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1 Einleitung

1.1 Das proinflammatorische Zytokin Interleukin-1

1.1.1 Zytokine — Die Botenstoffe der Immunantwort

Der Begriff ,,Zytokine* umfasst mehrere hundert kleine Proteine oder Polypeptide, die als
extrazelluldare und zum Teil auch als membranstandige oder intrazelluldre Botenstoffe des
Immunsystems an entzindlichen und immunologischen Prozessen beteiligt sind und dartber
hinaus bei unzdhligen biologischen Abldufen wie Zelldifferenzierung, Zellwachstum und
Zellproliferation eine zentrale Rolle einnehmen. Dazu gehoren die Interferone, Interleukine,
Chemokine, mesenchymale Wachstumsfaktoren, Tumornekrosefaktoren und Adipokine
(Dinarello, 2007).

Prinzipiell sind alle kernhaltigen Zellen in der Lage, Zytokine zu produzieren. Diese entfalten
im Rahmen einer Immunantwort sowohl lokal auf autokrinem, parakrinem bzw. juxtakrinem
Wege als auch systemisch in endokriner Manier an ihren Zielzellen ihre hochpotente Wirkung.
Gerade Vertreter der Interleukine wie IL-1 und IL-12 induzieren bereits in sehr geringen
subnanomolaren Konzentrationen eine biologische Antwort (Dinarello, 2007).

In der Regel fungieren Zytokine als Liganden spezifischer Oberflachenrezeptoren auf ihren
Zielzellen. Infolge ihrer Bindung werden intrazelluldre Signalkaskaden aktiviert, was zur
Rekrutierung von Transkriptionsfaktoren mit konsekutiver Genexpression fihrt. In manchen
Féllen wirken Zytokine oder deren ,Precursor auch direkter als intrazelluldre

Transkriptionsfaktoren (Dinarello, 2007; Werman et al., 2004).

1.1.2 Die Interleukin-1-Familie

Die Interleukin-1 (IL-1)-Familie beinhaltet 11 Proteine (IL-1F1 bis IL-1F11), die im
menschlichen Organismus von 11 verschiedenen Genen kodiert werden. Mit einer Ausnahme
liegen diese allesamt auf dem langen Arm von Chromosom 2; einzig das Gen, das fir IL-18
kodiert, befindet sich auf dem Chromosomenabschnitt 11g22. (Bensen et al., 2001; Busfield
et al., 2000; Dinarello, 2009; Dunn et al., 2001; Nolan et al., 1998; Pizarro et al., 2007; Sims
etal., 2001).

Die Hauptfunktion von IL-1 besteht in einer prazisen Regulierung proinflammatorischer
Reaktionen, welche durch mechanischen, chemischen oder physikalischem Stress ausgeldst

werden konnen. Weiterhin aktivieren exogene Noxen wie bakterielle, virale, fungale oder
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parasitare Molekile, die der Gruppe der ,,Pathogen-associated molecular patterns” (PAMPS)
zuzuordnen sind, ebenso wie endogene Noxen, z.B. Harnsdurekristalle, Adenosintriphoshat
(ATP) oder sonstige Komponenten von zugrunde gegangenen Zellen aus der Gruppe der
,Damage- or danger-associated molecular patterns” (DAMPs), die Freisetzung von IL-1
(Gaestel et al., 2009a; Martinon et al., 2009). Somit ist IL-1 ein wichtiger Bestandteil der

angeborenen Immunitat (Abb.1).

Innate immune cells:
Kinases » Macrophages
‘ « Monocytes
PAMPS| =3 « Dendritic cells
» Mast cells
DAMPs » Granulocytes

/

Mediators of

Inflammation :
(histamines, * Endothelium

PGE,, chemokines) -’ L °Eib{gb:asts
» Epithelium
* Osteoclasts
« Glial cells

Abbildung 1: Immunantwort getriggert durch pleiotrope proinflammatorische Zytokine.

Tissue cells:

Exogene Noxen [,,Pathogen-associated molecular patterns” (PAMPs)] sowie endogene Noxen [,,Damage- or
danger-associated molecular patterns” (DAMPSs)] aktivieren Zellen der angeborenen Immunitét, aber auch Zellen
aus dem umliegenden Gewebe, wodurch es zur Freisetzung pleiotroper proinflammatorischer Zytokine wie IL-1
kommt. (Modifiziert nach Prof. Dr. M. Kracht, Gielen aus Gaestel, M., Kotlyarov, A., Kracht M., Nature
Reviews Drug Discovery 2009)

Im Folgenden werden Mitglieder der Interleukin-1-Familie vorgestellt, die von C.A. Dinarello
mit den Namen IL-1F1 — IL-1F11 (Dinarello et al., 2010) charakterisiert worden sind (Tab.1).

Common Name IL-1 Family Name Function Ligand-Binding Chain

IL-la IL-1F1 Agonist IL-1R type I

IL-18 IL-1F2 Agonist IL-1R type I

IL-1Ra IL-1F3 Antagonist IL-1R type 1

IL-18 IL-1F4 Agonist IL-18Ra

IL-36Ra IL-1F5 Antagonist IL-1Rrp2

IL-36a IL-1F6 Agonist IL-1Rrp2

IL-37 IL-1F7 Antagonist IL-18R« oY : T
L3653 i Agmfi.\[ 1L Rep2 Tabelle 1: Die Interleukin-1-Familie.
IL-36Y IL-1F9 Agonist IL-1Rrp2 (Modifiziert nach Prof. Dr. M. Kracht,
IL-387 IL-1F10 Unknown Unknown GieBen aus Pizarro, T. et al., J. Immunol.,

fL-33 il T i 2007; Dinarello, Nat.Immunol. 2010)




Einleitung -3-

1121 IL-leund IL-1p

IL-1o. (IL-1F1) und IL-1B (IL-1F2) stellen die zuerst identifizierten und damit am besten
erforschten Vertreter der IL-1-Familie dar. Es handelt sich hierbei um zwei sehr potente
Zytokine (Dinarello, 2006), die in ihrer Aminosduresequenz zwar nur eine 24 %-ige
Ubereinstimmung aufweisen, jedoch in vitro groBtenteils die gleiche biologische
Funktionalitat besitzen (Dinarello, 1996; Dunn et al., 2001; Pizarro et al., 2007).

IL-100 ist ein membrangebundenes Protein (Kurt-Jones et al., 1985), bestehend aus 159
Aminosduren (March et al., 1985), und entfaltet seine biologische Wirkung tber autokrine
oder juxtakrine Mechanismen (Dinarello, 2009; Kaplanski et al., 1994). Ebenso wie IL-1p,
das sich seinerseits aus 153 Aminosauren zusammensetzt (Kamogashira et al., 1988a;
Kamogashira et al., 1988b; March et al., 1985), entsteht die reife Form von IL-1a durch
proteolytische Spaltung aus einem 31 kDa schweren Vorlduferprotein und besitzt eine
molekulare Masse von 17 kDa (Auron et al., 1984; Dinarello, 1996). Beide Formen von IL-1a
sind biologisch aktiv (Dinarello, 2009), wohingegen IL-1B erst nach enzymatischer
Prozessierung seines 31 kDa-Vorlauferproteins in die 17 kDa-Form (Keller et al., 2008;
Martinon et al., 2002) und nachfolgender Sekretion seine Wirkung parakrin oder systemisch
entfaltet (Dinarello, 2005a; Dinarello, 2005b).

IL-1a und IL-1P werden liberwiegend von Monozyten und Makrophagen, den sogenannten
,,Sentinel Cells* oder Wachposten des angeborenen Immunsystems, sezerniert (Dinarello et
al., 1987; Dinarello, 2009; Granowitz et al., 1992; Netea et al., 2009), kdnnen aber auch von
vielen weiteren Korperzellen gebildet und ausgeschittet werden. Sie induzieren Uber ihre
Bindung an den Interleukin-1-Rezeptor Typ | (IL-1R1) rasch die mRNA-Expression von
Hunderten von Genen in diversen Zellarten wie z.B. Monozyten bzw. Makrophagen (Allantaz
et al.,, 2007; Jura et al., 2008), Epithelzellen (Hoffmann et al., 2005), Endothelzellen
(Bandman et al., 2002), Chondrozyten (Joos et al., 2009; Vincenti et al., 2001) und
Fibroblasten (Holzberg et al., 2003; Jeong et al., 2004; Wolter et al., 2008). Dabei bewirken
IL-la. und IL-1B auch die Expression ihrer eigenen Gene in Form eines positiven
Rickkopplungsmechanismus, was die zelluldre IL-1-Antwort auf auto- sowie parakrinem
Wege nochmals vervielfacht (Dinarello et al., 1987; Dinarello, 1996; Gaestel et al., 2009a;
Granowitz et al., 1992). Die Transkription IL-1-responsiver Zielgene erfolgt bereits innerhalb
von Minuten und halt einige Stunden an (Hoffmann et al., 2005; Wolter et al., 2008). Die
Genaktivierung wird Uber mehrere hochspezifische Mechanismen eingeleitet, in denen es
voriibergehend zur reversiblen Bildung von Multiproteinkomplexen kommt, die sowohl aus

nicht-enzymatischen Adapterproteinen bestehen als auch aus Enzymen, die nach ihrer
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Aktivierung eine Reihe von Phosphorylierungen sowie K48-verknlpfte degradative oder
K63-verknipfte nicht-degradative Ubiquitinylierungsprozesse in Gang setzen (Gaestel et al.,
2009a).

Es existieren drei Ebenen, auf denen die starke und vielféltige proinflammatorische Aktivitat

von IL-1a und IL-1p eingeddmmt wird:

1) Regulation der Prozessierung und Freisetzung durch das ,,NACHT-, leucine-rich repeat
(LRR)- and PYD-containing protein 3“ (NALP3)-Inflammasom, ein Multiproteinkomplex,
der die Aktivitat der IL-1pB-prozessierenden Protease Caspase-1 moduliert (Martinon et al.,
2009)

2) Regulation auf Hohe der Rezeptoren (Dinarello, 2005b)

3) Regulation der rezeptorvermittelten Signaltransduktion, die in der Transkription IL-1-

responsiver Gene mit folgender Translation mindet (Gaestel et al., 2009a)

1.1.2.2 IL-1Ra - Der physiologische IL-1-Rezeptorantagonist

Mit IL-1Ra (IL-1F3) bindet ein weiteres Mitglied der IL-1-Familie an den IL-1-Rezeptor
Typ | (Schreuder et al., 1997). Obwohl IL-1Ra zwei Bindungsstellen fur IL-1R1 besitzt, die
denen von IL-1p dhnlich sind (Dinarello, 2009; Eisenberg et al., 1990), entfaltet es eine
antagonistische Wirkung an IL-1R1 (Dinarello, 2009; Pizarro et al., 2007). Der Grund hierfur
liegt in einer jeweils unterschiedlichen rdumlichen Beziehung innerhalb der Ligand-Rezeptor-
Bindung: Auf dem Knotenpunkt zweier Doménen sowie auf einer dritten Doméne trégt
IL-1R1 zwei Bindungsstellen, tber die IL-1p an seinen Zielrezeptor bindet. Daraufhin lagern
sich jene drei Doméanen von IL-1R1 um IL-1p herum zusammen und uber diese
Konformationsanderung wird eine Signalfortleitung induziert. IL-1Ra bindet zwar ebenfalls
an die Bindungsstelle von IL-1R1 auf dem Knotenpunkt zwei seiner Doménen, jedoch kommt
es im Zuge dessen zu einem Abweichen der dritten IL-1R1-Doméne von IL-1Ra. Daraus
resultiert eine nur sehr schwache Bindung von IL-1Ra an die Bindungsstelle von IL-1R1 auf
seiner dritten Doméne, wodurch ein fur die Signalfortleitung obligates Zusammenlagern der
drei IL-1R1-Domanen ausbleibt (Schreuder et al., 1997; Vigers et al., 2000) (Abb.2).

1.1.2.3 IL-18 - Ein naher Verwandter von IL-1p

IL-18 (IL-1F4) besitzt hinsichtlich Aminosduresequenz und dreidimensionaler Faltung groRRe
Ahnlichkeit mit IL-1o, IL-1B sowie IL-1Ra und weist in seiner biologischen Funktion

mehrere Parallelen zu der von IL-1B auf (Dunn et al., 2001; Pizarro et al., 2007; Sims et al.,
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2001). Eine weitere Gemeinsamkeit mit IL-1B besteht darin, dass es aus einem inaktiven
Vorlauferprotein mit einer molekularen Masse von 24 kDa durch Caspase-1 proteolytisch in
seine reife 18 kDa-Form tberfihrt wird (Dinarello, 2009). IL-18 bindet an seinen Zielrezeptor
IL-18Ra und nach Komplexbildung mit IL-18Rf induziert es in Abhéngigkeit von IL-12 die
Expression von Interferon-y (IFN-y) in TH1-Zellen und nattrlichen Killerzellen (NK-Zellen)
(Boraschi et al., 2011; Dinarello, 2009; Okamura et al., 1995; Pizarro et al., 2007). Des
Weiteren induziert es Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), ,.Granulocyte macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF), IL-8, IL-6, IL-1B und Fas-Ligand (FasL) in verschiedenen
Zelltypen. Mit dem sogenannten ,,IL-18-binding protein“ (IL-18BP) existiert gleichzeitig ein
direkter Inhibitor von IL-18, welcher die IL-18-vermittelte TH1-Antwort triggert (Dinarello,
2009; Novick et al., 1999).

IL-18 l&sst sich in Monozyten, Gewebsmakrophagen, dendritischen Zellen, Kupffer-Zeller,
Osteoklasten, Keratinozyten, Epithelzellen und Tumorzelllinien nachweisen (Boraschi et al.,
2011). Interessanterweise wird IL-18 in mononukledren Zellen des peripheren Bluts
(,,Peripheral blood mononuclear cells“, PBMC) — im Gegensatz zu IL-1p — konstitutiv
exprimiert, sodass auch eine regulatorische Funktion in Bezug auf die zellulare Homdostase
diskutiert wird (Dinarello, 2009; Puren et al., 1999).

1.1.2.4 IL-1F5-IL-1F11: Sieben weitere Mitglieder der IL-1-Familie

In den letzten zehn Jahren wurden die biologischen Funktionen von weiteren Genprodukten
der IL-1-Familie bei der Regulation der angeborenen und erworbenen Immunitat néher
charakterisiert:

IL-36Ra (IL-1F5) ist zwar in der Aminosduresequenz zu knapp 50 % mit IL-1Ra identisch
und weist auch strukturell eine groRe Ahnlichkeit auf (Dinarello, 2009; Dunn et al., 2001)
(Abb.2), zeigt jedoch an IL-1R1 weder einen agonistischen noch antagonistischen Effekt
(Barton et al., 2000). Stattdessen ist IL-36Ra ein Ligand flr das ,,IL-1 receptor-related
protein-2° (IL-1Rrp2) (Pizarro et al., 2007). Es besitzt in Neuronen und Gliazellen eine
antiinflammatorische Funktion, indem es uber ,Toll- and IL-1R1-like” (TIR8)/,,Single
Immunoglobulin IL-1 receptor-related molecule” (SIGIRR) IL-4 induziert, das seinerseits die
Aktivitat von IL-1 herabsetzt (Costelloe et al., 2008). AuBerdem hemmt IL-36Ra die Uber
Bindung von IL-1F6, IL-1F8 und IL-1F9 an ihren Zielrezeptor IL-1Rrp2 und nachfolgendes
Anheften von ,,IL-1 receptor accessory protein® (IL-1RACP) vermittelte Aktivierung von
,Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells” (NF-xB) (Boraschi et al.,
2011). IL-36Ra wird in Keratinozyten, Monozyten, B-Zellen und dendritischen Zellen
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exprimiert und kommt Uberwiegend in Plazenta, Uterus, Gehirn, Herz, Niere sowie in der
Haut von Psoriasis-Patienten vor (Dunn et al., 2001).

IL-360 (IL-1F6) ist ebenfalls ein Agonist von IL-1Rrp2 (Pizarro et al., 2007), tGber dessen
Bindung und das Anlagern von IL-1RACcP seine proinflammatorische Wirkung durch die
Aktivierung von NF-kB und ,,Mitogen-activated protein kinases (MAPKs) entfacht wird
(Boraschi et al., 2011; Dinarello, 2009). Es hat sich zwar nicht in Fibroblasten nachweisen
lassen, dafur aber in Keratinozyten, in denen es mdglicherweise eine Rolle bei der Psoriasis
spielt (Dinarello, 2009). IL-36a wird auerdem in Monozyten sowie B-Zellen und T-Zellen
exprimiert, sodass es in Milz, Lymphknoten, Tonsillen und Knochenmark vorkommt (Dunn et
al., 2001).

IL-37 (IL-1F7) ist, strukturell betrachtet, am engsten mit IL-18 verwandt und existiert in den
finf verschiedenen Splicevarianten IL-37a-e (Boraschi et al., 2011; Dinarello, 2009). IL-37b
wird aus seinem Vorlauferprotein durch Caspase-1 aktiviert und zeigt eine
antiinflammatorische Wirkung (Dinarello, 2009; Kumar et al., 2002). Wie IL-37b werden
auch IL-37c-e durch Caspase-1 und weitere noch nicht identifizierte Proteasen in ihre reife
Form gespalten. Wahrscheinlich regulieren sich die verschiedenen Splice-Varianten dabei
gegenseitig durch kompetitive Hemmung. Die vermeintlich aktiven Formen sind IL-37a, das
eine Elastase-Spaltstelle und nukledre Lokalisationssequenz in sich tragt, IL-37b sowie
IL-37d, wohingegen IL-37c und IL-37¢ nicht die komplette ,,IL-1-like“-Sequenz umfassen
(Boraschi et al., 2011). Welche Bedeutung die Bindung von IL-37 an IL-18Ra, dem
Zielrezeptor von IL-18, hat, ist noch unklar (Pizarro et al., 2007). Jedenfalls scheint IL-37
weder eine direkt agonistische noch direkt antagonistische Funktion auszuiben (Bufler et al.,
2002; Kumar et al., 2002). Moglicherweise reguliert 1L-37 die proinflammatorische Wirkung
von IL-18, indem es IL-18Ra besetzt und dabei die fir die Induktion von IFN-y notwendige
Rekrutierung von IL-18RB  verhindert oder durch Anlagern der ,,Waisen-
Rezeptoren® TIR8/SIGIRR bzw. ,,Three immunoglobulin domain-containing IL-1 receptor-
related” (TIGIRR-1/2) an IL-18Ra eine antiinflammatorische Antwort induziert (Boraschi et
al., 2011; Lewis et al., 2006). AulRerdem ist eine Komplexbildung von IL-37 mit IL-18BP
beschrieben worden, welche durch Bindung von IL-18RB dessen Anlagern an den
IL-18/IL-18Ra-Komplex verhindert und dadurch die 1L-18BP-bedingte Hemmung der IL-18-
Immunantwort noch weiter verstarkt (Boraschi et al., 2011; Bufler et al., 2002). Die reife
Form der Splice-Variante 1L-37b Ubt im Zellkern moglicherweise Uber transkriptionelle
Regulation zusatzlich eine antiinflammatorische Wirkung aus (Dinarello, 2009). Auch IL-37a

ist in der Lage, in den Nukleus zu translozieren und auf transkriptioneller Ebene regulatorisch
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wirksam zu werden — und zwar sowohl als Vorlauferprotein als auch in reifer Form (Boraschi
et al.,, 2011). IL-37a-c werden in Monozyten, aktivierten B-Zellen, NK-Zellen und
Keratinozyten gebildet und sind in Lymphknoten, Thymus, Knochenmark, Lunge, Hoden,
Plazenta, Uterus, Haut und Dickdarm nachgewiesen worden (Dunn et al., 2001). I1L-37d und
IL-37e werden nur in Hoden und Knochenmark exprimiert. Im Gehirn kommt ausschliellich
IL-37a vor, in der Niere IL-37b und im Herz IL-37c (Boraschi et al., 2011).

IL-36B (IL-1F8) und IL-36y (IL-1F9) sind weitere IL-1Rrp2-Agonisten, die durch Anlagern
von IL-1RAcP NF-kB und MAPKs aktivieren (Boraschi et al., 2011; Dinarello, 2009).

IL-36f ist an der Synthese von proinflammatorischen Mediatoren in Synovialfibroblasten und
artikularen Chondrozyten beteiligt (Magne et al., 2006). Seine konstitutive Expression in
priméaren Chondrozyten kénnte auf eine Beteiligung bei Arthrose hindeuten (Dinarello, 2009).
Uberdies wird IL-36p in Monozyten und B-Zellen gebildet und lasst sich in Knochenmark,
Tonsillen, Herz, Plazenta, Lunge, Hoden und Dickdarm nachweisen (Dunn et al., 2001).
IL-36y ist ein proinflammatorisches Zytokin, auch wenn es bezliglich der dreidimensionalen
Faltung eine groRe Ahnlichkeit zu IL-1Ra aufweist (Dinarello, 2009). Es wird in Epithelzellen
und stimulierten Keratinozyten gebildet, ist dementsprechend in der Haut von Psoriasis-
Patienten nachweisbar und zeigt eine Hochregulation seiner Expression bei chronischer
Kontaktallergie sowie Herpes simplex (HSV)-Infektion, wéhrend es eine konstitutive
Expression im Plattenepithel des Osophagus und der Plazenta zeigt. Seine Aktivierung von
NF-kB in IL-1Rrp2-transfizierten Jurkat-Zellen wird durch I1L-36Ra herabgesetzt (Boraschi et
al., 2011; Dinarello, 2009; Dunn et al., 2001).

Zu IL-1F10 sind weder ein Zielrezeptor noch die eigentliche Funktion bekannt (Dinarello,
2009; Pizarro et al.,, 2007). Es besitzt eine zu 37 % mit IL-1Ra Ubereinstimmende
Aminoséduresequenz (Lin et al., 2001) und bindet soluble IL-1R1 (sIL-1R1), die l6sliche
Variante von IL-1R1 (Boraschi et al., 2011). IL-1F10 kommt in den Basalzellen der
Epidermis, B-Zellen in den Tonsillen sowie der Milz vor (Dinarello, 2009; Dunn et al., 2001).
IL-33 (IL-1F11) weist in seiner Struktur eine groBere Ahnlichkeit zu 1L-18 auf als zu IL-1pB
(Schmitz et al., 2005). Durch Bindung an seinen Zielrezeptor ,,Interleukin-1 receptor-like
receptor 1¢ (T1/ST2), welcher Ahnlichkeit zu IL-1R1 und IL-18Ra aufweist (Bergers et al.,
1994), und Komplexbildung mit IL-1RACcP leitet 1L-33 infolge der Aktivierung von NF-xB
und MAPKs mit konsekutiver Induktion von IL-4, IL-5 und IL-13 eine TH2-Antwort ein
(Boraschi et al., 2011; Schmitz et al., 2005). Neben seiner proinflammatorischen Wirkung,
die es Uber eine Ligand-Rezeptor-Bindung entfaltet, ist IL-33 auf nukledrer Ebene als

transkriptioneller Repressor durch Bindung an Heterochromatin und mitotische
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Chromosomen (Carriere et al., 2007; Dinarello, 2009) auch an antiinflammatorischen
Prozessen beteiligt (Gadina et al., 2007; Sanada et al., 2007). IL-33 wird konstitutiv in
humanem Lungenepithel, glatten Muskelzellen, und Endothelzellen in hochendothelialen
Venolen (HEV) exprimiert, nach Stimulation durch die proinflammatorischen Zytokine IL-13
und TNF-a in Fibroblasten, Keratinozyten und in geringer Konzentration auch in
Knochenmarksmakrophagen und dendritischen Zellen. In ruhenden Makrophagen und
dendritischen Zellen oder T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen und PBMC kommt IL-33 nicht vor
(Boraschi et al., 2011).
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Abbildung 2: Strukturelle Ahnlichkeit zwischen IL-1p, IL-1Ra und IL-36Ra.

IL-1B (blau), IL-1Ra (rot) und IL-36Ra (gelb) binden allesamt tiber konservierte Strdnge zwischen Schleife 4
und 5 (griin) sowie Schleife 7 und 8 (rosa) an die Immunglobulin-Doméne 3 des IL-1-Rezeptors Typ | (grau). Im
Gegensatz zu IL-1p und IL-36Ra bewegt sich dabei die Immunglobulin-Doméne 3 von IL-1R1 nicht auf IL-1Ra
zu. Angezeigt sind auBerdem Liganden-spezifische Aminosauren: Asp 145 in IL-1B, Lys145 in IL-1Ra und
Aspl48 in IL-36Ra.

(Modifiziert nach Prof. Dr. M. Kracht, GieBen aus Dunn et O’Neill, Trends Immunol., 2001)

1.2 Die klinische Bedeutung von Interleukin-1

1.2.1 Die Rolle von Interleukin-1 bei entziindlichen Prozessen

Als multifunktionelles Zytokin, das entweder alleine oder in Kombination mit anderen
Mediatoren auf anndhernd jeder Zellart eine Wirkung entfalten kann, kommt Interleukin-1
eine immens wichtige Bedeutung bei der Einleitung, Aufrechterhaltung und Einddmmung
entzlindlicher Geschehen im menschlichen Organismus zu. Sowohl bei akut-entziindlichen
Ereignissen wie z.B. akuten Infektionskrankheiten, Traumata oder akuter Ischamie als auch
bei chronisch-entziindlichen Prozessen wie z.B. chronischen Infektionskrankheiten,

autoimmunologischen und proliferativen Erkrankungen werden erhohte IL-1-Konzentrationen
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insbesondere im Blut aber auch in Geweben von Patienten gemessen. Bei
AbstoRungsreaktionen in der Transplantationsmedizin nimmt IL-1 ebenfalls eine tragende
Rolle ein (Dinarello, 1996).

Waéhrend viele andere Zytokine auf direktem Wege die Funktion, Differenzierung und
Proliferation von Zellen des angeborenen und erworbenen Immunsystems steuern, erfolgt die
IL-1-vermittelte Immunantwort indirekt Ober die aufgrund der Aktivierung zahlreicher
positiver sowie negativer Rickkopplungsmechanismen sehr rasche wie transiente Expression
eines groBen Repertoires an Zielgenen. Beispielsweise induziert I1L-1 die Synthese von
Cyclooxygenase-2 (COX-2) und ,,Inducible nitric oxide synthase* (iNOS), welche ihrerseits
die Produktion von Prostaglandin-E2 (PGE2) bzw. Stickstoffmonoxid (NO) einleiten. PGE2
ist ebenso an der Entstehung von Fieber beteiligt wie auch an der Herabsetzung der
Schmerzschwelle, wahrend NO eine Vasodilatation bewirkt (Dinarello, 2009; Gaestel et al.,
2009a).

Uber die Expression von Chemokinen wie Interleukin-8 (Baggiolini et al., 1992) und
Adhasionsmolekilen  wie ,lIntercellular adhesion  molecule-1“  (ICAM-1) auf
Mesenchymzellen oder ,,Vascular cell adhesion molecule-1“ (VCAM-1) auf Endothelzellen
initiiert 1L-1 den Ubertritt von immunkompetenten Zellen aus dem systemischen Kreislauf an
den Ort des entziindlichen Geschehens, was insbesondere bei chronisch-entziindlichen
Prozessen, in denen die Balance zwischen den Rickkopplungsmechanismen gestort ist, einen
Gewebeumbau zur Folge hat (Dinarello, 2009; Gaestel et al., 2009a).

1.2.1.1 Die Rolle von IL-1 bei autoinflammatorischen und autoimmunologischen

Erkrankungen

Es gibt eine ganze Reihe an Erkrankungen, denen eine Fehlregulation bei der Generierung
von oder Signalfortleitung durch IL-1 zugrunde liegt. Homozygote Mutationen oder
Deletionen im Gen, das flr IL-1Ra kodiert, fiihren zu Krankheitsbildern, die durch schwere
systemische Entziindungsprozesse gekennzeichnet sind (Aksentijevich et al., 2009; Reddy et
al., 2009). Ein Polymorphismus in diesem Gen konnte auch an der Entstehung von Psoriasis
und chronisch-entzundlichen Darmerkrankungen beteiligt sein (Dinarello, 1996).

Seltene autoinflammatorische (Erb-)Krankheiten wie etwa das familidre Mittelmeerfieber
(FMF) oder Formen des Cryopyrin-assoziierten periodischen Syndroms (CAPS), die sich
sowohl an der Haut als auch systemisch (z.B. durch Fieber, Arthralgien) manifestieren, sind
auf Mutationen in Bestandteilen des NALP3-Inflammasoms, welches die Prozessierung und
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Freisetzung von Interleukin-1B reguliert, zuriickzufiihren (Dinarello, 2009; Farasat et al.,
2008; Martinon et al., 2009).

Welche Rolle die neueren Mitglieder der IL-1-Familie bei autoinflammatorischen bzw.
autoimmunologischen Erkrankungen spielen, ist noch weitgehend unklar; zumindest werden
IL-18 und IL-36a. mit Psoriasis in Verbindung gebracht (Dinarello, 2009), wéhrend auch
IL-36Ra und IL-36y in der Haut von Psoriasis-Patienten nachgewiesen worden sind (Dunn et
al., 2001). 1L-18 scheint Uberdies als Mediator u.a. bei systemischem Lupus erythematodes
(SLE), rheumatoider Arthritis, Diabetes mellitus Typ | und Morbus Crohn zu fungieren
(Dinarello, 2009).

Die hohe Effektivitit von IL-1-Hemmstoffen bei der Therapie autoinflammatorischer
Erkrankungen unterstreicht die zentrale Bedeutung von IL-1o und IL-1p fiir die Genese und
Aufrechterhaltung einer Vielzahl von autoinflammatorischen Erkrankungen. Auch bei der
Behandlung von Autoimmunerkrankungen, die in erster Linie von TNF-o und nur sekundir
von IL-1 getriggert werden, kann sich der Einsatz von IL-1-Hemmstoffen vorteilhaft
auswirken. (Dinarello, 2009; Gaestel et al., 2009a).

1.2.1.2 Die Rolle von IL-1 bei Tumorerkrankungen

Interleukin-1p begunstigt im Knochenmark die Differenzierung von Stammzellen zu
myeloischen Vorlduferzellen (Dinarello, 2009). Spontane Genexpression und Synthese von
IL-1p ist mehrfach in den leukdmischen Zellen aus dem peripheren Blut oder Knochenmark
von Patienten mit akut oder chronisch myeloischer Leukamie (AML/CML) nachgewiesen
worden, aber auch in denen von Patienten mit akut oder chronisch lymphatischer Leuk&mie
(ALL/CLL), adulter T-Zell-Leuk&dmie, Haarzellleukd&mie und Plasmozytom. IL-1f induziert
in  leukdmischen  Zellen die Produktion von Granulozyten-Monozyten-Kolonie-
stimulierendem Faktor (GM-CSF) und fordert dadurch deren Proliferation (Dinarello, 1996).

Des Weiteren ist eine konstitutive Expression und Synthese von IL-lo und IL-1B in
Melanomen, Hepatoblastomen, Sarkomen, Epithel-, Urothel- und Ovarialzellkarzinomen
beschrieben worden. Hierbei induziert IL-1 die Produktion von Zytokinen wie IL-6,
,» 1ransforming growth factor-“ (TGF-B), kolonie-stimulierenden Faktoren, Chemokinen,
Adhésionsmolekilen und Wachstumsfaktoren, die entweder von den Tumorzellen selbst oder
tumorzellabhangig in Fibroblasten bzw. Endothelzellen synthetisiert werden. Somit hat IL-1
eine zentrale Stellung fur Wachstum, Metastasierung und GefaRneubildung solider Tumoren
(Dinarello, 1996; Voronov et al., 2003). Fur IL-1 sind aber auch Effekte auf Mechanismen

der Tumorwachstumshemmung/-reduktion wie vermehrte Induktion eines Zellzyklusarrests,
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Freisetzung von Sauerstoffradikalen, und Aktivierung von zytotoxischen T-Lymphozyten
gezeigt worden (Dinarello, 1996).

IL-1 steuert pro- bzw. antitumorigene Prozesse in Abhangigkeit davon, ob es — tiberwiegend
in Form des membrangebundenen IL-1oc — auf unmittelbar benachbarte (Tumor-)Zellen
einwirkt oder als IL-1f in die Umgebung sezerniert wird und einwandernde Monozyten und
neutrophile Granulozyten stimuliert (Dinarello, 2009). Membrangebundenes IL-1a wirkt
immunstimulatorisch. In niedriger Konzentration induziert auch IL-1B8 eine lokale
Entzindungsreaktion  mit  konsekutiver ~ Tumorzellvernichtung  durch  spezifische
Immunprozesse. In hoher Konzentration fihrt IL-13 in der Mikroumgebung von Tumoren
uber Aktivierung und Rekrutierung sog. Tumor-assoziierter Makrophagen (TAM), die sich
aus unreifen myeloiden Zellen mit immunsuppressiver Funktion - deswegen auch als
,,Myeloid-derived suppressor cells (MDSC) bezeichnet - differenzieren (Gabrilovich et al.,
2009), zu Tumorinvasion und Metastasenbildung (Apte et al., 2008). TAM sind ihrerseits
genauso in der Lage, IL-1 zu sezernieren. Dies bewirkt in Endothelzellen die Synthese von
,Vascular endothelial growth factor* (VEGF) und férdert dadurch Angiogenese und
Tumorprogression. Hierbei induzieren sich IL-1 und VEGF gegenseitig. Die Beobachtung,
dass die Hemmung von IL-1 die Differenzierung von unreifen myeloiden Zellen zu M1-
Makrophagen begnstigt und sich dies negativ auf Tumorprogression auswirkt, bietet einen

weiteren Ansatz fir die Behandlung von Tumorerkrankungen (Carmi et al., 2013).

1.3 Pharmakologische Angriffspunkte im Interleukin-1-Signalweg

1.3.1 Interleukin-1-Hemmstoffe

In Anbetracht der Schlusselrolle von Interleukin-1 fur die Entstehung und Aufrechterhaltung
chronisch-entziindlicher ~ Prozesse, die sich zum Beispiel im Rahmen von
autoinflammatorischen Erkrankungen bereits im Kindesalter in Form von teils sehr schweren
systemischen Krankheitsbildern mit ungunstiger Prognose manifestieren, sind Hemmstoffe
gegen IL-1 entwickelt worden, welche bereits auf Rezeptorebene die Einleitung IL-1-
gesteuerter Mechanismen unterbinden und somit eine geeignete Therapieoption darstellen
(Abb.3). Dabei gilt jedoch zu beriicksichtigen, dass der individuelle klinische Nutzen fir den
Patienten das ausschlaggebende Kriterium fiir den Einsatz dieser Medikamente sein muss,
denn es ist verstandlich, dass die Blockade eines multifunktionellen Zytokins mit solch
potenter proinflammatorischer Wirkung mit unerwinschten bis hin zu lebensbedrohlichen

Nebenwirkungen einhergehen kann.
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1.3.1.1 Anakinra - Der rekombinante IL-1-Rezeptorantagonist

Anakinra (IL-1ra) ist ein in Analogie zu IL-1Ra synthetisch hergestellter IL-1-
Rezeptorantagonist. Uber eine hochaffine Bindung zu IL-1R1 verhindert er das Andocken
von IL-la und IL-1B an ihren Zielrezeptor und unterbindet somit die aus der Ligand-
Rezeptor-Bindung hervorgehende Signaltransduktion (Abb.3B).

