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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem dient der Abwehr von InfektionercdBakterien, Viren, Pilzen und Parasi-
ten. Es lasst sich in zwei Komponenten unterteitka:angeborene Immunantwomr{ate im-
munity) und die erworbene Immunantwoad@ptive immunify Die angeborene Immunantwort
ist das phylogenetisch deutlich altere System @ape2001). Es ist in leicht abgewandelter
Form in allen mehrzelligen Organismen einschli¢gf3Rflanzen zu finden. Die erworbene Im-
munantwort hingegen hat sich nur bei héheren Veateh ausgebildet. Der entscheidende Un-
terschied zwischen den zwei Systemen ist die Latemizder sie auf eindringende Pathogene
reagieren kbnnen. Die angeborene Immunantwort atk&lark konservierte mikrobielle Mole-
kile und erlaubt eine sofortige, jedoch wenig dietie Bekampfung des Erregers unabhangig
davon, ob es bereits in der Vergangenheit mit ihnKontakt gekommen ist. Eine bleibende
Immunitat nach Infektion bildet sie nicht aus. Mechanismen der erworbenen Immunitéat grei-
fen erst mit einer Latenz von einigen Tagen nadéktion, da sie zunéchst eine gegen spezifi-
sche Antigene des eindringenden Keims gerichtetaunantwort ausbilden muss. Vorteil hier-
bei ist, dass sie sehr zielgerichtet agiert undirmmunologisches Gedachtnis auspragt, das bei
Reinfektion mit demselben Erreger eine sofortigak®en ermoglicht (Janeway, 2001). Obwohl
sich bei Vertebraten die erworbene Immunantworgebigdet hat, ist die angeborene Immun-
antwort unverzichtbar fur die frihe Abwehr von ktienen und fir die Einleitung der nachfol-

genden erworbenen Immunantwort (Medzhitov, 1998).

1.2 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem stellt die erste Vagtaidslinie gegen eindringende Mikroorga-

nismen dar. Zu den Komponenten des angeborenennsysiems gehodren das Epithel mit sei-
ner anatomischen und physiologischen Barrierefonkilas Komplementsystem und Immunzel-
len wie neutrophile Granulozyten, dendritische &elldas Monozyten-/Makrophagensystem und

naturliche Killerzellen.



Wahrend dem erworbenen Immunsystem durch somatiRetkembination ein nahezu uner-
schopfliches Repertoire an Rezeptoren zur ErkenmamgAntigenen zur Verfligung steht, er-
folgt die Pathogenerkennung der angeborenen Imntwoandurch eine begrenzte Anzahl von
keimbahnkodierten mustererkennenden Rezeptoreselezeptoren werden alattern-recog-
nition receptors(PRRs) bezeichnet und erkennen hoch konserviedkekdlarstrukturen von
Mikroorganismen, aucpathogen-associated molecular patte(RAMPS) genannt (Medzhitov,
2000). Diese PAMPs sind essentielle Bestandteile Mi&roorganismen. Mutationsbedingte
Variationen sind selten, sodass eine Resistenzekitwig gegeniber der angeborenen Immun-
antwort kaum stattfindet. Bekannte PAMPs sind zueisgiel bakterielles Lipopolysaccharid
(LPS) der Gram-negativen Bakterien, Flagellin vegdil3elten Bakterien, Lipoteichonsdure aus
Gram-positiven Bakterien, Abbauprodukte des badilen Peptidoglykans sowie virusspezifi-
sche DNA- und RNA-Sequenzen.

Die Aktivierung der PRRs initiiert eine Signaltralgtionskaskade, die Gber die Translokation
von Transkriptionsfaktoren in den Zellkern zu eitrefuktion von Genen, die fur unterschiedli-
che proinflammatorische Zytokine kodieren, fihrs. \iird u.a. die Bildung und Sekretion von
Zytokinen und Chemokinen sowie die Expression vorstkmulatorischen Molekilen an der
Zelloberflache angeregt.

PRRs werden in unterschiedliche Rezeptorfamilieigeteilt und liegen in I6slicher, membran-
standiger und intrazellularer Form vor. Zu den ith&n Rezeptoren gehoren z.B. das LPS-
bindende Protein (LBP) und das Mannan-bindendeihekti den membranstéandigen Rezepto-
ren u.a. die Toll-like-Rezeptoren (TLRs), die C-Tlygktin-Rezeptoren (CLRs) und die Scaven-
ger-Rezeptoren. Im Zytosol befinden sich die NO@dRezeptoren (NLRs), welche vor allem
bakterielle Bestandteile erkennen, und die RIG«IRezeptoren (RLRs), die Virus-

Nukleinsauren erkennen.

1.2.1  Toll-like-Rezeptoren

Die bekannteste Gruppe von PRRs ist die Toll-likezébtor-Familie. Toll-like-Rezeptoren

(TLRs) sind Transmembranproteine, die entweder en Ztlloberflache (z.B. TLR1, TLR2,



TLR4) oder im Endosom (z.B. TLR7, TLRS8, TLR9) lois#rt sind. Sie bestehen aus einer ext-
razellular bzw. endosomal-luminal lokalisiertenutm-reichen Doméne (LRR-Doméneucin
rich repeat$ und der intrazellulareioll-IL-1 receptorDoméne. Die LRR-Domane ist fir die
Erkennung der PAMPs zustandig, die TIR-Domane aktidie Signalkaskade. Erkennt ein
TLR-Rezeptor sein fur ihn spezifisches PAMP, wirdagtiviert. Das Signal wird Uber eine
Phosphorylierungskaskade weitergegeben und fuBrtzzir Aktivierung des Transkriptionsfak-
tors NFxB. Dieser induziert die Transkription pro-inflammascher Zytokine.

Insgesamt wurden im Menschen bisher zehn untedidhie TLRs beschrieben. Jeder TLR ist

fur unterschiedliche PAMPs spezifisch (siehe Tabg)l

Tabelle 1 Eine Auswahl von Liganden und Adaptermolekile der imanen TLRs

TLRs an der Zelloberflache Ligand (PAMP) Adaptermol  ekule

TLR1 verschiedene triacylierte Lipopeptide MyD88, MAL

TLR2 verschiedene Glykolipide MyD88, MAL
verschiedene Lipopeptide und -proteine
HSP70

TLR4 Lipopolysaccharid (LPS) MyD88, MAL,
HSP60 und-70 TRIF, TRAM
Taxol

TLR5 Flagellin MyD88

TLR6 verschiedene diacylierte Lipopeptide MyD88, MAL

TLR10 unbekannt unbekannt

endosomale TLRs

TLR3 doppelstrangige RNA TRIF

TLR7 kurze einzel- und doppelstrangige RNA MyD88

TLR8 kurze einzel- und doppelstrangige RNA MyD88

TLR9 unmethylierte CpG-Insel DNA MyD88

1.2.2 NOD-like Rezeptoren

Die Familie der NOD-like-Rezeptoren (NLRs) spiatieeentscheidende Rolle in der Erkennung
bakterieller Bestandteile im Zytosol. Kennzeichnéirddiese im Zytoplasma lokalisierte Rezep-
torfamilie ist eine zentrale NBD-Domanlycleotide-binding domain)nd C-terminale leucin-
reiche Wiederholungssequenzen (LRRs). Die LRRs ¥&im die Pathogenerkennung, die
NBD-Doméane eine ATP-abhé&ngige Selbst-Oligomerisaties NLR, die Voraussetzung fur die
Aktivierung der nachgeschalteten SignalkaskadeAst. N-Terminus der NLRs befinden sich

unterschiedliche Effektor-bindende Domanen, z.BneeiCaspase-rekrutierende Domane
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(CARD), ein Baculovirus-Inhibitor-of-apoptosis-protein-Reped@IR) oder eine Pyrindoméane
(PYD), welche Apoptose und Inflammation modulier@@umucio, 2002). Die Effektor-
bindende Doméne aktiviert die Signalkaskade. Dsteadentifizierte NLR war NOD1 (Bertin,
1999; Inohara, 1999). Mittlerweile wurden flr dereMdchen mehr als 20 Vertreter der NLRs
beschrieben, ein Grof3teil ist funktionell weitesiged nicht untersucht. In Tabelle 2 ist eine

Auswahl von NLRs mit ihrem Aufbau, ihren Ligandemduden bekannten Signalwegen aufge-

fahrt.
Tabelle 2 Eine Auswahl von NLRs mit ihrer Struktur, ihren Lig anden und dem Sig-
nalweg
NLR Domanen Ligand (PAMP) Signalweg
NOD1 iIEDAP NF-kB
MAPK
NOD2 MDP NF-kB
MAPK
Nlirc4 Flagellin Caspase-1
Naip ... unbekannt Caspase-1
Nirp3 virale RNA und DNA Caspase-1
- bakterielle RNA
Harnséurekristalle
LPS
Legende: CARD NBD-Doméne LRRs BIR PYD

1221 NOD1

NOD1 ist ein zytosolischer mustererkennender Rezeger angeborenen Immunabwehr und
gehdort zu der Familie der NOD-like Rezeptoren. &stbht aus zehn Leucin-reichen Wiederho-
lungssequenzenefcin-rich repeats LRR) am C-Terminus (Inohara, 1999) und einer znt
lokalisierten Nukleotid-bindenden Domareu€leotide binding domajiNBD). Effektor ist eine
N-terminale Caspase-rekrutierende Domaasgase recruitment domai@ARD). Spezifischer

Ligand von NODL1 ist dienesobiaminopimelinsdure (iE-DAP), ein Bestandteil dekteriellen



Peptidoglykans, der vor allem in Gram-negativererauch vereinzelt in Gram-positiven Bakte-
rien enthalten ist (Girardin, 2003). Der Rezeptadwur aktiviert, wenn das iE-DAP ins Zyto-
sol gelangt. Dies kann auf drei Wegen erfolgenBakterien entkommen der extrazellularen
Erkennung durch TLRs und dringen direkt in die €ain, 2) bakterielle Bestandteile werden
durch ein Sekretionssystem oder durch porenbilddmkéne in das Zytosol geschleust oder 3)
die bakteriellen Bestandteile werden durch Phagseybder Pinozytose in die Zelle aufgenom-
men und gelangen anschlieBend aus dem Endosonyioglasma. NOD1 wird zum Beispiel
bei Infektion mit invasiverShigella flexneri(Girardin, 2001),Campylobacter jejun{Zilbauer,
2007), cagPAl-positiveridelicobacter pylordStammen (Viala, 2004 hlamydophila pneumo-
niae (Opitz, 2005) Streptococcus pneumonié@pitz, 2004 undLysteria monozytogen€®pitz,
2006) aktiviert.

Bindet NOD1 das iE-DAP, kommt es Uber die NBD zalbSt-Oligomerisation und zur Rekru-
tierung des Adapter-Proteins Rip2, welches deB-Kinasekomplex (IKK) aktiviert. Dieser
wiederum aktiviert durch Phosphorylierung deBd-Proteine den Transkriptionsfaktor NiB-
(Inohara 1999; Hasegawa, 2008). Ebenfalls Gber Rip2 die JINK MAP-Kinase-Signalkaskade
aktiviert (Da Silva, 2007). NkB und die MAP-Kinasen translozieren anschliel3endein Zell-
kern, wo sie die Transkription zahlreicher Geneuliegen, die die Immunantwort steuern. So
fuhrt die Aktivierung von NOD1 zur Produktion vontanikrobiellen Peptiden wie z.B. ddgh
Defensinen (Boughan, 2006) sowie zur Ausschuttworgpro-inflammatorischen Zytokinen und
Chemokinen wie z.B. IL-8 und ILAL(Opitz, 2006; Yoo 2002). Uber die Freisetzung @ire-
mokinen fihrt NOD1 zur Rekrutierung von neutrophif@ranulozyten (Masumoto, 2006). Des
Weiteren fungiert NOD1 als Briicke zwischen angehene und erworbenem Immunsystem,
indem es Zytokin-vermittelt die Differenzierung vérZellen anregt und so die Ausbildung der
adaptiven Immunantwort férdert (Fritz, 2007).

Neben der Bedeutung fur die angeborene Immunantaareint NOD1 auch abhéngig von
Caspase-8 und Caspase-9 Apoptose induzieren zwekdmmd in der Regulation des Tumor-

wachstums eine Rolle zu spielen (Da Silva, 2006,/20Polymorphismen imlOD1-Gen schei-



nen die Funktion des Rezeptors zu beeinflusseAbildung 1 sind alle derzeit bekannten Sig-

nalwege des NOD1-Rezeptors dargestellt.

Abbildung 1 Derzeit bekannte intrazellulare Signalwege des NODRezeptors

\
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1.2.2.2  Der SNP rs2075820

Der SNP rs2075820 ist ein nicht-synonymer Einzedbasstausch im Exon 6 dd©DI1-Gens.
Der zugrunde liegende Basenaustausch G>A befiicteaa Position 796 der kodierenden DNA
des Transkripts ENST00000222823 (NOD1-001) undtfahreinem Aminosaureaustausch von
Glutamat zu Lysin an Position 266 des Genprodukterhalb der NBD-Domane des NOD1-
Rezeptors. Dieser Polymorphismus wird daher haatigh alsNOD1-G796A-oder NOD1-
E266K-Polymorphismusezeichnet.

Beide Allele dieses Polymorphismus sind ahnlichfigdiabei Uberwiegt in Europa das Refe-
renzallel (fnajor allele')G, wéahrend in Asien dasiinor allele' A haufiger ist (siehe Tabelle 3).
Es ist daher nicht moglich, ein 'Wildtyp'-Allel zieterminieren. In dieser Arbeit werden aus
diesem Grunde immer die tatsachlichen Genotype@,(G/A oder A/A) angegeben.

Durch alternatives Splei3en der pra-mRNA kann eam &ir mehrere verschiedene Isoformen
eines Proteins kodieren, die sich in ihrer Funl@giogrundséatzlich unterscheiden kénnen. Da das
menschliche Genom 20.000 bis 25.000 Gene umfasstibetr 100.000 Proteine kodieren, wird
davon ausgegangen, dass mehr als 90 % aller Geneagiv gespleil3t werden (Wang, 2008). In
Ensembl sind zehn unterschiedliche TranskriptelE&@NOD1-Gen annotiert. Sieben werden als
protein-kodierend angegeben, ein weiteres wirdeaitigzdurchnonsense mediated mRNA decay
(NMD) abgebaut. Zwei Transkripte sind nicht-kodred€siehe Abbildung 2).

Die in der Literatur beschriebene Isoform des NO¥Ekeptors (Inohara, 1999) ist das Genpro-
dukt des Transkripts ENST00000222823 (NOD1-001nhkEanelle Untersuchungen der kirze-
ren Isoformen des NOD1-Proteins, die von den amdé&ranskripten kodiert werden, wurden
bislang nicht durchgefiihrt.

Der SNP rs2075820 fihrt in zwei Isoformen des NODdteins ebenfalls zu einem Aminosau-
reaustausch von Glutamat zu Lysin (Transkripte EO®D0434755 bzw. NOD1-002 und
ENST00000439183 bzw. NOD1-202). In einem weiterean$kript ist der Polymorphismus ein
synonymer SNP (Transkript ENST00000423334 bzw. NQD1L).



Abbildung 2 DasNOD1-Gen und seine zehn Transkripte (Ensembl)
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In Ensembl sind zehn unterschiedliche Transkripte fiir das NOD1-Gen annotiert. Sieben werden als protein-
kodierend angegeben, ein weiteres wird vorzeitig durch nonsense mediated mMRNA decay (NMD) abgebaut. Zwei
Transkripte sind nicht-kodierend. Die Position des SNP rs2075820 ist als griine vertikale Linie inmitten der verschie-
denen in Ensembl annotierten NOD1-Transkripte (gelbe, blaue und rote horizontale Linien) dargestellt. Die in der
Literatur beschriebene Isoform des NOD1-Rezeptors (Inohara, 1999) ist das Genprodukt des Transkripts
ENST00000222823 (NOD1-001). Quelle: Ensembl Version 57

1.2.2.3 Weltweite Verteilung der rs2075820-Genotypen

Die Variante A ist besonders haufig in Japan veatreHier sind das Referenzallel und die Vari-
ante A etwa gleich haufig, iber 30 % der Bevolkgrureisen den A/A-Genotyp auf. Japan ist
auch das Land mit einer der weltweit hochsten krzzen fir das Magenkarzinom. Die Haufig-
keit von Polymorphismen kann in verschiedenen Regiound zwischen Populationen unter-
schiedlicher ethnischer Herkunft stark variierench die Pravalenz deét. pylori-Infektion und
die Inzidenz des Magenkarzinoms weisen starke maggoUnterschiede auf. In Tabelle 3 sind
die Allelfrequenzen des SNP rs2075820, die Inziddez Magenkarzinoms und die Pravalenz
der H. pylori-Infektion verschiedener Populationen gegeniibeetiesin Japan ist die Inzidenz
des Magenkarzinoms mit bis zu 51/100.000 eine dehsten weltweit, die Pravalenz der
pylori-Infektion betragt durchschnittlich etwa 39 %. Jem&ohorte betragt die Allelfrequenz
des Polymorphismus in Japan 0.45 bis 0.50. ia®r alleleist in Japan somit etwa doppelt so

haufig wie im deutschen (gesunde Kontrollgruppea) im europaisch-kaukasischen (HapMap-
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CEU) Kaollektiv. Auch in der afrikanischen (subsakehnen) Kohorte (HapMap-YRI) ist der
Polymorphismus fast doppelt so haufig wie in Eurdppatz einer hohen Durchseuchung Hit
pylori von bis zu 90 %, ist die Inzidenz des Magenkarzimamdieser Region mit 6-9/100.000
deutlich niedriger als erwartet. Dieses Phanomed als das ,Afrikanische Enigma*“ bezeichnet
(Campbell, 2001). Es wird davon ausgegangen, dasstigche Faktoren oder Umweltfaktoren

diese niedrige Inzidenzrate des Magenkarzinomsgedi

Tabelle 3 Verteilung der rs2075820-Genotypen in Ostasien, Eopa und Afrika
Population Allel- und Genotypfre- Genotypisierte Inzidenz Pravalenz
guenzen Population/ Anzahl Magenkarzinom H. pylori-
untersuchte Allele * n/100.000° Infektion
Allel A AllelG  Genotyp
AJA
Ost-Asien 0,50 0,50 0,32 HapMap-JPT; n: 88 19,8-51,3 39 %°
(Japan)
Ost-Asien 0,45 0,55 nicht JBIC-allele; n: 1228
(Japan) bekannt
Europa 0,17 0,83 0,02 HapMap-CEU; n: 226 24-45
(Nord/West)
Deutschland 0,24 0,76 0,08 Gesunde Kontrollen; 8,4-16,2 40 %*
n: 376
Afrika 0,42 0,58 0,19 HapMap-YRI; n: 282 6,9-9,0 71-93 %°

(Sub-Sahara)

Alle Genotypisierungsdaten wurden dbSNP (Sayers, 2010) entnommen 2Alle Inzidenzdaten entstammen der offiziel-
len Website der Internationalen Agentur fir Krebsforschung International Agency for Research on Cancer
(http://lwww-dep.iarc.fr; Curado, 2007). Angegeben sind jeweils die altersstandardisierte Inzidenz (pro 100.000 Ein-
wohner) fir Frauen (erster Wert) und fur Manner (zweiter Wert). 3(Fock 2010). 4(Seher, 2000). °Das HapMap-CEU-
Kollektiv ist ein Modellkollektiv fir Menschen européisch-kaukasischer Abstammung. Es besteht aus Einwohnern des
US-Bundesstaates Utah mit Nord- und Westeuropaischen Vorfahren. Fir dieses Kollektiv wurde die Magenkarzino-
minzidenz von Utah angegeben. G(Mbulaiteye, 2006).

1.2.2.4  Mit NOD1 assoziierte Erkrankungen

Genetische Variationen ilNOD1-Gen sind mit einer Reihe von entzindlichen Erkusngen
assoziiert. Hierzu gehoren Krankheiten aus demistbpn Formenkreis, wie das atopische Ek-
zem und Asthma bronchiale (Hysi, 2005), chronisafziendliche Darmerkrankungen (Huebner,
2009) und Infektionserkrankungen wie di¢ pylori-Infektion (s. Kap. 1.3.5.). Der SNP
rs2075820 ist mit verschiedenéh pylori-assoziierten Erkrankungen wie z.B. der duodenalen

Ulkuserkrankung und der intestinalen Metaplasie Magenschleimhaut (s. Kap 1.3.5) assozi-
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iert. In einigen Populationen haben Trager oesor allele ein erhdhtes Risiko an M. Crohn

(Molnar, 2007) oder an Sarkoidose (Tanabe, 200@rkzanken.

