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1 Einleitung

Die Nieren sind ein komplexes Organsystem, makroskopisch lassen sich bereits Rinden-
und Markbezirke erkennen. Detaillierter betrachtet enthalt die Rinde, der sogenann-
te Cortex, die Filtrationseinheiten der Niere in Form der Glomeruli. Die Struktur der
Glomeruli umfasst einen GefaBpol, in der die zu- und abfiihrenden Arteriolen ein- bezie-
hungsweise austreten. Die Arteriolen bilden ein Kapillarknduel, das von einer Kavitat, der
Bowmanschen-Kapsel umgeben ist. Die “Miindung” 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 glomerularen Basalmembran als Filter, iiber den der Primarharn in
Richtung Tubuli frei filtriert wird. Jedoch gilt dies nur fiir Molekiile, die weniger als 10
kDa groB sind. In den Tubuli wird der Primarharn durch die Passage verschiedener tu-
bularer Abschnitte sowohl konzentriert, als auch in seiner Zusammensetzung verandert.
So sind die Nieren dafiir 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 groBen Ein-
fluss auf die Regulation des osmotischen Drucks und auf das Aufrechterhalten der idealen
Verhaltnisse der verschiedenen Mineralstoffe. Die Tubuli der Niere dienen nicht nur der
Resorption, Sekretion und Konzentrierung des Primarharns, sondern produzieren unter

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



1 Einleitung

boliten des oxidativen Stresses unschadlich macht. Die verschiedenen Funktionen zeigen,
dass die Nieren der Siugetiere Organe sind, ohne die ein Uberleben nur zeitlich begrenzt

moglich ware.

Wenn Schadigungen innerhalb der Nieren auftreten, konnen diese durch die Fahigkeit der
Nieren sich teilweise selbst zu regenerieren behoben werden, allerdings ist dieser Repara-
tionsmechanismus eingeschrankt. So zeigen nur einzelne Tubulusabschnitte regenerative
Proliferation solange die Basalmembran intakt ist. Diese Fahigkeit nimmt zudem mit stei-
gendem Alter ab [60]. Im Gegensatz dazu hat das Glomerulum kaum eine Mdglichkeit
sich zu regenerieren. Inzwischen gibt es allerdings Untersuchungen, das eine mdgliche
Regeneration der Glomerula durch sogenannte renale Progenitorzellen (Vorlauferzellen)
moglich ist. Dieser Prozess ist dabei aber stark abhangig von der Schwere der vorliegen-

den glomeruldren Schadigung [67].

Verschiedenste Griinde wie zum Beispiel Kreislaufstérungen, nicht entziindliche Verande-
rungen im lokalen Metabolismus der Niere, oder Entziindungen, die steril oder patho-
geninduziert sein konnen, kénnen zu chronischen Nierenerkrankungen fiihren. Glomeru-
li und/oder Tubuli sind dabei die am haufigsten betroffenen Strukturen in der Niere.
Beziiglich des Glomerulums gilt: Sobald der glomeruldre Schaden ausgeldst ist, tra-
gen weitere Prozesse zur Progression bei. Beispielhaft kdnnen hierfiir stehen: Erstens
die Aktivierung des Komplementsystems, der Gerinnung und der nierenansassigen 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 fiinftens die Veranderung

von hdamodynamischen Gegebenheiten.

Vor diesem Hintergrund ist das Erkennen und die Behandlung von Vorgangen, die zu einer
renalen Dysfunktion fiihren elementar, damit Patienten davor bewahrt werden kdnnen
eine Nierenschadigung zu erleiden, die zu einer akuten oder chronischen Insuffizienz der

Organfunktion fiihren kann. Fiir die Einteilung der chronischen Nierenerkrankung wurde
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im Jahr 1997 von der National Kidney Foundation (NKF) ein System entwickelt, welches
auf der Beurteilung der glomeruldren 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 Veterindrmedizin erfolgt
die Beurteilung und Einteilung von renalen Fehlfunktionen ebenfalls mittels der GFR. Die
International Renal Interest Society (IRIS) hat dafiir Beurteilungskriterien verfasst, die
zusatzlich zur GFR die Serum-Kreatininwerte beriicksichtigt. Chronische Nierenerkran-
kungen gehen mit einem Spektrum verschiedener pathophysiologischer Veranderungen

einher und fiihren immer zu einer progressiven Verschlechterung der GFR.

Entziindliche Prozesse kdnnen in allen Organsystemen auftreten und stellen den Beginn
von akuten und chronischen Erkrankungen dar, die bis zu einer irreversiblen Schadigung
einzelner Organe oder sogar des gesamten Organismus fiihren konnen. Initial liegt immer
eine inflammatorische GefaBreaktion vor, bei der es zu einer primaren vaskularen Weitstel-
lung und Permeabilitatserhéhung des Endothels der GefaBe kommt. Jede Entziindungsre-
aktion ist zudem gekennzeichnet durch leukozytare Zellinfiltration aus der Blutbahn in
das umliegende Gewebe. Primar kommt es zum Ubertritt von neutrophilen Granulozy-
ten, diesen folgt eine Einwanderung von mononukledren 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—aw (TNF-«)), aber auch durch weitere Zytokine und Che-
mokine mediiert. Findet ein Ubergang in ein chronisches Geschehen statt, haben diese
Mediatoren weiterhin proinflammatorische Funktionen. Zusatzlich kommt es zu einer
Aktivierung des adaptiven Immunsystems, das Zellinfiltrat ist dann reich an Lymphozy-
ten. Die Aktivierung von B-Zellen miindet in die Antikorperbildung durch Plasmazellen.
Immunglobulin-M (IgM) wird hierbei auf einen Reiz hin gebildet, der dem Korper das

erste Mal “prasentiert” wird und erst zeitlich versetzt erfolgt eine Immunglobulin-G
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(IgG) Ausschiittung. Residente, d. h. standig im Organ ansassige, phagozytierende Ge-
webemakrophagen (Histiozyten) sind unter anderem residente dendritische Zellen (rDCs)
im interstitiellen Gewebe von Organen. Sie werden den Antigen prasentierenden Zellen
(APC) zugeschrieben und haben, im Gegensatz zu eingewanderten Zellen, eine deutlich
verlingerte Uberlebenszeit von Monaten bis Jahren. Residente DCs sind sowohl Media-
toren der angeborenen Immunitat als auch der erworbenen, adaptiven Immunitat. Durch
ihre verschiedenen Oberflachenrezeptoren, wie zum Beispiel Toll-like Rezeptoren (TLRs),
Rezeptoren fiir Alarmine, Komplement, Zytokine und Fc-Anteile von Immunglobulinen,
konnen sie nach entsprechendem Ligandenkontakt proinflammatorische Zytokine (TNF-
a, Typ 1 Interferon (IFN), IL1-3, 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 Zytokinausschiittung T-Helferzellen, die den initialen Schritt
fir die Antikorperbildung 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 Immunitdt sekundar
aktiviert wird. Die Immunreaktion bleibt bestehen, wenn die Antigeneradikation nicht
adaquat erfolgen konnte, oder ein anhaltender Insult wie zum Beispiel eine Ischimie
vorliegt. Entziindungen konnen sowohl pathogeninduziert als auch steril induziert sein.
In beiden Fallen konnen samtliche Strukturen innerhalb eines Organs betroffen sein. Fiir
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 mononukledren phagozytierenden Zellen stellt eine zentrale Komponente

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

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

chronische Formen konnen mit einem nephrotischen Syndrom assoziiert sein. Das ne-
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phrotische Syndrom ist definiert durch eine einen Proteinverlust iiber den Harn (> 3,5
g/24h), Odeme (durch den verminderten onkotischen Druck und Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Aldosteron Systems), einer Hypoproteindmie sowie einer Hyperlipoprote-
indmie (durch erhohte hepatische Synthese). Durch die funktionelle und anatomische
spezifische Rolle der Nieren treten Veranderungen durch immunpathologische Prozesse
haufiger auf als in jedem anderen Organ. Begiinstigt wird dieser Aspekt durch erstens, die
starke Durchblutung des Organs. Dadurch werden vorhandene Antikorper beziehungs-
weise Antikorperkomplexe 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 Schadigung vermehrt durchlassig wird.
Drittens der Querschnitt der Arteriolen des glomeruldren Kapillarknauels, das der End-
strombahn zugerechnet wird, begiinstigt die Migration von Zellen wahrend entziindlicher
Prozesse. Der lokale Abfall der Durchflussgeschwindigkeit fiihrt einerseits zu einer er-
leichterten Migration von Zellen und andererseits zu einer erleichterten Bindung und
Ablagerung von Antikérpern und Antikorperkomplexen. Alle genannten Aspekte sind
bereits seit den frithen fiinfziger Jahren des vergangenen Jahrhunderts bekannt [33]. Die
Pathogenese der progressive Antikorper-vermittelte GN ist unter anderem bedingt durch
Antikorper, 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 Antikorperbildung. Die Antikorper fiihren
dabei zu Schaden durch ihre Ablagerung beziehungsweise durch Formation sogenann-
ter Antikorperkomplexe, beides fiihrt zu einer erneuten Aktivierung des Komplement-
systems sowie der zellularen und humoralen Immunantwort. IgG- und IgM-haltige An-
tikorperkomplexe sind dabei typische Immunglobuline, die zu einer Aktivierung der klassi-
schen Komplementkaskade fiihren. Progressive Formen der Immunkomplex-vermittelten
GN sind charakterisiert durch Infiltration von mononukledren phagozytierenden Leuko-

zyten in die Glomeruli, glomeruldre Zellproliferation, Matrixdepostition sowie eventuel-
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ler Halbmondbildung und in Einzelfdllen einer Glomerulosklerose. Eine mindestens drei
Schichten umfassende Proliferation des parietalen Blattes der Bowman-Kapsel wurde

dabei als Definition einer glomeruldren Halbmondbildung festgelegt.