Anakinra ist zugelassen zur Therapie der rheumatoiden Arthritis und ist die Standardtherapie
beim Morbus Still. Weitere Anwendungsgebiete sind autoinflammatorische Erkrankungen
wie z.B. das Cryopyrin-assoziierte periodische Syndrom, zu dem das familidre kalteinduzierte
autoinflammatorische Syndrom (FCAS), Muckle-Wells-Syndrom (MWS) und chronische
infantile neuro-kutaneo-artikuldre Syndrom (CINCA-Syndrom) z&hlen, oder Pyogene
Arthritis, Pyoderma gangraenosum und Akne-Syndrom (PAPA-Syndrom) (Dinarello, 2009).
Anakinra ist auch wirksam — aber nicht zugelassen — fiir die Behandlung von Diabetes

mellitus Typ 11 sowie akuter und chronischer Gicht (Dinarello, 2009).

1.3.1.2 Rilonacept — Der l6sliche IL-1-Rezeptor

Als dimeres Fusionsprotein, bestehend aus den Liganden-bindenden Doménen des
extrazellularen Anteils von IL-1R1 sowie seines Co-Rezeptors IL-1RACP in Verkniipfung mit
dem Fc-Anteil von humanem Immunglobulin G1 (IgG1), hat Rilonacept die Funktion eines
I6slichen IL-1-Rezeptors, der sowohl IL-1a als auch IL-1B abfiangt, bevor sie an ihren
Zielrezeptor binden und ihre proinflammatorische Wirkung entfalten, wobei seine Affinitat zu
IL-1p starker ausgepragt ist (Dinarello, 2009; Kapur et al., 2009) (Abb.3C).

Indikationen fiir die Anwendung von Rilonacept sind primér Krankheitsbilder aus dem
Formenkreis des CAPS (Hoffman, 2009).

1.3.1.3 Canakinumab — Der monoklonale anti-1L-1-Antikorper

Mit Canakinumab ist ein komplett humaner monoklonaler anti-1L-1B-Antikorper entwickelt
worden (Abb.3D), der aufgrund seiner hohen Spezifitat keinerlei Kreuzreaktionen zu anderen
Mitgliedern der IL-1-Familie, insbesondere IL-1a, aufweist. Sein therapeutischer Nutzen ist
bei der Behandlung des CAPS nachgewiesen worden. Seine Vorteile bestehen darin, dass es
im Gegensatz zu Anakinra (taglich) und Rilonacept (wochentlich) nur einmal in acht Wochen
appliziert werden muss und nach subkutaner Injektion an der Einstichstelle seltener
allergische Reaktionen hervorruft (Church et al., 2009; Lachmann et al., 2009b; Lachmann et
al., 2009a).
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Abbildung 3: Interleukin-1-Hemmstoffe.

A) IL-1p (schwarz) bindet an IL-1R1 (hellgriin) und den Co-Rezeptor IL-1RACP (violett), welche in der Folge
dimerisieren und eine Signalfortleitung bewirken.

B) Der IL-1-Rezeptorantagonist Anakinra (IL-1ra, olivgriin) bindet nur an IL-1R1 und verhindert die fiir die
Signalfortleitung nétige Dimerisierung von IL-1R1 und IL-1RACP.

C) Der lésliche IL-1-Rezeptor Rilonacept besteht aus loslichen IL-1R1- und IL-1RAcP-Anteilen und fangt
IL-18 ab.

D) Der monoklonale anti-IL-1-Antikdrper Canakinumab (dunkelgriin) bindet spezifisch an IL-1f und
verhindert so das Andocken an IL-1R1.

(Modifiziert nach Prof. Dr. M. Kracht, Giel3en aus Dinarello, C., Nature Medicine, 2003)

1.4 Fragestellung

Fir das Verstdndnis der vielféaltigen und weitreichenden Wirkung von Interleukin-1 in
physiologischen, aber vor allem auch in pathophysiologischen Situationen wére eine
recherchierbare Zusammenfassung der vorhandenen wissenschaftlichen Erkenntnisse tber die
molekularen Komponenten und Reaktionsmechanismen, die an der IL-1-Signaltransduktion
beteiligt sind, in Form einer Datenbank und einer visualisierten Darstellung aller
Informationen eine groRe Hilfe.

Zu Beginn dieser Doktorarbeit existierten bereits vereinfachte Abbildungen des IL-1-
Signalwegs, in denen gut belegte Grundprinzipien und wichtige Schlusselelemente
anschaulich dargestellt sind und welche Ansatzpunkte fiir weitere Forschung bieten:
http://www.wikipathways.org/index.php/Pathway:WP195 (Stand 20.01.2010)
http://www.netpath.org/reactions?path_id=NetPath_13 (Stand 20.01.2010)

Da die Hauptfunktion von IL-1 in der Initiierung und Koordinierung hochkomplexer

proinflammatorischer Prozesse besteht, ware ein moglichst breites und detailliertes Wissen


http://www.wikipathways.org/index.php/Pathway:WP195
http://www.netpath.org/reactions?path_id=NetPath_13
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Uber die Zusammenhdnge sowie die zeitliche und rdumliche Abfolge der einzelnen
Reaktionsschritte innerhalb der Signalfortleitung mitsamt der Regulation durch
Ruckkopplungsmechanismen hilfreich, um in Zukunft spezifischere Ansétze fir die Therapie
von z.B. chronisch-entziindlichen Erkrankungen abzuleiten. Das Ganze basiert auf der
Annahme, dass eine selektivere pharmakologische Hemmung einzelner Abschnitte des IL-1-
Netzwerks eine individualisiertere oder auch nebenwirkungsdrmere Therapie verschiedener
entzlindlicher Krankheitsbilder ermdglichen konnte (Gaestel et al., 2009b; Gaestel et al.,
2009a).
Aus diesen Uberlegungen ergibt sich die Rationale einer Erstellung einer
Signaltransduktionskarte fur die beiden Grindungsmitglieder der IL-1-Familie IL-1a und
IL-18 (Auron et al., 1984; Lomedico et al., 1984). Diese sollte in folgenden Teilschritten
erfolgen:
1) Auswdhlen geeigneter Literatur Gber IL-1
2) Extrahieren von Ergebnissen zu Komponenten des IL-1-Signalwegs
3) Graphische Darstellung der gewonnenen Erkenntnisse in einer IL-1-
Signaltransduktionskarte
4) Verknlpfen von Informationen mit den jeweiligen Symbolen innerhalb der
Signaltransduktionskarte

5) Projizieren von Genexpressionsdaten auf die IL-1-Signaltransduktionskarte
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2 Material und Methoden

2.1 Software

Software

Entwickler

Betriebssystem

Linux Kubuntu 8.0.4
(2.6.24-28-generic)

Ubuntu Foundation

Windows Emulator

CrossOver Linux 6.2.0

CodeWeavers

Internet Browser

Opera 11.00

Opera Software ASA

Mozilla Firefox 3.6.13

Mozilla Foundation

Literaturverwaltung

Reference Manager 10

Thomson ResearchSoft

PDF-Dateibetrachter

Adobe Reader 9

Adobe Systems

Erstellung von Textdateien

und Tabellen

Microsoft Office 2002
(Word, Excel)

Microsoft Corporation

Anzeige und Editierung

BiGCaT Bioinformatics,

) ] _ PathVisio 2.0 ) o
biologischer Signalwege Maastricht University
_ Notepad++ v5.4.5 Don Ho
Texteditor
Kate 2.5.10 (KDE 3.5.10) KDE

RNA-Qualitatskontrolle

Agilent 2100 expert
software version
B.02.05.S1360

Agilent Technologies

RNA-

Konzentrationsbestimmung

ND-1000 V3.5.2

Coleman Technologies

Analyse der Real-Time PCR-
Daten

Sequence Detection System
Software v1.4, 7500

Fastsystem Software

Applied Biosystems

Analyse und Prasentation
von wissenschaftlichen und

technischen Daten

SigmaPlot 11.0

Systat Software

Tabelle 2: Uberblick tiber die verwendete Software.
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2.2 Verbrauchsmaterial

Plastikwaren, Einwegmaterial (z.B. Pipettenspitzen, EppendorfgefiRe) und Ahnliches wurden
von den Firmen Biozym, Eppendorf, Gilson, Greiner, Integra Biosciences, Roth und Sarstedt

bezogen.

2.3 Gerate

e Elektrophorese-, Westernblotsysteme
Biometra Power Pack P25
Biorad Mini PROTEAN™ 2 Elektrophoresekammer
Hoefer SemiPhor semi-dry transfer unit Blotting Apparatur
Roti®-PVDF Blotting-Membran

e Mikroskope
Leica DM IL LED

e Verschiedenes
Agilent 2100 Bioanalyzer
Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System
Biometra TProfessional Thermocycler
ELMI Intelli-Mixer RM-2L
Eppendorf Thermomixer compact
Heidolph Vortex-Gerat
Peglab Nanodrop® Spectrophotometer ND-1000
Unitron HT-Infors Inkubationsschiittler

Ziegra Eismaschine

o Zellkultur
GFL Wasserbad
Heraeus Brutschrank CO2 Autozero
Heraeus Sicherheitswerkbank HS 15
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e Zentrifugen
Beckman Coulter TJ-25 Centrifuge
Eppendorf Centrifuge 5415 R
Eppendorf Centrifuge 5424

2.4 Chemikalien, Losungsmittel und Wasser

Acrylamid/Bisacrylamid - Roth

APS > Merck

B-Mercaptoethanol - Sigma

DEPC-Wasser - Ambion

Ethanol - Sigma

Ficoll-Paque™ - GE Healthcare

Glycerol > Merck

Ponceau S Lésung 0,1 % (w/v) in 5 % Essigsaure - Sigma
SDS - Serva

TEMED - Sigma

Wasser fur die Molekularbiologie = AppliChem

2.5 Enzyme

DNase | (RNase-frei), 2 U/ul - Applied Biosystems
M-MuLV Reverse Transkriptase, 20 U/ul = MBI Fermentas

2.6 Allgemeine Puffer und Ldsungen

5x RT-Puffer > MBI Fermentas

10x Elektrophoresepuffer: 250 mM Tris; 1,92 M Glycin; 0,1 % SDS - Merck
10x Semi Dry Blotpuffer: 30,25 g Tris; 144,2 g Glycin; 20 % Methanol = Merck
Dulbecco's PBS (1x) ohne Ca & Mg - PAA Laboratories

R1-Lysepuffer > Macherey-Nagel NucleoSpin® RNA |1 Kit

Roti®-Load 1 Auftragspuffer (4fach-Konzentration) - Roth

Sammelgelpuffer: 1M Tris (pH 6,8) = Merck

Trenngelpuffer: 1M Tris (pH 8,8) > Merck
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2.7 Kits, gebrauchsfertige Reagenzien und Materialien

dNTP-Mix, 10mM = MBI Fermentas

Filterpapier - Whatman

Macherey-Nagel NucleoSpin® RNA 11 Kit

peqGOLD Prestained Protein-Marker IV - PEQLAB

Random Hexamer Primer - MBI Fermentas

TagMan® Fast Universal PCR Master Mix (2x) = Applied Biosystems

TagMan® Gene Expression Assays (BACTIN, GADDA45p, GUSS, 1L6, IL8, IRAK2,
PELLINO1) - Applied Biosystems

Zellkulturmaterial:

DMEM-Vollmedium (10 % (v/v) FKS, 2 mmol/l L-Glutamin, 1 mmol/l Natriumpyruvat,
100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin) - PAA Laboratories

Trypsin-EDTA - PAA Laboratories

Trypanblau 0,4 % - Sigma

2.8 Stimuli, Antikdrper und rekombinante Proteine

Lipopolysaccharid (LPS), E. coli Serotyp O55:B5, 1 mg/ml
—> Sigma, freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Prof. Dr. M. Lienhard Schmitz,
GieRen (Deutschland)

Humanes, rekombinantes IL-1a, 10 pg/ml
-> Prof. Dr. Jeremy Saklatvala, London (England)

Humaner, rekombinanter TNF-a, 10 pg/ml
- ImmunoTools

Humaner, rekombinanter IL-1-Rezeptorantagonist Anakinra (Kineret), 150 mg/ml
- Amgen, freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Prof. Dr. UIf Miller-Ladner, Bad
Nauheim (Deutschland)

Humaner, monoklonaler anti-TNF-a-Antikorper Adalimumab (Humira), 50 mg/ml
-> Abbott, freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Prof. Dr. UIf Muller-Ladner, Bad
Nauheim (Deutschland)
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2.9 Visualisierung gesammelter Daten aus der Literatur

Mithilfe des Programms Reference Manager 10, das Literaturdatenbanken erstellt und
verwaltet, wurde Uber eine integrierte Suchfunktion anhand spezifischer Kriterien wie Autor,
Publikationsdatum, Journal, Schlusselbegriff, etc. Literatur Uber IL-1 aus dem World Wide
Web ausgewahlt und mitsamt der bereits freundlicherweise von Prof. Dr. Michael Kracht,
GielRen (Deutschland) ausgesuchten Literatur in einer Datenbank verwaltet. Die Verkniipfung
zu PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed - Stand 17.01.2010) ermdglichte einen

direkten Zugriff auf die Originalarbeiten im PDF-Format. Diese wurden lokal gespeichert und
waren (ber Verlinkungen zur Datenbank stets abrufbar. Die Ergebnisse aus den
Originalarbeiten wurden in einer Excel-Tabelle gesammelt und anschlielend mit dem Tool
PathVisio unter Verwendung von Grafiksymbolen wie farbigen Rechtecken, Pfeilen, etc.
visualisiert. Dabei erfolgte die Bearbeitung der graphischen Darstellung entweder direkt in

PathVisio oder indirekt iber einen kompatiblen Texteditor (Notepad ++ bzw. Kate).

2.10 Gewinnen, Aufarbeiten, Stimulieren und Lysieren von humanen
PBMC

Zur Gewinnung der PBMC wurden antikoagulierte VVollblutproben von jeweils drei gesunden
Donoren (D1, D2, D3) freundlicherweise von der Blutbank der Universitatsklinik Gieen zur
Verfligung gestellt (entsprechend Ethikvotum der Blutbank, Aktenzeichen 05/00).

Die Vollblutproben wurden zundchst 20 min lang mit 1650 g bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Dadurch entstand ein ,,Buffy Coat* als Grenzschicht zwischen dem Plasma und
den wahrend der Zentrifugation entsprechend ihrer hohen Dichte in Richtung des Proben-
Bodens gewanderten Erythrozyten. Der ,Buffy Coat* setzt sich aus Leukozyten und
Thrombozyten zusammen. Um PBMC aus dem ,Buffy Coat“ zu isolieren, wurde eine
Dichtegradientenzentrifugation unter Verwendung von Ficoll-Paque™ (spezifische Dichte
1,077 g/ml) durchgefihrt: hierbei wurden jeweils 20 ml ,,Buffy Coat* vorsichtig abpipettiert
und in drei sterile 50 ml Falcon™ Tubes uberfiihrt. AnschlieBend erfolgte eine Verdiinnung
mit je 30 ml PBS. Von dieser Zellsuspension wurden jeweils 30 ml in vier weiteren sterilen
50 ml Falcon™ Tubes auf 15 ml Ficoll-Paque™ geschichtet und danach eine Zentrifugation
uber 30 min mit 360 g bei Raumtemperatur ohne Bremse durchgefiihrt. Dadurch sammelten
sich die PBMC in einer Interphase zwischen dem aus Plasma und Thrombozyten bestehenden
Uberstand und der Ficoll-Schicht an. Das Zellsediment bildeten Granulozyten und

Erythrozyten. Die Interphaseringe wurden mit einer Pasteurpipette vorsichtig abpipettiert, in


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
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zwei sterile 50 ml Falcon™ Tubes Uberfiihrt und darin mit PBS jeweils auf 50 ml verdinnt.
Danach erfolgte eine Zentrifugation mit 460 g tiber 10 min. Der Uberstand wurde verworfen
und der letzte Waschschritt mit 80 g tber 10 min wiederholt. Anschlieend wurden die
Zellpellets mit dem fiir die gesamten Proben vorgesehenen Volumen an zuvor aufgehobenem
Plasma versehen und die Zellsuspension auf beschriftete RNase-freie Eppendorfgeféalie
verteilt (i.d.R. je 1 ml). Zusétzlich wurden 10 pl Zellsuspension auf ein Hamocytometer
(Neubauer Zéhlkammer) aufgetragen und mikroskopisch gezahlt (siehe 2.11.13).

Die Stimulation erfolgte mit LPS, das in einer Ausgangskonzentration von 1 mg/ml vorlag.
Die jeweils erforderlichen Konzentrationen wurden mittels Verdinnungsreihe unter
Verwendung des zuvor gesammelten Plasmalberstands hergestellt. Wenn die Proben vorher
mit Anakinra (Stammldsung 150 mg/ml) bzw. Adalimumab (Stammldsung 50 mg/ml)
inkubiert wurden, waren die benétigten Konzentrationen jeweils durch Verdinnung in DEPC-
Wasser hergestellt worden. Nach der Stimulation wurden die Eppendorfgefalie jeweils einmal
vorsichtig geschwenkt und die Proben entweder gleich weiterverarbeitet oder nach
Platzierung auf einem Eppendorfgefalstander oder ELMI Intelli-Mixer RM-2L, der mit
2 min! rotierte, bei 37 °C fiir die jeweilige Stimulationsdauer ohne kontrollierten CO,-Gehalt
in einem Warmeschrank inkubiert. Nach Ablauf der jeweiligen Stimulationsdauer wurden die
Proben auf Eis gelegt und anschlieBend mit 1600 g 5 min lang bei 4 °C zentrifugiert. Gleich
darauf wurden die Zellpellets mit je 0,5 ml PBS (4 °C) gewaschen und die Proben 5 min lang
mit 300 g bei 4 °C zentrifugiert. SchlieRlich erfolgte das Lysieren der Zellen, indem die
Pellets jeweils in einem Gemisch aus 350 ml RA1-Lysepuffer und 3,5 ml 3-Mercaptoethanol
resuspendiert wurden. In der Folge wurden die Proben entweder direkt weiterverarbeitet oder

bis zum Gebrauch bei -80 °C gelagert.

2.11 Zellkulturtechniken

2.11.1 Zelllinien und primare Zellen

e HEK293IL-1R: Humane, adenovirustransformierte, embryonale Nierenzelle, welche

stabil mit einem Expressionsvektor fir den Typ | IL-1R transfiziert worden ist;

Prof. Dr. K. Matsumoto, Nagoya, Japan

e Hela-tTA: Humane, epitheloide Cervix-Carcinoma-Zelllinie, stabil transfiziert mit
dem Tetrazyklin-Transaktivator; Prof. Dr. M. Lienhard Schmitz, Giel3en
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2.11.2 Kultivieren und Passagieren adhérent wachsender Zellen

Die verwendeten Zelllinien sind adharent und wurden in 175 cm? Zellkulturflaschen bei einer
Temperatur von 37 °C, 5% CO2 und einer wassergesattigten Atmosphéare in DMEM-
Vollmedium [10 % (v/v) FKS, 2 mmol/l L-Glutamin, 1 mmol/l Natriumpyruvat, 100 U/ml
Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin] kultiviert.

Das Passagieren adhédrent wachsender Zellen erfolgte, sobald die Zellen einen
zusammenhéangenden Zellrasen gebildet hatten. Zunéchst wurden sie zweimal mit 10-15 ml
PBS gewaschen und anschlieBend mit 2-4 ml Trypsin/EDTA bei 37 °C inkubiert. Danach
wurden die Zellen durch Beklopfen der Zellkulturflasche abgel6st und in 26-28 ml DMEM-

Vollmedium resuspendiert.

2.11.3 Zellzdhlung und Vitalitatsbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mikroskopisch in einem H&mocytometer (Neubauer
Zahlkammer), indem die Zellsuspension 1:1 mit Trypanblau (0,4 %) versetzt wurde. Lebende
Zellen sind in der Lage, Trypanblau aktiv auszuscheiden, wohingegen tote oder geschadigte
Zellen dazu nicht mehr in der Lage sind und blau angefarbt werden. Um ein représentatives
Ergebnis zu erhalten, wurde zundchst mit kleiner VergréRerung kontrolliert, ob die Zellen
gleichmaBig in der Kammer verteilt waren, anschlieRend wurden vier GrolRquadrate
ausgezahlt und die Zellzahl nach folgender Formel berechnet:

Anzahl der Zellen'ml = Summe der Zellen aller GrofRquadrate/4 * 10.000 *
Verdlnnungsfaktor.

2.11.4 Aufteilen von Zellen

Die Zellen wurden gleichmé&Rig auf eine 6-Well-Platte aufgeteilt, sodass je nach Platte die
Zellzahl 3,5-10 x 10”5 pro Well betrug. Die Wells wurden mit Medium auf ein VVolumen von

2 ml aufgefillt und die Platte bis zum Gebrauch bei 37 °C gelagert.

2.11.5 Stimulieren, Ernten und Lysieren von Zellen

Die Stimulation der Zellen erfolgte mit IL-1a in einer Konzentration von 10 bzw. 20 ng/mi
nach 0,5 h Vorinkubation mit 0,1 pg/ml; 1 pg/ml und 10 pg/ml oder ohne Anakinra, das aus
seiner Ausgangskonzentration von 150 mg/ml mittels DEPC-Wasser verdinnt worden war.

Die 6-Well-Platte wurde entsprechend der Stimulationsdauer bei 37 °C im Brutschrank
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gelagert. Zum Ernten der Zellen wurden diese zunéchst zweimal mit PBS (4 °C) gewaschen.
Die Lyse wurde mit einem Gemisch aus 350ml RAZl1-Lysepuffer und 3,5ml
B-Mercaptoethanol herbeigefihrt. Die Zelllysate wurden daraufhin abgeschabt, in beschriftete
Eppendorfgefdlle Uberfihrt und entweder direkt weiterverarbeitet oder bis zum Gebrauch

bei -80 °C gelagert.

2.12 Molekularbiologische Techniken fiir Genexpressionsanalysen

2.12.1 Isolierung und Reinigung von Nukleinsduren

2.12.1.1 Isolierung von RNA aus humanen Zelllinien

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus den Lysaten der PBMC sowie der Zellen vom Typ
HEK293IL-1R bzw. HeLa-tTA erfolgte nach Herstellerangaben mit Hilfe des RNeasy Mini-
Kits von Macherey und Nagel. Nach der Aufreinigung Uber Silicagel-Saulen erfolgte die
Elution der RNA in 20 pul RNase-freiem Wasser. In manchen Féllen wurde das Eluat nach
dem Zentrifugieren nochmals auf die jeweilige Silicagel-Saule geladen, um die Ausbeute an
RNA zu optimieren. Die RNA wurde gleich weiterverarbeitet oder bei -20 °C bis zum

Gebrauch gelagert.

2.12.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

2.12.2.1 Konzentrationsbestimmung von RNA

Die Konzentrationsbestimmung fur RNA erfolgte photometrisch durch Messung der
Absorption bei 260 nm. Um etwaige Verunreinigungen von Proteinen detektieren zu konnen,
erfolgte die Aufnahme der Spektren stets in einem Bereich von 220-350 nm, wobei das
Verhéltnis der Absorption bei 260 nm und 280 nm ermittelt wurde. Diese Ratio sollte fir
RNA idealerweise 2,0 betragen. Werte deutlich <2,0 sprechen fir eine Kontamination mit
Proteinen, wohingegen Werte, die weit >2,0 liegen, auf eine Verunreinigung mit DNA
hinweisen. Der Berechnung der Konzentration wurde folgendes Verhaltnis zur optischen
Dichte bei 260 nm zugrunde gelegt: OD260 nm 1 = 40 ug RNA/ml.
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2.12.3 Real-Time RT-PCR zur Amplifikation spezifischer mRNA-Sequenzen

Um mRNA amplifizieren zu kénnen, muss diese zunéchst in komplementdre DNA (cDNA)
umgeschrieben werden. Fir diesen Schritt werden als Reverse Transkriptasen bzw. RNA-
abhangige DNA-Polymerasen bezeichnete Enzyme verwendet. Zur reversen Transkription der
Zell-mRNA werden aulRerdem Oligo-(dT)-Primer (mit einer Ladnge von 12-20 Basen), die an
den Poly(A)-Schwanz der mRNA binden, oder Gemische aus Zufalls-Hexamer-Primern
(Random Hexamer Primer), bestehend aus sechs zufdllig zusammengesetzten Basen,
eingesetzt. Die Gesamtreaktion aus Reverser Transkription (RT) und Amplifikation der
cDNA durch eine ,,Polymerase chain reaction (PCR) wird entsprechend als RT-PCR
bezeichnet.

Ein Ansatz fiir eine RT-Reaktion setzte sich wie folgt zusammen:
15,5 pl = 0,5-1 ug RNA mit RNase-freiem H,O aufgefullt
4 ul > 5x RT-Puffer
0,5 pul > Random Hexamer Primer
0,5 pl = dNTP-Mix (10 mM pro Nukleotid)
0,5 pul > M-MuLV Reverse Transkriptase (20 U/ul)

Die Reverse Transkription wurde bei folgenden Temperaturzyklen durchgefihrt:
23 °C - 10 min (Annealing)

37 °C - 60 min (Extension)

95 °C - 5 min (Inactivation)

Im Anschluss wurden die Proben bis auf 4 °C runtergekihlt und die RT-Reaktion beendet.
Die fertigen cDNA-Proben wurden entweder gleich weiterverarbeitet oder bei -20 °C bis zum
Gebrauch gelagert. Es ist davon auszugehen, dass wahrend einer RT-Reaktion die mRNA,
welche etwa 5% der Gesamt-RNA ausmacht, probenunabhangig komplett in cDNA
umgewandelt wird, sodass fur die anschlielende PCR-Reaktion gleiche Volumina aus den

Proben eingesetzt werden konnten.

Die nachfolgende Real-Time PCR-Reaktion wurde nach folgendem Schema angesetzt:
9 ul > 1,5-2 ul RT-Ansatz mit RNase-freiem H.O aufgefiillt

10 pl - TagMan® Fast Universal PCR Master Mix (2x)
1 pl > TagMan® Assay
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Bei der Real-Time PCR werden komplementdre DNA-Strdnge durch die Tag-Polymerase
amplifiziert. Dabei baut die Tag-Polymerase aufgrund ihrer 5’-3’-Exonukleaseaktivitat das
5’-Ende einer mit dem komplementdren DNA-Strang hybridisierenden Sonde ab, sodass die
Fluoreszenz des Reporter-Fluorophors nicht mehr durch den am 3°-Ende liegenden Quencher
unterdrickt wird und gemessen werden kann. Dies ermdglicht eine quantitative Bestimmung

des cDNA-Gehalts, welcher der Menge der urspriinglichen mRNA entspricht.

Das standardmafig verwendete Temperaturprofil zeigte das folgende Schema (50 Zyklen):
95 °C - 20 min (Hot Start)

95 °C - 3 min (Denaturation)

60 °C - 30 min (Annealing and Extension)

2.12.4 Microarray-Analysen

Die aus eigens isolierten RNA-Proben generierten Microarray-Daten in dieser Arbeit wurden
von Herrn Dr. Oliver Dittrich-Breiholz und Frau Heike Schneider, Medizinische Hochschule
Hannover (MHH) erhoben und von Herrn Dr. Axel Weber, Rudolf-Buchheim-Institut fur
Pharmakologie in Giel3en analysiert.

Die Qualitatskontrolle der nach Hannover geschickten RNA-Proben war durch einen
LabChip® der Firma Agilent (RNA 6000 LabChip® Kit) erfolgt. Diese Methode zur
Nukleinsdureanalytik beruht auf dem Prinzip der Kapillarelektrophorese, wobei die Detektion
der RNA-Fragmente anhand eines in die RNA eingelagerten Fluoreszenzfarbstoffes erfolgt.
Hierfur wurde ein sehr geringes Probenvolumen von 1-2 ul bzw. eine Probenmenge von
40 ng verwendet. Die Proben bewegen sich aufgrund eines angelegten elektrischen Feldes
durch eine Mikrokapillare, und die RNA-Fragmente werden ihrer GrofR3e entsprechend
separiert und anhand der Fluoreszenz detektiert. Die Ergebnisse wurden aufgezeichnet und
mit der Agilent 2100 BioAnalyzer Software analysiert. Hierbei wird neben dem 28S-/18S-
rRNA-Verhaltnis, das idealerweise bei 2,0 liegt, ein Zahlenwert von 1 bis 10 gebildet, der die
Einstufung der RNA-Integritét vereinfachen soll, wobei RNA geringster Qualitat den Wert 1
erhélt und intakte, nicht degradierte und nicht fragmentierte RNA den Wert 10.

Der verwendete Whole Human Genome Oligo Microarray (G4112F, ID 014850, Agilent
Technologies) enthélt 41.000 Oligonukleotidsequenzen, die das humane Transkriptom
abdecken. Zunadchst wurde mittels Amino Allyl MessageAmp™ I Kit; Ambion nach
Herstellerangaben aus RNA Cy3-markierte cRNA generiert. Die cRNA-Fragmentierung,

Hybridisierung sowie die Waschschritte entsprechen dem Agilent’s One-Color Microarray-
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Based Gene Expression Analysis-Protokoll V5.7 (http://www.agilent.com - Stand
19.01.2011), wobei 400 ng von jeder markierten cRNA-Probe fiir die Hybridisierung
eingesetzt wurden. Die Slides wurden am Agilent Micro Array Scanner G2505 B in zwei

verschiedenen Photomultiplier-Tube (PMT)-Einstellungen (100 % und 5 %) gescannt, um den
dynamischen Messbereich zu erweitern. Die Datenextraktion wurde mithilfe der Feature
Extraction Software V9.5.3.1 unter Verwendung der empfohlenen Protokoll-Datei fiir eine
Standardextraktion (GE1-v5_95 Feb07.xml) durchgefiihrt. Die erhobenen Rohdaten wurden
mit der Genespring GX-Software, Version 12.0 (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA)
normalisiert und analysiert. Die Daten wurden entsprechend der Standardvorgehensweise in
Genespring GX logz-transformiert und auf die 75. Perzentile des jeweiligen Arrays
normalisiert. FUr die Ermittlung der Zahlen von regulierten Genen wurden nur Gensonden

ausgewertet, denen sich eine Entrez Gene-ID (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene - Stand:

20.01.2010) zuordnen lieR und deren Messwerte folgende Kriterien erfillten: Die Regulation
musste mindestens zweifach und in den entsprechenden experimentellen Wiederholungen
konsistent in die gleiche Richtung gemessen sein und der ,,Roh“-Messwert der Fluoreszenz
musste in mindestens der Halfte der Falle Gber 50 liegen. Messwerte, die in GeneSpring GX
als ,,not detected* oder ,,compromized* markiert waren, wurden als nicht messbar gewertet.
Sofern mehrere Gensonden flr dasselbe Gen existierten, wurde die Sonde mit den meisten

Regulationsereignissen tber alle Experimente ausgewahlt.

2.13 Proteinbiochemische Techniken

2.13.1 Diskontinuierliche SDS-PAGE nach Laemmli

Proteine werden in einem Polyacrylgel in Abhéngigkeit von ihrer Gesamtladung und Grof3e
aufgetrennt. Dabei konnen GroRenunterschiede durch die Ladung ausgeglichen werden,
sodass sich auch unterschiedlich groRe Proteine mit gleicher Geschwindigkeit auf die Anode
zubewegen konnen. Durch die Verwendung von SDS (Natriumdodecylsulfat) werden alle
nicht kovalenten Bindungen innerhalb eines Proteins zerstort, das Protein denaturiert und
negative Ladungen in die denaturierte Polypeptidkette eingefiihrt, sodass die Proteine —
entsprechend ihrem Molekulargewicht aufgetrennt — zur Anode wandern, wobei die
Beweglichkeit eine Funktion der Logarithmen ihrer Molekulargewichte ist (dies gilt streng
nur flr die Beweglichkeit von Proteinen mit Mokekulargewichten zwischen 12-70 kDa). Es
wurde unter Verwendung von DEPC HO; 50 % Glycerol; Sammelgel Puffer (pH 6,8);
Trenngel Puffer (pH 8,8); 30 % AA/BA; 2 % SDS; 40 % APS und TEMED ein 8-15 %-iges


http://www.agilent.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene
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SDS-Gradienten-Minigel hergestellt. Die Proben wurden im Verhaltnis 4:1 mit Roti®-Load 1
Auftragspuffer versetzt, ggf. zur Proteindenaturierung 10 min bei 95 °C aufgekocht, kurz
anzentrifugiert und anschlieend auf das Gel aufgetragen. Der Proteinauftrag betrug 5 pg pro
Lane. Die Elektrophorese erfolgte konstant bei 36 mA. Nach Beendigung der Elektrophorese

wurde das Gel fiir einen Westernblot eingesetzt.

2.13.2 Westernblot

Der Transfer von Proteinen aus einem Gel auf eine Membran erfolgte im ,,semi-dry*-
Verfahren. Hierbei wurde eine auf das Gel zugeschnittene, nach Herstellerangaben
voraktivierte PVDF-Membran luftblasenfrei auf das Gel gelegt und sowohl von oben als auch
von unten in jeweils zwei Lagen Filterpapier von je 1,2 mm Dicke, das zuvor in 1x Blot-
Puffer mit 20 % Methanol getrankt worden war, eingelegt. Da Luftblasen den Transfer des
Gels auf die Membran behindern, wurde beim Aufbauen des Blots darauf geachtet, dass sich
keine Luftblasen bilden. Geblottet wurde fur 2 h bei 0,8 mA/cm2. Schlielich wurde der
Proteintransfer durch Farben der Membran mit Ponceau-Rot (berpruft und das

Proteinbandenmuster auf der Membran zu Dokumentationszwecken eingescannt.
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3 Ergebnisse

3.1 Schrittweises Vorgehen zur Erstellung einer Signaltransduktionskarte

fur das proinflammatorische Zytokin Interleukin-1

3.1.1 Zusammenstellung ausgewahlter Publikationen und der darin enthaltenen

Beobachtungen zu Komponenten des IL-1-Signalwegs

Aus insgesamt 503 Originalarbeiten sind Ergebnisse zu Komponenten aus dem IL-1-
Signalnetzwerk sowie IL-1-abhdngige Mechanismen verwendet worden. Dabei wurde das
Augenmerk ausschlieBlich auf die am besten charakterisierten IL-1-Familienmitglieder IL-1a,
IL-1B und IL-1Ra gelegt. Von den 503 Originalarbeiten wurden 291 von Prof. Dr. Michael
Kracht, GieBen ausgewahlt und zur Verfigung (gestellt. 75 entstammen
http://www.netpath.org/reactions?path_id=NetPath 13 (Stand 20.01.2010). Die ubrigen 137

wurden Uber Reference Manager 10 mittels Stichwortsuche in PubMed gefunden. Als
Stichworter dienten hierbei die Namen von Molekdilen aus dem IL-1-Signalweg (zum Teil in
Kombination mit ,,IL-1%, einem Interaktionspartner oder Reaktionsmechanismus), welche im
Titel bzw. Abstrakt der Originalarbeit enthalten sein mussten.

