit TLR1-
Defizit und verminderter Funktionalität korrelieren und stark mit Suszepti-
bilität zu TB assoziiert sind (Uciechowski et al., 2011). In Afro-Amerikanern
und kaukasisch-amerikanischen Patienten wurden häufige Varianten wie N248S
und S602I und seltene Varianten wie H305L und P315L mit einer veränderten
Immunantwort auf M.tb-Liganden und Suszeptibilität für Lepra assoziiert (Ma
et al., 2007).

Die TLR1 T1805G Variante ist ein verbreiteter Polymorphismus, der zu ei-
ner Aminosäureveränderung in der Transmembrandomäne des TLR1-Moleküls
führt und eine Substitution von Isoleucin durch Serin verursacht. Studien ha-
ben gezeigt, dass dieser Aminosäureaustausch die TLR1-Expression an der
Zelloberfläche beeinflusst und zu einer Beeinträchtigung der Entzündungsre-
aktion führt. Er ist vermutlich der häufigste SNP, der TLR-Funktionen beein-
flusst, der bisher identifiziert wurde (Johnson et al., 2007). Mit TLR1 T1805G
transfizierte HEK293 Zellen zeigen substanziell stärkeres NF-κB Signal wenn
sie mit Lipopeptiden oder M.tb stimuliert werden (Hawn et al., 2007). Au-
ßerdem produzieren Individuen mit dem 1805TT Genotyp in einem Vollblut-



14 KAPITEL 1. EINLEITUNG

assay nach Lipopeptid-Stimulation deutlich mehr IL-6 als Personen mit dem
1805GG Genotyp (Hawn et al., 2007). Eine weitere Studie zeigte eine vermin-
derte Zelloberflächen-Expression von TLR1 und eine verminderte inflamma-
torische Antwort auf den Lipopeptidagonisten für TLR2/1. Außerdem wurde
durch Transfektionsversuche gezeigt, dass dieser Effekt durch T1805G verur-
sacht wurde und nicht durch ein verbundenes Allel.

Diese Studie zeigte auch, dass T1805G eine häufige Varianz ist und ebenfalls
mit einem erhöhten Leprarisiko in Verbindung steht (Johnson et al., 2007). Die-
se Ergebnisse wurden von weiteren Gruppen repliziert und bestätigt (Barreiro
et al., 2009; Uciechowski et al., 2011). Weiterhin wurde T1805G ebenfalls mit
Morbus Crohn in Verbindung gebracht (Pierik et al., 2006). In Verbindung
mit weiteren Studien zu Infektionskrankheiten (Leoratti et al., 2008) lassen
diese Studien auf einen möglichen Zusammenhang von TLR1 T1805G mit der
klinischen Suszeptibilität für TB und der angeborenen Immunantwort schlie-
ßen. Der Grund, dass die Ergebnisse dennoch unterschiedlich ausfallen, kann
darin bestehen, dass die Frequenz dieses Polymorphismus stark zwischen den
verschiedenen Bevölkerungen schwankt (Hawn et al., 2007).

TLR2/1 Heterodimere spielen eine wichtige Rolle bei der Wirtsabwehr gegen
mykobakterielle Infektionen. Beim TLR1 Gen spielen zwei SNPs eine wichti-
ge Rolle: A743 (S248N, rs4833095) und der oben erwähnte T1805G (I602,
rs5743618). Es wurde beschrieben, dass sie mit mykobakteriellen Infektionen
(Ma et al., 2007; Uciechowski et al., 2011) sowie mit Lepra und Sepsis in Ver-
bindung stehen (Johnson et al., 2007; Wyllie et al., 2000). Verschiedene Studi-
en zeigen, dass die TLR1 Genotypen 743AA/1805GG mit verminderter TLR1
Expression auf der Zelloberfläche sowie verminderter TLR1 Funktion korrelie-
ren, während heterozygote 743AG/1805TG und homozygote 743GG/1805TT
Genotypen positiv mit Expression von TLR1 auf der Zelloberfläche korrelie-
ren (Hawn et al., 2007; Johnson et al., 2007; Schumann and Tapping, 2007;
Uciechowski et al., 2011). Uciechowski et al. haben Hinweise darauf gefunden,
dass die TLR1 SNPs A743G und T1805G teilweise für TLR1-Defekte verant-
wortlich sind, welche bei älteren Menschen beobachtet werden (Uciechowski
et al., 2011, 2013).

Als Antwort auf die Stimulation mit dem TLR1 Liganden Pam3Cys war
die Variante 602I unverändert in der Lage, NF-κB-Signalübertragung einzu-
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leiten, während die 602S Variante verminderte Signalübertragung zeigte, was
impliziert, dass 602I Lipopeptidantworten reguliert. Die Variante N248, die re-
lativ häufig bei kaukasischen Amerikanern vorkommt, enthält eine konservier-
te Aminosäure der extrazellulären Domäne von TLR1, die eine vermeintliche
Glykolisierungsstelle darstellt. Ein Austausch des Asn mit Ser könnte in ver-
änderter Glykolisierung des TLR1 resultieren, was möglicherweise Form oder
Funktion des Rezeptors verändern könnte (Ma et al., 2007; Thada et al., 2013).

1.2.3 Toll-like Rezeptor 2

Die DNS, die für TLR2 kodiert, besteht aus 2352 Basen, welche 784 Amino-
säuren kodieren (Rock et al., 1998). Dieser Typ-I-Transmembranrezeptor be-
steht aus einer extrazellulären Leucin-reichen Domäne (Aminosäuren 1-588),
einer einzelnen Transmembrandomäne (Aminosäure 589-609) und einer zyto-
plasmatischen Domäne (Aminosäure 610-784). Er wurde als Hauptmediator
der Makrophagenaktivierung als Antwort auf M.tb beschrieben (Toshchakov
et al., 2002). Er erkennt 19-kDa Lipoproteine, welche zur Produktion inflam-
matorischer Zytokine, wie TNF und IFN-γ führen. Diese Zytokine werden
hauptsächlich von T-Helfer (Th)1-Zellen ausgeschüttet (Basu et al., 2007; Fri-
cke et al., 2006; Lopez et al., 2003; Means et al., 1999). Mehrere Studien haben
gezeigt, dass Phagozytose in Abwesenheit von TLRs nicht zur Immunantwort
führt. Folglich können Polymorphismen im TLR2 Gen zu einer verminderten
Antwort von Makrophagen auf bakterielle Peptide führen, was im Endeffekt zu
einer abgeschwächten Immunantwort im Wirt führen dürfte (Underhill et al.,
1999a).

Bisher sind 89 SNPs im TLR2-Gen beschrieben. Viele dieser SNPs haben
keine direkte Auswirkung auf die Zellfunktion und es gibt nur wenig Literatur
über funktionelle Polymorphismen von TLR2. Die extrazelluläre Domäne von
TLR2 ist ausschlaggebend für die Bindung von verschiedenen Liganden und
für die Dimerisierung mit TLR1 und TLR6 (Bulut et al., 2001; Ozinsky et al.,
2000). Fünf SNPs wurden in dieser Region identifiziert (Akira et al., 2001;
Janeway Jr. and Medzhitov, 2002; Kirschning et al., 1998). Von diesen fünf
wurden drei (Arg753Gln, Arg677Trp und Pro681His) mit reduzierter NF-κB
Aktivierung und einem erhöhten Infektionsrisiko in Verbindung gebracht, in-
dem die TLR2-Bindung mit MyD88 blockiert wird (Medzhitov et al., 1998;
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Texereau et al., 2005). Pro681His kommt in asiatischen und in afrikanischen
Bevölkerungen vor, scheint aber bei Kaukasiern nicht aufzutreten. Diese Vari-
ante wurde mit Lepra in Korea (Kang and Chae, 2001) und mit Suszeptibilität
für TB in Tunesien (Ben-Ali et al., 2004) assoziiert (Thada et al., 2013).

Es wird angenommen, dass TLR2 durch dessen stimulierenden Effekt auf
TNF-Produktion in Makrophagen wichtig für das Einleiten der angeboren Im-
munantwort des Wirtes ist (Bafica et al., 2005; Underhill et al., 1999b). TLR2
ist auch wichtig für die Ausschüttung von IL-12 bei Makrophagen aber nicht in
DCs (Pompei, Jang et al. 2007). TLR2−/− (knockout) Mäuse zeigen fehlerhaf-
te Granulombildung und eine stark erhöhte Suszeptibilität für M.tb verglichen
mit den Wildtypmäusen (Drennan et al., 2004; Reiling et al., 2002). Ebenso
zeigen sie fehlerhafte Kontrolle einer chronischen Infektion mit M.tb (Drennan
et al., 2004; Kleinnijenhuis et al., 2011). Es wurde gezeigt, dass TLR2 bei der
direkten Stimulation von Natürliche Killer (NK)-Zellen durch BCG involviert
ist (Marcenaro et al., 2008) und mykobakterielle Peptoglykane (PG) an eine
lösliche Form von TLR2 binden (Esin et al., 2013).

TLR2/1- und TLR2/6-Heterodimere zeigen verschiedene Spezifitäten gegen-
über mikrobiellen Agonisten, die durch die LRR Motive determiniert werden
(Takeda et al., 2002; Takeuchi et al., 2001, 2002). In einer Studie wurde ge-
zeigt, dass drei SNPs in der LRR Region liegen: P315L ist einer der SNPs,
der Einfluss auf das angeborene Immunsystem und klinische Suszeptibilität
für viele Infektionskrankheiten hat (Omueti et al., 2007).

Der TLR2 Arg677Trp (R677W) Polymorphismus inhibiert die von M. le-
prae und M.tb gesteuerte NF-κB Aktivierung (Bochud et al., 2003; Kang et al.,
2002). Eine Studie hat gezeigt, dass Patienten mit dem 677W Allel niedri-
gere basale und mykobakteriell-stimulierte Serum-IL-12-Spiegel hatten. IL-12
wird für die Aktivierung des IFN -γ-Signalweges und die Induktion der Th1
Antwort benötigt, die ausschlaggebend für die Zellgesteuerte Immunität ist.
Studien haben gezeigt, dass die über TLR2 durch Lipoproteine von M.tb in-
duzierte Signaltransduktion die Expression von MHC-II und das Verarbeiten
von Antigenen durch Makrophagen inhibiert (Fulton et al., 2004; Pai et al.,
2004). Dadurch könnte ein Teil der infizierten Makrophagen nicht in der Lage
sein, den CD4+ T-Zellen M.tb Antigene zur Verfügung zu stellen, was in einer
unzureichenden Aktivierung von T-Zellen resultieren kann und somit eine Um-
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gehung der Immunüberwachung und Nischenbildung, in denen M.tb überleben
und ausharren kann, befördert (Jo, 2008; Noss et al., 2001; Thada et al., 2013).

1.2.4 Toll-like Rezeptor 4

TLR4 besteht aus 839 Aminosäuren und wird durch bakterielles LPS akti-
viert. LPS bindet zunächst an den Cluster of Differentiation-14 (CD14) Re-
zeptor, welcher es dann zum TLR4-Rezeptorkomplex transferiert. TLR4 bildet
Homodimere und einen Komplex mit dem MD-2 Protein. Dieser Komplex be-
steht somit aus zwei TLR4 und zwei MD-2 Molekülen (Hailman et al., 1994;
Tobias et al., 1995). Die Transmembrandomäne (Aminosäuren 632-839) von
TLR4 spielt eine wichtige Rolle in der funktionellen Oligomerisation. Studien
mit TLR4-transfizierten Zellen aus den Ovarien chinesischer Hamster [Chinese
Hamster Ovary] (CHO) Zellen und Mausmakrophagen zeigen die Wichtigkeit
von TLR4 beim Erkennen von M.tb (Kleinnijenhuis et al., 2011; Means et al.,
2001, 1999).

TLR4 kann vermutlich ebenfalls durch das Hitzeschockprotein 60/65 ak-
tiviert werden (Bulut et al., 2005; Ohashi et al., 2000), ein Protein das von
verschiedenen M.tb Spezies abgesondert wird. Auch eine Reihe anderer Prote-
ine wurden als TLR4-Liganden postuliert, jedoch kamen vielfach Zweifel auf,
besonders wenn bakterielle Expressionssysteme verwendet wurden, ob kleins-
te LPS-Kontaminationen in den Proteinpräparationen völlig ausgeschlossen
werden konnten. Neben der Signaltransduktion über MyD88 kann TLR4 auch
intrazelluläre Signale durch einen zweiten Signalübertragungsweg einleiten, der
durch TRIF initiiert wird (Kleinnijenhuis et al., 2011).

Eine Mutation (V651F) kann die Antwort von TLR4 auf LPS-Stimulation
beeinflussen (Nishiya et al., 2006). In der ektoplasmatischen LRR Domäne wur-
den fünf Aminosäure-verändernde Mutationen gefunden: S73R, A97V, Y98C,
T175A und T399I, die relativ häufig bei Kaukasiern vorkommen (Schröder and
Schumann, 2005). Die Aminosäuresubstitutionen können Proteinstruktur und
-funktion verändern, aber es ist immer noch nicht klar, ob Y98C und T175A
die Funktion von TLR4 beeinflussen. S73R hat eine leicht erhöhte Häufigkeit
bei Typhuspatienten.

Zwei nichtsynonyme TLR4-Polymorphismen wurden beschrieben: eine A/G
Verschiebung bei SNP rs4986790, die einen D/G Polymorphismus bei Amino-
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säure 299 hervorruft und ein C/T Veränderung bei SNP rs4968791, die einen
T/I Polymorphismus bei Aminosäure 399 hervorruft. Es wurde gezeigt, dass
die entstandenen Zustände (Nukleotid G und T, bzw. Aminosäure G und I)
die Liganden-Bindungsstelle des Rezeptors verändern (Ferwerda et al., 2007a;
Rallabhandi et al., 2006). Diese beiden SNPs sind bei Kaukasiern relativ häufig
und treten meistens gekoppelt auf (kosegregierend). Im weltweiten Vergleich
ist das Vorkommen aber höchst unterschiedlich: D299G und T399I SNPs wur-
den weder bei Koreanern, Taiwan-Chinesen noch bei Japanern gefunden (Kim
et al., 2008; Nakada et al., 2005) und bei Vietnamesen nur höchst selten.
D299G scheint mit TB-Suszeptibilität bei HIV-infizierten Patienten in Tansa-
nia assoziiert zu sein (Papadopoulos et al., 2010). Es gibt jedoch keine Asso-
ziation zwischen D299G und TB Suszeptibilität in Gambia (Newport et al.,
2004) und Mexiko (Rosas-Taraco et al., 2007; Thada et al., 2013). Die ko-
segregierenden Mutationen T399I und D299G, die in der ektoplasmatischen
LRR Domäne liegen, sind signifikant mit einer verminderten Zytokinantwort
auf LPS-Stimulation und einer erhöhten Suszeptibilität für verschiedene Infek-
tionen assoziiert (Ameziane et al., 2003; Hawn et al., 2005; Lorenz et al., 2002;
Mockenhaupt et al., 2006), indem sie die extrazelluläre Domäne des TLR4 ver-
ändern (Schröder and Schumann, 2005). Diese LRR-Mutationen können poten-
tiell die Phosphorylierung von TLR4 stören und als Folge Signaltransduktion
und inflammatorische Mediatorausschüttung verändern und so potentiell zu
veränderter TB-Suszeptibilität führen (Thada et al., 2013).

1.2.5 TLR7 und TLR8

Humane TLR7 und TLR8 erkennen Einzelstrang-Ribonukleinsäure (RNS),
die in der Regel viralen Ursprungs ist. Sie können nicht nur Oligoribonu-
kleotide (ORNs) (natürliche Agonisten) erkennen, sondern auch synthetische
Immunantwort-Modifizierer (chemische Agonisten) wie Imidazoquinoline. Ob-
wohl sie sehr homolog sind, ergänzen sich TLR7 und -8 bei der Erkennung von
verschiedenen, sequenzspezifischen RNS Motiven mit der möglichen Implikati-
on, verschiedene Viren zu erkennen (Gantier et al., 2010).

TLR8 kann Einzelstrang-RNS von Pathogenen wie RNS-Viren erkennen.
Für die hier dargestellte Studie von Interesse wurde eine Heraufregulierung
der TLR8-Proteinexpression bei Makrophagen nach BCG Infektion gezeigt
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(Davila et al., 2008; Kleinnijenhuis et al., 2011).

Auf Genomebene kodiert der TLR8 Gen-Lokus für zwei verschiedene Spleiß-
Varianten mit alternativen Translationsstarts, deren funktioneller Beitrag noch
nicht bekannt ist (Du et al., 2000; Oh et al., 2008). Proteine der TLR8-Variante
1 und 2 (TLR8v1 und TLR8v2) haben bis auf 19 zusätzliche Aminosäuren
am N-Terminus bei TLR8v1, die identische Sequenz. Es wurden signifikan-
te Korrelationen zwischen TLR8-Polymorphismen und aktiver TB sowie einer
Heraufregulierung von TLR8 mRNA im Blut von TB-Patienten nachgewie-
sen (Davila et al., 2008). Dies suggeriert eine mögliche Rolle von TLR8 beim
Erkennen von phagozytierten Bakterien.

TLR8 liegt auf dem X-Chromosom und erkennt Einzelstrang-RNS von Pa-
thogenen wie RNS-Viren. 149 SNPs wurden bei indonesischen und russischen
TB-Patienten untersucht, von denen vier signifikant mit pulmonaler TB bei
Männern assoziiert wurden (Davila et al., 2008). Drei dieser Varianten sind
die Nukleotide -129C/G, -2167A/G und -1145 A/G und liegen in der regu-
latorischen (Promoter) Region. Die vierte Variante, Aminosäure M1V, liegt
im Startkodon. Bei den indonesischen Männern zeigte das Vorhandensein des
A-Allels bei M1V eine erhöhte Suszeptibilität für pulmonale TB, während das
G-Allel protektiv wirkte. Eine weitere Studie zeigte, dass dieselbe Assoziation
auch bei männlichen türkischen Kindern existiert (Dalgic et al., 2011a; Thada
et al., 2013). Die G-Variante des M1V Polymorphismus wird mit einem protek-
tiven Effekt bezüglich TB in Zusammenhang gebracht, könnte jedoch gleich-
zeitig ein Risikofaktor für H. pylori -Infektionen sein (Gantier et al., 2010).

1.2.6 Toll-like Rezeptor-Heterodimere

Heterodimere sind Molekülverbindungen zweier unterschiedlicher Moleküle. Im
Fall von TLRs können sich verschiedene TLRs miteinander verbinden, um eine
weitere Vielfalt von Pathogenen erkennen zu können. TLR2 kann mit TLR1
oder -6 einen heterodimeren Komplex bilden um Makrophagen zu aktivieren
(Ozinsky et al., 2000), welches ein wichtiger Abwehrschritt gegen M.tb ist.



20 KAPITEL 1. EINLEITUNG

1.2.7 Toll-like Rezeptoren und Mykobakterien

Bakterielle Lipopeptide aktivieren TLRs1, -2 und -6 und interagieren mit
TLR10. Lipoproteine von Bakterien und Mykoplasmen sind durch ihre unge-
wöhnlichen, mit zwei oder drei Fettsäuren azylierten Aminosäure-Dihydroxy-
prophylcysteinen charakterisiert. Lipoproteine sind Teil der äußeren Membran
von sowohl Gram-negativen, als auch -positiven Bakterien, von Rhodopseu-
domonas Viridis und von Mycoplasma (Shibata et al., 2000). Synthetische
Analoge und der N-terminale Teil des Lipoproteins von E. coli wurden zum
ersten Mal 1983 synthetisiert. Sie dienen als potente Immunoadjuvantien in
vivo und in vitro. Immunisierung von Meerschweinchen und Schweinen mit ei-
nem komplett synthetischen Impfstoff, der aus dem eingebauten Lipotripeptid-
Adjuvanten Pam3Cys-Ser-Ser und aus B- und T-Zellepitopen des Maul-und-
Klauenseuche-Virus besteht, führt zu einem langanhaltenden Schutz gegen Vi-
renbefall (Wiesmuller et al., 1989). Aus der Konjugation von Klasse I limitier-
ten Peptiden mit Pam3Cys-Ser-Ser folgte 1989 zum ersten Mal effizientes Pri-
ming von Virus-spezifischen zytotoxischen T-Zellen (Wiesmuller et al., 1989).

Obwohl die Interaktion von M.tb mit TLRs die Fresszellen aktiviert, führt
sie selbst nicht zur sofortigen Vernichtung der Mykobakterien. Nach der In-
teraktion von spezifischen mykobakteriellen Strukturen mit den TLRs werden
Signalwege aktiviert, in denen MyD88 eine wichtige Rolle spielt (Underhill
et al., 1999b). Anschliessend werden IRAK, TRAF6, TGFβ-activated protein
kinase 1 (TAK1) und mitogen-activated protein (MAP) Kinase in einer Si-
gnalkaskade rekrutiert, die zur Aktivierung und nuklearen Translokation der
Transkriptionsfaktoren wie NF-κB führt (Takeda and Akira, 2004). Dies führt
zur Transkription der in der Aktivierung der angeborenen Immunantwort in-
volvierten Gene, hauptsächlich der Produktion proinflammatorischer Zytoki-
ne wie TNF, IL1β, IL-12 und Stickstoffmonoxid (Akira, 2003; Kleinnijenhuis
et al., 2011).

1.2.8 Lipopeptide und TLR Forschung

Zellaktivierung durch Lipoproteine und Lipopeptide wird durch ihre Interak-
tion mit TLRs gesteuert. Lipoproteine repräsentieren eine der molekularen
Verbindungen zwischen Wirt-Abwehr-Mechanismen und mikrobiellen Produk-
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ten (Aliprantis et al., 1999). TLRs haben Sequenz-Ähnlichkeiten zu den zyto-
plasmatischen Regionen der IL-1 Rezeptorfamilie und wirken über die selben
Signalmoleküle wie zum Beispiel MyD88, IRAK, TRAF, MAP-Kinasen und
NF-κB. Die N-terminalen Teile von bakteriellen Lipoproteinen sind Effektoren
für die angeborene Immunantwort. Die korrespondierenden Säugetier-TLRs1,
-2 und -6 wurden identifiziert (Takeda et al., 2003).

Lipopeptide wie Pam3-Cys-SKKKK, MALP-2 und FSL-1 rufen über die
Heterodimere TLR2/1 oder TLR2/6 zelluläre Antworten hervor (Takeuchi and
Akira, 2002). Die Kristallstrukturen der TLR2/1 und TLR2/6 Heterodimere
mit den synthetischen Liganden Pam3-Cys-SKKKK oder Pam2-Cys-SKKKK
wurden beschrieben (Kang et al., 2009).

Struktur-Wirkungsstudien mit synthetischen Lipopeptid-Analogen haben
die strukturelle Basis der Interaktion mit TLR1, -2 und -6 gezeigt (Buwitt-
Beckmann et al., 2005). Kürzlich wurde ebenfalls die Interaktion von Lipopep-
tiden mit TLR10 beschrieben (Guan et al., 2010).

1.2.9 Tumornekrosefaktor α

Tumornekrosefaktor α (TNF) ist ein Zytokin, das eine wichtige Rolle bei der
Tuberkuloseerkrankung spielt, indem es die Ausschüttung verschiedener Zy-
tokine und Chemokine, sowie die Apoptose induziert (Stenger, 2005). TNF
wird außerdem für die Erhaltung des Granuloms und für die Kontrolle der
TB benötigt (Flynn et al., 1995). Wirte mit Defiziten in TNF oder dessen
Rezeptoren haben eine erhöhte Suszeptibilität für mykobakterielle Infektionen
(Bean et al., 1999; Garcia et al., 1997; Kaneko et al., 1999; Kindler et al., 1989;
Roach et al., 2002). TNF kontrolliert dabei sowohl den angeborenen sowie den
erworbenen Teil der Immunantwort auf TB. Patienten, die sich einer Therapie
gegen chronische Entzündungskrankheiten mit einem monoklonalen Antikör-
per gegen TNF unterziehen, sind anfällig für TB, woraus geschlossen werden
kann, dass TNF eine zentrale Rolle bei der Kontrolle von TB beim Menschen
spielt (Gardam et al., 2003; Keane et al., 2001; Mohan et al., 2004).
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1.2.10 Geschlechterunterschiede

Einige Studien zeigen, dass Frauen generell eine überlegene systemische Immu-
nität gegenüber Männern haben, was allerdings auch zu einer erhöhten Sus-
zeptibilität für Autoimmunkrankheiten führt (Nalbandian and Kovats, 2005;
Olsen and Kovacs, 1996; Whitacre et al., 1999). Dass das Geschlecht einen Ein-
fluss auf die Suszeptibilität für Infektionen hat, wurde bereits früh gründlich
untersucht (Terres et al., 1968). Epidemiologisch-klinische Daten und Tiermo-
delle von verschiedenen Krankheiten beim Menschen, wie Sepsis (Beery, 2003)
und Listeriose (Pasche et al., 2005), zeigen, dass Männer und Frauen auf In-
fektionen unterschiedlich reagieren.

