Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel

Analyse der NOD2-abhangigen
Transkriptomregulation
und Hemmung der NOD2-Aktivitat durch A20

Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades
der Mathematisch -Naturwissenschaftlichen Fakultat

der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel

vorgelegt von

Susanne Billmann - Born
Diplom- Biologin

Kiel 2006



Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel

Referent/in: Prof. Dr. Karin Krupinska
Koreferent/in: Prof. Dr. Stefan Schreiber
Tag der mindlichen Prifung: 08. November 2006
Zum Druck genehmigt: 15. November 2006

gez. Prof. Dr. J. Grotemeyer (Dekan)



Inhaltsverzeichnis

1 Inhaltsverzeichnis

1 INhaItSVErZEICHNIS ... ... et et e e e e I
P =11 (=11 11 oV« TR O PP PT PR 1
21 NOD-Proteine als Elemente der angeborenen Immunitat..............ccccooiiiinnen. 1
2.2 Die TLR-FAMINE ....c..eiieieee et nee e 1
2.3 Die NOD-like Rezeptorfamilie...........ccuuveiiiiiiiiiee e 2
24 Die Doméanenstruktur der NOD-Proteine...........ccccovviiiiiiiiiieiiii e 3
241 Die NOD-DOMENE......cuiiiiiiieiiie ettt e bt 3
242 Die LRR-DOMENE. .....ciiiiiiiieiiieie ettt et e e et e e e e st e e e e nneeas 4
243 Die CARD-DOMAENE..........eeiiiiiiiie ettt et e et e e e e ab e e e e anbee e e e ennteeeeaneeas 5
25 Funktion, Expression und Regulation von NOD2 in der Zelle ............cocuveiiniieiennnnenn. 6
2.51 Kontakt mit PathOgenen ... 6
252 Aktivierung durch OligOMENISIEIUNG........ccciiuiiiiiiiiiieeeiiiee et seee e e e e e saeee e snneeee s 7
2.5.3 Bekannte NOD2-abhangige SignalWwege..........cccuuvieiiieiiiiccieeeee e 8
2.5.3.1 Der MAP Kinasen-SignalWeg ..........cccuuiiiiiiiiiiecieiieee et 8
2.5.3.2 Caspase-1und IL-1B ProzesSi€rung ...........occcueeiiiiiieeiiiiie e see e e 9
2.5.3.3 Das NF—KB-SYSeM ... 10
254 Weitere direkte Interaktionspartner von NOD2.............occciiiiiiieiiiiceeee e 11
2 St T €1 1Y B TSR 11
R S N o SRS 12
B S B ! o = | PSR 12
2.54.4 CLAN als Interaktionspartner und das
Problem der spontanen Oligomerisierung durch Uberexpression ...............c..cccc.c...... 12
255 Weitere Rezeptoren flr MDP.............uuiiiiiii e 13
26 Morbus Crohn UNd NOD2 .........cooiiiiiiiiie e 13
2.6.1 Weitere mit NOD2 assoziierte Erkrankungen............cccooocviiiiiiiiiiiiciieeee e 15
2.7 Funktionsverlust der L1007fSinSC Mutation.............cooooiiiiiiiiii e 15
2.8 Die MicroarrayteChnolOgie ...........oocueiiiiiiieie et 16
2.8.1 Bisherige EXpressionSStUdIEN..........cooi i 17
29 Ziele der ArDEIL.......eeiiieeee e 18
3 Material und Methoden ..............oooi i e 19
3.1 StANAANAKUIUT ...t rba e s b e 19
3.1.1 Anlegen und Auftauen vON Zellr€SEIrVEN...........c..uvueieieeiiicciiieeee e 20
3.1.2 Bestimmung der Zellkonzentration .............o.ooiiiiiiiiieie e 20
3.1.3 AUSSAAL UNA EINEE ..o e e 20
3.1.4 Isolierung primarer mononukledrer Zellen ... 21
3.1.5 SMUIAtION VON ZEIEN...... .o 22



Inhaltsverzeichnis

3.1.5.1
3.1.5.2
3.1.53
3.1.6
3.1.6.1
3.1.6.2
3.2
3.3
3.3.1
3.3.2
3.3.3
3.34
3.3.5
3.3.6
3.3.7
3.3.8
3.3.9
3.3.10
3.3.11
3.3.12
3.3.13
3.3.14
3.3.15
3.4
3.41
3.4.2
3.4.3
3.5
3.5.1
3.5.2
3.56.3
3.5.3.1
3.5.3.2
3.5.3.3
3.6
3.6.1
3.6.2
3.6.3
3.6.4
3.6.5

MDP-SHMUIALION ... e e s r e e e e e s e e snnreaeeeaeeeeaannes 22
Stimulation mit Bakterien ... 22
Phosphataseinhibition............ ..o 23
Transfektion VON ZEIEN...........ooi it et 24
[T oT] (=Y 1o o TSSO UPURTRRRROIRt 24
Calcium-Phosphat Transfektion............cccuiiiiiiii e 24
MasSenSPEKIrOMEtriE. ... .oooiiie s 25
Molekularbiologische Methoden .............c.coooiiiiiiii e 25
Isolierung genomisSCher DNA L........ooii e 25
1SOlIErung VON RINA ... et 25
Qualitatskontrolle der RNA ..........oo ittt 26
CDONA-SYNINESE ..ottt e s e e st e e e anaae e e anneeee s 26
Tagman real-time PCR .........eoiii et 27
Amplifikation der bendtigten NOD2-SeqUENZ............cooiciiiiiiiee e 30
Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA ... 31
Aufreinigung von DNA aus Gelbanden............oooiiiiiiiiiiie e 31
Topo-Klonierung des PCR-Produktes in ein Plasmid.............cccooiiiiiiiiiiiiee e, 31
Transformation von Plasmiden in kompetente bakterielle Zellen................................ 32
Praparative Isolierung von Plasmiden aus Bakterienkulturen (Miniprap).........c.......... 33
ReSIHKHONSVEITAU .....oooiiiiii e e e 33
Praparative Isolierung von Plasmiden (Maxiprap).........ccooeeviireeeeeeeeeeiiiiieeeeeeeeeeeeinnns 34
Sequenzierung VON DNA ... a e e aaa e 35
Ortsgerichtete MULAgENESE .........ooiiiiiiii e 36
Generierung der stabilen FIp-In Zellen ... 38
Prinzip der FIp-In KIONIEIUNQ ....cooiiiiieeeee et e e 38
Transfektion der FIp-IN-Zellen...............ooooiiiiiiiiiie e 40
Selektion PoSItiVEr KIONE .........cccuuiiiiiiiiece e 40
Microarray-EXpPeriMmENte.........uuuueeieiiii s 41
AFYMELHIX MICIOAITAYS ... .vvieiiiiee et e e e e e e e e e e e e e e e e e eanreaaees 41
Ubersicht Gber die Versuchsdurchfinrung ............cccoceveveuceeeieuceieeeecceeeeeee e 42
Daten@nalYSe .......ouveiieiiiiie e 43
ANOVA-AUSWETTUNG ...ttt b e e e et e e s e e e e e e eanbe e e e enees 43
Klassifizierung des MDP-Effekts (Increased, Decreased und No Change) ................ 44
CIUSTET ANAIYSE ..ttt ettt e e st e e e sttt e e e e asteeeesantaeeesanteeeessseeeenanes 45
Biochemische MethOdEn ... 46
DUAI LUCITEIASE ASSYS ..o ieiiieieee ettt e e e e e e e e e e e e e e e natreaeeaaeeeeenanes 46
Isolierung von Proteinen aus verschiedenen Zellkompartimenten............ccccooeeeieen.n. 47
ST ][0T =T o1 o T PRSP 48
Coomassie Colloidal BIu@ FArDUNG ...........coiiiiiiiiiiiiiee e 48
Denaturierende ProteiniSOlEIrUNG .........cuueiiiiiiiiiiiiiee e 48



Inhaltsverzeichnis

3.6.6 Isolierung Nativer Proteine ...........ooceoiiiiiiiiii e e 49
3.6.7 IMMUNPrAZIPIHALION. ... e e e e 49
3.6.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) ........ccveeviiiieiiiiieiiiieceeee 50
3.6.9 Proteintransfer auf eine Tragermembran (Western-Blot) ..........c.ccccccviviiieeiiiiiee e 51
3.6.10 Immundetektion VON ProteiNen ...........oooiiiiiiiiiiii e 51
3.6.11 B L S A ettt h e nbe e 53

4 ErgeDbNiSSe ... e e b e e ab e e e e bae e e e aneeeen 54
4.1 Endogenes NOD?2 ist cytosolisch loKalisiert ..o, 54
4.2 NOD2 wird phosSphoryliert........ .o e 56
4.3 Y Tet =T = T PP 58
4.3.1 Uberpriifung der stabilen ZEIEN .............c.ceeveueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 58
4.3.2 Statistische Auswertung der Microarrays (ANOVA-Ergebnisse)........ccccccocveeeeviieennnn. 60
4.3.3 GENOLYPUNIEISCIIEAE .....ceiiiie i e e e e e aaae e 61
4.3.3.1 Vergleich Transkriptom- und Proteom-AnalySen..........cccccceeiiiiiiiiiiiie e 65
4.3.3.2 NOD2-Interaktionspartner und andere mit Morbus Crohn assoziierte Gene .............. 67
43.4 MDP iNdUZIErDAre GENE ..........oeei it 67
4.3.4.1 Die L1007fsinsC Mutation fihrt zum Funktionsverlust .............ccccciiiiiiiiie 70
435 Validierung der Microarray Ergebnisse mittels real-time PCR ...........cccccccoiiiiiiiee.. 70
4.4 Funktionelle Analysen vOn A20 ... 75
4.41 A20-Genexpression in Abhangigkeit von MDP-Stereoisomeren...........ccccoccvvveeeveneeen. 75
442 A20 ist ein negativer Regulator der durch NOD2 induzierten NF—xB Antwort............ 76

5 DISKUSSION ...ttt e et e e e e e e e e e 78
5.1 Lokalisation VON NOD2 ...........ooiiiiii bbb 78
5.2 Phosphorylierung VOn NOD2 ...........ooiiiiiiiie et e s neeas 79
5.3 Transkriptomanalyse von NOD2wt und L1007fsinsC transfizierten Zellen ................. 80
5.3.1.1  Signifikanzwerte (P-WEIE) .......oeeiiiiiiiieeeee e e e e e e e 80
5.3.1.2 FOIA-ChanQE ........cueiiiiiiiee ettt e e e e e e et e e e e e e e s et b e eeeaeeeaeannes 80
5.3.2 Diskussion der Microarray-Ergebnisse ..........cccooiiiiiiiiii i 81
5.3.2.1 Dietransgenen ZellliNIEN ..........cooiuiiiiiiiiii e 81
5.3.2.2 Genotypinduzierte Genregulation ... 82
5.3.2.3 MDP-induzierte Genrexpression und Dysfunktion der L1007fsinsC-Mutante............. 82
5.3.3 NOD2 abh8nQIgE GENE .....cccuviieeiiiiie ettt ee e e e e et e e e e ae e e e eneee e e ennees 83
5.3.3.1  ChEMOKINE .....ceiitiieiiie ettt ettt be e st e e sab e e sabe e e bt e e sbe e e snreea 83
5.3.3.2  MAP KINGSEN ...ttt ettt 84
5.3.3.3 Hinweise auf NOD2-abhangige T-Zell-Aktivierung............ccccovveeeeeeiiiiciiiiieeee e 86
5.3.3.4 Weitere positiv-regulierte entzlindungsinduzierende Gene............cceeccvvveeereeeeeincnnns 87
5.3.3.5 Verbindung zu anderen SignalWegen............ccooi i 87
5.3.3.6  HitzesSChOCK-ProteiNe .......ccooiiiiiiie e 89
5.3.3.7 Vergleich mit Pathogen-induzierten Aktivierungsprogrammen .............cccccceeeiiiiinnnnen. 89
5.3.3.8 Negative Regulatoren der NF-kxB-Antwort und mdégliche Pathogentoleranz .............. 89



Inhaltsverzeichnis

5.3.4 A20 als negativer Regulator der MDP-ANtWOIL..........occuiiiiiiiiiee e 90

L XU =] o T RS 92
7 ZuSamMMENTasSSUNQ........coooiiiiii et 93
Y 013 (= o PR 95

T I (- - 11 PRSP 96
Lo T N 1 -1 Vo RS PSRSTPP 103
9.1 Eingesetzte Materialien............oooi i 103
9.1.1 PUFfer Und LOSUNGEN........coiiiiiie ettt e e 103
9.1.2 Verwendete Chemikalien, Zusatze und Enzyme ... 104
9.1.3 Verwendete KitS ... .o 105

9.2 ADBKUrZUNGSVEIZEICNIS ... e e 106
9.3 Liste der MDP-abhangig regulierten Gene ............ccccoeiviiiii i 108
9.4 TabelleNVerZeiChNIS .........c.ooiiii e 111
9.5 AbDbIldUNGSVEIZEICANIS .......vviiiiiiicc e 112
(L =4 L F- 1 U T T T RSP PR 113
T =1 o 7= T F- T S SOPPPRER 114
T2 DANKSAQUNG........ooiiiiiiiiiee ettt ettt e e et e e e b e e e b e e e e b re e e e nneeas 116

-1V -



Einleitung

2 Einleitung

2.1 NOD-Proteine als Elemente der angeborenen Immunitat

Die Funktion des humanen Immunsystems lasst sich in zwei grundlegende Bereiche unterteilen:

angeborene und erworbene, adaptive Immunitat.

Die Rezeptoren der angeborenen Immunitat erkennen relativ unspezifisch Pathogene oder deren
Produkte und leiten unmittelbar Uber eine Signalkaskade die Produktion von Boten- und
Abwehrstoffen ein. In der adaptiven Immunitdt dagegen wird (ber Antigenprasentation eine
spezifische Immunantwort eingeleitet. Aber auch die Zellen des adaptiven Immunsystems tragen
Rezeptoren der angeborenen Immunitat, hier wird durch ihre Stimulierung der Rezeptoren die

Aktivierung der Zellen und damit die Initiierung der spezifischeren erworbenen Immunantwort erreicht.

Die angeborene Immunitat ist sehr urspringlich und frih in der Evolution entstanden, homologe
Proteindomanen mit der Funktion der Pathogenerkennung sind sowohl bei Pflanzen (R-Gene),
Nematoden, Insekten und Vertebraten nachgewiesen. Elemente der adaptiven Immunitat findet man
dagegen zuerst bei Knorpelfischen. In Vertebraten sind wichtige Rezeptoren der angeborenen

Immunitat die Toll-like-Rezeptoren (TLRs), aber auch die NOD-Proteine.

2.2 Die TLR-Familie

Die bisher am besten untersuchte Rezeptorfamilie der angeborenen Immunitat ist die Toll-like-
Rezeptoren Familie. Gemeinsam ist den membranstandigen TLRs die extrazellulare Lokalisation der
Sensordomane, der Leucin-rich-repeats Doméane. Diese Leucin-rich-repeats Domane (LRR) bildet die
Sensordomane der wichtigsten Rezeptoren der angeborenen Immunitat, z.B. den TLRs, den R-Genen
und der NOD-Rezeptorfamilie. Die intrazelluldre Effektordoméne der TLRs ist die Toll/IL-1R (TIR)
Domaéne. Uber homologe Interaktion von nachgeordneten Effektoren mit den TIR-Domanen wird das
aktivierende Signal weitergegeben. Spezifitdt zwischen den Signalen der zehn verschiedenen in
Menschen exprimierten TLRs (Lauw et al. 2005) wird durch Variabilitdt der beteiligten Domanen, aber
auch durch die Notwendigkeit der Interaktion mit bestimmten Adaptoren erreicht. So interagiert z.B.
TLR4 bei der Erkennung von bakteriellen Lipopolysacchariden (LPS, Endotoxin) mit den Korezeptoren
MD2 (LY96, lymphocyte antigen 96) * (Shimazu et al. 1999) und CD14 (Cluster of Differentiation 14)
(Means et al. 1999).

* Die Nomenklatur der Gene richtet sich nach der NCBI Datenbank Gene. Ist ein Gen unter einem
gebrauchlichen Umgangsnamen bekannt, wird dieser im Text verwendet. In Klammern folgt dann der
Datenbankname.

Ein Beispiel: A20 (TNFAIP3, tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3)



Einleitung

Intrazellular kann die Art der Zellantwort durch verschiedene Adaptormolekiile, die ebenfalls TIR-
Domanen tragen, variiert werden. Im Falle der LPS-Aktivierung von TLR4 wird Uber den Adaptor
MyD88 (myeloid differentiation primary response gene 88) der MAP Kinasen (mitogen-activated-
kinases) Signalweg und der Transkriptionsfaktor NF-xB (nuclear factor of kappa light polypeptide
gene enhancer in B-cells) angeschaltet, Uber TIRAP(toll-interleukin 1 receptor (TIR) domain containing
adaptor protein) und TRIF (TICAM1, toll-like receptor adaptor molecule 1) kann alternativ IRF3
(interferon regulatory factor 3) aktiviert werden. ST2 (interleukin 1 receptor-like 1) ist als Inhibitor der
TLR-Rezeptorantwort beschrieben (Hoebe et al. 2003). Auch kénnen die Rezeptoren selbst durch
Heterooligomerbildung ihr Signal variieren, so interagieren z.B. TLR6 und TLR2 (Into et al. 2004).
Diese Beispiele sollen zeigen, dass trotz der begrenzten Anzahl von Rezeptoren und Signalwegen

eine differenzierte und vielfaltig modulierbare Reaktion eingeleitet wird.

Auch fir die Proteinfamilie der NOD-Rezeptoren konnte dank Homologie der LRR-Doméne die
Funktion der Pathogenerkennung in der angeborenen Immunitat aufgeklart werden (Inohara et al.
2001).

2.3 Die NOD-like Rezeptorfamilie

Die NOD-like Rezeptorfamilie (NLR) alias CATERPILLER (CARD, transcription enhancer, R(purine)-
binding, pyrin, lots of LRRS) ist durch ihre dreigeteilte Doméanenstruktur charakterisiert. Die NOD-
Domane (nucleotide-binding and oligomerization domain) ist das gemeinsame Merkmal der Mitglieder
dieser Familie. Ebenfalls gemeinsam ist ihnen die cytoplasmatische Lokalisation, ihre Funktion
dagegen differiert je nach Typ der Effektordoménen von Regulation des programmierten Zelltodes

(Apoptose) zu verschiedenen Mechanismen in der Entstehung und Regulation von Entziindungen.
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Abbildung 2.1: Beispiele aus der NOD-/ike-Rezeptorfamilie.

Die zentralen Domanen (blau) bilden zusammen die NOD-Doméne (Nach Schreiber et al. 2005).
ARC: named after APAF1; CARD: caspase recruitment domain; CC: coiled coil;, FIIND: domain with
function to find, LRR: leucin rich repeats; NACHT: nucleotide-binding domain found in
NAIP,CIITA,HET-E and TP1; NAD: NACHT-associated domain; NB: nucleotide-binding; NOD:
nucleotide-binding and oligomerization domain; PYD: pyrin domain; TIR: Toll/IL-1 receptor; WD40:
Trp-Asp repeats 40.

2.4 Die Domanenstruktur der NOD-Proteine

2.41 Die NOD-Domane

Die namensgebende NOD-Doméne ist essentiell fur die Funktion der NOD-Proteine, da sie die

Oligomerisierung und dadurch die Aktivierung vermittelt.

APAF1 (apoptotic protease-activating factor1) wurde als erstes Protein dieser Familie beschrieben, es
katalysiert den entscheidenden Schritt des mitochondrialen Apoptoseweges (Zou et al. 1997). Wird
Cytochrom-C aus den Mitochondrien freigesetzt, bindet es im Cytosol an monomeres APAF1,
wodurch die Oligomerisierung von sieben APAF1-Molekilen zu einer Ringstruktur ermdglicht wird. An
diese Ringstruktur binden Procaspase-9-Molekile, die durch diese Komplexierung autoproteolytisch in

aktive Caspase-9-Dimere gespalten werden (Acehan et al. 2002).

Eine genauere Analyse zeigte im N-terminalen Bereich der NOD-Doméane eine Bindestelle fur
ATP/GTP-Nukleotide, den P-loop oder Walker's A-box, und eine Komplexierungsstelle fiir Mg”, die
Walker’s B-box (Inohara und Nunez 2001). Die NOD-Doméane wird in den Subfamilien weiter

unterteilt, der N-terminale Teil der Domane wird NACHT (nucleotide-binding domain found in
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NAIP,CIITA,HET-E and TP1) und NB- (nucleotide-binding) Domane genannt, die C-terminal
angrenzenden Bereiche werden NAD (NACHT-associated domain) und ARC (named after APAF1)
genannt.

Uber Sequenzvergleiche wurden nach APAF1 in kurzer Zeit zahlreiche weitere Proteine mit NOD-
Domaéne gefunden, z.B. die NALP-Gruppe (NACHT, leucine rich repeat and PYD containing) mit
Pyrin-Effektordomane und die NOD-Proteine mit CARD- (caspase recruitment domain)
Effektordomane. Beide Subfamilien tragen C-terminal als putative ligandenbindende Doméane die
LRR-Domane.

2.4.2 Die LRR-Doméne

Dank der Homologie zu den LRRs der pflanzlichen Resistenzgene wurde fir die NOD- und NALP-
Proteine neben der Apoptoseregulation ein ganz neuer Funktionsbereich in der Pathogenerkennung
entdeckt. Bereits 2001 wurde Uber die Stimulierbarkeit von NOD1 mit LPS berichtet (Inohara et al.
2001). Spater zeigte sich, das geringe Verunreinigungen mit anderen Bestandteilen der bakteriellen
Zellwand, die in der LPS Praparation enthalten waren, die tatsdchlich aktiven Substanzen sind. Der
minimale Ligand fir NOD1 ist das Dipeptid D-Glu-meso-Diaminopimelinsaure (DAP), fur NOD2
dagegen MurNAc-L-Ala-y-D-Glu (Muramyldipeptid, MDP) (Philpott und Girardin 2004).

Nodl Nod2
Naturally occurring ,\ltlm'ul_ty <‘mw'culr‘ring
muropeptide CleNAe MurNAc muropeptide CleNAC _—
CH,OH CH,OH CH,OH CHLOH
D) | -
H“CﬁH HJC?H
co co
L"l‘]a L-A‘xla
:ﬁﬁfﬁ‘jﬁiw”i D-(‘}lu
Mimimal ot i meso‘-DAP E ‘ X=mesoDAP (Gram-)

D-Ala or
D-Ala L-Lys (Gram+)

Abbildung 2.2: Pathogenliganden von NOD1 und NOD2.

Natudrlich vorkommende und minimale Peptidoglycanmotive, die von NOD1 und NOD2 erkannt
werden. NOD1 erkennt das natlrlich vorkommende Peptidoglycan (PGN) Motiv bestehend aus N-
Acetylglucosamin und N-Acetyl-Muramylsdure verbunden mit einer Seitenkette aus L-Ala-y-D-Glu-
meso-DAP (roter Rahmen). Als minimales Motiv reicht D-Glu-meso-DAP (blauer Rahmen).

NOD2 bindet an N-Acetylglucosamin und N-Acetyl-Muramylsaure verbunden mit einer Seitenkette aus
L-Ala-y-D-Glu (griner Rahmen), als minimales Motiv gentigt MurNAc-L-Ala-y-D-Glu (gelber Rahmen)
(aus Philpott und Girardin 2004).
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Die Struktur der NOD2 LRRs wurde mit bioinformatischen Methoden modelliert (Tanabe et al. 2004).
Der Abfolge der 11 LRRs mit dem Motiv xxLxLxx (x: jede Aminosaure, L: Leucin) wurde eine
hufeisenférmige Raumstruktur vorhergesagt. Mutationen, die zu einem Verlust der Aktivierbarkeit
fihren, sind sowohl an den nach auften exponierten a-Helices zu finden, akkumulieren aber auch in

der Innenseite dieser Hufeisenstruktur. Hier ist die Bindestelle fir MDP zu vermuten.

Ti
R ©-5irans AL

LRR1 735 A MG F jEW]R
LRR2 762 L NEAGH|RK|R
LRR3 790 R RV AIRQ|S
LRR4 815 G VKA |RY R
LRRS5 843 E QNQ K|INA N
LRRE 8T NEAL AINR N
LRR7 899 SINQF INGI3
LRRB 927 SINR WIRS IS

M

S

LRR9 955 LESSL 4L
LRR10 983 LLONL LYL
LRR11 1011 D TREL ELAWIN
Gonsensus  x x [Mx x B x N x

N1010S Inner/outer oi oi
G999R

AOMSSOMAO - =
X" QEZMgEZZT o<,

=]

Abbildung 2.3: Computergeneriertes Modell der LRRs von NOD2.

A: Vorhergesagte Struktur. B: Durch Mutagenese veranderte Aminosauren. C: Position von
Mutationen mit Funktionsverlust, Weil}: in der o-Helix, Gelb: in den B-Strands. D: Anordnung der
innenliegenden Mutationen mit Funktionsverlust (gelb) in der LRR-Konsensussequenz (aus Tanabe et
al. 2004).

2.4.3 Die CARD-Domane

Die Effektordomane, die eine Bindung und Aktivierung des nachgeschalteten Adaptors leistet, ist bei
NOD1 und NOD2 die CARD-Domane (caspase recruitment domain). Die CARD-Domane ist aus
einem Bindel von sechs alpha-Helices zusammengesetzt und gleicht in dieser Struktur der Death-
Domain (DD). CARD-Domanen sind bekannt von Caspasen, die Apoptose induzieren, aber auch z.B.
von inhibitorischen Proteinen (IAP, inhibitor of Apoptosis). Auch CARD-Domanen kénnen dimerisieren
und als Gerust fUr aktivierende Proteasen und Kinasen dienen, sie liefern ein Verbindungselement bei
der Bildung von Multiproteinkomplexen. NOD2 tragt N-terminal zwei hintereinandergeschaltete CARD-
Domanen, die beide zur Aktivierung des Signalweges notwendig sind (Ogura et al. 2001). Als Ligand

der beiden CARD-Domanen ist RIP2 (receptor-interacting serine-threonine kinase 2) beschrieben.
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2.5 Funktion, Expression und Regulation von NOD2 in der Zelle

Im vorigen Teil wurde ausfuhrlich die Domanenstruktur von NOD2 beschrieben, da an die Domanen
die verschiedenen Funktionen des Proteins gekoppelt sind. Hier sollen diese Funktionen nun im

Zusammenhang mit den bekannten NOD2-abhangigen Signalwegen beschrieben werden.

Exprimiert wird NOD2 in Immunzellen wie Monozyten, dendritischen Zellen und Makrophagen
(Gutierrez et al. 2002), die im Darm subepithelial als Bestandteil des mucosaassoziierten lymphoiden
Gewebes (MALT, mucosa-associated-lymphoid-tissue) vorkommen. Im Epithel der intestinalen
Mucosa wird NOD2 im unentziindeten Zustand nur von den Paneth-Zellen an der Basis der Crypten
exprimiert (Lala et al. 2003), bei Stimulation mit TNFa. (tumor necrosis factor) oder IFNy (interferon
gamma) aber auch von anderen intestinalen epithelialen Zellen (IEC) (Rosenstiel et al. 2003). Dieses
Expressionsmuster lasst darauf schlielfen, das NOD2 eine Aufgabe in der Aufrechterhaltung der

intestinalen Barrierefunktion gegen Pathogene hat.

Nach allen bisherigen Untersuchungen liegt NOD2 cytosolisch vor, ebenso wie die anderen NOD- und
NALP-Proteine und pflanzliche R-Gene. Mdglicherweise ist NOD2 aber membranassoziiert, also an
membransténdige Proteine gebunden (Barnich, Aguirre et al. 2005; McDonald et al. 2005). Ein
membranstandiger Interaktionspartner fur NOD2 ist Erbin (McDonald et al. 2005) (siehe Kapitel
2.5.4.3)

251 Kontakt mit Pathogenen

Da NOD2 ein cytosolischer Rezeptor ist, stellt sich zuerst die Frage, wie Uberhaupt der Kontakt mit

pathogenen Produkten entsteht.
Zu dieser Frage werden drei Hypothesen diskutiert.
1. Reaktion auf cytoinvasive Bakterien.

NOD2 hat z.B. einen protektiven Effekt gegen Infektion mit Salmonella typhimurium: im Gentamycin-
protection-assay zeigen NOD2 (berexprimierende Zellen eine wesentlich geringere Anzahl
intrazellularer Bakterien (Hisamatsu et al. 2003). Da jede invasive Bakterienspezies ein eigenes,
differenziertes System entwickelt hat, um die Zellmembran zu Uberwinden, ist hier flr verschiedene
invasive Spezies auch ein anderer Ablauf bei der Pathogenerkennung zu erwarten. Helicobacter pylori
exprimiert zum Beispiel einen Gencluster (cagPAl, cag-pathogenicity-island), das vermutlich ein Typ
IV Sekretionssystem codiert, das die Zellmembran der Wirtszelle perforiert. In der Wirtszelle ist
H.pylori aber in multivesikuldre Vakuolen eingeschlossen, ist also vor Kontakt mit cytosolischen
Rezeptoren geschiitzt. Entsprechend I6sen nur cagPAl positive Stamme eine NOD1- und NOD2-
Antwort aus (durch das Typ IV Sekretionssystem kann auch DAP und MDP in die Zelle gelangen)
(Rosenstiel et al. 2006). CagPAI Defektmutanten sind zwar invasiv, [6sen aber keine NF-xB-Reaktion
aus (Viala et al. 2004).
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2. Transport von Muramyldipeptid durch die apikale Membran

Zweite Variante ist, dass MDP durch die apikale Membran der IECs aus dem Darmlumen in die Zellen
transportiert wird. Ein in IECs exprimierter Transporter flr Dipeptide, hPept1 (solute carrier family 15
(oligopeptide transporter), member 1), wurde als Transporter fir MDP beschrieben (Vavricka et al.
2004). Bisher unbeantwortet bleibt hingegen die Frage, wie die Unterscheidung zwischen MDP
pathogener Bakterien und MDP nicht-pathogener Bakterien erfolgt. Da das Darmlumen von
zahlreichen bakteriellen Kommensalen bevélkert ist, wiirde ein unkontrollierter Transport einen
Zustand standiger Entzindung hervorrufen. Die normale Darmflora 16st aber keine inflammatorische
Reaktion aus. Das Problem der pathogen / nicht-pathogen Unterscheidung ist bereits von TLRs
bekannt. Auch hier findet keine Entziindungsreaktion statt, obwohl einige TLRs auch an der apikalen
Membran von IECs lokalisiert sind (Cario et al. 2002). TLR vermittelte Stimuli durch intakte Darmflora

sind sogar notwendig, um epitheliale Schadigungen zu Gberwinden (Rakoff-Nahoum et al. 2004).
3. Vesikulare Aufnahme von MDP

Letztlich besteht die Moglichkeit, dass Bakterien oder bakterielle Bruchstiicke phagozytiert oder in
Vesikeln internalisiert werden und wahrend des Verdaus entweder aus Endosomen oder Lysosomen
MDP in die Zelle transportiert wird. Ein Beispiel intrazellularer Pathogenerkennung liefert z. B. der
TLR4-Rezeptor. In einigen epithelialen Zelllinien ist TLR4 nicht an der apikalen Zellmembran
lokalisiert, sondern wird im Golgi-Apparat zurlickgehalten und internalisiertes LPS entfaltet hier seine
Signalwirkung (Hornef et al. 2003). Wie allerdings der Transportmechanismus von MDP durch die

Vesikelmembran aussehen konnte, ist unbekannt.

2.5.2 Aktivierung durch Oligomerisierung

Die Bindung von NOD2 an MDP erfolgt an die LRR, und analog zur Funktion von APAF1 nimmt man
an, dass durch die so erreichte Konformationsanderung die Autooligomerisierung von NOD2
beginstigt wird. Die systematische Mutagenese und Trunkierung von NOD2 erbrachte Hinweise auf
essentielle und regulatorische Bereiche in der Sequenz. Bei den C-terminal trunkierten Mutanten geht
die MDP-Stimulierbarkeit sofort mit Verlust der letzten LRR verloren. Die basale Aktivitat, also die
Aktivitat auch ohne Liganden, steigt bei den Mutanten, die im Ubergangsbereich zwischen NOD- und
LRR-Domane (Aminosauren 664 und 854) trunkiert sind, stark an (Tanabe et al. 2004). Durch die
Trunkierung kann der Effekt von MDP auf die Konformation des NOD2-Proteins simuliert werden, die

Oligomerisierung wird vereinfacht.

Einen weiteren Hinweis auf die Richtigkeit der Oligomerisierungstheorie ergaben Experimente mit
erzwungener Oligomerisierung: Fur NOD2 wurde eine Aktivierbarkeit von Fpk3-NOD2
Fusionsproteinen durch einen vernetzenden Liganden gezeigt (Ogura et al. 2001), das heif3t auch

eine kinstlich erzwungene Oligomerisierung fuhrte zu NF-xB Aktivierung.

An das NOD2-Oligomer bindet RIP2, das aus Serin/Threonin Kinase und CARD-Doméane besteht.

Durch die raumliche Nahe der Oligomere wird die Aktivierung erreicht, gemal dem Modell der
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.Induced proximity“ (Salvesen und Dixit 1999), das fur die Caspasen-Aktivierung entwickelt wurde.
RIP2 wiederum coprazipitiert mit NEMO (NF—-«B essential modulator). Auch bei RIP2 und NEMO kann
die Aktivierung durch erzwungene Oligomerisierung mittels vernetzbarer Fusionsproteine eingeleitet

werden (Inohara et al. 2000).

Interessant ist, dass bei NOD1-Aktivierung des NF—«B Signalweges die Kinasefunktion von RIP2 zwar
verstarkend wirkt, aber nicht essentiell ist (Inohara et al. 2000). Die Kinasefunktion von RIP2 ist
ebenso unndtig fur die Aktivierung von MAP Kinasen in Folge von TLR Aktivierung (Lu et al. 2005),
wohl aber bei Aktivierung durch TNFa (Navas et al. 1999).

2.5.3 Bekannte NOD2-abhangige Signalwege

2.5.3.1 Der MAP Kinasen-Signalweg

Die mitogen aktivierten Protein Kinasen (mitogen-activated protein kinases, MAPK) ermdglichen es
der Zelle, auf externe Signale wie Zytokine, Stress und Kontakte mit anderen Zellen mit einer
passenden Reaktion zu antworten. Grundsatzliche Entwicklungsrichtungen wie Apoptose oder

Proliferation, Entziindung oder Toleranz werden hier mitentschieden.

Die Signalwege der MAP Kinasen-Aktivierung sind nach dem Flaschenhalsprinzip organisiert. Aus
einer groRen Anzahl mdglicher Stimuli z. B. Uber Zytokinrezeptoren werden Uber ein dreistufiges
System nur vier Typen von MAP Kinasen spezifisch angeschaltet. Nach den MAP Kinasen

verzweigen sich die Signalwege wieder auf zahlreiche Transkriptionsfaktoren und andere Kinasen.

Die Kinasekaskade beginnt mit den MAP3 Kinasen (mitogen-activated protein kinase kinase kinase),
die wiederum die MAP2 Kinasen (mitogen-activated protein kinase kinase) phosphorylieren
(Serin/Threonin-Phosphorylierung). Die MAP Kinasen werden selber durch Threonin/Tyrosin-

Phosphorylierung von den MAP2 Kinasen aktiviert und sind dann im Zellkern genregulatorisch aktiv.

Vier Hauptgruppen von MAP Kinasen wurden bisher in mammalischen Zellen identifiziert: die
extrazelluldr regulierten Kinasen (ERK, extracellular signal-regulated kinase), die c-Jun N-terminalen
Kinasen (JNK, c-Jun N-terminal kinase) oder Stress-aktivierte Proteinkinasen (SAPKs, stress-
activated protein kinases), die p38 MAP Kinasen und die ERK5/grolen MAP Kinasen (ERK5/big
MAPK) (Wada und Penninger 2004).

Die Phosphorylierungskaskade findet im Cytoplasma in Proteinkomplexen statt, die durch Proteine mit
Gerustfunktion (Scaffold) organisiert werden. Die Gerustfunktion kann auch von den beteiligten

Kinasen geleistet werden (Chang und Karin 2001).

Auch in der NOD2 induzierten Signaltransduktion spielen MAP Kinasen eine Rolle: ERK 1/2 und p38
werden phosphoryliert (Pauleau und Murray 2003; Martinon et al. 2004; Kobayashi et al. 2005).
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Far RIP2 ist bekannt, dass es an der Aktivierung von JNK, p38 und ERK 1/2 in Folge von TLR-
Aktivierung beteiligt ist (Kobayashi et al. 2002). Vermutlich wird auch die NOD2 induzierte
MAP Kinasen-Reaktion Gber RIP2 vermittelt.