Einzelne publizierte Sachverhalte wurden dann entsprechend dem Schema auf NetPath in drei
groBe Gruppen eingeordnet: 1. Physikalische Interaktionen, 2. Enzymatische Katalyse,
3. Transport (Kandasamy et al., 2010).

Unter ,,Physikalische Interaktionen” sind Bindungen von miteinander interagierenden
Proteinen (Protein:Protein-Wechselwirkung), die Anheftung von Transkriptionsfaktoren an
Zielgene (Protein:DNA-Wechselwirkung), Interaktionen zwischen Proteinen und mRNAS
(Protein:mRNA-Wechselwirkung) wie auch Dissoziationen von Bindungspartnern
zusammengefasst.

Die Gruppe ,Enzymatische Katalyse®“ beinhaltet katalytische Reaktionen wie
Phosphorylierungen, Ubiquitinylierungen, Acetylierungen, etc.

In ,,Transport* sind Translokationen von Molekiilen/Molekiilkomplexen innerhalb einer Zelle
zwischen zwei verschiedenen Kompartimenten oder von intra- nach extrazellular bzw. von
extra- nach intrazellular aufgelistet.

Zusammenfassend sind den Resultaten aus den oben genannten 503 Publikationen insgesamt
605 Reaktionen entnommen worden, von denen sich 363 der Gruppe ,,Physikalische

Interaktionen®, 202 ,,Enzymatische Katalyse® und 40 ,, Transport™ zuordnen lassen. Hiervon
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entstammen 92 Reaktionen (,,Physikalische Interaktionen®: 55, ,,Enzymatische Katalyse*: 28
und ,,Transport*: 9) den 75 Publikationen aus NetPath (Tab.3).

NetPath IL-1-Signaltransduktionskarte
Publikationen 75 503
Physikalische Interaktionen 55 363
Enzymatische Katalyse 28 202
Transport 9 40
Reaktionen (gesamt) 92 605
Proteine 57 203

Splice-Varianten von Proteinen - 3

Zielgene - 40
MRNAs - 10
Molekule (gesamt) 57 256
Molekulkommentare 92 767

Tabelle 3: Informationsgehalt der IL-1-Signaltransduktionskarte im Vergleich zu der in NetPath
(http://www.netpath.org/reactions?path _id=NetPath 13; Stand 20.01.2010) veroffentlichten
Version.

3.1.2 Graphische Darstellung und Verknitipfung der gesammelten Erkenntnisse tiber

den IL-1-Signalweq in einem virtuellen Netzwerk

3.1.2.1 Die IL-1-Signaltransduktionskarte

Die néchste Aufgabe bestand darin, die gesammelten Informationen systematisiert graphisch
darzustellen, sodass zum einen die Rolle einzelner Molekile, zum anderen das
Zusammenspiel zwischen diesen in seiner Gesamtheit zu erkennen ist. Der IL-1 Signaling
Pathway von http://www.wikipathways.org/index.php/Pathway:WP195 (Stand 20.01.2010),

in der die bis dato gesammelten Informationen aus NetPath mithilfe der Software PathVisio
(van lersel et al., 2008) entsprechend den Elementen einer angefligten Legende visualisiert
wurden (Pico et al., 2008), diente hierbei als Vorlage.

Die grolte im Rahmen dieser Arbeit erzeugte IL-1-Signaltransduktionskarte setzt sich aus
Rechtecken — den ,,Pathway“-Komponenten — zusammen, deren mannigfaltige Interaktionen

uber Verbindungspfeile miteinander verknipft sind.
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Die schwarz umrandeten Rechtecke entsprechen physiologisch vorkommenden Proteinen (z.B.
Enzyme oder Transkriptionsfaktoren), bei denen es sich um experimentell definierte
Bestandteile des IL-1-Signalwegs handelt. Sie sind in der Mitte durch das Symbol fur das
jeweilige kodierende Gen gekennzeichnet und in unterschiedlichen Zellkompartimenten
lokalisiert, wo sie entweder einzeln oder zusammengelagert in Form von Proteinkomplexen
vorliegen.  Die  Zellkompartimente  sind  innerhalb  der  zweidimensionalen
Signaltransduktionskarte von oben nach unten grob in der Reihenfolge Extrazellularraum —
Zellmembran — Zytoplasma — Nukleus angeordnet. Da einige Proteine in verschiedenen
Zellkompartimenten vorkommen und/oder mehrere Funktionen besitzen, die sich anhand
eines einzelnen Rechtecks nicht vollstandig abbilden lassen, wurden bisweilen gleiche
Proteine jeweils mehrfach an verschiedenen Stellen eingeftigt.

Die Verbindungspfeile zwischen den Rechtecken kennzeichnen biochemische/-physikalische
Vorgénge, welche sich als Untergruppen in die drei oben genannten GroRgruppen
,»Physikalische Interaktionen“, , Enzymatische Katalyse®, , Transport” einordnen lassen.
Dementsprechend werden die Pfeile mit unterschiedlichen Farben versehen. Beispielsweise
erhalt ein Pfeil, der eine Bindung zweier Proteine im Zytoplasma kennzeichnet, eine griine
Farbe.

Um dem Charakter jedes einzelnen Prozesses Rechnung zu tragen, wird jeweils ein
individueller Pfeiltyp verwendet. Beispielsweise hat ein Pfeil, der eine Autophoshorylierung
anzeigt, abgesehen von seiner blauen Farbe zusétzlich noch eine gewundene Form.

Im Vergleich zum IL-1 Signaling Pathway von Wikipathways/NetPath wurden sowohl die
IL-1-Signaltransduktionskarte als auch die dazugehorige Legende erweitert (Abb.4 bzw.
Abb.A1+A2 im Anhang). So stellen in der erweiterten IL-1-Signaltransduktionskarte Proteine
nicht mehr die einzigen Entitaten dar. Zusatzlich sind Zielgene (rot umrandete Rechtecke) und
die davon transkribierten mRNAs (grin umrandete Rechtecke) abgebildet. Als ein Beispiel
fir das gleichzeitige Vorkommen als reguliertes Zielgen, regulierte mRNA und reguliertes
Protein innerhalb der IL-1-Signaltransduktionskarte ist IL-1f selbst zu nennen (vgl.
Abb.7+11+12). Des Weiteren werden l6sliche Varianten von membrangebundenen Proteinen
als blau umrandete Rechtecke abgebildet. Eine Protein:DNA-Interaktion (z.B. das Andocken
eines Transkriptionsfaktors an ein Zielgen) wird nicht durch einen griinen Verbindungspfeil,
wie es bei einer Protein-Protein-Interaktion der Fall ist, gekennzeichnet, sondern durch einen
bordeauxroten. Auch die Pfeile, welche eine Stabilisierung bzw. Destabilisierung von
MRNAs durch Protein:RNA-Wechselwirkungen repréasentieren, sind entsprechend farblich

dargestellt.
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Die Dissoziation von miteinander interagierenden Molekulpartnern wird jeweils durch einen
gestrichelten, zweikdpfigen Pfeil gekennzeichnet, der seine Farbe in Abhéngigkeit von den
Interaktionspartnern erhalt. Wahrend in NetPath 57 verschiedene Molekile aufgefiihrt sind,
von denen lediglich 37 im IL-1 Signaling Pathway auf Wikipathways abgebildet sind (Stand
20.01.2010), beinhaltet die erweitere IL-1-Signaltransduktionskarte nun 256 verschiedene
Molekile, die sich aus 206 Proteinen, darunter 3 I|6slichen Splice-Varianten von

membrangebundenen Proteinen, 40 Zielgenen und 10 mRNAs zusammensetzen (Tab.3).

0  Reaction through unknown -
mechanisms/molecules ”— 1 (TNF! TLRS, Stress)
—_— Molecular association
Gene Symbol |  Molecule in the pathway (Protein-protein interaction)
= — Protein-DNA interaction
Soluble form of ) -+ - i
membrane-bound protein < < Molecular dissociation
- Protein-DNA dissociation
[ ] rorgetcone Acetyiation JNK NF-kB p38 MAPK
Deacetylation ’Q
l:| mRNA e Glycosylation *
> Methylation k
Ligand —_— Demethylation . X
Paimitoylation transcription
—_— Phosphorylation
—_— Dephosphorylation
—_— Proteolytic cleavage
(\ Autophosphorylation e ‘Sumoylation
Desumoylation i
Autoacetylation ———»  Ubiquiination MRNA stabili ty
Deubiquitination
e Destabilization
PM Plasma membrane > Stabilization
cY Cytoplasm —_— Activation
EX Extracellular —+ Inhibition
EN Endosome Recuitment B Inflammatory genes C
ER Endoplasmatic reticulum - » Control - - _
NU Nucleus  —===- > Translocation (IL 8’ CCLZ’ IL 6’ COX 2)

Abbildung 4: Die IL-1-Signaltransduktionskarte.
Beschriftungstext zur Abbildung 4 folgt auf der néchsten Seite.
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Abbildung 4: Die IL-1-Signaltransduktionskarte.

A) Abbildung der IL-1-Signaltransduktionskarte, die 256 Molekiile (206 Proteine, 40 Zielgene und 10 mRNAS)
und 605 Reaktionen (Physikalische Interaktionen: 363, Enzymatische Katalyse: 202, Transport: 40) umfasst.
Blau eingerahmt sind Abschnitte, die in den Kapiteln 3.1.2.1.1-3.1.2.1.7 mit den Abbildungen 7-13 naher
beschrieben werden. Eine vergroRerte Abbildung der Karte findet sich im Anhang als Abbildung Al.

B) Uberblick iiber die Elemente der in A griin umrandeten Legende zur IL-1-Signaltransduktionskarte.

Eine vergroRerte Abbildung der Legende findet sich im Anhang als Abbildung A2.

C) Vereinfachte schematische Ubersicht der Ebenen des IL-1-Signalwegs. In den Abbildungen 7-13 dient ein
griiner Kreis in dem Schema zur Orientierung, welcher Ausschnitt der IL-1-Signaltransduktionskarte gezeigt ist.
(Modifiziert nach Prof. Dr. M. Kracht, GieRen aus Buss et al., J.Biol.Chem., 2004; Holzberg et al., J.Biol.Chem.,
2003; Wolter et I., J.Biol.Chem., 2002; Hoffmann et al, J.Leuk.Biol, 2002; Winzen et al., EMBO J., 1999;
Holtmann et al, Mol.Cell.Biol., 1999; Holtmann et al, J.Biol.Chem., 1998; Kracht et al., JEM, 1994)

Jeder in der IL-1-Signaltransduktionskarte abgebildete Prozess ist durch Originalergebnisse
aus mindestens einer entsprechenden Originalarbeit belegt. Durch doppeltes Anklicken eines
Reaktionspfeils kann man sich unter ,,Comments* die im Zuge des Einfiigens der Literatur
selbst erzeugten Kommentare dazu anzeigen lassen. Auf diese Art kann jederzeit
nachvollzogen werden, auf welcher wissenschaftlichen Grundlage die dargestellte Erkenntnis
beruht. Entsprechend dem NetPath-Prinzip sind in jedem Kommentar der Erstautor der
jeweiligen Publikation, das Jahr der Ver6ffentlichung, die prinzipielle Erkenntnis in Bezug
auf IL-1 sowie der/die untersuchte(n) Zelltyp(en) angegeben.

Je mehr Evidenz es in der Literatur fur einen bestimmten Zusammenhang zwischen einzelnen
Molekilen gibt und umso mehr verschiedene Zelltypen beschrieben werden, in denen dieser
gezeigt worden ist, desto hoher ist naturgeméal der wissenschaftliche Evidenzgrad fir die
Einbindung eines Effektormolekils in die IL-1-Signaltransduktion und auch fir den
dahinterstehenden molekularen Mechanismus. In analoger Weise erhdht der Nachweis des
jeweiligen Phanomens mit mehreren unabhéngigen Methoden diese Evidenz. Um die
Nachverfolgung dieser Informationen mit der grostmoglichen Tiefe zu gewahrleisten, kénnen
unter ,,Literature” die Titel der Publikationen samt jeweiligem PubMed-Link sichtbar
gemacht werden, sodass bei Bedarf auf die Originalquelle zugegriffen werden kann, um
dargestellte Zusammenhange in der Signaltransduktionskarte zu verifizieren (Abb.5).

Klickt man im Programm PathVisio ein Molekiil der Karte doppelt an, 6ffnet sich ein Fenster,
in dem unter ,,Comments* alle Kommentare zu diesem Molekiil hinterlegt sind (Abb.6A). In
den Kommentaren sind Informationen enthalten, die an die Reaktionspfeile, welche vom
jeweiligen Molekil ausgehen bzw. an diesem enden, geknipft sind, oder auch
Zusammenhdange beschreiben, die nicht als direkte Verknupfungen tber Pfeile darstellbar
waren. Analog zu der Informationsablage an den Pfeilen sind die Titel der Publikationen samt
jeweiligem PubMed-Link ebenfalls an die Molekile geknipft. Durch Hochladen einer
humanspezifischen Datenbank von http://www.pathvisio.org (Hs_Derby 20090720.bridge -
Stand 20.01.2010) ist es maoglich, sich durch einfaches Anklicken zu jedem Molekdl tber die
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jeweilige Gen-ldentifikationsnummer (Gene ID) aus einer eingetragenen Gendatenbank
weitere Informationen unter ,,Backpage® anzeigen zu lassen. So erhdlt man zu jedem
abgebildeten Gensymbol die in der Literatur gangigen Synonyme sowie die Gene IDs aus
diversen anderen Gendatenbanken mitsamt Verlinkungen (Abb.6B).

62: JNK 1 a protein kinase stirnulated by UV light and Ha-Fas that binds
and phosphorylates the c-Jun activation domain., Dérijard B; Hibi M;
Wu IH; Barrett T; Su B; Deng T; Karin M; Davis RJ, Cell, 1994,
Publvled

M1D ||| MAPKsIP3 | | MAPKSIP1 —ﬁMApsm f B Fement » -
b { T P % ‘ ‘ ‘ ement properties g|
|
|

246: Zelective interaction of JNK protein kinase isoforms with
transcription factors.; Gupta §; Barrett T; Whitmarsh AJ; Cavanagh
J; Sluss HEK; Dérijard B; Davis RJ, EAYEO J, 1996, Publded

303: ATF-2 contains a phosphorylation-dependent transcriptional
activation domain.; Livingstone C; Patel G; Jones N, EAfBO J, 1995,
Publvled

B Element properties
" 364: c-Jun controls histone modifications, NF-kappaB recruitment, and
FMA polymerase [T function to activate the ccl2 gene.; Wolter §;
Doerrie A; Weber A; Schneider H; Hoffmann E; von der Ohe J;
Bakiri L; Wagner EF; Resch K; Kracht M, Afol Cell Biol, 2008,
Publed

[SOMmMments | |Literature

WWolker S et al., 2008 have shown that IL-1 stimulation leads to phosphorylation of
c-1un at serine residues 63 and 73 by MK in Mefs,

Gupta 5 et al., 1996 have shown that IL-1 stimulation leads to phosphorylation of c-Jun
by JMKL in CHO cells,

Livingstone C et al., 1995 have shown that c-Jun is phospharylated by JMK[SAPE in
CHO cells,

Derijard B et al., 1994 have shown that c-Jun is phosphorylated by JuK 1 in COS cells,

Abbildung 5: Beispielhafte Darstellung der Verknupfung von Informationen an Reaktionspfeilen in
PathVisio.

Durch doppeltes Anklicken eines Reaktionspfeils in der 1L-1-Signaltransduktionskarte 6ffnet sich ein Fenster, in
dem unter ,,Comments” zur abgebildeten Reaktion jeweils eine kurze Beschreibung aus den darauf verweisenden
Publikationen (Erstautor, Erscheinungsjahr, Erkenntnis in Abhéngigkeit von IL-1, untersuchter Zelltyp)
angezeigt wird. Unter “Literature” findet sich eine Auflistung der Publikationen samt jeweiligem PubMed-Link.
Exemplarisch ist die Phosphorylierung von c-Jun [JUN] durch INK [MAPKS] dargestellt (roter, gezackter Pfeil).
Vollstdndige Molekilnamen sind dem Text entnehmbar. Eckige Klammern kennzeichnen die offiziellen
Gensymbole von http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene (Stand: 20.01.2010).
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DataNode properties = =) P
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Issa R et al., 2007 have shown that IL-1 stimulation leads to binding of p65 to =
GRO-alpha promoter in human ASMC,

Yao ] et al.. 2007 have shown that IL-1 induced NFkappaB activation is mediated by
both TAKL and MEKK3 in MEFs.

Lim CA et al., 2007 have shown that RELA binds to IL1B promoter in THP-1 cells.

Nicholas C et al., 2007 have shown that IKKgamma phosphorylates p&5 in RW 264.7
macrophages.

Morello S et al., 2006 have shown that IL-1beta treatment leads to recruitment and
binding of p65 to GM-CSF promoter in AS49 cells,

Morello S et al., 2006 have shown that IL-1beta treatment leads to recruitment and
binding of p65 to A2AR promoter inducing A2ZAR gene expression in A549 cells,
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i + Lee KY et al., 2006 have shown that IL-1 stimulstion leads to recruitment and binding of
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Abbildung 6: Beispielhafte Darstellung der Verknipfung von Informationen an Molekiilen in PathVisio.

A) Durch doppeltes Anklicken eines Molekdls in der IL-1-Signaltransduktionskarte 6ffnet sich ein Fenster, in
dem unter ,,Comments” zum einen alle mit dem jeweiligen Molekil verknipften Reaktionen, zum anderen
zusétzliche Informationen zum Molekil, die nicht durch Reaktionspfeile dargestellt sind, mitsamt einer
Beschreibung aus den darauf verweisenden Publikationen (Erstautor, Erscheinungsjahr, Erkenntnis in
Abhéngigkeit von IL-1, untersuchter Zelltyp) angezeigt werden. Exemplarisch sind die unter NF-xB p65
[RELA] (mit kleinen gelben Rechtecken umrandet) abgelegten Informationen dargestellt.

B) Durch einfaches Anklicken eines Molekils in der IL-1-Signaltransduktionskarte 6ffnet sich ein Fenster, in
dem unter ,,.Backpage” nach dem Hochladen einer entsprechenden Datenbank (ber die jeweilige Gene 1D aus
einer eingetragenen Gendatenbank Informationen zum Molekil (Synonyme, Gene IDs aus anderen
Gendatenbanken mitsamt Verlinkungen) aufgelistet sind. Als Beispiel ist die MAP Kinase ERK1 aufgefihrt,
welche das Gensymbol [MAPK3] (mit kleinen gelben Rechtecken umrandet) trégt.

Vollstdndige Molekiilnamen sind dem Text entnehmbar. Die eingetragene Gene ID ,,5595° stammt ebenso wie
alle durch eckige Klammern gekennzeichneten Gensymbole aus der Gendatenbank Entrez Gene
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene - Stand: 20.01.2010).
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SchlieRlich bleibt noch zu erwéhnen, dass sich die Grolze der Signaltransduktionskarte negativ
auf die Ubersichtlichkeit auswirkt. Je mehr Molekiile nebeneinander abgebildet sind und
umso grélRer die Anzahl der Reaktionen pro Molekl ist, desto schwieriger wird es, einzelne
Symbole (z.B. Reaktionspfeile oder Beschreibungen der Verschiebung zwischen zwei
Zellkompartimenten bei Translokationen) klar voneinander abzugrenzen. Naturlich ware es
eine Option, die Signaltransduktionskarte in ihrer Gesamtheit, insofern noch Platz vorhanden
ist, nach allen Seiten hin zu strecken, um die Zwischenrdume effizienter nutzen zu kénnen.
Dies ist jedoch mit viel Aufwand verbunden, weil selbst kleinste Verschiebungen auf anderen
Seiten ausgeglichen werden missen, um weiterhin eine saubere Abbildung zu gewéhrleisten.
Da dies auf Dauer auch keine Losung ist, wurde der Weg gewdhlt, jeweils ein und dasselbe
Molekul mehrfach abzubilden. Die Duplikate unterscheiden sich in den an ihnen abgebildeten
Verknupfungspfeilen, sodass beim Betrachten eines einzelnen Duplikats nicht auf Anhieb alle
Reaktionen des jeweiligen Molekils innerhalb der IL-1-Signaltransduktionskarte ersichtlich
sind. Doch an jedem Duplikat sind immer die gesamten Informationen als Kommentare und
Literaturzitate zu dem jeweiligen Molekil abgelegt. AuRerdem ist es mdglich, Uber eine
PathVisio-Suchfunktion alle Duplikate gleichzeitig innerhalb der Signaltransduktionskarte
farblich sichtbar zu machen.

Aus Platzgriinden fasst bisweilen ein einzelner Pfeil zwischen zwei Molekilen mehrere
Reaktionen zusammen (z.B. ein blauer Pfeil die Phosphorylierung eines Molekils durch ein
Enzym, das gleichzeitig Interaktionspartner ist). Im Kommentar zum Verknupfungspfeil sind
aber alle Reaktionen aufgefiihrt. Zu den Informationen, die an den Molekilen abgelegt sind,
zdhlen — wie oben bereits erwéhnt — nicht nur die Kommentare, die bei direkter Beteiligung
des Molekuls an bestimmten VVorgéngen an die dazugehdrigen Reaktionspfeile angehéngt sind,
sondern auch diejenigen, welche aufgrund der Aussagen Uber eine nur indirekte Rolle bei
bestimmten Prozessen graphisch nicht abgebildet worden sind. Der Ausgangsversion der
IL-1-Signaltransduktionskarte auf Wikipathways (Stand: 20.01.2010) folgend, sind
Aktivierungen von Molekilen durch IL-1, welche bereits auf NetPath (Stand: 20.01.2010)
aufgelistet sind, durch Kennzeichnung der nicht bekannten Zwischenschritte mit einer
,0° libernommen und sogar erginzt worden wie z.B. die Phosphorylierung und Aktivierung
von ,,Cancer Osaka thyroid/Tumor progression locus 2 (Cot/Tpl-2) infolge der Stimulation
von HEK293IL-1R-Zellen mit IL-1p (Stafford et al., 2006); aber auf dieses VVorgehen wurde
letztlich — insbesondere rezeptorfern — aus Platzgriinden immer mehr verzichtet. Daraus
resultiert, dass die Anzahl der gesammelten und in Form von Pfeilen abgebildeten Reaktionen

605 betragt, doch die Gesamtzahl aller an den Molekulen angeh&ngten Kommentare, welche
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zum Teil auch nicht abgebildete Zusatzinformationen aus weiteren Publikationen liefern, mit
767 deutlich hoher liegt.

Die gesamte Interleukin-1-Signaltransduktionskarte ist in mehrere Abschnitte gegliedert,
anhand derer einzelne Schllsselschritte der IL-1-Signalfortleitung verstandlich werden. Im

Folgenden werden wichtige Teile der IL-1-Signaltransduktionskarte genauer beschrieben.

3.1.2.1.1 Prozessierung und Freisetzung von IL-1

Die proteolytische Spaltung von Pro-Interleukin-13 in die reife und sezernierte Form
Interleukin-1p wird iiber sogenannte NALP-Inflammasomkomplexe vermittelt (Dostert et al.,
2008; Hornung et al., 2008; Martinon et al., 2002; Muruve et al., 2008; Srinivasula et al.,
2002). Eine zentrale Rolle nimmt hierbei das NALP3-Inflammasom ein, welches sich aus
NALP3, dem Adapterprotein ASC = , ,Apoptosis-associated speck-like protein containing a
caspase recruitment domain (CARD)*“, CARD-8 und Caspase-1 (Interleukin-1p-converting
enzyme = ICE) zusammensetzt (Agostini et al., 2004; Duncan et al., 2007; Razmara et al.,
2002; Srinivasula et al., 2002; Stehlik et al., 2003). Es gehort zur Klasse der NOD-like
receptors (NLRs), die durch PAMPs wie virale DNA, bakterielle Peptidoglykane und Toxine
aktiviert werden (Martinon et al., 2009; Meylan et al., 2006). AulRerdem l&sst es sich Uber
DAMPs wie Harnsdurekristalle, Hypokaliamie, B-Amyloid, Sauerstoffradikale, Asbestfasern,
Silikatkristalle, Hautirritanzien, UV-Licht oder ATP aktivieren (Cassel et al., 2008; Dostert et
al., 2008; Feldmeyer et al., 2007; Halle et al., 2008; Hornung et al., 2008; Mariathasan et al.,
2006; Martinon et al., 2006; Petrilli et al., 2007; Sutterwala et al., 2006). Durch die
Komplexbildung kommt es zur Dimerisierung von Caspase-1, das daraufhin im Zytosol das
33 kDa schwere Pro-Interleukin-1B enzymatisch in das reife 17 kDa schwere Interleukin-1
spaltet (Feldmeyer et al., 2007; Howard et al., 1991; Kuida et al., 1995; Li et al., 1995;
Petrilli et al., 2007; Thornberry et al., 1992; Wilson et al., 1994). Unter Aktivierung des
Nukleotidrezeptors P2X7 durch extrazellulares ATP wird reifes Interleukin-1p schlieBlich
Uber einen atypischen Proteinsekretionsweg (Dinarello, 2009) in den Extrazellularraum
sezerniert (Cassel et al., 2008; Dostert et al., 2008; Halle et al., 2008; Hornung et al., 2008;
Labasi et al., 2002; Netea et al., 2009; Perregaux et al., 2000; Solle et al., 2001; Stevenson et
al., 1992; Sutterwala et al., 2006).

Uber die Prozessierung und Freisetzung von Interleukin-1a ist deutlich weniger bekannt: Pro-

Interleukin-1a. wird vom Calpain-Komplex gespalten (Kawaguchi et al., 2007), wobei auch
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Caspase-1 an Pro-Interleukin-1a zu binden vermag (Keller et al., 2008), bevor reifes IL-1a an
die MembranauRenseite gelangt (Stevenson et al., 1992; Sutterwala et al., 2006) (Abb.7).
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Abbildung 7: Prozessierung und Freisetzung von IL-1.

A) Siehe Legende von Abbildung 4C.

CY .= NU

CY = NU

B) Das aktivierte NALP3-Inflammasom setzt sich aus NALP3 [NLRP3], ASC [PYCARD], CARD-8 [CARDS]
und Caspase-1 [CASP1] zusammen. IL-1p [IL1B] wird aus seinem Vorlduferprotein durch Caspase-1 [CASP1]
und unter der ATP-abhangigen Aktivierung von P2X7 [P2RX7] in seine reife Form tberfiihrt (hellblaue Pfeile)
und sezerniert (braun gestrichelter Pfeil). IL-1a [IL1A] wird durch den Calpain-Komplex [CAPN1]/[CAPNS1]
in seine reife Form gespalten (hellblauer Pfeil) und gelangt anschliefend an die MembranaulRenseite (braun

gestrichelter Pfeil).

Alle beschriebenen Zusammenhange sind grin eingekreist. Vollstdndige Molekiilnamen sind dem Text
entnehmbar. Eckige Klammern kennzeichnen die offiziellen Gensymbole von http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene

(Stand: 20.01.2010).
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3.1.2.1.2 IL-1-Rezeptoren

Sowohl IL-1p als auch das membrangebundene IL-1a binden an den ubiquitér exprimierten
Interleukin-1-Rezeptor Typ | IL-1R1 (Dower et al., 1986; Dower et al., 1990; Labriola-
Tompkins et al., 1993; Sims et al., 1988; Sims et al., 1993; Vigers et al., 1997; Vigers et al.,
2000) (Abb.8B). In Zusammenspiel mit IL-1RACP, das als ein Liganden-abhéngig rekrutierter
Co-Rezeptor fungiert, kommt es zu einer Aktivierung der intrazelluldren Signaltransduktion
(Greenfeder et al., 1995; Wesche et al., 1997) (Abb.8C). Fir einen weiteren Liganden, den
physiologischen Interleukin-1-Rezeptorantagonisten (IL-1Ra), welcher mit einer ahnlich
starken Affinitat und Spezifitat an IL-1R1 bindet, ist dies hingegen nicht der Fall (Schreuder
et al., 1995; Schreuder et al., 1997; Vigers et al., 2000) (Abb.8D).

Der Interleukin-1-Rezeptor Typ Il IL-1R2 bindet ebenfalls IL-10 und IL-1p, bedingt jedoch
aufgrund des Fehlens einer zytosolischen TIR-Domaéne keine Signaltransduktion (Sims et al.,
1993; Symons et al., 1995) (Abb.8D).

Neben IL-1Ra und IL-1R2 existieren zusatzlich l6sliche Doménen extrazelluldrer
Rezeptoranteile, namentlich sIL-1R1, sIL-1R2 und sIL-1RAcP, welche die IL-1-induzierte
Signaltransduktion inhibieren (Arend et al., 1994; Jensen et al., 2000) (Abb.8B+C+D).
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Abbildung 8: IL-1-Rezeptoren.

A) Siehe Legende von Abbildung 4C.

B+C) IL-1a [IL1A] und IL-1B [IL1B] sind Liganden von IL-1R1 [IL1R1] (B), Uber deren Bindung (grtine
Pfeile) es mithilfe von IL-1RAcP [IL1RAP] zu einer Signalfortleitung in das Zellinnere kommt (C).

D) Ebenfalls an IL-1R1 bindet IL1-Ra [IL1RN], das eine antagonistische Funktion besitzt. Mit IL-1R2 [IL1R2]
existiert ein Oberflachenrezeptor, der zur Signalfortleitung nicht imstande ist und somit ebenfalls antagonistisch
wirkt.

B)+C)+D) Blau dargestellt sind I6sliche Varianten von IL-1R1 (B+D), IL-1RAcP (C) und IL-1R2 (D), die IL-1a,
IL-1B und IL1-RA binden und damit die rezeptorvermittelte Signalfortleitung regulieren (rote Pfeile).
Vollstdndige Molekilnamen sind dem Text entnehmbar. Eckige Klammern kennzeichnen die offiziellen
Gensymbole von http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene (Stand: 20.01.2010).

3.1.2.1.3 Rezeptornaher Teil des IL-1-Signalwegs

Durch die Bindung von IL-la bzw. IL-1B kommt es bei IL-1R1 zu einer
Konformationsédnderung in der extrazellularen Domane, was das Anlagern von IL-1RAcP und
somit die Bildung eines trimeren Komplexes beginstigt (Casadio et al., 2001). Durch
Bindung der intrazelluliren Proteine ,,Myeloid differentiation primary response gene
88“ (MyD88) und ,Interleukin-1 receptor-activated protein kinase (IRAK) 4 iiber TIR-
Doménen (Brikos et al., 2007; Burns et al., 2003; Janssens et al., 2002; Li et al., 2002; Muzio
et al., 1997; Wesche et al., 1997) entsteht ein stabiler Komplex, bestehend aus IL-1, IL-1Rl,
IL-RACP, MyD88, und IRAK-4 (Brikos et al., 2007) (Abb.9B).

Dabei kommt es zur Autophosphorylierung von IRAK-4 (Cheng et al., 2007), das daraufhin

IRAK-1, welches ebenso wie IRAK-2 die Funktion eines Adapterproteins und einer
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Proteinkinase zugleich besitzt (Muzio et al., 1997; Wesche et al., 1999), bindet und
phosphoryliert (Burns et al., 2003; Kawagoe et al., 2007; Koziczak-Holbro et al., 2007; Li et
al., 2002; Rao et al., 2005) (Abb.9C). Dies fiihrt zur Anlagerung und Oligomerisierung von
,, Tumor necrosis factor-associated factor 6” (TRAF-6) (Cao et al., 1996; Kollewe et al., 2004).
Komplexe aus IRAK-1 und TRAF-6 l6sen sich anschlieBend vom initialen Gesamtkomplex
(Jiang et al., 2002) und Ubermitteln das Signal ins Zytosol (Abb.9B).
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Abbildung 9: Rezeptornaher Teil des IL-1-Signalwegs.

A) Siehe Legende von Abbildung 4C.

B+C) Nach der Bindung von IL-1a [IL1A] bzw. IL-1p [IL1B] an IL-1R1 [IL1R1] (grlne Pfeile) lagern sich
MyD88 [MYD88] und IRAK-4 [IRAK4] uber IL-1RAcP [IL1RAP] an den Ligand-Rezeptor-Komplex an (B).
IRAK-4 [IRAK4] phosphoryliert zunéchst sich selbst (B, blau gewundener Pfeil) und anschliefend IRAK-1
[IRAK1] (C, blauer Pfeil), wodurch TRAF-6 [TRAF6] an den Gesamtkomplex gebunden wird, um sich in der
Folge zusammen mit IRAK-1 wieder davon abzuldsen (B, grun gestrichelter Pfeil mit zwei Kdpfen). AuBerdem
bindet IL-1R1 an TOLLIP (C, griner Pfeil), was zur Internalisierung von IL-1R1 mit folgender Degradation an
Endosomen fihrt.

Alle beschriebenen Zusammenhange sind griin eingekreist. Vollstandige Molekiilnamen sind dem Text
entnehmbar. Eckige Klammern kennzeichnen die offiziellen Gensymbole von http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene
(Stand: 20.01.2010).
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3.1.2.1.4 Zytosolischer Teil des IL-1-Signalwegs

Zusammen mit ,,Ubiquitin-conjugating enzyme E2 N (UBC13) und ,,Ubiquitin-conjugating
enzyme E2 variant 1 (UEV1A), die den E2-Ubiquitin-Ligase-Komplex bilden, modifiziert
die E3-Ubiquitin-Ligase TRAF-6 sich selbst und eine Reihe von weiteren Signalproteinen.
Dies geschieht durch kovalente Anlagerung von K63-verkniipften Polyubiquitinketten in
Form einer Autoubiquitinylierung (Lamothe et al., 2007; Wang et al., 2001) und durch
Ubiquitinylierung der Adapterproteine ,, Transforming growth factor-f (TGF-B)-activated
protein kinase-binding protein“ (TAB) 2 und 3 (Ishitani et al., 2003), mit denen TRAF-6
einen Komplex bildet (Ishitani et al., 2003; Jiang et al., 2002; Kanayama et al., 2004; Takaesu
et al., 2000; Takaesu et al., 2001).