Dieser Unterschied wird dem Effekt zugeschrieben, den Sexualhormone auf
in Entzündungen und Immunität involvierte, regulierende Gene haben (Mo-
rell, 1995; Salem, 2004). So wird zum Beispiel bei weiblichen Mäusen, die mit
L. monocytogenes infiziert wurden, durch Östrogen die Produktion des im-
munosuppressiven Zytokins IL-10 gefördert und das schützende Zytokin IFNγ
herabreguliert (Pasche et al., 2005).

Denkbar ist auch, dass dieser Unterschied auf unterschiedliche soziale Rol-
len und Beziehungen zurückzuführen ist und dass z.B. das männliche Immun-
system durch stärkere Reduzierung auf Konkurrenz und weniger auf soziale
Bindungen geschwächt ist.

1.3 Genetische Variationen

Epidemiologische Studien bei Menschen haben gezeigt, dass genetische Varia-
tionen in den für PRRs und deren nachgeordneten Signalüberträgern kodie-
renden Genen Suszeptibilität für, den Schweregrad und die Folgen der Krank-
heit beeinflussen (Kleinnijenhuis et al., 2011). Ein besseres Verständnis von
PRRs und deren Erkennen von Mykobakterien zusammen mit immungene-
tischen Studien bei TB-Patienten sollte somit nicht nur zu einem besseren
Verständnis der Pathogenese von TB führen, sondern könnte auch zur Ent-
wicklung neuer Interventionsstrategien dienen.

Es wurden bisher vier genomweite Studien durchgeführt um Polymorphis-
men zu finden, die mit der Suszeptibilität für TB in Verbindung stehen (Ma-
hasirimongkol et al., 2012; Png et al., 2012; Thye et al., 2012, 2010). Hierbei
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wurden Variationen auf den Chromosomen 18q11.2 und 11q13 bei Afrikanern
aber keine bei Asiaten gefunden, die mit der Suszeptibilität für TB assoziiert
werden konnten.

Genetische Variationen wurden innerhalb des TLR-Signalsystems beschrie-
ben, die zur Suszeptibilität und zum Verlauf bestimmter Krankheiten beitra-
gen, und welche durch selektiven Druck aufgetreten sein könnten (Casanova
et al., 2011a; Schröder and Schumann, 2005). Durch die Veränderung, M.tb zu
erkennen wird ebenfalls die Suszeptibilität zu TB alteriert und SNPs in dem
TLR2/1 Heterodimer könnten daher diesen Prozess beeinflussen (Hawn et al.,
2007; Schumann and Tapping, 2007).

1.3.1 Einzelnukleotid-Polymorphismen

Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) sind Punktmutationen in der DNS,
die in mindestens 1% der Bevölkerung vorkommen. An der Stelle des SNP
existiert hier ein anderes Basenpaar als bei einem Großteil von Mitgliedern
derselben Spezies. Es wird zwischen synonymen und nichtsynonymen Basen-
paarveränderungen unterschieden. Letztere bewirkt eine Aminosäureverände-
rung an der entsprechenden Position. Aminosäureverändernde SNPs stehen
im Verdacht die Eigenschaften des angeborenen Immunsystems verändern zu
können und damit zu beeinflussen, wie das betroffene Individuum auf Erreger
reagiert und Krankheiten entwickelt.

Im Fall von TLR2/1 wurden SNPs gefunden, die die Liganden-bindenden
Taschen verändern und somit die Möglichkeit beeinflussen, wichtige mikrobi-
elle Liganden zu erkennen. Dies könnte Auswirkungen für Malaria (Hamann
et al., 2010), Lepra (Johnson et al., 2007) und anderen Krankheiten (Hawn
et al., 2007) haben. Der SNP TLR1-S602I (rs5743618) wurde in mehreren Po-
pulationen mit TB assoziiert (Ma et al., 2007; Randhawa et al., 2011; Zhang
et al., 2013). Studien zur indischen Bevölkerung sind jedoch rar und die Er-
gebnisse limitiert auf die SNPs TLR1-S602I, TLR2-R753Q und einige wenige
SNPs in anderen TLRs (Selvaraj et al., 2010).
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1.3.2 Aminosäure-Austausch in Toll-like Rezeptoren

Der bei Kaukasiern häufige TLR1 SNP N248 betrifft eine hochkonservierte
Aminosäure in der extrazellulären Domäne von TLR1. Dies gilt ebenfalls für
den TLR6 SNP N253, wobei beide einen putativen Glykolisierungsort darstel-
len. Ein Austausch der Aminosäure N mit S könnte zu einer veränderten Gly-
kosylierung und damit möglicherweise zu einer Veränderung der TLR1-Faltung
oder -Funktion führen (z.B. PAMP-Erkennung oder Signaltransduktion) (Ma
et al., 2007).

Der S602I Aminosäure-Austausch in TLR1 verändert die erste Aminosäu-
re der intrazellulären Domäne von TLR1, dieses Residuum variiert in TLR10
(L602) und TLR6 (I607) (Ma et al., 2007). TLR6 wurde mit der M.tb-Wirt-
Interaktion in der Maus in Verbindung gebracht. Außerdem wurde in CHO Zel-
len gezeigt, dass sich Maus-TLR6 und -2 in einer Liganden-unabhängigenWeise
assoziieren, um einen Komplex zu bilden, der zur NF-κB-Signaltransduktion
führt (Ozinsky et al., 2000). Ähnliche Studien mit HEK293 Zellen zeigten
NF-κB-Aktivierung als Konsequenz der Co-Expression von humanen TLR2
und -6, und dass die zytoplasmischen Domänen dieser TLRs nötig sind um
Signale zu übermitteln (Takeuchi et al., 2001).

1.4 Zusammenfassung

Die Tuberkulose ist eine Infektionskrankheit, die durch Mycobacterium tu-
berculosis (M.tb) hervorgerufen ist, und für die schon sehr früh, z.B. durch
Zwillingsstudien, eine starke familiäre Komponente beschrieben wurde (Com-
stock, 1978; Sorensen et al., 1988). Dennoch sind bis heute keine klaren geneti-
schen Suszeptibilitätsmarker identifiziert worden, vielmehr gibt es verschiede-
ne Kandidaten-Gene, unter denen sich auch die Toll-like Rezeptoren (TLRs)
befinden (Dye and Williams, 2010; Möller et al., 2010). In den letzten Jah-
ren konnte gezeigt werden, dass die direkte, „angeborene“ Immunantwort von
Mykobakterien über Mitglieder der TLRs Familie induziert wird, hier scheint
besonders die TLR2-Familie mit den Heterodimerisierungspartnern TLR1 und
-6 von Bedeutung zu sein (Jo, 2008).

TLRs sind essentielle Rezeptoren des angeborenen Immunsystems. Während
dieses System zwischen Spezies einen hohen Grad der Konservierung zeigen,



1.4. ZUSAMMENFASSUNG 25

kann genetische Variabilität des TLR Systems in der menschlichen Population
beobachtet werden (Wellcome Trust Case Control and Consortium, 2007). Es
sind zehn humane TLRs bekannt und es wurde eine komplexe Signalkaskade
für diese TLRs identifiziert.

Um individuelle TB-Suszeptibilität zu verstehen, ist es wichtig, nachzuvoll-
ziehen, wie TLR SNPs mit der Krankheit in spezifischen Populationen assozi-
iert sind und die funktionellen Konsequenzen der strukturverändernden SNPs
zu verstehen. In dieser Arbeit werden Assoziationen zwischen TLR1-248N und
TLR8-1V und Schutz vor TB und zwischen TLR4 -299G und Risiko für TB
in Südostindien untersucht. Durch das Darstellen der funktionellen Relevanz
wird ebenfalls erörtert, wie TLR1-248N mit veränderter NF-κB-Aktivierung
und erhöhter TNF-Ausschüttung assoziiert ist.

Polymorphismen in einzelnen Genen des TLR-Signalnetzwerks können die
Suszeptibilität für verschiedene Krankheiten beeinflussen (Kawai and Akira,
2010). Bisher konnte jedoch noch nicht klar definiert werden, welche Gene und
Genveränderungen in diesem komplexen Netzwerk wirklich zur Suszeptibilität
für bestimmte Erkrankungen beitragen. Das Wissen über den Einfluss von
genetischen Varianten im TLR Netzwerk auf die Prädisposition zu TB kann
unser Verständnis für die Krankheitsentstehung verbessern.

Vorarbeiten des Betreuerlabors konnten zeigen, dass sich Genvariationen in
TLR1 stark auf Suszeptibilität und Verlauf von Lepra, eine Erkrankung, die
durch ein mit M.tb eng verwandtes Bakterium (M. leprae) hervorgerufen wird,
auswirken (Johnson et al., 2007). Eine dieser Studien wurde in Bangladesch
durchgeführt, einem Gebiet mit hoher TB-Prävalenz (Schuring et al., 2009).
Andere konnten einen Zusammenhang zwischen TLR2-Varianten und tuber-
kulöser Meningitis in Vietnam nachweisen (Caws et al., 2008). Elemente der
Signaltransduktionskaskade, wie das mal/TIRAP Protein sind ebenfalls für die
Erkennung von Mykobakterien essentiell und genetische Variationen scheinen
für Suszeptibilität und Verlauf von TB wichtig zu sein (Corr and ONeill, 2009).

Wie im Betreuerlabor mit herausgefunden wurde, unterscheiden sich die
genetischen Variationen der TLRs weltweit stark in ihrer Frequenz, was ein
Hinweis darauf sein könnte, dass es hier einen Selektionsdruck gab, der durch
Infektionskrankheiten verursacht worden sein könnte (Ferwerda et al., 2009,
2007a). Da außerdem TB-Fälle hier in Deutschland nur noch sehr selten auf-
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treten, ist für dieses Projekt sehr wertvoll, dass es im Rahmen einer interna-
tionalen Graduiertenschule angesiedelt werden konnte, die gemeinsam mit der
Central University of Hyderabad, Indien, durchgeführt wird. So kann neben
gesunden Freiwilligen auch eine große Zahl TB-Patienten aus Indien genotypi-
siert und auf ihre Krankheitsverläufe hin untersucht werden.

1.5 Aufgabenstellung

Tuberkulose stellt ein weltweites Gesundheitsproblem dar, wovon etwa 9 Millio-
nen Menschen betroffen sind und knapp 2 Millionen Menschen jährlich sterben.
Aufklärung, kostenlose Therapien und Impfprogramme dämmen die Verbrei-
tung der Krankheit besonders in Industrienationen erfolgreich ein, jedoch ist,
besonders in den letzten Jahren, ein Anstieg der Infektionszahlen, auch auf-
grund von multiresistenten Erregern, zu beobachten. Da nur etwa 5-10% der
Infizierten tatsächlich an aktiver TB erkranken scheinen Gründe wie genetische
Variationen einen erheblichen Einfluss auf die Suszeptibilität zu haben.

TLRs stellen einen wichtigen Baustein im Abwehrmechanismus gegen Bak-
terien im allgemeinen und Mykobakterien im speziellen dar. Genetische Ver-
änderungen der Immunsystemproteine können zu einer alternativen Reaktion
des Wirtes auf Pathogene bewirken. Folglich wird hier die Hypothese unter-
sucht, dass Polymorphismen in den TLRs die TB-Suszeptibilität, untersucht
an Südindischen Kohorten, verändert. Somit war Ziel dieser Arbeit die Bedeu-
tung genetischer Variationen innerhalb der TLRs und deren Einfluss auf die
Suszeptibilität für TB zu untersuchen. Dafür sollte auf die unterschiedliche
Verteilung von SNPs in TLRs bei TB Patienten und Kontrollen aus Hydera-
bad, Indien eingegangen und interessante Abschnitte der TLRs sequenziert
und ausgewertet werden. Hierfür sollten eine Kohorte mit TB-Patienten in
Hyderabad und jeweils eine gesunde Kontrollkohorte in Hyderabad und Berlin
generiert werden.

Weiterhin sollten diese Studien mit funktionellen molekularen Analysen
durch in vitro und in silico Untersuchungen erweitert werden, welche die Konse-
quenzen der genetischen Variationen für die Wirt-Pathogen-Interaktion erklä-
ren. Die Frequenz von SNPs des TLR Signalsystems von Menschen in Hydera-
bad verglichen mit Europa und deren potentielle Rolle für TB-Suszeptibilität
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sollte durch Genotypisierung gesunder Kontrollen ermittelt werden. Durch Ex-
traktion von Immunzellen der Kontrollen in Deutschland und Stimulation mit
entsprechenden Liganden sollte Aufschluss über die funktionelle Relevanz die-
ser Variationen geben. Des Weiteren sollten Transfektionsversuche mit entspre-
chenden ’wildtyp’ und ’mutierten’ Plasmiden in vitro an einer Standardzelllinie
etabliert und durchgeführt werden.

Funktionell sind die genetischen Variationen im TLR2-System bisher nicht
ausreichend untersucht. Im Betreuerlabor stehen etablierte gain-of-function
und loss-of-function Experimentalsysteme zur Verfügung, die jetzt durch die
zusätzliche Überexpression der genetischen TLR-Mutanten ergänzt werden sol-
len. So sollte funktionell untersucht werden, inwieweit sich die genetischen Va-
riationen auf die Induktion der Entzündungsreaktion im Wirt auswirken.
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Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 SNP Datenbanken

Es wurde eine Übersichtsdatenbank für TLR SNPs erstellt. Dafür wurden un-
ter Anderem folgende Informationen zusammengetragen: Name und alternati-
ve Namen für die Genvariante, chromosomale Lokalisation des Gens, Anzahl
der Basenpaare, Exons und deren Position, mRNA- und Aminosäuresequenzen
im FASTA Format; zu den SNPs rs-Nummern, mRNA und Aminosäurepo-
sition, Basenpaar- und Aminosäureveränderung, PolyPhen21 Vorhersage und
Bewertung, bekannte TB Assoziationen, Linkage Disequilibrium (LD) und bis-
herige Veröffentlichungen. Durch diese Übersicht konnte eine gut informierte
Entscheidung über die zu sequenzierenden Bereiche der Proben-DNS getroffen
werden, in denen möglichst viele relevante SNPs liegen. Grundlage der Daten-
bank bildet die Online-SNP-Datenbank dbSNP oder auch GeneViewReport
von NCBI2, in welcher bekannte SNPs für sämtliche Gene aufgelistet sind. Zu
den dort beschriebenen non-synonymous SNPs (siehe Abschnitt 1.3.1) wurde
eine Literatur-Recherche durchgeführt und einen Score zur Wahrscheinlichkeit
der individuellen allgemeinen Relevanz errechnet. Zur Berechnung des Scores
wurde der Online-Dienst PolyPhen2 des Brigham and Women’s Hospital der
Harvard University, Boston, USA verwendet.

Unter Berücksichtigung der Ergebnisse von PolyPhen2 und der Literatur-
recherche konnten interessante von weniger interessanten SNPs unterschieden

1http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/ (August 2014)
2http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/ (August 2014)
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und die Wahrscheinlichkeit, dass ein jeweiliger SNP einflussreich ist, abge-
schätzt werden. Die Datenbanken zu den TLRs und deren SNPs befinden sich
in Kapitel 3.1.

2.2 Patienten und Kontrollen

Für diese Fall-Kontroll-Studie wurden 206 TB Patienten und 239 Gesunde
Kontrollen aus Hyderabad, Andhra-Pradesh / Telangana State, Indien, unter-
sucht. Alle Patienten und Kontrollen waren Inder aus dem Großraum Hydera-
bad. Die TB-Diagnose wurde klinisch mittels Sputummikroskopie für säure-
beständige Bakterien (AFBs) und mittels Röntgenaufnahme des Brustraums
oder mittels Histopathologie nach den Richtlinien des Revised National Tuber-
culosis Control Program (RNTCP) an der Free Chest TB Clinic PPM DOTS
des Mahavir Hospital and Research Centre, Hyderabad, bestätigt. Zusätzlich
wurde ein Tuberkulintest [Tuberculin skin test] (TST) durch einen Arzt am
Mahavir Hospital durchgeführt. Für den TST wurden 5 Tuberkulin Einheiten
[Tuberculin units] (TUs) von gereinigtem MTB Proteinderivat [Purified pro-
tein derivate of whole MTB ] (PPD) subkutan in den linken Arm gespritzt. Da
die Individuen durch ihren Wohnort zu einer Risikogruppe gehören, wurde eine
Induration von >10mm nach 48 bis 72 Stunden als positiv gewertet. Personen
aus demselben Haushalt und gesunde Kontrollen derselben Region, jeweils oh-
ne Tuberkulosevorgeschichte, wurden auch in die Studie einbezogen. Alle Teil-
nehmer waren zum Testzeitpunkt HIV-negativ. Die Prozeduren dieser Studie
sind mit den Prinzipien der Deklaration von Helsinki konform (Subjects, 2013).
Für alle entnommenen Proben wurde eine schriftliche Einverständniserklärung
der Teilnehmer eingeholt. Der Studienplan wurde von der wissenschaftlichen
Ethikkommission der Central University of Hyderabad akzeptiert und bewil-
ligt. Die verwendete deutsche Kontrollkohorte, wurde im Betreuerlabor erstellt
und bereits von Oh et al. beschrieben (Uciechowski et al., 2011).

2.3 DNS Präparation / Sequenzierung / PCR

Die Zugriffsnummern (accession numbers) für DNS Sequenzen und Polymor-
phismen in dieser Arbeit lauten: TLR1: NM_003263.3 und NP_003254.2;



2.4. FUNKTIONELLE ANALYSEN 31

für TLR2 NM_003 264.3 und NP_003255.2; für TLR4: NM_003266.3 und
NP_003257.1; für TLR7: NM_ 016562.3 und NP_057646.1 und für TLR8:
NM_138636-4 und NP_619542-1. Blutproben oder Wangenabstriche wurden
von TB Patienten und gesunden Kontrollen aus Hyderabad, Andhra-Pradesh,
Indien, genommen und daraus DNS Proben mit Hilfe eines DNA Blood mini
kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland, Cat. No.: 51104) für die Blutpro-
ben und mit einem DNA kit (Qiagen) für Wangenabstriche gewonnen. Die
Primer für die PCR-Amplifikation und für das Sequenzieren sind in Anhang
A beschrieben (Eurofins Genomics, India Pvt. Ltd). Die Polymerase Ketten-
reaktion [Polymerase chain reaction] (PCR)-Amplifikation lief für 34 Zyklen
mit einem Mastermix, welcher 7,5 µl „Go-Taq Hot Start Green Master Mix“
(Promega GmbH, Mannheim, Deutschland, Cat. No.: M5123), 0,5 µl H2O, 0,5
µl Vorwärtsprimer (10 pmol/µl), 0,5 µl Rückwärtsprimer (10 pmol/µl) und 6
µl genomische DNS (10 ng/µl) beinhaltete. Die Proben wurden auf einem 1%
Agarosegel überprüft und anschließend mit einem „Qiaquick PCR purificati-
on kit“ (Qiagen, Cat. No.: 28106) gereinigt. Für die SNP Erkennung wurden
die DNS Proben mittels Sanger Sequenzierung (Sequenzierer: Applied Bio-
systems 3730xl DNA Analyzer, Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA,
USA) und den identischen Primern wie für die PCR Amplifizierung sequenziert
(Ocimum Biosolutions Ltd., Hyderabad, Indien). Die Ergebnisse der Sequen-
zierung wurden mit Lasergene 11 (DNAStar Inc, Madison, WI, USA), Consed
24.0 (Gordon, 2003; Gordon et al., 1998; Gordon and Green, 2013), Phred built
071220 und Phrap 1.09 (Ewing and Green, 1998; Ewing et al., 1998) ausgewer-
tet. Haplotypenanalyse und LD Berechnungen wurde mit Hilfe von Haploview
(Barrett et al., 2005) durchgeführt.

2.4 Funktionelle Analysen

2.4.1 PBMC Stimulation von gesunden Kontrollen

Um die Reaktion von mononukleären Zellen des peripheren Blutes [peripheral
blood mononuclear cells] (PBMCs) auf bestimmte Zytokine zu messen und
nachzuweisen wurde das antikörperbasierte Enzyme-linked immunosorbend
assay (ELISA) Verfahren angewendet. Freiwillige gesunde Kontrollen aus ei-
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ner in den letzten Jahren gesammelten Kohorte (Oh et al., 2008), welche auf
die entsprechenden TLR SNPs genotypisiert worden sind, wurden paarwei-
se (’wildtyp’ / ’mutant’) oder in Gruppen (’wildtyp’ / ’heterozygot’ / ’mu-
tant’) einbestellt und ihnen wurde etwa 100ml Vollblut durch Venenpunktion
in EDTA-Röhrchen (BD GmbH, Heidelberg, Deutschland, Cat. No.: 366643)
abgenommen. PBMCs wurden mit Ficoll (GE Healthcare Europe GmbH, Frei-
burg, Deutschland, Cat. No.: 17-1440-02) separiert, zentrifugiert (1200∗g, 20
min, 20 ◦C) und dreifach mit RPMI Medium (Life Technologies GmbH, Cat.
No.: 31870-082) gewaschen. Die hierfür verwendeten Materialien und Reagen-
zien sin din Tabelle 2.1 aufgelistet.

Tabelle 2.1 – Material und Reagenzien Zellisolation

Produkt Hersteller / Zusammensetzung / Bemerkungen
Heparin Röhrchen
RPMI-1640 Medium Ohne L-Glutamin
FCS Fetales Kälberserum
Ficoll Lymphozyten-Trenn-Medium
PBS PBS DULBECCO w/o Ca2+, Mg2+;

Biochrom AG, Cat.No.: L 182-50
EDTA 2mM, gefiltert, sterilisiert

In einer 96-Well Flachboden-Zellkulturplatte wurden 2 ∗ 105 Zellen mit
Pam3Cys (EMC microcollections GmbH, Cat. No.: bLP002, bLP MPT83, bLP
MT P27), LPS und H37Rv Whole Cell Lysate Mycobacterium tuberculosis
(BEI resouces, Manassas, VA , USA, Cat. No.: NR-14822 ) und alternativ mit
H37Rv γ-irradiated whole cellsM.tb (BEI resources, Cat. No.: NR-14819), wel-
che für die stimulation mit Ultraschall lysiert wurden, für 4 Stunden stimuliert
und TNF im Überstand mittels ELISA (BD Biosciences, Heidelberg, Deutsch-
land) gemessen. Dafür wurden die Platten höchstens Woche vor dem Blockie-
ren beschichtet. Für eine Platte wurde 20 µl TNF mit 5ml Coating-Puffer
(0.1 M NaHCO2, pH 8.2) gemischt (1:250 Verdünnung), 50 µl der Mischung
in jedes Well der NUNC-ELISA Platte gegeben und bei 4 ◦C mindestens über
Nacht inkubiert. Zum Blockieren wurde der Coating-Puffer aus der ELISA
Platte verworfen, die Platte 3 Mal mit Waschpuffer (Phosphatgepufferte Salz-
lösung [phosphate buffered saline] (PBS) + 0,05% Tween) gewaschen und auf
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einem Papierhandtuch ausgeklopft. Anschließend wurden 100 µl Blockierpuf-
fer (10% Fötales Kalbsserum [Fetal calf serum] (FCS) in PBS) in jedes Well
gegeben und bei Raumtemperatur für etwa eine Stunde inkubiert. Für die
Standardreihe wurde der TNF Stock (10 µg/ml) erst 1:5000 auf 200 pg/ml
und anschließend sieben mal in jeweils einem Reaktionsgefäß in Blockierpuffer
1:2 verdünnt. Der Blockierpuffer wurde mit Waschpuffer aus der Platte gewa-
schen. Von der jeweiligen Verdünnung des Standards und den Proben wurden
jeweils 50 µl in Duplikaten auf die Platte gegeben und bei Raumtemperatur ein
bis zwei Stunden inkubiert. In der Zwischenzeit wurde 1 µg/ml biotinylierter
anti-human Detektionsantikörper in Blockierpuffer gemischt (pro Platte 5 ml
Blockierpuffer + 10 µl Detektionsantikörper (Stock: 0,5mg/ml)). Die Platte
wurde drei mal mit Waschpuffer ausgewaschen, mit 50 µl der Detektionsanti-
körpermischung befüllt und für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. 5
µl Streptadivin Peroxidase (1 mg/ml) wurde in 5 ml Blockierpuffer gegeben
und nach viermaligem Waschen wurden 50 µl pro Well in die Platte pipettiert
und für 30 bis 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde
die Platte vier Mal mit Waschpuffer gewaschen und mit 50 µl TMB Substrat
(Raumtemperatur) pro Well befüllt und im Dunkeln bei Raumtemperatur in-
kubiert. Sobald die blaue Färbung entstand, wurde die Reaktion mit 50 µl pro
Well H2SO4 abgestoppt und bei 450 nm im ELISA-Leser gemessen. Alle hierfür
verwendeten Materialien sind in Tabelle 2.2 aufgelistet. Die Einbestellungen
der gesunden Kontrollen erfolgte gepaart nach Alter und Geschlecht aber mit
unterschiedlichem Genotyp und Vergleichbarkeit zu gewährleisten und Stör-
faktoren wie Alter oder Geschlecht ausschließen zu können.

