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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Chronisch entzindliche Darmerkrankungen: Morbus Crohn und Colitis
ulcerosa

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED) simtirch eine schubweise
exazerbierende Entziindung der Darmschleimhaut geké&hnet. Aufgrund des klinischen
Erscheinungsbildes werden zwei wesentliche Krangtoeimen unterschieden. Wahrend die
Colitis ulcerosa (CU) durch eine kontinuierlichet&Emdung des Dickdarms charakterisiert
ist, kann beim Morbus Crohn (M. Crohn) die gesa8tkleimhaut des Gastrointestinaltraktes
betroffen sein. Hier bilden sich die Entziindungekahtinuierlich segmental auch in tieferen
Wandschichten mit haufigster Lokalisation im teraiém lleum und proximalen Kolon aus.
Weiterhin kénnen bei der Erkrankungsform des M.Har&omplikationen, wie Stenosen und
Fisteln, und extraintestinale Manifestationen, Mthritis und Uveitis, auftreten.

In westlichen Landern hat diese Krankheit eine Y&itbng von 0,01-0,02 % (1 - 2 Falle auf
10000 Einwohner), und tritt hauptsachlich im friHemvachsenenalter zwischen 20 und 30
Jahren auf. Insbesondere fur M. Crohn konnte mdihzéitig eine familiare Haufung

feststellen, was auf eine genetische Dispositiodétitete (Adler, 1996).

1.1.1 Pathophysiologie und Genetik des Morbus Crah

Genetische und zellbiologisch-immunologische Fanaghhaben gemeinsam in den letzten
Jahren zu einem tieferen Verstandnis der zugruegisiden Krankheitsmechanismen
beigetragen. Eine zentrale Rolle in der immunoldus Erkenntnis der Pathophysiologie der
chronischen intestinalen Entzindung spielt das oBggwicht zwischen pro-
inflammatorischen (TNF+ (tumor necrosis factow, Interleukine (IL-B, IL-6, IL-8)
(Schreiber et al, 1991; Parronchiet al, 1997; Schreiberet al, 1999) und anti-
inflammatorischen Zytokinen (IL-4, I1L-10, IL-13) (®lsenet al, 1999; Nikolaust al, 1998;
Rickertet al, 1996). Dieses Gleichgewicht sorgt trotz pemistider bakterieller Besiedlung
des Darmes fir eine normale, entziindungsfreie tineds Immunregulation. Bei den
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen ist di&leschgewicht durch ein Uberwiegen
der Sekretion und Transkription pro-entziindlichgtokine, wobei TNFa eine besondere

Rolle als pleiotropes Zytokin einnimmt, und die Addrung pro-inflammatorischer

1
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intrazellularer Signalkaskaden (z.B. MB- (nuclear factorxB), JAK/STAT1 (Janus
activated kinase/signal transducers and activatofs transcription) und MAP-Kinasen
(mitogen-activated protein kinaggsgestort (Rogleret al, 1998; Schreibeet al, 1998;
Schreiberet al, 2002; Hommest al, 2002; Waetzigt al, 2002). Gleichzeitig besteht eine
verminderte Verfligbarkeit anti-inflammatorischert@ine (IL-4, IL-10, IL-13) (Schreiber
et al, 1995a; Schreibest al, 1995b; Kucharzilet al, 1996). Aufgrund dieser Befunde sind
neue Behandlungsverfahren wie der Einsatz des heredan Maus-Antikdrpers Infliximab
(IFX) zur Neutralisierung von TNE-entwickelt worden (van Dullemest al, 1995; Targan
et al, 1997; Nikolauset al, 2000; Hanaueet al, 2002). Andere Verfahren, z. B. der Einsatz
von anti-Integrin Antikérpern (Levet al, 2003), MAP-Kinase-Inhibitoren (Hommes al,
2002) oder rekombinantem epidermalem WachstumsfakisGF) zur beschleunigten
Abheilung der intestinalen epithelialen Barrierénf et al, 2003), befinden sich derzeit in
klinischer Prifung.

Neuere Befunde deuten in diesem Zusammenhang awftcldi@a besondere Rolle der
Interaktion zwischen intestinaler Flora und Darrttegli hin. Die Epithelzellschicht des
Darmes bildet als eine der @tén Oberflachen des menschlichen Koérpers eine igiht
mechanische und immunologische Barriere gegen iverafathogene. Bei chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen ist die Barrierefiomkdes intestinalen Epithels strukturell
und funktionell gestort. Dieser Defekt ist wahrdolieh nicht nur sekundéarer Ausdruck
mukosaler Entzindungsaktivitat, sondern auch vetbanmit genetischer Pradisposition.
Hinweise bieten Studien, die zeigen konnten, dassvendte von Patienten mit chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen eine im Durchschhihere intestinale Permeabilitat
gegeniber der Normalbevolkerung aufweisen (Indghal, 2000). Bei Patienten selbst kann
eine erhbhte Permeabilitdt haufig lange vor demtr&tén der ersten Krankheitssymptome
nachgewiesen werden (Wyatt al, 1993; Arnottet al, 2000; Irvineet al, 2000). Auch das
vermehrte Auftreten intrazellularer Bakterien itestinalen Epithelzellen kann als Ausdruck
einer Barrierestérung bei Patienten mit M. Crohweret werden (Swidsinskit al, 2002).
Uber die eigentlichen Ausldser des chronisch-emtlicinen Geschehens ist aber weiterhin
sehr wenig bekannt. Frih war die Existenz eineretisthen Komponente aufgrund von
epidemiologischen Untersuchungen bei M. Crohn ualiti€ ulcerosa offensichtlich. Sowonhl
die anatomische Erkrankungslokalisation, als aueh klinische Typ des M. Crohn sind
haufig in den betroffenen Familien identisch. Eirithe Manifestation des M. Crohn ist oft

mit einem Befall des lleum sowie mit einem schweneYerlauf assoziiert.
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Aus diesen Daten wird deutlich, dass die chronigtziindlichen Darmerkrankungen eine
Gruppe von polygenen — oder komplexen genetisché&rkrankungen darstellen, bei der
mehrere Krankheitsgene und Umweltfaktoren fur eManifestation zusammenwirken
missen. Diese Wechselwirkung von Umwelt und gectetis Pradisposition wird auch aus
den Daten der Zwillingsstudien deutlich: Das Erkrargsrisiko des eineiigen Zwillings bei
positiver Diagnose des anderen Zwillings liegt tileér 56 % im Gegensatz zu eines weniger
als 4 %igen Risikos bei zweieiigen ZwillingspaarBreser Konkordanzunterschied zwischen
zwei- und eineiigen Zwillingen spiegelt somit désftlden Einfluss von genetischen Faktoren
wider; genetisch identische Individuen sind jedodht zu 100 % konkordant fiir chronisch
entzindliche Darmerkrankungen. Dies zeigt, dass Eliemflisse fur die
Krankheitsentstehung ebenfalls eine wichtige Rejlielen.

Aufgrund konsistenter Kopplungsbefunde in eineri®eguf Chromosom 16 konzentrierten
sich diverse Arbeitsgruppen weltweit auf diesen @ender auch als IBDlir{flammatory
bowel disease )1bezeichnet wurde. Anfang 2001 wurde NOD2/CARDI1S5 HF«B-
aktivierendes Protein in Monozyten erstmals bestien (Ogura&t al, 2001a). Es zeigte sich,
dass das fir NOD2 kodierende GEARD15in der minimalen Kopplungsregion von IBD1
lag.

1.2 Die Familie der NOD-Proteine und ihre Rolle bei der Vermittlung

angeborener Immunitat

Die Erkennung und Abwehr eingedrungener Krankhe#ger durch das angeborene
Immunsystem spielt eine entscheidende Rolle fiir Wisrleben vielzelliger Organismen.
Pflanzen und Tiere bedienen sich hierbei spezifiscRezeptoren RAMP recognition
receptors PRRs), die molekulare Muster unterschiedlichah®gene fjathogen-associated
molecular patterns PAMPs) erkennen kénnen. Zu diesen Mustern gehdakterielle
Zellwandbestandteile wie Lipopolysaccharide, Pemigcan und Lipoproteine, aber auch
intrazellulare Molekiile, z.B. CpG DNA (DNA, die umthylierte CpG-Motive enthalt und
haufig im Genom von Bakterien und Viren, aber nioh¥ertebraten vorkommit).

Neben der gut charakterisierten Antwort auf exttalgtee PAMPS, z. B. durch Rezeptoren
der Toll-like Rezeptorfamilie (Akirat al, 2001; Dunnet al, 2003; Akira and Takeda, 2004)
oder bestimmter membranstandiger R-Proteine imnBéia (Dangl and Jones, 2001), wurde

die Existenz auch intrazellularer Mechanismen ztkeBnung eingedrungener Bakterien
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vermutet (Philpottet al, 2000). Mit der Identifizierung von NOD1 und NODA&urden
erstmals zytosolische Proteine beschrieben, digrawod ihrer speziellen Struktur diese
Aufgabe innerhalb von Zellen erfillen kénnen.

Die Familie der NOD-Proteine, die auch unter demmiia CATERPILLER CARD,
transcription _ehancer,_Rpurine)-binding ,_grin, lots of leicin rich repeat} bekannt ist
(Harton et al, 2002, Ting and Davis, 2004), umfasst mittlerevelidnapp 30 Mitglieder
(s. Tab. 1). Die korrespondierenden Gene vertaiem dabei auf 8 Chromosomen, wobei es
allerdings zu einer Haufung von Genen auf den Cbemmen 11, 16 und 19 kommt (Inohara
et al, 2002; Inohara and Nunez, 2003; Inohara and N\2@1; Tschopet al, 2003).
NOD-Proteine bilden eine Gruppe von intrazellulafsansormolekiilen mit heterogener
Funktion. Gemeinsam ist ihnen die Fahigkeit, dut@ligomerisierung und Rekrutierung
nachgeschalteter Signalproteine makromolekularekiigfplattformen zu schaffen.

lhre  Struktur ist gekennzeichnet durch eine zeatralNukleotid-bindende
Oligomerisierungsdomane (NOD), eine N-terminale ekidr-bindende Doméane (EBD
(effector binding domajn z. B. CARD (aspase recruitment domairoder PYD pyrin
domaig) und einer carboxyterminalen Region, der moglclEse eine
Ligandenerkennungsfunktion (LRDigand recognition domal z.B. LRR ({eucin rich
repeat3) zukommt (s. Abb. 1).

Diese Leuzin-reiche-Region (LRR) weist eine stru&lle Homologie zu einer Gruppe von
Genen, den R-Genen, auf, deren Produkte in Pflaemem Resistenz gegen spezifische
Pathogene vermitteln. Werden intrazellulare Pathegdurch R-Proteine erkannt, fuhrt dies
zu einer Stoffwechselanderung der betroffenen Bélapelle und Uber die Einleitung einer
Form des programmierten Zelltodes (,Hypersensitsiteaktion”) zum Absterben der
betroffenen Zellen und damit zur Limitierung defektion (Dangl and Jones, 2001).

Die aminoterminale Region der NOD-Doméne enthaleri P-Loop, der auch in
ATP/GTPasen gefunden wurde, und eineZN@ndeStelle, die als Nukleotid-bindendes
ARC-Motiv (NB-ARC) bestimmt werden konnte (van dgiezen and Jones, 1998). Dieses
NB-ARC-Motiv vermittelt die Nukleotid-Bindung undsti fiir die Selbst-Oligomerisierung
und Caspase-Aktivierung essentiell, was sowohldén Apoptose-Protease aktivierenden
Faktor 1 (APAF1), als auch fiir dessen Homolog desnmatodenC. elegansCED-4
beschrieben werden konnte (Ht1 al, 1998; Srinivasuleet al, 1998; Yanget al, 1998).
AuBerdem besitzt NB-ARC Sequenz-Homologie zur sN&CHT-Doméne, die in der
ATP/GTPase von NP (neuronal apoptosis inhibitory protéinClITA (MHC class I
transcription activato), HET-E (ncompatibility locus protein from Podospora ansajiund
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TP1 telomerase-associategrotein) vorkommen (Koonin and Aravind, 2000). Neue
Analysen einer gréBeren Anzahl von Proteinen irerdfich zugénglichen Datenbanken
deuten allerdings darauf hin, dass das NACHT- uBdARC-Motiv mit bioinformatischen
Methoden nicht unterschieden werden kann (InohadaNunez, 2003).

APAF1
NOD1, IPAF
NOD2

Cryopyrin

NAIP

(DC)-CIITA

NOD3, NOD9, NOD26 X I gé Z!Z %

R-Protein (49A. thaliana) (@

CED-4 (C. elegany @ NOD

NOD8

DEFCAP

RRS1 A. thaliana)

Abb. 1: Domanenstruktur der NOD-Proteine

Die meisten NOD-Proteine bestehen aus variablennateriminalen Effektor-Bindedoménen
(EBDs), einer zentral gelegenen Nukleotid-binder@eomerisierungsdoméne (NOD), die die
Selbst-Oligomerisierung vermittelt, und einer caierminalen Liganden-Erkennungsdoméne
(LRD). Die Anzahl der Leuzin-reicheepeats(LRRs) und der Toll/Interleukin-1-Rezeptordoménen
(TIRs) variiert zwischen den einzelnen NOD-Protaing = mutmafiliche EBDs von NOD3, NOD9
und NOD26, die keine Homologie zu bekannten Preteilpesitzen.

Abkurzungen:a/c = a-Helix/coiled-coil-reich, AD = Aktivierungsdoméane, PAF1 = Apoptose-
Protease aktivierender Faktor 1, BIR = Baculovimisibitor-der-Apoptoseepeats CARD =
Caspase-aktivierende und rekrutierende Doméane,ACHTMHC Klasse |l-Transaktivator, DT =
DEFCAP/TUCAN ausgedehnte Homologie-Doméne, IPAF £-RIotease aktivierender Faktor,
NAIP = neuronales Apoptose-inhibierendes ProteinDP¥ Pyrin-Doméne, WDRs = WD40
repeats Verandert nach: Inohara and Nunez, 2003
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Tab. 1:

Die humane NOD-Proteinfamilie

Funktion und nachfolgende Effektoren wurden nuragem, wenn mindestens zwei Publikationen

vorlagen. AC =

Apoptose und/oder Caspase-AktivieruA® = Aktivierungsdoméane, BIR =

Baculovirus Inhibitor der Apoptoserepeats CARD = Caspase-rekrutierende Domane, EBD =
Effektor-Binde-Doméane, LRD = Liganden-Erkennungsdo&d.RR = Leuzin-reicheepeats MDP

= Muramyl-Dipeptid, NALP =NACHT-, LRR-, and PYD-containing proteYD = Pyrin-Doméne,
WDRs = WDA40repeats Nach: Inohara and Nunez, 2003; Verschiedene &uator

Protein Synonym Genort EBD Effektor LRD Ligand Funktion
aktiviert
APAF1 12923 | CARD| Caspase-9 WDRs Cytochrom €aspase-9,
induziert AC
RICK DAP = aktiviert
NOD1 CARD4 7pla CARD ’ LRRs Diamino- NF-kB,
Caspasel T )
pimelinséure| steigert AC
MDP aktiviert
NOD2 16912 2CARDs$ RICK LRRs Peptidogiycar NF-kB,
steigert AC
aktiviert
IPAF Céfmz' 2p22 | CARD C;ésacs'el) LRRs NFB,
steigert AC
Cryopyrin P,\T APLAPF31 1944 PYD (ASC) LRRs
PYPAF5 NALP6 11p15 PYD LRRs
NODS5 NALP14 11p15 PYD LRRs
PYPAF7 NALP12 19913 PYD LRRs
MATER NALP5 19913 PYD LRRs
PAN2 na | 19q13 | PYD LRRs
NALP2 PYPAF2 19913 PYD LRRs
PYPAF3 N@)LEIJDJZ 19913 PYD LRRs
pypars | NOOIT | 10913 | PYD LRRs
NOD6 NALP9 19913 PYD LRRs
NOD14 NALP13 19913 PYD LRRs
NOD16 NALP8 19913 PYD LRRs
NOD27 16913 PYD LRRs
NOD8 NALP10 11915 PYD -
NAIP 5013 3 BIRs LRRs
(RFXS, MHC-II-
CIITA 16913 AD CBI;,)NF- LRR Coaktivator
NALP1, PYD _
DEFCAP CARD?7, 17p13.1 ! LRR steigert AC
CARD
NAC
NOD3 16p13 X LRR
NOD9 11923 X LRR
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Erkenntnisse Uber die Funktionsweise dieser Motekéfern Studien zu APAF1, dem ersten
identifizierten Protein der NOD-Familie (Zaat al, 1997). Die carboxyterminale Liganden-
Erkennungsdomane von APAF1 besteht aus zahlreitiBd0 repeats (WDRs), welche
Cytochromc binden kénnen, das aus geschadigten Mitochondrnevierlauf des Apoptose-
Geschehens freigesetzt wird. Die Bindung von Cytmche vermittelt die Oligomerisierung
von APAF1-Molekilen und die nachfolgende Rekrutigruund Autoaktivierung von
Procaspase-9 (Salehal, 1999; Benedictt al, 2000). Der entstandene Proteinkomplex wird
als ,Apoptosom“ bezeichnet. Eine &hnliche Komplékimg findet sich auch beim
.Inflammasom®, wobei hier sowohl das NOD-Protein NAL/NAC/DEFCAP (NALP =
NACHT-, LRR-, and _R'D-containing proteip (Tschopp et al, 2002), als auch
NALP3/CIAS1/Cryopyrin (Manjiet al, 2002; Agostiniet al, 2004) mit ASC d@poptosis-
associated speck-like protein containing a CAMRpcard, Caspase-5 und/oder Caspase-1
interagiert und Uber die Aktivierung von Caspasedt Prozessierung von pro-1l31zu
aktivem IL-1B fahrt (Tschoppet al, 2003). Die Rekrutierung der nachgeschalteten kiée
durch Oligomerisierung erfolgt bei CARD- oder PYifagenden NOD-Proteinen ber
homophile CARD/CARD- oder PYD/PYD-Interaktionen. d3er Vorgang wird auch als
induced proximity signallinggderinduced proximity models. Abb. 2) bezeichnet (Inohara
and Nunez, 2001).

NOD-Protein

EB ‘ ‘
Liganden
Effektor-Protein

I p I Effektor-Domane

Rezeptor- Signalwirkung
Binde-Domane

Abb. 2:  Induced proximity modetler NOD-Protein-Aktivierung

Exogene oder endogene Liganden werden durch dantign-Erkennungsdoméane (LRD) der NOD-
Proteine erkannt, die dann durch Konformationsamgrdie Selbst-Oligomerisierung Uber die
NOD-Doméne erlaubt, die wiederum flur die Induktiater Rekrutierung nachfolgender
Effektormolekiile Uber die Effektor-Bindedoméne (EB&sentiell ist. Nach: Inohara and Nunez,
2003
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Die Aktivierung der NOD-Proteine unterliegt offemkaner strengen funktionellen Kontrolle.
So wird beispielsweise die NOD-Doméane deselegansdomologs von APAF1 (CED-4)
durch die Bindung des antiapoptotischen Protein®-©@Bvor Selbstaktivierung geschitzt
(Yang et al, 1998). In Abwesenheit von Cytochrom c verhinddrm WDRs von APAF1
durch Bindung an die eigene NOD-Domane eine unhktigirte Oligomerisierung (Het al,
1998). Bei den LRR-tragenden NOD-Proteinen sind d#echanismen, die die
Selbstaktivierung bzw. Oligomerisierung verhindemoch unklar. Vermutet wird, dass die
LRR in Abwesenheit bestimmter Stimuli mit der eigegriNOD-Domaéne interagiert und so die
Oligomerisierung sterisch verhindert wird (Albreehtal, 2003).

121 NOD2/CARD15

Die initiale Beschreibung von NOD2 in einem zellbfischen Ansatz erfolgte Uber die
Suche nach APAF1-homologen Molekiilen. Das aus Ih&kestehende Gen kodiert fiir ein
116 kDa groRes Protein mit 1040 Aminoséauren. N-tesintragt das Protein als Effektor-
bindende Region zwei CARD-Doménen, der C-Terminwestdht aus 10 Tandem-
Leuzinreichen Wiederholungen (s. Abb. 3). North@&iot-Analysen zeigen eine starke

konstitutive Expression in Monozyten (Ogwtaal, 2001a).

178 467 106 1816 848484 8484848473 bp

. [ 1 | . 1 1.1 | 1 | I |
e B 4 56789101112  DNA
1 26 123126 219 271 576 742 1021 1040 AS

— v — e —————————

Abb. 3:  Gen- und Proteinstruktur von NOD2

Das Gen von NOD2 umfasst 12 Exons mit insgesamd Be&enpaaren und kodiert fiir ein 116 kD
groRRes Protein mit 1040 Aminosauren. N-terminaltbeslOD2 zwei CARD-(Caspase aktivierende
und rekrutierende-) Domanen, zentral liegt die NQ@ODkleotidbindende-Oligomerisierungs-)
Domane und C-terminal die LRRe(cin-rich-repeats Region mit 10 Leuzin-reichen
Wiederholungen. Abk.: bp = Basenpaare, AS = Aminséure
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Die NOD2-vermittelte Aktivierung des Transkriptidaktors NFkB erfolgt bereits durch
starke transiente Uberexpression von NOD2 ohneaEingon Stimulantien (Ogurat al,
2001a). In Ko-Immunprazipitationsexperimenten wurgehgewiesen, dass NOD2 mit der
Kinase RICK/RIP2 RIP-like interacting_aspase-like apoptosis-regulatory proteimase/
receptor_nteracting_potein2) interagiert (Ogurat al, 2001a). Diese wiederum bindet den
NEMO/IKK-Komplex (Inoharaet al, 2000) und stellt somit die Verbindung zwischenD¥O
und dem IKK-Komplex her, der fur die Aktivierung wdNF«B Uber die Phosphorylierung
und Degradierung des endogenen ®B-inhibitors kB-a verantwortlich ist (DiDonatet al,
1997). Mutationsanalysen zeigten, dass beide CARDsgie homophile Interaktion mit der
CARD-Domane von RICK/RIP2 notwendig sind und dasskemplette Deletion der LRR zu
einer deutlichen Verstarkung der konstitutiven hB-Aktivierung fihrt (Oguraet al,
2001a). In RICK/RIPZ-Zellen konnte nur nach Rekonstitution der Zelleit RICK/RIP2-
Expressionsplasmiden Gber NOD2 KB- aktiviert werden (Kobayashet al, 2002). Eine
direkte pro-apoptotische Rolle von NOD2, wie sie B. fir NOD1 Uber RICK/RIP2
nachgewiesen wurde, konnte nicht gezeigt werden.

Andere Befunde deuteten auf die postulierte inthalZee Sensorfunktion der LRR-Region
von NOD2 fir Bakterienbestandteile hin. Zellen, diefgrund ihrer moderaten NOD2-
Expression keine konstitutive N&EB-Aktivierung aufwiesen, zeigten dennoch eine stark
Induktion der NFB-Aktivitat bei Stimulation mit kommerziellen LPS<&parationen
(Inoharaet al., 2001; Bonenret al., 2003). Die partielle Deletion der LRR-Region kannt
diesen Effekt unterbinden. In spéteren Arbeiten nkenMuramyl-Dipeptid (MDP), ein
Bestandteil des bakteriellen Peptidoglycans, algahdl der LRR-Domé&ne von NOD2
identifiziert werden (Inoharat al.,2003b; Girardiret al.,2003a).

Weiterhin konnte das fiir NOD2 kodierende G&RD15in der minimalen Kopplungsregion
von IBD1 auf Chromosom 16 (16g12) lokalisiert werd®guraet al, 2001a). Dieser Befund
lieferte den Anlass, NOD2 auf Mutationen, die mithranisch entzundlichen
Darmerkrankungen assoziiert sein kdnnten, zu prifienSommer 2001 publizierten drei
Gruppen (Hugott al, 2001; Ogureaet al, 2001b; Hampeet al, 2001) innerhalb von vier
Wochen unabhangig voneinander die BeschreibungMutationen in NOD2/CARD15 als
auslosende Faktoren fir den Morbus Crohn. Es kanki®i wesentliche Mutationen,
bezeichnet mit SNP8, SNP12 und SNP13 (Huwaoal, 2001), identifiziert werden, die fiir
den Grof3teil des genetischen Risikos verantworsicld. Bei SNP8 und SNP12 handelt es
sich um Aminosauresubstitutionen (R702W, G908RY die LRR-Region und deren
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angrenzenden Bereich betreffen. Die Mutation SNRhBt durch eine C-Insertion zu einer
Leserasterverschiebung im letzten Leuzin-reicheniMder LRR-Region, die in einem
verfriihten Stop-Kodon und dadurch verkirztem Pnatesultiert (L1007fs).

Diese drei wesentlichen M. Crohn-assoziierten Mot&n zeigen alle eine verminderte
Induzierbarkeit von N&B nach Stimulation mit Bakterienwandbestandteileaw.b MDP
(Inoharaet al, 2001; Boneret al, 2003; Inoharat al, 2003). Die jeweils unterschiedliche
Starke der Funktionseinbul3e der individuellen Matat ist hierbei mit dem
Erkrankungsrisiko korreliert (Bonegt al, 2003). Es konnte nachgewiesen werden, dass eine
einzelne Kopie eines mutierten Allels zu einem 24-fachen Risikos, M. Crohn zu
entwickeln, fihrt und eine Homozygotie bzw. verbemde Heterozygotie der NOD2-
Mutationen das Risiko um das 20 — 40-fache ste{gturgotet al, 2001; Ogurat al,, 2001b;
Hampeet al, 2001). Die Beobachtungen, dass die Reaktion aktebielle Komponenten in
M. Crohn-assoziierten NOD2-Varianten gestort istutét darauf hin, dass ein Verlust der
Bakterienerkennung sekundar zu einer verbreitetes BlAktivierung und der Entziindung
des intestinalen Gewebes uber einen NOD2-unabhémditechanismus fuhrt. Ein gestorter
NOD2-Signalweg konnte moglicherweise auch zu einelefekten Induktion
kostimulatorischer Signale fur T-Zellen fihren usmmit in der Entwicklung entzindlicher
Krankheiten resultieren. Der genaue pathophysistdgs Mechanismus, wie die NOD2-
Varianten zu einer chronisch intestinalen Entzigdfitnren, oder der Einfluss RICK/RIP2-
unabhéangiger Signaltransduktionswege ist allerdimgiserhin unklar.

Zusatzlich  zu den mit M. Crohn verbundenen NOD2id#en konnten
Aminosauresubstitutionen (R334W, R334Q und L46%9ferhalb der kodierenden Region
der NOD-Doméane von NOD2 mit der autosomalen, dontivarerbbaren Krankheit Blau-
Syndrom, die durch Arthritis, Uveitis und Psoriasisarakterisiert ist, assoziiert werden
(Miceli-Richard et al, 2001; Wanget al, 2002). Protein-Varianten von NOD2, die in
Patienten mit Blau-Syndrom gefunden wurden, indherienteressanterweise eine gesteigerte
basale NF«B-Aktivierung als der Wildtyp (Chamaillaret al, 2003).

Die Beteiligung von NOD2 an der Pathogenese untediicher mukokutaner
Entziindungssyndrome deutet auf eine besondere Bebes Proteins in der Regulation der

angeborenen Immunabwehr epithelialer Grenzflaclmen h
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1.2.2 Variabilitat in anderen NOD-Familienmitgliedern verursacht Erkrankungen

des Immunsystems

Genetische Variationen, die mit der Entwicklung vBmankheiten des Immunsystems
assoziiert sind, konnten auf3er fir NOD2 noch fiéi dreitere CATERPILLER- bzw. NOD-
Familienmitglieder — CIITA, Cryopyrin und NAIP - behrieben werden (s. Tab. 2, S. 15).

1.2.2.1  CIITA (major histocompatibility complex (MB) class Il transactivator)

CIITA fungiert alsScaffoldProtein fir DNA-bindende Transkriptionsfaktoreme den MHC
[I-Promotor erkennen, z. B. NF-Y, RFX und CREB ({Reand Mach, 2001). Obwohl CIITA
selbst nicht an die DNA bindet, agiert das Pro&#npotenter transkriptioneller Aktivator der
Induktion der Gene, die fur die Funktion Antigeréigentierender Zellen von Bedeutung sind,
wie MHC Klasse Il, HLA-DM, MHC Klasse | und Plexifi (Wright et al, 1998; Martin
et al, 1997; Gobiret al, 1997; Wonget al, 2003). Aul3erdem koordiniert CIITA Uber eine
Histon-Acetylase-Doméne innerhalb des N-Terminug dRekrutierung des Histon-
modifizierenden Enzyms (Ravat al, 2001). Strukturell ist CIITA ein Mitglied der Falne
der NTPasen oder der NACHT-Familie (Koonin and Amey 2000). N-terminal besitzt das
Protein eine saure Domane, die fir die Transaktivig bendtigt wird (Rileyet al, 1995),
und eine funktionell inaktive CARD-ahnliche Domé&iickersonet al, 2001). Der mittlere
Abschnitt beinhaltet die NACHT-Domane mit eineriggen GTP-Bindungsaktivitat, die fir
die Oligomerisierung und den nukledren Im- und Exmssentiell ist (Chiret al, 1997;
Harton et al, 1999). Die C-terminale Domane besteht aus eirf@R-Region, die die
Kerntranslokation und die Selbst-Assoziierung bibesist (Linhoffet al, 2001).

Mutationen imMHC2TAGen, das fur CIITA kodiert, fiUhren zu einer Veranung, bzw.
einem vollstandigem Verlust der MHC Klasse II-Gamession und resultieren in einem
genetischen Defekt, der mit ddsare lymphocyte syndrome typgBLS), einer autosomalen
rezessiven Immunerkrankung, assoziiert ist (Steimieal, 1993). Die beschriebenen
Mutationen kénnen in drei Gruppen unterteilt werd@&eith and Mach, 2001)Spleil3
Varianten innerhalb der LRR-Region (Steingteal, 1993), wie z. B. BLS2, eine Mutation,
die die Kernlokalisation beeinflu3t (Cressmenal, 1999), Nonsenséviutationen, die in

einem trunkierten Protein resultieren (Browh al, 1996), undMissenseMutationen, die
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durch Aminoséaure-Substitutionen zu verschiedenein®ypen fihren (Quaat al, 1999;
Wiszniewskiet al, 2001).

1.2.2.2 CIAS1/Cryopyrin/NALP3

Ein weiteres Krankheits-assoziiertes Gen der CATIEERPR-Familie CIAS1 konnte in
Familienmitgliedern, die am Familidren Kalteurtilkar (FCU familial cold uticaria))
Syndrom oder am Muckle-Wells Syndrom (MWS) leidétentifiziert werden (Hoffman
et al, 2001). Mutationen dieses Gens, auch beschridsdnY®PAF1 (Manjiet al, 2002) und
NALP3 (Agannaet al, 2002), sind auRerdem mit NOMIhdgonatal-mset nalti-system
inflammatory_eseasg¢, bzw. dem CINCA ¢hronic infantil neurologic_aitaneous_ticular)-
Syndrom assoziiert (Feldmaenal, 2002).

Die Aufklarung der Funktion des vo@lASEtGen kodierten Proteins Cryopyrin zeigte ein
widersprichliches Bild: Mit Hilfe eines Two-Hybrilystems konnte eine homophile
Interaktion der N-terminalen Pyrin-Doméne von Cryap mit der Pyrin-Domé&ne von ASC
beschrieben werden. In Koexpressionsversuchen waingesignifikante NFB-Aktivierung
nachgewiesen, die Uber die alleinige Cryopyrin-Espion nicht erfolgte (Mangt al, 2002).

In einer weiteren Arbeit konnte der synergistiséiekt von Cryopyrin und ASC aul3er fur
die NFkB- auch fur die Procaspase-1-Aktivierung gezeigtdere (Dowdset al, 2003). Im
Gegensatz dazu wurde beschrieben, dass Cryopyeineldie NFkB-Aktivierung und die
Procaspase-1-vermittelte Prozessierung von ProflLzli aktivem IL-1B reduziert und dass
der inhibierende Effekt sowohl von der zentralenDNQals auch der C-terminalen LRR-
Region, aber nicht von der Pyrin-Domane abhangi¢Stehliket al, 2003; O"Connoet al,
2003).

Die autoinflammatorischen Krankheiten FCU/FCAS, M\W& NOMID/CINCA, mit denen
Mutationen in CIAS1 assoziiert sind, manifestieren sich in wiederketlem Folgen von
Entzindungsanfallen, die mit Arthritis, Fieber uNdsselausschlag einhergehen (Kile and
Rusk, 1940; Tindalét al,1969). Alle 27 Krankheits-assoziiertarissensévlutationen liegen
innerhalb des zentralen NACHT-Exons (Newsnal, 2004), einschlieRRlich der haufigsten,
R260W, die in allen drei Krankheiten beschriebenrdguund eine Analogie zur Blau-
Syndrom-assoziierten Mutation R334Q in NOD2/CARDABweisen kdnnte (Neveet al,
2004). zZwei kirzlich erschienende Studien liefegargehende Beweise, dass Varianten von

Cryopyrin spontan pro-entziindliche Reaktionen aesiqAgostiniet al, 2004; Dowdset al,
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2004). Expression der Mutationen R260W, D303N ul@7 in monozytischen THP-1-
Zellen, die endogen das ASC-Protein exprimiererrtéli zu einer spontanen ILf-
Sekretion, wohingegen das Wildtyp-Protein trotz Asenheit von ASC die IL-f-
Produktion nicht veranderte (Dowdst al, 2004). Die verstarkte Funktion der Protein-
Varianten korrelierte mit einer drastisch gestdigerAssoziierung dieser Proteine mit ASC
(Dowds et al, 2004). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass @ryomin Teil des
Inflammasom-Komplexes ist und mit ASC, Caspase-d GARDINAL/CARDS8 assoziiert
vorliegt (Agostiniet al, 2004). Die Interaktion dieser Molekile fuhrt zAktivierung von
Pro-IL-1, die in IL-1{3-Produktion resultiert. In der gleichen Arbeit wareine gesteigerte,
spontane IL-13—-Synthese in Monozyten, die von MWS-Patienten rait R260W-Mutation
stammten, gegeniber Wildtyp-exprimierender Zelleschrieben (Agostinet al, 2004).
Diese Ergebnisse sind ubereinstimmend mit den Baabagen, das€IASEMutationen zu
spontaner Aktivierung inflammatorischer Signalweggie pro-entzindliche Zytokine

synthetisieren, flhrt, wohingegen die genaue Fonkdies Wildtyp-Proteins noch unklar ist.

1.2.2.3 NAIP (neuronales Apoptose-inhibierendes Protein)

Als erstes Mitglied einer gro3en humanen Proteiilferbezeichnet als |IAPsr(hibitor of
apoptosis_poteing, konnte NAIP fieuronal goptosis mhibitor protein) beschrieben werden
(Liston et al, 1996), dessen Expression hauptsachlich in matogis Nervenzellen und
Makrophagen und/oder inaktiven dendritischen Zeddnlgt (Listonet al, 1996; Matsunaga
et al, 2002). Die Mitglieder dieser Proteinfamilie sirtlrch eine N-terminale BIR-
(baculovirus_AP repeaj-Domane gekennzeichnet und kénnen den programenietelitod
inhibieren (Royet al, 1995). Zusatzlich zur BIR-Domane besitzt NAIP eeiNBD-LRR-
Region. Deletionen und trunkierte Varianten von RAdind genetisch mit der autosomal
rezessiven Krankheit Spinale Muskelatrophie (SMgir(al muscular_drophy)) assoziiert, die
durch eine Atrophie der Rickenmuskulatur durch Déaiung von motorischen
Nervenzellen im Ruckenmark und eine fortschreiteNdaerodegeneration charakterisiert ist
(Roy et al, 1995). Aufgrund der anti-apoptotischen Wirkungn WAIP wurde angenommen,
dass eine unkontrollierte Apoptose in motorischerrvidnzellen von SMA-Patienten
verantwortlich flr den exzessiven Zelltod ist, dar Atrophie fihrt (Deveraugt al, 1998).
Mehrere Apoptose-Mechanismen konnten fir NAIP besbkn werden: Eine Annahme ist,

dass NAIP die Hemmung von Caspasen induziert (Mdiaf, 2002; Deverauet al, 1998),
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wahrend eine andere Studie auf eine NAIP-vermittahti-Apoptose Uber den TAK1/INK1-
Signalweg hindeutet (Sanra al, 2002). Letztlich konnte gezeigt werden, dass NAlIR
Hippocalin, einem Calcium-bindenden Protein, ingeet und somit die Calcium-induzierte
Caspase-Aktivierung und den Zelltod in Nervenzeitdnbiert (Merceret al, 2000).

Die NAIP-Gene der Maus kodieren fir eine VielzaldnvNAIP-Proteinen (NAIP1-7)
(Growney and Dietrich, 2000). NATPMause zeigen eine gesteigerte Apoptose in Reaktion
auf eine Toxin-vermittelte Hirnverletzung (Holagk al, 2000), was auf eine Beteiligung von
NAIP an Apoptose-Vorgangen in Nervenzellen hinwefsti3erdem konnte fUNAIP/BIR
Gene eine Beteiligung an der Immunabwehr nachgewiegerden. Maus-Makrophagen
zeigten eine gesteigerte NAIP-Expression nach bieker Infektion, z. B. durch.egionella
pneumophila(Diez et al, 2000). Legionella ist ein gram-positives Bakterium, das im
Menschen die Legionarskrankheit hervorruft. Mutagio in den zwei C-terminalen Exons des
NAIP5/BircleGens sind mit einer gesteigerten Anfalligkeit fidie Replikation von
Legionella pneumophilassoziiert (Wrightt al, 2003; Diezet al, 2003); allerdings konnte
bisher keine Verbindung zwischen NAIP-induziertgrofitose und der Resistenz gegen eine
Legionellen-Infektion beschrieben werden. Die Rollen NAIP, proinflammatorische
Zytokine und Immunreaktionen in Makrophagen zu pmigren oder als Bakteriensensor zu

fungieren, bedarf daher weiterer Untersuchungen.

