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1 EINLEITUNG
1.1 Das proinflammatorische Zytokin Interleukin-1 (1L-1)

1.1.1 Was sind Zytokine?
Das Wort Zytokin stammt ethymologisch von den altgriechischen Begriffen Zytos

(=Zelle) und Kinesis (=Bewegung) ab. Es bezeichnet Proteine, die die Differenzierung
und das Wachstum von Zellen regulieren. In dieser Funktion bewirken sie vor allem die
extra- und intrazelluldre Orchestrierung des Immunsystems. Zu der groRen Gruppe der
Zytokine werden Interferone, Chemokine, mesenchymale Wachstumsfaktoren,
Tumornekrosefaktoren, Adipokine und schlussendlich die in dieser Arbeit behandelten
Interleukine gezéhlt (Dinarello, 2007). Diese wichtigen Funktionen spielen im
Organismus eine entscheidende Rolle, so wundert es nicht, dass nahezu jede kernhaltige
Zelle Zytokine herstellen kann. Die Wirkung der Zytokine kann dabei sowohl lokal als
auch systemisch erfolgen. Grundsatzlich werden aufgrund der Signaltransduktion zwei
Wege unterschieden. Zytokine kénnen an spezifische Rezeptoren auf der jeweiligen
Zellmembran binden und dadurch eine Signalkaskade in der Zelle ausldsen, die mit der
Bildung von Transkriptionsfaktoren und dem Ablesen der entsprechenden Gene endet.
Zytokine konnen aber auch direkt in den Zellkern wandern und dort als
Transkriptionsfaktoren fungieren, was ebenfalls mit dem Ablesen der entsprechenden
Gene endet (Dinarello, 2007; Mantovani et al., 2019; Netea et al., 2017).

1.1.2 Die Interleukin-1 Familie

Die Interleukin-1 Familie kann funktionell in sieben agonistische Liganden (IL-1a, IL-
1B, IL-18, 1L-33, IL-36a, IL-36P und IL-36v), in drei Rezeptorantagonisten (IL-1Ra, IL-
36Ra und IL-38) und in einen antiinflammatorischen Liganden (IL-37) untergliedert
werden. Die dazugehorige IL-1 Rezeptorfamilie besteht aus 10 Proteinen (IL-1R1, IL-
1R2, IL-1R3, IL-1R4, IL-1R5, IL-1R6, IL-1R7, IL-1R8, IL-1R9 und IL-1R10). Die Gene
dieser Liganden liegen auf dem langen Arm des zweiten Chromosoms, lediglich das Gen
des Zytokins IL-18 liegt auf dem elften Chromosom (Dinarello, 2009b; Dunn et al., 2001;
Pizarro and Cominelli, 2007; Bensen et al., 2001; Busfield et al., 2000; Sims and Smith,
2010; Nolan et al., 1998) (vgl. Tabelle 1).
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Alias ‘ Rezeptor

Bezeichnung Co-Rezeptor Funktion
IL-1R1

IL-1a IL-1F1 IL-1R2 IL-1R3 (IL-1RACP) Alarmin, Entziindung, Th17 Zellantworten
IL-1R1 Antimikrobielle Wiederstandsfahigkeit,

IL-18 IL-1F2 IL-1R2 IL-1R3 (IL-1RACP) Entziindung, Th17 Zellantworten

IL-1Ra IL-1F3 IL-1R1 Entziindungshemmung

1L-18 IL-1F4 IL-1R5 (IL-18Ra) IL-1R7 (IL-18RAcP)  Entzlindung, Thl Zellantworten

1L-33 IL-1F11  IL-1R4 (ST2) IL-1R3 (IL-1RACP) Entziindung, Th2 Zellantworten

1L-360 IL-1F6 IL-1R6 (IL-1Rrp2) IL-1R3 (IL-1RACP) Entzindung in Haut und Lunge

1L-36p IL-1F8 IL-1R6 (IL-1Rrp2) IL-1R3 (IL-1RACP) Entzundung in Haut und Lunge

1L-36y IL-1F9 IL-1R6 (IL-1Rrp2) IL-1R3 (IL-1RACP) Entzundung in Haut und Lunge

IL-36Ra IL-1F5 IL-1R6 (IL-1Rrp2) IL-1R3 (IL-1RAcP) Entzundungshemmung

1L-37 IL-1F7 IL-1R5 (IL-18Ro) IL-1R8 (SIGIRR) Entzundungshemmung

1L-38 IL-1F10 IL-1R6 (IL-1Rrp2) IL-1R9 (IL-1RAPL) Entzuindungshemmung i

Tabelle 1: Uberblick tiber die Zytokine der Interleukin-1 Familie.

Die Ubersicht zeigt die iibliche Nomenklatur in der Literatur an, inklusive der alternativen Begrifflichkeiten
als Alias bzw. in Klammern. Zusatzlich sind die zugehorigen Rezeptoren der Zytokine aus der Interleukin-
1 Familie dargestellt, sowie die physiologische Funktion der Zytokine im Organismus. Die Darstellung ist
modifiziert aus (Dinarello, 2010; Dinarello, 2009a; Pizarro and Cominelli, 2007; Garlanda et al., 2013;
Boraschi et al., 2019).

1121

Es gibt kaum eine Zelle im menschlichen Organismus, auf die das Zytokin IL-1 keinen

IL-1

Einfluss besitzt. Es spielt eine entscheidende Rolle bei autoinflammatorischen,
autoimmunen, infektiologischen und degenerativen Erkrankungen (Dinarello, 2010;
Dinarello, 2009b; Dinarello, 2012; Sims and Smith, 2010; Gabay et al., 2010; Garlanda
etal., 2013). IL-1 wird weiter unterteilt in IL-1o und IL-1p, diese sind funktionell und in
ihrer dreidimensionalen Konfiguration sehr ahnlich, besitzen allerdings lediglich zu 24%
die gleiche Aminosaurestruktur (Dinarello, 2006; Pizarro and Cominelli, 2007; Dunn et
al., 2001; Krumm et al., 2014). Sie werden durch unterschiedliche Gene codiert, binden
aber an den gleichen Rezeptoren (IL-1 Rezeptoren). Die Wirkungsweise von IL-1 im
Immunsystem und bei einer Immunantwort ist vielféaltig. IL-1 wirkt im zentralen
Nervensystem (ZNS) des Menschen als ein endogenes Pyrogen, d.h. es stimuliert die
Fieberreaktion. AulRerdem bewirkt oder verstarkt IL-1 die Migration von Leukozyten in
entzundete Gewebe. IL-1 sorgt aber auch fiir eine Aktivierung der Hypothalamus-
Hypophysen-Achse, was einen regulatorischen Einfluss auf das angeborene
Immunsystem und Entziindungen hat. Die Umverteilung von Leukozyten (aus dem Blut)
in das entziindete Gewebe und die angeborene Immunabwehr werden durch die IL-1-
induzierte Expression von Adh&sionsmolekilen auf Endothelzellen verstarkt. Dartiber

hinaus stimuliert IL-1 die Funktion und verléngert die Lebensspanne von neutrophilen
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Granulozyten und Makrophagen (Garlanda et al., 2013; Mantovani et al., 2011) (vgl.
Abbildung 1).

Die Prozessierung von IL-la verlduft {iber das bereits aktive 31 kDa grofle
Vorlaufermolekdil, welches durch proteolytische Spaltung zu dem 17 kDa schweren IL-
la prozessiert wird und durch autokrine oder juxtakrine Sekretion seine Wirkung entfaltet
(Dinarello, 1996; Auron et al., 1984; Dinarello, 2009a; Kaplanski et al., 1994). Das fertige
Protein besteht aus 159 Aminoséuren (March et al., 1985). IL-1f wird im Korper
hergestellt, indem das inaktive 31 kDa Vorlaufermolekil durch enzymatische Reaktionen
in sogenannten Inflammasomkomplexen in das 17 kDa schwere, aktive Molekul IL-1B
umgebaut und sezerniert wird und sodann autokrin, parakrin oder parakrin-systemisch
wirkt (Keller et al., 2008; Martinon et al., 2002; Dinarello, 2005a; Dinarello, 2005b). Das
fertige Protein IL-1B besteht aus 153 Aminosduren (Kamogashira et al., 1988b;
Kamogashira et al., 1988a; March et al., 1985).

Wenn bestimmte pattern recognition Rezeptoren pathogene Mikroorganismen oder
pathogene Botenstoffe im Zytosol ihrer Wirtszellen binden, bilden sie Komplexe, die man
Inflammasome nennt. Inflammasomkomplexe sind Multiproteinkomplexe, welche die
inflammatorische Caspase-1 als enzymatische Komponente enthalten (kanonischer
Weg), oder andere Enzyme (nicht kanonischer Weg). Die Caspase-1 katalysiert die
Bildung von IL-1Bp und IL-18. Zudem leiten Inflammasomkomplexe einen
inflammatorischen Zelltod, die Pyroptose ein (Broz and Dixit, 2016). Das Vorkommen
und die Bedeutung dieser Komplexe beschrankt sich nicht auf Zellen der angeborenen
Immunabwehr, denn sie konnten ebenfalls in epithelialem Gewebe nachgewiesen
werden, welches fir die Abwehr pathogener Keime und Noxen von groRer Bedeutung ist
(Winsor et al., 2019). Neben der Inflammasom-abhéngigen Prozessierung ist die
gesteuerte Freisetzung von IL-1p ein bedeutender Schritt der Regulation dieses Zytokins.
Dabei spielen ATP Rezeptoren der P2X7 Familie eine wichtige Rolle, welche als pattern
recognition Rezeptoren extrazellulares ATP binden, wie es durch inflammatorische
Prozesse, Apoptose oder Mastzelldegranulation freigesetzt werden kann (Kurashima and
Kiyono, 2014; Wareham and Seward, 2016; Russo and McGavern, 2015). Durch diese
Bindung wird die Sekretion von IL-1p angestoB3en (Clark et al., 2010) (vgl. Abbildung
2).

Neben ihrem Einfluss auf das Immunsystem, auf Entzindungen und auf
Krebserkrankungen gibt es zusatzlich zu vielen Gemeinsamkeiten auch Unterschiede
zwischen IL-1o und IL-1B (Di Paolo and Shayakhmetov, 2016). Das Vorlaufermolekiil

3
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von IL-1a liegt konstitutiv exprimiert in Epithelzellen des Gastrointestinaltraktes, der
Lunge, der Leber und der Niere so wie in Endothelzellen und Astrozyten vor. Durch
endogene oder exogene Noxen, wie z.B. Nekrosen durch Herzinfarkte, Schlaganfélle,
akutes Nierenversagen oder Tumorzellnekrose wird IL-1a freigesetzt (Garlanda et al.,
2013). Das Vorlaufermolekil von IL-1a besitzt bereits eine konstitutive Aktivitét, welche
als sogenanntes Alarmin eine schnelle Abfolge der IL-1-Signaltransduktion verursacht
und so weitere entzlindliche Zytokine und Chemokine im Rahmen einer aseptischen
Entzindung freisetzen kann (Rider et al., 2011; Chen et al., 2007). Ein weiteres
Vorkommen von IL-1a findet man in Zelltriimmern von apoptotischen Epithelzellen,
jedoch kann man nur selten frei zirkulierendes IL-1a nachweisen. IL-1a vermittelt nicht
nur die Anfangsphase der aseptischen Entzindung, sondern liegt auch in
membrangebundener Form auf aktivierten Makrophagen vor (Garlanda et al., 2013;
Berda-Haddad et al., 2011) (vgl. Abbildung 2). Wenn die Zelle das Signal zur Apoptose
erhalt, wandert das Zytokin IL-1a mit hoher Geschwindigkeit vom Zytosol in den
Zellkern, bindet dort an das Chromatin und steht somit nicht zur Verfligung, um eine
Entzlindung zu verursachen. Im Gegensatz dazu wandert bei einer Zellnekrose IL-1o vom
Zellkern ins Zytosol und das IL-1a Vorlaufermolekiil wird freigesetzt und verursacht eine
Entzundungsreaktion (Cohen et al., 2010; Rider et al., 2011).

IL-1B hingegen wird aufgrund einer TLR-Aktivierung, durch IL-1 selbst, durch andere
Zytokine wie TNFa oder iiber aktivierte Komplementfaktoren in Monozyten,
Gewebsmakrophagen, dendritische Zellen der Haut und Mikrogliazellen des Gehirns
aktiviert (Dinarello, 2011b; Dinarello, 2011a). Das Vorldufermolekul von IL-1p besitzt
keine intrinsische Aktivitat, es wird, wie bereits erwahnt, durch das Enzym Caspase-1
gespalten und sodann als aktives IL-1f in den Extrazellularraum sezerniert. Caspase-1
selbst muss dazu allerdings vorher von seinem Proenzym Procaspase-1 durch den
Inflammasomkomplex abgespalten werden. Der dafiir entscheidende Teil des
Inflammasoms wird durch das ,,Nucleotide-Binding Domain And Leucine Rich Repeat
Pyrin Containing Protein-3“ (NLRP3 oder Cryoporin) gebildet (Hoffmann and Faist,
2001). Diese Struktur kann durch gain of function Punktmutationen einzelner
Aminoséuren Erkrankungen verursachen, bei denen letztlich hohe Mengen an IL-1p
sezerniert werden, wodurch in der Folge autoinflammatorische Prozesse unkontrolliert
und rezidivierend ablaufen, sogenannte Cryoporin-assoziierte periodische Syndrome
(cryopyrin-associated periodic syndrome, CAPS), neonatal beginnende entzlindliche

Systemerkrankung (neonatal onset multisystem-inflammatory disease, NOMID),

4



Einleitung

Muckle-Wells-Syndrom (MWS) und familidres kalteinduziertes autoinflammatorisches
Syndrom (familial cold autoinflammatory syndrome, FCAS) (Masters et al., 2009). Die
Bildung von IL-1p kann zudem nicht nur iiber den NLRP3 oder Caspase-1 Weg, sondern
im Extrazellularraum auch mittels der Spaltung des Vorlaufermolekdls von IL-1p durch
die in neutrophilen Granulozyten enthaltenen Enzyme Proteinase-3 oder Elastase
ablaufen (Dinarello, 2009b; Dinarello, 2011b; Garlanda et al., 2013).

Die Unterschiede zwischen IL-1a und IL-1B liegen nicht so sehr in Ihrer Wirkung
stromabwarts des heteromeren IL-1:1L-1R3 Rezeptorkomplexes, sondern sind vielmehr
in der Herkunft der Zytokine aus unterschiedlichen Zellen und ihren unterschiedlichen
Sekretionsmechanismen  begriindet.  (Pro)IL-1a  besitzt die Funktion eines
Transkriptionsfaktors und liegt somit auch im Zellkern vor, wogegen IL-1p bisher nicht
im Zellkern nachgewiesen werden konnte. Eine Besonderheit von IL-la liegt im
Vorlaufermolekdil, der ein Nuclear Localization Signal (NLS) enthalt, mittels dessen er
im Zellkern rekrutiert werden und an DNA binden kann. Es wird angenommen, dass
dieses Vorlaufermolekil selbst auch als Onkoprotein fungieren und so Zellneoplasien
auslosen kann (Cohen et al., 2010; Garlanda et al., 2013; Mantovani et al., 2018; Ershaid
et al., 2019; Voronov et al., 2018; Kaplanov et al., 2019). Die Rolle von IL-1 im
Mikromilieu von Tumoren ist sehr vielseitig und komplex. Die dauerhafte
Aufrechterhaltung eines inflammatorischen Milieus durch IL-1 wird als eine der
Hauptséaulen in der Tumorentstehung angesehen (Karin, 2006; Gelfo et al., 2020). Dabei
wird zusatzlich auch die genetische Instabilitat durch die von IL-1 initiierte Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und Stickstoffmonoxid (NO) erhoht (Karin, 2006).
Entscheidend flr das weitere Wachstum ist die tumorbedingte Angiogenese, welche
sowohl von IL-1a als auch von IL-1p gefordert wird (Gelfo et al., 2020; Voronov et al.,
2014). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die gegen den Tumor gerichtete
Immunantwort des Wirts durch in Tumorzellen produziertes IL-1 vermindert wird (Apte
and VVoronov, 2017; Bent et al., 2018) (vgl. Abbildung 3). Es konnte gezeigt werden, dass
IL-1 nicht nur bei Tumoren, sondern auch bei oxidativem Stress im Allgemeinen eine
Rolle spielt. Ahnlich wie LPS vermag auch IL-1 Makrophagen an Orte aerober Glykolyse
zu locken; solche Mechanismen dienen der Abwehr von Krankheitserregern (Rodriguez-
Prados et al., 2010). In M1 Makrophagen wird der ,,Hypoxia-Inducible Factor o (HIF-
la) durch die Anhdufung von Succinat stabilisiert, was die Bildung von IL-1p anregt

(Tannahill et al., 2013).
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Abbildung 1: Uberblick tiber die Funktion von IL-1 Familienmitgliedern im Immunsystem.

A) Darstellung der Auswirkung von IL-1p auf die Differenzierung der Zellen der angeborenen
Immunabwehr und deren Aktivierung. B) Darstellung der Bedeutung von I1L-18 bei der Typ 1
Immunantwort, sowie deren Funktion. C) Darstellung der Bedeutung von IL-33 bei der Typ 2
Immunantwort, sowie deren Funktion. D) Darstellung der Bedeutung von IL-1 bei der Typ 3
Immunantwort, sowie deren Funktion. Abbildung aus (Mantovani et al., 2019). Reproduziert mit der

freundlichen Erlaubnis von: Copyright Clearance Center Ordernr. 5065801016187.
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Abbildung 2: Die Bedeutung von IL-1a als Alarmin bei einer Gewebeschidigung.

1.) Durch die Zerstérung der Zelle bei einer Nekrose wird das darin enthaltene (Pro)IL-1a freigesetzt. 2.)
IL-lo. bindet an den IL-1R1 von Gewebsmakrophagen. 3.) Durch die Aktivierung von
Inflammasomkomplexen wird IL-1p gebildet und ATP abhéngig aus den nekrotischen Zellen zusammen
mit G-CSF sezerniert. 4.) IL-1B und G-CSF erreichen tber die Blutbahn das Knochenmark, wo sie die
Freisetzung von neutrophilen Granulozyten und Monozyten induzieren. 5.) (Pro)IL-1a akkumuliert im
extrazellularen Gewebe. 6.) Je nach Gewebetyp bindet IL-1a an den IL-1R1 von Fibroblasten, Epithelzellen
oder Astrozyten. An diesem Punkt wirken die Wirkstoffe Anti-IL-1a, Anakinra oder Anti-IL-1R1 und
reduzieren so die inflammatorische Reaktion. 7.) Chemokine werden daraufhin produziert und sezerniert.
8.) Die zuvor aus dem Knochenmark freigesetzten neutrophilen Granulozyten und Monozyten erreichen
das ischdmische Gewebe Uber den arteriellen Schenkel. 9.) Neutrophile Granulozyten binden an ICAM-1
und konnen die GeféBRschranke mithilfe von sezernierten Chemokinen lberwinden. 10.) In der Folge
akkumulieren neutrophile Granulozyten im ischdmischen Gewebe. 11.) Die Zellen der Penumbra werden
durch die neutrophilen Granulozyten geschédigt. 12.) Die eindringenden Monozyten sezernieren IL-1a und
IL-1pB. Insbesondere IL-1p fiihrt zur Aufrechterhaltung der Inflammation durch die Aufrechterhaltung der
Schritte 6-11. Abbildung aus (Mantovani et al., 2019). Reproduziert mit der freundlichen Erlaubnis von:
Copyright Clearance Center Ordernr. 5065801016187.
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Abbildung 3: Die Rolle von IL-1 Familienmitgliedern bei der Tumorentwicklung.

A) Die im oberen Teil der Abbildung gezeigten Zustande fihren tber IL-1 und IL-33 Netzwerke zu der
Aktivierung von Immunzellen und Mediatoren, welche letztlich die Immunantwort unterdriicken und die
Tumorentwicklung fordern. B) Als Schliisselstelle unterbindet der Korezeptor IL-1R8 (SIGIRR) die
Aktivierung von NK Zellen durch IL-18 Aktivitdt und hemmt die NK Zell Aktivitat uber IL-37, welches
aus regulatorischen T-Zellen freigesetzt wird. Abbildung aus (Mantovani et al., 2019). Reproduziert mit
der freundlichen Erlaubnis von: Copyright Clearance Center Ordernr. 5065801016187.

1.1.2.2 IL-1Ra

Der physiologischer Weise gebildete Interleukin-1 Rezeptorantagonist (IL-1Ra) bindet
den Rezeptor IL-1R1 mit einer vergleichbaren bzw. sogar groReren Affinitat und
Spezifitat als dessen natirliche Agonisten IL-1a und IL-1p. IL-1Ra fiihrt allerdings nicht
zur Rekrutierung von ,,Interleukin-1 Receptor Accessory Protein“ (IL-1R3, ehem. IL-
1RACP), was zur Aktivierung der intrazelluldren Signalkaskade bendtigt wird und
begrindet somit die antagonistische Wirkung von IL-1Ra (Dinarello, 2010). Auf
molekularer Ebene besetzt IL-1Ra nur zwei von drei Bindungsstellen am Rezeptor IL-
1R1 (Dinarello, 2009a; Pizarro and Cominelli, 2007; Boraschi et al., 2018). Es sind eine
I6sliche, extrazelluldre Isoform von IL-1Ra und zwei intrazelluldre Isoformen von IL-
1Ra bekannt, die beim Zelltod freigesetzt werden und so die proinflammatorische
Reaktion des Organismus auf diesen Zelltod limitieren (Garlanda et al., 2013). Diese
Funktion macht IL-1Ra zum (negativ) regulatorischen Schlisselmolekil bei vielen
entzindlichen Erkrankungen. Ein Mangel oder eine Fehlfunktion von IL-1Ra kann z.B.
zu einer Entziindung der arteriellen GeféaRe, zu einer Gelenkentziindung, zu psoriasis-
ahnlichen  Hautlasionen oder zu einer erhohten Wahrscheinlichkeit der
Karzinomentwicklung fuhren (Horai et al., 2000; Nicklin et al., 2000). An einem
genetisch bedingten Mangel von IL-1Ra (durch Gendeletion oder Genmutation)

erkrankte Kinder leiden an schwerwiegenden lokalen und systemischen Entziindungen,
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wie Hauterkrankungen, Vaskulitiden, osteolytischen Lé&sionen und aseptischer
Osteomyelitis und weisen eine erhohte Sterblichkeit auf (Reddy et al., 2009;
Aksentijevich et al., 2009; Dinarello, 2009b).

1.1.2.3 1IL-18

IL-18 ist ein naher Verwandter von IL-1B und wurde erstmals 1989 als ,,Interferon-y
Inducing Factor beschrieben (Sims et al., 2001; Dunn et al., 2001; Pizarro and Cominelli,
2007). Beide werden mit der Hilfe von Caspase-1 aus inaktiven Vorlaufermolekulen
abgespalten und konnen durch Proteinase-3 im Extrazellularraum verarbeitet werden
(Dinarello, 2009a; Siegmund et al.,, 2001). Eine weitere Gemeinsamkeit ist das
Vorhandensein von sogenannten Kdder (engl. Decoy)-Rezeptoren, welche die Zytokine
binden ohne eine anschlieBende Signaltransduktion auszuldsen. Dies stellt eine
Maoglichkeit der negativen Regulation der IL-1 Zytokine dar, so bindet und ,,neutralisiert™
ein Exzess an IL-1R2 extrazelluldres IL-1p3 (Colotta et al., 1993; Boraschi et al., 2019).
Das Vorlaufermolekil von IL-18 kann in den unterschiedlichsten mesenchymalen Zellen
des Menschen gefunden werden, vergleichbar mit IL-1a (Puren et al., 1999). Eine weitere
Anhnlichkeit zu IL-1a besteht in der Verankerung von IL-18 auf der Zellmembran von
Monozyten (Bellora et al., 2012). Eine nahe Verwandtschaft besteht ebenfalls zwischen
IL-18 und IL-37 hinsichtlich der Tertidrstruktur ihrer Vorldufermolekile und den
Grenzregionen von Introns und Exons ihrer jeweiligen Gene. Ein weiterer Hinweis auf
diese Verwandtschaft besteht in der Fahigkeit von IL-37 an den IL-18 Rezeptor zu binden
(Garlanda et al., 2013). Ein wichtiger Teil der Rolle von IL-18 im Immunsystem ist die
Regulation der zellvermittelten Antworten von Thl Zellen und NK Zellen. Weiterhin
kann ein Mangel oder eine Funktionslosigkeit von IL-18 Autoimmunerkrankungen,
Atherosklerose, myokardiale Erkrankungen, Emphyseme, Psoriasis, chronisch
entzundliche Darmerkrankungen, Sepsis, akutes Nierenversagen, von Makrophagen
abhangige Erkrankungen, altersabhangige Makuladegeneration und das metabolische
Syndrom verursachen oder mit bedingen (Doyle et al., 2012; Netea et al., 2006; Towne
et al.,, 2011; Kaplanski, 2018). Es konnten Hinweise auf einen alternativen
Herstellungsweg von 1L-18 gefunden werden, so konnte bei FAS-abhangigen
Lebererkrankungen gezeigt werden, dass sie zwar I1L-18 abhangig, jedoch nicht Caspase-
1 abhangig sind. Mdoglicherweise sind hier andere, FASL/FAS-aktivierte Caspasen
beteiligt (Brydges et al., 2009). So fihrt eine FAS abhangige Aktivierung von Caspase-8
in Makrophagen und dendritischen Zellen zur Bildung von IL-18 und IL-1p (Bossaller et
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al., 2012). Ein weiteres Beispiel fur die funktionelle Verknipfung der IL-1 und IL-18
Signalwege stellt die Myokardischdmie dar. Der ischdmische Stress fuhrt zur Aktivierung
von Caspase-1, welche die Bildung von maturem IL-1p und IL-18 bewirkt (Pomerantz et
al., 2001; Yasuda et al., 2019).

1.1.24 1L-33

Das proinflammatorische Zytokin IL-33 hat ein Molekulgewicht von 30 kDa und besteht
am N-terminalen Ende aus einem Chromatin bindenden Motiv und am C-terminalen Ende
aus vielen B-Faltblatt Strukturen. Es kann durch Bindegewebszellen und blutbildende
Zellen hergestellt werden. Vorkommen von IL-33 finden sich in Epithelzellen,
Endothelzellen und Fibroblasten. Caspase-1 spaltet 1L-33 und fuhrt so zu dessen
Inaktivierung (Cayrol and Girard, 2009). IL-33 kann durch das Enzym Elastase und die
Serinprotease Cathepsin G weiter prozessiert werden, es entstehen dadurch
wirkungsvollere Varianten von IL-33. Freigesetzt wird 1L-33 hauptsachlich ber
Sekretionsmechanismen oder durch den nekrotischen Zelltod (Lefrancais et al., 2012).
Die Signaltransduktion von IL-33 wird durch die Bindung dieses Zytokins an seinen
Rezeptor IL-1R4 (ST2) in Gang gesetzt. Dieses Dimer verbindet sich mit IL-1R3 (IL-
1RACP) und MYDB88, um den Signalweg zu aktivieren (Liu et al., 2013). IL-1R4 (ST2)
wird sowohl auf der Oberflache von Zellen des angeborenen Immunsystems als auch von
Zellen des erworbenen Immunsystems exprimiert. Dieser Signalweg sorgt so fur
allergische Reaktionen, Wundheilung und Reaktionen auf Infektionen. Diese Reaktionen
werden durch unterschiedliche Konzentrationen an l6slichen IL-1R4 (ST2) Rezeptoren
und l6slichen IL-1R3 (IL-1RACP) Proteinen negativ beeinflusst und herunterreguliert
(Ho et al., 2013). Einen &hnlichen Effekt besitzt das Molekil TIR8, welches die IL-33
vermittelte Wirkung und Signaltransduktion unterbindet und somit ebenfalls einen
hemmenden Einfluss auf allergische Reaktionen ausiiben kann (Bulek et al., 2009). Eine
weitere bekannte Mdglichkeit der negativen Regulation von IL-33 stellt der Weg einer
posttranslationalen Modifikation mithilfe einer Polyubiquitinierung und dem
darauffolgenden proteasomalen Abbau des Molekiils dar (Zhao et al., 2012). Das Zytokin
IL-33 fordert vor allem die Immunantwort des angeborenen Immunsystems. Es ist in der
Lage, systemische Entziindungen sowie Entziindungen von Schleimhduten zu vermitteln,
weiterhin fungiert es auch als Alarmin des angeborenen Immunsystems. Demgegen(ber

scheint tber die Rolle von IL-33 im erworbenen Immunsystem bisher wenig bekannt zu
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sein (Oboki et al., 2010). Die Zellreaktionen von Makrophagen auf eine LPS-vermittelte
Aktivierung werden durch IL-33 verstarkt. Durch die Aktivierung des IL-33/IL-1R4
(ST2) Rezeptorkomplexes werden mehr LPS-Rezeptoren des MyD88 abhédngigen
Zellsignalwegs auf der Makrophagenzellmembran exprimiert und so durch eine
Sensibilisierung der LPS Antwort die Zytokin- und Chemokinproduktion verstarkt
(Espinassous et al., 2009). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass das in Makrophagen
enthaltene 1L-33 in der Schwangerschaft fur die Entwicklung des Trophoblasten und des
plazentaren Wachstums eine wichtige Rolle spielt (Fock et al., 2013). Eine weitere
wichtige Funktion von IL-33 ist die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten zum
Ort der Infektion mit nachfolgender Beseitigung der Erreger durch die Verhinderung der
durch TLR vermittelten Herabregulation des CXCR2 Rezeptors wahrend einer Sepsis
(Alves-Filho et al., 2010). Bei Allergien spielt IL-33 eine Rolle im Rahmen der erneuten
Exposition des Immunsystems gegenuber einem Allergen und der Ausbildung von 1gG-
Immunkomplexen. Diese aktivieren in antigenreprésentierenden Zellen uber die
Rezeptoren TLR4 und FcyRIII die Bildung von IL-33. Uber den 1L-33/IL-1R4 (ST2)
Signalweg werden in der Folge inflammatorische Immunzellen, wie T-Zellen, basophile
Granulozyten, NK Zellen, iNKT Zellen, IL2C Zellen aktiviert und so entsteht letztlich
eine allergische Lungenentziindung (Tjota et al., 2013; Albacker et al., 2013). Der IL-
33/IL-1R4 (ST2)/1L2C Signalweg scheint ebenfalls fur die Entstehung einer Leberfibrose
mitverantwortlich zu sein. Schon die Stimulation von Hepatozyten durch aus
dendritischen Zellen der Leber freigesetztem IL-33 reicht aus, um eine Leberfibrose
auszulésen (McHedlidze et al., 2013). Diesen Signalweg und damit den
proinflammatorischen Einfluss von IL-33 haben offenbar diverse Th2 Zell-abhangige
Erkrankungen gemeinsam, allerdings hat die Th2 Reaktion nicht nur negative Folgen fir
den Organismus. So kann diese Immunreaktion zur Abwehr von Helminthen und Viren,
welche Atemwegserkrankungen verursachen, dienen (Liew et al., 2010). Genauer noch
konnte bei einer Helmintheninfektion gezeigt werden, dass die Helminthen im
Wirtsorganismus die Bildung von IL-1f anstoen, was wiederum die Bildung von IL-33
unterdriickt und so die Abwehr gegen Helminthen hemmt. Im Umkehrschluss konnte zum
einen gezeigt werden, dass durch IL-1B Blockade mittels Anakinra die Abwehr gegen
Helminthen verbessert werden konnte. Zum anderen wurde beobachtet, dass durch die
Unterdriickung der IL-33 vermittelten Immunantwort die Th2 Zell-vermittelten
Erkrankungen, wie allergisches Asthma oder entziindliche Darmerkrankungen, im

Wirtsorganismus klinisch verbessert wurden (Zaiss et al., 2013; Neill et al., 2010).
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1.1.25 1L-36

Innerhalb der IL-1 Familie besteht die Gruppe der 1L-36 Zytokine aus drei bekannten
Subtypen: IL-36a, IL-36B und IL-36y. Diese binden an ihrem Rezeptor IL-1R6 (IL-
1Rrp2) zusammen mit ihrem Co-Rezeptor IL-1R3 (IL-1RACcP) (Dinarello, 2011b; Sims
and Smith, 2010). 1L-36 wird durch Zellen der angeborenen Immunabwehr und von
Lymphozyten gebildet und die IL-36 Zytokine erreichen ihre volle Aktivitdt nach
posttranslationaler Prozessierung (Towne et al., 2011). IL-36 fordert die Bildung von
proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen. Zusétzlich bewirkt es uber die
Bildung von IL-12 und folglich von IFN-y die Ausreifung von Thl und Th17 Zellen
(Vigne et al., 2011; Vigne et al., 2012). 1L-36 kann in Epithelzellen gefunden werden,
was die Entwicklung von Entziindungsreaktionen in der Lunge und in der Haut
ermoglicht, wie z.B. bei der Psoriasis (Blumberg et al., 2007; Tortola et al., 2012;
Gresnigt and van de Veerdonk, 2013). In Analogie zum IL-1 System gibt es auch hier
einen physiologisch vorkommenden Rezeptorantagonisten (IL-36Ra), welcher in seiner
Aminosauresequenz  Uber 50%  Ubereinstimmung zu IL-1Ra besitzt. Der
Wirkungsmechanismus von IL-36Ra entspricht dem von IL-1Ra. IL-36Ra bindet an IL-
1R6 (IL-1Rrp2) und verhindert die Anlagerung von IL-1R3 (IL-1RACcP) und somit die
Fortleitung der Signaltransduktion. Alle vier Molekile der IL-36 Gruppe besitzen keine
Angriffspunkte zur Spaltung durch Caspase-1 (Towne et al., 2011).