Neben TRAF-6 spielen auch die E3-Ubiquitin-Ligasen Pellino homolog 1-3, die an IRAKS
binden und von diesen phosphoryliert werden, bei der proximalen Signalweiterleitung eine
Rolle (Jiang et al., 2003; Lin et al., 2008; Ordureau et al., 2008; Schauvliege et al., 2006; Yu
et al., 2002) (Abb.10B).

Die Rekrutierung von ,, TGF-B-activated protein kinase 1” (TAK1) (Besse et al., 2007;
Cheung et al., 2004; Holtmann et al., 2001; Jiang et al., 2002; Lee et al., 2009; Minoda et al.,
2009; Ninomiya-Tsuji et al., 1999; Ninomiya-Tsuji et al., 2003; Ono et al., 2001; Sakurai et
al., 2000; Sakurai et al., 2002; Takaesu et al., 2000; Takaesu et al., 2001; Thiefes et al., 2006;
Walsh et al., 2008; Wang et al., 2001; Yamazaki et al., 2009; Yao et al., 2007) und ,,Mitogen-
activated protein kinase kinase kinase 3” (MEKK3) (Huang et al., 2004), Mitgliedern der
,Mitogen-activated protein kinase kinase kinase” (MAPKKK)-Familie, sind Schlisselschritte
bei der Aktivierung von NF-xB, ,,c-Jun N-terminal kinase” (JNK) 1, 2 und 3 sowie ,,p38
mitogen-activated protein kinase” (p38 MAPK) (Baud et al., 1999; Chen et al., 2002;
Hammaker et al., 2007; Shim et al., 2005; Shirakabe et al., 1997; Yao et al., 2007).

Die Aktivierung von NF-«xB erfolgt tber den ,Inhibitor of nuclear factor kappa-B (IxB)
kinase” (IKK)-Komplex (Li et al., 1999a; Li et al., 1999b; Nicholas et al., 2007; Sakurai et al.,
1999; Salmeron et al., 2001; Schmidt et al., 2003; Schwabe et al., 2005), welcher sich aus
IKK1 (IKKa), IKK2 (IKKB) und ,,NF-xB essential modifier” (NEMO) zusammensetzt
(Rothwarf et al., 1998; Solt et al., 2007; Zandi et al., 1997). NEMO bindet tber eine
Polyubiquitinkette an IRAK-1 (Conze et al., 2008; Lamothe et al., 2007; Newton et al., 2008;
Ordureau et al., 2008; Windheim et al., 2008). Daraufhin wird IxBa (NFKBIA) vom IKK-
Komplex phosphoryliert (Mercurio et al., 1997; Zandi et al., 1998), was zu einer K48-
verknlpften Polyubiquitinylierung mit anschlielender proteasomaler Degradation fiihrt
(Hatakeyama et al., 1999). Dadurch werden die NF-kB-Untereinheiten p105/p50 und p65
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freigesetzt und ihre Kernlokalisierungssequenz exponiert, sodass sie in den Zellkern
translozieren (Bertelsen et al., 2005; Crofford et al., 1997; de Souza et al., 2009; Hu et al.,
1999; Jiang et al., 2001; Kondo et al., 2008; Liu et al., 2008; Muller et al., 2001; Nam et al.,
2009; Puls et al., 1999; Vakkila et al., 2008; Veillat et al., 2009) (Abb.10B).

Die Aktivierung der ,,Mitogen-activated protein kinase kinases*“ (MAPKKS) ,,Mitogen-
activated protein kinase* (MKK) 3,4,6 und 7 wird Uber TAKL und MEKK3 vermittelt
(Deacon et al., 1997; Deacon et al., 1999; Moriguchi et al., 1996). MKK4 und MKK7
aktivieren JNK (Finch et al., 1997; Tournier et al., 2001; Wu et al., 1997), wahrend p38
MAPK von MKK3, MKK4 und MKKG6 aktiviert wird (Cuenda et al., 1996; Derijard et al.,
1995; Han et al., 1996; Inoue et al., 2005; Raingeaud et al., 1996; Tournier et al., 2001).
Aktiviertes JNK und p38 MAPK befinden sich im Zytosol sowie im Zellkern (Bertelsen et al.,
2005; Gonzalez et al., 2000) (Abb.10C+E).

Cot/Tpl-2 ist eine weitere MAPKKK. Sie bildet einen trimeren Komplex mit ,,A20-binding
inhibitor of NF-kappa-B activation 2 (ABIN-2) und NF-xB pl105 (Lang et al., 2004,
Papoutsopoulou et al., 2006). Infolge IL-1-abhangiger Aktivierung lost sie sich von NF-xB
pl05 ab (Waterfield et al.,, 2004; Waterfield et al., 2003) und aktiviert die MAPKKSs
»MAPK/ERK kinase* (MEK) 1 und 2 (Dumitru et al., 2000). Diese aktivieren ihrerseits die
MAPKS ,,Extracellular signal-regulated kinase* (ERK) 1 und 2 (Saklatvala et al., 1993; Wu et
al., 1993), welche auch in den Nukleus translozieren kénnen (Chuderland et al., 2008; Costa
et al., 2006; Marchi et al., 2008) (Abb.10D+E).
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Abbildung 10: Zytosolischer Teil des IL-1-Signalwegs.
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Abbildung 10: Zytosolischer Teil des IL-1-Signalwegs.

A) Siehe Legende von Abbildung 4C.

B) Neben den Mitgliedern der Pellino-Familie wie Pellino-1 (PELI1), das IRAK-1 [IRAK1] ubiquitinyliert
(gelber Pfeil), fungieren UBC13 [UBE2N] und UEV1A [UBE2V1], liber die es zur Autoubiquitinylierung von
TRAF-6 [TRAF6] (gelb gewundener Pfeil) und Ubiquitinylierung der Adapterproteine TAB2 [MAP3K7IP2]
sowie TAB3 [MAP3K7IP3] (gelbe Pfeile) kommt, als E3-Ubiquitin-Ligasen. SchlieBlich werden TAK1
[MAP3K7] und MEKK3 [MAP3K3] rekrutiert. IRAK-1 bindet seinerseits an polyubiquitinyliertes NEMO
[IKBKG] (gruner Pfeil), das zusammen mit IKKo [CHUK], IKKpB [IKBKB] einen Komplex bildet, der 1xBa
[NFKBIA] phosphoryliert (blauer Pfeil) und dadurch zu dessen proteasomaler Degradation fiihrt, wodurch die
NF-kB-Untereinheiten p105/50 [NFKB1] und p65 [RELA] in den Nukleus translozieren (braun gestrichelter
Pfeil). Auerdem ist die Deubiquitinylierung von NEMO [IKBKG] durch die Ubiquitinprotease CYLD gezeigt
(hellgelber Pfeil), was ein Beispiel fir einen negativen Riickkopplungsmechanismus ist.

C) TAK1 und MEKK3 phosphorylieren und aktivieren MKK3 [MAP2K3], MKK4 [MAP2K4], MKK®6
[MAP2K6] und MKK7 [MAP2K7] (violette Pfeile). Daraufhin phosphorylieren und aktivieren MKK3, MKK4
und MKK®6 p38 MAPK [MAPK14] bzw. MKK4 und MKK7 JNK [MAPKS] (blaue und violette Pfeile). Als
weiteres Beispiel fur einen negativen Rlckkopplungsmechanismus ist die Inhibierung von MKK?7 durch
GADD458 [GADD45B] (roter Pfeil) gezeigt.

D) TPL2 [MAP3Ka], welches sich in einem Komplex mit ABIN-2 [TNIP2] und NF-xB p105 [NFKB1] befindet,
dissoziiert von NF-xB p105 (griin gestrichelter Pfeil mit zwei Képfen) und aktiviert MEK1 [MAP2K1] sowie
MEK2 [MAP2K2], woraufhin diese ERK1 [MAPK3] und ERK2 [MAPKZ1] aktivieren. Im Sinne eines negativen
Rickkopplungsmechanismus wird TAB1 [MAP3K71P1] von p38 MAPK phosphoryliert (roter Inhibitionspfeil),
wodurch es zu einer Hemmung von TAK1 kommt. Auflerdem werden p38 MAPK und ERK2 durch MKP1
[DUSP1] dephosphoryliert (rosa Pfeile).

E) Aktivierte p38 MAPK, JNK, ERK1 und ERK2 MAP Kinasen werden auch im Nukleus gefunden.

Alle beschriebenen Zusammenhange sind griin eingekreist. Vollstandige Molekiilnamen sind dem Text
entnehmbar. Eckige Klammern kennzeichnen die offiziellen Gensymbole von http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene
(Stand: 20.01.2010).
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3.1.2.1.5 Nuklearer Teil des IL-1-Signalwegs

Im Zellkern binden die NF-kB-Untereinheiten p50 und p65 als Dimer an konservierte DNA-
Motive IL-1-responsiver Zielgene. Wichtige Zielgene mit NFxB-Bindestellen sind /xBa
(Griffin et al., 2006; Scott et al., 1993; Sun et al., 1993b), IL6 (Georganas et al., 2000;
Matsusaka et al., 1993; Okazaki et al., 2003; Vanden Berghe et al., 1998; Yamamoto et al.,
2004), 1L8 (Baek et al., 2002; Hoffmann et al., 2002; Kunsch et al., 1994; Lomvardas et al.,
2002; Matsusaka et al., 1993; Mukaida et al., 1990), ,,Monocyte chemoattractant protein 1”
(MCP1) (Teferedegne et al., 2006; Wolter et al., 2008) und Cyclooxygenase 2 (COX2)
(Nakao et al., 2000; Newton et al., 1997a; Newton et al., 1997b; Nie et al., 2003; Yan et al.,
2002). Mit Hilfe von Co-Aktivatoren wie z.B. ,,CREB-binding protein” (CBP) induziert p65
uber sein C-terminales Ende die Gentranskription (Hiroi et al., 2003; Hoberg et al., 2006;
Zhong et al., 1998). JNK phosphoryliert nukleare Proteine, die zur ,Activated
protein 1 (AP-1)-Familie gehoren, speziell c-Jun und ,,Activating transcription factor 2”
(ATF-2) (Derijard et al., 1994; Gupta et al., 1996; Livingstone et al., 1995; Morton et al.,
2004; Wolter et al., 2008), wodurch JNK die Expression wichtiger IL-1-responsiver Gene
bewirkt (Bennett et al., 2001; Grondin et al., 2007; Guan et al., 1998; Han et al., 2001;
Hoffmann et al., 2008; Holzberg et al., 2003; Krause et al., 1998; Lee et al., 2006; Liu et al.,
2003; Muegge et al., 1993; Read et al., 1997; Takeshita et al., 1995; van Dam et al., 1993;
Wang et al., 1999; Wolter et al., 2008; Yamada et al., 2003). c-Fos, eine weitere AP-1-
Untereinheit, wird von ERK1/2 phosphoryliert (Murphy et al., 2002), und aktiviert ebenfalls
viele Zielgene (Hoffmann et al., 2005; Muegge et al., 1993; Takeshita et al., 1995; Wang et
al., 1999). ERK, p38 MAPK und JNK phosphorylieren Uberdies den Transkriptionsfaktor
Elk-1 (Cavigelli et al., 1995; Gupta et al., 1996; Janknecht et al., 1997; Raingeaud et al.,
1996; Whitmarsh et al., 1997; Yang et al., 2008), der seinerseits die Expression von ,,Early
growth response factor 1” (EGR1) induziert (Hoffmann et al., 2008). ,,Early growth response
factor 17 (Egr-1) selbst ist ein Transkriptionsfaktor, der Zielgene wie IL6, IL8, MCP1 und
,,Cluster of differentiation 44 (CD44) aktiviert (Fitzgerald et al., 1999; Hoffmann et al.,
2008) (Abb.11).
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Abbildung 11: Nuklearer Teil des IL-1-Signalwegs.

A) Siehe Legende von Abbildung 4C.

B) NF-kB p50 [NFKBI] und p65 [RELA] binden an ihre Zielgene (bordeauxrote Pfeile) wie z.B. [kBa
[NFKBIA], IL6 [IL6], IL8 [IL8], MCP1 [CCL2] und COX2 [PTGS2] (rot dargestellt). Weitere wichtige
Transkriptionsfaktoren sind c-Jun [JUN], welches durch JNK [MAPKS8] phosphoryliert wird, sowie ATF-2
[ATF2], das sowohl durch JNK als auch p38 MAPK [MAPK14] phosphoryliert wird (blaue Pfeile).

Alle beschriebenen Zusammenhdnge sind griin eingekreist. Vollstdndige Molekilnamen sind dem Text
entnehmbar. Eckige Klammern kennzeichnen die offiziellen Gensymbole von http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene
(Stand: 20.01.2010).

3.1.2.1.6 Regulation IL-1-responsiver Gene auf mRNA-Ebene

Abgesehen davon, dass p38 MAPK im Nukleus auch in der Lage ist, ATF-2 zu aktivieren
(Jiang et al., 1996; Raingeaud et al., 1996), kommt ihr eine wichtige Funktion im Zytoplasma
als Stabilisator von ,,Adenine-uridine-rich elements (ARES)-enthaltenden mRNAs zu —
insbesondere derjenigen, die flr IL-6, IL-8 und IL-1p kodieren (Frevel et al., 2003; Reunanen
et al., 2002; Ridley et al., 1997; Winzen et al., 1999; Zhao et al., 2008), indem sie entweder
direkt oder indirekt Uber ,,MAPK-activated protein kinase 2“ (MK2) (Ronkina et al., 2007,
Stoecklin et al., 2004; Stokoe et al., 1992a; Winzen et al., 1999) mRNA-destabilisierende
Proteine inhibiert: p38 MAPK phosphoryliert ,,KH-type splicing regulatory protein®“ (KSRP)
(Briata et al., 2005), wahrend MK2 Tristetraprolin (TTP) phosphoryliert (Chrestensen et al.,
2004; Mahtani et al., 2001). AulRerdem phosphoryliert MK2 auch ,,Heat shock protein
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27 (HSP27) (Mahtani et al., 2001; Stokoe et al., 1992b), was seinerseits fur die TAK1-
vermittelte Signalfortleitung durch IL-1 ben6tigt wird (Alford et al., 2007).

Wéhrend ,,AU-rich element RNA-binding protein 1« (AUF1) ein weiteres Beispiel fur einen
mRNA-destabilisierenden Faktor darstellt (Paschoud et al., 2006), dient ,,Hu antigen
R*“ (HUR) als mRNA-stabilisierendes Protein (Dean et al., 2001; Fan et al., 1998; Peng et al.,
1998; Suswam et al., 2005). ,,Cytotoxic granule-associated RNA binding protein® (TIA-1)
hingegen hat die Rolle eines ,translational silencer”, welcher z.B. an der mRNA von
Tumornekrosefaktor-a (TNFa) die Translation in das entsprechende Protein inhibiert (Piecyk
et al., 2000) (Abb.12).
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Abbildung 12: Regulation IL-1-responsiver Gene auf mMRNA-Ebene.

A) Siehe Legende von Abbildung 4C.

B) p38 MAPK [MAPKZ14] phosphoryliert KSRP [KHSRP] (blauer Pfeil) und initiiert Gber die Aktivierung von
MK2 [MAPKAPK2] (violetter Pfeil) die Phosphorylierung von TTP [ZFP36] (blauer Pfeil). KSRP und TTP
destabilisieren (blaugriine Pfeile) mRNAs (griin dargestellt). HUR [ELAVL1] hingegen ist ein Stabilisator von
mRNA (purpurne Pfeile).

Alle beschriebenen Zusammenhénge sind grin eingekreist. Vollstdndige Molekilnamen sind dem Text
entnehmbar. Eckige Klammern kennzeichnen die offiziellen Gensymbole von http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene
(Stand: 20.01.2010).

3.1.2.1.7 Negative Ruckkopplungselemente im IL-1-Signalweg

Ein wichtiges Charakteristikum des IL-1-Signalwegs ist, dass Uber eine Kombination an
Mechanismen neben der initialen Induktion und Amplifikation der Signale auch eine
Abschaltung der Signale eingeleitet wird. Dadurch bleibt ein typisches IL-1-vermitteltes
Signal immer transient. Folgende abschaltende Molekile sind in die IL-1-
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Signaltransduktionskarte integriert: ,, Toll-interacting protein“ (TOLLIP) bindet an IL-1R1
(Abb.9C), geleitet internalisiertes IL-1R1 zu Endosomen und sorgt fiir dessen adéquate
Degradation (Brissoni et al., 2006; Burns et al., 2000). Infolge p38-vermittelter
Phosphorylierung von TAB1 wird TAK1 inaktiviert (Cheung et al., 2003) (Abb.10D). Durch
die mRNA- und Proteinsynthese von IkBa, welche durch Bindung der NF-kB-Untereinheit
p65 an das entsprechende Zielgen initiiert wird (Abb.13), wird ricklaufig die IL-1-induzierte
NF-kB-Antwort gehemmt (Griffin et al., 2006; Scott et al., 1993; Sun et al., 1993b). Diese
wird ebenso infolge der Deubiquitinylierung von NEMO durch den Tumorsuppressor
Cylindromatosis (CYLD) (Abb.10A), dessen transkriptionelle Regulation selbst NF-«xB-
abhangig ist (Abb.13), inhibiert (Jono et al., 2004; Kovalenko et al., 2003). NF-xB aktiviert
auerdem die Expression von ,,Growth arrest and DNA-damage-inducible, beta® (GADD45/)
(De Smaele et al., 2001) (Abb.13), das MKK?7 direkt hemmt (Papa et al., 2004) (Abb.10C).
Einen Riickkopplungsmechanismus zur Dephosphorylierung aktivierter MAPKs (Abb.10D)
stellt die IL-1-abh&ngige Expression von ,,MAPK phosphatases* (MKPs) wie z.B. MKP1 dar
(Hutter et al., 2000; Issa et al., 2007; Lasa et al., 2002; Sun et al., 1993a; Toh et al., 2004)
(Abb.13). Weitere Beispiele fur endogene Inhibitoren des IL-1-Signalwegs sind alternative
Splice-Varianten von MyD88 (MyD88short) und IRAK-1 (IRAK-1c) sowie IRAK-M, welche
vermutlich als dominant-negative Inhibitoren wirken (Burns et al., 2003; Kobayashi et al.,
2002; Rao et al., 2005).
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Abbildung 13: Induzierbare Expression von Komponenten negativer Rickkopplungsmechanismen.

A) Siehe Legende von Abbildung 4C.

B) Rot dargestellt sind Zielgene des IL-1-Signalwegs wie IxBa [NFKBIA], MKP1 [DUSP1], GADDA45p
[GADDA45B] und CYLD, deren Expression negative Riickkopplungsmechanismen einleiten.

Vollstdndige Molekilnamen sind dem Text entnehmbar. Eckige Klammern kennzeichnen die offiziellen
Gensymbole von http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene (Stand: 20.01.2010).
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3.2 Bestimmung der mRNA-Expression ausgewdahlter Zielgene aus dem

Interleukin-1-Signalweqg

In der IL-1-Signaltransduktionskarte sind vielfach vernetzte Mechanismen dargestellt, Uber
die IL-1 die mRNA-Expression von Zielgenen reguliert. Es gibt bereits viele vertffentlichte,
aber auch eigene transkriptomweite mRNA-Expressionsdaten aus der AG Kracht, die
Informationen Uber die Gesamtheit an IL-1-regulierten Zielgenen in verschiedenen
biologischen Systemen enthalten. Die Generierung der IL-1-Signaltransduktionskarte bietet
jetzt die Mdglichkeit, die Veranderungen von Signalwegkomponenten auf mRNA-Ebene tber
den Verlauf der gesamten graphisch dargestellten IL-1-Signaltransduktion abzubilden, indem
die Informationen aus Microarray-Experimenten auf die IL-1-Signaltransduktionskarte
projiziert werden. Ebenso interessant ist die sich daran anknlpfende Frage, welchen Einfluss
eine Hemmung des Signalwegs auf das jeweilige Genexpressionsmuster hat. LPS induziert
sowohl die Transkription des IL-1B-Gens iber Toll-like-Rezeptoren (TLRs) als auch die
Prozessierung des IL-1B-Vorlauferproteins in die reife Form (Dinarello, 2009; Martinon et al.,
2009), woraus sich die Idee entwickelte, die LPS-vermittelte Immunantwort auf Ebene der
MRNA-Expression IL-1-responsiver Gene in humanen PBMC und den Effekt einer
Vorinkubation mit dem IL-1-Rezeptorantagonisten Anakinra zu untersuchen. Im
experimentellen Teil dieser Arbeit wurde daher versucht, die Bedingungen fiir die Erstellung
von geeigneten mRNA-Expressionsprofilen zu etablieren und die erhaltenen Ergebnisse auf
die IL-1-Signaltransduktionskarte zu (ibertragen.

3.2.1 Etablierung der Versuchsbedingungen fiur die LPS-induzierte mRNA-EXxpression
in humanen PBMC

3.2.1.1 Zeitkinetik der mRNA-Expression durch LPS in humanen PBMC

Als ein (patho-)physiologisch relevantes Modellsytem wurden aus menschlichem Blut
isolierte mononukleédre Zellen gewahlt, die sehr stark auf LPS reagieren (Schindler et al.,
1990). Um zu Uberprifen, welche Stimulationsdauer mit LPS in humanen PBMC zu einer
adaquaten Genexpression fihrt, wurde die Zeitkinetik der mMRNA-Expression von IL8, einem
infolge der Aktivierung durch proinflammatorische Zytokine, bakterielle und virale
Bestandteile sowie zelluldren Stress rapide exprimierten Chemokin (Hoffmann et al., 2002),
durch 100 ng/ml LPS bestimmt. Es zeigten sich sehr hohe LPS-induzierbare Genantworten,
welche im Folgenden beschrieben werden:

Wéhrend 0,5 h Inkubation nach Stimulation mit 100 ng/ml LPS im Vergleich zur Kontrolle zu
einer Steigerung der IL-8 mRNA-Expression auf etwa 800-fach flihrte, rief 1 h Inkubation mit
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der gleichen Konzentration gar eine 10"5-fach erhéhte Antwort hervor, die nach 3 h nur noch
ein Drittel dessen betrug (Abb.14A).

Aullerdem wurde die mRNA-Expression von drei weiteren Genen bestimmt, deren Proteine
an der IL-1-vermittelten Signalfortleitung (IRAK2, Pellino-1) bzw. negativen Rickkopplung
(GADD45p) beteiligt sind (vgl. 3.1.2.1), und deren mRNA anhand von Microarray-
Ergebnissen aus der AG Kracht als LPS-reguliert gemessen worden war.

Im Vergleich zur Kontrolle lag die Induktion der GADD458 mRNA-Expression nach 0,5 h
bzw. 1 h bei 20- bis 30-fach und stieg nach 3 h noch auf fast 80-fach an. 1 h Inkubation mit
100 ng/ml LPS bedeutete eine ca. 30-fach erhohte IRAK2 mRNA-Expression im Vergleich
zur Kontrolle, die nach 3 h nochmal um den Faktor 9 anstieg. Die LPS-induzierte mRNA-
Expression von PELLINO1 fiel im Vergleich zu den anderen Genen uber die gesamte Zeit hin
nicht so hoch aus. Nach 1 h war sie 4-fach und nach 3 h knapp 25-fach erhéht (Abb.14B).
Zusammenfassend bewirkte eine dreistindige Inkubation mit 100 ng/ml LPS eine hohe
Expressionssteigerung der untersuchten Gene auf mRNA-Ebene. Da diese jedoch nach 1 h

bereits deutlich ausgepragt war, wurde dieser Zeitpunkt fir die folgenden Versuche

verwendet.
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Abbildung 14: Zeitkinetik der LPS-induzierten mRNA-Expression in humanen PBMC.

PBMC wurden mit 100 ng/ml LPS stimuliert und fiir 0,5; 1; 3 h bei 37 °C inkubiert oder blieben unstimuliert
und wurden direkt lysiert. Die mMRNA-Expression von IL8 (A) sowie GADD454, IRAK2 und PELLINO1 (B)
wurde im Vergleich zur Kontrolle [MRNA(-fold) = 1] bestimmt. Die Expressionswerte sind auf einer
logarithmischen Skala aufgetragen. Dargestellt sind die Mittelwerte + S.E.M. aus einem Experiment unter
Verwendung der PBMC von Donor 1 (D1) und einem technischen Replikat.
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3.2.1.2 Dosis-Wirkungs-Beziehung von LPS zur mRNA-Expression ausgewahlter 1L-1-
Zielgene in humanen PBMC

AnschlieBend war es das Ziel, die LPS-Konzentration nach unten zu titrieren, um die
niedrigste Konzentration zu bestimmen, die in den PBMC noch zu einer adaquaten
Expression der IL-8 mRNA fiihrte. Dazu wurden humane PBMC mit jeweils 1; 10 und
100 ng/ml LPS stimuliert und fir 1 h inkubiert. Gleichzeitig sollte untersucht werden,
inwieweit sich die Genexpression durch &uBere Faktoren wie Inkubation bei 37 °C
(thermisch) bzw. eine kontinuierliche Resuspension der Zellen in den EppendorfgefalRen
mittels Rotator (mechanisch) beeinflussen l&sst.

Im Vergleich zu einer Kontrollprobe, die ohne Inkubation sofort verarbeitet wurde, bedingte
bereits die alleinige Inkubation einer Kontrollprobe fir 1 h bei 37 °C eine 7-fach erhohte 1L-8
MRNA-Expression. Anstatt noch eine weitere Steigerung dieser Antwort hervorzurufen,
fiihrte die mechanische Resuspension der Zellen wahrend der Inkubation nur zu einem halb so
grolRen Effekt. Die verschiedenen LPS-Konzentrationen bewirkten allesamt eine >1000-fache
Induktion von IL8 (Abb.15A), woraufhin niedrigere LPS-Konzentrationen getestet wurden.
AuBerdem wurde zur besseren Vergleichbarkeit der Proben fortan als Kontrolle eine
unstimulierte Probe gewahlt, die wie die anderen Proben auch fir eine Stunde bei 37 °C
inkubiert wurde. Weil die mechanische Resuspension der Zellen in der Kontrollprobe
wahrend der Inkubation eine nur etwa 3-fach erhohte Expression von IL-8 mRNA im
Vergleich zur nicht inkubierten und direkt weiterverarbeiteten Kontrollprobe bewirkte, stellte
sich die Frage, ob in allen Proben die Zellen wéhrend der Inkubation mechanisch
resuspendiert werden sollten. Da es sich jedoch bei den mRNA-Expressionswerten um
Vergleichswerte zum Referenzwert der Kontrolle handelt, ist dies unerheblich. Es ist lediglich
wichtig, alle Proben exakt den gleichen Bedingungen auszusetzen. Also wurde aus
praktischen Grinden auf eine mechanische Resuspension der Zellen in den Proben wéhrend
der Inkubation verzichtet.

0,01 bzw. 0,1 ng/ml LPS induzierten eine im Vergleich zur Kontrolle 60-80-fache Steigerung
der IL-8 mMRNA-Expression, die durch 1 ng/ml LPS noch einmal um den Faktor 3-4 zunahm
(Abb.15B). Bei dieser Konzentration wurde gleichzeitig ein Maximum erreicht (Abb.15A).
Um etwa den gleichen Faktor erhohten sich auch die mRNA-Expressionswerte von
GADD45p, IRAK2 und PELLINO1 1 h nach Stimulation der PBMC mit 1 ng/ml LPS im
Vergleich zur Stimulation mit 0,1 ng/ml (Abb.15C). Somit wurde 1 ng/ml als geeignete LPS-
Konzentration flr die sich anschlieBenden Versuche festgelegt.
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Abbildung 15: Dosis-Wirkungs-Beziehung von LPS zur mRNA-Expression in humanen PBMC.

A) PBMC wurden mit 1; 10; 100 ng/ml LPS stimuliert und fiir 1 h bei 37 °C inkubiert oder blieben unstimuliert
und wurden entweder direkt lysiert oder mit (rot) oder ohne Rotation von 2 min fir 1 h bei 37 °C inkubiert.

Die IL-8 mRNA-Expression wurde im Vergleich zur Kontrolle [mMRNA(-fold) = 1] bestimmt. Die
Expressionswerte sind auf einer logarithmischen Skala aufgetragen. Dargestellt sind die Mittelwerte + S.E.M.
aus einem Experiment unter Verwendung der PBMC von D2 und einem technischen Replikat.

B)+C) PBMC wurden mit 0,01; 0,1; 1 ng/ml LPS stimuliert oder blieben unstimuliert und fiir 1 h bei 37 °C
inkubiert. Die mRNA-Expression von IL8 (B) sowie GADD454, IRAK2 und PELLINOL1 (C) wurde im Vergleich
zur Kontrolle [mMRNA(-fold) = 1] bestimmt. Die Expressionswerte sind auf einer logarithmischen Skala
aufgetragen. Dargestellt sind die Mittelwerte £ S.E.M. aus zwei unabhdngigen Experimenten unter jeweiliger
Verwendung der PBMC von D1.

3.2.2 Der Einfluss von Anakinra auf die mRNA-EXxpression

3.2.2.1 Der Einfluss von Anakinra auf die LPS-induzierte mRNA-Expression in
humanen PBMC

In weiteren Versuchen sollte getestet werden, welcher Teil der LPS-Antwort auf LPS-
induzierte auto- oder parakrine IL-1-Wirkungen zurtickzufiihren war.

PBMC wurden im Anschluss an eine 0,5 h Vorinkubation bei 37 °C mit 1 ng/ml LPS
behandelt. 1 h Stimulationsdauer fiihrte zu einer Induktion der mMRNA-Expression von IL8 um
etwa 100-fach, 1L6 140-fach, GADD45 8-fach, IRAK2 15-fach und PELLINO1 nur <1,5-fach.
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Diese Effekte blieben nach 0,5 h Vorinkubation mit dem IL-1-Rezeptorantagonisten Anakinra
im 10.000-fachen Uberschuss unverandert (Abb.16A+B). Gleichzeitig fiel auf, dass die LPS-
induzierte Genexpression deutlich geringer ausfiel als in den Versuchen, in denen die Proben
ohne Vorinkubation direkt fir 1 h mit LPS stimuliert wurden.

Es stellte sich die Frage, inwieweit IL-1 Uberhaupt eine Rolle bei der LPS-vermittelten
Immunantwort in den PBMC spielte und welche intra-/interzelluldren Prozesse unter
Vorinkubation bei 37 °C in Gang gesetzt wurden, nachdem gezeigt werden konnte, dass
bereits 1 h Inkubation bei 37 °C eine 7-fache Induktion der IL-8 mRNA-Expression bewirkte
(vgl. 3.2.1.2).
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Abbildung 16: Der Einfluss von Anakinra auf die LPS-induzierte mRNA-Expression in humanen PBMC.

PBMC wurden bei 37 °C entweder mit 10 pg/ml Anakinra (Ana) oder unbehandelt fiir 0,5 h vorinkubiert und
danach mit 1 ng/ml LPS stimuliert oder unstimuliert fir 1 h inkubiert. Die mRNA-Expression wurde im
Vergleich zur Kontrolle [MRNA(-fold) = 1] bestimmt. Die Expressionswerte sind auf einer logarithmischen
Skala aufgetragen.

A) mRNA-Expression von IL8; dargestellt sind die Mittelwerte £ S.E.M. aus drei unabhéngigen Experimenten
unter jeweiliger Verwendung der PBMC von D1, D2 und D3.

B) mRNA-Expression von GADD454, IRAK2, PELLINO1 und IL6; dargestellt sind die Mittelwerte + S.E.M. aus
zwei unabhédngigen Experimenten unter jeweiliger Verwendung der PBMC von D1 und D3.

3.2.2.2 Uberprifung der Reinheit von Anakinra

Durch Analyse der Anankinra-Préparation mittels SDS-Gelektrophorese wurde daraufhin die
Reinheit und Konzentration uberpruft. Ein Teil der Probe wurde vorab durch Erhitzen fur
10 min bei 95 °C denaturiert. Es wurde fir das erhitzte Anakinra eine Proteinbande mit einem
Molekulargewicht von knapp Uber 17 kDa sichtbar (Abb.17). Diese entsprach der
Proteinbande von unbehandeltem Anakinra, welches parallel auf das 8-15 %-ige SDS-

Gradienten-Minigel aufgetragen worden war, sowie den Angaben in der Literatur (Schreuder
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et al., 1995). Ansonsten wurden keine weiteren Proteinbanden detektiert, sodass zumindest

von keiner Verunreinigung des Anakinras durch Proteine ausgegangen werden konnte.
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34 Abbildung 17:
Uberprifung der Reinheit von Anakinra im 8-15 %-igen
2% - SDS-Gradienten-Minigel.
< Anakinra  Anakinra wurde entweder fur 10 min bei 95 °C erhitzt (Spalte C)
17 oder blieb unbehandelt (Spalte B). AnschlieBend wurden pro
Lane auf dem Gel 5pg der entsprechenden Anakinra-Probe
10— aufgetragen. Die entstandenen Proteinbanden wurden im
A B C Vergleich zum PegLab Proteinmarker IV (Spalte A) abgelesen.

3.2.2.3 Der Einfluss von Anakinra auf die IL-1-induzierte mRNA-Expression in

kultivierten Zellen

Um die Wirkung von Anakinra in einem weiteren Modellsystem zu Gberprifen, wurden
kultivierte Zelllinien mit IL-1o stimuliert und der dosisabhingige Effekt von Anakinra auf die

MRNA-EXxpression bestimmt.

3.2.2.3.1 Der Einfluss von Anakinra auf die IL-1-induzierte mRNA-Expression in
HEK?293IL-1R-Zellen

Die Stimulation von HEK293IL-1R-Zellen mit 10 ng/ml IL-1a fiihrte nach 3 h zu einer fast
200-fachen Erhohung der 1L-8 mRNA-Expression im Vergleich zur Kontrolle. 0,5h
Vorinkubation mit 10 pg/ml Anakinra (1000-facher Uberschuss) hemmte diesen Effekt zu
uber 90 % (Abb.18A).

Fir GADD45p4, IRAK2, PELLINO1 und IL6 lag die Steigerung der mRNA-Expression infolge
der Stimulation mit IL-1 jeweils <2-fach im Vergleich zur Kontrolle. Dies kdnnte an einer zu
niedrigen 1L-1-Konzentration, zu kurzen Stimulationsdauer oder der grundsétzlich fehlenden
Féahigkeit zur Aktivierung in den HEK293-Zellen gelegen haben. Dadurch liel? sich fir diese
Gene keine Aussage zur Wirkung von Anakinra treffen (Abb.18B).
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Abbildung 18: Der Einfluss von Anakinra auf die IL-1-induzierte mRNA-Expression in HEK293IL-1R-
Zellen.

