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1 Einleitung

Die Nieren sind ein komplexes Organsystem, makroskopisch lassen sich bereits Rinden-

und Markbezirke erkennen. Detaillierter betrachtet enthält die Rinde, der sogenann-

te Cortex, die Filtrationseinheiten der Niere in Form der Glomeruli. Die Struktur der

Glomeruli umfasst einen Gefäßpol, in der die zu- und abführenden Arteriolen ein- bezie-

hungsweise austreten. Die Arteriolen bilden ein Kapillarknäuel, das von einer Kavität, der

Bowmanschen-Kapsel umgeben ist. Die “Mündung” der Bowman-Kapsel in die Tubuli

wird als Harnpol des Glomerulums bezeichnet. Die Bowman-Kapsel setzt sich aus einem

parietalen und einem viszeralen Blatt zusammen. Das parietale Blatt wird durch ein ein-

schichtiges Plattenepithel gebildet, Podozyten bilden das viszerale Blatt und umgeben

die Kapillaren. Das fenistrierte Epithel der Kapillarschlingen dient zusammen mit den

Podozyten und der glomerulären Basalmembran als Filter, über den der Primärharn in

Richtung Tubuli frei filtriert wird. Jedoch gilt dies nur für Moleküle, die weniger als 10

kDa groß sind. In den Tubuli wird der Primärharn durch die Passage verschiedener tu-

bulärer Abschnitte sowohl konzentriert, als auch in seiner Zusammensetzung verändert.

So sind die Nieren dafür verantwortlich, Stoffwechselprodukte, Wasser sowie exogene

Substanzen aus dem Blutstrom zu entfernen und die Balance des Elektrolyt–Haushaltes

in physiologischen Bereichen zu halten. Auf Grund dessen haben die Nieren großen Ein-

fluss auf die Regulation des osmotischen Drucks und auf das Aufrechterhalten der idealen

Verhältnisse der verschiedenen Mineralstoffe. Die Tubuli der Niere dienen nicht nur der

Resorption, Sekretion und Konzentrierung des Primärharns, sondern produzieren unter

anderem Erythropoetin, welches die Entwicklung der roten Blutzellen steuert und Meta-
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1 Einleitung

boliten des oxidativen Stresses unschädlich macht. Die verschiedenen Funktionen zeigen,

dass die Nieren der Säugetiere Organe sind, ohne die ein Überleben nur zeitlich begrenzt

möglich wäre.

Wenn Schädigungen innerhalb der Nieren auftreten, können diese durch die Fähigkeit der

Nieren sich teilweise selbst zu regenerieren behoben werden, allerdings ist dieser Repara-

tionsmechanismus eingeschränkt. So zeigen nur einzelne Tubulusabschnitte regenerative

Proliferation solange die Basalmembran intakt ist. Diese Fähigkeit nimmt zudem mit stei-

gendem Alter ab [60]. Im Gegensatz dazu hat das Glomerulum kaum eine Möglichkeit

sich zu regenerieren. Inzwischen gibt es allerdings Untersuchungen, das eine mögliche

Regeneration der Glomerula durch sogenannte renale Progenitorzellen (Vorläuferzellen)

möglich ist. Dieser Prozess ist dabei aber stark abhängig von der Schwere der vorliegen-

den glomerulären Schädigung [67].

Verschiedenste Gründe wie zum Beispiel Kreislaufstörungen, nicht entzündliche Verände-

rungen im lokalen Metabolismus der Niere, oder Entzündungen, die steril oder patho-

geninduziert sein können, können zu chronischen Nierenerkrankungen führen. Glomeru-

li und/oder Tubuli sind dabei die am häufigsten betroffenen Strukturen in der Niere.

Bezüglich des Glomerulums gilt: Sobald der glomeruläre Schaden ausgelöst ist, tra-

gen weitere Prozesse zur Progression bei. Beispielhaft können hierfür stehen: Erstens

die Aktivierung des Komplementsystems, der Gerinnung und der nierenansässigen Im-

munzellen, zweitens die Einwanderung von neutrophilen Granulozyten, Monozyten und

Thrombozyten aus der Blutbahn, drittens der Anstieg von proteolytischen Enzymen,

viertens die Synthese von Zytokinen und Chemokinen sowie fünftens die Veränderung

von hämodynamischen Gegebenheiten.

Vor diesem Hintergrund ist das Erkennen und die Behandlung von Vorgängen, die zu einer

renalen Dysfunktion führen elementar, damit Patienten davor bewahrt werden können

eine Nierenschädigung zu erleiden, die zu einer akuten oder chronischen Insuffizienz der

Organfunktion führen kann. Für die Einteilung der chronischen Nierenerkrankung wurde
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1 Einleitung

im Jahr 1997 von der National Kidney Foundation (NKF) ein System entwickelt, welches

auf der Beurteilung der glomerulären Filtrationsrate (GFR) basiert. Der Terminus chro-

nische renale Fehlfunktion bezieht sich dabei auf den Prozess der signifikant progressiven

und irreversiblen Reduktion der Anzahl der Nephrone (Gesamtheit der in einer Niere vor-

liegenden Glomeruli mit ihren nachgeschalteten Tubuli). In der Veterinärmedizin erfolgt

die Beurteilung und Einteilung von renalen Fehlfunktionen ebenfalls mittels der GFR. Die

International Renal Interest Society (IRIS) hat dafür Beurteilungskriterien verfasst, die

zusätzlich zur GFR die Serum-Kreatininwerte berücksichtigt. Chronische Nierenerkran-

kungen gehen mit einem Spektrum verschiedener pathophysiologischer Veränderungen

einher und führen immer zu einer progressiven Verschlechterung der GFR.

Entzündliche Prozesse können in allen Organsystemen auftreten und stellen den Beginn

von akuten und chronischen Erkrankungen dar, die bis zu einer irreversiblen Schädigung

einzelner Organe oder sogar des gesamten Organismus führen können. Initial liegt immer

eine inflammatorische Gefäßreaktion vor, bei der es zu einer primären vaskulären Weitstel-

lung und Permeabilitätserhöhung des Endothels der Gefäße kommt. Jede Entzündungsre-

aktion ist zudem gekennzeichnet durch leukozytäre Zellinfiltration aus der Blutbahn in

das umliegende Gewebe. Primär kommt es zum Übertritt von neutrophilen Granulozy-

ten, diesen folgt eine Einwanderung von mononukleären phagozytierenden Zellen. Die-

se Zellmigration wird durch Komplement (Faktor C3a und C5a), Kinine (Faktor XII

(Kallikrein) und Bradikinin), proinflammatorische Mediatoren (u. a. Interleukin–1 (IL–1)

und Tumornekrose Faktor–α (TNF–α)), aber auch durch weitere Zytokine und Che-

mokine mediiert. Findet ein Übergang in ein chronisches Geschehen statt, haben diese

Mediatoren weiterhin proinflammatorische Funktionen. Zusätzlich kommt es zu einer

Aktivierung des adaptiven Immunsystems, das Zellinfiltrat ist dann reich an Lymphozy-

ten. Die Aktivierung von B-Zellen mündet in die Antikörperbildung durch Plasmazellen.

Immunglobulin-M (IgM) wird hierbei auf einen Reiz hin gebildet, der dem Körper das

erste Mal “präsentiert” wird und erst zeitlich versetzt erfolgt eine Immunglobulin-G
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1 Einleitung

(IgG) Ausschüttung. Residente, d. h. ständig im Organ ansässige, phagozytierende Ge-

webemakrophagen (Histiozyten) sind unter anderem residente dendritische Zellen (rDCs)

im interstitiellen Gewebe von Organen. Sie werden den Antigen präsentierenden Zellen

(APC) zugeschrieben und haben, im Gegensatz zu eingewanderten Zellen, eine deutlich

verlängerte Überlebenszeit von Monaten bis Jahren. Residente DCs sind sowohl Media-

toren der angeborenen Immunität als auch der erworbenen, adaptiven Immunität. Durch

ihre verschiedenen Oberflächenrezeptoren, wie zum Beispiel Toll-like Rezeptoren (TLRs),

Rezeptoren für Alarmine, Komplement, Zytokine und Fc-Anteile von Immunglobulinen,

können sie nach entsprechendem Ligandenkontakt proinflammatorische Zytokine (TNF–

α, Typ 1 Interferon (IFN), IL1–β, IL–2, IL–6 u. a.) freisetzen. Diese stimulieren wie-

derum organspezifische Parenchymzellen und Zellen die dem erworbenen Immunsystem

zugeschrieben werden. Unter anderem aktivieren rDCs, nach Migration in die regionalen

Lymphknoten, durch ihre Zytokinausschüttung T-Helferzellen, die den initialen Schritt

für die Antikörperbildung darstellen [31]. Je nach Art und Menge der einzelnen Zytoki-

ne werden verschiedene Subklassen von T-Helferzellen gebildet. Zusammenfassend kann

somit gesagt werden, dass auf einen wie auch immer gearteten Antigenreiz eine Akti-

vierung des angeborene Immunsystems erfolgt und die erworbene Immunität sekundär

aktiviert wird. Die Immunreaktion bleibt bestehen, wenn die Antigeneradikation nicht

adäquat erfolgen konnte, oder ein anhaltender Insult wie zum Beispiel eine Ischämie

vorliegt. Entzündungen können sowohl pathogeninduziert als auch steril induziert sein.

In beiden Fällen können sämtliche Strukturen innerhalb eines Organs betroffen sein. Für

die Nieren sind dies im Speziellen, das Interstitium, die Tubuli und Glomeruli mit ihren

Kapillarschlingen sowie der Basalmembran, den Podozyten und Mesangialzellen. Die In-

filtration von mononukleären phagozytierenden Zellen stellt eine zentrale Komponente

bei inflammatorischen Nierenschädigungen dar [20, 32, 44, 48, 59, 61, 70].

Die meisten “idiopathischen” Glomerulonehphritiden (GN) sind antikörpervermittelt,

chronische Formen können mit einem nephrotischen Syndrom assoziiert sein. Das ne-
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phrotische Syndrom ist definiert durch eine einen Proteinverlust über den Harn (≥ 3,5

g/24h), Ödeme (durch den verminderten onkotischen Druck und Aktivierung des Renin-

Angiotensin-Aldosteron Systems), einer Hypoproteinämie sowie einer Hyperlipoprote-

inämie (durch erhöhte hepatische Synthese). Durch die funktionelle und anatomische

spezifische Rolle der Nieren treten Veränderungen durch immunpathologische Prozesse

häufiger auf als in jedem anderen Organ. Begünstigt wird dieser Aspekt durch erstens, die

starke Durchblutung des Organs. Dadurch werden vorhandene Antikörper beziehungs-

weise Antikörperkomplexe vermehrt in die Nieren “eingeschwemmt”. Zweitens das fenis-

trierte Endothel des arteriellen Kapillarnetzes der Glomerula, das einen Teil der Filtra-

tionsbarriere darstellt und bei inflammatorischer Schädigung vermehrt durchlässig wird.