Auch bei Katzen und Hunden stellen chronische Nierenerkrankungen die haufigste Form
renaler Schadigung dar. Im veterindrmedizinischen Bereich {iberleben Patienten mit chro-
nischer Nierenerkrankung mit relativ guter Lebensqualitat 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 Fillen 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 infektioser Anamie;
canider Pyometra oder Dirofilariose; Infektion mit felinem Leukamie Virus (FelV), feliner
infektiose Peritonitis (FIP) und feliner progressiver Arthritis; boviner Virus Diarrh6 (BVD)
und boviner afrikanischer Trypanosomiasis; porzinem Dermatitis Nephropathie Syndrom
(PDNS) und porziner chronischer europdischer sowie afrikanischer Schweinepest. Hun-
de und Katzen sind haufiger von GN betroffen als Wiederkauer oder Pferde. Obwohl
die Nieren von Schweinen haufig 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 Antikdrper vermittelt sind, die
direkt gegen die glomeruldre Basalmembran (GBM) gerichtet sind, werden unter dem
Begriff anti-GBM-GN zusammengefasst. Sie finden sich nur bei Hunden und Equiden, die
Griinde hierfiir sind unklar [10]. Die Gruppe der durch Immunkomplexe vermittelten GN
stellt neben der chronischen tubulointerstitiellen Nephritis die haufigste renale Erkran-
kung bei Katzen und Hunden dar [10]. Bis jetzt existiert kaum eine Behandlung, die die
progressiven Schadigungen innerhalb der Niere beheben kann. Klinische und biochemi-

sche Veranderungen werden im Kleintierbereich haufig durch unterstiitzende symptoma-
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tische Therapie gemildert [16]. Nichts desto trotz ware es fiir die Zukunft erstrebenswert,
Behandlungsmethoden zu entwickeln, die den selbst perpetuierenden Prozessen der chro-

nischen Nierenerkrankungen entgegenwirken.

Wie oben bereits erwshnt werden Nierenerkrankungen mit entziindlicher Atiologie von
Zytokinexpression und Zellinfiltration gepragt, die auch eine zentrale Rolle in der Patho-
genese der progressiven immunmediierten GN darstellen. Man unterscheidet zwischen
angeborener und erworbener (adaptiver) Immunitat. Die angeborene Immunitat stellt
ein System der primdren Immunantwort dar, deren Komponenten im Genom verankert
sind und entwicklungsbiologisch hoch konservierte Strukturen erkennen. Im Gegensatz
dazu werden die Molekiile der adaptiven Immunitat spezifisch an eine bestimmte Struk-
tur angepasst. Die angeborene Immunitdt unterscheidet zwischen korpereigenen Mo-
lekiilen, auf die keine Aktivierung erfolgt und “fremden” Molekiilen, sogenannten An-
tigenen, die als solche erkannt werden und eine gezielt auf das Antigen abgestimmte
Zelluldre Immunantwort und Antikorperbildung nach sich ziehen. In den vergangenen
Jahren hat sich eine weitere Aktivierungsmoglichkeit fiir das Immunsystem heraus kristal-
lisiert. Dem angeborenen Immunsystem ist es nicht nur moglich Pathogene, sogenannte
Pathogen Associated Molecule Patterns (PAMPs) zu erkennen und darauf zu reagieren,
sondern auch korpereigener Molekiile, sogenannte Danger Associated Molecule Patterns
(DAMPs) kdnnen eine Reaktion hervorrufen. DAMPs kénnen durch Gewebeschadigung,
Zelluntergang oder Stress auftreten, beispielhaft sind hier Sticksoffmonoxid (NO), Zy-
tokine, Chemokine oder das High-Mobility-Group-Box-1 Protein (HMGB-1) anzufiihren
[19, 72, 78]. DAMPs sind somit korpereigene Molekiile, die durch eine vorliegende Er-
krankung verandert wurden, oder intrazellulare Proteine, die nach Nekrose oder Nekrop-
tose freigesetzt werden [7]. Auf Grund dessen sind DAMPs auch an steril bedingten
Organschadden und -dysfunktionen beteiligt. Immunantworten, die durch Freisetzung von
DAMPs hervorgerufen werden, gleichen denen, die durch PAMPs induziert werden. Der

momentane Stand der nephrologischen Forschung lasst jedoch offen, wie diese Prozesse
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innerhalb des Organs beziehungsweise der Zielzelle konkret ablaufen. Als zellulare 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
fiihrt zu einer Aktivierung des Nuclear-Factor-xB (NF-xB) [74], Interferon (IFN) regula-
torischer Faktoren und mitogen-aktivierter Protein-Kinasen, die die Expression proinflam-
matorischer und Typ | IFN-Gene modulieren. Die oben genannten zelluldren 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 zdhlen zum Beispiel Makrophagen, Monozyten, DCs, neutrophile poly-
morphkernige Granulozyten und Epithelzellen. Aber auch Zellen, die dem erworbenen
Immunsystem zugerechnet werden, haben die Fahigkeit iiber PRRs auf DAMPs und
PAMPs zu reagieren. PRRS, die der Gruppe der NLR zugeschrieben werden, kénnen so-
genannte Inflammasome bilden. Einige dieser Inflammasome sind befahigt, die Maturie-
rung proinflammatorischer Zytokine zu prozessieren und sie fiir 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-«, dies konnte sowohl
experimentell als auch klinisch fiir die humane GN [4] nachgewiesen werden. Gleiches gilt
auch fiir die renale Schadigung im Bereich des Tubulointerstitiums [29, 38, 79, 95]. Trotz
der unterschiedlichen Struktur von IL-1 und TNF-« und der Bindung an unterschiedliche
Rezeptoren, teilen sie viele biologische Funktionen. Dazu gehéren zum Beispiel: Erstens,
die induzierte Expression der Leukozyten-Adhasionsmolekiile (unter anderem Intracellu-
lar Adhesion Molekule 1 (ICAM1) und Vascular Cell Adhesion Molekule 1 (VCAMLI).
Zweitens, die Induktion anderer Zytokine und Chemokine wie die Interleukine- (IL) 2,
6, 8 und Monocyte Chemotactic Protein 1 (MCP1/CCL2) und drittens die erhdhte Ex-
pression anderer inflammatorischer Faktoren wie der Inducible Nitirc Oxide Synthetase

(iNOS), Metalloproteinasen und Gewebefaktoren. Die Beteiligung von IL-1 und TNF-«
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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
iiberwiegend Leukozyten an der Bereitstellung von IL-1 beteiligt sind und dass IL-17
iber 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-1/ und
IL-18 ist unter anderem abhangig von Inflammasomen. Infammasome stellen intrazel-
lulare, zytoplasmatische Makromolekiile dar, deren Einzelkomponenten sich nach der
Aktivierung von NLRs zusammenlagern und das IL-1 Converting Enzyme (Caspase-1)
in seine aktive Form iiberfiihren. Aktivierte Caspase—1 hat iiber vierzig verschiedene
Substrate, die es prozessieren kann [77]. Zu diesen zéhlen auch die “Pro-Formen” der
proinflammatorischen Zytokine IL-1/5 und IL-18. Die Bereitstellung von maturiertem,
sezernierbarem IL-15 und IL-18 beinhaltet zwei aufeinander folgende Schritte: Erstens
die NF-xB abhangige Induktion der mRNA Expression und Translation der “Pro-Formen”
dieser Zytokine und zweitens eine sich daran anschlieBende intrazelluldre Spaltung der
Prozytokine in ihre aktivierte Form und deren extrazellulare Freisetzung. Der zweite
Schritt dieser Kaskade ist direkt abhangig von Inflammasomen wie zum Beispiel dem
NLRP3-Inflammasom [26, 53]. Fiir das NLRP3-Inflammasom, das nach der intrazel-
lularen Aggregation mehrerer aktivierter NLRP3- und Asc-Molekiile 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 iiberwiegend in Makrophagen und dendritischen Zellen (DCs) erfolgt [11, 12],
gleiches gilt fiir NLRP3 [76, 55]. Laudisi et. al konnten in vitro eine IL-15—-Aktivierung
in phagozytierenden Makrophagen nachweisen die durch das NLRP3-Inflammasom ver-
mittelt wird [45]. Makrophagen und DCs stellen auch wahren der chronischen Phase
von Nierenerkrankungen neben Lymphozyten die am haufigsten vertretenen leukozytaren

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

in ihrer Atiologie eine IL-13 Beteiligung aufweisen.
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2 Literatur

2.1 Interleukin—1

Mitglieder der IL=1-Familie spielen wahrend Entziindungsreaktionen eine tragende Rol-
le. Der IL-1 Familie zugerechnete Interleukine sind verantwortlich fiir die Expression
von Adhasionsmolekiilen 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 verstarken die Schmerz-
empfindlichkeit [11]. IL-1¢c, IL-13 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-1«
und IL-15 blockiert [13]. Das Fehlen dieses Antagonisten fiihrt zu lebensbedrohlichen
autoimmunvermittelten entziindlichen Erkrankungen der Haut und Knochen. |L-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 fiir 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 Entziindungen beteiligt sind,
beispielsweise Gicht und Diabetes Typ 2. Als proinflammatorisches Zytokin ist besonders
IL-13 hervorzuheben, es ist ein ,,Schliisselmediator “ bei Entziindungen und Infektionen.
T— und B-Lymphozyten werden durch IL-15 stimuliert, zudem ist es an der Aktivierung

von Makrophagen und Natural-Killer (NK) Zellen beteiligt. IL-15 induziert seine eigene
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Synthese sowie die Synthese anderer inflammatorischer Mediatoren wie TNF oder IL-6.