1.2.3 Das angeborene Immunsystem in der mukosalen Immuriit

Der menschliche Darm ist mit unzahligen nicht-inves Mikroorganismen besiedelt. Diese
bilden die naturliche Darmflora und erfullen wig#i Aufgaben im Wirtsstoffwechsel. Hierzu
gehoren z.B. die Versorgung des Organismus minvitan, die Bereitstellung von kurzkettigen
Fettsduren fiur das Kolonepithel (Wolin, 1983) akech der Schutz vor invasiven Pathogenen
(Rakoff-Nahoum, 2004). Die Darmflora besteht haaighéich aus anaeroben Bakterien und um-
fasst mehrere hundert verschiedene Bakteriena@eaar(ier, 2006). Von der Darmflora grund-
satzlich zu unterscheiden sind pathogene Baktemehandere Mikroorganismen, die in der La-
ge sind, eine Infektionserkrankung auszulésenz&ighnen sich durch Virulenzfaktoren aus, die
es ihnen ermoglichen, an das Epithel zu bindeniniie Zellen einzudringen. Der Organismus
muss deshalb eine Toleranz gegenuber der residugdanflora austiben und zugleich jederzeit
auf invasive Bakterien reagieren kdnnen. Die Dahtesmhaut (Mukosa) ist sowohl eine ana-
tomische als auch eine immunologische Barriere megaedringende Mikroorganismen. Sie be-
steht aus einer Epithelschicht und einer angrerereBihdegewebsschicht. Zu den mannigfalti-
gen Aufgaben der angeborenen Immunabwehr gehdit @éiese Barriere aufrechtzuerhalten, 2)
Apoptose in Folge einer zu starken Immunreaktiovertnindern, 3) die Wundheilung und Ge-
websregeneration zu beschleunigen, 4) das Eindrivmg& pathogenen Mikroorganismen zu
verhindern, gleichzeitig 5) die Toleranz gegenik@nmensalen Bakterien zu bewahren und,
wenn notwendig, 6) die Ausbildung einer adaptivamunantwort zu steuern (Cario, 2008). Ein
Ungleichgewicht zwischen Toleranz und Abwehr vorkidorganismen, begunstigt die Entste-
hung von chronisch entzindlichen Darmerkrankungenesvon gastrointestinalen Tumoren.
Das Epithel der Darmschleimhaut ist mit musterenleerlen Rezeptoren (PRRs) der angebore-
nen Immunantwort ausgestattet. Eine entscheiderderiglerheit der intestinalen Epithelzellen
ist die sparliche Expression von TLR2 und TLR4 am biminalen Zelloberflache (Lavelle,

2010; Michelsen, 2007). Dies erklart das geringspkachen der Zellen auf LPS und Lipotei-
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chonsaure, die durch die kommensalen Bakterien anmlimen freigesetzt werden. Im Gegen-
satz zu den TLRs sind die zytosolischen NOD-likedp¢oren (NLRs) NOD1 und NOD2 stark

im intestinalen Epithel exprimiert (Inohara, 199tierrez, 2002). Wenn invasive Bakterien in
das Epithel eindringen, erkennen sie Peptidoglylgmiente und vermitteln Gber die Bildung
von inflammatorischen Zytokinen die angeborene Imamiwort. Die Signalkaskaden der Toll-
like- und NOD-like-Rezeptoren stehen in komplexezdhselwirkung. Beim Gesunden schiitzen
sie die Barrierefunktion der Darmmukosa und veemtdie Toleranz gegentber der Kommen-
salen. Bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungendem M. Crohn ist diese Toleranz
gestort; es konnte nachgewiesen werden, dass dsarderkrankung die Expression von TLR2
und TLR4 auf den Epithelzellen hochreguliert is@(G, 2000; Hausmann, 2002). Das Un-
gleichgewicht in der PRR-Aktivierung fihrt zu eingrerschielRenden Inflammation mit Epithel-
schadigung (Becker, 2007). Auch MutationenNi@D2 und imNOD1-Gen sind mit chronisch

entziindlichen Darmerkrankungen assoziiert (Cummi2@$0).

1.3 Die Helicobacter pylorilinfektion

1.3.1  Epidemiologie

Helicobacter pyloriist ein Gram-negatives, mikroaerophiles Bakteridias die Magenschleim-
haut kolonisiert und zu einer chronisch aktiven téis fuhrt (Marshall, 1984). Uber die Halfte
der Weltbevolkerung ist mit diesem Bakterium irdizi (Parsonnet, 1998). Die Pravalenz ist
abhangig vom soziotkonomischen Status, in Entwigkdliéndern betragt sie 80 % bei Personen
mittleren Alters, in Industrienationen nur 20-50(Stuerbaum, 2002). In Industrienationen ist die
Infektionsrate Uber die letzten Dekaden stetig ckggégangen. Als Faustregel gilt, dass die Préa-
valenz (in %) in den unterschiedlichen Altersgrupje etwa dem Alter (in Jahren) entspricht.
Die Infektion verlauft in den meisten Féllen asyarpatisch, in 10-20 % der Falle fihrt sie je-
doch zu Ulzera in Magen und Duodenum (Dorer, 20B%)e chronische Infektion miielico-
bacter pylorierhéht das Risiko an Magenkrebs zu erkranken undisasbis sechsfache (Seher,
2000). Damit ist didH. pylori-Infektion der stérkste bisher bekannte Risikofakiordie Entste-

hung des Magenkarzinoms (IARC Working Group, 1994).
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1.3.2 Pathophysiologie derH. pylori-Infektion

Helicobacter pyloriwird hochstwahrscheinlich fakal-oral Ubertragen. Magen schutzt es sich
vor der Magensaure, indem es Urease produzierseBi&nzym spaltet Harnstoff zu Kohlen-
stoffdioxid und Ammoniak, welches den pH-Wert inmitielbarer Umgebung des Bakteriums
anhebt. Auch kanhl. pylori mithilfe seiner Geifl3eln tief in die Mukusschichtré#ongen, wo es
vor der Zerstérung durch die menschliche Magensgesehutzt ist. Mithilfe von Adh&sionsmo-
lektlen kann es sich stabil an die Epithelzellemdbn. Das begeil3elte Bakterium weist einen
hohe genetische Variabilitat auf und ist stark an denschen adaptiert. Durch verschiedene
Mechanismen kann es der Immunantwort des Wirtdsoemhen und so die Magenschleimhaut
dauerhaft kolonisieren. Ohne eine spezifische mtiftche Therapie wird das Bakterium in der
Regel nicht eliminiert (Suerbaum, 2002).

Bei allen mitHelicobacter pyloriinfizierten Individuen kommt es unabh&ngig von 8gmpto-
matik zu einer Entziindungsreaktion. Monozyten weraiviert und sezernieren proinflamma-
torische Zytokine (IL-§, IL-6, IL-10, IL-12p40). Neutrophile und dendritise Zellen werden in
das entzindete Gewebe rekrutiert. Hier kommt esHaranreifung von dendritischen Zellen.
Diese wiederum wandern in die sekundaren lympHatiscOrgane und induzieren dort die er-
worbene Immunantwort durch Aktivierung von CD4-piesin Thl-Helferzellen (Fehlings,
2012). Histologisch imponiert eine Infiltration d&ubmukosa vornehmlich mit neutrophilen
Granulozyten, das klinische Bild wird als chronisdtiive Gastritis bezeichnet. In spateren Sta-
dien der Erkrankung kann es zu fokaler AtrophieMagenschleimhaut kommen sowie zu einer
intestinalen Metaplasie des betroffenen Gewebedis(MI007). Letztere ist eine Vorstufe des

Magenkarzinoms (Peek, 2002).

1.3.3 Virulenzfaktoren

Es gibt eine Vielzahl verschiedendr pylori-Virulenzfaktoren, wie zum Beispiel das Adhéasi-
onsmolekul BabA, das vakuolisierende Zytotoxin Aa(¥) und das Zytotoxin-assoziierte Anti-

gen (CagA). Das Auftreten vad. pylori-assoziierten Erkrankungen wie die chronisch-atrophe
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Gastritis, die Ulkuserkrankung, das Magenkarzinalaralas MALT-Lymphom ist stark abhan-
gig von diesen Virulenzfaktoren.

Das Adhéasionsmolekil BabAblpod group binding anitgen adhekimst ein 78-kD grof3es
Membranprotein, das sich an fucosyliertes Lewis IBdBuppenantigen auf den Epithelzellen
des Wirtes bindet (llver, 1998). BabA begunstigt Kblonisation der Magenschleimhaut it
pylori und induziert eine Entziindung der Magenschleim{fairnz, 2001).

VacA ist ein sekretorisches Exotoxin, welches sichie Zellmembran der Wirtszelle inseriert
und dort einen hexameren, Anionen-selektiven urghispngsabhangigen lonenkanal bildet, der
die Freisetzung von organischen Anionen und Hydrogdonat bewirkt. VacA kann auch
durch Freisetzung von Cytochrom c aus der Mitochiendhembran die Apoptose der Wirtszelle
induzieren (Szabo, 1999; Galmiche, 2000). Genetisé¢ariationen imVacAGen wirken sich
auf die Zytotoxizitat des Proteins att. pylori-Stamme mit denvacAsl/ml1-Genotyp weisen
die héchste vakuolisierende Aktivitat auf und edidlilas Risiko, an gastralen und duodenalen
Ulzera und am Magenkarzinom zu erkranken (Atheri®9,7; Miehlke, 2000).

CagA ist ein 121-145-kD grof3es Protein, welcheshitfét eines TyplV-Sekretionssystems
(T4SS) in die Wirtszelle injiziert wird. Dort verdert es das Zytoskelett und greift in Signalwe-
ge der Zellen ein (Backert, 2008). CagA ist mit dbragenkarzinom, der gastroduodenalen
Ulkuserkrankung und besonders ausgepragten Forerdn. goylori-Gastritis assoziiert (Blaser,
2002). CagA und das T4SS werden nur wanpylori-Bakterienstdmmen exprimiert, die eine
intakte cag-Pathogenitatsinsetég-PAl) besitzen. Diese ist eine 37-kb umfassendes€guenz,
die 29 Gene enthalt und sowohl fiir das T4SS alk &iucCagA kodiert. Bakterienstimme mit
einer verkirzten oder fehlendeagPathogenitatsinsel 16sen signifikant weniger Imitaation

und Ulzera aus (Viala, 2004).
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Abbildung 3 Elektronenmikroskopisches und histologisches Bildan H. pylori
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Links: elektronenmikroskopische Abbildung eine Helicobacter pylori Bakteriums. Rechts: multiple Helicobacter pylori
Bakterien kolonisieren das Magenepithel (Silberfarbung). Quelle: Yutaka Tsutsumi, M.D. Professor Department of
Pathology Fujita Health University School of Medicine.

1.34 Therapie

Eine Therapie deH. pylori-Infektion ist unter anderem bei symptomatischest@iss, bei
atropherH. pylori-Gastritis, bei gastroduadenaler Ulkuskrankheit Rachweis vorH. pylori,
bei MALT-Lymphom und nach Resektion eines Magerfdirinomes indiziert. Die Eradikati-
onstherapie wird als Triple-Therapie bezeichnet badteht aus jeweils zwei Antibiotika und
einem Protonenpumpenhemmer. Die gangigste Thersipiie sogenanntErench triple. Sie

besteht aus Amoxicillin, Clarithromycin und Pantagml.

1.3.5 NOD1 und dieH. pylori-Infektion

Im Jahr 2004 wurde erstmals gezeigt, dass der NR&eptor die angeborene Immunantwort
auf Helicobacter pylori vermittelt (Viala, 2004). Diein vitro Infektion von NOD1-
exprimierenden, humanen HEK293-Zellelnuihan embyonic kidney cgllsind AGS-Zellen
(adenocarcinoma gastric ce)lsnit verschiedenemrl. pylori Stdmmen fihrte in den Zellen zu
einer Aktivierung des Transkriptionsfakors MB-(Viala, 2004). Die Transfektion dieser Zellen
mit einem dominant-negativelNOD1-Vektor inhibierte die NReB-Aktivierung. Dieser Effekt
konnte auch in einem RNA-Interferenzversuch mitN#Rgegen die CARD-Doméane des
NOD1-Rezeptors gezeigt werden (Viala, 2004). Eifeid8-Aktivierung wurde nur bei Infekti-
on mit cagPAl-positiven Bakterienstdmmen beobachtet, die iataktes TyplV-Sekretions-

system besalRen (Viala, 2004). In dieser Arbeit wweiterhin nachgewiesen, dass NOD1 das
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bakterielle Protein CagA erkennt, welches durch T&4SS in die Wirtszelle injiziert wirdn
vivo wurde beiNODI-defizienten Mausen eine starkere Anfalligkeit €ie Infektion mitcag-
PAIl-positiven Helicobacter pyloribeobachtet (Viala, 2004). Eine andere Studie egidass
NODL1 eine Schltsselrolle in der Regulation der {izgensine wahrend deét. pylori-Infektion
einnimmt (Boughan, 2006). Die Untersuchung von tiégh entnommenen, priméren Magene-
pithelzellen ergab, dass die NOD1-Proteinexpresk@rPatienten mid. pylori-Gastritis hoch-
reguliert ist (Rosenstiel, 2006). In einer epiddogischen Studie konnte gezeigt werden, dass
der SNP rs2075820 mit der gastroduodenalen Ulkteekking assoziiert isH. pylori-positive
Patienten, die homozygot fur dasnor allele (Genotyp AA) des SNPs waren, wiesen ein 3.5-
fach erhodhtes Risiko fur Duodenalulcera auf (Hofr2807). In einer Studie an 150 tirkischen
Patienten mit eine. pylori-Infektion hatten Trager des AA-Genotyps ein sidgaifit erhéhtes
Risiko fur eine Atrophie und fir eine intestinaleetdplasie des Magenantrums und ein 15-fach

erhohtes Risiko nach Eradikationstherapie einendRezu erleiden (Kara, 2010).

1.4 Das Magenkarzinom

1.4.1  Epidemiologie

Beim Magenkarzinom handelt es sich um ein Adenokama, das vom Driusenepithel der Ma-

genschleimhaut ausgeht. Das Magenkarzinom mac%i 80er Malignome des Magens aus und
gehdort zu den vier haufigsten Krebsarten weltwie Inzidenz in Deutschland liegt bei etwa

20/100.000 Einwohner jahrlich (Husmann, 2010). leltweiten Vergleich rangiert Deutschland

damit im Mittelfeld (siehe Abbildung 4). Zu den Rigtionen mit dem hdchsten Risiko gehort

unter anderem Japan mit einer Inzidenzrate vorzpi80/100.000 (Curado, 2007). Mit einer 5-

Jahres-Uberlebensrate unter 30 % ist es veranighoftir jeden zweiten Tod durch eine Krebs-

erkrankung (Brenner, 2009). Weltweit sterben jetds etwa 700.000 Menschen am Magenkar-
zinom. Das mittlere Erkrankungsalter liegt in dexgBl um das 70. Lebensjahr, Manner sind

zweimal haufiger betroffen als Frauen.
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Abbildung 4 Inzidenz des Magenkarzinoms

0 32 69 116 219 63
Altersstandardisierte Inzidenzrate pro 100,000

Die geschéatzte weltweite Inzidenz von Magenkrebs fir das Jahr 2008 (in der mannlichen Bevdlkerung). Quelle:
GLOBOCON 2008, International Agency for Research on cancer.

1.4.2 Risikofaktoren

Grolter Risikofaktor fur das Magenkarzinom ist bhiektion mit Helicobacter pylori Mehr als
90 % aller Patienten weisen im frihen Stadium dagévikarzinoms eind. pylori-Gastritis auf,
etwa 75 % aller Magenkarzinome werden auf einerghehe Infektion miH. pylori zuriickge-
fahrt (Herrera, 2009). Seit 1994 wird das Bakteridaher von der World Health Organization
(WHO) als Karzinogen der Klasse | gefuhrt (IARC Wag Group, 1994). Es entwickelt jedoch
nur ein kleiner Prozentsatz aller nkit pylori infizierten Menschen im Laufe des Lebens ein
Magenkarzinom. Entscheidende Einflussgré3en hieifid unter anderem die Virulenzfaktoren
des Bakteriums, genetische Variationen des Wine@gesUmweltfaktoren. Bekannte Virulenz-
faktoren, die das Risiko fur ein Magenkarzinom &) sind diecag-Pathogenitatsinsel, CagA
und VacA (Blaser, 2002; s. Kap. 1.3.3). Zu den Mateen, die mit dem Magenkarzinom assozi-
lert sind gehdren Mutationen im E-Cadherin-Gen sigebeim hereditaren Karzinom nachgewie-

sen werden kdonnen. Darlber hinaus spielen einesReih Polymorphismen in Genen des ange-
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borenen Immunsystems, z.B. Mutationen im i=Gen und im IL-1RN-Gen, eine Rolle (Sugi-
moto, 2010). Weitere Risikofaktoren sind eine cisom-atrophische Gastritis Typ A, eine per-
niziose Anamie, nitratreiche Ernédhrung, Alkoholdudikotinabusus, der Morbus Ménétrier und

adenomattse Magenpolypen.

1.4.3 Die Kaskade der Krebsentstehung

Das Magenkarzinom entwickelt sich aus einer Kaskaole Krebsvorstufen (Correa, 1988).
Ausgangspunkt der Kaskade ist die chronisch-aktieht-atrophe Gastritis. Sie ist durch eine
diffuse Infiltration der Magenmukosa mit Lymphoaytd’lasmazellen und neutrophilen Granu-
lozyten gekennzeichnet. Die chronische EntzindwergSghleimhaut fuhrt im Verlauf zu einem
Verlust von Drisenzellen. Eine multifokale Atropldes Magenepithels ist die Folge. In den
atrophen Arealen kann es zur reversiblen Umwand(Meaplasie) der gastralen Epithelzellen
kommen. Sie werden durch Zellen mit einem inte&tim#&hanotyp ersetzt (siehe Abbildung 5).
Diese Zellen weisen Merkmale des Dinndarm- unces@étch des Kolonepithels auf (intestina-
le Metaplasie). Die metaplastischen Zellen kénneh gu dysplastischen Zellen weiterentwi-
ckeln, die sich durch Atypien des Zellkerns und dgswebeaufbaus auszeichnen. Diese
dysplastischen Zellen stellen bereits eine intthepale Neoplasie dar und sind direkte Vorstu-
fen des invasiven Karzinoms. Die Entwicklung von d&ronisch-aktiven, nicht-atrophen Gastri-
tis bis zum Magenkarzinom ist ein schleichenderz€ss, der sich in der Regel Uber mehrere

Dekaden hinzieht. Eine schematische Darstellunddezinogenese ist in Tabelle 4 dargestellt.
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Tabelle 4 Karzinogenese des Magenkarzinoms

chronisch-aktive, nicht-atrophe Gastritis

1,7 T l 7,5

multifokale, atrophe Gastritis

4,4 T l 6,7

intestinale Metaplasie

57 T l 3,2

Dysplasie (intraepitheliale Neoplasie)

invasives Karzinom

Die Kaskade der Magenkarzinomentstehung. In einer kolumbianischen Hochrisikopopulation (n=1422) wurde die
Progressions- bzw. Regressionsrate zwischen den verschiedenen Krebsvorstufen untersucht. Die Zahlen geben die
Transitionsrate zwischen erster und der follow-up Biopsie je 100 Personenjahre an. Der Beobachtungszeitraum
betrug 3-16 Jahre (im Mittel 5,1 Jahre). Quelle: adaptiert nach Correa P, 1988 und 1990

Abbildung 5 Intestinale Metaplasie des Magenepithels

Histologisches Praparat eines Magenkarzinoms (links im Bild) im Magenantrum mit ausgepragter intestinaler Me-
taplasie, die durch die Anwesenheit von Becherzellen gekennzeichnet ist (siehe eingekreistes Areal). HE-Farbung.
Quelle: Nephron.

20



1.4.4 Histologische Einteilung

Die Laurén-Klassifikation (Laurén, 1965) untersclai histologisch zwei unterschiedliche
Wachstumsmuster des Magenkarzinoms: den intestinadd den diffusen Typ. Der intestinale
Typ wachst expansiv (polyp6s) und lasst sich gufegéber der gesunden Magenschleimhaut
abgrenzen. Die malignen Zellen bilden drisenaheliSkrukturen aus. Das histologische Bild
erinnert an DrUsenepithel des GastrointestinakrdBer diffuse Typ wachst infiltrativ und lasst
sich schlecht vom gesunden Gewebe abgrenzen. &r neifriihzeitiger Lymphknotenmetasta-
sierung und hat eine schlechtere Prognose alstéstinale Typ. Liegen sowohl Merkmale vom
intestinalen als auch vom diffusen Typ vor, so dgriman vom Mischtyp. Die Laurén-
Klassifikation hat Bedeutung fur das Ausmal3 der drentfernung. Der gut begrenzte intestina-
le Typ erfordert bei der Resektion einen Sichegadistand von funf Zentimetern, der schlechter
abgrenzbare diffuse Typ von acht Zentimetern. DaMischtyp auch Merkmale des diffusen

Typs aufweist, wird er ebenfalls mit einem gréRefioherheitsabstand reseziert.

Abbildung 6  Histologisches Bild eines niedrig differenzierten Mgenkarzinoms

XY - ob% iy

- el -
MR~ WS

Histologisches Bild eines niedrig differenzierten Adenokarzinoms des Magens (HE-Farbung). Quelle: Dept. Clinical
Pathomorphology and Cytology, Medical University, Lodz, Polen.
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Ein weiteres, prognostisch ungtinstiges, histoldgiscMerkmal sind Siegelringzellen. Diese
weisen auf ein schleimproduzierendes AdenokarzihomDie Tumorzellen enthalten eine gro-
e Menge Schleim. Dadurch wird der Zellkern an®Reand gedrangt. Die Morphologie der Zelle

erinnert unter dem Mikroskop an einen Siegelring.

1.45  TNM-Klassifikation und UICC-Stadieneinteilung

Im Folgenden werden die Nomenklatur der TNM-Klakation, die WHO-Tumorgraduierung
und die UICC-Stadieneinteilung erlautert. In demGgpisierungsstudie wurden diese Klassifi-
kationen genutzt, um das Patientenkollektiv hindih des Tumorstadiums und der Prognose in
Gruppen zu unterteilen.

Die TNM-Klassifikation trifft eine Aussage Uber dleisdehnung der Tumorerkrankung (Sobin
et al, 1997). T steht fur die lokale Ausdehnung Elesméartumors, L fur den Befall von regiona-

len Lymphknoten und M flir das Vorliegen von Ferrastsen (siehe Tabelle 5).