HEK293IL-1R-Zellen wurden bei 37 °C mit 0,1; 1; 10 pg/ml Anakinra oder unbehandelt fur 0,5 h vorinkubiert
und danach mit 10 ng/ml IL-1o stimuliert oder unstimuliert fir 3 h inkubiert. Die mMRNA-Expression von IL8
(A) sowie GADD454, IRAK2, PELLINO1 und IL6 (B) wurde im Vergleich zur Kontrolle [nRNA(-fold) = 1]
bestimmt. Die Expressionswerte sind in A) auf einer logarithmischen, in B) auf einer linearen Skala aufgetragen.
Dargestellt sind die Mittelwerte + S.E.M. aus einem Experiment und einem technischen Replikat.

3.2.2.3.2 Der Einfluss von Anakinra auf die IL-1-induzierte  mRNA-Expression in
HelLa-tTA-Zellen

AnschlieRend wurde der Hemmeffekt von 10 pg/ml Anakinra in HeLa-tT A-Zellen untersucht.
20 ng/ml IL-1a fiir 4 h bewirkten eine knapp 500-fach gesteigerte Expression der IL-8 mRNA
im Vergleich zur Kontrolle, die durch 0,5h Vorinkubation mit Anakinra im 500-fachen
Uberschuss komplett gehemmt wurde (Abb.19). Somit fielen sowohl die IL-1-induzierte IL8-
Antwort als auch die Anakinra-vermittelte Hemmung noch deutlicher aus als in den
HEK?293IL-1R-Zellen (vgl. 3.2.2.3.1). Des Weiteren kam es durch IL-1 in den HelLa-Zellen —
im Gegensatz zur Beobachtung in den HEK293-Zellen — zu einer >2-fachen Steigerung der
MRNA-Expression von IL6 (8-fach). Auch dieser Effekt wurde durch Anakinra vollstandig
blockiert (Abb.19).
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Diese Beobachtungen lassen darauf schlieen, dass die HelLa-tTA-Zellen zwar sehr gut auf
IL-1 ansprachen, aber im Vergleich zu den HEK293IL-1R-Zellen entweder von vornherein
weniger IL-1-Rezeptoren auf ihrer Zelloberflache trugen oder nach IL-1-Stimulation in der
Zwischenzeit nicht ausreichend neue durch einen positiven Ruckkopplungsmechanismus

generierten, um der Hemmung durch Anakinra entgegenzuwirken.

10°

/L8
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Experiment und einem technischen H20 +

Replikat.

3.2.3 Dosis-Wirkungs-Beziehung von TNF-a zur mRNA-Expression ausgewahlter
IL-1-Zielgene in humanen PBMC

LPS induziert tber Toll-like-Rezeptoren auch die Expression von TNF-o (Gaestel et al.,
2009a). Es ist durchaus mdglich, dass ein Teil der LPS-Effekte nicht tber den IL-1-, sondern
uber den TNF-a-Signalweg vermittelt wurde. Dies wurde an denselben Zielgenen, wie oben
beschrieben, untersucht. Es zeigte sich durch TNF-a nach 1 h eine dosisabhéngige Zunahme
von IL8 mit einer im Vergleich zur Kontrolle 15-fachen Steigerung der mRNA-Expression
unter Verwendung von 10 ng/ml (Abb.20A).

Waéhrend die mRNA-Expression von PELLINO1 durch TNF-a unbeeinflusst blieb, bewirkte
eine Konzentration von 10 ng/ml immerhin eine 2-3-fache Steigerung der mRNA-Expression
von GADD45f und IRAK2 nach 1 h. Dieses Resultat wurde fiir GADD45 bereits mit 1 ng/ml
erzielt (Abb.20B). Auch wenn die Effekte fiir GADDA45f und IRAK2 nur schwach ausgepragt
waren, lieen die Beobachtungen vermuten, dass TNF-o in humanen PBMC durchaus in der

Lage ist, Komponenten des IL-1-Signalwegs auf genetischer Ebene zu induzieren.
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Abbildung 20: Dosis-Wirkungs-Beziehung von TNF-a zur mRNA-Expression in humanen PBMC.

PBMC wurden mit 0,1; 1; 10 ng/ml TNF-o stimuliert oder blieben unstimuliert und fir 1 h bei 37 °C inkubiert.
Die mRNA-Expression von IL8 (A) sowie GADD454, IRAK2 und PELLINO1 (B) wurde im Vergleich zur
Kontrolle [MRNA(-fold) = 1] bestimmt. Die Expressionswerte sind auf einer logarithmischen Skala aufgetragen.
Dargestellt sind die Mittelwerte + S.E.M. aus einem Experiment unter Verwendung der PBMC von D3 und
einem technischen Replikat.

3.2.4 Der Einfluss von Adalimumab auf die LPS-induzierte IL-8 mRNA-Expression in
humanen PBMC

In Analogie zur Untersuchung des Einflusses von Anakinra auf die LPS-induzierte mRNA-
Expression wurde der humane, monoklonale anti-TNF-a-Antikérper Adalimumab eingesetzt,
um die durch LPS initiierte TNF-a-Signalfortleitung zu inhibieren. 1 ng/ml LPS bewirkte
nach 1h eine etwa 100-fache Erhohung der IL-8 mRNA-Expression im Vergleich zur
Kontrolle und daran dnderten 0,5 h Vorinkubation mit 10 pug/ml Adalimumab nichts (Abb.21).
Somit vermochte Adalimumab ebenso wenig wie Anakinra, in einer Konzentration von

10 pg/ml die innerhalb von 1 h durch 1 ng/ml LPS induzierte mRNA-Expression zu hemmen.

10¢ Abbildung 21:
= 8 Der Einfluss von Adalimumab auf die LPS-
102 T = induzierte IL-8 mMRNA-Expression in humanen
_ PBMC.
T
&£ PBMC wurden bei 37 °C entweder mit (Adal) oder
< 10" - ohne 10 pg/ml Adalimumab fiir 0,5 h vorinkubiert
Z und danach mit 1 ng/ml LPS stimuliert oder
£ unstimuliert fir 1h inkubiert. Die 1L-8 mRNA-
10° 5 Expression wurde im Vergleich zur Kontrolle
[MRNA (-fold) = 1] bestimmt. Die
Expressionswerte sind auf einer logarithmischen
107 Skala aufgetragen. Dargestellt sind die Mittelwerte

+ S.E.M. aus einem Experiment unter der
_— Adal LPS LPS Verwendung der PBMC von D3 und einem
+ Adal technischen Replikat.
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3.3 Abbilden von Genexpressionsdaten auf der Interleukin-1-

Signaltransduktionskarte

Obwohl die Analyse der Literaturdaten und die im Labor der AG Kracht erhobenen
Westernblot-Daten zeigten, dass eine Reihe der zentralen intrazelluldren Regulatoren des
IL-1-Systems konstitutiv exprimiert vorliegen und daher wohl nicht auf mRNA-Ebene
reguliert werden, war unklar, wie viele andere Signalwegkomponenten identifiziert werden
konnten, die sehr wohl auch auf mRNA-Ebene reguliert werden. In einem néchsten Schritt
sollte deshalb die IL-1-abhangige Genregulation unter Verwendung des Hemmstoffs
Anakinra in verschiedenen Zellpopulationen mittels Microarray-Analyse untersucht werden.
Mit der neu geschaffenen IL-1-Signaltransduktionskarte besteht die Mdoglichkeit,
experimentelle Daten direkt auf den Netzwerkkomponenten abzubilden. So lassen sich
MRNA-Expressionsdaten aus Versuchen mit verschiedenen Stimuli, Hemmstoffen oder
Zeitpunkten in der Karte sogar vergleichend darstellen.

Im Folgenden wurden die geeignetsten aus den Vorversuchen stammenden RNA-Proben
verwendet, um in Kooperation mit dem Microarray-Labor des SFB566, MH Hannover
genomweite mMRNA-Expressionsprofile zu erstellen und die Daten auf die IL-1-

Signaltransduktionskarte zu projizieren.

3.3.1 RNA-Qualitatskontrolle

Bevor die RNA-Proben ausgewahlter Experimente zur mRNA-Expressionsanalyse verwendet
werden konnten, musste die Integritdt der RNAs untersucht werden. Bei der Analyse mittels
Agilent 2100 Bioanalyzer lagen die 28S-/18S-rRNA-Ratios allesamt zwischen 1,3 und 2,2 bei
einer RNA Integrity Number (RIN) von jeweils 8,1 bis 10,0. Zudem waren die RNA-
Elektropherogramme der einzelnen Proben untereinander vergleichbar, sodass von einer

geringen Degradation und ausreichenden RNA-Qualitat ausgegangen werden konnte (Abb.22).
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Abbildung 22: RNA-Qualitatskontrolle mittels Agilent 2100 Bioanalyzer.

Exemplarisch abgebildet sind die Elektropherogramme der aus den PBMC von D1 und D2 gewonnenen RNA-
Proben, welche vom Microarray-Labor des SFB566, MHH bearbeitet wurden. Die 28S-/18S-rRNA-Ratios lagen
hierbei allesamt zwischen 1,3 und 1,9 bei einer RNA Integrity Number (RIN) zwischen 8,1 und 9,4. Zuvor waren
die PBMC bei 37 °C entweder mit oder ohne 10 pug/ml Anakinra fir 0,5 h vorinkubiert und anschliefend mit
1 ng/ml LPS stimuliert oder unstimuliert fur 1 h inkubiert worden (siehe nebenstehende Legende).

3.3.2 Genomweite Bestimmung der mRNA-Expression in humanen PBMC und

kultivierten Zellen

Mittels Microarray-Analyse wurden aus den RNA-Proben mRNA-Expressionsprofile erstellt:
Die Fluoreszenzintensitatswerte fiir die Gensonden wurden in Genespring GX log.-
transformiert und auf die 75. Perzentile der einzelnen Arrays normalisiert (vgl. 2.12.4).
Tabelle 4 gibt eine Ubersicht des Rechenwegs fiir die mMRNA-Messungen von IL8.

Mittels Kastengrafik (,,Box-Whisker-Plot*) lasst sich die Verteilung der Expressionswerte
aller Sonden relativ zur jeweiligen Kontrollvariante darstellen (Abb.23). In den
HEK?293IL-1R-Zellen fand im Gegensatz zu den HelLa-tTA-Zellen und PBMC viel weniger
stimulusabhingige Regulation statt. Dies ist ersichtlich an der geringen Anderung bzw.
Verschiebung der Verteilung in der dritten Spalte von links in Abb.23B. Anakinra zeigte in
den HelLa-tTA-Zellen im Gegensatz zu den Beobachtungen in den PBMC einen starken
Hemmeffekt (vgl. Abb.23B, Spalte 8 mit Abb.23B, Spalte 12 bzw. Abb.23B, Spalte 16).
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A
o Ratio _
roh normalisiert (logz) MRNA-EXxpression
IL8 (log)
(-fold)
K LPS K LPS LPS-K
D1 685 60228 0 6,670 6,670 101,84
D2 2134 80223 0 5,262 5,262 38,39
B
o Ratio
roh normalisiert (logz) MRNA-
(log) .
IL8 Expression
(LPS|ANa)-
LPS LPS|Ana LPS LPS|Ana (-fold)
LPS
D1 60228 50132 6,670 6,159 -0,512 -1,43
D2 80223 94671 5,262 5,487 0,224 1,17

Tabelle 4: Verrechnung von mRNA-Expressionswerten aus den Microarray-Analysen.

Die Fluoreszenzintensitaten wurden in Genespring GX loga-transformiert und auf das 75. Perzentils des
jeweiligen Arrays normalisiert. Die Spalte ,,roh* zeigt die zuriicktransformierten Expressionswerte der Gensonde
fur 1IL8. Um eine Vergleichbarkeit zwischen mehreren Experimenten zu ermdglichen, wurden alle Werte relativ
zur Kontrolle dargestellt. Die Ratios wurden in logarithmischer Form durch Differenz ermittelt und nach
Exponieren als Vielfache der mRNA-Expression dargestellt. Aus Ratios <1 wurde zur besseren Lesbarkeit der
negative Kehrwert gebildet. Exemplarisch ist die Bestimmung der IL-8 mRNA-Expression in den PBMC von D1

und D2 gezeigt.

A) PBMC von D1 und D2 wurden bei 37 °C fiir 0,5 h vorinkubiert und danach mit 1 ng/ml LPS stimuliert (LPS)

oder unstimuliert (K) fur 1 h inkubiert.

B) PBMC von D1 und D2 wurden bei 37 °C entweder mit (Ana) oder ohne 10 pg/ml Anakinra fur 0,5 h

vorinkubiert und danach mit 1 ng/ml LPS stimuliert (LPS) und fiir 1 h inkubiert.
(Auswertung freundlicherweise zur Verfugung gestellt von Dr. Axel Weber, AG Kracht)
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Abbildung 23: Verteilung der Messwerte aller Sonden relativ zur Kontrolle.

Beschriftungstext zur Abbildung 23 folgt auf der nachsten Seite.
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Abbildung 23: Verteilung der Messwerte aller Sonden relativ zur Kontrolle.

HEK?293IL-1R-Zellen wurden bei 37 °C mit 10 pg/ml Anakinra (ILIRA) oder unbehandelt fur 0,5h
vorinkubiert und danach mit 10 ng/ml IL-1o (IL1a) stimuliert oder unstimuliert fir 3 h inkubiert (,,Box
Whiskers* 1-4 von links).

HelLa-tTA-Zellen wurden bei 37 °C mit 10 pg/ml Anakinra (ILLRA) oder unbehandelt fiir 0,5 h vorinkubiert und
danach mit 20 ng/ml IL-1a (IL1a) stimuliert oder unstimuliert fiir 4 h inkubiert (,,Box Whiskers 5-8 von links).
PBMC von D1 und D2 wurden bei 37 °C entweder mit 10 pg/ml Anakinra (IL1RA) oder unbehandelt fur 0,5 h
vorinkubiert und danach mit 1 ng/ml LPS stimuliert oder unstimuliert fiir 1 h inkubiert (,,Box Whiskers* 9-16
von links).

Die Kastengrafik zeigt die Verteilung der log,-transformierten Expressionswerte in den jeweiligen Experimenten.
Ein Kasten mit Antenne (,,Whisker®) bildet den Median als Linie im Kasten sowie die 25. und 75. Perzentile
bzw. das untere und obere Quartil ab. Die Antennen sind Verldngerungen des Kastens, die sich bis zum 1,5-
fachen des Interquartilabstands erstrecken. Die roten Markierungen aullerhalb der Antennen stellen Ausreiller
dar (in diesem Fall sehr stark oder schwach exprimierte Transkripte).

In A sind die Messwerte von 25913 in allen Experimenten messharen Sonden dargestellt, in B ausschliellich die
Messwerte von 559 Sonden, die in mindestens einem von vier Experimenten eine mindestens 2-fache Regulation
durch IL-1 bzw. LPS zeigten.

(Auswertung und Abbildung freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. Axel Weber, AG Kracht)

3.3.2.1 LPS-abhéngige mRNA-Expression in humanen PBMC und der Einfluss von

Anakinra

In PBMC von zwei verschiedenen Spendern (D1 und D2) wurde die LPS-abhdngige mRNA-
Expression untersucht. Die Verwendung des IL-1-Rezeptorantagonisten Anakinra sollte die
Rolle von IL-1 bei der LPS-Antwort klaren. Besonderes Augenmerk galt hierbei den Genen,
die in den Zellen beider Spender — entweder auf gleiche oder gegenséatzliche Weise — reguliert
wurden, sowie denen, welche nur in den Zellen eines Spenders eine Regulation zeigten.

In den PBMC von D1 und D2 fand durch LPS-Stimulation eine starke Induktion von IL/a
[ILLA] (2760- bzw. 460-fache Steigerung der mMRNA-Expression) und IL4 [IL1B] (105- bzw.
22-fache Steigerung der mRNA-Expression) statt. Die Gabe von Anakinra bewirkte bei
beiden Donoren keine Hemmung des Effekts. Auch wurde durch LPS eine etwa 100-fache
Zunahme des mRNA-Levels von TNFa [TNF] bei beiden Donoren detektiert, welche sich
ebenfalls nicht durch Anakinra inhibieren liel3. Diese Beobachtungen sprechen dafiir, dass die
starke Induktion der genannten Gene nicht auf die LPS-abh&ngige Produktion und
Freisetzung von IL-1 zuriickzufiihren ist, sondern auf andere LPS-vermittelte Signalwege
(Dinarello, 2009; Gaestel et al., 2009a; Martinon et al., 2009). Des Weiteren fiuihrte LPS bei
D1 und D2 zu einer verstarkten Expression der NALP3 [NLRP3] mRNA (jeweils um den
Faktor 8,5-11,5) im Vergleich zur Kontrolle. Dies war insofern zu erwarten, als dass LPS die
Prozessierung und die sich daran anschlieende Freisetzung von reifem IL-1p Uber die
Aktivierung des NALP3-Inflammasoms reguliert (Martinon et al., 2009). AuRerdem bewirkte
LPS bei beiden Donoren eine 13- bzw. 4,5-fache Induktion der mRNA-Expression fir den
physiologischen IL-1-Rezeptorantagonisten IL-1Ra [IL1IRN].
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Hinsichtlich der MAPKKKSs wurde bei beiden Spendern eine knapp 5,5-fache Induktion des
Cot/Tpl-2 [MAP3K8] mRNA-Levels durch LPS detektiert. Bei den MAPKKSs zeigte sich in
den Zellen beider Spender fur MKK3 [MAP2K3], das den p38 MAPK-Signalweg aktiviert,
eine kaum nennenswerte Erh6hung der LPS-abhangigen Expression (1,3-1,4-fach).

Die PBMC beider Donoren zeigten infolge der LPS-Stimulation ein &hnliches
Expressionsverhalten fir die beiden Transkriptionsfaktoren NF-kxB-Untereinheit p105/p50
[NFKB1] (1,5-2,5-fach) und Egr-1 [EGR1] (30- bzw. 15-fach). Die bei beiden Donoren
deutliche Steigerung des Egr-1 mRNA-Levels muss jedoch aufgrund der jeweils fehlenden
Hemmung durch Anakinra unabhéngig von IL-1 gewesen sein.

Bezliglich wichtiger IL-1-responsiver Zielgene war bei beiden Donoren ein LPS-induzierter
MRNA-Anstieg deutlich erkennbar: sowohl bei D1 als auch D2 zeigte sich im Vergleich zur
Kontrolle eine erhebliche Zunahme der mRNA von IL8 [IL8] (>100- bzw. ca. 40-fach), IL6
[IL6] (55- bzw. ca. 140-fach), MCP1 [CCL2] (4,5- bzw. 3,5-fach), COX2 [PTGS2] (jeweils
ca. 50-fach), ,,Chemokine (C-X-C motif) ligand (CXCL)“ 1 [CXCL1] (knapp 200- bzw.
90-fach) und 10 [CXCL10] (>20- bzw. >10-fach). Der Anteil von IL-1 daran war jedoch
dahingehend gering, dass ein Hemmeffekt durch Anakinra nur bei D1 gezeigt werden konnte
und dabei lediglich fur IL6 [IL6] (2-fach), CXCL1 [CXCL1] (1,6-fach) und CXCL10
[CXCL10] (1,5-fach) nennenswert ausfiel.

Bei der Betrachtung von Komponenten negativer Rickkopplungsmechanismen zeigte sich,
dass in den PBMC von D1 und D2 durch LPS-Gabe das IkBa [NFKBIA] mRNA-Level um
den Faktor 6 bzw. 4,2 und das von TTP [ZFP36] mRNA 2,3- bzw. 7-fach zunahm. Auch die
,,Mitogen-activated protein (MAP) kinase phosphatase 1« (MKP-1) [DUSP1] mRNA stieg bei
beiden Spendern LPS-abhdngig an (2-3-fach). Das gleiche galt fiir die GADDA45
[GADD45B] mRNA (ca. 6-bzw. 3-fach). Aus der fehlenden Hemmung von /xBa, MKP1 und
GADD45p durch Anakinra lasst sich schlieRen, dass diese Gene ebenso wie IL1A nicht
ausschlieBlich durch Stimulation mit IL-1 im Sinne eines autoregulatorischen ,,Feedback
Loops* exprimiert werden. Dies unterstreicht die breite Regulation der fein aufeinander
abgestimmten Mechanismen im hochkomplexen LPS-Signalweg und demonstriert, dass
zumindest einige der eben genannten Molekile auch in anderen Signalwegen eine Rolle
spielen. Dass bei D1 die LPS-abhdngige Induktion des mRNA-Levels von TTP durch
Anakinra geblockt wurde, 18sst einen nicht unerheblichen Stellenwert der mRNA-Degradation
fiir die Selbstlimitierung des IL-1-Signalwegs vermuten.

Als Beispiel flr interindividuelle Schwankungen zeigten die PBMC der beiden Donoren fir

die rezeptornahen Adapterproteine ein unterschiedliches Expressionsverhalten: in den Zellen
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von D1 kam es durch LPS-Stimulation zu einer Repression von IRAK1 [IRAK1] und TAB1
[MAP3KT7IP1] (jeweils um einen Faktor >2), wohingegen die vorherige Gabe von Anakinra
im Vergleich dazu eine Zunahme der mRNA-Levels bewirkte (1,75- bzw. 2,5-fach): Dies ist
Ausdruck eines negativen Ruckkopplungsmechanismus durch IL-1. Bei D2 hingegen wurden
die beiden Gene infolge der LPS-Stimulation jeweils 1,9-fach hochreguliert, wobei Anakinra
keinen nennenswerten Hemmeffekt hatte (1,2- bzw. 1,3-fach).

Auch fir die MAPKKKs wiesen die PBMC von D1 und D2 unterschiedliche
Expressionsmuster auf: bei D1 stieg das MEKK1 [MAP3K1] mRNA-Niveau LPS-abhédngig
4,6-fach an und fiel Anakinra-vermittelt um den Faktor 3,8 wieder ab. Bei D2 fand dagegen
eine 5-fache Abnahme durch LPS und im Vergleich dazu ein 1,3-facher Anstieg durch
vorherige Anakinra-Gabe statt. Das MEKK3 [MAP3K3] mRNA-Niveau stieg durch LPS bei
D1 um den Faktor 1,3 und sank durch die zusétzliche Gabe von Anakinra im Vergleich dazu
um fast den gleichen Faktor wieder ab. Bei der Betrachtung der MAPKKs des ERK-
Signalwegs zeigte sich fir MKK2 [MAP2K2] bei D1 eine durch LPS-bedingte knapp 2-fache
Repression der mRNA-Antwort, die durch die vorherige Gabe von Anakinra >1,5-fach
zunahm. Bei D2 lief3 sich eine, wenn auch nur geringe, LPS-vermittelte Induktion des mRNA-
Levels von MKK2 [MAP2K2] (1,6-fach) feststellen. Im Bereich der anderen MAPKKSs
zeigten sich insgesamt nur geringe Effekte. So wurde durch LPS in den PBMC von D2 eine
1,5-fache Expression von MKK1 [MAP2K1] beobachtet, in denen von D1 eine 1,2-1,3-fache
Expression von MKK4/6 [MAP2K4/MAP2K®6], jedoch immerhin eine >7-fache von MKK7
[MAP2KT]. Das inter- sowie intraindividuell unterschiedliche mRNA-Expressionsmuster und
Ausmal} der IL-1-Abh&ngigkeit fur einzelne MAPKKKs und MAPKKSs vergegenwartigt
deutlich die groRe Streubreite der aus humanen PBMC gewonnenen Daten.

Wahrend die mMRNA-Expression von P38 MAPK [MAPK14] und JNK [MAPKS] nach LPS-
Stimulation bei D1 1,3- bzw. 2,4-fach anstieg, liel? sich bei D2, wenn uberhaupt, jeweils eine
Abnahme (1,2- bzw. 2-fach) verzeichnen. Gleichzeitig sanken die mRNA-Levels dieser
beiden Gene in den PBMC von D1 durch zusatzliche Gabe von Anakinra auf den
Ausgangswert. Die mRNA-Expression fir die NF-kB-Untereinheit p65 [RELA] fiel bei D1
durch LPS 2,7-fach erhéht aus. Fir den Transkriptionsfaktor Elk-1 [ELK1] ergab sich bei
beiden Donoren ein umgekehrtes Bild: LPS fuhrte bei D1 zu einer Induktion der mRNA
(2,3-fach), Anakinra setzte die LPS-Antwort 1,8-fach herab. Bei D2 bedingte LPS eine
1,4-fache mRNA-Repression.

Von den Komponenten des Transkriptionsfaktors AP-1 zeigte sich fur ATF-2 [ATF2] und

c-Fos [FOS] nur bei D1 eine merkliche, wenn auch nicht signifikante, Veranderung des
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MRNA-Gehalts (Zunahme von ATF-2 [ATF2] mRNA und Abnahme von c-Fos [FOS]
MRNA jeweils um den Faktor 1,3). Fur c-Jun [JUN] zeigte sich ein deutlicher
spenderabhangiger Unterschied: bei D1 fiihrte LPS zu einer >70-fachen mRNA-Expression,
die durch Anakinra >10-fach geringer ausfiel, was fur eine starke 1L-1-Abh&angigkeit spricht.
Bei D2 zeigte sich ein LPS-vermittelter Anstieg der c-Jun [JUN] mRNA, welcher durch

Anakinra im Vergleich dazu sogar noch zunahm, beide Effekte waren jedoch <2-fach (Tab.5).

3.3.2.2 IL-1-abhéngige mMRNA-Expression in kultivierten Zellen und der Einfluss von

Anakinra

Mehrere Gene wurden abh&ngig von IL-1 sowohl in den HEK293IL-1R- als auch den
HelLa-tTA-Zellen reguliert. IL-1 bewirkte fiir die MAPKKK Cot/Tpl-2 [MAP3K8], welche zu
einer Aktivierung des ERK-Signalwegs flhrt, in beiden Zelllinien eine 1,5-2,5-fache
Zunahme der mRNA-Expression im Vergleich zur Kontrolle. Dabei liel sich durch vorherige
Gabe von Anakinra jeweils eine Hemmung der IL-1-Antwort feststellen, die in den Hela-
Zellen nahezu vollstandig war. In beiden Zelllinien wurde die NF-xB p105/p50 [NFKBI]
MRNA durch Stimulation mit IL-1 verstarkt exprimiert (1,3-fach in den HEK293-Zellen vs.
3,2-fach in den HeLa-Zellen); diese Effekte wurden unter VVorinkubation mit Anakinra jeweils
komplett aufgehoben. Kaum nennenswert ist hingegen die 1,2-1,4-fache Hochregulation des
Egr-1 [EGR1] mRNA-Niveaus in beiden Zelllinien durch IL-1, welche infolge von Anakinra-
Gabe vollstandig inhibiert wurde.

Zu den wichtigsten Zielgenen des IL-1-Signalwegs, welche in beiden Zelllinien IL-1-
abhangig reguliert wurden, gehorten IL8 [IL8] und CXCL1 [CXCL1]. In den HEK293-Zellen
wurde 1L-8 mMRNA durch IL-1 um den Faktor 73 verstérkt exprimiert. Die mMRNA-EXxpression
von CXCL1 [CXCL1] wurde infolge der IL-1-Stimulation 19-fach induziert und dieser Effekt
durch die Gabe von Anakinra um den Faktor 3 reprimiert. Deutlicher fielen die Effekte in den
HeLa-Zellen aus: IL-1 bewirkte im Vergleich zur Kontrolle eine fast 365-fache Induktion der
Expression von 1L-8 mMRNA. Das CXCL1 [CXCL1] mRNA-Niveau stieg IL-1-abhéngig um
den Faktor 85. Dieser Effekt wurde durch Anakinra komplett inhibiert.

Fur folgende Komponenten wichtiger negativer Rickkopplungsmechanismen zeigten beide
Zelllinien ein dhnliches Expressionsmuster: Das IkBa [NFKBIA] mRNA-Niveau wurde
durch IL-1-Stimulation jeweils 2-2,5-fach hochreguliert und dieser Effekt durch Anakinra in
den HEK293-Zellen weitestgehend (1,6-fach) und in den HeLa-Zellen vollstdndig aufgehoben.
In beiden Zelllinien war aul3erdem eine ganz minimale IL-1-vermittelte Induktion der MKP-1
[DUSP1] mRNA-Expression zu erkennen (1,2-1,3-fach).
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In den HelLa-Zellen kam es durch IL-1 zu einer Steigerung der mRNA-Expression von IL/a
[IL1A] um etwa den Faktor 17 sowie von IL/f [IL1B] ca. 8-fach. AuBerdem lieR sich in den
HelLa-Zellen eine IL-1-abhdngige Zunahme der mRNA-Expression von IL1R1 [IL1R1]
(1,8-fach) zeigen, die durch Vorinkubation mit Anakinra komplett gehemmt wurde. Diese
Beobachtungen sind als Beispiele fiir positive Riickkopplungsmechanismen aufzufassen.
Aullerdem zeigte sich nur in den HelLa-Zellen fur die MAPKKS, die den p38-Signalweg
aktivieren, eine Regulation: das MKK3 [MAP2K3] mRNA-Niveau wurde IL-1-abhdngig um
den Faktor 1,7 angehoben und Anakinra-vermittelt vollstdndig auf das Ausgangsnhiveau
verringert. Das MKK6 [MAP2K6] mRNA-Level wurde durch IL-1 allenfalls geringfiigig
herunterreguliert (1,3-fach). Dies kdnnte auf die besondere Bedeutung von p38 MAPK bei der
posttranskriptionellen mRNA-Stabilisierung hindeuten.

Bei den MAPKs war keine Anderung der mRNA-Expression detektierbar. Fir die
Transkriptionsfaktoren — insbesondere fiir die Komponenten von AP-1 — zeigten sich
unterschiedliche Expressionsmuster: das ATF-2 [ATF2] mRNA-Level wurde in beiden
Zelllinien nicht reguliert. Demgegeniber wurde das c-Jun [JUN] mRNA-Level in den Hela-
Zellen durch IL-1 fast 1,7-fach hochreguliert und der Anstieg unter zusatzlicher Anakinra-
Gabe komplett inhibiert. Die positive Ruckkopplung des Transkriptionsfaktors c-Jun auf
MRNA-Ebene unterstreicht seine wichtige Rolle als Aktivator IL-1-responsiver Gene.
Demgegeniber wurde das c-Fos [FOS] mMRNA-Niveau in den HeLa-Zellen IL-1-abhangig um
einen Faktor >2 reprimiert und dieser Effekt durch Vorinkubation mit Anakinra vollstandig
aufgehoben. Die unterschiedliche Expression der AP-1-Komponenten tragt moglichweise zu
einem Gleichgewicht von AP-1 bei (Fuchs et al., 1997; Fuchs et al., 1999; Fuchs et al., 2000).
Die NF-kB-Untereinheit p65 [RELA] zeigte in den HelLa-Zellen eine geringfugige IL-1-
abhangige Herunterregulation auf mRNA-Ebene (1,4-fach). Zwar war dieser Effekt nicht
signifikant, doch kdnnte er auf einen negativen Riickkopplungsmechanismus hindeuten.

Des Weiteren wiesen die HeLa-Zellen eine Induktion der mRNA-Expression von IL6 [IL6]
(13-fach), MCP1 [CCL2] (3-fach) und COX2 [PTGS2] (3-fach) durch IL-1-Stimulation auf,
wobei Anakinra diese Effekte komplett aufhob. Dass die eben genannten IL-1-responsiven
Zielgene nicht in den HEK293-Zellen reguliert wurden, kénnte entweder dadurch bedingt sein,
dass manche Gene in ihnen einfach nicht IL-1-abhangig reguliert werden, oder die
Transkription mitsamt anschlieRender Translation im Vergleich zu den HelLa-Zellen zeitlich
versetzt abgelaufen ist (Gowrishankar et al., 2006; Wolter et al., 2008).

Aullerdem wurden ein paar Komponenten wichtiger negativer Riickkopplungsmechanismen

reguliert: Durch IL-1 erfolgte jeweils eine >1,7-fache Induktion des mRNA-Levels von
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GADD45p [GADD45B] in den HEK293-Zellen bzw. desjenigen von CYLD [CYLD] in den
HeLa-Zellen. Die IL-1-abhéngige Expression von CYLD [CYLD] in den HeLa-Zellen wurde
durch Anakinra komplett inhibiert.
Dass in den HelLa-tTA-Zellen deutlich mehr Gene als in den HEK293IL-1R-Zellen durch

IL-1 reguliert wurden, ist am ehesten auf die unterschiedliche Ansprechbarkeit der beiden

Zelltypen auf IL-1 zurtickzufiihren. In den HelLa-Zellen zeigte sich im Gegensatz zu den

HEK?293-Zellen eine erhdhte Expression von IL1R1 [IL1R1], was im Sinne eines positiven

Ruckkopplungsmechanismus aulerdem zu einer verstarkten IL-1-Antwort beigetragen haben
konnte (Tab.5).

