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I.  Einleitung

1. Allgemeines zum Immunsystem

Das Immunsystem wird traditionell eingeteilt in angeborene und erworbene
Immunitat, beide erfullen verschiedene, spezifische Funktionen bei der Abwehr
von Krankheitserregem. Die erworbene (adaptive) Immunitéat wird charakterisiert
durch die Erkennung von Antigenen Uber spezifische Rezeptoren, die zu einer
klonalen Expansion einzelner Lymphozyten (T- und B-Zellen) fuhrt. Diese ist
Voraussetzung fur eine effektive Immunantwort, in deren Verlauf die
entsprechenden Klone in Effektorzellen ausdifferenzieren und mittels
Antikérperproduktion oder Uber Abtétungsmechanismen die Erreger eliminieren.
Allerdings vergehen bis dahin drei bis funf Tage, in denen die Pathogene dem
Wirtsorganismus bereits groten Schaden zufligen kénnen.

Die angeborene Immunitat gewahrleistet dagegen eine frihe Abwehr von
Erregern direkt nach der Infektion und kontroliiert deren Vermehrung.
Verschiedenste Mechanismen wie Phagozytose, Freisetzung antimikrobieller
Peptide und Aktivierung des Komplementsystems tber den alternativen Weg
spielen dabei eine Rolle. Es gibt jedoch zunehmend Hinweise darauf, dass eine
weitere entscheidende Funktion der angeborenen Immunitét in der Kontrolle und

Interaktion mit der erworbenen Immunitat besteht.
1.1. Die angeborene Immunitét

Die angeborene Immunitét erschien in der Evolution lange vor der adaptiven, sie
ist vermutlich in allen mehrzelligen Organismen zu finden. Ein Hauptunterschied
zur erworbenen Immunitét liegt in der Art der Erkennung von Fremdantigenen. T-
und B-Zellrezeptoren werden wahrend der Entwicklung in den einzelnen

Lymphozyten quasi zufallig durch somatische Rekombination gebildet, was jede
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Zelle mit einem strukturell einzigartigen Rezeptor ausstattet. Dieser erkennt zwar
hochspezifisch "sein” Antigen, aber nur wenige weitere mit niedriger Affinitat.
Dagegen wird die Erkennung in der angeborenen Immunitat Gber Rezeptoren
vermittelt, die durch Gene der Keimbahn kodiert werden, somit ist deren Spezifitat
bereits genetisch determiniert. Diese Rezeptoren haben sich aufgrund einer
natlriichen Selektion herausgebildet und ermdglichen die Erkennung bestimmter,
hochkonservierter Strukturen auf infektiésen Mikroorganismen. Der Nachteil liegt
auf der Hand: aufgrund der limitierten GréRe des Genoms liegt die Zah! der
verschiedenartigen Rezepteren in der angeborenen Immunitét nur bei einigen
hundert. Diese stehen einer Uberzah! von Fremdantigenen gegentber, die sich
zudem durch Mutationen sténdig verandern kénnen. Das Immunsystem |6st
dieses Problem, indem es auf Spezifitdt zugunsten von Vielfaltigkeit in der
Erkennung verzichtet. Es werden also nicht einzelne Antigene erkannt, sondern
wenige, aber hochkonservierte Strukturen in groflen Gruppen von
Mikroorganismen. Diese werden unter dem Begriff pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs) zusammengefasst und die entsprechenden

Rezeptoren als pattern-recognition receptors bezeichnet.