Tabelle 5 Die TNM-Klassifikation

T (Primartumor)

TX Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO kein Anhalt fur einen Primartumor

Tis Carcinom in situ; intraepithelialer Tumor ohne Infiltration der Lamina propria

T1 Magenfrihkarzinom; Tumor infiltriert die Lamina propria oder Submukosa

T2 Tumor infiltriert Muscularis propria oder Subserosa

T3 Tumor penetriert Serosa ohne Infiltration benachbarter Strukturen

T4 Tumor infiltriert benachbarte Strukturen (Milz, Colon transversum, Leber, Zwerchfell, Pank-

reas, Bauchwand, Nebennieren, Nieren, Diinndarm, Retroperitoneum)

N (regiondrer Lymphknotenbefall)

NX regionare Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
NO keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastasen in 1 bis 6 regionaren Lymphknoten

N2 Metastasen in 7 bis 15 regionaren Lymphknoten

N3 Metastasen in mehr als 15 regiondren Lymphknoten
M (Fernmetastasen)

Mx Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden

MO keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen vorhanden

Ein Unterpunkt der TNM-Klassifikation ist die L-Kdaifikation. Diese bestimmt anhand des
histologischen Praparats des Tumorresektats, @leuasion von Tumorzellen in die abfuhren-

den Lymphgefal3e vorliegt. Dies ist von prognosescBedeutung, da ein Einbruch in das
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LymphgefaRsystem die Wahrscheinlichkeit der Auslrifyllokoregionarer Lymphknotenmetas-

tasen erhoht. Die Einteilung ist wie folgt:

LO:  Eine Lymphgefal3invasion

L1:  Nachweisbare Lymphgefal3invasion

Ein weiteres Merkmal, das im histologischen Préphestimmt wird, ist die Veneninvasion.
Hierbei wird ermittelt, ob eine Invasion von Tumelten in das vendse Gefaldsystem vorliegt.
Dies wird ebenfalls als prognostisch unglnstig geateda eine Veneninvasion das Risiko fur
das Auftreten von Fernmetastasen erhtht. Die Vemasion wird im TNM-System folgender-

malfen klassifiziert:

VO: Keine Blutgefal3invasion

V1. Nachweisbare BlutgefaR3invasion

Beim fortgeschrittenen Magenkarzinom héngt die Rosg hauptsachlich davon ab, ob der Tu-
mor im Gesunden entfernt werden konnte oder ob dacl®peration noch ein Resttumor in der
Bauchhohle verblieben ist. Dies gibt die R-Klassifion an. Hierzu werden die Schnittrander
des Resektats auf Tumorfreiheit untersucht. IstStdmittrand histologisch oder makroskopisch
nicht frei von Tumorzellen, so ist die Wahrschaihkeit eines lokalen Rezidivs sehr hoch. Ein-

teilung:

RO:  Kein nachweisbarer Residualtumor
R1: Mikroskopisch nachweisbarer Residualtumor

R2:  Makroskopisch beschriebener Residualtumor

Der Differenzierungsgradyfading) des Tumors wird anhand verschiedener Kriterierhisto-

logischen Préaparat ermittelt. Hierzu gehoren dierFand die Anzahl der Zellkerne, die Tei-
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lungsaktivitat der Zellen (gemessen an den beobahiMitosen) und die Ahnlichkeit des Tu-

mors mit dem Ursprungsgewebe. Die UICC unterscheide Grade:

G1l: Gut differenziertldpw gradg
G2: Makig differenziert

G3:  Schlecht differenziert

G4: Undifferenziertligh grade.

Fur die Einschatzung der Prognose und fir die Thepsé|anung wurde die UICC/AJCC-
Klassifikation derUnion international contre le cance&mtwickelt. Diese Einteilung basiert auf
den TNM-Stadien und fasst diese in vier Grupperazusen, die jeweils eine &hnliche mittlere

Uberlebensdauer aufweisen. In Tabelle 6 werderelfiteilungen gegentibergestellt.

Tabelle 6 Stadieneinteilung nach TNM- und UICC-Klassifikation
UICC/AJCC- TNM-Stadien 5-Jahres-Uberleben [%)] !
Stadium
I T1 NO MO 82-69,2
T1 N1 MO
T2 NO MO
Il T1 N2 MO 43,7
T2 N1 MO
T3 NO MO
[l T2 N2 MO 28,6-17,7
T3 N1 MO
T4 NO MO
T3 N2 MO
v T4 N1, N2 MO 8,7
jedes T N3 MO
jedes T jedes N M1

'Uberlebensdaten von der Osterreichischen Gesellschaft fiir Chirurgie

1.4.6 Therapie

Ist das Magenkarzinom bei Diagnosestellung nichiastasiert, so wird es mit kurativer Zielset-
zung operiert. Angestrebt wird hierbei eine RO-R#éea, das heildt eine Entfernung ohne

Verbleib von Resttumor. Die Standard-Vorgehensweisgasst eine Tumorentfernung unter
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Einhaltung des Sicherheitsabstandes sowie die mantig des grof3en und des kleinen Netzes
und eine Lymphknotendissektion der Kompartimented Il (Hohenberger, 2005). Eine totale
Gastrektomie bietet gegeniiber der subtotalen Gstnge keinen Uberlebensvorteil (Bozzetti,
1999). Je nach Lokalisation und Ausdehnung des Taikdnnen ebenfalls eine Splenektomie
und eine distale Osophagusresektion erforderlich. €ei einem lokal ausgedehntem Tumor
ohne Fernmetastasen, der primér nicht operabétaaty durch eine neoadjuvante Chemothera-
pie mit 5-Fluorouracil (5-FU), Folinséaure, Cisptatind Etoposid eine Reduktion der Tumor-
masse versucht werden um anschlieend eine kufé&sektion durchfihren zu kénnen (Mez-
hir, 2010). Ist eine kurative Zielsetzung nicht figly so stehen einige palliative Therapiemal3-
nahmen zur Verfiigung, die sowohl eine Uberlebenhsadéingerung als auch eine Verbesserung
der Lebensqualitdt zum Ziel haben. Hierzu gehdree &astroenterostomie, eine palliative
Gastrektomie oder die Anlage einer perkutanen Eumdgjsfistel zur Behandlung einer Obstruk-
tion der Magen-Darm-Passage. Um die ProgredienZdeankung aufzuhalten, stehen unter-

schiedliche palliative Chemotherapieregime unteteasm mit 5-FU und Folinsdure zur Verfu-

gung.

1.5 Chronische Entztindung und Krebsentstehung

Die Entzindungreaktion (Inflammation) dient der Beipfung von Krankheitserregern. Sie wird
durch das angeborene Immunsystem vermittelt unith ider Regel ein akuter, selbstlimitieren-
der Prozess (Janeway, 2001). Epithel- und Entzigshatien (Makrophagen, Dendritische Zel-
len) detektieren tber ihre mustererkennende Remapi@.B. TLRs) konservierte Bestandteile
der Bakterienmembran. Hierdurch werden die Zellktiviert und produzieren Zytokine und

Chemokine. Die Entzindungsmediatoren steuern dieedkntztindungsreaktion mit Vasodilata-
tion und gesteigerter Permeabilitat der GefalRwabde GefalRendothelien exprimieren Adhasi-
onsmolekile, sodass Leukozyten (vor allem neuttegbranulozyten aber auch Monozyten) in
das Gewebe einwandern und durch Chemotaxis an dede® Entziindung gelangen konnen.
Die Granulozyten produzieren reaktive Sauerstoffigse welche den Krankheitserreger direkt

abtoten. Makrophagen phagozytieren die Bakteried prozessieren sie im Phagolysosom.
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Durch Antigenprasentation wird das erworbene Imrgsiesn aktiviert. Wurde der eingedrunge-
ne Krankheitserreger erfolgreich eliminiert, sidt@ie Entziindungsreaktion.

Bei einer chronischen Infektion mit Persistenz Be®gers kann es zu einer anhaltenden Ent-
zundungsreaktion kommen. Diese begunstigt die &mistgy und das Voranschreiten einer
Krebserkrankung (Balkwill, 2005). Es wird davon gegangen, dass mindestens 20 % aller Tu-
moren auf eine zugrundeliegende Infektion oder Bmrng zurickzufuhren sind. Viele Krank-
heitserreger, die in der Lage sind, Schleimhauer &gpithelien dauerhaft zu kolonisieren und zu
einer chronischen, lokalen Entztindungsreaktionefiherhéhen das Risiko fur die Ausbildung
eines Tumors in dem betroffenen Gewebe. Als gediajié der Zusammenhang zwischen
Schistosomiasis (Rosin, 1994) und Blasenkrebs sawischen der chronisched. pylori-
Gastritis und dem Magenkarzinom (IARC Working Gro@p94). Auch Virusinfektionen kon-
nen Krebserkrankungen auslésen. Beispielsweiseribestimmte Subtypen des humanen Pa-
pillomavirus zu Gebarmutterhalskrebs (Mufoz, 199%) Hepatitis B und C Viren zum hepato-
zellularen Karzinom (Sherlock, 1994). Bei chronisattzindlichen Darmerkrankungen ist das
Risiko fur eine Tumorerkrankung ebenfalls erhohol§bins, 1984).

Nicht alle molekularen Mechanismen, die die Krelstetiung auf dem Boden einer chronischen
Inflammation férdern, sind bekannt. Es wird davosgegangen, dass es dabei zu einer generell
erhohten Zellproliferation und Angiogenese und zeraviderungen in der Apoptoseregulation
und in der DNA-Methylierung kommt (Schetter, 201D)e Uberproduktion von reaktiven Sau-
erstoff- und Stickstoffspezies tbt durch DNA-Sclgéiig mit Strangbriichen und Punktmutatio-
nen auch einen direkten kanzerogenen Effekt aus, @UQ6). Genetische Variationen in in-
flammatorischen Genen, die sich funktionell auf ldenunantwort auswirken, haben einen Ein-
fluss auf das Krebsrisiko. Es sind z.B. ZytokindUPRR-Polymorphismen bekannt, die mit Tu-

morerkrankungen assoziiert sind (s. Kap 1.5.1 ub®).

1.5.1  Zytokine

Zytokine sind Signalmolekule, die die Entzindungkt®n steuern. Sie kdnnen in pro-

inflammatorische (u.a. IL-1, IL-12, IL-15, IL-17/423 und TNF) und anti-inflammatorische
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Zytokine (u.a. IL-4, IL-10, IL-13, und TGPB} unterteilt werden. Binden sie an ihren spezifi-
schen Membranrezeptor, aktivieren sie eine Sigs&lde, die zu Apoptose, Zellteilung, Zellal-
terung oder Zellwachstum fiihrt (Cannon, 2000). dehnEigenschaften kénnen Zytokine die
Krebsentstehung fordern oder hemmen. Genereljegitich, dass eine langer anhaltende Exposi-
tion gegeniber hohen Konzentrationen pro-inflammntber Zytokine das Tumorwachstum
fordert (Schetter, 2010). Das Mikroumfeld bei chsocher Inflammation ist reich an Zytokinen,
Chemokinen und Angiogenese-fordernden Mediatorenydn den Epithelzellen des betroffe-
nen Gewebes, den umgebenden Immunzellen und ded Gefothelien freigesetzt werden. Es
bietet somit einen guten Nahrboden fir die Entstghund Proliferation von Tumorzellen.

Zu den Entziindungsmediatoren, die die Tumorentstglund das Tumorwachstum férdern,
zahlt unter anderem der Tumornekrosefaktor (TNRNETst ein potenter Entziindungsmediator.
Er reguliert die Funktion von Immunzellen und egtelieber. Uber die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NkB fuhrt TNF zur Sekretion von inflammatorischen agihen (Wa-
jant, 2003). Polymorphismen, die zu einer verse&rkKiNF-Aktivitat fihren, sind unter anderem
mit einem erhdhten Risiko an Brust- und an Magdmkrau erkranken und mit einer schlechten
Prognose von hamatologischen Krebserkrankungezigssg¢Mocellin, 2004).

Auch das pro-inflammatorische Zytokin 113 ¥6rdert das Tumorwachstum und die Metastasie-
rung. Im Tiermodell zeigen ILgtdefiziente Mause eine reduzierte Anfalligkeit geigjeer che-
misch induzierten Tumoren, bei Krebspatienten Kienmen hohe IL-1-Konzentrationen im Blut
mit der Malignitat des Tumors und sind in der Regd einer schlechten Prognose assoziiert
(Apte, 2006). Genetische Variationen iin15-Gen, die zu einer erhéhten 1I3-Produktion
fuhren, sind mit dem Magenkarzinom assoziiert (8wgo, 2010).

Das Interleukin-6 (IL-6) hat ebenfalls eine tumdreernde Wirkung. Im Mausmodell ist es
Voraussetzung fur die Entwicklung vom Kolitis-asggrzen Kolonkarzinom. Hohe Konzentrati-
onen des Zytokins im Blut von Krebspatienten ist kmochenmetastasen und mit einer schlech-
teren Heilungsrate assoziiert (Ara, 2010).

Eine Meta-Analyse von elf Studien ergab, dass &in&tionelle Variation im Promoter vom

Interleukin-10 mit einem erniedrigten Magenkrebsikd assoziert ist (Xue, 2012).
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1.5.2 Mustererkennende Rezeptoren und genetische Variatien

PRRs pattern-recognition-receptoyssind mustererkennende Rezeptoren der angebotanen
munantwort (s. Kap. 1.2). Liganden-abhangig stegerdie Zytokinproduktion und -sekretion.
Variationen in den Genen der PRRs kdnnen die Fomlder Rezeptoren beeinflussen und da-
durch zu einer veranderten Immunantwort fihren. ddeer unzureichenden Immunantwort mit
einem Ungleichgewicht der Zytokinsekretion, ist diafalligkeit fir Infektionserkrankungen
erhoht. Auch kann es bei fehlender Elimination #eankheitserregers zu einer chronischen
Infektion mit einer ebenfalls chronischen Entzturghreaktion kommen (s. Kap 1.5). Diese fuhrt
zu einem erhohten Risiko fiur die Ausbildung einembrerkrankung. Dies erklart, weshalb
mittlerweile eine ganze Reihe von TLR und NLR-Patyphismen bekannt sind, die mit Krebs-
erkrankungen assoziiert sind. Das Prostatakarzin@nist mit verschiedenen Polymorphismen
des TLR1 und TLR6 assoziiert (EI-Omar, 2010). Diel thekannten Variationen ildOD2-Gen
(R702W, G908R, 3020insC), die mit M. Crohn assoizsend, sind in einer polnischen und einer
griechischen Population auch mit dem kolorektal@nzihom assoziiert (Fukata, 2009). In einer
griechischen Population konnte zudem eine Assaziaton den NOD2-Variationen R702W und
1007fs und dem Magenkarzinom beobachtet werden lé&ng 2009). Die TLR4-
Rezeptoraktivitat zeigte im Tiermodell einen tunfi@drdernden Effekt, epidemiologisch gibt es
beim Menschen aber keinen gesicherten Zusammerdvaisghen TLR4 Polymorphismen und

Krebserkrankungen (Lee, 2010).

1.6 Genetische Einflisse bei Krankheitsentstehung undrerlauf

Nur ein Bruchteil aller bekannten Erkrankungendiaée rein genetische Ursache und ist auf eine
einzelne Mutation zurtckzufiihren. Die meisten Emnkcangen gehdren zu den sogenannten
,komplexen Erkrankungen’ und haben eine multifaleite Genese. Neben der genetischen Ver-
anlagung zahlen auch Umweltbedingungen und Erngsgewohnheiten zu den Auslésern. Bei
Ubertragbaren Erkrankungen ist eine Erkrankungtzlisgd abhéangig von den Virulenzfaktoren
des Krankheitserregers. Die Summe der Faktoren fiimn Ausbruch der Erkrankung, wahrend

ein einzelner Faktor nur ein geringes Risiko bingt alleine die Krankheit nicht auszulésen
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vermag. Sowohl bei Krebserkrankungen als auch rfeklionserkrankungen spielt die geneti-
sche Pradisposition eine wichtige Rolle. Es sinebidie Mutationen bekannt, die das Risiko, an
Krebs zu erkranken, stark erhéhen. Diese Mutatidregreffen in der Regel Gene, die den Zell-
zyklus regulieren, und konnten bei familidren Tuarkrankungen nachgewiesen werden. Hierzu
gehdren zum Beispiel Mutationen fiPCG-Gen beim kolorektalen Karzinom (Nagase, 1993), im
BRCA® und BRCA2Gen beim Mammakarzinom (Lee, 2001) und TR53Gen beim Li-
Fraumeni-Syndrom (Srivastava, 1990). Bei sporadaatiretenden Tumorerkrankungen kann
haufig keine der bekannten Mutationen nachgewigssden. Man geht davon aus, dass in die-
sen Fallen natlrliche Variationen des Erbguts ddwiduelle Risiko erhéhen (Houlston, 2004;
Kutikhin, 2012) und die betroffenen Patienten Tragehrerer Risikoallele sind. Jedes Allel
einzeln betrachtet, tragt nur gering zum Risika bieir die Summe der Allele bedingt ein signi-
fikantes Krebsrisiko. Ziel von Assoziationsanalyssines, diese Risikoallele zu identifizieren,

um so bessere Aussagen lber das individuelle Bakraysrisiko einer Person treffen zu kénnen.

1.6.1 Single Nucleotide Polymorphisms

Single nucleotide polymorphisi{SNPs) sind Einzelbasenaustausche in einem DN&nr§tDas
heil3t, dass fur eine homologe Nukleotid-Sequenzrenelalternative Sequenzen (Allele) existie-
ren. Das haufigere Allel ist das Referenzallel adejor allele das seltenere wird aisinor alle-

le bezeichnet. Als echte Polymorphismen gelten pemidein nur Basenaustausche, deran
nor allele eine Haufigkeit von mehr als 1 % in der untersent®opulation aufweistVerande-
rungen mit einer Haufigkeit unter 1 % werden ukem Begriff ,seltene Varianten’ zusammen-
gefasstSNPs treten etwa alle 1000 Basen auf (Brookes,)1988gle nucleotide polymorphisms
machen damit mehr als 90 % der Variabilitdt des soelichen Genoms aus. SNPs kdnnen in
kodierenden oder nicht-kodierenden Regionen deof@sriiegen. Innerhalb der kodierenden
Sequenz unterscheidet man zwischen synonymen whd-synonymen Polymorphismen. Ein

synonymer Einzelbasenaustausch hat keine Veramgleden Aminosauresequenz zur Folge,

! http://www.ornl.gov/sciltechresources/Human_Genfaagsnps.shtml
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wahrend eine nicht-synonyme Verénderung zu einenindsdureaustausch fuhrt. Kommt es
durch einen SNP zu einem vorzeitigen Stopcodorspsizht man von einemonsensdoly-
morphismus. SNPs in nicht-kodierenden Regionen &mmB. Spleil3stellen oder Transkripti-
onsfaktor-Bindungsstellen beeinflussen. Die mei€alPs hingegen haben keinen Einfluss auf
die Funktion der Zelle, sodass ihnen nur wenig Kinaitspotenzial zugeschrieben wird. In der
Forschung werden sie als biologische Marker genutat Gene zu lokalisieren, die mit Krank-
heiten assoziiert sind. Polymorphismen innerhatie®iGens oder in dessen regulatorischen Re-
gionen kénnen sich jedoch auch direkt auf die Gektfan oder -expression auswirken und so-
mit ein Risiko fur Erkrankungen darstellen. Voreall SNPs in Genen, die die Entziindungsreak-
tion steuern, scheinen die Anfalligkeit eines Indinams fir und den Verlauf von Infektionser-
krankungen (Flores, 2009; Namath, 2009), sowie Riag&o fur die Entstehung von Krebser-
krankungen (Sugimoto, 2010) zu beeinflussen. Uttetriist, inwiefern die Polymorphismen
durch Funktionalitéat ein direktes Erkrankungsrisikarstellen oder nur genetische Marker fur
krankmachende Mutationen sind, mit denen sie geiopprerbt werden (Manolio, 2010).

Es gibt eine Reihe von offentlich zugangigen Dageden fir SNPs. In der wichtigsten, der
dbSNPPbatenbank des National Center for Biotechnologyrmifation (NCBI; Sayers, 2010),
sind Informationen tiber 30.4 Millionen menschlidhelymorphismen gespeichkrtledoch er-
fullen nicht alle indbSNPaufgefiihrten SNPs die klassische Definition einB$ Vielmehr
sind in der Datenbank auch Insertions/Deletionsatlahen gespeichert. Problematisch ist zu-
dem, dass nur ein geringer Anteil der aufgelistétetymorphismen die Anforderungen an die
Allelfrequenzen tatséchlich erfullt. Die Datenbaiés Internationalen HapMap Projekts (Hap-
Map) listet 2.7 Millionen echte Polymorphismen ier €EU-Population (Referenzpopulation fur

Menschen européaischer Abstammung)

! http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/ Stand:@Z.2011 (release b132)
2 http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/biomart/martviendZ8f1883a3ecOead0a70779a6f0b2d Stand: 04.08.2010
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2 Zielstellung

Die chronische Infektion mitl. pylori ist der starkste Risikofaktor fir das Magenkareinéi.
pylori kolonisiert die Magenschleimhaut und fihrt dortemer chronisch-aktiven Gastritis. Die
Erkennung des Bakteriums erfolgt iber den musterer&nden Rezeptor NOD1. Dieser erkennt
die mesobiaminopimelinsdure (IE-DAP), ein Bestandteil dekteriellen Peptidoglykans, und
vermittelt Gber die Aktivierung des Transkriptioakfors NFkB eine Zytokinantwort mit Aus-
schittung von IL-f, TNF und 1l-6 (u.a.). Diese Zytokine steuern caddmmation, haben aber
auch eine tumor-fordernde Wirkung. Beim Menscherrdtieren hohe Konzentrationen dieser
Entziindungsmediatoren im Blut mit einem erhohtesikRi fir bestimmte Tumorerkrankungen
(TNF), bzw. mit einer erh6hten Metastasierungs(ties) und einer schlechten Prognose (IL-
1B, IL-6, TNF). Ziel dieser Arbeit ist es, die Auswimg der Allele des SNPs rs2075820 auf die
Funktion des NOD1-Rezeptors zu untersuchen undepigemiologische Bedeutung fur dds
pylori-positive Magenkarzinom zu ermitteln. Dabei ist &elle des Polymorphismus in einer
Reihe vonH. pylori-assoziierten Erkrankungen bereits bekannt: Der-@&hotyp erhoht das
Risiko fur eine Schleimhautatrophie und eine intedé¢ Metaplasie im Magenantrum. Eine As-
soziation mit deH. pylori-assoziierten gastroduodenalen Ulkuserkrankung evtiidden A/A-
Genotyp ebenfalls beobachtet. Im ersten Teil didseeit werden daher die Allel- und Genotyp-
frequenzen des SNP in einem Magenkrebskollektiv @indm Kontrollkollektiv mittels Light-
Cycler-PCR ermittelt und verglichen. Fur das Paéekollektiv werden die Verlaufsdaten in
Abhangigkeit des Genotyps ausgewertet. Im zweiteih Werden funktionelle Untersuchungen
durchgefuhrt, um die Auswirkungen der rs207582@Illauf die Signalkaskade zu charakteri-
sieren. Hierzu werden beide Allele des SNPs in HE<Zellen tGberexprimiert, eine Stimulation
mit dem NODJ1-spezifischen Liganden iE-DAP vorgenaniund in einem Reportergen-Assay
die NFxB-Aktivierung gemessen. In einem zweiten Versuchdee Monozyten von gesunden,
genotypisierten Probanden isoliert, ebenfalls ramd.iganden iE-DAP stimuliert und anschlie-
Rend die ILB-Ausschittung gemessen. Verglichen wird diepHANntwort von Tragern des

A/A-Genotyps mit derjenigen von Tragern des G/G-Ggps.
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3 Material und Methoden

3.1 Die Genotypisierungsstudie
3.1.1 Das Patientenkollektiv
3.1.1.1 Ein- und Ausschlusskriterien

Die retrospektive Kohorten-Studie umfasst 269 M&gelbspatienten und 188 gesunde Kontrol-
len. Eingeschlossen wurden Patienten mit histobbgisachgewiesenem Adenokarzinom des
distalen Magens (Lokalisation des Karzinoms unieriteer Kardia), die zwischen 1991 und
2006 in der Klinik fur Chirurgie und Onkochirurgteer Robert-Réssle-Klinik der Charité Uni-
versitatsmedizin Berlin (Campus Berlin-Buch) opegneurden. Alle Patienten hatten im Vorfeld
der Therapie eine Einverstandniserklarung zur Diitolung genetischer Analysen im Bezug auf
ihre Erkrankung unterzeichnet. Die Studie wurde den lokalen Ethikkomission der Charité
bewilligt, die Durchfiihrung unterlag zu jeder Zegr Helsinki-Deklaration. Von der Studie aus-
geschlossen wurden Patienten mit voroperiertem Klageioperativer Chemotherapie, Speise-
réhrenkrebs oder anderen Malignomen mit Ausnahnsedagtalen Magenkarzinoms, Patienten
mit unbekannter Tumorlokalisation oder unbekannfemorstadium sowie Patienten bei denen

keine Blut- oder Gewebeproben zur DNA-Praparatgsesviert waren.