1.1.26 IL-37

VVon dem antiinflammatorischen Zytokin I1L-37 sind funf Splicevarianten bekannt, welche
alle eine Instabilitdit auf Proteinebene aufweisen und deshalb eine sehr kurze
Halbwertszeit besitzen. Es sind drei Trigger bekannt, die die Bildung von I1L-37 bewirken:
IL-1B, TLR Liganden und TGF-B. Letzteres Protein besitzt den groften steigernden
Einfluss auf die Bildung von IL-37 (Nold et al., 2010). IL-37 besitzt eine hemmende
Wirkung auf Entzindungsph&dnomene. Dieses konnte durch Inaktivierung von IL-37
mittels SIRNA gezeigt werden, was eine Erhohung von IL-1p und LPS Molekiilen nach
sich zog (Nold et al., 2010). I1L-37 findet sich im Zellkern und verhindert dort das Ablesen
bestimmter Gene (Sharma et al., 2008). Diese Funktion kann IL-37 durch die Bindung an
den Transkriptionsfaktor SMAD3 austiben (Grimsby et al., 2004). IL-37 ist zwar in der
Lage, an die Kette von IL-18Ro zu binden, wirkt dort allerdings nicht als
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Rezeptorantagonist (Kumar et al., 2002; Nold et al., 2013; Bufler et al., 2002; Nold-Petry
et al., 2009). IL-37 konnte mithilfe von TIR8 die Signaltransduktion Uber den IL-1R5
(IL-18Ra) unterbinden (Nold et al., 2013). Dadurch kénnte I1L-37 an einer eher globalen
Suppression einer LPS Wirkung im Organismus beteiligt sein, z.B. durch Abmilderung
bzw. Verhinderung einer Hypothermie, Azidose, Hyperkalidmie, Hepatitis, Dehydration
und der Freisetzung von inflammatorischen Zytokinen (Nold et al., 2010). Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass es antientziindlich bei Darmerkrankungen (McNamee et al.,
2011) und ischamischen Leberschéden (Sakai et al., 2012) wirkt.

1.1.2.7 1L-38

Uber das Zytokin 1L-38 ist bisher relativ wenig bekannt. Urspringlich wurde es durch
Computermodellierungen entdeckt. Es wird zur IL-1 Familie gezéhlt, weil es ebenfalls
aus dem IL-1 Gencluster auf Chromosom 2 stammt und eine Ahnlichkeit zur
Aminosiuresequenz von IL-1Ra (41% Ubereinstimmung) und von IL-36Ra (43%
Ubereinstimmung) besitzt. 1L-38 konnte in basalen Epithelzellen der Haut und in
proliferierenden B-Zellen der Tonsillen nachgewiesen werden (Garlanda et al., 2013). Es
konnte bisher kein Angriffspunkt fiir Caspase-1 gefunden werden. Aufgrund der
ahnlichen Aminosaurestruktur zu IL-1Ra und wegen seiner Bindungsfahigkeit an
rekombinant  hergestellten IL-1R1 wird davon ausgegangen, dass IL-38
antiinflammatorisch wirkt (van de Veerdonk et al., 2012). In vivo konnte allerdings nur
gezeigt werden, dass IL-38 an IL-36R bindet und dadurch die Zellantwort auf das
proinflammatorische Zytokin IL-36 vermindert (van de Veerdonk et al., 2012). Aufgrund
der inkompletten Inhibition der Zellantwort wird 1L-38 als partieller Inhibitor des IL-36R
eingestuft. So konnte gezeigt werden, dass IL-38 an entzindlichen Erkrankungen beteiligt
ist (Dehghan et al., 2011). Genetische Erkrankungen, die das Gen von IL-38 betreffen,
sind mit den Krankheitshildern der Psoriasis-Arthritis, Morbus Behcet, Autismus
Spektrum Stérungen, Dermatitis, entziindlichen Autoimmunerkrankungen und der
ankylosierenden Spondylitis assoziiert (Maksymowych et al., 2006; Rahman et al., 2006;
Zarrabi et al., 2019; Tsilioni et al., 2020; Ummarino, 2017; Han et al., 2019; Xie et al.,
2019).
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1.2 Die klinische Bedeutung von Interleukin-1

Heutzutage ist unbestritten, dass IL-1 eine wichtige (patho-)physiologische Rolle
einnimmt, sowohl in der Krankheitsentstehung von vielen entziindlichen Krankheiten als
auch als pharmakologische Zielstruktur, wobei in der Regel versucht wird, IL-1
Wirkungen zu hemmen. In der ersten Dekade nach Entdeckung der IL-1 Zytokine wurde
allerdings zundchst versucht, die bekannte (oder vermutete) aktivierende Wirkung auf das
Immunsystem durch die Gabe von rekombinanten IL-1 auszunutzen. So hat man
Patienten IL-1 verabreicht, um deren Knochenmarksfunktion zu verbessern. Die
Therapien mussten unter schweren proinflammatorischen Nebenwirkungen wie Fieber,
Appetitverlust, Muskel- und Gelenkschmerzen, Abgeschlagenheit, Magen-Darm-
Problemen, Schlafstérungen, Hypotonie und sepsis-ahnlichem Krankheitsbildern
abgebrochen werden (Dinarello, 1996; Smith et al., 1993; Crown et al., 1991). Trotzdem
waren diese friihen Beobachtungen an Patienten wertvoll, da sie eindrucksvoll zeigten,
dass ein einzelnes Zytokin wie IL-1 als ,,Masterzytokin* der Entziindung fungieren kann.
Da seine systemische Verabreichung das Gesamtbild eines Zytokinsturms in sehr
geringen Konzentrationen (im picomolaren Bereich) ausldsen kann, spielt die Gabe von
rekombinantem IL-1 aufgrund der geringen Steuerbarkeit und der lebensbedrohlichen
Nebenwirkungen heutzutage keine Rolle mehr (Dinarello, 2011a). Vielmehr hat sich in
den letzten 20 Jahren seit der Einflihrung von Anakinra (dem rekombinanten IL-1RA)
gezeigt, dass die Blockade von IL-1 nebenwirkungsarm, schnell und effektiv IL-1-
getriebene Krankheitsbilder beeinflussen kann. Anakinra ist dabei so wirkungsvoll und
gut vertraglich, dass eine einmalige Gabe auch zu diagnostischen Zwecken erfolgen kann,
um eine autoinflammatorische Erkrankung differentialdiagnostisch einzugrenzen
(Dinarello et al., 2012; Cavalli and Dinarello, 2018).

1.2.1 Interleukin-1 vermittelte entziindliche Erkrankungen

Der Begriff der autoinflammatorischen Erkrankung beschreibt die generell erhohte
Entziindungsaktivitat, welche durch Zytokine des angeborenen Immunsystems (vor allem
IL-1B) verursacht wird, ohne dass die Bildung von Autoantikérpern durch aktivierte B-
Zellen oder die Vermehrung von autoreaktiven T-Lymphozyten beobachtet wird (Kastner
et al., 2010). Es konnte gezeigt werden, dass Monozyten von Patienten mit
autoinflammatorischen Erkrankungen mehr IL-1B sezernieren als Monozyten der

gesunden Kontrollgruppe (Goldbach-Mansky et al., 2006; Drenth et al., 1996; Gattorno
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et al.,, 2008; Gattorno et al., 2007; Pascual et al., 2005; Colina et al.,, 2010).
Autoinflammatorische Syndrome zeichnen sich also dadurch aus, dass sie vor allem durch

Zellen und Mediatoren des myeloiden Systems ausgeldst und unterhalten werden.

An der hereditar bedingten Krankheit deficiency of interleukin-1 receptor antagonist
(DIRA) lasst sich eindrucksvoll aufzeigen, wie potent das proinflammatorische IL-1 sein
kann aber auch wie potent pharmakologische IL-1 Antagonisten diese Wirkung aufheben.
Der autosomal rezessiv vererbbaren Krankheit liegt eine homozygote Mutation im IL-
1RN Gen zugrunde, welches fur IL-1Ra codiert. Es wurden mittlerweile mehrere
Mutationsarten als Ursache beschrieben; so wurden frameshift Deletionen, nonsense
Mutationen und in-frame Mutationen im IL-RN Gen berichtet (Aksentijevich et al., 2009;
Reddy et al., 2009; Jesus et al., 2011; Kuemmerle-Deschner et al., 2020). Diese fuhren
letztlich zu einem kompletten Verlust von funktionsfahigem IL-1Ra Protein. Folglich
fehlt der natlrliche Gegenspieler von IL-1 und es herrscht eine unbeschrénkte
inflammatorische Stoffwechsellage vor. Klinisch zeigen sich bei Kleinkindern spontan
starke Entziindungen der Haut, Knochen und Gelenke. Durch Substitution von Anakinra
kann eine lebensbedrohliche Verschlimmerung dieser Entziindungen oder ein todlicher
Ausgang verhindert werden (Reddy et al., 2009; Aksentijevich et al., 2009; Kuemmerle-
Deschner et al., 2020). DIRA deutet auch die Vielschichtigkeit von Erkrankungen an, die
mit dem IL-1 Signalweg vergesellschaftet sind. So zeigen Betroffene eine erhohte
proinflammatorische Aktivitat, die sich auch in einer héheren Inzidenz von Diabetes
mellitus Typ 2 duRert (Larsen et al., 2009).

Eine der bekanntesten Erkrankungen aus dem autoinflammatorischen Formenkreis ist das
familidre Mittelmeerfieber (FMF). Verursacht wird die FMF Erkrankung durch eine
Mutation im Mittelmeerfieber Gen, welches flr das Protein Pyrin codiert (Mansfield et
al., 2001). Die Patienten leiden an Fieberschiiben mit Schmerzen, die ein akutes Abdomen
verursachen bzw. vortduschen kénnen. Pyrin verhindert die Aktivierung von Caspase-1
im Inflammasomkomplex, welches aus dem Vorl&uferprotein die aktive Form von IL-1
abspaltet. Folglich fihrt die funktionsunfahige Mutante von Pyrin zu einer
unkontrollierten IL-1p Freisetzung (Chae et al., 2009).

Ein verwandtes Krankheitsbild ist das CAPS. Hier findet sich eine Punktmutation in dem
Protein NLRP3 (veraltet Cryopyrin). CAPS Erkrankungen werden in verschiedene
Unterformen unterteilt, wie das FCAS, das MWS und die Neugeborenen Multisystem
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Entzundungserkrankung (NOMID bzw. CINCA). An NOMID erkrankte Kinder leiden
nicht nur an Hautausschlag, Gelenkzerstérung, Augenentziindungen,
Hirn(haut)entziindung und Horverlust, sondern auch an Lernschwéche und emotionaler
Entwicklungsstérung (Goldbach-Mansky et al., 2006; Goldbach-Mansky, 2011).

Das TNF Rezeptor-assoziierte periodische Syndrom (TRAPS) ist eine Mutation des TNF
Rezeptor 1 (TNFR1) mit autosomal dominanter Vererbung (McDermott et al., 1999). Der
mutierte Rezeptor kann nicht in die Zellmembran eingebaut werden und akkumuliert im
Zytosol, was die Produktion von IL-1 durch die Aktivierung reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) anregt (Simon et al., 2010; Bulua et al., 2011). Klinisch &uf3ert sich die Erkrankung
mit Fieberschilben und systemischer Entziindung, die IL-1 vermittelt sind, da sich die

Symptome unter anti-IL-1 Therapien verbessern (Cudrici et al., 2020).

Das Hyper-lgD-Syndrom (HIDS) ist gekennzeichnet durch vier bis sechs Tage
andauerndes Fieber, Muskelschmerzen, Hautausschlag, Ulzera der Mundschleimhaut und
geschwollenen Lymphknoten. Die autoentziindliche Erkrankung wird autosomal rezessiv
vererbt. Durch eine loss of function Genmutation des Enzyms Mevalonatkinase wird uber
mehrere Signalwege eine unkontrollierte Casapase-1 Aktivitat und damit IL-1 Bildung
verursacht (Stoffels and Simon, 2011; Gosavi et al., 2006).

Durch die gute Wirkung von Canakinumab und Anakinra bei Morbus Behcet, einer
systemischen autoinflammatorischen KleingefaRvaskulitis unklarer Atiologie, konnte der
Zusammenhang der Erkrankung mit IL-1p vermittelter Inflammation belegt werden.
Klinisch zeigt sich eine systemische Entziindung, die alle Organe, Gewebe und GefaRe
beféllt. Dadurch entsteht eine Blutgerinnungsneigung und es entstehen Ulzera in den
Schleimhduten (Gul et al., 2012; Bettiol et al., 2019b). Beim Morbus Behcet sind hdufig
die Augen oder Schleimh&ute betroffen, welche besonders gut auf eine anti-IL-1
Behandlung ansprechen, welche daher auch als Primartherapie empfohlen wird (Bettiol
et al., 2019b).

Es gibt eine Reihe von chronisch entziindlichen Erkrankungen, bei denen die
herkdmmlichen Therapieansétze, wie nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR oder
NSAIDs), Glukokortikoide, immunsupprimierende Medikamente und TNF Inhibitoren,
nicht die gewiinschte Wirkung erzielen. Einen Durchbruch konnte allerdings mit der
Einfihrung von IL-1 Inhibitoren erzielt werden. Beispiele hierfiir sind die systemische

jugendliche idiopathische Arthritis (SJIA) und eine Unterform des periodischen
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Fiebersyndroms (PFAPA). Es konnte gezeigt werden, dass bei PFAPA eine erhohte 1L-1
Aktivitat vorliegt und eine Therapie mit IL-1 Inhibitoren wirkungsvoll ist (Stojanov et
al., 2011; Soriano et al., 2020). Ebenso zeigte sich bei SJIA, dass mit der anti-IL-1
Therapie ein hochwirksamer Ansatz zur Verfligung steht (Toplak et al., 2018).

Anakinra konnte den Zusammenhang von IL-1 mit der idiopathischen rezidivierenden
Perikarditis aufdecken. Als Folge von Entziindungen des Perikards treten dauerhafte
retrosternale Schmerzen auf. Die Perikarditis konnte durch Anakinra erfolgreich
therapiert werden (Scott et al., 2011). Ebenso konnte durch eine Besserung der Symptome
bei dem Makrophagen Aktivierung Syndrom (MAS) nach Gabe von Anakinra ein
Zusammenhang mit IL-1 vermutet werden (Aronson and Worobec, 2010; Bruck et al.,
2011; Behrens et al., 2006; Durand et al., 2010). MAS st ein lebensgefahrliches
Syndrom, dass bei SIJA (Zhang et al., 2008), Lymphomen, Lupus oder Infektionen mit
Epstein-Barr Virus oder Zytomegalievirus auftreten kann (Mazodier et al., 2005).
Klinisch zeigt sich eine Knochenmarksuppression und eine Hepatitis. Die genauen

pathologischen VVorgange bleiben allerdings noch unklar.

Durch pathologische Verénderungen im metabolischen Gleichgewicht des Organismus,
wie z.B. Fettleibigkeit und Fettsucht, kann die Bildung von IL-1erhéht sein (Tack et al.,
2012). Man geht allerdings davon aus, dass sich die Bedeutung von IL-10 und von II-1
in diesem Zusammenhang von fettinduzierten GefalRverdnderungen und Atherosklerose
unterscheiden konnte (Freigang et al., 2013). Dabei war die Entstehung von
Atherosklerose lange Zeit nur mit IL-1f in Verbindung gebracht worden. Es konnte
jedoch gezeigt werden, dass die Freisetzung von IL-1a, aber nicht die von IL-1p, durch
freie Fettsduren getriggert werden kann. Dartiber hinaus wird dadurch eine
mitochondriale Abkopplungsreaktion verursacht, die wiederum die Cholesterol
induzierte IL-1p Bildung verhindert. Bei GefaBerkrankungen setzt metabolischer Stress
folglich IL-1a abhingige Signalkaskaden in Gang (Freigang et al., 2013). IL-1p ist selbst
in hochakuten IL-1 vermittelten Entziindungen im Blut nur gering erhéht (bis zum 5-
fachen des Normwerts), wahrend IL-1a im Blut in der Regel nicht nachweisbar ist
(Lachmann et al., 2009).

Das Zytokin IL-1 spielt bei ischamischen Ereignissen ebenfalls eine wichtige Rolle, denn
diese gehen mit einer Entziindungsreaktion aufgrund der Zellnekrose einher. Es liegen

zahlreiche Tierstudien uber ischdmische Folgen an Herz (Abbate et al., 2008), Lunge
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(Abraham and Allbee, 1994), Leber (Calkins et al., 2002), Niere (Rusai et al., 2008) und
Gehirn (Boutin et al., 2001) vor. In der Nekrosezone kommt es zur Einwanderung von
neutrophilen Granulozyten und anschliefend zur paranekrotischen Anhaufung von
myeloischen Vorlauferzellen in der Penumbra. Die Zellen der Penumbra sind potenziell
reversibel geschéadigt und damit heilbar. Bei Patienten mit einem ST Hebungsinfarkt am
Herzen (STEMI) kommt es zu einer groRen transmuralen Myokardnekrose. Wenn diese
Patienten die Akutphase Uberleben, besteht allerdings in der Folge ein hohes Risiko von
Herzversagen oder einem zweiten Herzinfarkt aufgrund der Entziindungsrektion nach
dem isch&mischen Ereignis. Die Unterbrechung dieser Entziindungsreaktion mittels I1L-1
Blockade konnte in Tierstudien die Funktion des Herzmuskels verbessern (Abbate et al.,
2008; Abbate et al., 2010). Ebenso konnte auch ein Zusammenhang bei der chronischen
Herzinsuffizienz gezeigt werden, da IL-1 auf direktem Wege die Kontraktionskraft des
Herzens negativ beeinflusst und indirekt eine Entzlindung des Herzens verursachen kann,
welche wiederum mehr IL-1 produzierende Zellen zum Ort der Entziindung lockt. Auch
konnte gezeigt werden, dass Blutplasma von Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz
aktives IL-1 enthalt (Van Tassell et al., 2012).

Fur IL-1a und IL-1pB konnte eine Toxizitdt fiir B-Zellen des endokrinen Pankreas (den
insulinproduzierende Zellen) nachgewiesen werden (Mandrup-Poulsen et al., 2010).
Sowohl in Diabetes mellitus Typ 1 als auch in Typ 2 konnten erhohte IL-1p Spiegel im
Blut von Patienten nachgewiesen werden. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass erhdhte
Blutglukosespiegel die IL-1 Bildung in B-Zellen erhéhen konnen (Maedler et al., 2002).
Dieser Prozess stellt einen Teufelskreis dar, bei dem die Autoinflammation die
Selbstzerstorung der B-Zelle weiter unterhédlt (Donath and Shoelson, 2011). Einen
verstarkenden Effekt auf diese Vorgdnge konnten die Amyloidablagerungen der
Langerhansschen Inseln haben, die ebenfalls die IL-1p Produktion verstiarken (Masters et
al., 2010). Im Vergleich zu gesunden Probanden konnte in den -Zellen von DM Typ 2
Patienten bis zu 100-fach erhohte IL-1p mRNA Spiegel gemessen werden (Donath and
Shoelson, 2011). Auch der Einfluss des Hochrisikofaktors Ubergewicht auf Diabetes
konnte mittels der IL-1 Signalwege erklart werden. Denn in Makrophagen des
Fettgewebes wird durch Caspase-1 abh&ngige Mechanismen IL-1f3 gebildet (Stienstra et
al., 2011; Vandanmagsar et al., 2011). Umgekehrt konnte diese Hypothese durch die
Behandlung mit einem Caspase-1 Inhibitor und der darauffolgenden geminderten

Insulinresistenz in einer préaklinischen Studie am Tiermodell der Maus gefestigt werden
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(Stienstra et al., 2011). Allerdings konnte klinisch keine Verbesserung der
Insulinsensitivitét bei nichtdiabetischen, an metabolischen Syndrom erkrankten Patienten
unter der Behandlung mit Anakinra gefunden werden (van Asseldonk et al., 2011). In der
Canakinumab Anti-Inflammatory Thrombosis Outcomes Study (CANTOS) konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass die Inzidenz von Diabetes mellitus Typ 2 (DM2) unter
Behandlung von Canakinumab nicht gesenkt werden konnte. Allerdings zeigte sich eine
signifikante Erniedrigung von schweren kardiovaskuldren Ereignissen (zum Beispiel
Herzinfarkt) (Everett et al., 2018).

Fur den klinischen Einsatz von anti-1L-1 Therapeutika l4uteten die Ergebnisse aus der
CANTOS Studie eine neue Ara ein (Ridker et al., 2017a). In dieser randomisierten,
doppelverblindeten Studie konnte an einer Kohorte von tber 10.000 Probanden gezeigt
werden, dass bei Patienten nach vorangegangenem Herzinfarkt und einer gleichzeitigen
schwelenden Entziindung (d.h. einem dauerhaft erhthten C-reaktiven Protein) eine IL-1§
Blockade durch Canakinumab die Reinfarktrate, die Hospitalisierungsrate (zum Beispiel
aufgrund einer dekompensierten Herzinsuffizienz) und die Mortalitat sank (Ridker et al.,
2017a; Everett et al., 2018; Everett et al., 2019; Ridker, 2019; Jansen and Janssen, 2019;
Rothman et al., 2020; Ridker et al., 2018). Uberraschenderweise sank in der Kohorte
ebenfalls die Inzidenz an Bronchialkarzinomen (Crossman and Rothman, 2018). Die
CANTOS Studie stellt daher eine wichtige klinische Evidenz fiir den Einsatz von anti-
IL-1 Therapeutika bei hdufigen, mit chronisch entzundlichen Prozessen assoziierten
Herz-/Kreislauferkrankungen dar (Maffia and Guzik, 2019; Aday and Ridker, 2018). Die
Bedeutung von Anti IL-1 Therapien wird durch die steigende Anzahl an laufenden
klinischen Studien bestatigt, es gibt zurzeit 3.168 Studien, die IL-1 einschliel}en (davon
199 in Phase 3), 388 Studien mit Anakinra (davon 37 in Phase 3) und 93 Studien mit
Canakinumab (davon 30 in Phase 3) (clinicaltrails.gov; 03.01.2021) (vgl. Tabelle 2).

Bei pathologischen Prozessen im Rahmen einer Gelenkentziindung konnte ebenfalls ein
Zusammenhang mit IL-1 gefunden werden. Ein Mechanismus, der zur Schadigung des
Knorpelgewebes fiihrt, ist die von IL-1p verursachte verminderte Bildung von
Proteoglykanen. Diese Proteine werden fiir die physiologische Funktion und
Belastbarkeit des Knorpels benétigt. Ein weiterer Mechanismus ist die von IL-1p
vermittelte Bildung von Matrix-Metalloproteasen und Stickoxiden, da beide Molekiile

am Abbau des Knorpels beteiligt sind (Joosten et al., 2004).
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Die rheumatoide Arthritis (RA) besitzt wie alle Autoimmunerkrankungen einen
entziindlichen Anteil, der durch IL-1 verursacht wird (Dinarello, 2019). Die
pathologischen Vorgange sind dhnlich zu denen der aktivierten Arthrose. Es konnte
gezeigt werden, dass nach Verabreichung von Anakinra weniger Entziindungszellen in
die betroffenen Gelenke einwandern (Cunnane et al., 2001). In der Folge konnten nach
48 Wochen Behandlungszeit deutlich weniger Gelenkschaden protokolliert werden als in
der Kontrollgruppe ohne Anakinra (Bresnihan et al., 2004). In diesem Zusammenhang
wird ein weiterer Prozess diskutiert, denn ein Effekt der IL-1 Inhibition durch Anakinra
ist die Inaktivierung von Osteoklasten iiber die Hemmung der Bildung von ,,Receptor
Activator Of NF-xB Ligand“ RANKL. Ohne RANKL kommt es zur Hemmung der
Osteoklastendifferenzierung, welche IL-1B abhdngig ist (Dewhirst et al., 1985;
Amarasekara et al., 2018; Dinarello, 2019).

Die entzundliche Erkrankung Gicht ist ebenfalls mit IL-1p assoziiert (Martinon et al.,
2006). Die Harnsaureablagerungen in den Gelenken aktiviert in Verbindung mit freien
Fettsauren die IL-1p Produktion. Dieser Sachverhalt konnte nicht nur die Verbindung mit
IL-1B, sondern auch den Zusammenhang mit der Erndhrung bei der Gicht erkldren
(Joosten et al., 2010). Anti-IL-1 Therapien mit Canakinumab oder Anakinra sind bei der
akuten Gicht hochwirksam (Kluck et al., 2020b; So et al., 2018).

Aktuell spielt der Einsatz der anti-IL-1 Therapie als immunmodulierende Therapie bei
Coronavirus Disease 2019 (COVID-19), ausgel6st durch das Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) eine Rolle (Rizk et al., 2020; Navarro-Millan
et al., 2020). Patienten mit schweren Verlaufen der COVID-19 Erkrankung entwickeln
ein mit einer hohen Mortalitdt einhergehendes Acute Respiratory Distress Syndrome
(ARDS). Dies wird wahrscheinlich durch einen (iberschielenden Zytokinsturm, initiiert
von IL-6, ausgeldst (Hojyo et al., 2020). Der Therapieansatz von Anakinra bei schweren
COVID-19 Verlaufen besteht in der Kontrolle dieser Hyperinflammation. Tatsé&chlich
konnten Hinweise in Kohortenstudien gefunden werden, dass der Einsatz von Anakinra
in der Kohorte mit schweren Verléufen, die auf einer Intensivstation behandelt werden
mussten, die Notwendigkeit einer invasiven Beatmung und die Mortalitat der Patienten
verringert. Dies wurde ohne ernsthafte Nebenwirkungen ermdglicht. Die Autoren dieser
Studien weillen allerdings darauf hin, dass es weiterer randomisierter kontrollierter
Studien bedarf, um die Wirksamkeit von Anakinra zu bestatigen (Cavalli et al., 2020;
Huet et al., 2020; Kooistra et al., 2020a; Kooistra et al., 2020b).
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1.2.2 Tumorassoziation von Interleukin-1

IL-1 spielt in der Tumorentstehung und dem entzindlichen Mikroumfeld im
Tumorgewebe eine wichtige Rolle (Mantovani et al., 2008). Durch die systemische
entziindungsférdernde Wirkung von IL-1 steigt die Auftretenswahrscheinlichkeit von
Tumoren im Pankreas, im Colon, in der Haut und in der Leber an (Salcedo et al., 2013).
Die RAS Aktivierung bzw. Uberaktivierung iiber den IL-10/MYDS88/NF-kB Signalweg
fordert die Karzinomentstehung, das unkontrollierte Karzinomwachstum und die
Invasivitat des Tumors gegentiber dem umliegenden Gewebe (Salcedo et al., 2013). I1L-1
ist in der Lage, die Immunantwort gegen den Tumor zu unterdriicken und dadurch die
Tumorentwicklung zu fordern, was es als Zielmolekil in der Tumortherapie pradestiniert
(Mantovani et al., 2018).

Sowohl die myeloischen als auch die lymphatischen Leukdmieformen stehen in
Zusammenhang mit einer erhéhten Bildung von IL-1B in den Leukémiezellen aus dem
Knochenmark und dem Blutkreislauf. Dies trifft ebenfalls bei Sonderformen der
Leukamie, wie Haarzellleukdmie, multiples Myelom und T-Zell Leukamie zu, wo
erhohte Spiegel von IL-1B in den verdnderten Zellen gemessen werden. Der
Wachstumsfaktor Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF)
wird IL-1p vermittelt gebildet. Durch diesen Prozess fordert IL-1f indirekt das Wachstum
leukédmischer Zellen (Dinarello, 1996). Das von den Myelomzellen aus dem
Knochenmark produzierte IL-1p fordert die Bildung und Sekretion von IL-6 aus
Stromazellen, welches wiederum die Uberlebensfihigkeit und das Wachstum von

Myelomzellen erhéht (Dinarello, 2009c¢).

Es konnte gezeigt werden, dass Mé&use mit konstitutivem Knockout von IL-1B weniger
Tumore entwickeln als Méuse mit konstitutivem Knockout von IL-1a (Krelin et al.,
2007). Im Umkehrschluss konnte auch gezeigt werden, das IL-1 an der Entwicklung von
Geféllen in Tumoren und deren metastatischer Verbreitung beteiligt ist (Carmi et al.,
2013; Mantovani et al., 2018). Dies stimmt mit der Beobachtung uberein, dass unter IL-
1 Einfluss die Metastasierung weiter voranschreiten kann und sogar neue primare
Karzinome entstehen kénnen (Apte et al., 2006; Salcedo et al., 2013). IL-1 induziert von
der mRNA Synthese, Uber die Proteinbildung bis zu der Sekretion sehr potent
Chemokine, stellvertretend insbesondere das prometastatische und neoangiogenetische
IL-8. Diese Chemokine bestimmen die Interaktion zwischen Tumor und Immunsystem

des Wirts in der sogenannten Mikroumgebung des Tumors. Diese Schnittstelle
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entscheidet mal3geblich Uber das Fortschreiten des Tumors und dessen Metastasierung
und somit auch tber die Tumormortalitat. Ein besseres Verstandnis der Mikroumgebung
des Tumors ist daher wichtig fur die Entwicklung von zielgerichteten Therapien
(Weiterer et al., 2020; Chen et al., 2018; Nagarsheth et al., 2017; Ha et al., 2017; Tan and
Weninger, 2017).

Das Schnitzler Syndrom zeichnet sich durch Fieberschiibe, Hautauschlag und eine
Gammopathie aus, welche bis zu hamatoonkologischen Erkrankungen, wie z.B. dem
Morbus Waldenstrém, einem indolenten B-Zell Non Hodgkin Lymphom, fortschreiten
kann. Bisher konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit Anakinra die entzindlichen
Symptome kontrollieren kann (de Koning et al., 2006; de Koning et al., 2007; Martinez-
Taboada et al., 2005; Ryan et al., 2008; Szturz et al., 2011). Das gleiche gilt fir die
Behandlung mit Canakinumab (de Koning et al., 2011). Ob die Behandlung allerdings

auch die Inzidenz von Malignomen reduzieren kann, bleibt unklar.

1.2.3 Parodontitis: Ein Ausflug in die Zahnmedizin

Eine prominente, allerdings in der Humanmedizin vielleicht weniger beachtete Rolle von
IL-1 betrifft die Pathogenese der Parodontitis, einer chronisch entziindlichen Erkrankung
des Zahnhalteapparates in der Mundhohle (Graves and Cochran, 2003; Papathanasiou et
al., 2020). Klinisch findet sich hier eine kombinierte Zerstérung von Knochengewebe und
Weichgewebe. Aufgrund der engen Lagebeziehung von Epithel und Knochen, der guten
Durchblutung und der dauerhaften Keimbesiedlung stellt die Mundhéhle in Kombination
mit einer Parodontitis eine Prédilektionsstelle fur systemische Erkrankungen, wie z.B.

einer Endokarditis dar.

Im Epithel der Mundschleimhaut konnten bei einer Parodontitis erhdhte Spiegel von IL-
1B gemessen werden (Stashenko et al., 1991; Perozini et al., 2010; Kaurtis et al., 2005).
Diese erhohten Werte verschwanden nach erfolgreicher parodontaler Therapie wieder
(Holmlund et al., 2004; Gamonal et al., 2000). Weiterhin konnte in Tierexperimenten
gezeigt werden, dass eine Parodontitis durch lokale Gabe von IL-1 kiinstlich erzeugt
werden konnte (Koide et al., 1995; Gaspersic et al., 2003; Pers et al., 2008). Die Inhibition
des IL-1 Signalweges konnte eine deutliche Besserung der Symptome erreichen (Delima
et al., 2001; Graves et al., 1998; Assuma et al., 1998; Papathanasiou et al., 2020). In der

Summe zeigt sich die Schlusselrolle von IL-1 bei der Parodontitis. Patienten mit
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Polymorphismen am IL-1 Gen zeigen nicht nur haufiger eine stdrkere
Entzlindungsreaktion, sondern eine héhere Neigung zu Parodontitiden (McDevitt et al.,
2000; Galbraith et al., 1999; Brett et al., 2005).

Die Exposition von Keratinozyten der Mundhohle mit pathogenen Keimen fuhrt tiber die
Aktivierung des NLRP3 Inflammasomkomplex zur Bildung von IL-1 und indirekt zur
Bildung und Sekretion von Chemokinen, NO Synthetase und MMPs, welche die intakte
Zahnfleischbarriere schadigen (Dinarello, 2002; Groeger and Meyle, 2019).
Exemplarisch konnte an menschlichen Chondrozyten gezeigt werden, dass IL-1f iiber
Prostaglandin E2 vermittelte Mechanismen die Expression von MMP2 verursacht (Choi
etal., 2004).