1.2, Pattern-recognition receptors

Allen pattern associated molecular patterns, die von den pattern-recognition
receptors erkannt werden, sind bestimmte Eigenschaften gemeinsam, obwohl die
chemischen Strukturen ein breites Spektrum aufweisen. Sie werden
ausschlieBlich von mikrobiellen Pathogenen synthetisiert, nicht aber vom
Wirtsorganismus, so dass sie von den Rezeptoren der angeborenen Immunitét
als "fremd” erkannt werden kénnen. Es handelt sich meist um Strukturen, die
essentiell fur das Uberleben oder die Pathogenitat des Erregers sind. PAMPs sind
darUberhinaus so invariant, dass sie in ganzen Gruppen von Pathogenen
auftreten, hier sind z.B. die Lipopolysaccharide zu nennen, die Bestandteil aller
gramnegativer Bakterien sind. Erkennt ein Rezeptor LPS, kénnen somit nahezu
alle Infektionen durch diese Bakterienklasse detektiert werden (Medzhitov et al.,
2000).
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Im Gegensatz zu den Rezeptoren der erworbenen Immunitét, die nur auf T- oder
B-Lymphozyten exprimiert sind, finden sich pattern-recognition receptors auf einer
Vielzahl von  Immunzellen, vor allem auf den professionellen
antigenprasentierenden Zellen wie Makrophagen, dendritischen Zellen und B-
Lymphozyten. Erkennt der Rezeptor ein Pathogen, werden die Zellen unmittelbar
aktiviert, ihre Effektorfunktion auszufihren, so dass die Immunantwort ohne
Verzdgerung eintritt (Medzhitov et al., 2000). Hier liegt ein deutlicher Vorteil
gegenuber der erworbenen Immunitét, in der fur eine effektive Antwort zunéchst
eine klonale Proliferation der antigenspezifischen Lymphozyten Voraussetzung
ist, die mehrere Tage benétigt.

Strukturell lassen sich die pattern-recognition receptors verschiedenen
Proteinfamilien zuordnen. Besonders haufig findet man Leucin-reiche, Calcium-
abhéngige oder scavenger-receptor Protein-Doménen. Funktionell gliedern sich
die Rezeptoren in drei Klassen: sezernierte, Endozytose-vermittelnde und
signalgebende Rezeptoren (Medzhitov et al, 2000). Sezernierte pattern-
recognition receptors wirken als Opsonine, die durch die Bindung an mikrobielie
Zellwénde eine Markierung darstellen, die durch Komplement und Phagozyten
erkannt werden kann. Das am besten charakterisierte Mitglied dieser Klasse ist
das Mannan-bindende Lektin, das in der Leber synthetisiert und als Komponente
der Akuten-Phase-Antwort ins Serum sezerniert wird. Es bindet an Kohlenhydrate
auf gramnegativen und grampositiven Bakterien und Hefen sowie an einige Viren
und Parasiten. Endozytose-vermitteinde pattern-recognition receptors sind auf der
Oberfléche von Phagozyten exprimiert. Bei der Erkennung von PAMPs auf einer
mikrobiellen Zelle vermitteln sie die Endozytose und anschlieRende Zerstdrung
des Pathogens in Lysosomen. Dabei generierte Antigene werden auf MHC II-
Molekilen an die Zelloberflache transportiert und dort prasentiert. Vertreter dieser
Klasse sind der Mannose-Rezeptor und der scavenger receptor = auf
Makrophagen. Die dritte Gruppe der pattern-recognition receptors aktiviert nach
der Erkennung von Pathogenen Signaltransduktionswege, die die Expression
einer Vielzahl von Genen der Immunantwort induziert, unter anderem
inflammatorische Zytokine (Medzhitov et al., 2000). Dazu gehéren die Rezeptoren
der toli-Familie, auf die noch naher eingegangen wird. Zwar ohne Signalfunktion,

aber unmittelbar mit den toll-like receptors (TLR) verbunden, ist das Molekil CD
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14, das aufgrund seiner Fahigkeit LPS zu erkennen auch zu diesen pattern-
recognition receptors gehort.

13. CD14

CD 14 ist ein Glycoprotein mit 356 Aminosduren. Nach der Translation wird es
entweder im endoplasmatischen Retikulum mit einem GPI-Anker verbunden und
als membransténdige Form (mCD 14) an die Zelloberfléche transportiert oder als
Iésliches Molekll (sCD 14) freigesetzt. Das membransténdige Molekul wird var
alilem auf Monozyten und Makrophagen exprimiert, die iosliche Form findet man
im Serum und im Liquor. Th2-Zytokine flhren zu einer Verringerung der
Expression, IFN-y, TNF und bakterielle Liganden dagegen zu einer Steigerung.
Eine Hoch- bzw. Herab-Regulation wird auch in verschiedenen Krankheitsbildern
wie z.B. bei bakteriellen und viralen Infektionen beobachtet (Antal-Szalmas, 2000;
Landmann et al., 2000).