3.1.1.2  Allgemeine Charakteristika

In die Studie eingeschlossen wurden 269 Patienieeinem Adenokarzinom des distalen Ma-

gens. 157 (58 %) von ihnen waren Manner, das metgkrankungsalter lag bei 63 Lebensjah-
ren. 59 % der Patienten litten bei Diagnosestellagits an einem fortgeschrittenen Tumorlei-
den (UICC-Stadium 1l und V), in 27 % der Fallgldas lokal begrenzte UICC-Stadium | vor.

93 Patienten (34 %) wiesen bereits bei der Erstdisg Fernmetastasen auf, diese wurden pri-
mar palliativ versorgt. Die verbleibenden 176 R#te (66 %) ohne Fernmetastasen wurden mit
kurativer Zielsetzung operiert. Wichtige Charaldekia des Patientenkollektivs und der gesun-

den Kontrollen sind Tabelle 7 zu entnehmen.
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Tabelle 7 Allgemeine Charakteristika

Patienten Kontrollen

Anzahl der Probanden 269 188
Anteil Manner 157 (58 %) 137 (73 %)
mittleres Alter [Jahre] £ SD 63+ 12 52+6
UICC Tumorstadium I 73 (27 %) -

I 37 (14 %) -

1 46 (17 %) -

v 113 (42 %) -
! aurén Klassifikation intestinal 73 (32 %) -

diffus 128 (57 %) -

Mischtyp 25 (11 %) -
lSiegelringzellen nachweisbar 133 (62 %) -

nicht nachweisbar 80 (38 %) -

fehlende Werte aufgrund von fehlender bzw. nicht méglicher Klassifizierung; fehlende Laurén-Klassifikation: n = 43
(16 %), fehlende histologische Untersuchung auf Siegelringzellen: n =56 (21 %).

Das gesunde Kontrollkollektiv bestand aus 188 gasarBlutspendern. Auch diese Kohorte
hatte einen hohen Anteil an méannlichen Probanden781% lag dieser Gber dem des Patienten-
kollektivs (157 von 269 Patienten vs. 137 von 1&®ollen bzw. 58 vs. 73 %). Die Kontroll-

Probanden waren alle Erwachsene mittleren Alteies. TRilnehmer hatten ein durchschnittliches
Alter von 52 Jahren und lagen damit unter dem Atterchschnitt der Magenkarzinompatienten

(mittleres Alter und Standardabweichung in Jahi@m52 + 6 vs. 63 £ 12).

3.1.1.3 Eingesetzte Tumor-Klassifikationen

Die Beurteilung der Tumorausdehnung basierte aubd&dition der klinischen und pathologi-
schen TNM-Klassifikation (Sobin, 1997). Firr die Webensstatistik wurde die UICC/AJCC-
Stadieneinteilung eingesetzt. Bei der histologiachafarbeitung des entfernten Tumorgewebes
wurden die Praparate zusatzlich auf Lymphgefaioma@d.0/L1), Veneninvasion (VO/V1), auf
Vorliegen eines Residualtumors (RO/R1/R2) und aidgéringzellen hin untersucht. Das
Wachstumsmuster wurde mit der Laurén-Klassifika(loamurén, 1965) charakterisiert. Der Dif-
ferenzierungsgrad@rading des Tumors wurde wie folgt angegeben (Tumorgexdaig nach

UICC, 1997):
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G1: Hohe Differenzierung [gw-grade)
G2: MakRige Differenzierung
G3: Geringe Differenzierung

G4: Undifferenziert (high-grade)

3.1.1.4  Durchgefuhrte Therapiemalinahmen

Die Behandlung der Patienten erfolgte streng stainglart nach den fir das jeweilige Tumor-
stadium geltenden Leitlinien. Bei Tumoren ohne FRestastasen wurde eine Gastrektomie mit
kurativer Zielsetzung, d.h. eine Resektion ohneblé# eines Residualtumors und eine Lymph-
knotendissektion der Kompartimente | und Il durdiibe. Zu den palliativ durchgefihrten The-
rapiemalinahmen gehdrten die Implantation einesseen®orts mit anschliel3ender palliativer
Chemotherapie, die Anlage einer perkutanen Erngsfigtel und bei Magenausgangsstenose
eine Gastroenterostomie oder eine palliative Gsimgéie (ohne Lymphknotendissektion). In
Tabelle 8 sind die unterschiedlichen operativerz&daren aufgefuhrt, die in Abhangigkeit von
der Tumorausdehnung und von der Zielsetzung duféhge~urden. Eine palliative Chemothe-
rapie erhielten 80 Patienten, sechs weitere wundiéreiner palliativen kombinierten Radioche-

motherapie behandelt.

3.1.1.5 Tumornachsorge

Die engmaschige Tumornachsorge erfolgte in der Aamzuder Klinik fir Chirurgie und Onko-
chirurgie der Robert-Rdssle-Klinik in Berlin Bucber postoperative Verlauf wurde zusatzlich

von der Studienzentrale der Charité mitverfolgt dodumentiert.

3.1.16 Gesundes Kontrollkollektiv

Das Kontrollkollektiv bestand aus 188 gesundenviiliggen européaisch-kaukasischer Abstam-

mung. Sie wurden in einem Zentrum fur BlutspenaeHalle an der Saale rekrutiert.
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Tabelle 8 Durchgefiihrte operative Eingriffe

Operation Fallzahl

n %"
Gastrektomie 180 67
Subtotale (4/5) Resektion 21
Distale (2/3) Resektion 17
Jejunuminterponat 137 51
gastroenterale Anastomose 5 2
Splenektomie 97 36
Pankreasresektion

Querkolonresektion
Zwerchfellresektion
Anlage eines vendsen Ports 41 15

Stenteinlage (zur Wiederherstellung der 7 3
Magen-Darm-Passage)

In den Klammern sind Prozentwerte angegeben; da einige Patienten mehr als einer dieser Prozeduren unterzogen
wurden, addieren sich die Prozentwerte auf tiber 100 %.

3.1.2 Praparation genomischer DNA

Die genomische DNA wurde in der Regel aus Lymphezyus peripher vendsem Blut gewon-
nen. Die DNA-Extraktion erfolgte mithilfe de®lAam® Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland). Hierbei erfolgten die einzelnen Aidsgihritte genau wie im Handbuch des Her-
stellers beschriebénEingesetzt wurden jeweils 200 pl EDTA-versetsiblut, die DNA
wurde mit 200 pl Elutionspuffer des Kits eluiert.

Von 19 Patienten waren keinen Blutproben mehr vaitba, in diesen Fallen wurde die DNA
aus Gewebeproben isoliert. Zur DNA-Extraktion wuglets Normalgewebe und niemals Tu-
morgewebe eingesetzt. Hierbei wurde dasisorb Spin Tissue Mini Ki(lnvitek, Berlin,

Deutschland) eingesetzt. Es wurde ebenfalls strap dem Protokoll des Herstellers vorge-

! http://www1.qgiagen.com/literature/render.aspx?88& Stand Januar 2004
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gangen. Eingesetzt wurden jeweils etwa 20 bis 40 mg Gew&bie DNA wurde mit 200 pl
Elutionspuffer eluiert.

Die Konzentration der DNA wurde photometrisch b&)Zm bestimmt (Eppendorf BioPhoto-
meter, Hamburg, Deutschland). Als Blindwert wurde dptische Dichte des entsprechenden
Puffers herangezogen. Dieser Wert wurde von dersWiEsen abgezogen. Um eine Verunreini-
gung durch Proteine auszuschlieen, wurde zudatdie Extinktion bei 280 nm bestimmt. Pro-
ben mit einem Quotient Olgy/ OD,go unter 1,8 wurden verworfen. Die Lagerung der DNA e

folgte bei -80 °C.

3.1.3 Genotypisierung

Die Genotypisierung des NOD1 SNPs rs2075820 wurittelmreal-time-PCR am LightCycfér
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschlandylyefihrt. Zur Qualitatskontrolle und
bei unklaren Ergebnissen wurde flir einige Probesétziich eine DNA-Restriktionsanalyse

durchgefuhrt. Im Folgenden werden beide Verfahtez krlautert.

3.1.3.1  Prinzip der real-time-PCR am LightCycler®

Bei der real-time-PCR wird eine herkémmliche PCRctgefuhrt, zusatzlich erfolgt die simul-
tane Quantifizierung der PCR-Produkte mittels eiRkroreszenzmessung. Eingesetzt werden
neben den beiden Primern zwei Oligonukleotidsor{#istridisierungssonden), die komplemen-
tar zu der zu amplifizierenden Sequenz sind. InleRadn Genotypisierungsstudien werden die
Sonden dabei so gelegt, dass eine von ihnen dgmBgdhismus tberspannt. Bei der Amplifi-
zierung wird so fur ein Allel ein vollkommen kompientarer Produktstrang erzeugt, bei ande-
ren Allelen entsteht eine Fehlpaarung. Eine ded8oriragt am 3’-Ende einen Fluoreszenzfarb-
stoff (Fluorochrom 1, in der Regel Fluoresceing dndere ist 5-terminal ebenfalls mit einem

Fluoreszenzfarbstoff (Fluorochrom 2) markiert. Witk der Anlagerungsphase-Phasenga-

! http://www.invitek.eu/products_and_service/prodeetalogue/kits/genomic _dna/tissue/; Stand AuB08¥
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ling) lagern sich die Sonden in einem Abstand von 1aSeB zueinander an das Amplifikat an.
Da sich nun das Fluorescein und das Fluorochroma2isreichender Nahe zueinander befinden,
kann das Fluorescein (Donor), das von der Leuctieddes LightCyclers angeregt wird, Energie
auf das Fluorochrom 2 (Akzeptor) Gbertragen. Damteichrom 2 emittiert dann Licht, welches
vom LightCyclef bei einer, dem Emissionsspektrum des Fluorochmmyepassten Wellenlan-
ge erfasst wird. Licht dieser Wellenlange wird eurittiert, solange beide Sonden an die DNA
gebunden sind. Losen sie sich, kann keine Energier wvom Donor auf den Akzeptor Ubertra-
gen werden, das Signal erlischt. Dieses Prinzig MAluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer
(FRET) genannt. Eine schematische Darstellung dagips ist der Abbildung 7 zu entnehmen.
Um die Genotypen zu bestimmen, wird im Anschlusgli@nPCR eine Schmelzkurvenanalyse
am LightCycleP durchgefiihrt. Hierbei wird der Umstand genutztsddie eingesetzten Hybridi-
sierungssonden sequenzspezifisch, d.h. je nachtdlengy entweder mutationsspezifisch oder
wildtypspezifisch sind. Bei dem Allel, fir das d@enden nicht spezifisch sind, kommt es bei der
Hybridisierung zu einer Basenfehlpaarung. Die Aatagg der Sonde an den Produktstrang ist
daher weniger stabil, der Schmelzpunkt herabgesB&it einer stufenweisen Erhdéhung der
Temperatur I6sen sich die Sonden zu einem frih8egtpunkt. Sobald der Schmelzpunkt er-
reicht ist und sich die Sonden von der Matrize h\ygemmt die Fluoreszenz ab. Der LightCyc-
ler® detektiert das Fluoreszenzverhalten in Abhangtgitei Temperatur und ermdglicht somit

die Differenzierung zwischen den Genotypen.
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Abbildung 7 Das Prinzip des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Tramst (FRET)
a) b)

S

A

F2

A1 E2

\’“.xLV E1=A2
:;: }W F2

Das Prinzip des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers (FRET). a) und b) Beide Fluorochrome (F1 und F2) besit-
zen ein spezifisches Anregungs- und Emissionsspektrum (Al und E1 bzw. A2 und E2). c) Entspricht das Emissions-
spektrum E1 des Fluorochroms F1 dem Anregungsspektrum A2 des Fluorochroms F2, so kann das emittierte Licht
des angeregten ersten Fluorochroms das zweite Fluorochrom anregen, das daraufhin Licht seiner spezifischen Wel-
lenlange emittiert. Voraussetzung fiir den Energietransfer ist, dass sich beide Fluorochrome in ausreichender Nahe
zueinander befinden. (Abbildung adaptiert nach Milhardt C, 2006a)

3.1.3.2  LightCycler®-Protokoll

Die Sequenzen der verwendeten Primer und SondenTshbelle 9 zu entnehmen; der PCR-
Ansatz war wie in Tabelle 10 beschrieben zusamnsaige Die PCR wurde am Kapillar-
LightCycler® (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Bebland; Software Version 3.5)
durchgefuhrt und ausgewertet. Die Programme firehétime PCR sowie die Schmelzkurven-

bestimmung werden in den Tabellen 11 und 12 wiestgrigen.
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Tabelle 9 Sequenzen der Primer und Hybridisierungssonden

1

Oligonukleotid Sequenz
Vorwartsstrang-Primer 5'- cctgctcttcaagcactact
Gegenstrang-Primer 5'- ctggaagcaccggaagat
Donor-Sonde 5’- gtgggggaagcgcagcagga--FL
Akzeptor-Sonde 5- LC6402-gcaaacacctcctcggggt--PH

*Alle Oligonukleotide von TIBMOLBIOL GmbH, Berlin, Deutschland
2LightCycIer® Red 640 (Fluoreszenzfarbstoff mit einem Emissionsmaximum bei 640 nm)

Tabelle 10 PCR-Ansatz

Reagenz Menge je Probe
DNA 2 ul
Vorwartsstrang-Primer (10uM) 1,6 pl
Gegenstrang-Primer (10uM) 0,4 ul
Donor-Sonde (4puM) 1l
Akzeptor-Sonde (4puM) 1l
Mastermix* 4 ul
H,O 10 pl
Gesamtansatz 20 pl

: LightCycIer® FastStart DNA Master HybProbe von Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, Deutschland)

Tabelle 11 PCR-Programm

Schritt Temperatur (C) Dauer Zyklenanzahl
Initiale Denaturierung 95 10 min 1
Amplifikation

1. Denaturierung 95 0s

2. Annealing 62 10s 40

3. Elongation 72 20s
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Tabelle 12 Schmelzkurvenanalyse

Schritt Temperatur (C) Dauer Temperaturdnderung C Is
95 0 20.00
50 30s 20.00
85 0 0.20

Kuhlung 40 30s 20.00

Wahrend der Schmelzkurvenanalyse wurde die Fluerngskontinuierlich aufgezeichnet. Die
fur die Genotypisierung des NOD1 SNPs rs2075820esietzten Hybridisierungssonden waren
spezifisch fur das Referenzallel. Daraus ergab aiiciSchmelzpunkt von 65 °C fir das Referen-
zallel und von 58 °C fur dawminor allele Eine Grafik mit den fir alle drei Genotypen unter

schiedlich verlaufenden Schmelzkurven ist in Abloilg 8 zu sehen.

Abbildung 8  Schmelzkurven fir den NOD1 SNP rs2075820
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Proben, die homozygot fir das major allele (Referenzallel) sind, haben einen Schmelzpunkt bei 65 T, Proben, die
homozygot fiir das minor allele sind bei 58 . Heterozygote Proben sind zweigipfli g. In dieser Abbildung von einem
Lauf mit 32 Proben am Kapillar-LightCycler® sind zwei Proben zu sehen, die homozygot fiir das minor allele sind.
Eine ist eine Patientenprobe, dies zweite eine mitgefuhrte, sequenzierte Kontrolle. 16 Proben sind homozygot fur das
major allele, 12 Proben heterozygot. Auch fiir das major allele wurde eine sequenzierte Positivkontrolle mitgefihrt.
Die flach verlaufende rosa Kurve ohne identifizierbare Schmelzpunkte ist die mitgefiihrte Negativkontrolle.
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3.1.3.3  Prinzip der Genotypisierung durch Restriktionsanalyse

Bei dieser Methode wird im Anschluss an eine kotieeelle PCR ein Enzymverdau (Restrikti-
on) des PCR-Produktes vorgenommen. DNA-Restrikinngme sind in der Regel hochspezi-
fisch und schneiden einen DNA-Strang nur an eitiesie spezifischen Basenabfolge. Aufgrund
der Vielzahl verschiedener Endonukleasen ist elallehaufig moglich, ein Enzym zu finden,
das nur eines der beiden Allele als Schnittstelkerent. Ein PCR-Produkt, das den zu untersu-
chenden Polymorphismus enthélt, kann so durch lakgbation mit diesem Enzym abh&ngig
vom Genotyp geschnitten werden oder unverandetidyie

Die Trennung und Differenzierung der Fragmente nscteedlicher Lange werden mithilfe einer
Agarose-Gelelektrophorese und anschliel3ender \fsseraing in einer Geldokumentationsanla-
ge bewerkstelligt. Die DNA-Fragmente des Restrikemzymverdaus werden hierfir zunéchst
mithilfe einer Agarose-Gelelektrophorese ihrer Graflach aufgetrennt. Bei dieser Methode
wandert die negativ geladene DNA in einem elektesc Feld durch eine neutrale, halbfeste
Gelmatrix zur Elektrode der umgekehrten Polarigitqde). Das Gel fungiert dabei als Sieb; es
lasst kleine Fragmente schneller wandern als gedn Nukleinsdure-Farbstoff, der in dem
Gel enthalten ist, interkaliert mit der DNA. UntedV-Licht |asst sich der DNA-Farbstoff-
Komplex dann zur Fluoreszenz anregen und somittecimachen.

Wird das Produkt nach dem Verdau auf ein Gel atdgen, sind die folgenden Mdglichkeiten
denkbar (Abbildung 9):

a) Probe ist homozygot fir Allel 1 (Enzym schneidieht)

b) Probe ist homozygot fur Allel 2 (Enzym schne)det

C) Probe ist heterozygot, das Enzym schneidetliedidas Allel 2
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Abbildung 9 Restriktionsanalyse zur Genotypsierung

a b c
() e
G —
G —

Schematische Darstellung des Agarosegels bei der Restriktionsanalyse. In Abhangigkeit des Genotyps liegt a) nur
ein langes Fragment vor (das Enzym schneidet nicht), liegen b) zwei kurze Fragmente vor (das gesamte PCR-
Produkt wird geschnitten), liegen c) ein langes und zwei kurze Fragmente vor (heterozygpte Probe). Mithilfe eines auf
dem Gel aufgetragenen GrolRenstandards (im Schema nicht dargestellt) kann die Fragmentldnge abgeschéatzt wer-
den.

Ein bei jeder Gelelektrophorese mitgefiihrter Gr&famdard, der DNA-Fragmente genau defi-

nierter Gréf3en enthalt, erlaubt anschliel3end zlidédiine Langenbestimmung der Fragmente.

3.1.3.4  Protokoll der Restriktionsanalyse

Die Sequenzen der verwendeten Primer sind Taballulentnehmen; der PCR-Ansatz war wie
in Tabelle 14 beschrieben zusammengesetzt. Die W@Re mit einem Biometra Thermocycler
(Biometra Whatman, Goéttingen, Deutschland) durdiigef Das PCR-Programm sowie der An-

satz fur den Restriktionsenzymverdau werden inTciellen 15 und 16 wiedergegeben.