Tabelle 5
PBMC Donor 1 PBMC Donor 2 HEK293IL-1R-Zellen HeLa-tTA-Zellen
Gensymbol | SondenID GF::emIZD - | Anma | LPS L::: - | Ama | LPS I‘E:: . Ana | 1L H;:: . Ana | IL-1 H;l:
1| ABCGz |a_23_P18713 9429 102 | 90 85 92 | 229 | 343 | 274 | 229 | 427 | 456 | 487 | 394 | 1182 | 1321 | 1272 | 1181
o ACAN |a 23 P3o7310 | 176 193 | 148 | 186 | 157 | 122 | 152 | 12 | 120 | 229 | 155 | 200 | m2 | s1 84 92 72
3| ADORA2A |a_24 P237270 | 135 1259 | 479 | 836 | 1597 | 572 | 1268 | 1819 | 1402 | 106 | 87 | 105 | 121 | 6% | 5% | 10% | 5%
4] AKIRINZ2 |A_23_P428827 | 55122 | 4508 | 3256 | 3320 | 4094 | 3546 | 5099 | 3776 | 3453 | 1636 | 1851 | 2016 | 2080 | 1419 | 1440 | 1422 | 1571
s|  AKT1 |a 23_P2960 207 280 | 184 | 178 | 316 | 224 | 211 | 319 | 253 | 69 7 70 79 | 409 | 424 | 374 | 459
6| _APBB1 |A 24 P372613 | 322 1488 | 808 | 896 | 1763 | 874 | 981 | 1301 | 932 | 604 | 573 | 631 | 571 | 135 | o1 62 68
7| __app__ |a 24 P314159 | 351 317 | 407 | 2798 | 358 | 1954 | 296 | 270 | 785 | 6524 | 7538 | 6725 | 7489 | 3420 | 3427 | 3362 | 3226
s| AR [a_23 pi3in1 367 184 | 155 | 163 | 161 | 137 | 120 | 128 | 121 | 14 | 14* | 13* | 11* | 1449 | 2127 | 1738 | 1392
of ATF2 |a 24 P12s1a5 | 1386 347 | 306 | 383 | 413 | 437 | 318 | 414 | 388 | 295 | 370 | 350 | 362 | 363 | 405 | 393 | 413
10|  Az12 [a_24 P51805 | 64343 | 2882 | 2566 | 2908 | 3279 | 3204 | 3461 | 3024 | 3641 | 1688 | 2159 | 2082 | 2307 | 2320 | 2736 | 2585 | 2657
u| Bciz |a_23_P352266 | 596 | 12810 | 13304 | 12832 | 14453 | 11899 | 12926 | 11418 | 12420 | 367 | 457 | 449 | 503 | 209 | 252 | 184 | 244
12| BCL2i1 |a 24 Proo130 | 598 29 49 o1 | 12* | 41 | 12* | 12* | 10* | 6* | 17 | 1a* | 21 82 86 92 84
13 BCL3 _[a_23_Pase2 602 | 7925 | 7563 | 14735 | 18483 | 13425 | 15073 | 15212 | 17138 | 125 | 120 | 148 | 120 | 3372 | 3863 | 5662 | 3708
14 BMP7__|A 23 P6sas7 655 3% | a*x | 4x | a* | ax | 5% | 3% | 5% | 7886 | 9595 | 9808 | 10742 | 5% | 3* | 5% | 5%
15| BTRC _|A_23_P46819 8945 | 1639 | 1201 | 1078 | 1575 | 1322 | 1766 | 1425 | 1558 | 1808 | 1909 | 1860 | 1677 | 914 | 1022 | 843 | 963
16| _CAPN1_|A 23 P138835 | 823 1098 | 674 | 767 | 1143 | 760 | 910 | 892 | 874 | 143 | 152 | 175 | 164 | 315 | 349 | 278 | 363
17]_CAPNS1 [A_23_P67648 826 | 33658 | 29699 | 25334 | 30589 | 30888 | 35682 | 28406 | 23792 | 9725 | 9760 | 10103 | 9459 | 27228 | 29282 | 27272 | 31605
18| _CARDS |A 23 P27721 | 22900 | 1562 | 1033 | 1308 | 1554 | 1337 | 1735 | 1524 | 1631 | 81 9 | 105 | 132 | 40 3 34 34
19] _CASP1__|A 23 P202978 | 834 | 31760 | 33604 | 34090 | 30515 | 34817 | 34513 | 33273 | 32274 | 2% | 3* | 3* | 2* | 339 | 358 | 386 | 335
20] casps_[a_23_P92410 836 | 14650 | 11854 | 14296 | 18608 | 14268 | 15519 | 14380 | 15439 | 9167 | 9511 | 9687 | 8624 | 3044 | 3504 | 3353 | 2996
21| _CASP5__|A 23 P47304 838 | 21550 | 23518 | 24164 | 21632 | 26402 | 26774 | 23029 | 24315 | 13 | 15 | 14* | 12* | 4422 | 4905 | 6284 | 5156
2| casps |a_24_Puasa99 | sa1 218 | 518 | 724 | 205 | 664 | 282 | 202 | 169 | 70 | 114 | s | 128 | 342 | 374 | 383 | 383
23| _caspy A 24_Pu134z 842 | 5747 | 5433 | 6371 | 6392 | 7742 | 8308 | 6431 | 6875 | 4536 | 4846 | 4687 | 4834 | 8174 | 9531 | 8264 | 8836
2] ccia A 23_psosst 6347 173 | 221 | 665 | 764 | 248 | 380 | sas | 842 | 35 30 | 48 33 7 61 | 206 | 65
2] cCLs  |a 23 P152838 | 6352 | 160822 | 183519 | 173833 | 174728 | 215563 | 254926 | 206867 | 243643 | 14 | 14 | 15* | 7* | 18* | 20 | 125 | 19%
26| _cDad_ |A_23_p2as70 960 | 44750 | 42705 | 50469 | 49521 | 44716 | 53823 | 44235 | 50186 | 1713 | 2133 | 2179 | 2234 | 23322 | 25323 | 30875 | 23733
2711 _cpsz_ |a_23_pi7s2 3732 | 3267 | 2894 | 4029 | 3402 | 3021 | 2738 | 2479 | 2018 | 179 | 152 | 162 | 134 | 1973 | 2133 | 2194 | 2436
28] _cDcaz_|A 23 P3000s6 | 998 476 | 572 | 664 | 583 | 436 | 732 | 539 | 660 | 317 | 528 | 501 | 600 | 414 | 398 | 538 | 464
2] cDK1__ |a 23_P138507 | 983 343 | 398 | 1987 | 1694 | 356 | 355 | 2361 | 2467 | 30031 | 34597 | 35679 | 36396 | 25714 | 27586 | 24911 | 26301
30| CDKN1A |A_23 _P59210 1026 | 10120 | 5947 | 15744 | 23130 | 8520 | 16481 | 19000 | 15482 | 625 | 529 | 644 | 523 | 3209 | 3542 | 3375 | 3645
31| _CEBPA |A 24 P216165 | 1050 | 2986 | 1904 | 2116 | 1939 | 9514 | 2411 | 2136 | 1694 | 5249 | 1899 | 2704 | 1686 | 5580 | 3934 | 4011 | 4080
32| CEBPB_|a 23 P143242 | 1051 | 1236 | 3453 | 4308 | 2380 | 2915 | 1070 | 1401 | 2182 | 1181 | 914 | 1099 | 931 | 3230 | 2813 | 2866 | 2732
33| CFLAR |a 23_P209394 | 8837 | 3078 | 3079 | 6836 | 6073 | 3721 | 2659 | 5956 | 6110 | 97 | 128 | 105 | 116 | 2395 | 2096 | 3426 | 2459
34| cHUK [A_23_P4674s 1147 | 1199 | 1074 | 1269 | 1491 | 1405 | 1333 | 1382 | 1517 | 3538 | 3610 | 3511 | 3511 | 1376 | 1691 | 1492 | 1403
35| __CoOP1__|a 23 Pea173 | 114769 | 23152 | 27354 | 29534 | 24983 | 23020 | 27011 | 29555 | 32766 | 4* | 3* | 3* | 3* | 185 | 205 | 294 | 193
3] CREB1_|a_23_P79231 1385 | 3082 | 2589 | 2781 | 2939 | 3152 | 3230 | 3336 | 4679 | 905 | 1160 | 1057 | 1201 | 754 | 1009 | 1079 | 785
37| CREBBP |a 24 P322025 | 1387 | 10154 | 10050 | 8042 | 9977 | 9919 | 12483 | 10677 | 12992 | 4537 | 6510 | 5777 | 7656 | 2828 | 2940 | 2885 | 2946
3]  CRP  |a 24 P3azass | 1401 3% | 5% | 4x | a* | 12% | 7% | 12x | sx | 33 | 12% | 21 | 1ax | 6x | 71* | 6* | 4*
30| _csFz__|a 23 P133408 | 1437 26 35 3 | 8* | 37 39 29 38 | 2+ | 3% | 3% | 3* | 5% | 3% | 37 | 4*
40| cxcri_|a_23_pr1a4 2919 213 | 407 | 35511 | 26320 | 660 | 1117 | 56326 | 61082 | 9% | 7* | 204 | 67 | 541 | 599 | 46970 | 544
41| _cxcrio |a_2a_p3o3091 | 3627 361 | 499 | 7187 | 5515 | 538 | 667 | 5596 | 6020 | 2% | 3* | 56 16 | 7% | 4% | 213 | 4*
| cxcro [a 23_pisas2 4283 313 | 269 | 200 | 323 | 296 | 286 | 232 | 270 | 14 | 17* | 9% | 10* | e* | m* | 9% | s5*
3| _cviD _|a_23_P65996 1540 | 2669 | 2066 | 2577 | 3401 | 2597 | 2355 | 2024 | 3413 | 257 | 230 | 256 | 198 | 161 | 188 | 283 | 142
44| DOK1__|a_23_Ps610 1796 | 1722 | 857 | 718 | 932 | 1058 | 1369 | 924 | 740 | 258 | 269 | 274 | 302 | 102 | 106 | 84 | 133
45| DUSP1_|a_23_P110712 | 1843 | 38186 | 31654 | 91010 | 101607 | 34344 | 46860 | 77435 | 76074 | 8249 | 9811 | 10910 | 10572 | 14845 | 17049 | 20046 | 16114
4] _DUSP16_|a 24 P189739 | s0s24 | 1014 | 582 | 791 | 1167 | 830 | 1445 | 1159 | 1033 | 591 | 618 | 615 | 588 | 261 | 270 | 340 | 234
4711 _EcsiT _|a 23_P119295 | 51205 | 2358 | 2001 | 1809 | 2057 | 1750 | 2847 | 1897 | 1749 | 4383 | 5328 | 5500 | 5372 | 3545 | 3386 | 3125 | 3920
48| EGR1__|a_23_P214080 | 1958 326 | 386 | 8383 | 7616 | 591 | 936 | 8353 | 10252 | 444 | 406 | 579 | 460 | 94 | 118 | 137 | 90
4o] EIF2AK3 |A 23 _P135857 | 9451 | 1571 | 989 | 1035 | 1779 | 1426 | 2551 | 2065 | 2353 | 249 | 308 | 297 | 382 | 176 | 197 | 203 | 165
so| EIF2s1|a_24_P356015 | 1965 609 | 815 | 913 | 742 | 1389 | 773 | 562 | 596 | 2243 | 2575 | 2254 | 2495 | 2719 | 3459 | 2949 | 2717
51| ELANE |A 23 P130961 | 1991 861 | 748 | o1l | 787 | 593 | 776 | 633 | 537 | 65 96 84 | 100 | 118 | 122 | 126 | 125
so] ELAVL1 |a_23_P208477 | 1994 | 4708 | 3376 | 3617 | 4904 | 3911 | 5561 | 4818 | 5184 | 8722 | 9699 | 10505 | 11663 | 4989 | 5224 | 4727 | 4982
s3] ELK1 | 23 P171054 | 2002 | 294 | 597 | 588 | 384 | 599 | 308 | 418 | 429 | 565 | 600 | 615 | 608 | 365 | 384 | 334 | 383
saf  ELKa |a 24 Po02091 | 2005 | 10307 | 9404 | 9766 | 11882 | 12171 | 13936 | 10798 | 13005 | 1406 | 1811 | 1579 | 1610 | 2423 | 3119 | 2605 | 2183
ss|  ESR1__|a 24 P325215 | 2099 3% | 7% | m* | a* | 8* | 5% | 5% | 5% | 2% | 2% | 8% | 2% | 5% | 3% | m* | 3%
s6] FADD |A 23_P8e917 8772 | 8981 | 8921 | 8546 | 8241 | 11665 | 12405 | 7159 | 7136 | 18419 | 19071 | 18821 | 17574 | 21149 | 23485 | 23653 | 21110
511 _FAs _ |A 23_P63896 355 5818 | 5343 | 9379 | 9184 | 8306 | 9028 | 11077 | 12270 | 1327 | 1445 | 1533 | 1390 | 1514 | 1743 | 2313 | 1657
ss| FBXWs |A 23_P112397 | 54461 | 10405 | 4975 | 4298 | 8347 | 5909 | 12260 | 8273 | 6614 | 3448 | 3751 | 3751 | 3253 | 4002 | 4007 | 3929 | 4095
so| _FOS | 23_P106194 | 2353 | 27007 | 16238 | 17372 | 24427 | 11923 | 17757 | 10412 | 9672 | 72 78 70 72| 1747 | 1903 | 786 | 1896
60| FoOSL1 | _23 P322519 | 8061 3% | a*x | 49 44 | 3* | 5% | 14a* | 19% | 15 16 16 21 34 31 7 46
61| GADD45B_|A_23_P142506 | 4616 | 6695 | 10194 | 39975 | 37308 | 11501 | 7197 | 30055 | 31618 | 2238 | 2478 | 3483 | 2738 | 5593 | 5768 | 5664 | 5778
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Tabelle 5 — Fortsetzung

PBMC Donor 1

PBMC Donor 2

HEK293IL-1R-Zellen

HeLa-tTA-Zellen

Gensymbol | Sonden ID GE::?; - | Ama | LpS L;:i: - | Ama | LPS L}::: - | Ama | w1 H;nl: - | Ama | L4 H;::
62| _GPsz _ |a 23 218405 | 2874 | 2490 | 2310 | 1948 | 2239 | 2626 | 2550 | 2149 | 1796 | 3026 | 2928 | 2907 | 2784 | 3339 | 3071 | 2684 | 3635
63| _GSK3B__|A 24 P2430aa | 2932 | 1011 | 708 | 676 | 1037 | 999 | 1402 | 925 | 1059 | 625 | 568 | 571 | 596 | 455 | 461 | 440 | 437
64| _GTF2B_ |A 23 P3a628 | 2959 | 14860 | 17793 | 21918 | 19566 | 20583 | 21290 | 20475 | 23862 | 22022 | 20144 | 22011 | 19609 | 11830 | 11599 | 11809 | 10759
65| _HDACI | 23 114656 | 3065 | 24923 | 21908 | 20475 | 23834 | 23810 | 35733 | 24134 | 23060 | 45818 | 45676 | 46135 | 43172 | 22004 | 22758 | 21041 | 23191
66| _HDAC3 |a 23 P7388 8841 | 4103 | 3051 | 3048 | 4122 | 3717 | 4461 | 3786 | 3385 | 7692 | 8952 | 8278 | 8741 | 3885 | 4232 | 3582 | 4258
67| _HMGA1 |a 23 Pa2331 | 3159 | 3704 | 1927 | 2397 | 3951 | 2419 | 4156 | 3300 | 2426 | 10806 | 10461 | 12035 | 10931 | 10032 | 10780 | 8854 | 9883
68| HMGN1 | 32 P167278 | 3150 | 42026 | 41811 | 47064 | 46897 | 57320 | 65299 | 48476 | 51699 | 159150 | 170076 | 181730 | 173671 | 96151 | 104687 | 96883 | 98070
69| ENRNPD |a 24 P226037 | 3184 | 17069 | 15517 | 17601 | 18671 | 16189 | 20948 | 17945 | 18753 | 41913 | 52256 | 50849 | 61415 | 36585 | 38793 | 36496 | 39172
70| HSP90AA1 A 32 P199252 | 3320 | 11068 | 10189 | 13000 | 13747 | 12686 | 13119 | 17309 | 17244 | 34876 | 45780 | 43427 | 44776 | 36953 | 51164 | 47763 | 45170
71| HSPB1_|A 24 Ps6537 | 3315 | 18925 | 21280 | 17213 | 19415 | 15975 | 21374 | 14955 | 13504 | 4994 | 4531 | 5272 | 4148 | 152523 | 151576 | 147129 | 162068
72| _1caM1_ |a 23 P153320 | 3383 | 3049 | 1803 | 17202 | 30403 | 2830 | 4800 | 34289 | 31165 | 16 | 19 | 18 | 20 | 299 | 342 | 2695 | 341
73| ICEBERG |A 23 P86975 | 59082 | 4* | 6* | a* | s* | a* | 41 | 3* | 6* | 2% | a* | a* | 3* | 7% | a* | s* | s+
74| IKBKAP |A 23 P169189 | 8518 | 5460 | 4071 | 4640 | 5933 | 5648 | 6960 | 5636 | 6287 | 10950 | 11954 | 11892 | 11918 | 8638 | 10358 | 9993 | 8624
75| _IKBKB |A 24 P155058 | 3551 | 455 | 388 | 321 | 348 | 461 | 379 | 325 | 347 | 465 | 471 | 449 | 452 | 385 | 418 | 403 | 397
76| _IKBKE |a 23 Pss7 9641 | 857 | 337 | 371 | 899 | 322 | 625 | 597 | 476 | 15 | 16 | 98 | 20 | m | &1 | 19 | 7
77| _IKBKG |A 23 P159920 | 8517 | 2521 | 1972 | 2403 | 2386 | 2356 | 2615 | 2120 | 1674 | 406 | 389 | 417 | 364 | 672 | 742 | 655 | s12
78| _IL18BP | 25 P203629 | 10068 | 944 | 876 | 837 | 905 | 977 | 1293 | 769 | 755 | 67 | 51 | 64 | 49 | 65 | 75 | 68 | 65
79| _1L1a _ |a 23 P2096 | 3552 26| 114 | 60846 | 64800 | 169 | 509 | 75364 | 82170 | 4* | 3* | 3* | 3% | 8* | 7* | 151 | 10*
sl __1L1B__ |A 23 P79518 | 3553 | 4643 | 8692 | 421288 | 425196 | 18394 | 28139 | 398113 |474341| 15 | 7% | 10* | 6* | 10* | 15% | 83 | 13*
sif 1Lt |a 24 P200023 | 3554 | 491 | 334 | 264 | 4s2 | 679 | 1083 | 927 | 1068 | 26 | 34 | 30 | 26 | s6 | 101 | 159 | 84
82| 1Rz |a 24 Pe3019 | 7850 | 474 | 584 | 1337 | 981 | 1468 | 1504 | 2199 | 1921 | 16 | 30 | 24 | 28 | 6* | 9% | 15% | ax
83| ILIRAP |a 24 P1sotes | 3556 | 3% | 5% | 14* | ax | 6% | 7% | 3* | 7% | 12% | 9% | 7% | n* | s* | 10* | 15% | s*
84| ILARN  |a 32 P3s12s | 3857 38 | 34 | 43 | 236 | 62 | 30* | 277 | 273 | 10 | &1 | 116 | 49 | 30 | 40 | 31 | 42
85| 113 |a 23 Paassst | sse2 | 10% | s* | 4* | ax | 4* | 6* | 5* | 6* | 6x | 18 | 15* | 18 | 6* | 7* | 10* | 10*
s| 16 |a 23 P7r1037 | 3569 68 | 52 | 3289 | 1940 | 91 | 143 | 12205 | 12386 | 59 | 50 | 49 | 48 | 4363 | 4533 | 58044 | 4382
87| __1Ls  |a 32 ps7o13 | 3576 | 685 | 1221 | 60228 | 50132 | 2134 | 3866 | 80223 | 94671 | 2% | 3* | 213 | 14* | 6* | 3* | 2323 | ax
88| IRAK1 |a 23 P737s0 | 3654 | 4495 | 1871 | 1472 | 4298 | 2316 | 4454 | 4263 | 3573 | 2937 | 2930 | 2945 | 2927 | 2119 | 2172 | 1935 | 2230
so] IRAK2 |A 23 Ps0635 | 3656 67 | 60 | 105 | 134 | 119 | 27* | 74 | 66 | 39 | 27 | 27 | 26 | 81 | 78 | 123 | 94
90| IRAK3 |A 32 Ps3zs6 | 11213 | 12832 | 9984 | 9333 | 13614 | 14012 | 18783 | 15269 | 17263 | 5% | 2+ | 2% | 2* | 220 | 266 | 367 | 221
ol IRAK4 |A 24 P158903 | 51135 | 1940 | 1589 | 1740 | 2016 | 2273 | 2339 | 1883 | 1774 | 133 | 138 | 133 | 156 | 729 | 843 | 678 | 779
92| IRFs  |a 23 P332190 | 3394 | 5141 | 4032 | 5803 | 6923 | 3467 | 4091 | 4791 | 5008 | 35 | 12* | 25 | 12* | 6* | 8* | 88 | ax
93| _1Rs1t  |a 24 psoz1as | 3667 | 277 | 160 | 162 | 237 | 5 | 97 | 7 | 77 | s | s0 | a4 | 59 | 32 | 36 | 30 | 37
o4l _1TCH |A 24 P139191 | 83737 | 2438 | 1965 | 2327 | 2586 | 2369 | 3462 | 2604 | 2007 | so1 | 961 | 886 | 806 | 2285 | 2558 | 2139 | 2078
95| __JUN | 23 p201538 | 3725 46| 127 | 3141 | 298 | 220 | 1a1 | 319 | 597 | 3328 | 3949 | 4126 | 3859 | 269 | 258 | 455 | 263
96| _JUNB__|A 23 Pas21 3726 | 33336 | 25519 | 63865 | 75629 | 35598 | 44545 | 71367 | 67389 | 628 | 613 | 1208 | 934 | 9711 | 11855 | 11661 | 9422
97| _JUND _|a 23 365610 | 3727 | 23906 | 17542 | 21970 | 28290 | 22659 | 30829 | 24334 | 25754 | 22265 | 20461 | 22296 | 19901 | 19498 | 20323 | 16974 | 11256
98| KAT2A |A 23 Po660s | 2648 | 6512 | 3917 | 5181 | 6244 | 6402 | 7519 | 6003 | 6242 | 15634 | 16735 | 14981 | 11598 | 9615 | 11860 | 10360 | 9281
99| KAT2B_ | 23 paiizs 8850 | 525 | 643 | 749 | 609 | 1112 | 660 | 795 | 806 | 106 | 144 | 109 | 154 | 104 | 106 | 87 | 1ot
100 KAT5 [ 23 138849 | 10524 | 5304 | 3779 | 3548 | 5060 | 4486 | 5962 | 4965 | 4250 | 3361 | 3696 | 3683 | 3466 | 3350 | 3334 | 3186 | 3564
10| _KHSRP |a 24 P134235 | 8570 35 | 46 | 54 | 31 | 39 | 12* | 26 | 21* | 282 | 252 | 290 | 203 | 107 | 126 | 121 | 1u
102] MAP2K1 [A 23 P20248 | 5604 | 14677 | 9116 | 13243 | 16970 | 11283 | 17550 | 16111 | 16764 | 5411 | 5584 | 5775 | 5701 | 6451 | 6638 | 6405 | 6404
103] MAP2K2 [A 23 P208835 | 5605 | 5685 | 2703 | 2683 | 4967 | 2937 | 6871 | 4757 | 3537 | 3766 | 3794 | 3970 | 3632 | 5341 | 5247 | 4959 | 5826
104] MAP2K3 [A 24 P296698 | 5606 | 23927 | 15760 | 27232 | 33313 | 24570 | 32305 | 32858 | 32735 | 10466 | 9571 | 10018 | 9092 | 8273 | o148 | 14626 | 7735
105] MAP2K4 [A_32 P6344 6416 | 6274 | 5448 | 6346 | 7794 | 7702 | 9969 | 6973 | 8007 | 7178 | 7500 | 8201 | 7216 | 4616 | 5933 | 5511 | 4238
106] MAP2K6 |A 23 P207445 | 5608 | 1372 | 1350 | 1445 | 1501 | 1582 | 1848 | 1393 | 1361 | 869 | 1002 | 998 | 1057 | 1720 | 1s46 | 1325 | 1798
107|_MAP2K7 |A 23 P7s62s | 5609 | 6x | 17+ | 38 | 10* | 19*% | 7% | 4ax | 7% | 35 | 31 | 37 | 35 | 23* | 31 | 29 | 20%
108| MAP3K1 |A 24 P766204 | 4214 | 1784 | 7271 | 7050 | 2224 | 7645 | 1169 | 1526 | 2052 | 1436 | 1578 | 1728 | 1626 | 713 | 805 | 720 | 701
109] MAP3K11 | 23 P98275 | 4296 | 3929 | 1481 | 1461 | 3408 | 1593 | 3618 | 3018 | 1925 | 350 | 293 | 325 | 299 | 564 | 538 | 538 | 532
110] MAP3K12 |A 23 P105409 | 7786 | 446 | 266 | 272 | 354 | 378 | 426 | 385 | 341 | 38 | 38 | 46 | 42 | 149 | 137 | 110 | 150
11| MAP3K14 |A 23 P207319 | 9020 | 2008 | 1844 | 1818 | 2531 | 2663 | 3787 | 2555 | 2320 | 729 | 713 | 722 | 757 | 2515 | 2567 | 2738 | 2626
12| MAP3K2 |A 23 P313645 | 10746 | 3548 | 2375 | 3089 | 2542 | 3527 | 3567 | 4143 | 4886 | 763 | 834 | 819 | 873 | 451 | 539 | 492 | 470
13| MAP3K3 |A 23 P207138 | 4215 | 10294 | 5569 | 5092 | 9547 | 7349 | 11053 | 9490 | 7735 | 1213 | 1132 | 1101 | 1050 | 640 | 649 | 662 | 672
114] MAP3K7 |A 23 P500773 | 6885 | 4709 | 3951 | 3710 | 4797 | 4705 | 4668 | 4322 | 4954 | 3159 | 3612 | 3959 | 3870 | 3433 | 3952 | 3832 | 3291
15| MAP3K7IP1 | 23 Ps0342 | 10454 | 1179 | 421 | 437 | 906 | 419 | 928 | 761 | 579 | 285 | 290 | 347 | 326 | 191 | 222 | 167 | 231
11| MAP3K7IP2|A 23 P19702 | 23118 | 24790 | 19478 | 22501 | 31292 | 21921 | 30090 | 25244 | 29564 | 14299 | 14539 | 15738 | 14463 | 4704 | 5677 | 5754 | 4271
17| MAP3K71P3 |A 23 P305033 | 257397 | 326 | 240 | 242 | 400 | 230 | 241 | 278 | 239 | 111 | 138 | 156 | 126 | 95 | 113 | 118 | 106
118| MAP3Ks |A 23 P23947 | 1326 | 3932 | 2852 | 18857 | 22826 | 5769 | 8372 | 30710 | 31770 | 168 | 177 | 268 | 204 | 360 | 412 | 959 | 373
19| MAPK1 |A 24 P237265 | 5594 | 2165 | 1568 | 1663 | 2434 | 1622 | 2181 | 2035 | 2289 | 1150 | 1291 | 1325 | 1307 | 1282 | 1200 | 1241 | 1240
120 MAPK10 |A 23 P45025 | 5602 22 | 19% | 18* | 13* | 18* | 14* | 11* | 9* | 15 | 20 | 22 | 19 | 12* | 12* | 9% | 17*
121 MAPK11 |A 23 P502274 | 5600 | 690 | 591 | 570 | 663 | 522 | 640 | 495 | 426 | 371 | 355 | 358 | 311 | 1050 | 1086 | 1104 | 1140
122] MAPK12 |A 23 P29347 | 6300 91 | 72 | 75 | 78 | 85 | 90 | 62 | 66 | 705 | 820 | 736 | 852 | 2046 | 2233 | 1763 | 2332
123] MAPKI3 [A 24 P406132 | 5603 | 1523 | 1098 | 1349 | 1656 | 1103 | 1472 | 1294 | 1083 | 160 | 191 | 204 | 192 | 74 | 66 | 60 | 74
124] MAPK14 [A 24 P397566 | 1432 | 417 | 467 | 472 | 422 | 424 | 455 | 354 | 317 | 193 | 229 | 242 | 240 | 311 | 358 | 307 | 335
125 MAPK3 [ 23 P37910 | 5595 | 812 | 765 | 698 | 797 | su | 448 | 721 | 600 | 1049 | 1126 | 1046 | 1155 | 746 | 803 | 672 | 965
126] MAPKS _|A 23 P356152 | 5599 80 | 101 | 167 | 83 | 226 | 59 | 113 | 61 | a6 | 442 | 471 | 492 | 254 | 234 | 260 | 248
127] MAPKSIP1 [A 23 P116007 | 9479 | 12* | 10* | 10* | 7* | 13* | 6* | 16 | 21* | 40 | 28 | 36 | 27 | &7 | 73 | 1 | 85
128 MAPKSIP2 [A 23 P502078 | 23542 | 174 | 136 | 158 | 164 | 119 | 112 | 120 | 98 | 250 | 212 | 223 | 247 | 92 | 183 | 112 | 102
129] MAPKsIP3 [ 23 P329727 | 23162 | 90 | s2 | 9 | 74 | o7 | 65 | 53 | 64 | 19 | 24 | 25 | 24 | 108 | 18 | us | 11
130] MAPK9 _|A 23 P167692 | 5601 | 1489 | 1122 | 1294 | 1597 | 1587 | 1805 | 1738 | 1874 | 2670 | 3266 | 3007 | 3224 | 1877 | 2143 | 1952 | 2110
131 MaPKAPK2 |A 23 P350467 | 9261 | 273 | 303 | 424 | 422 | 393 | 312 | 465 | 478 | ™ | 113 | 110 | 160 | 135 | 160 | 168 | 162
132| MAPKAPK3 |A_23 P314584 | 7867 | 11865 | 7157 | 6931 | 7913 | 7855 | 11976 | 5927 | 5826 | 4611 | 4491 | 4534 | 4124 | 3499 | 3871 | 3175 | 3644
133] MAPKBP1 [A 24 P272504 | 23005 | 2087 | 1485 | 1743 | 2109 | 2042 | 2388 | 2113 | 2133 | 792 | sa1 | s12 | 730 | 676 | 8s2 | 1108 | 705
13| MEFV [ 23 P140967 | 4210 | 2914 | 2138 | 1845 | 3019 | 2478 | 2937 | 3033 | 2730 | 117 | 108 | 98 | sz | 122 | 132 | 144 | 119
135] MKNKI |A 23 P200126 | 8569 | 5488 | 3033 | 3591 | 5256 | 3916 | 6186 | 4896 | 4027 | 1459 | 1652 | 1691 | 1522 | 1062 | 1095 | 845 | 1036
13 MKNK2 |[A 23 P142310 | 2872 | 62622 | 57384 | 62699 | 64437 | 67915 | 95128 | 60120 | 69446 | 31468 | 31003 | 33824 | 29978 | 27054 | 31291 | 28010 | 26728
137] _MMP1I__|A 23 P1691 4312 | 244 | 275 | 302 | 247 | 80 | 68 | 55 | 60 | 20 | 27 | 28 | 26 | 33 | 29 | 44 | 31
138]  MMP3 | 23 Pi61698 | 4314 | 3+ | ax | 3* | 4* | 3% | 5+ | 3% | 5% | 2% | 3% | 3% | 2% | 5% | 3% | 23 | 9%
139]_MyDss_|A 23 Po21a0 | 4615 98 | 407 | s61 | 167 | 479 | 79 | 134 | 129 | 55 | 30 | 36 | 26 | 208 | 240 | 215 | 232
140] _NAIP | 24 283221 | 4671 | 5098 | 3346 | 2402 | 4252 | 6268 | 5030 | 4753 | 4765 | 369 | 421 | 380 | 377 | 194 | 225 | 192 | 242
141] Ncoas | 23 P120442 | 8202 | 4085+ | 2885 | 3208 | 3117 | 3692 | 3670 | 3993 | 5672 | 599 | 578 | 521 | 470 | 518 | ol | 573 | 478
142] NCOR1 |A 23 141651 | o611 | 2211 | 1614 | 1525 | 2244 | 1661 | 2204 | 2150 | 2284 | 1069 | 1078 | 1064 | 1017 | 557 | 573 | 520 | 536
143 NCOR2 |[A 23 P203891 | 9612 | 17888 | 10560 | 10555 | 18371 | 15390 | 24281 | 16313 | 16427 | 6345 | 6326 | 6239 | 5203 | 13918 | 16618 | 12565 | 14258
14 NDN__ [ 23 P106405 | 4692 | 277 | 225 | 178 | 213 | m2z | 183 | 101 | 115 | 2% | 3* | 3% | 2% | 5% | 3% | 4% | 24
145] NFKB1 |A 23 P30024 | 4790 | 17198 | 11864 | 22144 | 32800 | 14828 | 24378 | 34387 | 37002 | 3015 | 2894 | 4144 | 3020 | 2896 | 3297 | 9647 | 2988
146] NFKB2 |A 23 P202156 | 4791 | 2223 | 1320 | 1806 | 3738 | 1397 | 2189 | 4760 | 3381 | 208 | 173 | 254 | 199 | 633 | 657 | 1691 | 715
147] NFKBIA |A 23 P106002 | 4792 | 77562 | 77087 | 404767 | 410204 | 89261 | 117634 | 370431 | 416692 | 6649 | 6749 | 16891 | 10462 | 11648 | 13168 | 30114 | 11555
148| NFKBIB_|A 23 P790s6 | 4793 | 301 | 551 | 697 | 374 | 671 | 281 | 421 | 340 | 1211 | 1215 | 1213 | 1126 | 1079 | 1066 | 1195 | 1279
149] NFKBIZ |A 23 P212089 | 64332 | 8518 | 6533 | 72615 | 96735 | 8844 | 8879 | 104673 |107983| 271 | 291 | 566 | 378 | 140 | 158 | 747 | 149
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Tabelle 5 — Fortsetzung