Drittens der Querschnitt der Arteriolen des glomerulären Kapillarknäuels, das der End-

strombahn zugerechnet wird, begünstigt die Migration von Zellen während entzündlicher

Prozesse. Der lokale Abfall der Durchflussgeschwindigkeit führt einerseits zu einer er-

leichterten Migration von Zellen und andererseits zu einer erleichterten Bindung und

Ablagerung von Antikörpern und Antikörperkomplexen. Alle genannten Aspekte sind

bereits seit den frühen fünfziger Jahren des vergangenen Jahrhunderts bekannt [33]. Die

Pathogenese der progressive Antikörper-vermittelte GN ist unter anderem bedingt durch

Antikörper, die als Reaktion auf eine Infektion durch den Organismus gebildet werden

(im human-medizinischen Bereich zum Beispiel HIV, Hepatitis–B oder Hepatitis–C so-

wie verschiedene bakterielle Erkrankungen). Im Rahmen der immunologischen Reaktion

des Organismus auf die Infektion erfolgt eine Antikörperbildung. Die Antikörper führen

dabei zu Schäden durch ihre Ablagerung beziehungsweise durch Formation sogenann-

ter Antikörperkomplexe, beides führt zu einer erneuten Aktivierung des Komplement-

systems sowie der zellulären und humoralen Immunantwort. IgG- und IgM-haltige An-

tikörperkomplexe sind dabei typische Immunglobuline, die zu einer Aktivierung der klassi-

schen Komplementkaskade führen. Progressive Formen der Immunkomplex-vermittelten

GN sind charakterisiert durch Infiltration von mononukleären phagozytierenden Leuko-

zyten in die Glomeruli, glomeruläre Zellproliferation, Matrixdepostition sowie eventuel-
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1 Einleitung

ler Halbmondbildung und in Einzelfällen einer Glomerulosklerose. Eine mindestens drei

Schichten umfassende Proliferation des parietalen Blattes der Bowman-Kapsel wurde

dabei als Definition einer glomerulären Halbmondbildung festgelegt.

Auch bei Katzen und Hunden stellen chronische Nierenerkrankungen die häufigste Form

renaler Schädigung dar. Im veterinärmedizinischen Bereich überleben Patienten mit chro-

nischer Nierenerkrankung mit relativ guter Lebensqualität Monate bis Jahre, allerdings

mit progressiver Verschlechterung des Allgemeinzustandes. Allgemein betrachtet ist die

GN eine Erkrankung, die alle Spezies der Haustiere betrifft. In den meisten Fällen hat die

GN bei Tieren idiopathischen Ursprung oder ist als Teil einer schwerwiegenden systemi-

schen Erkrankung zu sehen [80]. Immunkomplex-vermittelte progressive GN treten in Ver-

bindung mit verschiedenen Krankheiten auf, wie zum Beispiel equiner infektiöser Anämie;

canider Pyometra oder Dirofilariose; Infektion mit felinem Leukämie Virus (FeLV), feliner

infektiöse Peritonitis (FIP) und feliner progressiver Arthritis; boviner Virus Diarrhö (BVD)

und boviner afrikanischer Trypanosomiasis; porzinem Dermatitis Nephropathie Syndrom

(PDNS) und porziner chronischer europäischer sowie afrikanischer Schweinepest. Hun-

de und Katzen sind häufiger von GN betroffen als Wiederkäuer oder Pferde. Obwohl

die Nieren von Schweinen häufig von einer GN betroffen sind, wird diese meistens erst

bei postmortalen Untersuchungen auf Grund anderer Fragestellungen festgestellt. Die

Examinierungen finden meist statt, bevor es zu klinisch sichtbaren Symptomen bedingt

durch die GN, kommt. Glomerulonephritiden die durch Antikörper vermittelt sind, die

direkt gegen die glomeruläre Basalmembran (GBM) gerichtet sind, werden unter dem

Begriff anti-GBM-GN zusammengefasst. Sie finden sich nur bei Hunden und Equiden, die

Gründe hierfür sind unklar [10]. Die Gruppe der durch Immunkomplexe vermittelten GN

stellt neben der chronischen tubulointerstitiellen Nephritis die häufigste renale Erkran-

kung bei Katzen und Hunden dar [10]. Bis jetzt existiert kaum eine Behandlung, die die

progressiven Schädigungen innerhalb der Niere beheben kann. Klinische und biochemi-

sche Veränderungen werden im Kleintierbereich häufig durch unterstützende symptoma-
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1 Einleitung

tische Therapie gemildert [16]. Nichts desto trotz wäre es für die Zukunft erstrebenswert,

Behandlungsmethoden zu entwickeln, die den selbst perpetuierenden Prozessen der chro-

nischen Nierenerkrankungen entgegenwirken.

Wie oben bereits erwähnt werden Nierenerkrankungen mit entzündlicher Ätiologie von

Zytokinexpression und Zellinfiltration geprägt, die auch eine zentrale Rolle in der Patho-

genese der progressiven immunmediierten GN darstellen. Man unterscheidet zwischen

angeborener und erworbener (adaptiver) Immunität. Die angeborene Immunität stellt

ein System der primären Immunantwort dar, deren Komponenten im Genom verankert

sind und entwicklungsbiologisch hoch konservierte Strukturen erkennen. Im Gegensatz

dazu werden die Moleküle der adaptiven Immunität spezifisch an eine bestimmte Struk-

tur angepasst. Die angeborene Immunität unterscheidet zwischen körpereigenen Mo-

lekülen, auf die keine Aktivierung erfolgt und “fremden” Molekülen, sogenannten An-

tigenen, die als solche erkannt werden und eine gezielt auf das Antigen abgestimmte

Zelluläre Immunantwort und Antikörperbildung nach sich ziehen. In den vergangenen

Jahren hat sich eine weitere Aktivierungsmöglichkeit für das Immunsystem heraus kristal-

lisiert. Dem angeborenen Immunsystem ist es nicht nur möglich Pathogene, sogenannte

Pathogen Associated Molecule Patterns (PAMPs) zu erkennen und darauf zu reagieren,

sondern auch körpereigener Moleküle, sogenannte Danger Associated Molecule Patterns

(DAMPs) können eine Reaktion hervorrufen. DAMPs können durch Gewebeschädigung,

Zelluntergang oder Stress auftreten, beispielhaft sind hier Sticksoffmonoxid (NO), Zy-

tokine, Chemokine oder das High-Mobility-Group-Box–1 Protein (HMGB–1) anzuführen

[19, 72, 78]. DAMPs sind somit körpereigene Moleküle, die durch eine vorliegende Er-

krankung verändert wurden, oder intrazelluläre Proteine, die nach Nekrose oder Nekrop-

tose freigesetzt werden [7]. Auf Grund dessen sind DAMPs auch an steril bedingten

Organschäden und -dysfunktionen beteiligt. Immunantworten, die durch Freisetzung von

DAMPs hervorgerufen werden, gleichen denen, die durch PAMPs induziert werden. Der

momentane Stand der nephrologischen Forschung lässt jedoch offen, wie diese Prozesse
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1 Einleitung

innerhalb des Organs beziehungsweise der Zielzelle konkret ablaufen. Als zelluläre Rezep-

toren, die sowohl PAMPs als auch DAMPs binden, fungieren Toll-like-Rezeptoren (TLRs),

Retinoic-Acid-Induced-Gene-Like Rezeptoren (RIGs), sowie Nucleotide-Binding-Domain-

Leucine-Rich-Repeat (NOD-like receptors / NLRs). Die Stimulierung dieser Rezeptoren

führt zu einer Aktivierung des Nuclear-Factor-κB (NF-κB) [74], Interferon (IFN) regula-

torischer Faktoren und mitogen-aktivierter Protein-Kinasen, die die Expression proinflam-

matorischer und Typ I IFN-Gene modulieren. Die oben genannten zellulären Rezeptoren

werden als Pattern Recognition Recepors (PRRs) bezeichnet, sie sind genetisch kodiert

und werden dem angeborenen Immunsystem zugerechnet. PRRs werden unter ande-

rem von Zellen exprimiert, die ebenfalls dem angeborenen Immunsystem zugeschrieben

werden, dazu zählen zum Beispiel Makrophagen, Monozyten, DCs, neutrophile poly-

morphkernige Granulozyten und Epithelzellen. Aber auch Zellen, die dem erworbenen

Immunsystem zugerechnet werden, haben die Fähigkeit über PRRs auf DAMPs und

PAMPs zu reagieren. PRRS, die der Gruppe der NLR zugeschrieben werden, können so-

genannte Inflammasome bilden. Einige dieser Inflammasome sind befähigt, die Maturie-

rung proinflammatorischer Zytokine zu prozessieren und sie für die Sezernierung bereit zu

stellen. Zwei klassische proinflammatorische Zytokine, die bei der Entstehung von rena-

len Erkrankungen eine tragende Rolle spielen, sind IL–1 und TNF–α, dies konnte sowohl

experimentell als auch klinisch für die humane GN [4] nachgewiesen werden. Gleiches gilt

auch für die renale Schädigung im Bereich des Tubulointerstitiums [29, 38, 79, 95]. Trotz

der unterschiedlichen Struktur von IL–1 und TNF–α und der Bindung an unterschiedliche

Rezeptoren, teilen sie viele biologische Funktionen. Dazu gehören zum Beispiel: Erstens,

die induzierte Expression der Leukozyten-Adhäsionsmoleküle (unter anderem Intracellu-

lar Adhesion Molekule 1 (ICAM1) und Vascular Cell Adhesion Molekule 1 (VCAM1).

Zweitens, die Induktion anderer Zytokine und Chemokine wie die Interleukine- (IL) 2,

6, 8 und Monocyte Chemotactic Protein 1 (MCP1/CCL2) und drittens die erhöhte Ex-

pression anderer inflammatorischer Faktoren wie der Inducible Nitirc Oxide Synthetase

(iNOS), Metalloproteinasen und Gewebefaktoren. Die Beteiligung von IL–1 und TNF–α
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in der chronischen Phase der Immunkomplex–mediierten progressiven GN wurde bereits

nachgewiesen [86, 88, 89]. Es konnte in diesen Untersuchungen gezeigt werden, dass

überwiegend Leukozyten an der Bereitstellung von IL–1 beteiligt sind und dass IL–1β

über den IL–1R1 auf intrinsischen Nierenzellen die TNF Expression sowie die Bildung

von Halbmonden an den Glomeruli induziert.