Fur die Destruktion der Knochenmatrix der Zahnfacher im Kiefer spielt IL-1 ebenfalls
eine Hauptrolle. Das Zytokin fordert die Differenzierung von Osteoklasten und aktiviert
diese (Pfeilschifter et al., 1989). Es wird angenommen, dass diese Aktivierung Uber
»Receptor Activator Of NFKB*“ (RANK) und seinem Liganden RANKL ablauft, denn
diese werden auch in der Mundhohle ebenfalls Uber IL-1p induziert (Hormdee et al.,
2005; Brechter and Lerner, 2007; Helal et al., 2019; Zhuang et al., 2019; Hienz et al.,
2015).

1.3 Pharmakologische Angriffspunkte im Interleukin-1-

Signaltransduktionsweqg

Durch die Schlusselrolle von Interleukin-1 bei autoinflammatorischen Erkrankungen
bietet die Hemmung des IL-1 Signalwegs eine erfolgsversprechende Mdoglichkeit der
pharmakologischen Therapie von diversen inflammatorischen Krankheitsbildern. Hierbei
kommen drei unterschiedliche Ansatzpunkte zur Anwendung: (1) Die Antagonisierung
der Ausbildung eines aktiven IL-1 Rezeptor Komplexes durch eine rekombinant
hergestellte Form des IL-1Ra (IL-1F3, Anakinra). (2) Ein neutralisierender humaner
Antikorper gegen IL-1B (Canakinumab). (3) Der Einsatz eines rekombinanten
Ligandenféngers fur IL-1a und IL-1B (Rilonacept) (vgl. Abbildung 4). Es gibt noch
weitere gegen IL-1 oder dessen Produktion / Prozessierung gerichtete Wirkstoffe, die sich
zurzeit in der Erprobung befinden. Hierzu gehdren der NLRP3 Inhibitor Dapansutril
(Kluck et al., 2020a), Antikorper gegen den IL-1R3 (MAB-R3) (Boraschi et al., 2019;
Hojen et al., 2019) sowie Antikorper gegen IL-1a (MABp1) (Hickish et al., 2017; Kanni
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et al., 2018; Kanni et al., 2021). Die klinische Indikationsstellung zur Therapie mit I1L-1
Hemmstoffen sollte genauestens abgewogen werden, da die Hemmung eines
proinflammatorischen  Schlusselmolekiils mit zentraler Rolle des angeborenen
Immunsystems mit vielen Nebenwirkungen einhergehen kann. Folglich werden nicht nur
die pathologischen, sondern auch die physiologischen proinflammatorischen und
immunologischen Abwehrreaktionen des Korpers gegen septische und aseptische Noxen
unterbunden. Dies kann im schlimmsten Falle, z.B. durch schwerwiegende Infektionen,
zum Tode fihren (Ridker et al., 2017a; Ridker et al., 2017b; Bettiol et al., 2019a).
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Abbildung 4: Darstellung der pharmakologischen Angriffspunkte von IL-1a/p bei entziindlichen
Erkrankungen.

Die Mdglichkeiten der pharmakologischen Angriffspunkte im IL-1 Signalweg sind ebenso vielfaltig und
komplex, wie der Signalweg selbst. Septische oder aseptische Noxen (hier ist exemplarisch eine aseptische
Inflammation dargestellt) kdnnen die Bildung einer Entziindung verursachen. Durch die Hemmung der IL-
1 Signaltransduktion auf verschiedenen Ebenen kann die Entziindung unterbunden werden. Anakinra als
rekombinanter IL-1-Rezeptorantagonist kann z.B. auf Ebene 3 und 9 intervenieren. Canakinumab als
monoklonaler anti-1L-1-Antikorper kann z.B. auf Ebene 6 und 8 eingreifen. Rilonacept als 16sliche ,,IL-1-
Ligandenfalle (IL-1-trap)* kann ebenfalls auf Ebene 6 und 8 hemmen. Darstellung aus (Dinarello et al.,
2012). Reproduziert mit der freundlichen Erlaubnis von: Copyright Clearance Center Ordernr.
5065810194540.
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1.3.1 Zugelassene Wirkstoffe

1.3.1.1 Anakinra

Anakinra ist ein humaner gegen IL-1R1 gerichteter IL-1-Rezeptorantagonist (r-metHulL-
1ra). Dieser wird in Escherichia coli-Bakterien mittels rekombinanter DNA-Verfahren
hergestellt. Anakinra ist in seiner Wirkung dem korpereigenen IL-1-Rezeptorantagonist
nachempfunden. Anakinra bindet hochaffin an dem Rezeptor IL-1R1 und verhindert so
die Interaktion von IL-1a oder IL-1B mit dem Rezeptor. Hierbei bleibt allerdings unklar,
welchen Anteil die Hemmung der IL-1a Aktivitdt und welchen Anteil die Hemmung der
IL-1B Aktivitdt auf die Wirksamkeit von Anakinra besitzt (Dinarello et al., 2012; Tarp et
al., 2016; Abbate et al., 2020a). Die mdglichen Verabreichungsarten sind subkutan und
intravends, wobei die intravendse Applikation bei akuten Entziindungsgeschehen
bevorzugt wird. Zugelassen ist das Pharmakon durch die Européische Arzneimittel-
Agentur (EMA) fir RA, PFAPA, CAPS, FMF und das Still-Syndrom
(https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/kineret-epar-product-
information_de.pdf; Stand 14.05.2020) (Wu et al., 2018; Ramirez and Canete, 2018).
Zahlreiche weitere Zulassungsmaoglichkeiten fur Anakinra befinden sich noch in der
Testphase (Navarro-Millan et al., 2020; Tombetti et al., 2020; Abbate et al., 2020b;
Ebrahimi et al., 2019; Ikonomidis et al., 2019; Karakike and Giamarellos-Bourboulis,
2019; Van Tassell et al., 2018b; Van Tassell et al., 2018a; Ebrahimi et al., 2018) (vgl.
Tabelle 2).

1.3.1.2 Canakinumab

Canakinumab ist IL-1pB-spezifischer humaner monoklonaler Antikorper (-mab). Er wird
durch rekombinante DNA-Verfahren in murinen Myelomzellen Sp2/0 hergestellt. Die
Idee an dieser Spezifitat ist, dass IL-1a weiterhin an der Immunabwehr beteiligt bleiben
kann (Dinarello et al., 2012; Tarp et al., 2016). Canakinumab besitzt eine sehr lange
Halbwertszeit im Korper und muss deswegen nur alle acht Wochen subkutan injiziert
werden. Zugelassen ist das Pharmakon durch die EMA fir PFAPA, CAPS, Tumor-
Nekrose-Faktor-Rezeptor-assoziiertes periodisches Syndrom (TRAPS),
HIDS/Mevalonatkinase-Defizienz (MKD), FMF, Still-Syndrom und Gichtarthritis
(https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/ilaris-epar-product-
information_de.pdf; Stand 14.05.2020). Fir den breiten klinischen Einsatz von
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Canakinumab Therapeutika sind die Ergebnisse aus der schon erwdhnten CANTOS
Studie wegweisend (Ridker et al., 2017a).

1.3.2 Experimentelle oder nicht zugelassene Wirkstoffe

1.3.2.1 Rilonacept

Rilonacept ist ein losliches artefizielles IL-1 Rezeptor Molekil, welches aus einem
Fusionsprotein der Liganden bindenden Doménen der IL-1R1 und IL-1R3 Ketten besteht,
die in einer einzelnen Polypetidkette an den Fc Teil eines IgG1 Molekils fusioniert
werden. Rilonacept neutralisiert IL-10 und IL-1p, da es in absteigender Affinitdt an IL-
1B, IL-1a und an IL-1Ra bindet (Abbate et al., 2020a; Dinarello et al., 2012). Es fungiert
in der Rolle einer Ligandenfalle (cytokine trap) fir IL-1o/IL-1p, bindet diese und
verhindert so deren Signaltransduktion. Nach neuen Studien ist Rilonacept wirksam bei
einer rezidivierenden Perikarditis (Fernandez-Ruiz, 2020; Tombetti et al., 2020).
Rilonacept (Arcalyst®) ist in den USA zur Behandlung von CAPS zugelassen. Eine in
der EU 2009 erteilte Zulassung mit orphan-drug-status wurde 2012 auf Antrag des
Zulassungsinhabers wieder zurlickgenommen,
(https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/rilonacept-regeneron-
epar-product-information_de.pdf; Stand 14.05.2020).

1.3.2.2 Gevokizumab

Gevokizumab ist, &hnlich wie Canakinumab, ein gegen IL-1B spezifisch gerichteter
monoklonaler Antikorper. Dieser Antikorper neutralisiert 1L-13 und unterbindet damit
dessen Signalkaskade. Gevokizumab befindet sich derzeit in einer Phase 1 Studie und ist
derzeit nicht zur Behandlung von Menschen zugelassen
(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03798626; Stand 14.05.2020) (Dinarello et al.,
2012).

1.3.2.3 LY2189102

LY2189102 ist ebenfalls ein monoklonaler Antikdrper, der spezifisch gegen IL-1B
gerichtet ist. Er bindet IL-1p und hemmt dessen Wirkung. LY2189102 befindet sich
gegenwartig noch in einer Phase 2 Studie und ist somit derzeit nicht zur Behandlung von
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Menschen  zugelassen  (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00942188;  Stand
14.05.2020) (Dinarello et al., 2012).

1.3.2.4 Bermekimab (MABp1l)

MABp1 ist ein monoklonaler Antikorper, der spezifisch gegen IL-1a gerichtet ist. Er
bindet IL-1o und unterbricht dessen Signaltransduktion. Bermekimab befindet sich
gegenwartig noch in einer Phase 2 Studie und ist somit derzeit nicht zur Behandlung von
Menschen  zugelassen  (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03496974;  Stand
14.05.2020) (Dinarello et al., 2012).

1.3.25 MEDI-8968

MEDI-8968 ist ein monoklonaler Antikorper, der am IL-1R1 Rezeptor antagonistisch
wirkt. Die Phase 2 Studie von MEDI-8968 wurde abgebrochen und folglich gibt es keine
Zulassung zur Therapie von Menschen.
(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01448850; Stand 14.05.2020) (Dinarello et al.,
2012).

1.3.26 CYTO013

CYTO013 ist ein therapeutischer Impfstoff fur Diabetes Mellitus Typ 2 Patienten, der
gegen IL-1pB gerichtet ist. Die letzten Informationen beschrieben eine Phase 1 Studie,
folglich  gibt es keine  Zulassung zur  Therapie von  Menschen.
(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00924105; Stand 14.05.2020) (Dinarello et al.,
2012).

1.3.2.7 slL-1-R1

sIL-1R1 ist ein l6slicher IL-1R1 Rezeptorabkémmling, der in absteigender Affinitat an
IL-1Ra, IL-1a und an IL-1B bindet. Er wird gentechnisch hergestellt und besteht aus
extrazellularen Domanen des IL-1R1 Rezeptors. Er fungiert in der Rolle eines Koders fur
diese Proteine, bindet diese und verhindert so deren Signaltransduktion. Der letzte Stand

war, dass die Zulassungsstudien eingestellt wurden (Dinarello et al., 2012).
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1.3.2.8 slIL-1R2

sIL-1R2 ist ein technisch hergestellter 16slicher IL-1R2 Abkémmling, der IL-1p mithilfe
von IL-1R3 (IL-1RACcP) bindet. Dieses Dimer bindet anschlieend in absteigender
Affinitat an IL-1p, IL-1a und an IL-1Ra und verhindert so deren Signaltransduktion.
Auch hier ist der letzte beschriebene Stand, dass die Zulassungsstudien eingestellt wurden
(Dinarello et al., 2012).

1.3.2.9 EBI-005

EBI-005 ist ein chimares Molekdl, bestehend aus IL1IRA und IL-1p. Es wirkt als IL-1R
Inhibitor. Es wurde zur Behandlung der Keratokonjunktivitis sicca entwickelt, allerdings
wurde  die  Zulassung in  einer  Phase 3  Studie  abgebrochen
(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02405039; Stand 14.05.2020) (Dinarello et al.,
2012).

1.3.2.10 Belnacasan (VX-765)

VX-765 ist ein selektiver Caspase-1 Inhibitor. In einer Studie fanden sich Hinweise
darauf, dass es die durch mononukleére Zellen des peripheren Blutes (PBMC) induzierte
Freisetzung von IL-1p hemmt (Li et al., 2019). Der letzte Stand bezieht sich auf eine
Entwicklung im Phase 2 Status (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01501383; Stand
14.05.2020).

Laufende Klinische
Inhalt der klinische Studien in
Studien Studien Phase 111 Aktuelle Literatur
Interleukin-1
betreffend 3.168 199 S. U

Dinarello et al., 2012; Tarp et al., 2016; Abbate et
al., 2020a; Wu et al., 2018; Ramirez and Canete,
2018; Navarro-Millan et al., 2020; Tombetti et al.,
2020; Abbate et al., 2020b; Ebrahimi et al., 2019;
Ikonomidis et al., 2019; Karakike and Giamarellos-
Bourboulis, 2019; Van Tassell et al., 2018b; Van
Anakinra 388 37 Tassell et al., 2018a; Ebrahimi et al., 2018
Dinarello et al., 2012; Ridker et al., 2017a; Everett
etal., 2018; Everett et al., 2019; Ridker, 2019;
Jansen and Janssen, 2019; Rothman et al., 2020;
Ridker et al., 2018; Maffia and Guzik, 2019; Aday
Canakinumab 93 30 and Ridker, 2018; Abbate et al., 2020
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Tabelle 2: Ubersicht Giber die aktuellen klinischen Studien zu Interleukin-1.

In dieser Tabelle sind die laufenden klinischen Studien, die Interleukin-1 betreffen (d.h. IL-1 als Stichwort
und als Studientyp klinische Studien aufweisen), aufgefiihrt. Die Anzahl an klinischen Phase 111 Studien ist
gesondert aufgefiihrt. Die anti-1L-1 Therapeutika Anakinra und Canakinumab sind gesondert gelistet und
wurden mit Beispielliteratur der aktuellen klinischen Studien hinterlegt. Quelle: clinicaltrails.org; Stand:
03.01.2021.

1.4 Die Interleukin-1 Signaltransduktion

IL-1a und IL-1pB binden in der menschlichen Zelle mit einer dhnlichen Affinitat an die
beiden IL-1 Rezeptoren IL-1R1 und IL-1R2. Der funktionelle Rezeptor stellt dabei IL-
1R1 dar, zusammen mit IL-1R3 (IL-1RACcP) bildet sich ein heterodimerer Komplex
(O'Neill, 2008). IL-1 bindet auf der Oberflache von Zielzellen an den IL-1R1, daraufhin
wird IL-1R3 (IL-1RACcP) gebunden und es entsteht ein trimérer Signalkomplex. In diesem
Komplex kommen die zytoplasmatischen Toll/IL-1R (TIR) Doménen des IL-1R1 und des
IL-1R3 in rdumliche Nihe und binden so das ,,Myeloid Differentiation Primary Response
Gene 88“ (MYDS88) (O'Neill, 2008), ,,Toll-Interacting Protein” (TOLLIP) (Dinarello,
2009a) und ,,IL-1 Receptor-Associated Kinase 4” (IRAK4) (Li et al., 2002a; Brikos et al.,
2007; Weber et al., 2010b; Cohen, 2014; Weber et al., 2010a). Die Molekiile IL-1, IL-
1R1, IL-1RAP, MYD88 und IRAK4 bilden einen stabilen Komplex (Brikos et al., 2007,
Cohen, 2014), was zur Phosphorylierung der rezeptorassoziierten Kinasen IRAKI,
IRAK2, IRAK4 und dadurch zur Rekrutierung und Oligomerisierung von ,,Tumor
Necrosis Factor-Associated Factor 6° (TRAF6) fiihrt (Cao et al., 1996b; Cao et al., 19964a;
Kawagoe et al.,, 2008). TRAF6 und die phosphorylierten IRAK1 und IRAK2
Proteinkinasen wandern zur Zellmembran um ,,TGF-B-Activated Kinase 1* (TAK1) und
die ,, TAK1 Binding Proteine 1 und 2*“ (TABl1, TAB2) zu binden. Der
TAKL/TABL/TAB2/TRAF6 Komplex wandert wieder zuriick ins Zytosol, wo TRAF6
(auto)ubiquitiniert und TAK1 phosphoryliert wird (Dinarello, 2009b; Acuner Ozbabacan
et al., 2014; Weber et al., 2010a). An diesem Punkt gabelt sich der kanonische
Signaltransduktionsweg in zwei Teile auf (Cohen et al., 2010). Im ersten Weg aktiviert
phosphoryliertes TAK1 den trimeren ,,Inhibitor of Nuclear Factor Kappa-B Kinase
Subunit* (IKK) Komplex (bestehend aus IKKa / IKKB und IKKy / NEMO), der
wiederum den ,,Nuclear Factor Kappa-B Inhibitor* (IxB) phosphoryliert und so dessen
proteasomalen Abbau verursacht. Dadurch wird der Transkriptionsfaktor ,,Nuclear Factor
Kappa-Light-Chain-Enhancer of Activated B Cells* (NF-kB) freigesetzt und migriert in
den Zellkern (Dinarello, 2009b; Turner et al., 2014; Acuner Ozbabacan et al., 2014;

29



Einleitung

Cohen et al., 2010). Im zweiten Weg aktiviert phosphoryliertes TAK1 als MAP3K die
,Mitogen Activated Protein Kinase“ (MAPK) Signalwege p38, ,,c-Jun N-Terminal
Kinase“ (JNK) und ,,Extracellular Signal-Regulated Kinase*“ (ERK) durch Aktivierung
von MAPK Kinases (MAP2K). Weiter flussabwarts dieses Signalarms liegen Uber
MAPK aktivierte Transkriptionsfaktoren wie c-Jun, c-Fos, c-Myc and ATF2 (Acuner
Ozbabacan et al., 2014; Weber et al., 2010a; Cohen et al., 2010). Wéhrend des
Signaltransduktionsweges spielt die Ubiquitinerung, insbesondere von IkBa und NEMO,
eine Schlolle, so sorgt die eine K48-Verlinkung von Ubiquitin fur deren Degradation und

eine K63-Verlinkung von Ubiquitin fiir deren Nondegradation (Weber et al., 2010a).

Der kanonische Signaltransduktionsweg flhrt zur Expression und Sekretion von
proinflammatorischen Zytokinen (O'Neill, 2008) und zu einer Expression von
Adhésionsmolekulen auf Endothelzellen, was u.a. zu einem Einstrom von Immunzellen
ins Gewebe fihrt (Acuner Ozbabacan et al., 2014). Auf diesem Weg konnen IL-1a und
IL-1B die Expression von hunderten Genen induzieren, darunter auch ihre eigenen im
Rahmen einer positiven Feedbackschleife (Weber et al., 2010a; Cohen et al., 2010).
Weiterhin gibt es auch einen nichtkanonischen Signaltransduktionsweg, bei dem durch
intramembrandse Proteolyse des IL-1R1 eine l6sliche extrazellulare Doméne und eine
zytosolische Doméne entsteht. Die intrazellulare Doméne ist in der Lage, auf direktem
Wege die Aktivierung von MAPK zu kontrollieren (Elzinga et al., 2009) (vgl. Abbildung
5).

IL-1R1 IL-1R3 (IL-1RAcP

Plasmamembran

Gen Transkription ,

A1 taraet genes Expression m Nukleus

proinflammatorischer Zytokine

—

c-jun gene
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Abbildung  5: Eine  schematische  Darstellung des  kanonischen Interleukin-1
Signaltransduktionsweges.

Adaptiert nach (Turner et al., 2014).

1.4.1 Das Konzept einer IL-1 Signaltransduktionskarte (aus der Dissertation von

Peter Wasiliew)

Im Rahmen seiner Dissertation (von 2008 — 2013) untersuchte Peter Wasiliew in der AG
Kracht verschiedene zusammenfassende Darstellungen des IL-1 Signalweges (im
Folgenden Interleukin-1 Signaltransduktionskarten genannt), da bis zu diesem Zeitpunkt
viele der verfligbaren Karten nur sehr schematisch oder unvollstandig waren. Daher hat
er auf Basis einer vorbestehenden &ffentlich  zuganglichen  digitalen
Signaltransduktionskarte und der dahinter liegenden kleinen Datenbank eine sehr
umfangreiche neue Karte erstellt, in die er bis zum Stichtag 20.01.2010 hunderte
hochwertige Originalarbeiten aus der Literatur implementiert hatte. Diese Literatur wurde
gesichtet, bewertet, als Textbausteine extrahiert und in einer Datenbank
zusammengefasst, welche anschlieRend digital visualisiert wurde. Zusatzlich wurden die
kommentierten Eintrdge aus der Publikation (Weber et al., 2010a) mit integriert. Mit
einem moglichst hohen Detailgrad tGber die molekularen Zusammenh&nge und deren
zeitlichen und raumlichen Abléaufen sollte so der Grundstein gelegt werden, um in
Zukunft préziser hochspezifische Therapieansétze im IL-1 System definieren zu kénnen
(Wasiliew, 2014).

1.5 Aufgabe- und Fragestellung

In dieser Dissertation sollte eine bereits bestehende IL-1 Signaltransduktionskarte mit
dem dahinter liegenden interaktiven Wissensarchiv fir den Zeitraum von 2011 bis 2018
aktualisiert und hinsichtlich einer Verwendbarkeit fur die Projektion von Transkriptom-
und Proteomdaten entwickelt und getestet werden. Hierzu sollte zundchst eine
systematische Literaturrecherche zum Thema der IL-1 Signaltransduktion fiir den
Zeitraum 2011-2018 durchgefiihrt werden. Die Informationen aus den experimentellen
Daten der Originalarbeiten aus dieser Recherche sollten individuell gesichtet und
bewertet, als Textbausteine extrahiert und in einer Datenbank zusammengefihrt werden.
AnschlieBend wurden diese Informationen in die IL-1-Signaltransduktionskarte eingefuigt
und detailliert graphisch visualisiert. AbschlieBend wurde die Frage untersucht, inwieweit
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experimentell ermittelte Anderungen der IL-1 induzierten mMRNA Expression und der IL-
1-induzierten posttranslationalen Modifikationen Phosphorylierung, Ubiquitinierung und
Acetylierung korrekt in der IL-1 Signaltransduktionskarte abgebildet werden, um die
Hypothese zu testen, dass eine globale Kartierung der Dynamik intrazelluldrer
Regulationsvorgange im IL-1 System inflammatorische Zustande verfeinert, kompletter
und damit zukinftig individualisierter abbilden kann.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 In der Dissertation verwendete Software

Art | Softwareversion | Entwickler
Betriebssystem 1 Mac OS 10.15.3 Apple Inc.
Betriebssystem 2 Windows 10 Microsoft Corporation

Parallels International
Windows Virtualisierung Parallels 15.1.4 GmbH
Internet Browser 1 Safari 13.0.5 Apple Inc.
Internet Browser 2 Mozilla Firefox 75.0 Mozilla Foundation
Internet Browser 3 Microsoft Edge 44 Microsoft Corporation
Literaturverwaltung Reference Manager 12 Thomson ResearchSoft
PDF-Tool 1 Acrobat Reader DC 2020 Adobe
PDF-Tool 2 Microsoft Edge 44 Microsoft Corporation
Textverarbeitung und Tabellen Microsoft 365 Microsoft Corporation
Verarbeitung und Visualisierung
biologischer BiGCat Bioinformatics,
Signaltransduktionswege Path Visio 3.3.0 Maastricht University
Free Software Foundation
Texteditor Notepad++ 7.7.1 Inc.
Runtime Environment Java 8.0_247 Oracle
Visualisierung Free Software Foundation
Signaltransduktion Inkskape 0.92.4 Inc.

Tabelle 3: Verwandte Softwareversionen der vorliegenden Arbeit.

2.2 Die Strateqgie der Literaturrecherche

Grundlage war die in der Dissertation Wasiliew beschriebene Publikationsliste
(Wasiliew, 2014). Zur Erweiterung einer bestehenden IL-1-Signaltransduktionskarte
wurde eine Literaturrecherche durchgefuhrt, die Gber mehrere Schritte zu der finalen
aktualisierten Publikationsliste fihrt. Es wurden Publikationen berucksichtigt, die
zwischen dem 20.01.2010 und dem 01.11.2018 veroffentlicht wurden. Der 20.01.2010
wurde gewahlt, weil es das Enddatum der Literaturrecherche der vorbestehenden IL-1-
Signaltransduktionskarte  markiert. Zunachst wurden die Schlagworter — zur

Literaturrecherche definiert. Hierbei wurden folgende logische Verkniipfungen gewahlt:
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(IL-1 oder Interleukin 1 oder Interleukin-1) und Signaling

(IL-1 oder Interleukin 1 oder Interleukin-1) und Kinase

(IL-1 oder Interleukin 1 oder Interleukin-1) und Phosphorylation
(IL-1 oder Interleukin 1 oder Interleukin-1) und Protein Complex
(IL-1 oder Interleukin 1 oder Interleukin-1) und Signal Transduction.

Diese Schlagworter mussten entweder im Titel oder im Abstract vorhanden sein. Mit
Hilfe dieser Verknlpfungen konnte tber das Programm Reference Manager 12 eine
Suche auf der Datenbank PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ - Stand
01.11.2018) durchgefuhrt werden. Im ersten Schritt konnten so n = 713 Publikationen

gefunden werden, die die obigen logischen Verkniipfungen erflllen. Im zweiten
Schrittwurden die Publikationen inhaltlich und thematisch tberprift. Daraufhin wurden
noch n =149 Veroffentlichungen in die engere Auswahl genommen und der Rest
verworfen. Zu jeder der 149 Publikationen wurde der digitale VVolltext in einer PDF Datei
hinterlegt und den jeweiligen Ergebnissen in Reference Manager zugeordnet. Im dritten
und finalen Schritt der Literaturrecherche wurden die Volltexte auf Gute und Inhalt
uberprift. Die gewonnenen Daten wurden in einer Excel Datenbank gesammelt und somit
flr die vorliegende Arbeit verfiighbar gemacht. Nach diesem Schritt blieben noch n =91
Arbeiten brig, von denen allerdings n = 25 aus systematischen Reviews bestanden und
n=67 Originalarbeiten waren. Somit gab es n =67 Publikationen, die allen
Anforderungen entsprachen und das finale Ergebnis der Literaturrecherche fiir diese

Arbeit darstellen.

Die ausgewéhlten Arbeiten stellen Originalarbeiten dar, die ausreichend kontrollierte und
somit hochwertige Informationen Uber die von IL-1-Rezeptoren aktivierten
intrazelluldren Signalkaskaden darstellen. Dazu wurden folgende Kriterien zur

Positivselektion angewandt:

- IL-1-induzierte oder inhibierte posttranslationale Modifikationen wvon
intrazellul&ren Proteinen. Eine beispielhafte Methode hierfir waren Immunoblots
mit phosphorylierungsspezifischen Antikorpern.

- IL-1-induzierte oder inhibierte Assemblierung von Multiproteinkomplexen.

Beispielhafte Methoden hierfir wéren hochwertige Koimmunoprazipitationen
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plus Immunoblot oder Nachweis/ldentifikation der Proteine mittels
Massenspektrometrie.

- Kausale Verknlpfung von Signalketten, mit Hilfe derer ein distal in dem
Signalweg liegender Phénotyp aktiviert oder supprimiert wird. Beispielhafte
Methoden hierfur ware knockdown/knockout proximal von im Signalweg
gelegenen Phénotypen.

- IL-1-induzierte Phanotypen, die durch Rekonstitution eines knockdown/knockout-
Modells mit einer mutierten Variante des Proteins verandert werden. Beispielhafte
Methoden hierflr ware die Reexpression bestimmter Phanotypen bei vorherigem

knockdown/knockout.
Folgende Kriterien wurden zur Negativselektion angewandt:

- Daten, die ausschliefflich auf statistischen Korrelationen beruhen.

- Daten, die ausschlieBlich auf Uberexpression von Phéanotypen beruhen.

Hinsichtlich der untersuchten Modellsysteme oder Gewebetypen wurde ein genereller
Fokus auf humanes oder murines epitheliales Gewebe gelegt, da Epithelien in vivo sehr

gut und ubiquitar auf 1L-1 reagieren.

2.3 Visualisierung recherchierter Daten aus der Literatur

Die gewonnen Daten Uber IL-1-Signaltransduktionswege aus den ausgewdhlten
Publikationen wurden in einer Excel Datenbank zusammengefasst und strukturiert.
Hierfur wurden diese systematisch gegliedert und aufbereitet. Bei diesem Arbeitsschritt
wurden jedem neuen Molekul mit Hilfe des world wide webs auf der Seite

https://www.genecards.org (Stichtag 01.11.2018) der zugehorige Genname und die in der

Literatur bekannten, ebenfalls fir das gleiche Gen gebrauchten alternativen Namen
(Alias) hinterlegt. Die zugehtrige numerische Genidentifikation im Entrez Gene ID-
Standard (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene, Stichtag 01.11.2018) wurde in diese

Datenbank Gbernommen. Dadurch konnten diese Daten ohne Informationsverlust mit
dem Programm PathVisio visualisiert werden (vgl. Kapitel 3.1.2.1). Die bestehende IL-
1-Signaltransduktionskarte  wurde somit durch die Erkenntnisse aus der
Literaturrecherche (vom 20.01.2010 bis 01.11.2018) erweitert und aktualisiert. Die
graphischen Visualisierungen und die textlichen Informationen wurden entweder tber

einen front-end-Zugriff Uber PathVisio oder Uber einen back-end-Zugriff direkt im
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Quelltext mit Hilfe des Texteditor-Programms Notepad++ programmiert. Dieses
Vorgehen ist im Ergebnisteil durch entsprechende Screenshots dokumentiert.

2.4 Genomweite Daten zur IL-1-induzierten mRNA Expression

Die in dieser Arbeit verwendeten Microarray-Daten zur Bestimmung von
Transkriptomen wurden in der AG Kracht generiert und sind bereits publiziert worden
(Weiterer et al., 2020). Sie sind (ber das NCBI GEO Repository unter der
Zugriffsnummer GSE134436 offentlich verfligbar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo).

Nachfolgend wird das methodische Vorgehen zur Erzeugung dieser genomweiten
Datensatze zusammenfassend beschrieben. Der Whole Human Genome Microarray
4x44K v2 (Agilent026652, Agilent Technologies), welcher das gesamte humane
Transkriptom abdeckt, wurde in dieser Studie verwendet. cRNA wurde mit dem Quick
Amp Labeling kit, one-color (#5190-0442; Agilent Technologies) aus Gesamt-RNA
transkribiert. cRNA-Synthese, cRNA-Fragmentierung, Hybridisierung und Waschen
wurden wie in der Anleitung One-Color Microarray-Based Gene Expression Analysis
(Quick Amp Labeling) (Agilent Technologies, G4140-90040 v5.7) empfohlen
durchgefuhrt. Die Objekttrager wurden auf einem aufgerlsteten Agilent Microarray
Scanner G2565 CA mit einer Pixelauflosung von 5 Im und einer Bittiefe von 20 gescannt.
Die Datenextraktion wurde mit der Feature Extraction Software V10.7.3.1 unter
Verwendung der  Standard-Extraktionsprotokolldateien  "GE1_107_Sep09.xml"
durchgefuhrt. Die extrahierten Daten wurden als Einzelfarben-Experimente in die
GeneSpring GX V12.0 Software (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA) importiert.
Die Daten wurden in GeneSpring GX log2-transformiert und quantil-normalisiert.
Niedrige anti-log-transformierte Werte wurden auf 13 angehoben, was dem Mittelwert
aller Sonden entsprach, die von der Feature Extraction Software als not detected
gekennzeichnet wurden. Im Falle mehrerer Agilent-Sonden fir dasselbe Gen wurde die
Sonde mit der hdchsten mittleren Intensitat ausgewéhlt. Insgesamt wurden 21.765 Sonden
auf dem Array einer Entrez Gene ID zugewiesen. Davon wurden 14.204 Gene als
exprimiert bestimmt, wenn sie einen Gesamtmittelwert von mindestens 50 anti-log-
transformierten Fluoreszenzeinheiten aufwiesen und in mindestens 50% der Proben
detektiert wurden (Feature Extraction Software Flag detected). Um den Effekt von IL-
la in den Kontrollzelllinen zu analysieren, wurden differenziell exprimierte Gene mit

Hilfe des moderierten t-Tests der GeneSpring GX V12.0 Software gegen die
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unbehandelten Vektorkontrollen identifiziert. Ratio-Werte mit einem P-Wert < 0,05 und
> 3-fache Verdnderungen wurden als signifikante Genexpressionsverdnderungen
angesehen. Die solchermalien generierten und bioinformatisch prozessierten Daten
wurden in dieser Promotion verwendet, um mRNA Expressionswerte auf die IL-1

Signaltransduktionskarte zu ubertragen.