2.4.2 Transformation der Plasmide

TLR1 PEF6V5 Plasmide wurden freundlicherweise von Prof. Thomas Hawn3

als DNS auf Filterpapier zur Verfügung gestellt. Die Filterpapiere wurden für
30 Minuten in 50 µl Qiagen Elution Buffer eingeweicht. Die resultierenden Lö-
sungen wurden in NEB 10-beta kompetente E. coli (New England Biolabs,
Ipswich, MA, USA, Cat. No.: C3019I) laut Herstellerprotokoll transformiert.

3Thomas Hawn, MD, PhD; Associate Professor of Medicine, University of Washington;
Adjunct Associate Professor, Department of Global Health, University of Washington; 750
Republican St.; Box 358061; Seattle, WA 98195, USA; thawn@u.washington.edu
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Tabelle 2.2 – Material und Reagenzien ELISA

Produkt Hersteller / Zusammensetzung / Bemerkungen
ELISA-Platten 96-Well NUNC maxisorp Cat. No 437958
PBS-Pulver PBS DULBECCO w/o Ca2+, Mg2+

Biochrom AG, Cat.No.: L 182-50
H2SO4 Schwefelsäure 95-97%ig

Merck, Cat.No.: 1.00731.2500
Tween Tween R©20; ROTH, Cat.No. 9127.1
BSA Albumin bovine Fraction V

Serva, Cat.No. 11926
Streptavidin-POD Streptavidin-Peroxidase

Sigma, Cat.No. S-5512
Substrat BM Blue POD Substrate

Roche, Cat.NO. 11484281001
NaHCO3 Merck, Cat.No. 6329
Coating Puffer 4.2 g NaHCO3 in 500ml H2O, pH 8,3
Waschpuffer PBS + 0,05% Tween
Blockierpuffer 2,5 ml FCS in 97,5 ml Waschpuffer

Dafür wurde ein Röhrchen NEB Zellen auf Eis für 10 Minuten aufgetaut. An-
schließend wurde 5 µl der gelösten Plasmid DNS in den Zell-Mix gegeben und
vorsichtig 5 mal gegen das Reaktionsgefäß "geschnipst", um Zellen und DNS
zu mischen. Das Gemisch wurde 30 Minuten auf Eis inkubiert, anschließend
30 Sekunden auf 42 ◦C erhitzt und wieder 5 Minuten auf Eis gelegt. 950 µl
SOC Medium (Invitrogen, Cat. No.: 15544-034) wurden in die Mischung bei
Raumtemperatur pipettiert, um sie dann bei 37 ◦C für 60 Minuten bei starkem
Schütteln (250 rpm) zu inkubieren. Anschließend wurden die Zellen erneut ge-
mischt und 100 µl auf eine Selektionsplatte4 gestrichen, um sie dann bei 37 ◦C
über Nacht zu inkubieren. Die resultierenden Kolonien wurden am folgenden
Tag von den Platten geerntet und über Nacht bei 37 ◦C in 5 ml LB-medium +
5 µl Ampizillin inkubiert. Nachdem das LB-Medium milchig trüb war, wurde
1 ml von jedem Reaktionsgefäß in ein Mikrozentrifugengefäß gegeben und bei
> 10.000 ∗ g für 2 Minuten zentrifugiert.

Anschließend wurden die bakteriellen Plasmide mit Hilfe eines Qiagen Mi-
niprep Kits laut Herstellerprotokoll extrahiert. Dazu wurde das Zellpellet in
250 µl Puffer P1 durch Schütteln resuspendiert. Das Gemisch wurde dann in

4Agar-LB-Selektionsplatte (25 Stück): 5g NaCL, 5g Tryptone, 2,5g Hefeextrakt, 7,5g
Agar, A.dest (auf 500mL auffüllen), 500µg Ampicillin
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250 µl Puffer P2 durch Invertieren vermengt bis es klar wurde. Nach Zugabe
von 350 µl Puffer N3 und erneutem Invertieren wurde die Suspension für 10
Minuten bei 18.000∗g zentrifugiert und der Überstand in die QIAprep Säule
gegeben, die dann 60 Sekunden bei > 10.000∗ g zentrifugiert wurde. Die Säule
wurde anschließend durch Zugabe von 750 µl Puffer PE und 60s Zentrifugati-
on bei > 10.000 ∗ g gewaschen. Durch erneutes Zentrifugieren für eine Minute
nach Entfernen des Durchflusses wurde Restethanol aus der Säule entfernt.
Nach Auftragen von 50 µl Puffer EB und Inkubieren für eine Minute wurde
die Säule erneut für eine Minute bei > 10.000 ∗ g zentrifugiert, um die DNS
in ein sauberes Mikrozentrifugengefäß zu eluieren. Die DNS-Konzentrationen
wurden mit einem ScanDrop 250 (Analytic Jena AG, Jena, Deutschland) ge-
messen und ein Restriktionsverdau durchgeführt. Für den Restriktionsverdau
wurden folgende Ansätze hergestellt:

• 4 µl DNA (1 µg) + 1 µl HINDIII + 3 µl NEB Puffer 2 + 22 µl H2O

• 4 µl DNA + 1 µl PSTI + 3 µl NEB Puffer 4 + 22 µl H2O

• 4 µl DNA + 1 µl BglII + 3 µl NEB Puffer 3 + 22 µl H2O

welche für eine Stunde bei 37 ◦C inkubiert wurden. Anschließend wurden durch
20-minütige Erhitzung auf 80 ◦C die Restriktionsenzyme denaturiert um die
Reaktion zu stoppen und die Gemische auf ein 1%-Agarosegel aufgetragen um
die Größen der geschnittenen DNS zu überprüfen und festzustellen, ob es sich
um die korrekten Plasmide handelt. Bakterienkulturen, die die gewünschten
Plasmide enthielten, wurden anschließend über Nacht bei 37 ◦C und 200 rpm in
LB-Medium + 0.1% Ampicillin schüttelnd inkubiert. Am folgenden Tag wurde
ein Maxiprep durchgeführt um die Plasmid-DNS zu reinigen (Macherey-Nagel
GmbH & Co. KG, Düren, Deutschland).

2.4.3 HEK NF-κB Reportergen-Untersuchung

HEK-Blue Null1 Zellen (Invivogen, Toulouse, Frankreich) wurden in Dulbecco-
MEM Medium (Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland) kultiviert
und am darauffolgenden Tag mit X-tremeGENE 9 (Roche) β-gal, ELAM,
TLR1 (248N-602I, 248N-602S, 248S-602I und 248S-602S) und TLR2 (Wild-
typ) Plasmiden transfiziert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen gewaschen
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und 2, 8 ∗ 105 Zellen wurden in einer 96-Well Flachboden-Zellkulturplatte mit
Pam3Cys (EMC microcollections GmbH, Tübingen, Deutschland), LPS und
H37Rv Whole Cell Lysate Mycobacterium tuberculosis (zur Verfügung gestellt
von BEI resouces, Manassas, VA, USA) stimuliert. NF-κB Stimulation wurde
mittels HEK-Blue detection (Invivogen) nach Herstellerprotokoll gemessen.

2.5 Statistik

Statistische Analysen wurden mit SPSS Statistics Version 20 für Mac (IBM,
New York, NY, USA), Prism Version 5 für Mac (GraphPad Software Inc. La
Jolla, CA, USA) and R (R Foundation for Statistical Computing, Wien, Ös-
terreich) durchgeführt. Allel- und Genotypfrequenzen wurden durch direktes
Zählen ermittelt und der χ2-Test wurde verwendet. Die einfaktorielle ANOVA
und der Mann-Whitney-U-Test wurden zur Analyse der HEK-Zell Versuche
verwendet und mit dem t-Test wurden die Ergebnisse der PBMC Versuche er-
mittelt. Die dargestellten P-Werte wurden mittels χ2-Test oder exaktem Fis-
her-Test (two-tailed), wenn angegeben, berechnet. Die angepassten P-Werte
wurden mittels binärer logistischer Regression in SPSS berechnet.

2.5.1 R-Code

Der erstellte R-Quellcode ermöglicht die Berechnung von P-Werten, Odds-
Ratio und Konfidenzintervallen der gemessen SNPs. Dafür werden zuerst be-
nötigte Pakete geladen und die Variablen deklariert. Anschließend wird die
SPSS-Datenbank eingelesen und, wenn vom Anwender gewünscht, in Unter-
gruppen, wie etwa männlich / weiblich, unterteilt. Für die statistische Berech-
nung werden zuerst die gemessenen Basenpaare der Patienten und der Kon-
trollen eingelesen und jeweils in einer Matrix gespeichert, wobei leere Angaben
ignoriert werden und ungültige Werte mit einer Fehlermeldung angezeigt wer-
den. Für die Berechnung des P-Wertes, der Odds-Ratios und des Konfidenzin-
terwalls wird eine Kontingenz-Matrix benötigt, die im nächsten Schritt jeweils
für die möglichen Basen A, C, G und T bei Patienten und Kontrollen erstellt
wird. Je nach Eingabe des Anwenders kann anschließend der P-Wert, die Odds-
Ratio und das Konfidenzinterwall nach verschiedenen Methoden, z.B. Fisher,
berechnet werden. Dies alles geschieht in einer Schleife, wodurch nacheinander
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jeder SNP der anfangs eingelesenen Datenbank statistisch berechnet wird.Der
komplette Quellcode befindet sich in Anhang B und C.

2.6 Modellierung der TLR Strukturen

Die dreidimensionale Proteinstruktur der TLR1-248S Variante wurde mittels
Homologiemodellierung mit MODELLER 9.12 (Mac Version) (Šali and Blun-
dell, 1993) auf Grundlage seiner Ausrichtung und Homologie mit der Kristall-
struktur von TLR1 (PDB ID: 2Z7X) generiert. Um die fehlerhaften, schlech-
ten Sektoren zwischen den Atomen zu eliminieren und schließlich potentiell
auftretende Probleme zu verhindern, wurde das grobe Modell mittels Energie-
minimierung in Swiss PDB Viewer 4.1 (Mac Version) (Kaplan and Littlejohn,
2001) optimiert. Die Methoden ‚Steepest Descent’ und ‚Conjugate Gradient’
wurden mit GROMOS96 43B1 (van Gunsteren et al., 1996) Kraftfeldparame-
tern angewendet. Das endgültige Modell wurde mit SAVES5 und den Methoden
PROCHECK, WHATCHECK, ERRAT und PROVE evaluiert. ProSA (Wie-
derstein and Sippl, 2007) wurde verwendet um die stereochemische Qualität
und Verlässlichkeit der Modellstruktur zu bestimmen. RMSD Berechnungen
mit Swiss PDB Viewer ergaben die Differenz zwischen den beiden Varianten.
ProFunc (Laskowski et al., 2005) wurden genutzt um funktionelle Nester, Klüf-
te und Höhlen vorherzusagen. Potentielle Taschen in den Strukturen wurden
mit CASTp (Dundas et al., 2006) berechnet. Die Visualisierungen der Model-
le wurden mit PyMOL v1.6.0.0 Enhanced für Mac OS X (www.pymol.org)
erstellt.

5http:// nihserver.mbi.ucla.edu/SAVES/ (August 2014)
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Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 SNP Datenbanken

Aus den erstellten Datenbanken für TLR1 (Tabelle 2), -2 (Tabelle 3), -4 (Ta-
belle 4), -7 (Tabelle 5) und -8 (Tabelle 6) in Anhang D ergeben sich Bereiche
von jeweils maximal 1.000 Basenpaaren zur Sequenzierung, die möglichst viele
relevante SNPs enthalten. Der Bereich TLR1-A beinhaltet mRNA Positionen
802-1483 und 5 bisher bekannte SNPs, Bereich TLR1-B beinhaltet mRNA
Positionen 1403-2083 und 9 bekannte SNPs und TLR1-C erstreckt sich von
mRNA Position 2005-2473 und beinhaltet 9 bekannte SNPs. TLR2-A reicht
von mRNA Position 1288 bis 1967 mit 6 bekannten SNPs und TLR2-B von
mRNA Position 1898 bis 2664 mit 10 bekannten SNPs. Bei TLR4 ergab die
optimale Verteilung der zu Sequenzierenden Bereiche folgende Konstellation:
TLR4-A mRNA Position 499-1210 mit 10 bekannten SNPs und TLR4-B mR-
NA Position 1143-1871 mit 14 bekannten SNPs. Die optimalen, zu sequenzie-
renden Bereiche lagen in TLR7 bei mRNA Positionen 1-668 (TLR7-A), 690-
1294 (TLR7-B), 1328-1980 (TLR7-C) und 1922-2621 (TLR7-D) mit insgesamt
32 bekannten SNPs und bei TLR8 bei mRNA Positionen 1-610 (TLR8-A), 544-
1253 (TLR8-B), 1819-2518 (TLR8-C) und 2464-3192 (TLR8-D) mit insgesamt
23 vorher beschriebenen SNPs. Somit werden durch das optimale Primer De-
sign 118 bekannte SNPs durch die Sequenzierung abgedeckt.

39
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3.2 Kohorten

554 Individuen wurden in Hyderabad für diese Studie akquiriert, wovon 206 TB
Patienten und 239 Kontrollen, alle HIV negativ, in die Studie aufgenommen
wurden. Gründe für das Ausschließen waren: fehlende Daten, Alter (Patienten
jünger als 18 Jahre wurde ausgeschlossen, Kontrollen nur rekrutiert, wenn sie
volljährig waren), nachträglich festgestellte Parallelerkrankungen und schlech-
te DNS-Qualität. Allgemeine Charakteristika wurden in Tabelle 3.1 aufgenom-
men: Das mittlere Alter der Patienten und Kontrollen betrug 29,5 und 34,1
Jahre (P<0,001). Das Verhältnis von Frauen zu Männern war 57,8 : 42,2 (1,37)
bei den Patienten und 50,2 : 49,8 (1,01) bei den Kontrollen (OR 1,36, 95%
CI 0,93-1.97, P=0,11). Die Patienten hatten einen deutlich niedrigeren Body-
Mass-Index (BMI) (18,8) als die Kontrollen (24,6) (P<0,001), was aufgrund der
Erkrankung zu erwarten war. Signifikant mehr Personen in der gesunden Kon-
trollgruppe hatten eine BCG Impfnarbe (83,3%) verglichen mit den Patienten
(52,4%, P<0,001). Niedriges Einkommen und Trink- / Rauchverhalten sind
Risikofaktoren für TB und diese Faktoren waren höher in der Patientengruppe
(Einkommen: P<0,001, Rauchen: P<0,001, Trinken: P<0,001). Außerdem gab
es mehr alleinstehende Personen in der Patientengruppe (P<0,001), was auf
erschwerte Heiratsaussichten durch TB Infektion oder die dadurch bedingte
schwierigere soziale Situation schließen lassen könnte. Statistisch spielt auch
die Religion eine Rolle, so sind in der hier betrachteten Kohorte Hindus häufi-
ger von TB betroffen als Moslems (OR 1.60, 95% CI 1.09-2.37, P=0.017). Die
Anzahl der Personen im Haushalt lag bei durchschnittlich 6 bei den Patienten
und 5,5 bei den Kontrollen und war statistisch nicht relevant.

3.3 SNPs in der Indischen Bevölkerung

SNPs in den TLRs können zu einem unterschiedlichen Verhalten des Immun-
systems bei verschiedenen Individuen führen. Vermutlich ist nur ein sehr klei-
ner Teil der großen Anzahl an genetischen Variationen funktionell für die In-
fektion und den Verlauf von TB relevant. Um das Finden relevanter SNPs
zu vereinfachen wurde eine Datenbank entwickelt, die die Entscheidung dar-
über erleichtern soll, welche SNPs überhaupt untersucht werden sollen. Diese
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Tabelle 3.1 – Demographie und klinische Charakteristiken der TB Patienten
und Kontrollen in Hyderabad, Indien

Variable TB Patient Kontrolle P-Wert
(n = 206) (n = 239)

Geschlecht n (%)
männlich 87 (42,2) 119 (49,8) 0,11
weiblich 119 (57,8) 120 (50,2)
Alter [Jahre] 29,5 (±9,8) 34,1 (±8,9) < 0,001
BMI [ kg

m2 ] 18,8 (±4,5) 24,6 (±4,9) < 0,001
BCG Narbe n (%) 108 (52,4) 199 (83,3) < 0,001
Trinkt n (%) 31 (15,0) 1 (0,4) < 0,001
Raucht n (%) 46 (22,3) 18 (7,5) < 0,001
Einkommen [ IRS

Monat
] 7387 (±5170) 16381 (±22870) < 0,001

Verheiratet n (%) 69 (33,5) 150 (62,8) < 0,001
Religion n (%)
Hindu 88 (42,7) 75 (31,8) 0,017
Moslem 117 (56,8) 160 (67,8)
Personen im Haushalt 6,0 (±3,5) 5,5 (±2,7) 0,074

Daten sind als x̄± σ (arithmetisches Mittel ± Standardabweichung) oder in % angegeben.

Datenbank wurde im Abschnitt 2.1 näher erläutert.
Anhand dieser Datenbank konnten die Sequenzierungsprimer so erstellt wer-

den, dass möglichst viele SNPs in den zu sequenzierenden Bereichen liegen. Ein
Sequenzierungslauf liest zwischen 500 und 1000 Basenpaare, je nach Abschnitt
und Qualität der DNS. Für diese Studie wurden die Primer so ausgelegt, dass
jeweils höchstens 1000 Basenpaare zwischen den Vorwärts- und Rückwärtspri-
mern liegen.

Um TLR SNPs zu untersuchen wurden insgesamt 10.200 Basen der kodie-
renden Regionen von TLR1 (1.800 Bp), -2 (1.450), -4 (1430), -7 2710 und -8
(2810) von sämtlichen Individuen mittels PCR amplifiziert und sequenziert
(Tabellen 3.2 3.3, 3.4, 3.5 und 3.6), was zu insgesamt über 4,5 Millionen se-
quenzierter und ausgewerteter Basen geführt hat.

3.3.1 Neue SNPs

Von den bisher beschriebenen Polymorphismen in der Datenbank des National
Center for Biotechnology Information (NCBI) waren 26 aus TLR1, zehn aus
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Tabelle 3.2 – Anzahl der Sequenzierten Basen und SNPs

Insgesamt TLR1 TLR2 TLR4 TLR7 TLR8
Bekannte SNPs 118 23 16 24 32 23
Neue SNPs 4 4 0 0 0 0
Basen je Probe 10.200 1800 1450 1430 2710 2810
Basen insgesamt 4,5 Mb 0,8 Mb 0,6 Mb 0,6 Mb 1,2 Mb 1,23 Mb

TLR2, 28 aus TLR4, 25 aus TLR7 und 12 aus TLR8 nicht in den indischen
Kohorten vorhanden. Es wurden jedoch vier neue TLR1 SNPs identifiziert
(Tabelle 3.3). Sie wurden bei NCBI eingereicht und ihr potentieller Einfluss
mit PolyPhen2 berechnet:

• TLR1-Q266Q (ss981600212); PolyPhen2 Prognose: - (synonym)

• TLR1-E472K (ss981600235); PolyPhen2 Prognose: benign (0,177)

• TLR1-V502I (ss981600253); PolyPhen2 Prognose: benign (0,001)

• TLR1-M516K (ss981600272); PolyPhen2 Prognose: benign (0,138)

3.3.2 TLR1

In TLR1 trat das A-Allel des nicht synonymen SNP 248N (rs4833095) 183 mal
bei den Patienten und 256 mal bei den Kontrollen auf, wogegen das G-Allel
229 mal bei den Patienten und 222 mal bei den Kontrollen vor kam, womit der
Unterschied signifikant und das A-Allel einen Schutzfaktor gegen TB darstellt
(P = 0, 007; OR 0,69; 95% CI 0, 53−9, 0). Ein weiterer signifikant unterschied-
lich verteilter SNP ist der synonyme und neu entdeckte Q266Q (ss981600212)
(A-Allel Patienten / Kontrollen: 1/17; G-Allel Patienten/Kohorten: 115/137).
Das neu entdeckte A-Allel ist hier ebenfalls ein Schutzfaktor gegen TB
(P < 0, 001; OR 0,05; 95% CI 0, 009−0, 53). In unseren Kohorten nicht vorhan-
den waren die Polymorphismen S313G (rs5743613), X/S324L (rs143619350),
A335G (rs141091142), H352H (rs76796448), T361S (rs189308820), T363M
(rs184548723), K386E/X (rs150011580), I390M (rs192055114), M397V
(rs111596029), G417V (rs184834731), T565S (rs149065118), H571R
(rs112542063), A584 (rs150358789), V587G (rs5743617), A597V (rs-
111807776), S599F (rs143576765), D605Y (rs148537628), R631L (rs5743619),
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N658H (rs140268578), N677K (rs148014858), N685T (rs187624160), K689R
(rs143548463), S697L (rs41311402), X706W (rs143251194) und H720P
(rs113706342) nicht vorhanden.

Vorhanden, aber nicht signifikant waren A469T (rs201964388) (C Patienten
/ Kontrollen: 7/10; G Patienten / Kontrollen: 49/64), S506S (rs5743614) (A
Patienten / Kontrollen: 24/37; G Patienten / Kontrollen: 25/38; T Patienten /
Kontrollen: 5/5), N578T/S (rs138016555) (A Patienten / Kontrollen: 53/73; C
Patienten / Kontrollen: 1/1; G Patienten / Kontrollen: 0/0), I602S (rs5743618)
(G Patienten / Kontrollen: 27/38, T Patienten / Kontrollen: 340/429), T610T
(rs148537628) (C Patienten / Kontrollen: 164/228; T Patienten / Kontrollen:
0/2), W616R (rs142855687) (A Patienten / Kontrollen: 0/2; T Patienten /
Kontrollen: 44/64) und I679T (rs56205407) (C Patienten/ Kontrollen: 0/3; T
Patienten / Kontrollen: 172/224).

Die neuen SNPs waren folgendermaßen verteilt: E472K (ss981600235) (A
Patienten / Kontrollen: 11/15; G Patienten / Kontrollen: 59/45) (P = 0, 187;
OR 0,56; 95% CI 0, 23−1, 33), V502I (ss981600253) (A Patienten / Kontrollen:
10/15; G Patienten / Kontrollen: 64/46) (P = 0, 092; OR 0,47; 95% CI 0, 19−
1, 14) und M516K (ss981600272) (A Patienten / Kontrollen: 4/4; T Patienten
/ Kontrollen: 50/67) (P = 0, 47; OR 0,77; 95% CI 0, 216− 2, 7).