Tabelle 13 Primersequenzen
Oligonukleotid* Sequenz
Vorwartsstrang-Primer 5'- tgagaccatcttcatcctgg
Gegenstrang-Primer 5'- cttcccactgagcaggttg

*Alle Oligonukleotide von TIBMOLBIOL GmbH, Berlin, Deutschland
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Tabelle 14

PCR-Ansatz

Reagenz Menge je Probe
DNA 2 ul
Vorwartsstrang-Primer (10 pM) 2,5l
Gegenstrang-Primer (10 pM) 2,5l
10xPuffer 2,5 ul
MgCl, (50 mM) 1l
dNTPs (2,5 mM) 2 ul
Tag-Gentherm-Polymerase 0,25 ul
H,O 12,25yl
Gesamtansatz 25 l
Tabelle 15 PCR-Programm
Schritt Temperatur (C) Dauer Zyklenanzahl
Initiale Denaturierung 95 4 min 1
Amplifikation
1. Denaturierung 95 30s
2. Annealing 61 20s 39
3. Elongation 72 20s
Finale Elongation 72 10 min 1

Tabelle 16 Enzymverdau
Reagenz Menge je Probe
PCR-Produkt 5ul
Puffer 2 ul
Enzym (Eco881) 1ul
H,O 12 ul
Gesamtansatz 20 pl

Restriktionsenzym: Eco881 (Aval); Puffer: 1x Buffer Tango™ (beides Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland)
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Gelelektrophorese

Abhangig von der Gro3e und somit des Laufverhalterszu detektierenden Fragmente wird
eine passende Agarosekonzentration gewahlt. Ireehidzall wurde ein 1,5 %- Agarose-Gel her-
gestellt. Hierzu wurde 1x TBE-Puffer und Agarosé emer Endkonzentration von 1,5 % in der
Mikrowelle aufgekocht. Nach Abkihlen auf etwa 50WGrde der Nukleinsdure-Farbstoff Gel-
Red™ (Biotium, Darmstadt, Deutschland) in einer diemung von 1:1000 hinzugefiigt und
durchmischt. AnschlieBend wurde die Flissigkeieiime Horizontalgelkammer (Roth, Karlsru-
he, Deutschland) gegossen. Nachdem das Gel emstarrivurde die verdaute DNA mit 1x La-
depuffer (6x DNA Laufpuffer, Fermentas, St. LeontRoeutschland) versetzt und je Probe 15
ul in die Gel-Taschen pipettiert. Auf jedes Gel dem auch 5 pl eines DNA-GrélRenstandards
(O'Range Ruler™ 50bp DNA Ladder, Fermentas, StniRot, Deutschland) aufgetragen. Der
Standard umfasst DNA-Fragmente in einer GroRe v@nbis 1000 bp, mit einer GrolRen-
Abstufung in 50 bp-Schritten. An die Gelelektropds®kammer wurde eine Gleichstromspan-
nung von 100 V angelegt. Nachdem die Fragmentdekireschen Feld ausreichend aufgetrennt
waren, wurden sie in einer Geldokumentationsan(&y®aGene Bio Imaging Sys, Langenfeld,
Deutschland) unter UV-Licht sichtbar gemacht undtpgraphiert. In Tabelle 17 sind fir jeden

Genotypen die Anzahl und Lange der Restriktionsfraigte aufgefuhrt.

Tabelle 17 Anzahl und Lange der Restriktionsfragmente fur denSNP rs2075820

Anzahl der Fragmente Fragmentlange (bp) Genotyp

1 379 A/A; minor allele
2 209, 170 G/G; major allele
3 379, 209, 170 G/A; heterozygot

3.1.4 SerologischerH. pylori-Nachweis

Ein serologischer Nachweis von IgG und IgA-Antikénp in asservierten Serumproben des Pa-

tientenkollektivs mittels ELISA (Siemens) war geplaDieser konnte aufgrund eines techni-
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schen Defekts des Tiefkihlaggregats und daraustierendem Verlust der Serumproben nicht

durchgefuhrt werden.

3.2 Uberexpression von NOD1 in HEK293-Zellen

Um die Auswirkung des SNP rs2075820 auf die Funkties NOD1-Rezeptors zu untersuchen,
wurden Uberexpressionsexperimente in humanen Zelee eigene NOD1-Expression durch-
gefuhrt. Hierfur wurde zunachst aus einem Plasmdas die Referenz-cDNA des NODI1-
Rezeptors enthielt (Transkript ENST00000222823 bixM2D1-001), mittels Mutagenese ein
Plasmid erstellt, das fur dasinor alleledes SNP rs2075820 kodiert. Um beide Varianten des
NOD1-Proteins in Zellen zu exprimieren, wurden kellasmide transient in HEK293-Zellen
(Human Embryonic Kidney cellsransfiziert. Anschliel3end wurden die Zellen oeim NOD1-
Liganden iE-DAP stimuliert. Die konsekutive NdB-Aktivierung wurde mittels eines Reporter-

gen-Assays fir beide Varianten des NOD1-Rezeptangtelt und miteinander verglichen.

3.2.1 Eingesetzte Plasmid-DNA

Der NOD1-Referenz Vektor ist ein pcDNA3.1-Vektor, der dedierende DNA-Sequenz fir den
humanen NOD1-Rezeptor enthalt. Dieser Vektor verfimpr eine FLAG-Markierungssequenz
(FLAG-tag) am 5’-Ende deNOD1-cDNA und diente als Referenz-Plasmid. Aus diesezktdf
wurde mittels Mutagenese ein Vektor erstellt, derdasminor alleledes SNP rs2075820 ko-
diert (NOD1-G796A-Vektor). Als Negativkontrolle diente der hane Expressionsvektor
pcDNA3.1 (Leervektor) von Invitrogen (Darmstadt,Uubschland). Ebenfalls bei der Transfekti-
on eingesetzt wurden eRenillaLuciferase-Reportergen zur Evaluierung der Trakigfaseffi-
zienz (pRL-TK Vector; Promega, Mannheim, Deutscti)amnd ein Luciferase-Reportergen zur
Bestimmung der NkB-Aktivierung (freundlicherweise zur Verfiigung gatitvon Herrn Dr. B.
Opitz; Charité-Universitatsmedizin Berlin, Deutsaindl). Dies ist ein PGL3Basisvektor (Prome-
ga, Mannheim, Deutschland), in den sechgdBFBindungsstellen, gefolgt von einem R3-Globin-

Promotor und einem Gluhwirmchen-Luciferasegen kidnwurden (Krtll, 1999). In Tabelle 18
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sind alle Vektorinformationen zusammengefasst. kigespondierenden Vektorkarten sind in

den Abbildungen 10 bis 12 zu sehen.

Tabelle 18

Vektorinformationen

Name

Vektoreigenschaften

Hersteller

NOD1-Referenz

pcDNA3.1 Vektor (Invitrogen) in den die am 5'-
Ende FLAG-markierte cDNA des NOD1-Rezeptors
(Transkript ENST00000222823 bzw. NOD1-001)
kloniert wurde. Die Sequenz entspricht der major
variante des SNP rs2075820.

Zur Verfugung gestellt von Herrn
G. Nufiez (Ann Arbor, Michigan,
USA)

NOD1-G796A pcDNA3.1 Vektor (Invitrogen) mit einem Insert, das Durch ortsspezifische Mutagene-
die DNA-Sequenz des NOD1-Rezeptors se aus dem Vektor NOD1-
(Transkript ENST00000222823 bzw. NOD1-001)  Referenz generiert
mit dem Basenaustausch G796A enthalt. Die Se-
quenz entspricht der minor variante des SNP
rs2075820, sie ist ebenfalls am 5’-Ende FLAG-
markiert).
Leervektor Handelsname: pcDNA3.1 Invitrogen (Darmstadt, Deutsch-
Der Vektor enthalt u.a. einen humanen Cytomega- land)
lievirus (CMV) Promoter, Multiple cloning sites in
vorwarts (+) und rickwarts (-) Orientierung und ein
Neomycin- sowie ein Ampicillin-Resistenzgen.
Renilla- Handelsname: pRL-TK Vector Promega (Mannheim, Deutsch-
Luciferase Der Vektor enthélt die cDNA fur die Renilla- land)
Reporter Luciferase und einen konstitutiven Herpes simplex
Thymidin-Kinase Promoter.
NFkB- PGL3Basisvektor (Promega, Mannheim, Deutsch- Zur Verfligung gestellt von Herrn
Luciferase- land), in den sechs Nfk-B-Bindungsstellen, gefolgt B. Opitz (Charité- Universitats-
Reporter von einem (3-Globin-Promotor und einem Lucifera- medizin Berlin, Deutschland).
segen kloniert wurden. (Krull, 1999)
Abbildung 10 Vektorkarte des Renilla-Luciferase Reporters (pRL-TK Vector)
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Der Vektor enthalt die cDNA fur die Renilla-Luciferase (Rluc) und einen konstitutiven Herpes simplex Thymidin-
Kinase (HSV TK) Promoter.
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Abbildung 11  Vektorkarte des pcDNAS.1 Vektors

A-180131

Der pcDNA3 Vektor (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) enthélt einen humanen Cytomegalievirus (CMV) Promoter
fur eine hohe Expression, Multiple cloning sites in vorwarts (+) und riickwarts (-) Orientierung fur eine einfache Klo-
nierung und ein Neomycin- sowie ein Ampicillin-Resistenzgen zur Antibiotikaselektion. Bei dem NOD1-Referenz
Expressionsvektor wurde die NOD1 cDNA (3402 bp) uber die Restriktionsstellen Hindlll und Xhol in den pcDNA 3.1
Vektor einkloniert. Quelle: Invitrogen

Abbildung 12  Vektorkarte des Luciferase-Reporters
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Der Vektor enthélt die cDNA fir die Gluhwiirmchen Luciferase (luc). Bei dem NFkB-Luciferase-Reporter wurden Uber
die Smal Restriktionsstelle sechs Nfk-B-Bindungsstellen und tber Xhol/Hindlll ein R-Globin-Promotor einkloniert
(Krall, 1999).

47



3.2.2 Mutagenese der Plasmid-DNA
3.2.2.1  Prinzip der ortsspezifischen Mutagenese

Die ortsspezifische Mutagenese (ersifle-directed mutagenesisrlaubt es DNA gezielt zu ver-
andern. Hierflr werden zwei Primer synthetisiegtn Strang- und ein Gegenstrangprimer -, die
beide die gewunschte Mutation enthalten. AnschhidReird eine PCR durchgefuhrt, bei der
sich die Primer an die Vorlage-DNA anlagern konrigine proofreadingPolymerase syntheti-
siert den komplementaren DNA-Strang unter Einbedmrgmutierten Primer. Der so entstandene
Strang enthalt somit die gewlnschte Mutation. Ztenfiung des neu generierten, mutierten,
PCR-Produkts von der eingesetzten Ausgangs-DNA] die DNA nach der PCR mit dem En-
zym Dpn | verdaut. Dieses schneidet spezifisch die methgli@nmutierte Vorlage-DNA. Ubrig
bleibt der unmethylierte, neu synthetisierte, unaiente DNA-Strang. Zum Schluss erfolgt die
Transformation des offenkettigen Strangs in komptetdakterien. Dort wird er zu einem ge-
schlossenen Plasmid ligiert und vermehrt wird. EScleematische Darstellung des Prinzips ist in

Abbildung 13 dargestellt.

3.2.2.2  Protokoll der Mutagenese

Die Mutagenese des NOD1-Referenz-Plasmids zum NGDEI6A-Plasmids wurde mit dem
QuikChange® XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Sdggne, La Jolla, USA) durchgefihrt. Die
Vorgehensweise richtete sich dabei nach dem Pribtd&e Herstellers. Die PCR wurde am Bi-
ometra Thermocycler (Biometra Whatman, GoéttingeautSchland) durchgefiihrt. Die Primer-
sequenzen, der PCR-Ansatz, das PCR-Protokoll sibedllarisch dargestellt (Tabellen 19 bis
21). Fur den enzymatischen Verdau der Vorlage-DNA&de anschlieRend 1 pl des EnzyDpn

I (10 U/ul) zum PCR-Produkt (51 pl) hinzupipettiddie Losung wurde vorsichtig durchmischt,
in einer Mikrozentrifuge fur eine Minute abzentgfart und anschlie3end eine Stunde bei 37 °C

inkubiert.
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Abbildung 13 Das Prinzip der ortsspezifischen Mutagenese
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Tabelle 19 Primersequenzen
Oligonukleotid* Sequenz
Vorwartsstrang- Primer 5’- ctacccagagcgcgaccccaaggaggtgtttg
Gegenstrang- Primer 5'- caaacacctccttggggtcgegctctgggtag

*Alle Oligonukleotide von TIBMOLBIOL GmbH, Berlin, Deutschland

49




Tabelle 20 PCR-Ansatz

Reagenz Menge je Probe
Vorlage-DNA (4 ng/ul) 12,5 ul
Vorwartsstrang- Primer (50 ng/pul) 2,5 ul
Gegenstrang- Primer (50 ng/ul) 2,5 ul
10xPuffer 5ul
dNTPs (2,5 mM) 1l
QuikSolution* 3ul
H,O 23,5l
PfuTurbo DNA Polymerase (2.5 U/ul)* 1u
Gesamtansatz 51 pl

*QuikChange® XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, USA)

Tabelle 21 PCR-Programm

Schritt Temperatur (C) Dauer Zyklenanzahl
Initiale Denaturierung 95 1 min 1
Amplifikation

1. Denaturierung 95 50s

2. Annealing 60 50s 18

3. Elongation 68 1 min

Finale Elongation 68 7 min 1

3.2.2.3  Klonierung des NOD1-Rezeptors

Das Einbringen fremder DNA in Bakterien wird alsaaisformation bezeichnet. Daraus abgelei-
tet ist die Klonierung, bei der kompetente Baktemeirch Plasmid-DNA transformiert werden
und anschliel3end das im Plasmid enthaltene Genebeem und dessen Genprodukt (Protein
oder Peptid) herstellen. Vor der Einfuhrung der RGR dieses Verfahren die Standardmethode
zum Vervielfaltigen von DNA, beispielsweise vor @inSequenzierung. Die Klonierung wird
heute nach wie vor genutzt, um Plasmid-DNA zu vémae oder um unbekannte DNA bzw.

cDNA Sequenzen zu identifizieren.
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Um das durch die Mutagenese gewonnene PlasmidrzieNaltigen und somit spater transfizie-
ren zu kdnnen, wurden kompetente (d.h. transfobare) Bakterien mit ihm transformiert. Die
Transformation erfolgte in One Shot® TOP10 Chenyo@bmpetent. coli (TA Cloning® Kit,
Invitrogen, Darmstadt, Deutschland). Diese Baktetiaben einen Mangel an Endonukleasen
und Rekombinasen, der eine hohe Transformatiorsaii bedingt.

Die Transformation der kompetent&n coli mit der Dpn I-verdauten Plasmid-DNA erfolgte
mittels Hitzeschock. Die einzelnen Arbeitsschriftshteten sich dabei genau nach dem Hand-
buch des Herstellets

Schlief3lich wurden jeweils 20Ql des Reaktionsgemisches auf LB-Ampicilllin Agartda
ausplatiert und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Nigr erfolgreich transformierte. coli konn-

ten auf diesen Agarplatten wachsen, da der Klongsuektor (pcDNA3.1) ein Ampicillin-
Resistenzgen enthielt. Am Folgetag wurden acht &lgepickt und die Plasmid-DNA mithilfe
des Invisorb® Spin Plasmid Mini Two Kits (InviteBerlin Deutschlant) prapariert.

Die isolierte Plasmid-DNA der acht Klone wurde ®iit Restriktionsenzyverdau (siehe Kapitel
3.1.3.3) und mittels real-time-PCR (siehe Kapitdl.3.1) auf das Vorhandensein des gewiinsch-
ten Basenaustausches (G796A) hin untersucht. Aegenrd wurde die gesamte Sequenz des
Klons, der den Basenaustausch enthielt und beiltersfektion eingesetzt wurde, durch Se-

quenzierung Uberpruft (Sequenzierservice Dr. M. Xviei GmbH, Berlin, Deutschland).

3.2.3 Kultur von HEK293-Zellen

Um die Auswirkung des SNP rs2075820 auf die Fumktles NOD1-Rezeptors untersuchen zu
konnen, wurden beide Allele des SNP durch eine Sfedaion in HEK293-Zellen eingebracht.

HEK293 ist eine humane Zelllinie, die durch einefsformation von humanen embryonalen
Nierenzellen (HEK-Human Embryonic Kidneyynd DNA-Fragmenten des Adenovirus 5 ent-

standen ist (Graham, 1977). Die HEK293-Zellen hakieen naturlichen Mangel an TLRs und

! http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manualsitan.pdf; Stand: 7. April 2004
2 http://www.invitek.eu/e1531/e1658/e2414/e2415/d22 manual4664/SpinPlasmidminikittwo.pdf; Stand20
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NLRs und lassen sich leicht kultivieren und trarisfien. Sie werden haufig fir Uberexpressi-
onsexperimente eingesetzt, bei denen ein Gen smittensfektion in die Zellen eingebracht
wird, um das anschlielend exprimierte Protein Zersnchen.

Die Kultur der adharenten HEK293-Zellen (DSMZ Dehis Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH, Braunschweig) erfolgte in5¥Zellkulturflaschen. Als Nahrmedium
wurde mit 10 % FCS versetztes DMEM (Invitrogen, IKarhe, Deutschland) eingesetzt. Die
Zellen wurden bei 37 °C, einer Luftfeuchtigkeit v@&® % und mit 5 % C@im Brutschrank kul-
tiviert. Alle zwei bis drei Tage wurden die Zellaneinem Verhaltnis von 1:5 verdinnt und mit
frischem Nahrmedium versorgt. Vor jedem Versuchdeuardie Zellen mikroskopisch hinsicht-

lich ihrer Vitalitat und zum Ausschluss einer Kaniaation untersucht.

3.24 Transfektion von HEK293-Zellen
3.2.4.1  Prinzip der Transfektion

Bei einer Transfektion wird Fremd-DNA in eukaryaellen eingeschleust. Hierbei wird zwi-
schen einer zeitweiligen (transienten) Transfektlomch Einbringen eines Plasmids und einer
dauerhaften (stabilen) Transfektion unterschieden,der die Fremd-DNA in das Genom der
Wirtszelle eingebaut wird. Es gibt chemische, pkgissche und biologische Verfahren um Zel-
len zu transfizieren (Malhardt C, 2006b).

Bei der transienten Transfektion der NOD1-Exprassiektoren NOD1-Referenz und NOD1-
G796A in HEK293-Zellen wurde die Calcium-Phospheizipitation gewahlt. Dieses Transfek-
tionsverfahren wird sehr haufig angewandt. Es asténginstig und einfach in der Durchflh-
rung. Eine Transfektionseffizienz von bis zu 30 &k erzielt werden. Das zugrundeliegende
Prinzip ist noch nicht vollstandig erklart. Es widdvon ausgegangen, dass Calciumphosphat-
kristalle ausfallen, an die die Plasmid-DNA bindgibt man das Prazipitat aus Calciumphosphat

und DNA anschlie3end auf die Zellen, wird es Ubsildzytose aufgenommen.
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3.24.2 Protokoll der HEK293-Zelltransfektion

Fur die Transfektion wurden die HEK293-Zellen im&4ll-Zellkulturplatten (Falcon®) ausge-
sat. Nachdem die Zellen eine Konfluenz von etw&«@rreicht hatten, wurden die HEK293-
Zellen transient transfiziert. Hierfur wurde daslf®ws™ Mammalian Transfection Kit (BD
Biosciences Clontech, Heidelberg, Deutschland) eadet. Der Transfektionsansatz, bestehend
aus dem Calciumphosphat-Reagenz und der Plasmid;DMNAle nach Anleitung des Herstel-
lers erstellt und anschlieRend den einzelnen Weiggesetzt. Die hinzugefligte Plasmid-DNA-
Menge betrug dabei jeweils 2 ng pro Well fur denDN©Vektor (NOD1-Referenz, NOD1-
G796A oder Leervektor) und jeweils 5 ng pro Well diie beiden Reportergene Renilla und NF-

kB-Luciferase.

3.2.5 Stimulation der HEK293-Zellen

Die Zellstimulation mit dem spezifischen NOD1-Ligkem iE-DAP wurde zeitgleich mit der
Zelltransfektion durchgefuhrt, um durch das Calgiwsphat ein besseres Eindringen des Sti-
mulanzes in die Zelle zu gewabhrleisten. Das iE-DARde in drei unterschiedlichen Konzentra-
tionen eingesetzt: 10, 20 und 50 mg/ml. Um Dreifaetie bestimmen zu kdénnen, wurde jede
Konzentration in jeweils drei Wells eingesetzt. Kiantrolle diente Medium ohne Stimulanzzu-
satz. Funf Stunden nach der Stimulation wurde esdiMmwechsel durchgefihrt, um die Stimu-
lation abzustoppen. Nach weiteren 15 Stunden wudierZellen fir die Reportergen-Assays

lysiert.

3.2.6 Reportergen-Assays
3.2.6.1  Prinzip des Luciferase-Reportergen-Assays

Um die NFkB-Aktivierung der HEK-Zellen durch die Stimulationit iE-DAP quantifizieren zu
kénnen, wurden die Zellen bei der Transfektion eniem Reporterplasmid ko-transfiziert. Das
Reporterplasmid enthielt eine Bindungsstelle fim deanskriptionsfaktor N&kB und nachge-

schaltet einen Promoter und das Luciferase-Gen. Abigevierung von NFxB flhrt so zur
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Transkription des Luciferase-Gens und damit zurrésgion der Luciferase. Wird der Transkrip-
tionsfaktor aktiviert, bindet er an das Plasmid dad Luciferase-Gen wird transkribiert. Konse-
kutiv kommt es zur Expression der Luciferase. dekst die NF«B-Aktivierung, desto mehr

Luciferase wird exprimiert. Bei Hinzugabe des Stdist katalysiert das Enzym eine Reaktion,

bei der Licht emittiert wird:

Luciferase
Luciferin + ATP + Q > Oxylucifer- AMP + PPi + CQ+ Licht
M4"

Die Lichtproduktion ist proportional zur Luciferasenge, die wiederum abhangig von der NF-

kB-Menge in den Zellen ist, und kann mit einem Luomreter gemessen werden.

Abbildung 14 Reaktionsmechanismus der Glihwirmchen-Luciferin-Rektion
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Durch ATP wird das D-Luciferin an der Carboxygruppe adenyliert. Hierbei wird Pyrophosphat freigesetzt (1). Durch
diese Aktivierung kann das Proton am C4-Atom abstrahiert werden, wodurch sich ein Carbanion bildet (2). Anschlie-
Bend kann das Luciferin am C4-Atom oxygeniert werden, es bildet sich ein lineares Hydroperoxid (3). Dieses bildet
unter Abspaltung von AMP ein Dioxetanonring (4). Nach Decarboxylierung bildet sich daraus Oxyluciferin. Es ist in
einem energetisch angeregten Zustand. Unter Abgabe eines Photons (Emission von Licht) fallt es in seinen Grund-
zustand zuriick.

3.2.6.2  Protokoll des Luciferase-Reportergen-Assays

Der Luciferase-Nachweis wurde mit dem ,Luciferasesdy System” von Promega (Mannheim,
Deutschland) durchgefiihrt. Hierfir wurden die Zeliinachst mit 100 pl/well Promega Lyse-

puffer lysiert. Anschliel3end wurden die Zelltrimnidrer 2 Minuten bei 300 g abzentrifugiert
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(Zentrifuge 5415C, Eppendorf, Hamburg, Deutschladd)Probe wurde jeweils 10 pl Uberstand
entnommen und mit 10 ul des Luciferase Reaktiorismif{Promega) versetzt. Nach drei Se-
kunden wurde die Lichtemission bei 562 nm im Lumieder (Lumat LB 9501, Berthold Tech-

nologies, Bad Wildbad, Deutschland) gemessen.