2.5 Proteomweite Daten zur IL-1-induzierten Phopshorylierunag,

Ubiquitinierung und Acetylierung

Die in dieser Arbeit verwendeten bisher unpublizierten massenspektrometrischen Daten
zur Bestimmung von posttranslational verdnderten Proteomen wurden in der AG Kracht
in Zusammenarbeit mit der Firma Cell Signaling Technology (CST), Danvers,
Massachusetts, USA, generiert. Hierbei wurden die Zellextrakte in der AG Kracht
erzeugt. Der tryptische Verdau und die Aufreinigung der modifizierten Peptide und deren
massenspektrometrische Analyse sowie die Zusammenstellung der Messdaten erfolgte
durch Cell Signaling Technology und die weiterfolgende bioinformatische Analyse dann
wiederum in der AG Kracht. Nachfolgend wird das methodische Vorgehen zur
Erzeugung dieser proteomweiten Datensdatze zusammenfassend beschrieben. Zur
Analyse des Phosphoproteoms wurden fur jede Probe HelLa-Zellen auf 5 Schalen (145-
mm-Durchmesser) bis zu 80% Konfluenz kultiviert. Die Zellschalen wurden entweder
nicht behandelt oder fur 5, 30, 60, 180 und 360 Minuten mit IL-1a stimuliert. In die
Visualisierung der Ergebnisse fur modifizierte Proteine auf der IL-1 Karte flossen nur die
Experimente mit 30, 60 und 360 Minuten ein. Nach der Behandlung wurde zweimal mit
15 ml eiskaltem PBS (ohne Ca/Mg) gewaschen und nach Zugabe von frischem Harnstoff-
Lysepuffer direkt auf der Schale (20 mM HEPES [pH 8], 9 M Harnstoff, 1 mM aktiviertes
Natriumorthovanadat, 2,5 mM Natriumpyrophosphat, 1 mM -Glycerinphosphat) lysiert.
Die Zellen wurden vorsichtig, ohne zu schdumen, resuspendiert und die Extrakte wurden
mit einem Branson-Gerat fur 4 mal 30 s beschallt. Die verschiedenen Extrakte aus den 10
Schalen pro Bedingung wurden gepoolt und fur 15 min bei 4°C und 20.000 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde entnommen, die Proteinkonzentration mit einem
Bradford-Assay bestimmt und ein Aliquot flr eine Probenvalidierung mittels Western

Blot verwendet. Danach erfolgte der Transfer zu Cell Signaling Technology.

Die Proben wurden dort zunéchst bei 55°C mit 4,5 mM Dithiothreitol fir 30 min
reduziert, gefolgt von einer Alkylierung mit lodacetamid (19 g/Liter H20) flr 15 min im
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Dunkeln bei Raumtemperatur. Nach 1:4-Verdinnung mit 20 mM HEPES (pH 8,0)
wurden die Proteine tber Nacht mit 10 g/ml Trypsin-TPCK (Tolylsulfonylpheny-
lalanylchlormethylketon) verdaut. Die verdauten Peptide wurden mit 1 %
Trifluoressigsdaure (TFA) angesduert und ber 360-mg Sep Pak Classic Cig-Sdulen
(Katalognummer WATO051910; Waters, Milford, MA) entsalzt. Die Elution der Peptide
erfolgte mit 40 % Acetonitril in 0,1 % TFA, gefolgt von einer Trocknung unter Vakuum.

Zur Anreicherung von phosphorylierten Peptiden wurden 500 pg des Extrakts der
sogenannten immobilized metal affinity chromatography (IMAC) unterzogen. Hierbei
interagieren in IMAC-Sdulen immobilisierte Fe3+ mit den negativ geladenen
Phosphatgruppen der Phosphopeptide wobei alle Formen der Phosphorylierung an Serin-

, Threonin- und Tyrosin-Resten angereichert werden.

Die Anreicherung von acetylierten oder ubiquitinierten Peptiden erfolgte dagegen durch
Inkubation der Peptidgemische mit an Matrices immobilisierte hochspezifische
Antikorper, welche entweder ein acetyliertes Lysin (Lysine acetylation antibody #13420,
CST) oder die beiden C-terminalen Glycinreste erkennen, welche nach der tryptischen
Abspaltung einer kovalent verknlpften Ubiquitinkette von dem epsilon Kohlenstoffatom
eines Lysins Ubrig bleiben (Ubiquitin remnant antibody #3925, CST).

Mit diesen Proben wurde eine HPLC-Massenspektrometrie-gekoppelte Analyse (LC-
MS/MS) mit einem LTQ-Orbitrap-Velos-Massenspektrometer mit ESI-CID
durchgefihrt. Die Peptide wurden direkt auf eine PicoFrit-Kapillarsaule (10 cm x 75 m)
geladen, die mit Magic C1s AQ-Umkehrphasenharz prapariert ist. Die Séule wurde unter
Verwendung eines 150-mindtigen linearen Gradienten aus Acetonitril in 0,125 %
Ameisensaure bei 280 nl/min entwickelt. Die MS-Parametereinstellungen waren wie
folgt: MS-Laufzeit 96 min; MS1-Scanbereich 300,00 bis 1.500,00; und Top 20 MS/MS
(Min-Signal 500; Isolationsbreite 2,0; normalisierte gesammelte Energie 35,0;
Aktivierungs-Q  0,250;  Aktivierungszeit  20,0;  Lock-Masse  371.101237,
Ladungszustandsunterdriickung  aktiviert; Ladungszustand 1  zuriickgewiesen;
dynamischer Ausschluss aktiviert; Wiederholungsanzahl 1; Wiederholungsdauer 350;
Ausschlusslistengroéfie 500; Ausschlussdauer 40,0; Ausschlussmassenbreite relativ zur
Masse; Ausschlussmassenbreite 10 ppm). Die MS/MS-Spektren wurden mit SEQUEST
ausgewertet (Eng et al., 1994; Tabb, 2015). Jede Probe wurde zweimal nicht-sequenziell

auf dem Gerét ausgefiihrt, sowohl um die Anzahl der Identifikationen zu maximieren als
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auch um eine Grundlage fir die Messung der analytischen Reproduzierbarkeit auf dem
Geréat zu schaffen. Fir jedes identifizierte Peptid wurden %CV-Werte (prozentualer
Variationskoeffizient) generiert, indem die Standardabweichung der Replikat-
Peakflachenmessungen durch die durchschnittliche Peakflache dividiert und in Prozent

umgerechnet wurde.

Einige Peptide wurden aufgrund von Sequenzidentitit mehr als einem Protein
zugeordnet. Es wurde nicht versucht, diese Félle auf ein einzelnes Protein aufzulésen, da
es in Ermangelung weiterer Kriterien unmdoglich ist, das Peptid eindeutig einer
bestimmten Protein-Isoform zuzuordnen. Die Modifikationsstellen werden so angegeben,
wie sie bei der SEQUEST-Suche ermittelt wurden. Flr jedes Peptid wurden die
Stellenlokalisierungs-Scores (AScore) berechnet. Score-Werte von 13 wurden als
ausreichend sicher angesehen, um eine Modifikation korrekt zuzuordnen (Beausoleil et
al., 2006).

Die Suche wurde in der Proteindatenbank NCBI Homo sapiens Version 2014
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein) mit einer Massengenauigkeit von 50 ppm flr
Vorgéngerionen und 1 Da fur Produktionen durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden mit
einer Massengenauigkeit von 5 ppm auf Vorlauferionen und das Vorhandensein des
beabsichtigten Peptidmotivs gefiltert. Eine Standard-Falsch-Positiv-Rate von 5 % wurde
zum Filtern der SEQUEST-Ergebnisse verwendet. Jede Probe wurde zweimal in
separaten MS/MS-Ldufen gemessen. Die Veroffentlichung der Rohdaten dieser Analyse
auf ProteomeXchange oder einer vergleichbaren Datenbank ist geplant. Derzeit sind die

Daten nicht 6ffentlich zugénglich.

Die weitere Auswertung und Aufbereitung der Daten zur Projektion von Intensitatswerten
der einzelnen aus den Peptiden abgeleiteten modifizierten Proteine wurde von Dr. Axel
Weber, AG Kracht, mit Microsoft Excel 2010-2016 und selbst erstellten R-Skripten (R
Core Team, 2017; https://www.R-project.org/) durchgefiihrt. Die Mengendiagramme in
Abbildung 20 wurden mit dem Venn diagram web tool der Universitdt Ghent, Belgien

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/VVenn) erstellt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Schrittweises Vorgehen zur Erweiterung einer erweiterten

Signaltransduktionskarte fiir das proinflammatorische Zytokin

Interleukin-1
Die Dissertation gliedert sich in mehrere Abschnitte. Zun&chst wurde eine systematische
Literaturrecherche zum Thema IL-1 Signaltransduktion durchgefiihrt. Die Informationen
der Publikationen aus dieser Recherche wurden extrahiert und in einer Datenbank
gesammelt. AnschlieBend wurden diese Daten in die IL-1-Signaltransduktionskarte
eingefligt und visualisiert. Zum Schluss wurden geeignete, in der AG Kracht erzeugte
deep sequencing Proteom- und Transkriptomdaten genutzt und auf die in dieser

Dissertation modifizierte IL-1-Signaltransduktionskarte projiziert.

3.1.1 Zusammenstellung der ausgewdhlten Publikationen und lhres

Informationsgehalts zu Komponenten des IL-1 Signalweqgs

Wie in Kapitel 2.2 beschrieben, wurden aus den anfanglich n =703 Publikationen
insgesamt n = 67 Originalarbeiten extrahiert, die die beschriebenen Kriterien hinreichend
erflllten. Aus diesen Originalarbeiten konnten wiederum n = 189 Informationen zu IL-1
kontrollierten Signaltransduktionsereignissen gewonnen werden. Davon waren n = 123
neue Erkenntnisse, n =65 Informationen konnten bis dato bestehende Erkenntnisse
bestatigen und erweitern oder widerlegen. Aufgrund der Fokussierung der IL-1-
Signaltransduktionskarte auf menschliches Gewebe bzw. Gewebe von Saugetieren
wurden weitere n =3 Informationen zwar in die Datenbank tbernommen, allerdings
graphisch nicht in der Karte visualisiert und somit nicht mitgezéhlt, da sie aus

Drosophilagewebe gewonnen wurden (Papagianni et al., 2018).

Die Ergebnisse der Literaturrecherche wurden in einer Excel Datenbank
zusammengefasst. Hierfiir wurden die gewonnen Informationen in Gruppen unterteilt.
Diese beinhalteten zum einen Informationen zu den Molekilen selbst in Form von
Kommentaren und zum anderen Informationen tiber deren Interaktionen. Diese wiederum
wurden in physikalische Interaktionen, enzymatische Katalyse, Transportvorgange und
widerlegte Reaktionen unterteilt, entsprechend dem bisherigen Schema der Karte

(Kandasamy et al.,, 2010; Wasiliew, 2014). Als widerlegte Reaktionen wurden
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Reaktionen gewertet, wenn sie nach neueren wissenschaftlichen Erkenntnissen veréndert

ablaufen oder nicht ablaufen.

Molekilinformationen oder Molekiilkommentare sind Informationen, die Uber eine
Eigenschaft des Molekils Aufschluss geben, aber nicht einer bestimmten Interaktion oder
Reaktion mit einem anderen Molekul zugeordnet werden kdnnen. Insgesamt konnten
n =115 Molekiulkommentare erhoben werden. Diese bestehen aus n =69 neuen
Erkenntnissen, aus n =46 bereits bestehenden und damit weiter bestétigten

Erkenntnissen. Zusétzlich wurde n = 1 Ergebnis nicht implementiert.

Physikalische  Interaktionen sind  Informationen, die Uber physikalische
Wechselwirkungen zwischen dem Molekul (Protein) und anderen Proteinen, DNA und
(m)RNA Aufschluss geben. Hierzu werden z.B. auch Dissoziationen von
Proteinkomplexen gezéhlt, vorausgesetzt die Dissoziation ist Resultat zuvor erfolgter
physikalischer Wechselwirkungen. Die physikalischen Interaktionen beziffern sich auf
insgesamt n = 34 Informationen. Diese bestehen aus n =20 neuen Erkenntnissen, aus
n = 14 bestehenden und damit weiter bestatigten Erkenntnissen. Zusatzlich wurde n =1
Ergebnis nicht implementiert. Dieses Ergebnis wurde aufgrund des benutzten
Gewebeursprungs zwar in die Datenbank aufgenommen, allerdings nicht in der Karte

visualisiert und somit nicht mitgezahit.

Enzymatische Katalysen sind Informationen, die tber katalytische Wechselwirkungen
zwischen den Proteinen und deren Substraten, wie z.B. Phosphorylierung,
Dephosphorylierung und Ubiquitinierung, Deubiquitinierung etc. Aufschluss geben.
Insgesamt konnten n =35 Informationen Uber enzymatische Katalysen gesammelt
werden. Diese bestehen aus n = 31 neuen und aus n =4 bestehenden und damit weiter

bestatigten Erkenntnissen.

Transportvorgédnge sind Informationen, die Uber die rdumliche Verschiebung
(Translokation) einzelner Proteine oder deren Komplexen Aufschluss geben. Hierbei
werden sowohl Verschiebungen uber die Zellgrenze hinweg als auch die Verschiebung
innerhalb biologischer Zellkompartimente berucksichtigt. Insgesamt konnten n =4
Informationen Uber Transportvorgange gewonnen werden. Diese lassen sich in n=3
neuen Erkenntnissen, aus n =1 bestehender und damit weiter bestatigter Erkenntnis
unterteilen. Weiterhin wurde in die Datenbank n = 1 nicht implementierte Erkenntnisse

ubernommen, aber daher nicht mitgezéahit.
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Daten, die auf dlteren Erkenntnissen bzw. Literaturrecherchen basieren, wurden
uberpraft. In der neueren Literatur (zwischen 20.01.2010 und 01.11.2018) widerlegte
Reaktionen wurden beriicksichtigt, korrigiert und somit dem aktuellen Wissenstand

angepasst. Hierbei konnte n = 1 Reaktion entsprechend bearbeitet werden.

In Tabelle 3 sind die Entwicklungsstufen der IL-1 Karte, ausgehend von der
urspringlichen Version von NetPath
(http://www.netpath.org/netslim/IL_1 pathway.html Stand 20.01.2010), tber die in der

Dissertation Wasiliew dargestellte VVersion bis hin zu der dritten Entwicklungsstufe einer
IL-1-Signaltransduktionskarte in dieser Arbeit (Stichtag 01.11.2018) dargestellt
(Kandasamy et al., 2010; Wasiliew, 2014) (vgl. Tabelle 4).

IL-1-
NetPath Wasiliew | Bleymehl | Signaltransduktionskarte
20.01.2010 | 08.03.2013 | 18.09.2020 18.09.2020

Publikationen 75 428 67 570
Physikalische Interaktionen 55 309 34 398
Enzymatische Katalyse 28 175 35 238
Transport 9 31 4 44
Reaktionen (gesamt) 92 515 73 680
Proteine 57 146 56 259
Splice-Formen von Proteinen - 3 1 4
Zielgene - 40 21 61
mRNAS - 10 1 11
Molekiile (gesamt) 57 199 79 335
Molekilkommentare 92 676 115 883
widerlegte Reaktionen - - 1 1

Tabelle 4: Uberblick tber die deskriptive Statistik der vorherigen Entwicklungsstufen bis hin zur
aktuellen IL-1-Signaltransduktionskarte (Stichtag der Literaturrecherche 01.11.2018).

In Abbildung 6 sind die Beitrdge der Autoren Wasiliew und Bleymehl zu der finalen

Entwicklungsstufe der IL-1 Signaltransduktionskarte farblich auf der Ebene der einzelnen

Komponenten visualisiert.
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Abbildung 6: Visualisierte Ubersicht des Beitrages der Autoren zu der IL-1-
Signaltransduktionskarte.

Die Boxen stellen einzelne Signalkomponenten (Molekile) dar, Interaktionen sind mittels Linien
visualisiert. Komponenten, die von Peter Wasiliew erstellt wurden, sind hellblau markiert, Komponenten,
die von Moritz Bleymehl hinzugefiigt wurden, sind griin markiert und rote Farben kennzeichnen
Komponenten, zu denen beide Autoren Informationen beigetragen haben.

3.1.2 Graphische Visualisierung und Implementierung der gesammelten Daten

uber den IL-1 Signalweq in einem virtuellen Netzwerk

3.1.2.1 Die IL-1-Signaltransduktionskarte

Die graphische Darstellung der IL-1-Signaltransduktionskarte setzt sich aufgrund
mehrerer Entwicklungsschritte aus einer ansteigenden Anzahl an Informationen
zusammen. Dadurch steigt nicht nur die Komplexitat der Datenbank sondern auch die der
Visualisierung. Die initiale, aus wenigen Signalmolekiilen bestehende bereits
visualisierte IL-1-Signaltransduktionskarte stand auf der Internetplattform NetPath zur
Verfugung (vgl. Kapitel 3.1.1) (Kandasamy et al., 2010). Peter Wasiliew entwickelte
diese aus einer Literaturrecherche systematisch weiter und visualisierte die hieraus
gewonnen Erkenntnisse im Rahmen seiner Dissertation (Wasiliew, 2014). Hierfur wurde
die Software PathVisio verwendet (van lersel et al., 2008). Zusammen mit den auf der
Internetplattform WikiPathways
(http://www.wikipathways.org/index.php/Pathway:WP195 Stand: 20.01.2010)

vorhandenen Informationen wurden die einzelnen Bestandteile der Karte strukturiert
weiterentwickelt und mit neuen Erkenntnissen versehen (Pico et al., 2008). Die Resultate
daraus stellen wiederum die Grundlage der vorliegenden Arbeit dar und werden im

Folgenden anhand Ihrer Darstellung im Programm PathVisio beschrieben.

Die grundlegende Struktur der IL-1-Signaltransduktionskarte besteht aus Molekilen und
deren Interaktionen untereinander. Molekiile werden in einem rechteckigen Rahmen
dargestellt und sind mit ihren Gennamen beschriftet. Die Rahmen kdnnen verschiedene
Farben besitzen, so stellen z.B. schwarze Rahmen die Proteine, grine Rahmen die
mRNAs, rote Rahmen die IL-1 Zielgene und blaue Rahmen die l6sliche Variante der
membrangebundenen Proteine dar. Kaésten, die direkt angrenzend nebeneinander
visualisiert ~ werden, stellen  (Multi)Proteinkomplexe dar, also rédumlich
zusammenhangende funktionelle Ansammlungen zweier oder mehrerer Proteine.
Molekiile, die eine Rezeptorfunktion an der Zelloberflache erfiillen, sind aus didaktischen

Grinden geméR des Schliissel-Schloss-Prinzips von Rezeptoren und Liganden mit einem
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leeren Halbkreis und dem Molekdlkasten dargestellt. Analog dazu werden Liganden mit
einem voll ausgefullten Kreis an dem Molekiilkasten dargestellt (vgl. Abb. 7).

Ahnlich verhalt es sich mit den Verbindungen zwischen den Kasten. Diese stellen
Interaktionen der Molekdile untereinander dar. Diese Verbindungen sind farblich codiert,
so stellen z.B. gelbgriine Pfeile Acetylierungen, turkisblaue Pfeile Deacetylierungen,
marineblaue Pfeile Phosphorylierungen und rosa Pfeile Dephosphorylierungen dar.
Hierbei geben die Pfeilspitzen die Verlaufsrichtung der Interaktion an, d.h. stellen dar,
wie ein Molekiil ein anderes Molekdl beeinflusst. Protein-Protein Assoziationen wurden
mit einem griinen Pfeil und Protein-DNA-Assoziationen werden mit einem roten Pfeil
dargestellt. Dementsprechend werden Dissoziationen mit einem in entgegengesetzte
Richtungen zeigenden gestrichelten Doppelpfeil symbolisiert. Protein-Protein-
Dissoziationen werden griin und Protein-DNA-Dissoziationen rot dargestellt. Ebenfalls
als gestrichelte Pfeile wurden die Interaktionen, die mit rdumlichen Verdnderungen
einhergehen,  dargestellt. So  wurden z.B.  Translokationen  braunrot,
Kontrollmechanismen blau und Verstdrkermechanismen tirkisblau verbildlicht.
Reaktionen, die uber unbekannte Zwischenschritte verlaufen, beginnen mit einem
schwarzen Strich und mit einem O, um dann in den farbcodierten Reaktionspfeil
Uberzugehen. Interaktionen, welche ein Molekil mit sich selbst zeigt, werden nicht nur
farbcodiert, sondern auch formcodiert. Beispielsweise wird der Pfeil wvon
Autophosphorylierungen blau und auf sich selbst zurlickzeigend dargestellt, &hnlich dem
Pfeil von Autoacetylierungen, der gelbgriin und auf sich selbst zuriickzeigend verbildlicht

wird. Inhibitionen sind mit einem roten, liegenden T gekennzeichnet (vgl. Abb. 7).

Gehen die Translokationen der einzelnen Molekiile Giber biologische Zellkompartimente
hinweg, so wird das mit rosafarbenen Buchstaben an den Pfeilen dargestellt, die den
Ausgangs- und Endpunkt der Translokation beschreiben. So stehen z.B. CY fir Zytosol,
EC fir Extrazellularraum, EN fir Endosom, GO fir Golgi-Apparat, MT fir
Mitochondrium, NU fir Nucleus, PM fir Plasmamembran und ER fir Endoplasmatisches
Retikulum (vgl. Abbildung 7).
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Abbildung 7: Die Legende der IL-1-Signaltransduktionskarte in der Ubersicht.

Die Pfeile sind, wie in der Legende detailliert beschrieben, farbcodiert und zeigen dadurch unterschiedliche
Reaktionen an. Ein Pfeil mit einem schwarzen Strich und einem schwarzen O stellt eine Reaktion mit
unbekannten Zwischenschritten dar. Schwarze Késten geben das betreffende Protein an. Blaue Kasten
stellen eine l6sliche Version eines membrangebundenen Molekdls dar. Rote Késten zeigen Zielgene an und
grine Kasten zeigen mMRNAs an. Rosa GrofRbuchstaben geben die Zellorganellen wieder, welche bei einer
Translokation durchlaufen werden. Fir weitere Details siehe Text.

Alle Molekule und Interaktionen wurden aufgrund sorgfaltig ausgewéhlter Informationen
aus Originalpublikationen in die IL-1-Signaltransduktionskarte ibernommen. Um diesen
Schritt nachvollziehbar und Uberpriifbar zu gestalten, wurden alle diese Informationen
auch in der Karte selbst interaktiv verflgbar gemacht. Bei jedem Molekul und jeder
Interaktion wurden die Informationen in Form eines Kommentars aus der Originalarbeit
und eines Literaturverweises hinterlegt. Diese Daten werden mit einem Doppelklick mit
der linken Maustaste auf das entsprechende Molekil angezeigt. Die Literaturverweise
enthalten einen aktiven Link zu der jeweiligen Publikation in der Datenbank PubMed.
Auf diese Weise lassen sich einzelne Sachverhalte direkt in der Originalliteratur
nachverfolgen und uberprifen. Die Kommentare geben standardisiert Aufschluss tber
den Erstautor, das Publikationsjahr, Inhalt und genutztes Modellsystem bzw. Gewebe.
Aufgrund des hohen Detailgrades der Darstellung mussten einige Molekile mehrfach
angelegt werden und mit jeweils anderen Reaktionen versehen werden. Auch kommt es
haufiger vor, dass Molekile in mehreren Zellkompartimenten gleichzeitig vorliegen

und/oder zum Teil an verschiedenen Orten verschiedene Aufgaben besitzen. Daher
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wurden diese Molekule mit allen Kommentaren und Literaturverweisen versehen, die
uber dieses Molekil in der gesamten IL-1-Signaltransduktionskarte zur Verfligung
stehen. So wird sichergestellt, dass die Merkmale einfach gefunden werden kdnnen, ohne
unnétige Redundanz zu schaffen. Das gesuchte Molekul wird Uber die Suchfunktion
farblich hervorgehoben, hierbei sind auch die mdgliche Mehrfachanlagen sichtbar (vgl.
Abbildung 8).
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Abbildung 8: Beispielhafte Ansicht der hinterlegten Informationen zu den jeweiligen Molekdlen.

Mit einem Doppelklick mit der linken Maustaste auf den Kasten des Molekiils lassen sich die DataNode
properties darstellen. Hier finden sich die gesamten Kommentare eines Molekiils, die durch
Literaturrecherchen gewonnen wurden. Die Kommentare geben standardisiert Aufschluss Uber den
Erstautor, das Publikationsjahr, Inhalt und Modellsystem bzw. Gewebe. Unter dem Reiter Literatur finden
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sich die dazugehérigen Literaturverweise mit einem aktiven Link zur Originalpublikation in der Datenbank
PubMed. Das ausgewahlte Molekil wird am Start- und Endpunkt mit gelben Quadraten markiert.

Die Literaturkommentare und -verweise der Reaktionen kdnnen ebenfalls ber einen
Doppelklick mit der linken Maustaste dargestellt werden. Dadurch wird auch hier
sichergestellt, dass die Reaktionen nachvollziehbar und tberprifbar sind (vgl. Abbildung
9).
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Abbildung 9: Ansicht der hinterlegten Informationen Uber die jeweiligen Reaktionen.

Mittels eines Doppelklicks mit der linken Maustaste auf den Pfeil der Reaktion lassen sich die Interaction
properties darstellen. Hier finden sich die Informationen, die durch Literaturrecherchen gewonnen wurden.
Die Kommentare geben standardisiert Aufschluss Gber den Erstautor, das Publikationsjahr, Inhalt und
genutztes Modellsystem bzw. Gewebe. Unter dem Reiter Literatur finden sich die dazugehdrigen
Literaturverweise mit einem aktiven Link zur Originalpublikation in der Datenbank PubMed. Der
ausgewahlte Reaktionspfeil wird am Start- und Endpunkt mit gelben Quadraten markiert.
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Durch den Anstieg der Informationen aus Molekilen und Reaktionen, die in dieser IL-1-
Signaltransduktionskarte abgebildet werden, musste die urspringliche raumliche
Aufteilung zunehmend verlassen werden. Grundsatzlich blieb aber die vertikale Ordnung
bestmdglich erhalten, d.h. es werden von oben nach unten, verschiedene rdumliche
Strukturen der Zelle durchlaufen. Der obere Rand der Karte stellt die Zellmembran mit
ihren extrazelluldaren Liganden und membranstandigen Rezeptoren dar. Darauffolgend
befinden sich intrazelluldare membranstdndige Molekdile oder Molekilkomplexe. Etwas
weiter unten sind membrannahe, zytosolische oder in Zellorganellen befindliche
Molekiile abgebildet. Am unteren Rand der Karte finden sich vor allem Molekdile, die im
Zellkern vorhanden sind, wie z.B. IL-1-regulierte Transkriptionsfaktoren, Zielgene und
daraus resultierende IL-1-induzierte mRNAs. Die so visualisierten Molekile sind in der
Regel durch Reaktionspfeile mit dem Netzwerk verbunden (vgl. Abbildung 10).
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Abbildung 10: Uberblick (iber die komplette neueste Version der IL-1-Signaltransduktionskarte und
deren raumliche Aufteilung.

Von oben nach unten werden in der Karte verschieden Zellkompartimente durchlaufen. Oberster Rand:
Liganden und Rezeptoren der Zellmembran. Oben: Membranstdndige Molekiile und Komplexe. Mitte:
Zytosolische und in Zellorganellen befindliche Molekiile. Unten: Molekiile des Zellkerns. Legende siehe
Abb. 7.

Mit dem Programm PathVisio wird nicht nur die IL-1-Signaltransduktionskarte interaktiv
verbildlicht, sondern es lassen sich rechts neben dem Kartenfeld auch zahlreiche
Zusatzinformationen anzeigen. So konnen unter dem Reiter Backpage weitere
Informationen (ber das entsprechende Molekiil gefunden werden. Hierzu zahlt der
abgekirzte Genname, ein numerisch codierter Gene Identifier (NCBI-ID) und die
Angabe, aus welcher Datenbank der Identifier stammt. In der gesamten IL-1-
Signaltransduktionskarte wurde die Gendatenbank Entrez Gene und deren zugehdrige
Identifier zur Charakterisierung der Molekiile verwendet. Zusétzlich finden sich noch der
Klarname des Gens, sowie dessen Lokalisierung im Chromosomensatz des Menschen
(vgl. Abbildung 11).

"‘: Objects Properties Backpage pata Search Legend

EI':IIE IE' Protein annotation

|Name: ‘ IL1B

0 | Identifier: ‘ 3553
|
|Datahase: ‘Entrez Gene
L | IRAKZ | IL1R1 | IL1R3 | L1 —
= P [Py— p— s . |interleukin 1 beta [Source:HGNC
. | | | Description: | ¢ hol:AcC:HGNC:5992]
SARrJIﬂ—l_
E'— |ChrDmDSDmE: ‘2
(%]

Yy o

Abbildung 11: Darstellung des Reiters ,,Backpage* mit gen-zentrierten Zusatzinformationen.

In diesem Reiter werden der abgekirzte Genname (IL1B), die Identifikationsnummer der Gendatenbank
Entrez Gene (3553), der Klarname des Gens (Interleukin-1 beta) und die Lokalisation des Gens im
Chromosomensatz (Chromosom 2) dargestellt. Entrez Gene entspricht der Gen-zentrierten Datenbank des
NCBI  (www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene), welche kurierte und automatisiert
zusammengefasste Daten des NCBI's Reference Sequence Project (RefSeq) zu einzelnen Genen
zusammenfasst.
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3.1.2.1.1 Neu erstellte Molektlkommentare der erweiterten IL-1 Karte
Nachfolgend erfolgt eine detaillierte und umfassende alphabetische sortierte

Beschreibung der betreffenden Molekdile und deren Molekiilkommentare.

Die IL-1 induzierte Aktivierung von ,,ADAM Metallopeptidase Domain 17 (ADAM17)
in murinen ,,Mouse Embryo Fibroblast-Zellen* (MEF-Zellen) ist Uber indirekte
Mechanismen durch die ,,Mitogen-Activated Protein Kinase 14 (MAPK14) reguliert.
Dafur wird keine Phosphorylierung von Threonin 735 (T735) oder einer
zytoplasmatischen Doméne von ADAM 17 ben6tigt. Gewonnen wurden diese Ergebnisse
mittels Immunoblots (Hall and Blobel, 2012).

IL-1 induziert die Expression von ,,Adam Metallopeptidase With Thrombospondin Type
1 Motif 4 (ADAMTS4) in humanen Chondrozyten iiber MAPK 14, , Mitogen Activated
Protein Kinase 1 (MAPKI1) und ,Mitogen Activated Protein Kinase 8 (MAPKS)
Signalwege. ,Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor Subunit* (JUN),
»Activating Transcription Factor 2* (ATF2) und ,,Nuclear Factor Kappa B Subunit 1
(NFKB1) sind die Transkriptionsfaktoren, welche an dieser Expression beteiligt sind.
Diese Zusammenhange wurden u.a. durch pharmakologische Inhibition entschliisselt
(Sylvester et al., 2012).

Die ,,AKT Serine/Threonine Kinase 1¢“ (AKT1) und die ,,Phosphatidylinositol-4,5-
Bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit Delta® (PIK3CD) werden fiir die IL-1fB
induzierte ,,Mechanistic Target Of Rapamycin Kinase* (MTOR) Aktivierung bendtigt.
Die Daten wurden mithilfe von T-Helferzellen 17 (Th17), pharmakologischer Inhibition

und Immunoblots gewonnen (Gulen et al., 2012).

Die ,,ATM Serine/Threonine Kinase® (ATM) fordert die durch ,,TNF Receptor
Associated Factor 6 (TRAF6) und ,,Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 N* (UBE2N)
vermittelte Bildung von ,,Lysin 63“ (K63) verbundenen Polyubiquitinketten mittels
Interaktion zwischen ATM und TRAF6. Die Erhebung der Daten wurde an der ,,humanen
Leberkarzinom G2 Zelllinie HepG2 mittels Immunoblot durchgefiihrt (Hinz et al.,
2010).

Das Protein ,,Baculoviral IAP Repeat Containing 2 (BIRC2) verbindet sich mit TRAF6,
abhingig von einer intakten ,,Really Interesting New Gene* (RING) Doméne des Proteins
TRAF6. Das Zellmaterial dieser Veroffentlichung waren ,,Human Embryonic Kidney
293“-Zellen (HEK293), die mittels Immunoblot aufgearbeitet wurden (Hinz et al., 2010).
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Die Expression von ,Calcium/Calmodulin Dependent Protein Kinase II Gamma“
(CAMK2G) an der Zellmembran wird durch phosphorylierte ,,Protein Kinase C Delta*
(PRKCD) reduziert. Die Resultate wurden durch Immunoblots an hippocampalen

Neuronen von Ratten erzielt (Taoro-Gonzalez et al., 2018).

Die Expression des Proteins ,,Cellular Communication Network Factor 2 (CCN2) wird
durch IL1-a vermittelte Interaktion mit ,,Mitogen-Activated Protein Kinase 14
(MAPK14) unterbunden. Die Daten wurden mithilfe von Immunoblots und
pharmakologischer Inhibition an humanen kardialen Fibroblasten erhoben (Magbool et
al., 2013).