2,5.3.2 Caspase-1 und IL-1p Prozessierung

Ein weiterer Signalweg, der von RIP2 aktiviert wird, ist die Prozessierung von Interleukin-13 (IL-1B)
Uber Caspase1 (CASP1, apoptosis-related cysteine peptidase, interleukin 1, beta, convertase). RIP2
interagiert direkt mit Caspase-1 (Thome et al. 1998), die wiederum durch die Oligomerisation von
Procaspase in aktive Caspase-1 gespalten wird. Caspase-1 ist fir die Prozessierung und Sekretion
von IL-1pB verantwortlich. Eine neuere Veroffentlichung stellt diese Sichtweise in Frage: eventuell kann

NOD2 auch direkt mit Caspase1 interagieren (Damiano et al. 2004).

Die beteiligte Doméane der Caspase ist die CARD-Doméane, die entweder direkt an die CARDs der
NOD2 Oligomere oder aber an den Komplex aus NOD2 und RIP2 bindet. Nicht von NOD2, aber von
anderen NOD-Proteinen abhangig ist ein anderer Signalweg zur Sekretion von IL-1f3: das von NALPs

gebildete Inflammasom (Martinon et al. 2002).

In einer jungeren Veroffentlichung ist gezeigt worden, dass MDP auch NALP3 aktiviert. In Zellen, in
die alle Komponenten des Inflammasoms als Expressionsplasmide transfiziert wurden, kommt es zur
Pro-IL-1B-Prozessierung nach Stimulation mit MDP. Dass tatsachlich ein funktioneller
Inflammasomkomplex gebildet wird, wurde durch ein Ausschlussexperiment gezeigt: wird ASC
(PYCARD, PYD and CARD domain containing) als essentieller Baustein des Inflammasoms nicht
transfiziert, findet keine Aktivierung statt (Martinon et al. 2004). Inwieweit diese Aktivierung mit der

NOD2-Aktivierung interferiert, ist nicht untersucht worden.
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2.5.3.3 Das NF—«B-System

Der wichtigste Signalweg, der durch NOD2 aktiviert wird, ist die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF—«B. NF-xB (nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells) wird in drei Stufen
reguliert: zentrale Schaltstelle ist der IKK-a, —pund -y Komplex (IKBK, inhibitor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase alpha, beta and gamma). IKKy (Synonym auch NEMO,
NF-«B essential modulator) ist die regulatorische Untereinheit, die die Kinasefunktion der alpha- und

beta-Untereinheiten steuert (Karin und Ben-Neriah 2000).

Nachste regulatorische Stufe ist IKBa (NFKBIA, nuclear factor of kappa light polypeptide gene
enhancer in B-cells inhibitor, alpha), das im Komplex mit den NF-xB Dimeren im Cytosol vorliegt. Wird
IKBa von IKK-a und - phosphoryliert, wird es zum Ziel fur Ubiquitin-Ligasen und durch die
Polyubiquitinierung zum proteasomalen Abbau markiert. Das freigewordene NF-xB Dimer enthalt ein
nukleares Lokalisationssignal (NLS), wird in den Kern transportiert und wird dort genregulatorisch
aktiv. Die NF-xB Dimere setzen sich aus Homo- und Heterodimeren von funf verschiedenen
Untereinheiten zusammen: RelA, RelB, CRel, p50 und p52 (Karin und Ben-Neriah 2000).

Alle diese regulatorischen Stufen koénnen ihrerseits durch verschiedene zellulare Prozesse
(Phosphorylierung, Ubiquitinierung) modifiziert werden. Auch die Variabilitat der Untereinheiten des
aktiven Dimers wird eine weitere Feinsteuerung des NF-«B-Systems moglich. Mittlerweile sind tber
400 NF—«B regulierte Gene beschrieben, aber je nach aktivierendem Stimulus werden nur spezifische
Gene transkribiert (Epinat und Gilmore 1999).

Fir die MDP Stimulation von NOD2 wurde per EMSA (electrophoretic mobility shift assay) gezeigt,
das der p50/RelA Dimer aktiv ist, im Unterschied zur Antwort auf TLR4 Stimulation, die auch RelB und
CRel mit einbezieht (Li et al. 2004). Die Aktivierung wird Uber RIP2 vermittelt, in RIP2 deletierten
Fibroblasten ist die NF-xB-Antwort unterbunden (Kobayashi et al. 2002). Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass aktiviertes RIP2 eine iber das Lysin 63 des Ubiquitin vernetzte Polyubiquitinierung von
NEMO induziert und damit den NF-«B Signalweg anschaltet (Abbott et al. 2004).

Fir die NOD2 induzierte NF-«xB-Antwort sind als Zielgene z.B. IL-8 (Rosenstiel et al. 2003) und IL-1p
(Li et al. 2004) bekannt.
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Der klassische NF-kB Signalweg
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Abbildung 2.4: Der klassische IKK/NF-kB-Signalweg.

Durch Phosphorylierung von IKK wird die Kinaseaktivitdt angeschaltet und nachfolgend |IKBa
phosphoryliert und mit Ubiquitin zum proteasomalen Abbau markiert. Das so freigewordene p50/p65
Dimer wandert in den Zellkern und bindet an NF—xB-Konsensussequenzen (verandert nach Luo et al.
2005).

254 \Weitere direkte Interaktionspartner von NOD2
Neben dem Liganden MDP und den Effektoren RIP2 und Caspase-1 sind einige weitere

Interaktionspartner von NOD2 gezeigt worden, die die NF—xB Aktivitat mit beeinflussen sollen:

Grim19, TAK1, Erbin und CLAN.

2,541 GRIM19

Als weiterer Interaktionspartner fir NOD2 ist GRIM19 (gene associated with retinoid-IFN-induced
mortality 19) beschrieben. Es koprazipitiert mit NOD2, wobei die beteiligte Domane nicht eingegrenzt

wurde (Barnich, Hisamatsu et al. 2005).

Die Funktion von GRIM19 ist trotz einiger Forschungsarbeiten nicht klar. Induzierbar durch
Retinolsdure und IFNB, fihrt GRIM19 in Tumorzelllinien zu programmiertem Zelltod. GRIM19 wurde
nuklear und zytoplasmatisch nachgewiesen, wo es jeweils mit groReren Proteinkomplexen

kolokalisiert. Primar ist GRIM19 aber ein Bestandteil des mitochondrialen respiratorischen
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Komplexes |, wo es mit der NADPH-Ubiquinone-Oxidoreduktase interagiert. Da dieser Komplex | die
Hauptquelle fiir endogene Superoxidanionen ist, wird spekuliert ob GRIM19 die Bildung von ROS
(reactive oxygen species) beeinfluldt (Barnich, Hisamatsu et al. 2005). Tatsachlich nachgewiesen ist
aber bisher nur eine verminderte NF—«B-Antwort bei Transfektion von GRIM19 siRNA. Wie die

funktionelle Interaktion mit NOD2 aussieht, ist unbekannt.

2542 TAK1

Eine andere Veroffentlichung berichtet von TAK1 (MAP3K7, , mitogen activated protein kinase kinase

kinase 7) als essentiellem Interaktionspartner von NOD2 (Chen et al. 2004).

Durch eine dominant negative Mutante von TAK1 lie® sich die NF-xB-Antwort nach MDP-Stimulation
dosisabhangig reduzieren. Umgekehrt inhibiert NOD2 die von TAK1 Uber MKK6 (MAP2K6, mitogen
activated protein kinase kinase 6 ) induzierte NF—«xB-Antwort in RIP2 defizienten Fibroblasten. Die
Interaktion findet Uber die intakte LRR-Domane von NOD2 statt. Bei der L1007fsinsC Mutante ist

keine Interaktion und gegenseitige Regulation beobachtbar.

2543 ERBIN

Uber Kopurifikation wurde ein weiterer moglicher Interaktionspartner von NOD2 gefunden: ERBIN
(ERBB2IP, erbb2 interacting protein) ist bekannt als Regulator des ERK-Signalweges und hat
Funktionen in der Organisation der Zellpolaritat. ERBIN ist membranlokalisiert und interagiert mit der
CARD-Domane von NOD2 (McDonald et al. 2005; Kufer et al. 2006). Dass fiur die L1007fsinsC
Mutante keine Koprazipitation nachweisbar ist, wird mit der fehlenden Membranassoziation dieser
NOD2-Mutation erklart. Funktionell wirkt ERBIN als Supressor der NOD2 induzierten NF—«B-Aktivitat
(McDonald et al. 2005).

2.5.4.4 CLAN als Interaktionspartner und das Problem der spontanen Oligomerisierung durch

Uberexpression

Ebenfalls negativ regulatorische Wirkung auf NOD2 soll CLAN (CARD, LRR and NACHT domain
containing protein) haben (Damiano et al. 2004). CLAN wird auch mit den Synonymen CARD12 oder
IPAF bezeichnet. Uber Kopurifikation wurde eine Interaktion von tberexprimiertem CLAN mit NOD1,
NOD2, NAIP (BIRC1, baculoviral IAP repeat-containing 1) und CRYOPYRIN (CIAS1, cold
autoinflammatory syndrome 1) gezeigt. Das Verhalten von Uberexprimiertem CLAN wurde auch
mittels Gelfiltrationschromatographie untersucht. Hier ergab sich, das CLAN nur in hochmolekularen
Komplexen in der Zelle vorliegt, nicht als Monomer (Damiano et al. 2004). Entweder CLAN bindet an

andere Proteine des Zelllysates, oder es kommt zu spontaner Selbstassoziation.

Auch von anderen Proteinen mit NOD-Doméne ist bekannt, dass sie bei Uberexpression mit
Autooligomerisierung reagieren. So fiihrt z.B. bei NOD2 allein die Uberexpression zu einer NF—xB-

Aktivierung, der sogenannten basalen Aktivitat (Chamaillard et al. 2003; Tanabe et al. 2004). Nicht nur
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die NOD-, auch die CARD-Domane kann autooligomerisieren. Die Uberexpression der CARD-
Domane von NOD2 kann Apoptose induzieren (McDonald et al. 2005). Ein weiteres CARD-Protein,
ASC (PYCARD, PYD and CARD domain containing), bildet bei Uberexpression hochmolekulare

Komplexe, die Specks genannt werden (Martinon et al. 2001).

Wenn nun aber NOD-Proteine bei Uberexpression oligomerisieren, ist es nicht auszuschlieRen, dass
sich bei gleichzeitiger Uberexpression verschiedener NOD-Proteine auch Heterodimere bilden
kénnen, z.B. zwischen CLAN und NOD2. Ob diese Komplexbildung eine physiologische Relevanz hat,

muss erst durch weitere Versuche bestatigt werden.

2.5.5 Weitere Rezeptoren fur MDP

MDP wurde erst spat als Ligand fir NOD2 beschrieben, aber seine Wirkung als Adjuvans und seine
Eigenschaft, Fieber zu induzieren, sind schon langer Gegenstand der Forschung (Riveau et al. 1980).
Neben zahlreichen Untersuchungen zu den Wirkungen von MDP sind auch einige Bindungspartner

bekannt, die entweder den Dipeptid- oder Muramylteil von MDP binden.

MDP bindet auch an membranstandiges Calretikulin (srCRT, surface calreticulin) und induziert durch
Hochregulation des TNF-Rezeptor-1 Apoptose in RK13 Zellen (rabbit kidney 13) (Chen et al. 2005).
Diese Reaktion lasst sich durch EGTA (ethylene glycol bis(2-aminoethyl ether) tetraacetic acid)
hemmen, da srCRT calciumabhangig ist. Dies spricht fur eine spezifische Beteiligung von srCRT,
ohne entscheidenden Anteil von NOD2 oder TLR2.

2.6 Morbus Crohn und NOD2

2001 veroffentlichten drei Arbeitsgruppen umfangreiche Studien, nach denen Mutationen von NOD2
mit Morbus Crohn assoziiert sind (Hampe et al. 2001; Hugot et al. 2001; Ogura et al. 2001).

Morbus Crohn (Crohn’s disease, CD) zahlt zusammen mit Ulcerativer Colitis zu den chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen (inflammatory bowel disease, IBD). Die Pravalenz von IBD liegt in
der westlichen Kultur bei 100 bis 200 Betroffenen auf 100.000 Einwohner. Die Erstmanifestation
betrifft bereits junge Erwachsene, die Krankheit kann tUber mehrere Lebensjahrzehnte immer wieder

zu Entziindungsschtiben fihren. Morbus Crohn ist daher von hoher soziodkonomischer Relevanz.

Bei Morbus Crohn ist die Entzindung diskontinuierlich meist im Bereich von lleum und Colon
angesiedelt, kann aber auch auf den gesamten Gastrointestinaltrakt Gbergreifen. Nicht nur das Epithel
ist entzlndet, auch tiefere Zellschichten werden angegriffen. Als Komplikation entstehen haufig
Stenosen und Fisteln, die operativ behandelt werden muissen. In einigen Fallen kommt es auch zu
Manifestationen in Gelenken und Lungen. Auf Zellebene zeichnet sich Morbus Crohn durch erhéhte

NF—«B-Aktivitat und TNFoa-Konzentrationen aus.
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Morbus Crohn ist eine multifaktorielle Erkrankung, bestimmte Umweltfaktoren wirken auf Personen mit
genetischer Pradispoition krankheitsauslésend. Mindestens sieben unabhangige Genloci sind mit der
Erkrankung assoziiert, so auch NOD2 bzw. sein Gen CARD15. Die drei haufigsten Mutationen von
NOD2 (R702W, G908R und L1007fsinsC) liegen unmittelbar vor oder im Bereich der LRRs.
Zusammen tragen diese drei Mutationen etwa 20 % zur genetischen Pradisposition flir Morbus Crohn
bei. Das Risiko ist dosisabhangig: Heterozygote sind weniger betroffen als Homozygote oder
compound (mehrfach) Heterozygote. Die Odd’s Ratio fir einfach Mutierte betragt 1-3, fur Trager
mehrerer mutierter Allele dagegen 20 — 40 (Odd’s Ratio: (a/b) / (c/d), a: erkrankt, nicht mutiert; b:

gesund, nicht mutiert; c: erkrankt, mutiert; d: gesund, mutiert) (Girardin, Hugot et al. 2003).
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Abbildung 2.5: Krankheitsassoziierte Mutationen von NOD2
(nach Schreiber et al. 2005 und Tanabe et al. 2004).
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2.6.1 Weitere mit NOD2 assoziierte Erkrankungen

Weitere autoinflammatorische Erkrankungen mit einer Beteiligung von NOD2 sind Blau Syndrom und
eine frih einsetzende Form der Sarcoidose. (Miceli-Richard et al. 2001; Kambe et al. 2005). Beide
Krankheiten auf3ern sich in ahnlichen Symptomen, besonders typisch ist die Bildung von Granulomen
in verschiedenen Organen, die zu Arthritis und Uveitis bei Blau Syndrom und Befall der Lunge bei
Sarciodose fiihren. Interessanterweise induzieren die mit diesen Krankheiten assoziierten Mutationen
eine erhohte basale NF-kB-Aktivierung (Chamaillard et al. 2003). Im Gegensatz zu den Morbus Crohn
assoziierten Mutationen sind sie auch nicht im Bereich der LRRs lokalisiert, sondern beschranken sich
auf die NOD-Domaéane. Einige Mutationen befinden sich unmittelbar im Bereich der Walker’s B-box
(Abbildung 2.5). Mdéglicherweise wird dadurch die Oligomerisation von NOD2 begunstigt und so die

Uberaktivierung induziert.

Mutationen von NOD2 sind auch mit allergischen Erkrankungen wie Asthma und Atopischem Ekzem
assoziiert (Weidinger S. et al. 2005; Kabesch M. 2003) und auch eine Pradisposition zur Entstehung

von Colonkarzinom lasst sich mit NOD2 assoziieren (Roberts R. et al. 2006).

2.7 Funktionsverlust der L1007fsinsC Mutation

Detaillierte Studien haben die funktionellen Auswirkungen der Mutationen in der LRR von NOD2 sind
vielfach untersucht. Fur die L1007fsinsC-Mutation wurde von mehreren Arbeitsgruppen beschrieben,
dass zwar die basale Aktivierung bei Uberexpression erhalten bleibt, aber die Stimulierbarkeit durch
den Liganden MDP verloren geht, also eine loss-of-function Mutation vorliegt (Chamaillard et al. 2003;
Girardin, Boneca et al. 2003; Hisamatsu et al. 2003; Pauleau und Murray 2003; Li et al. 2004; Tanabe
et al. 2004).

Widerspriichliche Ergebnisse erbrachte eine Arbeit, die in Makrophagen von L1007fsinsC mutierten
Mausen nach Stimulation mit MDP eine erhdhte Produktion von IL-1p3 festgestellte (Maeda et al.
2005). Eine weitere Arbeitsgruppe hat in BMDC (bone-marrow derived dendritic cells) von Mausen
einen Funktionsverlust der L1007fsinsC-Mutation festgestellt (Kobayashi et al. 2005). Da der Verlust
der Funktion aber auch in vivo an humanen Monozyten von Crohn-Patienten mit der L1007fsinsC-
Mutation gezeigt wurde, ist der Funktionsverlust im Menschen unbestritten (Li et al. 2004; Netea et al.
2005).

Das Krankheitsbild von Morbus Crohn zeichnet sich durch eine erhéhte Aktivierung von NF—kB aus.
Wieso ausgerechnet Mutationen von NOD2, die den Verlust der NF—«B-Aktivierbarkeit verursachen,
insgesamt zu einer Krankheit mit erhdhter NF—«B-Aktivitat fihren, ist bislang ungeklart. Dieses auf
den ersten Blick paradoxe Ergebnis kann nur erklart werden, wenn man die Immunantwort komplexer
betrachtet und primare und sekundare Reaktionen und vor allem auch die Reaktion verschiedener

Zelltypen differenziert.
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1. Hypothese: Verlust der primaren epithelialen Abwehr

Durch Verlust der sofortigen Verteidigungsreaktion der epithelialen Zellen (Defensinproduktion,
andere Pathogenscavenger) bei mutietem NOD2 koénnen Pathogene vermehrt das Epithel
durchdringen und schadigen. Sekundar wird Uber nun involvierte Immunzellen der Basallamina z.B.
durch TLR-Rezeptoren eine starke Entziindung ausgelOst. Fir die Relevanz dieser Hypothese
sprechen einige Forschungsarbeiten, z.B. die verminderte Resistenz gegen cytoinvasive Bakterien
(Hisamatsu et al. 2003) und die Arbeiten zur verminderten Produktion von Defensinen (Wehkamp et
al. 2004; Kobayashi et al. 2005) in NOD2 mutierten Zellen.

2. Hypothese: Interferenz von NOD2 mit dem TLR-Signalweg

Eine Arbeitsgruppe verodffentlichte eine negative Regulation der TLR2-Antwort durch NOD2
(Watanabe et al. 2004) und postuliert daraus eine GberschieRende TLR-Antwort bei mutiertem NOD2.
Andere Arbeitsgruppen konnten dieses Ergebnis nicht wiederholen (Kobayashi et al. 2005; Maeda et

al. 2005) beziehungsweise kommen zu einem entgegengesetzten Ergebnis (Tada et al. 2005).

3. Hypothese: Interaktion von NOD2 und adaptiver Immunantwort

Es konnte gezeigt werden, dass in NOD2 aktivierten Zellen eine hoéhere Produktion von IgG1
Antikérpern stattfindet als in NOD2 mutierten Zellen (Kobayashi et al. 2005). Da NOD2-Stimulation
auch zu einer Aktivierung von Immunzellen der adaptiven Immunitat flihrt, kann eine veranderte
Aktivierung in NOD2 mutierten Patienten zur Krankheitsentstehung beitragen, z.B. durch Induzierung
einer Th1-Polarisierung der T-Zellantwort. Uber einen konkreten Mechanismus ist hier aber noch
nichts bekannt.

2.8 Die Microarraytechnologie

Trotz zahlreicher Arbeiten Uber NOD2 ist das zelluldre Aktivierungsprogramm nur unvollstandig
bekannt. Um in dieser Situation zu einem neuen Forschungsansatz zu kommen, bietet sich die

Methode der genomweiten Microarrays an.

Affymetrix bietet einen Microarraychip an, der mit Uber 54.000 Proben jedes der 20.000 bis 25.000
menschlichen Gene mindestens einmal anspricht. Dazu werden Oligomere mit passender (match)

oder als Kontrolle mit geringfligig abweichender Sequenz (mismatch) direkt auf den Chip synthetisiert.

Fir die Probenaufarbeitung wird RNA aus einem definierten experimentellen Ansatz prozessiert, mit
Fluoreszenzfarbstoff markiert und auf dem Microarraychip hybridisiert. Ein Laserscanner liest die
Farbintensitat der einzelnen Proben aus. Uber den Vergleich mit Kontrollproben und statistische
Verfahren wird ein relativer Expressionswert errechnet, die Signalstarke. Dank der

Normalisierungsverfahren sind die Microarraydaten verschiedener Chips untereinander vergleichbar,

-16 -



Einleitung

verschiedene experimentelle Bedingungen kdnnen nebeneinander gestellt und die Signalstarken

direkt in Bezug gesetzt werden.

Die Microarraysignalstarke liefert also eine Information Uber die Haufigkeit einer bestimmten RNA. Ob
diese Quantitat auch vollstandig in Protein translatiert wird, kann daraus allerdings nicht abgelesen
werden. Die Expressionsdaten der Microarrays liefern einen Blick auf das Transkriptom der Zelle,

eventuelle Ergebnisse missen zusatzlich auf Proteinebene verifiziert werden.

2.8.1 Bisherige Expressionsstudien

In den meisten bisher vorliegenden Arbeiten wurde nur gezielt die Expression bekannter NF—xB

Zielgene untersucht (Maeda et al. 2005).

Microarray-Studien wurden erst von wenigen Arbeitsgruppen verdffentlicht: Kobayashi et al.
verwendeten cDNA Microarrays mit 16500 Genen, die sie mit Proben von NOD2-knock-out Mausen
spotteten (Kobayashi et al. 2005). Auf den Ergebnissen dieser Microarrays fundiert ihre Arbeit Uber
Cryptidine. Diese antibakteriellen Peptide sind in den knock-out Mausen schwacher exprimiert und
kénnen auch nicht durch Stimulation induziert werden. Dieses Ergebnis wurde auch im Menschen
gefunden: humanes Homolog der Cryptidine sind die a-Defensine. Die intestinal exprimierten a-
Defensine HD-5 und HD-6 sind bei Crohn Patienten schwéacher exprimiert als bei Gesunden
(Wehkamp et al. 2004).

Eine weitere Studie zeigte transkriptionelle Muster in humanen primaren Makrophagen von NOD2wt-
und L1007fsinsC-Patienten. Fir den NOD2-Wildtyp wurden 2518 regulierte Gene bei MDP-
Stimulation beschrieben, fir die L1007fsinsC-Mutation dagegen nur 165 regulierte Gene.
Detailergebnisse veroffentlichten sie fir mehrere Cytokine, die die Dysfunktion der L1007fsinsC
Mutante bestatigen (Li et al. 2004).

Eine umfassende Arbeit wurde von Costello et al. verdffentlicht (Costello et al. 2005). Auf cDNA-
Arrays mit 33792 Genen wurde cDNA aus Biopsien von Patienten mit Morbus Crohn und Colitis
ulcerosa hybridisiert und mit Biopsien von gesunden Kontrollpersonen verglichen. Nur eine der
erkrankten Personen trug die L1007fsinsC-Mutation, daher ist keine Auswertung der Daten nach
diesem Kriterium durchgefihrt worden. Zu Genregulation bei Morbus Crohn liefert diese Arbeit aber

zahlreiche Ergebnisse.

Eine weitere Arbeit mit cDNA Arrays liegt von Mannick et al. vor (Mannick et al. 2004). In PBMCs von
Crohn Patienten im Vergleich mit anderen entzindlichen Erkrankungen wurde die Transkription von
2400 Genen untersucht. Dabei wurden 52 differentiell regulierte Gene gefunden, z. B. waren bei den
Morbus Crohn Patienten CRel (REL) und Peroxiredoxin 2 hochreguliert.
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2.9 Ziele der Arbeit

In den vorangegangenen Kapiteln wurde ausfihrlich Uber die bisherigen Ergebnisse der Forschung zu
NOD2 berichtet. Auf molekularer Ebene gibt es stringente Modelle zur Proteinfunktion, und auch die

wichtigsten beteiligten Signaltransduktionswege sind bekannt.

Trotzdem ist die entscheidende Frage aus medizinischer Sicht noch nicht geklart: wie entstehen aus

einer gestorten Funktion von NOD2 chronisch entziindliche Krankheiten?

Die noch ungeklarten Fragen zur Proteinfunktion werden daher in dieser Arbeit weiter untersucht.

Folgende Aspekte der zelluldren Funktion von NOD2 werden in dieser Arbeit ndher betrachtet:
e Lokalisation von NOD2 in der Zelle
e Phosphorylierung von NOD2
e NOD2-abhangige Transkriptomregulation

Die Verwendung genomweiter Microarrays als quantitative Methode zur Analyse der differentiellen
Genexpression bietet die Mdglichkeit, neue Anséatze zur Proteinfunktion aufzudecken. Besonders der
direkte Vergleich von NOD2-Wildtyp und der L1007fsinsC-Variante bietet die Chance, eventuell

abweichende Funktionen der Mutation zu erkennen und Krankheitsgene zu identifizieren.

Der Hauptteil der vorliegenden Arbeit stellt daher die Ergebnisse eines umfangreichen
Microarrayexperimentes dar. Einen genaueren Einblick in das NOD2-spezifische Aktivierungsprofil zu

gewinnen ist das Ziel der hier vorgestellten Untersuchung.
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3 Material und Methoden

Eine Auflistung aller Puffer- und Medienzusammensetzungen sowie eine vollstdndige Liste der
verwendeten Kits, Antikdrper, Enzyme und Primer findet sich im Anhang. Die Zusammensetzung der
in kommerziellen Kits enthaltenen Puffer wurde in den meisten Fallen vom Hersteller nicht

bekanntgegeben.

3.1 Standardkultur

Die in dieser Arbeit verwendeten HEK-293 (human embryo kidney) Zellen (ACC 305), HeLa S3
Cervix-Adenokarzinomzellen (ACC 161) und THP-1-Zellen (human acute monocytic leukemia) (ACC
16) stammten von der Deutschen Sammlung fir Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ,

Braunschweig). FLP-IN-Hek-293 wurden von Invitrogen (Karlsbad) bezogen.

THP-1-Zellen und primare Monocyten wurden in RPMI-Medium (Gibco BRL Life Technology,
Eggenstein), HELA- und HEK-Zellen in DMEM-Medium (Gibco, Eggenstein) kultiviert, jeweils erganzt
mit 10 % (v/v) FCS und 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin (Biochrom, Berlin) (je 50 pg/ml). Inkubiert
wurden die Zellen in einem Brutschrank (Heraus, Hanau) bei 37°C und 5 % CO,. Alle Zellen wurden
zwei- bis dreimal pro Woche mittels eines Inversmikroskops (h500, Hund, Wetzlar) optisch Gberprift
und bei etwa 80 %iger Konfluenz passagiert. HELA Zellen wurden mittels Trypsinierung abgeldst: Die
Zellen wurden mit vorgewarmten PBS gewaschen und nach Uberschichtung mit 1X Trypsin/EDTA-
Lésung (Invitrogen, Karlsruhe) 5 min bei 37°C abgelést. Nach dem Abstoppen der Enzymreaktion
durch Zugabe von FCS-haltigem Medium wurden die Zellsuspensionen in 50 ml-Zentrifugenréhrchen
(Falcon, Becton-Dickinson, Heidelberg) Uberfiihrt und fir 5 min bei 1700rpm (626 x g) in einer
Zentrifuge (Varifuge3.0R, Heraeus, Hannover) sedimentiert. Bei den HEK-Zellen wurde das Medium
abgenommen und durch 10 ml PBS ersetzt, danach wurden die Zellen durch Klopfen gegen die
Kulturflasche abgelést. THP1 Zellen wachsen als Suspensionskultur und konnten direkt in
Zentrifugenrohrchen Gberflihrt werden. Wegen der héheren Empfindlichkeit wurden THP1 und PBMC
nur bei 1200 rpm (250 x g) sedimentiert.

Nach Resuspendieren der Zellen in 1-2 ml Medium wurde ein entsprechender Anteil an Zellen zur
weiteren Kultivierung in die 25-ml-Kulturflaschen (Falcon) Uberflhrt bzw. ein Aliquot der Zellen mittels
einer Neubauer-Zdhlkammer (VWR International GmbH, Darmstadt) ausgezdhlt und in
entsprechender Konzentration flir weitere Experimente Uber Nacht kultiviert. Fiir die Experimente
wurden nur Zellen bis zur maximal 25. Passage verwendet, zudem wurden die Zellen routinemaRig
einmal pro Monat, bei neu in Kultur genommenen Zelllinien sofort nach Eintreffen auf Kontamination

mit Mykoplasmen untersucht.
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3.1.1  Anlegen und Auftauen von Zellreserven

Von den selbst klonierten stabilen Zelllinien wurden Reserven angelegt, die bei -80°C gelagert
wurden. Zum einfrieren wurden die Zellen expandiert, geerntet und in 1 ml Medium aufgenommen.
Die Zellzahl wurde in der Neubauer-Kammer bestimmt (siehe unten) und mit
Dimethylsulfoxid (DMSO)-haltigem Einfriermedium (Cell Culture Freezing Medium-DMSO, Invitrogen)
auf eine Dichte von 5x 10° Zellen/ml eingestellt. DMSO wirkt kryoprotektiv, ist aber bei héheren
Temperaturen toxisch. Die Zellsuspension wurde daher mdglichst schnell fiir das Einfrieren aliquotiert.
Ein mit Isopropanol gefiillter Kryokontainer sorgte fiir ein langsames und kontinuierliches Abkuhlen
der Zellen bei -80°C.

Zur Inkulturnahme wurden die Zellreserven in einem Wasserbad bei 37°C zlgig aufgetaut, im
Anschluss rasch in ein mit warmem Medium + 10% FCS gefllltes 50-mI-Réhrchen Uberfiihrt und bei
626 x g abzentrifugiert. AnschlieBend wurde das Zellpellet im Zellkulturmedium aufgenommen und die

Zellen expandiert.

3.1.2 Bestimmung der Zellkonzentration

Zum Bestimmen der Zellzahl wurde eine Neubauer-Zahlkammer verwendet. Dabei wurde ein 10 pl-
Aliquot der Zellsuspension mit 90 yl 0,4% Trypan-Blau (Sigma, Mlnchen) versetzt und von dieser
Verdinnung 10 pl in die Zahlkammer eingebracht. AnschlieRend wurden die Zellen unter einem

Lichtmikroskop ausgezahlt. Die Zellzahl pro ml wurde mit folgender Formel berechnet:

Anzahl der ausgezahlten Zellen

Zellzahl/ml = - x 10.000
Anzahl der ausgezahlten Quadranten

3.1.3 Aussaat und Ernte

Die Zellzahl pro well und das Mediumvolumen variierte je nach Zellkulturformat und Experiment. Fir
Transfektionsexperimente wurden geringere Zelldichten ausgesat, um die Transfektionseffizienz zu
optimieren. Die fir die verschiedenen Experimente eingesetzten Zellzahlen und Zellkultur-

plattenformate sind in Tabelle 3.1 zusammengefasst.
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Tabelle 3.1: Ausgesate Zelldichten fur die verschiedenen Experimente

Experiment Zellkulturformat Zellzahl/well Mediumvolumen [ ml ]
Immunprazipitation 10-cm-Schale 5x 10° 10
Transfektion und 10-cm-Schale 2x 10° 10
Immunprazipitation
RNA (Microarray) 10-cm-Schale 5x 10° 10
RNA (sonstige), DNA 6-well-Platte 4x10° 2
Proteinisolierung 6-well-Platte 8x10° 2
Transfektion und 6-well-Platte 4x10° 2
Proteinisolierung
Dual Luciferase Assay (DLA) 96-well-Platte 20000 0,1
ELISA 96-well-Platte 20000 0,1

Zum Ernten adharenter Zellen wurde das Kulturmedium gegen 4°C kaltes PBS ausgetauscht. Sofern
die Zellen noch nicht durch den Temperaturwechsel von der Kulturschale geldst waren, wurden sie mit
einem Gummischaber abgeldst. Die Zellsuspension wurde in ein Reaktionsgefaly Gberfuhrt und bei
1200 — 1800 rpm (Varifuge 3.0R von Heraeus, Hanau) sedimentiert. Suspensionskulturen wurden erst
in ein Reaktionsgefall Uberfuhrt, sedimentiert, dann das Pellet in kaltem PBS aufgenommen und
erneut sedimentiert. Danach wurden die Zellpellets je nach weiterer Versuchsplanung entweder in die

verschiedenen Lysepuffer aufgenommen oder bei -80°C eingefroren.

3.1.4 Isolierung primarer mononukleérer Zellen

Primare mononukleare Zellen (PBMC, peripheral blood mononuclear cell) aus humanem Blut wurden
per Dichtezentrifugation in zwei Schritten gewonnen. Ausgangsmaterial waren je 100 ml EDTA-Blut
von Patient und Kontrollperson, das durch kurzes Lagern auf Raumtemperatur gebracht wurde. Alle

weiteren Schritte wurden bei Raumtemperatur durchgefihrt.

Leuko-Sep bio-one Réhrchen (Greiner, Frickenhausen) mit Filtermembran wurden mit 15 ml Ficoll-
Paque Plus (Amersham Biosciences, Freiburg) gefillt und 30 s bei 1000 x g zentrifugiert, um das
Ficoll unter die Scheibenmembran zu dricken. Je 15 ml Blut wurden auf die Filtermembran
geschichtet und zentrifugiert (15 min; 260 x g; 20 °C). Danach ergab sich folgende Schichtung:
zuoberst Plasma (gelblich-klar) - darunter PBMCs (inkl. Monozyten; weil3, schmale Schicht) — Ficoll
(weiBlich) — Filtermembran — Ficoll — Erythrocyten (rot). Nach Absaugen des Plasmas wurde mit einer
Pipette die PBMC-Schicht aufgenommen und in einem neuen Réhrchen mit PBS auf 50 ml aufgefillit.
Nach Pelletieren (10 min; 260 x g) der Zellen und Verwerfen des Uberstandes wurde das Zellpellet in

5 ml PBS resuspendiert und in ein Réhrchen mit 15 ml vorbereiteter Percollverdiinnung (Percoll
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Seperating Solution, Biochrom AG, Berlin) geschichtet (Percoll/PBS Verdinnung 50,4 ml : 49,6 ml;
resultierende Dichte: 1.065 g/mL.). Nun erfolgte die zweite Dichtezentrifugation bei 400 x g fur 35
Minuten, wonach die mononuklearen Zellen in den obersten 5 ml der Losung angereichert waren und
abgenommen wurden. Nach erneutem waschen mit PBS (ad 50 ml; 10 min; 250 x g) wurde das
Zellpellet in Medium resuspendiert (RPMI-Medium (Gibco BRL Life Technology, Eggenstein) + 10 %
(v/v) FCS und 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin (Biochrom, Berlin)) und je 5 x 10° Zellen pro well in 6-
well-Platten ausgesat. Eine Anreicherung von Monozyten wurde durch Adhasionsselektion erreicht:
nach 90 min. wurden das Medium der Zellkulturschalen vorsichtig gewechselt, um schwimmende und
abgestorbene Zellen zu entfernen. Nach Ruhezeit Gber Nacht wurden die Zellen entsprechend den

Versuchsbedingungen stimuliert und geerntet.

3.1.5 Stimulation von Zellen

Fir die einzelnen Versuche wurden die Zellen in den gewtinschten Formaten ausgeséat (siehe Tabelle
3.1) und Uber Nacht inkubiert. Am Folgetag wurde entweder die Transfektion oder Stimulation
durchgefihrt.

3.1.5.1 MDP-Stimulation

In den Microarrayexperimenten wurde zu Beginn der Stimulation das Zellkulturmedium abgenommen
und gegen frisches Medium ohne FCS ausgewechselt. Dies sollte eine Beeinflussung der Stimulation

durch im Kalberserum enthaltene Wachstumsfaktoren verringern.

Das Muramyldipeptid MurNAc-L-Ala-D-Glu (MDP) wurde von der Firma Bachem (Weil am Rhein)
bezogen. Das lyophilisierte Material wurde in PBS geldst und auf eine Konzentration von 5 mg/mi
eingestellt. Aus dieser Stammldésung wurden alle MDP-Stimulationen durch direkte Zugabe in das
Zellkulturmedium durchgefuhrt. Die fur die Zellen aktive Endkonzentration im Zellkulturmedium betrug

immer 10ug/ml.