1.2.2.4 CARD7/NALP1/DEFCAP

Das CARD7/NALP1/DEFCAP-Protein zeigt eine struktigreBesonderheit innerhalb der
NOD-Familie: Neben einer N-terminalen Pyrin-Domamed einer zentralen NBD-LRR-
Region besitzt CARD7 eine C-terminale CARD-Domaktartinon et al, 2001; Bertin and
DiStefano, 2000). Fur das Protein konnte eine weitbreitete Expression, vor allem in
Immunzellen, nachgewiesen werden (Bertin and Dagigf 2000). CARD7 interagiert mit
Caspasen in Uberexpressionsstudien und mit Apabdr inomotypische CARD-CARD-
Bindung (Martinonet al, 2002; Hlainget al, 2001). Uberexprimiertes CARD7 steigert die
APAF-1-induzierte Apoptose- und Caspase-Aktivieruwghrend die einzelne CARD- oder
NBD-Doméane von CARD?7 diese Induzierung behindehuy€t al, 2001).

CARD7/NALP1 konnte bisher zwar mit keiner genetesthiKrankheit assoziiert werden, ist
aber eine Komponente eines wichtigen, gro3en miaigiplexes: dem Inflammasom

(Martinonet al, 2002). Das Inflammasom ist ein Komplex bestehaumsl Caspase-1/5, ASC
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und CARD7, zusatzlich zu anderen Molekilen, wi®zCryopyrin (Martinonet al, 2002).
Als Bestandteil dieses Komplexes und aufgrund @ebreiteten Expression in Immunzellen

spielt somit auch CARD7 eine wichtige Rolle inndbhder Immunreaktion.

Tab. 2:  Krankheits-assoziierte NOD-Proteine

Aufgefiihrt sind die bisher identifizierten NOD-Peite, deren Varianten mit genetisch bedingten
Krankheiten assoziiert werden konnten. BLS bBare lymphocyte syndrome CIITA = MHC class

Il transactivator, CINCA = chronic infantile neurologic cutaneous articularnsfome FCU =
familiar cold urticaria, MWS = Muckle-Wells syndromeNOMID = neonatal-onset multisystem
inflammatory diseaseéSMA = Spinal muscular atrophyin Anlehnung an Chamaillaret al, 2003;
Inohara and Nunez, 2003.

Genetisch-
Protein Gen Genlokus assoziierte Vererbung Vorhergesagter
- Defekt
Krankheiten
rezessiv defekte Bakterien
M. Crohn Liganden-
NOD2 CARD15 16912 Erkennung
dominant konstitutive

Blau-Syndrom NF-kB-Aktivierung

Verlust der MHCII-
Expression

CITA MHC2TA 16pl13 BLSII rezessiv
aufgrund fehlendef
Kerntranslokation
. Liganden-
FCU dominant unabhéngige
. Aktivierung von
Cryopyrin CIAS1 1g44 MWS dominant NF-kB und
NOMID dominant Caspase-1,
(CINCA) geste|gerte_ IL-13-
Sekretion
Defekt der
NAIP B_ircl S_MA rezess?v Caspase-Inhibitior]
NAIP5 (murin) Bircle 5q13 Legionella rezessiv fehlende
Infektion Bakterien-
Erkennung

Zusammengefasst tbernimmt die NOD-Proteinfamilie evichtige Aufgabe in der Kontrolle
von Entziindungsreaktionen und der Apoptose, unchicat nur einen grof3en Einfluss auf
das Immunsystem und auf Immunzellen-reiche GeweldleQrgane, wie Haut, ZNS, Lunge
und Gastrointestinaltrakt, sondern auch eine FankduR3erhalb der Immunzellen. AuRerdem
konnte nachgewiesen werden, dass diese Proteiidaihiien evolutiondren Ursprung in
Pflanzen hat und eine verwandte Genfamilie zu d€BeRen darstellt. Ihre Bedeutung zeigt
sich zusétzlich in der Assoziation mit einer Stdyum einer Vielzahl autoinflammatorischer,
immunologischer und neurologischer Krankheiten. [a diverse Familienmitglieder
Interaktionen untereinander, bzw. mit anderen Fretebeschrieben werden konnten, scheint

ihr Einfluss auf Signaltransduktion und Pathogeeerking entscheidend fir die
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Unterscheidung der verschiedensten Signale und/ddeinerung der Immunreaktionen in
Zellen zu sein. Es konnte z. B. gezeigt werdens $8BD1 intrazellulares LPS in epithelialen
Zellen, die mit pathogener8. flexneriinfiziert wurden, detektiert und in Reaktion aué d
bakterielle Invasion sowohl die NEB-, als auch die JNK-Aktivierung vermittelt (Girédnd

et al, 2001).

1.3 Der NFkB-Signalweg

Der NF«kB-Signalweg ist Teil eines evolutiondr konserviertgystems, das eine wichtige
Rolle in der Regulation diverser Gene spielt, dig der Entwicklung angeborener und
adaptiver Reaktionen zur Erkennung und immunoldgis&ontrolle pathogener Organismen
assoziiert sind. Weiterhin reguliert NdB zellulare Prozesse, die flr eine koordinierte
Immunreaktion, wie Aufrechterhaltung der Homdostas&ntziindungsreaktionen,
Zellproliferation und -Differenzierung, UberlebendiZelltod, essentiell sind.

Der Name dieser Proteinfamilieclear factorxB) entstammt dem zuerst beschriebenen
Einfluss der Transkriptionsfaktoren auf die Gentation derk-Kette von Immunglobulinen
in B-Lymphozyten und wurde urspringlich fur das tptgpische p50/p65 Heterodimer
verwendet (Sen and Baltimore, 1986a, b). Die Badeytder gesamten Genfamilie spiegelt
sich in den Beobachtungen der letzten Jahre widier,eine Dysregulation des N&B-
Signalweges mit pathologischen Stérungen von Ha&itedung, &hnlich der Incontinentia
pigmenti, Gber Diabetes mellitus bis hin zu Krelssciieren (Ben-Neriah and Schmitz,

2004).

Aufgrund des strukturellen Aufbaus ihrer C-term@raDomaéane und der daraus resultierenden
mechanistischen Konsequenzen, wird diedi-Familie in zwei Gruppen untergliedert: Die
erste Gruppe umfasst NdB1/p105 und NF«B2/p100, deren C-Terminus eine Doméne aus
repetitiven  Ankyrin-Wiederholungen beinhaltet, difiir eine Selbstinhibition der
Proteinfunktion verantwortlich ist. Durch limitiertProteolyse bzw. alternative Translation
werden aus diesen beiden Vorlaufern aktive kleirinateine gebildet - und zwar p50 aus
p105 und p52 aus p100 -, die die charakteristidéterminale RH-Rel-homology Doméane
beinhalten (Lin and Ghosh, 1996; Karin and Ben-&leri2000; Linet al, 2000). Die
Mitglieder dieser Gruppe kénnen alleine nicht atanBkriptionsaktivatoren wirken, sondern

nur in Form eines Heterodimers mit Faktoren deriameGruppe. Zu dieser gehéren
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RelA/p65, RelB und c-Rel. Sie sind gekennzeichnetrcld ihre C-terminale
Aktivierungsdoméne, die fur ihre Funktionalitat alsanskriptionsfaktoren essentiell ist
(Baeuerle and Henkel, 1994; Siebendisal, 1994).

Beide NFkB-Gruppen sind zur Bildung von Homo- und Heterodieme fahig, die im
Organismus ubiquitar exprimiert werden und als fivek zytosolischer Proteinkomplex,
gebunden an Inhibitorproteine de¢Bt-Klasse, vorliegen. DiekB-Proteine maskieren die
nukledre Lokalisationssequenz und die DNA-Bindungsiine des NkB-Komplexes und
sind so mafigeblich an der negativen RegulatiorSigsalgeschehens beteiligt (Baeuerle and
Baltimore, 1996; Cheat al, 1998; Ghoslet al, 1995).

Zu den unterschiedlichen Aktivatoren des KB-Signalweges gehdren neben Zytokinen, wie
TNF-a und IL-1B, hauptséchlich allgemeine Stressfaktoren (Pathzefah durch Bakterien
und Viren, UV-Strahlung, oxidativer Stress, Cherfid&@ (Li and Stark, 2002). Wahrend die
Rezeptoren fur die TNF-Superfamilie-Liganden und fi-13 Peptidliganden erkennen,
dienen die Proteine der Toll-like-Rezeptoren (TLRgd der NOD-Familie der zellularen
Signalantwort auf molekulare Bestandteile von Ba&te und Viren. TLRs reagieren als
PRRs pattern recognition receptoysauf konservierte molekulare Mustepathogen-
associated molecular pattern§AMPs), wie z. B. Bestandteile der Bakterienzefidia
doppelstrangige RNA oder unmethylierte prokarydies©NA in der nahen Umgebung der
Zelle (Beutler, 2004; Pasare and Medzhitov, 200&phingegen die NOD-Proteine
intrazellulare Sensoren (zytosolische PRRs) fuh&gnbefall darstellen (Girardiet al,
2003b; Inohara and Nunez, 2003).

Uber diese vier Rezeptorklassen erfolgt gemaR dassikchen NkB-Signalweges die
Aktivierung des IKK-(kB-Kinase-) Signalosoms (Pahl, 199®jieser Proteinkomplex stellt
eine Serin-Kinase aus drei monomeren Untereinheigen IKKa und IKK( besitzen beide
eine Kinaseaktivitat, IKKk = NEMO (NF-«B essential modulatdrist eine regulatorische
Untereinheit, die fur die Interaktion mit vorgesitben Kinasen verantwortlich ist (DiDonato
et al, 1997; Yamaokeet al, 1998). Als Aktivatoren von IKK konnten bisher mefe
Proteinkinasen, darunter die MAP3-Kinasen MEKK1, K& und MEKK3 sowie TAK1
und NIK identifiziert werden. Im Kontext der TN#=Signalgebung scheinen dabei NIK und
MEKK3 die wichtigste Rolle zu spielen (Xiaat al, 2001; Yanget al, 2001), wahrend die
TLRs Uber TAK1 (Irieet al, 2000; Akira and Takeda, 2004) und NODs lber RHZjeren
(Oguraet al, 2001a).
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In der Abbildung 4 sind die verschiedenen EbenanAdigivierung von NFkB am Beispiel
des p50/p65-Heterodimers dargestellt. Nach Aktivigr phosphoryliert IKK zwei
konservierte Serin-Reste (S32 und S36) vamB|-was zu dessen Ubiquitinierung und zum
Abbau Uber das Proteasom fiihrt. Durch die Dissioziaton kB wird das Kernlokalisations-
Signal von NF«B (p50/p65) freigegeben, und es erfolgt eine Ti@asion in den Kern, wo
nach Bindung an spezifische Konsensus-SequenzerdetuDNA eine Aktivierung der
Genexpression erfolgen kann (Karin and Ben-Ne2&00; Mercurio and Manning, 1999a, b;
Read et al., 2000). Ein zweiter Level der NiB-Transkriptionskontrolle besteht in der
Mdoglichkeit der Phosphorylierung von p65/RelA sélbend in der Interaktion mit
Coaktivatoren wie CBP/p300 (Silverman and Mania&28Q1; Zhonget al, 1998). Uber die
Notwendigkeit und die Regulation dieses Vorgangbigher relativ wenig bekannt.

Die Aktivierung des NRB-Signalweges kann auf zellularer und physiologiscEbene
verschiedene Auswirkungen haben, die allgemeinesSantworten, die Regulation des
Immunsystems und die Feinjustierung von Entwickiingnd Differenzierungsprozessen
betreffen. Die unterschiedlichen Auswirkungen deF-kB-Aktivierung lassen sich im
wesentlichen auf zwei Hauptfunktionen der regutierGene zurlckfihren:

Einerseits induziert NikB eine Vielzahlpro-inflammatorischeiGene, die eine Rolle bei der
Modulation der angeborenen und der adaptiven Immwaat spielen (Li and Stark, 2002).
Hierzu zahlt vor allem die Kontrolle der Expressionterschiedlicher Immunmodulatoren
(Interleukine wie IL-2, IL-6, IL-8, GM-CSF; Chemal&, Mediatoren) und ihrer Rezeptoren,
wichtiger Enzyme (iNOS, MMP-9, COX-2) und Zellodédhen-Adhasionsmolekile
(E-Selektine) (Pahl, 1999).

Andererseits dient die Expressi@nti-apoptotischerGene Uber NkB als molekularer
Gegenspieler des physiologischen Zelltods, da digvisrung des NF«B-Signalweges die
Todesrezeptor-vermittelte Apoptose inhibieren kabie wichtigsten Beispiele NkB-
abhéangiger anti-apoptotischer Proteine sind ELTRRAF1, A20, MnSOD und Mitglieder der
IAP- und der Bcl2-Genfamilien (Chawla-Sarletral., 2004; Liet al., 1998; Micheatet al.,
2001; Royet al.,1997).
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Abb. 4:  Der klassische NFkB-Signalweg

Nach Aktivierung des IKK-Signalosoms wirdkB phosphoryliert, ubiquitiniert und Uber
Proteasomen abgebaut. Dies flhrt zur Freisetzung\FB (p50/p65), wobei die p65-Untereinheit
durch verschiedene Proteinkinasen modifiziert werkignn. Nach Translokation in den Kern und
Assoziation mit Co-Aktivatoren wird die Genexpressinitiiert. Abkirzungen: TNFRSF = TNF-
Rezeptor-Superfamilie, TLRs = Toll-like-Rezeptorédn, 1R = Interleukin-B-Rezeptor, MEKK =
MAP3-Kinase, IKK = kB-Kinase, TAK1 = Transforming growth factfractivated kinasel , NIK1
= NF«B-inducing kinase ,NEMO = N&B essential modulatorkB = Inhibitor von NFkB, P =
Phosphat, PKC = Proteinkinase C.
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1.4 Mitogen-aktivierte Protein-Kinase (MAP-Kinase)Signalwege

Die Entscheidung einer Zelle, zu sterben oder zerlében, wird au3er Uber den MB-
Signalweg Uber ein breites Spektrum von Signaltlakisonskaskaden, die hauptséchlich von
Protein-Kinasen kontrolliert werden, koordiniert. itdyen-aktivierte Protein-Kinase-
Signalwege sind innerhalb der Eukaryoten stark énviert und haben Einfluss auf
verschiedenste zellulare Prozesse, wie z. B. Rrafibn, Uberleben, programmiertem
Zelltod, Initierung und Verbreitung von Entzindupgsessen und Zellzyklus-Regulation
(Widmannet al., 1999; Kyriakis and Avruch, 2001; Meskiene and HRHO00; Tibbles and
Woodgett, 1999; Chang and Karin, 2001).

Vier Hauptgruppen von MAP-Kinasen wurden bishemiammalischen Zellen identifiziert:
die extrazellular Signal-regulierten Kinasen (ERKextracellular signal-regulated kinasgs
die c-Jun N-terminalen Kinasen (JNKsc=Jun N-terminal kinasg@soder Stress-aktivierte
Proteinkinasen (SAPKs sstress-activated protein kina3esdie p38 MAP-Kinasen und
ERKS5/groRen MAP-Kinasen (BMK ERK5/big MAPK (Widmannet al.,1999; Kyriakis and
Avruch, 2001; Chang and Karin, 2001; Robinson amih; 1997). Allen eukaryotischen
Zellen ist eine gewaltige Diversitdit der MAP-KingSignaltransduktionskaskaden
gemeinsam. Jede einzelne wird bevorzugt durch kisdenste Arten von Stimuli aktiviert
und ermoglicht somit der Zelle, koordiniert auf @&@lle diverser Einfliisse zu reagieren. Die
MAP-Kinase-Signalwege werden Uber verschiedene [Redamilien wie Tyrosin (Tyr)-
oder Serin/Threonin (Ser/Thr)-Kinase-Rezeptoren, tokip-Rezeptoren oder GTP-
Bindeprotein (G-Protein)-gekoppelte SiebentransmramiRezeptoren (GPCRs) aktiviert.
Hierauf koordinieren die MAPK-Signalwege die Ak#@wving von Gentranskription und -
expression, Proteinsynthese, Zellzyklus-Maschinerelldifferenzierung und Zelltod,
wodurch ein profunder Effekt auf die Zellphysiolegiusgelibt wird (Widmanet al., 1999;
Kyriakis and Avruch, 2001) (s. Abb. 5).

Die Aktivierung der MAP-Kinasen erfolgt Uber einethtufiges hierarchisches System aus
Protein-Phosphorylierungsprozessen, der sog. MAR$@-Kaskade, bestehend aus MAP-
Kinase-Kinase-Kinase (MAP3K oder MEKK), MAP-Kinakéase (MAP2K/MKK oder
MEK) und MAP-Kinase (MAPK) (Widmanet al.,1999):

Die Threonin/Tyrosin-Phosphorylierung innerhalb esin konservierten Motivs in  der
Kinasedoméne der MAP-Kinasen wird durch eine Fantér dual-spezifischen Kinasen, den
MAP-Kinase-Kinasen (MAP2Ks/MKKs) oder MAP-Kinase/ERKinasen (MEKS)

katalysiert. Die MAP-Kinase-Kinasen-Aktivierung wigrum erfolgt durch Serin/Threonin-
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Phosphorylierung durch eine von mehreren Proteggdr-amilien, die zusammenfassend als
MAP-Kinase-Kinase-Kinasen (MAP3Ks) bezeichnet werde

Interessanterweise wurde kdrzlich beschrieben, dasStimulus-spezifische
Autophosphorylierung und Aktivierung von p88urch die Interaktion mit dem Bindeprotein
TAB1 induziert wird (Geet al., 2002). Diese Beobachtung widerlegt die urspriihglic
Annahme, dass MAP-Kinasen nur Uber vorgeschaltefeP24Kinasen aktiviert werden
kdnnen.

Neben dem Mechanismus der Signaltransduktion tdil&P-Kinase-Signalwege weitere
gemeinsame Prinzipien:

0] Die Organisation der MAP-Kinase-Signalwege wirddiuscaffold (Gerust-)
Proteine vermittelt (Chang and Karin, 2001; Pawsma Scott, 1997). In
einigen MAP-Kinase-Signalwegen besitzen deren Kampten selbst
wesentliche Eigenschaften deraffoldProteine (Kyriakis and Avruch, 2001;
Chang and Karin, 2001).

(ii) Individuelle Elemente der MAP-Kinase-Signalwege mém sowohl in
mehreren Signalwegen funktionieren, als auch Subjgér Regulation
vielfacher Einflisse sein, die zu einem komplizart Netzwerk von
Wechselwirkungen der Signalwege-Komponenten fiihren.

(i)  MAP-Kinasen kénnen indirekt die Expression von lndan und Inhibitoren
der Zelloberflachenrezeptoren, die die MAP-Kinaseskaden speisen,
regulieren (Wasserman and Freeman, 1998).

(iv)  MAP3-Kinasen, z. B. Rafl, werden in drei aufeinafmlgenden Schritten,
Membranrekrutierung, Oligomerisierung und Phosplemyng, reguliert.
(Marshall, 1995; Kinget al., 1998; Luoet al.,1996). Stress-regulierte MAP3-
Kinasen werden wahrscheinlich &hnlich reguliertriyis and Avruch, 2001).

(v) Alle MAP-Kinasen kdnnen nach Translokation in dereriK spezifische
Transkriptionsfaktoren phosphorylieren und aktiere{Widmannret al., 1999;
Kyriakis and Avruch, 2001; Chang and Karin, 200-gbRson and Cobb,
1997). Diese Faktoren induzieren die Transkripti@her friih-regulierter Gene
(immediate early gengs die in Zell-Aktivierung, Proliferation und
Transformation involviert sind. Eine Vielzahl zytapmatischer MAP-Kinase-

Zielproteine sind bereits identifiziert (s. Abb. 5)
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G-Protein
gekoppelter
Rezeptor

MAP3-Kinasen

nukleare

Abb. 5:  Vereinfachte Ubersicht iber MAP-Kinase-Sigalwege

Das Kernmodell Mitogen-aktivierterProteinkinasen (MAPK)-Signalwege ist in samtlichen
eukaryotischen Zellen konserviert. Es beinhaltet Kinasen - MAP-Kinase-Kinase-Kinase (MAP3-
Kinase), MAP-Kinase-Kinase (MAP2-Kinase) und MAPrEse -, die einen sequentiell aktivierten
Signalweg etablieren. Abhangig von der exakten Kasitpn der Stimuli, kann eine Kombination
verschiedener MAP-Kinase-Signalwege unter entztihdh Bedingungen aktiviert werden.
Kreuzwirkungen mit anderen Signaltransduktionskdeka wie dem NRB (nuclear factokB)-
oder JAK/STAT (Janus kinase/ signal transducer agtivator of transcription)- Signalweg, fiihren
zu einem komplexen Netzwerk von Signalwegen. ViMkP-Kinase-Ziele kdnnen ber mehr als
einen Signalweg aktiviert werden. Dargestellt igt eine Auswahl von MAP-Kinase-Substraten.
Abkirzungen: AP-1 = Aktivator-Protein-1, ATF-2 = Akrender Transkriptionsfaktor-2, CHOP =
CREB-homologes Protein, CREB GAMP response elemerbhindendes Protein, Elk-1 Ets-like
Gen-1, ERK1/2 = extrazellular Signal-regulierte K&adl/-2, IL-1R = Interleukin-1 Rezeptor, JNKs
= c-Jun N-terminale Kinasen, MAPKAP-2 = MAP-Kinaddigerende Proteinkinase-2, MKK =
MAP-Kinase-Kinase, MNK-1 = MAP-Kinase-interagierenénase-1, Sapla serum response
factor accessory protein 1laDie kirzlich beschriebene Gruppe der ,big ERKst hier nicht
dargestellt. Verandert nach Waetzig, 2002.
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Wie zuvor erwédhnt kooperieren alle MAP-Kinase-Kaika in der Initiierung und
Verbreitung von Entzindungsprozessen. In mehrerebeien wurden umfassende
Quervernetzungen zwischen Mitgliedern der MAP-K&&gnalwege und anderer
entzindlicher Signaltransduktionskaskaden — wie 8 B- und dem JAK/STAT- Janus
kinase/signal transducer and activator of transtiop) Signalweg — beschrieben (Kyriakis
and Avruch, 2001; Tibbles and Woodgett, 1999; Tangl.,2001; Saccaret al.,2002; Haq
et al.,1999).

Akute entzindliche Reaktionen durch Gewebe-Makrgphakénnen durch bakterielle
Produkte, wie Lipopolysaccharid oder Peptidoglycansgeldst werden. LPS-bindende
Proteinkomplexe aktivieren ERK1/2, JNKs und p38riG®14- (Hambletoret al., 1996;
Sangheraet al., 1996) und Toll-like- (Rao, 2001) Oberflachenreneph. Die gleichen
Signalwege werden ebenfalls von phagozytierten @&t gebunden an Immunglobulin G
(IgG) uber den Rg-Rezeptor auf Makrophagen aktiviert, und diese Viituing fuhrt zur
Produktion von TNFx (Roseet al., 1997). Makrophagen ihrerseits antworten auf TaNiRit
der Aktivierung von JNKs (besonders die p46-Isofpund p38 (Chart al., 1997; Winston
et al., 1997) und initileren somit eine positive Ruckkapp. Weiterhin konnte eine starke
Aktivierung der p38 MAP-Kinase in Makrophagen undutrophilen in entztindetem Gewebe
von M. Crohn-Patienten nachgewiesen werden (Waetzd), 2002).

Die Aktivierung der MAP-Kinasen in Reaktion auf pagene Stimuli in Immunzellen und
die folgende Induzierung von Entziindungsprozessereti auf eine wichtige Rolle der MAP-

Kinasen im Zusammenhang mit der angeborenen Iméturir.

14.1 p38 MAP-Kinasen

Die mammalische p38-Kinase-Familie besteht aus kimmnologen Proteinen: p88(Lee
et al.,1994; Rouset al.,1994), p38 (Jianget al., 1996; Steiret al., 1997), p3§ (Li et al.,
1996; Lechnergt al., 1996) und p38 (Wang et al., 1997; Jianget al., 1997). Die p38-
Homologe werden auf verschiedenen Ebenen in humabewebe exprimiert und kdnnen
Uber unterschiedliche, manchmal Uberlagernde Stesdi (UV-Strahlung, osmotischer
Schock, Hitzeschock, LPS, Proteinsynthese-Inhieitprbestimmte Zytokine (IL-1, TN&}
und GPCRs aktiviert werden (Widmarat al., 1999; Whitmarsh and Davis, 1996). Die

Phosphorylierung aller p38-Kinasen kann ber MKK& unit Ausnahme von pB8lber
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MKK3 erfolgen (Keesleet al., 1998; Ensleret al., 1998; Kumaret al., 1997). Die MAP2-
Kinasen wiederum werden von MAP3-Kinasen aktivialie auch JNK-MAP2-Kinasen
phosphorylieren (ASK1, MEKK1-4, MLKs und TAK1). Werhin phosphorylieren alle p38-
Kinasen die Transkriptionsfaktoren ATF-2, Sap-1d GADD153 (Wang and Ron, 1996).
Extrazellulare Stimuli, wie Zytokine, und verschée@ Pathogen-assoziierte Muster, wie
LPS, Peptidoglycan und Enterotoxine, aktivieren jiB8r diverse Toll-like-Rezeptoren (z. B.
TLR9 und TLR3) (Doyleet al. 2004) Die zellulare Reaktion auf die Aktivierungrnvp38
verdeutlicht sich hauptsachlich in der Produktiond uAktivierung inflammatorischer
Mediatoren, die die Rekrutierung und Aktivierungnvbeukozyten initiieren (Readt al,
1997). Somit spielt p38 vermutlich eine wichtigellRon der Regulation der Immunabwehr,
was sich auch in der Beteiligung von p38 in Entziimgskrankheiten widerspiegelt (Waetzig
et al, 2002)

1.4.2 c-Jun N-terminale Kinasen (JNKs)

Die JNK-Familie der MAP-Kinasen besteht aus JNKH UiNK2, deren Vorkommen stark
verbreitet ist, und JNK3, welche vornehmlich in BeGehirn und Hoden exprimiert wird
(Widmannet al., 1999, Ip and Davis, 1998; Davis, 2000; Yagl.,1997).

JNKs werden uber die MAP2-Kinasen MKK4 und MKK?7 igldrt, welche ihrerseits von
MAP3-Kinasen, wie ASK1, MEKK1-4, MLKs, TAK1 und T# aktiviert werden. Ziele der
JNKs sind hauptsachlich Transkriptionsfaktoren, wid3. c-Jun, ATF-2, Elk-1, p53, DPC4
und NFAT4 (Widmanret al.,1999).

Aktiviert werden JNKs, wenn Zellen einer Vielzahbrv Stimuli, wie extrazellularen
Matrixfaktoren, Wachstumsfaktoren, Hormonen, Zyteki oder umweltbedingten
Stresssignalen, wie Hitzeschock, osmotischem Uktglewicht, Endotoxinen, verschiedenen
Chemikalien und direkter Zerstérung der DNA durcmisierende Strahlung, ausgesetzt
werden (Davis, 2000). In allen Fallen rekrutierém Stimuli, die auf p38-Kinasen einwirken,
auch JNKs (Kyriakis and Avruch, 2001; Kyriakis afvdruch, 1996). Der JNK-Signalweg ist
wie p38 in vielen pathologischen Gegebenheiten, weebs, Herzinfarkt und
Entziindungskrankheiten, involviert. JNK2 spieltBz.eine wichtige Rolle in der TH1-Zell-
Differenzierung und Produktion von Zytokinen (Yaagal., 1998). In epithelialen Zellen

konnte eine NOD1-vermittelte JNK-Aktivierung in Réian auf LPS des pathogenen
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BakteriumsS. flexnerinachgewiesen werden (Girardihal, 2001), was auf eine Beteiligung

in der angeborenen Immunabwehr schliel3en lasst.

1.4.3 Extrazellular Signal-regulierte Kinasen (ERK$

Der Terminus ,ERKs" verweist auf eine sehr hetermgeGruppe innerhalb der MAP-
Kinasen, die die ERK1/2, ERK3/4 und ERK5/BMK-Untarfilien umfasst (Widmanat al.,
1999; Kyriakis and Avruch, 2001; Robinson and Cob®97). ERK1 (44 kDa) und ERK2
(42 kDa), die in der vorliegenden Arbeit untersuetiirden, werden meist koordiniert
reguliert. Der ERK1/2-Signalweg wird durch Ligatigieler Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, z. B.
Rezeptoren fir die Wachstumsfaktoren EGF und PDdkRyiert (Widmannet al., 1999).
Eine zweite Gruppe von Rezeptoren, die ERK1/2 #in, beinhalten einige Zytokin-
Rezeptoren (z. B. der IL-6 Rezeptor), der T-Zele&stor, CD 28 und der B-Zell-Rezeptor.
GPCRs und gruppenbildende Integrine kénnen eberdath ERK1/2-Signalweg in Anspruch
nehmen. MAP3-Kinasen der Raf-Familie, Mos, MEKK1x3d Tpl-2 aktivieren die MAP2-
Kinasen MEK1 und MEK2, welche ihrerseits ERK1/2idkren (Widmanret al.,1999).
Gesteigerte ERK1/2-Phosphorylierung flhrt zur Aletiung bestimmter Transkriptions-
faktoren, z. B. die Aktivatorprotein-1- (AP-1-) K@onenten c-Fos und c-Jun, ebenso wie
Elk-1, Ets-1, Sapla, c-Myc und einige STATs (Widmahal., 1999, Whitmarsh and Dauvis,
1996).

Auch in Entziindungsreaktionen zeigt sich die Viéigieeit des ERK1/2-Signalweges:
ERK1/2 aktiviert Phospholipase ;A(Lin et al., 1993). Dieses Enzym katalysiert die
Freisetzung von Arachidonsaure, welche die Biosssghvon Eicosanoiden (z. B. Prosta-
glandinen und Leukotrienen) limitiert. AuRBerdemadvitie T-Zell-vermittelte Apoptose durch
ERK1/2 beeinflusst (Holmstrénet al., 2000). Die Aktivierung von priméaren und Jurkat
T-Zellen durch den T-Zell-Rezeptor unterdrickt uttefibar CD95/Fas-vermittelte Apoptose
der T-Zellen Giber den ERK1/2-Signalweg (Holmstrémal., 2000). In ERK1/2-defizienten

Méausen konnte eine defekte Thymozyten-Reifung und eeduzierte Expression de+ und
B-Kette des T-Zell-Rezeptors nachgewiesen werderttifBeet al, 2002), was auf eine
wichtige Rolle der ERK1/2-Kinase in der T-Zell-Akerung und der adaptiven Immunitat
schlief3en I&sst.

Eine Beteiligung an der angeborenen Immunabwehgt ztie Aktivierung der ERK1/2-
Kinase uber Mitglieder der Toll-like Rezeptoren &. TLR4) (Yanget al., 2000). LPS-

25



Einleitung

Stimulation in Makrophagen zeigte eine gesteigeR&-Aktivierung, die wiederum zu einer
verstarkten Genexpression von TLR9 fuhrte, was inere effektiveren Antwort auf

eindringende Pathogene resultieren konntedial., 2002).

15 Zielsetzungen dieser Arbeit

Die Zielsetzung dieser Arbeit war es, die Bedeutung NOD2 im Zusammenhang mit

intestinaler Entziindung funktionell ndher zu cheggkieren. Zu diesem Zweck werden die
Untersuchungen in zwei Teile untergliedert:

Im ersten Abschnitt soll die Genexpression und &gulation von NOD2 in intestinalen

epithelialen Zelllinien analysiert werden. In irttealen Epithelzellen von Morbus Crohn-

Patienten konnten vermehrt intrazelluldre Baktenathgewiesen werden, was auf eine
gestorte Barriere-Funktion hindeutet. Somit swtth hier die Frage, ob NOD2 innerhalb der
intestinalen Epithelzellen an der Abwehr pathogeBakterien teilnimmt und eine Rolle in

der angeborenen Immunitéat spielen kénnte.

Im einzelnen sollten folgende Fragestellungen soteht werden:

¢ Genexpression
Lasst sich eine Genexpression von NOD2 in intaktim epithelialen Zelllinierin
vitro nachweisen? Unter welchen Bedingungen ist die éSgion induzierbar? Lasst

sich die differentielle mRNA-Expression auch aubtein-Ebene nachweisen?
e Genregulation

Wie ist der Promotor von NOD2 aufgebaut? WelcheAEBindestellen sind fiir die
Genregulation von NOD2 verantwortlich? Welche Gesreden Uber NOD2 reguliert?
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Der zweite Teil umfasst die Detektion moglicherehatktionspartner des NOD2-Proteins, um

Uber interagierende Partner eine Vertiefung bebsikannter Funktionen und Aufschluss Uber

neue Funktionen von NOD2 zu erhalten.

Interaktionspartner von NOD2
Findet man Uber ein Bacteria-Two-Hybrid-Systemeakamnnte Interaktionspartner von
NOD2? Welche Doménen sind fir eine Bindung verarttigh? Ist eine Interaktion

induzierbar?

Exemplarische Analyse der identifizierten Proteitetaktion
Beeinflusst ein Interaktionspartner von NOD2 dira ersten Teil untersuchten
Funktionen? Kann Uber die Interaktion auf neue Eonkn von NOD2 geschlossen

werden?

Beteiligung an anderen Signalwegen
Ist NOD2 an anderen Signalwegen als dem bescmaeb& FkB-Signalweg, wie
z. B. den MAP-Kinase-Signalwegen, die ebenfalls eeiwichtige Rolle in

Entziindungsprozessen spielen, beteiligt?
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2 Methoden

Eine Auflistung aller Puffer- und Medienzusammensegen sowie eine vollstandige Liste
der verwendeten Kits, Antikérper, Enzyme und Prinfgrdet sich im Anhang. Die
Zusammensetzung der in kommerziellen Kits enthatidPuffer wurde in den meisten Fallen

vom Hersteller nicht bekannt gegeben.

2.1 Zellkultur

Fir alle Arbeitsschritte mit Zellkulturen wurdensauhlieflich sterile Materialien, Puffer und
Medien verwendet und alle Arbeiten unter sterilediBgungen durchgefihrt.

Epitheliale HeLa S3 Cervix-Adenokarzinomzellen (AQE1), intestinale epitheliale HT-29-
Zellen (aus einem kolorektalem Adenokarzinom) (A29D), HEK fluman embryo kidngy
293-Zellen (ACC 305) und THP-1-Zellemnyman acute monocytic leukemigACC 16)
stammten von der Deutschen Sammlung fir Mikroogyaen und Zellkulturen GmbH
(DSMZ, Braunschweig). Die zwei DarmepithelzellliniesSW 620 und SW 948 waren
freundlicherweise von Prof. Holger Kalthoff (Moldlte Onkologie, CAU, Kiel), CHO
(chinese hamster ovargZellen von Prof. Stefan Rose-John (Zentrum flodBemie und
Molekularbiologie, CAU, Kiel) zur Verfigung gestellworden. HelLa S3 Cervix-
Karzinomzellen, SW 620-, SW 948- und THP-1-Zellearden in RPMI-Medium (Gibco
BRL Life Technology, Eggenstein), HT-29-, HEK 2983d CHO-Zellen in DMEM-Medium
(Gibco, Eggenstein) erganzt mit 10 % (v/v) FCS undo (v/v) Penicillin/Streptomycin
(Biochrom, Berlin) (jeweils 50 pg/ml) bei 37°C uBd% (v/v) CQ kultiviert, zweimal pro
Woche mittels eines Inversmikroskops (h500, Huneétaldr) optisch tberprift und bei etwa
80 %iger Konfluenz passagiert. Zum Passagieren evurdie adhérenten Zellen mit
vorgewarmten PBS (Gibco, Eggenstein) gewaschen roitigtls Uberschichtung mit 1 X
Trypsin/EDTA-L6sung (Invitrogen, Karlsruhe) fiur 5imbei 37°C abgeldst. Die Zelllinie
THP-1 bendétigte keine Trypsinbehandlung, da dieledein Suspension wachsen. Nach
Zugabe von FCS-haltigem Medium, um die Enzymreaktmu beenden, wurden die
Zellsuspensionen in 50 ml-Réhrchen (Falcon, Be@a@kinson Biosciences, Heidelberg)
Uberfuhrt und far 5 min bei 1.700 UpM (400 x g)eimer Zentrifuge (Varifuge3.0R, Heraeus,
Kendro Laboratory Products Sorvall® und Heraeus®drgerate, Langenselbjlgelletiert.
Nach Resuspendieren der sedimentierten Zellerr id thl Medium wurde ein entsprechender

Anteil an Zellen zur weiteren Kultivierung in di& 2nl-Kulturflaschen (Falcon, Heidelberg)
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Uberfuhrt (durchschnittlich 1:4 - 1:6) bzw. ein ddiot der Zellen mittels einer Neubauer-
Zahlkammer (VWR International, Darmstadt) ausgezahhd nach Berechnung in
entsprechender Konzentration fir weitere Experimetiber Nacht kultiviert. Far die
Experimente wurden nur Zellen bis zur maximal 2&sdage verwendet und aul3erdem einmal

pro Monat auf Kontamination mit Mykoplasmen untets

2.2 Allgemeine molekularbiologische Methoden

221 Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellkulturen

Fur die RNA-Isolierung aus intestinalen epithelakelllinien (HT-29, SW620, SW948) und
HelLa-Zellen wurde das RNedsy-Kit von Qiagen (Qiagen, Hilden) mit einem optimén
Protokoll verwendet.