Das Enzym ,,Cyclin Dependent Kinase 6“ (CDK6) erhoht die ,,RNA Polymerase I
Aktivitat. Mittels Immunoblots, RNAi-vermitteltem knockdown und pharmakologischer
Inhibition konnte dieses Ergebnis an humanen Epithelzellen eines Zervixkarzinoms
(HeLa) gefunden werden (Handschick et al., 2014).

IL-1 induziert die Expression von ,,CCAAT Enhancer Binding Protein Delta® (CEBPD).
Diese wird durch pharmakologische Inhibition von ,Mitogen Activated Protein 8%
(MAPKS), ,,Casein Kinase 2“ (CK2) und ,Nuclear Factor Kappa B*“ (NFKB)
abgeschwacht. Ein knockdown von p50 und p65 Untereinheiten von NFKB schwécht die
Expression von CEBPD ebenfalls ab. Durch pharmakologische Inhibition und Expression
an humanen Leberkarzinom-Zellen (Hep3B) konnten diese Daten erhoben werden (Ali et
al., 2010).

Das Protein “Component Of Inhibitor Of Nuclear Factor Kappa B Kinase Complex”
(CHUK, auch IKBKA oder IKK1 genannt) benétigt weiter stromaufwaérts in der IL-1-
Signaltransduktionskarte das Enzym “Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase
7” (MAP3K7) um aktiviert werden zu konnen. Durch an ,,Mouse Embryo Fibroblasts*-
Zellen (MEF) durchgefiihrte pharmakologische Inhibitionen konnten diese Informationen
gewonnen werden (Clark et al., 2011). Fur die IL-1 abhangige Phosphorylierung von
CHUK werden an Methionin 1 (Met1) verbundene Ubiquitinketten und deren Interaktion
mit der Untereinheit ,,Inhibitor Of Nuclear Factor Kappa B Kinase Regulatory Subunit
Gamma” (NEMO) benétigt. Die Daten wurden mithilfe von Immunoblots an MEF-Zellen
erhoben (Zhang et al., 2014). IL-1 ist in der Lage die Phosphorylierung von CHUK und
»Nuclear Factor Kappa B 1“ (NFKB1) zu verursachen. Bedingt durch die
Phosphorylierung werden an CHUK Polyubiquitinketten angehdangt. Um diese
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Ergebnisse zu gewinnen wurden an ,,Osteoblast-Like MC3T3-E1“-Zellen der Maus
Immunoblots durchgefuhrt (Kato et al., 2012).

Der im Zellkern befindliche Cofaktor ,,Clock Circadian Regulator* (CLOCK) wird fiir
die volle Aktivierung des ,,C-X-C Motif Chemokine Ligand 2 (CXCL2) Gens in der
IL1-Signalkaskade bendtigt. Diese Daten wurden mittels RNAi-vermitteltem knockdown
an MEF-Zellen erhoben (Meier-Soelch et al., 2018).

Versuche an Endothelzellen der Maus zeigten mithilfe von Expression und Inhibition der

Proteine, dass die autokrine Sekretion des Proteins ,,Colony Stimulating Factor 3“ (CSF3)
durch IL-1a verursacht wird (Altmeier et al., 2016).

IL-1o und IL-1B induzieren die Hochregulation der proinflammatorischen Gene des ,,C-
X-C Motif Chemokine Ligand 1“ (CXCL1) und des ,,C-X-C Motif Chemokine Ligand
2% (CXCL2). Durch Immunoblots an humanen Mesangium-Zellen konnten diese

Informationen gewonnen werden (Luo et al., 2015).

Die Bildung des Proteins ,,Defensin Beta 4A“ (DEFB4A) wird durch IL-1a verursacht.
Diese Daten konnten mithilfe von Immunoblots an humanen Keratozyten der
Mundschleimhaut ,,TR146 erhoben werden (Sorenson et al., 2012).

Das Protein ,,Fos Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor Subunit* (FOS) wird durch
CAMP oder S1P induziert und fuhrt zur Inhibition der IL-1 verursachten Bildung des ,,C-
C Motif Chemokine Ligand 5“ (CCLS5). Dadurch ebenfalls inhibiert wird die positive
Feedbackschleife des Proteins ,,Interferon Beta 1 (IFNB1). Dies konnte mit Versuchen

an humanen Astrozyten durch Immunoblots belegt werden (Yester et al., 2015).

Durch Immunoblots wurde gezeigt, dass IL-1B die Bildung des Proteins ,,G Protein-
Coupled Estrogen Receptor 1° (GPER1) in humanen parodontalen Ligamentzellen (PDL)
verursacht (Luo et al., 2012).

Die reduzierte Phosphorylierung von ,,Glutamate Ionotropic Receptor AMPA Type
Subunit 2 (GRIA2) an der Aminosédure Serin 880 (Ser880) und der vermehrte Einbau
von GRIA2 in die Zellmembran sind verbunden mit der durch IL-1p verursachten
verminderten Aktivitit von ,,Protein Kinase C Zeta“ (PRKCZ). Dies konnte an
hippocampalen Neuronen von Ratten mittels Immunoblots und pharmakologischer

Inhibition gezeigt werden (Taoro-Gonzalez et al., 2018).
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Die ,,Glycogen Synthase Kinase 3 Beta® (GSK3B) wird IL-1 abhdngig phosphoryliert.
Die durch das Protein ,,Inhibitor Of Nuclear Factor Kappa B Kinase Subunit Epsilon*
(IKBKE) vermittelte Inaktivierung von ,,Glycogen Synthase Kinase 3 Alpha“ (GSK3A)
wird fr die IL-1P abhdngige AKT1-MTOR Aktivierung bendtigt. Beide Ergebnisse sind
durch Immunoblots von Th17-Zellen erhoben worden (Gulen et al., 2012).

Das Enzym ,Histone Deacetylase 3“ (HDAC3) wird sowohl fur die durch IL-1
verursachte Bildung von IL-8 als auch fur die durch IL-1 verursachte Bildung von
CXCL2 bendtigt. Diese Expressions- und Inhibitionsdaten wurden an HEK293-Zellen
gesammelt (Ziesche et al., 2013).

Um das Protein ,,Inhibitor Of Nuclear Factor Kappa B Kinase Subunit Beta* (IKBKB)
zu aktivieren wird stromaufwaérts der IL-1-Signalkaskade ,,Mitogen Activated Protein
Kinase Kinase Kinase 7° (MAP3K7) bendtigt. Dies konnte durch pharmakologische
Inhibition an MEF-Zellen der Maus gezeigt werden (Clark et al.,, 2011). Zur
Phosphorylierung von IKBKB werden dariiber hinaus an Methionin 1 verbundene
Ubiquitinketten und deren Interaktion mit der Proteinkomponente NEMO ben6étigt, was
mit Immunoblots von MEF-Zellen festgestellt wurde (Zhang et al., 2014).

Der ,,Inhibitor Of Nuclear Factor Kappa B Kinase Subunit Epsilon* (IKBKE) hingegen
benotigt fur seine Aktivierung den ,,TNF Receptor Associated Factor 6 (TRAF6) und
NEMO, allerdings nicht die MAP3K7 und den ,,TNF Receptor Associated Factor 3
(TRAF3). Diese Daten wurden mit pharmakologischer Inhibition an MEF-Zellen der
Maus erhoben (Clark et al., 2011).

Damit ,,Inhibitor Of Nuclear Factor Kappa B Kinase Subunit Gamma“ (IKBKG) NFKBI1
und das im Zellkern befindliche ,,Poly(ADP-Ribose) Polymerase 1° Signalosom
(PARP1) aktivieren kann, wird eine intakte Ubiquitin bindende Doméne benétigt. Diese
Domiéne bindet an Lysin 63 (K63) verlinkte Polyubiquitinketten, die von ,,ATM
Serine/Threonine Kinase* (ATM), TRAF6 und ,,Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 13*
(UBE2N) induziert werden. Diese Informationen stammen aus Immunoblots von
menschlichen 1.3E2-Zellen (Hinz et al., 2010). Eine weitere Funktion von IKBKG stellt
das Binden von an Methionin 1 verbundenen Polyubiquitinketten (M1-pUb) in IL-1
stimulierten menschlichen HEK293-Zellen dar. Diese Erkenntnis konnte mithilfe von
Immunoblots gesichert werden (Emmerich et al., 2013).
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Durch Expressionsdaten und pharmakologischer Inhibition konnte an Whyl CD4 T-
Zellen herausgefunden werden, dass IL-1f die Bildung von IL-17 anregt (Smith et al.,
2011).

IL-1a hat bereits in seiner Vorlduferform intrinsische Aktivitét, was dazu beitragen kann,
dass ein aktiver Il-la Signalkomplex gebildet werden kann, wie mittels
Expressionsversuchen in HEK293-Zellen gezeigt werden konnte (Gunther et al., 2017).
Die durch Interferon Behandlung stimulierten Gene werden nach Aktivierung durch IL-
la und IL-1p iiber den Janus Kinase (JAK) und ,,Signal Transductor And Activator Of
Transcription 1 (STAT1) Signalweg vermehrt abgelesen. Ebenfalls findet eine durch IL-
lo vermittelte antivirale Genexpression und verminderte virale Vermehrung Uber die
Regulierung des Transkriptionsfaktors ,Interferon Regulatory Factor 1 (IRF1) statt.
Durch Analyse von Expressionsdaten und Immunoblots konnten diese Informationen an
menschlichen Fibroblasten und Keratinozyten extrahiert werden (Orzalli et al., 2018). In
neutrophilen Granulozyten der Maus konnte mithilfe von Immunoblots gezeigt werden,
dass IL-1p im Rahmen einer positiven Feedbackschleife, die Bildung des
Vorlduferproteins prolL-1B erhoht (Croker et al., 2011). Die durch IL-1 induzierte
»Interleukin-1 Receptor 1 (IL-1R1) Endozytose ist von funktionierenden lipid rafts in
der Zellmembran abhédngig. Dies gilt allerdings nur flr die verzdgert aktivierten
Signalwege (>30min), weil der IL-1R1 zwei verschiedene Prozesswege zur
Signalweiterleitung tber die Zellmembran besitzt. Der Rezeptor kann Informationen tiber
die Zellmembran zum einen mittels Signaltransduktion oder zum anderen Uber
Endozytose weiterleiten. Die Ergebnisse konnten an menschlichen HEK293-Zellen durch

Immunoblotverfahren gesammelt werden (Windheim, 2016).

Die aC'Helix der ,, Toll/IL-1-Rezeptor (TIR) Doméne des IL-1R1 ist entscheidend fur
die IL-1 Signaltransduktion. Dies konnte in einem Versuchsaufbau durch Mutagenese
und funktionellen Assays an menschlichen Jurkat T-Zellen gezeigt werden (Radons et al.,
2015).

Das ,,Interleukin-1 Receptor Accessory Protein Like 1 (IL-1R9, ehem. IL-1RAPL1)
vermittelt die Signalweiterleitung von IL-1p zum ,.c-Jun Terminal Kinase® (JNK)
Signalweg wie mittels Immunoblots von kortikalen Neuronen aus Mausen gezeigt werden
konnte (Pavlowsky et al., 2010).
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Interleukin-1 (o und P) ist in der Lage, in menschlichen Mesangiumzellen die Bildung
von Interleukin-8 zu erhéhen, was mithilfe von Immunoblots dargestellt wurde (Luo et
al., 2015).

Die ,.Interleukin-1 Receptor Associated Kinase 1 (IRAK1) ist entscheidend fir die
»NFKB Inhibitor Zeta®“ (NFKBIZ) vermittelte posttranskriptionale Regulation in der
Zelle. Die Kinase Aktivitat selbst von IRAK1 wird dazu allerdings nicht bendtigt. Diese
Daten wurden durch Expression und pharmakologischer Inhibition an menschlichen
HEK293-Zellen erhoben (Ohba et al.,, 2012). Durch Versuche mittels genetischer
Knockout-Modelle an menschlichen HEK293-Zellen konnte gezeigt werden, dass
LInterleukin-1 Receptor Associated Kinase 2“ (IRAK2) eine katalytisch inaktive
Pseudokinase darstellt, die nicht in der Lage ist, Isoformen des Proteins Pellino zu
phosphorylieren und damit zu aktivieren (Strickson et al., 2017). Fur die Reifung von
Th17-Zellen ist IRAK2 ein Schlisselenzym, wie Ergebnisse aus Versuchen zur
Expression und pharmakologischer Inhibition an T-Zellen der Maus herausstellten (Smith
etal., 2011). In menschlichen HEK293-Zellen ist die ,,Interleukin-1 Receptor Associated
Kinase 4 (IRAK4) dauerhaft aktiv und ihre Aktivitdt wird nicht durch das ,,Myeloid
Differentiation Primary Response 88“ (MYDS88) Signalnetzwerk verstirkt. Diese
Informationen wurden durch pharmakologische Inhibition gewonnen (Vollmer et al.,
2017). IRAK4 kann an vier verschiedenen Orten phosphoryliert werden: An Threonin
342, an Threonin 345, an Serin 346 und an Threonin 352. Dies konnte durch Immunoblots
an menschlichem Gewebe gezeigt werden, allerdings in einem in vitro-Modell (Cushing
etal., 2014). Die Autophosphorylierung von IRAK4, welche flr die Kinase Aktivitat von
IRAK4 bendtigt wird, ist abhéngig vom Vorhandensein der death domain. Diese Daten
wurden an menschlichen Fibroblasten der Haut mittels Immunoblots dargestellt (Cushing
et al., 2014). Tyrosin 262 stabilisiert in der aktiven Form von IRAK4 die regulatorische
Konformation. Diesen Schluss lasst die Kristallographie in einem in vitro-Modell an
menschlichem Gewebe zu (Ferrao et al., 2014). Ebenfalls in einem in vitro-Modell an
menschlichem Gewebe konnte durch einen kinase activity assay gezeigt werden, dass
IRAK4 sowohl ATP als auch mehr als ein Mg?*-lon benétigt, um seine optimale
katalytische Aktivitat zu entfalten (Hekmat-Nejad et al., 2010). Die Kinase Aktivitat von
IRAKA4 ist entscheidend fiir die Aktivierung von NFKB und die von NFKBIZ vermittelte
post-transkriptionelle Regulation. Dies konnte durch Expression und pharmakologische
Inhibition an menschlichen HEK293-Zellen gezeigt werden (Ohba et al., 2012). Die
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Kinase Aktivitat von IRAK4 kontrolliert die Dynamik und die Stabilitat des Myddosom-
Komplexes. Wéhrend sich unphosphoryliertes IRAK4 vorzugsweise mit MYD88
verbindet, verbindet sich phosphoryliertes IRAK4 vorzugsweise mit IRAKL1. Die Kinase
Aktivitat ist allerdings nicht entscheidend fiir die IRAK4-abhangige Zytokinaktivitat und
fur die IL-1 Signaltransduktion. Per Immunoblot konnten diese Erkenntnisse in
menschlichen Fibroblasten der Haut erzeugt werden (De et al., 2018).

Die Ubiquitinierung von ,,Interferon Regulatory Factor 1° (IRF1) mit Lysin 63 (K63)
verbundenem Ubiquitin fuhrt zur Aktivierung und die Ubiquitinierung mit Lysin 48
(K48) verbundenem Ubiquitin fiihrt zum Abbau von IRF1. Dies konnte an menschlichen

HEK293-Zellen durch Expression gezeigt werden (Harikumar et al., 2014).

Das Zytokin IL-1p aktiviert in Beta-Zellen des Pankreas (MING6) die ,,Mitogen-Acitvated
Protein Kinase 8“ (MAPKS®) und das ,,Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor
Subunit® (JUN), was mithilfe von Immunoblots aufgedeckt werden konnte (Shao et al.,
2010).

In Chondrozyten (ATDC5) der Maus wird die Bildung des Proteins ,,Lipocalin 2 (LCN2)
von IL-la induziert. Die Informationen konnten durch Expression gewonnen werden

(Conde et al., 2017).

Die durch IL-1B verursachte Phosphorylierung von ,,Mitogen-Activated Protein Kinase
Kinase Kinase 7° (MAP3K?7) findet ausschlieBlich an der Position Threonin 187 (Thr187)
statt. Die Daten wurden durch ein genetisches Knockout-Modell an menschlichen
HEK?293-Zellen erhoben (Zhang et al., 2017).

Die Bildung von ,,Mitogen-Activated Protein Kinase 1“ (MAPKI1) und ,,Mitogen-
Activated Protein Kinase 14 (MAPK14) wird durch IL-1p induziert. Die Expression von
MAPKS wird durch IL-1p verursacht. Dies konnte mittels Expression und Immunoblots
an menschlichen PDL-Zellen beobachtet werden (Luo et al., 2012). Die MAPK1,
MAPKS3 und MAPK14 Signaltransduktionswege werden durch IL-1p aktiviert. Durch
Immunoblot und Inhibition an uterinen Epithelzellen (LE) vom Schwein wurden diese
Ergebnisse ermittelt (Jeong et al., 2016). Uber den Rezeptor IL-1R1 sorgt IL-1a/p fiir die
Phosphorylierung von MAPK1 und fir die Bildung von IL-6. Anhand der Daten aus
Immunoblots und Inhibition von Mausneuronen konnte dies postuliert werden (Nguyen
et al.,, 2011). IL-1B verursacht die Phosphorylierung und die Expression auf der
Zellmembran von ,,Glutamate lonotropic Receptor NMDA Type Subunit 2B (GRIN2B),
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was wiederum fir die Aktivierung von MAPK14 in Hippocampus-Zellen von Ratten
sorgt. Dies konnte durch Immunoblots und Inhibition belegt werden (Taoro-Gonzalez et
al., 2018). Die Phosphorylierung von MAPKS8 wird durch IL-1 induziert, was auch die
Synthese von IL-6 im Signaltransduktionsweg zwischen ,,Protein Kinase AMP-Activated
Catalytic Subunit Alpha 1“ (PRKAAl) und dem CHUK/NFKBI Komplex
herunterreguliert. Diese Daten konnten an ,,Osteoblast-like MC3T3-E1-Zellen der Maus
durch Immunoblots beobachtet werden (Kondo et al., 2013). Es wurde ebenfalls mittels
Immunoblot nachgewiesen, dass die Proteine MAPKS8 und Jun durch IL-1B in Beta-

Zellen des Pankreas von Mausen aktiviert werden (Shao et al., 2010).

IL-1B ist in der Lage, die Bildung des Proteins ,MicroRNA 381“ (MIR381) zu
induzieren. MIR381 wiederrum erhoht die Bildungsrate von ,,Matrix Metallopeptidase
13 (MMP13) und reduziert die Bildungsrate von ,,Collagen Type II Alpha 1 Chain*
(COL2A1), was mittels Expression, Inhibition und PCR an ,,ATDC5“-Zellen und
Gelenkknorpelzellen von Méusen und Menschen herausgefunden wurde (Hou et al.,
2015).

Die Bildung des Enzyms MMP13 wird durch IL-1a in Chondrozyten der Maus verursacht
(Conde et al., 2017). Durch die Stimulation von IL-la/p wird die ,,Matrix
Metallopeptidase 9“ (MMP9) aktiviert. Diese Informationen stammen aus menschlichen
glatten Muskelzellen der GefaRe (VSMC) und wurden durch Immunoblots gewonnen
(Beltrami-Moreira et al., 2016).

IL-1B verursacht die Aktivierung des Proteins ,,Mechanistic Target Of Rapamycin
Kinase (MTOR). Diese Daten wurden in Thl7-Zellen der Maus mithilfe wvon

Immunoblots und Inhibitionsexperimenten erhoben (Gulen et al., 2012).

Der Transkriptionsfaktor ,,Nuclear Receptor Coactivator 1 (NCOAT1) spielt eine positive
Rolle in der Regulation von ,,C-X-C Motif Chemokine Ligand 1 (CXCL1), ,,C-X-C
Motif Chemokine Ligand 2* (CXCL2), ,,C-X-C Motif Chemokine Ligand 5 (CXCLY5),
,»C-X-C Motif Chemokine Ligand 10*“ (CXCL10), ,,C-C Motif Chemokine Ligand 2
(CCL2),,,C-C Motif Chemokine Ligand 20 (CCL20), ,,Intercellular Adhesion Molecule
1 (ICAM1) und IL-6. Der Transkriptionsfaktor ,,Nuclear Receptor Coactivator 6 spielt
eine negative Rolle in der Regulation von CXCL1, CXCL2, CXCLS5, CCL2,,,C-C Motif
Chemokine Ligand 7 (CCL7), CCL20 und IL-6. Diese Erkenntnisse beruhen auf RNAI-
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vermitteltem knockdown Experimenten an MEF-Zellen von Mdusen (Meier-Soelch et al.,
2018).

Die IL-1 vermittelte Bindung von ,,Nuclear Factor Kappa B“ (NFKB) und der DNA
benotigt die NFKB-Untereinheiten p50 und p56. Die Bindung und Aktivierung von
NFKB kann durch pharmakologische Inhibition von ,Protein Kinase 2 Alpha 1¢
(CSNK2A1) und MAPKS8 abgeschwécht werden. Diese Informationen stammen aus
menschlichen Leberzellen (Hep3B) und wurden durch Inhibition erhoben (Ali et al.,
2010).

Die Proteine Pellinol und Pellino2 sind in der Lage, Lysin 63 (Lys63) verknupfte
Ubiquitinketten zu generieren, welche fur die Aktivierung von MAP3K7 benétigt
werden. Die Daten wurden mittels genetischen Knockout-Modellen an menschlichen
HEK293-Zellen gewonnen (Strickson et al., 2017). Pellino2 wird zur Lys63 und Lys48
(hierfur allerdings nicht essenziell) verbundenen Polyubiquitinierung von IRAK1
benotigt. Darlber hinaus aktiviert Pellino2 MAP3K7 abhangig die Proteine NFKB1,
MAPK1 und MAPKS8. Mittels Immunoblot konnten diese Daten an der menschlichen
HEK?293-Zelllinie gewonnen werden (Kim et al., 2012).

Die ,,Protein Kinase AMP-Activated Catalytic Subunit Alpha 1*“ (PRKAAT1) wird
mittelbar durch IL-1 aktiviert. In ,,Osteoblast-like MC3T3-E1“-Zellen von Maéusen
reguliert PRKAAL negativ die IL-6 Bildung Uber die NFKB1 und CHUK Signalwege,
was mithilfe von Immunoblots gezeigt werden konnte (Kato et al., 2012). Die PRKAA1
vermittelte Unterdriickung der IL-1 Signaltransduktion reduziert die Phosphorylierung
von IRAK4 und die Expression von CXCL10. Aktiviertes PRKAAL unterbindet die
Phosphorylierung und Aktivierung der ,,Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 4
(MAPK4)/MAPKS, sowie der ,Inhibitor Of Nuclear Factor Kappa B Kinase*
(IKBK)/,,Inhibitor Of Nuclear Factor Kappa B*“/“Nuclear Factor Kappa B* Signalwege.
Beide Informationen stammen von Immunoblots an ,,3T3-L1deltal CAR*“-Adipozyten

von M&usen (Mancini et al., 2017).

Das Enzym ,,Protein Arginine Methyltransferase 6* (PRMT6) unterdriickt die CXCL2
Expression in MEF-Zellen der Maus. Diese Erkenntnisse beruhen auf RNAi-vermitteltem

knockdown Experimenten an MEF-Zellen von Mdusen (Meier-Soelch et al., 2018).
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In menschlichen Fibroblasten der Gingiva reguliert IL-1p iiber den ,,Protein Tyrosine
Phosphatase Receptor Type A“ (PTPRA) die MMP3 Bildung, was anhand von
Immunoblots gezeigt werden konnte (Wang et al., 2010b).

Das Protein ,RELA Proto-Oncogene, NFKB Subunit“ (RELA) stellt einen
Hauptregulator der epigenetischen Modifikation H3K27ac dar. Reguliert wird RELA
durch den MAP3K7/,Inhibitor of NFKBK Subunit Beta®“ (IKBKB) Signalweg und
reguliert selbst indirekt die Acetylierung von Verstarkermolekulen die Transkription von
IL-8 und weiteren CXC  Chemokin  Genen. Dieses konnte via
Chromatinimmunoprazipitation an menschlichen Epithelzellen (HeLa) ermittelt werden
(Jurida et al., 2015). Weitere Zielgene von RELA sind MMP1, MMP3 und MMP13, was
durch Expression und pharmakologische Inhibition an menschlichen Chondrozyten
festgestellt wurde (Ma et al., 2012).

Anhand von Immunoblots an menschlichen HEK293-Zellen wurde gezeigt, dass ,,Ring
Finger Protein 31“ (RNF31), als Teil des ,,Linear Ubiquitination Chain Assembly
Complex“ (LUBAC), mit Lys63 verbundenen Ubiquitinketten interagiert. Auf diese
Weise konnte ebenso gezeigt werden, dass RNF31 die einzige E3-Ubiquitinligase in
MEF-Zellen der Maus ist, die die Bildung linearer, an Methionin 1 (Met1) verbundener
Ubiquitinketten katalysiert (Emmerich et al., 2013).

Die Enzyme ,,Rho Associated Coiled-Coil Containing Protein Kinase 1/2" (ROCK1 und
ROCK?2) sind unverzichtbar fur die Phosphorylierung von MAPK14 und MAP2K4. Die
Daten wurden an menschlichen Epithelzellen erhoben (Caco-2 und IEC) (Rafferty et al.,
2012; Banerjee and McGee, 2016).

Der Transkriptionsfaktor ,,RAR Related Orphan Receptor C*“ (RORC) wird durch IL-1f3
hochreguliert, was mittels Expression und Inhibition an Why1 CD4 T-Zellen von Mausen
beobachtet wurde (Smith et al., 2011).

Das ,Ribosomal Protein S6“ wird durch den von IL-IB induzierten
MAPKI1/MAPK2/MTOR Signalweg aktiviert. Die ,,Ribosomal Protein S6 Kinase A1
(RPS6KAT1) wird durch den MAPK14 Signalweg aktiviert. Die ,,Ribosomal Protein S6
Kinase B1“ (RPS6KB2) wird durch den MAPK1/MAPK3/MTOR Signalweg aktiviert.
Diese Ergebnisse wurden durch Immunoblots und Inhibition an uterinen Epithelzellen
der Maus erfasst (Jeong et al., 2016). Die ,,Ribosomal Protein S6 Kinase A4*“ (RPS6KA4)
stellt einen negativen Regulator fur CXCL10 und CCL20 dar. Diese Erkenntnisse
beruhen auf RNAI-vermitteltem knockdown Experimenten an MEF-Zellen von Mé&usen
(Meier-Soelch et al., 2018).
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IL-1o/B induziert die Expression von Calprotectin (SI00A8/S100A9 Heterodimer) in
menschlichen oralen Keratozyten (TR146), was mithilfe von Immunoblots gezeigt
werden konnte (Sorenson et al., 2012).

Der durch S1P aktivierte ,,Sphingosin-1-Phosphat Rezeptor 2 (S1PR2) verhindert die
IL-1 induzierte Expression von CCL5 anhand Ca?" abhangiger Mechanismen. Diese
Information stammt aus Expressionsstudien und Inhibitionsexperimenten an
menschlichen Astrozyten (Yester et al., 2015).

IL-1B verursacht die Verdanderung der ,,SMAD Family Member 2 (SMAD?2) und der
»SMAD Family Member 3“ (SMAD?3) Interaktion iiber den MAP3K7 Weg, was mittels
Immunoblot und Inhibition an menschlichen mesenchymalen Stammzellen
herausgefunden wurde (van den Akker et al., 2017).

In menschlichen Jurkat-Zellen wurde gezeigt, dass IL-1B die Hochregulation der
Expression und der Phosphorylierung von ,,Signal Recognition Particle 72 (SRP72) iiber
den MAPK1/3/11/14 Signalweg ansto(3t. Dies wurde mittels Immunoblots belegt (Arana-
Argaez et al., 2010).

Das Protein ,,Tax1 Binding Protein 1* (TAX1BP1) wird von CHUK phosphoryliert und
ist unverzichtbar fur die Synthese des Ubiquitin verarbeitenden Proteins ,,TNF Alpha
Induced Protein 3“ (TNFAIP3). Diese Information wurde durch Immunoblots an
Fibroblasten von Mausen (MEF) gewonnen (Shembade et al., 2011).

Die Aktivierung von ,,TANK Binding Kinase 1* (TBK1) benétigt TRAF6 und NEMO,
allerdings kein TRAF3 oder MAP3K7, was mithilfe von Inhibition an MEF-Zellen
verifiziert wurde (Clark et al., 2011).

Der Abbau von ,,Transforming Growth Factor Beta Receptor 2 (TGFBR2) wird durch
IL-1pB in menschlichen Chondrozyten verstarkt (Bauge et al., 2012).

Die Expression von ,,Tenascin C* (TNC) iiber de NFKB Signalweg wird durch IL-1a
induziert. Das konnten Immunoblots und Inhibitionsversuche an menschlichen
Fibroblasten des Herzens bestatigen (Magbool et al., 2013).

Die Zytokine IL-10/B verursachen die Hochregulation von TNFAIP3, was wiederum
dazu flhrt, dass IRAK1 abgebaut wird, was mithilfe von Expressions und
Inhibitionsexperimenten an menschlichen Mesangium-Zellen herausgefunden wurde
(Luo et al., 2015).

Das Protein ,,TNF Superfamily Member 11 (TNFSF11) spielt eine entscheidende Rolle
in der IL-1a vermittelten Verarbeitung von Osteoklastengenen. Dieses konnte in einem

in vitro-Modell aus Mausgewebe dargestellt werden (Jules et al., 2012).
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Die E3 Ligase Aktivitdt von ,,TNF Receptor Associated Factor 6* (TRAF6) fordert die
MYD88 Signalwege oder die Ausschittung von IL-10, notwendig ist diese Aktivitat
dafir allerdings nicht. Die E3 Ligase ist hingegen bei der spaten Signaltransduktion und
bei der Bildung von proinflammatorischen Zytokinen unverzichtbar. TRAF6 selbst, aber
nicht seine E3 Ligase Aktivitat wird bendtigt, um Lys63 Ubiquitinketten zu verbinden,
wodurch wiederum das Enzym MAP3K7 aktiviert wird. Das konnte an menschlichen
HEK293-Zellreihen mittels genetischen Knockouts gezeigt werden. TRAF6 liegt in
seiner latenten rdumlichen Anordnung an S-Glutathion gebunden vor. Diese Daten
wurden durch Immunoblots an menschlichen HEK293- und HeLa-Zellreihen erhoben
(Strickson et al., 2017).

In menschlichen Knorpelzellen erhoht IL-13 die Expression von ,,WNT Family Member
7B“ (WNT7B), was wiederum basierend auf Immunoblot Analysen die MMP Expression
durch ,,Catenin Beta 1¢ (CTNNBI1) Aktivierung erniedrigt (Ma et al., 2012) (vgl.
Abbildung 12).
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Abbildung 12: Beispielhafte Darstellung der Implementierung von Molekilkommentaren in die IL-
1-Signaltransduktionskarte.

Durch einen Doppelklick mit der linken Maustaste auf das betreffende Molekill werden die Informationen
der recherchierten Molekilkommentare angezeigt. Hinterlegt sind der Autor, das Publikationsjahr, die
eigentlichen Informationen iber das Molekdl, der verwendete Versuchsaufbau, die Spezies des Gewebes
und der verwendete Zelltyp. Unter dem Reiter Literature findet sich die Quellenangabe mit dem direkten
Link zur Publikation in der Datenbank PubMed.

3.1.2.1.2 Neu erstellte Physikalische Interaktionen
IL-1B induziert die Autophosphorylierung von MAP3K7 an Threonin an Position 187
(Thr187) unabhdngig von der Bindung der Lys63 Ubiquitinketten an ,, TGF-Beta
Activated Kinase 1 (MAP3K?7) Binding Protein 2° (TAB2) und ,,TGF-Beta Activated
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Kinase 1 (MAP3K7) Binding Protein 3“ (TAB3). Die Aktivierung des MAP3K7/,,TGF-
Beta Activated Kinase 1 (MAP3K7) Binding Protein 1 (TAB1) Komplexes benétigt die
E3 Ligase Aktivitat von TRAF6 und Ubiquitinketten. Diese Interaktionen konnten
mithilfe von genetischen Knockout-Modellen an menschlichen HEK293-Zellreihen
beobachtet werden (Zhang et al., 2017).

Die ,,Interleukin Receptor Associated Kinase 1¢“ (IRAK1) wird durch Interaktion mit
IRAK4 aktiviert, Phosphorylierung, Ubiquitinierung oder IRAK4 Enzymaktivitat werden
dazu nicht benétigt. Die Autophosphorylierung von IRAK4 selbst an den Positionen
Threonin 345 (Thr345) und Serin 346 (Ser346) ist eine Folge der Dimerisierung von
IRAK4, welche durch ein Zusammenspiel mit MY D88 entsteht. Die Daten wurden durch

Mutationsanalysen an menschlichen HEK293-Zellen gesammelt (Vollmer et al., 2017).