3.1.5.2 Stimulation mit Bakterien

Alternativ zur Stimulation der Zellen mit MDP wurden lebende Bakterien der Art Listeria
monocytogenes, Serotyp 1/2a, Stamm EGD und Listeria innocua (freundlicherweise zur Verfugung
gestellt von Prof. Dr. Trinad Chakraborty, Justus-Liebig-Universitat, Giessen) verwendet. Bei L.
monocytogenes handelt es sich um Gram-positive, aerobe, fakultativ intrazellulare Pathogene, die in
nicht-phagozytierende Zellen eindringen kdnnen und deshalb haufig als Modell fiir intrazellulare

Detektion von Bakterien benutzt werden. L. innocua ist nicht cytoinvasiv (Opitz et al. 2006).

Listerien wurden tber Nacht in 5 ml LB-Medium (ohne Antibiotika) bei 37°C im Brutschrank kultiviert.
Am folgenden Tag wurden die Zellen 1:10 in frischem LB-Medium verdinnt und fiir 4 - 6 h inkubiert.
Das Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase wurde durch stiindliche Messung der optischen

Dichte bei 600 nm gegen LB-Medium Kkontrolliert. Bei einer OD von 0.2 (entsprechend einer

-22-



Material und Methoden

Bakteriendichte von 200 x 10° colony forming units / ml) wurde die Inkubation beendet, die Zellen
wurden durch Zentrifugation (3000g, 10 min , RT) pelletiert und in dem gleichen Volumen Zellmedium
DMEM + 10% (v/v) FCS aufgenommen. Zur Stimulation der HEK-293 wurde das Zellmedium gegen
DMEM + 10% (v/v) FCS ausgetauscht. Nach einer einstiindigen Vorinkubation wurden die Bakterien
mit einem MOI (multiplicity of infection) — Wert von 100 (d.h. 100 Bakterien pro ausgesater Zelle) zu
den HEK-Zellen gegeben. Die Infektion erfolgte bei 37°C fur eine Stunde. Im Anschluss wurde das
Medium mit den Bakterien entfernt, die Zellen mit warmem PBS gewaschen und fur 2 h in Medium +
10% (v/v) FCS + 100 pg/ml Gentamycin (Sigma, G 1264) inkubiert, um extrazelluldre Listerien
abzutéten. Nach einem weiteren Waschschritt mit PBS wurden die Zellen in DMEM + 10% (v/v) FCS +
Penicillin/Streptomycin (jeweils 50 pg/ml) fir weitere 2 h, 4h oder 8 h inkubiert. Als Kontrollen dienten

HEK-293-Zellen, die identisch behandelt wurden, ohne mit Listerien infiziert worden zu sein.

3.1.5.3 Phosphataseinhibition

Die Unterdriickung von Phophatasereaktionen wurde mit verschiedenen Inhibitoren durchgefihrt.

Calyculin A ist ein potenter und hochspezifischer Inhibitor der PP-1 und PP-2 Klassen der
Serin/Threonin Phosphatasen (Ki = ~0.1 nM). Dieser Inhibitor wurde von Upstate (Lake Placid, NY)
bezogen und in DMSO eine Stammlésung angesetzt (10 yM, 10ug/ml). Die Stammlésung wurde im

Dunkeln gehalten und bei —20°C gelagert.

Zur Inhibition von Tyrosin-Phosphatasen wurde der Phosphatase-Inhibitor Coctail 1l (PIC Il) von Sigma
(Minchen) entsprechend der Herstellerempfehlung in einer Verdinnung von 1:100 als
Endkonzentration eingesetzt. Dieses Gemisch aus Na-Orthovanadat, Na-Molybdat, Na-Tartrat und
Imidazol hemmt eine Reihe von Tyrosin-Phosphatasen und zusatzlich saure und alkalische

Phosphatasen.

Zur Gewinnung von phosphoryliertem NOD2 wurden Zellen in 10 ml Schalen per Calcifektion mit dem
Plasmid pCEV-NOD?2 transfiziert, das N-terminal eine FLAG-Sequenz enthalt. Nach 48 h wurde dem
Zellkulturmedium Cayculin A entsprechend der Herstellerempfehlung zu einer Enkonzentration von
100 nM zugegeben, gleichzeitig mit MDP (10 ug/ml). Die Wirkung des L&semittels DMSO auf die
Zellen konnte vernachlassigt werden, da das Ziel des Experimentes nur die Gewinnung von p-NOD2
war und kein Vergleich mit unstimulierten Zellen vorgenommen wurde. Nach maximal 60 Minuten
wurden die Zellen geerntet, da Calyculin A stark toxisch wirkt und bei langerer Inkubation die Zellen
absterben. Entsprechend wurde mit dem Phosphataseinhibitor Coctail Il verfahren, der in einer
Endverdinnung von 1:100 eingesetzt wurde. Nach 60 Minuten wurden die Zellkulturschalen auf Eis

transferiert und geerntet.

Dem Lysepuffer (cell free lysis buffer) fur die schonende Extraktion von cytosolischen Proteinen wurde
ebenfalls Calyculin A (100 nM) beziehungsweise PIC 1l (1:100) beigesetzt. Dieses Lysat wurde, wie im
Kapitel 3.6.7 beschrieben, einer schonenden Immunprazipitation unterzogen und dann per

Gelelekrophorese aufgereinigt.
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3.1.6 Transfektion von Zellen

3.1.6.1 Lipofektion

Fir Luciferase-Assays und alle flr die Herstellung der stabilen Zellen notwendigen Transfektionen
wurde die Lipofektion eingesetzt. Dabei wird DNA an Liposomen komplexiert, die mit der Zellmembran
fusionieren und so die DNA in die Zelle transferieren. Als Transfektionsreagenz wurde FUGENE 6

(Roche, Mannheim) verwendet.

Fiar die Transfektion wurde zuerst DNA in FCS-freiem Medium vorgelegt und in diese Mischung
vorsichtig das FUGENE-Reagenz zugegeben. Nach 15 min. Inkubation bei Raumtemperatur wurde die
Mischung in die Zellkulturschalen mit normaler Mediummenge Uberfiihrt. Die fir die verschiedenen

Formate verwendeten Mengen pro well sind aus Tabelle 3.2 ersichtlich.

Tabelle 3.2: Mengen und Volumina flr die Lipofektion.

Format Medium [pl] DNA [ug] Fugene [pl]
10 cm-Schale 400 4 12

6-well 100 1 3

96-well 50 50 0,15

3.1.6.2 Calcium-Phosphat Transfektion

Fir alle Transfektionen, bei denen eine hohe Transfektionsrate wiinschenswert war, wurde die
Calcium-Phosphat Methode angewendet. Dies galt insbesondere flir die Immunprazipitationen fir die
Phospho-NOD2 Untersuchungen, wo eine hohe Proteinausbeute notwendig fur die weitere Analyse
war. Bei der Calcium-Phosphat Transfektion in einer gepufferten Lésung ein feines Calcium-Phosphat
Prazipitat erzeugt, an dessen Oberfliche DNA bindet. Ein Teil dieser Kristalle wird von den Zellen

aufgenommen.
Folgende Ldsungen wurden steril vorbereitet:

e 2x Hanks balanced salt solution (HBS): Hepes 11,9 gr; NaCl 16,4 gr; Na,HPO, 0,21 gr; H,O ad
1L, pH 7,05

e CaCl, 25M

Fur die Transfektion wurde zuerst das Zellkulturmedium von 10 cm Schalen gegen 8 ml neues
Medium mit 10 % FCS und 1% P/S ersetzt. Fir jede 10 cm Schale wurde folgende Mischung
angesetzt: 20 yg DNA, 100 pl CaCl, und 875 ml H,O. In ein weiteres Réhrchen wurde 1 ml/10cm
Schale 2 x HBS vorgelegt. Um eine homogene Durchmischung und damit eine feine Kristallbildung zu

erreichen, wurde mit einer Pipette Luft durch die HBS-Lésung geblasen, wahrend das DNA-Gemisch
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tropfenweise zugegeben wurde. Die 2 ml fertige Transfektionsldsung wurden in die Zellkulturschalen

gegeben. Nach 8 -10 h erfolgte ein vollstandiger Mediumwechsel und nach 48 h die Zellernte.

3.2 Massenspektrometrie

Die Extraktion der Proteine aus den ausgeschnittenen Gelbanden, die Verdau und Anreicherung der
Phosphopeptide und die abschlieRende Massenspektirometrie wurden durchgefiihrt von der Protein
Research Group, Department of Biochemistry and Molecular Biology, University of Southern Denmark

in Odense. Die Methodik wird daher nur schematisch beschrieben:

NOD2 enthaltende Gelbanden wurden ausgeschnitten, reduziert und alkyliert und anschlieRend mit
Trypsin  verdaut. Aus den so gewonnenen Peptiden wurden Phosphopeptide durch
Affinitdtschromatogaphie angereichert (IMAC, Immobilized Metal Affinity Chromatography). Die
eluierten Proben wurden mittels Massenspektrometrie (LC-MS, liquid chromatography mass
spectrometrie) auf einem LTQ-FT Instrument (Thermo Finnigan, Waltham, USA) analysiert wie
beschrieben (Gruhler et al. 2005).

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Isolierung genomischer DNA

Zur Uberpriifung des Inserts in den stabilen FLP-IN Zellen wurde genomische DNA isoliert, um

anschlielend das Insert amplifizieren und sequenzieren zu kénnen.

Verwendet wurde das Wizard SV Genomic DNA Purification System von Promega (Madison, USA)
gemal dem Herstellerprotokoll. 1 x 10° Zellen wurden nach einem Waschschritt in PBS in 150ul of
Wizard SV Lysis Buffer lysiert. Dieses Lysat wurde auf eine Minisaule gegeben und zentrifugiert
(3 min; 13.000 x g) um die DNA an die Silicamembran zu binden. Darauf erfolgten vier Waschschritte
mit je 650 yl SV Wash Solution. Eluiert wurde schlieflich mit 250 ul Nuklease-freiem Wasser (1 min;
13.000 x g) in ein sauberes Reaktionsgefal’. Die Konzentration wurde mit einem UV-Photometer
bestimmt, anschlieBend wurde die isolierte DNA bei —20°C gelagert.

3.3.2 Isolierung von RNA

Die RNA-Isolierung aus humanen Zellen erfolgte mit Silicamembransaulen. In Gegenwart chaotroper
Salze, die die Polaritdt der Wassermolkile vermindern und die negativen Ladungen auf der

Glasoberflache absattigen, kdnnen Nukleinsduren an die Silicamembran binden.

Verwendet wurde das System von Qiagen (Hilden), mit den Komponenten QlAshredder Homogenizer
Kit, RNeasy Mini Kit und RNase-Free DNase Set. Alle Arbeitsschritte erfolgten bei Raumtemperatur.
Der erste Schritt, Lyse der Zellen und Deaktivierung aller endogenen RNasen erfolgte mit 640 pl RLT-

Puffer + 1% (v/v) p-Mercaptoethanol. Dieses Lysat wurde auf eine QlAshredder-Saule aufgebracht
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und zentrifugiert (2 min; 12.000 rpm, Tischzentrifuge Centrifuge5415 C, Eppendorf, Hamburg), um die
langkettige DNA zu zerkleinern. Das Zentrifugat wurde mit einem Volumen 70% Ethanol versetzt und
in die RNeasy-Saule Uberfiihrt, wo durch einen Zentrifugationsschritt (15 s; 8000 rpm) die RNA an die
Membrane gebunden und das lbrige Lysat entfernt werden konnte. Nach einem Waschschritt mit 350
pl Puffer RLT (15 s; 8000 rpm) wurde der erste DNA-Verdau auf der Membran durchgeftihrt. 80ul der
DNase-Lésung (10 yl DNase | in 70 yl RDD-Puffer, Qiagen) wurden aufgetragen und 15 Minuten
inkubiert. Danach wurden Waschen und DNase-Verdau nochmals wiederholt. Es folgten drei weitere
Waschschritte mit 700 yl RW1-Puffer und 2 x 500 pyl RPE-Puffer und anschlieRender Zentrifugation.
Zuletzt wurde die Membran durch zweiminttiges Leerzentrifugieren bei 12.000 rpm getrocknet und die

RNA mit 50 yl RNase-freiem Wasser in ein neues Réhrchen eluiert (1 min; 12.000rpm).

Die Konzentrationsmessung der RNA wurde mit einem UV-Photometer (Ultrospec 3100 pro,
UV/visible Spectrophotometer, Amersham Biosciences Europe, Freiburg) bei 260 nm durchgefiihrt
und mit dem spezifischen Umrechnungsfaktor von 40 ng/ul (fiir OD=1,0) errechnet. Das Verhaltnis der
Absorption bei 260 nm und 280 nm wurde herangezogen, um Proteinverunreinigungen auszuschlief3en.

Nur Proben mit einem A260/A280 Verhaltnis zwischen 1,6 und 2,0 wurden verwendet.

3.3.3 Qualitatskontrolle der RNA

Um verbleibende Kontamination mit DNA auszuschlielten, wurde die RNA einer Kontroll-PCR mit
Primern fir GAPDH (Glycerinaldehyd-3-Phosphat dehydrogenase) unterzogen. Nur Proben, die keine

Amplifikation von GAPDH zeigten, wurden weiterverwendet.

Die Intaktheit der RNA wurde mit Agilent RNA 6000 nano chips auf einem Agilent 2100 bioanalyzer
gemessen (Agilent Technologies, Santa Clara, USA). Dazu wurde 1 ul der RNA per Kapillarelektrophorese
und anschlieRender UV-Detektion der Banden vermessen. Das Spektrum zeigte fiir alle Proben sehr
scharfe 18s und 28s rRNA Banden, wodurch eine Degradation der RNA ausgeschlossen werden

kann.

3.3.4 cDNA-Synthese

Fir die Tagman-Assays wurde die RNA in cDNA umgeschrieben. Verwendet wurde dazu Reverse
Transkriptase aus dem Retrovirus MMLV (moloney-murine leukemia virus) von Promega (Madison,
USA) und Random Hexamer Primer (Biotez, Berlin), die zufallig an die RNA binden und so einen
Transkriptionsbeginn ermdglichen. Um die Integritdt der RNA zu schitzen, wurde zusatzlich RNasin

Plus RNase Inhibitor der Firma Promega verwendet.

Die eingesetzte RNA wurde zuerst durch Verdinnen mit Nuklease-freiem Wasser oder durch
eindampfen an einer Vakuum-Zentrifuge (Eppendorf, Hamburg) auf 1 ug in 20 yl H,O eingestellt.
Zusammen mit dem RNaseinhibitor und den Random Hexamer Primern wurde die RNA vorinkubiert
(5min; 70°C), um eine Denaturierung eventueller Sekundarstrukturen der RNA und damit gute

Bindung der Primer zu erreichen. Danach wurde der Mastermix mit der MMLV-Reversen

-26 -



Material und Methoden

Transkriptase zugegeben und flir eine Stunde bei 42°C amplifiziert. AbschlieRend wurde das Enzym
duch kurzes Erhitzen auf 95°C deaktiviert. Einen Uberblick (ber den Reaktionsansatz gibt Tabelle
Tabelle 3.3.

Tabelle 3.3: Reaktionsansatz fir die cDNA-Synthese.

Komponente Volumen [ pl ] Reaktion

RNA 1 ug 20

RNaseinhibitor 2 749,(5’25;;:1”
Random Hexamer Primer 10

Nuklease-freies Wasser 113

RNaseinhibitor 3

MMLV-Puffer 40 Qggé’cézmr;n
dNTPs 10

MMLV-RT 2

Zur weiteren Verwendung wurde die cDNA der Proben mit TE-Puffer auf 1000 pl aufgefullt
(Verdinnung 1:5), nur fur den Standard der Tagman real-time PCR wurde unverdiinnte cDNA

eingesetzt. Die fertige cDNA wurde bei —20 °C gelagert.

3.3.5 Taqgman real-time PCR

Um eine quantitative Aussage Uber die RNA-Transkripte eines bestimmten Genes machen zu kénnen,
wurde die Tagman real-time PCR Technik eingesetzt. Das Prinzip der real-time PCR besteht darin,
bei jedem PCR-Zyklus die Menge des entstehenden Amplifikates zu messen. Liegt die cDNA, an die
die Primer hybridisieren kdnnen, in einer hohen Abundanz vor, erreicht die Amplifikation in einem
relativ frihen Zyklus die exponentielle Phase. Bei geringerer Abundanz wird diese Phase erst spater
erreicht. Mit einer willkirlich gesetzten Grenze (Treshold), die die Amplifikationskurven schneidet,
kann als MalR der Treshold-Cycle (C;) bestimmt werden. Lasst man in der PCR eine Reihe von
Standardkonzentrationen mitlaufen, kann man spater anhand einer Eichkurve die C; —Werte in relative

Konzentrationen umrechnen.

Um die Menge des Amplifikates genau bestimmen zu kénnen, macht sich die Tagman-Technologie
die der 5'-3'-Exonuklease-Aktivitdt der Taq-Polymerase zunutze. Zusatzlich zu den beiden Primern
wird in die Reaktion eine Oligonukleotidsonde (auch Tagman-Probe genannt) zugegeben. Diese

Sonde hybridisiert zwischen den Primern an die cDNA. Am 5-Ende tragt die Sonde einen
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Fluoreszenzfarbstoff, am 3'- Ende einen Quencher. Der Quencher ist dem Fluoreszenzfarbstoff
raumlich nahe genug, um dessen emittiertes Farbspektrum zu verandern (FRET, Fluoreszenz
Resonanz Emissions Transfer). In der Transkriptionsphase wird die Sonde durch die Nuklease-
Aktivitat der Tag-Polymerase in einzelne Nukleotide zerlegt, der Farbstoff entfernt sich vom Quencher
und kann getrennt detektiert werden. Die Intensitat der Floureszenz korreliert also mit der Anzahl der

Amplifikate.

Da die Optimierung einer spezifischen Tagman-Sonde sehr aufwendig ist, wurde hier auf geprufte
fertige Assays (assays on demand) der Firma Applied Biosystems (Foster City, USA) zuriickgegriffen.
Eine Ubersicht Uber die verwendeten Assays gibt Tabelle 3.4. Lediglich der Assay fir NOD2 wurde
selbst entworfen, die Sequenzen sind ebenfalls in der Tabelle angegeben. Die Tagman-PCR wurde im
384-well Format durchgefiihrt, dabei wurde jeder Standard und jede Probe viermal pipettiert: eine
Doppelbestimmung flir das Zielgen und eine weitere Doppelbestimmung mit Tagman Primern und
Sonde fiur das Haushaltsgen B-Actin. Die PCR-Reaktion mit einem ABI 7900 ABI PRISM® (Applied
Biosystems, Foster City, USA) gemessen und mit der dazugehorigen Software Sequence Detection

System ausgewertet.

Tabelle 3.4: Tagman Assays (Applied Biosystems).

Gene Gene
Assay RefSeq Symbol Name
Hs00154192_m1 NM_001200 BMP2 bone morphogenetic protein 2
Hs00277234_s1 NM_052815 IER3 immediate early response 3
Hs00986759 m1 | NM_005531.1 IFI16 interferon, gamma-inducible
protein 16
Hs00178297 m1 NM 005204 MAP3K8 mitogen-activated protein kinase
- - kinase kinase 8
Hs00220393 m1  |NM_145791.1  |MGSTA1 microsomal - glutathione S-
transferase
Hs00745167_sH NM_005952.2 MT1X metallothionein 1X

tumor necrosis factor, alpha-

Hs00234712_m1 NM_006290 TNFAIP3 . )
- — induced protein 3
Hs00155512_m1 NM_001561 TNFRSF9 tumor necrosis factor receptor
- - superfamily, member 9
Hs00602754_mH NM_003430.1 ZNF91 zinc finger protein 91

-28 -



Material und Methoden

NOD2_E3 sonde 6
FAM_TGCCTTCCTT
CTACAAC

NOD2_E3_s_GATC
TTGCCACGGTGAA
AGC

NOD2_E3_a_ATGG
GACTGGTAATTCC
TGAA

NOD2

nucleotide-binding and
oligomerization domain 2

AulBer den Assays wurde auch ein Mastermix mit den Ublichen PCR Reagenzien von Applied

Biosystems bezogen. Tabelle 3.5 gibt die Zusammensetzung der einzelnen Reaktionen an.

Temperaturen und Reaktionszeiten der PCR folgten den Herstellerempfehlungen.

Tabelle 3.5: Zusammensetzung der Tagman-PCR-Reaktion.

Komponente Volumen [ pl ]
cDNA (1:5 vorverdlinnt) 5
Tagman Primer und Sonde 05
20 x Mix ’
Mastermix 4.5

Fir die Standardkurve wurde von einer Probe fir B-Actin und Zielgen jeweils folgende Verdinnungen

in TE-Puffer in Doppelbestimmung mit amplifiziert:

Tabelle 3.6: Verdiinnungen fiir die Standardkurve der Tagman-PCR.

Standard

Verdiinnung

A

Unverdinnte cDNA

1:2,5

1:5 (entspricht den Proben)

1:10

1:20

1:40

1:60

I | O M| MO O|m

1:80

1:100

-29-



Material und Methoden

In der Auswertung wurde aus den relativen Quantitaten der Quotient von Probe und B-Actin-Wert

ermittelt. Danach wurde aus den Doppelbestimmungen der Mittelwert errechnet.

3.3.6 Amplifikation der benétigten NOD2-Sequenz

Fir die Klonierung des pcDNA5-Vektors musste zuerst die kodierende NOD2-Sequenz von einem
bereits vorhandenen Plasmid (pcDNA3.1-NOD2) kopiert werden. Der verwendete Sense-Primer
beginnt mit einer Kozak-Translations Initationssequenz (entscheidend sind ein G oder A in Positon -3
und ein G in Position +4 (G/A)NNATGG), um die Expression in eukaryontischen Zellen zu
vereinfachen, und ein Start-Codon (ATG). Der Antisense-Primer enthalt ein Stop-Codon (TGA), der C-

terminale V5-Tag des Vektors wird nicht mit exprimiert.

Primer Sequenz 5> 3’ Tm
pcDNA5_NOD2_s ATAATGGGGGAAGAGGGTGGTTCA 64
pcDNA5_NOD2_a TCAAAGCAAGAGTCTGGTGTCCCT 62

Da eine fehlerfreie Amplifikation des Templates angestrebt wurde, kam eine Polymerase mit 3'-
5" Proofreading-Exonukleaseaktivitdt zum Einsatz. Das Platinum Taq DNA Polymerase high fidelity Kit
von Invitrogen (Carlsbad) enthalt auer der Polymerase auch den abgestimmten Reaktionspuffer. Das

Reaktionsprotokoll ist in Tabelle 3.7 wiedergegeben.

Tabelle 3.7: Zusammensetzung und Programm der PCR-Reaktion

Komponente Volumen [ pl ]
PCR-H,O ad 50
10X Reaktionspuffer 5
Primer mix je 10 uM 1
MgSO, 50 mM 2
dNTPs je 10 mM 1
Template-Plasmid 1 pg/ul 1
Platinum-TagDNA- Polymerase 0,2
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Temp. [°C] Zeit Zyklen
95 30 sec
95 30 sec
62 1 min 30 x
68 4 min
4 Pause

3.3.7 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

DNA-Fragmente wurden mittels Agarosegelelektrophorese analysiert. DNA-Molekile wandern
aufgrund ihrer negativ geladenen Phosphatreste im elektrischen Feld zur Anode, wobei die
Wanderungsgeschwindigkeit durch die Agarosematrix von der Fragmentgroe bestimmt wird. Die
Prozentigkeit der verwendeten Agarosegele war abhangig von der erwarteten Fragmentlange und lag
zwischen 1% und 2% (w/v) Agarose in 1 x TAE-Puffer. Fur die Visualisierung der DNA-Fragmente
unter UV-Anregung wurde das in DNA-Doppelstrange interkalierende Ethidiumbromid eingesetzt
(Endkonzentration 0,6 ug/ml). Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 100 mV fir 30 min
(Power Pack Basic, BIORAD, Minchen). Durch die Verwendung eines Markers (Smart Ladder,
Eurogentec) konnte die GroRe sowie die Konzentration von DNA-Banden mittels UV-Licht im

BioDocAnalyze-Transilluminator (Biometra, Goéttingen) ermittelt werden.

3.3.8 Aufreinigung von DNA aus Gelbanden

Die identifizierten DNA-Banden in den richtigen GréRe wurden aus dem Agarosegel mit dem
Quiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) eluiert. Dazu wurden die gewunschten Fragmente aus
dem Gel ausgeschnitten, in ein tariertes Reaktionsrohrchen dberfihrt und gewogen. Pro mg Gel
wurden 3 ul Puffer QG zugegeben und auf 50°C erwarmt, bis die Agarose vollstadndig geschmolzen
war. Nach Zugabe von 1yl Isopropanol/ 1mg Gel wurde das Gemisch auf eine Minisdule mit DNA-
bindender Silica-Gel Membran gegeben und zentrifugiert (1 min; 12.000 rpm, Tischzentrifuge
Centrifuge5415 C, Eppendorf, Hamburg). Danach wurde die Saule mit 750 ul Puffer PE gewaschen (1
min; 12.000 rpm) und schlieBlich trockenzentrifugiert (1 min; 12.000 rpm). Mit 50 ul Nuklease-freiem
Wasser wurde die DNA schlielich in ein sauberes Réhrchen eluiert (1 min; 12.000 rpm).

3.3.9 Topo-Klonierung des PCR-Produktes in ein Plasmid

Die Klonierung der NOD2-Sequenz in ein FRT-Plasmid erfolgte mit dem pcDNA5/FRT/V5-HIS TOPO
TA Expression Kit von Invitrogen (Carlsbad, USA). Das TOPO-Cloning nutzt die Eigenschaft der Tag-
Polymerase, an alle 3"-Enden ein Deoxyadenosin (A) anzuhangen, jedes PCR-Produkt tragt diesen

Uberhang. Der Vektor wird von Invitrogen linearisiert und mit einem 3’-Deoxythymidin (T) Uberhang

-31 -



Material und Methoden

geliefert. Zusatzlich ist an das terminale Thymidin das Enzym Topoisomerase | aus dem Vaccinia
Virus angehangt. Die Phosphotyrosylbindung der Topoisomerase enthalt genug Energie, um eine
Ligationsreaktion des PCR-Produktes in den Vektor zu katalysieren, die Topoisomerase wird bei
dieser Reaktion frei und es entsteht ein zyklisches Plasmid. Diese Methode ist schnell und effizient,
nach 15 Minuten bei Raumtemperatur ist die Ligationsreaktion abgeschlossen. Tabelle 3.8 gibt die

Zusammensetzung der Reaktion an, Salzlésung und Vektor sind Bestandteile des verwendeten Kits.

Tabelle 3.8: Komponenten der TOPO-Klonierreaktion.

Komponente Volumen [ul] Reaktion

PCR-Produkt 2

Vorsichtig mischen,

Salzlésung 1 bei Raumtemp. 15
min inkubieren,
PCR-Wasser ad 5yl dann auf 4°C
pcDNAS5/FRT/V5- 1
HIS Vector

3.3.10 Transformation von Plasmiden in kompetente bakterielle Zellen

Bei der Transformation werden Plasmide stabil in Bakterien integriert. Durch einen Temperaturschock
wird die bakterielle Zellwand permeabilisiert. Ist das Plasmid integriert, kann es dank seiner
Replikationssequenz (pUC ORI) stabil bei der Zellteilung weitergegeben werden. Positive
Bakterienklone kénnen (iber ein ebenfalls im Plasmid lokalisiertes Resistenzgen (Ampicillin (bla)

resistance gene) selektioniert werden.

Verwendet wurden One shot Top 10 Escherichia coli Zellen von Invitrogen (Carlsbad, USA), die
vorsichtig auf Eis aufgetaut wurden. Zu den Zellen wurden 2ul der Topo-Klonierreaktion zugegeben
und 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurde der Ansatz genau 30 Sekunden bei 42°C einem
Hitzeschock im Wasserbad ausgesetzt und anschlieRend fiir 2 min auf Eis abgekihlt. Damit sich die
Zellen erholen und mit dem Wachstum beginnen konnten, wurden sie in 250 pyl SOC-Medium
(Invitrogen, Carlsbad) aufgenommen und fir eine Stunde bei 37°C auf dem Bakterienschiittler
inkubiert (200rpm, Orbital Incubator SI50, Stuart Scientific, Watford Herts, GB). AnschlieBend wurde der
Ansatz auf einer LB-Agarplatte mit Ampicillin ausgestrichen und Uber Nacht inkubiert. Waren auf den LB-
Platten Kolonien gewachsen, wurden aus einigen dieser Kolonien die Plasmide isoliert und auf eine

korrekte Insertion des gewiinschten PCR-Produktes untersucht.
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3.3.11 Praparative Isolierung von Plasmiden aus Bakterienkulturen (Miniprap)

Die Plasmidisolierung wurde mit Hilfe des QIAPrep Miniprep Kits (Qiagen, Hilden) durchgefihrt. Das
Prinzip der Isolierung beruht auf alkalischer Lyse, wobei die Wasserstoffbrickenbindungen zwischen
den Basen durch den stark alkalischen pH-Wert gel6st werden. Bei der genomischen DNA [8sen sich
dabei die Einzelstrdnge voneinander und die DNA wird vollstdndig denaturiert. Die supercoiled-
Konformation der Plasmid-DNA bewirkt, dass sich die Einzelstrange nach Ldsen in raumlicher Nahe
befinden. Nach Neutralisation kdnnen die Plasmid-DNA-Einzelstrange korrekt renaturieren, wahrend
die genomischen DNA-Einzelstrange nicht sequenzkonform hybridisieren. Durch einen
Zentrifugationsschritt kann die genomische DNA zusammen mit den Zelltrimmern pelletiert und aus
der Loésung entfernt werden. Die Plasmid-DNA kann nun dber eine Silica-Gel-Saule isoliert und

gereinigt werden.

Fur einen Miniprap wurde von den Agarplatten eine Kolonie gepickt und dber Nacht in ca. 3 ml LB-
Medium mit 100 pg/ml Ampicillin inkubiert. Diese Bakteriensuspension wurde sedimentiert (2min,
12.000 rpm, Tischzentrifuge Centrifuge5415 C, Eppendorf, Hamburg) und in 250 pl RNase-haltigem
Puffer P1 resuspendiert. Nach Lyse mit 250 pl Puffer P2 und Zugabe von 350 ul Puffer N3 wurden
Zelltrutmmer und genomische DNA abzentrifugiert (10 min;12.000 rpm). Der Uberstand wurde auf eine
Miniprap-Saule gegeben, die Plasmid-DNA in die Membrane zentrifugiert (1 min; 12.000 rpm) und mit
750 ul Puffer PE gewaschen. Nach dem trockenzentrifugieren der Membran (1min;12.000 rpm) wurde

mit 30 yl Puffer EB eluiert. Die Plasmidldsung wurde bei —20°C gelagert.

3.3.12 Restriktionsverdau

Eine Mdglichkeit, die gewonnenen Plasmide auf das korrekte Insert zu testen, ist ein Kontrollverdau
mit Restriktionsenzymen. Spezifisch die DNA-Sequenz schneidende Enzyme werden so ausgewahlt,

dass ein im Agarosegel gut zu erkennendes Fragment aus dem Plasmid ausgeschnitten werden kann.

Fir die Uberprifung des pcDNA5/FRT/ NOD2-Plasmids wurde das gesamte Insert mit den Enzymen
BamH | und Nhe | ausgeschnitten. Enzyme und fiir die Enzyme optimierte Reaktionspuffer wurden
von New England Biolabs (NEB, Bad Schwalbach) bezogen. Da die Enzyme unterschiedliche Puffer
bendtigten, wurde in zwei Schritten nacheinander verdaut. Zwischen den Verdauansatzen wurde das
einmal geschnittene Plasmid mit dem PCR-Purification Kit von Quiagen (Hilden) aufgereinigt. Nach
dem zweiten Verdau wurde der Reaktionsansatz mit DNA-Ladepuffer versehen und in einem 1%igen

Agarosegel aufgetrennt.
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Tabelle 3.9: Reaktionsansatz flir den Restriktionsverdau.

Stufe Komponente Volumen [ul] Reaktion
1. Verdau Plasmid (Miniprap) 2
NEBuffer BamH | 1
BSA 10 x 1 Vorsiggiig,rqishchen,
BamH | 1
PCR-Wasser ad 10 pl
2. Verdau Plasmid (gereinigt) 2
NEBuffer 2 1
BSA 10 x 1 Vorsiggtig’rqishchen,
Nhe | 1
PCR-Wasser ad 10 pl

3.3.13 Praparative Isolierung von Plasmiden (Maxiprap)

Von den im Restriktionsverdau positiven Bakterienklonen wurde eine gréRere Plasmidmenge
aufgereinigt. Dafur kam das QIlAfilter Maxiprep Kit (Qiagen, Hilden) zur Verwendung. Die Prinzipien
der Aufreinigung entsprechen den im Kapitel 3.3.11 fur den Minipap beschriebenen, nur werden die
einzelnen Schritte in groRerem MaRstab durchgefiihrt und die Aufreinigung ist aufgrund der besseren

Waschschritte sauberer.

Fir eine Praparation wurden 250 ml LB-Medium mit 1 pg/ml Ampicillin versetzt und mit dem
gewunschten Bakterienklon angeimpft. Dieser Ansatz wurde Uber Nacht im Schittler inkubiert
(200rpm, Orbital Incubator SI50, Stuart Scientific, Watford Herts, GB) und dann in 50 ml
Zentrifugenréhrchen abgefiillt. Dann wurden die Bakterien sedimentiert (15 min; 4.000 rpm; 4°C;
Varifuge3.0R, Heraeus, Hannover) und das Pellet in 10 ml Puffer P1 regsuspendiert. Nach Zugabe
von je 10 ml Puffer P2 und Puffer P3 und mehrfachem mischen durch Uberkopf-drehen wurden die
Ansatze 20 Minuten auf Eis inkubiert. Danach konnte durch zentrifugieren (30 min; 4.000 rpm; 4°C)
Sediment abgetrennt werden. Um eine Verschleppung von Sediment zu vermeiden, wurde der
Uberstand durch eine Filterspritze auf eine equilibrierte Saule gegeben. Per Gravitationsfluss durchlief
das geklarte Lysat die Silica-Gel Membran, wobei die Plasmide an die Membran banden. Danach
wurde zweimal mit 30 ml Puffer QC gewaschen und mit 15 ml Puffer QF in ein neues Rdhrchen

eluiert. Die eluierte Plasmid-DNA wurde mit 10,5 ml Isopropanol gefallt und abzentrifugiert (60 min;
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4000 rpm; 4°C). Danach wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und das DNA-Pellet in 5 ml
70% Ethanol gewaschen. Nach erneutem abzentrifugieren (10 min; 4000 rpm; 4°C) wurde das Pellet

in 250 pl Puffer EB geldst und die Konzentration der DNA photometrisch bestimmit.

3.3.14 Sequenzierung von DNA

Um die insertierten Sequenzen der hergestellten Konstruktie und die Sequenz des eukaryotisch
insertierten FRT-Plasmides zu Uberprifen, wurde eine vollstdndige Sequenzierung der NOD2-
Sequenz durchgefiihrt. Die Sequenz wurde nach der ,Tag-Cycle-Sequencing” Methode, einer
Modifikation der Kettenabbruchmethode nach Sanger (Sanger et al. 1977), Uberprift. In einer PCR
Reaktion mit nur einem Primer werden farbstoffmarkierte Didesoxynukleotidtriphosphate zu der normalen
dNTP-Mischung zugegeben. Wird ein solches Didesoxynukleotid eingebaut, kommt es zum Kettenabbruch.
Im Kapillarsequenzierer werden die amplifizierten DNA-Fragmente aufgetrennt und als einzelne
Farbbanden detektiert.

Fir die Sequenzierreaktion wurde das ,Big Dye™Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit“ von
Applied Biosystems (Foster City, USA) eingesetzt. Nach der Reaktion wurde jeder Ansatz mit einer
DyeEx ® -Saule (Qiagen, Hilden) aufgereinigt und im Kapillarsequenzierer (ABI PRISM ® 3700
Kapillarsequenzierer von Applied Biosystems, Foster City, USA) analysiert. Da pro Primer ca. 800 Basen
sequenziert werden konnen, sind fir die 3140 Basen zahlende NOD2-Sequenz insgesamt 12 Primer zum

Einsatz gekommen, um jeden Bereich der Sequenz doppelt abdecken zu kénnen (siehe Tabelle 3.10).