Die intestinalen epithelialen Zelllinien und HelLaten wurden zu 5 x f0Zellenivell in

2 ml Medium auf Bwell-Platte (Nunc, Wiesbaden) ausgeséat und tber Nadtivigrt. Am
nachsten Tag erfolgte eine 24-stiindige Stimulatidrfrisch angesetzten Verdiinnungen von
TNF-a (R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt) zwischenuh& 100 ng/ml, bzw. eine
Stimulation mit 10 ng/ml TNF, 5 pg/ml LPS (Sigma-Aldrich Chemie, Minchen) oder
10 pyg/ml MDP (Bachem, Weil am Rhein) fir unterschieldicZeitraume (0 bis 24 Stunden),
wonach die Zellen in PBS gewaschen, abgeschabt sedimentiert wurden. Nach
Resuspendieren des Pellets in 550 pl RLT (+ 10l f3fiercaptoethanol (Sigma, Miinchen))
wurden die Zellen durch Zentrifugation (Tischzefoge Centrifuge5415 C, Eppendorf,
Hamburg) Uber eine QiaShredder® -Sé&ule (13.000 U@®.700 x g), 2 min, RT)
aufgeschlossen. Der Durchfluss wurde mit 550 pprgpanol versetzt und auf eine RNA-
bindende RNeasy® -Saule (Ubertragen. Nach einem ergait Zentrifugationsschritt
(8.000 UpM (5.900 x @), 1 min, RT) wurde die nurf dar Matrix gebundene RNA durch
drei 15-minitige Inkubationen mit DNase | -Lésupgo( Sdule 10 pul DNase | in 70 pul RDD,
Qiagen, Hilden) von verbliebener genomischer DNAegegt. Es folgten drei weitere
Waschschritte mit 700 pl RW1 und zweimal 500 pl RRIEanschlieRender Zentrifugation,
wonach die Saule in ein unbenutztes Auffangréhrahmarfihrt und nochmals zur Trocknung
fir 2 min bei 13.000 UpM (15.700 x g) zentrifugiemirde. Im Anschluss wurde die trockene
Saulenmatrix mit 30 — 50 pl RNase-freiem Wasseagén, Hilden) versetzt und die Saule

fir 10 min bei RT inkubiert. Zur Elution der GesaRMA wurde unter Verwendung eines
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RNase-freien Auffanggefalles ein letzter Zentrifiogeschritt (2 min, 13.000 UpM
(15.700 x g@)) durchgefiihrt. Die Konzentrationsbastung der RNA erfolgte am UV-
Photometer mit automatischer Quantifizierung (Wpec 3100 pro, UVlvisible
Spectrophotometer, Amersham Biosciences Européufgg. Von jeder RNA-Probe wurden
200 pl einer 1:40-Verdunnung (mit RNase-freiem Végstergestellt und deren Extinktion
bei A = 260 nm (Absorptions-maximum von Nukleinsdurenginer Quarzkivette gemessen.
Dabei entsprach eine optische Dichte &Dvon 1,0 einer Nukleinsdurekonzentration von
40 pg/ml RNA.

Da das Absorptionsmaximum fiir Proteine her 280 nm liegt, zeigten hohe Extinktions-
werte bei 280 nm eine Verunreinigung der RNA-Losumng Proteinen an. Aus dem
Quotienten der Absorption bei 260 nm und 280 nm6(H#2280) liel3 sich die Reinheit der
RNA bestimmen; im Idealfall lag er zwischen 1,8 @)d.

Die Lagerung der RNA erfolgte bei — 80°C, alle wein Arbeitsschritte mit RNA wurden
auf Eis durchgefihrt.

Um Kontaminationen der RNA-Proben mit genomisch&ADauszuschlieRen, wurde eine
Test-PCR gemalR den Angaben in (2.2.4.1.2) durchgefiNur RNA-Proben, die keine
GAPDH-Bande beruhend auf Amplifikation genomiscliZlA zeigten, konnten fir die
Reverse Transkription verwendet werden. Kontamiei®roben wurden nochmals auf eine

RNeasy] -Saule aufgebracht und mit DNase | behandelt.

2.2.2 Reverse Transkription

Durch den Prozess der Reversen Transkription wiedHerstellung von komplementarer
DNA (cDNA) aus einem mRNA-Template ermdglicht. DReverse Transkriptase ist ein
zuerst bei Retroviren entdecktes Enzym, das einppBlstrang-DNA-Kopie von einer
Einzelstrang-RNA-Matrize erzeugt, indem es den Polgchwanz erkennt, daran bindet und
zunachst ein  RNA/DNA-Hybrid-Molekill und dann eine NB/DNA-Doppelhelix
synthetisiert. Fir die vorliegende Arbeit wurderr fliesen Zweck eine RNA-abhéngige
DNA-Polymerase (= Reverse Transkriptase) aus detno®eus MMLV (moloney-murine
leukemia virusund Oligo-(dT)s—Primer zum Binden an den 3’- Poly-A-Schwanz deNAR
benutzt. Alle Komponenten entstammten déavantag® RT-for-PCR-Kit von Clontech
(BD Bioscience/Clontech, Heidelberg).
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Zunachst wurden 200 ng Gesamt-RNA mit 1 pl Oligg(gPrimer in einem mit RNase-
freiem Wasser aufgefilliten Gesamtvolumen von 132 min bei 70°C vorinkubiert, um
das Anlagern Annealef des Primers an die mRNA-Molekile zu ermdglichétach
Abkuhlen des Ansatzes auf Eis wurden 6,5 pl einastBtmixes hinzugefiigt, der neben dem
5 X RT-Puffer dNTPs, synthetischen RNase-Inhibitord das EnzymMMLV-Reverse
Transkriptase enthielt. Nach einer einstiindigenlakion bei 42°C wurde das Enzym durch
Erhitzen fir 5 min auf 95°C inaktiviert (s. Tab. Bjie erhaltene cDNA wurde durch Zugabe
von 80 pl A. bidest. 1:5 verdinnt und bis zur weiteNutzung bei — 80°C gelagert.

Tab. 3: Zusammensetzung des Ansatzes fur die Reverse Tr&niption

Die rechte Spalte zeigt die Inkubationsschrittejeeeiligen Teilansatze.

Komponente Menge Inkubation
Gesamt-RNA 200 ng
Oligo-(dT) (20 uM) 1l
A. bidest. ad 13,5 ul 2 min 70°C
5 X Puffer 4 ul
dNTPs (jeweils 10 mM) 1l
RNase-Inhibitor (40 U/ul) 0,5 ul
Reverse Transkriptase
(200 Ul 1pl 1 h 42°C + 5 min 95°C

223 RT-PCR

Um die Expression des NOD2-Gens in den verwendgadlsystemen auf mRNA-Ebene
analysieren zu koénnen, wurden genspezifische Ppaaee entworfen, von der Firma
Eurogentec (Eurogentec Deutschland, Kéln) auf Blastg synthetisiert und diese in
Anlehnung an die Methode nach Mullis zur Amplifiket von DNA-Fragmenten eingesetzt
(Mullis and Faalona, 1987).

Die Nukleotidfolge der Primerpaare basierte auf &eiquenzinformation der jeweiligen
MRNA von der Genbank des nationalen Zentrums floteBhnologische Informationen
NCBI (Bethesda, USA; http://www.ncbi.nlm.nih.govindi wurde so gewahlt, dass das

resultierende amplifizierte Fragment eine Grof3e 6@d - 800 bp aufwies.
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Tabelle 4 zeigt die Zusammensetzung einer typiscRARPCR (alle Komponenten:
GeneAmpl PCR Reagent-Kit, Perkin EImer, Applied Biosystelgiterstadt) mit cDNA als
Template, sowie ein darauf abgestimmtes PCR-Pragrandurchgefiihrt in einem
Thermocycler der Firma Perkin Elmer (Gene Amp. PSistem 9700, Perkin Elmer,
Weiterstadt).

Tab. 4: Zusammensetzung des RT-PCR-Reaktionsansatzeund entsprechendes PCR-

Programm

Die benutzten Primerpaare mit Annealingtemperatar Zyklenzahl sind im Anhang aufgelistet

Komponente Menge (ul)
A. bidest. 34,5 Temp. [°C] Zeit Zyklen
10 X PCR Puffer 5 95 4 min
MgCl, (25mM) 3 95 30 sec
dNTPs (je 10 mM) 1 T anneal 30 sec 25 — 40 x
F.’rimermix 1 72 1 -2 min
(je 10 uM)
72 7 min
cDNA-Template 5
4 Pause
AmpliTagPolymerase 0,5

Die Anzahl der Zyklen wurde entsprechend des zeranthenden Gens so gering gewahlt,
dass die Reaktion sich noch im linearen BereichAaeplifikationskinetik befand, damit eine
semiquantitative Auswertung maoglich war.

Als Uberprifung auf genomische Kontamination defigsten RNA wurde eine Test-PCR
mit 1000 ng RNA als Template, Primern fur ddsousekeepingsen GAPDH
(Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase) und mlifikations-Zyklen durchgefiihrt.
Nach Auftrennung des kompletten Reaktionsansataésiaem 1 %igen (w/v) Ethidium-
bromid-haltigen Agarosegel, wurde die DNA mit Hiléner UV-Geldokumentationsanlage
(BioDocAnalyze, Biometra, Gottingen) sichtbar gemtaamnd mit einer Software fir
densitometrische Auswertung (SigmaGel, Jandel 8fieorp., Erkrath) quantifiziert. Die
Expression des NOD2-Gens bzw. entsprechender NQ&lgehe wurde als Mittelwert von
mindestens zwei unabhangigen Experimenten in Relaiur GAPDH- oderB-Aktin-

Expression berechnet.

32



Methoden

224 Herstellung von Konstrukten fir das Two-Hybrd-Screening zur

Uberexpression und fiir Reportergen-Assays

Nach einer Darstellung der methodischen Vorgeheisswéndet sich in2.2.4.12 eine
Zusammenfassung der verwendeten Konstrukte mit jegreiligen Zielsetzung der

Klonierung.

2.2.4.1 Amplifikation der Zielsequenzen

Fur das Konstrukt pBT-SNP13 wurde cDNA von an Marlrohn erkrankten Blutspendern
als Template fir die Amplifikation des kodierendBereichs und fir pGL3-Konstrukte
humane genomische DNA verwendet. Die Konstrukte (Zerexpression wurden aus von
HelLa-Zellen-stammender cDNA amplifiziert; NOD2-Kdomgkten diente pcDNAS.1-

NOD2wt (G. Nunez, Ann Arbor, Michigan, USA) als Vage. Fur die unterschiedlichen
Zielsequenzen sind genspezifische Primerpaare ef@woworden, die von der Firma
Eurogentec (Eurogentec, Kéln) auf Bestellung syilest wurden. Die Nukleotidfolge der
Primerpaare basierte wiederum auf der Sequenzirfiiom der jeweiligen mRNA von der
Genbank des nationalen Zentrums fiir Biotechnolbgisoformationen NCBI.

Die Amplifikation wurde mit Advantage® -Polymerase-Mix (Clontech, Heidelberg)
durchgefiihrt. Dieser Mix enthielt TITANIUM TagDNA-Polymerase — mit einer Nuklease-
defizienten N-terminalen Deletion defFagDNA-Polymerase und einem TaqStart

Antikérper, um eine automatische ,Hot-Start“-PCR pgewahrleisten- und zu einem

geringeren Anteil ein@agPolymerase mit zusatzlicher Korrekturleseaktivitat

2.2.4.1.1 Nested- und Two-Step-PCR zur Amplifiagedes NOD2-Gens

Aufgrund der GroRRe des Genproduktes von NOD2 (3@20und der damit verbundenen
Schwierigkeiten, ein sauberes Genprodukt mit esiezigen Amplifizierungsreaktion zu
erhalten, wurde fur die Konstrukte, die im Two-HgbBcreeneingesetzt wurden, das Prinzip
derNestedPCR angewandt (s. Abb. 6).

Dazu wurde zunéchst ein Primerpaar gewahlt, welsfeseinige Basenpaare aufRerhalb der

eigentlichen Primer an die DNA anlagert, um dans dem angereicherten Anfangsprodukt
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das eigentliche Genfragment zu amplifizieren —igsem Fall mit eineTwo-StepReaktion,

die bei geeignetem Primerpaar fur didvantagell Polymerase (Clontech, Heidelberg) vom
Hersteller empfohlen wurde. Das zweite Primerpaathielt am 5°-Ende zuséatzliche
Schnittstellen fur Restriktionsenzyme und diente girichteten Insertion des Amplikons in

die multiple Klonierungsstellar{ultiple cloning sitdes jeweiligen Zielvektors.

I | [ ] Template
—> <+ 1. Primerpaar
1.PCF
| [ | [ | | 1. PCR-Produkt
RE —» < RE 2. Primerpaar
2.PCF
RE I I IRE 2. PCR-Produkt

Restriktionsverdau und Ligation

Abb. 6: Schema deMNestedPCR-basierten Amplifikation der Ziel-DNA

Die Pfeile stehen fir die jeweiligen Primer, weilk&stchen symbolisieren die Primer-
Bindungsstellen, RE steht fur zusatzliche Resbildschnittstellen an den 5°-Enden der Primer.

In Tabelle 5 und 6 sind die Zusammensetzungen sodehNestedPCR, als auch der
anschlieBendenTwo-StepPCR (alle Komponenten:Advantage2 PCR Reagent-Kit,
Clontech, Heidelberg) mit cDNA als Template, sod&auf abgestimmte PCR-Programme,
durchgefuhrt in einem Thermocycler (Gene Amp. PCist&n 9700, Perkin Elmer,
Weiterstadt), dargestellt.
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Tab.5: Zusammensetzung dedNestedPCR-Reaktionsansatzes und entsprechendes PCR-
Programm
Komponente Menge ()
Temp. [°C] Zeit Zyklen
A. bidest. 37
95 2 min

10 X PCR Puffer 5

(+ 1,5 MM MgCLy) 95 30 sec

dNTPs (je 10 mM) 1 56 30 sec 40 x
Primermix (je 10 uM) 1 72 4 min

Template (cDNA) 5 72 7 min

Advantage2®Taq 1 4 Pause
Tab. 6: Zusammensetzung de$wo-StepPCR-Reaktionsansatzes und entsprechendes PCR-

Programm

Bei der Two-StegPCR werden Primer-Annealing und Elongation in ein8chritt durchgefihrt;
daher missen die Primer ein Temperatur-Optimum tasesi welches dem der Polymerase

(Advantage PI-Polymerase = 68°C) entspricht.

Komponente Menge (ul)
A. bidest. 37 Temp. [°C] Zeit Zyklen
10 X PCR Puffer 5 95 > min
(+ 1,5 mM MgCL)
- 95 30 sec
dNTPs (je 10 mM) 1 50 x
- — 68 4 min
Primermix (je 10 uM) 1
Template 5 68 4 min
(PCR-Produkt) 4 Pause
Advantage2® Taq 1
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2.2.4.1.2 Amplifikation der Ubrigen Zielkonstrukte

Fur eine Klonierung kleinerer Genfragmente aus cDbider fir NOD2-Konstrukte aus
pcDNAS.1-NOD2wt wurde wie im Fall der RT-PCRnpliTaq] -Polymerase (Perkin Elmer,
Weiterstadt) verwendet.

Tabelle 7 zeigt die Zusammensetzung einer typiséfienierungs-PCR. Die Amplifikation
erfolgte mit 30 Zyklen bei der idealen Annealingparatur, die in Vorversuchen mit Hilfe
eines Gradientencyclers ermittelt worden war. Imsé&iduss an die PCR wurde der
Reaktionsansatz auf einem 1 %igem (w/v) Ethidiumbdsenthaltenden Agarosegel

aufgetrennt und unter UV-Licht bei 312 nm analytsier

Tab. 7: Zusammensetzung desKlonierungs-PCR-Ansatzes mit Ampli-Tagd-Polymerase
und entsprechendes PCR-Programm

Die linke Tabelle zeigt die typische Zusammensegzder PCR, wobei als Template entweder
cDNA oder Plasmid-DNA benutzt wurde. Rechts ist tgipisches PCR-Programm abgebildet. Die
Annealingtemperatur richtete sich dabei nach demi€fungsprimern (s. Anhang).

Komponente Menge (ul) Temp. [°C] Zeit Zyklen
A. bidest. 34,5 95 5 min
10 X PCR Puffer 5 95 30 sec
MgSQ (50 uM) ® Tamea | 30sec 30 x
dNTPs (je 10 mM) 1 1 min/
Primermix (je 10 uM) 1 & 1000b
Template (cDNA/ 5 72 4 min
50 ng Plasmid) 4 Pause
AmpliTag-Polymerase 0,5
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2.2.4.2  Gelelektrophorese der Genfragmente

Die Gelelektrophorese verwendet man, um DNA-Fradgmérer Grof3e nach aufzutrennen.
In vielen Geltypen ist die elektrophoretische Belobdeit eines DNA-Fragments bis zu
einer gewissen Grenze umgekehrt proportional zunghadthmus der Anzahl der

Basenpaare. Zur Auftrennung der Genfragmente wuldmmnosegele verwendet.

2.2.4.2.1 Agarosegel-Elektrophorese

Zur Herstellung eines 1 %igen (w/v) Agarosegelsdear fur die Mini-Gelkammer 0,5 ¢
Agarose mit 50 ml 1 X TAE-Laufpuffer aufgekocht undch kurzem Abkihlen mit fl
Ethidiumbromid (Gibco, Eggenstein) versetzt. Naoblyferisierung wird das Gel mit
1 X TAE-Puffer bedeckt und die mit 10 X DNA-Ladeferf (1:10) versetzten Proben
aufgetragen. Die Probenauftrennung erfolgt bei@fir ca. 30 Minuten.

Die PCR-Produkte wurden abschlieRend mittels Geldwntationsanlage (BioDocAnalyze,

Biometra, Gottingen) detektiert.

2.2.4.3  Aufreinigung der DNA

Um eine moglichst hohe Reinheit der Ziel-DNA zu géweisten, wurde die Bande der
erwarteten GrofRe mit einem sterilen Skalpell aus @&l ausgeschnitten und die DNA mit
Hilfe des MiniEluté]l DNA-Kits (Qiagen, Hilden) aus dem Gelstiick eluiert

Das Gelstick wurde mit 3 pl QG-Puffer pro mg Getsetzt und fir 10 min bei 50°C

aufgelost. Daraufhin wurde dem gesamten Ansatz [@iittel des QG-Volumens an

Isopropanol zugefiigt, auf eine MiniElute-Saule abfgcht und zentrifugiert (10.000 UpM
(9.300 x g), 1 min, Tischzentrifuge Centrifuge5415Eppendorf). Die auf der Saule fixierte
DNA wurde durch zwei weitere Waschschritte mit Q@& UWPE gewaschen und schliel3lich
nach 5-mindtiger Inkubation in 11 pl EB eluiert. eDDNA wurde bis zur weiteren

Verwendung bei — 20°C gelagert.
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2244 Enzymatischer Verdau der DNA mit Restrikisndonukleasen

10 pl der aufgereinigten Bande des amplifiziertesefts und 1 pl (ca. 1 pg) des jeweiligen

Zielvektors wurden mit derselben Kombination vorstR&tionsenzymen verdaut.

Tab. 8: Allgemeine Zusammensetzung eines Verdaus von DNA imiRestriktions-
endonukleasen

Komponente Vektorverdau | Insertverdau
(Hh (M
A. bidest. 21 12
10 X Puffer 3 3

10 X BSA (10 mg/ml) 3 3

Enzym 1 (20 U/ul) 1 1
Enzym 2 (20 U/ul) 1 1
DNA 1 10

Der Verdau (s. Tab. 8) wurde auf Eis angesetztdamnm fir 2 h bei 37°C im Wasserbad zu
inkubieren. Daraufhin wurde der Ansatz mit dem ihggekihlt gelagert, wahrend der
Vektoransatz mit 1 pl alkalischer Phosphatase Q(NEB, New England Biolabs, Bad
Schwalbach) versetzt und eine weitere Stunde be&C 3rkubiert wurde, um durch die
Dephosphorylierung die Selbstligation des Vektors minimieren. Nach einem
Denaturierungsschritt bei 75°C fir 10 min wurdea gesamten Ansétze von geschnittenem
Vektor und Insert auf einem 1 %igen (w/v) Agarosemggetrennt und die entsprechenden

Banden aus dem Gel aufgereinigt.

2.2.45 Ligation

Zur semiquantitiven Bestimmung der DNA-Konzentratider geschnittenen und eluierten
Banden, wurden je 1 pl von Insert und Vektor miftl9A. bidest. und 1 pl 10 X DNA-
Ladepuffer versetzt und zusammen mit 5 pl eine®&mninarkers§mart LadderEurogentec,
KdlIn) auf einem 1 - 2 %igen (w/v) Agarosegel aufgent. Durch optischen Vergleich der

Bandenstdrke mit den bekannten Konzentrationen WN&arkerbanden konnte die

38



Methoden

Konzentration der Ligationskomponenten abgeschéttden. Durch die Kenntnis der
genauen Lange von Insert und Vektor wurde aus derz&ntration (in ng/ul) die molare

Konzentration (in fmol/ul) nach der folgenden Folimerechnet:

Konzentration [ng/ul] x f0

molare Konzentration [fmol/ul] =
Lange [bp] x 649 [pg/fmol bp]

Fur die anschlieende Ligation wurden 15 fmol dephorylierter Vektor, 45 fmol Insert

und 2,5 U T4-Ligase (Invitrogen, Karlsruhe) in 1Dgationspuffer in einem Endvolumen

von 20 pl eingesetzt (s. Tab. 9). Die Ligation waufdr 15 min bei RT durchgefuhrt. Direkt

im Anschluss wurden 8 pl des Ligationsansatzes di@gr anschlieRende Transformation

eingesetzt.

Tab. 9: Zusammensetzung eines Ligationsansatzes

Komponente Menge
A.bidest. ad 20 pl
10 X Ligationspuffer 2 ul
Vektor 15 fmol
Insert 45 fmol
T4 Ligase (2,5 U/ul) 1pl

2.2.4.6  TA-Klonierung in einen TOPO-Vektor

Die Klonierung der ligierten PCR-Produkte in pcDNHAi#Max-Vektor erfolgte mit Hilfe des
TOPOI TA Cloning O Kits (Invitrogen, Karlsruhe) nach Herstellerprontik

Diese Methode macht sich die Eigenschaft HagPolymerase zu Nutze, einen einzelnen
Adenosinrest an das 3'-Ende eines synthetisiertBiA-Btranges zu hangen. Ein dazu
komplementérer Vektor (pcDNA4/HisMax, Invitrogen,aMsruhe) weist an den ent-
sprechenden Strangenden der Klonierungsstelle eimrhdngenden Thymidinrest auf,
wodurch eine Paarung mit dem Adenosinrest des PGRuRts erleichtert wird.

Die Bezeichnung “TOPQ” bezieht sich hierbei auf figgoisomerase I, die einen schnellen
Einbau der DNA (innerhalb von 5 Minuten) in den Yaakvollzieht.
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Tab. 10: Zusammensetzung der TA-Klonierungsreaktin

Komponente Menge
A.bidest. ad 6 pl
Salzlésung 1ul
TOPO TA-Klonierungsvektor 1ul
PCR-Produkt 1-4pl

Der Reaktionsansatz (s. Tab. 10) wurde fur 5 mirRa@mtemperatur inkubiert, woraufu?

fur die anschlieBende Transformation eingesetztiemr

2.2.4.7 Transformation von Bakterien

Fur die Klonierung der ligierten Vektor-Insert-Kéngte wurden chemisch kompetente
E. coli TOP10 - Zellen (Invitrogen, Karlsruhe) eingesetzd nach Angaben des Herstellers
transformiert:

Nachdem die Zellen auf Eis aufgetaut worden wavammden sie mit 8 pl des Ligations-

ansatzes fur 30 min auf Eis inkubiert, danach fOrs&c einem Hitzeschock von 42°C
unterzogen und direkt im Anschluss fir 2 - 5 miri Bis gelagert. Die Zellen wurden in

250 pl vorgewéarmten S. O. C. -Medium (Invitrogemrikruhe) aufgenommen und fir 1 h in
einem Schittelinkubator (Orbital Incubator SI150, RWDarmstadt) bei 37°C und 225 UpM
inkubiert. Danach wurden je 125 pl der Bakteriepsusion mit Hilfe eines sterilen

Drugalski-Spatels (VWR, Darmstadt) auf einer LB-Aglatte (mit dem entsprechendem

Antibiotikum) ausgestrichen und tber Nacht invegs3¥°C im Brutschrank inkubiert.

2.2.4.8 Identifizierung von positiven Klonen

Pro Ligation wurden 6 — 12 Kolonien zur ldentifiziag positiver Klone mit einer sterilen
Pipettenspitze von der Platte abgenommen und ih 2Amtibiotika-enthaltendes LB-Medium
Uberfuhrt. Nach einer Inkubation Gber Nacht im StHinkubator (Orbital Incubator SI50,
VWR, Darmstadt) bei 37°C und 225 UpM wurden 1,5jedes expandierten Klons in ein
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ReaktionsgefaR Uberfihrt und durch Zentrifugatioai 10.000 UpM (9.300 x Q)
(Tischzentrifuge Centrifuge5415 C, Eppendorf, Harglpdiir 1 min pelletiert. Die Isolierung
der bakteriellen Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe d€3lAprep® MiniPrep-Kits (Qiagen,
Hilden) nach Herstellerangaben: Das Bakterienpellatde in 250 pl P1 (+ RNase A)
resuspendiert unter Zugabe von 250 ul P2 lysiattnath Neutralisierung mit 350 pl N3 und
mehrmaligem Invertieren des Reaktionsgefal3es b&i0OO0UpM (9.300 x g) fur 10 min
abzentrifugiert, um Zelltrdimmer zu entfernen. Diagmid-DNA im Uberstand wurde auf
eine DNA-bindende QIAprép -Saule tberfuhrt, zweimal durch Zentrifugation.Q UpM
(9.300 x g), 1 min) mit 750 ul PE gewaschen, Iufigeknet und nach 5-miniitiger Quellphase
in 30 ul Elutionspuffer EB eluiert.

Durch Restriktionsverdau bzw. PCR mit entsprechenkfonierungsprimern wurden die

isolierten Plasmide auf die korrekte Insertion diet-DNA tberpriift.

2.2.49 Praparative Aufreinigung der Plasmid-DNA @#iprep)

Als positiv identifizierte Klone wurden in 250 mB:Medium mit entsprechenden
Antibiotika angeimpft und Gber Nacht bei 37°C b8b2UpM im Schuttelinkubator (Orbital
Incubator SI150, VWR, Darmstadt) inkubiert. Zur Hthag der positiven Klone wurden 5 ml
Zellsuspension mit 800 pl sterilem Glycerol versetmd die Bakterien als 1 ml-
Glycerolstocks bei — 80°C gelagert. Die Bakteriar destlichen Suspension wurden fir
15 min bei 4°C und 4.500 UpM (6.000 x g) (Varifuge3, Heraeus, Langenselbold)
sedimentiert und mit Hilfe des Qiagen® Plasmid-MKits einer Plasmidisolierung
unterzogen. Dabei wurde prinzipiell wie ung®.4.8vorgegangen, nur wurden entsprechend
groRere Puffervolumina und einige modifizierte Ruffeingesetzt. Resuspendieren und
5-mindtige Lyse der Bakterien erfolgte in 10 ml PAw. P2, gefolgt von Prazipitation der
DNA fiir 10 min nach Zugabe von 10 ml P3. Nach 1@Hitiger Zentrifugation bei 4°C und
4.500 UpM (6.000 x g) wurde das Prazipitat Ubeee@lALl Maxi-Cartridge gereinigt und
die die DNA-enthaltende Ldsung auf eine vorher ldougrte Qiageifl tip-500-Saule
Uberfuhrt. Nach Durchlauf durch Gravitationsflussirde zweimal mit je 30 ml QC
gewaschen und anschlieRend die gebundene DNA mlIEutionspuffer QF eluiert. Nach
Zugabe von 10,5 ml Isopropanol wurde die DNA b&i08. UpM (6.000 x gfur 60 min bei
4°C pelletiert, in 5 ml 70 %igem (v/v) Ethanol gewhen, nochmals bei 4.500 UpM
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(6.000 x g)fur 30 min zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde lgétrocknet und schlieflich in
100 — 400 ul TE (pH 8,0) gelost.
Die Konzentration wurde im UV-Photometer (Amershdmeiburg) (280 nm) mit einem

spezifischen Umrechnungsfaktor von 50 ng/ul (fur ©D,0) bestimmt.

2.2.4.10 Sequenzierungsreaktion

Die Sequenz aller hergestellten Konstrukte wurdéimachluss an die Aufreinigung mit Hilfe
von Tag-Cycle-Sequencingeiner Modifikation der Kettenabbruchmethode ng&anger
(Sangeret al., 1977), Uberprift. Hierfir wurde das Big Dye™Terator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit (Perkin Elmer, Weiterstadt) kdetu

100 ng der zu sequenzierenden Plasmide wurden miiSequenzierprimer (1,6 pmol/ul) und
1 ul Big Dye™ Terminator-Reaction-Mix (+ Ampli™TdeS) in einem Gesamtvolumen von
10 ul einer Sequenzierungs-PCR unterworfen. Dasgldirige Programm beinhaltete neben
den Standard-Denaturierungsschritten eine Anngaiage von 20 sec und eine
Elongationsphase von 4 min bei 60°C mit einer Zyk&hl von 25. Nach diesetycle
SequencingReaktion wurden die Proben mit 10 pl A. bidestse&zt und Uber eine DyeEx®
-Saule (Qiagen, Hilden) oder bei einer Vielzahl @roben Uber eine selbst-hergestellte
96 well Sephadex-Platte (Amersham, Freiburg; Milliporehwsalbach) aufgereinigt. Die
Proben wurden in eineQ6-well-reaction-plate (Micro-Amp® Optical, Perkin Elmer,
Weiterstadt) Gberfihrt und auf einem ABI PRISM ®087Kapillarsequenzierer (Perkin

Elmer, Weiterstadt) analysiert.

2.2.4.11 Ortsgerichtete Mutagenese

Die Herstellung der NOD2-Promotorkontrukte pGL3B-DZIAKB1), pGL3B-NOD20kB?2)
und pGL3B-NOD2{kB3) wurde durch Mutagenese des Wildtyp-KontrukteSLpB-
NOD2(-1316) (s. Abb. 8, S. 4@)it sequenzspezifischen Primern und dem MutageKése-
QuickChange® Site-directed Mutagenesis Kit (Stramgg Heidelberg) nach Hersteller-
protokoll durchgefiihrt. Zunachst wurden Primerpdarggestellt (Eurogentec, Kdln), die die
zu mutierende Region Uberspannen und in denenadjge®izen der zu mutierenden putativen

Bindestellen deletiert waren (s. Tab. 11). Nach Afikption des gesamten Plasmids mit
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PfuDNA-Polymerase (Promega, Mannheim) (s. Tab. 12)¢ dm Vergleich zu
herkdmmlicher TagDNA-Polymerase eine deutlich hdhere Temperatuilgtgtbund eine
zusatzliche 3°-5"-Exonuklease-Aktivitat besitzt, rder die unmutierte Ausgangs-DNA
(pGL3B-NOD2(-1316)—Plasmid) durch die RestriktiomdenukleaseDpn |, die nur die

methylierte bakterierelle DNA erkennt, verdaut.

Tab. 11: Primerdesign fir die ortsgerichtete Mutageese des NOD2(-1316)-Promotor-
abschnittes zur Erzeugung von NOD2XkB1), NOD2({AkB2) und NOD2(AKB3)

Abgebildet sind nur diesensePrimer. Die verwendeterantisensePrimer entsprachen der
komplementaren Sequenz in-&"-Orientierung.

Tm

Primer Sequenz 3 3’ bp
[°C]

NOD2(AkB1)_s| GACTGACAGATTTCGCCTGAAGAGACCAGGTAATAAAGGAGTAAGAGGAAG| 51|60

NOD2(AkB2)_s| CGAGTCACGTGGCTTGGGCTTCCTGGTGTCCACAGAAG 380

NOD2(AkB3)_s| GGCCTCCGGCTTTTCCTTTCTTGAAGGTGGGGTTGGTAG 380

Tab. 12: Reaktionsansatz und PCR-Programm fiir didMutagenese

Die linke Tabelle zeigt die Zusammensetzung der fReRktion, wobei als Template das Konstrukt
pGL3B-NOD2(-1316) verwendet wurde. Rechts ist da€RAProgramm dargestellt. Die
Elongationszeit betrug 1 min pro kb Plasmid, insdim Fall 7 min. Die Anzahl der Zyklen richtete
sich nach Art der Mutagenese. Bei einem einzelneseBaustausch — einer Punktmutation —
bendtigt man 12 Zyklen.

Komponente Menge
A. bidest. ad 50 pl Temp. [°C] Zeit Zyklen
10 X Reaktionspuffer 5 pl 95 30 sec
sensePrimer 125 ng 95 30 sec
antisensePrimer 125 ng 55 1 min 12 x
dNTPs (je 10 mM) 1pl 68 7 min
Template-Plasmid 50 ng 68 14 min
Pfu-DNA- Polymerase 1l 4 Pause
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Das unverdaute mutierte Plasmid wurde wi.id.4.7beschrieben durch Transformation in

E. coli (XL1-Blue superkompetente Zellen, Stratagene, elbietg) kloniert.

2.2.4.12 Ubersicht tiber die hergestellten Konstrekt

Der Vektor pBT (Stratagene, Heidelberg) (s. Abb, $0 53) diente innerhalb des Two-
Hybrid-Screens der Detektion von Protein-Protein-Interaktionen. tégsucht wurden

NOD2wt, die N-terminalen CARD-Doméanen (CARDSs) urie @-terminale LRR-Region, die
aus dem pcDNA3.1-NOD2wt-Plasmid amplifiziert wurdesowie die mutierte NOD2-

Variante SNP13, amplifiziert aus cDNA von freiwgéin an Morbus Crohn erkrankten
Spendern (s. Abb. 7).

1 1040
CARD1 CARD2 NOD E! NO2
— i —
26 219
—
CARD1 CARD2 CARDs
—
1 1007
CARD1 CARD2 NOD E! SNP
— i — D —————

742 1021

* LRR

Abb. 7:  Schematische Ubersicht {iber NOD2-Varianten die im Two-Hybrid-System
eingesetzt wurden

CARDL1 (Caspase-aktivierende und -rekrutierende Dwnf), CARD2 (Caspase-aktivierende und -
rekrutierende Domane 2), CARDs = CARD1 und CARDROD = Nukleotid-bindende
Oligomerisierungs-Domane, LRR = Leuzin-reiche Wrbdéungen, SNP13 = M. Crohn-assoziierte
Variante mit trunkierter LRR-Regiolie Zahlen verdeutlichen die Aminosaureposition.

In Tabelle 13 werden die im Two-HybrBereeningeingesetzten Konstrukte mit Angabe von
Vektordaten, Insert-Herkunft und -Grole sowie vemleten Restriktionsenzymen

aufgefihrt.
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Tab. 13: Zusammenfassung der hergestellten Konstkte fiir das Two-Hybrid-System

»Enzym 1“ bezeichnet die am 5°-Ende des Insertsveadete Restriktionsschnittstelle, ,Enzym 2*
diejenige am 3"-Ende. Alle Enzyme, 10 X BSA und eligsprechenden 10 X Puffer stammten von
der Firma NEB (Schwalbach).

Klonierungsprodukt pBT-NOD2wt pBT-LRR pBT-CARDs pBT-SNP13

Vektor pBT pBT pBT pBT

Resistenz (Vektor)| Chlorampheni¢dhloramphenico] Chloramphenico] Chloramphenico

Grosse Vektor (bp 3200 3200 3200 3200
Insert NOD2wt LRR NODs SNP13
oo et PSL | DML | e | e
GroRRe Insert (bp) 3120 880 630 3120
Enzym 1 Notl Not| Not | Notl
Enzym 2 Xhol Xhol Xhol Xhol
10 X Puffer NEB3 NEB3 NEB3 NEB3
BSA (+/-) + + + +

Um die Auswirkungen der TNE- und IFNy-Stimulation auf regulatorische Regionen des
NOD2-Gens zu analysieren, wurde der PromotorbensdichNOD2 von — 1316 bis + 51 in
den pGL3-Basic-Vektor (Promega, Mannheim) kloni¢st Abb. 8). Das Konstrukt
beinhaltete die Luziferase aBfotinus pyraligGlihwirmchen) als Reportergen und wird flr

Dual Luciferase Assay®LAs) verwendet.
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pGL3-Basic Xho! |32
Vector Bl | a6
(48 180p) firdd 111 |53

2010[San
2004 |BamH |

UFSEVALE &8

Abb. 8:  Verwendeter Vektor fir NOD2-Promotor-Reportergenkontstrukte

Der Bereich von — 1316 bis + 51 des NOD2-Promotars in den pGL3-Basic-Vektor inseriert.
Zur Klonierung wurden die Restriktionsschnittsteligpn | undMlu | verwendet. Quelle: Technical
Manual No. 033, Promega, Mannheim.

Fur Uberexpressionsversuche — vor allem in den Inprizipitationsexperimenten — wurden
verschiedene Vektoren verwendet, mit deren Hilfsiénsproteine aus dem Zielgen und
zusatzlichen terminalemags ( meist eine kurze Sequenz sich wiederholendemAsduren,
die von spezifischen Antikdrpern erkannt werdergegt wurden.