IL-17 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 iiberwiegende Anteil von aktivem IL1-/3 wird von aktivierten Zellen der myeloiden Li-
nie gebildet, zum Beispiel Makrophagen, Monozyten, DCs, Kupferschen—Sternzellen der
Leber und neutrophilen Granulozyten [49]. IL-17 wird als 31 kDa groBe Proform gebildet.
Die Uberfiihrung von pro-IL=18, der nicht sezernierbaren zytoplasmatischen Form des
Zytokins, in seine sezernierbare Form, wird durch Abspaltung einer Aminosauresequenz
gesteuert. Das Produkt ist das 17 kDa groBe, biologisch aktive, sezernierbare IL-13.
Das erste Signal fiir die Bildung von IL-15 stellen DAMPs und PAMPs dar. Mitglie-
der beider Gruppen aktivieren PRRs, zu denen auch die NLR-Familie zahlt. PRRs sind
unter anderem in und auf Makrophagen sowie DCs nachweisbar [50]. Die Bindung von
DAMPs/PAMPs an PRRs induziert unter anderem die NF-xB-abhangige Genexpression
von pro IL-15 [7, 40]. Dieses Priming ist jedoch nicht ausreichend, um eine ,, Konver-
tierungskaskade “ von pro—IL13 anzustoBen, es bendtigt zusatzliche synergistische Fak-
toren (siehe 2.2 Inflammasomkomponenten). Die Konvertierung von pro IL-1/ wird
neben anderen Molekiilen 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-1/5, welches von
den produzierenden Zellen sezerniert wird und als proinflammatorischer Mediator wirkt.
IL-1/53 hat eine positive Riickkopplung beziiglich der Translation/Transkription von pro—
IL13. Diese proinflammatorischen Riickkopplung setzt die Bindung von IL-1/3 an den
IL-1R1 voraus, dies fiihrt zu einer Aktivierung des Adaptermolekiils Myeloid Differentia-
tion Primary Response Gene 88 (MyD88). MyD88 aktiviert seinerseits NF-xB, welches

wiederum intranukleadr die Transkription der entsprechenden IL-15 Zielgene aktiviert.
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In verschieden Modellen fiir chronische tubulointerstitielle Nierenschaden liegen Unter-
suchungen vor, die ein pathophysiologische Rolle von Infammasom-aktiviertem IL-153
belegen. So konnten Vilaysane et. al. in einem Modell der unilateralen Ureterobstruktion
(UUO) zeigen, dass es in Nirp3-defizienten Mausen zu einer Reduktion der Caspase—1-
Aktivitat und einer verringerten Maturierung und Sezernierung von IL-1( sowie I1L-18
kommt. Die Untersuchungen wurden auch in Knochenmark-Chimeren durchgefiihrt. Die
Chimaren hatten entweder eine Nlrp3-Defizienz ausschlieBlich in ihren Knochenmarks-
zellen oder umgekehrt Wildtyp-Knochenmarkszellen wurden Nlrp3-defizienten Mausen
injiziert, nachdem das Knochenmark des Empfangertieres durch Bestrahlung mit einer
Casiumquelle abladiert worden war. Nlrp3-Defizienz fiihrte in diesen Versuchen sowohl in
hamatopoetischen als auch nicht-hamatopoetischen zellularen Kompartimenten zu einer
herabgesetzten inflammatorischen Reaktion [95]. Ein weiteres Modell einer tubulointers-
titiellen Nierenschadigung, hervorgerufen durch Kalziumoxalat, konnte darstellen, dass
die Nephropathie durch die Depletion von DCs oder die Antagonisierung von IL-1 zu ei-
ner Verringerung der Nierenfunktionsstorung fiihrte [63]. Zudem konnte in den von Mulay
et al. durchgefiihrten Untersuchungen eine Adenosin-Tri-Phosphat (ATP) abhangige In-
duktion des NLRP3-haltigen Inflammasoms nachgewiesen werden. Der Mechanismus der
dafiir zugrunde liegt ist folgender, extrazellulares ATP stellt einen der Aktivierungsreize
fiir das NLRP3-Inflammasom dar. Bei renalen Ischamie-Reperfusionsschaden (Ischemia
Reperfusion Injury, IRI), die auch zu tubulointerstitiellen Schadigungen fiihren, wur-
de durch Shigeoka et. al. gezeigt, dass sowohl NLRP3 als auch sein Adaptermolekiil
Apoptosis-associated-Speck-like-protein Containing a CARD oder kurz ASC, in hohem
MaB in renalen epithelialen Tubuluszellen exprimiert sind. Das Fehlen von NLRP3, aber
nicht das von ASC, reduzierte die von der IRl hervorgerufenene Nierenschadigung im
Bereich des Tubulointerstitiums [79]. Fiir tubulointerstitielle Schadigungen die durch
entziindliche Prozesse hervorgerufen sind, lasst sich somit eine Beteiligung des NLRP3-

Inflammasoms postulieren.

In einem Modell fiir eine Immunkomplex-vermittelte GN (heterologe Nephrotoxische
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Serum Nephritis (NTN)) reduzierte eine Vorbehandlung von Ratten mit anti—IL-1/5-
Antikorpern 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 Mausen belegen, dass das Fehlen von IL-13 zu
einer Reduktion zelluldrer Mediatoren flihrt und zusatzlich eine verminderte Bildung glo-

meruldrer Halbmonde auftritt [86].

Fiir die Simulation einer progressiven Immunkomplex-vermittelten GN, bei der eine |L—
13 Induktion beschrieben ist steht das Modell der autologen NTN zur Verfiigung. Die

Hintergriinde des NTN Modells sind unter 2.4 beschrieben.

2.2 Inflammasomkomponenten

Komponenten der Inflammasome sind Molekiile, die den PRRs zugeschrieben werden und
nach ihrer Aktivierung befahigt sind, pro—Caspase-1 in seine aktive Form zu {iberfiihren.
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—IL15 in seine sezernierbare Form steuert, ebenfalls ist eine Ma-
turierung von pro—IL-18 in seine funktionsfahige Form beschrieben [41]. Caspase-1 ist
der Klasse der Mammalia eigen und kann in Vertebraten, die keine Saugetiere 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-Molekiile besitzen zwei Domanen die immer vorhan-
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den sind, eine Leucine-Rich—Repeat (LRR) Domane, die den Inflammasomen zur Erken-
nung von PAMPs/DAMPs dient [13] und eine Nukleotidbindungs—Doméane (NACHT),
die fiir die Oligomerisierung des Inflammasom—Komplexes notwendig ist. Einige der NLR-
Familie angehorenden Molekiile besitzen eine CARD, die sie zu einer direkten Bindung
an pro—Caspase—1 befdhigt. Fehlt diese CARD, wie zum Beispiel im Fall von NLRP3,
erfolgt die pro—Caspase—1 Bindung indirekt iiber das Adaptermolekiil ASC [83]. Die am
haufigsten festgestellte Folge der Caspase—1 Aktivierung ist eine schnelle Sekretion von

IL-13.

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) Domaéne aufweisen. Diese Domane ist auch unter dem Namen PYRIN,
DPIN oder Pyd bekannt. Verschiedene Proteine dieser Familie sind in Aktivierungssi-
gnalwegen fiir NF-xB und pro—Caspase—-1 involviert. Die NF-xB—Transkriptionsfaktoren
migrieren in den Nukleus und aktivieren Promotoren verschiedener Zielgene, unter ande-
rem den von pro—IL1/3 und pro—Caspase—1. PAADs sind durch verschieden Proteine re-
prasentiert, die in Zusammenhang mit Entziindungen 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 entziindliche Nierenbeteiligung aufweisen und
den Schluss nahe legen, dass die Mitglieder der PAAD-Familie ebenfalls an entziindlichen

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

Die NLR Genfamilie besteht beim Menschen aus 22 Mitgliedern, bei Mausen aus 35 und
bei Pflanzen aus mehreren Hundert [76]. Es handelt sich somit um eine hoch konservierte
Genfamilie, die sich iiber die Artengrenzen hinweg in verschiedenen eukaryontischen Spe-
zies wieder finden ldsst. Alle Mitglieder der NOD-like-Rezeptor (NLR) Familie besitzen

eine zentrale NACHT—-Domane und in den meisten Fallen eine C-terminale LRR—Domane.
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Ist ein CARD wie im Fall von NLRP1 vorhanden wird kein ASC fiir die Aktivierung von
pro—Caspase—1 benotigt. Dies gilt fiir nicht fiir NRLP3, hier erfolgt eine Bindung einer
CARD iiber ein Pyrin Domane (PYD) die das NLRP3 Molekiil aufweist.

ASC gehort zu einer Untergruppe der PAADs, die ein Death Domain Fold (DDF) auf-
weisen. Seinen Namen erhielt das Protein durch seine Fahigkeit, apoptotische Vorgange
durch Kondensation von cytosolischen “Speck Structures” zu triggern [57]. Die Mitglie-
der der DDF=Subfamilie besitzen verschiedene Proteindomanen, zwei dieser Domanen
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 NHo-terminale PYD und zusatzlich ein CO-OH-terminales CARD aufweist. Beide
Domanen sind elementar zur Bildung des NLRP3-Inflammasomkomplexexs. ASC wird