Tabelle 3.10: Ubersicht (iber die Verwendeten NOD2-Sequenzierprimer

Primer Sequenz 5> 3’ Tm
T7 TAATACGACTCACTATAG

Nod2_Seq1_s CATTGTCAGGAGGCTCC 50
Nod2_Seq2_s CCTCAATGACGATGCG 51
Nod2_Seq3_s CTGTGTCGGCGTTCC 50
Nod2_Seq4_s CAGCCCTGATGACATTTC 51
Nod2_Seq5_s CATCCCGCCAGCTG 51
Nod2_Seq6_s TGCAGGCAGAACTTCTTG 52
Nod2_Ex2_a GCGAGCACATTTCACAAC 52
Nod2_Ex4 s CAGTCTCGCTTCCTCAGTAC 51
Nod2_Ex4 a GTACTGAGGAAGCGAGACTG 51
Nod2_Ex7_a CAAGGAGGTGTTGCCTC 51
BGH TAGAAGGCACAGTCGAGG
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Tabelle 3.11: Sequenzierreaktion

Komponente Volumen [ pl ]
PCR-H,O ad 10
Big Dye V.5 2
Primer 5 pmol/pl 1
Template-Plasmid 500 pg/ul 3
Temp. [°C] Zeit Zyklen

95 60 sec
95 10 sec
50 5 sec 25X
60 4 min
4 Pause

3.3.15 Ortsgerichtete Mutagenese

Die Herstellung des Konstruktes pcDNA5/FRT/NOD2-L1007fsinsC wurde durch Mutagenese des
Wildtyp-Konstruktes pcDNAS/FRT/NOD2wt mit sequenzspezifischen Primern und dem Mutagenese-
Kit QuickChange® Site-directed Mutagenesis Kit (Stratagene, Heidelberg) durchgefiihrt. Hierfir wurde
ein Primerpaar hergestellt, das die zu mutierende Region Uberspannte und innerhalb der 31 bp
Gesamtsequenz auf beiden Strangen die zusatzliche Base zur Insertion von Cytosin enthielt. Nach
Amplifikation des gesamten Plasmids mit Pfu-DNA-Polymerase (Promega, Mannheim), die im
Vergleich zu herkdmmlicher Tag-DNA-Polymerase eine deutlich héhere Temperaturstabilitdt und eine
zusatzliche 3’-5'-Exonuklease-Aktivitat besitzt, wurde die unmutierte Template-DNA durch die
Restriktionsendonuklease Dpn |, die nur die methylierte bakterielle DNA erkennt, verdaut.

Tabelle 3.12: Primer fiir die ortsgerichtete Mutagenese.

Aus NOD2wt wird durch Insertion NOD2-L1007fsinsC. Der kursive Buchstabe entspricht der
zusatzlichen Base zur Insertion des Cytosin an Position 3020.

Primer Sequenz 5> 3’ bp
Muta_L1007fsinsC_s | GAAGCCCTCCTGCAGGCCCCTTGAAAGGAAT 31
Muta_L1007fsinsC_a | GGTGTCATTCCTTTCAAGGGGCCTGCAGGAG 31
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Tabelle 3.13.: Reaktionsansatz fur die Mutagenese.

Oben: Zusammensetzung der PCR-Reaktion. Als Template wurde das Konstrukt
pcDNA5/FRT/NOD2wt eingesetzt. Unten: PCR-Programm. Die Elongationszeit betrug 1 min pro kb
Plasmid, in diesem Fall 8 min.

Komponente Volumen [ pl ]
PCR-H,O ad 50
10X Reaktionspuffer 5
sense-Primer 10 ng/ul 12,5
antisense-Primer 10 ng/ul 12,5
dNTPs je 10 mM 1
Template-Plasmid 10 ng/ ul 5
Pfu-DNA- Polymerase 1
Temp. [°C] Zeit Zyklen

95 30 sec
95 30 sec
55 1 min 16 x
68 8 min
4 Pause

Im Anschluss an die Amplifikation wurde der Reaktionsansatz mit 1 yl Dpn | (10 U/pl) versetzt und 1 h
bei 37°C inkubiert. Das unverdaute mutierte Plasmid wurde wie in Kapitel 3.3.10 beschrieben durch

Transformation in E. coli kloniert.
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3.4 Generierung der stabilen Flp-In Zellen

3.4.1 Prinzip der Flp-In Klonierung

Stabile eukaryotische Zellen, die entweder NOD2wt oder NOD2L1007fsinsC exprimieren, wurden
mittels des Flp-In-Systems von Invitrogen (Carlsbad) generiert. Dabei werden die Ausgangszellen
zuerst mit einer Konsensussequenz fur die Flp-Reombinase transfiziert, dem FRT-site. Als
Ausgangszellen dienten HEK-293 Zellen (human embryonal kidney), die fertig mit integriertem FRT-
site von Invitrogen bezogen wurden. Zusammen mit dem FRT-site wurde eine Zeocin-Resistenz
kloniert, mit deren Hilfe positive Zellen selektioniert wurden. Danach wurde das NOD2wt Insert in
einen FRT-Vektor kloniert, der ebenfalls die FRT—-Konsensussequenz trug. Diese Klonierung der
NOD2-Sequenz in das Plasmid pcDNAS/FRT ist in den obigen Kapiteln beschrieben. Das fertig
klonierte Plasmid wurde als Ausgangsvektor fiir eine Mutagenesereaktion eingesetzt, um die
L1007fsinsC Mutation zu generieren. Schliel3lich wurden die fertigen Vektoren, inklusive eines leeren
Vektors als Kontrolle, in den FRT-Site der HEK-293 Zellen insertiert. Der FRT-site ist eine teilweise
palindromische Sequenz von 34 bp Lange, die urspringlich aus Saccharomyces cervisiae isoliert
wurde. Die gegengleichen Sequenzen von genomischer DNA und Plasmid-DNA kénnen hybridisieren.

Minimal FRT site
Cs

L. | -
> -k

GAAGTTCCTATTCCGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAACTTC
Xba |
a

Ccs

CS = cleavage site

Abbildung 3.1: Die FRT-Sequenz aus dem Genom von Saccharomyces cervisiae

Die genomische Integration wird schlieRlich durch Offnung der DNA-Helices durch die Flp-
Rekombinase am FRT-site ermdglicht. Praktisch wird die Integration durch gleichzeitiges transfizieren
des pcDNA/FRT-Vektors und eines Flp-Rekombinase produzierenden Expressionsplasmides (pOG-
44) erreicht. Durch die Insertion wird das Zeocin-Resistenzgen der Flp-In Zellen von seinem
Startkodon abgeschnitten und damit inaktiviert, dagegen wird das Hygromycin-Resistenzgen des
pcDNA/FRT-Vektors aktiviert. Uber die Hygromycinresistenz lassen sich erfolgreich insertierte Klone
selektionieren.
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Abbildung 3.2: Schema der FLP-In Klonierung (Quelle: Invitrogen)

Sowohl die Vektoren als auch nochmals die genomischen Inserts wurden in voller Lange sequenziert,

um das Einschleppen kodierender Mutationen ausschliellen zu kénnen. Fir die Sequenzierung des

genomischen Inserts wurde zuerst genomische DNA isoliert. Mit dieser DNA als Template wurde mit
den Primern T7 und BGH eine PCR durchgefiihrt, das PCR-Produkt wurde sequenziert.
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3.4.2 Transfektion der Filp-In-Zellen
Die Transfektion der Vektoren pcDNA5/FRT/NOD2wt, pcDNAS/FRT/NOD2-L1007fsinsC

pcDNAS/FRT/Kontrolle erfolgte jeweils zusammen mit dem Flp-Rekombinase Expressionsplasmid
pOG-44 in einem Verhaltnis von 1:9. Die Rekombinase wurde im Uberschuss transfiziert, um trotz der

Reaktionstragheit des Enzyms eine erfolgreiche Integration zu erreichen.

Generell erfolgte die Transfektion wie im Kapitel 3.1.6.1 ber Lipofektion beschrieben. Es wurden
10 cm Schalen HEK-293/FRT Zellen mit je 3,6 pyg pOG-44 und 0,4 pg pcDNA/FRT-Plasmid
transfiziert.

3.4.3 Selektion positiver Klone

Fir die Transfektion waren die Zellen in Medium ohne Zeocin passagiert worden. 24 Stunden nach
der Transfektion wurde das Medium vollstandig ausgetauscht, am 2. Tag nach Transfektion wurden
die 10 cm Schalen geteilt, so dass die transfizierten Zellen in den neuen Kulturschalen maximal eine
Konfluenz von 25 % errreichten. Nach einer Ruhephase von 4 Stunden, in der die Zellen adherieren
konnten, wurde dem Kulturmedium das Antibiotikum HygromycinB (Invitrogen, Carlsbad, USA) zu
einer Endkonzentration von 100 pg/ml beigegeben. Das Verhalten der HEK-293/FRT unter
HygromcinB war in einem Vorversuch mit den Konzentrationen 0 pg/ml, 50 yg/ml, 100 pug/ml, 150
pg/ml, und 200 pg/ml ausgetestet worden. Dabei hatte sich fur die Konzentration 100 ug/ml bei
regelmaligem Mediumwechsel nach 7 Tagen eine Wachstumsverzdgerung von 50% im Vergleich zur

Kontrolle und ein vollstandiges Absterben der Zellen nach 14 Tagen gezeigt.

Die transfizierten Zellen reagierten aber empfindlicher auf HygromycinB, deshalb wurde die
Konzentration am 6. Tag nach Transfektion auf 90 pug/ml reduziert. Zu diesem Zeitpunkt waren die
Zellen nicht mehr flachig adharent, sondern stark abgekugelt. Daher wurde am 7. Tag nach
Transfektion die Dosis von HygromycinB auf 70 ug/ml verringert. Am 10. Tag nach Transfektion waren
fast alle Zellen schwimmend, das Medium wurde vollstdndig ausgetauscht und die

Hygromycinkonzentration auf 50 yg/ml herabgesetzt.

Am 14. Tag nach Transfektion konnten die ersten monoklonalen Zellkolonien erkannt werden und mit
einer Pipette in einzelne wells einer 96-well-Platte transferiert werden. Die stabilen Zellen wurden

auch weiterhin in der Kultur mit einer Konzentration von 50 pyg/ml HygromycinB gezogen.

Nach gelungener Expandierung einzelner Klone wurden Zellen eingefroren und die Expression des

genomischen Inserts per Western-Blot getestet.
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3.5 Microarray-Experimente

3.5.1 Affymetrix Microarrays

Affymetrix Gene Chips bieten die Mdglichkeit, mit einem einzigen wenige Zentimeter groRen Chip die
Expression von ca. 54.000 Transkripten zu quantifizieren. Auf den Chip gespottete Oligonukleotide

dienen als Kdder, an den die Ziel-Oligonukleotide hybridisieren.

Hergestellt werden die Chips mit einer Technologie, die Photolithographie und chemische Methoden
kombiniert. Bis zu 1,3 Millionen verschiedene Oligonukleotide kénnen auf einen Array synthetisiert
werden. Jedes Oligonukleotid findet sich auf einer definierten Stelle des Arrays, der sogenannten

Proben-Zelle, und kann dort mit bis zu einer Millionen Kopien vorhanden sein.

Um die Oligos zu synthethisieren, wird ein zyklisches Verfahren angewendet. Zuerst wird ein
Glasobjekttrager mit Basismolekilen beschichtet, die schiitzende, aber photolabile Seitenketten
tragen. Danach wird eine Maske Uber den Glastrager gebracht, die ausgewahlte Zellen des Arrays
offen lasst und der Bestrahlung mit UV-Licht zuganglich macht. Dadurch werden die protektiven
Gruppen in diesen Zellen zerstért, und anschlielend wird nur in diesen Zellen ein bestimmtes
Nukleotid addiert. Danach erfolgt der nachste Zyklus mit einer anderen Maske, Bestrahlung und
Nukleotidaddition werden wiederholt. Diese Zyklen werden solange wiederholt, bis alle
Oligonukleotide zusammengesetzt sind. Dank der Masken ist jedem Oligonukleotid eine definierte

Zelle des Arrays zugeordnet.

Light
{deprotection)
EEEEN ‘wn T w Mask mmm T-m EEEEm
00000 $ 00000 » OHOHOOO » TTOOO
$669¢ 74958 T £ 6 ¢¢¢ $$¢¢¢
Waler
v

GATCG

25-mer CATAT smmmn "-Cam m TEmEE
AGCTG Pl I I L
TTCCG << TTCCO#H TTOHOHO< TTOOO
$995% Repeat $959% 59559 55558
Mﬁgnechip“
icroarray

Abbildung 3.3: Schema der Photolithographie (Quelle: Affymetrix)
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Fir jedes untersuchte Transkript werden 20 Zellen aufgetragen. Davon sind 10 Zellen mit genau
passenden Oligonukleotiden aus der Sequenz des untersuchten Transkriptes gespottet, diese Zellen
nennt man perfect match (PM). Die jeweils danebenliegenden Zellen tragen Oligonukleotide, in denen
die Sequenz der PM-Oligos um eine Base verandert ist. Diese Zellen nennt man mismatch (MM). PM
und MM zusammen ergeben ein Probenpaar, die Gesamtheit der 10 PM und 10 MM Zellen nennt man
Probe-Set. Mit den MM-Kontrollen soll der unspezifische Hintergrund einer Probe gemessen werden.
Aus dem Verhaltnis von PM zu MM ergibt sich der Discrimination Score R, der ein Mal} fur die
Spezifitdt des Probe-Sets liefert. Vergleicht man R gegen einen Grenzwert, ergibt sich bei Auswertung
mit dem einseitigen Wilcoxon Rangkorrelationstest ein Wahrscheinlichkeiswert, der detection-p-value.
Aus diesem defection-p-value wird Uber Grenzwerte die Einteilung in present und absent
durchgefihrt. ,present” bedeutet also, dass ein Transkript detektiert wurde und eindeutig gegen den

Hintergrund der Hybridisierung abgrenzbar ist.

In dieser Arbeit wurden Affymetrix HG-U133Plus 2.0 Chips verwendet, die mit ca. 54.000 Probe-sets
gespottet sind. Die Sequenzen stammen aus den Datenbanken UniGene, dbEST, Genebank und
RefSeq. Dies bedeutet, dass sowohl von bekannten Genen als auch von ESTs jeweils mehrere
Varianten auf dem Chip zu finden sind. Teilweise mdégen diese Varianten physiologischen Splice-
Varianten entsprechen, teilweise spiegeln sich aber auch unvollstandige Sequenzen, die sich in den

Datenbanken befinden.

3.5.2 Ubersicht iiber die Versuchsdurchfiihrung
HEK-293-NOD2wt, HEK-293-NOD2L1007fsinsC und HEK-293-Control Zellen wurden auf 0 % FCS

Medium gesetzt und mit 10 ug/ml MDP (Bachem, Bubendorf) fur null, zwei oder sechs Stunden
stimuliert. Die Zellen wurden gleichzeitig geerntet, die Uberstande fiir ELISA-Tests aufgehoben und
aus den Zellen wurde mit dem RNeasy Kit von Qiagen RNA isoliert. Die Qualitat der RNA wurde mit
Agilent RNA 6000 nano chips Uberprift, danach wurde die RNA zur einem Teil flr die Microarray-
Hybridisierung eingesetzt, zum anderen Teil in cDNA umgeschrieben. Der beschriebene
Versuchsansatz wurde dreimal unabhangig durchgefiihrt, wodurch sich eine Gesamitzahl von 27

Microarrays ergab.

Die Hybridisierung der Chips wurde durchgefiihrt vom Department of Biology, Boehringer-Ingelheim
Pharmaceuticals, Ridgefield USA. Das Vorgehen wird daher nur schematisch beschrieben. Alle

Schritte erfolgten nach Herstellerprotokoll und unter Verwendung folgender Affymetrix-Kits:
e One-Cycle Target Labeling and Control Reagents, Affymetrix, P/N 900493
e GeneChip Eukaryotic Hybridization Control Kit, Affymetrix, P/N 900454

Ausgangsmaterial war 1ug Gesamt-RNA pro Array. Von dieser RNA wurde mit T7-Oligo(dT) Primern
der erste Strang der cDNA geschrieben. Nach Zugabe von RNaseH konnte auch der zweite cDNA-
Strang synthetisiert werden und die doppelstrangige cDNA aufgereinigt werden. Diese cDNA

wiederum diente als Template fur eine in-vitro Transkription mit RNA Polymerase, wobei biotinylierte
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Ribonukleotide eingesetzt wurden. Die biotinylierte cRNA wiederum wurde durch Metall-katalysierte
Hydrolyse in Abschnitte mit 25-200 Basen fragmentiert und fir die Hybridisierung der Chips

eingesetzt.

Fir die Hybridisierung der Chips wurde ein Coctail aus fragmentierter cRNA, den standardisierten
Kontrollproben, BSA und Heringsperma eingesetzt. Die Hybridisierung erfolgte tber 16 Stunden bei
gleichmafliger Durchmischung in einem Affymetrix Hybridization Oven 640. AnschlieRend erfolgte ein
automatisiertes Wasch- und Farbeprogramm auf der Affymetrix fluidics station. Gefarbt wurde mit

einem Streptavidin-Phycoerythrin Conjugat, das bei 570 nm mit einem Affymetrix GeneChipe Scanner

3000 ausgelesen wurde.

3.5.3 Datenanalyse

Das Scannen der hybridisierten Arrays, die Interarray-Normalisierung und die Einteilung in
absent/present wurde nach den Standardeinstellungen der Gene Chip Operating Software 1.1
durchgefuhrt. Die Normalisierung wurde mit der Software ,R* (Version 2.0) Uberpruft. Spotfire Decision
Site 8.0 wurde fir eine IL-8-Ahnlichkeits Suche und die Selektierung bestimmter Gengruppen

eingesetzt.

3.5.3.1 ANOVA-Auswertung

Alle Gene, die nicht in mindestens zwei Microarrays als ,present” klassifiziert wurden, wurden von der
weiteren Analyse ausgeschlossen. Dieser Schritt eliminierte 23973 Gene, 30702 wurden in die
ANOVA Analyse aufgenommen. Die normalisierten Daten wurden in ,R* (Version 2.0) in Verbindung
mit den ,bioconductor” (Gentleman et al. 2004) Anwendungen ,daMA* (Version 1.01) (Landgrebe et
al. 2004) und ,limma*“ (Version 1.8.10) (Smyth 2004) analysiert.

Die Datenanalyse war fokussiert auf den Genexpressionseffekt, der entweder auf den drei
verschiedenen Genotypen beruhte und auf den Effekt der Stimulation der verschiedenen Genotypen
mit MDP. Daher wurde die Methode der Analysis of Variance (ANOVA) ausgewahlt. Wie von (Kerr
2000) vorgeschlagen, wurde ein Modell entwickelt um Expressionsunterschiede in Bezug auf
verschiedene Fragestellungen zu erfassen. Fur jedes Transkript auf dem Array wurde das Modell wie

folgt berechnet:

wobei Y die normalisierte Signalintensitat darstellt, C die 1....n mdglichen Faktorkombinationen und e
eine unabhangige FehlergrofRe mit E(e) = 0 and Var(e) = d2. Die Fragestellungen wurden durch die

Formulierung von Kontrasten bearbeitet.
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Die p-Werte, die in der F-Statistik der ,bioconductor® Anwendung ,daMA" generiert wurden, sind durch
multiples Testen nach der Methode von (Benjamini 1995) so justiert worden, dass die Rate der falsch

positiven Gene bei einem Level von a = 0.05 lag.

3.5.3.2 Kiassifizierung des MDP-Effekts (Increased, Decreased und No Change)

Zur Charakterisierung der MDP-Effekte innerhalb eines Genotyps wurden zuerst die fold-changes aus
den Mittelwerten fiir die drei biologischen Replikate fir die Vergleiche 2h versus Oh (FC 1: 2hvs.0Oh),
6h versus 2h (FC 2: 6hvs.2h) und 6h versus Oh (FC 3: 6hvs.0Oh) berechnet. Um Ubersichtliche Profile
erstellen zu kdénnen, wurde ein Grenzwert von +/ - 1,4 ausgewahlt, alle Werte ber 1,4 wurden als
Increased (l) klassifiziert, alle Werte zwischen 1,399 und —1,399 als No Change (N) und alle Werte
unter —1,4 als Decreased (D) Abbildung 3.4.

Um die drei mdglichen fold-changes der MDP-Stimulation zu einer Aussage zusammenzufassen zu

konnen, wurden die einzelnen Profile bewertet.

FC1 FC 2
Oh—"— 2h —*— 6h

PN
o~
\ Decreased

Oh S~¥———~ 6 h
FC3

No Change

Abbildung 3.4: Klassifizierung der moglichen Profile in der Kinetik.
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Tabelle 3.14.: Einteilung der Profile der MDP-Stimulation in Increased (I), No Change (N) und
Decreased (D).

Die erste Stelle der Dreierkombination entspricht der Klassifizierung des FC 2h vs .0h, die zweite
Stelle dem FC 6h vs. 2h und die dritte Stelle FC-Klasse 6h vs. Oh. Grenzwert fir die Klassifizierung
war ein FC von +/- 1,4.

INCREASED NO CHANGE DECREASED
FC1 |FC2 |FC3 |FC1 |FC2 |FC3 |FC1 |FC2 |FC3
I I I N N N D D D
I N I D N D
I N N D N N
I D N D I N
D I I I D D
I D I D I D
N I I N D D
N I N N D N
N N I N N D

3.56.3.3 Cluster Analyse

Die Cluster-Analyse wurde durchgefuhrt mit Cluster 3.0 (Eisen et al. 1998). Die Signalwerte wurden in
das Programm geladen und adjustiert mit den Einstellungen ,Median Center Genes" , danach ,Median
Center Arrays” und ,Normalize Genes“. Hierarchisches Clustern wurde durchgefiihrt fir ,Genes* mit
den Einstellungen ,Cluster®, ,Correlation (uncentered)” und ,Centroid Linkage®. Fir das k-means
Clustering wurde eine Vorgabe von 6 Clustern gemacht. Visualisiert wurden die Ergebnisse mit dem

Programm ,Tree View".
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3.6 Biochemische Methoden

3.6.1  Dual Luciferase Assays

Fir die Quantifizierung der Aktivierung des NF—«xB Signalweges wurden Reportergen-Assays
durchgefiihrt. Das Prinzip der Reportergen-Assays beruht auf der Co-Transfektion von zwei Reporter-
Luziferasegenen, die von verschiedenen Promotoren kontrolliert werden. Die Firefly-Luziferase
stammt aus dem Glihwirmchen (Photinus pyralis) und ist unter der Kontrolle eines induzierbaren
Promotors. Der Kontrollvektor phRL-TK codiert fir die Renilla-Luziferase aus dem marinen Cnidarier
Renilla reniformis unter einem moderat konstitutiven Promoter (Thymidinkinase-Promoter) und wird
zur Normalisierung der Transfektionseffizienz eingesetzt. Da die Firefly-Luziferase und die Renilla-
Luziferase unterschiedliche Substrate fur die Lumineszenzreaktion bendtigen, kann in einem Ansatz
die Expression der beiden Luziferasen hintereinander gemessen werden. Fir die Messungen wurde
der Dual-Luciferase-Assay (Promega, Madison, USA) eingesetzt, der nach den Angaben des

Herstellers durchgeflhrt wurde.

Fir die Assays wurden Zellen im 96-well Format ausgesat und mit 40 ng Reportervektor pNF—«B-LUC
(Clontech) und 10 ng Kontrollvektor pRL-TK (Promega) zur Normalisierung der Transfektionseffizienz
transfiziert. Wurden zusatzliche Gene transfiziert (z.B. NOD2 und A20), wurde die Gesamtmenge der
transfizierten DNA ebenfalls auf 50 ng eingestellt (z.B. pNF-xB-LUC 12 ng; pRL-TK 3 ng; pUNO-
TNFAIP3 und Leervektor zusammen 35 ng). Die Transfektion erfolgte nach dem in Kapitel 3.1.6.1
beschriebenen Protokoll mit FuGene6 Transfektionsreagenz. Zu den verschiedenen Zeitpunkten
wurden die Zellen mit 10 pg/ml MDP stimuliert und nach 24 h in 25 yl 1X PLB (Promega) lysiert. Die
Messung der Luziferase-Aktivitaten erfolgte mit Hilfe eines MicroLumatPlus-Luminometers (Berthold,
Deutschland) durch automatisierte Zugabe von 75ul Firefly- Luziferase-Substrat (Promega) mit
anschlieBender Messzeit von 10 sec, gefolgt von Zugabe von 75 ul Stop-and-Glow-Lésung (Promega)

und Messung fur weitere 10 sec.

Als Leerkontrollen dienten untransfizierte Zellen. Die relative Luziferase-Aktivitdt (RLU) wurde nach
Abzug der Leerkontrollwerte als Quotient aus LUCfirefly und LUCrenilla berechnet und aus den

Parallelexperimenten gemittelt.
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3.6.2 Isolierung von Proteinen aus verschiedenen Zellkompartimenten

Fir die subzellulare Fraktionierung von Proteinlysaten wurden zwei verschiedene Methoden
angewendet. Die erste Methode basiert auf hypotoner Lyse der Zellen und anschlieRendem
Abzentrifugieren aller Membranstrukturen inklusive Vesikeln, Zellkernen und Zellmembranfragmenten

(Barnich, Aguirre et al. 2005). Daflir wurden folgende Puffer vorbereitet:

Puffer 1: Hepes KOH 10 mM pH 5,6
NaCl 100 mM
TritonX 1% viv
EDTA 2 mM
Na3vO4 4 mM
NaF 40 mM

Complete Protease Inhibitor Coctail (Roche, Grenzach-Wyhlen)

Puffer 2: wie Puffer 1 plus 1% w/v SDS

Zum Ernten einer 10 ml Schale (ca. 6 x 10° Zellen) wurden die Zellen zuerst mit PBS gewaschen. Alle
weiteren Arbeitsschritte wurden auf Eis oder in auf4°C gekihlten Geraten durchgefihrt. Das Zellpellet
wurde in 900 pl Puffer 1 resuspendiert und 10 mal durch eine Infusionsnadel der Starke 21-gauge
gezogen, um die Zellen durch Scherkrafte zu 6ffnen. Danach wurde zentrifugiert (10.000 x g; 30 min)
und der Uberstand als Cytosolfraktion aufgehoben. Das Pellet wurde in 600 pl Puffer 2 aufgenommen
und 2 x 20 s sonifiziert. Nach Abzentrifugieren von Zelltrimmern (10.000 x g; 5 min) wurde der
verbleibende Uberstand als Membranfraktion gesichert. Nach einer Proteinbestimmung wurden die

Fraktionen bei — 20°C gelagert.

Als weitere Methode wurde ein kommerzielles Kit verwendet, dessen Funktionsmechanismen nicht
bekanntgegeben wurden. Zum Einsatz kam das Proteo-Etract subcellular proteome extraction Kit von
Calbiochem (Darmstadt). Alle erwdhnten Puffer und Reagenzien sind im Kit enthalten. Fir diese
Isolierung wurde ein Pellet 3-5 x 10° Zellen mit 2 ml Wash Buffer resuspendiert und anschlieBend
sedimentiert (150 x g; 4°C; 10 min). Mit 1 ml Etraction Buffer | und 5 pl Inhibitor Coctail wurde bei 10
min Inkubation bei 4°C und sanftem Schwenken die Lyse durchgefiihrt. Nach Zentrifugation (1000 x g;
4°C; 10 min) wurde der Uberstand | als Cytosolfraktion sichergestellt und das Pellet resuspendiert mit
1ml Extraction Buffer Il + 5 yl Inhibitor Coctail. Nach Inkubation fiir 30 min bei 4°C und sanftem
Schwenken wurde erneut zentrifugiert (5000 x g; 4°C; 10 min) und der Uberstand Il als Membran- und
Organellenfraktion aufgehoben. Das Pellet wurde resuspendiert mit 500 ul Extraction Buffer Il + 5 pl
Inhibitor Coctail + 1,5 pl Benzonase Endonuklease (375 Units). Nach Inkubation fir 10 min bei 4°C
und sanftem Schwenken wurden die Zellkerne abzentrifugiert (7000 x g; 4°C; 10 min). Der Uberstand
Il wurde als Kernfraktion sichergestellt, das Pellet mit 500 yl Extraction Buffer Ill + 5 pl Inhibitor
Coctail gelést und als Cytoskelettfraktion sichergestellt. Die Fraktionen wurden einer

Proteinbestimmung unterzogen und bei — 20 °C gelagert.
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3.6.3 Silberfarbung

Fir den Nachweis von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen mit hoher Sensitivitat (unter 1 ng Protein
nachweisbar) wurde die Silberfarbung verwendet. Nach Fixierung im Gel durch Essigsaure und
Methanol wird mit Silbernitratidsung inkubiert. Dabei lagern sich Ag*-lonen an die Proteine an. Im

Entwicklungsschritt werden diese Silberionen durch Formaldehyd zu elementarem Silber reduziert.

Da die silbergefarbten Gelbanden teilweise zur massenspektrometrischen Untersuchung eingeschickt

wurden, wurde auf die sonst Ubliche proteinvernetzende Fixierung mit Glutaraldehyd verzichtet.

Die Fixierung der Gele wurde mit Methanol und Essigsaure (MeOH 45% v/v; Acetic Acid 10% v/v; H,O
45% v/v) flr 30 min vorgenommen. Danach wurde mit Wasser fir mindestens 60 min oder tiber Nacht
gewaschen um Saurereste zu entfernen. AnschlieRend wurde mit 0,02% w/v Natrium-Thiosulfatiésung
fur 10 min sensitiviert. Nach zweimaligem Waschen mit Wasser fir je eine Minute wurden die Gele mit
0,1% wi/v Silbernitratésung (AgNO3z) 30 min inkubiert. Nach erneutem zweimaligem Waschen mit
Wasser wurden die Gele in einer Losung aus 0,04% v/v Formalin und 2% w/v Natriumcarbonat
(Na,CO3) bei standigem Schwenken entwickelt. Sobald die Proteinbanden gut sichtbar waren, wurde

die Reaktion mit 1% v/v Essigsaure abgestoppt und bei 4°C gelagert.

3.6.4 Coomassie Colloidal Blue Farbung

Um auch bei der Farbung mit dem Farbstoff Coomassie G-250 eine hohe Sensitivitat zu erreichen,
wurde das Colloidal Blue Staining Kit von Invitrogen (Carlsbad) verwendet. Mit dieser Methode kann
eine Detektion von unter 10 ng Protein erreicht werden, im Gegensatz zu 50 ng bei der
herkdmmlichen Coomassie-Farbung. Diese Methode nutzt die Eigenschaft des Coomassie-
Farbstoffes, in bestimmten Salzpuffern Kolloide zu bilden. Nicht kolloidal gebundener Farbstoff kann

effektiv entfernt werden.

Entsprechend den Herstellerangaben wurden SDS-PAGE-Gele einer fixierenden Lésung aus
Methanol, Wasser, Stainer A und Stainer B fir 3 — 12 Stunden inkubiert. Danach wurde fir

mindestens 7 Stunden mit mehrfachem Wechsel mit aqua bidest gewaschen.

3.6.5 Denaturierende Proteinisolierung

Fur die Herstellung von Proteinlysaten wurden Zellen wie beschrieben geerntet und mit PBS
gewaschen. Ein Pellet von circa 1 x 10°® Zellen wurde in 70 —100 ul DLB-Puffer + 1% Phosphatase-
Inhibitor Cocktail Il (Sigma) + 2% 50X Protease-Inhibitor-Cocktail (Sigma) lysiert. Nach Aufkochen fur
5 Minuten bei 95 °C und einer Ultraschallbehandlung (2 x 5 sec) wurden die Lysate zentrifugiert
(16.000 x g; 15 min; 4°C, Sigma 3K30 Zentrifuge, Braun Biotech), um Zelltrimmer zu entfernen. Der
Uberstand wurde einer Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford unter Verwendung des DC

(detergent compatible) Protein Assay von Biorad (Minchen) unterzogen.
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3.6.6 Isolierung nativer Proteine

Zur Isolierung von nativen Proteinlysaten, die Dank intakter Sekundar- und Tertidrstruktur auch far
funktionelle Folgeanwendungen wie Immunprazipitation geeignet sind, wurde eine Lyse mittels
hypotonem Lysepuffer angewendet. Da NOD2 cytosolisch lokalisiert ist, wurden keine weiteren

Lésungsmittel verwendet.

Verwendet wurde das Lyseprotokoll nach Martinon et al. (2002). Folgender Lysepuffer wurde

vorbereitet:

Nativer Lysepuffer: Hepes KOH 20 mM pH 7,5
KCI 10 mM
MgCI? 1,5 mM
EDTA 1 mM
EGTA 1mM
PMSF 0,1 mM

Complete Protease Inhibitor Coctail (Roche, Grenzach-Wyhlen)

Circa 1 x 10" Zellen wurden mit 900 pl nativem Lysepuffer resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert.
Danach wurde das Lysat 10 x durch eine 21 G Nadel gezogen und anschlieRend zentrifugiert (16.000
x ¢, 15 min; 4°C, Sigma 3K30 Zentrifuge, Braun Biotech). Der Uberstand wurde einer
Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford unterzogen unter Verwendung des DC (Detergent

Compatible) Protein Assay von Biorad (Miinchen).

3.6.7 Immunprazipitation

Die Technik der Immunprazipitation wurde angewendet, um Uberexprimiertes NOD2 aus
Proteinlysaten fir die Phosphoanalyse aufzureinigen. In der Immunprazipitation wird ein
Antikérper gegen das Zielprotein an eine Agarosematrix gebunden und damit immobilisiert. Nach
Inkubation mit dem Proteinlysat kann der Agarose-Antikérper-Zielproteinkomplex sedimentiert und

gewaschen werden. Abgel6st wird das Zielprotein durch erhitzen mit einem denaturierenden Puffer.

Proteinlysate mit 500 — 1000 pg Gesamtprotein wurden mit 1 ug Antikdrper versetzt und fir eine
Stunde bei 4°C und leichter Bewegung inkubiert. Zur Isolierung von tberexprimiertem NOD2 mit C-
terminalem Flag-tag wurde der Anti-Flag-M2 Antikorper verwendet. Danach wurden 20 ul ProteinA/G-
Agarose-Beads (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg) zu der Mischung gegeben und (iber Nacht
inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Agarose-Beads durch einen kurzen Zentrifugationspuls
sedimentiert (5 sec; 12.000 rpm) und der Uberstand verworfen. Das Agarosepellet wurde drei Mal mit
PBS gewaschen. Danach wurde das Pellet mit 20 yl 2 x SDS-Ladepuffer versetzt und fir 3 min bei
95°C erhitzt. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen und in der SDS-PAGE

Gelelektrophorese analysiert.
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3.6.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Das Prinzip der denaturierenden Polyacrylamidelektrophorese beruht auf Auftrennung nach
Proteingrésse. Die Eigenladung, Tertidr- und Sekundarstruktur der Proteine werden maskiert bzw.
aufgeldst und die Separation erfolgt durch die Porenweite des Polyacrylamidgeles. Die Porenweite
kann variiert werden durch den Anteil des vernetzenden Bisacrylamid und der Acrylamidmonomere

bei der Polymerisationsreaktion.

Das anionischen Detergenz Natrium-dodecyl-sulfat (SDS), dass den Proben zugesetzt wird, legt sich
als Hille um die Proteinketten und sorgt fiir eine starke negative Ladung, bei angelegter elektrischer
Spannung wandern die Proteine zur Anode. Um eine gleichmaRige Proteinfront zu erreichen, wird
dem Trenngel ein Sammelgel vorgeschaltet. Im Sammelgel sind die Proteine in einer Zone geringer
Leitfahigkeit und hoher Spannung zwischen vorweglaufenden Chloridionen und nachfolgenden
langsam wandernden Glycin-Zwitterionen gewissermafen eingesperrt. Durch den pH-Wechsel an der
Grenze von Sammelgel und Trenngel wird das Glycin deprotoniert und Uberholt dank seiner nun
negativen Ladung die Proteine, deren Auftrennung nun Aufgrund der Porengrésse des Gels

geschieht.

Die Herstellung eines Polyacrylamidgeles erfolgt Giber Copolymerisation von Acrylamidmonomeren mit
vernetzendem Bisacrylamid in einem Verhaltnis von 30: 0,8 (w/v) (Biorad, Minchen). Die Zugabe des
Radikalstarters Ammoniumpersulfat (APS) und des Katalysators TEMED |6st die Polymerisation des
Gels aus. Tabelle 3.15 gibt die Zusammensetzung des Polymerisationsansatzes flr verschiedene

ProteinzielgroRen, Tabelle 3.16 die Zusammensetzung des Sammelgels.