3.2.6.3  Prinzip desRenilla-Luciferase-Reportergen-Assays

Zur Bestimmung der Transfektionseffizienz und ztmn8ardisierung der mittels Luciferase-
Reportergen ermittelten NEB-Aktivierung wurde zusétzlich ein Renilla-Repopkasmid ko-
transfiziert. Dieses Plasmid kodiert fur die Quallaiciferase (aufkenilla reniformi$. Dieser

ist ein konstitutiver Promoter vorgeschaltet. Dazyn wird daher in allen erfolgreich transfi-
zierten Zellen konstitutiv exprimiert und emittiéei Zugabe des Substrats Licht. Wird das Sub-
strat im Uberschuss eingesetzt, ist die Enzymaétivind somit die Lichtintensitat proportional

zur Transfektionseffizienz.

Renilla Luciferase
Coelenterazin + O2 —> Coelenteramid + CO2 + Licht

Die Lichtemission kann im Luminometer bei 480 nnrmgssen werden.

Abbildung 15 Umsetzung des Coelenterazins durch die Renilla Luerase
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Das Coelenterazin reagiert mit Sauerstoff zu Coelenteramiden. Hierbei tritt eine Decarboxylierung ein, es bildet sich
das Anion eines Coelenteramides. Dieses emittiert blaues Licht. Die Reaktion wird durch die Renilla Luciferase bio-
katalysiert (Biolumineszenz).
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3.2.6.4  Protokoll des Renilla-Luciferase-Reportergen-Assays

Der RenillaLuciferase-Nachweis wurde mit déRenillaluciferase Assay System von Promega
(Mannheim, Deutschland) durchgefuhrt. Hierbei wargawveils 5 pl des Zelllysates (Lyse siehe
Kap. 3.2.6.2) eingesetzt und mit 5 pl d&snillaLuciferase-Substrat-Puffers von Promega ver-
setzt. Die Messung der Lichtemission erfolgte nd@ekunden bei 480 nm im Lumat Lumino-
meter.

Die relative NFxB-Aktivierung ergab sich aus dem Quotienten vonh@lirmchen-Luciferase-

undRenilla-Luciferaseaktivitat.

3.3 Stimulation humaner Monozyten

Um die Auswirkung des NOD1-SNP rs2075820 auf dieDNEdRezeptor-Aktivitdt in Monozyten
zu untersuchen, wurde eine Stimulation von humavienozyten durchgefuhrt. Hierfir wurde
zunachst ein gesundes Probandenkollektiv genogrpisnd Probanden herausgesucht, die ho-
mozygot entweder fir das Referenzallel waren (GEBgByp) oder den A/A-Genotyp trugen.
Anschlie3end wurde diesen Probanden Blut zur isolaton Monozyten entnommen. Fir jeden
Probanden lag eine schriftliche Einverstandniseukig zur Blutabnahme fir humangenetische
Untersuchungen und zur Gewinnung von Zellen flibmdbgische Versuche vor.

Die Stimulation von humanen Monozyten erfolgte elmewie die HEK293-Zelltransfektioim
vitro. Vorteil bei dieser Methode ist, dass mit priménamanen Zellen gearbeitet wird, die nicht
wie die HEK293-Zellen durch die Transformation mimem Virus verandert wurden. Die Mo-
nozyten sind daher mit ihrem natirlichen, breiteap&toire von mustererkennenden Rezepto-
ren, darunter auch NLRs und TLRs ausgestattetERpmession des zu untersuchenden Proteins
wird im Gegensatz zu den Transfektionsexperimemtght durch zusatzliches Einbringen
(Transfektion) von Fremd-DNA verstarkt (Uberexpiesy Bei der Stimulation von Monozyten

kénnen auch synergistische Effekte und Proteiralkteynen besser untersucht werden.
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3.3.1 Isolierung humaner Monozyten

Die Isolierung der peripheren Blutmonozyten (PBME€dplgte mittels Ficoll Dichtegradienten-
zentrifugation. Hierzu wurde den Probanden jewetlsa 45 ml Blut in Heparin-beschichtete
Spritzen entnommen. AnschlieBend wurde das Blut mi2 RPMI-Minimalmedium (RPMI-
Medium ohne FCS, 1 % L-Glutamin, 1 % Natriumpyrgva¢rdinnt. Jeweils 15 ml Ficoll-
Paque-Trennmedium (spezifische Dichte 1,077 g/mijden in einem 50 ml BD Falcon™-
Rohrchen (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutsnd) vorgelegt, jeweils 30 ml des
verdunnten Blutes vorsichtig dartber geschichtet dann fir 45 min bei Raumtemperatur und
400 g zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wamuttelbar oberhalb des Trennmediums eine
helle Schicht erkennbar, die die PBMCs enthieledgi Schicht wurde vorsichtig mit einer Pas-
teur-Pipette abgenommen, in ein neues Falcon™-Réhrcuberfuhrt und mit RPMI-
Minimalmedium auf 30 ml aufgeftllt. Anschlie3end nden die Zellen zwei Mal durch Zentri-
fugation (10 min 300 g) mit RPMI-Minimalmedium geschen. Es folgte ein weiterer Zentrifu-
gationsschritt von 15 min bei 100 g zur Entferndieg Thrombozyten. Anschliel3end wurde das

Pellet in 8 ml RPMI-Minimalmedium aufgenommen.

3.3.2 Kultur und Stimulation der Monozyten

FUr die Kultur und fur die Stimulation der PMBC wler jeweils RPMI-Minimalmedium ohne
Zusatz von Antibiotika verwendet. Nach der Isolieguder PBMC (siehe Kapitel 3.3.1) wurde
zunachst die Zahl der vitalen Zellen in einer 1:1@@dinnung mit Trypanblau in einer Neubau-
er-Zahlkammer ermittelt. Es folgte die Aussaat y@meils 3*1F Zellen pro Loch in eine 96-
Loch-Flachbodenplatte. Nach zweistiindiger RuhereitBrutschrank bei 37 °C wurden alle
nicht adharenten Zellen entfernt und die Stimutadarch Lipopolysaccharid (LPS) O11:B4 und
ieDAP begonnen. Hierfir wurden die Stimulanzien RPMI-Minimalmedium auf die ge-
winschte Konzentration verdinnt. Das LPS wurde anz€ntrationen von 1 und 10 ng/ml, das
ieDAP in Konzentrationen von 10, 20 und 50 pg/nmigesetzt. Der Stimulationsansatz betrug

100 pl pro Loch. Zur verbesserten Aufnahme des O die Zellen wurde zum Stimulations-
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ansatz die Transfektionsreagenzien Calciumphog@a@Phos™ Mammalian Transfection Kit;

BD Biosciences Clontech, Heidelberg, Deutschlara#®rd.ipofectamin (Invitrogen, Darmstadt,

Deutschland) hinzugefigt. Um Dreifachwerte bestimrae kbénnen, wurde jedes Stimulanz in
jeweils drei Wells eingesetzt. Nach einer Inkuhagizeit von 18 Stunden wurde der Kulturtiber-
stand abpipettiert und bei —80 °C bis zur geplatit@érB-Bestimmung (siehe unten) eingefroren.
Um eine Kinetik der IL-B Ausschittung zu erstellen, wurden Kulturiiberstandeden Zeit-

punkten 0, 2, 4, 6, 12, 24, 48 h nach Stimulatiogeaommen.

3.3.3 IL-1 B- ELISA

Der Sandwich-Elisa ist ein immunologisches Nachwexfshren, das eine quantitative Bestim-
mung von Proteinen in einer Losung ermdglicht. Eurde eingesetzt, um die IB34
Konzentration in den Uberstanden der mit untersttitleen Liganden stimulierten humanen
Monozyten zu messen. Im folgenden Abschnitt wemdigs Prinzip und der Versuchsaufbau im
Detail erklart. Eine schematische Darstellung daszips ist der Abbildung 16 zu entnehmen.
Zunachst wurde eine 96-Loch-Platte mit einem maomadden Antikorper gegen humanes Ig-1
(R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutadhl®eschichtet. Hierzu wurde der
Antikorper in Carbonatpuffer NaHG@pH 9,3) bis auf 2 pg/ml verdinnt. Pro Loch wurd#h

pl der Losung eingesetzt. Die Platte wurde UberhNéuoindestens 12 Stunden) bei 4 °C gela-
gert. Am nachsten Tag wurde die Platte drei Maljawteils 200 pl Waschpuffer pro Loch ge-
waschen und anschlieRend die freien Bindungsstatittels Blockierpuffer blockiert. Der ver-
wendete Blockierpuffer setzte sich zusammen aus &®aschpuffer (1x PBS, 0,05 %
Tween®20) und 2,5 % fetalem Kalberserum (FCS). Naohr Inkubation von einer Stunde und
drei erneuten Waschschritten wurden der StandadddienProben nach einem zuvor festgeleg-
ten Schema auf die Mikrotiterplatte aufgetragemwéjés 50 pl pro Loch). Die Standardverdin-
nungsreihe umfasste dabei sieben Konzentrationanmiaimal 15,6 pg/ml bis maximal 1000
pg/ml rekombinantem, humanem IIB-¥R&D Systems). Aufgrund der teilweise sehr hohen
gemessenen ILAtKonzentrationen in den Proben wurden diese zurhIT2iverdinnt aufgetra-
gen. In der Inkubationszeit von zwei Stunden beirR@mperatur band der auf der Platte immo-
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bilisierte Antikdrper das in Probe und Standarchaléne IL-B. Danach erfolgte wiederum ein
Waschschritt, in dem ungebundenes Substrat entientte. Ein zweiter polyklonaler und bioti-
nylierter IL-13-Antikérper (R&D Systems) wurde in Waschpuffer uh8 % FCS auf eine Kon-
zentration von 400 ng/ml verdiinnt und auf die Blatifgetragen (50 ul pro Loch). Wahrend der
Inkubation Uber eine Stunde bei Raumtemperatur evdid Bindung des biotinylierten Antikor-
pers an das ILfl ermdglicht. Nach erneutem Waschen zur Entfernurgglbundenen Antikoér-
pers wurde im darauf folgenden Schritt Meeretticbpiglase (horse radish peroxidase, HRP) in
einer Konzentration von 1 pg/ml aufgetragen (Df@ Loch). Diese war an Streptavidin gekop-
pelt, welches an das Biotin des zweiten Antikdrgerglet. Nach einer Inkubation von 30 min
wurde ungebundene Peroxidase durch zweimaliges W¥asentfernt. Anschliel3end erfolgte je
Loch die Zugabe von 100l des Chromogens TMB (3,3, 5,5-Tetramethylbenz)diDie ge-
bundene Peroxidase katalysiert in diesem Schnig# enzymatische Farbreaktion, die das vorher
fast farblose TMB zu seinem blauen Endprodukt @xidiDiese Reaktion wurde etwa 15 min im
Dunkeln inkubiert und anschliel3end mit jeweils BH,SO, gestoppt. Durch die Verdnderung
des pH-Wertes entsteht dabei ein stabiler gelbdrkBanplex. Die Intensitat der Farbintensitat
ist proportional zur IL-B-Konzentration in der Lésung und wurde im Photom8&jgectra Fluor
Plus (Tecan Crailsheim, Deutschland) bei 450 nniirbe®. Mithilfe der mitgefuhrten Standard-
reihe wurde mit der Software Tecan Magellan3 (TeCaailsheim, Deutschland) eine Standard-
kurve erstellt, anhand derer die IB-Konzentration in den Zelliberstdnden errechnetdewur

Alle Messungen wurden mindestens als Doppelbestinger durchgefuhrt.
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Abbildung 16 Das Prinzip des Sandwich-ELISAs
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Der Sandwich-Elisa ist ein immunologisches Nachweisverfahren zur quantitativen Bestimmung von Proteinen in einer
Lésung. 1. Zunachst wird ein Antikérper gegen das nachzuweisende Antigen auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert.
2. und 3. Nachdem madgliche freie unspezifische Bindungsstellen blockiert wurden, wird das Antigen aufgetragen. 4.
Im néchsten Schritt wird ein zweiter, biotinylierter Antikérper, der ebenfalls gegen das Antigen gerichtet ist, hinzuge-
geben. 5. Das Biotin geht eine hochaffine Bindung mit der nachfolgend aufgetragenen Streptavidin-Peroxidase ein. 6.
Wird TMB, das Substrat der Peroxidase, hinzugegeben, wird es enzymatisch umgesetzt und es kommt zu einem
blauen Farbumschlag. Dieser kann photometrisch gemessen werden und ist proportional zu der Konzentration des
Antigens in der Losung ist.

3.4 Statistische Analyse

Zur Speicherung aller Klinischer Informationen et experimentell gewonnenen Genotypisie-
rungsdaten wurde eine Datenbank in SPSS ersteditfiid wurde eine Tabelle angelegt, in die
die Tumordatenbank der Robert-Rdssle-Klinik impottwurde. Fur die Genotypisierungsdaten
und Verlaufsdaten sowie fur die UICC-Klassifikatisamurden weitere Attribute angelegt und
Inhalte errechnet. Die Datenanalyse erfolgte miSSRSPSS GmbH Software, Minchen,
Deutschland; Version 17.0 fur Windows). Kategoresatariablen wurden im Hinblick auf Un-

terschiede in der Verteilung mithilfe des Chi-Quad§?)-Tests (Chernoff, 1954) untersucht.

Betrug die erwartete Haufigkeit einer Variable vgamials funf, wurde der zweiseitige exakte
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Test nach Fisher (Fisher, 1922) angewandt. Als Aationsmal® wurde die Odds Ratio (OR)
mithilfe der Mantel und Haenzel Statistik ermitté@ei numerischen Daten, die eine Normalver-
teilung aufwiesen, wurden der Mittelwert sowie &tandardabweichung berechnet. In diesem
Fall wurden die Mittelwerte mit dem T-Test vergkch Lag keine Normalverteilung vor, wur-
den der Median und der Interquartilabstand (IQR)egieben. Um Unterschiede festzustellen,
wurde hier der nicht-parametrische Mann-Whitney &s{l{Wilcoxon, 1945; Mann 1947) einge-
setzt. Das Uberleben in Abhangigkeit des Genotypsiavin einer Kaplan-Meier Kurve (Kap-
lan, 1958) dargestellt und mit dem Log Rank Tesaridl, 1966) auf eine signifikante Assozia-
tion hin Uberpruft. Fur alle statistischen Bereatgen wurde ein P-Wert < 0.05 als statistisch
signifikant angenommen. Die graphische DarstelldagUberlebenskurven und der Ergebnisse
der Zellstimulationsexperimente wurde mithilfe d&raphPad Prism® Software Version 4 fir

Windows (GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA}elit.
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4 Ergebnisse

4.1 Die Genotypisierungsstudie
4.1.1 Die Verteilung der Genotypen des SNP rs2075820

Die Allelfrequenz und die Genotypenfrequenz der iaten unterschieden sich nicht von de-
nen gesunder Kontrollpersonermie untersuchte Kohorte bestand aus 269 Magemi@argpati-
enten, von denen 54 % den G/G-, 38 % den G/A- ugd &n A/A-Genotyp aufwiesen. Die
Genotypenverteilung war im Hardy-Weinberg-Gleichgpaw (Chi-Quadrat-Tesg? = 0.29; p =
0.5908) und ergab eine Allelfrequenz von 0.267dfs A-Allel. In der gesunden Kontrollgruppe
wurden vergleichbare Allel- und Genotypenfrequenzeobachtet (G/G: 59 %, G/A: 33 %, A/A:
8 %, Allelfrequenz des A-Allels: 0.244). Auch himtsprach die Verteilung der Allele dem Har-
dy-Weinberg-Gleichgewicht. In der Tabelle 22 sinel Haufigkeiten der Genotypen zusammen-

gefasst dargestellt.

Tabelle 22 Verteilung der NOD1-Genotypen

Genotyp Gesunde Patienten p-Wert"
Kontrollen
n % n %
GI/G 111 59 146 54 0.3120
G/A 62 33 102 38 0.2786
A/A 15 8 21 8 0.9464
Summe 188 100 269 100

! y?-Test; Vierfelder-Tafel

4.1.2 Der SNP rs2075820 und das Tumorstadium

Bei Patienten mit dem A/A-Genotyp wurde das Magerdtaom signifikant friher diagnosti-
ziert als beim A/G- und beim G/G-Genoty8 % der insgesamt 21 Trager des A/A-Genotyps
wurden im UICC-Stadium | diagnostiziert. Bei denGslund G/A-Genotyp hingegen wurde der

Tumor jeweils in nur etwa 25 % der Félle bereitStadium | entdeckt. Dieser Unterschied war
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statistisch signifikant (g 0.028; Chi-Quadrat-Test; OR = 2.670, CI [1.082 586]). Die Fre-
quenz des A/A-Genotyps lag folglich im UICC-Stadilimit 14 % auch Uber der Frequenz im
gesunden Kontrollkollektiv (8 %). In den fortgestieneren Tumorstadien lag seine Frequenz
etwas unterhalb der im Kontrollkollektiv beobachteHaufigkeit (jeweils 5 % in Stadium Il und
IV und 7 % im Stadium IIl). Diese Werte waren jedatcht statistisch signifikant. 42 % (n=61)
der Patienten mit dem G/G-Genotyp und 45 % (n =d&)Trager des G/A-Genotyps wurden
erst im Stadium IV diagnostiziert, bei dem A/A-Ggmpwaren es nur 29 % (n = 6; Chi-Quadrat-
Test p > 0.05). Eine detaillierte Darstellung deznGtypenfrequenzen innerhalb der UICC-
Tumorstadien ist in Tabelle 23, Tabelle 24, Tab28aund in der Abbildung 17 dargestellt.

Tabelle 23 Verteilung der NOD1-Genotypen innerhalb der Tumorsadien

Genotyp UICC-Stadium Gesunde Kon-
trollen
I Il 1 v
n % n % n % n % n %

G/G 37 51 24 65 24 52 61 54 111 59
AIG 26 36 11 30 19 41 46 41 62 33
AIA 10 14 2 5 3 7 6 5 15 6
Summe 73 37 46 113 188

Tabelle 24 Verteilung der NOD1-Genotypen im UICC-Stadium |

Genotyp UICC-Stadium | UICC-Stadium > |
AIA 10" (48 %) 11 (52 %)
AIG 26 (25 %) 76 (75 %)
GIG 37 (25 %) 109 (75 %)

'p = 0.028, x*-Test, Vierfeldertafel; OR = 2.670, Cl [1.082 — 6.585]
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Abbildung 17  Verteilung des A/A-Genotyps innerhalb der UICC-Staden
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Die Frequenz des A/A-Genotyps war im UICC-Stadium hdéher als im gesunden Kontrollkollektiv (14 vs. 8 %). In den
fortgeschritteneren Tumorstadien lag seine Frequenz etwas unterhalb der im Kontrollkollektiv beobachteten Haufig-
keit (jeweils 5 % in Stadium Il und IV und 7 % im Stadium III)

Tabelle 25 Verteilung der NOD1-Genotypen im UICC-Stadium IV

Genotyp UICC-Stadium IV UICC-Stadium < IV
AA 6 (29 %) 15 (71 %)
AlG 46 (45 %) 56 (55 %)
GIG 61 (42 %) 85 (58 %)

"ns; p = 0.194, *-Test, Vierfeldertafel; OR = 0.527, CI [0.198 — 1.404]

Der A/A-Genotyp wies seltener Fernmetastasen bestBiagnose auf, er wurde haufiger mit
primar kurativer Intention behandeltinsgesamt wiesen 93 Patienten (34 %) bei der i&agstd
nose Fernmetastasen auf. Unter diesen Patientemwadndividuen mit dem A/A-Genotyp (dies
entspricht 24 % aller Patienten mit diesem Genot¥p) heterozygote Alleltrager (39 % aller
Patienten mit dem G/A-Genotyp) und 48 homozygotegér des Referenzallels (33 % aller Pati-

enten mit dem G/G-Genotyp). Folglich konnten Patemmit dem A/A-Genotyp in 76 % der
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Falle mit kurativer Intention operiert werden, Teégles Referenzallels oder nur einer Kopie des

A-Allels nur in 66 % bzw. 63 % der Falle (p > 0.@%he Tabelle 26).

Tabelle 26 Primare Intention der Operation

Genotyp kurativ palliativ p -Wert !
AIA 16 (76 %) 5 (24 %) 0.2801
AIG 64 (63 %) 38 (37 %) 0.4697
GIG 96 (66 %) 50 (34 %) 0.9025
Summe 176 93

1y? -Test, Vierfeldertafel

4.1.3 Der SNP rs2075820 und histopathologische Tumormerkate

Die Genotypen unterschieden sich nicht hinsichtlider Lymphgefal3invasionin dem Patien-
tenkollektiv wurde zwischen den Genotypen kein sdkied in der LymphgefalRinvasion beo-
bachtet: 58 % der Patienten mit dem A/A-Genotyp¥%®bder heterozygoten Polymorphismustra-
ger und 54 % der Trager des G/G-Genotyps wiesem legmphgefallinvasion auf (p > 0.05;
siehe Tabelle 27).

Tabelle 27 Lymphgefalinvasion

Genotyp LymphgefaRinvasion  Keine LymphgefaBin— p-Wert"
vasion

A/A 11 (58 %) 8 (42 %) 0.6850

AIG 43 (51 %) 41 (49 %) 0.6034

GI/G 70 (54 %) 59 (46 %) 0.7805

1y? -Test, Vierfeldertafel. Fehlende Klassifikation: n = 37

Die Patienten mit dem A/A-Genotyp wiesen seltenareeVeneninvasion auf.im histologi-
schen Praparat wies der A/A-Genotyp in nur 17 %Ftdle eine Veneninvasion auf (n = 3),
heterozygote Alleltrager in 29 % (n = 23) und déG&senotyp in 32 % (n = 40). Dieser Unter-
schied war jedoch nicht signifikant (p > 0.05; sidfabelle 28).
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Tabelle 28 Veneninvasion

Genotyp Veneninvasion Keine Invasion p -Wert*
AJA 3 (17 %) 15 (83 %) 0.2142
AIG 23 (29 %) 57 (71 %) 0.8612
G/G 40 (32 %) 86 (68 %) 0.3956

' x*-Test, Vierfeldertafel. Fehlende Klassifikation: n = 45

Die Genotypen unterschieden sich nicht hinsichtlictes Differenzierungsgrades des Magen-
karzinoms.In Tabelle 29 ist der Differenzierungsgrad in Abbg@keit des Genotyps dargestellt.
Eine statistische Auswertung wurde aufgrund deinkle Subgruppen nicht vorgenommen. Die
Tumorzellen waren bei 90 % der Patienten mit dem-@&Enotyp schlecht differenziert, auch
bei etwa 80 % der heterozygoten Polymorphismustrdgd Patienten mit dem G/G-Genotyp

war der Tumor nur schlecht differenziert oder ufaldnziert.