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

Die Bildung eines Inflammasomkomplexes ist nicht nur der Zusammenschluss eines
NLRP3- mit einem ASC-Molekiil, sondern es bildet sich ein Oligomer mit der Form
einer Radspeiche aus, welches effizient Pro-Caspase—1 in Caspase—1 iiberfiihrt. Aktivie-
rung von Molekiilen der NLR-Familie erfolgt nicht fiir alle Inflammasome gleich, sondern
es existieren fiir jedes Inflammasom spezifische Erkennungsmuster, die zur Aktivierung
fiihren. Es sind mehrere Ansatze fiir die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms und so-
mit auch der NLRP3-Inflammasom Oligomerisierung beschrieben. Jede IL-13-Sekretion
bendtigt zwei aufeinander folgende Signale, wobei das erste Signal immer eine PAMP-
oder DAMP-vermittelte Bereitstellung von pro-IL-13 darstellt [30, 76]. Als zweites Si-
gnal, das letztendlich zur Aktivierung des Inflammasoms fiihrt, sind folgende beschrie-
ben worden: Erstens, eine erhohte extrazellulare AT P-Konzentration, sie ermdglicht nach
Aktivierung des ATP-ahangigen P2X7-Rezeptros das Einschleusen von PAMPs/DAMPs
iber geoffnete Pannexin-1-Poren oder zweitens, zellularer Stress, fiir 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 ermdglichen [43]. Der Efflux von intra-
zellularem Kalium stellt einen essentiellen Vorgang bei der Inflammasomaktivierung dar,
ohne den diese nicht ablauft. Der momentane Stand der Forschung liefert bis dato je-
doch noch keinen Erklarungsansatz, durch welches Signal dieser Kaliumefflux gesteuert
wird. Fiir das NLRP3-Inflammasom ist auch beschrieben, dass eine Aktivierung iiber
phagozytierte Partikel oder Kristalle erfolgen kann. Hierbei rupturieren lysosomale Kom-
partimente und dadurch freigesetzte lysosomale Proteasen, wie Cathepsin-B fiihren zu
einer Aktivierung der inflammasom-vermittelten IL-1/3-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 Aminosiuresequenz ist in allen Sdugetierarten
zu 98,5 % identisch [51]. HMGB-1 ist ein potenter Mediator entziindlicher Prozes-
se, beispielhaft hierfiir 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 zelluldren Stress durch
Acetylierung vom Chromatin abgelost wird. Dadurch gelangt es in das zytoplasmatische
Kompartiment und wird von dort via Vesikel in den extrazelluldren Raum sezerniert. Bei
Patienten mit septischen Geschehen, beziehungsweise Lipopolysaccharid (LPS) induzier-
ten Endotoxindmien, konnen erhohte Serumspiegel von HMGB—-1 nachgewiesen werden
[96]. Eine passive Immunisierung mit HMGB-1-neutralisierenden Antikérpern fiihrte zu
einem geringeren Organschaden im Rahmen entziindlicher Geschehen [42, 73, 96]. Extra-
zellulares HMGB-1 triggert Entziindungsprozesse zum Beispiel durch Rekrutierung von
Leukozyten an den Ort des Gewebeschadens, durch Interaktion mit dem Rezeptor fiir
“Advanced Glycation End-Products” (RAGE), oder bewirkt weitere Zytokinfreisetzung.
TLRs wie TLR2 und TLR4 sind Rezeptoren fiir HMGB-1. Die Aktivierung von TLR2
beziehungsweise TLR4 fiihrt iiber das Adaptermolekiil MyD88 zu einer Aktivierung von
NF—«B, der die Transkiption von Leukozytenadhasions—Molekiilen, proinflammatorischen
Chemokinen und Zytokinen (wie zum Beispiel IL-1/3) induziert. Dieser Prozess findet un-
ter anderem in hiamatopoetischen Zellen wie Makrophagen statt [100]. Dadurch werden
entziindliche Prozesse gefordert [65]. Neue Studien belegen, dass die Freisetzung von

HMGB-1 aus aktivierten Immunzellen auch Inflammasom-vermittelt sein kann [42, 51].

24



2 Literatur

2.4 Nephrotoxische Serum—Nephritis

Die NTN stellt ein Modell einer Immunkomplex-vermittelten progressiven GN mit Akti-
vierung des Komplementsystems dar. Die Pathophysiologie wurde fiir das autologe und
heterolge NTN-Modell erstmals 1936 von Smadel und Kollegen beschrieben [81]. In den
friihen vierziger Jahren des vorigen Jahrhunderts wurde durch Kay et. al. ein Zusammen-
hang zwischen den Symptomen der renalen Schadigung und die durch die NTN-Induktion
stattfindende Antikorperbildung auf das injizierte Antiserum gesehen [35]. Uber 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 Praparation der GBM der ersten Spezies immunisiert wird. Das gewon-
nene heterologe, polyklonale Antiserum ( “nephrotoxisches Serum” ) wird der zu testenden
Spezies intravends injiziert, wobei sich die enthalten Immunglobuline im Anschluss daran
entlang der GBM ablagern. Zusatzlich kommt es zu einer humoralen Immunantwort mit
Bildung von autologen Antikorpern im Empfangertier, die je nach verwendeter Spezies

und des verwendeten nephrotoxischen Serums in ihrer Starke variiert.

Die NTN kann in ein heterologes und ein autologes Modell unterteilt werden. Fiir das he-
terologe Modell wird eine Dosis des nephrotoxischen Serums verwendet die zu Schadigung
der Nieren fiihrt. 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 Praimmunisation des Tiers
mit Immunglobulinen der Spenderspezies durchgefiihrt, 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 fiihrt.
Die primar stattfindende Aktivierung des Komplementsystems, innerhalb dieser Modelle,
erfolgt liber die Fc-Domane der abgelagerten polyklonalen IgG Antikorper 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 Antikorper und fiihrt 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 Cha und
Chb fiihrt. Cha steuert hauptsachlich die Infiltration und Aktivierung von neutrophilen
Granulozyten und Makrophagen [69] in der primdren akuten Phase. Lytisch wirkende
Komplementfaktoren, wie die Komplementfaktoren C5 bis C9 und deren Spaltprodukte,
die einen sogenannten Membran-Angriffs-Komplex (MAK) bilden, kénnen 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 sekundar zu einer autologen Immunglo-
bulinproduktion von IgM und IgG gegen das verwendete nephritogene Serum, dadurch
wird die Komplementaktivierung und Immunkomplexbildung weiter verstarkt. Der Grund
hierfiir ist, dass die gebildeten autologen Antikdrper Immunkomplexe mit dem verabreich-
tem und glomerular abelagerten heterologen Immunglobulinen bilden. Hinsichtlich der
Fahigkeit zur humoralen Immunantwort konnte in dem verwendeten autologen NTN Mo-
dell bereits nachgewiesen werden, dass in Tieren, die eine Defizienz fiir CD28 aufweisen,
nur eine abgeschwachte Induktion der Immunkomplex-vermittelten GN mit nephrotoxi-
schem Kaninchenserum moglich war. Die CD28-defizienten Tiere zeigten eine gestorte
Fahigkeit beziiglich der B-Zell Aktivierung und entwickelten, verglichen mit Wildtyp-

C57BL/6 Mausen, niedrigere Maus-anti-Kaninchen IgG Antikorpertiter im Serum [64].
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CD28 ist ein Kofaktor auf T-Zellen, der fiir die Aktivierung dieser Zellreihe notwendig ist
und sekundar auch an der B-Zell Aktivierung beteiligt ist. AuBerdem konnte in CD28-
defizienten Tieren keine glomeruldre Ablagerung von autologem Maus-anti-Kaninchen-
lgG nach erfolgter Immunisierung mit Kaninchen-anti-Maus-GBM Antikorper 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 abhangig von
B-Zellen/Plasmazellen ist und somit auch die damit verbundene Antikorperproduktion
gegen die glomerular abgelagerten Immunglobulins des nephrotoxischen Serums. Ande-
re Untersuchungen zeigen, dass die lokale und systemische humorale Immunantwort in
Mausen, die defizient beziiglich der p-Ketten von Immunglobulinen waren, zu einer ver-
minderten Induktion der autologen NTN fiihrte, da diese Tiere auf Grund ihrer Genetik

keine B-Zell vermittelte I|gG Produktion aufweisen [71].

Im Modell der autologen NTN konnten die Untersuchungen von Tipping et. al. zudem ei-
ne Th1-Zell abhdngige Immunantwort nachweisen [89]. Th1-Zellen sind eine Untergruppe
von CD4 positiven T-Lymphozyten, die durch INF—y oder TNF—« aktiviert werden. Im
weiteren Verlauf sezernieren aktivierte Th1-Zellen selbst INF—y, welches die zellulare und
humorale Immunantwort in der autologen NTN weiter stimuliert und dadurch wesentlich
zur Progression der Nierenschidigung beitragt [89]. Fiir 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 fiihrt 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 abhangig von der Linie des Mausstammes, der fiir die Untersuchungen
verwendet wird. Es wurde gezeigt, das Inzuchtstimme von Mausen im z. B. C57BL/6
oder Sv/129 Hintergrund eine optimal ausgepragte NTN entwickeln, wohingegen in z.
B. BALB/c oder C3H kaum oder nur geringgradige Veranderungen nach Applikation des
nephritogenen Serums induziert wurden [27, 99]. Dieses Phanomen ist begriindet 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 durchgefiihrten Untersuchungen dieser Arbeit wurden diese Aspekte beriicksichtigt.
Alle verwendeten Mauslinien lagen in einem C57BL/6 Hintergrund vor und transge-
ne Tiere wurden iiber mindestens sieben Generationen in einen C57BL/6 Hintergrund

riickgekreuzt.

2.5 Arbeitshypothese

Zusammenfassend haben die oben erwahnten Sachverhalte bereits die pathophysiologi-
sche Rolle von IL1-3 im Rahmen der antikérpervermittelten GN gezeigt. Das NLRP3-
Inflammasom ist an der Prozessierung und Sezernierung von IL1-3 wesentlich beteiligt.
Als Hauptquelle der IL-15-Produktion wahrend entziindlicher Prozesse sind DCs zu se-
hen. Die NTN ist ein Modell fiir antikérpervermittelte GN, die in ihrer autologen Phase
von DCs und Thl-Zell vermittelt wird. Sie zeigt das Bild einer verspateten Hypersen-
sitivitatsreaktion, welches auch die Grundlage der antikorpervermittelten progressiven
GN ist. Der vorliegenden Arbeit liegt daher die Hypothese zugrunde, dass eine NLRP3-
Inflammasom-abhangige Bildung von IL-1/ wesentlich zur entziindlichen Schadigung im
autologen NTN-Modell der Immunkomplex-GN beitragt. Der Nachweis einer derartigen
proinflammatorischen Rolle wiirde das NLRP3-Inflammasom als potentielle Zielstruktur
fiir eine entziindungshemmende Therapie wahrend einer Immunkomplex-GN identifizie-

ren.