Tabelle 3.15: Zusammensetzung des Trenngelansatzes

Proteingrofe des 10-60 20-100 30-120 50-200
Zielproteins [kDa]

Acrylamid 15% 12% 10% 7,5%
(Bis)Acrylamid 5 mi 4,15 ml 3,5 mi 2,5 ml
4 x Trenngelpuffer 2,5 mi 2,5 mi 2,5 mi 2,5 ml
A.bidest. 2,5ml 3,5ml 4,15 ml 5 ml
TEMED 10 ul 10 ul 10 pl 10 ul
10% (v/iw) APS 100 100 pl 100 100 pl
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Tabelle 3.16: Zusammensetzung des Sammelgelansatzes

Sammelgel: 3% Acrylamid
(Bis)Acrylamid 0,3 ml
4 x Sammelgelpuffer 0,75 ml
A bidest. 1,95 ml
TEMED 3ul
10% (v/iw) APS 30

Die Proteinproben werden mit SDS-Ladepuffer versetzt, 3 min bei 95 °C denaturiert und anschlielend
Aliquots von 10 ug bis 20ug Gesamtprotein in die Ladetaschen des Gels pipettiert. In einer
Gelkammer (Multigel G44, Biometra) wurde zuerst der Lauf durch das Sammelgel (30 min; 15 mA/Gel) und
danach der Lauf durch das Trenngel durchgefiihrt (60 min bis 120 min; 30 mA/Gel). Als Spannungsquelle
diente ein PP 3000 High Voltage Power Pack von Biometra.

3.6.9 Proteintransfer auf eine Tragermembran (Western-Blot)

Um die Proteine aus dem Gel fir eine Immundetektion zu immobilisieren, wurden sie per
Elektrophorese auf eine proteinbindende Membran aus Polyvenyldifluorid (PVDF) Ubertragen. Es
wurde die Methode des semi-dry-western-blot angewendet, in der die Membran und das Gel in
puffergetrankte Filterpapiere eingebettet und zwischen Anoden- und Kathodenplatte eingespannt

werden.

Die PVDF-Membran wurde in Gelgrosse zugeschnitten, in Methanol fir 10 sec befeuchtet und
anschlieBend in Aqua bidest fir 5 min und Anodenpuffer | fir weitere 5 min aquilibriert. Filterpapier
(Whatman, Dicke 3 mm, Biometra, Géttingen) wurde mit den entsprechenden Puffern getrankt und
daraus ein Packchen mit folgendem Aufbau geschichtet: Filterpapier Anodenpuffer Il — Filterpapier
Anodenpuffer | — PVDF-Membran — Gel — Filterpapier Kathodenpuffer. Der Transfer der Proteine auf
die PVDF-Membran erfolgte bei 11 mA/cm? fiir 1 h mit Hilfe einer Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer
Cell (Bio-Rad, Miinchen).

3.6.10 Immundetektion von Proteinen

Zur Detektion der membrangebundenen Proteine wurde die Methode der doppelten
Antikdrpermarkierung mit angeschlossener Lichtreaktion genutzt. Dazu wird das Zielprotein auf der
Membran zuerst mit einem spezifischen Antikdrper (Primarantikérper) markiert. Danach wird ein
Sekundarantikorper, der gegen die Wirtsart des Primarantikorpers gerichtet ist, aufgebracht. Der

Sekundarantikérper ist mit dem Enzym Meerrettich-Peroxidase (horse radish peroxidase, HRP)
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konjugiert. Bei Zugabe eines geeigneten Reagenzes katalysiert die HRP eine chemilumineszente

Reaktion, die mit photochemischen Filmen sichtbar gemacht und dokumentiert werden kann.

Nach dem Western-Blot wurde die PVDF Membran fir mindestens eine Stunde in Magermilchlésung
(5% Magermilchpulver (MMP) w/v in TTBS) inkubiert, um ungesattigte Proteinbindungsstellen der
Membran abzublocken. AnschlieRend wurde der Primarantikdrper in der gewlnschten Verdinnung (in
5% MMP in TTBS) aufgebracht und uber Nacht inkubiert (4°C; leichte Bewegung). Nach dreimaligem
waschen in TTBS fur jeweils 10 min wurde der Sekundarantikérper fiur eine Stunde inkubiert. Nach
erneutem dreimaligem waschen wurde die Membran mit ECL-Reagenz (ECL PLUS, Amersham
Biosciences, Freiburg) tiberschichtet und 3 min bei RT inkubiert. Danach wurde mit Belichtungszeiten
von 5 sec bis 15 min ein Spezialfilm belichtet (Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences) und der Film

mit einer Entwicklermaschine (Curix 60, AGFA, Leverkusen) entwickelt.

Tabelle 3.17: In der Immundetektion verwendete Antikdrper und Verdinnungen.

Antikorper Spezies, Typ Verdiinnung Hersteller
Anti-NOD2 Kaninchen, polyklonal 1:500 Cayman Chemical
Anti-A20 Maus, monoklonal 1:200 Stressgen
phospho-(Ser/Thr) | Kaninchen, polyklonal 1:500 Cell Signaling Technology
PKA
phospho-Tyr-100 Maus, monoklonal 1:1000 Cell Signaling Technology
Anti-p38 Kaninchen, monoklonal 1:1000 Cell Signaling Technology
Anti-Flag M2 Maus, monoklonal 1:1000 Sigma
Anti-B-Actin Maus, monoklonal 1:5000 Sigma
Anti-mouse-HRP 1:2000 Amersham Biosciences
Anti-rabbit-HRP 1:2000 Amersham Biosciences

Um Vergleichbarkeit der aufgetragenen Proteinmengen und gleichmaRigen Transfer der Proteine auf
die Membran zu Uberprifen, wurden die gebundenen Antikérper durch ,Strippen® von der Membran
entfernt und anschlieflend die Membran erneut dem Inkubationsprozess unterzogen. Das Strippen
erfolgte durch Inkubation der PVDF-Membran fiir 45 min bei 55°C in Stripping-Puffer, gefolgt von
mehrmaligem Waschen in TTBS. Fir die zweite Inkubation wurde entweder Anti-B-Actin oder ein

anderer der Fragestellung entsprechender Primarantikdrper verwendet.
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3.6.11 ELISA

Zum Nachweis des sekretierten IL-8 im Zellkulturtiberstand wurde ein enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA) durchgefuhrt. Das Prinzip des ELISA beruht auf der Immobilisierung des Antigens
durch einen an eine Oberflache gebundenen spezifischen Antikérper und einem Antigennachweis
durch weitere Antikdrperbindung. Daflir wird ein weiterer spezifischer Primarantikbrper eingesetzt, der
ein anderes Epitop des Antigens erkennt, und der seinerseits von einem Peroxidase-gekoppelten
Sekundarantikoérper erkannt wird. Die Peroxidase setzt eine Farbstoffvorstufe zu einem kolorimetrisch

messbaren Farbstoff um.

Fir die Detektion von IL-8 wurde das Interleukin-8-ELISA KIT (Human IL-8 CytoSets) von Biosource
(Solingen) verwendet. Die ELISA-Platten wurden nach Herstellerangaben mit dem Capture-Antikorper
beschichtet. Die Mediumuberstédnde aus den Versuchen wurden zellfrei zentrifugiert und unverdinnt
jeweils 100 oder 200 pl pro well in Doppelbestimmung eingesetzt. Ebenso wurde eine
Standardverdiinnungsreihe von rekombinantem IL-8 aufgebracht. Danach wurde die weitere Detektion
ebenfalls nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Optische Dichte (OD) des Reaktionsansatzes
wurde bei 450 nm mit Hilfe eines ELISA-plate-readers (Milenia Kinetic, DPC Biermann, Bad Nauheim)

bestimmt und durch Messung der Standardkurve in absolute Konzentrationen umgerechnet.
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4 Ergebnisse

41 Endogenes NOD2 ist cytosolisch lokalisiert

In der Einleitung wurde beschrieben, dass NOD2 analog zu den anderen Vertretern der NOD-Proteine
als cytosolisch lokalisiert galt. In jingerer Zeit sind zwei Arbeiten erschienen, die NOD2 als
membranassoziiert beschreiben (Barnich, Aguirre et al. 2005; McDonald et al. 2005). Um diese These
zu Uberprifen, wurden nach zwei verschiedenen Protokollen Lysate hergestellt, bei denen Cytosol-
und Membranfraktion getrennt gewonnen wurden. Nach diesen Protokollen wurden jeweils THP1-
Extrakte auf endogenes NOD2, und mit NOD2-Vektor (pCEV-NOD2) transfizierte HEK-293
Zellextrakte auf das Uberexprimierte NOD2 getestet. Abbildung 4.1 A zeigt das Ergebnis nach dem
Fraktionierungsprotokoll, das Barnich et al. verwendeten. Abbildung 4.1 B gibt die Ergebnisse, die sich
bei Verwendung von Proteo-Extract — subcellular proteome extraction kit (Calbiochem, Darmstadt)
zeigten. Zur Kontrolle wurde die Western-Blot-Membran nicht nur mit NOD2-Antikdrper entwickelt,
sondern auch mit p38-Antikdrper. Diese MAP Kinase ist cytosolisch und nukleér lokalisiert, darf also in

der Membranfraktion nicht nachweisbar sein.

Bei beiden Methoden bestatigen die Ergebnisse des Uberexprimierten NOD2 die These der
Membranassoziation. Allerdings zeigt sich auch in den Fraktionen Kern und Cytoskelett eine starke
NOD2-Bande.

Anders sieht aber das Ergebnis bei endogenem NOD2 aus den THP1-Zellen aus. Hier ist eine starke
NOD2-Bande nur in der Cytosolfraktion zu erkennen. In der Membranfraktion ist eine sehr schwache
Bande vorhanden, die in der Starke derjenigen von p38 entspricht, also vermutlich eine

Verunreinigung darstellt.
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Abbildung 4.1: Lokalisation von NOD2 in verschiedenen Zellfraktionen.

A: Fraktionierungsprotokoll nach Barnich et al. (2005). B: Fraktionierung mit ,Proteo-Extract
Subcellular Proteome Extraction Kit‘, Calbiochem.

Endogenes NOD2 aus THP1-Zellen ist cytosolisch lokalisiert, transfiziertes NOD2 in HEK-Zellen ist
dagegen auch in der Membranfraktion nachweisbar. In B sind zusatzlich starke NOD2-Banden in der
Kern- und der Cytoskelettfraktion zu erkennen.
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4.2 NOD2 wird phosphoryliert

Phosphorylierung eines Proteins ist ein hdufiger Mechanismus in der Signaltransduktion, Gber den

Aktivierung, aber auch Degradierung vermittelt werden.

Um die Frage zu untersuchen, ob auch NOD2 phosphoryliert wird, wurden zunachst
Immunprazipitationen (IP) durchgefiihrt. Die IP-Eluate wurden per Western-Blot auf Phosphobanden
im Molekularbereich von NOD2 getestet. Phosphorylierung ist moglich an Hydroxylgruppen der
Aminosauren Tyrosin, Serin und Threonin. Spezifische Antikérper sind erhaltlich fir entweder p-
Tyrosin oder p-Serin/p-Threonin Motive. Entsprechend wurden die Versuche entweder mit Inhibitoren
gegen Tyrosinphosphatasen oder mit Inhibitoren, die spezifisch gegen Serin/Threonin Phosphatasen
wirken, durchgeflhrt. Zur Gewinnung von phosphorylietem NOD2 wurden Zellen in 10 ml Schalen per
Calcifektion mit dem Plasmid pCEV-NOD?2 transfiziert, das N-terminal eine FLAG-Sequenz enthalt.
Nach 24 h wurde dem Zellkulturmedium der Ser/Thr Phosphataseinhibitor Calyculin A (Upstate)
entsprechend der Herstellerempfehlung zu einer Endkonzentration von 100 nM zugegeben und
gleichzeitig mit MDP (10 ug/ml) stimuliert. Die Wirkung des Losemittels DMSO auf die Zellen konnte
vernachlassigt werden, da das Ziel des Experimentes nur die Gewinnung von p-NOD2 war und kein
Vergleich mit unstimulierten Zellen vorgenommen wurde. Nach maximal 60 Minuten wurden die Zellen
geerntet, da Calyculin A stark toxisch wirkt und bei langerer Inkubation die Zellen absterben.
Entsprechend wurde mit dem Tyrosin Inhibitor Phosphataseinhibitor Coctail Il (PICIl) (Sigma)
verfahren, der in einer Endverdinnung von 1:100 eingesetzt wurde. Dem nativen Lysepuffer fur die
schonende Extraktion von cytosolischen Proteinen wurde ebenfalls Calyculin A (100 nM)
beziehungsweise PIC Il (1:100) beigesetzt. Dieses Lysat wurde wie im Kapitel 3.6.7 beschrieben einer
schonenden Immunprazipitation unterzogen, per Gelelekrophorese aufgetrennt und im Western-Blot

auf eine Membran transferiert.

Abbildung 4.2 zeigt das Ergebnis fur HEK-Zellen, die mit dem Serin/Threonin-Phosphataseinhibitor
Calyculin A und MDP stimuliert sind. Nach 60 Minuten Stimulation ist bei Immundetektion mit Anti-
p(Ser/Thr)Protein-KinaseA (Cell Signaling Technology) eine deutliche Phosphobande sichtbar, die

nach dem Molekulargewicht phosphoryliertes NOD2 anzeigen kdnnte.
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Abbildung 4.2: p-NOD2 nach Stimulation mit Calyculin A und MDP.

Immunprazipitation von FLAG-NOD2 mit Anti-FLAG-M2-Antikérper und Nachweis der
Phosphorylierung mit Anti-p(Ser/Thr)PKA. Zur Kontrolle wurde die gestrippte Membran mit Anti-FLAG-
M2 beprobt. Reprasentatives Ergebnis von drei unabhangigen Versuchen.

Um einen sicheren Nachweis zu haben, dass auch tatsdchlich NOD2 phosphoryliert ist und die
Phosphobande nicht auf Verunreinigungen zurlckgeht, wurden Coomassie-Blau- oder mit Silber
gefarbte NOD2 Banden aus den Acrylamidgelen ausgeschnitten und an die ,Protein Research
Group®, Department of Biochemistry and Molecular Biology der University of Southern Denmark,

eingeschickt.

Dort wurden die Proteine im Gel mittels Trypsinverdaus in Peptide gespalten und eluiert. Nach einer
Anreicherung von Phosphopeptiden durch Affinitdtschromatographie (IMAC, Immobilized Metal Affinity
Chromatography) wurden die Peptide mittels Massenspektrometrie (LC-MS, liquid chromatography
mass spectrometrie) analysiert. Diese Analysen zeigten in zwei unabhangigen Versuchen eine Serin-
Phosporylierung des Peptids LIAAAQEAQADI[pS]PK (Abbildung 4.3). Das phosphorylierte Serin ist die

Aminosaure 116 in der NOD2 Sequenz und liegt in der ersten CARD-Domane.
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Abbildung 4.3: Ergebnis der Massenspektrometrie.

Mittels liquid chromatography mass spectrometrie (LC-MS) wurden Trypsin-verdaute NOD2 Peptide
aufgetrennt, fragmentiert und detektiert. Die so aufgezeichneten Massenbanden wurden durch einen
Datenbankvergleich mit einem theoretischem computergenerierten Spektrum identifiziert. Erkannt
wurde ein NOD2-Peptid mit phosphoryliertem Serin. m/z : mass/charge ratio.

4.3 Microarrays

4.3.1 Uberpriifung der stabilen Zellen

Voraussetzung fur die Vergleichbarkeit der Microarrays aus verschiedenen Genotypen ist die dhnlich
hohe Expression des Genprodukts und moglichst geringe Effekte auf die Expression anderer Gene.
Durch das FLP-IN System ist gewahrleistet, dass die verschiedenen Insertionen am selben Ort im
Genom lokalisiert sind und somit keine unterschiedlichen Effekte auf die Regulation und Intaktheit
benachbarter Gene ausuben. Zudem werden sie unter der Kontrolle desselben CMV-Promotors
exprimiert, was eine gleichmafige Expression ermoglicht. Um diese Annahme zu bestatigen, wurden
die stabilen Zelllinien auf ihre NOD2-mRNA- und Proteinproduktion getestet. Sowohl in der Tagman
real-time PCR (Abbildung 4.4 A) als auch auf Proteinebene im Western—Blot (Abbildung 4.4 B) wurde
eine vergleichbare Genxpression fir beide NOD2 Genotypen festgestellt. Die verkirzte L1007fsinsC-
Variante hat ein etwas geringeres Molekulargewicht als der Wildtyp, die Bande lauft daher in der

Elektrophorese etwas weiter.
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Abbildung 4.4: Untersuchung der NOD2-Expressionsstarke in den stabilen Zelllinien mittels Tagman
PCR und Western-Blot.

FLP-IN HEK-293 Zellen exprimieren NOD2wt und L1007fsinsC in vergleichbarer Starke.

A: NOD2-Tagman real-time assay (Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen) B: NOD2 Protein
Western-Blot (reprasentatives Ergebnis von vier unabhangigen Versuchen). Die Banden in HEK-293
und HEK-293 Kontrolle liegen nicht genau auf der Hohe von NOD2 und sind unspezifische Banden
des polyklonalen Antikorpers (rabbit Anti-NOD2-polyclonal antiserum, Cayman Chemical, Ann Arbor,
USA.)

Die Stimulierbarkeit der Zelllinien wurde mittels zweier unabhangiger funktioneller Tests Uberpruft.
Sowohl im NF-«B Luciferase Assay (Abbildung 4.5 A) als auch im IL-8 ELISA (Abbildung 4.5 B) ist im
Wildtyp eine klare Stimulierbarkeit mit dem physiologischen Liganden MDP erkennbar. Der starke
Anstieg der Sekretion von IL-8 nach sechs Stunden diente als Ausgangspunkt fur die Entscheidung,
zu welchem Zeitpunkt die Microarrayversuche durchgefuhrt wurden. Da im ELISA die Proteinmenge
gemessen wird, die Transkription der Translation aber =zeitlich vorausgeht, wurde der erste

Versuchszeitpunkt bei zwei Stunden gewahit.
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Abbildung 4.5: Funktioneller NOD2-Nachweis in den stabilen Zelllinien.

A: NF—B-Luciferase Assay. B: IL-8 ELISA.

Die zeitabhangige MDP-Aktivierbarkeit wurde nachgewiesen. Nach beiden Methoden ist der NOD2wt
eindeutig reaktiv auf die Stimulation mit MDP (10 pg/ml) (jeweils Mittelwerte von drei unabhangigen
Versuchen).

4.3.2 Statistische Auswertung der Microarrays (ANOVA-Ergebnisse)

Die hier angewendete ANOVA-Analyse erlaubt die Auswertung der Versuche im Hinblick auf

bestimmte Fragestellungen. So kénnen Gruppen signifikanter Gene identifiziert werden, die entweder:
1. in Abhangigkeit vom Genotyp differentiell exprimiert werden oder
2. in Antwort auf die Stimulation mit MDP differentiell reguliert werden.

Die ANOVA erbrachte statistische Signifikanz fiir Genotypeffekte (Punkt 1) in der Expression von
3378 Genen (11 % aller analysierten Gene). Fir MDP-Effekte (Punkt 2) wurde fir 294 Genen (0,96 %
aller analysierten Gene) statistische Signifikanz erbracht. Diese beiden Gruppen Uberschneiden sich

weitgehend, nur 80 Gene der MDP-abhangigen Gruppe sind nicht in der Genotyp-Gruppe enthalten.
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Weiterhin wurde mit dem Programm Spotfire eine Suche nach Profilen durchgefiihrt, die genotyp- und
zeitabhangig dem Expressionsprofil des Interleukin 8-Gens ahnlich sind. Der Suchalgorithmus
basierte auf Korrelationsahnlichkeit, nicht auf euklidischer Distanz. Die gefundenen Gene ahneln also
dem Profil von IL-8 in seinem relativen Verlauf, nicht aber den absoluten Signalstarken. Die 100
ahnlichsten Gene wurden in weitere Analysen mit eingeschlossen, wodurch 26 neue Gene zu den

ANOVA-Ergebnissen hinzugefugt wurden.

4.3.3 Genotypunterschiede

Mit den 3378 signifikanten Genen fiir Genotypregulation wurde eine hierarchische Cluster-Analyse
durchgefiihrt (Abbildung 4.6). Um den Einfluss des Genotyps zu verdeutlichen, wurden nur die
unstimulierten (0 h MDP) Arrays flir diese Analyse ausgewahlt. Besonders augenfallig ist das deutlich
isolierte Cluster des NOD2wt Genotyps, wohingegen L1007fsinsC und Kontrolle wesentlich ahnlicher

sind. Dieser Eindruck wird bestétigt durch die relative Distanz im Dendrogramm.

Zur Beantwortung der Frage, inwieweit die 3378 Gene im L1007fsinsC Genotyp gleichsinnig wie im
NOD2wt Genotyp reguliert werden, also im Vergleich zur Kontrolle entweder beide positiv oder beide
negativ reguliert sind, wurde eine Analyse der Profile der Genotypmittelwerte ausgefihrt. Die
Mittelwerte aus allen 9 Versuchen in einem Genotyp wurden berechnet, danach der fold-change des
NOD2wt-Mittelwertes gegen den Kontrollmittelwert und der fold-change des L1007fsinsC-Mittelwertes
ebenfalls versus Kontrollmittelwert. Dabei ergab sich, dass 1652 (48,9 %) der Gene gleichsinnig
reguliert sind. Da diese Zahl errechnet wurde, ohne einen Grenzwert fur den fold-change zu setzen,
also auch kleinste, tatsachlich zufallige Abweichungen mitzahlen, ist dieses Ergebnis in der Nahe des
Zufallswertes von 50 % zu erwarten. Bei Betrachtung der gleichsinnig regulierten Gene stellte sich
aber heraus, das fur 1364 (82,5 %) Gene im L1007fsinsC Genotyp das Expressionsniveau zwischen
dem von Wildtyp und Kontrolle liegt. Diese Beobachtung spricht fiir eine ahnliche, aber schwachere
basale Aktivierung im mutierten NOD2 im Vergleich zum Wildtyp.

Diese Ergebnisse zeigten, dass der NOD2wt Genotyp das Expressionsprofil der Zellen auch in
unstimuliertem Zustand verandert. Der L1007fsinsC Genotyp ist der Kontrolle &hnlicher, und die von

ihm hervorgerufene basale Aktivierung ist schwacher als im Wildtyp.
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Abbildung 4.6: Hierarchisches Cluster-Bild des Genexpressionsmusters in unstimulierten Zellen.

Die gezeigten 3378 Gene sind laut ANOVA signifikant fiir Genotypunterschiede.

Tabelle 4.1 zeigt funktionell interessante Gene in Ubersicht zusammen mit den fold-changes (FC) der
Mittelwerte der NOD2-Genotypen im Vergleich zum Kontrollmittelwert. Ausgewahlt wurden Gene, die
im Zusammenhang mit Entziindungsprozessen allgemein oder Erkrankungen des Darmes eine
Funktion haben oder im Zusammenhang mit NOD2-Signalwegen diskutiert werden. Zusatzlich wurden
die ebenfalls regulierten Gene der entsprechenden Proteinfamilie mit angegeben. Im Falle mehrerer

regulierter Transkripte eines Genes wurde dasjenige mit dem héchsten Fold-Cange ausgewahlt.
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Tabelle 4.1: Auflistung von genotyp-regulierten Genen und ihren fold-changes.
Aufgelistet wurden funktionell interessante Gene, die im Zusammenhang mit inflammatorischen

Vorgangen diskutiert werden, und die Mitglieder der entsprechenden Proteinfamilien.

Die

angegebenen fold-changes beziehen sich auf den Mittelwert aller neun Signalwerte eines Genotyps
im Vergleich zum Mittelwert der Kontrolle.

Accession Unigene_Def Descriptions NOlI::)cZwt L1 Oosfiinsc
vs. CTR vs. CTR

NM_145259 ACVR1C activin A receptor, type IC 1.96 -1.29
NM_001616 ACVR2 activin A receptor, type Il 1.08 -1.20
AA583044 BMP2 bone morphogenetic protein receptor, type Il (serine/threonine kinase) 13.38 -2.26
NM_001718 BMP6 bone morphogenetic protein 6 -1.30 1.07
Al457436 BMPR2 bone morphogenetic protein receptor, type Il (serine/threonine kinase) 1.29 -1.07
NM_001511 CXCL1 chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (melanoma growth stimulating activity, alpha) 4.28 1.35
U19495 CXCL12 chemokine (C-X-C motif) ligand 12 (stromal cell-derived factor 1) -2.26 1.29
M57731 CXCL2 chemokine (C-X-C motif) ligand 2 5.38 1.47
NM_002090 CXCL3 chemokine (C-X-C motif) ligand 3 2.83 1.59
NM_002993 CXCL6 chemokine (C-X-C motif) ligand 6 (granulocyte chemotactic protein 2) 3.68 1.51
AJ224869 CXCR4 chemokine (C-X-C motif) receptor 4 217 1.20
NM_004417 DUSP1 dual specificity phosphatase 1 1.86 1.29
N36770 DUSP10 dual specificity phosphatase 10 1.58 1.36
AB051487 DUSP16 dual specificity phosphatase 16 1.55 1.25
NM_020185 DUSP22 dual specificity phosphatase 22 -1.46 1.12
Al655015 DUSP7 dual specificity phosphatase 7 -1.22 1.21
D86550 DYRK1A dual-specificity tyrosine-(Y)-phosphorylation regulated kinase 1A 1.32 1.05
BC037269 DYRK3 dual-specificity tyrosine-(Y)-phosphorylation regulated kinase 3 1.01 -1.42
NM_014750 DLG7 discs, large homolog 7 (Drosophila) 1.35 -1.14
NM_006644 HSPH1 heat shock 105kDa/110kDa protein 1 -1.27 -1.27
NM_002157 HSPE1 heat shock 10kDa protein 1 (chaperonin 10) 1.09 -1.23
NM_001540 HSPB1 heat shock 27kDa protein 1 1.45 -1.33
AW674195 HSPD1 heat shock 60kDa protein 1 (chaperonin) 1.28 -1.26
NM_005345 HSPA1A heat shock 70kDa protein 1A -638.55 -683.69
NM_005345 HSPA1A /// 1B heat shock 70kDa protein 1A -3.38 -2.68
U56725 HSPA2 heat shock 70kDa protein 2 -1.20 -1.26
AA043348 HSPA4 heat shock 70kDa protein 4 -1.28 1.12
AK023317 HSPA9B heat shock 70kDa protein 9B (mortalin-2) -1.25 -1.32
NM_001537 HSBP1 heat shock factor binding protein 1 -3.01 -1.01
NM_014278 APG-1 heat shock protein (hsp110 family) -1.45 -1.13
NM_016292 TRAP1 heat shock protein 75 -1.27 -1.00
NM_004030 IRF7 interferon regulatory factor 7 1.78 1.07
BG256677 IFI16 interferon, gamma-inducible protein 16 5.95 -7.24
BC001356 IFI35 interferon-induced protein 35 -2.43 -1.05
Al075407 IFIT3 interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 4 1.91 1.13
AF167343 IL1RAP interleukin 1 receptor accessory protein -1.67 1.12
us1379 IL13RA1 interleukin 13 receptor, alpha 1 -1.48 -1.13
Al669535 IL17D interleukin 17D -1.54 -1.06
NM_000565 IL6R interleukin 6 receptor 1.82 1.12
NM_002184 IL6ST interleukin 6 signal transducer (gp130, oncostatin M receptor) 1.34 -1.00
NM_000584 IL8 interleukin 8 6.72 1.59
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Fortsetzung Tabelle 4.1

Accession Unigene_Def Descriptions NOTJC;wt L1 Oogginsc
vs. CTR vs. CTR
AA854966 COX411 cytochrome c oxidase subunit IV isoform 1 -2.26 1.04
NM_004374 COX6C cytochrome c oxidase subunit Vic -1.33 -1.24
Al760495 CYCS cytochrome ¢, somatic 1.83 -1.15
NM_001916 CYC1 cytochrome c-1 -1.58 -1.60
AV700558 CYP2R1 cytochrome P450, family 2, R1 -1.04 1.23
AF182273 CYP3A4 cytochrome P450, family 3, subfamily A, polypeptide 4 1.79 -1.01
NM_004110 FDXR ferredoxin reductase -1.38 -1.16
Al888037 GSR glutathione reductase -1.36 -1.16
N79662 GSTA4 glutathione S-transferase A4 -1.24 1.03
NM_000852 GSTP1 glutathione S-transferase pi -1.15 -1.95
NM_000854 GSTT2 glutathione S-transferase theta 2 1.77 1.23
M10943 MT1F metallothionein 1F (functional) 242 -1.21
NM_005950 MT1G metallothionein 1G 1.90 -1.13
NM_005951 MT1H metallothionein 1H 2.83 -1.16
NM_002450 MT1X metallothionein 1X 4.23 -1.26
NM_005953 - metallothionein 2A 2.93 -1.08
NM_018002 OXR1 oxidation resistance 1 -1.56 -1.33
W46388 SOD2 superoxide dismutase 2, mitochondrial 1.40 -1.07
NM_138957 MAPK1 mitogen-activated protein kinase 1 1.54 1.16
Al808345 - mitogen-activated protein kinase 9 1.29 1.14
AF239798 MAP3K2 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 2 1.32 -1.20
NM_005204 MAP3K8 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 8 2.03 1.19
NM_006575 MAP4K5 mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 5 1.29 -1.08
W61007 NFAT5 nuclear factor of activated T-cells 5, tonicity-responsive -1.32 -1.06
U85430 NFATC3 nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin-dependent 3 -1.66 -1.13
AL049593 PLCB1 phospholipase C, beta 1 (phosphoinositide-specific) -1.37 1.05
NM_002661 PLCG2 phospholipase C, gamma 2 (phosphatidylinositol-specific) -1.84 1.12
AL135787 LTB4DH leukotriene B4 12-hydroxydehydrogenase -1.73 1.18
NM_000956 PTGER2 prostaglandin E receptor 2 (subtype EP2), 53kDa 1.56 -2.08
D38300 PTGER3 prostaglandin E receptor 3 (subtype EP3) 1.06 -1.33
AF010316 PTGES prostaglandin E synthase 1.70 -1.09
NM_000963 PTGS2 prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H synthase and 2.81 1.38
cyclooxygenase)
T62044 - peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A) 1.56 -1.00
Al638762 PPIG peptidyl-prolyl isomerase G (cyclophilin G) 1.32 -1.03
NM_173672 PPIL6 peptidylprolyl isomerase (cyclophilin)-like 6 -1.61 1.17
NM_006223 PIN4 protein (peptidyl-prolyl cis/trans isomerase) NIMA-interacting, 4 (parvulin) 1.56 1.25
NM_030790 CDAO08 T-cell immunomodulatory protein -1.70 1.05
NM_007315 STAT1 signal transducer and activator of transcription 1, 91kDa 1.52 -1.12
BC004973 STAT6 signal transducer and activator of transcription 6, interleukin-4 induced -1.77 -1.92

-64 -



Ergebnisse

Fortsetzung Tabelle 4.1

FC FC
Accession Unigene_Def Descriptions NOD2wt L1007fsinsC
vs. CTR vs. CTR

NM_001252 TNFSF7 tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 7 1.86 1.38
W65310 TNFRSF10A  tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10a -1.98 -1.67
AF021233 TNFRSF10D  tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10d, decoy with truncated -1.63 1.06
death domain
AWO026379 TNFRSF11A  tumor necrosis factor receptor superfamily, member 11a, activator of NFKB -1.46 1.1
NM_000043 TNFRSF6 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 6 -1.68 -1.08
NM_001561 TNFRSF9 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 9 4.74 1.67
NM_021137 TNFAIP1 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 1 (endothelial) 1.42 1.04
Al738896 TNFAIP3 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 3.05 1.37
BF338389 CARDS8 tumor up-regulated CARD-containing antagonist of caspase nine 1.45 -1.09

4.3.3.1 Vergleich Transkriptom- und Proteom-Analysen

Weichart et al. (2006) veroffentlichten eine Proteomanalyse, die von &ahnlichen experimentellen
Grundlagen ausgeht wie die hier vorgestellten Versuche. Auch in der Arbeit von Weichart et al. (2006)
wurde mit HEK-293 Zellen gearbeitet. Die gleichen drei transfizierten Genotypen wurden mit MDP
stimuliert. Mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese wurden 198 Proteine identifiziert, deren
Abundanz signifikant durch Uberexpression von NOD2wt oder L1007fsinsC und/oder durch die

Stimulation mit MDP beeinflusst wurde.

Tabelle 4.2 listet die Schnittmenge der 33 Gene auf, deren Produkte in der Gruppe der 198 Proteine
der Proteomveréffentlichung (Weichart et al. 2006) und auch in der Gruppe der 3378
genotypabhangigen signifikanten Gene des Microarray enthalten sind. In der engeren Auswahl der
158 Transkripte, die im Microarray auch MDP-Effekte zeigen (siehe Kapitel 4.3.4), gibt es keine

Ubereinstimmung.
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Tabelle 4.2: Uberschneidung regulierter Gene der Transkriptom- und Proteom-Analyse.

Die

gezeigten Gene

sind

signifikant sowohl in der ANOVA fir genotypabhangige

Expressionsunterschiede als auch in der Proteom-Analyse von Weichart et al. (2006).

Number Affy_ID Accession S(;r(:\rl‘ail Unigene_Def
1 200966_x_at NM_000034 ALDOA aldolase A, fructose-bisphosphate
1 214687_x_at AK026577 ALDOA aldolase A, fructose-bisphosphate
2 208758 _at D89976 ATIC 5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide formyltransferase/IMP cyclohydrolase
3 211729_x_at BC005902 BLVRA biliverdin reductase A
4 209301_at M36532 CA2 carbonic anhydrase Il
5 244802_at AA909218 GLUD1 glutamate dehydrogenase 2
6 224734 _at N92507 HMGB1 high-mobility group box 1
7 225107_at Al963008 HNRPA2B1 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1
7 225932_s_at AlI375753 HNRPA2B1 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1
8 202581_at NM_005346 HSPA1B heat shock 70kDa protein 1A
9 208814_at AA043348 HSPA4 heat shock 70kDa protein 4
10 1555037_a_at BC012846 IDH1 isocitrate dehydrogenase 1 (NADP+), soluble
10 201193_at NM_005896 IDH1 isocitrate dehydrogenase 1 (NADP+), soluble
1M 212188 _at AA551075 KCTD12 hypothetical protein BC013764
1 212192_at Al718937 KCTD12 hypothetical protein BC013764
12 200624_s_at AA577695 MATR3 matrin 3
13 202472_at NM_002435 MPI mannose phosphate isomerase
14 217761_at NM_018269 MTCBP-1 SIPL protein
5 omona WMo MTHRDY  Delbfenelinoionle denogese (VADP dependeny,  methentatsyccrilg
16 203517_at NM_006554 MTX2 metaxin 2
17 200015_s_at NM_004404 NEDD5 neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 5
18 221801_x_at AL566528 NEFL neurofilament, light polypeptide 68kDa
19 215157_x_at Al734929 PABPC1 poly(A) binding protein, cytoplasmic 1
20 236907_at Al760366 PABPC1 Homo sapiens cDNA FLJ25706 fis, clone TST04817
21 205202_at NM_005389 PCMT1 protein-L-isoaspartate (D-aspartate) O-methyltransferase
21 208857_s_at M93008 PCMT1 protein-L-isoaspartate (D-aspartate) O-methyltransferase
22 208911_s_at M34055 PDHB pyruvate dehydrogenase (lipoamide) beta
23 226336_at T62044 PPIA peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A)
24 201214_s_at NM_002712 PPP1R7 protein phosphatase 1, regulatory subunit 7
24 213465_s_at BF718769 PPP1R7 protein phosphatase 1, regulatory subunit 7
25 201762_s_at NM_002818 PSME2 proteasome (prosome, macropain) activator subunit 2 (PA28 beta)
26 200631_s_at NM_003011 SET SET translocation (myeloid leukemia-associated)
26 40189_at M93651 SET SET translocation (myeloid leukemia-associated)
27 226419_s_at AA046439 SFRS1 splicing factor, arginine/serine-rich 1 (splicing factor 2, alternate splicing factor)
27 229246_at Al803504 SFRS1 splicing factor, arginine/serine-rich 1 (splicing factor 2, alternate splicing factor)
27 239384 _at R18746 SFRS1 splicing factor, arginine/serine-rich 1 (splicing factor 2, alternate splicing factor)
28 209607_x_at u08032 SULT1A3 hypothetical protein MGC5178
29 210580_x_at L25275 SULT1A3 sulfotransferase family, cytosolic, 1A, phenol-preferring, member 3
30 228205_at AU152969 TKT transketolase (Wernicke-Korsakoff syndrome)
31 201391_at NM_016292 TRAP1 heat shock protein 75
32 201426_s_at Al922599 VIM vimentin
33 208642_s_at AA205834 XRCC5 X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 5 (double-strand-break rejoining;,

Ku autoantigen, 80kDa)
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4.3.3.2 NOD2-Interaktionspartner und andere mit Morbus Crohn assoziierte Gene

Die bekannten Interaktionspartner von NOD2 und andere bekannte Krankheitsgene fir Morbus Crohn
wurden auf ihre Expression in den Microarrays Uberprift. Keines der Uberpriften Gene war signifikant

reguliert. Tabelle 4.3 gibt einen Uberblick Uber die tberpriiften Transkripte.