Die Prozessierung und Sekretion der proinflammatorisch wirkenden Zytokine IL–1β und

IL–18 ist unter anderem abhängig von Inflammasomen. Infammasome stellen intrazel-

luläre, zytoplasmatische Makromoleküle dar, deren Einzelkomponenten sich nach der

Aktivierung von NLRs zusammenlagern und das IL–1 Converting Enzyme (Caspase–1)

in seine aktive Form überführen. Aktivierte Caspase–1 hat über vierzig verschiedene

Substrate, die es prozessieren kann [77]. Zu diesen zählen auch die “Pro-Formen” der

proinflammatorischen Zytokine IL–1β und IL–18. Die Bereitstellung von maturiertem,

sezernierbarem IL–1β und IL–18 beinhaltet zwei aufeinander folgende Schritte: Erstens

die NF-κB abhängige Induktion der mRNA Expression und Translation der “Pro-Formen”

dieser Zytokine und zweitens eine sich daran anschließende intrazelluläre Spaltung der

Prozytokine in ihre aktivierte Form und deren extrazelluläre Freisetzung. Der zweite

Schritt dieser Kaskade ist direkt abhängig von Inflammasomen wie zum Beispiel dem

NLRP3-Inflammasom [26, 53]. Für das NLRP3-Inflammasom, das nach der intrazel-

lulären Aggregation mehrerer aktivierter NLRP3- und Asc-Moleküle sowie Caspase–1

entsteht, wurde bereits eine Beteiligung an verschiedensten Erkrankungen beschrieben

[23, 56, 101]. C. A. Dinarello beispielsweise hat gezeigt, dass die Bereitstellung von IL–1

und IL–18 überwiegend in Makrophagen und dendritischen Zellen (DCs) erfolgt [11, 12],

gleiches gilt für NLRP3 [76, 55]. Laudisi et. al konnten in vitro eine IL–1β–Aktivierung

in phagozytierenden Makrophagen nachweisen die durch das NLRP3-Inflammasom ver-

mittelt wird [45]. Makrophagen und DCs stellen auch währen der chronischen Phase

von Nierenerkrankungen neben Lymphozyten die am häufigsten vertretenen leukozytären

Zelltypen dar. Aus diesem Grund liegt es nahe, das Inflammasome auch in renalen pa-
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thogeninduzierten oder sterilen chronisch-entzündlichen Prozessen eine Rolle spielen, die

in ihrer Ätiologie eine IL–1β Beteiligung aufweisen.
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2.1 Interleukin–1

Mitglieder der IL–1–Familie spielen während Entzündungsreaktionen eine tragende Rol-

le. Der IL–1 Familie zugerechnete Interleukine sind verantwortlich für die Expression

von Adhäsionsmolekülen auf mesenchymalen und endothelialen Zellen, welche die In-

filtration von inflammatorischen Zellen und Immunzellen triggern [13]. Des weiteren

haben sie Einfluss auf Fieber, Vasodilation, Hypotension und verstärken die Schmerz-

empfindlichkeit [11]. IL–1α, IL–1β und IL–1Rezeptor–1-Antagonist (IL–1R1a) binden an

den IL–1–Rezeptor-1 (IL–1R1), wobei die Bindung von IL–1R1a die Bindung von IL–1α

und IL–1β blockiert [13]. Das Fehlen dieses Antagonisten führt zu lebensbedrohlichen

autoimmunvermittelten entzündlichen Erkrankungen der Haut und Knochen. IL–1R1a

liegt als Therapeutikum in Form von Anakinra vor und wird in der humanmedizinischen

Therapie im Rahmen rheumatoider Erkrankungen und seltenen autoinflammatrorischen

Syndromen eingesetzt. Zur Zeit erfolgt in verschieden Studien eine Austestung der the-

rapeutischen Wirksamkeit für renale Erkrankungen. Andere IL–1 Antagonisten liegen

ebenfalls vor und werden im Bereich der IL-1 mediierten Krankheitsbildern erprobt, un-

ter anderem bei Erkrankungen, an deren Genese sterile Entzündungen beteiligt sind,

beispielsweise Gicht und Diabetes Typ 2. Als proinflammatorisches Zytokin ist besonders

IL–1β hervorzuheben, es ist ein
”
Schlüsselmediator“ bei Entzündungen und Infektionen.

T– und B–Lymphozyten werden durch IL–1β stimuliert, zudem ist es an der Aktivierung

von Makrophagen und Natural-Killer (NK) Zellen beteiligt. IL–1β induziert seine eigene
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Synthese sowie die Synthese anderer inflammatorischer Mediatoren wie TNF oder IL–6.

IL–1β ist das am besten charakterisierte Interleukin der IL–1 Familie. Es wird von zahl-

reichen Zelltypen produziert und sezerniert, auch wenn sich die meisten Untersuchungen

nur mit den Zellen die dem angeborenen Immunsystem zugeschrieben werden, befassen.

Der überwiegende Anteil von aktivem IL1–β wird von aktivierten Zellen der myeloiden Li-

nie gebildet, zum Beispiel Makrophagen, Monozyten, DCs, Kupferschen–Sternzellen der

Leber und neutrophilen Granulozyten [49]. IL–1β wird als 31 kDa große Proform gebildet.

Die Überführung von pro-IL–1β, der nicht sezernierbaren zytoplasmatischen Form des

Zytokins, in seine sezernierbare Form, wird durch Abspaltung einer Aminosäuresequenz

gesteuert. Das Produkt ist das 17 kDa große, biologisch aktive, sezernierbare IL–1β.

Das erste Signal für die Bildung von IL–1β stellen DAMPs und PAMPs dar. Mitglie-

der beider Gruppen aktivieren PRRs, zu denen auch die NLR-Familie zählt. PRRs sind

unter anderem in und auf Makrophagen sowie DCs nachweisbar [50]. Die Bindung von

DAMPs/PAMPs an PRRs induziert unter anderem die NF-κB-abhängige Genexpression

von pro IL–1β [7, 40]. Dieses Priming ist jedoch nicht ausreichend, um eine
”
Konver-

tierungskaskade“ von pro–IL1β anzustoßen, es benötigt zusätzliche synergistische Fak-

toren (siehe 2.2 Inflammasomkomponenten). Die Konvertierung von pro IL–1β wird

neben anderen Molekülen durch die als Interleukin-Converting-Enzyme (ICE) fungieren-

de Caspase–1 gesteuert [85]. Nach Caspase–1-vermittelter Abspaltung eines Peptids am

aminoterminalen Ende des Proteins entsteht biologisch wirksames IL–1β, welches von

den produzierenden Zellen sezerniert wird und als proinflammatorischer Mediator wirkt.

IL–1β hat eine positive Rückkopplung bezüglich der Translation/Transkription von pro–

IL1β. Diese proinflammatorischen Rückkopplung setzt die Bindung von IL–1β an den

IL–1R1 voraus, dies führt zu einer Aktivierung des Adaptermoleküls Myeloid Differentia-

tion Primary Response Gene 88 (MyD88). MyD88 aktiviert seinerseits NF-κB, welches

wiederum intranukleär die Transkription der entsprechenden IL–1β Zielgene aktiviert.
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In verschieden Modellen für chronische tubulointerstitielle Nierenschäden liegen Unter-

suchungen vor, die ein pathophysiologische Rolle von Infammasom-aktiviertem IL–1β

belegen. So konnten Vilaysane et. al. in einem Modell der unilateralen Ureterobstruktion

(UUO) zeigen, dass es in Nlrp3-defizienten Mäusen zu einer Reduktion der Caspase–1-

Aktivität und einer verringerten Maturierung und Sezernierung von IL–1β sowie IL–18

kommt. Die Untersuchungen wurden auch in Knochenmark-Chimeren durchgeführt. Die

Chimären hatten entweder eine Nlrp3-Defizienz ausschließlich in ihren Knochenmarks-

zellen oder umgekehrt Wildtyp-Knochenmarkszellen wurden Nlrp3-defizienten Mäusen

injiziert, nachdem das Knochenmark des Empfängertieres durch Bestrahlung mit einer

Cäsiumquelle abladiert worden war. Nlrp3-Defizienz führte in diesen Versuchen sowohl in

hämatopoetischen als auch nicht-hämatopoetischen zellulären Kompartimenten zu einer

herabgesetzten inflammatorischen Reaktion [95]. Ein weiteres Modell einer tubulointers-

titiellen Nierenschädigung, hervorgerufen durch Kalziumoxalat, konnte darstellen, dass

die Nephropathie durch die Depletion von DCs oder die Antagonisierung von IL–1 zu ei-

ner Verringerung der Nierenfunktionsstörung führte [63]. Zudem konnte in den von Mulay

et al. durchgeführten Untersuchungen eine Adenosin-Tri-Phosphat (ATP) abhängige In-

duktion des NLRP3-haltigen Inflammasoms nachgewiesen werden. Der Mechanismus der

dafür zugrunde liegt ist folgender, extrazelluläres ATP stellt einen der Aktivierungsreize

für das NLRP3-Inflammasom dar. Bei renalen Ischämie-Reperfusionsschäden (Ischemia

Reperfusion Injury, IRI), die auch zu tubulointerstitiellen Schädigungen führen, wur-

de durch Shigeoka et. al. gezeigt, dass sowohl NLRP3 als auch sein Adaptermolekül

Apoptosis-associated-Speck-like-protein Containing a CARD oder kurz ASC, in hohem

Maß in renalen epithelialen Tubuluszellen exprimiert sind. Das Fehlen von NLRP3, aber

nicht das von ASC, reduzierte die von der IRI hervorgerufenene Nierenschädigung im

Bereich des Tubulointerstitiums [79]. Für tubulointerstitielle Schädigungen die durch

entzündliche Prozesse hervorgerufen sind, lässt sich somit eine Beteiligung des NLRP3-

Inflammasoms postulieren.

In einem Modell für eine Immunkomplex-vermittelte GN (heterologe Nephrotoxische
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Serum Nephritis (NTN)) reduzierte eine Vorbehandlung von Ratten mit anti–IL–1β-

Antikörpern die Proteinurie und den Influx von neutrophilen Granulozyten in die Nie-

ren der Tiere. Timoshanko et al. konnten ebenfalls in fortgeschrittenen Stadien der

Immunkomplex-vermittelten GN bei Mäusen belegen, dass das Fehlen von IL–1β zu

einer Reduktion zellulärer Mediatoren führt und zusätzlich eine verminderte Bildung glo-

merulärer Halbmonde auftritt [86].

Für die Simulation einer progressiven Immunkomplex-vermittelten GN, bei der eine IL–

1β Induktion beschrieben ist steht das Modell der autologen NTN zur Verfügung. Die

Hintergründe des NTN Modells sind unter 2.4 beschrieben.

2.2 Inflammasomkomponenten

Komponenten der Inflammasome sind Moleküle, die den PRRs zugeschrieben werden und

nach ihrer Aktivierung befähigt sind, pro–Caspase–1 in seine aktive Form zu überführen.

Caspase–1 wurde erstmalig im Jahr 1989 als eine Protease beschrieben, die als Pro-

Form zytoplasmatisch vorliegt und eine aminoterminale Prosequenz (CARD) aufweist

[34]. Caspase–1 ist eine Aspartat–spezifische Cysteinprotease, die unter anderem die

Prozessierung von pro–IL1β in seine sezernierbare Form steuert, ebenfalls ist eine Ma-

turierung von pro–IL–18 in seine funktionsfähige Form beschrieben [41]. Caspase–1 ist

der Klasse der Mammalia eigen und kann in Vertebraten, die keine Säugetiere sind, nicht

nachgewiesen werden.