Tabelle 3.3 – Allel-Frequenzen der TLR1 SNPs in Indien

AS mRNA rs# Patienten Kontrollen P OR 95%

n (%) n (%) CI

N248S 1017A rs4833095 183 (44,4) 256 (53,6) 0,007a 0,69 0,53

G 229 (55,6) 222 (46,4) -0,9

Q266Q 1072Ab ss981600212 1 (0,86) 17 (11) <0,001a 0,05 0,009

G 115 (99,14) 137 (89) -0,53

H305L 1188A rs3923647 192 (100) 229 (98,7) 0,25c

T 0 (0) 3 (1,3)

S313G 1211A rs150985008 0 (0) 0 (0) 1

G 276 (100) 256 (100)

P315L 1218C rs5743613 276 (100) 256 (100) 1

T 0 (0) 0 (0)

Xd/S324L 1245A rs143619350 0 (0) 0 (0) 1
aPearson-Chi-Square, bneue Polymorphismen, cFisher Exact two tailed, dNonsens

Fortsetzung auf nächster Seite
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Tabelle 3.3 – Allel-Frequenzen der TLR1 SNPs in Indien

Fortsetzung von vorheriger Seite

AS mRNA rs# Patienten Kontrollen P OR 95%

n (%) n (%) CI

C 276 (100) 256 (100)

T 0 (0) 0 (0)

A335G 1278C rs141091142 0 (0) 0 (0) 1

G 276 (100) 256 (100)

H352H 1328A rs76796448 0 (0) 0 (0) 1

C 276 (100) 256 (100)

T361S 1355A rs189308820 276 (100) 256 (100) 1

T 0 (0) 0 (0)

T363M 1362C rs184548723 276 (100) 256 (100) 1

T 0 (0) 0 (0)

K386E/Xd 1430A rs150011580 0 (0) 0 (0) 1

G 276 (100) 256 (100)

T 0 (0) 0 (0)

I390M 1444A rs192055114 276 (100) 256 (100) 1

G 0 (0) 0 (0)

M397V 1463A rs111596029 276 (100) 256 (100) 1

G 0 (0) 0 (0)

G417V 1524G rs184834731 48 (100) 36 (100) 1

T 0 (0) 0 (0)

A469T 1679C rs201964388 7 (12,5) 10 (13,5) 0,86a 0,91 0,32

G 49 (87,5) 64 (86,5) -2,57

E472K 1688Ab ss981600235 11 (15,7) 15 (25) 0,187a 0,56 0,23

G 59 (84,3) 45 (75) -1,33

V502I 1778Ab ss981600253 10 (13,3) 15 (21,1) 0,092a 0,47 0,19

G 65 (86,7) 46 (78,9) -1,14

S506S 1792A rs5743614 24 (44,4) 37 (46,25) 0,84a 0,93 0,46

G 25 (46,3) 38 (47,5) -1,86

Tb 5 (9,3) 5 (6,25)

M516K 1821Ab ss981600272 4 (7,4) 7 (9,5) 0,47a 0,77 0,216

T 50 (92,6) 67 (90,5) -2,7
aPearson-Chi-Square, bneue Polymorphismen, cFisher Exact two tailed, dNonsens

Fortsetzung auf nächster Seite
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Tabelle 3.3 – Allel-Frequenzen der TLR1 SNPs in Indien

Fortsetzung von vorheriger Seite

AS mRNA rs# Patienten Kontrollen P OR 95%

n (%) n (%) CI

G522R 1838C rs187823248 3 (5,6) 7 (9,7) 0,31a 0,55 0,13

G 51 (94,4) 65 (90,3) -2,22

T565S 1968C rs149065118 82 (100) 80 (100) 1

G 0 (0) 0 (0)

H571R 1986A rs112542063 82 (100) 80 (100) 1

G 0 (0) 0 (0)

N578T/S 2007A rs138016555 53 (98,1) 73 (98,6) 1c

C 1 (1,9) 1 (1,4)

G 0 (0) 0 (0)

A584V 2025C rs150358789 0 (0) 0 (0) 1

T 82 (100) 80 (100)

V587 G 2034G rs5743617 0 (0) 0 (0) 1

T 82 (100) 80 (100)

A597V 2064C rs111807776 0 (0) 0 (0) 1

T 82 (100) 80 (100)

S599F 2070C rs143576765 82 (100) 80 (100) 1

T 0 (0) 0 (0)

I602S 2079G rs5743618 27 (7,4) 38 (8,1) 0,68a 0,9 0,54

T 340 (92,6) 429 (91,9) -1,50

D605Y 2087G rs151036585 82 (100) 82 (100) 1

T 0 (0) 0 (0)

T610T 2131C rs148537628 164 (100) 228 (99,1) 0,51c

T 0 (0) 2 (0,9)

W616R 2120A rs142855687 0 (0) 2 (3) 0,52c

T 44 (100) 64 (97)

R631L 2166G rs5743619 0 (0) 0 (0) 1

T 74 (100) 88 (100)

N658H 2246A rs140268578 78 (100) 88 (100) 1

C 0 (0) 0 (0)

N677K 2305C rs148014858 0 (0) 0 (0) 1
aPearson-Chi-Square, bneue Polymorphismen, cFisher Exact two tailed, dNonsens

Fortsetzung auf nächster Seite
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Tabelle 3.3 – Allel-Frequenzen der TLR1 SNPs in Indien

Fortsetzung von vorheriger Seite

AS mRNA rs# Patienten Kontrollen P OR 95%

n (%) n (%) CI

G 78 (100) 88 (100)

I679T 2310C rs56205407 0 (0) 3 (1,3) 0,26c

T 172 (100) 224 (98,7)

N685T 2328A rs187624160 0 (0) 0 (0) 1

C 78 (100) 88 (100)

K689R 2340A rs143548463 78 (100) 88 (100) 1

G 0 (0) 0 (0)

S697L 2364C rs41311402 0 (0) 0 (0) 1

T 78 (100) 88 (100)

Xd706W 2391A rs143251194 0 (0) 0 (0) 1

G 78 (100) 88 (100)

H720P 2433A rs113706342 78 (100) 88 (100) 1

C 0 (0) 0 (0)

aPearson-Chi-Square, bneue Polymorphismen, cFisher Exact two tailed, dNonsens

3.3.3 TLR2

In TLR2 wurden folgende SNPs in den indischen Kohorten nicht gefunden: T411I

(rs5743699), R477X (rs62323857), T556I (rs5743702), H571R (rs61735277), H579R

(rs5743703), H631P (rs5743704), R677W (rs121917864), N729S (rs61735278) und

Q753R (rs5743708).

Die Variationen S450S (rs3804100) (C Patienten / Kontrollen: 10/7; T Patienten /

Kontrollen 32/53), N715Y (rs5743706) (A Patienten / Kontrollen: 1/1; G Patienten

/ Kontrollen: 82/90) und D768E (rs1804965) (A Patienten / Kontrollen: 1/1; G

Patienten / Kontrollen: 53/79) kamen vor, waren aber nicht signifikant (Tabelle 3.4).

3.3.4 TLR4

Von den bisher beschriebenen SNPs in TLR4 waren folgende nicht in unseren Kohor-

ten vorhanden: Q188R (rs5030713), C246S (rs5030714), L260P (rs55799839), E287G

(rs76014534), C306W (rs2770145), V310G (rs2770144), N329S (rs5030715), F342Y
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Tabelle 3.4 – Allel-Frequenzen der TLR2 SNPs in Indien

AS mRNA rs# Patienten Kontrollen P OR 95%
n (%) n (%) CI

T411I 1451C rs5743699 62 (100) 60 (100) 1
T 0 (0) 0 (0)

R447Xd 1558C rs62323857 66 (100) 66 (100) 1
T 0 (0) 0 (0)

S450S 1569C rs3804100 10 (23,8) 7 (11,7) 0,11a 2,34 0,82
T 32 (76,2) 53 (83,3) -6,84

T556I 1886C rs5743702 0 (0) 0 (0) 1
T 82 (100) 80 (100)

H571R 1931A rs61735277 0 (0) 0 (0) 1
G 82 (100) 80 (100)

H579R 1955A rs5743703 0 (0) 0 (0) 1
G 82 (100) 80 (100)

H631P 2111A rs5743704 0 (0) 0 (0) 1
C 82 (100) 90 (100)

R677W 2248C rs121917864 82 (100) 90 (100) 1
T 0 (0) 0 (0)

N715Y 2362A rs5743706 1 (1,9) 1 (1,2) 1c
T 53 (98,1) 79 (98,8)

N729S 2405A rs61735278 82 (100) 90 (100) 1
G 0 (0) 0 (0)

Q753R 2477A rs5743708 0 (0) 0 (0) 1
G 82 (100) 90 (100)

D768E 2523A rs1804965 1 (1,9) 1 (1,2) 1c
G 53 (98,1) 79 (98,8)

aPearson-Chi-Square, bneue Polymorphismen, cFisher Exact two tailed, dNonsens

(rs5031050), N361D (rs61734367), L385F (rs11536884), D395V (rs79802422), S400N

(rs4987233) und L470F (rs80197996).

Vorhanden, aber in der Gesamtkohorte nicht signifikant waren: D181Y

(rs77214890) (G Patienten / Kontrollen: 17/22; T Patienten / Kontrollen: 3/0),

D299G (rs4986790) (A Patienten / Kontrollen: 89/158; G Patienten / Kontrollen:

25/26), T399I (rs4986791) (C Patienten / Kontrollen: 37/68; T Patienten / Kon-

trollen: 9/8), L443F (rs5030716) (A Patienten / Kontrollen: 12 / 20; C Patienten

/ Kontrollen: 36/58) und K474E (rs5030718) (A Patienten / Kontrollen: 15/29; G

Patienten / Kontrollen: 33/49).
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Tabelle 3.5 – Allel-Frequenzen der TLR4 SNPs in Indien

AS mRNA rs# Patienten Kontrollen P OR 95%
n (%) n (%) CI

D181Y 832G rs77214890 17 (85) 22(100) 0,0594
T 3(15) 0(0)

D299G 1187A rs4986790 89(78) 158(86) 0,0823 0,59 0,32
G 25(22) 26(14) -1,08

T399I 1487C rs4986791 37(80) 68(89) 0,1623 0,48 0,17
T 9(20) 8(11) -1,36

L443F 1620A rs5030716 12(25) 20(26) 0,936 0,97 0,42
C 36(75) 58(74) -2,21

K474E 1711A rs5030718 15(31) 29(37) 0,4978 0,77 0,36
G 33(69) 49(63) -1,65

aPearson-Chi-Square, bneue Polymorphismen, cFisher Exact two tailed, dNonsens

3.3.5 TLR7

Außer Q11L (rs179008) (A Patienten / Kontrollen: 116/140; C Patienten / Kon-

trollen: 0/0; T Patienten / Kontrollen: 8/10) und T801T (rs864058) (A Patienten

/ Kontrollen: 3/2; G Patienten / Kontrollen: 53/80), welche beide nicht signifikant

unterschiedlich vertreten waren kamen folgende, zuvor beschriebene SNPs in

unseren Kohorten nicht vor: V49M (rs141847327), A83V (rs143823510), T127I

(rs150313957), G145D (rs137927123), S192L (rs144771387), F200L (rs138717086),

V219I (rs149314023), V222D (rs55907843), A271V (rs141848808), S415N

(rs190564296), A448V (rs5743781), E489A (rs150054181), N576D (rs34501186),

F580S (rs35160120), K596Q (rs149227205), Q599H (rs36076482), M603I

(rs55835602), S610C (rs36110053), S620T (rs34729893), R627I (rs34014664), L634X

(rs34557368), R636T (rs35337229), N640K (rs187685386), T703I (rs146437735) und

I759V (rs140890736) (Tabelle 3.6).

3.3.6 TLR8

Das A-Allel von M1V (rs3764880) trat in unseren Kohorten signifikant häufiger bei

Patienten als bei Kontrollen auf (A Patienten / Kontrollen: 181/156; G Patienten /

Kontrollen: 223/268) (P = 0, 019; OR 1,39; 95% CI 1,06-1,84).

Außerdem aufgetreten, aber nicht signifikant waren: Y25C (rs143939946) (A Pa-

tienten / Kontrollen: 109 / 138; G Patienten / Kontrollen: 1/1), K27E (rs144647258)

(A Patienten / Kontrollen: 2/2; G Patienten / Kontrollen: 42/68), H215H (rs5744080)

(C Patienten / Kontrollen: 33/41; T Patienten / Kontrollen: 73/111), L651L
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Tabelle 3.6 – Allel-Frequenzen der TLR7 und TLR8 SNPs in Indien

AS mRNA rs# Patienten Kontrollen P OR 95%
n (%) n (%) CI

TLR7
Q11L 171A rs179008 116(94) 140(93) 0,943 1,04 0,4

T 8(6) 10(7) -2,71
T801T A rs864058 3(5) 2(2) 0,3677 2,26 0,37

G 53(95) 80(98) -14,01
TLR8
M1V 88A rs3764880 148(44) 113(36) 0,019 1,39 1,06

G 191(56) 200(64) -1,84
Y25C 161A rs143939946 109(99) 138(99) 0,7081 1,58 0,14

G 1(1) 2(1) -17,65
K27E 166A rs144647258 2(5) 2(3) 0,6334 1,62 0,22

G 42(95) 68(97) -11,93
H215H 732C rs5744080 33(31) 41(27) 0,4675 1,22 0,71

T 73(69) 111(77) -2,11
L651L 2040C rs2407992 41(79) 58(78) 0,9498 1,03 0,43

G 11(21) 16(22) -2,44
I751I 2340A rs3747414 42(78) 58(74) 0,6522 1,21 0,53

C 12(22) 20(26)
aPearson-Chi-Square, bneue Polymorphismen, cFisher Exact two tailed, dNonsens

(rs2407992) (C Patienten / Kontrollen: 41/58, G Patienten / Kontrollen: 11/16)

und I751I (rs3747414) (A Patienten / Kontrollen: 42/58; C Patienten / Kontrollen:

12/20).

Folgende SNPs sind in unseren Kohorten gar nicht aufgetreten: M10V

(rs5744077), I18V (rs151096932), E48Q (rs191299747), T60M (rs57166818), H96Y

(rs146700498), E164D (rs183801068), A508T (rs147465988), D645Y (rs184806389),

A664V (rs148772263), R715Q (rs5744082), G730D (rs190078518) und K749K

(rs5744083) (Tabelle 3.6).

3.3.7 Die Verteilung wichtiger TLR SNPs unterscheidet

sich in Indien und Deutschland

Es existiert eine deutliche genetische Verschiebung von einer Gleichverteilung der

Genotypen TLR1-248S (28%) und -248N (26,5%), hin zu TLR1-248N, dem mit 55,9%

häufigsten TLR1-248 Genotyp in Deutschland, wo 248S nur in 8,3% der Bevölkerung

vorkommt. Der heterozygote 248NS kommt in Indien in 45,5% und in Deutschland

in 35,8% der Mitglieder der betrachteten Kohorten vor (Abbildung 3.1A).
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Abbildung 3.1 – Vergleich der Genotypfrequenzen von TLR1-S248N und I602S
zeigt genetische Verschiebung Indien nach Deutschland.
A) Die TLR1-248N Variante kommt gleich verteilt mit der 248S Variante in In-
dien aber überwiegend in Deutschland vor. B) Bezüglich TLR1-I602S verändert
sich die Verteilung zwischen Indien und Deutschland. In diesem Fall ist die 602S
Variante seltener in Indien als in Deutschland.
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Die Variation TLR1-602I wird mit TB-Risiko bei Afro-Amerikanern assoziiert (Ma

et al., 2007) und hat eine sehr unterschiedliche Verteilung in Indien und Deutsch-

land. In der indischen Kohorte trat die homozygote 602I Variante mit 84,4% fast

ausschließlich, 602SI in 14,6% und 602S in nur 1% auf, wogegen 602S (50%) und

die heterozygote 602S/I Variante (37,5%) in Deutschland dominieren und 602I mit

12,2% eher unterrepräsentiert ist (Abbildung 3.1B).

Die Verteilung zweier TLR4 SNPs (D299G und T399I) sind tendenziell ähnlich

in Indien und Deutschland (Indien: 299D 66,3%; 299G 6%; 399T 77%; 399I 4,1%;

Deutschland: 299D 92,1%; 299G 0,8% und 399T 90,4%; 399T 0,8%). Es fällt jedoch

auf, dass es in beiden Fällen mehr Individuen mit heterozygotem Genotyp in Indien

(27,7% bei 299DI und 18,9% bei 399TI) als in Deutschland (7,1% bei 299DG und

8,8% bei 399TI) gibt (Abbildung 3.2).

Ein weiterer wichtiger Polymorphismus, der eine unterschiedliche Genotypfre-

quenz in Indien und Deutschland aufweist ist TLR8-M1V. In Indien trägt 46,3% der

betrachteten Kohorten den 1V (29% 1M; 24,7% 1MV) Genotyp wogegen in Deutsch-

land mit 64,2% die 1M Variante der deutlich häufigere Genotyp ist (14,3% 1V; 21,5%

1MV) (Abbildung 3.3).

3.3.8 Linkage Disequilibrium

In einigen Fällen stehen Polymorphismen untereinander im sogenannten LD, das

heißt sie treten mit einer gegebenen Häufigkeit gemeinsam in einem Individuum auf.

An allen hier gemessenen SNPs wurden LD-Berechnungen durchgeführt um diese

Kopplungen darzustellen.

Der LD Plot in Abbildung 3.4 zeigt, dass TLR1-N248S und TLR1-I602S in der

indischen Kohorte nicht gekoppelt sind (r2 = 0, 8), wogegen diese beiden Polymor-

phismen in der deutschen Kontrollkohorte starke Kopplung zeigen (r2 = 0, 82). Die

stärkste Kopplung zeigen hier M516K mit A469T (r2 = 0, 58), G522R mit M516K

(r2 = 0, 57) und A469T mit G522R (r2 = 0, 52).

Die in Deutschland stark gekoppelten SNPs TLR4-D299G und -T399I weisen in

den indischen Kohorten eine schwächere Bindung auf (r2 = 49). Ebenfalls in einem

leichten LD stehen TLR4-L443F und -K474E (r2 = 0, 29) (Abbildung 3.5A).

Bei TLR8 stehen Y25C und K27E mit r2 = 32 und die synonymen Polymorphis-

men L651L und I751I mit r2 = 0, 50 im LD (Abbildung 3.5B).
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Abbildung 3.2 – Vergleich der Genotypfrequenzen von TLR4-D299G und
T399I zeigt geringe Verschiebung von Indien nach Deutschland.
A) Genotypfrequenzen von TLR4-D299G in Indien und Deutschland. B) Geno-
typfrequenzen von TLR4-T399I in Indien und Deutschland. Die beiden SNPs
sind in Deutschland beinahe komplett gekoppelt, wogegen sie in Indien auch
getrennt voneinander auftreten.



3.4. ASSOZIATION VON TLR SNPs MIT TB 53

TLR8-M1V

Indien (n=497) Deutschland (n=531)
0

20

40

60

80

100 TLR8-1M (A)
TLR8-1M/V (AG)
TLR8-1V (G)

Genotypfrequenz [%]A

Abbildung 3.3 – Vergleich der Genotypfrequenzen von TLR8-M1V zeigt gene-
tische Verschiebung von Indien nach Deutschland.
Die in Indien am häufigsten vertretene TLR8-1V Variante ist in Deutschland die
seltenste, wogegen TLR8-1M hier der häufigste Genotyp ist.

3.4 Assoziation von TLR SNPs mit TB

3.4.1 TLR1-248N ist mit Schutz gegen TB assoziiert

Analysen der Fälle und der Kontrollen haben gezeigt, dass das Auftreten des TLR1-

248N SNPs (rs4833095) mit verringerter TB-Suszeptibilität assoziiert ist (G Pati-

enten / Kontrollen: 229/222; A Patienten / Kontrollen: 183/256) (Tabelle 3.7) (OR

0,69; 95% CI 0, 53 − 0, 9; P = 0, 036; korrigiert für Störfaktoren Alter, BMI, BCG

Impfstatus und Trink- / Rauchverhalten). Allel- und Genotyp-Frequenzen waren im

Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Genotyp-Frequenzen des SNP-N248S wurden wei-

ter analysiert um herauszufinden, ob das TB Risiko mit homogenen (742AA oder

742GG) oder heterogenen (742AG) Individuen assoziiert ist. Die Häufigkeit der ho-

mozygoten Variante 742AA (248N) war signifikant mit verringertem TB-Risiko as-

soziiert (Patienten / Kontrollen: 42/72) (OR 0,57; 95%CI 0, 37− 0, 88; P = 0, 011).

742GG (Patienten / Kontrollen: 65/57) und 742AG (Patienten / Kontrollen: 99/108)

waren beide nicht signifikant mit der Krankheit verknüpft. Allel 1805G (TLR1-602),

das zuvor mit Schutz vor TB in anderen Bevölkerungen assoziiert wurde (Kleinni-

jenhuis et al., 2011; Ma et al., 2007), konnte nur in 8% der Kontrollen und 7% der

Patienten gefunden werden und hatte keinen Einfluss in dieser Kohorte.
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Abbildung 3.4 – Kein Linkage-Disequilibrium zwischen TLR1-N248S, S602I
oder Q266Q.
Linkage-Disequilibrium Analysen von TLR1 SNPs (r2). Es kann keine Korrela-
tion zwischen N248S und S602I hergestellt werden (5% Korrelation). Der neue
TLR1 Polymorphismus Q266Q ist mit keinem anderen SNP in dem sequenzierten
Bereich assoziiert. Eine starke Assoziation wird durch höheres r2 veranschaulicht.
Blaue Kästchen: ( highD′

lowLOD ), weiß: lowD′ bis dunkelrot: highD′.
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Abbildung 3.5 – Linkage-Disequilibrium zwischen TLR4-D299G und T399I
aber nicht zwischen TLR8-M1V und anderen TLR8 SNPs.
Linkage-Disequilibrium Analysen von TLR4 SNPs (r2). A) Es kann eine Korre-
lation zwischen D299G und T399I hergestellt werden. B) Es kann eine Korrela-
tion zwischen Y25C und K27E sowie zwischen L651L und I751H, jedoch nicht
zwischen M1V anderen TLR7 oder -8 SNPs hergestellt werden. Eine starke Asso-
ziation wird durch höheres r2 veranschaulicht. Blaue Kästchen: ( highD′

lowLOD ), weiß:
lowD′ bis dunkelrot: highD′.
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Tabelle 3.7 – Genotypfrequenzen des TLR1-N248S SNP in TB Pa-
tienten und gesunden Kontrollen

TLR1 Patienten Kontrollen P-Wert OR 95% CI

N248S n (%) n (%)

Allel

G [248S] 229 (55,6) 222 (46,4)

A [248N] 183 (44,4) 256 (53,6) 0,0066 0,69 0,53-0,9

248N 0,036a

Genotyp

AA 42 (20,4) 74 (31,0) 0,011 0,57 0,37-0,88

AG 99 (48,1) 108 (45,2) 0,69 1,47 0,97-2,24

GG 65 (31,6) 57 (23,8) 0,54 1,12 0,77-1,63

a korrigiert für Alter, BCG , BMI, Trink-/Rauchverhalten;
P: Pearson χ2 P-Wert; OR: Odds Ratio; CI: Konfidenzintervall

3.4.2 Ein synonymer SNP, TLR1-Q266Q ist mit TB Ri-

siko assoziiert

Einer der synonymen SNPs, TLR1-Q266Q, fand sich mit TB-Risiko assoziiert (OR

0,05; 95% CI 0, 009−0, 53; P < 0, 001). LD-Berechnungen haben jedoch keine Kopp-

lung mit anderen TLR1 SNPs in den sequenzierten Regionen zeigen können. Dennoch

ist nicht auszuschließen, dass eine Kopplung mit einem SNP besteht, der nicht in dem

hier sequenzierten Bereich liegt.

3.4.3 Das G-Allel von TLR4-D299G ist mit erhöhtem TB

Risiko bei Frauen verknüpft.

Weitere Analysen der Kohorten hat gezeigt, dass der Polymorphismus 299G des

TLR4 in Indien isoliert auftretet kann (Abbildung 3.5A), wogegen er in Deutsch-

land ausschließlich gekoppelt mit TLR4-T399I auftritt. Eine Assoziation dieses Po-

lymorphismus mit TB in der gesamten Kohorte konnte nicht festgestellt werden,

jedoch, dass er häufiger bei mit TB erkrankten Frauen in Indien auftritt, verglichen

mit gesunden Frauen (Patienten / Kontrollen: 29/10; 299A Patienten / Kontrol-

len: 69/68) (OR 2,86; 95% CI 1, 29˘6, 32; P = 0, 0078). Diese Assoziation wurde

weder bei den Männern (OR 0,69; 95% CI 0, 27 − 1, 69; P = 0.41) noch bei der



3.4. ASSOZIATION VON TLR SNPs MIT TB 57

gesamten Kohorte gefunden (OR 0,631; 95% CI 0, 97˘2, 91; P = 0, 0631). Allel- und

Genotyp-Frequenzen waren im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Genotyp-Frequenzen

des SNP D299G wurden weiter analysiert um herauszufinden, ob das TB-Risiko mit

homozygoten (1187AA oder 1187GG) oder heterozgoten (1187AG) Individuen asso-

ziiert ist. Weder die Häufigkeit der homozygoten Variante 1187AA (299G) (Patienten

/ Kontrollen: 15/29) oder 1187GG (299G) (Patienten / Kontrollen: 3/0) noch die

Häufigkeit der heterozygoten Variante 1187AG (Patienten / Kontrollen: 12/10) war

signifikant mit einem Einfluss auf das TB-Risiko assoziiert.