Der ,,TNF Receptor Associated Factor 6“ (TRAF6) hat wahrscheinlich eine
entscheidende Rolle bei der Rekrutierung des LUBAC Komplexes zum Myddosom
Komplex. Der LUBAC Komplex besteht aus den Proteinen ,,RANBP2-Type AND
C3HC4-Type Zinc Finger Containing 1 (RBCK1), ,,Ring Finger Protein 31 (RNF31),
»SHANK Associated RH Domain Interactor® (SHARPIN) und TRAF6. Der Myddosom
Komplex besteht aus ,Interleukin-1 Receptor 1< (IL-1R1), ,Interleukin-1 Receptor
Accessory Protein” (IL-1R3), IRAK1, IRAK2, IRAK4, TRAF6, ,,Sterile Alpha And TIR
Motif Containing 1 (SARM1) und ,MYDS88 Innate Immune Signal Transduction
Adaptor (MYDB88). Das konnte durch genetische knockout-Modelle an menschlichen
HEK293-Zellen gezeigt werden (Strickson et al., 2017).

Der ,,Interferon-Stimulated Gene Factor 3 Gamma* (ISGF3) Komplex besteht aus den
Proteinen ,,Interferon Regulatory Factor 9 (IRF9), ,,Signal Transducer and Activator Of
Transcription 1 (STATI1) und ,,Signal Transducer and Activator Of Transcription 2*
(STAT2). Das Vorhandensein von ,,Interferon Regulatory Factor 1“ (IRF1) im Zellkern
ist unabdingbar fur die Expression von CCL5 und CXCL10, wird allerdings nicht
benotigt fiir die Expression von ,,Interferon Regulatory Factor 7 (IRF7) und ,,Interferon
Regulatory Factor 3“ (IRF3). Diese Informationen wurden aus Expressionsdaten und

knockout-Modellen von Astrozyten der Maus gewonnen (Harikumar et al., 2014).

Das Protein IL-1R3 nutzt drei Wege, um mit dem IL-1/IL-1R1 Komplex eine Verbindung
einzugehen. Die ,,c2-d2“-Schleife verbindet Zytokin und Rezeptor. Das Isoleucin an
Position 155 (Ile155) von IL-1R3 ist ein hydrophober Haken. Es findet eine hydrophobe
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Wechselwirkung zwischen IL-1R1 und den linker Regionen zwischen Doméne 2 und 3
von IL-1R3 statt. Der antagonistische Effekt von ,,Interleukin-1 Receptor Antagonist*
(ILIRA) kann zumindest zum Teil mit der speziellen IL-1R3 Bindungsstelle und der
Interaktion dieser Schleifen mit IL-1p erklart werden. Mittels Expressionsanalysen und
Proteinfarbemethoden konnte dies an menschlichen HEK293-Zellen beobachtet werden
(Gunther et al., 2017).

Die Bindung von ,,Baculoviral IAP Repeat Containing 2 (BIRC2) und TRAF6 wird
durch das Protein ,,Small Ubiquitin-Related Modifier (SUMO) beeinflusst, was mithilfe
von Immunoblots an menschlichen HEK293-Zellen postuliert wurde (Hinz et al., 2010).

Der Komplex aus IL-1B und IL-1R1 bindet das IL-1R3 (IL-1RAP) uber eine
zusammengesetzte Struktur aus IL-1p und der D2, D3 Doméne von IL-1R1. Der gleiche
Mechanismus wurde bei dem Komplex aus IL-1p und IL-1R2 beobachtet, hier wird IL-
1R3 (IL-1RAP) ebenfalls Gber eine zusammengesetzte Struktur aus IL-1p und der D2,
D3 Domane von IL-1R1 gebunden. Diese Interaktion wurde mittels Kristallographie an

einem in vitro-Modell aus menschlichem Gewebe aufgedeckt (Wang et al., 2010a).

Das phosphorylierte Protein ,,Tax1 Binding Protein 1* (TAX1BP1) ist unabdingbar fiir
die Rekrutierung von TAXI1BP1, ,Itchy E3 Ubiquitin Protein Ligase® (ITCH) und
,Tumor Necrosis Factor Alpha-Induced Protein 3“ (TNFAIP3) zu TRAF6 oder TRAF2.
Dies wurde mithilfe von Immunoblots an Fibroblasten der Maus aufgedeckt (Shembade
etal., 2011).

Der Komplex aus IL-1p und IL-1R1 formt eine zusammengesetzte Bindungsstelle fir IL-
1R3 (IL-1RAP). Der terndre Komplex aus IL-1B, IL-1R1 und IL-1R3 (IL-1RAP)
wiederum bendtigt eine hydrophobe Bindungsstelle zwischen 11135, 1le181, Leul81 in
IL-1R3 (IL-1RAP) und Val160, 1le165 in IL-1R1. Daruber hinaus bestehen Kontakte
zwischen dem N-Acetylglucosamin-Teil von IL-1R1 und Asn216, Pro245, Tyr234 in IL-
1R3 (IL-1RAP). Der terndre Komplex aus I1L-1B, IL-1R2 und IL-1R3 (IL-1RAP) besteht
aus einer hydrophoben Stelle zwischen 1le135, 11e181, Leul180 in IL-1R3 (IL-1RAP) und
Val 173, Leul80 in IL-1R2. Es konnten keine signifikanten Anderungen in der
Interaktion von IL-1B und IL-1R3 (IL-1RAP) zwischen den Komplexen mit IL-1R1 und
IL-1R2 gefunden werden. Diese Ergebnisse stammen aus menschlichen in vitro-
Modellen, die mittels Kristallographie ausgewertet wurden (Thomas et al., 2012).
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Die Verknlpfung von IRAK4 mit MYDS88, als Teil der Bildung des Myddosoms, erhht
dramatisch die lokale Konzentration von IRAK4, die wiederum fiir die Dimerisierung
und dessen allosterische Aktivierung sorgt. Die Daten wurden durch Réntgenanalysen an

menschlichen in vitro-Modellen erhoben (Ferrao et al., 2014).

Der durch IL-1 induzierte aktive ,,Protein Tyrosine Phosphatase Receptor Type A*
(PTPRA) und die ,,FAT* Doméne von ,,Protein Tyrosine Kinase 2 (PTK2) verbinden
sich mit ,Inositol 1,4,5-Trisphosphate Receptor Type 1° (ITPR1). Dabei formen die
Proteine PTPRA und PTK2 ein Verbindungsstiick, dass ITPR1 mit ,,SRC Proto-
Oncogene, Non-Receptor Tyrosine Kinase“ (SRC) verbindet (Wang et al., 2016). Die
direkte Interaktion zwischen PTK2 und PTPRA ist abhéingig von der ,,FAT* Doméne der
PTK2 und der nah an der Zellmembran liegenden Phosphatase Domane von PTPRA
(Wang et al., 2014). In fokalen Adhé&sionen findet man in rdumlicher N&he die Proteine
»NADH:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit AB1“ (NDUFABI), phosphorylierte
MAPKZ1 und entweder MYD88 oder IRAK1 (Wang et al., 2018). Das Molekiil ,,Protein
Tyrosine Phosphatase Non-Receptor Type 11 (PTPN11) besitzt im dephosphorylierten
Zustand eine groRere Affinitdat zu PTPRA (Wang et al., 2010b). IL-1 sorgt fir die
Anreicherung von ,,HRAS Proto-Oncogene, GTPase” (HRAS), ,,KRAS Proto-Oncogene,
GTPase” (KRAS) und ,,NRAS Proto-Oncogene, GTPase®“ (NRAS) in fokalen
Adahsionen. Diese Anreicherung ist zu einem gewissen Teil abhidngig von ,,Ras Protein
Specific Guanine Nucleotide Releasing Factor 1 (RASGRF1) und ,,Ras Protein Specific
Guanine Nucleotide Releasing Factor 2“ (RASGRF2), um die IL-1 Signaltransduktion zu
MAPK1 zu ermdglichen (Wang et al., 2011). Diese Beobachtungen konnten mithilfe von
Immunoblots an menschlichen Fibroblasten (HGF) oder an Fibroblasten von Mé&usen

(MEF) gemacht werden.

Das Protein ,,YOD1 Deubiquitinase” (YOD1) bindet an TRAF6 in ruhenden Zellen und
beeinflusst die C-terminale Substratbindung. Durch IL-1 wird eine Aufspaltung dieses
Komplexes verursacht, welche die Zugénglichkeit zu ,,Sequestome 1° (SQSTM1) und
damit dessen Ubiquitinierung beeinflusst. Diese Daten wurden durch Immunoblots an
menschlichen HEK293-, HeLa- und HUVEC-Zellen erhoben werden (Schimmack et al.,
2017).
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Das von IL-1B mittelbar aktivierte NFKB1 bindet an den Promotor eines seiner Zielgene,
dem ,,DNA Damage Inducible Transcript 3“ (DDIT3), was mithilfe von Immunoblots an
INS-1-Zellen von Ratten entdeckt wurde (Shao et al., 2010).

Der Komplex aus IL-1a, IL-1R1 und IL-1R3 (IL-1RAP) aktiviert die Kinasen MAPK1
und MAPKS3. Ebenso aktiviert wird die Expression von IL-6. Beide Informationen
konnten durch Immunoblots an Gliazellen von Méusen gewonnen werden (Nguyen et al.,
2011).

IL-1B verursacht die Verkniipfung von ,,Caveolin 1*“ (CAV1) mit TRAF6, die weitere
Signalkaskade l4uft tiber die Kinase MAPK14 und ,,MAPK Activated Protein Kinase 2*
(MAPKAPK?2). Die Daten wurden mittels Immunoblots und Inhibitionsexperimenten an
menschlichen Endothelzellen (HUVEC) erhoben (Jagielska et al., 2012).

Immunoblots konnten belegen, dass die Proteine ,,Catenin Beta 1¢“ (CTNNBI1) und
»RELA Proto-Oncogene, NFKB Subunit“ (RELA) in menschlichen Knorpelzellen
Komplexe bilden, die RELA und dessen Zielgene inhibieren (Ma et al., 2012).

Das Enzym ,,Ubiquitin Specific Peptidase 4“ (UPS4) verhindert die per Lys63
verbundene Polyubiquitinisierung von TRAF6 und folglich verhindert das Enzym
ebenfalls die NFKB und ,,Activator Protein 1% (AP1) abhédngige Transkription. An
menschlichen HeLa-Zellen konnten diese Ergebnisse mithilfe von Immunoblots gezeigt
werden (Zhou et al., 2012).

Die Bindung von IRAK4 an IRAK1 oder MYD@88 ist abhangig von der Seitenkette an
Arginin an Position 12 (Arg12) von IRAK4 oder der Seitenkette an der Glutaminsdure an
Position 102 von MYD88. Durch die Aktivierung von IL-1R1 mit IL-1 wird zusammen
mit MYDB88 und IRAK4 ein Komplex gebildet, der als das friihe Myddosom bezeichnet
wird. Diese Erkenntnisse stammen aus Immunoblots an menschlichen Fibroblasten (De
etal., 2018).

Fur die von ,,Cyclin Dependant Kinase 6° (CDK6) unterstiitze Rekrutierung von RELA
wird MAPK14 benétigt. Das funktionale Zwischenspiel von CDK6 und RELA im
Zellkern erfolgt Uber die gleichzeitige Bindung an die Promotorregionen
inflammatorischer Gene. Dies wiederum erhoht die Bildung von Entziindungsmediatoren

uber eine MAP3K7 abhangige Art und Weise, was mithilfe von Immunoblots an
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menschlichen Epithelzellen (HeLa) gezeigt werden konnte (Handschick et al., 2014) (vgl.
Abbildung 13).

- |
= (=
|| |||
T
1 ! .:L| MAP2KE |« [£:| DataNode properties X
[TT T 9 mapzka | -I
H = Comments  |jterature Annotation Y
venn | O IKBKAP
I MAP3KT | TAB1 | Handschick k- et al., 2014 have shown that in 6 Evr——
F& | P MAPIKTIP3 | ﬁ the nucleus the Functional interplay between MAP3KZ
: CDKG and RELA leads to their promotor binding IrF
_ ! and thus to increased levels of proinflammatory
A ! mediatars, The Expression of COK6-associated IKBKG
I | gEnes is entirely dependent on MAP3E?,
] _immunablot_human_Hela epithelium cells DoK1
MAPKAPK3 _.-[ W
IKBKE

P
—| MAPKAPKZ }— a Add comment TBK
| CDK& I

* : ﬂ Cancel Ok
—p-| HSFET |: p—| ZFP3E | _

WU -=CY I
--------- [amoma] ||y b}
[ la— T &

Abbildung 13: Beispielhafte Darstellung der Implementierung von physikalischen Interaktionen in
die IL-1-Signaltransduktionskarte.

Durch einen Doppelklick mit der linken Maustaste auf das betreffende Molekiil, oder den betreffenden
Interaktionspfeil werden die Informationen der recherchierten physikalischen Interaktionen angezeigt.
Hinterlegt sind der Autor, das Publikationsjahr, die eigentlichen Informationen uber die Interaktion, der
verwendete Versuchsaufbau, die Spezies des Gewebes und der verwendete Zelltyp. Unter dem Reiter
Literature findet sich die Quellenangabe mit dem direkten Link zur Publikation in der Datenbank PubMed.

L Y

3.1.2.1.3 Neu erstellte enzymatische Katalysen

Die Autophosphorylierung von MAP3K?7 findet an Threonin in Position 187 (Thr187)
statt und wird durch IL-1P verursacht. Diese Autophosphorylierung ist unabhéngig von
der Bindung der Lys63 Ubiquitinketten an ,,TGF-Beta Activated Kinase 1 (MAP3K7)
Binding Protein 2 (TAB2) und ,,TGF-Beta Activated Kinase 1 (MAP3K7) Binding
Protein 3 (TAB3). Die Aktivierung des Komplexes aus MAP3K7 und TABI1 benétigt
die E3 Ligase von TRAF6 und Ubiquitinketten. Durch genetische Knockout-Modelle an
menschlichen HEK293 Zellen wurden diese Daten erhoben (Zhang et al., 2017).

Die Lys63 Ubiquitinierung von ,Interferon Regulatory Factor 1 (IRF1) wird durch
BIRC3 vermittelt. Dafur wird S1P benétigt, welches an BIRC3 und nicht an BIRC2
bindet. Die Bindung der Lys63 Ubiquitinketten an BIRC3 benétigt die katalytische
Aktivitdt von TRAF6, denn TRAF6 aktiviert IRF1 nicht direkt. Dies konnte mittels

Expression an menschlichen HEK293-Zellen gezeigt werden (Harikumar et al., 2014).
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Das Protein ,,ATM Serine/Threonine Kinase* (ATM) bindet TRAF6 {iber seine TRAF6
Bindungsflache und unterstitzt die ATM abhéangige Bindung von Lys63 Ubiquitinketten
an TRAF6. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass BIRC2 das Protein IKBKB an Position
Lys285 ubiquitiniert. Dieser Schritt ist fur die Aktivierung von IKK und NFKB eine
Voraussetzung, was mithilfe von Immunoblots an menschlichen Leberzellen (HepG2)
beschrieben wurde (Hinz et al., 2010).

Nicht nur IKBKB, sondern auch CHUK und RELA steuern ihren Teil zur
Phosphorylierung von NFKBI1 bei. IKBKE und ,,TANK Binding Kinase 1 (TBK)
inhibieren CHUK und IKBKB und dementsprechend wird die Aktivierung von NFKB
gehemmt. Dies wurde durch Inkubations- und Transfektionsversuche an humanen und
murinen Zellen (HEK293, MEF und RAW 264.7) herausgefunden (Clark et al., 2011).

In Fibroblasten der Maus konnte gezeigt werden, dass CHUK fiir die Phosphorylierung
von ,,Taxl Binding Protein 1“ (TAX1BPIl) an Ser593 und Ser624 vonndten ist.
TAX1BP1 selbst verhindert die Lys63 verbundene Polyubiquitinierung von TRAF6,
welche essenziell fur die Herunterregulation von NFKB ist. Zusétzlich verhindert
TAX1BP1 die Lys63 verbundene Polyubiquitinierung von ,Receptor Interacting
Serine/Threonine Kinase 1“ (RIPK1), welche ebenfalls essenziell fiir die
Herunterregulation von NFKB ist. Die Phosphorylierung von JNK wird von TAX1BP1
gehemmt, auch sie ist unabdingbar fur die Herunterregulation von NFKB. Die Daten
wurden durch Immunoblots an MEF-Zellen erhoben (Shembade et al., 2011).

In Zellen von Menschen und Mdusen (HEK293 und MEF) konnte durch Immunoblots
und Inhibition gezeigt werden, dass IRAK1 die Aktivierung von endogener ,,Pellino E3

Ubiquitin Protein Ligase 1 katalysiert (Goh et al., 2012).

Der Aktivierungsprozess von IKBKB wird durch eine von MAP3K7 Kkatalysierte
Phosphorylierung von IKBKB an Serl77 gestartet. Dieser Prozess wird von einer
Autophosphorylierung von IKBKB an Ser181 gefolgt, wodurch IKBKB letztlich aktiv
ist. Das Enzym MAP3K?7 katalysiert ebenfalls eine Phosphorylierung an Ser176, welche
die Aktivierung von CHUK startet. Die Aktivierung wird durch die
Autophosphorylierung von CHUK an Ser180 vollendet. Diese Informationen wurden per

Immunoblots an MEF-Zellen gewonnen (Zhang et al., 2014).

Die Autophosphorylierung der Ser443 Mutante von MAP3K8 ist unabhéngig von der
Phosphorylierung an Ser400 und von IKBKB. Sie benétigt jedoch die Stimulation durch
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IL-1B, was mittels Immunoblots an HEK293-Zellen herausgefunden wurde (Ben-Addi et
al., 2014).

Das Enzym ,,Dual Specifity Phosphatase 14 (DUSP14) dephosphoryliert MAP3K7 an
Thr187. Immunoblots an HEK293-Zellen konnten dies zeigen (Zheng et al., 2013).

Das Protein PTPRA ist in der Lage sowohl SRC, als auch ,,FYN Proto-Oncogene, Src
Family Tyrosine Kinase® (FYN) zu dephosphorylieren und damit zu aktivieren.

Gearbeitet wurde mithilfe von Immunoblots an MEF-Zellen (Wang et al., 2016).

Durch den Stimulus von IL-1 deglutathionyliert das Enzym ,,Glutaredoxin* (GLRX) das
Protein TRAF6. Dieser Schritt ist fir die Polyubiquitinierung von TRAF6 und die
darauffolgende NFKB Aktivierung entscheidend. Hierfur wurden HEK293- und HelLa-

Zellen per Immunoblot ausgewertet (Chantzoura et al., 2010).

PTPRA ist bei der Autophosphorylierung von ,,Protein Tyrosin Kinase 2“ (PTK2) an
Tyr397 von grofl3er Bedeutung, was mithilfe von Immunoblots an MEF-Zellen ermittelt
wurde (Wang et al., 2014).

IL-1B induziert die Aktivierung von SRC, was zur Phosphorylierung von ,,Glutamate
Ionotropic Receptor NMDA Type Subunit 2B*“ (GRIN2B) an Tyr1472 und dessen
Expression an der Zellmembran fiihrt. Das Enzym ,,Protein Kinase C Zeta® (PRKCZ)
wird durch MAPK14 gebunden und an Thr560 dephosphoryliert. Die Aktivierung von
SRC fiihrt zur Phosphorylierung von ,,Protein Kinase C Delta® (PRKCD). Die so
aktivierte PRKCD phosphoryliert GRIN2B an Ser1303 und dephosphoryliert ,,Glutamate
Ionotropic Receptor AMPA Type Subunit 1 (GRIA1) an Ser831, was dessen Expression
an der Zellmembran verringert. Diese Daten wurden per Immunoblot und Inhibition an

hyppocampalen Neuronen von Ratten erhoben (Taoro-Gonzalez et al., 2018).

Das Protein ,,Protein Tyrosine Phosphatase Non-Receptor Type 11 (PTPNI11) wird
durch PTPRA mithilfe seiner nahe an der Membran liegenden Phosphatase Doméne
dephosphoryliert. Diese Information wurde durch Immunoblots an menschlichen HGF-
Zellen gewonnen (Wang et al., 2010Db).

Das Enzym ,,Glycogen Synthase Kinase 3 Alpha* (GSK3A) phosphoryliert die ,,AKT
Serine/Threonine Kinase 1 (AKT1) an Threonin308 und unterdriickt dessen Aktivitét.
AuRerdem blockiert es die stimulatorische Phosphorylierung von AKT1 an Thr308.
GSK3A selbst wird durch IKBKE an Ser21 phosphoryliert, was an einem in vitro-Modell
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aus menschlichem Gewebe per Immunoblot und in vitro kinase assay gezeigt wurde
(Gulen et al., 2012).

Die ,,Histone Deacetylase 1 (HDACI) deacetyliert RELA an Lys314 und Lys315. Die
,Histone Deacetylase 2 (HDAC?2) deacetyliert RELA ebenfalls an Lys 314 und Lys315.
Die ,,Histone Deacetylase 3 (HDAC3) deacetyliert RELA an Lys122, Lys123, Lys314
und Lys315. Diese Daten wurden durch Immunoblot und Inhibition an HEK293-Zellen
gesammelt (Ziesche et al., 2013) (vgl. Abbildung 14).

[T =T [ ] Tl

J_‘O p| P53 | o || MapKg
il i | £/ Interaction properties X

! cpc2 aTFd Comments  Literature  Annotation '1
Ziesche E et al., 2013 have shown that HDAC3 # - B
S gy IS BN 6 3| Geacetylates RELA 2t K122, K123, K314 and o

k315, _immunoblot [ inhibition _human_HEK293

44 EGR1 POUZ Add comment

ICANM1

T
CEBPA | CEBPA | HDAC ca |
=y | | = - HDACT : HoAGs [T
I | — | [:KMZA NR3C1 DUSP1 k| [HD;
I P N |

]

n 1
I I 1 ' 1 1

T M warnrwrn [l ' ] T

4

2

Abbildung 14: Beispielhafte Darstellung der Implementierung von enzymatischen Katalysen in die
IL-1-Signaltransduktionskarte.

Durch einen Doppelklick mit der linken Maustaste auf das betreffende Molekdil, oder den betreffenden
Reaktionspfeil, werden die Informationen der recherchierten enzymatischen Katalysen angezeigt.
Hinterlegt sind der Autor, das Publikationsjahr, die eigentlichen Informationen Uber die Interaktion, der
verwendete Versuchsaufbau, die Spezies des Gewebes und der verwendete Zelltyp. Unter dem Reiter
Literature findet sich die Quellenangabe mit dem direkten Link zur Publikation in der Datenbank PubMed.

3.1.2.1.4 Neu erstellte Transportvorgange
Das Protein ,,RELA Proto-Oncogene, NFKB Subunit* (RELA) wird IL-1 induziert vom
Cytosol zum Zellkern transportiert, was mithilfe von Immunofluoreszenz an ,,3T3-

L1deltal CAR*-Zellen von Mdusen gezeigt werden konnte (Mancini et al., 2017).

Der Transport von aktivierter MAPK1 und MAPK3 vom Zytosol zum Zellkern wird
durch IL-1p induzierte Stimulation hervorgerufen. Diese Informationen konnten mittels
Immunofluoreszenz an uterinen ,,LE“-Zellen von Schweinen ermittelt werden (Jeong et
al., 2016).
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IL-1 Signaltransduktionswege, die tiber MAP3K7 zu MAPK14 verlaufen, verursachen
die Verschiebung von CDK6 vom Zytosol in den Zellkern. Dieses konnte mittels
Immunofluoreszenz an menschlichen HelLa-Zellen belegt werden (Handschick et al.,
2014) (vgl. Abbildung 15).
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Abbildung 15: Beispielhafte Darstellung der Implementierung von Transportvorgéngen in die IL-1-
Signaltransduktionskarte.

Durch einen Doppelklick mit der linken Maustaste auf das betreffende Molekiil, oder den betreffenden
Transportpfeil werden die Informationen der recherchierten enzymatischen Katalysen angezeigt. Hinterlegt
sind der Autor, das Publikationsjahr, die eigentlichen Informationen ber den Transportvorgang, der
verwendete Versuchsaufbau, die Spezies des Gewebes und der verwendete Zelltyp. Unter dem Reiter
Literature findet sich die Quellenangabe mit dem direkten Link zur Publikation in der Datenbank PubMed.

3.1.2.1.5 Widerlegte Reaktionen
Die Zytokine IL-1a oder IL-1B sind nicht in der Lage die Expression von MMP3 zu
induzieren. Diese Ergebnisse wurden durch Immunoblots an menschlichen Makrophagen

gewonnen (Beltrami-Moreira et al., 2016) (vgl. Abbildung 16).
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Abbildung 16: Beispielhafte Darstellung der Implementierung von widerlegten Reaktionen in die IL-
1-Signaltransduktionskarte.

Durch einen Doppelklick mit der linken Maustaste auf das betreffende Molekiil, oder den betreffenden
Reaktionspfeil, werden die Informationen der recherchierten widerlegten Reaktionen angezeigt. Hinterlegt
sind der Autor, das Publikationsjahr, die eigentlichen Informationen {iber den Transportvorgang, der
verwendete Versuchsaufbau, die Spezies des Gewebes und der verwendete Zelltyp. Unter dem Reiter
Literature findet sich die Quellenangabe mit dem direkten Link zur Publikation in der Datenbank PubMed.

3.1.2.1.6 Nicht in die IL-1-Signaltransduktionskarte tibernommene Daten
Die IL-1 Signalwege aktivieren NFKB1 und verursachen dessen Transport vom Zytosol
in den Zellkern. Das Protein Capicua kann zusammen mit NFKB1 an hoch oder niedrig
affinen AT-Mustern von Zielgenen binden und damit deren Transkription unterdriicken.
Toll-Signaltransduktionswege unterstiitzen die von Capicua vermittelte Unterbindung der
Transkription, dieser Prozess lauft unabhéngig von ,,Receptor Tyrosine Kinasen* (RTK)
ab. Diese Daten wurden durch Expressionsanalysen an Embryonalzellen der Drosophila

erhoben (Papagianni et al., 2018).

3.2 Projektion von genomweiten Transkriptom- und Proteomdaten

Zu posttranslationalen  Modifikationen auf die IL-1

Signaltransduktionskarte

Um den ,,praktischen” Nutzen der IL-1 Signaltransduktionskarte zu demonstrieren und
um die virtuellen Eintrdge aus der Literatur anhand von experimentellen Daten zu
validieren, wurden im letzten Teil der Arbeit bereits verdffentlichte hochdichte mRNA
Expressionsdaten aus Mikroarray Experimenten und unveroffentlichte Proteomdaten zu
post-translationalen Modifikationen (PTMs) aus LC-MS/MS Experimenten der AG

Kracht genutzt. Diese Daten wurden in mit IL-1 stimulierten humanen epithelialen HeLa
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Karzinomzellen erhoben, einem vielfach genutzten Modellsystem zur Untersuchung der
molekularen Vorgéange bei der IL-1 Signaltransduktion (Weiterer et al., 2020; Jurida et
al., 2015).

Wie in Abb. 17A zu sehen ist, wurden in flr 1 h mit IL-1 stimulierten HeLa Zelllinien 93
Gene auf mRNA Ebene reguliert (mehr als 3-fach mit einem p Wert < 0.5). Die
Regulation erfolgte dabei groRtenteils durch Induktion der mMRNA. Abb. 17B zeigt die 20
am starksten IL-1-regulierten Gene in den jeweils vier biologisch unabhangigen

Replikaten aus den unstimulierten und stimulierten Zellen.
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Abbildung 17: Zusammenfassung der IL-1-induzierten Transkriptomreaktion in der humanen
epithelialen Karzinomzelllinie HeLa. (A) Von 21.765 annotierten, kodierenden Genen wurden in den
HelLa Zellen mit Hilfe von Mikroarrays 14.204 Gene als exprimiert identifiziert. Im Vergleich zu
unbehandelten Zellen wurden im Mittel (iber die vier biologisch unabh&ngigen Replikate 93 mehr als 3-
fach durch IL-1a (10 ng / ml) reguliert (p-Wert < 0,5). (B) Die Heatmap zeigt die log.-transformierten
Ratio Werte (unstimuliert / Mittelwert unstimuliert oder IL-1-stimuliert / Mittelwert unstimuliert) der Top
20 IL-1-induzierten Gene iber alle Replikate. Die Transkripte sind im Mittel zwischen 238 (14,9-fach;
CSF1) und 28¢ (388-fach; TNF und CXCL3) reguliert. Die mit einem schwarzen Pfeil markierten Gene
sind in Abb. 18 in der IL-1 Karte abgebildet. Die Abbildung wurde modifiziert aus ,,Figure EV2. Analyses
of mMRNA stabilities and the global IL-1a gene expression response in enhancer-mutant HeLa.“ aus dem
Manuskript Weiterer et al., 2020. Reproduziert mit der freundlichen Erlaubnis von: Open Access Article.

Abb. 18 zeigt jetzt die mMRNA Expressionswerte aus diesem Datensatz als Projektion in
der IL-1 Karte. Hierbei wird eine vierfache Kodierung verwendet. Grau kodiert sind
Elemente aus der Karte, die in HeLa Zellen nicht exprimiert sind. Grun kodiert sind
Elemente, die auf mMRNA Ebene in den Zellen nachgewiesen wurden, die aber nicht IL-
1-reguliert sind (Abb. 18A). Die weille und rote Kodierung zeigt die Regulation durch
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IL-1 an. Dieses Vorgehen ist in Abb. 18B beispielhaft anhand der Legende und dem IL-
1 Ligand / Rezeptorkomplex dargestellt. Die Transkripte der Gene IL1A (kodiert fiir das
Protein IL-1a) und IL1B (kodiert fiir das Protein IL-1pB) sowie die Proteinkinase IRAK?2
sind basal in den Zellen exprimiert (daher griin kodiert) und werden nach IL-1 Stimulation
induziert. Das heift, hier lasst sich erkennen, dass IL-1 in den HelLa Zellen in
prototypischer Art und Weise Uber einen autokrinen Mechanismus seine eigene
Expression aktiviert, so wie in der Einleitung fur viele Zelltypen beschrieben. Die Gene
ILIRAP, MYDB88 und IRAK1 und IRAK4 sind dagegen zwar exprimiert, werden aber
nicht nennenswert auf MRNA Ebene reguliert, wahrend das Gen SARML in den HelLa
Zellen nicht exprimiert und daher grau kodiert ist.
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Abbildung 18: Beispielhafte Projektion der mRNA Expressionsdaten auf die IL-1 Karte anhand des
signaltransduzierenden IL-1 Rezeptorkomplexes.

(A) Die Graphik zeigt die Legende zur Zuordnung der mRNA Expressionswerte. Es werden pro
Komponente aus der Karte neun Spalten verwendet. Spalte 1 bezeichnet den Zustand exprimiert (griin)
oder nicht / schwach exprimiert (grau). Die Spalten 1-4 geben die mRNA Ratios (unstimuliert / Mittelwert
unstimuliert) und die Spalten 5-8 die Ratios (IL-1-stimuliert / Mittelwert unstimuliert) fir die acht
unabhéngigen Experimente wieder. Die Ratiowerte wurden je nach Regulation von blau (reprimierte
mRNA Expression), weil (keine Anderung der mRNA Expression) nach rot (Induktion der mRNA
Expression) in einem log2-Malistab koloriert. (B) Kartierung der experimentell ermittelten mRNA
Expressionséanderungen im IL-1-Rezeptorkomplex.

Eine weitere vergroRerte Darstellung zeigt die stark regulierten Gene EGR1, c-JUN
(JUN), CCL2, IL6, IL8, ICAML1, CSF2, FOSL1, NFKBIA und SELE (SELECTIN E).
Man erkennt durch die Darstellung der (bekannten) Signalpfade, wie komplex die
einzelnen molekularen Reaktionen sind, welche fiir die mRNA Induktion dieser Gene

zusammen verschaltet werden (Abb. 19).
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Abbildung 19: Projektion von mRNA Anderungen wichtiger IL-1 Zielgene auf die IL-1 Karte.
Die Legende entspricht derjenigen in Abb. 18A.

ADORA2A |

NKRF FO NFK|

I NFKB1 RELA

In Abb. 20 ist schlieflich die komplette IL-1 Karte mit der Projektion aller mRNA
Expressionsdaten in der Ubersicht dargestellt. Man erkennt anhand der Rotfirbung, dass
der groRte Teil der Regulation des Transkriptoms im distalen Teil der Karte lokalisiert
ist, Ubereinstimmend damit, dass dort die Zielgene eingezeichnet worden sind. Die
Signalkomponenten im mittleren Teil der Karte sind dagegen uberwiegend nicht auf

mMRNA Ebene reguliert.
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Abbildung 20: Komplette Darstellung der IL-1 Signaltransduktionskarte mit der Projektion von
genomweiten Transkriptom Daten. Abgebildet sind die relativen mittleren mRNA Anderungen in HelLa
Zellen nach einer 1h IL-1a Stimulation. Die mMRNA Transkriptom Daten wurden mittels Microarray
Experimenten aus vier biologischen Replikaten erhoben. Anderungen der Genexpression sind farbkodiert
im log, Malistab abgebildet. Fiir Details zu Skalen und Legenden siehe Abb. oder auch Abb. 7 und 18.