Die Aktivierung von Pro–Caspase–1 erfolgt durch den multimolekularen Komplex des

Inflammasoms (Abb. 2.2.1) [76]. Die bisher bekannten Caspase–1 aktivierenden Inflam-

masome besitzen einen PRR der NLR–Familie, beispielhaft sind hier NLRP1, NLRP3,

NLRP6, NLRP7, NLR–Familie CARD-domain-containing-protein 4 (NLRC4), DNA–sensing

absent in melanoma 2 (AIM2) oder der RIG–1 Rezeptor zu nennen [36, 68, 83]. Die bis

jetzt am besten beschriebenen Inflammasome, die durch PRRs der NLR-Familie agieren,

sind NLRP3 und NLRC4. Alle NLRP-Moleküle besitzen zwei Domänen die immer vorhan-
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den sind, eine Leucine–Rich–Repeat (LRR) Domäne, die den Inflammasomen zur Erken-

nung von PAMPs/DAMPs dient [13] und eine Nukleotidbindungs–Domäne (NACHT),

die für die Oligomerisierung des Inflammasom–Komplexes notwendig ist. Einige der NLR-

Familie angehörenden Moleküle besitzen eine CARD, die sie zu einer direkten Bindung

an pro–Caspase–1 befähigt. Fehlt diese CARD, wie zum Beispiel im Fall von NLRP3,

erfolgt die pro–Caspase–1 Bindung indirekt über das Adaptermolekül ASC [83]. Die am

häufigsten festgestellte Folge der Caspase–1 Aktivierung ist eine schnelle Sekretion von

IL–1β.

Die Inflammsomkomponenten NLRP3 und ASC werden beide der PAAD–Familie zuge-

schrieben. Die PAAD–Familie umfasst Proteine, die unter anderem eine Death Domain-

like (PAAD) Domäne aufweisen. Diese Domäne ist auch unter dem Namen PYRIN,

DPIN oder Pyd bekannt. Verschiedene Proteine dieser Familie sind in Aktivierungssi-

gnalwegen für NF–κB und pro–Caspase–1 involviert. Die NF–κB–Transkriptionsfaktoren

migrieren in den Nukleus und aktivieren Promotoren verschiedener Zielgene, unter ande-

rem den von pro–IL1β und pro–Caspase–1. PAADs sind durch verschieden Proteine re-

präsentiert, die in Zusammenhang mit Entzündungen gebracht werden [6, 17, 52, 54, 82],

trotzdem sind die molekularen Mechanismen weitgehend unbekannt. Mutierte Allele des

PAAD-Familienmitglieds NLRP3 (Cryopyrin, PYPAF-1) stehen unter anderem in Zusam-

menhang mit dem humanen Cold Auto-Inflammatory Syndrom oder dem Muckle-Wells-

Syndrom, beides Erkrankungen, die eine entzündliche Nierenbeteiligung aufweisen und

den Schluss nahe legen, dass die Mitglieder der PAAD-Familie ebenfalls an entzündlichen

Reaktionen der Nieren, denen andere Ursachen zugrunde liegen, beteiligt sind [9, 25].

Die NLR Genfamilie besteht beim Menschen aus 22 Mitgliedern, bei Mäusen aus 35 und

bei Pflanzen aus mehreren Hundert [76]. Es handelt sich somit um eine hoch konservierte

Genfamilie, die sich über die Artengrenzen hinweg in verschiedenen eukaryontischen Spe-

zies wieder finden lässt. Alle Mitglieder der NOD-like-Rezeptor (NLR) Familie besitzen

eine zentrale NACHT–Domäne und in den meisten Fällen eine C-terminale LRR–Domäne.
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Ist ein CARD wie im Fall von NLRP1 vorhanden wird kein ASC für die Aktivierung von

pro–Caspase–1 benötigt. Dies gilt für nicht für NRLP3, hier erfolgt eine Bindung einer

CARD über ein Pyrin Domäne (PYD) die das NLRP3 Molekül aufweist.

ASC gehört zu einer Untergruppe der PAADs, die ein Death Domain Fold (DDF) auf-

weisen. Seinen Namen erhielt das Protein durch seine Fähigkeit, apoptotische Vorgänge

durch Kondensation von cytosolischen “Speck Structures” zu triggern [57]. Die Mitglie-

der der DDF–Subfamilie besitzen verschiedene Proteindomänen, zwei dieser Domänen

sind im Rahmen der pro–Caspase–1 Konvertierung von Interesse, die CARD und die PYD

[3, 66, 97]. ASC ist eines der wenigen Proteine innerhalb der DDF-Familie, das sowohl

eine NH2-terminale PYD und zusätzlich ein CO-OH-terminales CARD aufweist. Beide

Domänen sind elementar zur Bildung des NLRP3-Inflammasomkomplexexs. ASC wird

überwiegend in Monozyten und Epithelzellen der Mukosa exprimiert [58].

Die Bildung eines Inflammasomkomplexes ist nicht nur der Zusammenschluss eines

NLRP3- mit einem ASC-Molekül, sondern es bildet sich ein Oligomer mit der Form

einer Radspeiche aus, welches effizient Pro-Caspase–1 in Caspase–1 überführt. Aktivie-

rung von Molekülen der NLR-Familie erfolgt nicht für alle Inflammasome gleich, sondern

es existieren für jedes Inflammasom spezifische Erkennungsmuster, die zur Aktivierung

führen. Es sind mehrere Ansätze für die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms und so-

mit auch der NLRP3-Inflammasom Oligomerisierung beschrieben. Jede IL–1β-Sekretion

benötigt zwei aufeinander folgende Signale, wobei das erste Signal immer eine PAMP-

oder DAMP-vermittelte Bereitstellung von pro-IL–1β darstellt [30, 76]. Als zweites Si-

gnal, das letztendlich zur Aktivierung des Inflammasoms führt, sind folgende beschrie-

ben worden: Erstens, eine erhöhte extrazelluläre ATP-Konzentration, sie ermöglicht nach

Aktivierung des ATP-ahängigen P2X7-Rezeptros das Einschleusen von PAMPs/DAMPs

über geöffnete Pannexin-1-Poren oder zweitens, zellulärer Stress, für den das vermehrte

Auftreten von Reactive-Oxigen-Species (ROS) und/oder Thioredoxin-Interacting Protein

(TXNIP) charakteristisch ist. TXNIP wird durch oxidativen Stress von seiner antioxida-

tiven Reduktase Thioredoxin abgespaltet, das entstandene Spaltprodukt kann NLRP3
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Abbildung 2.2.1: NLRP3-Inlammasom-Aktivierung [76]

direkt aktivieren und so die Bindung an ASC ermöglichen [43]. Der Efflux von intra-

zellulärem Kalium stellt einen essentiellen Vorgang bei der Inflammasomaktivierung dar,

ohne den diese nicht abläuft. Der momentane Stand der Forschung liefert bis dato je-

doch noch keinen Erklärungsansatz, durch welches Signal dieser Kaliumefflux gesteuert

wird. Für das NLRP3-Inflammasom ist auch beschrieben, dass eine Aktivierung über

phagozytierte Partikel oder Kristalle erfolgen kann. Hierbei rupturieren lysosomale Kom-

partimente und dadurch freigesetzte lysosomale Proteasen, wie Cathepsin-B führen zu

einer Aktivierung der inflammasom-vermittelten IL–1β-Sezernierung [2, 76, 91]. Die gra-

phische Darstellung der NLRP3-Inflammsom-Aktivierung findet sich in Abb. 2.2.1.
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2.3 High-Mobility-Group-Box–1 Protein

HMGB–1 ist ein Nicht-Histon-Chromatin-Bindungsfaktor, der auch als Amphoterin be-

kannt ist. Es stellt ein sogenanntes Alarmin dar und wirkt als DAMP in Form eines proin-

flammatorischen Zytokins [51, 93]. Seine Aminosäuresequenz ist in allen Säugetierarten

zu 98,5 % identisch [51]. HMGB–1 ist ein potenter Mediator entzündlicher Prozes-

se, beispielhaft hierfür sind Sepsis, Arthritis, Autoimmunerkrankungen und Diabetes zu

nennen. HMGB–1 ist ein
”
Zellkernprotein“, welches durch Trauma, Nekroptose, Apop-

tose oder Nekrose und ebenso durch persistierenden oder akuten zellulären Stress durch

Acetylierung vom Chromatin abgelöst wird. Dadurch gelangt es in das zytoplasmatische

Kompartiment und wird von dort via Vesikel in den extrazellulären Raum sezerniert. Bei

Patienten mit septischen Geschehen, beziehungsweise Lipopolysaccharid (LPS) induzier-

ten Endotoxinämien, können erhöhte Serumspiegel von HMGB–1 nachgewiesen werden

[96]. Eine passive Immunisierung mit HMGB–1-neutralisierenden Antikörpern führte zu

einem geringeren Organschaden im Rahmen entzündlicher Geschehen [42, 73, 96]. Extra-

zelluläres HMGB–1 triggert Entzündungsprozesse zum Beispiel durch Rekrutierung von

Leukozyten an den Ort des Gewebeschadens, durch Interaktion mit dem Rezeptor für

“Advanced Glycation End-Products” (RAGE), oder bewirkt weitere Zytokinfreisetzung.

TLRs wie TLR2 und TLR4 sind Rezeptoren für HMGB-1. Die Aktivierung von TLR2

beziehungsweise TLR4 führt über das Adaptermolekül MyD88 zu einer Aktivierung von

NF–κB, der die Transkiption von Leukozytenadhäsions–Molekülen, proinflammatorischen

Chemokinen und Zytokinen (wie zum Beispiel IL–1β) induziert. Dieser Prozess findet un-

ter anderem in hämatopoetischen Zellen wie Makrophagen statt [100]. Dadurch werden

entzündliche Prozesse gefördert [65]. Neue Studien belegen, dass die Freisetzung von

HMGB–1 aus aktivierten Immunzellen auch Inflammasom-vermittelt sein kann [42, 51].
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2.4 Nephrotoxische Serum–Nephritis

Die NTN stellt ein Modell einer Immunkomplex-vermittelten progressiven GN mit Akti-

vierung des Komplementsystems dar. Die Pathophysiologie wurde für das autologe und

heterolge NTN-Modell erstmals 1936 von Smadel und Kollegen beschrieben [81]. In den

frühen vierziger Jahren des vorigen Jahrhunderts wurde durch Kay et. al. ein Zusammen-

hang zwischen den Symptomen der renalen Schädigung und die durch die NTN-Induktion

stattfindende Antikörperbildung auf das injizierte Antiserum gesehen [35]. Über die Jah-

re haben sich verschiedene NTN-Modelle entwickelt, die folgenden Punkte sind dabei in

allen Modellen gleich: Es wird ein Antiserum gegen die GBM der zu testenden Spezies

(meist Maus oder Ratte) hergestellt, indem eine zweite Spezies (meist Kaninchen oder

Schaf) mit einer Präparation der GBM der ersten Spezies immunisiert wird. Das gewon-

nene heterologe, polyklonale Antiserum (“nephrotoxisches Serum”) wird der zu testenden

Spezies intravenös injiziert, wobei sich die enthalten Immunglobuline im Anschluss daran

entlang der GBM ablagern. Zusätzlich kommt es zu einer humoralen Immunantwort mit

Bildung von autologen Antikörpern im Empfängertier, die je nach verwendeter Spezies

und des verwendeten nephrotoxischen Serums in ihrer Stärke variiert.