Folgende Fragen sollten daher durch diese Arbeit geklart werden: Fiihrt eine Defizienz
der Inflammasomkomponenten NLRP3 oder ASC zu einer verminderten Maturierung
und Sezernierung von IL-15 im autologen Modell der NTN? Wird dadurch ebenfalls die
renale Schadigung, die durch die Immunreaktionen auf die glomerular abgelagerten ne-
phritogenen Immunkomplexe hervorgerufen werden, gemildert? Stellen die dendritischen
Zellen wahrend der autologen NTN die Hauptquelle fiir 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 Mause,
mit einer Defizienz fiir [I1rl und Myd88 untersucht, um Effekte einer unterbrochenen
IL-13-Signaltransduktion durch Fehlen des Rezeptors (IL-1R1) beziehungsweise des Ad-

apterproteins (MyD88) zu charakterisieren.
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The NLRP3/ASC inflammasome promotes
T-cell-dependent immune complex
glomerulonephritis by canonical and noncanonical

mechanisms

Kirstin Andersen’, Mums Eltrich, Julia Lichtnekert', Hans-loachim Anders’ and Volker Vielhausr'
" Waphvalogischas Zontram, Modizinische Kimik wna Polklndk 1 K0tk der Uinkversingt Mamehan, Lidwlg-sadmi lans-Linkersiny

Muriah, Mumlch, Garmany

Interdeukin {ILF1} contribuwtes to remal injury in immune
comiples glomerul onephritis. However, production of mat ure
IL-1} depends on activation of the inflammaso me that
cleaves prodL-1]F into its secretable form. A functional role
of the NLRF3-containing inflmmasome, which responds

to various endogenous danger signals, was found in
tubulointerstitial mephno pathies, but its function in
glomenlar disease has not been established. To determine
w het her NLRP3 and its adapter molecule ASC contribute to
glomerul onephritis, we induced T-cell-dependent auto logous
nephrotoxic serum nephrits in Mrp3- and Asc-deficient mice.
Renal expression of NLRPIASC inflammasome components
and pro-IL-1[ increased durng nephrotoxic serum nephrts
and was abundant in renal dendrit ic cells. This was associated
with renal production of matuse IL-1[, Indicating
inflammasome activation. Mip3 and Asc deficiency
significanthy attenuated glomenlar injury, renal leukocyte
infiltration, and T-cell activation. Production of mature IL-1 [}
was abrogated in Asc-deficient mice. consistent with a loss of
inflammasome-depandent IL-1[ activation. Surprisingly. renal
IL-1j} secretion remained intact in Mip3-deficient mice,

il cating noncanonical pro-inflammatory effeots of NLRP3 in
autologous nephrotoxic serum nephritic This may inchude
NLRPF3-mediated glomenlar release of pro-inflammatory
high-mobil ity group box 1 protein as a noncanonical function
of MLRPI/ASC in ghomenlonephritis. Thus, therapewtic
blockade of the NLRP3/ASCAL-1[F axis may be bereficial in
g bowweeral enrvprhy it £
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Chronic  glomerulonephritis {GN) & often  cosed by
glomerulir deposition or in sty Boetion of fmmunse
complexes, which trigger an adaptive humoral and cellubar
e phritoge nic immune maponse towand phnted glomerular
antigens. ™ Studiss in autologous  nephmtosic  serum
nephrits {NTH, a mdent model of immuone comples—
medisted, T-cell-dependent |:rf:-grasiue crescentic  GN,
demoratrated the esential mle of pro-infbommas tory oyto-
kines such o imterlenkin {IL)1 and tomor necrodis factor
[TNE) in immune complx-medisied GN.Z Amlvsis of
murne bose marrow chimeras with autolegow KNTH
suggested that leukocyte-derived [L-1[ interacts with reial
cellexpresed [L-1 meeptor 1 {IL-1R1) to promote glomeer-
ular dmjury.®

[ comteast to other cytokines, secretion of sctive [L-13
[annd [L- 18] requires two activation stepa. Fist, cell must be
primed to induce nuclear factor-kB-mediated expression of
pro-IL- 1 Secomnd, the immature pro-cytokine i3 enoomati-
aally ceaved linto the biologically active fomm by oytosalic
caspase-1. The clervage-induced activation and secretion
of IL-1f is sigmaled by several cyiosolic NOD-like
receptom [MLRa) or the HIN-200 fanily member ATM2S
These proteins respoid to micmobial pathogen-asociated
molecular patterms. or host-derived damage -msociated mwle-
cubar patteris to form large multimede protein complexes,
the inflimmasomes. [nflimmesomes recruit and activale
caspase- 1 either directly or thmough e adapbor protein ASC
[apoplodi-mmeociated  dpeck-like  protein  contaiming 2
CARD), leading to cwmpase-1 clavage and subsequent
sctivation of [L-1[* The NLRP3-containing infbmmasome
converts a wide spectrum of micmobial and endogenous
riggers into capase-1 activation aind [L-1[ secretion
Endogenous triggers include uric acid erystak, cholesteral
cryalak, amvloid crystak, or high glueose levels® Additional
inducers of the NLEP3 inflimmesome are extracellubar
ATE oxidative stresa, or biglvean, all of which can con-
tribute b remmal cell injury” Comstently, MNirp3-deficient
mice secreted less mnal [L-1[ and developed less menal
damoge during ischemiyireperfsion injury,™" wailiteral
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ureteral obstruction,® and oxlite uepl:mmllrg.-.”‘“ thres
maadels of tubulointeratitial disexe.

[n contrast, we could not demomstmie activation of
caspaie-l amd remal relesse of mature [L-1F in scute
IaeLemhgaus NTH, a GN model iumll.-ing inmate but o
adaptive imumuie effector inechan iams ¥ Consistently, N3
and Aw deficiency did mot ameliorate menal disease in this
visde] 13 T v, renal dendritic cella (D03, but not intdmsic
glomerular cells, secreted [L-1[ upon NLEP3 sctivation,
although this apparently did not occur in heterologous NTH
it a0 However, reml D08 aoquine 4 pro- in M matory
plenatype and become pathogenic durng the prokaged
course of autokgous NTN. They exprss higher leveb of
coatimulatory  maolecules, produce THE  and  present
nephtogenic antigend to T cells, which are activated "5
Together with the previowsly demomtrated role of leukocy te-
derved [L-1[ in T-cell-dependent GN* these data suggest a
potential contibution of the DC-expressed NLRP3SASC
i flainmedome b renal [L-1[ production and kidmey injumny
in autoksgous NTH.

We therefiore Iy po thesteed that the NLEP3 inflamoma some
dives glomerubr immunopathology o chromic  T-cell-
dependent imimune comples GN. We tested this Iy pathesis
expeimentally by inducing autologous NTN in Nirp3- and
Asc-deficient mice and characterized their phemotype in
companaon with wild-tpe mice. Our data demoistrate for
the firat time a fusctional contrbution of MLRP3 and ASC o
glomerular disease.

RESULTS

Expreddion of MLRPI/ASC inflammasome components and
mature IL-1f is induced in autologous NTH

To determine whether the NLRP3  infammasome  was
expressed and activated in semal injury during autologows
NTH, we siudied mnal mENA levek of inflammasome
components and the prod oction of matue [L-1[ innephatic
wild-type kidneys. The mBNA expresion of NLRP3, ASC,
pro-caspase-1, and pro-[L-1[, bui sot of pro-IL- 18, was
markedly induced in NTN kidmeys (Figure 1a). Exprsaion
ammlvils of other potemtial inflmesome -forming  ad
[L-1[i-activating NLEs argued sgaimt an umspecific induc-
tion during NTH, as NLRP1b, but mot NLRP12, mRENA
incrensed in neplritic kidisevs (Figure 1a). The infam -
some componeits NLEP3, ASC, and pro-cupae-1 were
preferentially expressed in CD11e” DOs isolated from NTH
kidnevs compared with lower expression in reml tssue
depleted for CO1e” cells, ie, CDN1e leukoeyte subiets
and remal parenchymal cells (Figure 1b). [mportantly,
increasing amounts of cleaved, mature [L-1[ protein could
he detected in NTN kdnes JFigure 1e). Tf!&élh&r with our
previows findings of absent [L-1[ mofumtion in glomeruli
and nonimmune glomerular celb® and the reporied role of
lewkaoe yvie- derived, but sot of parenchyvimal cell-derived, [L- 15
in GNE these data suggest an important contribution of the
MLREPAASC inflmomasome expresed in reml DCa to [L- 10
production and renal injury during aulologous NTH.
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Nlrp3 and Aic deficiency improves renal function in
auitologois NTM

T imvestigate the putative function of the NLRP3/ASC
inflarmmasoame in immuone complex GN, we induced auto-
legous WNTN in Nlrp3- and As-deficient mice, and in iI-107-
and Mypwlss-deficient mice with deficient [L-1[ sigmaling
due to bick of its receptor or sigmling sdapler malecule,
respectively. Wild-type mice developed progresaive albumi-
i Froin day 7 to day 21, Tn NIrpd- aind Ase-deficient mice,
albuminuria was significantly reduced throughout the study
period, whereas it did not develop in mice lacking [L-1R1 or
miyeloid differentintion pimary respoise gene 88 [MyDHS;
Figure 2a). Seruim hypoalbumisemda sind ipercholesterale-
i were present inwild-type mice on day 21, consistent with
e phrotic syidrome. These parameters improved in Nip3-
and As-deficient mice, and were nol significantly different
from healthy wild-ty pe mice in I5-Ir- and Mplss-knockout
stmins {Figure 2b). Serum uma kvek wer substantially
elevated in wild-type mice with NTN, but decresad in
Mlipd-, Ase-, 1-1e1-, and Mislss-deficient mice (Figure 2hb).
Thus, Nrpd and Ase deficiency significantly improved fune-
tiomal parmeters of autologous NTH, and absent IL-10
sigimaling capacity in MT-rl- and Mpdds-deficient mice
substantially protected from functional alterations. OF note,
[L-1R1 & abko sctivated by [L-1%, and the sigmaling adspter
MyDds additomlly mediates pro-inflammatory effects of
Toll-like receptors. Baotl [L-1% and Toll-like receptors comnt ri-
bute to the pathogenesis of NTHS® and simulianeouws
blocksde of theswe medistors together with [L-106 sigmaling
ey expliin the highly pmtective phematype in I-Tel- and
Mdyulf s deficient mice.