0] pcDNA4/HisMax — N-terminal der multiplen Klonierusgielle besitzt das
Plasmid zwei Erkennungssequenzen: ein 5 XHig-sowie das sogenannte
XPressTag

(ii) pCEV - ebenfalls N-terminal kodiert der Vektor flas sogFlag-Tag

Zusatzlich wurden fir Immunprazipitations-Versuclikonstrukte hergestellt, die fir

Fusionsprodukte aus dem gewlinschten Protein, N@D2 und dem modifizierten GFP-
(green fluorescent proteinDerivat EGFP €nhanced GFJ kodieren. Hierfur wurde der

Vektor pEGFP-C3 (Clontech, Heidelberg), der fir da&FP-Protein C-terminal vom

gewinschten Protein kodiert, verwendet.

Zur Detektion spezifischer Interaktionsbereiche deur in die 0. a. Vektoren neben dem
NOD2wt-Protein einzelne Doméanen von NOD?2 kloniertAbb. 9). Daflr wurden sequenz-
spezifische Primer hergestellt, die bereits die sgreichende Sequenz fur die
Restriktionsschnittstellen enthielten, um die alieBende Klonierung zu ermdoglichen.
Die eingesetzten Doméanen umfassten CARD1 (Caspdisteeende und -rekrutierende
Domaéne 1), CARD2 (Caspase-aktivierende und -rekmeride Domane 2), CARDs = CARD1
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und CARD2, NOD = Nukleotid-bindende OligomerisieggrDoméne, LRR = Leuzin-reiche
Wiederholungen und N/L = NOD und LRR.

CARD1 CARD2 NOD NOD2
_— = —————.
CARD1 CARD1
CARD2 CARD2
T
CARD1 CARD2 CARDs
D ——— e —

NOD NOD

. IRR IRR

NOD EEE N/L

Abb. 9:  Schematische Darstellung der NOD2-Domanerdie fiir Uberexpressionsversuche
eingesetzt wurden

CARDL1 (Caspase-aktivierende und -rekrutierende Dwnf), CARD2 (Caspase-aktivierende und -
rekrutierende Doméne 2), CARDs = CARD1 und CARD2DIN = Nukleotid-bindende
Oligomerisierungs-Doméane, LRR = Leuzin-reiche Wibdéungen und N/L = NOD und LRR.
Aminoséurepositionen: s. Abb. 3 und Abb. 7.

In den Tabellen 14 und 15 wurden die Konstruktes flir Immunprazipitations- und
Uberexpressions-Experimente eingesetzt wurden, Anigabe von Vektordaten, Insert-
Herkunft und -GroRe sowie verwendeten Restriktinagmen aufgefuhrt (verwendete
Vektoren und Restriktionsenzyme, s. Anhang; alleveadeten Restriktionsenzyme, Enzym-
Puffer und BSA waren von NEB, Bad Schwalbach).
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Tab. 14: Zusammenfassung der durch Klonierung herggellten pcDNA4-TOPO-HisMax-

Konstrukte

Abkiirzungen: siehe Text

Konstrukt pcDNA4- | pcDNA4- | pcDNA4- | pcDNA4- | pcDNA4- | pcDNA4- | pcDNA4-
NOD2wt CARD1 CARD2 CARDs NOD LRR N/L
Vektor pcDNA4 pcDNA4 pcDNA4 pcDNA4 pcDNA4 pcDNA4 P&NA4
Resistenz | Ampicillin| Ampicillin| Ampicillin | Ampicilln | Ampicillin | Ampicillin | Ampicillin
GroRRe 5100 5100 5100 5100 5100 5100 510(
Insert NOD2wt CARD1 CARD2 CARDs NOD LRR N/L
Herkunft NOD2wt NOD2wt NOD2wt NOD2wt NOD2wt NOD2wt NOD2wt
GroRRe 3120 240 210 630 910 880 2300,
Enzym 1 EcoRI EcoRlI EcoRl EcoRlI EcoRlI EcoRlI EcoRlI
Enzym 2 Xhol Xhol Xhol Xhol Xhol Xhol Xhol
10 X Puffer| EcoR | EcoR | EcoR | EcoR | EcoR | EcoR | EcoR
BSA (+/-) + + + + + + +

Tab. 15: Zusammenfassung der durch Klonierung hergstellten pEGFP- und pCEV-

Konstrukte

Emmprin-IC = intrazelluléarer Teil von Emmprin.

pEGFP- pEGFP- pEGFP- pCEV-
Konstrukt | “Nop2 | cARDs | Emmprin-ic| Emmprin
Vektor pEGFP pEGFP pEGFP pCEV
Resistenz Kanamycin  Kanamycin  Kanamyg inAmp'C'”m.’
Kanamycin
GrolRRe 4700 4700 4700 6700
Insert NOD2 CARDs Emmprin-I¢ Emmprin
Herkunft cDNA NOD2 Emmprin cDNA
GrolRe 3120 630 123 810
Enzym 1 Hind 1l Hind I Xhol BamHl
Enzym 2 BamHI BamHI Xmal Sall
10 X Puffer| BamH | BamH | BamH | NEB 1
BSA (+/-) + + + +
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2.3 Transfektion von Zellen

2.3.1 Transfektion von Zellen mit DNA

Alle Transfektionen wurden mit Hilfe des lipidbasen Transfektionsreagenz FUGENE 6
(Roche, Applied Science, Mannheim) durchgefiihrt. neeh Art des anschliel3enden
Experimentes wurden unterschiedliche Zelldichted dengen an DNA, FUGENE 6 und
Zellmedium benutzt (s. Tab. 16). Fur Kotransfeksirsuche wurden die einzelnen Plasmid-
Konzentrationen so gewahlt, dass jeder Ansatz sigtgbare Mengen an DNA beinhaltete.
Der Ablauf der Transfektion war stets identisch:chaAussaen der Zellen mit einer
bestimmten Zelldichte auf den entsprechenden Koltten (in Vollmedium =
RPMI/DMEM + 10 % (v/v) FCS, + 1 % (v/v) Pen/Strepurden die Zellen iber Nacht
inkubiert, so dass sie am Tag der TransfektiorB@&6ige Konfluenz zeigten. Entsprechende
Mengen an DNA wurden in ein Reaktionsgefal3 Ubetfibnd ein zweites mit
Transfektionsmedium (RPMI/DMEM ohne Serum oder Biotika) und FUGENE 6
vorbereitet. Hierbei war darauf zu achten, dassTdaasfektionreagenz nicht in Bertihrung
mit der Plastikwand des GefaRes kam, sondern dinetths Medium pipettiert wurde. Nach
Invertieren des Medium/FUGENE 6-GefalRes wurde didADhinzugegeben und der
Transfektionsansatz fir 15 min bei RT inkubiertmitasich DNA-FUGENE 6-Komplexe
bilden konnten. Nach der Inkubation wurde der Tieki®nsansatz einmal invertiert und
tropfenweisezu den Zellen gegeben. Es erfolgte eine 18 - 2ddige Inkubation, wonach die
Zellen geerntet wurden, bzw. das Medium erneuertl @mtsprechend der weiteren
Versuchsplanung verfahren wurde.

Tab. 16: Zusammensetzung der verschiedenen Tran&t@nsansétze in Abhangigkeit von der
Art des nachfolgenden Experimentes

Ausgesite L . .

Art des Experimentes  Zelldichte Zellkulturformat Xﬁggtj;n('rg Fxﬁfal\tle(Gll)m Aﬁgﬁ‘z”(n )

(10°Ansatz) H H HO
Co-IP 5 10 ml-Schale 400 12 4
Stimulation fur
Protein- oder RNA- 0,4 6well-Platte 100 3 1
Isolierung
Dual Luciferase
Assay (DLA) 0,015 96well-Platte 50 0,15 0,05
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2.3.2 Transfektion von Zellen mit sSiRNA

RNAiI (RNA interferencg ist ein biologischer Prozess, in welchem die &infing
doppelstrangiger RNA in eukaryotischen Zellen zwigjeem posttranslationalem Gen-
Silencingfihrt.

Hierbei werden 19-21 Nukleotide lange, meist dogip@&hgige RNA-Molekile hergestellt,
die nach Einbringen in die Zelle und nach Aufspadtdieser sigmall interfering RNA in
ihre Einzelstrange mit dem komplementaren mRNAsfgjrénterferieren und somit die
Proteinsynthese verhindern, da nur einzelstrangtA-Molekille Uber die Ribosomen
translatiert werden kdnnen. AuRRerdem werden dopgelgige RNA-Molekile innerhalb
einer gesunden Zelle degradiert. Somit kann derd3des RNAaterferencesowohl auf
Protein-, als auch auf RNA-Ebene nachgewiesen werde

Die Transfektionen mit siRNA spezifisch fur Emmpnmurden nach Herstellerangaben
sowohl mit dem TransMessengerTransfection Reagent- als auch dem verbesserten
RNAIiFect] Transfection-Kit von Qiagen (Qiagen, Hilden) dugefiihrt. Das Prinzip der
Transfektion entsprach der unter 2.3.1 angegebeDB-Transfektion, wobei dem
TransMessengér Transfektionsreagenz noch zusatzlich Emhancerhinzugefiigt wurde,

der in einem ersten Schritt in einem speziellefd?udie RNA kondensiert, um im folgenden

die Komplexbildung mit dem lipidbasierten Transfeks-Reagenz zu erleichtern. Bei der
RNAIiFect] Transfektion wurde identisch zur DNA-Transfektioar noch das Reagenz zu
der entsprechend verdunnten RNA hinzugegeben. iRér2well-Platte wurde pro Ansatz
1 pg siRNA verdinnt in 10@ Medium benétigt, die darauf mitd Transfektions-Reagenz
vermischt wurde und nach 15-miniitiger InkubationReumtemperatur tropfenweise auf die

Zellen gegeben werden konnte.
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2.4 Das Two-Hybrid-System inE. coli zur Detektion von Protein-Protein-

Interaktionen

24.1 Allgemein

Die Regulation von Protein-Protein-Interaktionenekpeine entscheidende Rolle fur die
meisten biologischen Prozesse. lhre funktionellddBigung erstreckt sich von der Bildung
zelluléarer makromolekularer Strukturen und enzyswdter Komplexe bis zur Regulation von
Signaltransduktionskaskaden.

Das Two-Hybrid-System stellt genetische Losungenr zdentifikation potentieller
Interaktionen und deren Charakterisierung berait,Rrobleme bei biochemischen Methoden
zur Identifikation von Protein-Protein-Interaktione z. B. Schwierigkeiten bei der
molekularen Klonierung oder bei der Detektion laktions-defekter Allele, zu umgehen
(Vidal et al, 1999).

Das TH-System irE. coli (BacterioMatchl Two-Hybrid System, Stratagene, Heidelberg)
erlaubt eine schnelle, einfache und effiziente Kteia von Protein-Protein-Interaktionen
in vivo, hat aber auch deutliche Vorteile gegeniiber anddrd-ScreeningMethoden.
Verglichen mit dem Yeast-Two-Hybrid-System er6ffrdds Arbeiten mit Bakterien die
Moglichkeit, groRere Genbanken zu uberprifen, umisauch gering-exprimierte Proteine
zu erfassen. Die Nutzung vdh coli bedeutet im Ganzen eine signifikante Beschleunigung
der Methode, da Bakterien wesentlich schnellerHd$en wachsen und zudem mit einer
hdheren Effizienz transformiert werden, wodurch reare groRere Anzahl von Interaktionen
erhalt. AuRerdem ist die Plasmid-Isolation aus Ba&h einfach und schnell im Gegensatz zu
Hefen durchflihrbar.

Weiterhin reduziert die Verwendung von Prokaryotd®s Vorkommen eukaryotischer
Homologe von einem der Interaktionspartner, wenm iaen bakteriellen Wirt verwendet.
Einige eukaryotische Regulationsproteine, z. B.l|zZfklusproteine oder auch Signal-
transduktionsproteine, kdnnten sich fur Hefen txiauswirken, indem sie mit der Funktion
homologer Proteine interferieren, was in Baktemedglicherweise nicht erfolgt und somit
weniger falsche Resultate detektiert werden. ImeBsegtz dazu kénnten auch heterologe
Proteine fur einerk. coliWirt gefahrlich werden. Ein weiterer Nachteil kd@rsein, dass
Prokaryoten keine posttranslationalen Modifiziemmausfuhren.

Zusammengefasst steht mit dem Two-Hybrid-System Bakterien eine wichtige

experimentelle Alternative zum klassischen Hefet&yszur Verfiigung. Da das System nur
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auf physikalischen Bindungen basiert, kann letatlgne breite Variation verschiedenster
Protein-Protein-Interaktionen unter Verwendung eineinzigen allgemeinen Protokolls

detektiert und charakterisiert werden.

2.4.2 Prinzip des BacterioMatch-Two-Hybrid-Systems

Einerseits wendet man das TH-System an, um zweainstiekannte bzw. schon klonierte
Proteine auf eine Interaktion zu testen, andertsts@in eine Genbank — deren Gene fiir neue
oder schon klonierte Proteine kodiert — auf eingerbktion mit einem bekanntem
Kdderprotein zu testen.

Das Prinzip dieser Methode basiert auf einem pgakichen transagierenden

Transkriptionsfaktor, der aus zwei funktionell usthiedlichen Domanen besteht, der DNA-

Bindedoméane (DNA-BD) und der Aktivierungsdoméane jADas System beruht auf der

Tatsache, dass beide Domanen getrennt voneinatsl€usionsproteine exprimiert werden

und dass eine physische Interaktion der fusiomertgielproteine den aktiven

Transkriptionsfaktor wieder rekonstruiert.

Die DNA-Bindedomang€DNA-BD) bindet an spezifische Promotorsequenzed wird von

dem Koderplasmid pBT (Stratagene, Heidelberg)
exprimiert (s. Abb. 10).

Die Aktivierungsdoman€AD) wird von dem Zielplasmid pTRG (Stratagene, dédberg)
exprimiert (s. Abb. 10), das die Transkription damino-
terminalen Domé&ne der RNA-Polymeraséntereinheit tiber
eine multiple Klonierungsstelle am 3°-Ende des Gens
dirigiert.

Fur die Aktivierung der Reportergentranskriptiongsén DNA-BD uns AD einen Komplex

bilden. Da in diesem System die Gene der beiden @dem aber auf unterschiedlichen

Vektoren liegen, kbénnen diese — trotz Expressioneiner Zelle — nicht miteinander

interagieren und somit keinen aktiven Transkrimfaktor bilden (Ma and Ptashne, 1988;

Brent and Ptashne, 1985). Diesen Umstand macht si@dm zu Nutze, indem man ein

Kodergen mit dem Gen fir DNA-BD (auf Vektor pBTbait) und die Gene einer Genbank

mit dem Gen fir AD (auf Vektor pTRG targed fusioniert. Werden diese Fusionsprodukte

transkribiert, erhalt man das Zielprotein fusionierit DNA-BD und ein Genbank-Protein

fusioniert mit AD.
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Kommt es nun zur Interaktion des Kdderproteinsdeiin Protein aus der Genbank, gelangen

BD und AD in funktionelle Nahe und aktivieren dieaiskription des dahinterliegenden

Reportergens (Gyurist al, 1993; Golemi®t al, 1994 — s. Abb. 12).

Um eine Interaktion zu identifizieren, werden véiiedene Reportergene — eine sogenannte

Reportergenkassette (s. Abb. 11) - hinter den Gmegaschaltet:

Carbenicillin-Resistenz-Reportergen- Nur bei Interaktion kommt es zum Wachstum auf
Carbenicillin-enthaltendem Medium.

lacZ-Reportergen - Bei Interaktion entsteht neben anderen Proteides Galaktose-
hydrolysierende Enzym R-Galaktosidase, das uber stagnannte Blau-Weil3-
Screening quantitativ nachweisbar ist (SambrookRurssell, 2001).

chloramphenicol P Ipp/lac-UV5

tetracycline RNAP-alpha

MCS
MCS

pl5A ori
lambda-C1

ColE1 ori
P lac-UV5

Abb. 10: Verwendete Plasmide im Two-Hybrid-System

Abk.: MCS = multiple Klonierungsstelle, ori = Regdtionsursprung, P = Promotor, pBT = pBait =
Kdderplasmid, pTRG = pTarget = Zielplasmid. QuelRacterioMatchl Two-Hybrid System
Instruction Manual, Stratagene, Heidelberg.

Placz
kana A-Operator Carbenicillin” lacZ

Abb. 11: Reportergenkassette des Reporterstammes
Abk.: kana = Kanamycin-Resistenzgen, lacZ = lacZ-Reportergdn, = modifizierter lacZ-

Promotor. Verandert nach BacterioMdithwo-Hybrid System Instruction Manual, Stratagene,
Heidelberg.

53



Methoden

a)

keine Transkription

b)

Transkription

Abb. 12: Schematisches Diagramm des Two-Hybrid-Systems

a) Keine Interaktion: Das DNA-BD/Kdderprotein-Hybrid dl-NOD2-Fusionsprodukt) bindet an
den Acl-Operator, die Transkription wird aber ohne Algiungsdoméne nicht aktiviert. In
Abwesenheit des Zielproteins bzw. fehlender Intdoak kann das AD/Genbankprotein-
Fusionsprodukt nicht an dekcl-Operator binden, und somit auch nicht die Traipsion
aktivieren.

b) Eine Interaktion zwischen dem Zielprotein (NOD2)dufem Genbankproteiin vivo aktiviert
die Transkription des Reportergens. AD = Aktiviegsdoméane, DNA-BD = DNA-
Bindedoméne.
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2.4.3 Praparation des Kdderproteins

Die Herstellung der Konstrukte fir die im Two-Hyd$ystem eingesetzten Kdderproteine
verlief wie unter2.2.4.1und2.2.4.12beschrieben.

24.4 Test auf Eignung des rekombinanten Kéderprotas

Alle Schritte erfolgten mit Hilfe des BacterioMatéfiwo-Hybrid System-Kits (Stratagene,
Heidelberg) nach Herstellerangaben.
Vor dem eigentlicherscreennach Interaktionspartnern von NOD2 sollte das mdkioante
pBT-NOD2-Konstrukt auf Tauglichkeit im Two-HybridyStem getestet werden, indem es
zusammen mit dem nicht-rekombinanten - also Infseiem pTRG (pTarget-Vektor) - in den
Reporterstamm transformiert wurde und nach Inkobatuf LB-CTCK-Agarplatten (C =
250 pg/ml Carbenicillin, T = 15ug/ml Tetracyclin, 34ug/ml Chloramphenicol und 5Qg/ml
Kanamycin) keine oder nur vereinzelte Kolonien eegesollte. Wachstum wirde bedeuten,
dass das NOD2-Protein in der Lage ist, mit demerairZielvektor (pTRG) zu interagieren
und somit nicht zur Detektion von Interaktionspartnverwendet werden kénnte.
Abweichend zum Transformationsprotokoll — wie?ii2.4.7beschrieben — wurden hier 100
eines speziellen Two-Hybrid-Reporterstammes (Sieata, Heidelberg) eingesetzt. Nachdem
die Bakterien langsam auf Eis aufgetaut waren, wurdl, 7l einer 1,42 M(-Mercapto-
ethanol-Lésung hinzugefligt und nach leichtem Amipples Reaktionsgefalies der Ansatz
10 min auf Eis inkubiert, um die Transformationszaéinz der Bakterien zu erhéhen. Hierauf
wurden jeweils 10 ng des pBT-NOD2-Plasmids und pERG-Vektors zu den Bakterien
pipettiert, einmal invertiert und fur weitere 30 mauf Eis inkubiert. Der anschlielende
Hitzeschock erfolgte flir 45 sec bei 42°C, worauf @ensformations-Ansatz fiir 2 min auf
Eis wieder abgekuhlt und nach Zugabe von 0,9 nmjewérmten NZY-Medium fir 1,5 h im
Schiittelinkubator (Orbital Incubator SI50, VWR, Bestadt) bei 30°C und 225 UpM
inkubiert wurde. Jeweils 1 bzw. 1@ der Test-Transformation wurden auf 100 mm-LB-
CTCK-Agarplatten ausgestrichen, indem man zunat@étyl NZY-Medium vorlegte und
daraufhin den Ansatz hinzugab. AnschlieRend wumienPlatten umgedreht bei 30°C fir
17 - 24 h im Brutschrank (Incucell, Schréder & HenlWiesloch) inkubiert. Geringes
Wachstum (< 10 - 20 Kolonien) nach der angegebémarbationszeit veranschaulichte, dass
das hergestellte Koderprotein fir den Two-HylBicteengeeignet war.
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2.4.5 Amplifizierung und Aufreinigung der cDNA-Genbank

Fur die Suche nach Interaktionspartnern von NOD2deeine kommerziell erworbene
Kolon-cDNA-Genbank (Stratagene, Heidelberg) vervedndiese war bereits vorgefertigt
amplifiziert, in den Zielvektor pTRG kloniert undnschlieRend in ein Derivat der
superkompetenten XL1-BIug. coliZellen (XL-1 Blue MRF'Kan) transformiert worden.
Uber den vom Hersteller angegebenen Titer (cfaotony-forming unitml) der Genbank
wurde das Volumen der auszuplattierenden Kultutitpest, um die korrekte Dichte von
20.000 — 30.000 Bakterien pro 150 mm-Agarplatteethalten. Zunachst wurde die gesamte
cDNA-Genbank bzw. die die Genbank tragenden Bakteduf Eis aufgetaut und durch
Invertieren sichergestellt, dass alle Bakterienlsté@hdig resuspendiert waren. Daraufhin
wurde die einzusetzende Menge berechnet, um eirsan@konzentration von 1 x 40
individuellen Klonen zu ernten. Bei 1 x 2@&lonen wurden 40 150 mm-Platten bendtigt,
wenn man von einer Durchschnittsmenge von 25.00bren pro Platte ausging. Die
berechnete Menge der Genbank-Kultur wurde inj258 O. C. /Platte, also in 10 ml S. O. C.
bei 40 Platten verdinnt, um eine gleichméaRige Vartg auf den LB-Tetracyclin-
enthaltenden Agar-Platten zu gewdhrleisten. Didichken Bakterien wurden aliquotiert und
bei — 80°C gelagert.

Nach Inkubation der ausplattierten Genbank-Kultior £7 — 30 h bei 30°C wurden die
herangewachsenen Bakterienklone in einem gekihReaktionsgefal3 gepoolt. Hierzu
wurden kleine Mengen Flissigmedium auf die Platpgpettiert und anschlieBend alle
Kolonien mit einem Gummischaber vorsichtig von ddatten abgeschabt, um diese in das
vorgekihlte GefalR zu Gberfihren. Daraufhin wurdeess. O. C. -Medium hinzugefiigt, um
durch Pipettieren eine komplette Resuspension elgrgmelten Bakterienmasse zu erhalten.
Einer Halfte der Suspension wurden 20 % einer 8§e%({v/v) Glycerol-Losung hinzugefigt,
diese in 1 ml-Stocks aliquotiert und bei — 80°C dién spateren Gebrauch gelagert. Aus der
anderen Halfte wurde mit Hilfe eines kommerziellRrlasmid-Maxi-Kits (Qiagen, Hilden;
s.2.2.4.9 die Plasmid-DNA praparativ aufgereinigt, die rflindie folgende Transformation

in den Reporterstamm eingesetzt werden konnte.
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2.4.6 Bestimmung der Kotransformations-Effizienz

Zur Bestimmung der Effizienz der KotransformatioonvKdderplasmid und Zielvektor in
100 pl Reporterstamm-Zellen wurde zunéchst eine Kotansdition von 10 ng pBT-NOD2
und 10 ng pTRG-Genbank wie in 2.4.4 beschrieberchdygfiihrt. Als Kontrolle wurden
parallel zwei kommerzielle Plasmide, deren Genpktslumiteinander interagieren — pBT-
LGF2 und pTRG-Gall’L (Stratagene, Heidelberg) — kotransformiert. Nacler d
Inkubationsphase wurden 1@Dsowohl der Genbank- als auch der Kontroll-Transtation
seriell in 1:10er Schritten mit NZY auf 1:1000 vénmt. Hiervon wurden jeweils zweimal
100 pl auf LB-TCK-Agarplatten ausgestrichen, fir 17 - BObei 30°C inkubiert und die
gewachsenen Kolonien ausgezahlt. Um die TransfionmsEffizienz zu bestimmen, wurde
bei einer durchschnittlich ausgezahlten Koloniengengn 50 Kolonien folgende Formel
angewendet:

[ 50 cfu/0,1 ml] x [1000 (Verdiinnungsfaktor)] = BL& cfu

Somit konnte die Effizienz der Kotransformation theiden Plasmide mit 5 x 1®estimmt

werden.

2.4.7 Abschatzung der Anzahl der Kotransformationen zum Screening der

gesamten Genbank

Die Anzahl der durchzufiihrenden Kotransformatiomemde basierend auf der Gesamtanzahl
der Kolonien, die fir eiscreeningder kompletten Genbank (1-2 x®L®enétigt wurden, und

dem Koloniertrag der Kotransformation (2.4.6) néalgender Formel bestimmt:

Gesamtzahl der zscreenendeiolonien
Kolonie-Ertrag der Kotransformation

Anzahl der Kotransformationen
Mit einer Gesamtzahl von 2 x 4@nd dem Kolonie-Ertrag von 5 x J@rhalt man fur die

Kotransformationen eine Zahl von 4. Ausgehend viesed Berechnung wurden demnach pro

GenbankScreeningd Transformationsansatze durchgefiihrt.
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2.4.8 GenbankScreening

Entsprechend der in 2.4.7 bestimmten Anzahl wurdegben der Positiv- und
Negativkontrolle 4 Kotransformationen mit 10 ng pROD2 und 10 ng pTRG-Genbank fir
das GenbanlScreeningdurchgefiihrt (s. 2.4.4). Da nicht mehr als 5 % K6transformanten
pro 150 mm-Agar-Platte ausplattiert werden solligarden die einzelnen Ansatze zunachst
gepoolt und entsprechend NZY-Medium hinzugefiigt,jesveils 250ul pro LB-CTCK-Platte
auszustreichen. Insgesamt wurden 40 150 mm-Plittetas Genbaniscreenincausplattiert,
um eine Gesamtzahl von 2 x ®1®&otransformanten zu untersuchen. Fiir die Kontroll-
Transformationen wurden 1 bzw. D des jeweiligen Ansatzes, verdinnt in 2H0NZY-
Medium, auf die LB-CTCK-Agarplatten ausgestrich&ie Inkubationszeit betrug 17-24 h
bei 30°C.

Im Anschluss an die Inkubation wurden die Ergelmisge in Tabelle 17 dargestellt

interpretiert.

Tab. 17: Darstellung der Transformationsansatze ud erwarteten Ergebnisse im Two-
Hybrid- Screen

Plasmid Erwartetes Ergebnis

Positivkontrolle

Die Interaktion zwischen exprimierten Galilund LGF2-Proteinen sollte |n
pBT-LGF2 und

Wachstum auf LB-CTCK-Agarplatten resultieren.

pTRG- Gal1®

Negativkontrolle Kein bzw. geringfugiges Wachstum sollte auf LB-CT@larplatten beobachtet
pBT-LGF2 und werden (die Anzahl der Kolonien sollte ¥ % im Vergleich zu der der
pTRG Positivkontrolle betragen).

Kolonien auf LB-CTCK-Agarplatten deuten auf Intetiak hin; Ausbleiben von
pBT-NOD2 und

pTRG-Genbank

Wachstum weist auf fehlgeschlagene Interaktion @aérzu hohe Carbenicillin

Konzentration hin.

Mutmafilich positive Kolonien wurden auf LB-TCK-Agéatten tberfiihrt und dienten als
Ausgangspunkt fur die Aufreinigung von Plasmid-DNMogliche positive Klone wurden

einer Verifikationsanalyse unterzogen.
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2.4.9 Validierung der detektierten Protein-Proteininteraktionen

2.49.1 Methode I: Transformation des isoliertenedplasmids mit dem Kodervektor

2.4.9.1.1 Aufreinigung der Plasmid-DNA isoliertemrBenicillin-resistenter Kolonien

Fur die Plasmid-Praparation wurden die auf LB-TCHa#platten Uibertragenden Kolonien in
5 ml LB-Medium mit Tetracyclin (15u/ml) angeimpft und tber Nacht bei 30°C und
225 - 250 UpM inkubiert. Die Zugabe von Chlorampghehwurde bewusst unterlassen, um
einen Verlust des Koderplasmids zu bewirken. Gewmod Kulturen wurden durch
Zentrifugation bei 4500 UpM (6.000 x g) (VarifugeéR, Heraeus, Langenselbold) fir 10 min
pelletiert und die DNA-Isolierung wie in 2.2.4.8dobrieben durchgefiihrt. Da es sich sowohl
bei dem Kdder- (10 Kopien / Zelle), als auch demh#&ktor (20 - 30 Kopien/Zelle) um sog.
low-copy-numbePlasmide handelte, wurde ein zusétzlicher DNA-Bmgbschritt zur

Anreicherung der Plasmide mit dem vom Herstellepfetmenen pB-Puffer vorgenommen.

2.4.9.1.2 Retransformation des Reporterstammes mit isolie#axiplasmid in Kombination
mit pBT-NOD2

Die Durchfiihrung der Transformation erfolgte mitmtischen Konzentrationen und unter
gleichen Bedingungen wie im Genba8kreeningKlone, die reproduzierbar auf LB-CTCK-

Agarplatten wuchsen, wurden fir die weitere Analysevendet.

2.4.9.1.3 Retransformation des Reporterstammes mit aufgeteim Zielplasmid in

Kombination mit dem pBT-Plasmid

Dieser Verifikationsschritt diente dazu, eine Kaieg falscher Positiver, bei denen das
Zielplasmid in der Lage ist, in der Abwesenheit d€8derproteins (pBT-NOD2) die

Reportergen-Expression zu aktivieren, auszuschiiel¥¢ierzu war es notwendig, das
mutmallich positive Zielplasmid zunachst vom rekorabten Kéderplasmid zu trennen:

Teil 1: Aufreinigung des Zielplasmids
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100 ng der in 2.4.9.1.1 isolierten Plasmid-DNA wauzlr Transformation (s. 2.2.4.7) eines
geeigneterk. colirStammes ohne Chloramphenicol- und Tetracyclinesz (z. B. JIM109,
Stratagene, Heidelberg) eingesetzt. Vom Transfoomsdnsatz wurden 1@l auf eine
Tetracyclin-haltige LB-Agarplatte ausplattiert ubei 30°C fur 17 - 30 h inkubiert. Von
dieser Kulturplatte wurden 10 Kolonien zweifach iitsgen: jede einzelne Kolonie wurde
sowohl auf einer Chloramphenicol-, als auch einetraicyclin-enthaltenden LB-Agarplatte
ausgestrichen. Kolonien, die resistent gegen Twthia¢ aber sensitiv fir Chloramphenicol
waren, trugen nur das rekombinante Zielplasmidwadlen fur die weitere Kultivierung und
Plasmid-Isolierung genutzt.

Teil 2: Kotransformation des Reporterstammes nkibnebinanten Zielplasmid und pBT

10 ng des im 1. Teil aufgereinigtem Zielplasmid gam mit 10 ng pBT (Kdderplasmid ohne
NOD2) nach 2.4.4 transformiert, jeweils [l0auf LB-CTCK-Agarplatten ausplattieund bei
30°C uber Nacht inkubiert. Bei der Analyse der Krptatten wurden fur weitere Versuche
die Zielplasmide ausgewahlt, die kein Wachstumteeigwas bedeutete, dass die Zielproteine

nur Uber Interaktion mit NOD2 und nicht selbstanzdig Reportergen-Expression fuhren.

2.49.2 Methode |II: Verifizierung der Protein-Protein-Inteaktion Uber den

[-Galaktosidase-Reporter

Der Reporterstamm enthalt neben der Carbenicilisi®tenz ein alternatives Reportergen,
dasp-Galaktosidase-Gen, um eine Verifizierung isolied&lplasmide zu erleichtern. Durch
ein zweites Reportergen wurden falsch-positive Kielo ausgeschlossen, in denen spontane
Mutationen oder basale Transkription des Test-Ptorap die zu einer Carbenicillin-
Resistenz ohne Kdder- und Zielplasmid-Interaktighrén, vorkommen. Zur Detektion der
B-Galaktosidase-Expression wurden LB-X-Gal-TCK-Adatien hergestellt. Diese Indikator-
platten enthielten neben Tetracyclin, Chloramphanimd Kanamycin 8qug/ml X-Gal und
0,2 mM B-Galaktosidase-Inhibitor (Phenyleth§4b-thio-Galaktosid). Der Inhibitor wurde
hinzugefugt, um den Hintergrund an Blaufarbung, dien Reporterstamm durch basale
Transkription des Testpromotors produziert wurdennimieren.

Die auf LB-TCK-Agarplatten gelagerten CarbenicHiesistenten Kolonien (s. 2.4.8) wurden
direkt auf X-Gal-Indikatorplatten mit sterilen Pifmnspitzen ausgestrichen, bei 37°C fir
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mindestens 17 h inkubiert und analysiert (s. AbB. uhd Tab. 18). Als Positiv- bzw.

Negativkontrolle dienten die in 2.4.8 gewachsenefoHien der Kontrollen.

Abb. 13: Beispiel einer X-Gal-Indikatorplatte mit negativen (weif3en) und positiven (blauen)
Klonen

Tabelle 18 beschreibt die Interpratation der Erigdan

Tab. 18: Darstellung der Ergebnisse der X-Gal-Vatlierungs-Methode

Kolonie Farbung

Positivkontroll- .
Intensive blau Farbe

Kolonie
Negativkontroll- ] ) ]
) Weil3e bis Cremefarbene Kolonien
Kolonie
Carbenicillin- Hellblaue bis intensiv blaufarbene Kolonien werdénweitere Untersuchungen

resistente Kolonien | verwendet

Um die Proteine, die von den positiven Zielplasmidediert wurden, zu identifizieren,
wurde die Nukleotidsequenz Uber Sequenzierung2.&4.10 bestimmt und Uber NCBI
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BLAST Search (2.7) mit bekannten Sequenzen vergfichum so Aufschluss Uber die

interagierenen Proteine zu erhalten.

2.5 Biochemische Methoden

251 Herstellung von Gesamtproteinlysat aus Zellen

Zellen wurden mit einer Dichte von 4 x°Iell auf 6well-Platten ausgesét und tiber Nacht
kultiviert. Am folgenden Tag wurden die Zellen ddfmperiment entsprechend stimuliert,
danach zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen undHitig eines Gummischabers in 1 ml
PBS von der Platte geltst. Nach Ernte der Zelleohddentrifugation (2.000 UpM (400 x g),
Tischzentrifuge Centrifuge5415 C, Eppendorf, Hargb& min, RT) wurde der Uberstand
verworfen und die Zellen je nach GroRRe des Peite® - 100 pul gekiihltem Lysepuffer 1 X
DLB + 1 % (v/v) 100 X Phosphatase-Inhibitor Cock{&@igma) + 2 % (v/v) 50 X Protease-
Inhibitor-Cocktail (Sigma, Minchen) resuspendiedach Aufkochen der Zellen (99°C,
5 min) und UltraschallbehandluitBandelin electronic UW 200, Bandelin, Berlin) (&sec)
mit zwischenzeitlicher Kihlung wurden die Zelltrimmabzentrifugiert (13.200 UpM
(16.000 x g), 15 min, 4°C, Sigma 3K30, Braun BitteBartorius BBl Systems, Melsungen).
Der Uberstand (= denaturiertes Proteinlysat) wusdezur weiteren Verwendung auf Eis
gelagert.

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte naeh Methode von Bradford (Bradford,
1976). Fur Langzeitlagerung wurden die Proteinkydai — 20°C (einige Tage bis Wochen)
oder bei — 80°C (mehrere Wochen bis Monate) aufhewa

25.2 Denaturierende Gelelektrophorese von ProteingSDS-PAGE)

Die Auftrennung der Proteine erfolgte durch SDSe@#dtrophorese in Anlehnung an die
Methode nach Laemmli (Laemmli, 1970). Dabei wurdke Proben in einem Sammelgel
(pH 6,8, 3 % (w/v) Acrylamid) fokussiert und anseRlend in einem Trenngel mit geeigneter
Zusammensetzung (7,5 - 15 % (w/v) Acrylamid, pH)&@ch ihrem Molekulargewicht

aufgetrennt (s. Tab. 19).

Wahrend der Polymerisation der Gelkomponenten wurdie Proteinproben vorbereitet,

indem gleiche Proteinmengen mit 0,2 Volumen 5 X &IBSversetzt, kurz vor Beladen des
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Gels 3 min aufgekocht und anschlieBend auf Eis ggela wurden. Es wurden
10 - 20 pg/Tasche aufgetragen und zusammen mitefhgs$ ProteingroRenmarkers (Bio-Rad
Laboratories, MiUnchen) elektrophoretisch aufgetré@elkammer: Multigel G44, Biometra,
Gottingen). Nach einem Sammellauf von 25 min bemi% pro Gel (PP 3000 High Voltage
Power Pack, Biometra) wurde je nach Prozentigkwit @rof3e des zu detektierenden Proteins
ein Trennlauf von 45 min bis 2 h bei 30 mA pro Gklirchgefihrt und anhand der
Markerbanden dokumentiert.

Tab. 19: Zusammensetzung des SDS-Polyacrylamid-Gel

Die Zusammensetzung des Trenngdilsk§) richtete sich nach der ProteingroBe des Zielprste
das Sammelgelréchty enthielt immer 3 % (w/v) Acrylamid. Acrylamid/Bi&crylamid-Losung
30 : 0,8 (w/v) stammte von Bio-Rad, Munchen, TEM&RI APS von Sigma, Miinchen.