PBMC Donor 1

PBMC Donor 2

HEK293IL-1R-Zellen

HeLa-tTA-Zellen

Gensymbol | Sonden ID G]i::elg - | Ana | LPS szsl: - | Ana | LPS L}:: - | Ana | 11 H;nl: - Ana | IL1 H;::
1501 NKRF A_23_P11214 55922 3674 2941 2929 4040 4155 5479 3620 4107 9567 9477 9789 8353 5504 6668 5745 5523
151 NLRC4 |A_23_P119835 58484 5311 4380 3172 3768 5740 7897 3507 3513 14 13 * 19 16 6* 9 * 4* 6*
152] NLRP1 JA 23_P89550 22861 14120 | 6381 6906 | 12228 | 7090 | 13586 | 10563 | 10157 131 87 113 84 861 907 978 914
153] NLRP2 JA_24_P213161 55655 307 174 189 337 1091 1633 1461 1381 2% 11 * 3* 20 6* 9 * 9 * 8 *
154] NLRP3 JA_23_P9883 114548 7032 4808 | 68632 | 75536 | 8704 | 11266 | 73219 | 85571 55 64 52 47 11 * 14 * 13 * 4 *
155] NOTCH1 JA_23_P60387 4851 2443 2083 1953 3275 2412 1855 2502 2570 289 250 261 300 419 423 348 418
156 NR3C1 |A 24 P214754 2908 6085 6417 6937 7127 7619 8825 6975 8415 1982 2367 2184 2364 3853 4251 4286 3877
157] P2RX7  |A_24_P319113 5027 252 230 179 190 287 159 194 234 3* 2% 2% 2% 5% 3% 3* 12 *
158 PAK2 |A_32_P104075 5062 7431 7499 7435 8372 9530 | 10513 | 7143 8580 3166 2969 3076 2856 3907 4727 4081 3488
159 PELI1 A_23_P120345 57162 11867 | 9169 | 13464 | 16745 | 8972 | 11312 | 14377 | 18113 | 2274 2136 2291 2145 456 524 529 461
160} PELI2 [A_23_P65532 57161 10865 | 7782 7246 | 10887 | 8451 | 13442 | 9280 | 10077 | 2426 2332 2361 1970 873 1044 810 854
161 PELI3 A_23_P104692 246330 763 521 584 721 384 615 406 393 198 207 228 195 447 476 433 432
162] PIK3R1 JA_24 P29401 5295 21418 | 17757 | 20505 | 21325 | 32591 | 27601 | 32201 | 40234 | 1197 1074 1021 924 436 570 453 435
163] PIK3R2 A 23_P142361 5296 72 49 41 48 66 44 65 81 40 52 58 66 91 101 76 82
164] PLA2G4A |JA_23_P11685 5321 1125 870 997 1343 1181 1591 1526 1528 2617 2658 2556 2442 | 30731 | 35963 | 36523 | 32540
165 PLCG1 JA 23 P254801 5335 1136 1041 1317 1374 1358 753 948 738 496 561 505 553 820 852 702 842
166] POU2F1 JA_24_P927182 5451 26 23 * 30 33 14 * 10 * 14 * 14 * 16 7* 12 * 5% 6* 4* 161 4*
167] PPMID JA_32_P150030 8493 5865 4548 4514 6640 6696 9369 6312 7118 6001 6106 6056 5610 2731 3144 2870 2603
168] PPPICA JA_23_P434710 5499 11133 | 15356 | 12790 | 11831 | 16433 | 12749 | 10730 | 9597 | 12402 | 14009 | 12204 | 12527 | 23887 | 23825 | 20662 | 27244
169] PPPIR2 JA 32_P17133 5504 4371 4958 5890 5744 4837 4333 4170 4306 2333 2903 2823 3430 7672 8364 7594 8612
170) PPP6C A_23_P94623 5537 1515 1596 1766 1853 1909 1906 1552 1713 1759 1933 1849 1969 715 834 675 675
171] PRKCZ |A_23_P51187 5590 2980 2237 2796 3138 3512 3729 3070 3257 5815 5954 5833 5824 | 15390 | 17771 | 13470 | 15897
172] PRTN3 JA_23_P142345 5657 254 249 229 256 127 142 137 96 85 72 80 66 71 73 73 76
173]  PTGS2 A 24 P77008 5743 121 105 7473 5718 238 273 12727 | 15017 9 * 3* 6* 4* 731 871 2886 742
174 PTPN11 A 23 P204090 5781 11 * 22% 12 * 28 86 16 * 12 * 19 * 58 69 89 87 63 75 58 54
175] PYCARD JA_23_P26629 29108 27472 | 28896 | 19060 | 18177 | 22326 | 23538 | 14957 | 12517 32 33 55 23 25 * 32 24 38
176] PYDC1 |A 23 P407614 260434 3657 4085 2492 2411 3099 3244 2064 1875 17 20 17 21 44 55 59 60
177] RAC1 A_24_P194845 5879 45785 | 53319 | 46458 | 47415 | 47074 | 51041 | 39140 | 40400 | 42641 | 51846 | 55060 | 54272 | 43600 | 48007 | 55398 | 48554
178 RARB A_24 P3249 5915 3% 4* 4* 4* 4* 6* 3% 6* 104 159 172 194 20 * 19 18 * 12 *
179 RB1 A_24_P102636 5925 214 183 229 178 214 217 148 150 59 55 82 72 120 124 123 109
180] RBCKI1 A 23_P166051 10616 6768 2942 2541 6263 2836 5682 4674 3246 245 267 268 288 514 489 469 543
181 RBPJ A_24_P54797 3516 3257 3886 4879 3778 4856 3084 3754 3718 7943 9724 8870 9379 4053 4402 4027 4048
182] REL IA_23_P56938 5966 16253 | 11147 | 14771 | 26980 | 18627 | 13895 | 29294 | 29832 | 1791 2235 2057 2230 1403 1462 2738 1564
183 RELA A_24_P937256 5970 16 * 10 * 38 10 * 16 * 6* 14 * 7% 19 21 18 19 35 32 25 29
184 RELB IA_23_P55706 5971 6524 5361 7944 8994 8937 | 10732 | 9586 8406 684 628 1914 775 2062 2463 9439 2038
185] RNF31 JA 23 _P99632 55072 4430 2603 2630 3888 3715 5261 3529 3032 1020 1020 1055 911 978 1056 989 1002
186] RPS6KA1 JA_24_P396650 6195 10112 | 4702 4706 8024 5341 9477 6459 4903 1114 1045 1155 1032 1135 1186 969 1131
187] RPS6KA4 JA_23_P35791 8986 3974 2031 1339 2730 1645 4754 2422 2233 438 424 487 390 1220 1211 1175 1098
188] RPS6KA5 JA_23_P37375 9252 7124 5630 7011 8407 8164 6819 7604 8322 3328 3724 3239 3159 1307 1724 1532 1347
189 S100B |A_23_P143526 6285 2378 2492 2837 2807 821 1046 747 759 9 * 6 * 8 * 3* 5% 6 * 9 * 4*
190) SAA1 [A_24_P335092 6288 5% 4* 16 * 14 * 3% 18 * 17 5* 2% 16 2% 2% 164 196 2677 188
191 SELE A_23_P97112 6401 4% 6* 5% 5% 5% 6* 3* 6* 3* 3% 4% 3% 7% 4* 16 * 5%
192] SERPINB1 A 23 P214330 1992 38100 | 38095 | 46073 | 46190 | 45422 | 42613 | 42166 | 37925 | 1059 1200 1202 1213 | 17000 | 18067 | 19894 | 18554
193] SERPINB2 JA_24_P245379 5055 2782 2578 | 12276 | 8734 5942 7329 | 18430 | 19220 3* 3% 4% 4* 5% 3% 4* 4*
194] SERPINBY JA_32_P38323 5272 2204 1622 6288 6841 3417 2721 7399 7930 9* 9 * 13 * 25 7* 3* 4* 4*
195 SIN3A  |A_24_P304760 25942 2167 1379 1548 2357 1650 2532 2126 2064 590 642 614 622 364 420 363 351
196] SIN3B A_24_P93901 23309 866 826 949 861 825 905 725 787 1170 1320 1227 1173 2306 2481 2647 2429
197] SIRPA  |A_24_P259083 140885 1303 845 960 1785 728 887 1961 2223 40 33 38 46 6* 3% 4% 4 *
198] SMADG6 |A_23_P65812 4091 169 108 96 162 82 104 114 99 761 672 674 620 515 519 334 557
199] SMARCA4 |A_23_P39034 6597 8790 5521 6195 8659 7213 | 10688 | 8007 8517 | 21381 | 23126 | 23319 | 22340 | 11608 | 14395 | 13528 | 12035
200 SOCS3  JA_23_P351069 9021 127 130 321 144 145 64 117 92 69 69 71 66 138 141 130 142
201 SOD1 A_24_P151464 6647 50487 | 55534 | 53103 | 51193 | 48392 | 56962 | 43639 | 42822 | 140507 | 145444 | 153481 | 144312 | 114775 | 113603 | 119740 | 117816
202 SOD2 IA_23_P134176 6648 46097 | 52723 | 217227 | 208869 | 54252 | 62609 | 210780 | 247588 | 25478 | 27828 | 29183 | 28246 | 13113 | 13286 | 50265 | 13946
203 SPI1 A_23_P115998 6688 1042 1875 1483 1050 1704 468 869 822 45 17 23 7* 5% 9 * 9* 3*
204] SQSTM1 A _23_P81399 8878 24494 | 17126 | 23295 | 28352 | 19258 | 29627 | 25170 | 23063 | 4707 5434 5571 5669 | 26711 | 27640 | 33516 | 31752
205 SRF |A_24_P346277 6722 5101 4565 4469 5144 5041 6119 4582 4733 9318 8946 8789 8386 6007 6511 6970 5808
206 STAT1 JA_23_P56630 6772 12839 | 9332 | 10029 | 13632 | 9095 [ 10985 | 9718 | 10264 | 1333 1650 1533 1511 1872 2102 1797 1754
207] STAT3 |A_24 P116805 6774 3518 3860 3941 4579 5144 3279 4166 3833 904 1004 938 981 2218 2369 2302 2299
208| TBK1 A_23_P44768 29110 9437 | 7979 | 9846 | 12775 | 12152 | 15899 | 13806 | 15480 | 8374 | 9063 | 8707 8834 | 4645 5348 4371 4176
209] TBLIX |JA_24 P417162 6907 9353 5731 4805 9178 6693 | 12931 | 9397 8098 3274 3369 3756 3492 3884 4208 3593 3814
210] TBL1XR1 |A 23 P212552 79718 5864 5724 5114 6890 5964 6630 5867 7004 3925 4521 4312 4658 3436 3818 3097 3355
211 TBP A_23_P19313 6908 2709 2005 1973 2551 2422 3177 2643 2485 4780 5819 6002 6505 2061 2112 2049 1969
212] TFF1 A_24_P322771 7031 341 280 307 321 243 324 241 231 203 163 193 123 635 664 1060 632
213] TGFB1 A 24 P79054 7040 9932 5488 6405 | 10456 | 7181 6215 8689 7413 53 53 54 58 1799 2162 1995 2228
214 TIAl A_24_P417474 7072 588 875 1178 673 1032 811 693 760 2770 3299 3261 3290 3322 3462 3426 3508
215] TIRAP A 23_P397856 114609 358 358 275 353 537 316 279 287 136 206 162 172 118 140 113 144
216] TNF A_24_P50759 7124 160 180 13085 | 17048 213 317 16910 | 16099 63 52 68 48 52 56 63 59
217| TNFAIP3 JA 24 P166527 7128 284 599 5226 2648 1021 311 3065 3451 5% 4% 22 7* 163 162 411 161
218] TNIP1 JA_23_P19036 10318 407 360 450 539 409 310 606 546 253 262 283 271 226 260 887 256
219] TNIP2 JA 23 P258418 79155 2369 1602 1463 2277 1853 2132 2395 1774 1164 1395 1355 1479 1441 1456 1588 1498
220 TNIP3 JA_23_P386478 79931 36 30 390 266 128 103 315 298 2% 4* 4% 2% 5% 3% 20 3%
221 TOLLIP JA 23 P75903 54472 1887 2152 1811 1660 1914 1664 1334 1081 861 934 936 975 1518 1549 1386 1702
222] TOM1 IA_23_P103084 10043 493 554 845 670 916 359 760 538 118 140 131 128 393 440 340 480
223 TP53 A_23_P26810 7157 791 334 336 787 394 600 837 649 481 529 555 646 349 382 305 363
224] TRAF6 |A_23_P75921 7189 2815 2481 2380 2998 3079 3853 2662 2761 1382 1446 1319 1372 798 913 945 798
225 TRIB1 |A_24_P252497 10221 4969 3841 3086 6070 3654 5517 3447 3513 9830 | 10276 | 10241 | 8852 1442 1628 1656 1415
226] TRIB3 JA 23 P210690 57761 1682 1551 1640 1958 2106 2277 1517 1661 2628 2749 2535 2406 | 13015 | 14333 | 12652 | 12888
227 TRIM28 JA_23_P89884 10155 14485 | 6596 6701 | 13866 | 8201 | 13589 | 12161 | 7719 | 14861 | 15099 | 15786 | 14920 | 13555 | 13699 | 12135 | 14649
228] UBE2E3 |A_23_P11192 10477 18518 | 18717 | 20799 | 18643 | 22709 | 25967 | 17938 | 19197 | 34396 | 38087 | 38015 | 36247 | 27768 | 29635 | 27070 | 26654
229] UBE2N JA_32_P11499 7334 22791 | 26490 | 26862 | 26221 | 25855 | 29176 | 22879 | 26372 | 51747 | 58903 | 57694 | 60541 | 43675 | 45388 | 46449 | 46669
230 UBE2V1 |A_23_P11461 7335 5577 6474 6424 5718 7529 8638 6832 6708 7035 7961 8392 7591 | 15710 | 15759 | 16358 | 16144
231 VRK2 A_23_P119992 7444 6694 6372 7546 8161 7875 9902 8418 | 10017 | 3757 4882 4619 5191 7095 7847 7123 6529
232 ZFP36 |A_23_P39237 7538 81166 | 43923 | 161252 | 297085 | 42450 | 102255 | 287118 | 253918 | 135 154 182 157 814 929 1123 886

Tabelle 5: mRNA-Expressionswerte der Gene aus der IL-1-Signaltransduktionskarte.

Beschriftungstext zur Tabelle 5 folgt auf der nichsten Seite.
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Tabelle 5: mMRNA-Expressionswerte der Gene aus der IL-1-Signaltransduktionskarte.

PBMC von D1 und D2 wurden bei 37 °C entweder mit 10 pg/ml Anakinra (Ana) oder unbehandelt fir 0,5 h
vorinkubiert und danach mit 1 ng/ml LPS stimuliert oder unstimuliert fiir 1 h inkubiert (Spalten 4-11 von links).
HEK?293IL-1R-Zellen wurden bei 37 °C mit 10pug/ml Anakinra (Ana) oder unbehandelt fir 0,5 h vorinkubiert
und danach mit 10 ng/ml IL-1a (IL-1) stimuliert oder unstimuliert fiir 3 h inkubiert (Spalten 12-15 von links).
HeLa-tTA-Zellen wurden bei 37 °C mit 10 pg/ml Anakinra (Ana) oder unbehandelt fiir 0,5 h vorinkubiert und
danach mit 20 ng/ml IL-1a (IL-1) stimuliert oder unstimuliert flr 4 h inkubiert (Spalten 16-19 von links).

Fur die in der IL-1-Signaltransduktionskarte mit einer Entrez Gene ID versehenen Gene (Spalten 1-3) sind die
nach Normalisierung retransformierten und auf ganze Zahlen gerundeten mRNA-Expressionswerte aus der
Microarray-Analyse gezeigt. Gelb markiert sind Expressionswerte, die im Logarithmischen >2-fach bzw. <0,5-
fach von der Kontrollvariante differieren. ,,*“-Zeichen kennzeichnen nicht messbare Werte, deren
Fluoreszenzintensitét nicht Uber der Hintergrundintensitat lag. Griin markiert sind die Gene, die in den Passagen
3.3.2.1 und 3.3.2.2 besprochen werden.

(Auswertung freundlicherweise zur Verfugung gestellt von Dr. Axel Weber, AG Kracht)

3.3.2.3 Anteil der auf mRNA-Ebene regulierten Gene in der IL-1-

Signaltransduktionskarte

Die IL-1-Signaltransduktionskarte enthalt 256 Elemente, die in Zielgene, mMRNAS, Proteine
und Splice Varianten von Proteinen unterteilt werden (vgl. 3.1.2.1). Da alle Eintrége in der
Karte Uber das Gensymbol bezeichnet sind, gibt es in der Karte zwar 256 Elemente, aber nur
232 Eintrége fur Gene. Von den in der genomweiten Microarray-Analyse gemessenen Genen
wurden durch 1 h Stimulation mit 1 ng/ml LPS insgesamt 223 in den PBMC beider Spender
>2-fach reguliert. Davon sind 28 in der IL-1-Signaltransduktionskarte abgebildet. Die LPS-
abhéngige Regulation wurde durch Anakinra bei keinem der 28 Gene >2-fach beeinflusst.

In den HEK293IL-1R-Zellen wurden 18 Gene durch 3 h Stimulation mit 10 ng/ml IL-1
>2-fach reguliert, von denen 5 in der IL-1-Signaltransduktionskarte enthalten sind. Bei 2 von
diesen 5 Genen bewirkte Anakinra eine >2-fache Aufhebung des Effekts.

Bei den HelLa-tTA-Zellen wurden durch 4 h Stimulation mit 20 ng/ml IL-1 294 Gene >2-fach
reguliert. Davon sind 18 in der IL-1-Signaltransduktionskarte abgebildet. Eine >2-fache
Effektaufhebung durch Anakinra war bei 16 der 18 Gene nachweisbar (Tab.6A+B).
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Regulierte Gene Regulierte Gene in y IL-1 Map
0
in IL-1 Map Microarray-Analyse %
Induktion
28 192 14,6 % 12,1 %
PBMC D1+D2 >2-fach
Repression
0 31 0% 0%
LPS >2-fach
Gesamt 28 223 12,6 % 12,1 %
Induktion
4 11 36,4 % 1,7%
HEK293IL-1R-Zellen >2-fach
Repression
1 7 143 % 0,4 %
IL-1 >2-fach
Gesamt 5 18 27,8 % 22%
Induktion
16 202 7,9 % 6,9 %
HelLa-tTA-Zellen >2-fach
Repression
2 92 22% 0,9 %
IL-1 >2-fach
Gesamt 18 294 6,1 % 7,8 %

Regulierte Gene in IL-1 Map

LPS  Induktion >2-fach 28
LPS+Anakinra Repression >2-fach 0
% 0%
PBMC D1+D2
LPS Repression >2-fach 0
LPS+Anakinra  Induktion >2-fach 0
%
IL-1  Induktion >2-fach 4
IL-1+Anakinra Repression >2-fach 2
HEK293IL-1R- % 50 %
Zellen IL-1 Repression >2-fach 1
IL-1+Anakinra  Induktion >2-fach 0
% 0%
IL-1  Induktion >2-fach 16
IL-1+Anakinra Repression >2-fach 15
% 93,8 %
HeLa-tTA-Zellen
IL-1 Repression >2-fach 2
IL-1+Anakinra  Induktion >2-fach 1
% 50 %

Tabelle 6: Uberblick tiber die Regulation der in der IL-1-Signaltransduktionskarte abgebildeten Gene in
humanen PBMC und kultivierten Zellen.

Beschriftungstext zur Tabelle 6 folgt auf der nachsten Seite.
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Tabelle 6: Uberblick tiber die Regulation der in der I1L-1-Signaltransduktionskarte abgebildeten Gene in
humanen PBMC und kultivierten Zellen.

Angezeigt ist die jeweilige Anzahl der Gene, welche in den PBMC von D1 und D2 infolge von 1 h Stimulation
mit 1 ng/ml LPS im Vergleich zur Kontrolle bzw. durch LPS-Stimulation nach 0,5h Vorinkubation mit
10 pg/ml Anakinra im Vergleich zur alleinigen LPS-Stimulation, in HEK293IL-1R-Zellen infolge von 3 h
Stimulation mit 10 ng/ml IL-1a im Vergleich zur Kontrolle bzw. durch IL-lo-Stimulation nach 0,5 h
Vorinkubation mit 10 pg/ml Anakinra im Vergleich zur alleinigen IL-1a-Stimulation sowie in HeLa-tTA-Zellen
infolge von 4 h Stimulation mit 20 ng/ml IL-1a im Vergleich zur Kontrolle bzw. durch IL-1a-Stimulation nach
0,5 h Vorinkubation mit 10 pg/ml Anakinra im Vergleich zur alleinigen IL-1a-Stimulation >2-fach reguliert
wurden. Berlicksichtigt wurden hierbei nur Gene, fiir die in der Microarray-Analyse mMRNA-Expressionswerte
gemessen wurden, die sich logy-transformiert und normalisiert allesamt auf der 75. Perzentile des jeweiligen
Avrrays befinden.

A) Die Anzahl der in der IL-1-Signaltransduktionskarte (IL-1 Map) enthaltenen Gene, welche in den PBMC
durch LPS sowie in den HEK293-Zellen bzw. HelLa-Zellen durch IL-1 reguliert wurden, wurde zu der jeweiligen
Anzahl der in der Microarray-Analyse regulierten Gene ins Verhéltnis gesetzt (%). AuBerdem ist der
prozentuale Anteil an den 232 mit einer Gene ID versehenen Gene in der IL-1-Signaltransduktionskarte
angegeben (IL-1 Map %).

B) Angegeben ist jeweils der prozentuale Anteil der in der IL-1-Signaltransduktionskarte (IL-1 Map) enthaltenen
Gene, die sich nach stimulusabhéngiger Induktion durch Behandlung mit dem IL-1-Rezeptorantagonisten
Anakinra gegenregulieren lieRen (%).

(Auswertung freundlicherweise zur Verfugung gestellt von Dr. Axel Weber, AG Kracht)

3.3.3 Projizieren der mRNA-Expressionswerte mittels Farbcode auf die IL-1-

Signaltransduktionskarte

Eine Ubersicht tiber die LPS-Zielgene in den PBMC von beiden Donoren und die Regulation
in den Zelllinien nach Stimulation mit IL-1 zeigt Abb.24 bzw. Abb.A3 im Anhang: Die
MRNA-Expressionswerte der 223 in den PBMC durch LPS-regulierten Gene und deren
Anderungen durch den IL-1-Rezeptorantagonisten Anakinra wurden tber Farbwerte als
Heatmap dargestellt. Von den 223 LPS-Zielgenen in den PBMC zeigten sich 47 der Gene in
den HelLa-tTA-Zellen und 12 Gene in den HEK293IL-1R-Zellen IL-1-reguliert (vgl.
Farbskalen-Legende neben der Heatmap). Mit den genomweiten Microarray-Daten wurden
die Effekte von LPS, IL-1 und Anakinra auf mRNA-Ebene fur alle Elemente der IL-1-
Signaltransduktionskarte erfasst. Die mRNA-Gehalte als log.-normalisierte Intensitdten und
die Anderung der Genregulation durch Anakinra als Verhltnis aus ,,Stimulus + Anakinra vs.
Stimulus* wurden mit einem Farbcode auf die Karte projiziert (Abb.25 bzw. Abb.A4+A5 im
Anhang). Die mRNA-expressionsabhéngige Farbung der molekularen Elemente iberdeckt die
urspriingliche Umrandung der Rechtecke, sodass auf3erlich nicht mehr zwischen Zielgenen,
MRNAs und Proteinen, denen ein und dasselbe Gensymbol zugeordnet ist, unterschieden
werden kann. Doch diese Darstellung lasst auf Anhieb die mRNA-Expression einzelner
Genprodukte in ihrer Funktion innerhalb des IL-1-Signalwegs erkennen. Es ist somit wichtig,
sich zu vergegenwartigen, dass es sich stets um mRNA-Expressionsmuster handelt, auch

wenn diese auf Zielgenen oder Proteinen abgebildet sind.
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e | B — E Abbildung 24:
—— —!= | —. Farbcodierte Darstellung der mMRNA-
— — — — - Expressionswerte in einer ,,Heatmap*“.
= - J—p—— HEK293IL-1R-Zellen (HEK293) wurden bei
—-— 37°C mit 10 pg/ml Anakinrq (An_a) oder
— unbehandelt (-) fir 0,5h vorinkubiert und
m = ] — E danach mit 10 ng/ml IL-1o (IL1) stimuliert
= — — oder unstimuliert fir 3 h inkubiert (Spalten
— = = = - 1-4). HeLa-tTA-Zellen (HeLa) wurden bei
I - = 37°C mit 10 pg/ml Anakinra (Ana) oder
— - = = unbehandelt (-) fiir 0,5h vorinkubiert und
e = . danach mit 20 ng/ml IL-1o (IL1) stimuliert
- - _=- oder unstimuliert fir 4 h inkubiert (Spalten
— - 5-8). PBMC von D1 und D2 wurden bei
—EE - - 37 °C entweder mit 10 pg/ml Anakinra (Ana)
— — — oder unbehandelt (-) fir 0,5h vorinkubiert
[TINNNN=_— = und danach mit 1 ng/ml LPS stimuliert oder
— —_— unstimuliert fir 1 h inkubiert (Spalten 9-16).
- —_— mRNA-Expressionswerte von 223 in den
B I PBMC regulierten Genen sind fir die
= verschiedenen Zelltypen als logz-
— E: transformiertes  Verhéltnis ,,Stimulus  vs.
- Kontrolle* mit einem Farbwert innerhalb
-] — einer Skala von blau (-6) tber weil3 (0) bis rot
L — (6) dargestellt. Unter ,,Regul* (Spalten 17-19)
—— sind die in den HEK293IL-1R-Zellen (blau)
. und den HeLa-tTA-Zellen (rot) neben den in
— — = den PBMC beider Spender (gelb) regulierten
— — — Gene farblich markiert. Unter
— [ | 1 . Hemm*“ (Spalten 20-23) sind die
— Hemmeffekte durch Anakinra als log-
= — transformiertes Verhiltnis (,,LPS/IL-1
T —aa— - T +Anakinra  vs. LPS/IL-1) mit einem
= — * Farbwert innerhalb einer Skala von griin (-1)
. = ™ i_=— —— iiber weiR (0) bis gelb (1) dargestellt. Graue
— = = [~— Felder kennzeichnen nicht messhare Gene.
-_ — Eine vergroferte Abbildung der
P— R ,Heatmap* findet sich im Anhang als
p— | - | Abbildung A3.
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(Abbildung freundlicherweise zur Verfligung
gestellt von Dr. Axel Weber, AG Kracht)
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Abbildung 25: Farbcodierte Darstellung der mRNA-Expressionswerte und Effekte von Anakinra auf den

Beschriftungstext zur Abbildung 25 folgt auf der nachsten Seite.

molekularen Elementen in der IL-1-Signaltransduktionskarte.
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Abbildung 25: Farbcodierte Darstellung der mRNA-Expressionswerte und Effekte von Anakinra auf den
molekularen Elementen in der IL-1-Signaltransduktionskarte.

A) PBMC von D1 und D2 wurden bei 37 °C entweder mit 10 pug/ml Anakinra (Ana) oder unbehandelt fir 0,5 h
vorinkubiert und danach mit 1 ng/ml LPS stimuliert oder unstimuliert fur 1 h inkubiert.

B) HEK293IL-1R-Zellen (HEK293) wurden bei 37 °C mit 10 pg/ml Anakinra (Ana) oder unbehandelt fiir 0,5 h
vorinkubiert und danach mit 10 ng/ml IL-1a (IL-1) stimuliert oder unstimuliert fir 3 h inkubiert. HeLa-tTA-
Zellen (HeLa) wurden bei 37 °C mit 10 pg/ml Anakinra (Ana) oder unbehandelt fir 0,5 h vorinkubiert und
danach mit 20 ng/ml IL-1a (IL-1) stimuliert oder unstimuliert fur 4 h inkubiert.

Jeweils abgebildet ist die IL-1-Signaltransduktionskarte samt Farbskalen-Legende [links: Legende zu A), rechts:
Legende zu B)]. In dieser ist die Unterteilung eines Rechtecks in 6 gleich grofle Farbkompartimente zur
vergleichenden Abbildung der Effekte in den verschiedenen Zelltypen (,PBMC DI vs. PBMC D2 bzw.
,,HEK293 vs. HeLa“) erortert:

Das logy-transformierte Verhdltnis ,LPS/IL-1 vs. Kontrolle* (Farbkompartiment 1+4 von links) und
,,LPS/IL-1+Anakinra vs. Kontrolle“ (Farbkompartiment 2+5 von links) ist mit einem Farbwert innerhalb einer
Skala von griin (-10) Uber gelb (0) bis rot (10), das logz-transformierte Verhéltnis ,,LPS/IL-1+Anakinra vs.
LPS/IL-1* (Farbkompartiment 3+6 von links) mit einem Farbwert innerhalb einer Skala von blau (-1) tber weif3
(0) bis rot (1) dargestellt.

VergroRerungen der Abbildungen 25A+B finden sich im Anhang als Abbildungen A4+A5. Die Legende mit den
Elementen der Signaltransduktionskarte findet sich in Abbildung 4 bzw. im Anhang als Abbildung A2.
(Abbildung freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. Axel Weber, AG Kracht)
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4 Diskussion

4.1 Erstellung eines Wissensarchivs zur Interleukin-1-Signaltransduktion

und Visualisierung der Informationen in Form einer

Signaltransduktionskarte

Die Grundlage dieser Arbeit bildet eine systematische Erfassung von experimentell erhobenen
Daten zur Signaltransduktion des Zytokins Interleukin-1. Das zeitaufwéndige Verfahren des
Suchens, Lesens und Bewertens der zugrunde liegenden Originalarbeiten war ein komplexer
Prozess, an dessen Ende die Aufnahme von Befunden in ein elektronisches Archiv zur IL-1-
Signaltransduktion stand oder eben auch deren Ausschluss.

Eine weitere Ebene der Schwierigkeit der Beurteilung bestand darin, dass die Evidenz fur die
Involvierung eines Molekils in einen intrazelluldaren Signalweg mit einer Reihe an sehr
unterschiedlichen molekularen Methoden erhoben werden kann, deren Evidenzgrade sich im
Laufe der Zeit auch erheblich wandeln konnen. Da die IL-1-Signaltransduktionskarte
Literatur abdeckt, die bis zur molekularen Klonierung von IL-1a und IL-1f im Jahr 1984
zuriickreicht, ist dies ein weiterer Faktor, der die hier dokumentierte Zusammensetzung der
Signaltransduktionskarte beeinflusst.

Die hier abgebildete IL-1-Signaltransduktionskarte kann grob in zwei Teile unterschieden
werden:

Den Kern bilden 87 Komponenten und ihre gegenseitigen Abhangigkeiten, die in dem
sogenannten kanonischen Teil des IL-1-Netzwerks publiziert worden sind (Weber et al.,
2010a; Weber et al., 2010b). Hierbei wurden die Originaldaten von 158 Papern von Prof. Dr.
Michael Kracht und zum Teil von Dr. Axel Weber Ergebnis flir Ergebnis gesichtet, bewertet
und mit in der Datenbank von Science Signaling hinterlegten Kommentaren bewertet. Im
Rahmen dessen wurde sehr viel Wert darauf gelegt, dass die Evidenz flr die Involvierung
eines Molekils in die IL-1-Signaltransduktion in menschlichen und murinen Systemen
erhoben worden war und dass die mechanistische Einordnung in den IL-1 Pathway mit einer
Reihe von Methoden kausal abgesichert wurde. Als ein Beispiel ware die Proteinkinase TAK1
zu nennen, deren IL-1-stimulierte Aktivierung und Interaktion mit TRAF6, TAB1, TAB2,
TAB3 und die von diesem Multiproteinkomplex abhdngende funktionelle Bedeutung fir
IL-1-induzierte Effekte in Zellen und Geweben durch Uberexpression von Punkt- und
Deletionssmutanten (Holtmann et al., 2001; Ishitani et al., 2003; Kanayama et al., 2004;

Ninomiya-Tsuji et al., 1999; Yamazaki et al., 2009; Yu et al., 2008), in vitro Kinase Assays
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(Cheung et al., 2003; Holtmann et al., 2001; Ishitani et al., 2003; Kanayama et al., 2004;
Ninomiya-Tsuji et al., 1999), Koimmunprazipitationsexperimenten mit Gberexprimierten und
endogenen Partnern (Cheung et al., 2003; Ishitani et al., 2003; Kanayama et al., 2004;
Ninomiya-Tsuji et al., 1999; Yamazaki et al., 2009; Yu et al., 2008), RNAi-vermitteltem
,,Knock-down* (Alford et al., 2007; Yamazaki et al., 2009), Deletion des Gens in der Maus
(Yamazaki et al., 2009; Yao et al., 2007), Proteinkinasehemmstoffen (Thiefes et al., 2006;
Yao et al., 2007) und massenspektrometrischer Analyse der aktivierenden TAKI1-
Modifikationen (Yu et al., 2008) untersucht und belegt wurde.

Die Eigenschaft, dass die Beobachtungen in dieser Map mehrfach abgesichert und in mehr als
einem Zellsystem/einer Spezies gemacht wurden, flihrte zu der Bezeichnung ,,kanonischer (im
englischen Sprachgebrauch ,,canonical®) Signalweg“. In dem hier relevanten Kontext
bezeichnet dies einen allgemein gultigen oder einen in der Regel verwendeten Pathway.
Schon dieser kanonische Pathway enthalt deutlich mehr Informationen als die Darstellung des
IL-1-Signalwegs in NetPath zu Beginn (April 2008: 39 Komponenten, 89 Reaktionen) oder in
der revidierten Fassung am Ende der Arbeit (Februar 2014: 69 Komponenten, 130
Reaktionen). Andere in KEGG (http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04010,
Februar 2014: 124 Komponenten, 109 Reaktionen) oder GeneGo

(http://www.genego.com/map_658.php, Februar 2014: 44 Komponenten, 78 Reaktionen)

abgelegte ahnliche Signaltransduktionskarten von IL-1 enthalten ebenfalls weniger
Informationen. Dies gilt auch fur die aktuellste Version der in der NCI/Nature Pathway
Interaction Database abgebildeten IL-1 Map (Februar 2014):
(http://pid.nci.nih.gov/search/pathway landing.shtml?what=graphic&jpg=on&pathway id=2
00089&source=NATURE&output-format=graphic&ppage=1&genes_a=3552,3553sll).

Letztere enthalt hauptsachlich den proximalen NF-«kB Signalweg und keine Informationen

uber die distal davon ablaufenden transkriptionellen und posttranskriptionellen Signalwege.
Andere Beispiele fir Pathway Maps finden sich in zum Teil aufwéndig gestalteten
kommerziellen, von Firmen erstellten graphischen Abbildungen (NF-xB Pathway von Cell
Signaling, Februar 2014: http://www.cellsignal.com/pathways/nk-kappab-signaling.jsp;
MAPK Pathway von Qiagen, Februar 2014
http://www.sabiosciences.com/pathway.php?sn=MAPK_Signaling) und enthalten in der

Regel nur eine rudimentére Angabe der Quellen (siehe hierzu http://www.pathquide.org/#3,
Februar 2014).
Das grofite in diesem Zusammenhang beschriebene Signalnetzwerk ist ein Toll-like-Rezeptor

(TLR)-Netzwerk, welches bereits auch mathematisch modelliert wurde: 652 Komponenten


http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04010
http://www.genego.com/map_658.php
http://pid.nci.nih.gov/search/pathway_landing.shtml?what=graphic&jpg=on&pathway_id=200089&source=NATURE&output-format=graphic&ppage=1&genes_a=3552,3553sll
http://pid.nci.nih.gov/search/pathway_landing.shtml?what=graphic&jpg=on&pathway_id=200089&source=NATURE&output-format=graphic&ppage=1&genes_a=3552,3553sll
http://www.cellsignal.com/pathways/nk-kappab
http://www.sabiosciences.com/pathway.php?sn=MAPK_Signaling
http://www.pathguide.org/#3
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und 444 Reaktionen (Oda et al., 2006) bzw. 752 Komponenten und 909 Reaktionen (Li et al.,
2009).

Es ist zu vermuten, dass auch viele Komponenten vor allem des kanonischen intrazelluléaren
IL-1 Signalings in dieser Map enthalten sind. So gibt es aber auch Komponenten oder
Signalwege, die sich zwischen beiden Maps unterscheiden. Beispielsweise initiieren im TLR-
Signalweg sogenannte ,,Interferon Regulatory Factors® (IRFs), die als Transkriptionsfaktoren
fungieren, die Expression von Typ 1 Interferon-Genen (Gaestel et al., 2009a).

Wahrend der ersten Phase der Erstellung der IL-1 Map erfolgte parallel die Erstellung der
Science Signaling Map. In einem interaktiven Prozess wurde die IL-1 Map dahingehend
revidiert, dass die gesamten Informationen aus der Database of Cell Signaling von Science
Signaling in die ,,grofe* IL-1 Map wieder zurtickiibertragen wurden, sodass der kanonische
Teil des IL-1 Signalings zwischen diesen beiden Versionen ubereinstimmt und mehrfach
uberprift wurde.