Die NTN kann in ein heterologes und ein autologes Modell unterteilt werden. Für das he-

terologe Modell wird eine Dosis des nephrotoxischen Serums verwendet die zu Schädigung

der Nieren führt. Bei der Induktion des autologen Modells wird die Dosis des nephro-

toxischen Serums jedoch soweit reduziert, dass nach alleiniger Injektion keine nephro-

toxischen Effekte an den Nieren feststellbar sind. Man spricht in diesem Fall von einer

subnephritischen Dosierung. Wird jedoch im Vorfeld eine Präimmunisation des Tiers

mit Immunglobulinen der Spenderspezies durchgeführt, in der das nephrotoxische Serum

generiert wurde, kommt es durch dieses Priming zu einer Nephritis.

Im heterologen Modell ist die initiale Phase durch die Bindung des Antigens im Be-

reich der Basalmembran gekennzeichnet, dies geschieht bereits wenige Minuten nach der
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Injektion. Die polyklonalen Immunglobuline des nephrotoxischen Serums binden dabei

an die Wand des Endothels und der GBM, was zu einer lokalen Immunreaktion führt.

Die primär stattfindende Aktivierung des Komplementsystems, innerhalb dieser Modelle,

erfolgt über die Fc-Domäne der abgelagerten polyklonalen IgG Antikörper des nephro-

toxischen Serums, die nun als Immunkomplexe im Bereich der GBM vorliegen. Dadurch

kommt es zu einer klassischen Aktivierung des Komplementsystems. Komplementfaktor

C1 bindet hierbei and den Fc-Teil des and der GBM gebundenen Antikörper und führt zu

einer Aktivierung der Komplementfaktoren C4 und C2 in C4b und C2a. Nach Komple-

xierung von C4b und C2a (C3-Konvertase) wird Komplementfaktor C3 in C3b und C3a

gespalten, welches im Anschluss zu einer Spaltung von Komplementfaktor C5 in C5a und

C5b führt. C5a steuert hauptsächlich die Infiltration und Aktivierung von neutrophilen

Granulozyten und Makrophagen [69] in der primären akuten Phase. Lytisch wirkende

Komplementfaktoren, wie die Komplementfaktoren C5 bis C9 und deren Spaltprodukte,

die einen sogenannten Membran-Angriffs-Komplex (MAK) bilden, können Poren in Zell-

membranen hervorrufen, sie spielen aber im Rahmen der NTN eine eher untergeordnete

Rolle [47].

Im autologen Modell der NTN kommt es nach vorangegangener Immunisierung gegen

die Immunglobuline des nephrotoxischen Serums sekundär zu einer autologen Immunglo-

bulinproduktion von IgM und IgG gegen das verwendete nephritogene Serum, dadurch

wird die Komplementaktivierung und Immunkomplexbildung weiter verstärkt. Der Grund

hierfür ist, dass die gebildeten autologen Antikörper Immunkomplexe mit dem verabreich-

tem und glomerulär abelagerten heterologen Immunglobulinen bilden. Hinsichtlich der

Fähigkeit zur humoralen Immunantwort konnte in dem verwendeten autologen NTN Mo-

dell bereits nachgewiesen werden, dass in Tieren, die eine Defizienz für CD28 aufweisen,

nur eine abgeschwächte Induktion der Immunkomplex-vermittelten GN mit nephrotoxi-

schem Kaninchenserum möglich war. Die CD28-defizienten Tiere zeigten eine gestörte

Fähigkeit bezüglich der B-Zell Aktivierung und entwickelten, verglichen mit Wildtyp-

C57BL/6 Mäusen, niedrigere Maus-anti-Kaninchen IgG Antikörpertiter im Serum [64].
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CD28 ist ein Kofaktor auf T-Zellen, der für die Aktivierung dieser Zellreihe notwendig ist

und sekundär auch an der B-Zell Aktivierung beteiligt ist. Außerdem konnte in CD28-

defizienten Tieren keine glomeruläre Ablagerung von autologem Maus-anti-Kaninchen-

IgG nach erfolgter Immunisierung mit Kaninchen-anti-Maus-GBM Antikörper nachgewie-

sen werden [64]. Nitta et al. konnten somit den Nachweis erbringen, dass die Bildung von

Maus-anti-Kaninchen IgG im Rahmen der Immunkomplex-vermittelten GN abhängig von

B-Zellen/Plasmazellen ist und somit auch die damit verbundene Antikörperproduktion

gegen die glomerulär abgelagerten Immunglobulins des nephrotoxischen Serums. Ande-

re Untersuchungen zeigen, dass die lokale und systemische humorale Immunantwort in

Mäusen, die defizient bezüglich der µ-Ketten von Immunglobulinen waren, zu einer ver-

minderten Induktion der autologen NTN führte, da diese Tiere auf Grund ihrer Genetik

keine B-Zell vermittelte IgG Produktion aufweisen [71].

Im Modell der autologen NTN konnten die Untersuchungen von Tipping et. al. zudem ei-

ne Th1-Zell abhängige Immunantwort nachweisen [89]. Th1-Zellen sind eine Untergruppe

von CD4 positiven T-Lymphozyten, die durch INF–γ oder TNF–α aktiviert werden. Im

weiteren Verlauf sezernieren aktivierte Th1-Zellen selbst INF–γ, welches die zelluläre und

humorale Immunantwort in der autologen NTN weiter stimuliert und dadurch wesentlich

zur Progression der Nierenschädigung beiträgt [89]. Für renale DCs wurde nachgewie-

sen, dass sie im Modell der autologen NTN die T-Zellantwort in proinflammatorischer

Weise beeinflussen [24]. Die Aktivierung der Th1-Zellen führt zu einer Aktivierung von

B-Zellen, dieser Schritt ist essenziell, um eine Immunglobulinproduktion durch Plasma-

zellen im Rahmen der humoralen Immunantwort zu induzieren. Der Verlauf einer NTN

ist allerdings abhängig von der Linie des Mausstammes, der für die Untersuchungen

verwendet wird. Es wurde gezeigt, das Inzuchtstämme von Mäusen im z. B. C57BL/6

oder Sv/129 Hintergrund eine optimal ausgeprägte NTN entwickeln, wohingegen in z.

B. BALB/c oder C3H kaum oder nur geringgradige Veränderungen nach Applikation des

nephritogenen Serums induziert wurden [27, 99]. Dieses Phänomen ist begründet durch

die genetisch bedingte, kaum vorhandene Th1-Zellantwort in BALB/c und C3H Tieren,
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ohne die das NTN Modell nicht regelrecht ablaufen kann.

In den durchgeführten Untersuchungen dieser Arbeit wurden diese Aspekte berücksichtigt.

Alle verwendeten Mauslinien lagen in einem C57BL/6 Hintergrund vor und transge-

ne Tiere wurden über mindestens sieben Generationen in einen C57BL/6 Hintergrund

rückgekreuzt.

2.5 Arbeitshypothese

Zusammenfassend haben die oben erwähnten Sachverhalte bereits die pathophysiologi-

sche Rolle von IL1–β im Rahmen der antikörpervermittelten GN gezeigt. Das NLRP3-

Inflammasom ist an der Prozessierung und Sezernierung von IL1–β wesentlich beteiligt.

Als Hauptquelle der IL–1β-Produktion während entzündlicher Prozesse sind DCs zu se-

hen. Die NTN ist ein Modell für antikörpervermittelte GN, die in ihrer autologen Phase

von DCs und Th1-Zell vermittelt wird. Sie zeigt das Bild einer verspäteten Hypersen-

sitivitätsreaktion, welches auch die Grundlage der antikörpervermittelten progressiven

GN ist. Der vorliegenden Arbeit liegt daher die Hypothese zugrunde, dass eine NLRP3-

Inflammasom-abhängige Bildung von IL–1β wesentlich zur entzündlichen Schädigung im

autologen NTN-Modell der Immunkomplex-GN beiträgt. Der Nachweis einer derartigen

proinflammatorischen Rolle würde das NLRP3-Inflammasom als potentielle Zielstruktur

für eine entzündungshemmende Therapie während einer Immunkomplex-GN identifizie-

ren.

Folgende Fragen sollten daher durch diese Arbeit geklärt werden: Führt eine Defizienz

der Inflammasomkomponenten NLRP3 oder ASC zu einer verminderten Maturierung

und Sezernierung von IL–1β im autologen Modell der NTN? Wird dadurch ebenfalls die

renale Schädigung, die durch die Immunreaktionen auf die glomerulär abgelagerten ne-

phritogenen Immunkomplexe hervorgerufen werden, gemildert? Stellen die dendritischen

Zellen während der autologen NTN die Hauptquelle für die Komponenten des NLRP3-

Inflammasoms dar?
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Um dies zu untersuchen, wurden im autologen Modell der NTN Nlrp3-defiziente und

Asc-defiziente Tiere und zum Vergleich Wildtyptiere untersucht. Ferner wurden Mäuse,

mit einer Defizienz für Il1r1 und Myd88 untersucht, um Effekte einer unterbrochenen

IL–1β-Signaltransduktion durch Fehlen des Rezeptors (IL–1R1) beziehungsweise des Ad-

apterproteins (MyD88) zu charakterisieren.
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IL–1β ist ein proinflammatorischer Mediator der Immunkomplex-vermittelten GN. Es ist

bereits bekannt, dass die Induktion der GN dabei im Wesentlichen über Aktivierung

des IL–1R1 erfolgt, der auf intrinsischen renalen Zellen exprimiert wird [86, 87]. Des

Weiteren zeigte eine NTN Induktion in Knochenmark-Chimeren im Mausmodell, dass

von Leukozyten gebildetes IL–1β den auf intrinsischen Nierenzellen exprimierten IL–1R1

aktiviert und hierdurch zur Entwicklung des glomerulären Schadens beiträgt [87]. Auf

Grund dessen lässt sich postulieren, dass bei der Entstehung und Progression der NTN

leukozytär exprimiertes IL–1β eine entscheidende pathophysiologische Rolle spielt.