ProteingrofRe (kDa) 50-20P30-120| 20-100| 10-60

Acrylamid 3%
Acrylamid 75% | 10% 12 % 15 %

A.bidest. (ml) 1,95
A.bidest. (ml) 5 4,15 35 25

4X Sammelgelpuffer (ml) 0,75
4X Trenngelpuffer (ml) 2,5 2,5 2,5 2,5

(Bis)Acrylamid (ml) 0,3
(Bis-)Acrylamid (ml) 2,5 3,35 4 5

TEMED (ul) 3
TEMED (ul) 10 10 10 10

10%(wiv) APS (ul) 30
10%(w/v) APS () 100 100 100 100
25.3 Immobilisierung von Proteinen durch Elektrotransfer (Western Blot)

Fur die folgende Immundetektion durch Antikorperrden die im SDS-Gel aufgetrennten
Proteine durch Elektrotransfer auf einer chemisobrten PVDF-Membran (Millipore,
Schwalbach) immobilisiert (Tobwiet al., 1997) Die PVDF-Membran wurde 10 sec in
Methanol aktiviert, anschlieRend mindestens 5 miA.ibidest. &quilibriert und danach 5 min
in Anodenpuffer 1 aufbewahrt. Jeweils ein FilteipagWhatman, Dicke 3 mm, Biometra,
Gottingen) wurde fir 5 min in einem der frisch asgfeten Blotpuffer (Kathodenpuffer,
Anodenpuffer 1 und Anodenpuffer 2) zum Quellen sség. Nach Ende des Gellaufs wurde
das Gel aus der Blotkammer entfernt, von unpolysienten Gelresten gereinigt und
blasenfrei mit dem Filterpapie.qe bedeckt. Der ,Blot-Sandwich* wurde nach Umdrehen
des Gels durch blasenfreies Aufbringen von PVDF-Mem, Filterpapighoge 1 Und Filter-
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papiehnode 2Vervollstandigt. Der Transfer der Proteine auf BMDF-Membran erfolgte bei
300 W und 11 mA/ctfir 1 h mit Hilfe einer Trans-Blot SD Semi-Dry Tsfer Cell (Bio-
Rad, Minchen).

254 Immundetektion von Proteinen

Eine vollstédndige Liste der hier benutzten Antil@rpmit Angaben zu Verdinnung,
Ursprungsspezies und Bezugsfirmen findet sich irhakg.

Die Detektion der immobilisierten Proteine wurdet Hilfe spezifischer Priméarantikdrper
und HRP-horseradish peroxidasg- gekoppelter Sekundarantikérper nach dem ECL-
(enhanced chemiluminesceh&&erfahren durchgefiihrt.

Nach Ende des elektrophoretischen Transfers wuide P¥YDF-Membran zundchst in
5 %igem (w/v) Magermilchpulver (Bio-Rad, Miinchen)TTBS fiir 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert, um die unspezifischen Bindungsstelleputtiocken. Darauf erfolgte die Inkubation
mit dem Priméarantikdrper bei 4°C Uber Nacht. Amgésiden Tag wurde die Membran
zunéchst

3 x 10 min in TTBS gewaschen und anschlieBend @im& mit dem Sekundéarantikérper
inkubiert. Die Verdinnung der Antikdrper erfolgte5 %igem (w/v) Magermilchpulver (Bio-
Rad, Minchen) in TTBS oder 5 % (w/v) BSA (NEB, Seliivach) in TTBS mit einem
Verdunnungsfaktor von 1:500 bis 1:2000 entsprecheleds Herstellerangaben. Nach
weiterem dreimaligem Waschen fur je 15 - 30 minTiiBS wurde der Blot mit ECL-
Reagenz-Mix (ECL™ PLUS, Amersham Biosciences, kmgpuberschichtet und 3 min bei
RT inkubiert. Nach Trocknung der Membran (3 — 4 )marfolgte ein Belichten von
Rontgenfilmen (Hyperfilm ECL, Amersham Pharmaciearfkfurt am Main) fur 45 sec — 10
min und maschinelles Entwickeln der Filme (Curix 6FFA, Leverkusen)

Um Vergleichbarkeit der aufgetragenen Proteinmenged gleichmafigen Transfer der
Proteine auf die Membran zu Uberprifen, koénnen gibundenen Antikdrper durch
,Strippen“ von der Membran entfernt und diese big dreimal zur wiederholten
Immundetektion benutzt werden. Das Strippen eréotiytrch Inkubation der PVDF-Membran
fur 45 min bei 55°C in Stripping-Puffer, gefolgt vanehrmaligem Waschen in TTBS und
Wiederholung des Inkubationsprozesses mit Antikirpedie entweder gegen die
unphosphorylierte Form des Zielproteins oder gegjargut charakterisiertdsouse-keeping

Gen B-Actin, GAPDH) gerichtet waren.
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255 Immunprazipitation

Um die Uber das Two-Hybrid-System detektierte litdon zwischen NOD2 und Emmprin
zu verifizieren und die exakten Domaéanen, die fie &indung verantwortlich sind, zu
identifizieren, wurden Immunpréazipitationen durcfidgt. Zum Prézipitieren wurden diverse
Antikbrper — gerichtet gegen Emmprin und verschiedd@ags verwendeter Plasmide
(polyklonaler goat-anti EMMPRIN K20-Antikérper (SanCruz Biotechnology, Heidelberg);
monoklonaler anti-XPress-Antikorper (Invitrogen, risauhe) und polyklonaler anti-GFP-
Antikorper (Clontech, Heidelberg)) und Agard3eads mit immobilisiertem Protein A/G
(Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg) eingesetzt.

HEK 293-Zellen — ausgesat mit einer Dichte von 3010 ml-Schale und tiber Nacht
kultiviert - wurden mit den Plasmiden der zu untefenden Interaktionspartner bzw. derer
Domanen transfiziert. Nach Waschen und Sedimentidez Zellen wurde das Zellpellet in
300 pl eiskaltem IP-Lysepuffer mit jeweils 1 %igewv) Phosphatase- und Protease-
Inhibitor-Cocktail (Sigma, Miinchen) resuspendiBite Lyse erfolgte nach Zugabe von 10 pl
ProteinA/G-Agarosd3eads(Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg)ter Kiihlung zunachst
durch dreimaliges Vortexen der Zellen fur 10 sed anschlieRender Inkubation fir 30 min
bei 4°C mit abschlieRender Zentrifugation (13.208MJ(16.000 x g), 15 min, 4°C, Sigma
3K30, Braun Biotech, Melsungen), um neben der Lysspezifisch bindende Proteine und
Zelltrummer aus dem Lysat zu entfernen. Daraufhimde den Uberstanden — entsprechend
der gewlinschten Préazipitation pd Antikorper hinzugefiigt und fur 1 h bei 4°C vorirttkert,
gefolgt von einer Prazipitation Uber Nacht nach ahey von 20pul immobilisierter
ProteinA/G-Agarose. Am folgenden Morgen wurden digaroseBeads mit den daran
gebundenen Protein-Komplexen durch Zentrifugatioa.0q0 UpM (400 x @),

1 min, RT, Tischzentrifuge Centrifuge5415 C, EpmafiidHamburg) pelletiert und dreimal
fur 15 - 30 min in kaltem IP-Lysepuffer gewaschbie Elution der Proteinkomplexe erfolgte
durch Zugabe von 40 ul 2 X SDS-LB, anschlieBendartkéchen (5 min, 99°C), erneuter
Zentrifugation und Abnehmen des Uberstandes. Diattgierten Proteinlysate wurden tber
ein SDS-Gel aufgetrennt, geblottet und mit entdpeaden Antikérpern auf die Anwesenheit
der gewlinschten prazipitierten Proteine und dereprédzipitierten Interaktionspartnern
Uberprift. Als Kontrolle diente Lysat ohne Antip@rkontakt bzw. Antikérper ohne Lysat-
Kontakt. FUr den Nachweis der Expression der vedetm Proteine wurden vor der

Prazipitation abgenommene Lysate eingesetzt.
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2.5.6 Detektion von loslichen Proteinen — ELISAEnzyme-linked immunosorbent

assay

Beim ELISA wird ein fur das betreffende Zielprotegpezifischer Antikdrper cpating
antibody an eine polymere Matrix, z. B. an eine Polyviimtridplatte, gebunden. Zur
Bildung des Antikorper-Antigen-Komplexes wird dar die Matrix gebundene Antikdrper
mit Zellextrakten oder Zelliberstédnden uberschichtéach der Inkubation und einem
Waschschritt figt man einen zweiten Antikérpegetection antibodyhinzu, der ein anderes
Epitop des Antigens erkennt und wascht nach Bindemmgut. Der zweite Antikbrper ist
entweder direkt mit einem Enzym, z. B. alkalisclifiosphatase oder déorseradish
Peroxidase, verknupft oder aber man fligt dem AnpéAntigen-Antikorper-Sandwich
einen StreptavidimorseradishPeroxidase-Komplex hinzu. Diese Enzyme kdnnenaheh
Geschwindigkeit ein zugegebenes Substrat zu eirmgbigen Produkt umwandeln, dessen
Intensitat nach Abstoppen der Reaktion, bzw. nahlmbktivierung der Enzyme, in einem
Photometer gemessen werden kann. Die IntensitaFddsstoffs ist dabei proportional der

Menge des zu detektierenden Proteins.

2.5.6.1 ELISA zur Detektion von sezerniertem IL-8

Zur Bestimmung der IL-8-Sekretion wurden Uberstamtde intestinalen Epithelzelllinie
SW 620 eingesetzt. Diese waren 24 Stunden vor dee Enit pcDNA3.1-mock (der Insert-
freien Vektorkontrolle) und pcDNA3.1-NOD?2 transéri worden und mit MDP (1Qg/ml,
Bachem, Weil am Rhein) stimuliert oder unstimullegtassen.

Zur Detektion vom Zytokin IL-8 wurden passende Kdtperpaare sowie rekombinantes
Protein zum Erstellen einer Eichkurve von der FirR&D (R&D Systems, Wiesbaden-
Nordenstadt) bezogen.

In dieser Arbeit wurde ein Interleukin-8-ELISA (Ham IL-8 CytoSets) von Biosource
(Biosource, Solingen) nach Herstellerangaben dfiingt.

Die Optische Dichte (OD) des Reaktionsansatzes evbed 450 nm mit Hilfe eineELISA-
plate-readerqMilenia Kinetic, DPC Biermann, Bad Nauheim) bestit und durch Messung
der Standardkurve in absolute Konzentrationen ueulgret. Die Ergebnisse wurden in
pg Zytokin/5 x 16 Zellen dargestellt. Alle Experimente wurden in ardelansatzen

durchgefiihrt.
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2.6 Reportergen-Assay

Genetische Reportersysteme werden weitverbreitehgesetzt, um eukaryotische
Genexpression und zellulare Physiologie zu erfaschAnwendbar ist das System fir
Studien an Rezeptoraktivitdten, Transkriptionsfedao intrazellularen Signaltransduktions-
kaskaden, mRNA Prozessierung und ProteinfaltungldReporter werden im Allgemeinen
genutzt, um experimentelle Genauigkeit zu erlandmar. Ausdruck ,Dualreporter* bezieht
sich auf die simultane Expression und Messung weai individuellen Reporterenzymen
innerhalb eines einzelnen Systems. Dabei ist dgpe@mentelle* Reporter mit dem Effekt
der spezifischen Versuchskonditionen korrelierthrgad die Aktivitat des kotransfizierten
.Kontroll“-Reporters eine interne Kontrolle der laden Reaktion bereitstellt.

Zur quantitativen Analyse der NEB-Aktivierung und Aktivitat der regulatorischen
Sequenzen des NOD2-Promotors unter verschiedenanul&tionsbedingungen wurde
transiente Uberexpression von sowohl NOD2, als d@wimprin-Varianten, sowie NOD2-
Promotorkonstrukten mit Kotransfektion von Repagégren verwendet. Der Reportervektor
pNF«B-Vektors (Clontech, Heidelberg) beinhaltete dagpdrergenkFirefly-Luziferase (aus
dem GluhwirmcherPhotinus pyraliy unter Kontrolle eines Minimalpromoters mit drei
NF-kB-consensus-Enhanc&iementen und setzte die Aktivierung des RB-Signalweges
durch Expression des Zielgens in Luziferase-Akiivitum. Zur Normalisierung der
Transfektionseffizienz und der Zellvitalitdt wurdker Kontrollvektor pRL-TK (Promega,
Mannheim) mit einem moderat konstitutiven Promdigrymidinkinase-Promoter) und dem
davon abhangigen Luziferase-Gen des marinen Cerdg&enilla reniformisbenutzt.

Die Zellen wurden mit einer Zelldichte von 1,5 x* Tellentvell auf einer 96well-Platte
ausgesat und Uber Nacht kultiviert. Am nachsten Tagden die Zellen mit den
entsprechenden Plasmidéd ng pcDNA3.1-NOD2wt und 5 — 20 ng pCEV-Emmprin)
zusammen mit 20 ng pNEB-LUC und 5 ng pRL-TK transfiziert (s. 2.3.1).

Zur Analyse der Aktivierung von MAP-Kinase-Signalyem wurden auf3er dem pAP1-LUC-
Vektor (freundlicherweise zur Verfigung gestelltnv&@onaris, Kiel), der identisch zu
pNF«kB-LUC verwendet wurde, Vektoren des PathDeéifedh vivo signal transduction
pathwaytrans Reportersystem (Stratagene, Heidelberg) eingedeizser Reportergenassay
beinhaltet ein Fusions-Transaktivator-Plasmid, elas-usionsprotein exprimiert, welches als
ein trans-agierender, Signalweg-spezifischer Transkriptiakigfr fungiert. Dieses Fusions-
trans-Aktivatorprotein besteht aus einer Aktivierungsdora des z. B. cJun-Aktivatorproteins
fusioniert mit der GAL4-DNA-Bindedomane. Phosphawging der Transkriptions-
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Aktivierungsdoméne des Fusions-Transaktivator-fisteaktiviert die Transkription des
Luziferase-Gens des Reporterplasmid, da dessehedigther Promotor GAL4-Bindestellen
besitzt, an die die DNA-Bindedoméne des FusipassAktivatorproteins bindet. Als
Fusions-Transaktivator-Plasmide wurden jeweils &R§2-Elk1 bzw. pFA2-cJun eingesetzt
und mit sowohl 15 ng Reportergenplasmid pFR-Lus,aalch 2 ng pRL-TK (zur Kontrolle
der Transfektionseffizienz) sowie identischer Mangaim NFkB-Assays an pcDNA3.1-
NOD2 und pCEV-Emmprin kotransfiziert. Nach 18 h4-f2Inkubation wurden die Zellen in
einigen Fallen fir 30 min mit dem MAP-Kinase-Inhdsi PD98059 (1QuM, Cell Signaling
Technology, Frankfurt am Main) vorinkubiert odemehVorbehandlung mit 10g/ml MDP
fur 6 h stimuliert, bzw. als Kontrolle unstimulidrélassen.

Hierauf wurden die Zellen einmal mit PBS gewasched in 25 ul 1 X PLB (Promega,
Mannheim) lysiert. Die Messung der Luziferase-Akd#iten erfolgte mit Hilfe eines
MicroLumatPlus-Luminometers (Berthold, Bad Wildbatl)rch automatisierte Zugabe von
75 pl Firefly-Luziferase-Substrat (Promega, Mannf)einit anschlieRender Messzeit von 10
sec, gefolgt von Zugabe von 75 pl Stop-and-Glowdlngs (Promega, Mannheim) und
Messung fur weitere 10 sec.

Als Leerkontrollen dienten untransfizierte Zelldbie relative Luziferase-Aktivitat (RLU)
wurde nach Abzug der Leerkontrollwerte als Quotimd LUGieny und LUGeniia berechnet
und aus den Parallelexperimenten gemittelt. AllpdEdmente wurden in 3 Parallelansatzen

durchgefiihrt.

2.7 Statistische Auswertung

Die zuvor ermittelten DNA-Sequenzen der unbekannBnbankfragmente (s. 2.2.10)
wurden mit Hilfe eines Suchalgorhithmus des Nati@enter for Biotechnology Information

(NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) mit beits bekannten Nukleotidsequenzen
verglichen. Das Programm lieferte eine Auflistungr dnit der héchsten Homologie der
angegebenen Nukleotidabfolge Ubereinstimmendene®eqund einen genauen Vergleich der
entsprechenden Sequenzen mit dem prozentualenl AleteUbereinstimmungen. Mit Hilfe

dieses Datenbankabgleichs sollten die unbekannesb&hkfragmente, die urspriinglich mit

NOD?2 eine Interaktion eingegangen waren, idenéfiziverden.
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Fur die Literatur-Recherche wurde der Literaturdklgthmus des National Center for
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nim.ngov/entrez/query.fcgi?db=PubMed)
verwendet.

Fur die statistische Auswertung der Daten wurde eikommerzielles
Tabellenkalkulationsprogramm (Excel™, Microsoft, htien) verwendet. Die Ergebnisse
der DLAs und ELISAs wurden als arithmetisches MittéSEM (Standardabweichung des
Mittelwertes) dargestellt. Die Berechnung der Siganzen fiir Unterschiede zwischen dem
NOD2-Promotor und seiner Mutanten, sowie NOD2 u@D4 + Emmprin erfolgte mit Hilfe
des doppelseitigen T-Tests fir Gauss'sche Normtaliterg. Ein Signifikanzniveau mit
einem p-Wert von p < 0,05 wurde hierbei als signifikantp < 0,01 als hochsignifikant

definiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Detektion der NOD2-Expression

3.1.1 Detektion der NOD2 mRNA-Expression

3.1.1.1 NOD2 mRNA-Expression wird in intestinalen ellinien durch TNF-a-
Stimulation verstarkt

Verschiedene intestinale epitheliale Zelllinien @9, SW620, SW948) und HelLa S3-Zellen
wurden fir unterschiedliche Zeitrdume mit TME10 ng/ml) stimuliert und anschlie3end die
Gesamt-RNA isoliert. Nach reverser Transkriptionrdeudie DNA Uber RT-PCR mit Hilfe
NOD2-spezifischer Primer amplifiziert und Uber gigarose-Gel analysiert.

Unbehandelte HT-29- und HelLa S3-Zellen zeigten egeginge Menge des NOD2-
Transkriptes, jedoch konnte nach 2- bis 4-stindigéff-a-Stimulation ein deutlicher Anstieg
der NOD2 mRNA-Expression nachgewiesen werden (b. Ab).

- 1 2 4 8 24 |[h

e e e e - | NOD?
HT-29

[ ———— Iy . L LTy

Hela S3 .

Y pep—— TS )

Abb. 14: Detektion von NOD2 mRNA lber RT-PCR |

Stimulation von HT-29- und HelLa S3-Zellen mit 10/mg TNF-o fur unterschiedliche Zeitrdume
(0 - 24 h). Dasousekeepingenp-Aktin diente als Kontrolle.

Eine Stimulation mit unterschiedlichen Konzentraén von TNFe (0,5 ng/ml, 1 ng/ml, 2
ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml und 50 ng/ml) fir 20 h wiauf eine klare Dosis-Abhéngigkeit
dieses TNFx-induzierten Anstiegs der NOD2 mRNA in HT-29- unélld S3-Zellen hin (s.
Abb. 15).

70



Ergebnisse

05 1 2 5 10 50gfml]

e el el S — — NOD2

HT-29
- e e whe i @ | (-AKiN
¢ e NOD2
Hela S3 )
— e — — — | 3-AKIN

Abb. 15: Detektion von NOD2 mRNA tber RT-PCRII

Stimulation von HT-29- und HelLa S3-Zellen fur 20t verschiedenen TNE-Konzentrationen
(0,5 ng/ml - 50 ng/ml). Dasousekeepingenp-Aktin diente als Kontrolle.

Sowohl in der intestinalen epithelialen Zelllinie T+29, als auch in der Cervix-
Karzinomzelllinie HeLa S3 kam es zu einer deutlith2unahme der NOD2 mRNA-

Expression bei steigenden TNFKonzentrationen.

3.1.1.2 NOD2 mRNA-Expression wird in intestinalenellinien durch kombinierte
TNF-a- und IFN-p-Stimulation positiv reguliert

Intestinale epitheliale HT-29- und HelLa S3-Zellearden fiir 20 h neben TNé&{10 ng/ml)
zusatzlich mit IFNy (1000 U/ml) stimuliert, die Gesamt-RNA isoliertNB Uber RT-PCR
mit Hilfe NOD2-spezifischer Primer amplifiziert uridber Agarose-Gel analysiert.

Die Kostimulation mit TNFe und IFN«y zeigte eine deutliche Verstarkung der NOD2 mRNA
gegenlber der alleinigen TNEFStimulation, womit der synergistische Effekt voilNH-o-
und zusétzlicher IFN-Behandlung auf die NOD2 mRNA-Expression nachgesviesurde.
Eine Stimulation ausschlie3lich mit IFNfesultierte in keinem signifikanten Anstieg der
NOD2 mRNA-Expression (s. Abb. 16a).

Die densitometrische Analyse der Ergebnisse velidetg den signifikanten Anstieg der
NOD2 mRNA-Expression nach Kostimulation mit TNFRsnd IFNy (s. Abb. 16b).
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Abb. 16: Synergistischer Effekt von IFNy auf TNF-e-induzierte NOD2 mRNA-Expression

a) Stimulation von HT-29- und HelLa S3-Zellen fur 2Qu&ten mit TNFe (10 ng/ml) und/oder
IFN-y (1000 U/ml).
b) Das Histogramm reprasentiert die Werte nach desittenetrischen Auswertung.

3.1.2 Detektion der NOD2-Proteinexpression

Aufgrund der Beobachtungen der NOD2 mRNA-Expressulite Gberprift werden, ob sich
die bisherigen Ergebnisse auch auf die Proteinelidregtragen lassen. Hierzu wurden

Western Blot-Analysen mit einem polyklonalen Antigér gegen NOD2 durchgefiihrt.

3.1.2.1  Gesteigerte NOD2-Proteinexpression in ititeen Zelllinien durch TNF-a-

Stimulation

Die intestinalen epithelialen Zelllinien HT-29, SAHBund SW948 und die Cevix-Karzinom-
Zelllinie HeLa S3 wurden mit TNk- (10 ng/ml) stimuliert und zu unterschiedlichen
Zeitpunkten geerntet. Ein deutlicher Anstieg derXcProteinexpression konnte fir HT-29-,
SW620-und SW948-Zellen nach 8- und flr HeLa S3efelhach 4-stiindiger Stimulation
beobachtet werden (s. Abb. 17).
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Abb. 17: Detektion von NOD?2 in epithelialen Zellinen tiber Western Blot-Analyse

Die Zellen wurden fir unterschiedliche Zeitrdumet MNF-a (10 ng/ml) stimuliert. Einsetzen
gleicher Proteinmengen wurde (exemplarisch an Hgtleen abgebildet) Gber die zuséatzliche
Verwendung eines anfi-Aktin-Antikorpers kontrolliert.

3.2 Regulation der NOD2-Expression

3.2.1 Analyse potentiellerkB- und y-Interferon-Aktivierungs- (GAS-) Bindestellen
im NOD2-Promotor

Mittels bioinformatischer Analysemethoden (Genomatklgorithm) wurde die Existenz
dreier DNA-Elemente mit starker Homologie zur NB-Binde-Konsensus-Sequenz
aufgedeckt. Diese Elemente liegen an Position (6 <6GGGAAGCCC-3'kB1), - 301 (5'-
GGGCCTCCCC-3'«B2) und - 26 (5"-GGGAATTTCC-3%B3) (s. Abb. 18). Da TNFk-als
starker Aktivator des NkB-Signalweges bekannt ist, sollte die folgende tmtehung
zeigen, ob die Aktivierung von N&B und dessen Bindung an den NOD2-Promotor fir die

TNF-o-induzierte NOD2-Expression notwendig ist.
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Abb. 18: Schematische Darstellung des pGL3B-NODZ(316)-Konstrukts mit der Lokali-
sation der drei potentiellen NFxB-Bindeelemente im NOD2-Promotor

Um eine mogliche Bedeutung der homologen #B-Bindestellen nachzuweisen, wurden
durch zielgerichtete Mutagenese die Sequenzen séndert, dass die Bindestellen
funktionell inaktiv wurden. Im anschlielenden Répagenassay zeigte der intakte NOD2-
Promotor pGL3B-NOD2(-1316) eine induzierbare RB-Aktivitdt. Die Verdnderung der
kB3-Stelle resultierte in einer hochsignifikantenndbme der TNk~ und TNFe-/IFN-y-
induzierten Luziferase-Aktivitat. Ein schwéachereifet konnte fur das Ausschalten der
k-B2-Stelle nachgewiesen werden (s. Abb. 19)

Zur Kontrolle der Spezifitit des Assays zeigte eileichzeitige Uberexpression des
Superrepressors vorkB-a durch Kotransfektion des pCM\&B-aM-Plasmids (Clontech,
Heidelberg) ebenfalls einen Rickgang induzierteDIif@Promotor-Aktivitat (s. Abb. 19).
Diese Ergebnisse lassen somit auf eine BeteiligmmgNF«B an der Regulation des NOD2-
Gens durch TNF: schlieBen und spiegeln gleichzeitig den TNHFN-y-Synergismus

wider.

P { Geldscht: 1
St
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Abb. 19: Induzierbare Reportergen-Aktivierung desNOD2-Promotors

HelLa S3-Zellen wurden mit dem intakten NOD2-Promopg&sL3B-NOD2(-1316), dem Uuber

Mutagenese verandertaB2- (AxB2) bzw. kB3-Element AxB3) und dem Superreppressor von
I-kB-a (I-xB-DN) transfiziert, mit TNFe- und TNFe/IFN-y stimuliert bzw. unstimuliert belassen
und die NFxB-Aktivierung tber Reportergenassay nachgewiesarl.aHS3-Zellen, die mit dem

pGL3B-basic Plasmid (Insert-freier Vektor) trangfiz wurden, dienten als Negativ-Kontrolle.
T-Test: *p< 0,01

Im Gegensatz dazu zeigte das Ausschaltercd®t-Stelle eine hochsignifikante Steigerung
der TNFe- und TNFe-/IFN-y-induzierten Luziferase-Aktivitdt, was vermuten sisdass
diese Sequenz keine funktionelle NB-Bindestelle im intakten NOD2-Promotor darstellt
(s. Abb. 20).

Weitere Computer-Analysen deuteten auf 2 unabhan@igS-Bindestellen an Position - 622
(GAS1) und - 379 (GAS2) hin. Allerdings erwiesedhsdiese Bindestellen im unveranderten
NOD2-Promotor als nicht funktionell, da IFNalleine nicht zu einer gesteigerten NOD2
mRNA-Menge fiihrte. Eine zielgerichtete Mutagenesem zAusschalten dieser GAS-
Bindestellen unterstrich die Hypothese und zeigtgdgen einer Reduzierung sogar einen
deutlichen Anstieg der TNB&- und TNFe-/IFN-y-stimulierten Reportergen-Aktivitat
(s. Abb. 20).
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Abb. 20: Gesteigerte Reportergen-Aktivierung des BD2-Promotors durch veréanderte kB1-
und GAS-Elemente
HelLa S3-Zellen wurden mit dem intakten NOD2-Promop&sL3B-NOD2(-1316), dem Uuber
Mutagenese verandertexBl (AxB1l)-Element sowie veranderten putativen GAS-Binelést
(AGAS1 und AGAS2) transfiziert, mit TNFe und TNFe/IFN-y stimuliert bzw. unstimuliert
belassen und die NEB-Aktivierung liber Reportergenassay nachgewiesehat83-Zellen, die mit
dem pGL3B-basic Plasmid (Insert-freier Vektor) sfiriert wurden, dienten als Negativ-Kontrolle.
T-Test: *p<0,01.
3.3 Analyse der Rolle von NOD?2 in intestinalen epithelien Zellen

3.3.1 NOD2-Expression steigert MDP-induzierte 1L-8-Sekretin in SW620-Zellen

Das hier verwendete Expressionsplasmid fiir NOD2 Dp&3.1-NOD2wt) wurde
freundlicherweise von G. Nunez (Ann Arbor, Michigd#SA) zur Verfigung gestellt. Das
Expressionsplasmid fur die NOD2-Variante SNP13 (¥&B.1-NOD2-SNP13) war im
Rahmen vorangegangener Studien unseres Laborsstadiigsorden.

Die Uberstande NOD2- und SNP13-iiberexprimierend¥v63-Zellen wurden nach
Stimulation mit unterschiedlichen Konzentrationem WDP (1-10ug/ml) zum Nachweis flr
sezerniertes IL-8 im ELISA eingesetzt.

NOD2-exprimierende SW 620-Zellen zeigten deutligstgigerte Mengen an sezerniertem
IL-8 nach Stimulation mit ansteigenden MDP-Konzatitmen. Im Gegensatz hierzu kam es
sowohl in mit entsprechendem Kontrollplasmid-, aleh SNP13-exprimierenden Zellen zu
keiner signifikanten Veranderung der IL-8-Seknetiach MDP-Stimulation (s. Abb. 21).
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Abb. 21: IL-8-Sekretion in NOD2-iiberexprimierendenSW620-Zellen nach MDP-Stimulation
SW620-Zellen wurden mit den ExpressionsplasmidenNOD2 (pcDNA3.1-NOD2wt) und SNP13
(pcDNA3.1-NOD2-SNP13) bzw. mit dem entsprechendeontkollplasmid (pcDNA3.1-mock)

transfiziert und nach 8 h mit verschiedenen Konzgiohen von MDP (1-1Qug/ml) fir 16 h
stimuliert. Die Sekretion von IL-8 wurde Uber ELISI&tektiert. T-Test: *p < 0,01.

3.4 Untersuchungen zu potentiellen Interaktionsparern von NOD2

3.4.1 Two-Hybrid-Screening

3.4.1.1 Klonierung von NOD2wt in das KéderplasmiBD

Die Ergebnisse zur Expression eines NOD2-DNA-Bimhe@inen-Fusionsproteins wird hier
anhand des Expressionskonstruktes pBT-NOD2 exersgharfir die Herstellung anderer
Konstrukte dargestellt.

Die Amplifkation der gesamten kodierenden Sequenan VNOD2 aus dem
Expressionsplasmid pcDNA3.1-NOD2wt lieferte die arigte Bande (NOD2wt) von 3120 bp
(s. Abb. 22).
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Abb. 22: Amplizierung der kodierenden Sequenz fuNOD2 aus pcDNA3.1-NOD2wt

Fur die Amplifikation der kodierenden Sequenz fuODR aus pcDNA3.1-NOD2wt wurden
sequenzspezifische Primer mit zusatzlichen Restrigschnittstellen am 5°-Ende der
Oligonukleotide eingesetzt.

Nach enzymatischem VerdaNdt | und Xho ) wurden die Konzentrationen von Insert und
Plasmid (NODggy und pBTig.cip) im Vergleich zu den bekannten Konzentrationere®in
DNA-Markers quantifiziert. Die geschatzten Konzeationen betrugen 25 ng/ul fir NOR2
und 10 ng/ul fir den Vektor pBifcip (S. Abb. 23).

ng/ul Marker pBT dgigcir NOD 2uig

30
25

20
15

10 e
|

Abb. 23: Abschéatzung der DNA-Konzentrationen

Die Abschatzung der DNA-Konzentrationen von Insentl Vektor erfolgte nach enzymatischem
Verdau ¢lig) und Dephosphorylierung des Vektorsipj mit alkalischer Phosphatase durch
Vergleich mit bekannten Konzentrationen der Markaden.
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Die anschlieBende Transformation und Ausplattierliefgrte fir pBT-NOD2 ca. 40 — 60
Kolonien, von denen 8 Einzelklone gepickt und eiRExsmidisolierung unterzogen wurden.
Mit der aufgereinigten Plasmid-DNA wurde ein Korlverdau durchgefuhrt, um das
Vorhandensein des gesuchten Inserts zu Uberpriffieweichend vom Restriktionsverdau
wurden hier Enzyme gewabhlt, die anstelle der Gdéage: nur einen definierten Abschnitt
des Inserts aus dem Konstrukt schneiden. Die Grimeléiir liegen einerseits darin, dass
Insert und Plasmid &hnliche Basenlangen von 3120nap3200 bp aufweisen und sie daher
schwer unterscheidbar sind. Andererseits ermdgtidde Methode zusatzlich, die korrekte

Orientierung des klonierten Inserts zu bestimmen.

bp Marker Marker
= * -
4000 [ 55 e e e ek € Vekior + NOD2 (1-842)
3000 W — — | g \ektor
2000 s | @ NOD2 (843- 3120)

Klon# 1 2 3 4 56 7 8
Abb. 24: Testverdau zur ldentifizierung positiver Klone

Der Verdau wurde nach Isolierung der Plasmid-DNA gapickten Einzelklonen mit den Enzymen
SaclundXhol durchgefuhrt.

Die pBT-NOD2-Klone #1, #4, #5 und #6 zeigten bezyenatischem Verdau miBacl
und Xhol die erwarteten FragmentgréRen von 4042bp und 32718bAbb. 24) und

wurden nach Sequenz-Verifizierung einer préparatRklsmidisolierung unterzogen.

3.4.1.2  Vorversuche zur Verwendbarkeit der hergbsta pBT-Konstrukte und
Transformationsmethodik

Die aufgereinigten, rekombinanten Kéderplasmidel &b. 13) wurden vor dem anschliel3en-
den Two-HybridScreenzunéachst auf ihre Tauglichkeit zur Detektion vamtBin-Protein-
Interaktionen getestet. Das Ergebnis zeigte, dass-dsionsprotein aus DNA-Bindedoméane
und NOD2 nicht vorab mit der Aktivierungsdoménee diom Insert-freiem Zielplasmid
exprimiert wird, interagiert, womit die Kéderplasieibedenkenlos fir die eigentlichen Two-
Hybrid-Versuche eingesetzt werden konnten.
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Zur Bestimmung der Transformationseffizienz von BBdind Zielplasmid konnten bei einer
Verdinnung von 1:1000 eines 1@BAnsatzes ca. 50 Kolonien ausgezahlt werden, \ives e
Transformationseffizienz von 50 x 26fu (colony-forming unitsentsprach.

Die Anzahl der Kotransformationen wurde basieremddgr gesamten Anzahl von Kolonien,
die fur dasScreeningeiner komplette Genbank benétigt wurden (2 %,10nd der Effizienz
der Kotransformation (5 x P0cfu) festgelegt. Fir daScreeningder gesamten Genbank
mussten demnach bei Verwendung der nachfolgendeitiBhg 4 Transformationsansatze
pro Two-HybridScreendurchgefihrt werden:

Gesamtzahl der zcreenendeiolonien
Kolonie-Ertrag der Kotransformation

Anzahl der Karisformationen

2x106 -4
5x 16

3.4.1.3  Genbank-Screening

Insgesamt konnten jeweils 400 mutmallich positiven& mit NOD2wt und den CARDs,
sowie je 200 Klone mit SNP13 und LRR zur weiterenakse detektiert werden. Die
anschlieBende Plasmidisolierung und Sequenzierwrentifizierte folgende mdgliche

Interaktionspartner (s. Tab. 20):
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Tab. 20: Uber Two-Hybrid-System identifizierte Interaktionspartner von NOD2-Varianten

Die Zielgene sind nach ihrer Haufigkeit entsprechealler durchgefiihrten Two-Hybrid-
Experimente aufgefiihrt. Abgebildet sind nur die mdp die mindestens dreimal als
Interaktionspartner von NOD2wt, SNP13, den CARD=de CARD-Domaéanen) und/oder den LRRs
(Leuzinreiche Wiederholungen) auftraten.

Abkurzungen: eEF2 - eukaryotischer Translationsigdtionsfaktor 2; EMMPRIN -extracellular
matrix metalloproteinase induceeEF1ly - eukaryotischer Elongationsfaktor 1 gamma; 1Gd8§ -
heavy chain constant gamma 3; ekF1-eukaryotischer Elongationsfaktor 1 alpha; CSRP1
Cystein/Serin reiches Protein 1; IGFBP#hsulin like growth factor binding proteid; ARMET -
arginine- rich, mutated in early stage tumpiesPK1 — éstis specific protein kinase CDX2 -
caudal type homeobox transcription factor 2

Two-Hybrid-Interaktionspartner
Name Anzahl NOD2wt SNP13 CARDs LRR
eEF2 11 4 3 4 -
Prosaposin 11 9 1 - 1
Emmprin 8 3 2 3 -
Creatin Kinase B 6 1 2 1 2
eEF1+y 6 3 - 3 R
Galectin_4 6 - - 4 2
1Gg3 6 3 - 2 1
Aldolase A 6 1 1 2 -
ATPase H+ 6 2 2 2 -
Myosin 6 5 4 - 1 -
eEFlu 5 - 1 3 1
ribosomales Protein S 4 2 - 2 -
CSRP1 4 1 - 2 1
ribosomale S6 Kinase 3 1 - 2 -
IGFBP4 3 2 - 1 -
Desmin 3 2 - 1 -
Semaphorin 3 3 - - -
frizzled homolog 9 3 3 - - -
ARMET 3 1 - - 2
TsPK1 3 3 - - -
CDX2 3 - - 3 -
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Uberraschenderweise zeigte keines der durch diesgarimentellen Ansatz identifizierten
potentiellen Interaktionspartner strukturelle Albhkeiten zum NOD2-Protein, wie z. B.
CARD-Doméanen oder Leuzinreiche Regionen. Unter den haufigsten detektierten
Bindungspartnern wurde Emmprin ausgewahlt, um wfierhktion mit NOD2 zu verifizieren
und charakterisieren. Emmprin induziert die Expgmsson Matrixmetalloproteinasen, deren
Bedeutung in chronisch entziindlichen Darmerkrankangm Speziellen in M. Crohn
beschrieben werden konnte (Peneééral, 1997; Pendeet al, 1998). Anhand des Two-
Hybrid-Screenskonnte eine Interaktion mit der M. Crohn-assoziierten NO@Z&iante

SNP13 nachgewiesen werden, die mit der unmutidrR-Region ausblieb, und somit auf
eine interessante Funktion hinweisen konnte. Whaitewurden mehrere Interaktionen von
Emmprin mit den CARDs nachgewiesen, die fur diedBmg an RICK und die RICK-

abhangige NOD2-vermittelte N&B-Aktivierung essentiell sind, was auf eine Funitimon

Emmprin innerhalb des NOD2-Signalgeschehens hieddtinnte.