Nilrp3 and Aic deficiency attenuates glomerular injury in
aiitol egois NTM

D mmsed albuminuria indicated educed glomerubir fmjury
in Nirpd- and Asw-deficient mice compared with wild-type
mice. Comitently, amlysis of glomerubir Gbasoid necrosis,
crescent formation, aind the number of preserved podaocytes
demaomstrated less glomerular pathology in Nipd- and
Ase-deficient mice eompared with wild type [Figure 3 and bl
[ sddition, secondary (ubulsintestitial injury sigmificantly
decieased in Nlrpd- and As-deficient mice (Figume 3e).
Crlommeerular and tobuleinte mritil injury was minimal in mice
lacking [L-1R1 or MyDE8 (Figure 3a, b, and e). Together, the
MLEP3 inflyimincasome comtributed 10 el injury in the
autalogo s NTH maodel of iminune comples GN.

MLRP3 amd ASC promote leukooyt e reonsitment in

autel ogous NTH

[nfiltrating reml leukocytes were quantitated by fow
evtomelny af reml single-cell suspemsions and dmonsohis-
toc hemdstry on day 21 of NTH. Flow cytometry pevealed
rero laccuim uby tion of mononuclesr plagocytes and Teelk in
wild-type mice, which was significantly decressed in Nrp3-
and As-deficient mice and was meduced furiber in mice
lacking [L-1R1 and MyDER (Figure 42). Only numbers of
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Figure 1 | Adtiva tion of the inflammasome in mice during autologous nephroboxic serwm nephritis (NTH]. (a) Aenal mANA expression of
interleulin {IL)-1[Factivadng inflammasame co enits was anal in contrd and nepheitic wild-type (6T mice on day 21 of NTM
CQuanttative real-time POA reveslad sgrificantly inducead mAMNAs for MUAPY {NODHik= receptar family, pyrin domain comaining 3), ASC

| apaptods-awaciated speciclilos protein cantaining a CARD), pro-caspase-1, pm-IL-1 i and NLAP 1k, but not pra-L- 18 and MLAP12, in nephritic
kidneys. POR results were narmalized o 185 rANA & xpres sion used as reference gene. Data represent mean 1 sem of 58 mice per graup.
P QOS, #Ps (0] comparad with WT conwral. (b) Renal (D11 dendritic cdlls {DG) isalated fram nephitic WT kidneys expressad MLAPS,
ASC, and pro-caspas=-1 mANA mare sbundantly than DCneg ative renal fssue, %7 < 005 {c] Immunablotting of renall tissus bysstes fram nomal
and nephitic WT mice on day 21 of NTH demoan strated the appearance of mature (pmcessad] IL-15 in nephritic nidneys, comnsstent with renal

nfammasame actvation. **F <001 ompared with wilditype cantrol by the two-sded Mann -Shhitney U-test. GAPDH, glycemaldishydie

I phasphate dehydmgenass.

CDAY CDET T cell were similar in wild-type and NIirp3-
deficient NTH kidnew, and were also elevated in Aplfs-
deficient animak {Figure 4a). These results were confirmed
by immuschistochemisiry on cortical reml tHaee that
demanstrated reduced interstitial infiliration of FA'S " and
ERHE3 " plagocytes, and CD37 T cells into kidmews of
Nirpd-, Asc-, and particularly 1I1-r1- and Mplds-deficlent
mice [Figure Ab). Interstingly, glhaerubir infilivates of
ERHR3I " plagocytes and CD37 T cells were neduced in Ase-
deficient, but not i Nipd-deficient, mice [Figure dbl
Mumbers of infiltrating remal FUal T meomomee lear plego-
cvies chmely correlated with the degree of albuminuria across
the diffemnt genotypes {Figure dc). Together, improved
fumctional paraimeters aind ghie b injury in NTH were
amaciated with reduced renal leukocyte infiltrates in Nirps-
and Asc-deficient mice.

Nlip3 and Ase defidency decreades renal exprediion of
inflammatory mediators

[atraremal mBNA expression of inflanmatory  mediatos
significantly increased in nephotic wild-type kidmeys com-
pared with unireated controls {Figure 51 mBENAs for [L-17
[156-fold), [L-6 {47-fold ), and C-C matif chemaokine ligand 2
(CCL2; 45-fold) were most prominently upregubited, all of
which mediaie immune comples GN 253 Expression of most
inflammatory molecules was significantly reduced in Nirp3-
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and Asc-deficient mice and was similar to healihy wild-type
kidieys in I- Tl -defickent animal IFigune 51 OF teante, pro-
[L18 mBMNA was not indwced in sephtic wild-type kidiseys
or regulated in the other genolypes [Figure 5a ). [nterestingly,
expresion of some pro- and anti-inflammatory mediaions
wa downregubited in As-deficient, but not in Nip3-
deficient mice despite a similar protective menal phenoty pe.
These included the pro-inflammatory cyvtokine [L-17 amd
pro-cupode 1 (Figue 5 and d). Ths, deficiency of the
inflarina somme composent MLRPI and its adapter ASC bath
attenuated NTH and reml leukocyte sccoumubition but
differentially affect intrarema] infam matory pathways,

Fenal preduoction of IL-1) during NTH reguires ASC but not

MLRPE expression

We next investigated production of mature [L-1[ in kidneys
of Nip and Ase-deficient mice with KTR by immusoeblotting
of argan lysates. Comitent with a canomical inflammasome-
dependent ol of ASC, s deficlency abolished pro-
duction of mature [L-1[ in nephritic kidneys [Figure fa).
Unexpectedly, in NIrpd-deficient mice, [L-1[ maturation
remeined intact asd was com parasble to wild type (Figure 6a),
indicating & edundincy of NLEP3 for menal [L-1[ secretion.
Aa the NLRPHASC inflaminesomee oomipo nenls were maost
abundantly expressed in reml DCs during NTR {Figure 1b),
we additiomlly investigated their expresion in DCs Bolyted
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Figure 2 | A lbaminuria and renal function is improved in mice defident for Alinp3, Asc U-TrT, and Myd88. a) Alburminueia was evalu sted
in spot urine samples st indicated deys after injecdion of nephotosdc s=pum and is expressed 2 uinary Abumin/oeatnine ratio fmg/mgl
{b) Seum lewels of total protein, chalesteml, and ures were deterninad at dey 21 of nephrotoxic serum nephitic. Dashed Ines indicate
mean bas=ing values for nommal wild-type (W T) mice. Data represent mean 252me of 5-15 mice per group. *P<005, = P2001, ** P<0.001
camparad with WT: “P<008, P =001, *P< 0001 compared with Airp3- and Ase-deficient mice: "P<0.05 compan d with Mrp3-deficiant but
nat Asc-deficient mice (e Knutgal-Yallis test followed by pairsise Mann-sWhimey U-tests)

from WIpd- and Asc-deficient kidnevs with NTH. Ase-
deficient 08 revealed decreased expression of the inflam-
i e comipoients NLRP3, pro-capase 1, and pro-IL-15,
i well & the inflan mesome- independent ovtokine THE
[Figure 8b). This indicates a reduced sctivation status of
intearenal D08 and 3 compromised capability o form
il medonme, oormdtent with the absent rem] pooduction
of mature [L-1[. In contmst, Nipd-deficient DU expressed
loswer kevels of poo-[L-1[ and THE but without alteration of
ASC and pro-cepase 1 exprsaion (Figure ab), comsistent
with reduced D0 e tivation but prserved ability to generate
meature [L-10 in an infloooesome-dependent, alibough mot
NLEP3-dependent, mechanim Femal [M-specific analyai of
expredted influnmedome components ckaely retemblad the
reqults obtained for whaolk-kidney mBMA (Figue 541 To
investigate whether the requirement for ASC, butnot NLRP3,
tor proosdsee matune TL-1[ was specific for nephritic kidmeys,
we asdditionally amalveed spleen hvsates of mice with NTH.
Appearance of mature [L-10 was significantly abmgated
mat anly in Aw-deficient apleens but wat abo reduced in
Wirpi-deficient spleers. {Figure ac), indicating a contribution
of both inflammecome composents o svstemdc [L-1f
proosadusction.

34

Thus, in sutelegous NTH, [L-1f production depends on
the presence of ASCcontaining inflummasomes, bul renal
[L-1[ secretion does not  specifically  require NLREP3.
Tegether, these data suggest that the NLEPIASC inflammes-
some contributes to autelogows NTN in o canomical and
T B0 T et ] i e

Renal produoction of deaved IL-1x during MTM increates in
Asc-deficient, but not Mrp3-deficient mice

Hr-rl-deficient mice were substantially  protected  from
reiml dnjury durisg NTH. Companed with As-deficient
mice lacking [L-1[ production, HI-rf deficiency led 1o a
significantly greater improvement of several disese par-
meters, including album inurts, hwpoproteinemia, ghmenilar
filrin deposition and podocyie loss, meml lenkooyte infili-
tiom, and renal mBEMA expression of inflammatory media-
tors, such a8 pro-IL- 1[0, TL-12, and CCL2 [Bigures 2-1). As
[L-Ta annd [L- 1 both sigreal throwgh [L-TR1, 65 sctivation by
[L-12 may contribute to the residual moal injury in As-
deficient mice. Comitently, we found an increased produc-
ton of clkaved [L-12 in sephrtic Mdnew of Aw-deficient
mice compared with neplritic wild-type controls [Supple-
mentary Figure 51 onlise). [nterestingly, abundansce of
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Figure 3 | Renal injury on day 21 after induction of i€ Senmm itis. {a] Represen tative photomicragraphs of kidney sections
fram wild-type (WT), Mrp 3. and Asc-deficient mice after immundhistadhemical staining for flbrin. Marph ame ric soesment deman strted
fibanaid necmss in WT glome i, which was atteru sted in knackout swrains. Glamesular cresceent form afion wa s signifcantly raduced in Azc-
deficiert mice, and absent in M1rl- and MydS 8-deficient mice. fb) Padiocytes wens identified by doublie staning for nephin and mucear Wilmes
tumar antigen-1. Padacyte lass was attenuated in al invesiigated madoout mice. (¢ Glameular deposition of muine awvtalagous IgG and (d)
camplament C3 & demon rated by mmunohisochemistry was nat sgnificamly alterad in all genatypes. () Tubulaintarstitial inpury was
attenuated in M3 -defiient and mare sgnificantly in Asc-, §-1r - and Myd88-deficient mice. This caraated with reduced renal mANA
expresson of the tubular inpury marker neutraphil gelatinas e-associsted lipacalin (NGALL Images shaw represntative glamemuli ar
tubuloiniestitial tisue fram asch gmup adginal magnification = 400 Semicuan titatve and ameiric analyds was pedfammed as
descibed in Materials and Mathads. Dashed lines indicate mean bassine values for normal WT mice In al, 25 glameml or 10 tubulain e tiisl
high powerfisds per mause were evalusted Dats repes sent mesn $s.2me of Sve mice per group. 3 <008, #2000 1, #9508 200001 campared
with wild-typ=; “Pa 005, TP 001 compansd with M- and Ase-defident mice; "P= (05 dmpared with Mep 3defident but not Ase-defichent
mice {the Knuska-Wallis t=st follawed by pairaise Mann-hitney U-tess]l