In Modellen der Ureterobstruktion, Ischämie-Reperfusion und späten autologen NTN

wurden renale rDCs als eine Zellgruppe identifiziert, die durch Produktion und Sezernie-

rung von proinflammatorischen Zytokinen zur entzündlichen Nierenschädigung beiträgt

[14, 15, 24]. Die Prozessierung und Sekretion von aktivem IL–1β in mononukleären

Phagozyten wie DCs und Makrophagen hängt unter anderem von Caspase–1 ab, de-

ren Aktivierung wiederum Inflammasom-vermittelt ist [18, 76]. In vitro-Untersuchungen

an primären Nierenzellisolaten von Mulay et al. konnten zeigen, dass eine Stimulati-

on des Nlrp3-Inflammasoms durch LPS und ATP oder Oxalatkristalle zu einer IL–1β-

Sezernierung führt. Untersuchungen der einzelnen Nierenkompartimente und der darin

enthaltenen immunologisch aktiven Zellen belegte, dass die Prozessierung und Freiset-

zung von IL–1β überwiegend durch DCs, nicht aber durch renale Parenchymzellen er-

folgte [63]. Zu den pathophysiolgisch relevanten Phagozyten im autologen NTN Ver-
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lauf sind vor allem CD11c-positive DCs zu zählen [24, 84]. Die Untersuchungen von

Hochreiser et al. zeigen zudem, dass eine Depletion von rDCs im NTN-Modell in der

späteren autologen Phase der NTN zu einer verminderten Infiltration von T-Zellen und

Makrophagen führt. Damit wurde eine proinflammatorische Rolle von rDcs in diesem

Modell nachgewiesen. Außerdem konnte einer Verbesserung hinsichtlich der Ausbildung

von Halbmonden an den Glomeruli nachgewiesen werden [24]. Dendritische Zellen, un-

abhängig davon ob eingewandert oder organständig vermitteln durch die Präsentation

bestimmter Oberflächenmoleküle ein Signal zur Differenzierung oder Aktivierung von

T-Zellen. Die Induktion des NTN-Modell führt zu einer Th1-Zell vermittelten Immun-

antwort, die auch kennzeichnend für andere antikörpervermittelte Glomerulonephritiden

ist [37]. Für NLRP3 wurde bereits eine proinflammatorische Funktion im Rahmen der

renalen Ischämie (IRI) beschrieben. Die Schädigungen die bei IRI auftreten sind jedoch

überwiegend auf die tubulären Strukturen beschränkt [29, 79]. Auf Grund dieser Da-

ten wurde in dieser Arbeit die Hypothese untersucht, ob die Inflammasomkomponenten

NLRP3 und ASC eine proinflammatorische Rolle bei Immunkomplex-vermittelten chro-

nischen GNs besitzen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte eine erfolgreiche Induktion der autologen

Phase der NTN in C57BL/6 Wildtyptieren in dem verwendeten NTN Modell nachge-

wiesen werden, unter anderem durch eine Proteinurie, Hypoproteinämie und Hpercho-

lesterolämie. Zudem wiesen eine vermehrte Infiltration von CD3-positiven-T-Zellen in

die Niere und erhöhte INF–γ Spiegel in lienalem Gewebe auf auf eine regelrechte und

für das Modell typische T-Zell-vermittelte Immunantwort im Verlauf der NTN hin. Bei

Wildtyptieren mit einer induzierten NTN zeigte sich in der späten autologen Phase eine

Erhöhung sowohl der renalen Expression von pro-IL–1β als auch des renal sezernierten

aktiven IL–1β. Ferner war das mRNA-Expressionsmuster der Inflammasomkomponenten

NLRP3 und ASC in Zellisolaten von renalen CD11c-positiven DCs signifikant erhöht, ver-

glichen mit Isolaten, in denen die CD11c-positive Zellen entfernt waren. Timoschanko et
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al. haben in der autologen Phase der NTN die pathophysiologische Rolle von Leukozyten,

nicht jedoch von Parenchymzellen auf die Bereitstellung von aktivem IL–1β beschrieben

[87]. Allerdings konnte bis zum Tag 7 kein proinflammatorischer Effekt der IL–1β akti-

vierenden Inflammasomkomponenten NLRP3 und ASC nachgewiesen werden [46]. Die

beschriebene proinflammatorische Funktion von renalen DCs in späteren Phasen der au-

tologen NTN [24], sowie die in dieser Arbeit im Verlauf der NTN nachgewiesene renale

IL–1β Produktion und die induzierte Expression der Inflammasomkomponenten NLRP3

und ASC bestärkten die Annahme, dass in der autologen Phase der NTN in renalen den-

dritischen Zellen eine NLRP3-Inflammasom-vermittelte Prozessierung und Sezernierung

von IL–1β abläuft, die zur entzündlichen Nierenschädigung beiträgt. Der in der Litera-

tur beschriebene Einfluss des NLRP3-Inflammasoms auf die Maturierung von IL–18 via

Caspase–1 [77] scheint dagegen in der autologen Phase der NTN keine entscheidende

Rolle zu spielen, da keine vermehrte Expression von pro-IL–18 in nephritischen NTN-

Nieren nachgewiesen werden konnte.

Die Versuchsergebnisse zeigen, dass sowohl Nlrp3- als auch Asc-Defizienz in der autolo-

gen Phase der NTN zu einer Verbesserung der Nephritis führen. Fehlen einer der beiden

Inflammasomkomponenten führt zu einer Verminderung der Proteinurie, der leukozytären

Zellinfiltration (DCs und T-Zellen), einer deutlich verminderten glomerulären Fibrin-

ablagerung und Schädigung sowie einer verringerten Reduktion der Podozyten (WT-

1/Nephrin-positive Zellen). Zudem waren in Tieren die defizient für NLRP3 oder ASC

waren, proinflammatorische Mediatoren wie Zytokine und Chemokine renal weniger stark

exprimiert (z. B. CCL2, CCL5, CXCL10, IL–6, TNF, TGF–β, IFN–γ und iNOS). Glei-

ches galt in noch ausgeprägterer Form für Il–1r1-defiziente und Myd88-defiziente Mäuse.

Die leukozytäre Infiltration in die Nieren steht vermutlich unter dem Einfluss von IL–1β

und IL–12. Beide Zytokine beeinflussen die renale Schädigung, da sie Einfluss auf die

Differenzierung und Proliferation von CD3/CD4 positiven Lymphozyten in Th17-, Th2-

und Th1-Zellen haben [5]. IL-17 bildende Th17 Zellen sind in erheblichem Maß an der
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Zerstörung des renalen Gewebes während einer Glomerulonephritis beteiligt [8, 92]. Eine

vermehrte Differenzierung und Infiltration von naiven T-Zellen, bedingt durch vermehrte

Produktion und Sekretion chemotaktisch wirkender inflammatorischer Mediatoren wie

CCL5, CXCL10 sowie IL–1β und IL–12 durch leukozytäre Zellen (insbesondere Makro-

phagen und DCs), kann der Grund für die vermehrte Zellinfiltration in den untersuchten

Wildtyptieren sein, verglichen mit Nlrp3-, Asc-, oder IL–1r1-defizienten Tieren. Zudem

war die renale mRNA-Expression der Inducible Nitric Oxidase Synthetase (iNOS) in den

Wildtyptieren verglichen mit den oben genannten defizienten Linien stark erhöht. Iduci-

ble NOS hat Einfluss auf die zelluläre Immunantwort, sie induziert die Produktion von

proinflammatorischen Zytokinen wie IL–1, TNF–α und INF–γ und ist an der Aktivierung

von K+-Kanälen beteiligt [21].

Übereinstimmend mit der Inflammasom-abhängigen IL–1β-Prozessierung war die rena-

le und lienale Produktion von aktivem IL–1β in der Gruppe der Asc-defizienten Tiere

im Verlauf der NTN deutlich vermindert. Die Annahme, dass in der autologen Phase

der NTN eine ASC-abhängige IL–1β-Prozessierung eine funktionelle Rolle spielt wird

hierdurch gestärkt. Zusätzlich führte das Fehlen von ASC zu einer reduzierten Akti-

vierung renaler und lienaler DCs sowie zu einer verminderten T-Zell-Aktivierung und

lienaler INF–γ-Sezernierung nach Restimulation mit polyklonalem IgG des nephrotoxi-

schen Kaninchenserums, dass das intial im Glomerulus abgelagerte nephritogene Antigen

darstellt. Die mögliche Erklärung für die abgeschwächte lokale Entzündung in Nieren

Asc-defizienter Tiere kann daher einerseits Folge der lokal verminderten Inflammasom-

abhängigen IL–1β-Produktion vor allem in renalen DCs sein. Zusätzlich könnte eine redu-

zierte DC-Aktivierung zu einer verringerten T-zellulären Immunantwort gegenüber dem

im Glomerulus abgelagerten nephritogenen Antigen führen. Die reduzierte Aktivierung

der DCs in Asc-defizienten Tieren konnte durch eine verminderte Expression von CD40,

CD80 und CD86 in Zellisolaten CD11c positiver Zellen belegt werden. Für CD40, CD80

und CD86 wurde bereits beschrieben, dass eine vermehrte Oberflächenexpression auf
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Antigen-präsentierenden Zellen (APCs), zu denen auch DCs zählen, zu einer Verstärkung

der renalen Schädigung im Rahmen der NTN führt [14, 15]. Die geringere Anzahl die-

ser Moleküle sowie eine verminderte renale mRNA Expression von IL–12 und pro-IL–1,

wie sie bei Asc-defizienten Tieren in der autologen Phase der NTN auftritt, könnte zu

einer abgeschwächten Aktivierung und Differenzierung naiver T-Helfer Zellen in Th1-

Zellen führen. Th1-Zellen stellen, wie bereits beschrieben, einen elementaren Teil der

T-zellulären Immunantwort im Rahmen der NTN dar [28, 90]. Die verminderte Anzahl

von Th1-Zellen kann ein Grund für die verminderte Nierenschädigung bei Asc-defizienten

Tieren in der autologen Phase der NTN sein.

Das Fehlen von NLRP3 führte bei Mäusen in einem Modell für tubulointerstitielle Nie-

renschädi- gung zu einer vollständigen Protektion [38]. Dies konnte in den Untersuchun-

gen der vorliegenden Arbeit nicht nachgewiesen werden. Nlrp3-Defizienz führte zwar

zu einer Verbesserung hinsichtlich der funktionellen Parameter, der Zellinfiltration und

den pathologischen Veränderung der Niere, diese waren aber nicht so deutlich ausge-

prägt wie bei Asc-, Il–1r1- oder Myd88-defizienten Tieren. Zudem stellte sich die Frage,

warum eine IL–1β-Produktion in Nieren der Nlrp3-defizienten Tiere, im Gegensatz zu

Asc-defizienten Tieren, weiterhin vorlag. Offenbar ist im Verlauf der NTN die Bildung

des pathophysiologisch wirksamen IL1–β von ASC-enthaltenden Inflammasomen beein-

flusst, nicht jedoch ausschließlich vom NLRP3–Inflammasom abhängig. Es ist möglich,

dass andere Inflammasom-Komplexe wie zum Beispiel das NLRP1–Inflammasom, des-

sen renale Expression ebenfalls während der autologen NTN induziert ist, eine Rolle

spielen. Der abgeschwächte Verlauf der NTN in Nlrp3-defizienten Mäusen bei erhalte-

ner IL–1β-Produktion legt nahe, dass IL1–β-unabhängige nicht kanonische Effekte der

NLRP3-Inflammasomkomponenten zur renalen Schädigung während der NTN beitragen.

Die Inflammasom-unabhängige proinflammatorische Rolle von NLRP3 war unerwartet

und bedurfte weiterer Untersuchung.