Daher war es sehr interessant, das Muster der Regulation der Komponenten der IL-1
Karte auch auf Proteinebene anhand von experimentell ermittelten Daten ebenfalls als
Projektion und vergleichend zu den mRNA Daten darzustellen. Hierzu wurden
unveroffentlichte Daten zur Phosphorylierung, Acetylierung und Ubiquitinierung im IL-
1 System der AG Kracht verwendet. Wie im Methodenteil ausfuhrlich beschrieben,
wurden hierfir Ganzzellextrakte von fur 5 min., 0.5 h, 1 h, 3 h und 6 h mit IL-1-
stimulierten oder unbehandelten HelLa Zellen mit der Protease Trypsin verdaut, um die
zelluldren Proteine in Peptide zu spalten. Die modifizierten Peptide wurden sodann von
der Gesamtheit aller entstandenen Peptide mittels Affinitdtsmatrices abgetrennt. Die
Anreicherung von phosphorylierten Peptiden erfolgte durch die sogenannte immobilized
metal affinity chromatography (IMAC) unter Verwendung von immobilisierten Fe3+
Matrices, welches mit den negativ geladenen Phosphatgruppen von Phosphopeptiden
interagieren. Die Anreicherung von acetylierten oder ubiquitinierten Peptiden erfolgte
dagegen durch an Matrices immobilisierte hochspezifische Antikorper, welche entweder
ein acetyliertes Lysin (Lysine acetylation antibody (#13420), CST) oder die beiden C-
terminalen Glycinreste erkennen, welche nach der tryptischen Abspaltung einer kovalent
verknlpften Ubiquitinkette von dem epsilon Kohlenstoffatom eines Lysins ubrigbleiben
(Ubiquitin remnant antibody (#3925)).

Die angereicherten, posttranslational modifizierten Peptide aus den Zellextrakten wurden
anschlieBend mittels HPLC getrennt. Aus den einzelnen Fraktionen heraus wurden die
Peptide ionisiert und mittels Tandem Massenspektrometrie ihre genauen
Massen(anderungen) und Sequenzen ermittelt. Die Intensitdten eines jeweiligen
modifizierten Peptides unter dem entsprechenden HPLC Peak vor und nach IL-1a
Behandlung wurden anschlieBend (iber den gesamten Datensatz normalisiert und als
Ratiowert (in Analogie zu der Berechnung der Regulation von mRNASs) dargestellt. Die
Filterungen dieser Ratiowerte fur die jeweiligen phosphorylierten, acetylierten, oder
ubiquitinierten Peptide ergaben dann die Anzahl an regulierten posttranslationalen
Modifikationen der den Peptiden zugeordneten Proteine bzw. der korrespondierenden

Gen(namen). Die Behandlung der HeLa Zellen mit IL-1a und die Herstellung der
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Gesamtzellextrakte erfolgte durch Helmut Mueller (AG Kracht), die Herstellung,
Anreicherung und Analyse der Peptide durch Cell Signaling Technology (CST) im
Rahmen des PTMScan® Services. Die nachfolgenden Auswertungen und Darstellungen
der von CST ubergebenen Daten erfolgten durch Dr. Axel Weber und Prof. Michael
Kracht in der AG Kracht.

Die Tabelle 5 zeigt eine Ubersicht (ber die regulierten und nicht regulierten
posttranslational modifizierten Peptide / Proteine in unbehandelten und IL-1 behandelten
Zellen. Insgesamt wurden 21.917 Phospho-Peptide, 9.327 ubiquitinierte und 2.875

acetylierte Peptide identifiziert.

time point (IL-1) 5 min | 30 min | 60 min 180 min 360 min

type of scan phospho ubi acet phospho ubi acet |phospho ubi acet |phospho ubi acet [phospho ubi acet
3-fold up peptides 165 6 2 391 54 5 550 27 13 609 62 16 540 99 13
3-fold down peptides 21 7 0 36 24 4 33 25 0 56 32 3 90 34 3
2-fold up peptides 907 22 16 1294 298 69 1632 184 104 1629 269 64 1482 386 62
2-fold down peptides 114 51 6 286 192 43 282 151 14 330 187 21 418 247 32
1.5-fold up peptides 2659 179 69 3306 995 320 3597 787 355 3582 900 231 3577 1187 212
1.5-fold down peptides 539 220 50 2411 890 232 | 1926 739 192 1984 858 146 | 2000 936 163
3-fold up genes 133 6 2 276 41 5 382 23 11 407 42 11 354 57 11
3-fold down genes 14 7 0 27 19 2 20 17 0 38 23 2 62 30 2
3-fold up OR down genes 144 13 2 302 60 7 397 40 11 436 65 13 408 87 13
2-fold up genes 611 22 15 769 196 61 920 142 83 952 178 43 852 232 44
2-fold down genes 74 46 . 170 148 35 166 116 14 187 130 19 243 183 29
2-fold up OR down genes 670 68 20 906 339 95 1029 252 97 1083 306 62 1031 409 72
1.5-fold up genes 1419 158 62 1546 568 222 1691 533 253 1723 541 173 1627 673 151
1.5-fold down genes 284 181 48 813 596 186 769 499 162 788 532 119 846 602 139
1.5-fold up OR down gene 1590 331 106 2107 1095 402 2153 977 396 2206 1021 283 2150 1194 278
# modified K sites 0 9949 3238 0 9948 3238 1] 9949 3238 1] 9949 3238 0 9949 3238
# pS sites 24145 0 0 24145 0 0 24145 0 0 24145 0 0 24145 0 0
# pT sites 7144 0 0 7144 0 0 7144 (1] 0 7144 0 (1] 7144 0 0
# pY sites 1390 0 0 1390 0 0 1390 0 0 1390 0 0 1390 0 0
total # p sites 32679 0 0 32679 0 0 32679 0 0 32679 0 0 32679 0 0
total # detected Peptides 21917 9327 2875 | 21917 9326 2875 | 21917 9327 2875 | 21917 9327 2875 | 21917 9327 2875
total # detected Genes 4806 3231 1443 4806 3231 1443 4806 3231 1443 4806 3231 1443 | 4806 3231 1443

Tabelle 5: Gesamtzahl aller modifizierten Peptide und der korrespondierenden Gen-/ Proteinnamen.
Daten erhalten von Dr. Axel Weber.

In Abbildung 21 sind die gemeinsamen und spezifischen sowie die regulierten PTMs nach
Stimulation mit IL-1a iber 0.5h, 1h und 6h zusammengefasst. Man erkennt, dass
Ubiquitinierungen und Acetylierungen deutlich seltener detektiert wurden als
Phosphorylierungen. Es gibt aber z.B. immerhin 168 Proteine, deren Phosphorylierung

und Ubiquitinierung durch IL-1 mindestens zweifach moduliert wurde.
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C IL-1 regulierte
A Peptide B Proteine Proteine

IMAC UBI IMAC UBI IMAC v UBI

ACETYL ACETYL ACETYL

Abbildung 21: Ubersicht tiber die Gesamtanzahl und die Uberlappung von modifizierten Peptiden
und korrespondierenden Proteinen / Genen. Daten erhalten von Dr. Axel Weber.

Die phosphorylierten Proteine (IMAC) werden blau, die ubiquitinierten Proteine (UBI) rot und die
acetylierten Proteine (ACETYL) werden grun dargestellt. (A) Diese Darstellung bezieht sich auf alle
detektierten Peptide. (B) Diese Darstellung bezieht sich auf alle detektierten Proteine. (C) Diese Darstellung
bezieht sich auf alle durch IL-1o mindestens zweifach posttranslational modifizierten Proteine.

Im Folgen werden beispielhaft einige Bereiche der IL-1 Karte vergroRert dargestellt, um
im Vergleich zu den mRNA Expressionsédnderungen die Verédnderungen auf Ebene der
PTMs darzustellen.

A B
[1A — —._1B ..1B
|:| No PTM measured

Ubiquitination, regulation > 2-fold
Ubiquitination detected, no regulation

Acetylation, regulation > 2-fold
Acetylation detected, no regulation

Phosphorylation, regulation > 2-fold
Phosphorylation detected, no regulation

Mean regulation after 1h IL-1a IL1RAP IL1R1
log2(fold) mRNA expression change 30 00 30
Gene expressed - I a IL1IRAP
Gene sparsely expressed

T

Abbildung 22: Gemeinsame Darstellung der mMRNA und PTM Regulation des
signaltransduzierenden IL-1 Rezeptorkomplexes.

(A) Die Graphik zeigt die Legende zur Zuordnung der mRNA Expressionwerte und der PTMs. Es werden
pro Komponente aus der Karte fiinf Spalten verwendet. Spalte 1 bezeichnet den Zustand auf mRNA Ebene
exprimiert (griin) oder nicht / schwach exprimiert (grau). Spalte 2 gibt die mRNA Ratios (IL-1-stimuliert /
Mittelwert unstimuliert) wieder. Die Spalten 3-5 zeigen an, ob das Protein phosphoryliert (lila Farbton),
acetyliert (orangener Farbton) oder ubiquitiniert (gelber Farbton) vorlag. Die Intensitit der Farbe in
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derselben Spalte kodiert eine Regulation durch IL-1. Griinfarbungen zeigen an, dass fiir diese Komponente
der Karte keine PTM, d.h. kein modifiziertes Peptid gemessen wurde.

(B) Kartierung von mRNA und PTMs im IL-1-Rezeptorkomplex. Der Ausschnitt entspricht demjenigen
in Abb. 18B. Man erkennt, dass IRAK1 und IRAK4 nach IL-1 Behandlung phosphoryliert werden, aber
auf MRNA Ebene keine Regulation stattfindet. Dieses entspricht der Literatur (Burns et al., 2003; Rao et
al., 2005; Li et al., 2002b; Cheng et al., 2007). IRAK1 wird zusétzlich als ubiquitiniertes Protein detektiert,
ebenfalls im Einklang mit der Literatur (Kim et al., 2012; Newton et al., 2008; Schauvliege et al., 2006;
Ordureau et al., 2008).

Abbildung 23 zeigt regulierte Phosphorylierungen der Transkriptionsfaktoren NFKB1
(p105 / p50) und STAT3 sowie des ATP-abhangigen Chromatinremodelierungsfaktors
SMARCAA4. AuRerdem wurde eine regulierte Ubiquitinierung von STAT3 sowie eine IL-
1-induzierte Acetylierung von CREBBP (CBP) identifiziert. CBP ist eine wichtige
Histonacetyltransferase, die sich autoacetyliert (Delvecchio et al., 2013) und die aber
auch an IL-1-induzierte Promotoren und Enhancer rekrutiert wird, wo sie die Histon H3
K27 Acetylierung bewirkt (Jurida et al., 2015). Diese Daten demonstrieren, wie funf
interagierende transkriptionelle Regulatoren mindestens drei  unterschiedliche
Modifikationen aufweisen, Uber deren kombinatorische Effekte vermutlich ihre Aktivitét
im IL-1 Signalweg beeinflusst wird. Alle fiinf Faktoren sind dagegen nicht auf mMRNA
Ebene reguliert.

I:l No PTM measured

Ubiquitination, regulation > 2-fold

Ubiguitination detected, no regulation

RELA |51 SITB 3

CREBBP

Acetylation, regulation > 2-fold
Acetylation detected, no regulation

Phosphorylation, regulation > 2-fold
Phosphorylation detected, no regulation

Mean regulation after 1h IL-1a
log2(fold) mRNA expression change 5o oo 3

Gene expressed
Gene sparsely expressed

>1 \ 4
SAA1

vyv

Abbildung 23: Nachweis von drei unterschiedlichen PTMs an transkriptionell aktiven Proteinen im
distalen IL-1 Signalweg.

In Abb. 24 ist schliellich die komplette I1L-1 Karte mit der Projektion aller mRNA

Expressionsdaten und aller PTM Daten in der Ubersicht dargestellt. Man erkennt, dass

im Gegensatz zu den mRNAs, konstitutiv vorhandene und IL-1-regulierte PTMs im
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gesamten IL-1 Signalnetzwerk zu finden sind und so vermutlich den grof3ten Teil der IL-
1 Signaltransduktion bis hin zu den Zielgenen regulieren.
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Abbildung 24: Komplette Darstellung der IL-1 Signaltransduktionskarte mit der Projektion von
genomweiten Transkriptom und proteomweiten PTM Daten. Die Anderungen der mRNA Expression
und der posttranslational modifizierten Molekiile wurden wie Text detailliert beschrieben durch Mikroarray
Analysen bzw. LC-MS/MS Analysen bestimmt. Um die Komplexitdt der Darstellung nicht weiter zu
erhdhen, wurden auf die Visualisierung der zeitlichen Aufldsung verzichtet und alle anhand der
angewandten Filterkriterien als IL-1a regulierte PTMs definierte Verdnderungen zusammengefasst.
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4 DISKUSSION

4.1 Implementierung einer IL-1-Signaltransduktionskarte als

Wissensarchiv

Die diversen Arbeitsstufen zur Erstellung der in dieser Dissertation beschriebenen IL-1-
Signaltransduktionskarte beinhalten auf jeder einzelnen Ebene komplexe Uberlegungen
und Schritte, welche im Folgenden diskutiert werden. Zu Beginn dieser Dissertation
wurden die Schlusselworter der Literaturrecherche und deren logische Verkniipfung
ausgewahlt. Hierdurch fand bereits vor der Suche eine Selektion mdéglicher Inhalte statt.
Es kann daher nicht vollstandig ausgeschlossen werden, dass weitere Literatur mit neuen
und / oder hochwertigen Daten zu der IL-1 Signaltransduktion publiziert wurde, welche
diese Suchkriterien nicht erfullten. Allerdings wurde versucht, anhand der ausgewahlten
Schlisselworter und deren Verknupfung diese Mdoglichkeit auf ein Minimum zu
beschranken (vgl. Kapitel 2.2). Die folgende Suche in der Datenbank PubMed, die
Sichtung der Ergebnisse, das Sammeln der Originaltexte und die systematische
Aufarbeitung dieser Texte stellen ebenso wie die Extraktion der Daten, deren Einbettung
in eine digitale Datenbank und die abschlieRende Implementierung und Visualisierung in
die IL-1-Signaltransduktionskarte sehr zeitaufwandige und komplexe Prozesse dar.
Wahrend dieses gesamten VVorgehens wurde die Bestrebung unternommen, hochwertige
Originalarbeiten mit ausreichend kontrollierten Daten aus der Gesamtliteratur
herauszufiltern und somit die Qualitit und Aussagekraft der IL-1
Signaltransduktionskarte trotz steigender Komplexitat zu gewahrleisten. Die Daten, die
fur die Erstellung der Karte Verwendung fanden, erstrecken sich (ber einen
Forschungszeitraum von 1984 bis 2018. In dieser Zeit verénderten sich die technischen
und wissenschaftlichen Methoden stetig. Dieser wissenschaftliche Prozess wurde durch
die Ergénzung der bestehenden Eintrdge in der vorherigen Version der IL-1
Signaltransduktionskarte anhand neuer Erkenntnisse fir den Zeitraum 2011-2018
bertcksichtigt. Die Spanne der Methoden aus den Lebenswissenschaften, welche in der
IL-1 Signaltransduktionskarte abgebildet sind, reicht damit von den Anfangen der
molekularen Klonierung und plasmid-basierten Perturbationsstudien zu IL-1-
Signalwegen bis zu Ergebnissen aus Immunoblots mit phosphorylierungsspezifischen
Antikorpern, (Ko)immunoprézipitationen von endogenen (Multi)Proteinkomplexen,
Strukturanalysen,  massenspektrometrischer ~ Proteinanalytik und  funktionellen

Ergebnissen aus modernen loss of function Ansétzen mittels RNA Interferenz.
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Fir die Arbeiten an der vorliegenden Karte wurde versucht, die Nomenklatur der Proteine
standardisiert zu verwenden, da die zum Teil sehr unterschiedliche Namensgebung der
gleichen Proteine in der Literatur und in Datenbanken ein groRes Problem darstellt. So
gibt es fir fast alle verwendeten Proteine mehrere Alias-Namen, die parallel Verwendung
finden. Zum Beispiel finden sich fir das Molekil MAP3K7 in der Gendatenbank
GeneCards elf verschiedene Alias-Namen, die bei der Recherche und Archivierung von
Eintragen in der Datenbank berucksichtigt werden mussten
(https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MAP3K7&keywords=MAP3K7;

Stand: 11.05.2020). Diesem Problem wurde zum einen durch die gleichzeitige
Hinterlegung der numerischen Entrez Gene Identifikationsnummer und zum anderen
durch die Verwendung des Gennamens fir das entsprechende Protein versucht, zu

entgegnen.

Die vorliegende Signaltransduktionskarte ist auf menschliche und murine Epithelien
fokussiert. Allerdings fanden, wie aus den im Ergebnisteil detailliert dargestellten
Eintrdgen hervorgeht, auch diverse hochwertige Informationen aus anderen
Sédugetierspezies oder anderen Gewebeverb&nden ihren Weg in die Darstellung. Deshalb
wurden in dieser Arbeit zusétzlich zu den jeweiligen Daten systematisch die verwendeten
Zellen, die Spezies und die Methoden hinterlegt. So kann adaquat nachvollzogen werden,
aus welchem Gewebe die einzelnen Informationen stammen. Durch die zunehmende
Komplexitéat der Karte ist die einfache und schnelle Nachvollziehbarkeit eine wichtige
Voraussetzung fir deren Nutzung. Auch konnen je nach Gewebe intrazellulére
Signalvorgange unterschiedlich ablaufen, was durch die angefuigten Zusatzinformationen
schnell validiert werden kann. Ein Beispiel fir die Vielfaltigkeit molekularer
Regulationsmechanismen in unterschiedlichen Zelltypen und Spezies stellt das Protein
MYD@88 dar, welches als Teil des Myddosoms an der Rezeptor-proximalen Initiierung
der IL-1 Signalkaskade in der Zelle fungiert. Die Erkenntnisse zu diesem Protein wurden
in menschlichen HEK293 Zellen (Strickson et al., 2017; VVollmer et al., 2017; Muroi and
Tanamoto, 2008; Rao et al., 2005; Burns et al., 2000; Burns et al., 2003; Janssens et al.,
2002; Li et al., 2002b; Jiang et al., 2002; Wesche et al., 1997; Wesche et al., 1999;
Medzhitov et al., 1998; Muzio et al., 1997), in menschlichen Fibroblasten (De et al., 2018;
Wang et al.,, 2018), in menschlichen Makrophagen (Ma et al., 2004), in einem
menschlichen in vitro-Modell (Ferrao et al., 2014), in murinen Lymphomzellen (Jefferies
et al., 2001; Brikos et al., 2007), in murinen Fibroblasten (YYamamoto et al., 2004) und
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zum Teil in murinen Thymuszellen erhoben (Adachi et al., 1998). Bei der vorliegenden
Arbeit wurden gewonnene Erkenntnisse aus Toll-like Rezeptor (TLR) Signalwegen nicht
bertucksichtigt, obwohl die beteiligten Molekile haufig mit denen in IL-1 Rezeptor
Signalwegen ubereinstimmen und dadurch in der Literatur oft nicht getrennt werden
(Cohen, 2014).

Zusammenfassend konnte durch die hier dargestellte Erweiterung der IL-1
Signaltransduktionskarte eine hohe Aktualitat, Qualitat und Quantitét erzielt werden. Die
aktuelle Version der Karte enthalt auf der Basis von 570 Publikationen 335 Molekiile,
beschreibt 680 Reaktionen zwischen diesen Molekilen und enth&lt 883 Kommentare und
(Literatur)Verweise. Trotzdem kann die aktuelle Karte nicht dem Anspruch auf

Vollstandigkeit Gentige tun.

Der Umfang dieser IL-1 Karte geht dennoch deutlich Uber denjenigen anderer etablierter
Datenbanken hinaus. So enthalt aktuell zum Beispiel die NetPath IL-1-
Signaltransduktionskarte mit 69 Molekilen und 251 Reaktionen nur circa ein Drittel der
hier gezeigten Zusammenhdnge (http://netpath.org/pathways?path_id=NetPath 13;
Stand 11.05.2020) (Kandasamy et al., 2010). Die aktuelle Version des Interleukin-1
Signalweges von WikiPathways enthalt 56 Molekdile
(https://www.wikipathways.org/index.php/Pathway:WP195; Stand 11.05.2020). Die
aktuelle Version der National Cancer Institute Nature Pathway Interaction Database

(https://www.nlm.nih.gov/research/umls/sourcereleasedocs/current/NCI PID/index.htm
I, IL1-Mediated Signaling Pathway (Code C91617)) enthélt 36 Molekile und 136
Interaktionen (Schaefer et al., 2009).

Um die Signalkarte kontinuierlich zu verbessern und zu aktualisieren sind weitere
Literaturrecherchen notwendig. Seit dem Stichtag der Literaturrecherche der
vorliegenden Arbeit (01.11.2018) sind auf PubMed weitere 4838 neue Arbeiten publiziert
worden, die das Stichwort ,,IL-1“ im Titel und Abstract enthalten
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=(IL -
1)%20AND%20(%222018%2F11%2F01%22%5BDate%20-
%20Publication%5D%20%3A%20%223000%22%5BDate%20-%20Publication%5D);
Stand 12.05.2020). Um die Aktualisierung der IL-1-Signaltransduktionskarte zu

erleichtern ware ein open source-Konzept denkbar. Hierbei kdnnten von Gberall auf der

Welt Wissenschaftler auf die Karte zugreifen und diese bearbeiten, z.B. im Rahmen eines
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sogenanntes data sharing-Modells (Demir et al., 2010). Auch hier wére die
Qualitatssicherung  weiterhin eine sehr groRe Herausforderung. In diesem
Zusammenhang ware die Einflhrung von internationalen Qualitétsrichtlinien fir die
Literaturrecherche und den angewandten Gutekriterien wiinschenswert. Dadurch ware es
deutlich einfacher, die Ergebnisse der Suche zu normieren und in eine gemeinsame Karte
zu implementieren, die in ihrer komplettesten Form dann die Handhabung und Integration

von Daten aus unterschiedlichen Spezies und Zelltypen ermdglicht.

4.1.1 Diskussion der Kriterien der Literaturrecherche zum IL-1 Signhalweqg

Die Gute der Ergebnisse einer Literaturrecherche ist direkt abh&ngig von der Qualitét der
verwendeten Quellen. Es war daher zun&chst wichtig, die Suchbegriffe passend
auszuwahlen und diese sinnvoll zu verknlpfen. Deswegen wurden verschiedene
Schreibweisen von Interleukin-1 mit den Schlusselwortern signaling, Kkinase,
phosphorylation, protein complex und signal transduction verknlpft. Diese
Kombinationen mussten im Titel oder Abstract einer Publikation der Datenbank PubMed
enthalten sein, um in die ndhere Auswahl zu kommen. Daraus ergeben sich Limitationen,
welche zum Beispiel Publikationen, die nicht in PubMed gelistet worden sind oder
Publikationen, die diese logischen Verkniipfungen nicht erfillen, nicht berlicksichtigten.
Es kann daher, wie bereits ausgefihrt, kein Anspruch auf Vollstandigkeit erhoben

werden.

Bei der weiteren Selektion der gefundenen Veroffentlichungen wurde tberprift, ob die
gezeigten Daten auch tatsachlich das Thema der IL-1-Signaltransduktion behandeln. Zum
Beispiel konnten einige Daten trotz hoher Qualitdt der Datenerhebung nicht
beriicksichtigt werden, weil sie aus TLR Signalwegen stammen oder aus nicht Saugetier-
Spezies (Papagianni et al., 2018). Es ist also denkbar, dass Erkenntnisse Gber IL-1-
ahnliche Signalwege existieren, die bisher nur in anderen Spezies oder in TLR
Signalwegen gefunden werden konnten, fur Sdugetierzellen oder fur den IL-1 Signalweg

aber lediglich noch nicht bewiesen werden konnten.

Nach dieser ersten stichwortbasierten Sammlung von Originalarbeiten erfolgte eine
inhaltliche Uberpriifung der Publikationen, bei der die wissenschaftlichen Methoden und
Schlussfolgerungen nachvollzogen wurden. Um dies zu gewaéhrleisten, wurden die

Volltexte inklusive der supplements durchgearbeitet. Ergab diese Analyse zum Beispiel
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nicht nachvollziehbare Schlussfolgerungen aus den berichteten Ergebnissen, so wurde
diese Studie verworfen. Damit die Bewertung der Recherche maoglichst verlasslich war,
wurden vorher Bedingungen aufgestellt, um die klassischen Gitekriterien zu erfullen. Es
wurde versucht, Die Bewertungskriterien der Literatur mdoglichst objektiv,
nachvollziehbar und einheitlich anzuwenden. Die Bewertung der Literatur wurde durch
den Autor dieser Arbeit durchgefiihrt, um die statistische Storvariable interraterreliablity
zu kontrollieren. Unter dem Begriff interraterreliability versteht man das AusmaR an
Ubereinstimmung der Einschatzungsergebnisse zwischen unterschiedlichen Beobachtern
und l&sst so Ruckschlisse zu, inwieweit die Ergebnisse (un)abhéngig von den
Beobachtern sind (Wirtz, 2002; Krippendorff, 2004).

Dieses Vorgehen bietet aber auch die Gefahr eines konstanten Bewertungsfehlers,
weshalb regelmaliiige Konsultationen mit den Betreuern Prof. Dr. Michael Kracht und Dr.
Axel Weber zur Diskussion der Kriterien und Auswahl der Literatur durchgefihrt
wurden. Mindestens eine der folgenden Einschlusskriterien fir die einzelnen

Publikationen sollten erfillt sein:

- IL-1-induzierte oder inhibierte posttranslationale Modifikationen von
intrazelluldren Proteinen. Eine beispielhafte Methode hierfiir waren Immunoblots
mit phosphorylierungsspezifischen Antikorpern oder Massenspektrometrie.

- IL-1-induzierte oder inhibierte Assemblierung von Multiproteinkomplexen.
Beispielhafte Methoden hierfir waren hochwertige Koimmunoprazipitationen
mit Nachweis der interagierenden Proteine mittels Immunoblot oder
Massenspektrometrie.

- Kausale Verknupfung von Signalketten, durch die ein distal in dem Signalweg
liegender Phénotyp aktiviert oder supprimiert wird. Beispielhafte Methoden
hierflr ware knockdown/knockout von proximal im Signalweg gelegenen
Komponenten mit nachfolgender Ausldsung eines funktionellen Phanotyps (z.B.
einer verminderten IL-1-abhdngigen Induktion eine Gens).

- IL-1-induzierte Phanotypen, die durch Rekonstitution eines knockdown/knockout-
Modells mit einer mutierten Variante des Proteins verédndert werden. Beispielhafte
Methoden hierfur waére die Reexpression bestimmter
phosphorylierungsdefizienter Varianten eines Signalproteins in einem

knockdown/knockout Hintergund mit nachfolgendem funktionellen Defekt.
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Anhand dieses Leitfadens konnten die einzelnen Veroffentlichungen systematisch
durchmustert und relevante Hauptaussagen entsprechend in die Ergebnisdatei der
Literaturrecherche {bernommen werden. Dieses Vorgehen war aufwéndig und
zeitintensiv, bot aber im Gegensatz zu einer automatisierten Stichwort-/Text-basierten
Durchsuchung von Manuskripten die Mdglichkeit, anhand der Originaldaten die Qualitat
der erhobenen Aussagen subjektiv zu Uberprifen. Auf der anderen Seite ist dieses
Vorgehen durch die immer groRer werdende Anzahl verdffentlichter Informationen
limitiert. Die Alternative ware eine Recherche basierend auf kinstlicher Intelligenz.
Solche in silico Analysen werden in Zukunft wahrscheinlich immer wichtiger, denn sie
sind schnell, automatisierbar, ressourcenschonender beziiglich der menschlichen
Arbeitskraft und konnen deutlich groRere Mengen an Informationen bearbeiten
(Murakami et al., 2017; Pinero et al., 2018). Bisher kénnen diese Algorithmen allerdings
noch keine differenzierten Bewertungsfragen experimenteller Originaldaten l6sen, das
heif3t sie kdnnen nicht ausreichend zwischen qualitativ hochwertigen und qualitativ nicht
ausreichenden Originaldaten unterscheiden, z.B. bei der Bewertung von komplexen
Proteinbanden Mustern, wie sie haufig bei Immunoblot Ergebnissen gefunden werden
(Miller and Brown, 2018; Guo et al., 2020). Die Zukunft wird zeigen, inwiefern der
schnelle Fortschritt in der Informationstechnologie und Bilderkennung Uber ein aktives

Lernen der Programme solche differenzierten Schritte ermdglicht.

Ebenso wichtig wie eine Positivkontrolle der Gutekriterien von Studien war eine
Negativkontrolle.  Hierbei wurde vor der Recherche bestimmt, welche
Ausschlusskriterien im Sinne von qualitativ nicht geeigneten Veroffentlichungen
bestehen. Hierfiir wurde festgelegt, sowohl rein korrelationsbasierte Daten als auch rein
Uberexpressionsbasierte Daten auszuschlieBen, da diese entweder keinen kausalen
mechanistischen Zusammenhang zwischen zwei Prozessen belegen (bei korrelativer

Analyse), bzw. das Signalsystem unphysiologisch perturbieren (bei Uberexpression).

Bei der anschlieBenden Visualisierung der Daten in der IL-1-Signaltransduktionskarte
war vor allem der bereits bestehende hohe Detailgrad eine Herausforderung. Es musste
in das bestehende Konzept, das raumlich bestméglich in Zellkompartimente untergliedert
war (Wasiliew, 2014), eine Vielzahl an neuen Informationen implementiert werden. Die
ohnehin bereits eingeschréankte Ubersichtlichkeit wurde dadurch weiter vermindert, denn
auch dieses rdaumliche Aufteilungskonzept anhand von subzelluldren Kompartimenten

konnte nicht immer optimal umgesetzt werden, zum Beispiel konnten die Molekiile ITCH
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und TAX1BP1 in der Signaltransduktionskarte nur in grofRer rdumlicher Trennung
sinnvoll in das Gesamtbild integriert werden. Im Gegenzug konnte dadurch aber ein
weiter erhohter Detailgrad erreicht werden. Der fehlenden optischen Ubersichtlichkeit
lasst sich Gber die Zoomfunktion und die Suchfunktion von PathVisio begegnen. Hier
konnen durch Doppelklick alle bisher hinterlegten Informationen leicht abgerufen werden
und durch direkte Links zu den jeweiligen Publikationen einfach verfolgt werden.

Je mehr Informationen die IL-1-Signaltransduktionskarte enthélt, desto mehr kommt es
auch zu ,,Liicken* in der akkuraten Abbildung von schrittweisen Signalvorgingen. Dies
ist dadurch bedingt, dass bei einer hohen Zahl neuer Erkenntnisse die genauen direkten
oder funktionellen Interaktionen zwischen den einzelnen Molekilen oft (noch) fehlen. So
zeigen Daten (Immunoblots, Inhibitionsexperimente) an menschlichen Epithelzellen,
dass IL-1B die Assoziation des Geriistproteins (scaffolding-) Caveolinl (CAV1) mit
TRAF6 induziert und der weitere Signalweg uber MAPK14 und MAPKAPK?2 verlauft
(Jagielska et al., 2012). Die genauen Interaktionen und Interaktionsdoménen zwischen
den einzelnen Molekilen und mogliche weitere an dieser Signallibertragung beteiligte
Molekiile sind aber noch unverstanden, genauso wie die detaillierten Interaktionen
zwischen den einzelnen Aminosdureresten der interagierenden Proteine und deren
dadurch bedingten Konformationsanderungen. Dieser Sachverhalt zeigt deutlich, dass
neue wissenschaftliche Erkenntnisse immer auch neue Lucken in der Signalkarte
offenbaren werden. So zeigt die Technik der intrazelluldren proximity-basierten
Markierung von transienten und unterschiedlich stabilen Protein:Protein Interaktionen,
welche vor wenigen Jahren entwickelt wurde zunehmend (Roux, 2013; Varnaite and
MacNeill, 2016), dass ein einzelnes intrazellulares Protein hunderte wvon
Interaktionspartnern haben kann, so dass Signalprozesse nicht als lineare Kaskaden
ablaufen, sondern als miteinander verschaltete, hochkomplexe und dynamische
Signalnetzwerke. So wurde z.B. flir RNA-bindende Proteine, die posttranskriptional die
Stabilitat und den Abbau von mRNA regulieren, gezeigt, dass sie riesige Signalnetzwerke
ausbilden (Youn et al., 2018). Diese posttranskriptionellen Prozesse sind auch essentiell
an der Regulation IL-1-oder TNF-induzierter Gene beteiligt (Kracht and Saklatvala,
2002; Rzeczkowski et al., 2011; Hao and Baltimore, 2009; Anderson, 2008; Anderson,
2009) und es kann damit vermutet werden, dass viele der in (Youn et al., 2018)
berichteten Protein:Protein Interaktionen auch im IL-1 Signaling eine Rolle spielen

werden.