Daneben gibt es sehr viele weitere Signaling-Ereignisse, die fir IL-1 beschrieben wurden,
welche aber zum Teil nur in bestimmten Zellarten gefunden oder methodisch (noch) nicht
vollstandig abgesichert wurden. Diese Informationen wurden im Rahmen dieser Arbeit zur
Erstellung der 256 Komponenten enthaltenden Map benutzt und bilden den zweiten Teil des
IL-1-Netzwerks, sind jedoch noch nicht von anderen Wissenschaftlern der Arbeitsgruppe
Uberprift worden. Es ist denkbar, dass nach dem Wiki-Prinzip diese IL-1 Map in das Internet
gestellt wird und Leser und Entwickler wiederum in einem interaktiven Prozess die Qualitat
und Giiltigkeit aller hinterlegten Informationen (berpriifen und verbessern. Durch die
Hinzunahme sich neu ergebender Erkenntnisse kann die Map dann auch im Zeitverlauf
qualitativ wachsen.

Im Folgenden wird noch einmal etwas préziser auf den Prozess der Datenerfassung und

Beurteilung eingegangen.

4.1.1 Beispielhafte Diskussion der Kriterien fir das Auswdahlen und Gewichten

geeigneter Literatur Uber den IL-1-Signalweg

Fur die Erstellung der IL-1-Signaltransduktionskarte wurden ausschliellich begutachtete, in
Fachjournalen verdffentlichte Originalarbeiten verwendet, die in PubMed gelistet sind. Nicht
ganz unerwartet lassen sich jedoch in verschiedenen Publikationen deutliche Unterschiede in
der Beschaffenheit und Verwertung von Rohdaten feststellen. Nicht immer sind die Versuche
sinnvoll gewahlt oder es fehlen notwendige Negativ- und Positivkontrollen. Auch kommen an

der Aussagekraft dann Zweifel auf, wenn zum Beispiel im Gegensatz zu der im Ergebnisteil
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der Veroffentlichung beschriebenen Art der Effekte, die gezeigten Daten nicht eindeutig
und/oder nicht gut kontrolliert sind. Beispielsweise lasst sich keine quantitative Aussage Uber
die Phosphorylierung eines Proteins unter Gabe verschiedener Stimuli bzw. Inhibitoren
treffen, wenn der endogene Gehalt des Proteins nicht bekannt ist [vgl. Fig.5D aus
,HInterleukin-1 (IL-1)-induced TAK1-dependent Versus MEKK3-dependent NFkB Activation
Pathways Bifurcate at IL-1 Receptor-associated Kinase Modification” (Yao et al., 2007)].

Da die Bewertung der Ergebnisse einer Publikation letztlich dem Leser selbst obliegt — und
nicht der Zitationshaufigkeit eines Fachjournals und dessen vermeintlicher Qualitat —, wurde
letzten Endes so verfahren, dass zundchst keine Originalarbeit aussortiert wurde und
stattdessen Ergebnisse aus allen gesammelten Publikationen, die sich thematisch in das groRRe
Gebiet von Interleukin-1 einordnen lassen, in der IL-1-Signaltransduktionskarte abgebildet
worden sind.

Da mit dem Suchbegrift ,IL-1“ 64.878 (Stichtag 01.02.2014) und mit der Kombination
LIL-1“  und ,Signal“ unter ,Title/Abstract“ 1957 Publikationen in PubMed
(Stichtag: 01.02.2014) gelistet sind und es viele weitere Arbeiten gibt, die Daten zu wichtigen
Befunden zum IL-1 Signaling enthalten, welche nicht im Titel oder im Abstrakt erwahnt
werden [z.B. enthélt ,,Selective interaction of JNK protein kinase isoforms with transcription
factors* (Gupta et al., 1996) eine der ersten Beobachtungen zur IL-1-induzierten MKP-1
MRNA-Expression], kann die hier dargestellte IL-1 Map naturgemaR keinen Anspruch auf
Vollstandigkeit erheben.

Trotzdem ist ein breites und kompaktes Konstrukt entstanden, dessen Grad der Evidenz vor
allem von der Reproduzierbarkeit der gesammelten Erkenntnisse abhéngig ist — und, wie
bereits erwahnt, nicht von der vermeintlichen Qualitat eines Journals, in dem eine einmalige
Entdeckung beschrieben worden ist. Naturgemal werden neue, interessante Erkenntnisse
zundchst hdufig in einem hochwertigen Journal publiziert, was jedoch nichts Gber ihre
Reproduzierbarkeit aussagt. So wurde im Jahr 1988 in Cell publiziert, dass IL-1 zur
intrazellularen Freisetzung des ,,Second messengers* Diacylglycerol fuhrt (Rosoff et al.,
1988). Ein weiteres Beispiel fur eine vergleichsweise schlecht abgesicherte Beobachtung auf
dem Gebiet von IL-1 ist der Bericht tber eine IL-1-abh&ngige Generierung von Ceramid als
,»Second messenger™ (Mathias et al., 1993). Diese Beobachtungen und die Schlussfolgerung,
dass IL-1 uUber aus der Plasmamembran freigesetzte Botenstoffe die nachgeschaltete
Signaltransduktion initiiert, beruhten auf Rickschlissen anhand der damals verwendeten
biochemischen Methoden und ist bis heute nicht weiter validiert worden, wéhrend die

Beobachtung, dass der IL-1-Rezeptor tber Protein:Protein-Wechselwirkungen und reversible
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Phosphorylierungen/Ubiquitinylierungen TRAF6/IRAKs und schlieBlich TAK1 aktiviert,
vielfach in der Literatur belegt ist (vgl. 3.1.2.1).

Daher wurde versucht, vor allem solche Experimente in die IL-1-Signaltransduktionskarte
aufzunehmen, in denen eine bestimmte Beobachtung sowohl durch ,,Gain-of-function®- als
auch insbesondere durch ,,Loss-of-function““-Ansétze (genetischer ,,Knockout™ oder durch
RNA-Interferenz vermittelter ,,Knock-down®, spezifische Inhibitoren) zundchst in kultivierten
Zelllinien, dann in primaren Zellen, im Versuchstier und schlie3lich im Menschen abgesichert
wurde. Ein positives Beispiel flr einen solchermalRen sehr gut abgesicherten Befund ist die
Implikation von IRAK-4 in den IL-1-Signalweg. Die initialen Studien enthielten Daten aus
Uberexpressionsversuchen mit dem IRAK-4-Wildtyp sowie einer dominant-negativen
Mutante von IRAK-4 in HEK293-Zellen und aus Experimenten mit IRAK-4-defizienten
embryonalen Fibroblasten, welche die Bedeutung von IRAK-4 bei der IL-1-induzierten
NF-kB-Aktivierung zeigten (Li et al., 2002; Suzuki et al., 2002). Die Relevanz von IRAK-4
zeigte sich aber auch in einer fehlenden IL-1-vermittelten Immunantwort in IRAK-4
,,Knockout“-Mausen sowie in Menschen mit angeborener IRAK-4-Defizienz (Picard et al.,
2003; Suzuki et al., 2002).

Viele Publikationen beinhalten funktionelle Ergebnisse Gber Schliisselmechanismen des IL-1-
Signalwegs, die das Grundgerust bilden. Um die genauen Interaktionen der dabei involvierten
Komponenten aufzuschlisseln, wurde gezielt nach Publikationen gesucht, die molekulare
Reaktionen einzelner wichtiger Abschnitte des IL-1-Pathways enthalten. Hierbei wurde unter
anderem auch auf Ubersichtsarbeiten zurtickgegriffen.

Eine Schwierigkeit bestand darin, Informationen aus Arbeiten zu extrahieren, in denen
molekulare Reaktionen von einzelnen Komponenten des IL-1-Signalwegs in anderen
Zusammenhdangen untersucht wurden. So finden sich zum Beispiel viele Ergebnisse zu
Bestandteilen der MAPK-Signalwege, die unter Einfluss von osmotischem Stress (z.B. durch
Sorbitol), Bestandteilen pathogener Keime (z.B. LPS) oder anderer Zytokine (z.B. TNF-a)
erzielt worden sind (Chen et al., 2002; Deacon et al., 1999; Park et al., 2003). Es existieren
Uberschneidungen zwischen dem IL-1-Signalweg und den Signalwegen anderer
proinflammatorischer Stimuli (Gaestel et al.,, 2009a). Beispielsweise induziert LPS die
Expression, Prozessierung und Freisetzung von Interleukin-1 (Dinarello, 2009; Martinon et
al., 2009). Daher wurde so verfahren, dass alle gefundenen Ergebnisse zu den einzelnen
Komponenten des IL-1-Netzwerks in die Signaltransduktionskarte integriert wurden. Fur den

Leser ist anhand des Kommentars zu einer bestimmten molekularen Reaktion ersichtlich, ob
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dieser Vorgang explizit durch Stimulation mit IL-1 initiiert wurde (Chen et al., 2002; Jiang et
al., 2002).

Das Eruieren der Datenlage zur IL-1-Signaltransduktion ist ein sehr komplexer Prozess. Es
gilt noch viele Liicken zu schlie3en, zumal fiir eine Reihe von Signalkomponenten die Daten

auch noch nicht komplett vorliegen.

4.1.2 Limitationen der IL-1-Signaltransduktionskarte

Die Entscheidung, die IL-1 Signaltransduktionsereignisse mit Hilfe einer zweidimensionalen
graphischen Darstellung abzubilden, erzeugte intrinsisch eine Reihe von Limitationen.
Folgende Aspekte der Signaltransduktion kénnen so nicht visualisiert werden:

1) Der Grundzustand und der aktivierte Zustand des Systems in separater Form. Im ,,Off*-
Status durften z.B. keine IL-1:1L-1R-Komplexe dargestellt sein.

2) Die zeitliche Auflésung, d.h. die Sequenz der Signaltransduktionsereignisse. Zunachst
mussten sich innerhalb von Minuten die IL-1:1L-1R-Komplexe ausbilden, dann die
phosphorylierten und K63-ubiquitinylierten Formen der zytosolischen
Signalkomponenten wie TAK1, IKKs, MKK3-7. Danach mussten die wichtigsten
transkriptionellen Aktivatoren in den Zellkern translozieren (z.B. p65 NF-xB) und
schlieBlich mussten die mMRNAs und dann die davon translatieren Proteine erscheinen.

3) Alle abschaltenden, negativ regulatorischen Signaling-Ereignisse. Prominentestes Beispiel
hierfir wére die nach ca. 30-60 Minuten beobachtbare Neusythese der IkBa-mRNA und
das Erscheinen des IkBa-Proteins, welches dann die NF-kB Aktivierung abschaltet, sowie
die induzierte Expression von MKP-1, welches die wichtigsten MAP Kinasen
dephosphoryliert und somit inaktiviert.

4) Die zelltypspezifische Expression und Aktivierung von Signalkomponenten, welche den
kanonischen Pathway modulieren. Beispiele hierfir waren das mRNA-destabilisierende
Protein TTP, welches in epithelialen Zellen nur schwach oder gar nicht zu finden ist, oder
eine Reihe von Proteinkinasen wie Cot/Tpl-2, IRAK-M, IKKe und TBKI1.

5) Die exakte Kompartimentalisierung der Signalkomponenten.

Diese Limitationen waren zu Beginn der Arbeit bekannt. Die U(bereinandergelagerten
vielféltigen Informationen, die durch Erstellung der IL-1-Signaltransduktionskarte mit den
dafur Gblichen Programmen (PathVisio, GenMAPP 2) erzeugt worden sind, erlauben aber
jetzt eine verfeinerte Darstellung. So wurde im Zuge einer Masterarbeit in der AG Kracht der

kanonische IL-1-Signalweg an den Knotenpunkten der Signaltransduktion mit logischen
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Operatoren verknupft und wichtige Komponenten als inaktive, nicht phosphorylierte oder als
aktiverte phosphorylierte Formen dargestellt. Hierzu wurde die graphische MAP als
gezeichnetes Bild in die Software CellNetAnalyzer Version 95b Gberfiihrt und die Reaktionen
der Molekule in logische Gleichungen umgeschrieben. Diese sogenannte Boolesche MAP
ermoglicht es jetzt, den ,,Off**-/,,On*“-Zustand, einen weiteren Stimulationszeitpunkt und die
Abschaltung der Signale (iber negative Feedback-Loops darzustellen (Schmitz et al, 2011).

Um die rdumliche Anordnung von Molekilen/-komplexen oder deren exakte intrazellulére
Lokalisation besser abzubilden, kdnnte eine Projektion der Daten auf eine dreidimensionale
Ebene mithilfe geeigneter Software z.B. von Cytoscape (http://www.cytoscape.org/ - Stand
20.01.2010) (Kohl et al., 2011) erfolgen. Dadurch lieRen sich rdaumliche Beziige von

Molekilen  zueinander und  deren  Verknupfungen auch  nach  einzelnen

Positionsverschiebungen ubersichtlicher darstellen, was der groRen Dynamik innerhalb des
IL-1-Signalwegs wenigstens ansatzweise Rechnung triige.

Eine Moglichkeit, jedes Molekll genau einem Kompartiment zuzuordnen, besteht darin,
jedem Kompartiment eine Farbe zuzuordnen und die sich darin befindlichen Molekule mit der
entsprechenden zu versehen. Um zusétzlich zwischen verschiedenen Molekiltypen (Protein,
Zielgen, mRNA) differenzieren zu koénnen, bietet sich die Idee an, von einer einheitlichen
Darstellung mittels Rechtecken abzuweichen und jedes Molekil in einer festgelegten, typ-
spezifischen Form abzubilden (Weber et al., 2010a; Weber et al., 2010b).

4.2 Stimulusabhangige mMRNA-Expression in humanen PBMC

421 Die Rolle von IL-1 bei der LPS-induzierten mRNA-Expression in humanen
PBMC

Die LPS-induzierte mRNA-Expression von IL8, welches ein typisches Zielgen von IL-1 ist
(Buss et al., 2004; Hoffmann et al., 2002; Hoffmann et al., 2005), wurde durch Anakinra
ebenso wenig beeinflusst wie diejenige von GADD45p, IRAK2, PELLINO1 und IL6. Des
Weiteren fiel auf, dass LPS in einer Konzentration von 1 ng/ml sein Maximum erreichte. Dies
demonstrierte die enorme Potenz von LPS und warf die Frage auf, inwieweit die LPS-
induzierte Genexpressionsantwort von IL-1 abhdngig ist. Abgesehen von IL-1 und TNF-a
induziert LPS namlich noch eine ganze Reihe anderer Zytokine (z.B. Interferone), welche
ihrerseits u.a. durch die Expression weiterer Zytokine zur Immunantwort beitragen (Dinarello,
2009; Gaestel et al., 2009a). Innerhalb des Zellgemischs aus Monozyten und Lymphozyten

konnte es also durch LPS zur Aktivierung eines ,,Zytokinsturms® gekommen sein, der eine
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Vielzahl von Mechanismen in Gang setzte, die zur Immunantwort fihrten. Inmitten
zahlreicher intrazelluldrer Aktivierungsprozesse hat IL-1 mdoglicherweise einen nur
unwesentlichen Anteil zur Immunantwort beigetragen. Daher dirfte die Hemmung von IL-1
durch Anakinra oder negative Rickkopplungsmechanismen (Schindler et al., 1990) keinen
nennenswerten Einfluss auf die LPS-abhangige mRNA-Expression in den PBMC gehabt
haben. Es ist durchaus denkbar, dass die Induktion der ERK-, p38-, JNK- und NF-xB-
Signalwege, welche konsekutiv zur IL8-Aktivierung fiihrt, von anderen Zytokinen wie z.B.
TNF-o. mitibernommen wurde, deren Signalwege in die gleiche Endstrecke minden
(Hoffmann et al., 2002).

Um die individuelle Bedeutung von IL-1 besser beurteilen zu konnen, ware es zur
Vermeidung einer kompletten Aktivierung aller an der Signalfortleitung beteiligten
intrazellularen Prozesse sowie einer vollstandigen Beladung der an der LPS-Antwort
beteiligten Rezeptoren eine Idee gewesen, eine geringere LPS-Konzentration (0,01 oder
0,1 ng/ml anstatt 1 ng/ml) zu verwenden. Da eine 0,5 h-Inkubation mit LPS im Vergleich zu
einer 1 h-Inkubation mit einem ca. 100-fach niedrigeren 1L-8 MRNA-Expressionswert
einherging, hatte andersherum auch der Einfluss von Anakinra auf 0,5 h Inkubation mit
1 ng/ml LPS uberpruft werden kénnen. Jedoch wurde gezeigt, dass wahrend 1 h Inkubation
mit 1 und 100 ng/ml LPS &hnliche mRNA-Expressionswerte fir GADD454, IRAK2 und
PELLINOL1 bedingte, 3 h Inkubation mit 100 ng/ml LPS im Vergleich dazu zu einer weiteren
Zunahme um jeweils den Faktor 3-9 fiihrte. Zusammen mit der Erkenntnis, dass Anakinra
keinen Effekt auf die mRNA-Expression von GADD45p, IRAK2 und PELLINO1 nach 1 h
Stimulation mit LPS hatte, wéare auch die Erklarung denkbar, dass IL-1 gar keine Rolle bei
den beobachteten LPS-Effekten gespielt hat, zumal die Schrittfolge Expression, Translation,
Prozessierung und schlielRlich Freisetzung von IL-1 erst nach einer Zeitspanne von wenigen
Stunden abgeschlossen ist (Schindler et al., 1990). Es ist beschrieben worden, dass die
Stimulation von humanen PBMC mit 100 ng/ml LPS erst nach 2 bzw. eher 3 h zu einem
deutlichen IL-1p mRNA-Level fihrt und dass nach 24 h Inkubation mit 10 ng/ml LPS die
intrazellulare Konzentration des IL-1B-Vorlauferproteins ca. 3 ng/ml und die des freigesetzten
IL-1B etwa 1,5 ng/ml betrdgt (Netea et al., 2009), wobei selbst 100 ng/ml IL-1a bzw. IL-1P
nur zu einer Synthese von weniger als 10 ng/ml IL-1 im Sinne eines positiven
Rickkopplungsmechanismus flhren (Granowitz et al., 1992). Interessanterweise ist gezeigt
worden, dass 10 pg/ml Anakinra die Produktion von IL-1a nach Stimulation mit 10 ng/ml
LPS um ca. 40 % hemmt, aber die IL-6-Konzentration nicht signifikant herabsetzt (Netea et

al., 2009). Dies deutet auf eine nicht IL-1-spezifische IL-6-Antwort als Reaktion auf einen
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LPS-Reiz hin. Daher ist in den oben gezeigten Versuchen auch eine IL-1-unabhangige
Induktion der mRNA-Expression von IL8 und fir weitere Komponenten aus dem IL-1-
Signalweg durch 1h LPS-Stimulation anzunehmen. Da nur mRNA-Expressionsmuster und
keine Protein-Konzentrationen gemessen worden sind, lasst sich uberdies das AusmaR der
IL-1-abhdngigen mRNA-Stabilisierung uber p38 (Gowrishankar et al., 2006; Holtmann et al.,
1999; Holtmann et al., 2001; Winzen et al., 1999; Winzen et al., 2007) nicht exakt abschatzen.
Insgesamt betrachet, ist es wichtig, sich zu vergegenwartigen, dass es sich bei den
verwendeten PBMC um humane Zellen handelt, die aus dem lebenden Organismus isoliert
worden sind. Physiologische Verédnderungen im menschlichen Korper kénnen den Zustand
der Zellen entscheidend beeinflussen, ggf. die Zellen ,,vorstimulieren (Brydon et al., 2005).
Unterschiedlich ausgepragte Antworten auf duBere Reize sind daher zu erwarten. Um den
Einfluss von sowohl inter- als auch intraindividuellen Schwankungen weitesgehend zu
minimieren, ware ein moglichst grol3es Kollektiv an Donoren der PBMC ebenso sinnvoll wie
die mehrmalige Wiederholung einzelner Experimente mit den PBMC des gleichen Spenders.
Erst dann lassen sich genauere Angaben (ber eine geeignete LPS-Konzentration,
Stimulationsdauer und Anakinra-Konzentration fur die zu erwartende Hemmung der LPS-

induzierten IL-1-Antwort durch Anakinra treffen.

4.2.2 Die Rolle von TNE-a bei der LPS-induzierten mRNA-Expression in humanen
PBMC

Der monoklonale anti-TNF-a-Antikorper Adalimumab bewirkte ebenso wenig wie Anakinra
eine Hemmung der LPS-vermittelten Induktion von IL8 (vgl. 3.2.4). Auch hier stellte sich die
Frage, ob 1 h Inkubation mit 1 ng/ml LPS zu einem ,,Zytokinsturm* mit voller Aktivierung
aller an der IL-8 mRNA-Expression beteiligten Signalwege und Sé&ttigung der Rezeptoren
fihrte, sodass die Hemmung von freiem TNF-a durch Adalimumab kompensiert werden
konnte, oder einfach die LPS-induzierte IL8-Antwort innerhalb von 1 h véllig unabhangig
von TNF-a war. Eine Induktion der IL-8 mRNA >2-fach wurde in diesem Zeitraum erst ab
einer TNF-a-Konzentration von 1 ng/ml erzielt. Es ist in humanen PBMC gezeigt worden,
dass eine LPS-Konzentration von 100 ng/ml erst nach 2 bzw. eher 3 h zu einem starken
Anstieg des TNF-a mRNA-Levels fuhrt und nach 24 h eine Synthese von <5 ng/ml TNF-a
bewirkt (Netea et al., 2009). Zwar induziert IL-1p als Bestandteil der LPS-abhédngigen
Immunantwort (Gaestel et al., 2009a) in PBMC neben der Produktion von Zytokinen wie
IL-10 und IL-6 auch diejenige von TNF-a, doch selbst 100 ng/ml IL-1p reichen nicht fir eine
Synthese von 4 ng/ml TNF-a aus (Granowitz et al., 1992). Somit ist — entsprechend der
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Schlussfolgerung beziglich IL-1 — im beobachteten Zeitraum von einer TNF-a-unabhangigen
IL8-Antwort durch LPS auszugehen, was auch schon in Versuchen mit humanem Vollblut
beobachtet worden ist (DeForge et al., 1991).

4.3 Schlussfolgerung

Die oben gezeigten Ergebnisse zeigen die hohe Komplexizitat einer Immunantwort deutlich
auf. Faktoren wie Zell-/Gewebeart, Konzentration der Mediatoren und deren Verteilung, Zeit
sowie individuelle Konstitution spielen hierbei eine entscheidende Rolle.

Es ist leicht vorstellbar, dass jede noch so kleine Dysfunktion innerhalb des extrem fein
regulierten Immunsystems die optimale Funktionstiichtigkeit gefahrdet, was schwere

pathophysiologische Verénderungen nach sich ziehen kann.

4.4 Bedeutung, Anwendbarkeit und Zielsetzung der Interleukin-1-

Signaltransduktionskarte

Die IL-1-Signaltransduktionskarte stellt in ihrer Gesamtheit eine kompakte Verknipfung
samtlicher Molekile aus dem IL-1-Signalweg dar, bei der jeder Baustein die komplette
wissenschaftliche Evidenz aus seinen abgebildeten Verbindungen mitsamt nicht-abgebildeter
Zusatzinformationen enthélt.

Somit dient die IL-1-Signaltransduktionskarte als Wissensressource, mit deren Hilfe es uber
direkte Verknupfung zu den Originalarbeiten im PDF-Format auf PubMed mdglich ist,
einzelne Abschnitte des IL-1-Signalwegs néher zu beleuchten und die Zusammenhédnge
tiefgrindiger zu eruieren. Im Vergleich zu einem umfassenden Toll-like-Rezeptor-
Signalnetzwerk aus dem Jahre 2009, welches 909 Reaktionen unter Beteiligung von 752
Komponenten zusammenfasst (Li et al., 2009), betrdgt die Anzahl der verschiedenen
Elemente in der IL-1-Signaltransduktionskarte 1/3 und die der aufgefiihrten Reaktionen 2/3,
sodass die IL-1-Signaltransduktionskarte unter den groReren Signalnetzwerken anzusiedeln ist.
Trotz der oben beschriebenen Einschrénkungen kann die in dieser Arbeit generierte
zweidimensionale IL-1 MAP auch fir Ansédtze genutzt werden, die Uber ihre Funktion als
visualisierte Datenbank hinausgehen. Eine Anwendung besteht darin, den Komponeneten der
MAP mRNA-Expressionwerte aus transkriptomweiten mRNA-Untersuchungen zuzuordnen.
Auf diese Art und Weise konnte in der Arbeit sichtbar gemacht werden, dass eine ganze
Reihe an in die Signaltransduktion involvierten Proteinen bereits auf mRNA Ebene reguliert
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werden. Fur GADD45p, IRAK2 und PELLINO1 wurde dies auch mittels Real-Time RT-PCR
validiert. Die Projektion von transkriptomweiten mRNA-EXxpressionsmessungen zeigte beim
Vergleich zweier Spender, dass es interindividuelle Unterschiede in der Regulation von
bestimmten Signalkomponenten gibt; so wurde z.B. c-Jun bei einem Spender reguliert und bei
einem zweiten nicht. Wirde man viele dieser Untersuchungen durchfiihren, ware es denkbar,
dass man Gruppen an Individuen erfasst, die jeweils spezifische Muster an auf mMRNA-Ebene
regulierten oder auch deregulierten Signalkomponenten zeigen. Diese Muster kénnte man
Krankheitszustdnden zuordnen und so vielleicht zu verfeinerten Analysen gelangen.

Diese Art der Verwendung ist nicht auf mRNA-Expressionswerte beschrénkt, sondern es
konnten natdrlich auch proteomweite Untersuchungen der Proteinexpression und
posttranslationalen Modifikationen auf der IL-1-Signaltransduktionskarte abgebildet werden.
Da viele der Signalprozesse durch Protein:Protein-Wechselwirkungen, die auf
posttranslationalen Modifikationen basieren, reguliert werden, waren solche Ansatze
womdéglich noch informativer als die hier abgebildeten mMRNA-Untersuchungen.

Insgesamt gesehen, kommt der IL-1-Signaltransduktionskarte somit die Funktion eines
,wvirtuellen Chips® zu. Zum einen ist auf ihr eine enorme Menge an wissenschaftlichen Daten
gespeichert, die bei Bedarf sofort abrufbar sind; zum anderen lassen sich
Genexpressionsdaten beliebiger Versuche farbcodiert abbilden. Um eine mdglichst grofRe
Ubereinstimmung der molekularen Prozesse in der Signaltransduktionskarte mit den
tatsachlichen Verhéltnissen in den Zellen des menschlichen Organismus zu erhalten, ist es
notwendig, die IL-1-Signaltransduktionskarte kontinuierlich mit Wissen zu erweitern, um
Licken innerhalb des Netzwerks zu schlieBen und gleichzeitig einzelne Stellen zu prézisieren
bzw. korrigieren. Dahingehend besteht das Ziel der IL-1-Signaltransduktionskarte in einer
moglichst genauen Abbildung intrazellularer Prozesse, um eine Ubersicht (iber weitere
potentielle Angriffspunkte fiir die pharmakologische Therapie entziindlicher Erkrankungen zu
erhalten.
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5 Zusammenfassung

Das proinflammatorische Zytokin Interleukin-1 (IL-1) st ein zentraler Regulator
entziindlicher Reaktionen. Seine hochpotente Wirkung entfaltet [IL-1 Uber die
rezeptorvermittelte Expression einer Vielzahl von weiteren entziindungsrelevanten Genen wie
z.B. dem Chemokin IL-8. Diese Reaktion findet in fast allen menschlichen Geweben und
Zelltypen statt. Intrazelluldr ist jeder einzelne Reaktionsschritt innerhalb des IL-1-Signalwegs
genauestens reguliert und die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen involvieren eine
Vielzahl von Signalmolekiilen, deren Interaktionen durch reversible posttranslationale
Modifikationen sehr fein koordiniert werden. Eine Stérung dieser Balance kann auf jeder
Ebene zur Dysregulation von zellularen Entzindungsreaktionen und zur Auslésung von
entsprechenden organbezogenen oder systemischen Krankheitsbildern fihren. Mittlerweile
kdnnen IL-1-abh&ngige entzindliche Syndrome durch pharmakologische Blockade des IL-1-
Rezeptors oder durch Neutralisation des Zytokins mittels Antikdrpern erfolgreich behandelt
werden, wodurch die zentrale pathophysiologische Rolle von IL-1 bei der Entziindung
unterstrichen wird. Auf der Grundlage des seit der Entdeckung von IL-1 vor knapp 30 Jahren
kumulierten molekularen Wissens wurde eine IL-1-Signaltransduktionskarte erstellt, in der
Ergebnisse aus 503 Originalarbeiten abgebildet sind. Hierbei wurden 256 verschiedene
Molekile (206 Proteine, 40 Zielgene und 10 mRNASs) als Knotenpunkte und 605 molekulare
Verknipfungen (363 physikalische Interaktionen, 202 enzymatische Reaktionen und 40
Translokationen  zwischen  verschiedenen  Zellkompartimenten) in  Form  von
Verbindungspfeilen dargestellt. Alle Elemente sind mit den zugrunde liegenden
Informationen zu den Originalarbeiten verknupft. In dieser Arbeit wurde darlber hinaus
demonstriert, dass sich auf der IL-1-Signaltransduktionskarte experimentelle Daten
farbcodiert abbilden lassen. Genomweite Transkriptomdaten aus drei unterschiedlichen
Zellsystemen (PBMC, HEK293IL-1R und HelLa-tTA) wurden auf die IL-1-
Signaltransduktionskarte projiziert und zeigen die differentielle Expression von Komponenten
aus dem IL-1-Signalnetzwerk in Abhangigkeit von Stimulus, Stimulationsdauer, der
Verwendung eines Hemmstoffs und der untersuchten Zellart. Somit dient die IL-1-
Signaltransduktionskarte zum einen als virtuelles ,,Geddchtnis* fiir das sich stetig erweiternde
molekulare Wissen, zum anderen bildet sie die ablaufenden Reaktionen bei Perturbationen
des IL-1-Signalsystems ab und bietet so einen Uberblick (iber mogliche pharmakologische
Interventionen und ihre zellularen Konsequenzen bei der molekularen Therapie IL-1-
abhangiger Entzlindungsreaktionen.

Schlagwadrter: proinflammatorische Zytokine, IL-1, Signaltransduktionskarte
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6 Abstract

The proinflammatory cytokine Interleukin-1 (IL-1) is a central regulator of inflammatory
reactions. IL-1 executes its potent effects through the receptor-mediated expression of a
plethora of additional inflammatory genes such as the chemokine IL-8. This reaction occurs in
almost all human tissues and cell types. At the intracellular level, every single step within the
IL-1 signal transduction pathway is precisely regulated. The underlying molecular
mechanisms involve multiple signaling molecules whose interactions are highly coordinated
by reversible posttranslational modifications. Disruption of this intricate balance at any level
can deregulate cellular inflammatory reactions and can thus result in organ-specific or
systemic diseases. Today, IL-1-dependent inflammatory syndromes can be treated
successfully by pharmacological blockade of the IL-1 receptor or by neutralizing antibodies
underscoring the central pathophysiological role of this cytokine in inflammation. Based on
the molecular knowledge that has accumulated since the discovery of IL-1 30 years ago, a
signal transduction map of IL-1 was compiled which covers results from 503 original research
articles. This map contains 256 different molecules (206 proteins, 40 target genes and
10 mRNASs) representing signaling nodes which together share 605 molecular connections
(363 physical interactions, 202 enzymatic reactions and 40 subcellular translocations). All
interactions are indicated by corresponding arrows. Every element is connected to the
underlying research information by appropriate links. Additionally, in this thesis it was
demonstrated that the IL-1 signaling map can be used to visualize color-coded experimental
data. Genome-wide transcriptome data sets from three different cell types (PBMC,
HEK293IL-1R and HelLa-tTA) were visualized on the map demonstrating the differential
expression of components of the IL-1 signaling network according to stimulus, duration of
stimulation, inhibitors and cell type. In conclusion, the IL-1 signal transduction map not only
serves as a virtual “memory” for the existing and future molecular knowledge, but it can also
be used to depict altered reactions during perturbation of the IL-1 signaling pathways, thereby
generating a general view on possible pharmacological interventions and their resulting
cellular consequences during molecular therapy of IL-1-dependent inflammatory reactions.

Key words: proinflammatory cytokines, IL-1, signaling map
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8.2 Abbildung A2
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Abbildung A2: Die IL-1-Signaltransduktionskarte — Teil 2.
Diese Abbildung ist eine VergréRerung der Legende zur IL-1-Signaltransduktionskarte von Abbildung 4A.
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vorgelegte Arbeit wurde weder im Inland noch im Ausland in gleicher oder &hnlicher Form
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genannt, die direkt oder indirekt an der Entstehung der vorliegenden Arbeit beteiligt waren.
Mit einer Uberpriifung meiner Arbeit durch eine Plagiatserkennungssoftware bzw. ein

internetbasiertes Softwareprogramm erklére ich mich einverstanden.*

Giellen, Marz 2014 Peter Wasiliew



Anhang - 119 -

8.8 Danksagung

An dieser Stelle méchte ich mich bei allen bedanken, die mich bei der Erstellung meiner

Dissertation unterstiitzt haben:

Mein besonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. Michael Kracht fir die Mdglichkeit, meine
Dissertation am Rudolf-Buchheim-Institut fir Pharmakologie anzufertigen, die hervorragende
und motivierende Betreuung bei der Erstellung dieser Arbeit, ein interessantes Thema und

seine standige Diskussionsbereitschaft.

Mein grof3er Dank gilt auch Herrn Dr. Axel Weber fir das Einrichten meines PCs, Erkléaren
der Handhabung samtlicher Software, Auswertung der Microarray-Daten, Unterstitzung bei
der Erzeugung der Grafiken und Zurverfligungstellung diverser Abbildungen in dieser Arbeit,

konstruktive Diskussionen, zahlreiche Denkansttfie sowie seine enorme Hilfsbereitschaft.

Ferner danke ich Frau Dr. Daniela Kettner-Buhrow, Frau Petra Kronich, Frau Doris Newel
und Herrn Helmut Mdller fur die grandiose Unterstiitzung bei technischen Fragestellungen.
Frau Dr. Katharina Porada und Frau Stefanie Vahlsing flr praktische Ratschlage.

Herrn Prof. Dr. Florian Dreyer, Herrn Dr. Holger Repp, Herrn Dr. Knut Beuerlein und Herrn
Dr. Alexander Wolf fiir inspirierende Diskussionen sowie allen weiteren Mitarbeitern des

Rudolf-Buchheim-Instituts fur die freundliche Arbeitsatmosphére.

Ebenso danke ich Herrn Dr. Oliver Dittrich-Breiholz und Frau Heike Schneider aus Hannover

fur die Durchfiihrung der Microarray-Analyse.

Zum Schluss danke ich meiner Familie, meinen Freunden und allen, die immer an mich

geglaubt haben.

Peter



m VVB LAUFERSWEILER %EKLAG

VVB LAUFERSWEILER VERLAG TR LI (O T e e
STAUFENBERGRING 15 ISBN: 978-3-8359-6261-3

D-35396 GIESSEN ‘ Hl | ‘
5962613

Tel: 0641-5599888 Fax: -5599890
redaktion@doktorverlag.de
www.doktorverlag.de