Tabelle 29 Differenzierungsgrad des Tumors

Genotyp UICC Differenzierungsgrad (Grading) Fehlendes
Gl G2 G3 G4 Grading

AIA 0 (0) 2 (10) 19 (90) 0 (0) 0 (0)

AIG 2(2) 14 (15) 74 (78) 5(5) 7(7)

GI/G 4(3) 27 (19) 107 (75) 4 (3) 4 (3)

Bei den Patienten mit dem A/A-Genotyp, die mit ktiv@r Intention operiert wurden, konnte
in 100 % der Falle eine Entfernung im Gesunden eigen. Bei Tragern des Referenzallels
oder nur einer Kopie des A-Allels (G/G bzw. G/A)lgey nur in jeweils 91 % der Félle eine
Resektionin sano(n = 87 bzw. 58; p > 0.05). In Tabelle 30 ist Bi&lassifikation in Abhan-

gigkeit des Genotyps dargestellt.
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Tabelle 30 Lokaler Residualtumor bei kurativer Operation

Genotyp Lokaler Residualtumor (R-Klassifikation)

RO R1 R2
AIA 16 (100)* 0 (0) 0 (0)
AIG 58 (91) 4 (6) 2(3)
G/G 87 (91) 7(7) 2(2)

1 p =0.2003; ¥* -Test, Vierfelder-Tafel

Die Genotypen unterschieden sich nicht hinsichtliddes Wachstumsmusters des Tumdesn
Grol3teil aller Tumoren wurde mithilfe der Lauréraksifikation als diffuser Typ bzw. Mischtyp
eingestuft (siehe Tabelle 31). 22 % des A/A-Gemstypd jeweils 33 % des G/A- und G/G-

Genotyps wiesen ein intestinales Wachstumsmuster au

Tabelle 31 Histopathologische Tumormerkmale

Genotyp A/A A/G bzw. G/G p -Wert*

Gesamtanzahl der Patienten 21 248 -

Laurén-Klassifikation erfolgt 18 (86) 208 (84) 0.8248

(% von Gesamtanzahl)

Auf Siegelringzellen untersucht 17 (81) 196 (79) 0.8351

(% von Gesamtanzahl)

Laurén-Klassifikation (Gil-  Intestinal 4 (22) 69 (33) 0.3405

tige Prozente; %) Diffus 10 (56) 118 (57) 0.9231
Mischtyp 4 (22) 21 (10) 0.1155

Siegelringzellen nachweisbar 14 (82) 119 (61) 0.0771

(Guitige Prozente;%) nicht nachweisbar 3(18) 77 (39)

Ly? -Test, Vierfeldertafel

Siegelringzellen wurden haufiger bei Patienten ndiém A/A-Genotyp nachgewieseBei Pati-
enten mit dem A/A-Genotyp waren in 14 von 17 Fa(&a %) Siegelringzellen nachweisbar, bei
heterozygoten Alleltragern in 50 von 78 Fallen $e¥und beim G/G-Genotyp nur in 69 von 118
Fallen (58 %) nachweisbar (p = 0.08; Chi-Quadradt,Teehe auch Tabelle 31).
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4.1.4 Der SNP rs2075820 und der Verlauf des Magenkarzinasn

Patienten mit dem A/A-Genotyp haben eine langeredmee UberlebenszeitPatienten mit
dem A/A-Genotyp wiesen ein langeres medianes Ubenl€46.4 Monate versus 25.0 Monate)
auf als Trager des Referenzallels (G/G-Genotyp) Ratienten mit einem heterozygoten Geno-
typ (G/A-Genotyp). Diese Beobachtung war jedochtigtach nicht signifikant (Mantel-
Haenszel-Tedtdgrank testp=0.27). Der G/A-Genotyp und der G/G-Genotyp unteesdn sich
nicht hinsichtlich der Uberlebensdauer. Die Ubestedanalyse innerhalb der UICC-Stadien
wurde nicht durchgefuhrt, da diese Untergrupperklein fir eine aussagekraftige statistische
Beurteilung waren. Eine Kaplan-Meier-Uberlebenskuin Abhangigkeit des Genotyps ist in

Abbildung 18 zu sehen.

Abbildung 18 5-Jahres-Uberlebenskurve fiir die unterschiedlichetGenotypen
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Patienten mit dem A/A-Genotyp (rote Kurve) wiesen ein langeres medianes Uberleben (46.4 Monate versus 25.0
Monate) auf als Trager des Referenzallels (G/G-Genotyp; schwarze gestrichelte Kurve) und Patienten mit einem
heterozygoten Genotyp (G/A-Genotyp; schwarze durchgezogene Kurve). Mantel-Haenzel Test/ logrank test: p>0,05
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4.2 Uberexpression von beidemNOD1-Varianten in HEK293-
Zellen

4.2.1 Ergebnis der Mutagenese

Die erfolgreiche Mutagenese mit dem gewlnschtereasstausch an Position 796 der kodie-
renden Sequenz konnte mittels Restriktionsenzynaverchd real-time-PCR bestétigt werden.
Erst nach den Uberexpressionsversuchen wurde eimglktte Sequenzierung beider Vektoren
durchgefihrt, um mdgliche Abweichungen von der Refesequenz auszuschliel3en. Hierbei
zeigte sich allerdings, dass bereits N@D1-Referenz Vektor, welcher in der Mutagenese ein-
gesetzt wurde, um deNOD1-G796A Vektor herzustellen, an Position 1733 dediéenden
Sequenz eine Base enthalt, die von der Referenesegbweicht (T->C). An dieser Position ist
kein natirlich vorkommender Polymorphismus bekanber Basenaustausch filhrt zu einem
Aminosaureaustausch, das resultierende Proteirnt @eig?osition 578 die Aminosaure Prolin
anstatt Leucin auf. Auch bei dadOD1-G796A Vektor wurde mittels Sequenzierung neben dem
gewinschten Basenaustausch an Position 796 diegei&tung festgestellt. Die aberrante Ami-
nosaure liegt auRerhalb der bekannten funktionddeméanen des Rezeptors. In dem web-
basierten Programm MutationTaster (Schwarz, 2048lches das Krankheitspotential von Mu-
tationen errechnet, wird der Basenaustausch algr®obhismus mit einem niedrigen Krank-
heitspotential eingestuft (Abfrage am 18.02.201€hes Abb. 19). Die Wahrscheinlichkeit einer
richtigen Vorhersage liegt bei diesem Programmtivaebei 90%. Auch SIFT und PolyPhen-2,
zwei weitere géngige Vorhersageprogramme, stufen\dahrscheinlichkeit, dass der Basenaus-
tausch eine Auswirkung auf die Proteinfunktion te$ gering ein (Kumar, 2009; Adzhubei,
2012; Abfrage am 18.02.2012). Der ungewunschterizasgausch wird derzeit auichvitro auf

seine Funktionalitat hin untersucht.

! http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/ Stand:@8.2010

69



Abbildung 19
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no title
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L57BP Score: 2.67 explain score(s:
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no SNPs in altered region found
effect gDNA position score
Donor increased 27102

SEQUENCE
wi 070/ mu; 0.95 GACCTCTTCAAGAAC / CCTCEboa

(explain)

Analyse des Basenaustauschs im Vorhersageprogrammuk&tionTaster

documentation

species match gene aa alignment
profein (Evel for non-synenymous changes Human 578 ¢C LQGSGPAREDLFEN KDHFQFTHNL

mutated not conserved 578¢C LOGSGPAREDPFEN KDHFQFTHN
Chimp all identical ENSPTRGO0000019040 578 C LOQGSGPARED ! FEN KDHFQFTUN
Rhesus all identical ENSMMUGDOOOOO012547 S78C LRGESSPSRED ! FEN KDHFQFTN
Cat all identical ENSFCAGOO000O012184 578¢C LRGPGLAGE D!F KN KDHFQFTN
Mouse not conserved ENSMUSGO0000038058 578¢C LGGRSRLGPDPFRN KDHFQFTHN
Chicken not conserved ENSGATGO0000011535 S582P LTG--—--- EDPFRN NEHFHFTHN
Zenopus no homologue

zZebrafish not conserved ENSDARGOOO0O0Z6308 S60C LENTEKPRESDAFQT --NFQFTUHN
Fugu not conserved ENSTRUGD0000014043 SEECCIODSSKVITEASSSANEHLQFTHN
Elegans no homologue

Drosophila  no homologue

protein features start (@a) end (aa) feature  details

/32 G56  REPEAT LRR 1. might get Iost (downstream of altered splice site)
702 725  REPEAT LRR 2. might get Iost (downstream of altered splice site)
727 750 REPEAT LRR 3. might get Iost {downstream of altered splice site)
755 778 REPEAT LRR 4. might get Iost (downstream of altered splice site)
783 806  REPEAT LRR 5. might get Iost (downstream of altered splice site)
839 B62  REPEAT LRR 6. might get Iost (downstream of altered splice site)
867 891 REPEAT LRR 7. might get lost (downstream of altered splice site)
895 918 REPEAT LRR 8. might get Iost {downstream of altered splice site)
923 945 REPEAT LRR 9. might get lost {downstream of altered splice site)

length of protein Protein of normal length (unless alteration is in UTR..)

A4 sequence altered yes

position of stopcodon in wi / mu COS 2862/ 2862

position (A4) of stopcodon in wt/ mu AA sequence 954 /354

conservation species match gene aa alignment

nuclectics level for all changes - no scoring up ta now Haman S B ARG AE ERE TEEALEALE AR
mtated not conserved 2710lgcgggaagacccttocaagaaca
Chimp all identical ENSPTRGO0000010040 29468 gcgggaagacc@cttcaagaaca
Rhesus all identical ENSMMUGOO0OOD012547 Z938Zacgoggaagac cﬂcttcaaqaaca
Cat all identical ENSFCAGOOOD0012164 8463 cggggaggaccleottcaagaaca
Mouse no alignment ENSMUSG00000038058  n/a
Chicken no alignment ENSGALGO0000011535 n/fa
Zenopus no alignment ENSXETEO0000022012  n/fa
Zebrafish no aligument ENSDARGO0000036308 n/fa
Fugu no alignment  ENSTRUGOOODO014043 n/a
Elegans no homologue

Tirmannh 1a hrwan 1 Aenia

Die Abbildung zeigt einen Screenshot des web-basierten Vorhersageprogramms MutationTaster. Zu sehen ist das
Ergebnis der Analyse des Basenaustausches T>C an Position 1733 im NOD1-Gen; Stand: 18.02.2012.
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4.2.2 Ergebnis des Uberexpressionsversuchs

Der Uberexpressionsversuch in HEK293-Zellen zeigss das A-Allel mit dem Basenaustausch
G796A zu einem Funktionsverlust des NOD1-Rezegtdrg. Die ligandenvermittelte Aktivier-
barkeit mit konsekutiver Aktivierung des Transkigpisfaktors NFe¢B ist stark vermindert (sie-

he Abbildung 20).

Abbildung 20 Liganden-abhéangige Nh-B-Aktivierung in HEK293-Zellen
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Im Uberexpressionsversuch wurden HEK293-Zellen transient mit einem pcDNA3.1-Vektor transfiziert. Dieser enthielt
entweder die Referenz-cDNA des NOD1-Rezeptors (NOD1-Referenz), oder das A-Allel des SNP rs2075820 mit dem
Basenaustausch G798A (NOD1-G796A). Als Kontrolle wurden zudem Zellen mit einem leeren pcDNA3.1-Vektor
transfiziert (Leervektor). Es folgt eine Stimulation der Zellen mit dem NOD1-Liganden iE-DAP. Zellen mit Uberex-
pression des A-Allels wiesen im Vergleich zur Referenz-cDNA eine deutlich verminderte Aktivierung des Transkripti-
onsfaktors NF-kB durch iE-DAP auf. Die Abbildung ist représentativ fiir drei unabhangig voneinander durchgefihrte
Versuche. Die Daten entsprechen den Mittelwerten + SEM von Dreifachbestimmungen.

4.3 Stimulation humaner Monozyten

Zunachst wurde an Monozyten des G/G-Genotyps diglifii Stimulation notwendige iE-DAP
Konzentration ermittelt (siehe Abbildung 21). Eiaéeinige Stimulation mit iIE-DAP fihrte zu

keiner messbaren ILBtAusschittung. Eine alleinige Stimulation mit deynthetischen NOD1-
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Liganden c12-iE-DAP, der zusatzlich zu dem iE-DARea c12-Fettsdurerest enthélt, um eine
bessere Membrangéngigkeit des Liganden zu erziglane ebenfalls zu keiner messbaren IL-
1B-Zytokinantwort. Eine im selbigen Experiment durefithrte Kontroll-Stimulation mit dem
TLR4-Liganden LPS war erfolgreich. Eine kombinie®gmulation mit LPS und iE-DAP fuhrte
Zu einem synergistischen Effekt mit einer gestéggedlL-13-Ausschittung im Vergleich zur

isolierten Stimulation mit LPS.

Abbildung 21  Stimulation von humanen Monozyten mit NOD1- und TLR}-Liganden
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Die IL-1B-Zytokinantwort 18 h nach Stimulation von humanen Monozyten mit NOD1- und TLR4-Liganden. Humane
Monozyten wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von LPS, iE-DAP, c-12iE-DAP sowie einer Kombination
von iE-DAP und LPS stimuliert. Die Daten entsprechen den Mittelwerten £+ SEM aus Dreifachbestimmungen.

Um eine messbare ILB1Ausschittung durch isolierte Stimulation mit iIE-B&u erzielen, wur-
de in einem zweiten Experiment zusatzlich zu derDAP das Transfektionsreagenz Calcium-
phosphat eingesetzt, welches die Aufnahme des dagam die Zellen erleichtern sollte. Hierbei
zeigte sich eine IL{1-Ausschittung durch iE-DAP. Eine alleinige Hinzugalon Calciumphos-

phat zu den Monozyten fuhrte ebenfalls zu einers8hgttung von IL-g (Abbildung 22). Im
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Folgenden wurde die ILBtAusschittung deshalb auf die Calciumphosphat-Gatimdlation

normiert (Calciumphosphat-abhéngige IB-Ausschittung = 1).

Abbildung 22  Stimulation von humanen Monozyten mit iE-DAP und Céciumphosphat
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Die IL-1B-Zytokinantwort humaner Monozyten 18h nach Stimulation mit iE-DAP unter Hinzugabe von Calciumphos-
phat. Die Daten entsprechen den Mittelwerten £+ SEM aus Dreifachbestimmungen.

Im nachsten Versuch wurden die Monozyten zweieurg@gsr Probanden, einer Trager des A/A-
Genotyps, der andere Trager des G/G-Genotyps,lglasamuliert. Die Ergebnisse sind in den
Abbildungen 23 und 24 zu sehen. Wie bereits in\dawversuchen zu diesem Experiment fuhrte
eine Stimulation mit iE-DAP ohne Zusatz eines Tfakisonsreagenzes zu keiner messbaren IL-
1B-Ausschuittung. Eine Stimulation mit dem TLR4-LigendLPS bewirkte bei beiden Genoty-
pen eine gleich starke ILB1Ausschittung (Abbildung 23). Bei Zusatz von Catephosphat zu
dem Stimulationsansatz konnte eine iE-DAP-abhaniiige3-Ausschittung beobachtet werden.
Monozyten mit dem A/A-Genotyp zeigten im Gegensaiz dem G/G-Genotyp eine abge-

schwachte relative ILf£Ausschittung nach Stimulation mit iE-DAP (Abbildug4).
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Abbildung 23 iE-DAP-vermittelte IL-1 g-Ausschittung von humanen Monozyten ohne
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Die IL-1B-Zytokinantwort von Monozyten mit dem G/G-Genotyp und dem A/A-Genotyp 18h nach Stimulation mit iE-

DAP ohne Hinzugabe eines Transfektionsreagenzes. Als Kontrolle wurde mit LPS stimuliert. Die Daten entsprechen
den Mittelwerten £ SEM aus Dreifachbestimmungen. In den leeren Spalten wurde kein Signal gemessen.

Abbildung 24 iE-DAP-vermittelte IL-1 g-Ausschittung von Monozyten unter Hinzugabe
von Calciumphosphat

124
11- Kontrolle
10- E= CaPhos
KJIE-DAP 10 ug/ml + CaPhos
EZE-DAP 20 ug/ml + CaPhos
E& iE-DAP 50 pg/ml + CaPhos

oL

G/G-Genotyp A/A-Genotyp

Die IL-1B-Zytokinantwort von Monozyten mit dem G/G-Genotyp und dem A/A-Genotyp 18h nach Stimulation mit iE-
DAP unter Hinzugabe von Calciumphosphat. Die Daten entsprechen den Mittelwerten + SEM aus Dreifachbestim-
mungen und sind auf die Grundstimulation durch Calciumphosphat normiert (Calciumphosphat-abhangige IL-13-
Ausschittung = 1).

rel. IL1-B-Sekretion
i
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Bei zwei weiteren, jeweils fur A bzw. G homozygoterobanden, wurde das Transfektionsrea-
genz Lipofectamin eingesetzt und eine Kinetik deflp-Zytokinantwort erstellt. Ebenso wie
Calciumphosphat fuhrte Lipofectamin zu einer hofondstimulation der Monozyten, sodass
die gemessene ILBtAusschittung auf die Grundstimulation durch Ligmd&nin normiert wur-
de (Lipofectamin-abhangige ILB1Ausschittung = 1). Auch in diesem Experiment warrdla-

tive IL-1B-Ausschittung bei Monozyten mit dem A/A-Genotyp migrdert. In Abbildung 25

sind die absoluten Werte, in Abbildung 26 die aipiofectamin normierten Werte zu sehen.

Abbildung 25 Zeitlicher Verlauf der IL-1 pB-Zytokinantwort (Absolutwerte)
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Die Kinetik der IL-1B-Zytokinantwort von Monozyten mit dem G/G-Genotyp und dem A/A-Genotyp nach Stimulation
mit10 ug/ml iE-DAP unter Hinzugabe von Lipofectamin. Angegeben ist die absolute IL-1B-Konzentration. Die Grund-
stimulation durch Lipofectamin ist fiir beide Genotypen dargestellt. Die Daten entsprechen den Mittelwerten + SEM

aus Dreifachbestimmungen.
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Abbildung 26  Zeitlicher Verlauf der IL-1 p-Zytokinantwort (normierte Werte)
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Die Kinetik der IL-1B-Zytokinantwort von Monozyten mit dem G/G-Genotyp und dem A/A-Genotyp nach Stimulation
mit 10 pyg/ml iE-DAP unter Hinzugabe von Lipofectamin. Die Daten entsprechen den Mittelwerten + SEM aus Drei-
fachbestimmungen und sind auf die Grundstimulation durch Lipofectamin normiert (Lipofectamin-abhéngige IL-18-
Ausschittung = 1).

Zusammengefasst zeigen Monozyten bei isoliertani@étion mit dem NOD1-Liganden iE-
DAP keine messbare ILB1Ausschittung. Erst die Hinzugabe eines Transfektieagenzes
fuhrte zu einer messbaren Aktivierung von NOD1 Hui-DAP. Die Transfektionsreagenzien
fuhren zu einer starken Grundstimulation der Zelkadass die Ergebnisse auf die Grundstimu-
lation normiert wurden. In der Monozytenstimulatimedingte der A/A-Genotyp eine verminder-
te Aktivierbarkeit des NOD1-Rezeptors durch iE-DAi im Vergleich zu dem G/G-Genotyp

abgeschwachter ILgtAusschittung.
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5 Diskussion

5.1 Zusammenhang zwischen Magenkarzinom und rs2075820-
Genotyp

In unserer Genotypisierungsstudie konnte kein Zusantmang zwischen dem rs2075820-
Genotyp und dem Auftreten des Magenkarzinoms genaglen. Dieses kann zum Einen daran
liegen, dass das A-Allel mit einer Allelfrequenznv.244 in Europa zu selten ist, um in einem
Kollektiv von 269 Patienten eine Assoziation zuettéeren. Dies trafe vor allem dann zu, wenn
nur der homozygote A/A-Genotyp, der in der euragd@@s Normalbevdlkerung mit einer Fre-
guenz von 8% aulftritt, mit dem Magenkarzinom assozivdre. Zum Anderen besteht jedoch
auch die Moglichkeit, dass der rs2075820-Genotygkgmen oder nur einen schwachen Risiko-
faktor fur das Magenkarzinom darstellt. Die Relevaer angeborenen Immunantwort bei der
Entstehung des Magenkarzinoms ist nicht eindewtigdt; es ist also durchaus denkbar, dass die
untersuchten Gene das Krebsrisiko tberhaupt ne#inbBussen. Vorangegangene epidemiologi-
sche Studien konnten bisher ebenfalls keine sicAsseziation von Polymorphismen in Genen
der angeborenen Immunantwort und dem Magenkarzimachweisen (Kamangar, 2006 Wang
2010). Es ist daher zu vermuten, dass die Genotgpetelner Polymorphismen hochstens in
sehr geringem MalRe zum Krebsrisiko beitragen umditsour durch eine wesentlich grol3ere
Probandenzahl als Risikofaktor bestatigt werdemb@&m Dies liel3e sich auch dadurch erklaren,
dass ein hohes Krankheitspotential dieses Basenmtstes zu einem Selektionsnachteil und
somit zu einer Abreicherung des betroffenen Alialsler Bevolkerung fuhrt. Auch wenn das
Magenkarzinom in allen hier untersuchten Probanelsh deutlich nach der Geschlechtsreife
auftrat, durfte ein sehr hohes Krebsrisiko im Al@t einem zumindest deutlich erhéhten Risiko
in der reproduktiven Phase einhergehen. Alle bisleéannten, keimbahnkodierten genetischen
Risikofaktoren fiir Krebserkrankungen weisen aufdruimes hohen Krankheitspotentials ein
junges Erkrankungsalter und eine deutlich selteAdlisdfrequenz in der Bevolkerung auf. Ein
Beispiel ist die familidre adenomatdse Polyposes,eithe Keimbahnmutation des APC-Gens zur

Ursache hat und nur mit einer Haufigkeit von 1:5.08s 1:10.000 auftritt. Das Risiko von Mu-

77



tationstragern, an Darmkrebs zu erkranken, liegt bei nahezu 100%, das mittlere Erkran-
kungsalter betragt 39 Jahre (Jasperson, 1998)mBisten genetischen Mutationen, welche bei
Krebserkrankungen nachgewiesen werden, sind n&htbdahnkodiert sondern somatische Mu-
tationen im betroffenen Gewebe. So sind auch beiagevikarzinom eine Reihe von somati-
schen Mutationen bekannt (tpret K-ras, p53, DCC-Verlust, Cerb-2), die Uber die bekannten
Krebsvorstufen bis zum invasiven Karzinom fuhreworf€a P, 1994). Es ist davon auszugehen,
dass bei der Karzinogenese diese bereits bekaivhitationen die entscheidende Rolle spielen
und dass der rs2075820-Genotyp hier keine ausgetiagde Rolle spielt.