Tabelle 3.8 – Allel- und Genotypfrequenzen des TLR4-D299G SNP in TB Pa-
tientinnen und gesunden Frauen

TLR4 Patienten Kontrollen P-Wert OR 95% CI
D299G n (%) n (%)
Allel
G [299G] 29 (29,6) 10 (12,8) 0.0078 2,86 1,29-6,32
A [299D] 69 (70,4) 68 (87,2)
Genotyp
AA 15 (50) 29 (72,5) 0,19 2 0,71-5,68
AG 12 (40) 10 (17,5) 0,21 0,52 0,19-1,44
GG 3 (10) 0 (0) 0,08

P: Pearson χ2 P-Wert; OR: Odds Ratio; CI: Konfidenzintervall

3.4.4 Das G Allel des Polymorphismus M1V von TLR8

ist mit verminderter TB-Suszeptibilität assoziiert

In TLR8 zeigte sich ebenfalls eine signifikante Assoziation eines Polymorphismus

bezogen auf TB-Suszeptibilität. Deutlich mehr gesunde Kontrollen als TB Patienten

sind Träger des G-Allels von TLR8-1 (OR 0,67; 95% CI 0, 52 − 0, 87; P = 0, 0024).

Allel- und Genotyp-Frequenzen waren im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Auch hier

wurden Genotyp-Frequenzen des SNP M1V weiter analysiert um herauszufinden,

ob das TB Risiko mit homogenen (88AA oder 88GG) oder heterogenen (88AG)

Individuen assoziiert ist. Die Häufigkeit von 88GG (1V) (OR 0,59; 95%CI 0, 37˘0, 93;

P = 0, 02) war signifikant mit einem Einfluss auf das TB-Risiko assoziiert.

Da TLR8 auf dem X-Chromosom liegt sind alle Männer bezüglich TLR8 SNPs

homozygot und nur nur Frauen können einen heterozygoten Genotyp den heterozy-

goten Genotyp 88AG tragen (OR 2,65; 95%CI 1, 72˘4, 08; P < 0.0001).
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Tabelle 3.9 – Allel- und Genotypfrequenzen des TLR8-M1V SNP in TB Pati-
enten und gesunden Kontrollen

TLR8 Patienten Kontrollen P-Wert OR 95% CI
M1V n (%) n (%)
Allel
G [1V] 191 (44) 200 (36) 0.002 0,67 0,52-0,87
A [1M] 148 (56) 113 (64)
Genotyp
AA 68 (32) 55 (25,5) 0,24 1,28 0,8 - 1,96
AG 54 (25) 40 (22,6) 0,15 1,41 0,9-1,8
GG 92 (43) 112 (51,9) 0,02 0,64 0,65 - 0,97

P: Pearson χ2 P-Wert; OR: Odds Ratio; CI: Konfidenzintervall

3.4.5 Sonstige Assoziationen

Um weitere Faktoren zu finden, die bei TB-Suszeptibilität eine Rolle spielen wurden

die Kohorten unterteilt in Gruppen wie weiblich/männlich oder Hindu/Moslem und

auf Zusammenhänge der gemessenen SNPs mit TB getestet. Die Ergebnisse dieser

Analysen sind in Tabelle 3.10 zusammengefasst. Die Ergebnisse von TLR4 wurden

bereits in Abschnitt 3.4.3 zusammengefasst.

Der auf dem X-Chromosom befindliche Polymorphismus TLR8-1V ist in beinahe

jeder Sub-Kohorte signifikant mit Schutz vor TB assoziiert (Frauen: M Patienten /

Kontrollen: 157/78; V Patienten / Kontrollen: 193/140; P = 0, 0327; OR 0,68; 95%

CI 0, 48−9, 96; Männer: M Patienten / Kontrollen: 102/74; V Patienten / Kontrollen:

118/132; P = 0, 0287; OR 0,65; 95% CI 0, 44− 0, 96) (Tabelle 3.10).

Des Weiteren haben Moslems mit dem G-Allel des synonymen TLR1-Q266Q Po-

lymorphismus ein höheres Risiko an TB zu erkranken (P < 0, 001; OR 9,53; 95% CI

2, 14 − 42, 54) (G Patienten / Kontrollen: 112/94; A Patienten / Kontrollen: 2/16)

(Tabelle 3.10).

3.5 Funktionelle Analysen

3.5.1 Das TLR1-248N Allel steuert zu einer erhöhten

PBMC TNF Produktion bei

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine im Betreuerlabor entstandene Kohorte mit

gesunden Kontrollen erweitert und nach einer Initialblutspende für SNPs von Inter-

esse genotypisiert. Um herauszufinden, ob das TLR1-248N Allel die Reaktivität von
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Tabelle 3.10 – Assoziationen der Allelfrequenzen von SNPs mit TB-Suszepti-
bilität in Sub-Kohorten

Kohorte SNP Patienten Kontrollen P OR 95%
n (%) n (%) CI

Frauen
TLR4-299 D 69 (70,4) 68 (87,2) 0,0078 0,35 0,16-0,77

G 29 (29,6) 10 (12,8) 0,0078 2.86 1,29-6,32
TLR8-1 M 148 (44,9) 76 (35,8) 0,0327 1,46 1,03-2,07

V 191 (55,1) 136 (64,2) 0,0327 0,68 0,48-0,97
Männer
TLR8-1 M 42 (46,4) 37 (35,9) 0,0287 1,54 1,05-2,27

V 47 (53,6) 64 (64,1) 0,0287 0,65 0,44-0,96
Moslems
TLR1-266 Q (A) 2 (1,8) 16(14,5) <0,001 0,1 0,02-0,47

Q (G) 112 (98,2) 94 (85,5) <0,001 9,53 2,14-42,52
P: Pearson χ2 P-Wert; OR: Odds Ratio; CI: Konfidenzintervall

PBMCs durch das TLR1-248N Allel beeinflusst wurden für ex vivo Experimente Per-

sonen mit entsprechenden Genotypen nach Alter und Geschlecht gepaart aus dieser

Kohorte einbestellt. Ihnen wurde etwa 100 ml Vollblut entnommen, woraus parallel

PBMCs isoliert. Die Zellen wurden auf Zellkulturplatten mit bakteriellen Liganden

stimuliert und deren TNF Produktion im Überstand mittels ELISA gemessen und

die Ergebnisse miteinander verglichen (Abbildung 3.6 - 3.9).

Da die Genotyp-Kombination von TLR1-248S-602S und TLR1-248N-602I in der

deutschen Kontrollgruppe sehr selten vorkommt wurden die PBMC Versuche auf die

Analyse von TLR1-248S-602I und TLR1-248N-602S beschränkt.

Wie erwartet zeigte die LPS-Kontrolle keinen Unterschied zwischen den Grup-

pen (Abbildung 3.6). Bei Individuen mit dem TLR1-248N Phänotyp resultierte die

Stimulation der PBMCs mit Pam3Cys in einer erhöhten TNF-Produktion, der Un-

terschied war jedoch nicht signifikant (Abbildung 3.6).

Es folgte eine Stimulation mit unterschiedlichen HR37v M.tb Lysat Konzentra-

tionen um eine Dosis-Wirkungskurve zu generieren. Dabei wurde nach Herstelleran-

gaben mit Konzentrationen zwischen 1 µg
ml und 100 µg

ml stimuliert (Abbildung 3.7A).

Eine toxische Wirkung wurde mit diesen Konzentrationen nicht erzielt. Da 100 µg
ml

die höchste TNF-Antwort erzeugte wurde im folgenden mit dieser Konzentration

weiter stimuliert. Durch die Stimulation mit dem M.tb-Lysat produzierten PBMCs

von TLR1-248N Trägern signifikant mehr TNF als PBMCs von TLR1-248S Trägern

(P = 0, 0136) (Abbildung 3.7B).

Die PBMCs der gesunden Kontrollen wurde ebenfalls mit verschiedenen myko-
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Abbildung 3.6 – PBMCs von Individuen mit dem TLR1-248N Genotyp zeigen
eine höhere TNF Produktion nach Pam3Cys Stimulation.
PBMCs wurden vom Vollblut gesunder Deutscher Kontrollen isoliert. Vergleich
der TNF-Antwort zwischen 248N und 248S Genotypen; gemessen mittels ELISA
des Zellkulturüberstands nach Stimulation mit LPS oder Pam3Cys. Die Ergeb-
nisse repräsentieren eines von vier unabhängig durchgeführten Experimenten mit
ähnlichen Ergebnissen (n=2 pro Gruppe). Mittelwert ± SEM sind dargestellt.

bakteriell abgeleiteten Pam3 Varianten stimuliert (EMC microcollections GmbH,

Cat. No.: bLP MPT83 (PAM83) und bLP MT P27 (PAM27)) (Herstellerangabe:

0.01 − 10 µgml ) . Tendenziell reagierten PBMCs von Trägern des TLR1-248N-602S

Genotyps mit stärkerer TNF Ausschüttung, die Unterschiede waren jedoch nicht si-

gnifikant und mit höchstens 200-300 pg
ml bei PAM27 und höchstens 100 pg

ml bei PAM83

eher schwach (Abbildung 3.8).

Neben der Stimulation mit H37Rv M.tb Lysat wurden die PBMCs auch mit gan-

zen M.tbs stimuliert, welche vor der Stimulation mit Ultraschall lysiert wurden. Bei

dieser Stimulation haben die Zellen mit 1.000 - 1500 pg
ml TNF-Ausschüttung bei einer

Multiplicity of Infection (MOI) von 100 stark reagiert, es war jedoch kein signifi-

kanter Unterschied zwischen den Genotypen messbar (Abbildung 3.9). Denkbar ist,

dass Proteine, die zur Unterschiedlichen Aktivierung führen durch die Ultraschalllyse

zerstört wurden.
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Abbildung 3.7 – PBMCs von Individuen mit dem TLR1-248N Genotyp zeigen
eine höhere TNF Produktion nach H37Rv Stimulation.
PBMCs wurden vom Vollblut gesunder Deutscher Kontrollen isoliert. A) Dosis-
Antwort-Kurve der TNF-Produktion nach Stimulation mit verschiedenen Kon-
zentrationen von H37Rv M.tb Lysat. B) TNF-Antwort nach Stimulation der
verschiedenen Genotypen mit 100µg/ml des HR37v M.tb Lysats. TLR1-248N
weist verstärkte TNF-Produktion im Vergleich zu TLR1-248S auf. Die Ergeb-
nisse repräsentieren eines von vier unabhängig durchgeführten Experimenten mit
ähnlichen Ergebnissen (n=2 pro Gruppe). Mittelwert ± SEM sind dargestellt.
*, P<0.05.
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Abbildung 3.8 – PBMCs von Individuen mit dem TLR1-248N Genotyp zeigen
eine tendenziell höhere TNF Produktion nach mykobakterieller Pam3 Stimula-
tion.
PBMCs wurden vom Vollblut gesunder Deutscher Kontrollen isoliert. Ver-
gleich der TNF-Antwort zwischen 248N und 248S Genotypen; gemessen mittels
ELISA des Zellkulturüberstands nach Stimulation mit mykobakteriell abgeleite-
tem Pam3. n = 5 pro Gruppe. Mittelwert ± SEM sind dargestellt.
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Abbildung 3.9 – PBMCs von Individuen mit unterschiedlichem TLR1 Genotyp
zeigen keinen Unterschied der TNF Produktion nach Stimulation mit Ultraschall-
lysierten M.tbs.
PBMCs wurden vom Vollblut gesunder Deutscher Kontrollen isoliert. Vergleich
der TNF-Antwort zwischen 248N und 248S Genotypen; gemessen mittels ELISA
des Zellkulturüberstands nach Stimulation mit UV-lysierten M.tbs. n = 5 pro
Gruppe. Mittelwert ± SEM sind dargestellt. MOI: Multiplicity of Infection
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3.5.2 Die TLR1-248N Variante resultiert in erhöhter NF-

κB Expression in HEK Zellen

Wegen der Assoziation von TLR1-248N mit TB-Schutz wurden HEK-Zellen mit

ELAM den TLR-Varianten TLR1-248N, -248S, -602I, -602S und TLR2 transfiziert.

Hierzu wurden mehrere Vorversuche durchgeführt um die optimalen Plasmidkonzen-

trationen für die die Transfektion zu finden.

Die transfizierten HEK-Zellen wurden mit mykobakteriellen Liganden, sowie als

Positivkontrolle mit dem mykobakteriell abgeleiteten TLR2/1 Agonisten Pam3 und

als Negativkontrolle mit dem TLR4-Agonist LPS stimuliert.

Wie erwartet unterschied sich die LPS-Negativkontrolle nicht von den unstimu-

lierten Kontrollen (Abbildung 3.10A). Keine der Transfektionskombinationen zeigte

einen Anstieg der NF-κB-Ausschüttung bei LPS-Stimulation.

Die Pam3Cys-Positivkontrolle zeigte eine Heraufregulierung der NF-κB Expressi-

on (Abbildung 3.10B), welche am stärksten bei mit TLR2 + TLR1-248N-248I trans-

fizierten HEK-Zellen war. Die Steigerung der NF-κB-Ausschüttung bei Zellen, die

mit TLR2 + TLR1-248S-602S transfiziert wurden war ähnlich schwach wie die Stei-

gerung bei Zellen, die lediglich mit TLR2 transfiziert wurden, was darauf schließen

lässt, dass mit dieser Kombination von SNPs TLR1 bei Pam3Cys Stimulation keinen

Einfluss auf die NF-κB-Ausschüttung hat. Zellen, die mit keinem TLR transfiziert

wurden zeigten keinen Anstieg der NF-κB-Ausschüttung bei Pam3Cys stimulation.

Auch für die HEK-Zell-Versuche wurde eine Dosis-Wirkungs-Kurve generiert um

eine geeignete HR37v M.tb Lysat-Konzentration zu bestimmen (Empfehlung des Her-

stellers: 0,1-100 µg/ml) (Abbildung 3.11A). Es wurde keine toxische Wirkung in

diesem Konzentrationsbereich festgestellt. Die mit den TLR-Varianten TLR1-248N,

-248S, und TLR2 transfizierten HEK-Zellen wurden mit dem M.tb-Lysat ebenfalls

in einer Dosis-Wirkungs-Kurve stimuliert. Durch die Stimulation wurde die NF-κB

Expression von TLR1-248N im Vergleich zu TLR1-248S signifikant erhöht. HEK-Zel-

len ohne transfizierte TLRs zeigten keine Reaktion auf die M.tb-Lysat Stimulation

(Abbildung 3.11B).

Die Steigerung der NF-κB-Ausschüttung war am stärksten, wenn die TLR1-248N

und TLR1-602I Varianten zusammen transfiziert wurden. Während die Kombinatio-

nen TLR2 + TLR1-248N-602S und TLR2 + TLR1-248S-602I ähnliches Verhalten

zeigten war die Reaktion von TLR2 + TLR1-248S-602S transfizierter HEK-Zellen er-

neut ähnlich der Reaktion von HEK-Zellen, welche nur mit TLR2 transfiziert wurden

(Abbildung 3.12A).

Die HEK-Zellen wurden ebenfalls mit ganzen M.tbs stimuliert, welche zuvor mit-
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Abbildung 3.10 – Der TLR1 Polymorphismus 248N verursacht eine Herauf-
regulierung der NF-κB Expression in transfizierten HEK293 Zellen nach myko-
bakterieller Pam3 Stimulation.
HEK Zellen wurden mit TLR2, TLR1-248N, -248S, -602S und -602I Varianten
transfiziert. A) Die NF-κB Antwort der transfizierten Zellen wurde nach LPS
(Negativkontrolle) Stimulation gemessen. B) NF-κB Antwort der HEK-Zellen
nach Stimulation mit mykobakteriell abgeleitetem Pam3. Werte sind normali-
siert auf ihren jeweiligen unstimulierten Wert und als n-fache Erhöhung des
unstimulierten Wertes dargestellt. n = 6 pro Gruppe. Mittelwert ± SEM wird
dargestellt.
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Abbildung 3.11 – Der TLR1 Polymorphismus 248N verursacht eine signifi-
kante Heraufregulierung der NF-κB Expression in transfizierten HEK293 Zellen
nach H37Rv Stimulation.
HEK Zellen wurden mit TLR2, TLR1-248N und TLR1-248S Varianten trans-
fiziert. A) Dosis-Wirkungs-Kurve für die TLR1-248N Variante, nach Stimu-
lation mit verschiedenen Konzentrationen von H37Rv M.tb Lysat. B) Dosis-
Wirkungs-Kurve der TLR1-248N und -248S Variationen der transfizierten Zellen
nach H37Rv Stimulation. Die TLR1-248N Variante zeigt eine signifikant höhere
NF-κB Antwort als TLR1-248S. Alle TLR1 Transfektionen beinhalteten TLR1-
602I. Werte sind normalisiert auf ihren jeweiligen unstimulierten Wert und als
n-fache Erhöhung des unstimulierten Wertes dargestellt. Die Ergebnisse reprä-
sentieren einen von vier unabhängig durchgeführten Versuchen mit ähnlichem
Ergebnis (n=2 pro Gruppe). Mittelwert ± SEM wird dargestellt. *, P<0.05; **,
P<0.01, ***, P<0.001.
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Abbildung 3.12 – Der TLR1 Polymorphismus 248N jedoch nicht 602I/S verur-
sacht eine signifikante Heraufregulierung der NF-κB Expression in transfizierten
HEK293 Zellen nach H37Rv Stimulation.
HEK Zellen wurden mit TLR2, TLR1-248N, -248S,-602I und 602S Varianten
transfiziert. A) Dosis-Wirkungs-Kurve aller Variationen der transfizierten Zellen
nach H37Rv Stimulation. Die TLR1-248N Variante zeigt eine signifikant höhere
NF-κB Antwort als TLR1-248S. (n = 6 pro Gruppe) B) Die NF-κB Antwort der
transfizierten Zellen wurde nach Stimulation mit UV lysierten M.tbs als Dosis-
Wirkungs-Kurve gemessen (n = 2). Werte sind normalisiert auf ihren jeweiligen
unstimulierten Wert und als n-fache Erhöhung des unstimulierten Wertes darge-
stellt. Mittelwert ± SEM wird dargestellt. *, P<0.05
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Tabelle 3.11 – Vergleich der Kluftvolumina der TLR1 Varianten

Kluft Volumen in 248N Volumen in 248S
1 3305.39 2189.11
2 836.58 1372.36
3 1067.77 1314.56
4 851.77 969.47

tels Ultraschall lysiert wurden. Dies führte zu einem geringen Anstieg und keinem

signifikanten Unterschied der NF-κB Ausschüttung bei unterschiedlich transfizierten

Zellen (Abbildung 3.12B).

3.6 Modellierung der Proteinstrukturen

3.6.1 Der Einfluss von N248S auf die Proteinstruktur von

TLR1

Um zu entschlüsseln, welche strukturellen Konsequenzen die hier gefundenen gene-

tisch bedingten Proteinvarianten haben könnten wurden im Rahmen dieser Arbeit in

silico Modellierungen wurden durchgeführt. Besonderes Interesse lag dabei auf dem

Einfluss des TLR1-N248S SNPs auf die Proteinstruktur.

Root mean square deviation (RMSD) Berechnungen zeigten, dass die 248S Varian-

te eine Abweichung von 2.12Å in den C-alpha Residuen und 2.09Å in den Backbone

Atomen, verglichen mit der Vorlage 248N, aufweist. Vergleiche von CASTp Ergeb-

nissen von 248N und 248S zeigten die Anwesenheit von 84 funktionellen Taschen für

die erstere, und 85 für die letztere, mit variierenden Flächen und Volumen.

Die Formierung des TLR2/1-Heterodimers ermöglicht es, Pam3Cys zu binden

und mit der TLR1-248N Variante mit nachfolgender Signaltransduktion erkannt zu

werden (Abbildung 3.13A). Durch die nicht vorhandene Kluft in TLR1-248S kann

Pam3Cys vermutlich nicht binden was zur Wirkung haben könnte, dass die Signal-

transduktion nicht zu Stande kommt (Abbildung 3.13B). Außerdem könnte die phy-

sische Struktur des Heterodimers verändert sein, falls die Kluft in der TLR1-248S

Variante an eine andere Position verlagert ist, was die TLR2/1 Signaltransduktion

beeinträchtigen könnte (Abbildung 3.13C).

Die Aminosäure 248N liegt in einer kleinen Kluft (Abbildung 3.14A), wäh-
rend die 248S Variante diese Kluft nicht aufweist (Abbildung 3.14B). Dies
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Abbildung 3.13 – Mögliche Folgen für die Signaltransduktion der TLR1-248S
Variante.
A) Illustration des TLR2/1 Heterodimers auf der Zelloberfläche mit gebunde-
nem Pam3Cys. B) Illustration der Situation wie die geschlossene Aushöhlung
bei TLR1-248S die Pam3Cys Bindung und die anschließende Signaltransduktion
beeinträchtigen könnte. C) Illustration wie eine verschobene Pam3Cys Bindungs-
tasche bei TLR1-248S die TLR2/1 Heterodimerformation und nachfolgende Si-
gnaltransduktion beeinflussen könnte.

ist zwar nicht der Bereich, in dem Pam3Cys bindet, jedoch kann eine solche
Veränderung Einfluss auf das gesamte Protein haben.

Weitere Analysen deckten die Anwesenheit von 2 Nestern in 248N und 3
in 248S auf. Diese konkaven Nester sind funktionell relevant, da sie wichtige
Motive aufnehmen können (Watson and Milner-White, 2002). Jedoch wurden
keine dieser Nester in der Nähe von Aminosäure 248 gefunden.

Es konnte aber gezeigt werden, dass sich Variante 248S von 248N deutlich
hinsichtlich der Oberflächenstruktur der größten Klüften und Aushöhlungen
unterscheidet (Tabelle 3.11). Eine dieser Klüfte ist in der 248N Variante vor-
handen (Abbildung 3.14C), scheint jedoch in der 248S Variante nicht existent
oder verschoben zu sein (Abbildung 3.14D).

Diese Kluft kann einen Teil einer Lipidkette des TLR1 Agonisten Pam3Cys
aufnehmen (Abbildung 3.14E). Durch das Fehlen dieser Kluft in 248S kann
Pam3Cys vermutlich nicht mehr in das TLR1 Protein gleiten und somit wird
hier postuliert, dass die Pam3Cys Erkennung bei Individuen mit diesem Ge-
notyp beeinträchtigt sein kann (Abbildung 3.14F).



70 KAPITEL 3. ERGEBNISSE

A B 

C D 

E F 

248 
Tasche 

Pam3Cys 
Bindungs- 

kluft 

TLR1-248N TLR2 TLR1-248S 

Pam3Cys 

TLR1-248N TLR1-248S TLR2 

keine 
Tasche 

Hier keine Bindungskluft, andere aber möglich 

Pam3Cys 

Zwei Lipidketten 
binden an TLR2 

Pam3Cys 
Bindungs- 

kluft 

Eine Lipidkette bindet an TLR1 

Hier keine 
Bindungs- 

kluft 

Pam3Cys 

Abbildung 3.14 – Eine mögliche Bindungstasche und eine funktionelle Bin-
dungstasche der 248N Variation von TLR1, welche mit Schutz vor TB assoziiert
wird, ist in der 248S Variante nicht existent.
A) Das von der Kristallstruktur des TLR2/1-Heterodimers erzeugte Modell zeigt
eine potentielle Bindungstasche, welche Aminosäure Position 248 in dem TLR1-
Teil des Heterodimers beinhaltet (TLR1 – gelb, TLR2 – grau, Pam3Cys – lila). B)
Berechnetes Modell, das die 248S Variante beinhaltet. Die mögliche Bindungsta-
sche ist hier abwesend. C) Die andere Seite des Modells A zeigt die Aushöhlung
in blau, wo der Ligand Pam3Cys (lila) in die Bindungstasche in TLR1 gleiten
kann. D) In der mutierten (248S) Version scheint die Aushöhlung geschlossen
oder verschoben zu sein. E) Großaufnahme von Pam3Cys (lila), welches in der
Bindungstasche (blau) von TLR1-248N liegt. F) Großaufnahme von TLR1-248S
und Pam3Cys (lila), das keine Möglichkeit hat, in die geschlossene Aushöhlung
zu gleiten.



Kapitel 4

Diskussion

Diese Arbeit stellte die Gelegenheit dar, nach möglichen genetischen Ursachen
für eine Erkrankung zu suchen, die in Deutschland und anderen ’Erste-Welt’-
Ländern sehr selten geworden ist. Durch eine internationale Kooperation mit
Wissenschaftlern in Hyderabad und Berlin war es möglich, eine Patientenko-
horte von TB-Patienten und eine Kohorte von gesunden Kontrollen zu gene-
rieren und Untersuchungen zu genetischen Variationen durchzuführen. Dabei
ging es um genetische Variationen der TLRs, wichtigen Wirtsproteinen für die
Abwehr von Mikroorganismen.