Tabelle 4.3: NOD2-Interaktionspartner und weitere Morbus Crohn assoziierte Gene

. Gene . signifikant

Affy_ID Accession Symbol Unigene_Def absent/present reguliert
209544 _at AF027706 RIP2 receptor-interacting serine-threonine kinase 2 present nein
220864_s_at NM_015965 GRIM19 cell death-regulatory protein GRIM19 present nein
206853_s_at AL121964 MAP3K7 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7 (TAK1) present nein
206854_s_at NM_003188 MAP3K7 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7 (TAK1) present nein
211536_x_at AB009358 MAP3K7 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7 (TAK1) present nein
211537_x_at AF218074 MAP3K7 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7 (TAK1) present nein
217941_s_at NM_018695 ERBB2IP erbb2 interacting protein (ERBIN) present nein
222473 s_at AI807103 ERBB2IP erbb2 interacting protein (ERBIN) present nein
232896_at AKO026757 ERBB2IP erbb2 interacting protein (ERBIN) present nein
206011 at AI719655 CASP1 caspase 1, apoptosis-related cysteine protease (interleukin 1, beta, absent

- convertase)
209970 x at M87507 CASP1 caspase 1, apoptosis-related cysteine protease (interleukin 1, beta, absent

== convertase)
211366 x at U13698 CASP1 caspase 1, apoptosis-related cysteine protease (interleukin 1, beta, absent

== convertase)
211367 s at U13699 CASP1 caspase 1, apoptosis-related cysteine protease (interleukin 1, beta, absent

- convertase)
211368 s at U13700 CASP1 caspase 1, apoptosis-related cysteine protease (interleukin 1, beta, absent

—= convertase)
1552553_a_at NM_021209 CARD 12 caspase recruitment domain family, member 12 (IPAF, CLAN) absent
1552554 _a_at AY027790 CARD 12 caspase recruitment domain family, member 12 (IPAF, CLAN) absent
226162_at AL389934 CARD 12 caspase recruitment domain family, member 12 (IPAF, CLAN) absent
240319_at Al023795 CARD 12 caspase recruitment domain family, member 12 (IPAF, CLAN) absent
205896_at NM_003059 SCL22A4 solute carrier family 22 (organic cation transporter), member 4 (OCTN1) absent
241899 _at AA524418 SCL22A4 solute carrier family 22 (organic cation transporter), member 4 (OCTN1) absent
205074 _at NM_003060 SCL22A5 solute carrier family 22 (organic cation transporter), member 5 (OCTN2) absent
239615_at Al768445 SCL22A5 solute carrier family 22 (organic cation transporter), member 5 (OCTN2) present nein
201681_s_at AB011155 DLG5 discs, large homolog 5 (Drosophila) present nein

4.3.4 MDP induzierbare Gene

In der ANOVA-Analyse wurden 294 Gene als signifikant in ihrer Expressionsanderung nach MDP-
Stimulation klassifiziert. Dazu kamen aus der Profilsuche nach IL-8-Ahnlichkeit 24 Gene, die in den
294 Genen noch nicht enthalten waren. Um fiir diese Gene auch eine zusammenfassende Aussage

Uber positive und negative Regulation machen zu kénnen, wurden die einzelnen Genotypen
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entsprechend ihrem Profil wie in Kapitel 3.5.3.2 beschrieben klassifiziert. Alle Gene, die nicht den
Grenzwert von FC= +/- 1,4 erreichten, wurden ausgeschlossen. Weiterhin wurde Uberprift, ob die
absent/present-Klassifizierung plausibel war. Ubernommen wurden nur Gene, die bei positiver
Regulierung (increased) zum Zeitpunkt 2 Stunden im NOD2wt mindestens einmal mit ,present”
klassifiziert waren, dagegen wurden negativ (decreased) regulierte Gene nur weitergefiihrt, wenn sie
mindestens zum Zeitpunkt 0 Stunden als ,present‘ eingestuft waren. Diese Selektionskriterien
reduzierte die Anzahl der Gene auf 158.

Mit den Signalwerten dieser 158 Gene wurde eine Cluster-Analyse durchgefiihrt wie in Kapitel 3.5.3.3
beschrieben. Abbildung 4.7 zeigt das Ergebnis dieser Analyse mit gekirzter Liste der Gene in den

einzelnen Clustern. Die vollstandige Liste befindet sich im Anhang 10.

Bei Betrachtung der Gene, die signifikant auf MDP reagieren, fand sich ein starkes Cluster von Genen
die nach zwei Stunden Stimulation im Wildtyp hochreguliert wurden (Cluster 1, Abbildung 4.7). Die
Gene dieses Clusters kdnnen in mehrere funktionelle Gruppen unterteilt werden. Besonders auffallig
ist die Gruppe der entziindlichen Chemokine: IL-8 ist nach zwei Stunden stark hochreguliert, eine
Bestatigung der bekannten NOD2-Induzierbarkeit von IL-8. Aber auch MIP2a (CXCL2, macrophage
inflammatory protein 2) und MIP2B (CXCL3), die &hnliche Funktion in der Rekrutierung von
Neutrophilen zu Entziindungsherden haben, sind genauso reguliert. GCP2 (CXCL6, granulocyte
chemotactic protein 2) zahlt funktionell ebenfalls in diese Gruppe, ist aber nach sechs Stunden noch
starker hochreguliert und erscheint daher in Cluster zwei.

Ebenfalls gut bekannt als pro-entziindliches Enzym ist PTGS2 (prostaglandin-endoperoxide synthase

2, COX2), das eine zentrale Rolle in der Prostaglandin-Synthese einnimmt.

Interessant ist auch das gleich mit mehreren Transkripten auftauchende JUN (v-jun sarcoma virus 17
oncogene homolog (avian)). JUN ist ein Bestandteil des heterodimeren AP-1 Transkriptionsfaktors.
Neben dem NF-xB Signalweg werden von NOD2 auch MAP Kinasen aktiviert, und die positive

Regulation von JUN deutet auf eine Beteiligung von JNK in MDP-induzierten Entziindungsvorgangen.

Eine weitere Verbindung zu MAP Kinasen stellt TPL2 (MAP3K8, COT) her. Diese Kinase kann
ERK1/2 aktivieren und ist z.B. als wichtiger Regulator der Th-1 Immunantwort beschrieben (Sugimoto
et al. 2004).

Eine andere sehr auffallige funktionelle Gruppe in Cluster 1 besteht aus Genen, deren Produkte eine
negativ regulatorische Wirkung auf den NF—«B Signalweg haben. Hier ist am bekanntesten IKBa
(NFKBIA), das zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors degradiert werden muss. Neutranslation des
Proteins fiihrt zur Abschaltung der Signaltransduktion. Aber auch IER3 (immediate early response 3,
IEX1) und A20 (TNFAIP3, tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3) werden hochreguliert.
Offenbar besteht eine wichtige Aufgabe der MDP induzierten Genexpression in der rechtzeitigen
Modulation und Beendigung des NF-«B Signals. Daher wurde eines dieser Gene, A20, fir weitere

Untersuchungen ausgewahlt.
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Accession
Number

BG491844
Al078167
NM_003897
NM_006290
NM_001674
NM_000584
NM_002908
NM_002852
NM_003441
NM_002090
M57731
AF043337
BC005916
AB051487
Al670931
AY 151286
NM_004417
Al738896
NM_022142

BC017187
BC016339
AK098646
AF026132
NM_013313
BC004264
NM_006042
AB058892
BC006254
AL157452
AL049709
AK023317
AL133602
AC007228
AA470761

BC040303
AK056852
NM_001877
AW149417
AB037925
AL161725
BF673779
Al620827
AA160496
AK092592
BC042947
BC042967
AK026822
BC018672
BC002383
AF080158
AI767414
Al621079
AC002301
BE890314
NM_015930
NM_005906
BE792072
Al159874
AI972386
AK001080
Al016316

Gene

JUN
NFKBIA
IER3
TNFAIP3
ATF3

IL8

REL
PTX3
ZNF141
CXCL3
CXCL2
IL8

PTN
DUSP16
ZRANB3
PTGS2
DUSP1
TNFAIP3
ELSPBP1

RPS6KA5
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AL034550

NM_002133
AI927919
AB072356
BC041175
R19413
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D81792

Abbildung 4.7: K-means clustering von 158 Genen, deren Regulation MDP-abhangig ist.
Die dargestellten Gene sind entweder signifikant in der ANOVA fir MDP-Effekte oder sind im IL-8-
Ahnlichkeitsranking enthalten. Weitere Kriterien waren ein minimaler fold-change von +/- 1,4 von
NOD2wt vs. Control und Klassifizierung als ,present‘ zum 2 h Zeitpunkt im NOD2wt bei den positiv
regulierten und zum 0 h Zeitpunkt bei den negativ regulierten Genen. Ausgewahlte Gennamen sind
angegeben, die vollstandige Liste findet sich in Anhang 10.

Gene

SDC4
PTGS2
PCSK2
MAP3K8
AREG
BMP2
BMP2
CXCL6
TNFRSF9
TFPI2
SCN3A
TNFRSF9
KIAA0298
PARP11
HERC4
PAPPA
FOSL2
ELKS
MTAC2D1
CSs3
C200rf112

HMOX1
STS-1
SSH1
AP2E
FRMD4A
C100rf76
B3GNT3
BCHE
KLF12
GALNT4
WNT16
IPMK

C2orf27
SLC2A13
TRAP1
ACTC
ALDH1A2
MGC12488
MARCH-VI
ETV7
SH3MD4
FLJ40142
PKNOX2
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4.3.4.1 Die L1007fsinsC Mutation fiihrt zum Funktionsverlust

In Abbildung 4.7 werden neben dem NOD2wt auch Kontrolle und L1007fsinsC-Genotyp gezeigt.
Weder Kontrolle noch L1007fsinsC zeigten durch MDP induzierte Regulationseffekte. Auch eine
Suche ausschlieBlich im L1007fsinsC Genotyp nach denselben Kriterien wie fiir NOD2wt beschrieben

(Kapitel 4.3.4) erbrachte keine Cluster, die eine MDP induzierte Regulierung zeigten.

4.3.5 Validierung der Microarray Ergebnisse mittels real-time PCR

Um die Qualitdt der Microarray Daten uberprifen zu kénnen, wurde die Expression ausgewahlter
Gene mit Tagman-Assays verifiziert. Vier Gene aus der genotypregulierten Gruppe wurden
ausgewahlt, um generelle Expressionsunterschiede in den Genotypen zu verifizieren. Stabile FLP-IN
HEK-293 Zellen wurden fir verschiedene Zeitraume (2h, 4h und 8h) mit Bakterien stimuliert. Aus den
verschiedenen Genotypen wurde RNA isoliert und per Tagman real-time PCR die Expression von
MT1X (metallothionein 1X), IFI16 (interferon, gamma-inducible protein 16), ZNF91 (zinc finger protein
91) und MTGST1 (microsomal glutathione S-transferase 1) untersucht. Abbildung 4.8 lasst erkennen,
dass sich das basale Expressionsniveau aller vier Gene auch in der Tagman real-time PCR genau wie
in den Microarrayergebnissen verhalt. IFI16 und MT1X sind im Vergleich zur L1007fsinsC Mutante im
NOD2 Wildtyp positiv reguliert, MGST1 und ZNF91 sind negativ reguliert. Eine weitere
Expressionsinduktion durch Stimulation mit cokultivierten Bakterien (L.monozytogenes und L.innocua)
lieR sich nicht feststellen. In der Abbildung sind daher die verschidenen Bakterienstdamme und die

verschiedenen Stimulationszeitraume zu einem Mittelwert zusammengefasst.
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Abbildung 4.8: Vergleich von Microarray und Tagman real-time PCR-Ergebnissen.

Getestet wurden vier Gene aus der Genotypgruppe.

Die linke Spalte gibt die Ergebnisse der Microarraysignalwerte wieder. Die rechte Spalte zeigt die
Expression der Gene relativ zur B-Actinexperession fir FLP-Control und FLP-NOD2wt-Zellen jeweils
unstimuliert und nach Coinkubation mit lebenden Listerien (L.monozytogenes und L.innocua, je 2h, 4h
und 8h Stimulation). Die Genotypunterschiede, die sich in den Microarraysignalwerten (linke Spalte)
ablesen lassen, werden in der Tagman real-time PCR bestétigt, dagegen ist keine
Expressionsveranderung durch die Stimulation mit Listerien erkennbar (Mittelwerte aus drei
unabhangigen Versuchen).
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Abbildung 4.9 zeigt die Ergebnisse fur zwei Gene aus Cluster 1. Fur die Tagman real-time PCR wurde
dieselbe RNA eingesetzt wie fir die Microarrays. Die real-time PCR-Ergebnisse von JUN (v-jun avian
sarcoma virus 17 oncogene homolog) und IER3 (immediate early response 3, IEX1)bestatigen die
Microarray-Ergebnisse. Fur Interleukin-8 wurde auf die PCR verzichtet, da bereits mittels ELISA auf

Proteinebene die IL-8 Translation bestéatigt wurde (siehe Abbildung 4.5).
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Abbildung 4.9: Vergleich von Microarray (links) und Tagman real-time PCR-Ergebnissen (rechts).
JUN- und IER3-Expression wurde in der Tagman real-time RCR Uberprift, die Ergebnisse bestatigen
die Signalwerte der Microarrays und die Induzierbarkeit durch MDP (Mittelwerte aus drei
unabhangigen Versuchen).
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Die Verifikation der in vivo Relevanz der Ergebnisse wurde durch Wiederholung der
Stimulationsversuche an primaren Zellen von Patienten gewonnen (Abbildung 4.10). Aus Blutproben
eines L1007fsinsC homozygoten Patienten und einer NOD2wt Kontrollperson wurden primare
mononukledre Zellen (PBMC, peripheral blood mononuclear cell) isoliert und mit MDP stimuliert.
Uberpriift wurde die mRNA Abundanz von IL-8 (Interleukin 8), A20 (TNFAIP3, tumor necrosis factor,
alpha-induced protein 3), TPL2 (tumor progression locus-2, MAP3K8)., BMP2 (bone morphogenetic
protein 2) und 4-1BB (TNFRSF9, tumor necrosis factor receptor superfamily, member 9, CD137). Die
Ergebnisse der real-time PCRs (Abbildung 4.10) auf den priméren Zellen bestétigten die Unterschiede
zwischen den NOD2 Genotypen. Der L1007fsinsC Genotyp reagierte nicht auf MDP, nur bei BMP2
war auch in diesem Genotyp eine Aktivierung vorhanden, allerdings schwacher als im Wildtyp. Die
Induzierbarkeit der Gentranskription durch MDP im Wildtyp entsprach dagegen exakt den
Ergebnissen des Microarrays, sogar der Zeitverlauf der Aktivierung bei 4-1BB (TNFRSF9, tumor
necrosis factor receptor superfamily, member 9, CD137) stimmt Gberein.
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Abbildung 4.10: Vergleich von Microarray und real-time PCR-Ergebnissen von verschiedenen
Zelltypen.

Spalte eins und zwei: RNA der stabilen FLP-IN HEK-293 Zellen, Spalte 3: RNA von primaren
mononuklearen Zellen (PBMC) nach MDP Stimulation (Spalte eins und zwei: Mittelwerte aus drei
unabhangigen Versuchen; Spalte drei: reprasentatives Ergebnis von zwei unabhangigen Versuchen).
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4.4 Funktionelle Analysen von A20

Mit den Microarrays wurde eine positive Regulierung der A20 (TNFAIP3, tumor necrosis factor, alpha-
induced protein 3) Transkription nach MDP-Stimulation gezeigt. Im Folgenden werden Ergebnisse
vorgestellt, die diesen Befund auf Proteinebene bestatigen. Zudem wird ein funktioneller Einfluss der

A20-Abundanz auf die NOD2-abhéngige NF—«B-Aktivierung gezeigt.

441 A20-Genexpression in Abhangigkeit von MDP-Stereoisomeren

Fir die Bindung von MDP an NOD2 ist die rdumliche Konfiguration entscheidend. Nur das
physiologisch in Bakterien synthetisierte MurNAc-L-Ala-D-isoGIn (LD-MDP) kann erkannt werden. Das
Stereoisomer MurNAc-D-Ala-D-isoGIn (DD-MDP) wurde als spezifische Kontrolle eingesetzt. In
Abbildung 4.11 wird der Effekt der beiden Isomere auf die A20-Expression gezeigt. Per Western-Blot
und Immundetektion mit einem A20-Antikérper (Stressgen, San Diego, USA) wurde die
Proteinabundanz von A20 nach unterschiedlichen Stimulationszeitpunkten ermittelt. Sowohl in THP1-
Zellen (Abbildung 4.11 A) als auch in den stabilen FLP-IN HEK-293 NOD2wt Zellen (Abbildung 4.11
B) wurde ein Ansteigen der A20-Proteinmenge nach Stimulation mit LD-MDP festgestellt. In den
L1007fsinsC-Zellen dagegen ist kein Anstieg in der Proteinmenge festzustellen (Abbildung 4.11 C).
Die densiometrische Auswertung der A20 Proteinbanden auf den Western-Blots (Abbildung 4.11 D)
bestétigt diese Beobachtungen.
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Abbildung 4.11: Nachweis der A20-Expression auf Proteinebene.

A20-Expression wird positiv reguliert durch LD-MDP Stimulation. Die Stimulation mit DD-MDP
dagegen zeigt keine Induktion.

Western-Blots von Lysaten aus A: THP-1 Zellen B: HEK-293 NOD2wt und C: HEK-293
NOD2L1007fsinsC Zellen, entwickelt mit Anti-A20 (Stressgen) (reprasentatives Ergebnis von drei
unabhangigen Versuchen).

D: Densiometrische Auswertung der A20 Proteinbanden.

44.2 A20 ist ein negativer Regulator der durch NOD2 induzierten NF-xB Antwort

Um die Auswirkung der Hochregulierung von A20 auf das entziindliche Geschehen beurteilen zu
kénnen, wurden ansteigende Mengen von A20 in HelLa Zellen Uberexprimiert. Dazu wurden Zellen mit
dem A20-Expressionsplasmid pUNO-hTNFAIP3 (InvivoGen, San Diego, USA) transfiziert. Um
auszuschlief3en, dass die ansteigende Expression von A20 einen hemmenden Effekt auf die NOD2-
Synthese hat, wurde zuerst per Western-Blot die Konstanz der NOD2-Proteinabundanz verifiziert.
Dazu wurde in 6-wells jeweils eine konstante Menge von NOD2 Expressionsplasmid (pCEV-NOD2wt)
transfiziert und zusatzlich ansteigende Mengen von 0 ng bis 1000 ng pUNO-hTNFAIP3 pro well. Um

die Zellen immer mit gleichen Plasmidmengen zu transfizieren, wurden die Differenzen mit einem
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Leervektor aufgeflllt. Die Zellen wurden 24 Stunden nach Transfektion geerntet, lysiert und dem
Western-Blot Verfahren unterzogen. Das Ergebnis ist in Abbildung 4.12 A gezeigt. Durch die Co-
Transfektion von A20-Plasmiden zu den NOD2-Plasmiden wurde die Synthese von NOD2 nicht

beeinflusst.

Fir den NF-xB-Reportergenassay wurden in 96-wells 0 ng bis 16 ng pUNO-hTNFAIP3 pro well in die
Zellen transfiziert. Gleichzeitig wurde eine konstante Menge von NOD2 Expressionsplasmid (pCEV-
NOD2wt) transfiziert und ebenso die Reportergenplasmide fiir den Dual-Luciferase-Reporter Gene
Assay. AnschlieRend wurde fiir 24 h, 8 h, 4 h und 0 h mit DD-MDP (10 ug/ml) stimuliert. Die durch
MDP induzierte NF-«xB Aktivierung ist in Abbildung 4.12 B dargestellt, es ist eine A20-dosisabhangige
Hemmung der Aktivierung zu beobachtbar. Diese Hemmung ist bereits nach 4 Stunden MDP-

Stimulation zu erkennen und ist fur die Zeitpunkte 8 Stunden und 24 Stunden noch deutlicher.

A 0 62 125 250 500 1000 ng pUNO-hTNFAIP3

P.---- -NOD2
- _q -A20

B ° Control (NOD2 neg.)
225 -0
- 1
e -2
% 1.5 - 4
£ 0 -8
g, ~ -16
o I : ng pUNO-hTNFAIP3
Oh 4h 8h 24 h MDP

Abbildung 4.12: A20 (hTNFAIP3) hemmt die MDP induzierte NF—«xB-Aktivierung.

A: A20 und NOD2 Uberexpression in HelLa-Zellen. Die Western-Blot Membran wurde mit Anti-A20
(Stressgen) und Anti-NOD2 Serum (Cayman Chemical) entwickelt.

B: Dual-Luciferase-Reporter Gene Assay auf HeLa-Zellen (reprasentatives Ergebnis von drei
unabhangigen Versuchen). Die NF-«xB Aktivierung nach MDP-Stimulation wird gehemmt durch
steigende Konzentrationen von A20.
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5 Diskussion

5.1 Lokalisation von NOD2

Die Lokalisation von Proteinen hat einen wichtigen Einfluss auf differentielle Funktionen. Wahrend
NOD?2 bisher als cytosolisch lokalisiert galt, berichten neuere Arbeiten von einer Membranassoziation
von NOD2 (Barnich, Aguirre et al. 2005; McDonald et al. 2005, Kufer et al. 2006). In den hier
vorgestellten Ergebnissen zu einer subzellularen Isolierung mit anschlieendem NOD2-Western-Blot
konnte die Membranassoziation nur fiir Uberexprimiertes NOD2 bestatigt werden. Bei Isolierung von

endogenem NOD2 aus THP1-Zellen konnte NOD2 nur in der Cytosolfraktion nachgewiesen werden.

Barnich et al. (2005) zeigen eine Aufnahme eines Konfokalen-Laserscanner-Mikroskopes, die
endogenes NOD2 in HT-29 Zellen mit teilweiser Membranassoziation zeigt. Western-Blots von
subzellularen Fraktionen werden allerdings ausschlie3lich mit Uberexprimiertem NOD2 gezeigt, nicht
mit endogenem. Nur der NOD2wt ist membranstandig, die L1007fsinsC-Variante dagegen nicht. Im
weiteren zeigen Barnich et al. anhand mehrerer in der LRR-Mutationen von NOD2, dass nur die
membranstandigen  Varianten NF-xB-Aktivitdt induzieren kénnen. Auch hier wird die
Membranassoziation nur in Immunfluoreszenzbildern gezeigt und nicht mit einer quantitativen
Methode.

McDonald et al. (2005) untersuchen die Lokalisation von NOD2, um ein inkonsistentes Ergebnis ihrer
Untersuchungen zu erklaren: Obwohl ERBIN (ERBB2IP, erbb2 interacting protein) mit den CARD-
Domanen von NOD?2 interagieren soll, ist bei der L1007fsinsC-Mutation keine Interaktion mehr
nachweisbar. Dieses Ergebnis wird laut McDonald et al. durch die fehlende Membranassoziation von
L1007fsinsC erklarbar. Interaktion mit dem membranlokalisierten ERBIN soll dann nicht mehr maoglich
sein. Entsprechende Untersuchungen an endogenem NOD2 wurden nicht vorgestellt, alle

Experimente wurden mit Gberexprimiertem NOD2 durchgefiihrt.

Kufer et al. (2006) dagegen zeigen auch eine Immunofluoreszenzaufnahme mit Co-Lokalisation von
endogenem NOD2 mit endogenem Erbin. Auch in dieser Arbeit wurde die Membranlokalisation von
NOD?2 als ERBIN-unabhangig beschrieben.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Lokalisation von endogenem und Uberexprimiertem NOD2 im
Western-Blot verglichen. Die Ergebnisse von Barnich und McDonald konnten fiir das endogene NOD2
nicht bestatigt werden. Bereits in der Einleitung wurde beschrieben, dass Uberexpression von
Proteinen der NOD-like-Proteinfamilie Nebeneffekte wie Autooligomerisation bis zur GréRe von
anfarbbaren Proteinaggregaten hervorrufen kann. Eine unphysiologische Lokalisation solcher
Proteinaggregate ist durchaus vorstellbar, z.B. liegt eine solche unphysiologische Isolierung
vermutlich bei dem Nachweis von Uberexprimiertem NOD2 in der Kern- und der Cytoskelettfraktion
vor (Abbildung 4.1 B).
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Inwieweit die Membranassoziation also tatsachlich essentiell fur die Funktion von NOD2 ist, wird sich
erst bei weiteren Untersuchungen zeigen. Einen wichtigen Hinweis auf die Bedeutung der
Membranassoziation wirde die Aufklarung eines primaren Assoziationspartners flir NOD2 in der
Membran liefern. ERBIN scheint aber nach der Erklarung von McDonald et al. (2005) erst sekundar

mit NOD2 zu interagieren, ein Ergebnis, dass auch von Kufer et al. (2006) bestatigt wird.

5.2 Phosphorylierung von NOD2

Durch Immunprazipitation und anschlieRende Massenspektrometrie wurde eine phosphorylierte Form
von NOD2 nachgewiesen. Nach Stimulation mit MDP und Behandlung mit dem Phosphataseinhibitor

Calyculin A wurde eine Phosphorylierung des Serin116 von NOD2 gezeigt.

Die phosphorylierte Sequenz entspricht keinem bekannten Kinasemotiv, so dass eine Aussage uber
die beteiligte Kinase ohne weitere Experimente nicht méglich ist. Da das phosphorylierte Serin aber N-
terminal zu einem Prolin liegt, kann die Suche zunachst auf prolinspezifische Kinasen eingegrenzt
werden. Von den prolinspezifischen Kinasen sind zwei Gruppen bekannt, zum einen die

cyklinabhangigen Kinasen (CDK, cyclin-dependent-Kinases) und die MAP Kinasen.

Da die Phosphorylierungsstelle in der ersten CARD-Domane liegt, ist zundchst an eine Funktion der
Phosphorylierung in der Signaltransduktion zu denken. In der Arbeit von Tanabe et al. wurde neben
zahlreichen anderen Klonen auch das Serin116 gegen eine andere Aminosaure ausgetauscht. Dabei
wurde fur diesen Klon kein Effekt auf die NF—-xB—Aktivierbarkeit festgestellt (Tanabe et al. 2004).
Dieses Ergebnis wurde auch durch einen selbst hergestellten Klon bestatigt. Der NOD2S116A Klon
reagierte auf die Stimulation mit MDP genauso wie der Wildtyp mit NF—xB-Aktivierung (Daten nicht
gezeigt). Dennoch ist eine Funktion in der Signaltransduktion nicht auszuschlieBen, da die anderen
bekannten Signalwege von NOD2 wie die Aktivierung von Caspase1 und die MAP Kinasen-

Aktivierung noch nicht Gberprift wurden.

Ebenso denkbar ist aber auch eine Funktion als Deaktivierungssignal. Durch die Phosphorylierung

kénnte NOD2 fiir den proteasomalen Abbau markiert werden.

Bei Inhibierung mit Phosphatase-Inhibitor Coktail Il wurde in der Immunprazipitation auch eine
Phospho-Tyrosin Bande mit dem Molekulargewicht von NOD2 gefunden (Daten nicht gezeigt). In der
LC-MS (liquid chromatography mass spectrometrie) konnte dieser Befund aber nicht bestatigt werden.
Es ist in der LC-MS nicht gelungen, eine vollstdndige Abdeckung der NOD2 Sequenz zu erreichen.
Die im Trypsinverdau entstandenen Peptide wurden nicht vollstandig wiedergefunden. Daher ist es

durchaus moglich, dass NOD2 an einer der nicht untersuchten Peptide Tyrosin-phosphoryliert ist.
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5.3 Transkriptomanalyse von NOD2wt und L1007fsinsC transfizierten Zellen

Die Technik der Microarrays erlaubt eine genomweite Analyse der RNA-Expression. In der Praxis sind

aber einige Punkte in der Durchflihrung problematisch.

Um in der Analyse vergleichbare Ergebnisse zu erlangen, muss die eingesetzte RNA von hoher
Qualitat sein. Die bei RNA haufig auftretende Degradierung durch RNAsen flihrt zum Misslingen der
Hybridisierung an die gespotteten Oligomere. In dieser Arbeit wurde die Qualitat der eingesetzten
RNA mittels Agilent RNA 6000 nano chips Uberprift und sehr saubere 18S und 28S rRNA-Banden
festgestellt, das heilt es war keine Degradation aufgetreten.

Ein weiterer kritischer Arbeitsschritt ist die Hybridisierung der Chips. Affymetrix Microarray Chips sind
die zur Zeit bewahrtesten und am besten validierten Chips. Die Wiederholbarkeit der Ergebnisse ist
sehr gut. Dennoch spiegeln sich auch bei diesen Chips sofort geringste Schwankungen im Protokoll in

den Ergebnissen wieder.

Bei der Durchfihrung von Microarray-Versuchen ist ein entscheidender Faktor die Analyse der
Expressionsdaten, wobei aus der groflen anfallenden Datenmenge die regulierten Gene ausgefiltert
werden. Zwei grundsatzlichen Kriterien, nach denen die Selektion interessanter Gene durchgefiihrt

wurde, sollen hier kurz erlautert werden.

5.3.1.1 Signifikanzwerte (p-Werte)

Der Signifikanzwert oder p-Wert erlaubt eine Einschatzung der Anzahl falsch positiver Gene.

Als statistisches Auswertungsverfahren wurde in dieser Arbeit die ANOVA-Analyse angewendet, da
mit diesem Verfahren Aussagen Uber die beiden experimentellen Parameter Genotyp und MDP-

Stimulation moéglich sind. Der Signifikanzwert wurde auf 0,05 justiert.

Ein hochsignifikanter p-Wert fir ein bestimmtes Gen bedeutet aber nur, dass die jeweils drei
Wiederholungen der neun experimentellen Bedingungen sehr ahnliche Ergebnisse geliefert haben.
Fir den Zellstoffwechsel wichtige Regulationen mégen aber auch durchaus in den breit variierenden

und damit unsignifikanten Ergebnissen zu finden sein.

5.3.1.2 Fold-change

Der fold-change gibt die Veranderung der Expressionsstarke im Vergleich zweier experimenteller
Bedingungen, also ein direktes Mal} fiir den induzierten Unterschied. In vielen Auswertungsverfahren

fur Microarrays werden zuerst Gene mit hohen fold-change Werten als interessant selektiert.

Unmittelbar verstandlich ist die Bedeutung der Expressionsstarke bei sezernierten Botenstoffen oder
membranstandigen Rezeptoren: geht man davon aus, dass die mRNA auch quantitativ in Proteine
translatiert wird, gibt die Expressionsstarke die Menge des Botenstoffes oder Rezeptors an. Die
Starke eines biologischen Signales ist aber normalerweise abhangig von der Abundanz des

Botenstoffes bzw. Rezeptors. Als Beispiel kann die Induktion von IL-8 dienen. Wie im ELISA
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(Abbildung 4.5) nachgewiesen, wird die induzierte IL-8 Genexpression auch in sezerniertes Protein
Ubersetzt. Je mehr IL-8 sezerniert wird, desto starker ist die chemoattraktive Wirkung auf

Lymphozyten.

Da in fast allen Signalwegen die beteiligten Proteine auch Uber feed-back Schleifen in ihrer
Expression reguliert werden, kann eine Analyse des Transkriptoms auch Hinweise auf beteiligte
Signalwege liefern. Allerdings ist hier die Bedeutung der Expressionsanderung viel vorsichtiger zu
interpretieren, da haufig die Proteinaktivitat posttranslational kontrolliert wird. Ist z.B. durch eine
Stimulation die Translation eines Transkriptionsfaktors hochreguliert, heil3t das noch nicht, dass dieser
Transkriptionsfaktor auch vermehrt aktiv ist. Dazu kann beispielsweise eine aktivierende

Phosphorylierung durch eine Kinase notwendig sein.

Dieses Beispiel soll verdeutlichen, dass eine Uberschatzung des Selektionskriteriums fold-change den
biologischen Ablaufen nicht immer gerecht wird. Ein hoher fold-change muss nicht bedeuten, dass
auch ein starker biologischer Effekt eintritt. Vice versa kann auch das Anschalten eines

SchllUsselproteins trotz niedrigem fold-change starke Auswirkungen auf den Stoffwechsel haben.

Ein weiteres Problem der fold-change Analyse besteht ihrer Tendenz, niedrige Signalwerte
Uberzubewerten. Signalwerte in der Nahe des experimentellen Rauschens erreichen oft allein durch

Zufall hohe fold-changes.

Aus diesen Uberlegungen heraus wurde in dieser Arbeit fiir die engere Genauswahl der Cluster-

Analysen der relativ niedrige fold-change Grenzwert von 1,4 gewahilt.

5.3.2 Diskussion der Microarray-Ergebnisse

5.3.2.1 Die transgenen Zelllinien

Um fUr die Microarrayversuche vergleichbare Zellen zu haben, die sich nur im NOD2 Genotyp
unterscheiden, wurde das FLP-IN System eingesetzt. Da mit diesem System sichergestellt werden
kann, dass die Insertion der Expressionskasette immer am selben Ort des Genoms erfolgt, sind die
festgestellten Expressionsunterschiede mit groRBter Wahrscheinlichkeit auf den Einfluss der

insertierten NOD2-Varianten zurlickzuftihren.

Die Zelllinie HEK-293 wurde ausgewahlt, da sie NOD2 nicht konstitutiv exprimiert. Die nur mit
Leervektor transfizierte Stammlinie kann also als Negativkontrolle im Experiment dienen. Dies
impliziert aber eine wichtige Einschrankung: Zellen, die kein NOD2 exprimieren, sind mdglicherweise
auch defizient fur Adaptoren oder andere nachgeschaltete Effektoren. Deswegen wurden die Zellen in
NF-«B-Luciferase Assays und in IL-8 ELISAs auf ihre Stimulierbarkeit getestet, wobei sich fir die
NOD2wt Zellen eine normale Aktivierbarkeit zeigte. Auch die Expression des wichtigsten Effektors,

RIP2, wurde per Western-Blot kontrolliert (Daten nicht gezeigt).
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Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass endogen NOD2 exprimierende Zellen wie
Monozyten eventuell zusatzliche Signalwege nutzen, die in HEK-293 Zellen nicht nachgewiesen

werden kdnnen.

5.3.2.2 Genotypinduzierte Genregulation

Auf der Basis des genomweiten Microarray-Experiments wurden 3378 Gene identifiziert, deren

Expression vom NOD2 Genotyp abhangig war.

Die grol’e Anzahl der genotypregulierten Gene lasst sich mit dem Modell der Aktivierung durch
Oligomerisierung erklaren. Da auch ohne Liganden immer eine bestimmte Rate von
Autooligomerisation auftritt, ist die basale Aktivitdt auch von der Abundanz der NOD2 Molekile
abhangig. Transfiziert man NOD?2 in steigenden Konzentrationen, steigt auch die NF-kB-Aktivitat. Dies
fuhrt zu einer erhdhten basalen Aktivierung bei Uberexpression, die fiir viele Gene die mdgliche
Expressionsregulation bereits ausschopft. Solche Gene sind durch MDP nicht mehr stark induzierbar
und erreichen daher in der Analyse nach MDP-Regulierbarkeit keine signifikante

Expressionsanderung.

Es wurde auch ein Vergleich der Ergebnisse der Proteom-Analyse von Weichart et al. (2006) mit der
Gruppe der Genotyp-induzierten Gene durchgefiihrt. Die 33 Gene, die in beiden Gruppen Signifikanz
erreichen, sind allein aufgrund ihres wiederholten Auftretens in einer quantitativen Analyse von
besonderem Interesse. Ein genauerer Vergleich von fold-changes in den einzelnen Genotypen ist
aufgrund unterschiedlicher Datenanalysen nicht sinnvoll durchzufihren. Fir einzelne Gene lasst sich
aber ein Tendenzvergleich anstellen: Im Microarray ist z.B. Vimentin stark positiv reguliert, dieses
Ergebnis findet sich auch in der Proteom-Analyse. Auch die stark negative Regulierung von heat

shock protein 70 stimmt in beiden Arbeiten Uberein.