3.4.2 Immunprazipitations-Analysen von NOD2 und Emmrin

Die im Two-Hybrid-System identifizierte Interaktimn Emmprin mit den unterschiedlichen

NOD2-Varianten sollten mit Immunpréazipitations-Expgenten verifiziert werden.

3.4.2.1 Emmprin interagiert mit NOD2 und SNP13

Endogen exprimiertes Emmprin wurde mit einem pagklen anti-Emmprin-Antikorper in
NOD2- und SNP13- tiberexprimierenden HEK 293-Zeilllemunprazipitiert.

Sowohl koprazipitiertes NOD2-Protein, als auch SBHPtotein konnten in der folgenden
Western Blot-Analyse mit polyklonalem anti-NOD2-#Asitrper detektiert werden. Fir die
NOD2-Variante SNP13 konnte in der Immunprazipitatiour eine schmale Bande
nachgewiesen werden, was auf eine schwachere ktieranit Emmprin gegentiber dem
Wildtyp hindeutet. Allerdings erfolgte auch in dégsaten eine geringere Expression von
SNP13 als NOD2, was zusatzlich eine Erklarung fig&r abgeschwachte Interaktion sein
konnte (s. Abb. 25).
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IP: Emmprin
IP Lysate
K mock NOD2  SNP13 NOD2 SNP13
e
.' L — e € 128105
P Y -

WB: NOD2

Abb. 25: Nachweis der Interaktion zwischen Emmprinund NOD2 Uber Immunprazipitation

HEK 293-Zellen wurden mit den Konstrukten pcDNABbek, pcDNA3.1-NOD2wt (NOD2) und

pcDNA3.1-NOD2-SNP13 transfiziert (mock = InsertifreVektor = Negativkontrolle, K = Positiv-

kontrolle). 24 Stunden nach der Transfektion wurdenZellen lysiert und mit einem polyklonalen
anti-Emmprin-Antikdrper, der gegen den intrazellatda Teil Emmprins gerichtet ist,
immunprazipitiert. Die anschlieBende Detektion kgt mittels Western Blot-Analyse mit einem
polyklonalem anti-NOD2-Antikdrper.

3.4.2.2 Emmprin interagiert mit den CARDs

Um die im Two-HybridScreenidentifizierte Interaktion von Emmprin und den dwe
CARD-Domanen uber Immunprazipitation zu bestatigemyden GFPreen fluorescent
protein) Fusionsproteine des Wildtyps und der CARDs figr Bransfektion eingesetzt und
wie unter 3.4.2.1 vorgegangen.

Sowohl der Wildtyp (NOD2), als auch die beiden CARDmanen (CARDs) wurden
gebunden an Emmprin koprazipitiert und konnten adhder anschlieRenden Western Blot-
Analyse Uber einen anti-GFP-Antikoérper detektiegtaen (s. Abb. 26).
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Abb. 26:  Nachweis der Interaktion zwischen Emmprinund NOD2 sowie den CARDs Uber - [ Gelbscht: 1

Immunprazipitation

HEK 293-Zellen wurden mit den Konstrukten pEGFP-kiggEGFP-NOD2 und pEGFP-CARDs
transfiziert, 24 Stunden nach Transfektion lysiertd mit einem polyklonalen anti-Emmprin-
Antikdrper immunprazipitiert. K: Kontrolle, Lysathoe Antikdrper-Kontakt. Die anschlieBende
Detektion erfolgte Gber Western Blot-Analyse mitesn monoklonalen anti-GFP-Antikorper.

3.4.2.3 Emmprin interagiert mit endogenem NOD2

Um die Interaktion unter Bedingungen zu testen, deen beide Proteine nicht durch
Transfektion exogen Uberexprimiert worden warenyden Monozyten-ahnliche THP-1-
Zellen, in denen endogene NOD2-Expression besdmieburde (Oguraet al, 2001a),
verwendet. Es zeigte sich, dass auch unter diesdm@ungen eine Interaktion von Emmprin
mit NOD2 erfolgte.

Konstitutiv exprimiertes NOD2 zeigt in THP-1 Zelleine Doppelbande fir NOD2 und liegt
somit in zwei unterschiedlichen Isoformen vor. Trater verwendeten hohen Zellzahl
(1,5 x 1d) wurde NOD2 nur gering exprimiert, was die schwacrtBanden im Lysat
verdeutlichen. Im Anschluss an die Detektion wurdi#é dem anti-Emmprin-Antikdrper

endogen exprimiertes Emmprin nachgewiesen (s. 2bb.
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Abb. 27: Nachweis der Interaktion zwischen endogeaxprimiertem NOD2 und Emmprin in
THP-1-Zellen

24 Stunden nach Aussaat von 1,5 X TBiP-1-Zellen wurden diese lysiert, Emmprin mitiant
Emmprin-Antikérper immunprazipitiert und sowohl N@Pals auch Emmprin Gber Western Blot-
Analyse mit entsprechenden Antikdrpern nachgewiesenKontrolle, Lysat ohne Antikdrper-

Kontakt.

3.4.2.4 Die CARD-Doméanen binden an Emmprin

Zur ldentifizierung der exakten Proteindomane voBIX, die mit Emmprin interagiert,
wurden CARD1, CARD2, beide CARD-Domanen, die NODd uwie LRR-Region, kloniert
in einen Expressionsvektor mit XPress-Tag (pcDNAFPDHisMax), fir Immun-
prézipitations-Experimente eingesetzt. In der alie8anden Western Blot-Analyse wurde
der anti-XPress-Antikorper verwendet.

Wahrend sich weder eine Interaktion der ersten (@) zweiten CARD-Domane (C2), noch
der zentralen NOD-Doméane (NOD) und der LRR-RegioRR) mit Emmprin nachweisen
lie3, zeigte sich die beobachtete Interaktion reirvollstandiger Expression beider CARD-
Doménen (CARDS) (s. Abb. 28, links).

Die Analyse der Lysate ergab zudem, dass die Upesgesion aller eingesetzten XPress-

Konstrukte erfolgreich nachgewiesen werden korsitélpb. 28, rechts).
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Abb. 28: Nachweis der Interaktion zwischen Emmprin und unterschiedlichen NOD2-
Domanen lber Immunprazipitation

HEK 293-Zellen wurden mit den Konstrukten pcDNA4gko(mock), pcDNA4-CARD1 (C1),
pcDNA4-CARD2 (C2), pcDNA4-CARDs, pcDNA4-NOD und pbB4-LRR transfiziert.
24 Stunden nach Transfektion wurden die Zellerelysind mit einem polyklonalen anti-Emmprin-
Antikdrper immunprazipitiert. AK: Kontrolle, Antikiper ohne Lysat-Kontakt. In der
anschlieRenden Western Blot-Analyse wurden die NODBgéanen anhand des monoklonalen
XPress-Antikorpers detektiert. Die Banden bei 58 88 kDa verdeutlichen die schwere und leichte
Ig-Kette des Antikorpers.

3.4.2.5 Die CARD-Domaénen binden an den intrazelltéé Teil von Emmprin

Nachdem bewiesen werden konnte, dass flr die kiteravon NOD2 und Emmprin beide
CARD-Domanen essentiell sind, sollte in diesem Mehsansatz tberpriift werden, welcher
Bereich von Emmprin mit NOD2 interagiert. Hierzunde ein Fusionsprotein, bestehend aus
GFP und dem intrazellularen Bereich von Emmprin {#osduren 687 bis 810) zusammen
mit den einzelnen NOD2-Domaéanen in HEK 293-Zelleeréxprimiert, mit Hilfe eines GFP-
Antikorpers prazipitiert und Uber Western Blot-Aysd mit XPress-Antikdrper detektiert
(s. Abb. 29).
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Abb. 29: Nachweis der Interaktion zwischen dem imtazellularen Teil von Emmprin und
unterschiedlichen NOD2-Domanen ber Immunprazipitaton mit GFP-Antikorper

HEK 293-Zellen wurden mit pEGFP-Emmprin-IC (einenkRsProtein- und intrazellularem Teil
von Emmprin-Fusionsprodukt) und jeweils einem densgtrukte pcDNA4-mock (mock), pcDNA4-
CARD1 (C1), pcDNA4-CARD2 (C2), pcDNA4-CARDs, pcDNAYOD, pcDNA4-LRR, pcDNA4-
NOD/LRR (N/L) und pcDNA4-NOD2wt (NOD2) kotransfizte 24 Stunden nach Transfektion
wurden die Zellen lysiert und der intrazellularel Mon Emmprin als GFP-IC-Fusionsprodukt mit
einem monoklonalem anti-GFP-Antikdrper immunpréazspi. AK: Kontrolle, Antikbrper ohne
Lysat-Kontakt. Die anschlielende Detektion erfolgber Western Blot-Analyse mit dem mono-
klonalem anti-XPress-Antikorper. Die Banden bei &% 30 kDa verdeutlichen die schwere und
leichte Ig-Kette des Antikorpers.

Wie in Abbildung 29 dargestellt, wurden fir die draktion wiederum beide CARD-
Domé&nen von NOD2 bendétigt, um an den intrazellm@feil von Emmprin zu binden,
wahrend sowohl fir die CARD1-, CARD2-, als auch N®D- und LRR- Doméne und das
Konstrukt aus NOD und LRR (N/L) keine Interaktioachgewiesen werden konnte.

Um zu Uberprifen, ob die Wahl der Antikorper-Refloége einen Einfluss auf die Interaktion
austiben wirde, wurden in einer weiteren Immunpiié@tipns-Analyse zunédchst die NOD2-
Konstrukte mit Hilfe eines anti-XPress-Antikorpepsazipitiert und eine Bindung des
Fusionsproteins aus GFP und intrazellularem Emmpiiper den GFP-Antikérper
nachgewiesen. Es zeigte sich, dass bei Prazipitafier NOD2-Varianten, sowohl die
Interaktion der beiden CARD-Domaéanen, als auch desagten NOD2wt-Proteins mit

Emmprin bzw. dessen intrazellularen Teils verifizigerden konnte.
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Abb. 30: Nachweis der Interaktion zwischen dem imtazellularen Teil von Emmprin und
unterschiedlichen NOD2-Doménen uber Immunprézipitaton mit XPress-
Antikorper

HEK 293-Zellen wurden mit pEGFP-Emmprin-IC (einenfFrRsProtein- und intrazellularem Teil
von Emmprin-Fusionsprodukt) und jeweils einem densgtrukte pcDNA4-mock (mock), pcDNA4-
CARD1 (C1), pcDNA4-CARD2 (C2), pcDNA4-CARDs, pcDNAXOD, pcDNA4-LRR, pcDNA4-
NOD/LRR (N/L) und pcDNA4-NOD2wt (NOD2) kotransfizte 24 Stunden nach Transfektion
wurden die Zellen lysiert und pcDNA4-Konstrukte mihem monoklonalen anti-XPress-Antikorper
immunprazipitiert. AK: Kontrolle, Antikérper ohneykat-Kontakt. Die anschlie3ende Detektion des
intrazellulare Teils von Emmprin als GFP-IC-Fusiprslukt erfolgte Uber Western Blot-Analyse
mit dem monoklonalem anti-GFP-Antikorper. Die Bamdeei 55 und 30 kDa verdeutlichen die
schwere und leichte Ig-Kette des Antikdrpers.

3.5  Untersuchungen der funktionellen Bedeutung deNOD2-Emmprin-Interaktion

Um die Funktion der Interaktion von Emmprin und N®DRu charakterisieren, wurde
zunéachst UbeRNAExperimente mehrfach versucht, die mMRNA- und Fmetgression von
Emmprin auszuschalten, um sicherzustellen, dassinuEffekt beiin vitro-Kotransfektion
von Emmprin auf die Funktion von NOD2 ausgeulbt warann. Trotz Ausschopfung aller
anwendbarer siRNA-Nukleotide, gelang es weder aBN#-, noch auf Protein-Ebene, die
Emmprin-Expression deutlich zu vermindern oder gaszuschalten. Daher wurde in den
folgenden Versuchen neben der klassischen LablimgIHEK 293 zur Untermauerung der
Ergebnisse CHO- chinese hamster ovaijy Zellen verwendet. Western Blot-Analysen
bestatigten den Befund aus friheren Veroffentligam (Guoet al, 1997), dass diese

Zelllinie keine nachweisbare endogene Emmprin-Esgion aufweist.
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Die unterschiedlichen ProteingréRen deuten aufchéedene Glykolysierungszustande des

Emmprins in den untersuchten Zelllinien hin.

HEK 293 HT-29 HeLaS3 CHO

SB kDAL | ey - € Emmprin

42 kDaO - - -, .- € B-Aktin

Abb. 31: Nachweis der Emmprin-Expression in untershiedlichen Zelllinien

Lysate verschiedener Zelllinien wurden sowohl niviieen monoklonalen anti-Emmprin-Antikérper
gegen den extrazelluldaren Teil, als auch mit dem di¢ Immunprazipitationen verwendeten
polyklonalen Antikorper gegen den intrazellularesil Wvon Emmprin untersucht. In beiden Fallen
wurde in CHO-Zellen keine Emmprin-Expression naetigeen. Abgebildet ist die Detektion tber

Western Blot-Analyse mit monoklonalem Antikbrpem$etzen gleicher Proteinmengen wurde tber
die zusatzliche Verwendung eines ghthktin-Antikorpers kontrolliert.

3.5.1 Einfluss von Emmprin auf die NOD2-induzierteNF-kB-Aktivierung

Im Folgenden sollte anhand von Reportergen-Assays Rhosphorylierungs-spezifischer
Immunoblots die Aktivierung des NiB-Signalweges nach Stimulation der Zellen mit MDP

untersucht werden. Hierbei sollte die Rolle der NlEmmprin-Interaktion naher analysiert

werden.

3.5.1.1 Dosis-Abhangigkeit des inhibierenden Effekvon Emmprin auf die NOD2-
induzierte NF-«B-Aktivierung

Um den Einfluss von Emmprin auf die MDP-stimulietteluktion der NF«B-Aktivierung
durch NOD2 zu untersuchen, wurde ein Reportergaasmit NFkB-abhangigem
Reportergen durchgefihrt.

Hierzu wurden HEK 293-Zellen mit NOD2 (5 ng) und tenschiedlichen DNA-
Konzentrationen von Emmprin (5 — 20 ng) transfizielach 18-stiindiger Inkubation fir
weitere 6 Stunden mit 18g/ml MDP stimuliert bzw. als Kontrolle unstimulidrelassen und
die Luziferase-Aktivitat gemessen (s. Abb. 32).
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Abb. 32: Dosis-abhéngige Hemmung der NOD2-induzieen NFkB-Aktivierung durch
Emmprin

HEK 293-Zellen wurden sowohl mit dem KontrollvektfWektor), mit 5 ng NOD2 und 20 ng
Emmprin transfiziert, als auch mit NOD2 und untéisdlichen Konzentrationen von Emmprin (5 —
20 ng) kotransfiziert und nach 18-stiindiger Inkidrafir weitere 6 h mit 1ug/ml MDP stimuliert
bzw. als Kontrolle unstimuliert belassen. Die KB-Aktivierung wurde Uber Reportergenassay
nachgewiesen. Der Einsatz gleicher Plasmid-Mengenrdev Uber Kotransfektion des
Kontrollvektors gewdhrleistet. T-Test: 1 < 0,01 fur NOD2 (—/+ MDP), **p < 0,01 fir NOD2
gegen NOD2 + Emmprin.

Es konnte in HEK 293-Zellen ein deutlicher Anstigy NFkB-Aktivierung um den Faktor
17 in NOD2-exprimierenden Zellen nach MDP-Stimuatim Vergleich zur Vektorkontrolle
nachgewiesen werden, was in guter Ubereinstimmuihglen bisher veroffentlichten Daten
steht (Ogureet al, 2001a; Inoharat al., 2003b). In unstimulierten NOD2-exprimierenden
Zellen zeigte sich eine Basalaktivitdat von KB; was Ubereinstimmend mit Beobachtungen
in friheren Veroffentlichungen (Ogumet al, 2001a) auf eine Uberexpression von NOD2
zurlickzufihren ist. Da diese Aktivierung in allerON2-exprimierenden Zellen nahezu
identisch war, konnte sie in Hinsicht des Einflsssen Emmprin auf die NOD2-vermittelte
NF-kB-Aktivierung vernachlassigt werden.

Die Koexpression von NOD2 und Emmprin resultierecm MDP-Stimulation in einer

hochsignifikanten dosis-abhangigen Inhibition de®©D®-induzierten NFB-Aktivierung
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durch Emmprin. Bei steigenden Emmprin-DNA-Konzetitrzen von 5 — 20 ng wurde der
Einfluss von Emmprin kontinuierlich starker, washsiin einer Verminderung der N&B-
Aktivierung darstellte. Emmprin-transfizierte Zelleeigten keine Induzierung von NdB-.

Je nach Transfektionsansatz wurde zusétzlich dispethende Menge des Insert-freien
Vektors kotransfiziert, um den Einsatz identiscR&rsmid-Mengen pro Ansatz und Versuch

zu gewabhrleisten.

3.5.1.2 Inhibierender Effekt von Emmprin auf die NOR-induzierte NFxB-
Aktivierung in CHO-Zellen

Zur Kontrolle des beschriebenen inhibierenden E&f@lon Emmprin auf die MDP-stimulierte
Induktion der NF«B-Aktivierung durch NOD2 wurde der Reportergen-Assait NF«B-
abhangigem Reportergen in CHO-Zellen durchgefiimt sicherzustellen, dass nur ein Effekt
beiin vitro-Kotransfektion von Emmprin auf die Funktion von DN®ausgetibt wird.

Hierzu wurden die CHO-Zellen mit 5 ng NOD2 und ZDEmmprin transfiziert, mit 1Qg/ml
MDP stimuliert und bezlglich der Luziferase-Aktétitgemessen. Der Einsatz gleicher
Plasmid-Mengen wurde wiederum Uber Kotransfekti@ar dntsprechenden Mengen des
Kontrollvektors gewéhrleistet.

Die zur Kontrolle der Ergebnisse verwendeten CH@ehgs. Abb. 33) zeigten ein ahnliches
Bild wie die HEK 293-Zellen (s. Abb. 32). Aufgruntér schlechteren Transfektionseffizienz
wurden allerdings wesentlich geringere Werte fle diuziferase-Aktivitdten erzielt. In
unstimulierten Zellen wurde eine relativ hohe baddF«B-Aktivierung nachgewiesen, die
sich allerdings in allen Transfektionsansatzen veipiegelte, und somit vernachlassigbar war.
MDP-stimulierte NOD2-transfizierte Zellen zeigteneeum den Faktor 2 gesteigerte KB-
Aktivierung im Gegensatz zu unstimulierten ZellBer hemmende Effekt von Emmprin war
trotz der geringeren Gesamtaktivierung signifikantl fihrte zu einer nahezu vollstandigen

Inhibition der NFkB-Aktivierung.
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Abb. 33: Reportergen-Assay zur Bestimmung der NikB-Aktivierung in CHO-Zellen
CHO-Zellen wurden sowohl mit dem Kontrollvektor @ger), mit 5 ng NOD2 und 20 ng Emmprin
transfiziert, als auch mit NOD2 und Emmprin kotifézisrt und nach 18-stiindiger Inkubation fur
weitere 6 h mit 1Qug/ml MDP stimuliert bzw. als Kontrolle unstimuliebelassen. Die NkB-
Aktivierung wurde Uber Reportergenassay nachgewieBer Einsatz gleicher Plasmid-Mengen

wurde Uber Kotransfektion des Kontrollvektors gengihtet. T-Test: **p < 0,01 fur NOD2
(~/+ MDP), *p < 0,05 fir NOD2 gegen NOD2 + Emmprin.

3.5.1.3 Einfluss von Emmprin auf die NOD2-vermittel NF-xB-Aktivierung:

Phosphorylierung von kB-a

Zusatzlich zum Reportergen-Assay sollte Uber einestédfn Blot-Analyse der negative
Einfluss von Emmprin auf die NOD2-vermittelte MB-Aktivierung bestétigt werden.
Hierfir wurden HEK 293-Zellen mit Kontrollplasmidnfck) und mit 200 ng NOD2

transfiziert sowie mit 200 ng NOD2 und 800 ng Emimotransfiziert, nach Inkubation mit
10 pg/ml MDP stimuliert bzw. unstimuliert belassen. Diergestellten Proteinlysate wurden
zur Detektion der Phosphorylierung des #&B-Inhibitors kB-a mit Hilfe eines anti-
phospho#B-a-Antikdrpers in der Western Blot-Analyse eingeséztAbb. 34).

Nach 30-minttiger Stimulation mit MDP konnte fiB-a eine deutliche Phosphorylierung in

NOD2-exprimierenden Zellen nachgewiesen werdenZetien mit NOD2 und Emmprin
blieb die Phosphorylierung nach MDP-Stimulation.aus
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Abb. 34: Western Blot-Analyse zur Detektion von phsphoryliertem IkB-a

Aus mock-(Kontrollvektor-) und NOD2- (200 ng) transérien, sowie NOD2- (200 ng) + Emmprin-
(800 ng) kotransfizierten Zellen hergestellte Ardysate wurden zur Analyse von phosphoryliertem
IkB-a Uber Western Blot-Analyse untersucht. Der Verglaiwischen phosphoryliertereB-a und
B-Aktin zeigte nach 30-mindtiger Stimulation mit 1@/ml MDP eine Aktivierung vonkB-a in
NOD2-exprimierenden Zellen, die in NOD2 + Emmprivekprimierenden Zellen ausblieb.

Es konnte sowohl durch Luziferase-Assay, als auchamad des phospho-spezifischen
Antikérpers gezeigt werden, dass die NOD2 vernétélFkB-Aktivierung nach MDP-

Stimulation durch die Interaktion mit Emmprin negdieeinflusst wird.

3.6  Untersuchungen zur potentiellen Beteiligung vonNOD2 und Emmprin an

Mitogen-aktivierten Protein-Kinase-Signalwegen

In den letzten Jahren gibt es zunehmend HinweiseQaerverbindungen zwischen dem
NF-kB-Signalweg und anderen Signaltransduktionskaskaden allem den MAP-Kinasen
(Read et al, 1997; Thomeet al, 1998). Um eine Beteiligung von NOD2 und einer
eventuellen Beeinflussung durch Emmprin innerhakr dMAP-Kinase-Signalwege zu
untersuchen, wurden Reportergen-Assays und Phognongs-spezifische Immunoblots,

die die Aktivierung der MAP-Kinase-Signalwege naelisen, durchgefiihrt.
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3.6.1 Einfluss von NOD2 und Emmprin auf den Extrazular Signal-regulierten

Kinase- (ERK-) Signalweg

3.6.1.1 Dosis-Abhangigkeit des inhibierenden Effskivon Emmprin auf die NOD2-
vermittelte Elk-1-Aktivierung nach MDP-Stimulation

Eine Beteiligung von NOD2 an der ERK1/2-Signaltduigionskaskade und ein eventueller
Einfluss von Emmprin sollte zunachst Uber einen diepgen-Assay, der Uber efrans
System die Aktivierung des von der MAP-Kinase ERX1/phosphorylierten
Transkriptionsfaktors Elk-1 nachweist (s. 2.6),asaticht werden.

Hierzu wurden HEK 293-Zellen entsprechend des \@rsansatzes unter 3.5.1.1 mit NOD2
(5 ng) und unterschiedlichen DNA-Konzentrationem vemmprin (5 — 20 ng) und den
zugehorigen Reportergenplasmiden zur Elk-1-Detaktioansfiziert, nach 18-stlindiger
Inkubation fir weitere 6 Stunden mit 1j0g/ml MDP stimuliert bzw. als Kontrolle
unstimuliert belassen und die Luziferase-Aktivgémessen (s. Abb. 35).

In HEK 293-Zellen zeigte sich ein hochsignifikantemstieg der Elk-1-Aktivierung um den
Faktor 8,5 in NOD2-exprimierenden Zellen nach MDiPABlation gegenuber der
Leerkontrolle, was auf eine Beteiligung von NOD2MAP-Kinase-Signalwegen — speziell
der ERK-Kaskade - hinweist.

Die Koexpression von NOD2 und Emmprin resultieemMDP-Stimulation in einer dosis-
abhangigen Inhibition der NOD2-induzierten Elk-1t&dlerung durch Emmprin. Bei
steigenden Emmprin-DNA-Konzentrationen von 5 — g0nurde der Einfluss von Emmprin
kontinuierlich starker, was sich in einer Vermingey der Elk-1-Aktivierung darstellte.

In unstimulierten NOD2-exprimierenden Zellen zeigteh &hnlich wie fir NkB auch eine
Basalaktivitat von Elk-1, was vermutlich wiederuraf a&ine Uberexpression von NOD2
zurlckzufihren ist und aufgrund identischer Mengeallen NOD2-exprimierenden Zellen
vernachlassigt wurde. Emmprin-transfizierte Zeltergten keine Induzierung von Elk-1.

Je nach Transfektionsansatz wurde zusétzlich dispethende Menge des Insert-freien
Vektors kotransfiziert, um den Einsatz identiscR&rsmid-Mengen pro Ansatz und Versuch

zu gewabhrleisten.
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Abb. 35: Dosis-abhéngige Hemmung der NOD2-induzieen Elk-1-Aktivierung durch
Emmprin

HEK 293-Zellen wurden sowohl mit dem KontrollvektfWektor), mit 5 ng NOD2 und 20 ng
Emmprin transfiziert, als auch mit NOD2 und untéiedlichen Konzentrationen von Emmprin (5 —
20 ng) kotransfiziert und nach 18-stiindiger Inkidrafir weitere 6 h mit 1ug/ml MDP stimuliert
bzw. als Kontrolle unstimuliert belassen. Die EH&Rtivierung wurde Uber Reportergenassay
nachgewiesen. Der Einsatz gleicher Plasmid-Mengenrdev Uber Kotransfektion des
Kontrollvektors gewdahrleistet. T-Test: $¥< 0,01 fir NOD2 (-/+ MDP), *p < 0,01, *p < 0,05 fir
NOD2 gegen NOD2 + Emmprin.

3.6.1.2 Inhibierender Effekt von Emmprin auf die NQR-induzierte Elk-1-Aktivierung in
CHO-Zellen

Um den gezeigten inhibierenden Effekt von Emmprui die MDP-stimulierte NOD2-

vermittelte EIk-1-Aktivierung zu Uberprifen, wurddbenfalls der Reportergen-Assay mit

Elk-1-abhangigem Reportergen in CHO-Zellen durctigef um sicherzustellen, dass nur ein

Effekt beiin vitro-Kotransfektion von Emmprin auf die Funktion von B®ausgelbt wird.

Hierzu wurden die CHO-Zellen mit 5 ng NOD2 und ZDEmmprin transfiziert, mit 1Qg/ml

MDP stimuliert und beziglich der Luziferase-Aktétitgemessen. Der Einsatz gleicher

Plasmid-Mengen wurde wiederum uber Kotransfekti@r dntsprechenden Mengen des

Kontrollvektors gewéhrleistet.
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Die zur Kontrolle der Ergebnisse verwendeten CH@ehgs. Abb. 36) zeigten ein ahnliches
Bild wie die HEK 293-Zellen (s. Abb. 35). Aufgrumtér schlechteren Transfektionseffizienz
wurden allerdings wesentlich geringere Werte fle diuziferase-Aktivitdaten erzielt. In
unstimulierten Zellen wurde eine relativ hohe badalk-1-Aktivierung nachgewiesen, die
sich allerdings in allen Transfektionsansatzen veipiegelte, und somit vernachlassigbar war.
MDP-stimulierte NOD2-transfizierte Zellen zeigteme2um den Faktor 2 gesteigerte Elk-1-

Aktivierung im Gegensatz zu unstimulierten Zellen.

CHO

RLU

Vektor NOD2 NOD2 + Emmprin
Emmprin

O- @+ MDP

Abb. 36: Reportergen-Assay zur Bestimmung der EIK-Aktivierung in CHO-Zellen

CHO-Zellen wurden sowohl mit dem Kontrollvektor @ger), mit 5 ng NOD2 und 20 ng Emmprin
transfiziert, als auch mit NOD2 und Emmprin kotri@iert und nach 18-stiindiger Inkubation fir
weitere 6 h mit 10ug/ml MDP stimuliert bzw. als Kontrolle unstimuliekielassen. Die Elk-1-
Aktivierung wurde Uber Reportergenassay nachgewieBer Einsatz gleicher Plasmid-Mengen
wurde Uber Kotransfektion des Kontrollvektors gedgibtet. T-Test: *p < 0,05 fur NOD2
(~/+ MDP), *p < 0,05 fir NOD2 gegen NOD2 + Emmprin.

3.6.1.3 Einfluss von Emmprin auf die NOD2-vermittelERK1/2-Phosphorylierung

Da das Substrat der MAP-Kinase ERK1/2 — Elk-1 —+MBP-stimuliertes NOD2 aktiviert

wurde, sollte im Folgenden nachgewiesen werdergumh eine Phosphorylierung der MAP-
Kinase stattfindet und Emmprin ebenfalls eine ewelle NOD2-vermittelte ERK1/2-

Phosphorylierung beeinflusst. Hierzu wurden mit N&ttansfizierte (200 ng) und NOD2-
und Emmprin-kotransfizierte (800 ng) HEK 293-Zelleach Inkubation mit 1Qig/ml MDP
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stimuliert oder unstimuliert belassen und phosplientgs ERK1/2 mit einem anti-phospho-
p44/42-Antikorper Uber Western Blot-Analyse detekt{s. Abb. 37).

Der Vergleich zwischen phosphoryliertem und unphosgiertem ERK1/2 zeigte nach 30-
minltiger Stimulation mit MDP eine Aktivierung voBRK1/2 in NOD2-exprimierenden
Zellen, was eine Beteiligung von NOD2 an dem kkdstn MAP-Kinase-Signalweg
untermauerte. Auch auf die NOD2-vermittelte ERKAivierung konnte ein hemmender
Einfluss durch Emmprin nachgewiesen werden, da@DR- und Emmprin-koexprinierenden
Zellen eine ERK1/2-Phosphorylierung nach MDP-Statioh ausblieb.

mock NOD2 NOD2+ mock NOD2 NOD2+

Emmprin Emmprin
- - - + + + MDP
44 kDaO € P-ERK1
42 kDal - - — - — € P-ERK2
44kDal
42 kDa DO m— € ERK1

Abb. 37: Einfluss von Emmprin auf NOD2-vermittelte ERK1/2-Phosphorylierung

Aus mock-(Kontrollvektor-) und NOD2- (200 ng) transérien, sowie NOD2- (200 ng) + Emmprin-
(800 ng) kotransfizierten Zellen hergestellte Hroysate - mit 10ug/ml MDP stimuliert bzw. als
Kontrolle unstimuliert belassen - wurden zur Analy®n phosphoryliertem ERK1/2 Giber Western
Blot-Analyse untersucht. Anhand eines zweiten Ainiilers, der die gesamte Expression von ERK
(anti-ERK1/2-Antikorper) detektiert, wurden die gesetzten Proteinmengen Uberpriift und diese
mit der Stéarke der Phosphorylierung verglichen.

3.6.1.4 Hemmung der NOD2-vermittelten EIk-1-Aktivisng durch den MAP-Kinase-
Inhibitor PD98059

Wie in Abbildung 5 (s. S. 22) dargestellt kann deanskriptionsfaktor Elk-1 sowohl ber
ERK1/2-, als auch JNK1/2- und p38-MAP-Kinase aktiviwerden. Daher sollte gezeigt
werden, dass die NOD2-vermittelte Elk-1-Aktivierudgrch Verwendung des Inhibitors der
MAP2-Kinase von ERK1/2 - MEKK1 - lber die PhospHemung der ERK1/2-Kinase

erfolgt und somit die Beteiligung von NOD2 am kiasken MAP-Kinase-Weg untermauert
werden kann.
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HEK 293-Zellen wurden wie unter 3.6.1.1 beschrielbemsfiziert, mit MDP stimuliert,
unstimuliert belassen oder vor der MDP-Stimulatiorit dem Inhibitor von MEKK1
PD98059 (1QuM) vorstimuliert (s. Abb. 38).

Eine Vorstimulation mit 1QuM des klassischen MAP-Kinase-Inhibitors PD98059rtiihn
mit MDP-behandelten NOD2-exprimierenden HEK 293l&telzu einer hochsignifikanten
Hemmung der NOD2-induzierten EIk-1-Aktivierung. Diem NOD2- und Emmprin-
exprimierenden Zellen beobachtete Hemmung der Ekitlvierung wurde durch PD98059
zusatzlich vermindert. Die MDP-Stimulation mit od#ne Inhibitor hatte auf die Emmprin-

exprimierenden Zellen keinen Einfluss.

HEK 293
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Vektor NOD2 NOD2 + Emmprin
Emmprin
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Abb. 38: Die NOD2-vermittelte EIk-1-Aktivierung wird durch den MEKKZ1-Inhibitor
PD98059 gehemmt

HEK 293-Zellen wurden sowohl mit dem Kontrollvektdd ng NOD2 und 20 ng Emmprin
transfiziert, als auch mit NOD2 und Emmprin kotifézisrt und nach 18-stiindiger Inkubation fur
weitere 6 h mit 1qug/ml MDP stimuliert bzw. als Kontrolle unstimuliebelassen oder vor MDP-
Stimulation mit 10uM des MEKK1-Inhibitors PD98059 fir 30 min vorstirert. Die Elk-1-
Aktivierung wurde Uber Reportergenassay nachgewiegd est: **p < 0,01 fir NOD2 (—/+ MDP),
* p < 0,01 fir NOD2 gegen NOD2 + Emmprin, p*< 0,01, *p < 0,05 fir MDP gegen PD + MDP.

Es zeigte sich, dass NOD2 neben der Beteiligung NifkB-Signalweg ebenfalls den
klassischen MAP-Kinase-Signalweg beeinflusst. NGR@rimierende Zellen induzieren
nach MDP-Stimulation die ERK-MAP-Kinase-Phosphagling und die Elk-1-Aktivierung,
welche zum groRten Teil durch den MEKK1-InhibitoD$8059 gehemmt werden konnte.
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AuRerdem fihrt eine Koexpression von Emmprin zwereirerminderten Antwort des ERK-
MAP-Kinase-Signalweges, wie diese auch fur die ®B-Aktivierung nachgewiesen werden

konnte.

terminalen Kinase- (JNK1/2-) Signalweg

3.6.2.1 Emmprin  hemmt die NOD2-vermittelte c-Junihkerung nach MDP-

Stimulation

Um eine Beteiligung von NOD2 und Emmprin an der INKSignaltransduktionskaskade zu
untersuchen, sollte zunachst Uber einen Reportekgeay die Aktivierung des von der
MAP-Kinase JNK1/2 phosphorylierten Transkriptiond€as c-Jun bestimmt werden.

HEK 293- und CHO-Zellen wurden entsprechend desM#rsansatzes unter 3.5.1.1 mit den
zugehorigen Reportergenplasmiden zur c-Jun-Detektiehandelt und die Luziferase-
Aktivitdten gemessen (s. Abb. 39 a, b).

Sowohl in HEK 293 -, als auch in CHO-Zellen zeigiteh ein Aktivierung von c-Jun in MDP-
stimulierten NOD2-exprimierenden Zellen um den bBakt,8 bzw. 3. Wiederum kam es in
NOD2 exprimierenden Zellen zu einer relativ hoheasd@aktivierung von c-Jun ohne
Stimulus. Die zusatzliche Koexpression von Emmfiilmte sowohl in HEK 293-, als auch in
CHO-Zellen zu einer verminderten c-Jun-Aktivierungpmit ebenfalls auf die NOD2-
vermittelte c-Jun-Aktivierung ein hemmender Effekdn Emmprin ausging. Emmprin-
exprimierende Zellen zeigten im Vergleich zur Vektmtrolle keine Aktivierung in
HEK 293-Zellen (s. Abb. 39 a). In CHO-Zellen kam &sch in mock- und Emmprin-
exprimierenden Zellen zu einer leichten c-Jun-Aktiing nach MDP-Stimulation
(s. Abb. 39 b).
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Abb. 39: Reportergen-Assays zur Bestimmung der cuh-Aktivierung

a) HEK 293- und b) CHO-Zellen wurden sowohl mit d&wntrollvektor, 5 ng NOD2 und 20 ng
Emmprin transfiziert, als auch mit NOD2 und EmmpkKatransfiziert und nach 18-stindiger
Inkubation fir weitere 6 h mit 10g/ml MDP stimuliert bzw. als Kontrolle unstimulielelassen.
Die c-Jun-Aktivierung wurde lber Reportergenassmehgewiesen. Der Einsatz gleicher Plasmid-
Mengen wurde Uber Kotransfektion des Kontrollvektgewahrleistet. T-Test:F < 0,05 fiir NOD2
(~/+ MDP), *p < 0,05 fiir NOD2 gegen NOD2 + Emmprin.
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3.6.2.2 Einfluss von NOD2 auf die Phosphorylierungn c-Jun nach MDP-Stimulation

Da in den vorangegangenen Reportergen-Assays nimggeTransfektionswerte erzielt
wurden, was auf eine schwache NOD2-vermittelte reAktivierung hinweisen kodnnte,
wurden zur Untermauerung der Ergebnisse WesterrMAialysen durchgefiihrt.