Der proinflammatorischen Mediator HMGB–1 wird durch aktivierte Makrophagen und
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DCs freigesetzt [102]. In den durchgeführten Untersuchungen konnten eine IL1–β un-

abhängige Funktion von NLRP3 nachgewiesen werden, die zu einer Freisetzung von

proinflammatorischem HMGB–1 in nephritischen Nieren beiträgt. Die Freisetzung von

HMGB–1 aus aktivierten Makrophagen und DCs kann durch NLRP3 vermittelt werden,

wobei dieser Mechanismus auch Inflammasom unabhängig sein kann [98]. Nukleäres

HMGB–1 kann durch proinflammatorisch stimulierte Zellen oder durch den Zelltod in

seiner aktiven Form freigesetzt werden. Extrazelluläres HMGB–1 fungiert als DAMP

und führt zu starken proinflammatorischen Effekten, die über die Aktivierung von RA-

GE und TLRs vermittelt werden [75]. Für HMGB–1 wurde nachgewiesen, dass es an

der Pathogenese einer Vielzahl von Nierenerkrankungen beteiligt ist, wie zum Beispiel

Glomerulonephritiden, Lupusnephritis, diabetische Nephropathie oder bei akuten Nie-

renerkrankungen [102]. In der vorliegenden Arbeit konnte auch im Modell der autolo-

gen NTN gezeigt werden, das im renalen Gewebe von Nlrp3-defizienten Mäusen eine

verminderte HMGB–1-Freisetzung vorliegt, was die renale Inflammation im Modell der

autologen NTN, unabhängig von einer kanonischen Inflammasom-vermittelten IL–1β

Prozessierung, mildern könnte. Wichtig zu erwähnen bleibt, dass in den durchgeführten

Untersuchungen nicht nur in Nlrp3-defizienten, sondern auch in Asc-defizienten Nie-

rengewebe eine Reduktion der HMGB–1-Freisetzung nachweisbar war. Dies könnte die

teilweise ausgeprägtere Abschwächung der NTN in Mäusen mit einer Defizienz für ASC

erklären. Konsistent mit Inflammasom- und IL–1β-unabhängigen Effekten von NLRP3

in der autologen NTN war auch die erhaltene renale Expression einiger inflammatori-

scher Mediatoren, darunter IL–17, in Nlrp3-defizienten Mäusen mit NTN. Nur in Asc-

nicht aber in Nlrp3-defizienten Tieren war die IL–17 mRNA Expression vermindert. IL–

1β kann die Differenzierung, der naiven T-Zellen in IL–17-produzierende Th17- Zellen

unterstützen [8]. Übereinstimmend mit der erhaltenen renalen IL–1β-Produktion zeig-

te sich eine unverändert hohe IL–17 Expression in nephritischen Nlrp3-defizienten Nieren.

Nicht nur IL–1β, sondern auch IL–1α bindet an den IL–1R1 und kann dadurch zur
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Progression der Nierenschädigung während der autologen Phase der NTN beitragen.

Zudem kann die Freisetzung von IL–1α auch durch Inflammasom-aktivierte Caspase–1

vermittelt werden [1, 22, 39, 53, 62]. Untersuchungen an Il–1β-defizienten Tieren mit

einer induzierten NTN zeigten eine verringerte Proteinurie, verminderte autologe An-

tikörpertiter, eine Reduktion der Anzahl glomerulärer Halbmonde (Crescents) und einen

Rückgang der T-Zell Infiltration. Jedoch waren diese Parameter nicht so ausgeprägt ver-

bessert wie bei Il–1r1-defizienten Tieren [86]. Dadurch lässt sich postulieren, dass die

Induktion und Progression der NTN sowohl durch IL–1α als auch durch IL–1β vermittelt

ist. Die durchgeführten Untersuchungen zeigten, dass prozessiertes IL–1α in deutlich

größerer Menge in nephritischen Nieren von Asc-defizienten Tieren, verglichen mit Wild-

typtieren und Tieren mit einer Defizienz für Nlrp3, nachweisbar war. Diese Tatsache

könnte eine Erklärung für die verbliebene NTN Aktivität in Asc-defizienten Tieren sein,

im Vergleich zu Il1r1-defizienten Tieren. Konsistent mit den vorliegenden Ergebnissen

wiesen frühere Untersuchungen in Il–1r1- und Il–1α-defizienten Tieren mit induzierter

NTN eine IL–1α Beteiligung hinsichtlich der Proteinurie und der Bildung von autologen

Antikörpern nach. Jedoch konnte keine funktionelle Beteiligung von IL–1α bei der glo-

merulären Halbmondbildung und der renalen T-Zell Infiltration gezeigt werden [86]. Die

vorhandene Expression von IL–1α in Asc-defizienten Nieren verglichen mit der minima-

len Expression in Nieren von Wildtyptieren oder Nlrp3-defizienten Tieren mit NTN legt

den Schluss nahe, dass die Expression von IL–1α überwiegend dann einsetzt, wenn keine

durch ASC vermittelte IL–1β-Produktion vorhanden ist. In diesem Zusammenhang ist

es interessant, dass Caspase–11 mit Inflammasomen interagiert und dadurch die IL–1β

Aktivierung unterstützt, andererseits jedoch auch an einer Inflammasom-unabhängigen

Prozessierung von IL–1α beteiligt ist [94]. Bei Vorhandensein eines ASC beinhaltenden

Inflammasoms könnte Caspase–11 die Freisetzung von IL–1β hervorrufen, wohingegen

beim Fehlen eines solchen Inflammasoms, wie in naiven Wildtyptieren ohne Stimulus für

eine Inflammasom-Aggregation und Asc-defiziente Tiere, Caspase–11 die Maturierung

von IL–1α vermitteln könnte. Die konstitutive IL–1α-Proteinexpression in den Nieren
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naiver Wildtyptiere ohne NTN weist auf eine derartige intrazelluläre Funkionen von IL–

1α hin [13].

Die vorliegenden Ergebnisse können erstmalig belegen, dass ASC durch eine Vermitt-

lung der IL–1β-Produktion eine Inflammasom-abhänige proinflammatorische Rolle im

Verlauf der Immunkomplex-vermittelten GN besitzt. Jedoch konnte trotz Abschwächung

der NTN in Nlrp3-defizienten Mäusen keine gleichartige Beteiligung für NLRP3 im Sinne

einer kanonischen Inflammasom-vermittelten IL–1β Freisetzung während der NTN nach-

gewiesen werden. Nicht kanonische Effekte von NLRP3 und ASC, wie die Freisetzung

von proinflammatorischem HMGB–1 könnten dagegen an der Entstehung und Progres-

sion von Immunkomplex-vermittelten GN wie der NTN beteiligt sein. Die Ergebnisse der

durchgeführten Untersuchungen weisen darauf hin, dass neben IL–1R1 und dem Adapter-

molekül MyD88 auch der NLRP3/ASC/IL–1β-Signalweg einen potentiellen Ansatzpunkt

für eine therapeutische Intervention im Rahmen der T-Zell vermittelten GN darstellt. Die

Blockade von IL–1β mit Anakinra, einem IL–1β-Antagonisten, oder alternativ die direkte

Inhibition von NLRP3 und ASC könnten erfolgversprechende Therapieansätze sein.
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Die Rolle des NLRP3-Inflammasoms bei Immunkomplex-vermittelten Glome-

rulonephritiden

Das proinflammatorische Zytokin IL–1β ist maßgeblich an der renalen Schädigung im

Rahmen der Immunkomplex-Glomerulonephritis beteiligt. Für die Spaltung von pro-IL–1β

in seine extrazelluläre sezernierbare Form sind Inflammasome zuständig. Für das NLRP3-

Inflammasom, das auf eine Vielzahl endogener Gefahrensignale (DAMPs) reagiert, wurde

eine funktionelle Rolle bereits in tubulointerstitiellen Nephropathien gezeigt, wohingegen

die Funktion in glomerulären Erkrankungen bis dato nicht geklärt ist. Um zu untersuchen,

ob NLRP3 und sein Adaptermolekül ASC am Geschehen der Immunkomplex-vermittelten

glomerulären Inflammation beteiligt sind, wurde ein T-Zell-abhängiges autologes NTN

Modell induziert. Dies erfolgte in Mäusen mit einer Defizienz der Inflammasomkomponen-

ten NLRP3 (C57BL/6-Nlrp3tm1Tsc) und ASC (C57BL/6-Pycardtm1V md). Die renale Ex-

pression von NLRP3/ASC Inflammasom-Komponenten und pro–IL–1β stiegen während

der NTN an und waren insbesondere in dendritischen Zellen (DC) vermehrt nachweisbar.

Diese Tatsache war assoziiert mit der renalen Produktion von aktivem IL–1β, was auf

die Aktivierung des Inflammasoms hindeutet. Eine Defizienz für Nlrp3 oder Asc verrin-

gerte den renalen Schaden signifikant, ebenso die Leukozyteninfiltration und die T–Zell

Aktivierung. Übereinstimmend mit einem ASC-abhängigen Verlust der Inflammasom-

vermittelten IL–1β-Aktivierung war die renale und lienale Produktion von aktivem IL–

1β in Asc-defizienten Mäusen vermindert. Überraschenderweise blieb die IL–1β-Bildung
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5 Zusammenfassung

bei Nlrp3-defizienten Tieren unverändert, was auf nicht-kanonische proinflammatorische

NLRP3–abhängige Effekte im Modell der NTN hinweist. Ein solcher möglicher Effekt

könnte die NLRP3-vermittelte Freisetzung von proinflammatorischem HMGB–1 als ein

neuer nicht-kanonischer Mechanismus von NLRP3 und ASC während der Immunkomplex-

Glomerulonephritis sein. Auf Grund dessen wäre die Blockade sowohl von NLRP3, als

auch von ASC eine möglicher nutzbringender therapeutischer Ansatz im Rahmen der

Behandlung von Immunkomplex-vermittelten Glomerulonephritiden.
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6 Summary

The influences of the NLRP3-Inflammasome in immune complex glomerulone-

phritis

The proinflammatory cytokine IL-1β significantly contributes to renal injury in immune

complex glomerulonephritis. Production of mature IL-1β depends on activation of the

inflammasome that cleaves pro-IL-1β into its secretable form. A functional role of the

NLRP3-containing inflammasome, which responds to a variety of endogenous danger

signals, has been demonstrated in tubulointerstitial nephrophathies, but its function in

glomerular disease remained unknown. To investigate whether NLRP3 and its adapter

molecule ASC contributes to immune complex-mediated glomerular inflammation, we

induced T-cell dependend autologous nephrotoxic serum nephritis (NTN) in Nlrp3- and

Asc-deficient mice. Renal expression of NLRP3/ASC inflammasome components and pro-

IL-1β increased during NTN, and was abundant in renal DCs. This was associated with

renal production of mature IL-1β, indicating activation of the inflammasome. Nlrp3- and

Asc-deficiency significantly attenuated glomerular injury, leukocyte infiltration and T-cell

activation. Consistent with a loss of ASC-dependent inflammasome-mediated IL-1β acti-

vation, renal and splenic production of mature IL-1β was abrogated in Asc-deficient mice.