Als pattern-recognition receptor bindet CD 14 eine Vielzahl von Liganden, denen
eine bestimmte Struktur gemeinsam sein muss. Deren chemischer Charakter ist
bis jetzt unbekannt, es kénnte sich um hydrophile phosphorylierte Hexose-Reste
oder alternativ um Phosphatidylinsositol und Phosphatidylserin handeln. Eine
Bindung an CD 14 konnte unter anderem fir Zellwandkomponenten aus
gramnegativen und grampositiven Bakterien, LTA (aus S. aureus), Osp (B.
burgdorferi), Pilz- sowie Hefebestandteile nachgewiesen werden. In der Folge
kommt es zur Aktivierung der Zellen und zur Freisetzung verschiedener Zytokine,
auflerdem zur Phagozytose durch Monozyten (Landmann et al., 2000). Weitere
CD 14-vermittelte Funktionen in polymorphkernigen Leukozyten sind die Integrin-
abhéngige Adhéasion an Fibrinogen oder Endothelzellen, die Phagozytose
apoptotischer Zellen und gramnegativer Bakterien. Sogar eine Beteiligung des
CD 14-Molekuls an der Regulation des programmierten Zelltods (Apoptose) in
Monozyten wird in der Literatur diskutiert (Antal-Szalmas 2000).

Der sicherlich am besten beschriebene funktionelle Zusammenhang in bezug auf

CD 14 ist die Interaktion mit dem bakteriellen Endotoxin LPS. Dieses Molekil
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kann bei einer Infektion mit gramnegativen Bakterien die Pathophysiologie des
septischen Schocks induzieren, der durch eine (Ubermalige Freisetzung
proinflammatorischer Mediatoren ausgelést wird. Eine Beteiligung von CD 14
wurde schon frith durch Versuche mit LPS in CD 14 knockout-Mausen gefunden,
die sich gegenlber den letalen Folgen eines solchen Schocks als resistent
erwiesen. Ein weiterer Faktor ist notwendig fur die Bindung von LPS an CD 14:
das LPS bindende Protein (LBP). Dieses ebenfalls den pattern recognition
receptors zugehédrige Molekul transportiert LPS-Monomere im Plasma zur
Bindungsstelle des membranstandigen CD 14, die einer definierten Position
zugeordnet werden kann (AS 39-44 und 57-64). Sowohl CD 14 als auch LBP
binden dabei an die Lipid A-Komponente des LPS, obwoh! sie untereinander
keine Sequenzhomologien zeigen (Schiitt, 1999). CD 14 besitzt selbst keine
intrazellulare Domane, ber die durch die Bindung eines Liganden ausgeldste
Signale ins Zytoplasma weitergeleitet werden kénnten. Es muss also ein weiterer
Faktor unmittelbar an der Interaktion zwischen LPS/LBP und CD 14 beteiligt sein,
den man nun im TLR 4 gefunden hat, einem Mitglied der immer noch wachsenden

Familie der toll-like receptors.

1.4.  Tolldike receptors (TLR)

Der erste Rezeptor der toll-Familie wurde in Drosophila als Komponente eines
Signalwegs identifiziert, der die Entwicklung der dorsoventralen Polaritat wahrend
der Embryogenese kontrolliert (Hashimoto et al., 1988). Das toll-Molekl ist ein
Transmembranprotein, das eine grofRe extrazelluldre, Leucin-reiche Doméane
aufweist. Uberraschenderweise #hnelte die Sequenz der zytoplasmatischen
Doméne stark derjenigen des humanen Interleukin 1-Rezeptors. Zudem
induzieren beide Signaltransduktionswege, die letztlich zur Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren der NF-xB-Familie fihren, welche sine Schitsselposition
bei der Induktion von Immun- und Entztindungsantworten einnehmen. Diese
Beobachtung veranlasste weitere Untersuchungen vdes toll-Rezeptors, die
zeigten, dass das Molekill (wie auch Homologe, die mittlerweile charakterisiert

wurden) in der Tat in adulten Drosophita eine wichtige Komponente bei der
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Erkennung von Pilzen und anderen Pathogenen mit nachfolgender Induktion
einer entsprechenden Immunantwort darstelit (Means et al., 2000).