5.3.2.3 MDP-induzierte Genrexpression und Dysfunktion der L1007fsinsC-Mutante
Nur im NOD2wt wurden MDP-induzierte Cluster gefunden. Weder in der L1007fsinsC Mutation noch

in der Kontrolle waren MDP-induzierte Gencluster zu finden, was flr eine essentielle Rolle von NOD2
in der MDP-Erkennung spricht. Die beschriebene Erkennung von MDP durch NALP3 (Martinon et al.
2004) hat in HEK-293 Zellen keine Bedeutung, da NALP3 nicht exprimiert wird. Weitere mogliche
Interaktionspartner von MDP wie Calreticulin (Chen et al. 2005) konnten ebenfalls nicht bestatigt

werden.

Far NOD2wt und L1007fsinsC ist in der Literatur eine dhnlich hohe basale NF—«B-Aktivitat berichtet
(Chamaillard et al. 2003; Tanabe et al. 2004). Deswegen war es unerwartet, dass in der vorliegenden
Arbeit die L1007fsinsC-Variante im unstimulierten Zustand dem Expressionsmuster der Kontrolle
deutlich &hnlicher war als dem Wildtyp. Auch mit MDP-Stimulation waren nur wenige Anderungen der
Genexpression zu verzeichnen, die sich bei weiterer Anwendung von Selektionskriterien nicht

bestatigen lieBen. Allerdings zeigt sich in der einzigen Arbeit, die ebenfalls Microarrays mit diesen
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beiden NOD2-Varianten durchfuhrte, ein vergleichbares Ergebnis: in primaren L1007fsinsC-
homozygoten Monozyten war die MDP-Antwort im Vergleich zum Wildtyp stark reduziert (Li et al.
2004). Auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten an primaren Monozyten verifiziert
werden. Dieser Vergleich spricht fir die physiologische Richtigkeit der verminderten L1007fsinsC
Reaktivitat. Bei starker Uberexpression lasst sich aber auch die basale Aktivitdt von L1007fsinsC
steigern, dadurch sind vermutlich die abweichenden Ergebnisse von Chamaillard et al. (2003) und

Tanabe et al. (2004) zu erklaren.

5.3.3 NOD2 abhangige Gene

5.3.3.1 Chemokine

In NOD2wt-Zellen fiihrte die MDP-Stimulation zur Hochregulierung einiger Chemokine mit
proinflammatorischer und chemotaktischer Wirkung. Interleukin-8 (CXCL8) ist gut bekannt als
parakriner Lockstoff fiir Neutrophile. IL-8, MIP2a (CXCL2, macrophage inflammatory protein 2), MIP2f3
(CXCL3) und GCP2 (CXCLS6, granulocyte chemotactic protein 2) haben mdglicherweise redundante
Funktionen, da sie alle an denselben Rezeptor CXCR1 binden. Zusatzlich kénnen IL-8 und GCP2
auch an den CXCR2 binden (Matityahu et al. 2002). Von all diesen Chemokinen ist bekannt, dass sie
bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen hochreguliert sind (Autschbach et al. 2002; Banks et
al. 2003). Fir GCP2 war bisher noch keine Abhangigkeit von NOD2 beschrieben. Von der
Wirkungsweise von GCP2 bei Morbus Crohn ist aber ein differenzierteres Bild bekannt. GCP2 wird
selektiv in Endothelzellen des entziindeten intestinalen Gewebes von Crohn-Patienten exprimiert. Die
endotheliale Expression von GCP2 ist hier beschrankt auf verletzte und abheilende Regionen des
Epithels (Gijsbers et al. 2004). Diese Ergebnisse deuten auf eine differenzierte und sich wechselseitig

erganzende Funktion der verschiedenen Chemokine im Krankheitsverlauf.

Unter den genotypregulierten Genen finden sich in NOD2wt-Zellen negativ reguliert das Chemokin
SDF1 (stromal cell derived factor 1; CXCL12) und positiv reguliert sein Rezeptor, CXCR4. SDF1 ist
effizienter Lockstoff flir Lymphozyten. Smith et al. (2005) zeigen aber auch, dass SDF1 durch den
Rezeptor CXCR4 die Migration von intestinalen Epithelzellen steuert und die Wundheilung der

Mucosa fordert. Dadurch wird die Barrierefunktion gegen Pathogene wiederhergestellt.

Bis auf SDF1 sind alle erwdhnten Chemokine in NOD2wt-Zellen positiv reguliert. Die Beispiele zeigen,
dass nicht nur die primare proinflammatorische Reaktion von den Chemokinen gesteuert wird,
sondern auch Heilung und Regeneration der Mucosa nach einem bakteriellen Angriff. Auch hier
konnte ein weiterer Faktor zur Beglinstigung permanenter Entzindungen in der L1007fsinsC Variante
liegen: Wenn die Regeneration der Mucosa nicht organisiert wird, sind weitere bakterielle Angriffe

eher erfolgreich und kénnen zu einem chronischem Problem werden.
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5.3.3.2 MAP Kinasen

Die Beteiligung der MAP Kinasen ERK 1/2 (MAPK1 mitogen-activated protein kinase 1) und p38 in
NOD2-Signaltransduktion ist bereits mehrfach beschrieben worden (Pauleau und Murray 2003;
Martinon et al. 2004; Kobayashi et al. 2005). In der vorliegenden Arbeit wurden diese MAP Kinasen

nicht gefunden, aber etliche andere in der MAP Kinasen-Kaskade beteiligte Proteine.

Ein interessantes Gen der MAP Kinasen-Kaskade ist im NOD2wt nach MDP-Stimulation positiv
reguliert: TPL2 (tumor progression locus-2) oder synonym COT (MAP3K8). Die Rolle von TPL2 in der
angeborenen Immunitat wird schon seit einigen Jahren diskutiert, nachdem der Einfluss von TPL2 auf
die LPS induzierte Sekretion von TNFo bekannt wurde (Dumitru et al. 2000). TPL2 defiziente Mause
zeigen nach Stimulation mit LPS keine ERK-Aktivierung, die Aktivierung der anderen MAP Kinasen

bleibt intakt. Der Verlust der ERK-Aktivierung fuhrt zu einer geringeren TNFa Induktion.

Jingst sind zwei Arbeiten erschienen, die zeigen, dass die Sekretion von IL-12 p40, das die
Immunantwort in Richtung Th1 reguliert, in ERK oder TPL2 defizienten Zellen stark erhoht ist. Die
ERK-Aktivierung nach Infektion mit Helicobacter hepaticus bendtigt sowohl die p50/p105 Untereinheit
von NF-«xB (NFKB1 nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1 (p105)) als
auch TPL2 (Tomczak et al. 2006). Ist dieser Signalweg unterbrochen, wird vermehrt IL-12 p40
produziert. In TPL2 defizienten Mausen wurde nach bakterieller Infektion eine nach Th1 polarisierte

Immunantwort festgestellt (Sugimoto et al. 2004).

Geht man von der Vermutung aus, dass TPL2 in der Signaltransduktion von NOD2 eine &hnliche
Rolle spielt, kdnnte in der fehlenden TPL2 Induktion der L1007fsinsC-Mutation ein weiterer Baustein
zur Entstehung von Morbus Crohn liegen: Morbus Crohn ist gekennzeichnet durch eine
Uberschieende Th1-Immunantwort. Die fehlende Induktion des Negativregulators TPL2 konnte das

Signalgleichgewicht in Richtung Krankheit verschieben.
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Abbildung 5.1: Funktion von TPL2 in der LPS-induzierten Immunantwort.

(nach Tomczak et al. 2006 und Sugimoto et al. 2004)

ERK 1/ 2: mitogen activated kinase 1; IL-12 p40: Interleukin-12 Untereinheit 40 kD;

LPS: Lipopolysaccharid; p50/p105: NF-«xB Untereinheit 105 kD; TNFo.: fumor necrosis factor a;
TPL2: Tumor progression locus-2.
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Auffallig ist auch die starke positive Regulation von JUN (v-jun avian sarcoma virus 17 oncogene
homolog) nach MDP Stimulation in NOD2wt-Zellen. JUN ist Bestandteil des heterodimeren
Transkriptionsfaktors AP1. JUN wird klassischerweise von JNK aktiviert. Eventuell zeigt diese
Regulation, dass auch die MAP Kinase JNK eine Rolle in der NOD2 Signaltransduktion spielt.

Ebenso in Cluster 1 (Abbildung 4.7) vertreten sind zwei Inhibitoren der MAP Kinasen: DUSP1 und
DUSP16 (dual specifity phosphatases 1 and 16). Obwohl sie als Kinasen zur vollen Aktivierung der
MAP Kinasen beitragen, ist ihre Phosphatasefunktion, die zur Deaktivierung der MAP Kinasen fihrt,
besser untersucht und fir inflammatorische und cancerogene Vorgange entscheidend. DUSP16 wird
selber durch ERK phosphoryliert und inhibiert darauthin JNK und p38 (Masuda et al. 2003). Fir
DUSP1 ist bereits eine wichtige Rolle in der angeborenen Immunitat belegt. So zeigten zwei
Arbeitsgruppen (Hammer et al. 2006; Salojin et al. 2006) dass DUSP1 ein essentieller endogener
Regulator der inflammatorischen Antwort auf LPS ist. DUSP1 defiziente BMDMs (bone marrow
derived macrophages) zeigten langere p38 Aktivierung und eine erhdhte Cytokinproduktion. Unter
diesen Cytokinen ist auch das antiinflammatorische IL-10, das durch die verlangerte p38-Aktivierung
vermehrt produziert wird. Trotzdem sind DUSP1 defiziente Mause aufgrund der ungehemmten IL-6
Produktion hochempfindlich gegen Endotoxinschocks (Chi et al. 2006).

Mit DUSP1 und DUSP16 sind zwei weitere negative Regulatoren der inflammatorischen Antwort

MDP-abhangig hochreguliert.

gf —® Aktivierung
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Abbildung 5.2: Hemmende Funktion von DUSP1 auf die p38 Aktivitat nach LPS-Stimulation.
(nach Hammer et al. 2006; Salojin et al. 2006 und Chi et al. 2006)

DUSP1: dual specifity phosphatase 1; IL-6: Interleukin 6; IL-10: Interleukin 10; LPS:
Lipopolysaccharid; p38: p38 MAP Kinase.
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5.3.3.3 Hinweise auf NOD2-abhangige T-Zell-Aktivierung

5.3.3.3.1 4-1BB
Ein stark positiv MDP-reguliertes Gen in Cluster 1 (Abbildung 4.7) ist 4-1BB (TNFRSF9, tumor

necrosis factor receptor superfamily, member 9, CD137). 4-1BB wird hauptsachlich von aktivierten T-
Zellen exprimiert und fungiert dort als costimulatorischer Rezeptor. In der hier vorliegenden Arbeit wird
die Expression von 4-1BB als NODZ2-abhangig beschrieben, die Expressionsinduktion konnte in
primaren Monozyten bestéatigt werden.

Interessant ist, dass 4-1BB bereits im Zusammenhang mit Morbus Crohn untersucht wurde. Maerten
et al. (2004) berichten, dass die Menge von 4-1BB mRNA in entziindetem Gewebe von Morbus Crohn
Patienten im Vergleich zu Proben von Normalkontrollen und Ulzerativer Colitis Patienten erhoht war.
Eine andere Arbeitsgruppe beschreibt, dass agonistischer Anti-4-1BB Antikérper eine experimentell
induzierte Colitis in Mausen verbessern kann, indem die Produktion von IL-2 vermindert und die
Anzahl der regulatorischen T-Zellen erhéht wird (Lee, Lee et al. 2005). Eine dritte Arbeitsgruppe
beobachtete eine erhdhte Anfalligkeit von 4-1BB defizienten Mausen gegen Infektionen mit Listeria
monozytogenes. Eine Vorbehandlung mit agonistischem Anti-4-1-BB dagegen fuhrte im Vergleich zur
Kontrolle zu einer erhdhten Resistenz gegen L. monozytogenes (Lee, Ju et al. 2005). 4-1BB scheint
also eine wichtige Funktion in der Pathogenabwehr zu haben, eine Funktion, die in den L1007fsinsC-

mutierten Zellen nicht in gleichem Male genutzt werden kann.

5.3.3.3.2 Immunophiline

Immunophiline sind Enzyme, die als Peptidyl-Prolyl-cis/frans Isomerasen (PPlasen) fungieren.
Wahrend die normale Peptidbindung fast ausschlieRlich in der planaren trans—Konformation vorliegt,
ist am cyclischen Prolin auch die abgewinkelte cis-Konformation stabil. Aufgrund dieser einzigartigen
Eigenschaft ist Prolin maRgeblich an der sekundaren Strukturierung von Proteinen beteiligt. Die
enzymatische Anderung der cis/trans-Konformation ist geeignet, die Aktivitat von Proteinen zu
regulieren (Edlich und Fischer 2006).

Die vorliegenden Microarray-Ergebnisse zeigen, dass funf dieser PPlasen genotypabhangig reguliert
sind: Cyclophilin A (PPIA, peptidyl-prolyl isomerase A) ist im NOD2wt positiv reguliert, ebenso PPIG
(peptidyl-prolyl isomerase G (cyclophilin G)) und PIN4 (peptidyl-prolyl cis/trans isomerase) NIMA-
interacting, 4 (parvulin)), PPIL6 (peptidyl-prolyl isomerase (Cyclophilin)-like 6) und ITFG1 (T-cell

immunomodulatory protein) sind negativ reguliert.

Cyclophilin A wird bei inflammatorischen Stimuli von der Zelle sekretiert und wirkt als Chemoattraktant
fur Neutrophile und Eosinophile. Das Immunsuppressivum Cyclosporin A wirkt durch Hemmung von
Cyclophilin A. Cyclophilin A interagiert mit Emmprin (CD147) und fUhrt Gber diesen Signalweg zur
Aktivierung von ERK (Yurchenko et al. 2002). Cyclophilin A wurde auch in der Proteomanalyse als
signifikant NOD2-abhangig reguliert erkannt (Weichart et al. 2006).
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Uber die anderen genannten Proteine ist wenig bekannt, aber die PPlasen werden als wichtiger
Faktor bei der Aktivierung von T-Zellen angesehen. Auch hier kdnnte sich eine Verbindung zwischen

dem NOD2-Signalweg und der Entziindungsregulation durch das adaptive Immunsystem ergeben.

5.3.3.4 Weitere positiv-regulierte entziindungsinduzierende Gene

NF-kB-Aktivierung fuhrt nicht nur zu Chemokinsekretion, sondern auch zur Induktion von
Prostaglandinen und Leukotrienen. Uber diese kurzlebigen Botenstoffe wird z.B. die Vasodilataion in
den entziindeten Bereichen reguliert. Schllisselenzym zur Produktion dieser Botenstoffe ist COX2
(PTGS2, prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase)).

Auch dieses Enzym ist in dem vorliegenden Microarray im stimulierten Wildtyp stark hochreguliert.

PTX3 (Pentraxin —related gene, rapidly induced by IL-1/5) gehdrt zur Pentraxin Superfamilie, zu der
auch CRP (C-reactive Protein) und SAP (serum amyloid P component) zahlen. Diese sogenannten
acute-phase Proteine werden kurzfristig als Antwort auf Entziindungssignale sekretiert und sind dann
im Blut nachweisbar. PTX3 defiziente Mause sind empfindlicher gegen Infektionen mit Aspergillus
fumigatus, Pseudomonas aeruginosa und Salmonella typhymurium. Man nimmt derzeit an, dass PTX3
als Opsonin fungiert und die Pathogene so dem Angriff von Monozyten und Makrophagen zugénglich
macht (Bottazzi et al. 2006). PTX3 wurde auch in Microarrays als proinflammatorisches Gen
identifiziert, das als Teil des Aktivierungsprogramms von primaren Makrophagen bei Stimulation mit
verschiedenen Bakterien positiv reguliert wird (Nau et al. 2002). Laut Han et al. (2005) kann die PTX3-

Induktion durch Inhibition von JNK verhindert werden, nicht aber durch NF—«B-Inhibitoren.

5.3.3.5 Verbindung zu anderen Signalwegen

BMP2 (bone morphogenetic protein 2) gehort zur TGFp Superfamilie. Die Signaltransduktion findet
Uber zwei Rezeptortypen statt, BMPRI und BMPRII. BMP2 bindet kooperativ an beide Rezeptoren, die
wiederum SMAD1 (SMAD, mothers against DPP homolog 1 (Drosophila)) phosphorylieren. SMAD1
bildet einen heterodimeren Komplex mit SMAD4, und dieser Komplex flhrt im Nukleus zu spezifischer
Genaktivierung. BMP2 ist bereits als Tumor-Supressor fiir Colon-Karzinome im Interesse der
Forschung. Sowohl BMP2 als auch seine Rezeptoren Typ | und Il werden von IECs exprimiert. Die
Wirkung von BMP2 ist antiproliferativ und férdert die Differenzierung der Zellen (Hardwick et al. 2004).
Eine andere Arbeit zeigt, dass eine H. pylori-Infektion der Magenschleimhaut zu erhdéhter BMP2-
Sekretion flhrt (Bleuming et al. 2006).

BMP2 ist in NOD2wt-Zellen stark durch MDP induzierbar, und dieses Ergebnis konnte auf PBMCs
verifiziert werden (Abbildung 4.10). BMPRII (bone morphogenetic protein receptor, type Il
(serine/threonine kinase) ist im NOD2wt Genotyp positiv reguliert, dagegen im L1007fsinsC leicht
negativ. Durch die Veranderung im BMP2-Signalweg kommt es moglicherweise zu histologischen

Veranderungen der Mucosa bei bakteriellen Infektionen.
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Abbildung 5.3: Der BMP2 Signalweg.

(nach Hardwick et al. 2004)

BMP2: bone morphogenetic protein 2; BMPR bone morphogenetic protein receptor;
SMAD : SMAD, mothers against DPP homolog.

Stark genotypabhangig reguliert ist auch IFI16 (interferon, gamma-inducible protein 16). In NOD2wt-
Zellen ist IFI16 positiv, dagegen in der L1007fsinsC-Variante negativ reguliert. Klassischerweise ist die
Expression von IFI16, wie der Name sagt, durch Interferon gamma induzierbar. IFI16 tragt eine Pyrin-
Doméane wie die NALP-Proteine und interagiert mit p53. Uber diese Interaktion kann IFI16 den

Zellzyklus unterbrechen und die Zellen in der G-0 Phase festhalten (Gugliesi et al. 2005).

Einziger Vertreter mit CARD-Domane unter den genotypregulierten Genen ist CARDS8 (tumor up-
regulated CARD-containing antagonist of caspase nine). CARD8 oder synonym TUCAN oder
CARDINAL ist im NOD2wt-Genotyp positiv reguliert, im L1007fsinsC-Genotyp dagegen fast nicht

reguliert im Vergleich zur Kontrolle.

CARDS ist bekannt firr seine inhibierende Wirkung auf den mitochondrialen Apoptoseweg tUber APAF1
und Caspase-9 (Pathan et al. 2001). Den NF-«B-Signalweg kann CARDS (iber eine direkte Interaktion
mit NEMO (IKKy) inhibieren (Bouchier-Hayes et al. 2001). Aber CARDS8 zeigt auch Interaktionen mit
anderen Proteinen mit CARD- oder NOD-Domaéne. So interagiert CARD8 mit Caspase-1 und den
Caspase-1 Inhibitoren ICEBERG (caspase-1 inhibitor) und pseudo-ICE (COP1, caspase-1 dominant
negative inhibitor) (Razmara et al. 2002) und kann so das Prozessieren von IL-1p beeinflussen. Eine
weitere Einflussnahme auf diesen Signalweg ist durch Interaktion der FIIND-Doméane von CARD8 mit
den NOD-Domanen von NALP2 und NALP3 gegeben. Durch diese Interaktion kann CARDS8 ein

Bestandteil des NALP3-Inflammasoms werden und die IL-1p Sekretion fordern (Agostini et al. 2004).

Welche Rolle CARDS in der NOD2 induzierten Signaltransduktion hat, I1&sst sich aufgrund dieser teils
widersprichlichen Ergebnisse nicht genau eingrenzen. CARDS ist ein vielfaltiges Adaptorprotein, das

die NOD2-Antwort sowohl fir den NF-«B-Signalweg als auch fur die IL-1p Sekretion modulieren kann.
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5.3.3.6 Hitzeschock-Proteine
Unter den im Genotyp regulierten Genen ist HSP70 (HSPA1, heat-shock 70-KD Protein) eines der am

starksten negativ regulierten. Diese Beobachtung deckt sich mit denen der Proteomanalyse von
Weichart et al. (2006), wo HSP74 (HS74, heat-shock 70-KD Protein 4) in den NOD2 Zelllinien

herabreguliert war.

Zwar ist bekannt, dass Hitzeschock-Proteine oft unspezifisch auf die Transformation von Zellen
reagieren, im Falle der NOD-Proteine gibt es aber Hinweise, dass ein funktioneller Bezug zur
Signaltransduktion besteht. Fir pflanzliche Resistenzgene ist beispielsweise nachgewiesen, dass
HSP9O0 essentiell ist fir ihre Rezeptorfunktion (Schulze-Lefert 2004). Auch fiir TLRs ist bekannt, dass
sie auf sekretierte HSPs aus Pathogenzellen oder lysierten Nachbarzellen reagieren (Takenaka et al.
2004). In der Arbeit von Hahn (20059) ist eine Interaktion von NOD1 mit HSP70 und HSP90 und dem
Co-Chaperon CHP-1 beschrieben. Hahn erwéagt fir die Chaperone eine analoge Rolle zu den
pflanzlichen R-Genen: die Komplexierung mit den Chaperonen sorgt nicht nur fir eine korrekte
Faltung des Proteins, sondern im weiteren auch firr ein Verhindern vorzeitiger Oligomerisation. Erst
mit Bindung des Pathogenliganden wird der Chaperonkomplex aufgelost und die Signaltransduktion
eingeleitet. Eine direkte Verbindung von negativ regulierter HSP70-Produktion im NOD2wt zu einer
veranderten Aktivitdt von NOD2 Iasst sich nicht unmittelbar herstellen. Dennoch ist die Veranderung
der HSP70-Expression ein mdglicher Hinweis auf eine funktionelle oder physische Interaktion, die z.B.

Uber Immunprazipitation gezeigt werden kdnnte.

5.3.3.7 Vergleich mit Pathogen-induzierten Aktivierungsprogrammen

Uber die bakteriell induzierte transkriptionelle Antwort verschiedener Zelltypen ist bereits umfangreich
geforscht worden. So verdéffentlichten Nau et al. (2002) ein Makrophagen-Aktivierungsprogramm, dass
auf der Stimulation von primadren humanen Makrophagen mit verschiedenen Bakterien beruht. Dieses
Aktivierungsprogramm zeigt etliche Uberschneidungen mit den hier vorgestellten NOD2-induzierten
Expressionsanderungen. Folgende Gene finden sich in beiden Stimulationen: IL-8, CXCL2, CXCL3,
DUSP1, NFKBIA, COX2, PTX3, IER3, TNFAIP3 und TNFRSF9. Ahnliche Uberschneidungen finden
sich bei der durch invasive Shigella flexneriin Caco-2 Zellen induzierten Expressionsanderungen. Hier
werden z.B. Amphiregulin, IL-8, CXCL2, CXCL3, TNFAIP3, IER3, COX2 und JUN genannt (Pedron et
al. 2003). Inwieweit hier NOD2 und TLRs redundant oder kummulativ aktiviert werden, lasst sich
anhand der Microarrays nicht entscheiden. Trotz der Annahme eines generellen
Aktivierungsprogrammes sind daruber hinaus die spezifischen Effekte jeder Pathogenspezies zu

beachten.

5.3.3.8 Negative Regulatoren der NF—xB-Antwort und mégliche Pathogentoleranz

Die Hochregulation proinflammatorischer Gene wie den Chemokinen im NOD2wt, aber nicht in der
L1007fsinsC-Mutante, tragt nicht zur Erklarung des Paradoxons von Morbus Crohn bei: Wieso wird

eine chronische Entziindung ausgelost durch eine Mutante mit Defizienz in der entziindlichen
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Signaltransduktion? In dieser Hinsicht bedenkenswerter ist die Gruppe der Gene, die
Entziindungssignale beenden. In diesem Microarray wurden im NOD2wt eine Anzahl solcher Gene

hochreguliert:

IKBa. (NFKBIA) wird beim Beginn der NF-xB-Signaltransduktion abgebaut und muss durch

Neutranslation ersetzt werden, um das Signal abzuschalten.

IEX1 (IERS3) ist ebenfalls als negativer Regulator der NF—-«xB-Antwort bekannt, ein Mechanismus
besteht in der Hemmung der IKBa —Degradierung (Arlt et al. 2003). Aber die Funktion von IEX1 ist
komplex, es wurden einige Arbeiten Uber pro- und antiapoptotische Sensitivierung durch 1EX1
veroffentlicht. So ist z.B. trotz der negativen Regulierung der anti-apoptotischen Signalwege von
NF-«xB und AKT1 (v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1) auch eine Hemmung von
Apoptose in aktivierten T-Zellen durch IEX1 bekannt (Kruse et al. 2005).

Weiterhin zahlt zu dieser Gruppe auch A20, das nachfolgend diskutiert wird.

5.3.4 A20 als negativer Regulator der MDP-Antwort

Die Gruppe der Negativregulatoren der inflammatorischen Antwort bildet einen auffalligen Anteil im
Cluster 1 (Abbildung 4.7). Sie sind hochsignifikant und MDP induzierbar. Dies legt die Hypothese
nahe, dass die negative Regulation von NF-«xB eine sekundare, aber wichtige physiologische
Funktion von NOD2 darstellt. Eventuell wird auf diesem Wege eine gewisse Toleranz gegen Bakterien
aufrechterhalten, analog zur bekannten Endotoxin-Toleranz der TLRs. Aus diesem Grunde wurde A20
(TNFAIP3, tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3) als Mitglied dieser Gruppe genauer

untersucht.

In der vorliegenden Arbeit wurde A20 als NOD2 induziertes Gen erkannt. Daraufhin wurde die
Wirkung von A20 auf die MDP induzierte inflammatorische Antwort eingehend untersucht und eine
negative Regulierung festgestellt. Es stellt sich nun die Frage, an welcher Stelle des Signalweges und

mit welchem Mechanismus A20 in den NOD2-Signalweg eingreift.

A20 ist bekannt als negativer Regulator der NF—«B-Antwort. Mehrere mdgliche Mechanismen der
Hemmung wurden bereits publiziert. So wurden z.B. A20, NEMO und RIP zusammen mit dem p55
TNF-Rezeptorkomplex prazipitiert (Zhang et al. 2000). Die Bindung von tberexprimiertem A20 an den

Rezeptorkomplex fuhrte zu geringerer IKB—Kinaseaktivitat.

Wie komplex die Interaktion von A20 und RIP bei TNFa induzierter Aktivierung ist, wird aus einer
anderen Arbeit deutlich: A20 hat hier eine duale Funktion als Ubiquitin editierendes Enzym. Zuerst
werden die Lys63 verknupften Ubiquitinreste von RIP deubiquitiniert, diese Reaktion wird von der N-
terminalen OTU-Domane von A20 vermittelt. Danach katalysiert A20 mit seinen C-terminalen Zink-
Finger-Domanen eine Lys48 verknipfte Ubigitinierung von RIP. Durch diese Lys48 Ubiquitinierung
wird RIP proteasomal abgebaut und damit die inflammatorische Antwort unterbrochen (Wertz et al.
2004).
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Durch die Arbeit von Boone et al. (2004), die die Rolle von A20 in der TLR-Antwort untersucht haben,
wurde klar, dass die OTU-Doméane von A20 auch TRAF6 deubiquitiniert und damit inaktiviert. A20
defiziente Mause entwickeln spontan schwere Entziindungen und kénnen die TLR-Antwort nicht
wieder abschalten (Boone et al. 2004). Interessanterweise ist aber das Phanomen der Endotoxin-
Toleranz (LPS-Vorstimulation vermindert die inflammatorische Antwort einer nachfolgenden
Stimulation) in den A20 defizienten Zellen nicht beeintrachtigt. Dies zeigt, dass A20 nicht der einzige

negativ regulierende Faktor sein kann.

Abbildung 5.4: Bekannte Deaktivierungsziele von A20.

— Adtivierung (nach Boone et al. 2004; Wertz et al. 2004 und Zhang et al. 2000)
I H NEMO: NF-xB essential modulator; NIK: mitogen-activated
emmung protein kinase kinase kinase 14; TLR: toll-like-rcepftor,

TNFR I: TNFa Rezeptor 1, p55; TRAF: TNF receptor-associated
factor; RIP: receptor interacting serine-threonine kinase .
TNFR | TLR

' |
RIP K ¢
T Riﬁ V\/

TRAFB
MIK NEMO
N /
MNF-xB

Auch im NOD2 Signalweg ist bereits eine Beteiligung von Ubiquitinierungsreaktionen gezeigt worden:
Aktiviertes RIP2 induziert eine Lys63 Ubiquitinierung von NEMO, die notwendig ist um die volle
Aktivierung des IKK-Komplexes zu erreichen (Abbott et al. 2004). Diese Reaktion kann durch die
Uberexpression von CYLD (cylindromatosis (turban tumor syndrome)), einem Protein mit
deubiquitinierender Funktion, inhibiert werden.

CYLD ist in der vorliegenden Arbeit im NOD2wt schwéacher exprimiert als in der Kontrolle. Bei IBD-
Patienten wurde eine Herunterregulierung von CYLD festgestellt (Costello et al. 2005). Eventuell ist

auch dieses Protein ahnlich wie A20 an der Modulation der NOD2-Antwort beteiligt.

Die Ergebnisse der hier durchgefihrten NF—«xB-Luciferase Assays zeigten eine starke Hemmung der
NOD2-Antwort durch A20. Sowohl essentiell fir den NOD2-Signalweg und aus der Literatur als A20-
Zielprotein bekannt ist NEMO. Ebenso kdnnte aber A20, analog zu seiner Wirkung auf RIP, auch RIP2
modulieren. Nicht zuletzt ist auch noch unbekannt, ob NOD2 selbst ubiquitiniert wird. Welches dieser
Proteine an der A20-vermittelten Regulierung der NOD2-Signaltransduktion beteiligt sein konnte,

bleibt Ziel weiterer Untersuchungen.
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6 Ausblick

Durch die Microarrayergebnisse sind den bisher bekannten NOD2-Wirkungen zahlreiche neue
Aspekte hinzugefiigt worden. Dabei wurde in der Diskussion besonderes Augenmerk auf Gene gelegt,
die mdglicherweise mit Entzindungsregulation in Zusammenhang stehen. Ebenso kann man aber in
den Ergebnissen die zahlreichen Gene untersuchen, deren Funktion in der Regulation oder
Einhaltung von Zellkontakten liegt. Eine weitere Gruppe von regulierten Genen stammt aus dem
Bereich der DNA-Reparatur und der Regulation von Zellzyklus und Apoptose. Nicht zuletzt kann sich
in den noch nicht weiter beschriebenen Sequenzen der ESTs ein wichtiger Regulator der

Entztiindungsfunktionen von NOD2 verbergen.

Unter den diskutierten Ergebnissen fallt auf, dass einige Proteine eine abheilende und proliferative
Funktion einnehmen kénnen (BMP2, GCP2, CXCR4), oder aber generell antiinflammatorisch wirken
(DUSP1, A20, IERS3, IKBa). Diese Auswirkungen der NOD2-Antwort kdnnte eine VerknlUpfung zur

Atiologie von Morbus Crohn enthalten.

Letztendlich sind die Ergebnisse der Microarrays erst zu beurteilen, wenn eine Bestatigung fir die
einzelnen Gene auf Proteinebene stattgefunden hat. Auch bei plausiblen Microarrays wird immer ein
gewisser Anteil der Ergebnisse auf zufalligen Effekten und unbekannten Ursachen beruhen. Der
Nachweis der funktionellen Interaktion des A20-Proteins mit der NOD2 induzierten NF—kB-Antwort ist
daher Vorraussetzung fir ein weitere Untersuchung dieser negativ-regulatorischen Wirkung von
NOD?2.
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7 Zusammenfassung

NOD?2 ist ein cytosolischer Rezeptor des angeborenen Immunsystems, der den Bestandteil der
Bakterienzellwand Muramyldipeptid (MDP) erkennt. Mutationen von NOD2 sind assoziiert mit erhéhter
Suszeptibilitat fur Morbus Crohn, Sarcoidose (early onset sarcoidosis), Blau Syndrom, Asthma,
Atopischem Ekzem und Colonkarzinom. Die Beschreibung der von NOD2 aktivierten Signalwege und
deren genauer Regulation hat daher grof3e Bedeutung fiir das Verstandnis der der Pathophysiologie

dieser Erkrankungen.

Ein genereller Mechanismus bei der Steuerung von Signalwegen ist die Phosphorylierung der
beteiligten Proteine. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit die Phosphorylierung von NOD2
untersucht. Eine Phosphorylierung des Serin 116 von NOD2 wurde massenspektrometrisch

nachgewiesen.

Ebenso von grundlegender Bedeutung fiir das funktionelle Verstandnis ist das genaue Wissen Uber
die Lokalisation von NOD2 in der Zelle. Das Bild von der freien cytosolischen Lokalisation von NOD2
ist durch eine jlingere Veroéffentlichung (Barnich, Aguirre et al. 2005) in Frage gestellt worden. Mittels
subzellularer Proteinfraktionierung wurde die These einer Membranassoziation Uberpruft. Fir

endogenes NOD2 konnte eine Membranlokalisation nicht bestatigt werden.

Hauptteil der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der transkriptionellen Aktivitat von NOD2wt und
der Morbus Crohn assoziierten Variante NOD2-L1007fsinsC mittels genomweiter Microarrays. Zur
Optimierung der Vergleichbarkeit wurden stabile Zellen mit identischer Lokalisation des genomischen
Inserts generiert. Dies wurde ermdglicht durch Einsatz von FLP-Rekombinase und Zellen mit
integriertem FRT-site nach dem FLP-In-System (Invitrogen). Nach Stimulation mit MDP wurde aus
den Zellen isolierte RNA zur Hybridisierung von HG-U133Plus 2.0 Microarraychips von Affymetrix

eingesetzt und so das Transkriptom der Zellen quantifiziert.
Die Auswertung der Microarrayversuche ergab zwei Gruppen von Genen:

1. 3378 Gene, die bereits Aufgrund ihres verdnderten Genotyps differentiell zur Kontrolle

exprimiert wurden.

2. 294 Gene, deren Expression innerhalb eines bestimmten Genotyps durch MDP-Stimulation

variiert werden konnte.

Die grof3e Zahl der Gene in Gruppe 1 ist moglicherweise durch Autoaktivierung von NOD2 aufgrund
der Uberexpression erklarbar. Plausibel erscheint dies auch dadurch, dass Gruppe 2 fast vollstéandig

eine Teilmenge von Gruppe 1 ist.

Die Microarrayergebnisse wurden fur 10 Gene durch Tagman real-fime PCR mit sehr guter
Ubereinstimmung bestéatigt. Fiir finf Gene wurde die Stimulation auf primaren Zellen von L1007fsinsC

homozygoten Patienten wiederholt und mit Tagman real-time PCR Uberpriift, auch hier fand sich eine
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Bestatigung der Microarrayergebnisse. Auf Proteinebene wurde der Negativregulator des NF—«B-

Signalweges A20 bestatigt und ein funktioneller Zusammenhang zur NOD2-Aktivierung gezeigt.

Entsprechend dem bisherigen Kenntnisstand Uber die Rezeptorfunktion von NOD2 konnte die
differentielle Regulation zahlreicher NF—xB aktivierbarer Entziindungsgene gezeigt werden. Aus
diesem Funktionsbereich sind die Chemokine CXCL8, CXCL2, CXCL3 und CXCL6, aber auch COX2
und PTX3 zu nennen.

In der MDP-abhangig regulierten Gruppe finden sich Gene, deren erhbéhte Expression bei Morbus
Crohn bereits publiziert ist, deren NOD2-Abhéangigkeit aber noch unbekannt war. Hierzu zahlen 4-1BB
und GCP-2.

Weiterhin finden sich Gene, deren Funktion in der angeborenen Immunitat bereits diskutiert wird,
deren Induzierbarkeit durch MDP aber bisher unbekannt war. So sind TPL2 und DUSP1 in ihrer
Funktion bei der LPS-Antwort von Zellen untersucht, ihre Reaktion auf MDP dagegen wurde noch

nicht beschrieben.