Local and systemic humoral immune redponses to the

neplirit ogenic anﬂ-geﬂ are prederved in Mip3- and
Asc-deficient mioe

cleaved [L-1m was minimal in neplritic wild-tvpe and Nirp3-
deficient mice, and was significantly lower than it expression
i healihy wild-type kidnews., These data indicate a consti-

tutive and compensatory cleswsge of [L-12 in comditiom
without ASC inflammasome-dependent [L-1[ procesing
Le, in unprimed lealthy wild-ivpe and nmephdtic Ase
deficient mice.

Lt e e
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Abzeint Bcell-dependent immunoglobulin G ([gG) produc-
ton  in peclein-deficient mice ameliomtes  awtolopons
WTN2* We fherefore analyveed humoral immune respomes
inm Nirpd- and Aw-deficient mice with NTH. Glomerubs
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Figure 4 | Renal beukocyte infil trates in nephaitic wild-type (WT], Airpd-, Ao, [1Tr 1=, and Myd88-d eficient mice on day 21 of nephrotosic
semem neepheritis. (2] Flow cyiometric analyse of renal sngle-cel suspsmsions preparad fram nephiitic kidneys demanstrated raduced
leukacyte nfilrates in transgenic mice ompared with WT. Cals were stained for (D45 (pan lsulbocyts markesr]), FA80 (mananuclear
phagocytas), OD1 1o (DC-like manonuclasr phagacytes), CDRCDE (DA™ T haper calls), and CD3/C08 (CD8 " gptataxe T oallsl &

Reprace rtative renal sactians of 'WT, Mkp3-, and Asc-deficient mice staned for FA80 " mananuckear phagocytes, ERHRIT inflammatary
magaphsges, and 003 7 T edls, arignal magrificasion <400 Gamerular and tubulaire=rsitial leukaopte inflirates were quantified 2
decibed in Materisls and Mathods. Dashed lin=s indicate mesn basdine vabues for normal WT mice. Dats repesent mean ts2me of st
least five mice per growp *P< Q08 ** P01, "9 P2 0001 comparad with 'WT; A 05, 2P 00 ompared with Mpd- and Asc-deficiant
rmices #Poao campard with Mvpd-defidgen but not Asc-defcient mice {the Kruskal-Wallis st falowsd by pairsise Mann -ihitney L-tesis)
n.ad, na deta i€ The number of renal F480" mananuclesr phagacyte: dasdy cardatad with albuminuia scmss all genotypes investigated
{Spearman s ank-cmelaton testl

I}

deposition of murine autologows [ph directed against the  significant differensces in NIrpd-, Ase-, 1-0ri-, and Myedss-
plinted hetermlogows rabbit immunoglobulin was madily  deficient mice [Figure 3¢ As glomerular injury in this KTN
detectable in wild-tvpe Kdnews on da 21 of NTH, without  meaodel is complement dependent,®® we ako quantified Jocal
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Frgnl\e 5| Renal mRNA expression of inflammatory mediators in wild-type (WT1L Alrg3-, Asc-, and Ji-1r1-deficient mice on day 21 of

nephrotosic senmm nephritis (NTN). {a) Induced expesason of most cytdanes in nephritic WT kidneys was sgrificantly
a11-=nl.|a1-=d in Ml 3=, Asc-, and M-1ri-deficient mice. Nate that IL-1 T expresgon was reduced in Asc- and 8- rl-deficient, but not Mg 3-deficient
lidneys. Renal milNA for inflammasome-proosssed pro-L- 18 was not induced duing NTA (b) Increased renal expression of pro-infammatary
chemakings in 'WT mice was reduced in mice defident for MUAP {NODHike receptar family, pyrin domain contaning ), ASC {apoptasis-
associated spedi-ilke poten contsining a CAVADY, and IL-1R1. i) Several additional pm- and amti-inflammatary mediatars upesgulsted in 'WT
idneys weaps sigrificantly downragulsted in the knockowt strains investigated. {d) Induced expresgon of the SBLAP3SASC inflammasame
campanents was degassed i Asc- and #-irl-deficem kidneys, but ASC and pro-caspase-1 expression was not downregulsted in Alpd-
deficiert mice. Incrassed renal expressan of MULAP1E in nephritic 'WT mice was educed n transgenic straims, without sgnificandy regulaied
exresgan of e MLAP 2 inflammasame compansmt in nephritic kddneys. PORL results we e nomalized ta 185 rlNA 25 & houssesping gene.
Data repe=sent mean sem. of elgl'rl ITiCE per QR P U5, 24P 001, TSP 0001 compared with WT “P 005, TP <001 cmparsd
with Mvp3- and Asc-deficient mice; s, Yee ani campared with Mrpd-defident but not Asc-defidem mics; 1P<005 companed with
Asc-de ficient mice (e Koo sol-Wallis test followead by pairsise Mann-SWhiiney Utests) OO, O matif chamalane igand: COCL, C-X-C masf
chemakine igand: IFN, intedaram NGS5, induable nivic aodie symthas e M5R-1, macrophage scavenger raceptar 1; TGF, tramsfomming  grawth
factar; THF, turmar necross factar.
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immunadblotting in kidney fysates of wald-type (WT), Alrp 3, and Asc-deficien rrlr_c w|1|-1 NTN. Appeaance of matuee 17-B0 IL- 1) indicaies
activation, which was present in WT and N 3-deficient, but not Asc-deficent mice. *F < 005 compared with nephritic 'WT. {(b] mARA
axpresgan of MUAPY A SC infammasames companants in renal CD11e” dendritic calls salsted fram nephritic kidneys. Expeession valuss wene
nammalad ta 185 rAMA and ae= illusrated relative 1o 'WT. Dats repessent mean 1 sem of four kidneys per group. (4 IL- 1 immunoblotting in
splieen bysates of nephiitic WT, N3, and Asc-defident mice 72 b after res fmulation with rabbit IgG in witra. *F <005 (e Ko skl -5 allis test
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Figure 7| Groulating sutologous mouse anti-rabbit immunoglobulin {kg] G levels in wild-type (WT], Ning3-, Ascs (FTrT-, and

My di8-deficient mice during nephrotoxic serum nephritis {NTHL. (2) Antibody levels wepe determined by sreyme-inked immunasarbent
arssay ELISA) from sevum samples an day 21 of NTH. Titers in seviall dilutions of serum are expesssed in adbitrany units. OO 530, opdical densifiy
at 530 nm b Leves of seum lgG andid g in 'WT and tramigenic mice an day 21 of '«IT\L ars deteyrnin ad by ELISA. Drata repres ent
meant sam of 5-0 mice per group *F <005, *P <001, **Pc00001 compaesd with WT; s camparsd with Mip3- and Asc-deficient
mice (the Kruska-ivallis test followed by pairsise Mann-sWhitney U-tesis)

deposition of complement (3. Compared with wild-type,  could be detected in all genotypes, with higher serum titers
glomerular (3d deposition was not reduced inanmy genotype  in Nlrpd-, Ase-, I-100-, and MpdfS-deficient mice than in
IFigure 3d). Maoreover, circu]atiu:g i ae anti-rabbit [311'- wikd-type on day 21 of NTHN IFiS,ure Tal). This increxe in
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Figure 8| Cellular immune responses in wild-type {WT], Mrp3-, Asc-, -7r7- and Myd88-deficent mice during ne phrotoxic serum

!'hepl'li'liliﬂ'I'H].. (a) Splenacytes were peepared

COegs Tooll rackon (%) or

frorm mice an day 21 of NTH and incubated with phaspha e -bu fiered saline (PBS) ar rabbit

immunaglobuin G §gGl in wira Ater 72 b, imterferan JFNEFy was messured in the supematant by enzyme-linked immunosarbent asay as a
madeer af rablit lgG-nduced T-cell actvation. (b] The faction of actvated (D37 0047 and CD3 7 ODA™ T edls in splenacyte ailtues 72h

after rstimulation with rabbit IgG in wito was detemined by fow cytome ric snalyss of ODG9 suface expresdon. Data

T mean 1 Serm

represe
of 68 mice per graup. *F <005, *P <001 mmpared with WT: 37 <005 cmpared with NipS-deficient, but not Asc-defiden mice jhe

Krus kal-Wvallis test fallowed by pairsise Marm-Whitney UHesis]

autologous antibody tites resulied most likely from reduced
proteinuria and reduced wdmiry kas of [gG, & similar to the
anti-rabbit antibody titers total serum [2G levelk were higher
in NIrpd-, Ase-, and I-Irl-deficient mice (Figure 7h). In
contraat, serum kvels of [gM, which i ot subs tam tially loat
i the urine due to i3 biger size, wem not significantly
different {Figure 7). Taken together, these msulis demon-
strate that kecal and systemic umdoral immne respomes o
the nephntogenic antigen remained intact in Nipd- and
Asc-deficient mice.