Diese Studie bezieht sich auf TLR-Variationen bezüglich TB-Erkrankung
in Südindien, genauer in der Region Hyderabad. Somit können unsere Ergeb-
nisse eventuell nicht allgemein auf alle TB-Patienten zutreffen. Studien zeigen,
dass es erhebliche Unterschiede der Suszeptibilität von TB z. B. bei Mäusen
und Menschen gibt (Bellamy, 2003; Casanova and Abel, 2002; Kramnik and
Boyartchuk, 2002). Im Falle von Menschen könnte dieser Unterschied durch
verschiedene Ethnien, Umwelteinflüsse wie Ernährung und die Exposition mit
anderen Bakterien verursacht sein. Obwohl die Stämme von M.tb normalerwei-
se genetisch sehr nahe beieinander liegen könnten Stämme von M.tb, welche in
unterschiedlichen geographischen Regionen auftreten, theoretisch eine weitere
Variable dafür sein (Filliol et al., 2002; Gutacker et al., 2006; Musser et al.,
2000; Sreevatsan et al., 1997).

71
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4.1 Vorhersage der Relevanz von Genmutatio-

nen

Die SNP Datenbanken in Abschnitt 3.1 sollen einen Überblick über den mög-
lichen Einfluss von Aminosäureänderungen an den Positionen der bekannten
TLR Polymorphismen bieten. Diese Vorhersagen basieren auf Methoden, wel-
che die Sequenz, und die phylogenetischen und strukturellen Informationen
der Aminosäuresubstitution zusammenfassen und charakterisieren. Dafür wird
ein naiver Bayes’scher Algorithmus und überwachtes maschinelles Lernen ver-
wendet. Um die Vorhersage zu treffen, wird die naive Bayes’sche posterior
Wahrscheinlichkeit, ob diese Mutation schadhaft ist, berechnet und die falsch-
positiv- und falsch-negativ-Raten ausgewertet. Eine Mutation wird als ’be-
nign’, ’possibly damaging’ oder ’probably damaging’ basierend auf Grenzwer-
ten für die falsch-positiv-Raten eingestuft (Adzhubei et al., 2010). Bei der
Berechnung handelt es sich lediglich um eine Wahrscheinlichkeit, welche in
dieser Studie genutzt wurde um zu sequenzierende Bereiche einzugrenzen. Wie
später in den Kohorten-, funktionellen und in silico Analysen zu sehen ist kön-
nen so selbst als ’benign’ oder gutartig eingeschätzte Aminosäurevariationen
drastische Folgen für das resultierende Protein haben.

4.2 Kohortengenerierung und -analyse

Die Generierung der Patienten- und Kontrollkohorte in Hyderabad erstreckte
sich über einen Zeitraum von zwei Jahren, in denen kontinuierlich Individuen
zur Entnahme von DNS-Proben per Wangenabstrich oder Blutprobe akquiriert
wurden. Somit konnte nach etwa einem Jahr eine Pilotstudie mit 50 Patienten
und 50 Kontrollen durchgeführt werden, bei der die Proben sequenziert und
ausgewertet wurden, um die zu sequenzierenden Bereiche auf den TLRs evtl.
weiter einzugrenzen. Dies ist, zusammen mit der schwankenden DNS-Qualität,
ein Grund für die variierenden Zahlen der ausgewerteten Individuen je SNP.

Bei den hier betrachteten Kohorten wurde nicht geprüft, mit welchem M.tb-
Stamm die Patienten infiziert sind. Es ist jedoch davon aus zu gehen, dass
es sich um den selben Stamm handelt, da Individuen ausschließlich aus dem
Großraum Hyderabad akquiriert wurden. Weiterführende Studien an den Pati-



4.2. KOHORTENGENERIERUNG UND -ANALYSE 73

entenproben in Kooperation mit der Mahavir DOTS Research Clinic könnten
der Fragestellung nachgehen, ob es sich tatsächlich um ausschließlich einen
Stamm handelt.

Patienten und gesunde Kontrollen wurden im Rahmen des Möglichen wäh-
rend des Klinikalltags einer Tuberkulosestation auf sonstige Krankheiten be-
fragt und untersucht. Es liegen uns keine Ergebnisse von Humanes Immun-
defizienz-Virus (HIV)-Tests vor. Da die Patienten jedoch alle am Directly
Observed Treatment, Short-Course (DOTS) Programm der WHO teilnehmen
und somit in regelmäßigen Abständen in der Klinik erscheinen müssen wur-
den nachträglich HIV positiv getestete Patienten aus der Kohorte genommen.
Es gibt Hinweise, dass HIV ist eine Störvariable und Risikofaktor für TB ist
(Suchindran et al., 2009), weshalb HIV positive Individuen aus der Studie
ausgeschlossen wurden.

Da der Verlauf einer TB-Erkrankung mit starkem Gewichtsverlust einher-
geht, war ein signifikanter Unterschied des BMI zwischen Patienten und Kon-
trollen zu erwarten, der hier festgestellt wurde (Tabelle 3.1).

Zwar wird die Wirksamkeit der BCG-Impfung immer wieder diskutiert (Col-
ditz et al., 1994; Mangtani et al., 2014), jedoch ist sie die bis heute einzige nach-
gewiesen (zumindest teilweise) wirksame und zugelassene Impfung gegen TB.
Deshalb war zu erwarten, dass es hier ebenfalls einen signifikanten Unterschied
zwischen Patienten und Kontrollen gibt. Um festzustellen, ob eine Person ge-
impft war, wurde die charakteristische BCG-Impfnarbe gesichtet (Abbildung
4.1). Auch hier konnten wir daher ein zu erwartendes positives Ergebnis erzie-
len.

Alkohol- und Zigarettenkonsum gehören ebenfalls zu Risikofaktoren für TB
(Patra et al., 2014), was sich in den Ergebnissen dieser Studie widerspiegelt.
Die Angaben hierzu wurde von den Teilnehmern lediglich erfragt und nicht
überprüft. Hier besteht die Möglichkeit, dass besonders die gesunden Kontrol-
len eher zu Untertreibungen bezüglich ihres Konsums neigen, da rauchen und
trinken in Indien oft verpönt wird und somit die Statistik diesbezüglich ver-
fälscht haben könnten. Dieser Verdacht liegt nahe, wenn man betrachtet, dass
etwa 20% der Bevölkerung weltweit Zigaretten raucht, was sich innerhalb der
TB-Kohorte bestätigt, bei den Kontrollen jedoch deutlich unterrepräsentiert
ist. Ähnlich verhält es sich mit dem Trinkverhalten, wo 0,4% der Kontrollen,
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Abbildung 4.1 – Charakteristische Impfnarbe nach BCG Impfung.
BCG Impfstoff enthält einen abgemilderte BCG-Strang von M. bovis und wird
gespritzt um das Immunsystem zu stimulieren und einen Schutz vor M.tb auf-
zubauen. Die Impfung hinterlässt eine Charakteristische Narbe.

die angeben Alkohol zu trinken, wohl keine realistische Repräsentation der
Gesellschaft darstellt.

Nachvollziehbar wiederum ist, dass TB-Infizierte verminderte Heiratsaus-
sichten haben, wie aus Analysen der Kohorten dieser Studie hervorgeht.

Der Einfluss der Religion auf TB-Suszeptibilität ist ohne tiefergehende Stu-
dien nicht nachzuvollziehen. Denkbar wären mit der Religion zusammenhän-
gende Gründe wie Diät, soziales Umfeld oder sonstige Lebensumstände als
Gründe für den signifikanten Zusammenhang zwischen TB-Erkrankung und
Religion.

Die gesunde Kontrollkohorte besteht zu einem Teil aus Familienmitgliedern
und Personen, die mit den rekrutierten Patienten in einem Haushalt wohnen
und zum anderen Teil aus unabhängig akquirierten, gesunden Kontrollen.

4.3 Sequenzierung

In dieser Studie wurde die Methode des Sanger-Sequenzierens benutzt um kos-
teneffektiv eine möglichst große Anzahl an SNPs in der DNS vieler Individuen
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untersuchen zu können. Ein Vorteil gegenüber den ansonsten im Betreuerla-
bor etablierten Light-Cycler-Assays besteht darin, neben den bekannten auch
potentiell neue Polymorphismen zu entdecken.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden tatsächlich vier neue, seltene TLR1 SNPs
gefunden und bei NCBI eingereicht, um die Details für jeden öffentlich zu-
gänglich zu machen. Die neu entdeckten Polymorphismen tragen bis zu ihrer
Veröffentlichung auf dbSNP1 eine ’ss-Nummer’ (siehe Tabelle 3.3) und werden
voraussichtlich ab Herbst 2014 auch mit einer ordentlichen ’rs-Nummer’ online
zu finden sein. Um den potentiellen Einfluss vorher zu sagen wurde ebenfalls
eine PolyPhen2 Prognose errechnet, welche für alle vier SNPs mit ’benign’, also
gutartig, prognostiziert. Weitere Analysen an diesen Polymorphismen wären
jedoch nötig um deren eventuelle funktionelle Relevanz zu klären.

SNP-Frequenzen in Indien und Deutschland

Auffallend war, dass die Verteilung wichtiger TLR-Variationen in den indi-
schen Kohorten verschieden zu deren Verteilung in der deutschen Kontrollko-
horte ist (Kapitel 3.3.7). Diese genetische Verschiebung beruht vermutlich auf
selektivem Druck, dem die Menschen bei der Migration von Afrika über Indien
nach Europa standhalten mussten (Casanova et al., 2011b). Da einige Geno-
typen bestimmte Krankheiten begünstigen, wurden Träger dieser Genotypen
vermutlich krank und verstarben noch bevor sie im zeugungsfähigen Alter wa-
ren, wodurch sich die Frequenz dieses Genotyps über die Generationen hinweg
veränderte.

Linkage Disequilibrium

In Kapitel 3.3.8 wird vereinfacht von ’Linkage Disequilibrium’ gesprochen. Da-
bei handelt es sich um ein gametisches Disequilibrium, welches von Faktoren
wie genetischer Kopplung, Rekombinations- und Mutationsrate, genetischer
Verschiebung und Populationsstruktur abhängt. Von Interesse ist in diesem
Fall, wie häufig zwei oder mehr Variationen gemeinsam im selben Individuum
auftreten.

1http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/ (August 2014)
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4.4 TLR-SNPs und TB

Bei der Analyse von 40 TLR1 SNPs wurde eine signifikante Assoziation bei
einem neuen, synonymen Polymorphismus TLR1-Q266Q zu TB Risiko ge-
funden (OR = 0,05; 95% CI = 0,0092 – 0,53; P < 0.001). LD Tests haben
keine Verbindung von Q266Q zu einem anderen TLR1 SNP in dieser Kohor-
te herstellen können, sie wurden jedoch nur mit SNPs durchgeführt werden,
die in den hier sequenzierten Bereichen lagen. Ein Zusammenhang mit Po-
lymorphismen außerhalb dieser Bereiche ist nicht ausgeschlossen und im Fall
von TLR1-Q266Q sogar sehr wahrscheinlich. Extensivere Studien oder Whole-
Genome-Sequencing an einer ausreichend großen Kohorte könnten hier weitere
Aufschlüsse geben. Weiterhin können auch synonyme SNPs funktionell von
Bedeutung sein, etwa durch Auswirkungen auf Splicing oder Epigenetik.

Ein in einer anderen indischen Population mit TB in Verbindung gebrachter
Polymorphismus, TLR4-D299G (Najmi et al., 2010) wurde in den hier betrach-
teten Kohorten nur bei Frauen mit TB-Suszeptibilität in Verbindung gebracht
(siehe Kapitel 3.4.3). Jedoch muss beachtet werden, dass durch die Betrach-
tung ausschließlich weiblicher Patienten und Kontrollen die Anzahl der Indivi-
duen deutlich sinkt. Durch Akquise weiterer Studienteilnehmer könnte dieser
Zusammenhang bekräftigt werden. Dass der Genotyp von TLR4 – D299G kei-
nen Einfluss auf die Suszeptibilität für Tuberkulose in den Gesamtkohorte hat,
steht im Einklang einer Studie mit einer ghanaischen Kohorte (Newport et al.,
2004).

Der zweite, in der Studie von Najmi et al. genannte TLR4 SNP T399I war
in der hier betrachteten Bevölkerung nicht auffällig.

Mit den funktionellen Folgen von TLR4-D299G beschäftigt sich ein Folge-
projekt im Betreuerlabor.

Der auf dem X-Chromosom befindliche TLR8-1MV Polymorphismus M1V
befindet sich im Startkodon, verschiebt somit den Translationsstart des TLR8
Gens und wurde zuvor unter anderem mit HIV (Oh et al., 2008) und mit
TB bei Jungen (Dalgic et al., 2011b) in Verbindung gebracht. Dieses Ergebnis
steht ebenfalls in Einklang mit einer Studie an einer indonesischen und einer
russischen TB Kohorte (Davila et al., 2008).
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Ein weiteres, aus dieser Arbeit im Betreuerlabor hervorgegangenes For-
schungsprojekt beschäftigt sich intensiv mit den funktionellen Konsequenzen
dieser Genvariation.

Ein wichtiges Ergebnis dieser Studie ist, dass ein Polymorphismus in TLR1
(248N) mit Schutz vor Tuberkulose (TB) in Südindien assoziiert ist (OR 0,69;
95%CI 0.53-0.9; P=0.007). Die Ergebnisse stimmen mit Studien überein, die
TLR1-248S mit TB-Suszeptibilität bei Afro-Amerikanern in Verbindung brin-
gen (Marques et al., 2013). Obwohl einige Studien eine Assoziation von TLR1-
I602S mit TB in verschiedenen Afrikanischen, Asiatischen, Europäischen und
Lateinamerikanischen Bevölkerungen zeigen (Ma et al., 2007; Randhawa et al.,
2011; Zhang et al., 2013), wurde im Rahmen dieser Arbeit kein Zusammenhang
zwischen diesem SNP und TB in Südindien hergestellt, was vermutlich an der
geringen Häufigkeit der TLR1-602S Variante (5%) in dieser indischen Popula-
tion liegt. Diese Studie bestätigt außerdem die Ergebnisse einer Lepra-Studie
aus Bangladesch, in der der TLR1-602S SNP ebenfalls fast nicht gefunden wur-
de (Schuring et al., 2009). In letztgenannter Studie wurde ein Zusammenhang
zwischen TLR1-248S und Lepra-Suszeptibilität gezeigt, was mit den Ergebnis-
sen dieser Arbeit übereinstimmt, da M. leprae ein naher Verwandter von M.
tuberculosis ist. Die Ergebnisse aus Bangladesch wurden durch eine brasiliani-
sche Studie bestätigt, bei der TLR1-248S ebenfalls mit Lepra-Risiko assoziiert
wurde (Schuring et al., 2009). Weltweite Haplotypanalysen von Heffelfinger et
al. haben TLR1-N248S im LD mit keinem anderen Polymorphismus (abgese-
hen von TLR1-I602S im Mittleren Osten) gezeigt (Heffelfinger et al., 2013). Die
Relevanz von TLR1-N248S auch für andere Krankheiten zeigen aktuelle Studi-
en. Seok et al. bringen diesen Polymorphismus mit der Autoimmunerkrankung
Alopecia areata in Verbindung (Seok et al., 2014).

4.5 Funktionelle Analysen

Die funktionellen Konsequenzen einer Aminosäuremodifikation bei TLR1-
N248S nach Exposition mit mykobakteriellen Bestandteilen sind bisher nicht
geklärt. 248S wird mit Risiko für Malaria (Hart and Tapping, 2012), IgA-
Nephritis bei koreanischen Kindern (Lee et al., 2011) und Mortalität bei Gram-
positiver Sepsis (Thompson et al., 2013) assoziiert; andererseits wird es auch
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verringertem Prostatakrebsrisiko in Verbindung gebracht (Stevens et al., 2008).
Um die Rolle dieses SNP bei der TB-Pathogenese besser zu verstehen wurden
zwei Zellkultursysteme genutzt und damit spezifisch die Immunantwort auf
M.tb Lysat zu beobachten. In einem ersten Satz Experimente zeigten PBMCs
von TLR1-248N genotypisierten Spendern, die mit M.tb-Lysat stimuliert wur-
den, eine höhere TNF-Antwort als die Zellen von TLR1-248S Spendern. In ei-
nem zweiten Satz Experimente wurde gezeigt, dass TLR1-248N exprimierende
HEK293-Zellen mit einer erhöhten NF-κB Antwort auf M.tb Stimulation rea-
gieren. Die Genvariante TLR1-248N wurde hier mit Schutz vor TB assoziiert.
Eine ähnliche Beobachtung konnte bei Zellen gemacht werden, die mit der in
anderen Populationen mit TB-Schutz assoziierten TLR1-602I Variante trans-
fiziert wurden. Johnson et. al haben gezeigt, dass TLR1-602S exprimierende
Zellen unfähig waren, TLR1 auf der Zellmembran zu exprimieren (Johnson
et al., 2007). Der Stärkste Effekt trat auf, wenn 248N und 602I zusammen
transfiziert wurden.

Obwohl der wahrscheinlichste und einzig einstimmig bewiesene Ligand für
den TLR2/1 Komplex die triazylierten Lipopeptide sind, waren die Ergebnis-
se mit gereinigten Lipopeptiden weniger klar, verglichen mit den Ergebnissen,
die durch mykobakterielles Lysat entstanden. Dies könnte auf weitere, zur Zeit
unbekannte TLR2/1 Liganden in dem Lysat hindeuten, welche das Potential
haben, Wirtszellen über TLR2/1 zu stimulieren. Andere Arbeitsgruppen, in-
teressanterweise beide aus Indien, haben kürzlich Ergebnisse vorgestellt, die
mykobakterielle Proteine als Stimulatoren des TLR2/1 Komplexes vorschla-
gen; dies sind die Antigene Rv1196, Zelloberflächenproteine der PPE Familie
(Nair et al., 2009) und die Proteine RV0978 und RV0754 (Mitglieder der Zel-
loberflächen PE-PGRS Familie) (Mukhopadhyay and Balaji, 2011). Norma-
lerweise wurden diese Proteine jedoch rekombinant in bakteriellen Systemen
exprimiert, was die Gefahr einer Lipopeptid-Kontamination birgt (Zähringer
et al., 2008).

TNF und TB

TNF ist ein wichtiges Zytokin bei der Immunantwort auf TB, wie in Maus-
Modellen (OGarra et al., 2013) und klinischen Studien (Dorhoi and Kaufmann,
2014) gezeigt wurde. Von Makrophagen, CD4+ T-Zellen und NK Zellen (Cha-
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kravarty et al., 2008) ausgeschüttet, spielt TNF eine entscheidende Rolle bei
der Formierung und Instandhaltung von Granulomen, welche die Mykobak-
terien umgeben und die Infektion kontrollieren. TNF, welches von T-Zellen
stammt und andere Zytokine bewirken die Akkumulation von mononuklearen
Zellen wie Makrophagen, die dann zusammen mit Langerhanszellen und Lym-
phozyten das Granulom bilden (Dorhoi and Kaufmann, 2014). Die wichtige
Rolle von TNF bei TB-Erkrankung wurde durch die Assoziation von anti-TNF-
Behandlungen bei Menschen mit versehentlicher Aktivierung von ruhender TB
gezeigt (Harris and Keane, 2010; Reichmann et al., 2014).

M.tb-Stämme

Für die funktionellen Analysen wurde die Stimulation auf einen M.tb-Stamm
(H37Rv) limitiert. Camona et al. haben jedoch kürzlich gezeigt, dass verschie-
dene Stämme (H37Rv, HN878 und 03-265) unterschiedliche TLRs aktivieren
können (Carmona et al., 2013), woraus sich schließen lässt, dass SNPs unter-
schiedliche Einflüsse auf die individuelle Suszeptibilität haben, je nach dem mit
welchem M.tb-Stamm sich das Immunsystem auseinandersetzen muss. Auch
Sequeira et al. gehen auf den variierenden Effekt verschiedener M.tb-Stämme
ein. Sie verglichen den Einfluss vom Wildtyp (H37Rv) mit einer Variante, die
freie Mykolsäuren an seiner Zellwand akkumuliert (∆mce1) (Sequeira et al.,
2014), deren Einfluss auf Chemokinexpression bei humanen Epithelzellen und
auf TLR2. In dieser Studie wird postuliert, dass die unterschiedliche Menge der
Mykolsäuren in der M.tb-Zellwand einen Einfluss auf die von TLR2 gesteuerte,
proinflammatorische Antwort in Epithelzellen und Makrophagen hat. Rahman
et al. haben gezeigt, dass virulente Stränge von H37Rv durch Einwirken auf
den TLR2-MyD88-Signalweg aus dem Phagolysosom ausbrechen können. Au-
ßerdem wurde gezeigt, dass H37Rv, BCG und die mutierten H37Rv-Stränge
bei TLR2- und MyD88-knockout-Mäusen in das Zytosol der Makrophagen
translozieren können (Rahman et al., 2014).

Weitere Rezeptoren für M.tb

NOD2 ist ein intrazellulärer Rezeptor, der die proinflammatorische Zytokin-
produktion durch M.tb beeinflusst. NOD2 ist ein Rezeptor für bakterielle Pep-
tidoglykane (Girardin et al., 2003), dessen Rolle beim Erkennen von Myko-
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bakterien nachgewiesen wurde (Ferwerda et al., 2005, 2007b). C-Typ-Lektine
sind eine Familie von PRRs, die in der Erkennung von polysacchariden Struk-
turen von Pathogenen eine Rolle spielen. Der Mannoserezeptor (MR) ist auf
alveolaren Makrophagen stark exprimiert und führt bei mykobakterieller Sti-
mulation zu Produktion der antiinflammatorischen Zytokine IL-4 und IL-13,
zur Hemmung der IL-12 Produktion und zu einem Ausbleiben der Aktivierung
oxidativer Reaktionen (Kleinnijenhuis et al., 2011). Da genetische Variationen
dieser Rezeptoren hier nicht untersucht werden konnten, sollten künftige Studi-
en überprüfen, ob auch sie hier keine Rolle spielen. Auch eine Wechselwirkung
von TLRs mit den genannten anderen Rezeptoren ist denkbar.

4.6 Modellierung in silico

Zusätzlich wurde in silico Modellierung genutzt, um herauszufinden, wie Ami-
nosäureänderungen bei Position TLR1-248 die Proteinstruktur beeinflussen
können. Aus diesen Ergebnissen wird klar, dass 248N und 248S deutlich die
TLR1 Struktur verändern. Bioinformatische Analysen zeigen eine potentielle
funktionelle Tasche bei 248N, welche bei der 248S Variante verloren geht. Ei-
ne solche zusätzliche Bindungstasche könnte eine stärkere Liganden-Rezeptor-
Bindung erlauben; in der Tat zeigen 248N exprimierende Zellen eine stärkere
Aktivierung als 248S exprimierende Zellen in den funktionellen Untersuchun-
gen. Eine ähnliche Tendenz gibt es für die vorhergesagte Kluft an Position 248.
Interessanterweise ist die Kluft, die durch den 248N SNP erzeugt wird, deutlich
größer als die 248S Kluft. Da Klüfte biologisch von Bedeutung sind und größere
Klüfte mehr Bindungsregionen und aktive Orte beinhalten können (Laskow-
ski et al., 1996), könnte eine größere Kluft bei 248N auch stärkere Rezep-
tor-Liganden-Bindung und somit eine stärkere Aktivierung der Immunzellen
bedeuten. Modelle, die die Bindung des triazylierten Lipopeptids Pam33Cys
darstellen, haben auch gezeigt, dass die etablierte Kluft und Bindungstasche
von TLR1-248N zu einem anderen Ort in der TLR1-248S Variante wandert.
Diese verschobene Kluft indiziert strukturelle Veränderungen, welche entweder
die TLR2/1 Heterodimerbildung oder die Signaltransduktion z. B. durch eine
sterische Veränderung des Heterodimerkomplexes beeinflussen könnten.
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4.7 Zusammenfassung

Zusammenfassend wurde eine indische TB Kohorte und eine Kohorte mit ge-
sunden indischen Freiwilligen generiert, deren DNS in Teilen von TLR1, -2,
-4, -7 und -8 sequenziert und deren funktionelle Signifikanz untersucht wurde.
Der Polymorphismus TLR1-N248S unterschied sich deutlich zwischen Patien-
ten und Kontrollen. Dieser offensichtlich schützende Effekt der 248N Variante
wurde anschließend in funktionellen Experimenten an HEK Zellen geprüft und
bestätigt, indem gezeigt werden konnte, dass die Ligand-induzierte Zytokin-
expression durch die beschriebene Genmutation deutlich beeinflusst wird. Au-
ßerdem haben Versuche an PBMCs von gesunden deutschen Kontrollen diese
Ergebnisse bestätigt. Schließlich wurde in silico Modellierung genutzt um die
strukturellen Unterschiede zwischen der 248N und der 248S Variante zu visua-
lisieren. Diese Modelle geben außerdem Indikationen, dass die mutierte 248S
Variante beeinträchtigte Möglichkeiten zur Ligandenbindung besitzt. Zusam-
mengefasst deuten diese Ergebnisse eine wichtige Rolle für den TLR1-N248S
Polymorphismus bei der TB Infektion an und könnten helfen die Immunant-
wort auf diese Krankheit besser zu verstehen.