1.4.1. Expression und Signaltransduktion

Als toll-like receptors (TLRs) wurde die Familie bezeichnet, deren Mitglieder im
Menschen aufgrund von Sequenzhomologien zum toll der Drosophila identifiziert
werden konnten. Diese Familie umfasst zum heutigen Zeitpunkt mindestens 12
Mitglieder, von denen TLR 1-10 bereit_s genauer beschrieben sind (Takeuchi et
al., 2001). Das charakteristische Kennzeichen dieser Typ I|-Transmembran-
Rezeptoren ist, wie bei toll, die zytoplasmatische TIR-Domane (TollIL-1R) soWie
das extrazelluldre LRR (leucin-rich repeat)-Motiv. Dieses umfasst 20-29
Aminoséuren und findet sich in einer groBen Gruppe von Proteinen, unter
anderem auch im CD 14-Molekiil. Das Vorkommen des Metivs im Menschen, der
Fruchtfliege und sogar in Pflanzen lasst vermuten, dass es sich bej LRR-
Proteinen um evolution&r besonders friih entwickelte Rezeptoren der primitiven
Abwehr handelt. Die zytoplasmatische TIR-Doméane weist eine hohe Homologie
zu der der IL-1 Rezeptor-Familie auf, die sich von den TLRs durch ihre
extrazelluldre Immunglobulin-Domzne unterscheidet. Dies lieferte bereits einen
Hinweis auf den ebenfalls gemeinsamen Signalweg, der zur Aktivierung von NF-
kB fuhrt. Die Domane findet sich auflerdem in MyD88, dem sine entscheidende
Funktion als Adaptormolekiil bei der Erkennung von Pathogenen tiber TLRs
zukommt (Takeuchi et al., 2001 ).

Die Expression der TLR-Molekiile beschrénkt sich nicht auf myeloide Zellen,
vielmehr finden sich die Rezeptoren auch auf Endothelzsllen in Mikrogefalen der
Haut und im Darm, auf Her:«;muskelzellen und y8 T-Lymphozyten. Dies lasst
vermuten, dass bakterielle Komponenten direkt verschiedenste Wirtszellen Uber
TLRs aktivieren, was eine schnelle Antwort gegen Mikroorganismen
gewdhrleistet. TLR 3 ist das einzige Mitglied der Rezeptorfamilie, dessen
Expression auf einen einzigen Zelltyp limitiert ist: es findet sich ausschilieRlich auf
dendritischen Zellen (Takeuchi et al., 2001).
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Aufgrund der Ahnlichkeit der intrazellularen TIR-Doméne gibt es grole
Gemeinsamkeiten zwischen den Signaitransduktionswegen von TLRs und IL-1R
(s. Abb. 1). Die Aktivierung des Rezeptors filhrt zunachst zur Rekrutierung des
zytoplasmatischen Adaptormotekills MyD88, das ebenfalls eine TIR-Domane
besitzt. Die Interaktion findet zwischen den beiden Domanen statt, umfasst
eventuell noch ein weiteres Moleku! (Tollip) und fihrt im weiteren zur konstitutiven
Bindung der Serin/Threoninkinase IRAK Uber den N-Terminus des MyD88-
Molekuls, der einer death-domain entspricht. Das aktivierte IRAK interagiert mit
Traf 6 (tumor necrosis factor-associated factor), das die Verbindung zu den
Proteinkinasen NIK und IKKB herstellt. Die folgende Phosphorylierung von 1-xB
fuhrt dann zur Freisetzung des aktiven NF-xB und dessen Translokation in den
Zellkern (Takeuchi et al., 2001).

Abb. 1: Signalweg des Toll-like receptor 4 und des IL-1-Rezeptors.