Hierzu wurden NOD2-transfizierte (200 ng) und NOD@Ard Emmprin-kotransfizierte
(800 ng) HEK 293-Zellen fiir unterschiedliche Zaitméie mit MDP stimuliert oder
unstimuliert belassen und phosphoryliertes c-Juneiniem anti-phospho-c-Jun-Antikdrper
Uber Western Blot-Analyse detektiert (s. Abb. 40).

NOD2-exprimierende Zellen zeigten nach 15-, 30- L2a-minutiger MDP-Stimulation eine
gesteigerte c-Jun-Phosphorylierung, was auf eirteilgging von NOD2 am JNK1/2 MAP-
Kinase-Signalweg hinweist, da der Transkriptiongfak c-Jun (dber die c-Jun-

phosphorylierende Kinase aktiviert wird.

m NOD2 N/E| m NOD2 N/JE| m NOD2 N/ mNOD2 N/E| m NOD2 N/E
- 15 min 30 min 60 min 120im MDP
- _— -C-
48 kDaO = - —— — - € P-c-Jun
43 kDalO € c-Jun

Abb. 40: Einfluss von Emmprin auf die NOD2-vermitielte c-Jun-Phosphorylierung

Aus mock-(Kontrollvektor-) und NOD2- (200 ng) transérien, sowie NOD2- (200 ng) + Emmprin-
(800 ng) kotransfizierten Zellen hergestellte Frdysate — mit MDP fir unterschiedliche Zeitraume
(5 — 120 min) stimuliert - wurden mit einem antiggpho-c-Jun-Antikdrper Uber Western Blot-
Analyse untersucht. Anhand eines zweiten Antikéspder die gesamte Expression von cJun (anti-
c-Jun-Antikorper) detektiert, wurden die eingesaizProteinmengen Uberprift und diese mit der
Starke der Phosphorylierung verglichen. Abk.: m wacki = Vektorkontrolle; N/E = NOD2 +
Emmprin.

Die NOD2-vermittelte c-Jun-Aktivierung zeigte einecharakteristischen biphasischen
Verlauf mit einem Maximum der Phosphorylierung nadminttiger MDP-Stimulation.

Nach einer Abschwéachung der Phosphorylierung ndchmé fihrte die vorangegangene
Aktivierung der c-Jun-Expression zu erneuter c-Baosphorylierung (positive Auto-
regulation).
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Wiederum konnte eine Inhibierung der NOD2-vermigelc-Jun-Phosphorylierung nach 15-,
30- und 120-mindtiger MDP-Stimulation durch die Kpeession des Emmprins gezeigt
werden.

Trotz des geringen Effekts von NOD2 auf die c-JudinAerung, der anhand des
Reportergenassay gezeigt werden konnte, wurde \estern Blot-Analyse eine deutliche
Induzierung der c-Jun-Phosphorylierung in MDP-stierten NOD2-exprimierenden Zellen
nachgewiesen, was eine Beteiligung von NOD2 auchlldkl/2-Signalweg vermuten lasst.
Wie in den vorangegangenen Untersuchungen schemnEin auch in diesem Fall als

Inhibitor der NOD2-vermittelten c-Jun-Aktivierung fungieren.

3.6.2.3 Emmprin  hemmt die NOD2-vermittelte AP-1-Akérung nach MDP-
Stimulation

Die Beteiligung von NOD2 am JNK1/2-Signalweg sollnhand eines weiteren
Reportergenassays, der die Aktivierung von AP-lhwadst, verifiziert werden. AP-1-
Transkriptionsfaktoren sind Dimere aus basischemziceZipper-Proteinen (bZIP) und
bestehen hauptsachlich aus Mitgliedern der Jurs, tiod ATF-Familien (Kariret al, 1997).
HEK 293-Zellen wurden entsprechend des Versuchsssaunter 3.5.1.1 mit den
zugehdorigen Reportergenplasmiden zur AP-1-Detekfimhandelt und die Luziferase-
Aktivitdten gemessen.

In NOD2-exprimierenden HEK 293-Zellen zeigte sigheeAP-1-Aktivierung um den Faktor
2,5 nach MDP-Stimulation gegeniber unstimuliertelieh. Die Koexpression von Emmprin
fuhrte zu einer vollstindigen Hemmung der NOD2-v#aiten AP-1-Aktivierung. Der
Effekt auf die AP-1-Aktivierung waim Gegensatz zur EIk-1-Aktivierung deutlich geringe
und vergleichbar zu der c-Jun-Aktivierung durch bohe basale Aktivierung ohne MDP-

Stimulus gekennzeichnet.
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Abb. 41: Reportergen-Assay zur Bestimmung der AP-Aktivierung

HEK 293-Zellen wurden sowohl mit dem Kontrollvektdd ng NOD2 und 20 ng Emmprin
transfiziert, als auch mit NOD2 und Emmprin kotr@iert und nach 18-stiindiger Inkubation fir
weitere 6 h mit 10ug/ml MDP stimuliert, bzw. als Kontrolle unstimuliebelassen. Die AP-1-
Aktivierung wurde Uber Reportergenassay nachgewieBer Einsatz gleicher Plasmid-Mengen
wurde Uber Kotransfektion des Kontrollvektors gengihtet. T-Test: **p < 0,01 fir NOD2
(~/+ MDP), ** p < 0,01 fir NOD2 gegen NOD2 + Emmprin.

In den vorliegenden Ergebnisse konnte ein positigerfluss von NOD2 nach MDP-
Stimulation auf die MAP-Kinase-Untergruppen ERKL&d JNK1/2 bzw. auf deren
Substrate, nachgewiesen werden. Fir Emmprin konntebeiden Signalwegen eine
inhibierende Funktion beschrieben werden.
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4 Diskussion

4.1 Ausgangsfragestellung

NOD2 wurde 2001 als Mitglied der APAF1/NOD1-Famitieschrieben (Oguet al, 2001a).
Neben der strukturellen Identifizierung dieses ggtischen Proteins konnte in der gleichen
Arbeit der erste Bindungspartner von NOD2, die B&tireonin-Kinase RICK/Rip2/
CARDIAK, nachgewiesen werden. Die Interaktion egfoliber homophile CARD-CARD-
Bindung und ist essentiell fir die NOD2-vermittelteduzierung der NB-Aktivierung
(Oguraet al, 2001a). Bereits 2001 wurde der erste Hinweisefgti, dass NOD-Proteine
bakterielle Komponenten Uber die LRR-Doméne detedti und als Reaktion NEB-
Aktivierung induzieren kénnen (Inohast al, 2001). In weiteren Arbeiten konnte gezeigt
werden, dass Muramyl-Dipeptid (MDP), eine konsetei&truktur des Zellwandbestandteiles
Peptidoglycan sowohl gram-negativer, als auch +ipesi Bakterien (Holtje, 1998), als
Ligand an die LRR bindet (Inohast al, 2003; Girardiret al, 2003). MDP fungiert als ein
Adjuvant fur Antigen-spezifische T-Zell-Reaktionand Antikérper-Produktion (Takada and
Kotani, 1995) und induziert pro-inflammatorischetaine wie TNFe und IL-18 (Nauet al,
2002), die eine wichtige Rolle innerhalb der angehen Immunabwehr spielen. Aulzerdem
I6st MDP die Sekretion verschiedener Zytokine, Wi und IL-12, in Monozyten und
dendritischen Zellen aus wund induziert die Expassi Membran-gebundener
kostimulatorischer Molekille, die die Differenziegunaiver Effektor-T-Zellen férdern (Nau
et al, 2002; Heinzelmanret al, 2000; Todateet al, 2001). Die ldentifizierung seines
Liganden unterstrich die wichtige Rolle fir NOD2arhalb der angeborenen Immunitéat als
zytosolischer PAMP- (Pathogen assoziierte molekulwster-) Rezeptor.

Obwohl die Expression von NOD2 bisher nur in Mortemy (Oguraet al, 2001a) und
myelomonozytaren Zellen (Gutierretz al, 2002) beschrieben worden ist, konnte NOD2 eine
wichtige Komponente der angeborenen Immunabwelntéstinalen Epithelzellen darstellen.
Das intestinale Epithel stellt die vorderste Ba&igegeniber pathogener Mikroorgansimen
dar und ruft im Zuge der angeborenen Immunitatierdliche Reaktionen hervor, die fir die
Erhaltung der Homdostase des Darms notwendig Stichulation mit TNFe, IL-13 oder
Lipopolysaccharid fihrte in intestinalen Epithelenl zu einer gesteigerten Expression und
Sekretion des Zytokins IL-8 (Eckmarm al, 1993). AuRerdem konnte beschrieben werden,
dass Infektionen humaner Kolon-Epithelzelllinien84T HT29, Caco-2) mit pathogenen
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Bakterien in einer verstarkten Expression und Sikraler pro-inflammatorischen Zytokine
TNF-q, IL-8, MCP-1 und GM-CSF resultierte (Juagal, 1995).
Die beschriebene Funktion von NOD2, die KB-Aktivierung zu induzieren (Ogurat al,

2001a), scheint ebenfalls auf eine Beteiligung RISMP-Rezeptor in der angeborenen
Immunabwehr intestinaler Epithelzellen hinzuweisdtine Vielzahl der Gene, die in

intestinalen Epithelzellen nach bakterieller Ineasiaktiviert werden, sind Zielgene des
Transkriptionsfaktors NikB (z. B. IL-8) (Baeuerle and Henkel, 1994). Es kengezeigt
werden, dass NKB als zentraler Regulator in der Aktivierung deitlegialen zellularen

Immunreaktion nach bakterieller Infektion fungi@tewautet al, 1999).

4.2 Expression und Regulation von NOD?2 in intestidan Epithelzellen

Es sollte untersucht werden, ob NOD2 in intestimapithelialen Zellen exprimiert wird, da
diese integraler Bestandteil der mechanischen omduinologischen Abwehrgrenze gegen
eindringende pathogene Mikroorganismen darsteln.Beginn dieser Arbeit war eine
Expression von NOD2 hauptsachlich in Monozyten besben worden (Ogurat al,
2001a); kirzlich konnte NOD2 mRNA auch in myelompytéren Zellen nachgewiesen
werden (Gutierrezt al, 2002). Daher war der wichtigste Befund des erdteifs dieser
Arbeit die Beobachtung, dass die Expression der R@®IRNA spezifisch tber das pleiotrope
Entzindungszytokin TNEE- in intestinalen epithelialen Zelllinien dosis- uzéitabhangig
verstarkt wird. Ein weiterer Hinweis fur die tranigkionelle Aktivierung von NOD2 liefern
Luziferase-Reportergen-Studien, die eine Transigkting des humanen NOD2-Promotors
nach TNFe-Stimulation zeigten. Diese Aktivierung konnte egeits durch Koexpression des
Superrepressors VorB-a, andererseits durch Deletion der KB-regulatorischen Elemente
an Position - 26 bpkB3) bzw. - 301 bpKB2) vor dem Transkriptionsstart aufge-hoben
werden. Eine Deletion degBl-Elements £kB1) zeigte ebenso wie die Veranderung
putativer GAS-ElementeAGAS1 und AGAS2) einen gegensatzlichen Effekt, der nach
TNF-0- und IFNy-Stimulation in einer signifikanten Steigerung dasziferase-Aktivitat
resultierte. Daher wurde vermutet, dasBl keine funktionelle NRB-Bindestelle im
intakten NOD2-Promotor darstellt. Die nicht nachsibaire Funktion der GAS-Elemente
spiegelte sich auch in dem fehlenden oder nur schevaEinfluss von IFN- auf die NOD2

MRNA-Expression wider. Allerdings konnte eine sfigainte Steigerung TNE-vermittelter
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Induktion der NOD2-mRNA durch zuséatzliche Stimuatimit IFNy erzielt werden. Dieses
weist auf einen Synergismus der beiden Zytoking Her auch schon fir die Induktion
anderer Gene (z. B. ICAM-1) beschrieben wurde (Binesand Baldwin, 1997). Die
induzierbare Expression des NOD2-Gens in intestindtpithelzellen durch TNE- und
IFN-y-Stimulation kdnnte somit an einer regulatoriscikaskade von Ereignissen wahrend
friher Entziindungsprozesse beteiligt sein. Mutatioim NOD2-Promotor, die in M. Crohn-
Patienten innerhalb der untersuchki-, GAS1- oder GAS2-ElementAKB1, AGAS1 und
AGAS?2) vorkommen kdnnten, waren eine mogliche Edidgrfur die Krankheits-assoziierte
gesteigerte NkB-Aktivierung. Mutationsanalysen des NOD2-Promotans M. Crohn-
Patienten kdnnten somit einen interessanten Vessmsltz zur naheren Aufklarung der
gesteigerten NkB-Aktivierung in M. Crohn darstellen.

Anhand der Western Blot-Analyse konnte in versahish intestinalen Epithelzelllinien und
der klassischen Laborzelllinie HeLa S3 eine gesttég NOD2-Proteinexpression nach
TNF-a-Stimulation gezeigt werden. Das pro-inflammatdiscytokin TNFet nimmt eine
wichtige Funktion in Entziindungsreaktionen epitieli Zellen im Zuge der angeborenen
Immunabwehr ein (Baud and Karin, 2001). Es konrgschrieben werde, dass intestinale
Epithelzellen in pathologischen Prozessen, widvheCrohn-Patienten mit akut entziindetem
Darm, eine gesteigerte Expression von TiNEeigen (Reineckeet al, 1993; Schreibeet
al., 1999; Podolsky, 2002). Parallele Untersuchungeserer Laborgruppe konnten nach
Isolierung primarer intestinaler Epithelzellen vBnohn-Patienten ebenfalls eine gesteigerte
Proteinexpression von NOD2 nachweisen (Rosenstial, 2003). Au3erdem konnte in den
vorliegenden Ergebnissen dargestellt werden, dastlloerexpression von NOD2 intestinale
Epithelzellen fur MDP sensitiviert, was in einemstérkten Produktion und Sekretion von
IL-8 resultierte und somit zu einer gesteigertermbmreaktion auf pathogene Bakterien
fuhren konnte. Hingegen zeigten sowohl Epithelrellelie mit dem Kontrollvektor
transfiziert wurden, als auch solche, die die NORRiante SNP13 exprimierten und eine
defiziente MDP-Erkennung aufwiesen, eine deutlieminderte IL-8-Sekretion.

Diese Befunde weisen starke Parallelen zu der Regalextrazellularer PAMP-Rezeptoren,
den TLRs, in intestinalen Epithelzellen auf. Inieste Epithelzellen exprimieren kein MD-2,
ein fur die TLR4-vermittelte LPS-Erkennung essdla#e Korezeptormolekil, sowie nur
geringe Mengen an TLR4 und zeigen keine Reaktidrrednes LPS. Transiente Expression
von MD-2 und TLR4 konnte die Fahigkeit intestinalepithelzellen, LPS zu erkennen,

wiederherstellen (Abrewet al, 2001). Weiterhin konnte beschrieben werden, ddse
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positive Regulation der Expression von MD-2 béX-N- und von TLR4- tber IFN- und
TNF-a in intestinalen Epithelzellen erfolgt (Abreat al, 2002). Eine TNFx- und IFNy-
vermittelte gesteigerte Expression konnte auch N@D2 gezeigt werden. Als negative
Regulatoren der TLR-Expression konnten SIGIRfhdle immunoglobulin IL-1R-related
moleculg¢ (Wald et al, 2003) und Tollip Toll-interacting proteif (Otte et al, 2004)
nachgewiesen werden. SIGIRR-defiziente Mause zeigime gesteigerte Entziindungs-
reaktion in Reaktion auf IL-1 und verschiedener TlLiBanden (Waldet al, 2003). Die
Expression von Tollip war in hyporesponsiven Zellerstarkt und eine Uberexpression
dieses Proteins in intestinalen Epithelzellen testé in einer deutlich verminderten
Entzindungsreaktion (Ottt al, 2004). Daher kdnnte die negative Regulation dgré&ssion
von TLRs einen Mechanismus intestinaler Epithedzretlarstellen, mit dem sie sich vor einer
dysregulierten Immunabwehr gegeniber kommensalkieBan, die in einer grolen Anzahl
im Darm vorkommen, schiitzen. Trotz fehlender Himgeauf einen negativen Regulator
konnte fur NOD2 ein &hnlicher Sachverhalt vermutetden, da NOD2 nur eine geringe
Expression in unstimulierten Epithelzellen aufweist

Im intestinalen Epithel von Patienten mit chronigehiziindlichen Darmerkrankungen konnte
eine gesteigerte Expression von TLR4 nachgewiesedem (Cario and Podolsky, 2000), was
kirzlich auch fir die NOD2-Expression gezeigt werd@nnte (Rosenstiedt al, 2003).
Somit scheint sowohl eine gesteigerte NOD2-, alshallLR-Expression im intestinalen
Epithel Uber eine verdanderte Reaktion des angeborémmunsystems an der Pathogenese

chronisch entziindlicher Darmerkrankungen, wie MHBr beteiligt zu sein.

4.3 Die Rolle von NOD2 und angeborener Immunitéat ftidie Etiopathogenese des
Morbus Crohn

Das angeborene Immunsystem ist evolutionar unten ahultizellularen Organismen stark
konserviert und stellt die erste Abwehrgrenze gében Mikroorganismen dar. Es erlaubt
dem Wirt nicht nur, pathogene Organismen zu bekamp$ondern auch eine Koexistenz
nicht-pathogener Mikroorganismen. Im Darm wird dieBufgabe von den intestinalen
Epithelzellen als integralem Bestandteil der medd@ren und immunologischen Barriere
gegeniber Mikroorganismen erfillt. Diese Funktishin Entziindungsreaktionen durch ein
Uberwiegen pro-inflammatorischer Zytokine gest®riphere Blut-Monozyten und Lamina

Propria-mononukledre Zellen von Morbus Crohn-Pétiensezernieren verstarkt pro-
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inflammatorischer Zytokine wie TNE-und IL-1B (Schreiberet al, 1999). Diese gesteigerte
Sekretion geht mit einer signifikanten Aktivierudgs Transkriptionsfaktors NEB einher
(Schreiberet al, 1998; Roglert al, 1998) und kénnte nach den hier vorgelegten Datin
einer starken Expression von NOD2 in intestinalepitielzellen assoziiert sein. Die
Uberexpression von NOD2 zeigte zudem eine gesteighr-8-Sekretion nach MDP-
Stimulation. Somit kénnte die gesteigerte NOD2-Esggion in intestinalen Entziindungen
eine generelle Antwort auf bakterielle Invasionwebl gramnegativer, als auch —positiver
Bakterien, reprasentieren. Weiterhin konnten inQvbhn-Patienten hohe Konzentrationen an
luminalen Bakterien und das Auftreten von Bakteriemerhalb der Epithelzellen
nachgewiesen werden (Swidsinskt al, 2002), was auf eine gestorte Reaktion der
angeborenen Immunitat hindeutet. Daher scheint N@De wichtige Rolle in der Erhaltung
der intestinalen Barrierefunktion und Homoostasespielen und an der Regulation der
angeborenen Immunitét beteiligt zu sein.

Die Frage bleibt zu I6sen, inwiefern die SNP13-Motades NOD2-Gens, die in 20 % der
M. Crohn-Patienten vorliegt und zu einem defektddRvinduzierten NF«B-Signalweg flihrt
(Inoharaet al, 2003), zur Etiopathogenese des Morbus Crohndggjtder seinerseits mit
einer Aktivitat des Transkriptionsfaktors NB assoziiert ist.

Die am haufigsten diskutierte Hypothese besagt Hasfehlender oder verminderter NOD2-
Aktivitat ein Defekt in der Aktivierung von Makroplgen besteht, der zu einer anhaltenden
Infektion infolge einer deutlichen NOD2-unabhangideffektor-T-Zell-Reaktion fuhrt.

Eine zweite Erklarung konnte sein, dass bei Abwesiénder NOD2-Expression in
intestinalen Epithelzellen mikrobielle Produkte ihrer Funktion, die Sekretion von
Chemokinen und Defensinen von Epithelzellen zuvaden, versagen. In den vorliegenden
Ergebnissen zeigten intestinale Epithelzellen, diee NOD2-Variante SNP13 exprimierten,
aufgrund fehlender MDP-Erkennung eine deutlich vadarte Sekretion des Chemokins IL-8
nach Stimulation, was in einer defizienten Aktivieg der angeborenen Immunabwehr
resultieren kdnnte. Somit kdme es zu einer gesteigeProliferation der Bakterien in den
Krypten des Darms und zum Verlust der Barrierefimmktdie infolgedessen eine verstarkte
Stimulation mukosaler Zellen durch mukosale Antmgegrlaubt (Wehkampet al, 2004;
Rosenstiekt al, 2003; Kobayaskhet al, 2004).

Eine dritte Hypothese besagt, dass die Erkennurigofmeller Liganden durch NOD2
normalerweise Antigen-prasentierende Zellen zuultidn regulatorischer oder Effektor-T-
Zell-Reaktionen veranlasst, und dass ein DefeksedieMechanismus zu einer gestorten
mukosalen Homoostase fihrt (Jatral, 2001; Bouma and Strober, 2003).
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Anhand der vorliegenden Ergebnisse konnte gezeigtien, dass NOD2 eine wichtige Rolle
innerhalb intestinaler Epithelzellen spielt. Die H&N-gesteuerte Steigerung der NOD2-
Expression in intestinalen Epithelzellen konntel Béer komplexen Pathophysiologie von
entzundlichen Darmerkrankungen sein und weiterhiretziindlichen Prozessen beitragen,
indem es die Balance zwischen mukosaler Flora untektinalem Epithel beeinflusst. Als
integraler Bestandteil der vordersten Barriere géber pathogener Bakterien obliegt dem
intestinalen Epithel die Aufgabe, mikrobielle Pritiizu erkennen, um Uber die Aktivierung
der angeborenen Immunitat durch Sekretion von Ckéeran und Defensinen die intestinale
Homdostase zu erhalten. Da die SNP-13-Variante Bbainen Defekt in der Erkennung von
MDP (Inoharaet al, 2003), als auch eine deutlich verminderte IL-888on aufweist
(s. 3.3.1) wird hier die Hypothese vertreten, ddiesKrankheitsursache des Morbus Crohn
eher in einer defekten Immunantwort, als in eindsetémpfindlichkeit des mukosalen
Immunsystems begriindet ist. Epithelzellen und Mpkagen konnten Ort des primaren
pathophysiologischen Defekts sein, wahrend die IF&divierung, die fur die Induzierung
der chronischen Entziindung notwendig ist, als s#dxer Effekt erfolgt.

Kirzlich konnte in einer Studie gezeigt werden,sddie NOD2-vermittelte Immunabwehr
durch die Erkennung bakteriellen MDPs des gramivesit intrazellularen Bakteriums
Listeria monocytogenesmy NOD2-defizienten M&usen ausbleibt, was in eigesteigerten
Anfalligkeit fr eine bakterielle Infektion resudtite (Kobayashet al, 2005). Daher scheint
eine defiziente Bindung von MDP und mutiertem NQOB2ler intestinalen Mukosa in einem
Verlust, bakterielle Infektionen zu kontrollieremy resultieren. Dies kénnte systemische
Reaktionen initiieren, die zu abweichenden Entzimgdprozessen fiihren.

AuRerdem konnte in NOD2-defizienten Tieren eineinggre Expression der Cryptdine im
Gegensatz zum Wildtyp nachgewiesen werden. CrypidiHomologe der humanen
o-Defensine, sind antimikrobielle Peptide (Wilsat al, 1999), die hauptsachlich in
intestinalen Paneth-Zellen produziert werden. DieatriMmetalloproteinase Matrylisin
(MMP?7) aktiviert die Cryptdine durch Proteolyse draiktiven Pro-Cryptdine, um somit ihre
antibakterielle Wirkung zu induzieren (Wilscet al, 1999; Ayabeet al, 2002). Diese
antimikrobielle Aktivitat (Selstedet al, 1992; Ayabeet al, 2000; Ghoshet al, 2002;
Eckmann, 2005) ist essentiell fir die Unterdriickutegy Infektion durch z. BL. mono-
cytogenegqEisenhaueet al, 1992) undMycobacterium paratuberculosigin Organismus,
dessen Vorkommen mit M. Crohn assoziiert werdemi@iNaseet al, 2004; Selby, 2004).
Die Funktion von NOD2 in der Regulation der Cryptibietet eine plausible Erklarung der
Assoziation zwischen NOD2 und der Anfalligkeit fir Crohn.
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AuBer der NOD2-abhangigen Regulation innerhalb d@geborenen Immunitat im
Intestinaltrakt konnte auch eine Beteiligung von D¥Dan der adaptiven Immunabwehr
gezeigt werden (Kobayasbt al, 2005). Vorher mit MDP- und humanem Serum-Albumin
(HSA)- immunisierte NOD2-defiziente Mause konntem iGegensatz zu ebenfalls
immunisierten Wildtyp-Mausen keine Antigen-speziffisn Immunglobuline produzieren.
Diese Untersuchungen deuteten darauf hin, dass N@Dder Lage ist, die adaptive
Immunitat zu aktivieren und eine unterstiitzendeividdtung in der Antikdrperproduktion
gegeniber T-Zell-abhéngigen Antigenen zu vermittéine Beteiligung an der angeborenen,
sowie adaptiven Immunitat konnte auch fir RICK besben werden (Kobayaslet al,
2002). RICK wird sowohl fiur das Signalgeschehen €&R&zeptoren der angeborenen
Immunitat (TLRs, NOD-Proteine), als auch der T-Zedzeptoren (adaptive Immunitét)
bendtigt (Kobayastet al, 2002).

Die Beteiligung von NOD2 auch an der adaptiven Imitét liefert einen weiteren Hinweis,
dass NOD2 eine Schliisselrolle in der Immunabwebr@eganismus gegeniber intestinaler
bakterieller Infektion spielt. Es scheint, dass aianen im NOD2-Gen eine Pradisposition
fur M. Crohn vorwiegend Uber eine defekte Regutatier Reaktion auf kommensale

und/oder pathogene Bakterien in intestinalen Elzdien fordern.

4.4 Identifizierung neuer Interaktionspartner von NOD2: Emmprin

Im zweiten Abschnitt dieser Doktorarbeit sollte fibelie Identifikation neuer
Interaktionspartner von NOD2 dessen Funktion nattarakterisiert werden. Zu Beginn
dieser Untersuchung war bisher nur die Serin-Threlimase RICK/Rip2/CARDIAK als
NOD2-bindendes Protein identifiziert worden (Ogetaal, 2001a). Die Interaktion erfolgt
Uber homophile CARD-CARD-Bindung und ist essenfigtildie NOD2-vermittelte Induktion
der NFkB-Aktivierung.

Anhand des Two-Hybrid-Systems und anschlieRenderunprazipitations-Analysen konnte
das Transmembranprotein Emmprin (extrazellularertrixtaetalloproteinasen-induzierer/
CD147/Basigin) als Interaktionspartner von NOD2niifeziert werden. Emmprin ist ein
Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie und spiettine entscheidende Rolle in der
Invasion, Metastase und Neoangiogenese untersidtsi@r Tumore durch die Stimulation
der Produktion und Sezernierung von Matrixmetabbvginasen (MMPs) (Guirguist al,
1990; Biswast al, 1995; Gucet al, 1997; Gucet al, 1998). Das Protein ist auf Tumorzellen
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stark exprimiert und stimuliert umgebende Fibrotgaszur Produktion von MMP1, MMP2
und MMP3 (Kataokat al, 1993; Elliset al, 1989; Nabeshimat al, 1991).

Eine gesteigerte Emmprin-Expression konnte auch aktivierten Lymphozyten und
Monozyten in synovialem Gewebe betroffener Gelemkerheumatoider Arthritis (RA)
nachgewiesen werden (Kasinrezk al, 1992; Konttinenet al, 2000; Tomitaet al, 2002),
was auf eine zentrale Rolle von Emmprin innerhabfdrtschreitenden Gelenkzerstérung bei
der Pathogenese des chronischen Gelenkrheumatisndeuten kénnte.

Ebenso konnte gezeigt werden, dass eine gesteifgpeession von MMP1 (interstitielle
Collagenase) und MMP3 (Stromyelysin-1), eine wightiRolle bei T-Zell-vermittelter
Gewebszerstorung im Darm von CED-Patienten spidnder, 1997). Da eine Aktivierung
der MMPs 1 und 3 durch Emmprin induziert wird (Kaktaet al, 1993; Elliset al, 1989;
Nabeshimaet al, 1991), konnte auch Emmprin in chronisch entziohéih Darm-
erkrankungen involviert sein. Kirzlich konnte besslhen werden, dass Variationen des Gens
fur Stromelysin-1 in Beziehung zu M. Crohn stehBer(deret al, 2004). Sowohl im Two-
Hybrid-System, als auch Uber Immunprazipitationslfse konnte eine Interaktion zwischen
Emmprin und der M. Crohn-assoziierten Variante M8dD2, SNP13, nachgewiesen werden,
was auf eine Funktion der Interaktion in der chsohi entziindlichen Darmerkrankung
hindeuten kdnnte. Ein weiteres Auswabhlkriterium, rigonin als Interaktionspartner von
NOD2 naher zu untersuchen, war die im Two-Hybridi8syn mehrfach nachgewiesene
Bindung an die CARD-Doménen von NOD2. Diese sinsersell fur die Interaktion mit
RICK und die davon abhangige NOD2-vermittelte Indumg der NF<B-Aktivierung.
Daher konnte vermutet werden, dass die Interaldism NOD2-vermittelte Signalgeschehen
beeinflussen kdnnte.

Die genaue Lokalisation der Interaktion von NOD2durEmmprin sollte durch
Immunprazipitations-Experimente der einzelnen Doaméwon NOD2 bestimmt werden und
ergab eindeutig, dass beide CARD-Domanen von NODZ die Bindung an den
intrazellularen Teil von Emmprin essentiell sinderf@u dieser Bereich von NOD2 wird
ebenso fir die Interaktion mit der CARD-Doméne ®RIEZK benétigt, mit dem Unterschied,
dass im Fall von Emmprin keine homophile, sondane daeterophile Interaktion mit der
intrazellularen Domane des Transmembranproteindiegor Eine kirzlich beschriebene
Arbeit konnte die bisherige Vermutung widerlegeassil CARD-, DD- death domaif) und
DED- (death effector domaip enthaltende Proteine ausschlieB3lich Gber hontephi
Interaktion ihrer Doméanen agieren. Es konnte gezeayden, dass die CARD-Domaéane von

ARC mit der DD-Doméne von Fas und FADD uber hethilepBindung interagiert und
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dadurch die Interaktion zwischen Fas und FADD unitelet, was in einer Inhibition der
Bildung des DISC-death-inducing signaling complgxKomplexes resultiert und somit das
nachgeschaltete Apoptose-Geschehen unterdriickt @flaimn2004).
Um die Bedeutung des identifizierten Interaktiomgpers flir NOD2 zu charakterisieren,
wurden folgende Untersuchungen zunachst auf dieKRiGhangige NOD2-vermittelte
NF-kB-Aktivierung (Oguraet al, 2001a) fokussiert. Durch Reportergenstudien urestérn
Blot-Analysen konnte eine inhibierende Wirkung vBmmprin auf die NOD2-induzierte
NF-kB-Aktivierung nach MDP-Stimulation beobachtet wardeDieses Ergebnis konnte
darauf hindeuten, dass Emmprin mit RICK um die Bimgl an die CARD-Domé&nen von
NOD2 konkurriert und somit die RICK-abhangige KB-Aktivierung dadurch gehemmt
wird.
Eine weitere Erklarung fir die verminderte MB-Aktivierung durch den Einfluss von
Emmprin koénnte eine verédnderte Konformation des M®Doteins ausgeldst durch die
Interaktion sein, wodurch z. B. die NOD2-Oligomaigng Uber die NOD-Domaénen, die zu
einer verstarkten NkB-Aktivierung fuhrt {nduced proximity modglnoharaet al, 2000),
verhindert werden kdnnte.
Fir APAF-1 konnte beschrieben werden, dass die s@aboziation und die daraus
resultierende Aktivierung der Pro-Caspase 9 UiberVdDR-Doméane negativ reguliert wird,
indem diese im inaktiven Zustand an die NOD-Doméxirdet und somit durch eine
veranderte Konformation die Oligomerisierung vedairt (Huet al, 1998). Eine &hnlicher
Autoinhibitions-Mechanismus wurde flir NOD2 angenaannfAlbrechtet al, 2003), bei dem
im inaktiven Zustand die LRR-Region an die NOD-Dom&éinden kénnte. Nach Interaktion
des Liganden MDP mit der LRR-Region kommt es ziwerionformationsanderung des
NOD2-Proteins, die die Oligomerisierung lber die DNDomane erlaubt und somit zur
Aktivierung des nachfolgenden Signalgeschehend.flifaher konnte der hemmende Effekt
von Emmprin auf die NOD2-vermittelte NEB-Aktivierung auch dadurch resultieren, dass
die Interaktion von Emmprin und NOD2 zu einer Siasl@irung der inaktiven
intramolekularen Bindung der LRR- und NOD-Domanéarfiund somit eine verminderte
Oligomerisierung und Aktivierung von NOD2 erfolgt.
Emmprin kénnte in Ahnlehnung an die TLRs eine ddi Rolle wie SIGIRR oder Tollip
einnehmen und als negativer Regulator von NOD2i&wrg. SIGIRR zeigt als Mitglied der
TLR/IL-1R- (Toll-like receptor-interleukin 1 receptor signali)gRezeptor-Superfamilie
bereits strukturell als Transmembranprotein mitazellularer Immunglobulin- (Ig-) Doméane
(Thomassenet al, 1999) eine Ahnlichkeit zu Emmprin, welches zweitrazellulare
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Ig-Doméanen besitzt (Biswast al, 1995). AulRerdem konnte beschrieben werden, dass
SIGIRR die TLR-vermittelte Immunreaktion durch Bimdy an Mitglieder des TLR-IL-1R-
Signalkomplexes (TLR4, IRAK und TRAF6) negativ mtdu (Wald et al, 2003). Ein
ebenfalls zur TLR-IL-1R-Familie gehérender negatiRegulator ist ST2, welches das
IL-1R- und TLRA4-Signalgeschehen inhibiert. Uberegsion von ST2 fiihrt (ber die
Assoziation mit MyD88 und TIRAP zu einer Inhibieguder NFkB-Aktivierung (Brint et
al., 2004), was seine Rolle als negativer Regulatémimunreaktionen unterstreicht und eine
Parallele zum beobachteten Einfluss von Emmprimeisen kdnnte.

Scheinbar fuhrt eine Interaktion zwischen dem Tmarabran-standigen Emmprin und dem
zytosolischen NOD2 zu einer Translokation von NO&2 die Zellmembran, was erste
Ergebnisse von Fluoreszenz-Mikroskopie-Analysentdtigen konnten (Rosenstiel und
Brautigam, unveréffentlichte Daten).

Die genaue Funktion des neu identifizierten IntBosispartners von NOD2, Emmprin, ist
aufgrund der bisher vorliegenden Daten nicht eitigegeklart. Anhand der strukturellen
Ahnlichkeit zu anderen Scavenger-Proteinen, ersthes denkbar, dass Emmprin (ber
heterophile Bindung an NOD2 eine negativ-regulideeRunktion einnehmen kdnnte, was die
Inhibition der NOD2-vermittelten Funktionen, wie MB-Aktivierung und MAP-Kinase-
Phosphorylierung tber die Interaktion mit den CAR@smuten lasst.

Die Interaktion von NOD2 und Emmprin kénnte ebdsfalie Funktion von Emmprin
hemmen. Emmprin induziert die Matrixmetalloprotsea 1, 2 und 3. Fir diese MMPs
konnte eine verstarkte Expression in Gewebe-Lagsiome Darm, wie z. B. bei M. Crohn,
nachgewiesen werden, nachdem diese von aktividr{allen vermehrt produziert wurden
(Penderet al, 1998). Somit kénnte die Bindung von NOD2 an Emimpgiessen Funktion,
MMPs zu induzieren, hemmen. In M. Crohn-Patientdie Mutationen im NOD2-Gen
besitzen, kénnte dieser hemmende Effekt durchadgeschwachte Interaktion geringer sein,
wodurch Emmprin verstarkt seiner Rolle als MMP-Iniduer nachgehen kdnnte und somit
vermehrt MMP-Produktion stattfindet, wie in Entziingsreaktionen in M. Crohn (Bailey
et al, 1994) und in Gewebszerstérung im Darm nachgewiaszden konnte (Pendet al,
1998).

Neben der urspriinglich beschriebenen Rolle alsZieder der Matrixmetalloproteinasen, ist
Emmprin an Zelloberflachen-Interaktionen mit Infegn und Mitgliedern der
Immunglobulin-Superfamilie beteiligt, was auf eifenktion innerhalb der Zelladhasion und
Chemotaxis hindeutet. Die chemotaktische und MMRtnierende Wirkung von Emmprin

konnte auch in verschiedenen pathologischen Gefelien neben der Tumorinvasion
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gezeigt werden, wie z. B. in rheumatoider Arthritisd CED (Tomitaet al, 2002; Bailey
et al, 1994). Eine gesteigerte MMP1- und MMP3- Exprasdio chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen resultiert in einer Degradationldemina Propria-extrazellularen Matrix
und der Basalmembran (Penddral, 1996). Die identifizierte Interaktion zwischen R@®
und Emmprin kénnte somit auch einen Einfluss aef Blarriere-Funktion des intestinalen
Epithels und auf Funktionen des angrenzenden Bawlelges haben.