Die Aktualität dieser Studie zeigt sich auch durch die Vielzahl aktueller Ar-
beiten an Populationen auf jedem Kontinent im Bereich SNPs, TLRs und TB.
So haben Torres-Garcia et al. erst kürzlich einen SNP (rs352139) in TLR9
beschrieben, welcher einen Einfluss auf die Suszeptibilität für TB in Oaxa-
ca, Mexiko hat (Torres-García et al., 2013). In einer Nordindischen Kohorte
aus Agra haben Sinha et al. ebenfalls die Variation TLR1-N248S untersucht.
Sie fanden eine signifikante Differenz zwischen heterogenen Genotypen (AG)
bei TB-Patienten und gesunden Kontrollen, was in der vorliegenden Arbeit
nicht bestätigt werden kann. Im Einklang steht jedoch, dass in beiden Stu-
dien bei TLR1-S602I kein signifikanter Unterschied gefunden werden konnte
(Sinha et al., 2014). In Spanien wurde jedoch TLR1-S602I mit variierender
Suszeptibilität für PTB in Verbindung gebracht (Ocejo-Vinyals et al., 2013).
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4.8 Ausblick

Die in dieser Studie beschriebenen Variationen innerhalb der TLR-Familie be-
wirken weder eine Immunität noch ein drastisch erhöhtes Risiko an TB zu
erkranken. Sie sind jedoch ein weiterer Hinweis auf die komplexen genetischen
und funktionellen Zusammenhänge, die bei Infektion mit M.tb eine Rolle spie-
len. Je besser diese Zusammenhänge verstanden werden, desto individueller
und zielgerichteter können Therapien und Präventionsmaßnahmen geplant und
realisiert werden. Medikamente, und im Fall von TB monatelange Antibiotika-
therapien, die starke und oft unangenehme Nebenwirkungen mit sich bringen
könnten somit in Zukunft durch personalisierte, zielgerichtete Präparate ersetzt
werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit bieten einen weiteren Grundbaustein für
diese Entwicklung.

Große, Genomweite Assoziationsstudien (GWAS) bieten mittlerweile einen
großartigen Überblick über Genvariationen in vielen Populationen. Diese Stu-
dien sind jedoch noch immer sehr kostspielig und oft zu breit gefächert, um
den Einfluss einzelner Mutationen darstellen zu können. Es werden Fallzahlen
von oft über 1.000 Individuen mit vergleichbaren Charakteristika, wie Gesund-
heitsstatus und Herkunft benötigt, damit SNPs, welche oft nur in unter 5%
der Individuen vorkommen, nicht im Rauschen der Ergebnisse untergehen. Ak-
tuelle GWAS der TLRs beziehen sich auf Krankheiten wie Brustkrebs (Resler
et al., 2013) und Helicobacter pylori Infektion (El-Omar, 2013), jedoch zur
Zeit noch nicht auf TB. Die sehr aufwändigen und zeitintensiven funktionellen
Untersuchungen bleiben bei diesen Studien zumeist aussen vor.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Relevanz einer Genvariation im
TLR2/1-Komplex statistisch und funktionell dargestellt. Zusätzlich wurden
weitere, statistisch relevante SNPs in TLR4 und TLR8 vorgestellt. Auf Grund
dieser Erkenntnisse wurden zwei weitere Studien im Betreuerlabor gestartet
um die Funktionalität dieser SNP zu untersuchen und darzustellen.



Abstract
Background : Tuberculosis, a disease caused by Mycobacterium Tuberculosis

infection, is still a global public health problem. TB susceptibility varies sub-
stantially in infected individuals, and mycobacterial recognition by the innate
immune system may likely affect disease course and outcome. This research
describes SNPs in the TB genes that functionally alter the innate immune
response to MTB and are associated with TB susceptibility in India.

Methods : A SNP database with information regarding the polymorhpisms
and their potential influence on protein structure was created. In Hyderabad,
India, cohorts of TB patients and healthy controls were generated. 206 pa-
tients and 239 controls from Hyderabad, India were analyzed for SNPs in the
TLRs 1, 2, 4, 7 and 8. The frequency of the genetic variations subsequently
was correlated with TB susceptibility. To test individual responses to MTB
lysates, we stimulated human embryonic kidney (HEK) cells transfected with
TLR1 variants, as well as PBMCs from genotyped, healthy German individu-
als. NF"=κB activation and TNF production were assessed respectively after
stimulation of the cells. For statistical analysis of the cohorts, a computer
software was programmed and potential consequences of the TLR1 SNP on
protein structure were modeled in silico.

Results : Cohort analysis revealed an association of a TLR1 SNP (248N,
rs4833095) and of a TLR8 SNP (1M, rs3764880) with TB protection and an
association of a TLR4 SNP (299D, rs4986790) with TB risk in females. Func-
tional studies using HEK cell lines transfected with TLR1-248N and stimulated
with MTB showed an increased NF"=κB activation of this genetic variant. In
addition to this, TLR1-248N expressing PBMCs from healthy controls ex-
hibited an increased TNF response to MTB lysates. The in silico modeling
gave evidence of changes in protein structure of TLR1 when the mutation was
present potentially explaining the functional consequences.

Conclusion: The TLR1-248N SNP is associated with TB protection in an
Indian population, leads to an increased immune response to MTB lysate, and
potentially to a structural change of this receptor.

Toll-like receptor, Tuberculosis, Mycobacterium, Single nucleotide polymor-
phism, India



Zusammenfassung
Hintergrund : Die Tuberkulose, eine durch Mycobacterium tuberculosis her-

vorgerufene Infektion, ist auch heute noch ein globales Gesundheitsproblem.
Die Tuberkulose Suszeptibilität variiert stark unter infizierten Individuen und
das Erkennen der Mykobakterien durch das angeborene Immunsystem beein-
flusst wahrscheinlich den Krankheitsverlauf und -ausgang. Diese Arbeit be-
schreibt SNPs in den Toll-like Rezeptoren, welche die angeborene Immunant-
wort auf Mycobacterium tuberculosis verändern und die mit Tuberkulose in
Südindien assoziiert sind.

Methoden: Eine SNP Datenbank mit Informationen zu den jeweiligen Toll-
like Rezeptor Polymorphismen und deren potentiellem Einfluss auf die Pro-
teinstruktur wurde angelegt. In Hyderabad, Indien wurden eine Kohorte mit
Tuberkulosepatienten und eine mit gesunden Kontrollen generiert. 206 Tuber-
kulose Patienten und 236 gesunde Kontrollen wurden auf SNPs in den Toll-
like Rezeptoren 1, 2, 4, 7 und 8 hin untersucht. Das Vorhandensein dieser
genetischen Variationen wurde anschließend mit Tuberkulose Suszeptibilität
korreliert. Um individuelle Reaktionen auf Mycobacterium tuberculosis Lysate
zu untersuchen wurden HEK293 Zellen mit Varianten eines Toll-like Rezeptor
1 SNPs transfiziert und PBMCs von genotypisierten, gesunden deutschen Indi-
viduen mit den entsprechenden Liganden in vitro stimuliert. Nach Stimulation
wurden die NF-κB-Aktivierung bzw. TNF - Produktion gemessen. Zur statis-
tischen Auswertung der Kohorten wurde ein Computerprogramm entwickelt
und potentielle Auswirkungen des Toll-like Rezeptor 1 SNPs wurden in silico
modelliert.

Ergebnisse: Die Kohorten-Analyse ergab die Assoziation eines Toll-like Re-
zeptor 1 SNPs (248N, rs4833095) und eines Toll-like Rezeptor 8 SNPs (1M,
rs3764880) mit Schutz vor TB und die Assoziation eines TLR4 SNPs (299D,
rs4986790) mit erhöhtem Tuberkulose-Risiko bei Frauen. Funktionelle Unter-
suchungen an HEK Zellen, die mit Toll-like Rezeptor 1-248N transfiziert und
mit Mycobacterium tuberculosis stimuliert wurden, zeigten eine erhöhte NF-κB
Aktivierung bei dieser Toll-like Rezeptor 1 Genvariante. Zusätzlich wiesen Toll-
like Rezeptor 1-248N exprimierende PBMCs von gesunden Kontrollen eine er-
höhte TNFs Antwort auf Mycobacterium tuberculosis Lysate auf. Die in silico
Modellierung zeigte eine deutliche Veränderung der Proteinstruktur von Toll-
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like Rezeptor1 durch die Mutation der Aminosäure 248, die die funktionellen
Veränderungen erklären könnte.

Fazit : Der SNP Toll-like Rezeptor 1-248N ist mit Schutz vor Tuberkulose in
einer indischen Bevölkerung assoziiert, führt zu einer erhöhten Immunantwort
auf Mycobacterium tuberculosis Lysate und vermutlich zu einer strukturellen
Veränderung dieses Rezeptors.

Toll-like Rezeptor, Tuberkulose, Mycobacterium, Einzelnukleotid - Poly-
morphismus, Indien
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Anhang A

PCR- und Sequenzierungsprimer

Tabelle 1 – PCR- und Sequenzierungs-Primer

Name Sequenz 5’ zu 3’ Größe (µmol ) Purifikation Basen

TLR1-Af TGGTCTTAGGAGA 0.05 µmol HPSF 23
GACTTATGGG

TLR1-Ar GCTTACAGAATTC 0.05 µmol HPSF 25
TGGCTAATATCC

TLR1-Bf GCACCTTACTGAG 0.05 µmol HPSF 23
TTGGAGACAC

TLR1-Br GAGATACCAGGGC 0.05 µmol HPSF 22
AGATCCAAG

TLR1-Cf CAACATAACTCTGC 0.05 µmol HPSF 24
TGATCGTCAC

TLR1-Cr AGGAATGGAGTACT 0.05 µmol HPSF 22
GCGGAATG

TLR2-Af TTCTGGTTCCTTGT 0.05 µmol HPSF 24
TTACTTTCAC

TLR2-Ar GCTGTCCTGTGAC 0.05 µmol HPSF 19
ATTCCG

TLR2-Bf TCTTGATTGATTGG 0.05 µmol HPSF 19
CCAGC

TLR2-Br AAATGACGGTACAT 0.05 µmol HPSF 22
CCACGTAG

TLR4-Af AGTTTAGCCCTGGG 0.05 µmol HPSF 23
AGCCTTTTC

TLR4-Ar AGCATTCCCACCTT 0.05 µmol HPSF 20
TGTTGG

TLR4-Bf CGGATGGCAACATT 0.05 µmol HPSF 23
TAGAATTAG

TLR4-Br TGGTGTTCACAAGT 0.05 µmol HPSF 24
Fortsetzung auf nächster Seite
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Name Sequenz 5’ zu 3’ Größe (µmol ) Purifikation Basen

ACAAGCAAAG
TLR7-Af ACAGTCATGGGGTT 0.05 µmol HPSF 21

GGGGATG
TLR7-Ar TAACAGTTTTGGCC 0.05 µmol HPSF 23

CAGGTAGAG
TLR7-Bf ACAGCTTCTCAGCC 0.05 µmol HPSF 20

TTGAGG
TLR7-Br GGCGAGAGGTTAAA 0.05 µmol HPSF 21

GCTTTTC
TLR7-Cf AACCTCTCGCCATTA 0.05 µmol HPSF 25

CATAATCTTC
TLR7-Cr TAAGAGACTCACTCT 0.05 µmol HPSF 24

CCATGGTCC
TLR7-Df CATATGCTAAACTTTA 0.05 µmol HPSF 25

CCAAGAACC
TLR7-Dr TAACTCACAGGTGTA 0.05 µmol HPSF 24

CAGATCCAG
TLR8-Af AGCACCATGAAGCTG 0.05 µmol HPSF 22

AACATAG
TLR8-Ar GCAGTTCCAGGCC 0.05 µmol HPSF 21

AAATAGAG
TLR8-Bf CCAGAGTCTTTGA 0.05 µmol HPSF 25

CAGAACTTAGTC
TLR8-Br TTTGGAAGCTGCA 0.05 µmol HPSF 19

TCAGGG
TLR8-Cf GCAGGCGTAACAC 0.05 µmol HPSF 22

ATCATCTAG
TLR8-Cr TCCAGACTCACAAT 0.05 µmol HPSF 23

ACTCTTCCC
TLR8-Df GATGGATGGATGAA 0.05 µmol HPSF 24

CATCTGAATG
TLR8-Dr CAGTTAGTATTGCTT 0.05 µmol HPSF 25
Fortsetzung auf nächster Seite
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Name Sequenz 5’ zu 3’ Größe (µmol ) Purifikation Basen

AATGGAATCG
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Anhang B

ImportCohort.R

# ∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗
∗∗

# Sept . 2012 Nicke l D i t t r i c h
# import cohor t data , c l ean up and br ing to co r r e c t

format
#
#
# This code s e t s the working d i r e c t o ry , l oads the

e p i t o o l s
# l i b r a r y f o r odd s ra t i o c a l c u l a t i on , imports the cohor t

in
# hop e f u l l y the co r r e c t format and c a l l s the f unc t i on s
# de f ined in CohortFunctions .R fo r the a c t ua l OddsRatio
# and p−va lue c a l c u l a t i o n s .
# Then i t saves the output to the s p e c i f i e d f i l e

con ta in ing
# the region , OddsRatio , con f idence i n t e r v a l , p−va lue

and
# counts o f s i g n i f i c a n t SNPs (p<0.05 or con f idence

i n t e r v a l
# not i n c l u d i n g 1)
# Current ly i t does mu l t i v a r i a t e ana l y s i s f o r
# − TB vs Not TB (TB)
# − Extrapulmonary TB vs everybody e l s e (EPTB)
# − Extrapulmonary TB vs c on t r o l s on ly (EPCTB)
# − Pulmonary TB vs everybody e l s e (PTB)
# − Pulmonary TB vs c on t r o l s on ly (PCTB)
#
# Usage :
# under "mu l t i v a r i a t e ana l y s i s " , you can s p e c i f y your

sub−
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# cohor t and the f i l ename under which the r e s u l t s are
saved

# then j u s t run the whole s c r i p t . A l l e x i s t i n g v a r i a b l e s
in

# the workspace w i l l be d e l e t e d when s t a r t i n g the s c r i p t
.

#
# Update 20 .09 .12
# The code can now handle e r ro r s during f i l e import in

case
# a comma in s t ead o f a dot was used as decimal d e l im i t e r
# and i t checks f o r va l u e s o ther than the bases A, C, G,

T
# in the reg i ons by comparing the counted bases wi th

number
# of o b j e c t s o ther than "NA"
# ∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗

∗∗

# se t working d i r e c t o r y
setwd ( "~/Dropbox/Mahavir−Char i te/ Ind ia ␣ cohort/Analys i s/R

" )

# load e p i t o o l s package f o r odd s ra t i o c a l c u l a t i o n
l ibrary ( " e p i t o o l s " )

# c l e a r a l l v a r i a b l e s from workspace
rm( l i s t=l s ( a l l=TRUE) )

# se t the co r r e c t v a r i a b l e c l a s s e s to import the cohor t
v a r i a b l e c l a s s e s <− c ( " cha rac t e r " , "numeric " , " f a c t o r " , "

f a c t o r " , "numeric " , " f a c t o r " , " cha rac t e r " , " f a c t o r " ,
" f a c t o r " , "numeric " ,

" cha rac t e r " , " f a c t o r " , "numeric " , "
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cha rac t e r " , "numeric " , "numeric "
, " f a c t o r " , " f a c t o r " , "numeric " ,
" f a c t o r " ,

" f a c t o r " , " f a c t o r " , " f a c t o r " , "
numeric " , "numeric " , " cha rac t e r "
, " f a c t o r " , " f a c t o r " , " f a c t o r " ,
" f a c t o r " ,

" f a c t o r " , " f a c t o r " , " f a c t o r " , "
f a c t o r " , " f a c t o r " , " f a c t o r " , "
f a c t o r " , " f a c t o r " , " f a c t o r " , "
f a c t o r " ,

" f a c t o r " , " f a c t o r " , " f a c t o r " , "
f a c t o r " , " f a c t o r " , " f a c t o r " , "
f a c t o r " , " f a c t o r " , " f a c t o r " , "
f a c t o r " ,

" f a c t o r " , " f a c t o r " , " f a c t o r " , "
f a c t o r " , " f a c t o r " , " f a c t o r " , "
f a c t o r " , " f a c t o r " , " f a c t o r " , "
f a c t o r " ,

" f a c t o r " )

c o h o r t f i l e <− "CohortIndia2013short . dat"

# import the cohort , ca tch the error i f t h e r e i s a comma
in s t ead o f a dot as a d e l im i t e r

cohort . df <− read . del im ( c o h o r t f i l e , c o lC l a s s e s =
va r i a b l e c l a s s e s , na . s t r i n g s = c ( "999" , " 999 .0 " ) ) #try
( read . de l im ( c o h o r t f i l e , c o lC l a s s e s = v a r i a b l e c l a s s e s ,
na . s t r i n g s = c ("999" , "999.0") ) , s i l e n t = TRUE)

# i f ( i n h e r i t s ( cohor t . df , " try−error ") ) cohor t . d f <− read
. del im2 ( c o h o r t f i l e , c o lC l a s s e s = v a r i a b l e c l a s s e s , na .
s t r i n g s = c ("999" , "999 ,0") )

rm( " v a r i a b l e c l a s s e s " )

119



# ∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗
∗∗∗

# s t a t i s t i c s
# ∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗

∗∗

# load f i l e wi th f unc t i on s f o r s t a t i s t i c a l c a l c u l a t i o n s
source ( "CohortFunctions .R" )

# ∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗
# mu l t i v a r i a t e ana l y s i s
# ∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗

# se t subcohor t i f a p p l i c a b l e
# e . g . Male/Female , Hindu/Muslim , e t c
cohort . df <− subset ( cohort . df , cohort . df$Sex == 0) # 0

female , 1 male
cohort . df <− subset ( cohort . df , cohort . df$Re l i g i on == 2)

# 1 hindu , 2 muslim , 3 c h r i s t i a n ( almost no cases )
# cohor t . d f <− s u b s e t ( cohor t . df , cohor t . d f$Age > 18) #

i n d i v i d u a l s over a c e r t a i n age
f i l e n ame s i g n i f i c a n t <− "FemaleMuslim130717 . txt "

ORparam <− 4 # for now only use 3 : f i s h e r or 4 : wald (
s tandard ) as the o ther f unc t i on s cause problems wi th
va l u e s < 5

# fo r documentation o f odd s ra t i o methods type ? odd s ra t i o

# crea t e s t r u c t u r e f o r s i g n i f i c a n c e matrix which w i l l
l a t e r be saved in the f i l e

s i g n i f i c a n t <− c ( "Var iants " , "SNP" , "p−value " , "OR" , "
lower " , "upper" ,

"nNotNucCont" , "%NotNucCont" , "nNucCont
" , "%NucCont" ,
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"nNotNucCases" , "%NotNucCases" , "
nNucCases" , "%NucCases" , "nTotal " ) #
ju s t f o r making i t e a s i e r to show

the s i g n i f i c a n t v a r i an t s l a t e r on

# TB or not
# crea t e s u b s e t s TB and NotTB
TB <− subset ( cohort . df , cohort . df$TB == 1)
NotTB <− subset ( cohort . df , cohort . df$TB != 1)
ORTB <− ORAll (TB, NotTB , ORparam)
s i g n i f i c a n t <− s ign imat (ORTB, s i g n i f i c a n t , "TB" )
rm(TB, NotTB)

# Extrapulmonary TB or not , a l l samples
# crea t e s u b s e t s EPTB and NotEPTB
EPTB <− subset ( cohort . df , cohort . df$TBStatus == 3)
NotEPTB <− subset ( cohort . df , cohort . df$TBStatus != 3)
OREPTB <− ORAll (EPTB, NotEPTB, ORparam)
s i g n i f i c a n t <− s ign imat (OREPTB, s i g n i f i c a n t , "EPTB" )
rm(EPTB, NotEPTB)

# Extrapulmonary TB or not , on ly c on t r o l s = con t r o l s
# crea t e s u b s e t s EPCTB and NotEPCTB
EPCTB <− subset ( cohort . df , cohort . df$TBStatus == 3)
NotEPCTB <− subset ( cohort . df , cohort . df$TBStatus == 0 |

cohort . df$TBStatus == 1)
OREPCTB <− ORAll (EPCTB, NotEPCTB, ORparam)
s i g n i f i c a n t <− s ign imat (OREPCTB, s i g n i f i c a n t , "EPCTB" )
rm(EPCTB, NotEPCTB)

# Pulmonary TB or not
# crea t e s u b s e t s PTB and NotPTB
PTB <− subset ( cohort . df , cohort . df$TBStatus == 4)
NotPTB <− subset ( cohort . df , cohort . df$TBStatus != 4)
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ORPTB <− ORAll (PTB, NotPTB, ORparam)
s i g n i f i c a n t <− s ign imat (ORPTB, s i g n i f i c a n t , "PTB" )
rm(PTB, NotPTB)

# Pulmonary TB or not , on ly c on t r o l s = con t r o l s
PCTB <− subset ( cohort . df , cohort . df$TBStatus == 4)
NotPCTB <− subset ( cohort . df , cohort . df$TBStatus == 0 |

cohort . df$TBStatus == 1)
ORPCTB <− ORAll (PCTB, NotPCTB, ORparam)
s i g n i f i c a n t <− s ign imat (ORPCTB, s i g n i f i c a n t , "PCTB" )
rm(PCTB, NotPCTB)

# save s i g n i f i c a n c e matrix to the f i l ename s p e c i f i e d
above

write ( t ( s i g n i f i c a n t ) , f i l e = f i l e n ame s i g n i f i c a n t ,
ncolumns = dim( s i g n i f i c a n t ) [ 2 ] , append = FALSE, sep =
"\ t " )
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Anhang C

Cohort Functions.R

# ∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗
# 2014 Nicke l D i t t r i c h
# Neccessary f unc t i on s f o r ImportCohort .R
# inc l u d e s CalcOddsRatio
# ∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗

CalcOddsRatio <− function ( Case . df , Control . df , calcparam
= 4) {

# crea t e the va l u e s f o r the cont ingency matrix by
adding a l l a l l e l e s o f the g iven nuc l e i c ac id f o r
cases and con t ro l s , wh i l e i gnor ing the "NAs")

CaseA <− colSums (Case . df == "AA" , na .rm = TRUE) ∗ 2 +
colSums (Case . df == "A" , na .rm = TRUE) ∗ 2 + colSums
(Case . df == "AC" , na .rm = TRUE) + colSums (Case . df

== "AG" , na .rm = TRUE) + colSums (Case . df == "AT" ,
na .rm = TRUE)

ControlA <− colSums ( Control . df == "AA" , na .rm = TRUE)
∗ 2 + colSums ( Control . df == "A" , na .rm = TRUE) ∗ 2
+ colSums ( Control . df == "AC" , na .rm = TRUE) +
colSums ( Control . df == "AG" , na .rm = TRUE) + colSums
( Control . df == "AT" , na .rm = TRUE)

CaseC <− colSums (Case . df == "CC" , na .rm = TRUE) ∗ 2 +
colSums (Case . df == "C" , na .rm = TRUE) ∗ 2 + colSums
(Case . df == "AC" , na .rm = TRUE) + colSums (Case . df

== "CG" , na .rm = TRUE) + colSums (Case . df == "CT" ,
na .rm = TRUE)

ControlC <− colSums ( Control . df == "CC" , na .rm = TRUE)
∗ 2 + colSums ( Control . df == "C" , na .rm = TRUE) ∗ 2
+ colSums ( Control . df == "AC" , na .rm = TRUE) +
colSums ( Control . df == "CG" , na .rm = TRUE) + colSums
( Control . df == "CT" , na .rm = TRUE)
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CaseG <− colSums (Case . df == "GG" , na .rm = TRUE) ∗ 2 +
colSums (Case . df == "G" , na .rm = TRUE) ∗ 2 + colSums
(Case . df == "AG" , na .rm = TRUE) + colSums (Case . df

== "CG" , na .rm = TRUE) + colSums (Case . df == "GT" ,
na .rm = TRUE)