Es finden sich zunehmend Hinweise darauf, dass dieser MyD88-abhangige

Signalweg nicht der einzige ist. Diskutiert wird unter anderem eine Alternative, in
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der das Molektl Tollip eine Rolle spielt, das ebenfalls mit der TIR-Doméne
interagiert und eine kostitutive Assoziation mit IRAK eingeht. Auch ein Weg, der
Uber Mitglieder der MAP-Kinase-Familie und JNK filhrt und in der Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren c-jun, cfos und AP1 (méglicherweise auch weiterer
Faktoren) mlndet, wird postuliert. Solche parallelen Kaskaden kénnten erkiéren,
wie durch die Bindung der Liganden an denselben Rezeptor dennoch
unterschiedliche Immunantworten generiert werden kénnen (Underhill et al.,
2002). '

Die Bandbreite der‘durch die TLR-Aktivierung ausgeldsten Immunantworten ist
vermutlich erst in Ansatzen aufgeklart. Neben der Freisetzung wichtiger
inflammatorischgy Mediatoren wie TNF-o. und IL-12 werden Mechanismen zur
Abtétung mikrobieller Organismen induziert, z.B. die Bildung von NO (Underhill et
al., 2002). Eine entscheidende Funktion kommt den TLR-Signalwegen woh| auch
bei der Regulation bzw. Initiation der adaptiven Immunitat zu. In MyD88-
defizienten Méusen Dbeispielsweise fehlt die Antigen-spezifische T-
Zellproliferation und Antikérperproduktion. Bestimmte Antworten sind spezifisch
durch bestimmte TLRs induziert, so ist die Freisetzung von IP-10, IFN-B und IL-
12p70 fur eine Aktivierung von TLR 4 charakteristisch, die Synthese von IL-8, IL-
23 und der inhibitorischen Form von IL-12 dagegen auf TLR 2 beschrankt (Re et
al., 2001). Méglicherweise sind fur eine solche Spezifitat nicht die TLRs selbst
verantwortlich, sondern zusatzliche akzessorische Molekille. Eine Differenzierung
der Antwort wird vermutich auch durch die Expression verschiedener
Kombinationen von TLRs auf verschiedenen Populationen dendritischer Zellen
erreicht, die durch die Favorisierung einer Th1- oder Th2- dominiertent Antwort die
Richtung der adaptiven Immunitat beeinflusst.

1.4.2. TLR-Liganden und Rezeptor-Spezifitit

Der erste Ligand, der mit einem toll-like Rezeptor assoziiert werden konnte, war
das bakterielle Endotoxin LPS. Seit langem wusste man zwar, dass CD 14 einen
wesentlichen Faktor bei der Ubertragung LPS-vermittelter Signale darstellt, erst in
TLR 4 identifizierte man jedoch die bis dahin fehlende Komponente, die aufgrund

e e |
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inrer zytoplasmatischen TIR-Domane die Signaltransduktion induzieren kann.
Weiterhin ist das Molekil MD 2 fur die Bindung von LPS an CD 14 und TLR 4
notwendig. Die intensiven Studien an den verschiedenen Vertretern der toll-
Familie fUhrten zur Charakterisierung weiterer Liganden, deren Auflistung mit
Sicherheit im Lauf der nachsten Jahre noch erweitert werden muss. So stellen
verschiedene bakterielle Lipoproteine, Peptidoglycan, Zymosan,
Lipoarabinomannan, MALP-2 und bestimmte LPS-Varianten Stimuli dar, die eine
Aktivierung der Signalkaskade durch TLR 2 verursachen (Akira et al., 2001), TLR
3 erkennt spezifisch dsRNA, wie sie bei der Replikation von Viren entsteht
(Alexopoulou et al., 2001). Eine Signalinduktion Uber TLR 4 erfolgt neben LPS
auch durch Taxol, hsp 60, hsp 70, Fibronectin EDA und das F-Protein des
respiratory syncytial virus (RSV). Als einziger Ligand fur TLR 5 wurde bisher
bakterieiles Flagellin identifiziert, fir TLR 9 unmethylierte CpG-Motive, die man
vor allem in bakterieller DNA findet (Underhill et al., 2002).