91



Diskussion

4.1.2 Einschrankungen der IL-1-Signaltransduktionskarte

Die vielleicht groflte Herausforderung fiir die Erstellung einer ,,wirklichkeitsnahen* IL-
1-Signaltransduktionskarte ist die korrekte Abbildung der zeitlichen und rdumlichen
Veranderungen wahrend der IL-1 Signaltransduktion. Zum einen findet sich bei vielen
Literaturstellen keine Erfassung der zeitlichen Auflésung der Molekulreaktionen, zum
anderen bendtigt deren korrekte Darstellung eine weitere Dimension (die der Zeit) in der
bisher zweidimensionalen Karte. Es ist gut untersucht, dass die einzelnen Reaktionen
entlang des IL-1 Signalweges konsekutiv ablaufen mussen, weil sie einander bedingen.
Der aktive, an der Plasmamembran assoziierte 1L-1 Rezeptorkomplex assembliert sich
innerhalb  von wenigen Minuten, wéhrend die maximale Aktivierung der
zytoplasmatischen NF-kB, JNK und p38 MAPK Signalwege nach ca. 30 Minuten erfolgt
und die IL-1-induzierte Genexpression im Zellkern nachfolgend zwischen 1-3 h
stattfindet (Brikos et al., 2007; Jurida et al., 2015; Weiterer et al., 2020). Daher wird in
der Karte mit Hilfe der rdumlichen Anordnung der Signalmolekiile und Zielgene
ebenfalls versucht, eine grobe zeitliche Einteilung vorzunehmen. Beginnend mit dem
Zytokin IL-1 und dessen Rezeptor, fihrt der Signalweg tber rezeptorassoziierte Proteine
weiter durch das Zytosol und letztendlich werden Transkriptionsfaktoren aktiviert, die
das Ablesen einzelner Gene im Zellkern hochregulieren. Dies ist jedoch nur eine stark
vereinfachte Modellvorstellung und wird dem hohen Detailgrad der Karte nur bedingt
gerecht. Nach der Aktivierung des IL-1 Rezeptorkomplexes und der zytoplasmatischen
Signalwege kommt es zu einer zeitlichen ,,Spreizung™ der Genantwort, bei der die
einzelnen IL-1 Zielgene zeitlich unterschiedliche Kinetiken aufweisen (Jurida et al.,
2015; Weiterer et al., 2020). Zusatzlich existieren zahllose Feedbackschleifen, die positiv
(d.h. verstérkend) oder negativ (d.h. abschaltend) in die IL-1 Signaltransduktion oder
auch in andere Signalwege im Sinne eines cross-talks eingreifen (Renner and Schmitz,
2009; Schmitz et al., 2011; Hoffmann et al., 2002). Dadurch entsteht ein hochkomplexes
Netz an zeitlichen Interaktionen, welches zweidimensional kaum abgebildet werden
kann. Gleiches gilt fur die genaue r&umliche Darstellung des Ablaufens der
Signalprozesse. So finden bestimmte Reaktionen in unterschiedlichen Zellorganellen
statt, welche nicht in der Ubersichtskarte dargestellt werden konnten, wie zum Beispiel
dem Endoplasmatischen Retikulum oder dem Golgi-Apparat. In der Literatur ist zur

jeweiligen Interaktion von Signalkomponenten nicht immer das entsprechende
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subzellulare Kompartiment bekannt, ebenso laufen viele Reaktionen in mehreren
Zellkompartimenten  gleichzeitig ab, so findet z.B. die IL-1-induzierte
phosphorylierungs- und ubiquitinierungsabhingige Degradation des IkBa Proteins im
IxkBa:p65 Protein Komplex im Zytoplasma statt, wihrend die p65-abhdngige
Gentranskription in bestimmten Subkompartimenten (bzw. Chromatindoménen) des
Zellkerns stattfindet. P65 kann aber schon im Zellkern nach Resynthese von IkBa wieder
stabile Heterodimere mit IkBo ausbilden, die nachfolgend wiederum zuriick ins
Zytoplasma transportiert werden (Mayr-Buro et al., 2019; Kramer et al., 2014). Die
kommerzielle  Plattform  Ingenuity Pathway Analysis beinhaltet  multiple
Visualisierungsoptionen  fur eine réumliche Darstellung von Signal- und
Genregulationsvorgéngen (Jimenez-Marin et al., 2009). Die Informationen der Ingenuity
Datenbank wurde auch genutzt, um die rdumlich- und zeitlich aufgeldsten
Genexpressionsvorgange bei einer in menschlichen Probanden ausgeldsten systemischen
LPS-vermittelten Inflammation in Form von Signalnetzwerken darzustellen (Calvano et
al., 2005). Eine verbesserte mehrdimensionale (oder auch interaktivere) Darstellung
bietet daher vielfdltige Mdoglichkeiten dynamische Signaltransduktionsvorgange

realistischer abzubilden.

Durch die groRBe Menge an verarbeiteten Daten und unterschiedlichen Autoren der Karte
sind Informationen aus unterschiedlichen Zelltypen und sogar unterschiedlichen Spezies
visualisiert. Der am besten experimentell validierte Teil des IL-1 Signalnetzwerkes, der
sogenannte kanonische Signalweg ist weitestgehend Gber alle verwendeten Spezies und
Zelltypen konserviert (Weber et al., 2010a). Einzelne Sonderwege der SignalUbertragung
in unterschiedlichen Zellen oder Spezies kénnen sich bisweilen allerdings deutlich
unterscheiden, sind aber wie schon erwahnt, ebenfalls in der Karte dargestellt. Dieser
Kompromiss wurde bewusst gewahlt, um die Funktion als Datenbank und Archiv einer

einheitlichen Art und Weise aufrechterhalten zu kénnen.

Eine weitere Limitation der IL-1 Signaltransduktionskarte in ihrer gegenwartigen Form
ist die Fokussierung der Darstellung von VVorgéngen, welche in einer IL-1-stimulierten,
d.h. aktivierten Zelle ablaufen. Hierbei werden viele der IL-1 Signalmolekiile konstitutiv
exprimiert und die Aktvierung erfolgt durch posttranslationale Modifikationen wie
Phosphorylierung oder Ubiquitinierung, wahrend die Zielgene und die davon kodierten
Proteine neu gebildet werden. Dieses bedeutet zum einen, dass das Zeitgitter der

Darstellung verzerrt ist, da die einzelnen Reaktionen im Signalnetzwerk zu
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unterschiedlichen Zeiten ablaufen. Zum anderen bedeutet dies, dass die Zelle im
inaktiven Zustand, also bei fehlender Stimulation tber IL-1, unvollstdndig oder gar nicht
dargestellt wird. Wie bei der Projektion von mRNA und Proteindaten gezeigt, lasst sich
allerdings die zeitliche Dimension der Aktivierung von Kkonstitutiv aktivierten

Signalmolekilen anhand von Farbkodierungen darstellen.

Eine weitere Limitation der Signaltransduktionskarte ist die rein statische Darstellung der
Reaktionen, die zwischen Molekdlen ablaufen. Daher wurde fur das in Science Signaling
publizierte kanonische IL-1 Signalnetzwerk bereits eine Version der IL-1 Signalkarte
erstellt, in der die Hauptreaktionen zwischen Molekiilen durch sogenannte boolesche oder
logische Gleichungen abgebildet werden, die den Signalfluss in einer bindren Form (mit
dem Status ,,an“ oder ,aus*) darstellen und so eine dynamische mathematische
Modellierung ermoglichen (Schmitz et al., 2011; Saez-Rodriguez et al., 2007). Eine noch
genauere mathematische Modellierung wirde durch die Erstellung von
stochiometrischen Reaktionsgleichungen mdglich. Solche Netzwerke sind allerdings
extrem komplex, schwierig zu erzeugen und daher in der Regel in der Anzahl an
integrierbaren Signalkomponenten begrenzt (Hyduke and Palsson, 2010; Ryll et al., 2011,
Oda and Kitano, 2006).

4.2 Diskussion der Projektion von ..deep sequencing* Transkriptom und

Proteom Daten

Neben der Eigenschaft als visualisiertes Wissensarchiv, bietet die Projektion von
Messergebnissen zu den in der IL-1 Karte enthaltenen Signalkomponenten, die
Madglichkeit, die Regulations- und Aktivitatszustande der einzelnen Komponenten als
Gesamtheit darzustellen. Dieses wurde anhand von experimentellen Daten im letzten Teil
der Dissertation demonstriert (Abbildungen 16-23). Eine noch hypothetische, aber sehr
interessante Mdoglichkeit besteht daher darin, Transkriptom- und Proteom / PTM Daten
von aus Zellen oder Geweben von gesunden Menschen vor / nach in vitro Stimulation
mit IL-1 zu erheben und so die normale Reaktivitat des IL-1 Systems auf multiplen
Ebenen zu erfassen. Anhand ausreichend grofRer Kohorten kdnnte so auch eine
Standardisierung erfolgen. AnschlieBend koénnten dieselben Messungen in erkrankten
Personen erhoben werden, z.B. in Patienten/Innen mit einer chronisch entzlndlichen
Gelenkerkrankung. Korrelative Analysen im Vergleich zum IL-1 System von Gesunden
konnten einzelne Signalkomponenten oder auch wichtige Knotenpunkte der

Signaltransduktion identifizieren, die am pathologischen Phanotyp beteiligt sein kénnten.
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Analog kdnnten Verénderungen auch longitudinal unter der Therapie stattfinden und so
z.B. zum verbesserten Verstandnis eines Therapieversagens beitragen. Denkbar wére in
diesem Szenario, dass z.B. ein initialer erfolgreicher Kinasehemmstoff seine Wirkung
verliert und in der IL-1 Signalkarte festgestellt wird, dass in den betroffenen
Zellen/Geweben ein alternativer Signalweg aktiviert wird, der weiterhin zur starken
Expression der proinflammatorischen IL-1 Zielgene beitrégt (schematisch visualisiert in
Abb. 25). In dieser Arbeit wurde demonstriert, dass die technischen Mdglichkeiten zu
solchen Analysen in experimentellen Labors bereits vorhanden sind. Besonders attraktiv
werden solche Untersuchungen, wenn die Proteinanalytik dieselbe Sensitivitat wie die
Transkriptomik erreicht hat und die Gesamtheit aller Proteine und ihrer Modifikationen

schnell und quantitativ in kleinsten Mengen von Biopsiematerial erfasst werden kénnen.

,Physiologisches
Transkriptom und
(PTM) Proteom* BESSEHINg

.= (erneute) vergleichende

Analyse
gesund —>» —
Verglei;herde Tl Alternativer pathologisch
nalyse aktivierter Signalpfad
Arthritis —> - - - / i

Kinasehemmstoff
(z.B. JAK Inhibitor)

<

Therapieresistenz

Pathologisch aktivierter
Signalpfad

,Pathologisch verandertes
Transkriptom und
(PTM) Proteom*

Abbildung  25:  Projektion von  Transkriptom-/Proteomdaten zur  Erfassung von
Krankheitszustanden.

4.3 Schlussfolgerung

Die hohe Informationsdichte der in dieser Dissertation weiterentwickelten IL-1-
Signaltransduktionskarte reflektiert die Komplexitdt intrazelluldrer molekularer

Reaktionen wéhrend eines Entziindungsgeschehens. Langfristig ware es erstrebenswert,
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die Gesamtheit aller weltweit verfligbaren und hochwertig validierten experimentellen
Daten aus der Grundlagenforschung in eine Art ,Konsensus®“ IL-1
Signaltransduktionskarte einzubinden. Zusammen mit der interaktiven Zuganglichkeit
der Primérinformationen stiinde so ein optimiertes und visualisiertes Wissensarchiv zur
Verfugung, welches durch seinen modularen Aufbau jederzeit erganzt und aktualisiert

werden konnte, um neuestes Wissen nachprufbar zu integrieren.

4.4 Bedeutung, Ausblick und Empfehlungen

Die Bedeutung der IL-1-Signaltransduktionskarte ergibt sich aus der
(patho)physiologischen Rolle von IL-1. Der IL-1 Signalweg dient dem Korper im
weitesten Sinne als Immunantwort auf schadigende Noxen in Form einer entziindlichen
Reaktion und ist somit ein zentraler Teil der angeborenen Immunabwehr. Hyperakute und
gesteigerte, dauerhafte verdnderte oder chronisch rezidivierende Zustdnde der
physiologischen Regulation des IL-1 Signalsystems werden heutzutage bereits effektiv
mit globalen Inhibitoren des IL-1 Signalweges behandelt, insbesondere mit Anakinra,
einem humanen IL-1 Rezeptorantagonist oder Canakinumab, einem monoklonalen
Antikérper gegen IL-1B, welche zur Therapie von inflammatorischen
Autoimmunerkrankungen, wie zum Beispiel periodische Fiebersyndrome, Still Syndrom

und Gichtarthritis (Canakinumab) (https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-

information/ilaris-epar-product-information_de.pdf; ~ Stand  12.05.2020)  sowie

Cryopyrin-assoziierten Syndromen, Still Syndrom und rheumatoider Arthritis (Anakinra)

(https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/kineret-epar-product-

information_de.pdf; Stand 12.05.2020) eingesetzt werden. Darlber hinaus wird eine IL-

1 Blockade aktuell fur viele weitere Erkrankungen und auch fir den Einsatz bei COVID-
19 diskutiert . Dies zeigt beispielhaft die physiologische und klinische Relevanz des IL-
1 Signalweges und lasst die gesamtgesellschaftliche Dimension der IL-1-abhangigen

Erkrankungen erahnen (Huet et al., 2020).

Die in dieser Dissertation weiterentwickelte IL-1 Signaltransduktionskarte bietet
innovative zukilnftige Einsatzmoglichkeiten fir eine individualisierte Patienten
adaptierte Diagnostik und Therapie. Bereits heute ist es mdglich, mRNA und
Proteinproben aus Kleinsten Mengen betroffener Gewebe erkrankter Patienten zu

generieren (z.B. aus Gelenkbiopsien) und hochdichten Transkriptom- und (PTM)
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Proteomanalysen zuzuftihren. Die Daten aus solchen Messungen kdnnen, wie in dieser
Dissertation gezeigt, auf die IL-1 Signaltransduktionskarte projiziert werden und kdnnten
so hotspots der (Fehl)Regulation von wichtigen Schaltstellen im Signalablauf abbilden,
z.B. deregulierte hyperaktivierte Proteinkinasen, fiir die bereits zugelassene Inhibitoren
zur Verfligung stehen. Eine solche Analytik konnte im Vergleich zu einer Referenz aus
gesunden Kohorten oder auch vor und im longitudinalen Verlauf einer Therapie
stattfinden, um diese immer wieder anzupassen. In letzter Konsequenz wiirde die IL-1
Signaltransduktionskarte zusammen mit hochdichten molekularen Analysen die
klassische Biomarker Diagnostik ersetzen konnen. Hierbei wéren zusétzlich komplette in
silico Modellierungen denkbar, die durch ,virtuelle Eingriffe in die pathologisch
verdnderte Signaltransduktion am Computer die wirksamste Therapie ermitteln kénnten
und mogliche non-responder bereits vor der Therapie aufdecken kénnten. Basierend auf
immer effizienteren Verfahren der Informationstechnologie, kdnnten so alle verfiigharen
Therapien am Patientenmodell der IL-1 Signaltransduktionskarte durchgerechnet
werden. Hierbei konnten Therapien nach dem klinischen trial and error-Prinzip reduziert
und gemal der Kautele hit hard, hit early zielgerichtet, frih und individuell agiert

werden.

Die Leistungsfahigkeit der Informationstechnologie konnte nicht nur in der
Therapieplanung des Patienten eingesetzt werden, sondern sie kdnnte auch zur weiteren
Informationsgewinnung beitragen, indem die weltweit publizierte Literatur sofort in
mathematische Modellierungen und Signaltransduktionskarten umgesetzt und in Echtzeit
auf dem aktuellsten Stand der Wissenschaft gehalten wird. Eine grof3e Herausforderung
wird dabei die Qualitatskontrolle der Daten sein, von der Auswahl der Methoden
einzelner Studien bis hin zur Implementierung der Ergebnisse in geeignete 2D oder 3D
Karten und Modelle. Dies wirde intelligente und lernfahige Algorithmen voraussetzen.
Die entsprechende Visualisierung der Daten kdnnte mehrdimensional implementiert
werden, um so alle mdglichen aktiven und inaktiven Zustdnde der Zelle und des

Signalweges korrekt im Raum-Zeit-Kontinuum abzubilden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das Zytokin Interleukin-1 (IL-1) wirkt im Korper entziindungsférdernd, spielt eine

wichtige Rolle bei Immunreaktionen und ist damit auch Teil eines sehr fein regulierten
und fragilen Gleichgewichts pro-inflammatorischer und anti-inflammatorischer
Regulationsmechanismen. Ist  dieses pathologisch verandert, kénnen
Autoimmunerkrankungen, wie die rheumatoide Arthritis, entstehen. Vielfaltige
Beobachtungen weisen IL-1 als ein Schliisselmolekil einer Reihe von chronischen, mit
entziindlichen Phasen einhergehenden Krankheitsbildern aus. Mittlerweile stehen
Klinisch erfolgreich eingesetzte Medikamente zur Verfugung, die gobal die IL-1-
Wirkung im Menschen supprimieren, wie zum Beispiel der IL-1 Rezeptorantagonist
Anakinra oder der anti-IL-1B Antikérper Canakinumab. Zielgerichte Modulatoren der

intrazelluldren IL-1 Signaltransduktion sind allerdings noch nicht verflgbar.

In dieser Dissertation wurde das Ziel verfolgt, eine verfeinerte und globalere Darstellung
der bisher bekannten IL-1-regulierten molekularen Mechanismen in Form einer IL-1
Signaltransduktionskarte zu erstellen. Diese sollte zum einen als ein interaktives und auch
flexibel erweiterbares Wissensarchiv nutzbar sein und zum anderen die Projektion von
hochdichten RNA und Proteindaten ermdglichen, um die Gesamtheit aller Auswirkungen
von Signaltransduktionsvorgangen im IL-1 System unter homdostatischen, perturbierten

oder pathologischen Bedingungen in kompakter Form abzubilden.

Hierzu wurde eine bereits vorhandene, unverdffentlichte 1L-1-Signaltransduktionskarte
der Arbeitsgruppe (Wasiliew, 2014) weiterentwickelt, indem im Rahmen einer
systematischen  Literaturrecherche hochwertige und ausreichend kontrollierte
Originalarbeiten zum Thema IL-1 Signalwege fur den Zeitraum zwischen dem
20.01.2010 und dem 01.11.2018 ermittelt wurden. Insgesamt wurden aus der Literatur
189 molekulare Informationen aus 67 Originalarbeiten extrahiert. Diese wurden in der
Karte als 115 Molekulkommentare, 34 physikalische Interaktionen, 35 enzymatische
Katalysen und 4 Transportvorgange visualisiert. Insgesamt konnten so 79 neue Molekiile
in die Karte integriert werden, so dass diese nun Informationen aus 570 Publikationen
und 335 Molekulen im IL-1 System abbildet, die mittels 883 Molekiilkommentaren, 398
physikalischen Interaktionen, 238 enzymatischen Katalysen und 44 Transportvorgangen

untereinander und mit einer dahinter liegenden Datenbank verknupft sind.
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Im letzten Teil der Arbeit wurde gezeigt, dass experimentell ermittelte IL-1-induzierte
transkriptom- und proteomweite Anderungen der mRNA und der posttranslationalen
Modifikationen von Proteinen (Phosphorylierung, Ubiquitinierung, Acetylierung),

erfolgreich auf die IL-1- Signaltransduktionskarte projiziert werden kdnnen.

Dieser Ansatz validiert die korrekte Zusammenstellung der IL-1 Signaltransduktionskarte
und zeigt die Komplexizitéat der ineinander verschalteten Signalvorgénge eines einzelnes
proinflammatorischen ~ Zytokins.  Perspektivisch  koénnte eine solche IL-1
Signaltransduktionskarte verwendet werden, um unterschiedliche hochdichte molekulare
Daten aus Gesunden und Erkrankten integrativ zu visualisieren und miteinander zu
vergleichen. Auf dieser Basis konnten krankheitsspezifischere und individualisiertere
Biomarker oder zielgerichtete Therapien entwickelt werden, deren Wirkung wiederum

longitudinal im Krankheitsverlauf genom- und proteomweit abgebildet werden kann.

Schlagworter: 1L-1, Signaltransduktionskarte, Zytokine, Signalwege, Kinase,

Transduktion, Proteinkomplex, Phosphorylierung
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6 ABSTRACT

The cytokine interleukin-1 (IL-1) has a proinflammatory effect in the body, plays an

important role in immune reactions and is thus also part of a very finely regulated and
fragile balance of proinflammatory and anti-inflammatory regulatory mechanisms. If this
is pathologically altered, autoimmune diseases such as rheumatoid arthritis may develop.
Multiple observations point to IL-1 as a key molecule in a number of chronic disease
patterns associated with inflammatory phases. Clinically successful drugs are now
available that globally suppress IL-1 action in humans, such as the IL-1 receptor
antagonist anakinra or the anti-IL-1B antibody canakinumab. However, targeted
modulators of intracellular IL-1 signal transduction are not yet available.

In this dissertation, the goal was to create a refined and more global representation of the
previously known IL-1-regulated molecular mechanisms in the form of an IL-1 signal
transduction map. On the one hand, this should be usable as an interactive and also
flexibly expandable knowledge archive, and on the other hand, it should allow the
projection of high-density RNA and protein data to represent the totality of all effects of
signal transduction processes in the IL-1 system under homeostatic, perturbed or
pathological conditions in a compact form.

For this purpose, an existing unpublished IL-1 signal transduction map of the working
group (Wasiliew, 2014) was further developed by identifying high-quality and adequately
controlled original papers on IL-1 signaling pathways for the period between 2010-01-20
and 2018-11-01 through a systematic literature search. A total of 189 molecular
information from 67 original papers were extracted from the literature. These were
visualized in the map as 115 molecular annotations, 34 physical interactions, 35
enzymatic catalysts, and 4 transport events. A total of 79 new molecules were thus
integrated into the map, so that it now represents information from 570 publications and
335 molecules in the IL-1 system, which are linked to each other and to an underlying
database by means of 883 molecular comments, 398 physical interactions, 238 enzymatic

catalysts and 44 transport processes.

In the last part of the work, experimentally determined IL-1-induced transcriptome- and

proteome-wide changes in mRNA and posttranslational modifications of proteins
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(phosphorylation, ubiquitination, acetylation), were shown to be successfully projected
onto the IL-1 signal transduction map.

This approach validates the correct assembly of the IL-1 signal transduction map and
reveals the complexity of the interconnected signaling processes of a single
proinflammatory cytokine. In perspective, such an IL-1 signal transduction map could be
used to integratively visualize and compare different high-density molecular data from
healthy and diseased individuals. On this basis, more disease-specific and individualized
biomarkers or targeted therapies could be developed, the effects of which could in turn

be mapped longitudinally across the genome and proteome during disease progression.

Key words: IL-1, signaling map, cytokine, signaling pathways, kinase, transduction,
protein complex, phosphorylation
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7 VERZEICHNISSE
7.1 Abklrzungsverzeichnis

Abkiirzung | Bedeutung
Abb Abbildung
AG Arbeitsgruppe
ARDS Acute Respiratory Distress Syndrom
Arg Arginin
Asn Asparagin
ATP Adenosintriphosphat
bzw. beziehungsweise
Ca Kalzium
cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat
CANTOS Canakinumab Anti-Inflammatory Thrombosis Outcomes Study
CAPS Cryopyrin-Assoziierte Periodische Syndrome
CINCA Chronisch infantiles neurologisch-kutanes-artikuléres Syndrom
COVID-19 Coronavirus Disease 2019
d.h. das heif3t
DIRA Defizienz des Interleukin-1 Rezeptorantagonist
DM2 Diabetes Mellitus Typ2
DNA Desoxyribonukleinsdure
EMA Européische Arzneimittelagentur
FCAS Familidres Kélteinduziertes Autoinflammatorisches Syndrom
FMF Familidres Mittelmeerfieber
Glu Glutaminsaure
G-CSF Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor
HIDS Hyper-IgD-Syndrom
HLPC High Performance Liquid Chromatography
1D Identification
IL-1 Interleukin-1
IL-10 Interleukin-10
1L-17 Interleukin-17
IL-1a Interleukin-1 alpha
IL-1B Interleukin-1 beta
IL-6 Interleukin-6
1L-8 Interleukin-8
lle Isoleucin
IMAC Immobilized Metal Affinity Chromatography
kDa Kilodalton
Leu Leucin
LPS Lipopolysaccharide
Lys Lysin
MAS Makrophagen Aktivierung Syndrom
Mg Magnesium
min Minute
MKD Mevalonatkinase-Defizienz
MMP Matrix-Metalloproteasen
MWS Muckle-Wells-Syndrom
NK Zellen Natural Killer Zellen
NLS Nuclear Localization Signal
NO Stickstoffmonoxid
NOMID Neonatal Onset Multisystem Inflammatory Disease
PBS Phosphatgepufferte Salzldsung
PCR Polymerase Kettenreaktion
PDF Portable Document Format
PFAPA Periodisches Fiebersyndrom
Pro Prolin
PTM Posttrtanslationale Modifikation
RA Rheumatoide Arthritis
RNA Ribonukleinsiure
ROS Reaktive Sauerstoffspezies
S1P Sphingosin-1-phosphat

SARS-CoV-2 Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2
Ser Serin

SJA Systemisch juvenile idiopathische Arthritis
siRNA Small Interfering RNA

STEMI ST-Hebungsinfarkt

Tab Tabelle

TGF-B Transforming Growth Factor beta

Thr Threonin

TLR Toll-like Rezeptor

TRAPS Tumor-Nekrose-Faktor-assoziiertes periodisches Syndrom
Tyr Tyrosin

Val Valin

z.B. zum Beispiel

ZNS Zentrales Nervensystem
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7.2 Abbildungsverzeichnis
Uberblick tiber die Funktion von I1L-1 Familienmitgliedern im
1 Immunsystem.
Die Bedeutung von IL-1a als Alarmin bei einer
2 Gewebeschadigung.
Die Rolle von IL-1 Familienmitgliedern bei der
3 Tumorentwicklung.
Darstellung der pharmakologischen Angriffspunkte von IL-
4 10/P bei entziindlichen Erkrankungen.
Eine schematische Darstellung des kanonischen Interleukin-1
5 Signaltransduktionsweges.
Visualisierte Ubersicht des Beitrages der Autoren zu der 1L-1
6 Signaltransduktionskarte.
Die Legende der IL-1 Signaltransduktionskarte in der
7 Ubersicht.
Beispielhafte Ansicht der hinterlegten Informationen zu den
8 jeweiligen Molekdilen.
Ansicht der hinterlegten Informationen ber die jeweiligen
9 Reaktionen.
Uberblick tiber die komplette neueste Version der IL-1
10 Signaltransduktionskarte und deren réumliche Aufteilung.
Darstellung des Reiters ,,Backpage* mit gen-zentrierten
11 Zusatzinformationen.
Beispielhafte Darstellung der Implementierung von
12 Molekiilkommentaren in die IL-1 Signaltransduktionskarte.
Beispielhafte Darstellung der Implementierung von
physikalischen Interaktionen in die IL-1
13 Signaltransduktionskarte.

Beispielhafte Darstellung der Implementierung von
14 enzymatischen Katalysen in die IL-1-Signaltransduktionskarte.
Beispielhafte Darstellung der Implementierung von
15 Transportvorgdngen in die IL-1 Signaltransduktionskarte.
Beispielhafte Darstellung der Implementierung von
16 widerlegten Reaktionen in die IL-1 Signaltransduktionskarte.
Zusammenfassung der IL-1 induzierten Transkriptionsreaktion
17 in der humanen epithelialen Karzinomzelllinie HelLa.
Beispielhafte Projektion der mMRNA Expressionsdaten auf die
IL-1 Signaltransduktionskarte anhand des
18 signaltransduzierenden IL-1 Rezeptorkomplexes.
Projektion von mRNA Anderungen wichtiger 1L-1 Zielgenen
19 auf die IL-1 Signaltransduktionskarte.
Komplette Darstellung der IL-1 Signaltransduktionskarte mit
20 der Projektion von genomweiten Transkriptomdaten.
Ubersicht tiber die Gesamtanzahl und die Uberlappung von
modifizierten Peptiden und korrespondierenden
21 Proteinen/Genen.
Gemeinsame Darstellung der mMRNA und PTM Regulation des
22 signaltransduzierenden IL-1 Rezeptorkomplexes.

Nachweis von drei unterschiedlichen PTMs an transkriptionell
23 aktiven Proteinen im distalen IL-1 Signaltransduktionsweg.
Komplette Darstellung der IL-1 Signaltransduktionskarte mit
der Projektion von genomweiten Transkriptom und
24 proteomweiten PTM Daten.
Projektion von Transkriptom- und Proteomdaten zur Erfassung
25 von Krankheitszustanden.
Al IL-1-Signaltransduktionskarte
A2 Legende der IL-1-Signaltransduktionskarte
A3 Autoren der IL-1-Signaltransduktionskarte
A4 Projektion der Trasnkriptomdaten
A5 Projektion der Proteomdaten
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7.3 Tabellenverzeichnis
Tabelle | Titel

1 Uberblick tiber die Zytokine der Interleukin-1 Familie.
Ubersicht tber die aktuellen klinischen Studien im Bereich

2 Interleukin-1

3 Verwandte Softwareversionen der vorliegenden Arbeit.
Uberblick tiber die deskriptive Statistik der vorherigen
Entwicklungsstufen bis hin zur aktuellen IL-1-

4 Signaltransduktionskarte
Gesamtzahl aller modifizierten Peptide und der

5 korrespondierenden Gen-/Proteinnamen
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8.1 Abbildung Al: IL-1-Signaltransduktionskarte

8 ANHANG

Anhang

W e g

P sold [ ¥ | s FE—
[

Lids E _|

ﬁl cann | —]
aus] [ e |

{ 4140 [ 113 H a0 [ oissay

_m =
= cuas [ v | e
) - s EED {

was3a | evoois A
] [hes f
.
MHD 504 VI3 | 1NN e ] E i _
- ] oevn v

wanr ][]

{ Va0 | vam30 |

008

28@

s |

el | i

- rovan Jaoon |a—p{ via

[orowmam [wawn ]| | |

Eap) i

9400 e,

Larvven ||| eimiawin || a1 +_
= [

ARSIV L eVl

:

EellvaNL [ © S scmixv [

| Lyl
[sem=n |
i _ _ [y um{z — =
g : w
e s
ks
oo || REDmis _
e
L Y o oMaN H—| Hovao T 1 71 po
AL _H_mmé iaw | [ e [ v [ wor [ [amn Hy o \A = 1S E _._M_ls_lé ] | |
1 0 <
vinnao
VY | e3zaen XTI _|+!
_H‘| - v
D

T
B

_ ,
= = o |
I [ous] _

BEYN T T+ DAY

DAYV |

gl
4

z
0.

[1sss4]
[zous |
s
[omi ]

o
I
[

PLIEAYN -t

ﬂ!% E Diegwn H-
[

Hig
L
il

B v _

o

i)

2
H
&

o]
|2
L=

S - DR B cawnan |
e s =i I = o} |-
E 1 ENED usaa ]

Wi

zo8
asvD.
NAVO
954!
i

muzs

i ’
! ao0Hd I
1 R [
i i
(o= ” e 1 [y D
| 123N —
m L o i | i Nz3En [esraave. ,ﬁ
| | - g || b3d J na
- T s ey [ | =]
<o i
| ZdEd
bt Za0svy [oneo | H
' [
-
4L SwH 800d | | diTioL
v | [ ew | [ s ([ e | [vena | [ e
[omww o ] e LS Tz [

_ E.; i W i £ | | | zEn

139



Anhang

ionskarte

Itransdukt

igna

: Legende der IL-1-Si

8.2 Abbildung A2

VNyw

auen jabie) D
wninajas onewse|dopuy y3
aueiquawW eWSeld Nd
snajonNN N
BUPUOYI0UI |1y
snjeisedde 1Bjog (g
swosopuz p3
le|njj@aenxy ng
wsedoify 1o

uonejfjaoeoiny

uopnejfioydsoydoiny C

uonesojsuel]
Jonuon
juawiinioay
uoniqiyul
uoneAnoy
uonezijiqeis
uonezijiqeisag
uoneuninbignag
uoneunbiqn
uonejAownsag
uonejfowng
abeaea|d onjhloajoid
uonejfuoydsoydag
uone|fioydsoyd
uopjejfopwied
uonejfyjawag
uonejAyle|y
uoljejAsodf|9
uone|fjaoeaq
uone|Ajpoy

uonejAuoneynibag

uoleIsoSSIp YNQ-UlSio.d
uoeIDOSSIP JBINJ3|ON
uonoeIsUl YNQ-UI8}01d -—

(uonoeiayu udjoid-uiajoid)

uoIRI20SSE JB|NJ3|ON —

sajnoajow/swsiueydsw umouwyjun ybnouyy uongoeay 0
uiajo.d punog-aueiquiaw JO WLIO) B|qN|0S H_
—
xa|dwod swAzuz _H_ _H_
R
—

uoljoeiaju] xajdwos e uj sulejold _H_ _H_
——
joquiAg auan)

=

Aemuyjed ayj ui sjnosjop

J0ydasay

140



Anhang

8.3 Abbildung A3: Die Autoren der IL-1-Signaltransduktionskarte
Grun: Moritz Bleymehl. Blau: Peter Wasiliew, Rot: Beide Autoren
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8.4 Abbildung A4: Projektion der Transkriptomdaten
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8.5 Abbildung A5: Projektion der Proteomdaten
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