Surprisingly, IL-1β secretion remained intact in Nlrp3-deficient mice indicating nonca-

nonical pro-inflammatory effects of NLRP3 in autologous nephrotoxic serum nephritis.

This may include NLRP3-mediated glomerular release of pro-inflammatrory HMGB-1 as

a non canonical function of NLRP3 and ASC in glomerulonephritis. Thus, therapeutic

blockade of both NLRP3 and ASC may be beneficial in glomerulonephritis.
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7 Abkürzungen / Abbildungen
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Abkürzungen

APC Antigen Presentin Cell

ASC Apoptosis-associated Speck–like protein containing a CARD

ATP Adenosin-Tri-Phosphat

CARD Caspase Recruitment Domain

Caspase-1 IL–1 Converting Enzyme

DAMP Danger Assosciated Molekular Pattern

DC Dendrititische Zelle

DDF Death Domain Fold

GFR Glomeruläre Filtrationsrate

GMB Glomeruläre Basalmembran

GN Glomerulonephritis

HMGB1 High Mobility Group Box 1 Protein

ICAM1 Intra Cellular Adhesion Molekule 1

ICE Interleukin Converting Enzyme / Caspase-1

IFN Interferon
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7 Abkürzungen / Abbildungen

IL Interleukin

IL–1R1 Interleukin-1–Rezeptor1

IL–1R1a Interleukin–1-Rezeptor–1-Antagonist

iNOS Inducible Nitirc Oxide Synthetase

IRI Ischemia Reperfusion Injury

kDa Kilo-Dalton (Maßeinheit für die Proteingrösse)

MAK Membranangriffskomplex

MCP1 Monocyte Chemotactic Protein 1

MyD88 Myeloid Differentiation Primary Response Gene 88

NFκB Nuclear–Faktor-kappaB

NK Zelle Natural Killer Zelle

NLR NOD-like Rezeptoren / Nucleotide-Binding-Domain-Leucine-Rich-

Repeat

NLRP3 NOD-like Receptor Protein 3

NO Stickstoffmonoxid

NTN Nephrotoxische Serum Nephritis

PAAD-Familie Famile von Proteinen die eine Pyrin, AIM, CARD und eine death

domain-like aufweisen und als Adaptorprotein fungieren

PAMP Pathogene Associated Molecule Pattern

PRR Pattern Recognition Receptors

PYD Pyrin-Domäne
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7 Abkürzungen / Abbildungen

RIG Retinoic-Acid-Induced-Gene-Like Rezeptor

ROS Reactive oxigen species

TLR Toll–like Rezeptor

TNF Tumornekrose–Faktor

TXNIP Thioredoxin Interacting Protein

UUO Ureterobstruktion

VCAM1 Vascular Cell Adhesion Molekule 1
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azzon, I. E. Dumitriu, S. MÃŒller, M. Iannacone, C. Traversari, M.E. Bianchi, and

A.A. Manfredi. Hmgb1 is an endogenous immune adjuvant released by necrotic

cells. EMBO Rep, 5:825–830, 2004.

[73] K. Sade, I.F. Schwartz, S. Etkin, S. Schwartzenberg, Y. Levo, and S. Kivity. Ex-

pression of inducible nitric oxide synthase in a mouse model of anaphylaxis. J Inv

Allerg, 17:379–385, 2007.

[74] A.B. Sanz, M.D. Sanchez-Nino, A.M. Ramos, J.A. Moreno, B. Santamaria,

M. Ruiz-Ortega, J. Egido, and A. Ortiz. Nf-kappab in renal inflammation. J

Am Soc Nephrol, 21:1254–1262, 2010.

[75] P. Scaffidi, T. Misteli, and M.E. Bianchi. Release of chromatin protein hmgb1 by

necrotic cells triggers inflammation. Nature, 418:191–195, 2002.

[76] K. Schroder and J. Tschopp. The inflammasomes. Cell, 140:821–832, 2010.

[77] W. Shao, G. Yeretssian, K. Doiron, S.N. Hussain, and M. Saleh. The caspase-1

digestome identifies the glycolysis pathway as a target during infection and septic

shock. J Biol Chem, 282:36321–36329, 2007.

[78] Y. Shi, J.E. Evans, and K.L. Rock. Molecular identification of a danger signal that

alerts the immune system to dying cells. Nature, 425:516–521, 2003.

[79] A.A. Shigeoka, J.L. Mueller, A. Kambo, J.C. Mathison, A.J. King, W.F. Hall,

C.J. da Silva, R.J. Ulevitch, H.M. Hoffman, and D.B. McKay. An inflammasome-

independent role for epithelial-expressed nlrp3 in renal ischemia-reperfusion injury.

J Immunol, 185:6277–6285, 2010.

[80] D.O. Slauson. Comparative pathology of glomerulonephritis in animals. Veterinary

Pahtology, 16:135–164, 1979.

70



Literaturverzeichnis

[81] J. E. Smadel. Experimental nephristis in rats induched by injection of anti-diney

serum: Iii. pathologiecal studies of the acute and chronic stages. J Exp Med,

65:541–555, 1937.

[82] E. Staub, E. Dahl, and A. Rosenthal. The dapin family: a novel domain links

apoptotic and interferon response proteins. Trends Biochem Sci, 26:83–85, 2001.

[83] T. Strowig, J. Henao-Mejia, E. Elinav, and R. Flavell. Inflammasomes in health

and disease. Nature, 481:278–286, 2012.

[84] S.A. Teteris, D.R. Engel, and C. Kurts. Homeostatic and pathogenic role of renal

dendritic cells. Kidney Int, 2011.

[85] N.A. Thornberry, H.G. Bull, J.R. Calaycay, K.T. Chapman, A.D. Howard, M.J.

Kostura, D.K. Miller, S.M. Molineaux, J.R. Weidner, and J. Aunins. A novel

heterodimeric cysteine protease is required for interleukin-1 beta processing in

monocytes. Nature, 356:768–774, 1992.

[86] J.R. Timoshanko, A.R. Kitching, Y. Iwakura, S.R. Holdsworth, and P.G. Tipping.

Contributions of il-1beta and il-1alpha to crescentic glomerulonephritis in mice. J

Am Soc Nephrol, 15:910–918, 2004.

[87] J.R. Timoshanko, A.R. Kitching, Y. Iwakura, S.R. Holdsworth, and P.G. Tipping.

Leukocyte-derived interleukin-1beta interacts with renal interleukin-1 receptor i to

promote renal tumor necrosis factor and glomerular injury in murine crescentic

glomerulonephritis. Am J Path, 164:1967–1977, 2004.

[88] J.R. Timoshanko, J.D. Sedgwick, S.R. Holdsworth, and P.G. Tipping. Intrinsic

renal cells are the major source of tumor necrosis factor contributing to renal

injury in murine crescentic glomerulonephritis. J Am Soc Nephrol, 14:1785–1793,

2003.

[89] P.G. Tipping and S.R. Holdsworth. Cytokines in glomerulonephritis. Semin Ne-

phrol, 27:275–285, 2007.

71



Literaturverzeichnis

[90] P.G. Tipping, X.R. Huang, M. Qi, G.Y. Van, and W.W. Tang. Crescentic glome-

rulonephritis in cd4- and cd8-deficient mice. requirement for cd4 but not cd8 cells.

Am J Pathol, 152:1541–1548, 1998.

[91] J. Tschopp. Mitochondria: Sovereign of inflammation? Eur J Immunol,

41(5):1196–1202, May 2011.

[92] J.-E. Turner, H.-J. Paust, O.M. Steinmetz, and U. Panzer. The th17 immune

response in renal inflammation. Kidney Int, 77:1070–1075, 2010.

[93] L. Van de Walle, T.-D. Kanneganti, and M. Lamkanfi. Hmgb1 release by inflam-

masomes. Virulence, 2:162–165, 2011.

[94] E. Vigano and A. Mortellaro. Caspase-11: the driving factor for noncanonical

inflammasomes. Eur J Immunol, 43:2240–2245, 2013.

[95] A. Vilaysane, J. Chun, M.E. Seamone, W. Wang, R. Chin, S. Hirota, Y. Li, S.A.

Clark, J. Tschopp, K. Trpkov, B. R. Hemmelgarn, P. L. Beck, and D.A. Muruve.

The nlrp3 inflammasome promotes renal inflammation and contributes to ckd. J

Am Soc Nephrol, 21:1732–1744, 2010.

[96] H. Wang, O. Bloom, M. Zhang, J.M. Vishnubhakat, M. Ombrellino, J. Che, A. Fra-

zier, H. Yang, S. Ivanova, L. Borovikova, K.R. Manogue, E. Faist, E. Abraham,

J. Andersson, U. Andersson, P.E. Molina, N.N. Abumrad, A. Sama, and K.J. Tra-

cey. Hmg-1 as a late mediator of endotoxin lethality in mice. Science, 285:248–251,

1999.

[97] C.H. Weber and C. Vincenz. The death domain superfamily: a tale of two inter-

faces? Trends Biochem Sci, 26:475–481, 2001.

[98] S.B. Willingham, I.C. Allen, D.T. Bergstralh, W.J. Brickey, M.T.-H. Huang, D.J.

Taxman, J.A. Duncan, and J.P.-Y. Ting. Nlrp3 (nalp3, cryopyrin) facilitates in vivo

caspase-1 activation, necrosis, and hmgb1 release via inflammasome-dependent

and -independent pathways. J. Immunol., 183:2008–2015, 2009.

72



Literaturverzeichnis

[99] C. Xie, R. Sharma, H. Wang, X.J. Zhou, and C. Mohan. Strain distribution pattern

of susceptibility to immune-mediated nephritis. J Immunol, 172:5047–5055, 2004.

[100] H. Yang, H.S. Hreggvidsdottir, K. Palmblad, H. Wang, M. Ochani, J. Li, B. Lu,

S. Chavan, M. Rosas-Ballina, Y. Al-Abed, S. Akira, A. Bierhaus, H. Erlandsson-

Harris, U. Andersson, and K.J. Tracey. A critical cysteine is required for hmgb1

binding to toll-like receptor 4 and activation of macrophage cytokine release. Proc

Natl Acad Sci U S A, 107:11942–11947, 2010.

[101] R. Zhou, A. Tardivel, B. Thorens, I. Choi, and J. Tschopp. Thioredoxin-interacting

protein links oxidative stress to inflammasome activation. Nat Immunol, 11:136–

140, 2010.

[102] P. Zhu, L. Xie, H.-S. Ding, Q. Gong, J. Yang, and L. Yang. High mobility group

box 1 and kidney diseases (review). Int J Mol Med, 31:763–768, 2013.

73



Danksagung
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an meiner Alma mater einzureichen. Ich möchte mich nochmal herzlich für die Chance bedanken, dass

ich in seiner Forschungsgruppe für drei Monate die Möglichkeit hatte, meine Arbeitstechniken wieder
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