Es ist bis jetzt unklar, in welcher Form die Interaktion von Ligand und TLR genau
stattfindet. Die Daten deuten in vielen Fallen darauf hin, dass eine echte Bindung
im chemischen Sinn nicht vorliegt.

Die Heterogenitét der aufgezéhlten TLR-Liganden wirft zwangsléufig eine Frage
auf. wie kann trotz der Erkennung so unterschiedlicher pathogener und z.T.
endogener Faktoren eine spezifische und dem jeweiligen Fall angemessene
Antwort induziert werden? Eine mégliche Erklérung, die zunehmend durch Daten
gestutzt wird, ist die Bildung von TLR-Heterodimeren, die je nach Kombination
verschiedene Signalwege in der Zelle aktivieren. Eine Dimerisierung von TLR 2
mit TLR 6 bzw. TLR 1 wurde bereits gezeigt und mit der Bindung ganz bestimmter
Liganden in Zusammenhang gebracht (Ozinsky et al., 2000). Die spezifische
Regulation Uber weitere, bis jetzt nicht identifizierte Hilfsmolekile, wird ebenfalls
postuliert.

1.4.3. TLRs und Viren

Vor der Entdeckung der TLRs ging man davon aus, dass Viren vor allem einer
adaptiven Immunantwort begegnen, die angeborenen Abwehrmechanismen
jedoch umgehen. Heute haufen sich die Hinweise, dass TLRs im Zusammenhang
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mit einer Virusinfektion durchaus eine Rolle spielen. So vermittelt RSV ber TLR
4 eine Zellaktivierung, die zur Freisetzung typischer Zytokine, einer Beeinflussung
der NK-Zellen und einer verbesserten Virus-clearance filhrt (Kurt-Jones et al.,
2000). Eine B-Zellaktivierung, ebenfalls Uber TLR 4, konnte fur Retroviren
beobachtet werden (Rassa et al., 2002). In dendritischen Zellen fuhrte die
Interaktion zwischen dsRNA und TLR 3 zur NF«B-Aktivierung und Interferon-
Freisetzung (Alexopoulou et al., 2001). Es Gberrascht nicht, dass verschiedene
Viren auch gegentber dieser frilhen Immunantwort Mechanismen entwickelt
haben, die zu einer Resistenz fithren. Dies wird méglich durch Virusproteine, die
die toll- oder IL-1-Rezeptoren bzw. die TIR-Doméne der TLRs imitieren und
dadurch eine Inhibition der TLR-vermittelten Signaltransduktion bewirken kénnen.
Das Vaccinia-Virus exprimiert zwei soicher Komponenten, dem N-Protein des
Tabakmosaikvirus wird ebenfalls eine entsprechende Funktion zugeschrieben
(Bowie et al, 2000; Whitham et al., 1994).

2. Monozyten / Makrophagen

Das menschliche Immunsystem besteht aus ca. 1 Billion Zellen, die zwischen Blut
und Lymphe zirkulieren, in anatomisch definierten Ansammiungen der lymphoiden
Organe vorkommen oder als vereinzelte Zellen in fast allen Geweben anzutreffen
sind. Die Fahigkeit dieser Zellen zu zirkulieren und der standige Austausch
zwischen Blut, Lymphe und Gewebe ist von entscheidender Bedeutung fur die
Erkennung kérperfremder Stoffe, insbesondere von Krankheitserregern, und
deren Elimination. Wahrend Lymphozyten Trager der spezifischen Immunitat sind,
vermitteln Phagozyten, natiirliche Killerzellen und 18sliche Faktoren wie z.B.
Lysozym, Komplement oder Akute-Phase-Proteine die Funktionen der
unspezifischen Immunabwehr. Diese bildet eine erste Verteidigungslinie gegen
die Krankheitserreger und eliminiert die meisten Pathogene, bevor sie eine
erkennbare Infektion verursachen. Zu den Phagozyten gehéren neben den
Granulozyten die Monozyten bzw. Makrophagen.

—