Wie bereits beschrieben, werden etwa 75 % allerevikgrzinome auf eine chronische Infektion
mit H. pylori zurtickgefuhrt (Herrera, 2009). Vor dem Hintergraider chronischen bakteriel-
len Infektion kdnnten Polymorphismen in der angebhen Immunantwort bei der Karzinogene-
se an Bedeutung gewinnen. Eine Assoziation de¥582D-Genotyps mit dem Magenkarzinom
bei H. pylori-positiven Patienten ist denkbar. Bei Kenntnis ldepylori-Serologie hatte gezielt
eine Assoziation der Allele bzw. Genotypen mit ddnpylori-positiven Magenkarzinom unter-
sucht werden kénnen. Eine Subgruppenanalyse, weligsen Zusammenhang Uberprift hatte,
konnte in dieser Arbeit nicht durchgefiihrt werdda, derH. pylori-Status der Patienten auf-
grund des Verlustes der Serumproben durch eindmisahen Defekt des Tiefkihlaggregates

nicht bestimmt werden konnte.

5.2 Verlauf des Magenkarzinoms in Abhangigkeit des Gertgps

Die Tatsache, dass das Magenkarzinom beim A/A-Gemsignifikant haufiger im friihen, lokal

begrenzten UICC-Tumorstadium | diagnostiziert wuutel somit auch bedeutend haufiger pri-
mar kurativ behandelt werden konnte, kann zweidreieuten: Zum einen konnte die frihzeiti-
ge Diagnosestellung beim A/A-Genotyp aufgrund waih feinsetzenden Krankheitssymptomen
erfolgen. Mdgliche Symptome, die zur Durchfihrungee diagnostischen Magenspiegelung
fuhren, sind Vollegefuihl, Oberbauchschmerzen, Aiipsigkeit, Ubelkeit und Brechreiz. Dies

sind jedoch alles Spatsymptome des Magenkarzinomg&riuhstadium ist das Magenkarzinom

in der Regel asymptomatisch (Mayer, 2008). Ahnli€@yenptome werden allerdings auch bei
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einer akutenH. pylori-Infektion beobachtet. Hier kann es ebenfalls zu@epsie, Ubelkeit,
Erbrechen und Oberbauchschmerzen kommen (Tayl®4,)1&ine moégliche Erklarung ist da-
her, dass Individuen mit dem A/A-Genotyp haufigar syptomatischeid. pylori-Infektionen
erkranken, in deren Rahmen als Zufallsbefund dageMlearzinom im Frihstadium diagnosti-
ziert wird. Dass der A/A-Genotyp haufiger an symmpadischerH. pylori-Infektionen leidet, ist
bereits in der Literatur beschrieben worden. Ireetudie an 85 Mitteleuropaern wurde fir den
A/A-Genotyp ein 3,5-fach erhdhtes Risiko fur Duodkeitcera beschrieben (Hofner, 2007), in
einer Studie an einem turkischen Patientenkollektizl50) hatten Patienten mit dem A/A-
Genotyp ein 15-fach erhdhtes Risiko, nach erfol@ieadikationstherapie ein Rezidiv del
pylori-Infektion zu erleiden (Kara, 2010).

Eine andere Erklarung fur die frihe Diagnosestellnaim A/A-Genotyp wéren unterschiedliche
Eigenschaften des Tumors wie z.B. ein langsameuesofwachstum oder eine verzdgerte Me-
tastasierung. Ein Indiz hierfur ist die beim A/A+dtyp seltener beobachtete Veneninvasion im
histologischen Praparat, welche eine seltener&sp®ternmetastasierung erklaren kann. Diese
Beobachtung lieRBe sich durch eine verminderte N@bliangige IL-B-Sekretion beim
A/AGenotyp erklaren, welche eine abgeschwéchte (wbizngsreaktion sowie ein langsameres
Tumorwachstum mit lokal begrenzter Ausdehnung uer@agerter Fernmetastasierung zur Fol-
ge haben kdnnte. In vorangegangenen Studien Habsi®its gezeigt, dass bei Krebspatienten
hohe IL-1-Konzentrationen im Blut mit der Maligritdes Tumors korrelieren und mit einer
schlechten Prognose assoziiert sind (Apte, 2006Hen funktionellen Untersuchungen sollte

Uberprift werden, ob das A-Allel zu einer verminderlL13-Sekretion flhrt.
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5.3 Funktionelle Charakterisierung der Allele des SNP
rs2075820

In dieser Arbeit wurde erstmalig eine funktione@darakterisierung der Proteinvarianten des
SNP rs2075820 vorgenommen. Die gréf3te Schwieridgegitlenin vitro Stimulationsversuchen
war der intrazellularen Lokalisation des NOD1-Réaep geschuldet. Um eine Stimulation zu
bewirken, muss der spezifische Ligand IE-DAP inreickender Menge in die Zelle gelangen.
Bei den Uberexpressionsversuchen gelang dies ddirctugabe des Stimulanzes wahrend der
Transfektion, bei den Monozytenstimulationsversacharch Hinzugabe eines Transfektions-
reagenzes zum Stimulationsansatz. In beiden Veesuetiolgte daher zum Zeitpunkt der Stimu-
lation auch eine Exposition der Zellen gegenubeerai Transfektionsreagenz. Es zeigte sich in
gleichzeitig durchgefuhrten Negativkontrollen, ddss Transfektionsreagenz allein eine ligan-
denunabhéngige Aktivierung des NOD1-Rezeptors lkgsviDieser Effekt trat dabei unabhan-
gig vom Transfektionsreagenz (Lipofectamin, Calganwmsphat) auf und liel3 sich durch Dosis-
verringerung des Reagenzes zwar abschwachen aibgrgdinzlich beseitigen. Ein ganzlicher
Verzicht auf Tranzfektionsreagenzien war in beid@rsuchsreihen nicht mdglich, da in den
Uberexpressionsversuchen sowohl Transfektion ath &timulation und in den Monozytensti-
mulationsversuchen die Stimulation den Einsatzrdeidich machten. Die Vielzahl an Reakti-
onsschritten und Reagenzien fuhrte zudem zu eioleerhinterexperimentellen Variabilitat der
Messwerte.

Die Aussagekraft des Uberexpressionsversuchs in-B&ken wird hauptsachlich durch den
Basenaustausch im Referenz-Vektor limitiert, der einer Abweichung von deNODI-
Referenzsequenz mit einem Aminosaureaustausch eogirh. zu Prolin an Position 578 des
NODZ1-Proteins fuhrt. Die aberrante Aminoséaure liagfierhalb der bekannten funktionellen
Doméanen des Rezeptors. Da Prolin jedoch aufgrundstderen Proteinbindung einen starken
Einfluss auf die Proteinfaltung, insbesondere dudeh Unterbrechung von-Helices undp-
Faltblattern, ausiiben kann, ist eine relevante tian&lle Auswirkung des Basenaustausches
denkbar. Zumindest stuft das VorhersageprogramnafibuiTaster die Wahrscheinlichkeit, dass

die Variation zu einer veranderten Proteinfunkfidnrt, als gering ein.
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Ein generelles Problem von Uberexpressionsversuisherudem der stark veranderte Zellzyk-
lus. Dieses wird bei den Stimulationsexperimentem@manen Monozyten vermieden. Die Zel-
len vollziehen einen normalen Zellzyklus, sind migentechnisch veréndert worden und besit-
zen ein natirliches Expressionsmuster von NOD1 esowdler anderer mustererkennender Re-
zeptoren.In vivo haufig vorkommende Interaktionen zwischen den Swgegen der musterer-
kennenden Rezeptoren werden in diegenitro-Experiment ebenfalls beriicksichtigt. Aufgrund
der zahlreichen moglichen Interaktionen bei dieséensuchsaufbau ist die in dieser Arbeit
durchgefuhrte Versuchsanzahl mit Monozyten von Rvebandenparchen jedoch zu gering, um
eine Aussage mit statistischer Signifikanz trefferkonnen. Auch muss bei den primaren Zellen
von starken Unterschieden in der Aktivierbarkeitl Bekretionsleistung der Zellen ausgegangen
werden. Eine Vielzahl von Probandenparchen wameragflich, um die Aussagekraft zu erh6-
hen. Hierflir war das vorhandene Kollektiv gesundenotypisierter Probanden zu klein.

Die Auswirkung der Allele des SNP rs2075820 auf limktion des NOD1-Rezeptors konnte
aufgrund der aufgefiihrten Faktoren in dieser Arhaht abschlieRend geklart werden. Jedoch
deuten sowohl die Uberexpressionsversuche als disctMonozytenstimulationsexperimente
darauf hin, dass der Aminosaureaustausch E266KAGllel) die ligandenvermittelte Akti-
vierbarkeit des NOD1-Rezeptors herabsetzt.

In Zusammenschau mit den Genotypisierungsdaterewele Ergebnisse darauf hin, dass sich
der SNP rs2075820 auf die Funktion des NOD1-Rereptaswirkt und dass bei Individuen mit
dem A/A-Genotyp die Aktivierbarkeit des NOD1-Rezeptermindert ist. Im Rahmen einker
pylori-Infektion kénnte die NOD-1-vermittelte N&B-Aktivierung und IL-B-Ausschittung bei
diesem Genotyp abgeschwacht sein, wodurch es lefiuig symptomatischei. pylori-
Infektionen kommt. Dies wiirde die Beobachtung egia dass der A/A-Genotyp ein 3.5-fach
erhohtes Risiko hat ein Duodenalulkus zu entwickeld ein 15-fach erhdhtes Risiko, nach er-
folgter Eradikationstherapie einen Rezidiv dier pylori-Infektion zu erleiden (Hofner, 2007;
Kara, 2010). Es ist moglich, dass bei Patientendaimh A/A-Genotyp im Rahmen der (gastro-
skopischen) Abklarung der symptomatisctiemylori-Infektion in einigen Fallen auch ein zeit-

gleich bestehendes, noch asymptomatisches Magemitarzntdeckt wird. Diese Patienten héat-
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ten aufgrund der frihen Diagnosestellung eine adutlessere Prognose als Patienten, bei denen
der Tumor aufgrund der langen Symptomfreiheit grstinem fortgeschrittenen Stadium diag-
nostiziert wird. Da hohe IL-1-Konzentrationen imuBbekanntermal3en mit der Malignitat des
Tumors korrelieren und mit einer schlechten Prograssoziiert sind (Apte, 2006), kbnnte der
A/A-Genotyp aufgrund der verminderten NOD1-abhaagidl-13-Ausschittung auch ein lang-
sameres Tumorwachstum und eine langsamere Metstagizur Folge haben. Zumindest vor
dem Hintergrund einer chronischeh pylori-Infektion mit kontinuierlicher NOD-1 Aktivierung
ware beim A/A-Genotyp aufgrund der verminderten N@R2rmittelten IL-B-Ausschittung ein
langsameres Tumorwachstum mit einer langsamereadtésierung und somit einer besseren
Prognose denkbar. Vor allem beim pylori-positiven Magenkarzinom, d.h. dem zeitgleichen
Vorhandensein der chronischéh pylori-Infektion und des Magenkarzinoms, kénnten Poly-
morphismen in Genen der angeborenen Immunantwoeenegntscheidenden Einfluss auf den

Verlauf der Krebserkrankung haben.

54 Ausblick

Diese Arbeit weist darauf hin, dass NOD1 an der imamtwort auf das Magenkarzinom betei-
ligt sein kdonnte. Polymorphismen iMOD1-Gen wie z.B. der SNP rs2075820 konnten diese
entscheidend beeinflussen und sich somit auch euigrlauf der Erkrankung auswirken. Auf
dem Wege zur individualisierten Medizin kdnnte d&2075820-Genotyp so als ein Marker zur
Prognoseabschatzung des Magenkarzinoms - insbesomdier Berticksichtigung dés Pylo-
ri-Status - eingesetzt werden. Immunmodulatorischedfhien zur Tumorbekampfung in Gestalt
von monoklonalen Antikdrpern gegen Interleukinréaegn werden bereits in der Klinik einge-
setzt (Ball, 2010). NOD1 als therapeutischer Ansatkt erscheint zum derzeitigen Zeitpunkt
aufgrund seiner intrazellularen Lokalisation jedat$ schwieriger Kandidat, zumal die bisheri-
gen experimentellen Daten einen derartigen Theaapstz zu diesem Zeitpunkt nicht rechtferti-
gen.

Zur genaueren Untersuchung der Rolle von NOD1 hdagenkarzinom wurde, aufbauend auf

diese Arbeit, bereits eine prospektive Genotypisigsstudie begonnen. Neben dem SNP
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rs2075820 werden in dieser Studie eine Reihe vegiteekannter Polymorphismen iNODI1-
Gen untersucht. Zur Identifikation bisher nicht &efkter Mutationen bzw. Polymorphismen
wird NOD1 zudem komplett sequenziert werden.

An klinischen Parametern wird in dieser neuen Studéeben dem Tumorstadium bei Diagnose-
stellung und der Verlaufsdaten, auch Herpylori-Status des Patienten bestimmt werden. Ge-
plant ist aul3erdem eine Asservierung von histobtgia Praparaten (Operationsresektat, endo-
skopisch gewonnene Biopsien). Bisher ist nicht hakaob Magenkarzinomzellen eventuell
somatische Mutationen ilHOD1-Gen aufweisen und ob diese ebenfalls als proguobsr Mar-

ker genutzt werden kénnen. Eine Sequenzierung des @& den Krebszellen kdnnte dartber
Aufschluss geben. Hierbei konnten Next Generatiequéncing Verfahren zum Einsatz kom-
men, um kostengunstig viele Patienten auf einmaeqjuenzieren und ggf. auch Mutationen zu
entdecken, die lediglich in einem Teil der Krebkzel also als Mosaik, vorliegen. Neben der
anatomisch-pathologischen Begutachtung zur Klassifing des Tumorstadiums soll anhand
der Praparate auch die peritumorale Infiltratioh Bmtziindungszellen untersucht, charakterisiert
und in Schweregrade eingeteilt werden. Im tumagfrébewebe solleH. pylori-typische Lasio-
nen (Typ B-Gastritis, intestinale Metaplasie) idiziert und ein H. pylori-Direktnachweis
durchgefuhrt werden. Als altersangepasste Kontgbigen werden sowohl gesunHe pylori-
negative als aucH. pylori-positive Probanden eingesetzt werden.

Eine Wiederholung der Uberexpressionsexperimenteimem fehlerfreieNOD1-Vektor findet
derzeit statt. Ziel ist es, die bereits erzieltegdbnisse zu validieren. Des Weiteren ist geplant,
die nun etablierten Monozytenstimulationsexperiraegmh einem grof3eren Probandenkollektiv
zu wiederholen, um die Aussagekraft zu erhohen.ebalird das Kollektiv der gesunden Pro-
banden kontinuierlich vergro3ert. Angestrebt wingeeAnzahl von etwa 150 Personen, sodass
auch fur den in Europa seltenen A/A-Genotyp eineddstanzahl von zehn Probanden vorliegen
wird und alle Experimente an Monozyten aus zehmrsohiedlichen Individuen durchgefuhrt
werden koénnen. In den kommenden Stimulationsveesusbllen dabei nicht nur der A/A bzw.

der G/G-Genotyp, sondern auch der heterozygote@&Aetyp untersucht werden.
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Zurzeit wird neben weiteren chemischen Transfektieagenzien auch die Elektroporation er-
probt, um die Grundstimulation der Zellen durch @ransfektionreagenzien zu vermeiden. Es
sollen zudem zusatzliche funktionelle Untersuchungdolgen, die die bisherigen Ergebnisse
bezuglich des Einflusses des SNPs auf die NODlraigé Zytokinantwort untermauern konn-
ten und in denen weitere Signalwege von NOD1 untitswerden sollen. Geplant ist zum Bei-
spiel, die Auswirkung der rs2075820 Genotypen aefNIOD1-vermittelte Apoptoseregulation
Zu ergrinden.

Uber die angelaufene Studie hinaus waren weitepeiinente sinnvoll: So spielen beim Ma-
genkarzinom neben den Epithelzellen der Mukosa dielden Tumor umgebenden Immunzel-
len und Stromazellen eine entscheidende Rolle.E3@ression von NOD1 in diesen Zelltypen
ist bislang noch unbekannt und soll untersucht emré&Ebenso wére eine Studie Uber die ligan-
denabhéngige Aktiverung von NOD1 fir die rs2075&hotypen in diesen Zelltypen sinnvoll.
Dabei konnten zum Beispiel die auch bei der Tumwedds wichtigen dendritischen Zellen iso-
liert und mit iIE-DAP stimuliert werden, um im Andabs und mit Hilfe einer Durchflusszyto-

metrie intrazellular gebildete Zytokine und die Aypamserate zu bestimmen.
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6 Zusammenfassung

Die chronische Infektion mitlelicobacter pyloriist der starkste Risikofaktor fir das Magenkar-
zinom. Die Erkennung des Bakteriums erfolgt Gbar oierazellular lokalisierten, mustererken-
nenden Rezeptor NOD1. Dieser vermittelt tGiber digvddrung des Transkriptionsfaktors NiB
eine Zytokinantwort, unter anderem mit Ausschuttung IL-18. Der SNP rs2075820 kodiert
fur einen Basenaustausch MOD1-Gen. Er fuhrt zu einem Aminosaureaustausch inNED-
Domane des Rezeptors. Ziel dieser retrospektivemozentrischen Studie war es, die epidemio-
logische Bedeutung der Allele des SNPs rs207582@dd8 Magenkarzinom zu untersuchen. In
einer Uberexpressionsstudie in HEK293-Zellen undiimulationsexperimenten an humanen
Monozyten sollte die Auswirkung der rs2075820-Ggpeh auf die Funktion des NOD1-
Rezeptors studiert werden.

269 Magenkarzinompatienten und 188 gesunde Koptoilhnden wurden mittels LightCyc-
ler®-PCR fiir den SNP rs2075820 genotypisiert und dielAlind Genotypfrequenzen miteinan-
der verglichen. Im Patientenkollektiv wiesen 54 &6 d5/G-, 38 % den G/A- und 8 % den A/A-
Genotyp auf. Dies entsprach der Genotypenverteilomglontrollkollektiv. Bei den Patienten
mit dem A/A-Genotyp wurde das Magenkarzinom in girggnifikant friheren Tumorstadium
diagnostiziert als beim G/A- und beim G/G-Genotglig Hélfteder Trager des A/A-Genotyps
wurden im UICC-Stadium | diagnostiziert, die Traglrs G/A- und G/G-Genotyps nur in je-
weils einem Viertel der Félle. Patienten mit demA3enotyp wiesen zudem seltener Fernme-
tastasen bei Erstdiagnose auf und wurden haufigeprmar kurativer Intention behandelt. Sie
Uberlebten deutlich langer als solche mit den Ggreat G/A bzw. G/G.

Zur funktionellen Charakterisierung des SNPs rs3@05wurden beide Allele in HEK293-
Zellen Gberexprimiert, eine Stimulation mit dem NOBpezifischen Liganden iE-DAP durchge-
fuhrt und anschlieRend in einem Reportergen-AssayN&«B-Aktivierung gemessen. Das A-
Allel wies eine stark verminderte Liganden-verniigteAktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-xB auf. Eine Sequenzierung der eingesetzten Vektamgte jedoch, dass d&ODI1-

Referenz Vektor, der in der Mutagenese eingesetiztiey an Position 1733 eine Base enthélt,
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die von delNOD1-Referenzsequenz abweicht und zu einem Aminosastaasch fuhrt. Bei den
Stimulationsexperimenten an humanen Monozyten wigsenozyten mit dem A/A-Genotyp im
Gegensatz zu Monozyten mt dem G/G-Genotyp einesahggichte ligandenvermittelte 113-1
Ausschuittung auf.

Die Genotypisierungsstudie zeigte, dass weder kiezAllele noch Genotypen des SNPs
rs2075820 mit dem Magenkarzinom assoziiert sindode erwies sich der A/A-Genotyp durch
ein lokal begrenztes Tumorstadium bei Diagnosestgliund ein langeres medianes Uberleben
als ein prognostisch gunstiger Faktor. Die funkgiten Untersuchungen weisen dabei auf eine
verringerte Aktivierbarkeit des NOD1-Rezeptors dem A/A-Genotyp hin. Die Aussagekraft
des Uberexpressionsversuchs in HEK-Zellen wird tsdighlich durch den Basenaustasch im
Referenz-Vektor limitiert, die der Monozytenstimidgexperimente vor allem durch die Viel-
zahl an experimentellen Schritten und die darasltierenden maglichen Fehlerquellen. Weite-
re Experimente sind notwendig, um die Auswirkung &\P rs2075820 auf die Funktion des

NOD1-Rezeptors genauer und umfassend beschreibeinnen.
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