4.5 Beteiligung von NOD2 an MAP-Kinase-Signalwegen

Um eine Beteiligung von NOD2 auf die Signaltrandthikskaskade der MAP-Kinasen
nachzuweisen, bzw. eine Beeinflussung durch dasagierende Emmprin zu analysieren,
wurden zunéachst verschiedene Ebenen des klassisthBrKinase-Signalweges untersucht.
Anhand von einem Reportergenassay, der die Phodmhiang bzw. Aktivierung des
Transkriptionsfaktors Elk-1 nachweist, konnte iesdir Arbeit gezeigt werden, dass MDP-
Stimulation in NOD2-exprimierenden HEK 293-Zellewm =ziner Steigerung der EIk-1-
Aktivierung etwa um den Faktor 8,5 gegenlber ddramsfizierten Kontrolle fiihrte. Die
anschlieRende Western Blot-Analyse konnte eine pHurglierung der MAP-Kinase
Untergruppe ERKZ1/2 nach MDP-Stimulation NOD2-experander Zellen nachweisen.
Somit konnte eine bisher nicht beschriebene Bgteilj von NOD2 nach MDP-Stimulation
fur den ERK1/2-MAP-Kinase-Signalweg gezeigt werdetk-1 kann sowohl Uber ERK1/2,
als auch uber die MAP-Kinasen JNK1/2 und p38 phospiert werden. Durch den Einsatz
eines spezifischen Inhibitors (PD98059) konnterditgs eine ERK1/2-spezifische Elk-1-
Aktivierung nachgewiesen werden. Gleichzeitig soliter Einfluss von Emmprin auf die
Funktion von NOD2 im ERK1/2-Signalweg untersuchtrdemn. Koexprimiertes Emmprin
hemmte sowohl die NOD2-vermittelte Elk-1-, als audie ERKZ1/2-Aktivierung nach
Stimulation von MDP, womit die Hypothese gestitztirdw dass Emmprin als
Interaktionspartner von NOD2 eine Inhibitorfunktiemnehmen konnte.

Aufgrund dieser Ergebnisse sollte auch eine mogliBkteiligung von NOD2 an dem MAP-
Kinase JNK1/2-Signalweg untersucht werden. Fir di#un-N-terminale Kinase JNK1/2
konnte auf der Ebene ihres Substrates (c-Jun) dnliem Western Blot-Analyse eine
deutliche biphasische Phosphorylierung bzw. Aktiwey des Transkriptionsfaktors c-Jun in
NOD2-exprimierenden und MDP-stimulierten Zellen gjgk werden. Auch hier erfolgte eine

eindeutige Inhibition der Phosphorylierung durcheXarimiertes Emmprin, was in
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anschlieRenden Reportergenassays bestatigt werdenntek In  einem weiteren
Reportergenassay konnte eine NOD2-vermittelte Adting des Transkriptionsfaktor-
Komplexes AP-1 nachgewiesen werden. Dieser Komplestzt sich aus den
Transkriptionsfaktoren c-Jun und c-Fos oder ausrdflombination mit Mitgliedern der ATF-
Familie zusammen. AP-1 kann sowohl Uber die MAPasen JNK1/2 und ERK1/2, als auch
Uber p38 aktiviert werden. Eine eindeutige Aufklizuob die gezeigte NOD2-vermittelte
AP-1-Aktivierung Uber die beschriebene Aktivierundes JNK1/2- oder ERK1/2-
Signalweges oder aber Uber den p38-MAP-Kinase-8igmperfolgt, gestaltet sich schwierig,
da der gangige Inhibitor der p38-MAP-Kinase (SBZ&XB5ebenfalls RICK inhibiert und
daher das NOD2-vermittelte Signalgeschehen besgdlukdnnte.

Somit konnte in der vorliegenden Arbeit neben dddRvivermittelten NOD2-induzierten
NF-kB-Aktivierung in intestinalen epithelialen Zelllem erstmals eine Beteiligung von
NOD2 an MAP-Kinase-Signalwegen gezeigt werden. EN@D2-vermittelte Aktivierung
sowohl der ERK1/2-, als auch der JNK1/2-Kinase nisldP-Stimulation wurde auf Ebene
der MAP-Kinasen und/oder derer Substrate nachgewies

Mehrere Veroéffentlichungen lieferten Hinweise, dB§3D2 aul3er in der NkB-Aktivierung
auch in der Aktivierung der MAP-Kinasen involvisgin kdnnte:

RICK vermittelt neben der NKB-Aktivierung zusatzlich einen induzierenden Effekif die
MAP-Kinase JNK1/2 (Thomeet al, 1998). Da RICK fiir die NOD2-vermittelte NEB-
Aktivierung essentiell ist, konnte die Interaktiaouch fir die NOD2-vermittelte JNK1/2
notwendig sein. Aul3erdem konnte fir einige TolelRezeptoren (TLRS), die in Analogie zu
den NOD-Proteinen diextrazellularenPAMP-Rezeptoren darstellen, neben der K-
Aktivierung die Aktivierung der drei MAP-Kinasen KR/2, JNK1/2 und p38 beschrieben
werden (Huanget al, 2004; Carioet al, 2000; Dumitruet al, 2000). Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass NOD1 in Reaktion auf das peati® BakteriunShigella flexneridie
Aktivierung von NFKB und JNK1/2 vermittelt (Girardiet al, 2001).

Eine direkte Beteiligung von NOD2 am klassischen PMKinase-Signalweg lie3 eine
kirzlich beschriebene Arbeit von Pauleau und Murvagmuten: Obwohl NOD2 keine
essentielle Rolle in der Reaktion von Makrophagdainvarschiedene TLR-Agonisten ausibt,
konnte eine geringfigige Phosphorylierung der ERKdihase nach MDP-Stimulation
nachgewiesen werden (Pauleau and Murray, 2003)enEweiteren Hinweis auf eine
Involvierung von NOD2 innerhalb der MAP-Kinasen kbm mit Hilfe eines erst kirzlich
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identifizierten Interaktionspartners von NOD2, di#AP-Kinase-Kinase TAK1l TGF-£#
activated kinase)l nachgewiesen werden (Chetnal, 2004).

TAK1 ist eine essentielle Komponente in Signalwegetfacher inflammatorischer Zytokine
und fungiert als eine Art Zweigstelle zwischen KB-und JNK/p38-Signalwegen, da es in
Reaktion auf Interleukin (IL)-1, TNB; LPS, IL-18, RANKL und TGH3 sowohl die
Aktivierung des IKK-Komplexes, als auch von MKK6&dieiert (Wanget al, 2001; Irieet
al., 2000; Leeet al, 2000; Sakuraet al, 1999; Takaeset al, 2000; Takaeset al, 2001;
Ninomiya-Tsujiet al, 1999; Waldet al, 2001; Yamaguchet al, 1995; Mizukamiet al,
2002).

Die N-terminale Kinase-Domane von TAK1 interagisnit der C-terminalen LRR-Domane
von NOD2. Uber den Einsatz von dominant-negativedKT konnte gezeigt werden, dass
diese Bindung essentiell fur die NOD2-induzierte -RB~Aktivierung in NOD2-
Uberexprimierenden HEK 293-Zellen ist (Chetnal, 2004). Eine Beteiligung von NOD2 an
der Uber TAK1-vermittelten JNK-Aktivierung wurde idieser Arbeit nicht beschrieben,
allerdings konnte eine negativ-regulierende Fumkiiber die Interaktion der LRR-Region
von NOD2 auf die TAKl-vermittelte NKB-Aktivierung in RICK -Fibroblasten
nachgewiesen werden. Somit konnte Uber die Interakein weiterer Hinweis fur eine
mdgliche reziproke Kreuzverbindung zwischen NOD2d unflammatorischen Zytokin-
Signalwegen erbracht werden.

In Ubereinstimmung mit den vorliegenden Ergebnidsamte kiirzlich gezeigt werden, dass
eine Stimulation von Makrophagen des KnochenmarksMiDP in der Aktivierung von
NF-kB, ERK1/2und p38 resultiert. Diese MDP-vermittef&tivierung wurde in NODZ-
Makrophagen stark reduziert, was auf ein NOD2-ably@s Signalgeschehen hinweist
(Kobayashiet al, 2005).

Eine koordinierte Regulation sowohl anti-, als aughmo-inflammatorischer sowie
proliferativer Aktivitditen der MAP-Kinase-Signalwegst fir den Erhalt der intestinalen
Homdoostase essentiell. In ERK1/2-defizienten Maukennte eine defekte Thymozyten-
Reifung und eine reduzierte Expression der und (-Kette des T-Zell-Rezeptors
nachgewiesen werden (Bettigii al., 2002), was auf eine wichtige Rolle der ERK1/2x&8e
in der T-Zell-Aktivierung und der adaptiven ImmuitischlieRen lasst. Eine Involvierung der
MAP-Kinasen in der angeborenen Immunabwehr zeiggrdéktivierung innerhalb des TLR-
Signalgeschehens. Die MAP-Kinasen JNK1/2 und p38iare tiber MEKKS3 innerhalb des
TLRA4-Signalweges nach LPS-Stimulation aktiviert &dget al, 2004), wahrend die TLR4-
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vermittelte ERK1/2-Aktivierung Uber TPL2 erfolgt ¢initru et al,, 2000). Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass der ERK1/2-Signalweg an LMES8zierter TNFe-Produktion in
monozytaren Zellen beteiligt ist (van der Bruggeml, 1999).

NOD2 kdnnte somit analog zu den TLRs sowohl GberAditivierung von NF«B, als auch
der MAP-Kinasen eine Funktion in der Regulation alegeborenen Immunitat einnehmen.
Innerhalb des NOD2-Signalgeschehens Ubernimmt dentifizierte Interaktionspartner
Emmprin vermutlich eine negativ-regulierende Rale Abb. 42). Ausgehend von der
Vermutung, dass Emmprin mit RICK um die Bindung dean CARDs konkurriert, wéare
folgende Situation vorstellbar: In Abwesenheit viBmmprin bindet RICK an NOD2 und
fuhrt zur NOD2-vermittelten NKB-Aktivierung. AufRerdem erfolgt eine gesteigerte
Aktivierung der MAP-Kinasen ERK1/2 und JNK1/2 bzderer Substrate Elk-1 und c-Jun
nach MDP-Stimulation. Ob diese Aktivierung ebersfallon der Interaktion mit RICK
abhangig ist, bedarf weiterer Untersuchungen. Ermmgaheint tber die Interaktion mit den

CARDs das Signalgeschehen von NOD2 zu blockierane®sowohl zu einer Hemmung der
NOD2-vermittelten NF«B-, als auch der MAP-Kinasen-Aktivierung durch vehrte
Expression von Emmprin kommt, lasst die NOD2-vewite MAP-Kinasen-Aktivierung
einen identischen Mechanismus wie die hB~Aktivierung und eine Beteiligung von RICK

vermuten.

. + MDP . + MDP
- Emmprin / + Emmprin 8 /

: N8
5 oL
R

NF-kB RICK ERK1/2 JNK1/2
: ¢ ¢ NF-kB ERK1/2 JNK1/2
Elk-1 c-Jun * ¢

Elk-1 c-Jun

Abb. 42: Hypothetischer Einfluss von Emmprin auf d& NOD2-vermittelte Signalgeschehen

Erklarung: s. Text.

117



Diskussion

4.6 MAP-Kinase-Signalwege in chronisch entziindlicheDarmerkrankungen

MAP-Kinasen spielen neben dem MB-Signalweg eine wichtige Rolle in Entziindungs-
prozessen. In chronisch entzindlichen Darmerkragdmn konnte eine signifikante
Aktivierung von p38, JNK1/2 und ERK1/2 gezeigt wemgdwobei p38& die starkste Kinase-
Aktivierung in entzindeter intestinaler Mukosa aigfsv (Waetziget al, 2002). Eine
gesteigerte Aktivierung der Stress-aktivierten MRiRasen JNK1/2 und p38 konnte auch in
Biopsien von M. Crohn-Patienten nachgewiesen werdaetziget al, 2002; Hommes
et al, 2002). In einer klinischen Pilotstudie zeigte &énsatz eines spezifischen Inhibitors
gegen die in chronisch-entziindlichen Darmerkrankaongktivierten MAP-Kinasen eine
Verminderung dieser Aktivierung und eine Verbessgrdes Klinikbildes (Hommest al,
2002). Daher wurden die MAP-Kinase-Signalwege elsas therapeutisches Ziel zur Heilung
bzw. Linderung chronischer Entziindungen im M. Cralmgesehen und intensiv diskutiert
(Waetziget al, 2003; Hommest al, 2003; Saklatvalet al, 2004; Boldt and Koch, 2004).
Bisher konnte ein positiver Effekt der InhibitioerdVIAP-Kinasen nur in kleinen klinischen
Studien beschrieben werden (Hommetsal, 2002). Da die MAP-Kinasen ebenfalls eine
wichtige Rolle im Zusammenhang mit der angebordnanunitat spielen, kdnnte sich eine
Suppression der MAP-Kinasen auch negativ auswirkeB;, kénnte eine Inhibition in einer
deutlich gesteigerten Entzindungsreaktion aufgrdekdlender MAP-Kinase-vermittelter
Apoptosemechanismen  resultieren. Ob Inhibitoren aBEntziindungs-hemmendes
Therapeutikum im M. Crohn einsetzbar sind, mussaadhvon Ergebnissen umfassenderer

Studien untersucht werden.
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4.7 Ausblick

Die hier vorgestellten Ergebnisse zur Charaktetisig der Funktion von NOD2 fiihren zu

weiteren Fragestellungen:

e Welche Rolle spielen die Subfamilien der MAP-Kimasebeim NOD2-
Signalgeschehen? Gibt es eine unterschiedliche ¢hawrig in der NOD2-vermittelten
Aktivierung, wie es fir PGN-stimulierte Induzierudgr MAP-Kinasen beschrieben
wurde (Dziarskiet al, 1996)? Ubernimmt JNK1/2 in diesem Zusammenhang ei
pro- oder anti-apoptotische Funktion? Ist RICK ar dNOD2-vermittelten MAP-
Kinasen-Aktivierung beteiligt?

« Kann die mdogliche negative Regulatorfunktion von rigmin néher charakterisiert
werden? Gibt es weitere Interaktionspartner von KODie eine Rolle bei der
Reaktion der Zelle auf bakterielle Komponenten MBP spielen?

¢ Welche Gene aul3er IL-8 werden durch das NOD2-Sjgsahehen reguliert?

Die Beantwortung einiger der hier aufgeworfenengEra kdnnte zu einem besseren
Verstandnis der Rolle von NOD2 bei der Pathophggi@ von entziindlichen Prozessen
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5 Zusammenfassung

Die unmittelbare Erkennung und Abwehr von Krankdagitegern durch das angeborene
Immunsystem spielt eine entscheidende Rolle fiir dasrleben vielzelliger Organismen.
Epitheliale Zellen sind integraler Bestandteil detordersten mechanischen und
immunologischen Barriere gegeniiber eindringendethoganen. Pflanzen und Tiere
bedienen sich hierbei spezifischer RezeptoireAMP recognition receptoysPRRs), die
molekulare Muster unterschiedlicher Pathogepathogen associated molecular patterns
PAMPs), wie Lipopolysaccharid (LPS) und Muramyl-Bipid (MDP) erkennen. NOD-
Proteine umfassen eine Familie intrazellularer étnet, die aufgrund ihrer speziellen Struktur
die Funktion der Erkennung intrazellularer PAMP$ukgn kdnnen. NOD2 zeigt nach
Stimulation mit seinem Liganden eine RICK-abhandigduzierung der NkB-Aktivierung.
Varianten des NOD2-Gens, die in einer defektenkiBFAktivierung resultieren, sind mit
M. Crohn assoziiert, einer chronisch entzindlich@armerkrankung, die durch
diskontinuierliche transmurale Entziindungen demitalen lleums und Kolons durch ein
Uberwiegen pro-inflammatorischer Zytokine, wie THFgekennzeichnet ist.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Expressiad Regulation von NOD?2 in intestinalen
Epithelzellen, die als vorderste Barriere gegeniila¢ghogenen Bakterien im Darm fungieren,
zu untersuchen und {ber die Identifizierung nenésraktionspartner und einer eventuellen
Beteiligung an MAP-Kinase-Signalwegen, die Funktimm NOD2 naher zu charakterisieren.
Die Regulation der NOD2-Expression wurde in versdbnen intestinale Epithelzelllinien
und HelLa-Zellen Uber Stimulation mit rekombinantdiiF-a und IFNy durchgefihrt.
Interaktionsstudien wurden Uber Two-Hybrid-Systema iKo-Immunprazipitations-Analysen
bewerkstelligt. Als weiterer methodischer Ansatzraeu transiente Uberexpression von
NOD2, NOD2-Varianten und dem Interaktionspartnemfiprin in SW620-, HEK 293- und
CHO-Zellen gewahlt, um durch Einsatz von rekombiean MDP und entsprechender
Antikérper, sowohl Sezernierungs-Analysen und REpgenassays, als auch
Bindungsstudien und Signaltransduktions-Analysenctdzufiihren.

Es konnte eine dosis- und zeitabhangige SteigedengnRNA- und Protein-Expression von
NOD2 nach TNFe-Stimulation und ein synergistischer Effekt auf di@®©OD2 mRNA-
Expression Uber gleichzeitige Stimulation von T&FRind IFNy gezeigt werden. Die
Transaktivierung des NOD2-Promotors wird Uber zvigiktionelle NFkB-Bindestellen

reguliert. Zusétzlich konnte eine verstarkte IL-@kfetion in NOD2-exprimierenden
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intestinalen Epithelzellen nach Stimulation mit deakteriellem Zellwandbestandteil MDP
nachgewiesen werden. Weiterhin konnte eine NOD®itwlte gesteigerte Aktivierung der
MAP-Kinasen ERK1/2 und JNK1/2 bzw. derer Substreteh MDP-Stimulation beschrieben
werden. Der neu-identifizierte InteraktionspartBenmprin zeigte sowohl einen hemmenden
Effekt auf die NOD2-vermittelte NkB-Aktivierung, als auch auf die NOD2-abhangige
Aktivierung der MAP-Kinasen und scheint als negatiRegulator des NOD2-vermittelten
Signalgeschehens zu fungieren.

Anhand der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit k®nNOD2 eine wichtige Funktion
innerhalb der angeborenen Immunitéat in intestindeithelzellen einnehmen, indem es als
intrazellularer PAMP-Rezeptor pathogene Organisroew. deren Produkte erkennt, was
Uber eine parallele Aktivierung pro-inflammatorisctSignalwege, wie NkB und MAP-
Kinasen, in einer verstérkten Immunreaktion restltiEine defekte Funktion von NOD2 im
M. Crohn kénnte mit einer verminderten Erkennunthpgener Bakterien assoziiert sein, was

sekundar in einer verstéarkten Entziindungsreakésenltiert.
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6 Summary

The innate immunity plays a pivotal role for thevéwal of multicellular organisms providing
fast recognition and defense mechanisms againsiohia agents. Epithelial cells are an
integral part of the primary mechanical and immogaal barrier against the invasion of
pathogens. Plants and animals offer specific recefAMP recognition receptorPRRS)
recognizing pathogen-associated molecular patt@?Ad1Ps) like lipopolysaccharide (LPS)
and muramyl dipeptide (MDP). NOD proteins compréasdamily of intracellular proteins,
which are considered to accomplish the functiorintfacellular PAMP recognition. After
stimulation with its ligand NOD2 induces RICK-depent NFkB activation. Variants of the
NOD2 gene which result in a defective induction of kKEB-activity, are associated with
Crohn’s disease, a human chronic inflammatory baoleelase characterized by discontinuous
transmural inflammation of the terminal ileum andlon through a prepondarance of
proinflammatory cytokines like TNE:

The aim of this study was to determine the regotatdf NOD2 expression in intestinal
epithelial cells which function as the primary larragainst invading pathogens and to
qualify the function of NOD2 by identifying new @raction partners and a possible
participation in MAP kinase pathways.

Regulation of NOD2 expression was investigatediffei@nt intestinal epithelial cell lines
and Hela cells upon stimulation with recombinant FFiN and IFNy. The interaction
experiments were accomplished by a Two Hybrid systand Co-IPs. Transient
overexpression experiments of NOD2, NOD2 variami$ #he interaction partner Emmprin
were established in SW620, HEK 293 und CHO celiscdfbinant MDP and appropriate
antibodies were employed to carry out secretiorlyara, reporter gene assays, binding and
signaltransduction pathway studies.

An upregulation of NOD2 mRNA and protein could Ennstrated by TNE-stimulation

in a dose- and time-dependent manner. A synergiftect was shown by a concomitant
TNF-o/IFN-y stimulation. Transactivation of the NOD2 promotiar regulated by two
functional NFkB binding sites. In addition, NOD2 expressing itited epithelial cells
showed an enhanced IL-8 secretion upon stimulatiiin the bacterial cell wall component
MDP. Furthermore a NOD2-mediated increased actimadf the MAP kinases ERK1/2 und
JNK1/2 could be revealed after MDP stimulation. Tresvly identified interaction partner
Emmprin demonstrated both an inhibition of NOD2-m&si NFKB activition and NOD2-
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dependent activation of MAP kinases. Emmprin seenfsinction as a negative regulator of
NOD2-mediated signalling.

The results of the presented study suggest that Né&thibits an important function for
innate immune responses of intestinal epithelidsc&lOD2 may act as intracellular PAMP
receptor recognizing microbial pathogens and theducts respectively and leads to parallel
activation of proinflammatory signalling pathwaysluding NFkB and MAP kinases. The
impaired function of the NOD2 variant describedCirohn’s disease could be associated with
a diminished recognition of bacterial pathogens amdults secondarily in increasing

inflammatory reactions.
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Anhang — verwendete Materialien

Chemikalien/Zuséatze

Bezeichnung

Hersteller

6-Amino-Capronsaure
Acrylamid/Bisacrylamid (30:0,8)
Agar Agar

Agarose SeaKem LE
Ammoniumpersulfat
Ampicillin
B-Mercaptoethanol
Bacto-Trypton
Bacto-Yeast Extract
Broad range, ProteingroRenmarker
Bromphenolblau

BSA

Carbenicillin
Chloramphenicol

EDTA

Ethanol (p.a.)
Ethidiumbromid

FCS Gold

Glycerol

HCI

IFN y

Isopropanol (2-Propanol)
Kanamycin

LPS

Magermilchpulver (MMP)
MDP

Methanol

MgClz

MgSOy

NaHPO,

NacCl

Natriumazid
Paraformaldehyd

PBS

Penicillin/Streptomycin
PETG

Phosphatase Inhibitor Cocktail (100 X)
Protease Inhibitor Cocktail (50 X)
ProteinA/G-Agarose-Beads

SDS

Smart ladder

TEMED

Tetracyclin

TNFa (human, rekombinant)

Sigma-Aldrich, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Serva, Heidelberg
Biozym, Oldendorf
Sigma, Minchen
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
Bio-Rad, Miinchen
Sigma, Minchen
New England Biolabs, Bad Schwalbach
Sigma, Minchen
Sigma, Minchen
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Gibco BRL Life Technology, Eggenstei
PAA, Linz, Osterreich
Sigma, Miinchen
Sigma, Minchen
R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Bachem, Weil am Rhein
Merck, Darmstadt
Sigma, Minchen
Sigma, Minchen
Sigma, Minchen
Sigma, Minchen
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Gibco, Eggenstein
Biochrom, Berlin
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
SantaCruz, Heidelberg
Sigma, Miinchen
Eurogentec, Koéln
Sigma, Miinchen
Sigma, Minchen
R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
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Tris

TritonX-100
Tween20
Trypsin/EDTA (1
X-Gal
Xylencyanol

Puffer, Lésungen un

Alle Puffer, Losunge

Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Sigma, Minchen

X) Invitrogen , Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Sigma, Minchen

d Medien

n und Medien wurden mit A.bidemgesetzt, Medien fir die

Bakterienkultur wurden nach Ansetzen autoklavied bis zur Benutzung gekihlt und unter
Luftabschluss gelagert.

Bezeichnung

Zusammensetzung

Anodenpuffer 1
Anodenpuffer 2

2 XDLB

10 X DNA-
Ladepuffer
Kathodenpuffer
LB-Agarplatten
LB-Medium

5 X Ligationspuffer

RIPA/IP-Lysepuffer
NZY-Medium

5 X PBS
Salzlésung

4 X Sammelgelpuffe
5 X SDS-Ladepuffer

S. 0. C. -Medium

Stripping-Puffer

25 X TAE

TE (pH 7,6; pH 8,0)
4 X Trenngelpuffer
TTBS

30 mM Tris-Base, 20 % (v/v) Methanol

300 mM Tris-Base, 20 % (v/v) Methlano
20 mM Tris/HCI (pH 7,4), 2 % (w/v) SDS
50% (v/v) Glycerol, 0,1 % (w/v) Bromphenolblau, @&Iw/v)
Xylencyanol

25 mM Tris-Base, 20 %(v/v) Methari@l,mM 6-Amino-Capronséaure
10 g/l Trypton, 5 g/l Yeast Extrabtg/l NaCl, 15 g/l Agar Agar

10 g/l Trypton, 5 g/l Yeast Extract, 3 acCl

[250 mM Tris-HCI (pH 7.6), 50MiMgCl,, 5 MM ATP, 5 mM DTT,
25 % (w/v) polyethylene glycol-8000].

1 X PBS, 0,1 % (w/v) SDS, 1 %vM\onidet, 0,5 % (w/v)
Deoxycholat, 0,05 % (w/v) Natriumazid

5 g/l NaCl, 2 g/l MgS®©x 7 H,0, 5 g/l Yeast Extract, 10 g/l NZ amine
(Casein-Hydrolysat), pH 7,5

40 g/l NaCl, 5,8 g/l NBIPOy, 1 g/l KH,POy, 1 g/l KCI

1,2 M NacCl, 0,06 Mg£Cl
r0,5 M Tris/HCI (pH 6,8), 0,4 % (w/v) SDS

312,5 mM Tric/HCI (pH 6,8), 10(%/v) SDS, 50 %(v/v) Glycerol,
10 % (v/v)B-Mercaptoethanol, 0,05 % (w/v) Bromphenolblau

2 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Ye&xtract, 10 mM NacCl, 2,5 mM
KCI, 10 mM MgCh, 10 mM MgSQ
62,5 mM Tris/HCI (pH 6,8), 2 % (w/v) SDS, 0,7 %\vp-
Mercaptoethanol

1 M Tris/HCI (pH 8,0), 25 mM EDTA, 500 mKssigsaure

10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA
1,5 M Tric/HCI (pH 8,8), 0,4 %/{y) SDS

20 mM Tris, 137 mM NacCl, 0,1 % (v/v) Tween20
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Kits und Enzyme

Bezeichnung

Hersteller

Advantage RT-for-PCR-Kit

Advantage® -PCR Reagent Kit
Advantage® Polymerase-Mix
AmpliTad] -Polymerase

Alkalische Phosphatase (CIP)
BacterioMatclfil Two-Hybrid System Kit

BamHI

Big Dye™Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit

Cytoset ELISA Kit IL-8 (human)
DC Protein Assay

DLA Kit

DNase |

Dpnl

DyeEx Kit

ECLO PLUS

EcoRI

FUGENE 6-Transfektionsreagenz
GeneAmpl PCR Reagent-Kit
Hind 1l

MiniElute DNA Kit

Not |

Pfu-DNA-Polymerase

Qiageri] Plasmid Maxi Kit

QiaPref Miniprep Kit

QiaShredddr

QuickChangél Site-directed-Mutagenesis K
RNAiFect] Transfection-Kit

Rnase A

RNeasyl-Kit

Sall

T4 Ligase
TOPQO TA CloningO Kit
TransMessenger Transfection Reagent-Kit

Xho |

Clontech, Heidelberg
Clontech, Heidelberg
Clontech, Heidelberg

Perkin Elmer, Weiterstadt

NEB, Bad Schwalbach

Stratagene, Heidelberg

NEB, Bad Schwalbach

Perkin Elmer, Weiterstadt

R&D-Systems, WieslkmdNordenstadt
BioRad, Miinchen
Promega, Mannheim
Qiagen, Hilden
NEB, Bad Schwalbach
Qiagen, Hilden
Amersham Biosciences, Freiburg
NEB, Bad Schwalbach
Roche, Mannheim
Perkin Elmer, Weiterstadt
NEB, Bad Schwalbach
Qiagen, Hilden
NEB, Bad Schwalbach

Promega, Mannheim
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
ibtratagene, Heideleberg
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
NEB, Bad Schwalbach

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Qiagen, Hilden
NEB, Bad Schwalbach
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Primarantikorper

Die Verdinnung der Antikdrper fur Westernblotanalysvurde wie in folgender Tabelle
angegeben in TTBS vorgenommen.

Zielprotein

Bezeichnung

Spezies , Verdinnung

Hersteller

B-Actin
(phospho-) cJun

(phospho-) ERK1/
(phospho-) kBa
GFP

XPress

Emmoprin

Emmoprin

NOD2

antif3-Actin
anti- (phospho-) cJun

Panti- (phospho-) ERK1/
anti- (phospho-)dBa
anti-GFP
anti-XPress
anti-Emmprin K-20

anti-hEmmprin

anti-NOD2

ms, 1:5000 (5 % MMP
rb, 1:100% BSA)

2rb, 1:1000 (5 % MMP)

rb, 1:1000 (5 % BSA)
ms, 1:5000 (5 % MMF
gt, 1:1000 (5 % MMP

ms, 1:5000 (5 % MM

rb, 1:500 (5 % MMP)

Sigma, Miinchen
Cell Signaling
Technology (CST),
Frankfurt

CST, Frankfurt

CST, Frankfurt

P) Clontech, Heidedb
Invitrogen, Karlsruhe
Saruz,

Heidelberg

P) R&D-yrss,

Wiesbaden-

Nordenstadt
Alexis Corp.,

Axxora, Grunberg

(ms, rb, gt bezeichnet die Spezies des IgG, ms gsiMd = Kaninchen, gt = Ziege,
die Prozentangabe (w/v) bezieht sich auf die Blogi®ubstanz; MMP = Magermilchpulver,
BSA =bovine serum albumine,

Sekundéarantikdrper

Bezeichnung

Hersteller

anti-Rabbit-HRP

anti-Mouse-HRP

anti-Goat-HRP

Freiburg

Freiburg

Amersham Biosciences,
Amersham Biosciences,

Sigma, Minchen
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Vektoren

Bezeichnung

Hersteller

pAP1-LUC

pBT
PcDNAS.1(+)
pcDNA4/HisMax
pCEV-Vektor

pEGFP-C3
pFA2-c-Jun
pFA2-Elk-1
pFR-GAL4RE-Luc
pGL3B-Promoter

Freundlicherweise zur Verfligung
gestellt von Conaris, Kiel
Stratagene, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Freundlicherweise zur Verfligung
gestellt von Dr. P. Rosenstiel
Clontech, Heidelberg
Stratagene, Heidelberg
Stratagene, Heidelberg
Stratagene, Heidelberg
Promega, Mannheim

pNF«B-LUC Clontech, Heidelberg

pRL-TK Promega, Mannheim

pTRG Stratagene, Heidelberg

Zelllinien

Bezeichnung Herkunft ACC.- Nr. / DSMZ

Hela S3 Cervix-Adenokarzinom ACC 161

HEK 293 human embryo kidney ACC 305

CHO chinese hamster ovary freundlicherweise zur
Verfligung gestellt von Prof.
S. Rose-John, Kiel

HT-29 kolorektales Adenokarzinom ACC 299

THP-1 human acute monocytic ACC 16

leukemia

SW620 kolorektales freundlicherweise zur

SwWo48 Doppelpunkt-AdenokarzinomVerfligung gestellt von Prof.
H. Kalthoff, Kiel

Bakterien

Bezeichnung

Hersteller

BacterioMatclil Two-Hybrid System
Reporter Strain Competent Cells

JM 109E. coli

One Shot® TOP10 Chemically Competent
CellskE. coli

XL1-Blue Supercompetent Cells MRF Kan
E. coli

Stratagene, Heidelberg

Stratagene, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe

Stratagene, Heidelberg
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Oligonukleotide

Folgende OligonukleotideP(imer) wurden zur Genexpressionsanalyse mittels RT-PCR
benutzt:

Primername Sequenz (3°3") Tamea Zyklen Amplikon Acc.No.
(°C) (bp) (GenBank)

B-Actin_s GATGGTGGGCATGGGTCAG 55 30 518 NM001101

B-Actin_a CTTAATGTCACGCACGATTTCC

NOD2_s CGTTCTGCACAAGGCCTACC 60 32/39 642 NM022162

NOD2_a TCCATTCGCTTTCACCGTG

GAPDH_s CCAGCCGAGCCACATCGC 56 40 360 BC029618

GAPDH_a ATGAGCCCCAGCCTTCTCCAT

Folgende Oligonukleotide wurden fir die Reportekgarstruktion und Mutagenese des
NOD2-Promotors verwendet:

Primername Sequenz (53°3") Tannear Zyklen Amplikon Acc.No.
(°C) (bp) (GenBank)

pNOD2_sKpnl) |CGGGTACCGTGACAGTTTCAC 55 35 1367 NM022162
TGGAGC

pNOD2_aMlul) | GCACGCGTAGAACGCCAAAA
GCC

NOD2(AkB1) s |GACTGACAGATTTCGCCTGAA 60 12 1367 NM022162
GAGACCAGGTAATAAAGGAG
TAAGAGGAAG

NOD2(AkB2) s |CGAGTCACGTGGCTTGGGCTT 60 12 1367 NM022162
CCTGGTGTCCACAGAAG

NOD2(AkB3)_s |GGCCTCCGGCTTTTCCTTTCTT 60 12 1367 NM022162
GAAGGTGGGGTTGGTAG

Die verwendeten antisensePrimer der Mutagenese-Reaktion entsprachen der
komplementaren Sequenz in-3&"-Orientierung
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Folgende Oligonukleotide wurden fur Klonierungemwendet:

Primername Sequenz (5°3) Tannear Zyklen Amplikon Acc.No.
(°C) (bp)  (GenBank)

rNOD2B_s CGTTCTGCACAAGGCCTACC 58 40 3340 NM022162
rNOD2B_a AAACTGAGCGAACATCCTCCC
pBT-NOD2_s CGGCGGCCGGGGAAGAG 61 35 3120 NM022162
pBT-NOD2_a CGCTCGAGTCAAAGCAAGAG
pBT-CARDs_ s |CGGCGGCCATGTGCTCGC 60 35 630 NM022162
pBT-CARDs_a |CGCTCGAGCTTGCATGTGGC
pBT-LRR_s CGGCGGCCCGGAGCCTG 61 35 880 NM022162
pBT-LRR_a CGCTCGAGCCCTCGGAGC
pcDNA4-C1_s ATGTGCTCGCAGGAGGCTT 59 35 240 NM022162
pcDNA4-C1l _a GTCCCAGCAGCCATGCAG
pcDNA4-C2_s TCGCTCCACCCAGCCC 59 35 210 NM022162
pcDNA4-C2_a CTTGCATGTGGCAGCTTCC
pcDNA4-NOD_s |CCAGCCACCCTGGGCC 62 35 910 NM022162
pcDNA4-NOD_a |AGGGCTGACCTGTGCTGCC
pcDNA4-LRR_s |CGGAGCCTGTACGAGATGCA 61 35 880 NM022162
pcDNA4-LRR_a |CCCTCGGAGCCAGACTTCC
pcDNA4-NOD2_s| GGGGAAGAGGGTGGTTCAGC 61 35 3120 NM022162
pcDNA4-NOD2_a TCAAAGCAAGAGTCTGGTGTC

CcC
pPEGFP-NOD2_s | CGAAGCTTGGGGAAGAGGGT 58 35 3120 NM022162
PEGFP-NOD2_a | CGGGATCCTCAAAGCAAGAG

TCT
pPEGFP-CARDs_s CGAAGCTTATGTGCTCGCAGG 59 35 630 NM022162
PEGFP-CARDs_gd CGGGATCCCTTGCATGTGGC
pPEGFP-Emmprin{ GACTCGAGGAGAAGCGCCG 62 35 123 NM198589
IC_s
pPEGFP-Emmprin| GACCCGGGTCAGGAAGAGTT
IC_a CcC
pCEV-Emmprin_s CGGGATCCGCGGCTGCGC 68 35 810 NM198589
pCEV-Emmprin_a GCGTCGACTCAGGAAGAGTT

CCTCTGG
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Folgende Oligonukleotide wurden fiir Sequenzierusajgionen verwendet:

Primername Sequenz (5°3") Tamea Zyklen Acc.No.

(°C) (GenBank)
Nod2_Seql_s CATTGTCAGGAGGCTCC 50 25 NM022162
Nod2_Seq2_s CCTCAATGACGATGCG 51 25 NMO022162
Nod2_Seq3_s CTGTGTCGGCGTTCC 50 25 NM022162
Nod2_Seq4_s CAGCCCTGATGACATTTC 51 25 NMO022162
Nod2_Seq5_s CATCCCGCCAGCTG 51 25 NMO022162
Nod2_Seq6_s TGCAGGCAGAACTTCTTG 52 25 NMO022162
Nod2_Ex2_a GCGAGCACATTTCACAAC 52 25 NM022162
Nod2_Ex4_s CAGTCTCGCTTCCTCAGTAC 51 25 NMO022162
Nod2_Ex4_a GTACTGAGGAAGCGAGACTG 51 25 NM022162
Nod2_Ex7_a CAAGGAGGTGTTGCCTC 51 25 NMO022162
pBT_s CGTTGTGGGGAAAGTTATC 52 25 AF361440
pBT-a GGTAGCCAGCAGCATCC 54 25 AF361440
PTRG_s CGTGATGTACGTCAGCC 50 25 AF361441
pPTRG_s GCCATAAACTGCCAAGC 51 25 AF361441
XPress-fw TATGGCTAGCATGACTGGT 50 25  X90639
XPress-rev TAGAAGGCACAGTCGAGG 51 25  X90639
Emmprin_s GTCACTGACTGGGCCTG 51 25 NM198589
Emmprin_a CAGGCCCAGTCAGTGAC 51 25 NM198589
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