Interessant fur die weitere Funktionsaufklarung von NOD2 sind auch Gene, die eine Verbindung zur
Regulation der adaptiven Immunantwort schaffen. Hier wurde neben 4-1BB die Gruppe der

Immunophiline mit finf in den Microarryergebnissen regulierten Vertretern diskutiert.

Als am starksten reguliertes Gen der Genotypgruppe zeigte sich HSP70. Da bereits fir die
pflanzlichen R-Gene eine Interaktion mit HSP70 bekannt ist und auch fir NOD1 eine funktionelle
Interaktion beschrieben ist, kann auch fir NOD2 eine analoge Funktion als wahrscheinlich angesehen

werden.

Auffallig war, dass Negativ-Regulatoren von NF-«B durch die MDP-Stimulation mit hoher Signifikanz
induziert wurden. Neben IKBa, und IEX1 zahlt zu dieser Gruppe auch A20. Die Rolle von A20 auf die
MDP-induzierte Zellantwort wurde detailliert untersucht. Mit Luciferase-Assays konnte gezeigt werden,
dass die NF-«xB-Antwort von NOD2 durch A20 dosisabhangig inhibiert werden kann.

Insgesamt lasst sich sagen, dass die Ergebnisse der Microarrayversuche aufgrund der sehr guten
Beurteilung der vorgeschalteten Qualitatskontrollen und der sehr guten Ergebnisse in den real-time
Validierungsversuchen ein hohes Mal} an Plausibilitdt erreichen. Bereits bekannte NOD2 abhangige
Gene wurden im Microarray bestatigt. DarGber hinaus wurden zahireiche Gene identifiziert, deren
NOD2-Abhangigkeit bisher unbekannt war. Damit liefert diese Arbeit neue Ansatzpunkte, um die

Pathophysiologie von NOD2 weiter zu untersuchen.

Fir die L1007fsinsC-Mutation wurde eine generelle Dysfunktion festgestellt. Es wurden keine Gene
gefunden, die nur in diesem Genotyp differentiell MDP-abhangig reguliert sind. Dadurch erscheint es
unwahrscheinlich, dass die Entstehung von Morbus Crohn durch eine abweichende Funktion dieser
Mutation begunstigt wird. Vielmehr wird die Ursache fur Morbus Crohn im Wegfall der zahlreichen

regulatorischen Leistungen des NOD2-Wildtyps zu suchen sein.
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Abstract

NOD?2 is an intracellular receptor for the bacterial cell wall component, muramyl dipeptide. Activation
of NOD2 induces a complex inflammatory and antibacterial cellular program. Mutations in the leucine-
rich repeat region of NOD2, which lead to an impaired recognition of muramyl-dipeptide (MDP), have
been genetically associated with chronic inflammatory diseases of barrier organs such as Crohn
disease, asthma and atopic eczema. The transcriptomal signature that defines the physiological innate

immune responses downstream of NOD2 activation still remains unclear .

Adressing this problem, we tested NOD2 and its Crohn’s disease associated mutant
NOD2L1007fsinsC expressing cells for transcriptional activation following to stimulation with MDP.
Affimetrix HG-U133 plus 2.0 chips have been charged for genomewide mRNA analysis. Significant
effects of the NOD2-genotype could be observed on expression of 3378 genes, and expression of 294
genes was MDP responsive. The mutated NOD2 variant showed lower basal activation and was not

responsive to MDP.

Within the MDP-dependent genes in the NOD2wt cells was a group of inflammation mediating
chemokines (CXCL8, CXCL2, CXCL3, CXCL6). A second noticeable group were genes involved in
negativ regulation of NF-xB response (NFKBIA, IER3, TNFAIP3). For selected genes, these results

were verified by using PBMCs of an L1007fsinsC homozygote patient and an wild-type control.

Overexpressed TNFAIP3 (A20) showed a dose dependent negative regulatory effect on MDP elicited
NF-«kB activation. This is a evidence for the relevance of A20 regulatory effects in NOD2 signalling. As
Morbus Crohn is characterised by elevated NF—B activation, the detailed clarification of NF—xB

regulation might contribute to the understanding of etiopathogenesis of Crohn’s disease.
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9 Anhang

9.1 Eingesetzte Materialien

9.1.1

Puffer und Losungen

Bezeichnung

Zusammensetzung

Anodenpuffer 1
Anodenpuffer 2

2 X DLB

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

Nativer Lysepuffer

5 X PBS

Salzlésung

4 X Sammelgelpuffer
5 X SDS-Ladepuffer

S. O. C. -Medium

Subzellulare
Proteinisolierung

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) Methanol

20 mM Tris/HCI (pH 7,4), 2 % (w/v) SDS

50% (v/v) Glycerol, 0,1 % (w/v) Bromphenolblau, 0,1% (w/v) Xylencyanol

25 mM Tris-Base, 20 %(v/v) Methanol, 40 mM 6-Amino-Capronsaure

10 g/l Trypton, 5 g/l Yeast Extract, 5 g/l NaCl, 15 g/l Agar Agar

10 g/l Trypton, 5 g/l Yeast Extract, 5 g/l NaCl

Hepes KOH 20 mM pH 7,5, KCI 10 mM, MgCI* 1,5 mM, EDTA 1 mM, EGTA
1mM, PMSF 0,1 mM, Complete Protease Inhibitor

40 g/l NaCl, 5,8 g/l Na,HPO,, 1 g/l KH,PO,, 1 g/l KCI

1,2 M NaCl, 0,06 MgCl,

0,5 M Tris/HCI (pH 6,8), 0,4 % (w/v) SDS

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

2 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Yeast Extract, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10
mM MgCl,, 10 mM MgSO,

Puffer 1: Hepes KOH 10 mM pH 5,6, NaCl 100 mM, TritonX 1% v/v, EDTA 2
mM, Na3VO4 4 mM, NaF 40 mM, Complete Protease Inhibitor
Puffer 2: wie Puffer 1 plus 1% w/v SDS

62,5 mM Tris/HCI (pH 6,8), 2 % (w/v) SDS, 0,7 % (v/v) B-Mercaptoethanol

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

10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA

1,5 M Tris/HCI (pH 8,8), 0,4 % (w/v) SDS

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

-103 -



Anhang

9.1.2 Verwendete Chemikalien, Zusatze und Enzyme

Bezeichnung

Hersteller

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

Agarose

Ammoniumpersulfat

Ampicillin

AmpliTaq DNA Polymerase
Bacillol

Bacto-Trypton

Bacto-Yeast Extract

BamH |

Bromphenolblau

BSA-L6sung (10mg/ml)
B-Mercaptoethanol

CaC|2

Calyculin A

Cell Culture Freezing Medium-DMSO
DEPC

DMSO

dNTP Set (100 mM-Lésung)
EDTA

EGTA

Essigsaure

Ethanol (p.a.)
Ethidiumbromid-Lésung (10mg/ml)
FCS Gold

FuGENE

Gentamicin (G 1264)

Glycerol

Glycogen

HCI

Hepes

Isopropanol (2-Propanol)

KCI

KH,PO,

Magermilchpulver (MMP)
LD.-MDP

DD-MDP

Methanol

MgC|2

MgSO4

NazHPO4

Natriumacetat

NaCl

Natriumazid

Nhe |

1x PBS

Phosphatase Inhibitor Cocktail Il
Protease Inhibitor Cocktail (50 X)
Protease Inhibitor Complete
ProteinA/G-Agarose-Beads
Proteinmarker prestained broad range

Merck, Darmstadt
BioRad, Minchen

BD Biosciences, Heidelberg
Eurogentec, Koln
Merck

Sigma, Miinchen
Roche, Mannheim
Bode Chemie, Hamburg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences

NEB

Merck

NEB, Bad Schwalbach
Sigma

Merck

Upstate

Invitrogen

Sigma

Sigma

Invitrogen

Calbiochem

Sigma

Merck

Merck

Merck

PAA, Linz, Osterreich
Roche

Sigma

Merck

Invitrogen

Merck

Sigma

Merck

Merck

Merck

BioRad

Bachem, Weil am Rhein
Bachem, Weil am Rhein
Merck

Merck

Merck

Merck

Sigma

Merck

Sigma

NEB

PAA Laboratories, Linz
Sigma

Sigma, Minchen
Roche

SantaCruz, Heidelberg
Bio-Rad
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Bezeichnung Hersteller
RPMI-1640 Medium PAA Laboratories, Linz
SDS Calbiochem
SDS-PAGE standards, prestained, broad range Bio-Rad
SmartLadder DNA Markers Eurogentec
50x TAE Buffer Invitrogen
TEMED Sigma
TGS protein electrophoresis buffer 10x Bio-Rad
Tris/Glycin/SDS
Tris Merck
TritonX-100 Merck
Trypan-Blau-L6sung Sigma
Trypsin/EDTA (1X) Invitrogen
Tween20 Merck
Wasserstoffperoxid (30% Lésung) Sigma
Xylencyanol Merck
9.1.3 Verwendete Kits
Bezeichnung Hersteller

Big Dye Terminator Reaction Kit

Caspase-Glo 3/7 Assay

Colloidal Blue Staining Kit

DC Protein Assay

DNase |

Dual-Luciferase-Assay

ECL-PLUS

FLP-In System

Interleukin-8-ELISA KIT

One-Cycle Target Labeling and Control Reagents
GeneChip Eukaryotic Hybridization Control Kit
MiniElute Gel Extraction Kit

MiniElute PCR Purification Kit

Platinum Tag DNA polymerase high fidelity Kit
Proteo-Etract subcellular proteome extraction Kit
QlAfilter Maxi Kit

QIAPrep Miniprep Kit

QIAShredder Homogenizer Kit

QuickChange site-directed-mutagenesis Il Kit
RNeasy Mini Kit

VerorGeM mycoplasma detection PCR Kit
Wizard SV Genomic DNA Purification System

Perkin Elmer, Weiterstadt
Promega, Minchen
Invitrogen

BioRad, Miinchen
Qiagen, Hilden
Promega

Amersham Biosciences, Freiburg
Invitrogen

Biosource

Affymetrix

Affymetrix

Qiagen, Hilden

Qiagen

Invitrogen

Calbiochem

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Stratagene, Heidelberg
Qiagen

Minerva Biolabs, Berlin
Promega
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9.2 Abkirzungsverzeichnis

Abkiirzung

Bedeutung

ANOVA
APAF1
BMP2
cagPAl
CARD
CARDS8
CLAN
COX2
DAP
DNA
DUSP1
DUSP16
ELISA
ERBIN
ERBIN
ERK

FC

FCS
GAPDH
GCP2 CXCLS,
GRIM19
GTP
HEK
IEC
IER3
IFI16
IFNy
IKBa
IL-12 p40
IL-1B
IL-8

IP

JNK
LC-MS
LPS
LRR
MAP2Kinase
MAPK
MDP
MIP2a
MIP2
MM
mRNA
MT1X
MTGST1
NALP
NEMO
NF-«xB
NOD
p38
p50/p105
PBMC

analysis of variance

apoptotic protease-activating factor1

bone morphogenetic protein 2

cag-pathogenicity-island

caspase recruitment domain

tumor up-regulated CARD-containing antagonist of caspase nine
CARD, LRR and NACHT domain containing protein

Cyclooxygenase2

D-Glu-meso-Diaminopimelinsaure
desoxyribonucleic acid

dual specifity phosphatase 1

dual specifity phosphatase 16
enzyme-linked immuno-sorbent assay
erbb2 interacting protein

erbb2 interacting protein

extracellular signal-regulated kinase

fold-change
fetal calf serum

Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
granulocyte chemotactic protein 2
gene associated with retinoid-IFN-induced mortality 19

Guanosintriphosphat
human embryo kidney

intestinale epitheliale Zellen
limmediate early response 3
interferon, gamma-inducible protein 16

interferon gamma

nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha

Interleukin-12 Proteinuntereinheit40

Interleukin-1p
InterleukinL-8
Immunprazipitationen

c-Jun N-terminal kinase
liquid chromatography mass spectrometrie

Lipopolysaccharide

Leucin-rich—repeats Domane
mitogen-activated protein kinase kinase
mitogen-activated protein kinase

Muramyldipeptid

macrophage inflammatory protein 2
macrophage inflammatory protein 3

mismatch

messenger ribonucleic acid

metallothionein 1X

microsomal glutathione S-transferase 1

NACHT, leucine rich repeat and PYD containing

NF-«xB essential modulator

nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells
nucleotide-binding and oligomerization domain

p38 MAP-Kinase

nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1
peripheral blood mononuclear cell
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Abkiirzung Bedeutung

PCR polymerase chain reaction

PM perfect match

PTX3 Pentraxin —related gene, rapidly induced by IL-1(
PVDF Polyvenyldifluorid

RIP2 receptor-interacting serine-threonine kinase 2
RLU relative light units

RNase Ribonuklease

ROS reactive oxygen species

rpm rounds per minute

SDF1 CXCL12 stromal cell derived factor 1

SDS-Page SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

srCRT surface calreticulin

TAK1 MAP3K?7 mitogen activated protein kinase kinase kinase 7
TLR Toll-like-Rezeptor

TNFAIP3 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3
TNFRSF9 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 9, CD137
TNFa tumor necrosis factor alpha

TPL2 tumor progression locus-2

uv Ultraviolett

wit Wildtyp

ZNF91 zinc finger protein 91
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9.3 Liste der MDP-abhangig regulierten Gene in Abbildung 4.7

9.4  Liste der MDP-abhangig regulierten Gene aus Abbildung 4.7 H= Ho Change
g £ AHID Hceession GereSymbol  Unigere Definitian Signal Sigral Signal GSignal  Sgmal  Sigal  Sigral mean Sigraimean Sigraimean D% DT QT & :% g gd k)
E ¥ mean mean  mean  mesn  mean  mean  LI00PhinsC LIOOTRnCLIOUREns® 5T pl opl B i o#a2
2 ¥ COWTROL CONTROL COMTROL NOD2wt NODZwi NODZwd OhMDP  ZhMDP  GhMOP L EZ! E¢ E'§EI v BB ﬁ_
3 OhMOP  3nMDP  EhMDF OhMDP 2hAIDP GhMOP 3E of 3k E B 0§ gh:
3 | 3
E é § £ é 3k il
ﬁ z B 2 fg
2 z g =
= 4 E
1 1EN04l st hM_D0adiT DUk dual specficiy phosphatase 1 1778 1682 1624 IS0 NGB 2 i) 101 i | N D ViAHR 18 Yos
IV E4EE st WM 0023 dui wun sarcema viws 17 oncogene homalog (vian) 1085 170 M8 1T MEE2 0E 10748 10806 10EE b N i ViAHR 14 Yos
muiclear factor of kappa light polypeptida gena enhancer n B.cells inhibrcr, N N | WAHR 5 Yos
31208025 at AOTBIET NFKEIA lphia m 174 ar 1881 e 188 ) BEg 85
4 12006 st HM_3aeT IERY Imemediale early rezpanze 3 17 1084 1243 -3 T k] 133 12 HE M H | WiEHR g Yoz
§ 12044 s at hiM_00a260 THFAIRY tumar necrozis facker, alphavinduced protein 3 410 A5& L) Ga il bl ) 862 s N i ViAHR 3 Yos
6120075 at PM_B01874 KTFS ‘actuating rarscrption facior 3 2485 k) 288 3856 4505 L) ax 805 MES N i ViAHR i) Yos
T 120158 v at hi_000584 L& Interloukin & 167 1 2k ] - ix) 4% ix) 08 ] N i ViAHR 1 Yos
B 120W035s A MM DI2E0H REL el raficuloendesalsis viral ancogena hemlog (avan 422 515 542 531 B1 ] 56 452 35N N | WAHR % Yo
812007 at THM_2852 PTX3 pentavin-related gene, raply induced by IL-1 bata TE: L 820 088 2060 1345 106 104 1EE N H | WikHR n Yoz
10120883 at HM_D03441 ZHF141 zing finger pratein 141 (chong pHZ-44) 18 E-3 L L 131 21 u 7 o o | FALSCH 23 Yoz
111207880 at HM_(12060 CREL3 chamoking (C-X-C motf) igand 3 173 1o 13 17 [54] i 1w i) %W N H | FALSCH 7 Yes
12 12T METTH CxL2 chemoking (C-X-C motif) ligand 2 B4 124 55 17 [ n & ] 130 i i FALSCH [ Yos
11BN s o AFDENT L& interleukin bl a2 2 a3 Fir] A5 =] il B op N | WAHR 4 Yos
pleictrophin dhapanin tinding growth factor 8 neurile growth-promating facter
11T BCHESNE PTH 1 g m m @ w w g |01 FASCH e
15 12188 at BEnRnR W4 sarcoma vius 17 encogens homaiog (vian) i) e 122 &5 2003 s 1006 100 80N N I FALSCH 26 Yes
161218840 x_at ROEEG - ) e 17 281 ) w7 153 282 w0 I | WAHR Yes
17T 1224852 ot ABOS14ET DUSP1E dual spacficity phosphatase 16 Bl & (213 & 1 v &ar e BN N | FALSCH 44 Yos
1123 at ANO44BE3 Hame sapiens LOC158833 (LOC158525), mRHA 105 142 126 128 198 1 124 16 e N N | FALSCH 40 Yoz
191236705 at BFaTR Hame sapians tranzorised sequences 18 wm A5 ) 2 ) a7 =) U H | FALSCH &2 Yoz
A 124R3 a0 FLI3sE Fiypathatical prodein FLISEE | 182 181 Ll i1e] 15 106 "3 oo H | WiEHR Yoz
221244082 at AETEEE ZRANEI Fiypathetical protein DEFZp43481 727 163 185 152 158 ] 154 an 134 | o | WAHR L) Yes
251244804 at ANZEIAA sequestosome 1 80 386 a7 850 2] 418 a8 437 N H | FALSCH % Yes
! synihaze 2 in G synihese and
30 11547 aat  AVISES [ T T — 6 2 nooow M @ & & o OB FASGHa e
3B 11567 at BG018EET Home sapiens cORA FLI4GAEE fs, clone THYMUIOZE461 100 138 &0 - & 10 1] £ @ 0 N i ViAHR Yos
3 115M385 a at  BCHATIT Hypothetical gena supported oy BCO3ATTT 54 10 B hal 114 o 166 il 3o 1] | WAHR Yoz
4 1M43 s ot RTINS THEAIPY tumar necrasis facter, alpha-induced protein 3 187 184 26 414 aré m 45 25 o H D WikHR & Yoz
W1 220085 at MM_Uz2142 ELzPE epididymal spamm binding peotein 1 14 288 280 50 543 e 4% 162 ar o I D WiEHR - Yoz
W1 2Tt BFEBH0T Home zapiens <O FLIBSISE fs, clone NTZHE2D14115. 1 i [T R R [ @ @ 1 b D WEHR Yes
123580 at A5 Hame sapiens transcribed sequences bl a8 134 173 182 Rl 153 108 == T ] o WAHR os
M 21GGS8AT_aat  WWDIETE A DEES gane prochuct ki) 286 2y 3y E] i W 28 M N N D FALSCH ) Yos
B 220MT_at HM_25c8 SDC4 =yncecan 4 {ampiuglycan, ryudocan TES ne TaE 1028 1471 1272 o) 55 B3N H | WiEHR mw Yoz
gandin.endopernside synthaze 2 (rostagiandin GH synthase and . e i
W 22047480t HM_ 00863 (305 cypioaygenase) 12 E3 LI TR TR 18 185 wm M b RSt e
M 2 at ALO3 G54 FOSK2 prepentein conmvertaze subtilsn'kedn e 2 =) B B4 &2 L 13 75 12 W\ I | WAHR i) Yos
B 2T s at PiM_00530¢ TAFSKE mitogen<acthated protein kinase kinase kinase & 184 138 187 2354 453 o i i) m o N i ViAHR -3 Yos
¥ 20838 at PM_001857 ARES amphirequiin {schwanncma cerved growth factor) 12 12 127 154 k] 245 1% 148 %oy N | WAHR Yos
N 220889 at AASEI04 Bz bone marphagenstic proten 2 144 @& & 114 1634 1211 a7 &0 ¥ 0 ] | FALSCH 2 Yoz
W 22089 : ot HM_001200 Bz bone marphagenstic proten 2 4 50 & 425 =] 4T ] B 41 o | FALSCH 2% Yoz
W 2208 at M _D2ses CHCLE chemoking (G-X-C matf) igand & (granulazyte chematactc protein 2} 153 147 28 454 TS b 2o s B N I WAHR Yes
40 2207535 s al HM_001561 THFREFE tumar necrosis facter receplor superfamily, member 3 i) 185 28 52 &0 7 27 o 2 ON H | WAHR Yes
41 20877 at ALSTACRE TrPiZ timsue factor ptiway inkibitor 2 #15 5a% 518 i-1K3 1875 4 jilix] i) @ ] i ViAHR Yos
42 2Rl AFIISHNE SCN3A sochum chanrel, volage gated, type il 3pha o] i 7 £ 13 1% ] 18 90| 1 ViAHR Yoz
43 2201785 at BC0S9E THFRSFE tumar necrozis facter recepior superfamily, memaer 9 z 8 B 143 213 w5 & k] [ o | WikHR Yoz
44 2210748 at HARTITE KIhAg2a8 40288 gane prochct i) 7 23 212 34 g ) 08 @O H | WiEHR Yoz
45 2217888 5 ol HM_07350 pleckstrin hamelogy-tke domain, famiy A, member 1 141 L 182 120 e i) 16 12 -2 H | WAHR Yes
45 2220815 at HM_20367 PHRPIT cheomescme 12 open reading frame & 103 iy ne 154 ] 44 154 ) 124 N i} | WAHR Yes
47 2225588 at ABOAERTS HERC4 DKFZPESSE082 peotein L) e mn 1378 1053 1511 ] 1044 L] V] | WAHR o5
48 223w at A0S PHPRA azpacific BLL2 ARE-binding proten 2 4 8 14 &5 165 165 15 £ oo H | WikHR Yoz
48 22086 at AIBE0TED FosL2 FOSia antigen 2 06 r 13 185 18 =l =) 1w w0 o | WiEHR Yoz
80 2220854 at AL13TE58 Home sapiens mRMA; cOfA CXFZpEadiadins (from clne DKFZpSBEAE1S, 5] an a3 17 2] 255 &1 @ 3 ! e ! Fascd & Yes
51 2230485 at AAS2E2 Home sapiens cONA clone IMAGE 5755225, rartial cds L) 1] 1w | 1 104 L T2 8 0 i} | WAHR Yes
52 2232585 at ARO2E052 ELKE Home sapiens cONA: FLIZ1388 fis, clone COLOMEZT 162 172 157 650 162 w7 - &0 B8N N i FALSCH 46 Yos
85 22870 at AITA14E MTAC2DT membeans targeting dancem) G2 domain contaring 1 Sog &40 581 ™m & 10d 545 e 445 N i I WikHR Yes
84 2amn4at ST imikar b hypothatical peotein FLU 10853 161 147 148 143 ] 174 1 g W o | WiEHR Yoz
85 224M00 at HOTEEL 553 chandroin sulfate zyrehaze 3 18 a8 1 177 ) 54 82 7 W i} | WAHR Yes
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EENE ENEa=ER

Fortsetzung 9.4 Liste der MDP-abhangig regulierten Gene aus Abbildung 4.7 M= o Change
I= Increaze.
D=Decrease
£ Ay D hecession GeneSymbol  Unigene Cefiition Signal  Signal Sigal  Sgmal  Signal  Sigralmean Sigrsimean Sgraimean U 0T P ] g% g gd 3
3 mean  mean  mean n  omean  mean  L1007ThinaC LI0OTRInsC LIGOTERSG G5 oL ol BE i 28
u COMTROL CONTROL COMTROL MOD2et NOD2wt MODBwt OhMDP  ZhMDP  GhMOP gzt 1 § §m TS
3 OhMOP  ZAMOP  EhMC®  OhMOP 2hMODP 60 MOP aF gf st E & % ghz
3 4 §=a
£ é 18 i £
§ z 8T - i3
2 =% =
= 5
{_at ALOX Tkl chromesome 20 oper reading frame 11 kil 51 14 T b 313 145 o5 o 1] [5] VORI Yes
31554318 _at BCOT18T RPSEKAS risosomal peotein 56 dnase, 80kDa, pelypeptice § 3 4 &0 1% il 56 (=] (=] 4 | 1] | VAR Yos
315SA2 0t BODISIE CRINM cysteing-rich mosor neuran 1 2 181 87 & 138 178 144 144 N H | WiAHR Yos
Home zapiens transcrived secquence wih weak similarty to protein i [+ o VAR Yes
31560031 _at R18413 FRIAD4A refHP_DG0218.1 [H.s2piens} hypathetical protein FLJ20294 [Homo sapicns) 104 176 184 124 ™ 134 145 -] il
1564138 0t AMOSEAS2 LOC1445T1 hypothetical pratein LOG144571 180 210 20 & 18 118 163 17 won o 1 WAHR Yos
S1SG4200 3t AMOS108S Hame zapiens cONA FLIAZA0T f, clone BRHIPS016302 ki E ne 14 ] k) 123 ) 1o ] 1 VikHR Yos
3156353 0t BODIEST2 MGCIETS)  hypothetical gene MGC 1673 similar to CG 12112 105 106 127 n w 2 116 127 BN H o WAHR Yos
3211842 5 at AF026132 ELaal famiy 24 {sodi ] 4z 208 108 108 m 183 3 17 0 N I ViAHR Yes
BM_013313 YPELY yippee-lise 1 (Drosophiis) 162 i 260 & 123 184 188 153 w0y o | ViBHR Yoz
BO004284. EPHBA Ephii4 w7 a1 2 2 385 24 a5 250 g o [ 1 WAHR Yos
ALITISe Hom s2piens mRHA; cCVA DKFZR34D 1518 (o cions CKEZg4M01516) § w0 W @ R i 164 0 LB WeR Yes
b_D0G042 HEIETIAL heparan sulfate {glucosaming) 3-0-sulfotransferaze 341 1T 24 2406 1338 2034 frrc] 267 1863 TN H I ViAHR Yo
ABOSRREE Gl pituitary gland specific factor 1a 16 52 5 104 108 17 181 214 w0 n | WAHR Yos
BO00GESd. HHT14 hypathetizal protein HH1 14 26 7 1028 a7 565 05 ey 850 o H 1 WAHR Yos
ALIST4S2 SLC1AZ zelute amiee famiy 1 igliel igh affinity ghramate ransporier), membes 2 145 1 133 54 178 183 203 185 %2 N H I ViAHR Yoz
ALOARTON GBTLY gemma glutamyitransferase-ike 3 157 201 137 56 175 191 174 152 1| N | ViBHR Yoz
AASTERED aphingasine. - phosphate prosphotese 3 210 1803 29 180 1TE5 2545 237 163 e M N 1 WAHR Yos
ALQAEY KIAAT386 protein TS 44 e a2 7 139 150 125 1E 1 n 1 WAHR Yos
REO23T HEPASE et shock T0kCla protein 88 {martalin-2} 185 148 140 2 144 13 138 T 12N i} | RHR Yoz
AL 302 FasL7? Fooaxanly protein 13 T &7 126 2 L] BT Ell 42 [} o I ViAHR Yo
ACOOTZZE PP zing finger praein 28 homolog (mousa) 237 143 251 185 277 2681 nz ur M 0 N | WAHR Yos
RaTaaz Hame zapiens tranzorived soguances 108 S 3 16 T 100 - 0 % 0 1 | VikHR Yos
AALIOTE HE HMBA-nducisle 214 m 2 120 218 7 m 204 JE ] ] I VAHR Yoz
TEEET FIAA 1583 protein 1065 28 n 138 2 218 154 116 nz o I I ViAHR Yes
HI051220 Hame zapiens tranzorived soguances 138 17 128 0 109 124 i1 w0 oM 1 1 WAHR Yos
ADE1T S KIRATEI  KIAA1S3S protoin 163 anz 258 183 284 225 265 219 wg | 1 1 WAHR Yos
M _D02135 HMOK eme cuygenasa (deryeling) 1 k= &n L. £ 428 880 i) 453 a7 o H I ViAHR Yoz
HIO3ET2 Home zapiens clonz DT1P186 mRMA, CAG repeat region 4% 582 ey 528 421 = e 578 8 N N 1 VikHR Yes
X HE2TEY 57501 nm23-pheaphanylated unknown subsirate 42 i 158 133 E 165 130 [ 1531 1 1 WAHR Yos
41554274 _a st ABOT2IEG S5HI singshot 1 1651 167 138 175 1z 240 184 m 18y ] D ViAHR Yes
4 1555548 at BO417E APZE Frypothetical proein MGCA007 R 263 282 37 218 213 ko) w M3 D i o iAHR Yoz
Homo zapiens transorioed sequence with weak similarty to proten
RrCGHUTD (M. sapiens) CGHUID colagen algha 1(X) chain pracurser - H N | WAHR 1 Yes
4242339 at AT 1804 Fuman 525 512 £ a2 1188 ez @1 7] 64
215617 _at B5EREH Home zapiens, chna IMAGE 5288732, mANA %1 s 208 a7 L3} 13 158 =3 1w N H o iAHR Yoz
4 1566295 _at HE1544 - [ il il 63 2 T3 @ T [ | | ViAHR Yeos
4204856 _at hM_014255 . beta 1 300 w 6 182 155 ] 156 174 153 4 o D WAHR Yos
4 205433 at 000085 utyrylcholinestoraze 1 [l [ £ 2] -5 o % = [ o WAHR Yos
4 206805 _s_at _018285 Kruppeklke fackor 12 87 235 e 28 51 a7 205 254 i H o VAR Yoz
4220442 _at M _DO3774 GALNTS Tuwoz 13 a3 205 28 170 187 0z a7 ur o H o ViAHR Yeos
ATMI xat  AFIGENEY T8 winglozz-ype MMTY ntagration site family, momber 16 168 137 158 156 @ 138 164 172 “rou n o WAHR Yos
4 235060 _at AATIEEDS Hame zapiens tranzorived soguences 144 135 e 181 54 116 165 167 = H o WAHR Yos
439845 at AITAVES phosphate cpticyhlransferasa 1, choie, alpha isaform 24 111 a 118 F] ] 124 o] 7o 0 D VikHR Yes
& 235876 _at BEGISENG (370 Insitol potyphosphate muBkinase 118 156 154 178 128 218 ] 155 ar o I D VAR Yes
4243563 _at H2TTHS Hame zapiens tranzorived soguances 108 a7 £ 12 ] 110 51 i 0 1 o WAHR Yos
51586302 gt BODAOGOD PTR4AT protein tyrosing phasphataze type (WA, member 1 47 517 LI 208 301 222 61 a5 23 M N [ WAHR Yos
5 1584010 _at 28832 CAST calpastatn 153 157 158 184 194 ] -3 163 Aws H 5] ViRHR Yoz
5205544 5 at M_D01877 CRZ complzment component (34/Epstein Bam vrus) receptor 2 887 608 578 o 493 444 ) G55 07 N N I ViAHR Yes
5214761 at A148417 INFAZS OLF-VEBF aszooiated znc fingar gene 430 s 287 135 273 165 20z 205 w7 0 N 1 WAHR Yos
malecuile possessing ankynin repeats induzed by Ipapalysaccharide (MAIL), N N \ ViAHR Yes
8 228018 5 at ABDITEES HFKBIZ homolog of mouse 1163 1210 1208 &0 1258 B 1205 1255 1142
5 228802 _at ALIBITZS DOCKE frypothetical protein FLIOODES 355 28 w4 25 160 a7 5 23 s N N I ViAHR Yes
5 230137 _at BFETITE FLIE3  hypothatical protein FLIXESS 155 164 2 195 214 110 05 263 | n 1 WAHR Yos
5232451 _at ALIDITS Home zapiens mRPA; cCMA DXF ZpSG4I0816 (from clone DKFZpSSAING15) 113 178 131 &7 154 114 189 145 28| 1 1 WAHR Yos
5235824 at HFITAZ Home zapiens cOhA FLISZ2ET s, clone TLIVE 2005856 23 -3 158 % 2 124 5 155 JACI ] I I ViAHR Yes
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Fortsetzung 94 Liste der MDP-abhdngig regulierten Gene aus Abbildung 4.7
D= Decrease
E 5 Mty D Agoesson GeneSymbol  Unigene Cefinition Signalmaan Signal mean Signalmean D% B B9 _§ i i‘ gﬂ g
3 L1007kinsC L1007HinaC L100TsinaC (3 Toon é i a8
5 i CONTRCL CONTROL COMTROL NOO2et NODZwi MODSwt OhMOP  ZhMOP  hMOP z -t E i Z‘é E 1 55 §_
a OhMOP  ZhMOP  EhMDR  OhMOF 2hMDP GhROP JE g&F «E K g Sg}r
gt B
3 § i £
A B U
U= 3 =
i STWEa AT Hame, sapians B L; DA CRFZTT4H1540 from clens DREZETTEH11540) 120 m o om W oms s AL
108 528804 at A3 Hame sapens LOCHS 565 (LOCISIEE), mRHA 1 o8 181 162 - 47 13 ] | VikHR
10 S 24ME x gt A0 ZNFEO0 similar to hypothetical peotein 412 124 141 184 ) 40 3 N I VikHR
1 547 at AAIBES LOC112858  hypothebal protein BCO1 1881 Bld 504 ™ 852 558 T4 e I | WAHR
112 5 1550831 _at s Ciorfdl chromesome & open reading frame &0 B 25 ] 173 m 25 4 I D WiRHR
113 51358070 s at  BCMEYT Home sapiens, cone IMAGES1 71873, mARNA o 4 (=] & o 62 &1 N o VikHR
114 5 1560535 at BOHAsTSS TRAP1 heat sheck protein 78 260 2682 il 1 24 18 i) I D WAHR
18 5 1560703 _at BCizadT LOC20IZE8  hypothetical protein LOC201228 50 L] 182 124 <} Kl i) I o VikHR
116 8 1882 ot BOOIESM Pypothetical protein LOCI 26187 2] i 128 T8 148 162 151 H D ViAHR
N7 51562775 at BCMzasT HUOT12 rudie {nuclecside dphosphate linked maiety Xjtype motf 12 219 18 168 1 w7 15 sl i) D WiRHR
15 15603 at AFLERATY Home: szpiens full length insert <D clone 2086008 o 0 12 4] T il 46 ] o VikHR
118 8 15BATIY ot BOMIE Cibor T8 Pypothatical protein FLJ13114 265 45 313 351 183 i 4% H D ViAHR
120 5208054 5 at BC002383 PSMDS probeazome (prosome, macrepain} 265 subunit, non-ATPaze, § 9 268 b} 167 w8 155 i) N 3} WAHR
121 520802 s gt AFDEDISE [KEE Inhibiter of kapga light pelypepice gene erhancer in B-cols, kinase beta 145 121 ™ 44 143 181 153 N D WiRHR
12 S24nTsa  ATET4N BTD bictnidase £ Ll 45 3 L2} ] a1 H o VikHR
128 5 214257 at WE21079 CoPa ceatomer protein comple, ubunit alpha o 188 158 &2 ] m 13 o D WiRHR
124 5218268 5 at SOOI KIF22 kinesin family member 22 T4 & 758 Ll T 754 Bz N D WAHR
128 27843 s at  BERS0IE WETPS1 membeare-beund ransciption factar proteas, ste 1 1431 &2 843 449 1278 1365 1828 N D VikHR
126 5218062 s ot MM_D15830 TRPYZ tarzient receptor potential catin channal, subfamiy ¥, member 2 265 24 157 245 m 7 855 N D WiRHR
127 5 220002 _at M_ (05806 I8 mak germ cellassocixiod kinase ] 218 0 1 1 ] 2 N D WAHR
Hamo sapiens cIbé FLIS3ARA fis, clone TESTI4O0EG08, moderately smmiar o B WAHR
126 SZR078 s ot BETHAT 0AZ3 & Homo sapiers omithine cezarbonylaze antzyme 3 {OAZY 24 14 141 L) 12 149 5]
120 SnMMHsa  AISETS Clor2i cheomozome 1 open reading frama 31 ] I 83 244 s 405 E H o VikHR
130 822748 at AT Clorf150 Fypothetical LOC255343 | a7 Fr- 185 pi} 263 kali} i o VikHR
13 8 Z7HE at BEEIE006 KIBATITH KlA41171 prosein &1 553 w7 540 Téd ke i) N o VikHR
132 27 at R Hame sapiens transcribed sequences A 172 Fo =] m 251 84 H o VikHR
13§z a AKI12EA82 imilar ta Zing finger pratein 24 (2fp-28) 84 320 318 16 87 el ) H o VikHR
184 5 232668 at AR2EN0H HIAADEZ preten 15 15 143 112 pd] 205 82 N D ViAHR
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