ControlG <− colSums ( Control . df == "GG" , na .rm = TRUE)
∗ 2 + colSums ( Control . df == "G" , na .rm = TRUE) ∗ 2
+ colSums ( Control . df == "AG" , na .rm = TRUE) +
colSums ( Control . df == "CG" , na .rm = TRUE) + colSums
( Control . df == "GT" , na .rm = TRUE)

CaseT <− colSums (Case . df == "TT" , na .rm = TRUE) ∗ 2 +
colSums (Case . df == "T" , na .rm = TRUE) ∗ 2 + colSums
(Case . df == "AT" , na .rm = TRUE) + colSums (Case . df

== "CT" , na .rm = TRUE) + colSums (Case . df == "GT" ,
na .rm = TRUE)

ControlT <− colSums ( Control . df == "TT" , na .rm = TRUE)
∗ 2 + colSums ( Control . df == "T" , na .rm = TRUE) ∗ 2
+ colSums ( Control . df == "AT" , na .rm = TRUE) +
colSums ( Control . df == "CT" , na .rm = TRUE) + colSums
( Control . df == "GT" , na .rm = TRUE)

ContVal . df <− data . frame (cbind (CaseA , CaseC , CaseG ,
CaseT , ControlA , ControlC , ControlG , ControlT ) )

# hie r noch ueberprue fen ob auch a l l e g e z a e h l t wurden ,
sowas wie summe von CaseA :T / 2 = summe von werten
!= NA

# colSums (Case . d f != "NA" , na . rm = TRUE) == sum(
ContVal . d f [ 1 : 4 ] /2)

i f ( ( colSums (Case . df != "NA" , na .rm = TRUE) + colSums (
Control . df != "NA" , na .rm = TRUE) != sum( ContVal . df

/2) ) )
print (paste ( "Warning ! ! ␣Undefined␣ b a s e c a l l s ␣ in ␣ r eg i on

" , rownames( ContVal . df ) ) )

# crea t e the a c t ua l cont ingency matrix and c a l c u l a t e
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odds ra t i o , .95 con f idence i n t e r v a l and p−va l u e s
outc <− c ( "Control " , "Case" ) # column l a b e l s f o r

cont ingency matrix
# c a l c u l a t e f o r A
cont <− matrix (c ( ContVal . df$ControlC + ContVal . df$

ControlG + ContVal . df$ControlT ,
ContVal . df$CaseC + ContVal . df$CaseG +

ContVal . df$CaseT ,
ContVal . df$ControlA ,
ContVal . df$CaseA) , 2 , 2 , byrow = TRUE

) # muss 2x2 sein , oben una f f ec t ed
, unten a f f e c t e d , l i n k s con t ro l s ,
r e c h t s cases

a l l e l e <− c ( "Not␣A" , "A" )
dimnames( cont ) <− l i s t ( " A l l e l e ␣Frequency" = a l l e l e , "

Outcome" = outc )

i f ( ( cont [ 2 ] >= 5 | cont [ 4 ] >= 5) & ( cont [ 1 ] >= 5 |
cont [ 3 ] >= 5) ) { # catch the case t ha t the
a l l e l e isn ’ t p re sen t

i f ( calcparam == 1) ORA <− odds ra t i o ( cont )
i f ( calcparam == 2) ORA <− odds ra t i o . midp ( cont )
i f ( calcparam == 3) ORA <− odds ra t i o . f i s h e r ( cont )
i f ( calcparam == 4) ORA <− odds ra t i o . wald ( cont )
i f ( calcparam != 1 & calcparam != 2 & calcparam != 3

& calcparam != 4) ORA <− odds ra t i o . smal l ( cont )
} else suppressWarnings (ORA <− odds ra t i o . wald ( cont ) ) #

run wi thout warnings to output 0 / NaN in f i n a l
r e s u l t s

# c a l c u l a t e f o r C
cont <− matrix (c ( ContVal . df$ControlA + ContVal . df$

ControlG + ContVal . df$ControlT ,
ContVal . df$CaseA + ContVal . df$CaseG +
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ContVal . df$CaseT ,
ContVal . df$ControlC ,
ContVal . df$CaseC) , 2 , 2 , byrow = TRUE

) # muss 2x2 sein , oben una f f ec t ed
, unten a f f e c t e d , l i n k s con t ro l s ,
r e c h t s cases

a l l e l e <− c ( "Not␣C" , "C" )
dimnames( cont ) <− l i s t ( " A l l e l e ␣Frequency" = a l l e l e , "

Outcome" = outc )

i f ( ( cont [ 2 ] >= 5 | cont [ 4 ] >= 5) & ( cont [ 1 ] >= 5 |
cont [ 3 ] >= 5) ) { # catch the case t ha t the
a l l e l e isn ’ t p re sen t

i f ( calcparam == 1) ORC <− odds ra t i o ( cont )
i f ( calcparam == 2) ORC<− odds ra t i o . midp ( cont )
i f ( calcparam == 3) ORC <− odds ra t i o . f i s h e r ( cont )
i f ( calcparam == 4) ORC <− odds ra t i o . wald ( cont )
i f ( calcparam != 1 & calcparam != 2 & calcparam != 3

& calcparam != 4) ORC <− odds ra t i o . smal l ( cont )
} else suppressWarnings (ORC <− odds ra t i o . wald ( cont ) ) #

run wi thout warnings to output 0 / NaN in f i n a l
r e s u l t s

# c a l c u l a t e f o r G
cont <− matrix (c ( ContVal . df$ControlA + ContVal . df$

ControlC + ContVal . df$ControlT ,
ContVal . df$CaseA + ContVal . df$CaseC +

ContVal . df$CaseT ,
ContVal . df$ControlG ,
ContVal . df$CaseG) , 2 , 2 , byrow = TRUE

) # muss 2x2 sein , oben una f f ec t ed
, unten a f f e c t e d , l i n k s con t ro l s ,
r e c h t s cases

a l l e l e <− c ( "Not␣G" , "G" )
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dimnames( cont ) <− l i s t ( " A l l e l e ␣Frequency" = a l l e l e , "
Outcome" = outc )

i f ( ( cont [ 2 ] >= 5 | cont [ 4 ] >= 5) & ( cont [ 1 ] >= 5 |
cont [ 3 ] >= 5) ) { # catch the case t ha t the
a l l e l e isn ’ t p re sen t

i f ( calcparam == 1) ORG <− odds ra t i o ( cont )
i f ( calcparam == 2) ORG <− odds ra t i o . midp ( cont )
i f ( calcparam == 3) ORG <− odds ra t i o . f i s h e r ( cont )
i f ( calcparam == 4) ORG <− odds ra t i o . wald ( cont )
i f ( calcparam != 1 & calcparam != 2 & calcparam != 3

& calcparam != 4) ORG <− odds ra t i o . smal l ( cont )
} else suppressWarnings (ORG <− odds ra t i o . wald ( cont ) ) #

run wi thout warnings to output 0 / NaN in f i n a l
r e s u l t s

# c a l c u l a t e f o r T
cont <− matrix (c ( ContVal . df$ControlA + ContVal . df$

ControlC + ContVal . df$ControlG ,
ContVal . df$CaseA + ContVal . df$CaseC +

ContVal . df$CaseG ,
ContVal . df$ControlT ,
ContVal . df$CaseT) , 2 , 2 , byrow = TRUE

) # muss 2x2 sein , oben una f f ec t ed
, unten a f f e c t e d , l i n k s con t ro l s ,
r e c h t s cases

a l l e l e <− c ( "Not␣T" , "T" )
dimnames( cont ) <− l i s t ( " A l l e l e ␣Frequency" = a l l e l e , "

Outcome" = outc )

i f ( ( cont [ 2 ] >= 5 | cont [ 4 ] >= 5) & ( cont [ 1 ] >= 5 |
cont [ 3 ] >= 5) ) { # catch the case t ha t the
a l l e l e isn ’ t p re sen t

i f ( calcparam == 1) ORT <− odds ra t i o ( cont )
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i f ( calcparam == 2) ORT <− odds ra t i o . midp ( cont )
i f ( calcparam == 3) ORT <− odds ra t i o . f i s h e r ( cont )
i f ( calcparam == 4) ORT <− odds ra t i o . wald ( cont )
i f ( calcparam != 1 & calcparam != 2 & calcparam != 3

& calcparam != 4) ORT <− odds ra t i o . smal l ( cont )
} else suppressWarnings (ORT <− odds ra t i o . wald ( cont ) ) #

run wi thout warnings to output 0 / NaN in f i n a l
r e s u l t s

OR <− matrix (c (ORA$measure [ 2 ] , ORA$measure [ 4 ] , ORA$

measure [ 6 ] , ORA$p . va lue [ 6 ] , ORA$data [ 1 ] , ORA$data

[ 2 ] , ORA$data [ 4 ] , ORA$data [ 5 ] ,
ORC$measure [ 2 ] , ORC$measure [ 4 ] , ORC$

measure [ 6 ] , ORC$p . va lue [ 6 ] , ORC$data

[ 1 ] , ORC$data [ 2 ] , ORC$data [ 4 ] , ORC$

data [ 5 ] ,
ORG$measure [ 2 ] , ORG$measure [ 4 ] , ORG$

measure [ 6 ] , ORG$p . va lue [ 6 ] , ORG$data

[ 1 ] , ORG$data [ 2 ] , ORG$data [ 4 ] , ORG$

data [ 5 ] ,
ORT$measure [ 2 ] , ORT$measure [ 4 ] , ORT$

measure [ 6 ] , ORT$p . va lue [ 6 ] , ORT$data

[ 1 ] , ORT$data [ 2 ] , ORT$data [ 4 ] , ORT$

data [ 5 ] ) ,
4 , 8 , byrow = TRUE, dimnames = l i s t (c (

paste (names( Case . df ) , "A" ) , paste (
names( Case . df ) , "C" ) , paste (names(
Case . df ) , "G" ) , paste (names( Case . df )
, "T" ) ) , c ( "Odds␣Ratio " , " lower " , "
upper" , " ch i2 ␣p−value " , "nNotNucCont
" , "nNucCont" , "nNotNucCases" , "
nNucCases" ) ) )

return (OR)
}
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# ∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗
# run CalcOddsRatio f o r every SNP
# ∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗

ORAll <− function (Case , Control , ORp = 4) {
for ( i in 2 6 : (dim( Case ) [ 2 ] ) ) {

ORmattmp <− CalcOddsRatio ( Case [ i ] , Control [ i ] , ORp)
i f ( i == 26)
ORmat <− ORmattmp

else

ORmat <− rbind (ORmat, ORmattmp)
}
return (ORmat)

}

# ∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗
# crea t e s i g n i f i c a n c e matrix
# ∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗

s ign imat <− function (ORmat, s i g n i f i c a n t , subname ) {
for ( j in 1 :dim(ORmat) [ 1 ] ) {

# i f ( (ORmat [ j , 4 ] != "NaN" & ORmat [ j , 4 ] < 0.05) |
# ((ORmat [ j , 2 ] != "NaN" & ORmat [ j , 3 ] != "NaN") & ( (

ORmat [ j , 2 ] < 1 & ORmat [ j , 3 ] < 1) | (ORmat [ j , 2 ] > 1 &

ORmat [ j , 3 ] > 1) ) ) )
i f (ORmat [ j , 4 ] != "NaN" | ORmat [ j , 2 ] != "NaN" )

{ t o t a l <− (ORmat [ j , 5 ] + ORmat [ j , 6 ] + ORmat [ j , 7 ] +
ORmat [ j , 8 ] )

s i g n i f i c a n t <− rbind ( s i g n i f i c a n t ,
c ( subname , dimnames(ORmat)

[ [ 1 ] ] [ j ] , round(ORmat [ j
, 4 ] , d i g i t s = 4) , round(
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ORmat [ j , 1 ] , d i g i t s = 2) ,
round(ORmat [ j , 2 ] , d i g i t s
= 2) , round(ORmat [ j , 3 ] ,
d i g i t s = 2) ,

ORmat [ j , 5 ] , round(ORmat [ j
, 5 ] ∗ 100 / t o t a l ) ,
ORmat [ j , 6 ] , round(ORmat
[ j , 6 ] ∗ 100 / t o t a l ) ,

ORmat [ j , 7 ] , round(ORmat [ j
, 7 ] ∗ 100 / t o t a l ) ,
ORmat [ j , 8 ] , round(ORmat
[ j , 8 ] ∗ 100 / t o t a l ) ,
t o t a l/2) )

}
}
return ( s i g n i f i c a n t )

}
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Anhang D

SNP Datenbanken

Tabelle 2 – SNP Datenbank TLR1

rs# mRNA Basenpaar- AS- AS- PP2 PP2
Pos. änderung Pos. änderung Prog. Wert

rs76600635 404 TCC ⇒ CCC 44 S ⇒ P + 0
rs5743611 513 AGA ⇒ ACA 80 R ⇒ T + 0,132
rs5743612 626 CAC ⇒ TAC 118 H ⇒ Y - 0,541
rs13152776 675 GAG ⇒ GTG 134 E ⇒ V – 0,928
rs117033348 705 CTG ⇒ CCG 144 L ⇒ P – 1
rs4833095 1017 AAT ⇒ AGT 248 N ⇒ S + 0,001
rs3923647 1188 CAC ⇒ CTC 305 H ⇒ L + 0,017
rs5743613 1218 CCG ⇒ CTG 315 P ⇒ L + 0,028
rs76796448 1328 CAT ⇒ AAT 352 H ⇒ N – 0,239
rs111596029 1463 ATG ⇒ GTG 397 M ⇒ V – 0,92
rs5743817 1679 GCT ⇒ ACT 469 A ⇒ T + 0
rs61733077 1743 AGC ⇒ ACC 490 S ⇒ T + 0,001
rs55812771 1821 ATG ⇒ AAG 516 M ⇒ K - 0,318
rs112542063 1986 CAC ⇒ CGC 571 H ⇒ R + 0,005
rs5743617 2034 GTT ⇒ GGT 587 V ⇒ G + 0
rs111807776 2064 GTG ⇒ GCG 597 V ⇒ A + 0,038
rs5743618 2079 AGC ⇒ ATC 602 S ⇒ I + 0
rs76798247 2079 AGC ⇒ ATC 602 S ⇒ I + 0
rs5743619 2166 CTC ⇒ CGC 631 L ⇒ R + 0,001
rs56205407 2310 ATT ⇒ ACT 679 I ⇒ T – 0,825
rs41311402 2364 TTG ⇒ TCG 697 L ⇒ S – 1
rs113706342 2433 CAT ⇒ CCT 720 H ⇒ P + 0,204
rs5743621 2472 CCC ⇒ CTC 733 P ⇒ L – 0,995
rs41305843 2492 CCT ⇒ TCT 740 P ⇒ S – 0,998

PolyPhen2 Prognose: + benign; - possibly damaging; – probably damaging
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Tabelle 3 – SNP Datenbank TLR2

rs# mRNA Basenpaar- AS- AS- PP2 PP2
Pos. änderung Pos änderung Prog. Wert

rs112806599 239 ATG ⇒ ACG 7 M ⇒ T + 0
rs56303479 461 CTG ⇒ CCG 81 L ⇒ P – 1
rs116232047 490 ATA ⇒ GTA 91 I ⇒ V - 0,565
rs5743699 1451 ACT ⇒ ATT 411 T ⇒ I - 0,956
rs62323857 1558 CGA ⇒ TGA 447 R ⇒ X X
rs112840932 1820 AAC ⇒ AGC 534 N ⇒ S + 0,004
rs5743702 1886 ATT ⇒ ACT 556 I ⇒ T + 0
rs61735277 1931 CGT ⇒ CAT 571 R ⇒ H + 0,118
rs5743703 1955 CGC ⇒ CAC 579 R ⇒ H + 0,001
rs5743704 2111 CCC ⇒ CAC 631 P ⇒ H – 0,999
rs121917864 2248 CGG ⇒ TGG 677 R ⇒ W – 1
rs5743706 2362 TAT ⇒ AAT 715 Y ⇒ N – 1
rs5743707 2364 TAT ⇒ TAG 715 Y ⇒ X X
rs113775303 2364 TAT ⇒ TAG 715 Y ⇒ X X
rs61735278 2405 AAT ⇒ AGT 729 N ⇒ S + 0,013
rs5743708 2477 CGG ⇒ CAG 753 R ⇒ Q – 1
rs1804965 2523 GAG ⇒ GAT 768 E ⇒ D + 0,002

PolyPhen2 Prognose: + benign; - possibly damaging; – probably damaging; X nonsense
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Tabelle 4 – SNP Datenbank TLR4

rs# mRNA Basenpaar- AS- AS- PP2 PP2
Pos. änderung Pos. änderung Prog. Wert

rs112840323 352 GTG ⇒ ATG 21 V ⇒ M – 0,979
rs78848399 428 TAC ⇒ TGC 46 Y ⇒ C – 0.989
rs56302444 568 ATT ⇒ GTT 93 I ⇒ V – 0,998
rs111301110 587 CAG ⇒ CGG 99 Q ⇒ R + 0,009
rs16906079 814 ACC ⇒ GCC 175 T ⇒ A + 0,019
rs77214890 832 GAC ⇒ TAC 181 D ⇒ Y – 1
rs5030713 854 CAA ⇒ CGA 188 Q ⇒ R + 0,003
rs5030714 1028 TGT ⇒ TCT 246 C ⇒ S + 0,116
rs55799839 1070 CTG ⇒ CCG 260 L ⇒ P – 1
rs76014534 1151 GAA ⇒ GGA 287 E ⇒ G – 0,997
rs4986790 1187 GAT ⇒ GGT 299 D ⇒ G + 0,026
rs2770145 1209 TGT ⇒ TGG 306 C ⇒ W – 1
rs2770144 1220 GTT ⇒ GGT 310 V ⇒ G – 0,996
rs5030715 1277 AAT ⇒ AGT 329 N ⇒ S + 0,055
rs5031050 1316 TTT ⇒ TAT 342 F ⇒ Y – 0,971
rs61734367 1372 AAC ⇒ GAC 361 N ⇒ D – 0,999
rs11536884 1446 TTG ⇒ TTT 385 L ⇒ F - 0,895
rs79802422 1475 GAT ⇒ GTT 395 D ⇒ V - 0,860
rs4986791 1487 ACC ⇒ ATC 399 T ⇒ I + 0,177
rs4987233 1490 AGC ⇒ AAC 400 S ⇒ N + 0
rs80197996 1701 TTG ⇒ TTT 470 L ⇒ F – 1
rs5030718 1711 GAA ⇒ AAA 474 E ⇒ K + 0,001
rs5030719 1821 CAG ⇒ CAT 510 Q ⇒ H + 0,003
rs34953464 1887 TTC ⇒ TTA 532 F ⇒ L + 0,001
rs5030720 2070 TGG ⇒ TGA 593 W ⇒ X X
rs55905951 2318 GCC ⇒ GGC 676 A ⇒ G – 1
rs5030722 2372 AAG ⇒ AGG 694 K ⇒ R - 0,987
rs56101219 2455 ATC ⇒ GTC 722 I ⇒ V - 0,994
rs5030723 2579 CGT ⇒ CAT 763 R ⇒ H + 0,048
rs55786277 2701 CGG ⇒ TGG 804 R ⇒ W – 0,999
rs55751501 2731 GCC ⇒ ACC 814 A ⇒ T – 1
rs56380595 2758 CCA ⇒ ACA 823 P ⇒ T – 0,999
rs5030724 2791 CAG ⇒ AAG 834 Q ⇒ K + 0,001

PolyPhen2 Prognose: + benign; - possibly damaging; – probably damaging; X nonsense
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Tabelle 5 – SNP Datenbank TLR7

rs# mRNA Basenpaar- AS- AS- PP2 PP2
Pos. änderung Pos. änderung Prog. Wert

rs179008 171 CAA ⇒ CTA 11 Q ⇒ L + 0
rs179008 171 CAA ⇒ CCA 11 Q ⇒ P + 0,001
rs141847327 284 GTG ⇒ ATG 49 V ⇒ M – 1
rs143823510 387 GCG ⇒ GTG 83 A ⇒ V + 0,032
rs150313957 519 ACT ⇒ ATT 127 T ⇒ I + 0,278
rs137927123 573 GGC ⇒ GAC 145 G ⇒ D + 0,005
rs144771387 714 TCA ⇒ TTA 192 S ⇒ L + 0,204
rs138717086 737 TTC ⇒ CTC 200 F ⇒ L – 0,968
rs149314023 794 GTC ⇒ ATC 219 V ⇒ I + 0,009
rs55907843 804 GTT ⇒ GAT 222 V ⇒ D + 0
rs141848808 951 GCG ⇒ GTG 271 A ⇒ V + 0
rs190564296 1383 AGC ⇒ AAC 415 S ⇒ N + 0,001
rs5743781 1482 GCC ⇒ GTC 448 A ⇒ V + 0,023
rs150054181 1605 GAA ⇒ GCA 489 E ⇒ A + 0
rs34501186 1865 AAT ⇒ GAT 576 N ⇒ D – 1
rs35160120 1878 TTT ⇒ TCT 580 F ⇒ S – 1
rs149227205 1925 AAG ⇒ CAG 596 K ⇒ Q + 0,001
rs36076482 1936 CAG ⇒ CAT 599 Q ⇒ H + 0
rs55835602 1948 ATG ⇒ ATT 603 M ⇒ I – 0,970
rs36110053 1968 TCC ⇒ TGC 610 S ⇒ C - 0,836
rs34729893 1997 TCT ⇒ ACT 620 S ⇒ T – 0,969
rs34014664 2019 AGA ⇒ ATA 627 R ⇒ I – 0,964
rs34557368 2040 TTA ⇒ TGA 634 L ⇒ X X
rs35337229 2046 AGA ⇒ ACA 636 R ⇒ T + 0,167
rs187685386 2059 AAC ⇒ AAA 640 N ⇒ K + 0,002
rs146437735 2247 ACT ⇒ ATT 703 T ⇒ I + 0
rs140890736 2414 ATC ⇒ GTC 759 I ⇒ V - 0,708
rs145797092 2805 TGT ⇒ TAT 889 C ⇒ Y + 0,001
rs189681811 2898 AGA ⇒ AAA 920 R ⇒ K + 0,001
rs181600414 3149 CGG ⇒ TGG 1004 R ⇒ W – 1
rs138079334 3195 CCG ⇒ CTG 1019 P ⇒ L – 1
rs147244662 3233 GCC ⇒ ACC 1032 A ⇒ T – 0,991
rs184706894 3234 GCC ⇒ GTC 1032 A ⇒ V + 0,069

PolyPhen2 Prognose: + benign; - possibly damaging; – probably damaging; X nonsense
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Tabelle 6 – SNP Datenbank TLR8

rs# mRNA Basenpaar- AS- AS- PP2 PP2
Pos. änderung Pos. änderung Prog. Wert

rs3764880 88 ATG ⇒ GTG 1 M ⇒ V + 0
rs5744077 115 ATG ⇒ GTG 10 M ⇒ V + 0
rs151096932 139 ATA ⇒ GTA 18 I ⇒ V + 0,004
rs143939946 161 TGC ⇒ TAC 25 C ⇒ Y + 0
rs144647258 166 GAA ⇒ AAA 27 E ⇒ K + 0,017
rs191299747 229 GAG ⇒ CAG 48 E ⇒ Q + 0,0139
rs57166818 266 ACG ⇒ ATG 60 T ⇒ M - 0,928
rs146700498 373 CAC ⇒ TAC 96 H ⇒ Y - 0,839
rs183801068 579 GAG ⇒ GAC 164 E ⇒ D + 0,001
rs5744080 732 CAC ⇒ CAT 215 H ⇒ H |
rs147465988 1609 GCC ⇒ ACC 508 A ⇒ T + 0,065
rs184806389 2020 GAT ⇒ TAT 645 D ⇒ Y – 0,999
rs2407992 2040 CTG ⇒ CTC 651 L ⇒ L 0
rs148772263 2078 GCG ⇒ GTG 664 A ⇒ V - 0,608
rs5744082 2231 CGG ⇒ CAG 715 R ⇒ Q + 0
rs190078518 2276 GGC ⇒ GAC 730 G ⇒ D + 0,033
rs5744083 2334 AAA ⇒ AAG 749 K ⇒ K |
rs3747414 2340 ATC ⇒ ATA 751 I ⇒ I |
rs149915624 2518 GGG ⇒ CGG 811 G ⇒ R - 0,687
rs144975896 2519 GGG ⇒ GAG 811 G ⇒ E – 0,995
rs149091458 2629 GCT ⇒ ACT 848 A ⇒ T - 0,839
rs113404862 3083 AGC ⇒ AAC 999 S ⇒ N – 1
rs141586578 3185 ATG ⇒ AAG 1033 M ⇒ K + 0,195

PolyPhen2 Prognose: + benign; - possibly damaging; – probably damaging; | synonymous
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