Ninp3 and Asc deficency attenuated systemic T-cell immune
regponded to the nep hritogenie antigen
To analyee potential syatemic alierations of adaptive cellular
i e resporses Lo the nephritogenic rabbit [ot, apleio-
cyled fsolated from nephrtic mdce on day 21 of NTH were
reexposed to rabbit [gh in viro. There was a reduced
interfermn-y production in Nikpd and Awc-deficient mice,
which was completely abrogated in mice lacking [L-1R1 or
MyDa8 (Figure #a). Mareover, flow cytometry revealed a
reduced fraction of activated CDA™" and COR" T cells after
re-clalleige of splenocyte preparation isobied from me phtic
Nlrp3 aind Ase-deficient mice with mbbit [gG [Figure 8h).
T-cell activation wa also medwced in I1-1r1- and Mpelfs
deficient sirxins {Figure 8b). Together, these data reveal a
defect in sy temic T-cell respomes in Nirpd- and Aw-deficient
mice with NTHL

As antigen-specific T-cell activation is dependent on
DO, we further investigated the phenotype of D in
Nirpd and Aw-deficient mice with NTH. Flow cytometry
demonatrated 3 mduced surface expresion of some
activation markers and co-stimulato ry molecules in GO e
Ds Bolated from the lddeeys and spleems of nephritic
Nirp3- and Asc-deficient mice {Figure %a and bl These
dlata are consistent with the reduced activation of rem] DiCa
in Nip3—j— and Aw-deficient mice a3 supgested by
decremed mBNMA  expression of pm-IL-1f and THNE
[Figure b). Thus, the attenuated pro-inflammatory pleims-
type of Mirpd- and Aw-defcient DCs, independently of their
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Figure 9| Surface expression of activation markers and oo
stimul atory modeoul es in renal and splenic dendritic cells iDCs] of
willd-type (WTL Ninp3- and A sc-deficient mice on day 21 of
neephar ot axiic serum nephritis {NTN]. (a) Renal snglecel
suspensions were prapared fram neplritic kidne ys with ST DCHikos
mananucle ar phagocytes were identified as O045 @M1 clls.
In addition, the expresson of surisces markosrs (D11b, 05 and
co-stimu latary malecules (C040, CDA0, CODEE) or nespe dive satype
camras was snalyzed For eadh surisce pratan, the fraction of
postive (DM 1e ™ aells is shown, Despite Smilar e ductions of renal
DC infltrates in Mep3- and Asc-defident mice Figure da), surisce
eqprasion of acivation madeers was mame prominently reduced in
Asc-defident mice (b In splean DCs sdasted fram nephitic mice an
day 21 af NTH, anly CD80 surisce axprasson was sgrificantly
reducead in Asc-deficient mice. Data represent mean 3 sem of five
mice per graup. P <005, *P <001 companed with WT {the
Kruskal-Wallis test followed by pairsise Mann-Whiney U-tests)

canpabi ity b secrete mature [L- 1, may reduce stimulation of
mephritegenic T cells and contribute o attenvated menal
imjury i NTH.
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Figure 10| Renal high-mobdlity group box 1 {HMGE 1] expression and extracellular release in will d-type {WT] Nirp3- and Asc-deficient
mice: (2] Induced renal expre sson of HMGE1 praten in nephatic WT, Mrp3-, and Asc-deficient mice an day 21 of nephrotoxic serum

nephrits, & revesled by immunabloting. Data represeamt mean £ 5.2m (b) Adese of HMGE1 inmto the supamatant of isolated glame i and
tubulainemstital fsmue fractions is sttenustadin Mg 3- and Asc-de ficient glamerulil and Aze-deficiant tubulainterstitial osls compamsd with WT.
Tiwue fractions were prepared fram WT, Abpd-, and Asc-deficient kidneys as desaibed in Material snd Methods. Data repeseant mean 1 sem

of three mice per gra

GAPDH, glyceraldshyde I phosphate dehypdmgenase

MLREP3 and ASC contribite to glomendar release of
pro-inflammat ory high-mobility group box 1 (HMGE 1)

A i faineesome-ide pendent mle for NLEP3 has been
demamstrated in mediating release of HMGE1 protein in
activated mocropluges® Extmcellular HMGBL is 4 potent
inducer of pro-inflamma tory effects, and leis been implicated
in the pathogenesis of several renal diseses 2™ Compared
with normal wild- type kidsevs, protein expresion of HAMVGE]
imeressed in sephritc Mdneys of wild-type, Nmpd-, and Ase-
deficient mice IFigune Tika). Hhwewver, pra-in b mabory
relegne of HMGBT tnto the culture superm it signifcan thy
decremed in glomeruli isobited from Nrpd- and Asc-deficient
miice and in ubukinterstitial tissee of Aw-deficient kidneys
IFigure 1. Ts’t-géll:ér, these data suggest theat the WLEP3S
ASC inflammasome  additionally contributes to glome-
rular inflasmation by promoting keal HMGBL release,
independeint of camonical inflam mesome sigiling and [L-1[
gecretion.

DISCUSSION

[L-1f & a pro-inflonat oy mediator of immune oomplex
GNAE Apavais of bone marrow-chimede mice demonstrated
tlest Jeukocyte-derived [L-1[ interacted with intrmic rerl
cell-expressed [L-1R1 (o promiote glomerular injury in T-cell-
dependent autologows NTNF® [n mononuckar plisgocytes,
such o DCs and mocroploges, secretion of mature [L-1[

10
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P08 companed with nephritic WT ithe Knosal-sWallis test fdlowed by pairvse Mam-Whitney LHiests)

depends on the inflammasome clexwving pro-[L-1[.7# Thus,
we lypothesized that components of [L-1[-activating
iinflamwiie soiskes such o NLREP3 and ASC lave a pathogenic
rade in dmmune complex GRL Here, we shoow that Nirpd and
Ase deficiency attenwated autokygous NTN. Comitent with
an inflamimesome-dependent mle of ASC, production of
marture [L-1[ was abrogated in Asc-deficient mice with
autologouws NTH. [n contrst, an [L-1[-independent mon-
camamical function of NLEP3 was identified, which could
imvolve WLRPIASC-mediated relexme of poo-inflamin tory
HMGE in nephritic kdnevs, With the fune tiomal con tribu-
tion of the MLREPAASC/L-1[ axis to tubukedntestitial
disemte being well etablished ™ our dits mow demaon-
atrate for the first time a pro-ioflommatory fumction of
NLEP3 and ASC in glomerular disexe.

We ahow an induwced renal mENA expression of NLEP3/
ASC i Mk imeeoirie Comm podents, particubidy in remal [0,
together with a substantial production of matue [L-1[ in
neplritic kidneys during autologows NTH. Together with the
reported dependence of NTH on leukocyie-dedved, but not
oy parene vmal remal celbderived [L-1[ production,® owr
data strongly suggest that ASC-dependent maturation of
[L-10 i remal plagocytes such as CD11e™ DO3 promotes
rerss linjury, expresion of uflamme tory med B iors, and enal
leukaseyte infiliration during autelogow NTH. A deficiency
without significant reml [L-1[ secretion was also msociated
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with reduced activation of remal and splenic DO and
decremed T-cell msponsivenss to the sephritogenic
antigen. As previow studies demomsteted teat [L-1[i scis
principally via [L-TR1 on intrinsic reral cells to induce GM.”
tloe tten vate d local inflammation in the kidneylikely trigges
reduced [ activation and svatemic cellular  fmmune
responses in Ase-deficient mice. However, IL-1[ acting
directly an CD4 T cells can enlaice their antigen-driven
exparion and diferentiaion™ [L-10 also contributes to the
differentiation of T elper type 17 celk, which substantially
mediate reml tégue injury in GN* As such, abmogated
[L-1f production in Aw-deficient Ca may also diectly
contribute to reduced T-cell espomivensss during NTN. OF
note, we did not find an induced mANA expression of pro-
[[-18 in nephritic kidiney during NTR, arguing sgaimt 3
significant pathogenic mle of inflommesome-scitvated [L-18
in the autolegous NTH madel

Compared with nephritic wild-type mice, reml expression
of cleaved [L-1% increxmed in Ase-deficient mice. As [L-1R1 &
activated by both [L-12 and [L-1[, [L-12 likely contributes to
the residua]l NTH activity in Asc-deficient mice compared
with the grester protection seen in I-Irl-deficient &mimals.
Congistent with owr miults, a contribution of [L-12 to
patholegy in NTN, particubidy to proteinuria and auto-
logows antibody titers, but not to glomerular crescent
formation and T-cell infiltration, was suggesmd i previoun
studies? Constitutive expression of ceaved [L-12 in sormal
wild-type kidnevs, but minimal prodoc tion in sephritic wild-
type aind Nrpd-deficient mice, suggests that processing of
remal [L-12 predomimantly occul in the abdence of ASC
inflammesome-dependent [L-1[ maturation. To this end, it
14 imteredting that cwpose-11 interscts with the infamma-
some b support [L-1[ sctivation, but also contributes o
inflarn mesome-independent dlewage ol [L-12.32 Thus, in the
presence of an active ASC-containing inlamma some, caspase-
11 may contribute to [L-1[ meleme, wherexs in its shaence
caspase-11 could preferentially mediate 112 cleavage.

[ comtrast to As-deficient mice, Nirpd deficiency did not
reduce [L-1[ production in sephritic kidoeys, deipite it
siid b protective phenotype i autalogows NTN. Appaently,
remal [L-1[ activation & mediated by other ASC-comtxining
inflammesomes than MLEP3/ASC in autologous NTR. The
Tl res onree- fisd epende mt poo -inflam matory role of NLEP3
wad uiexpected. Dnterestingly, & nobcanonical function of
NLRP3 mot related to inflommesome signaling and [L-10
relexie was 3 ted previously in remal Bohemiareperiu-
ston fijury. "™ NLRPS was also reponted to facilitate relese
of pro-inflammatory HMGB1 from asctivated meacro pleages
and DCs vy inflamesome-independent  pathways®
Muclear HMGB can be actively secreted by stimulated cells
or releved during cell death. Secreted HMGE] serves as a
danger sigmal and elicits stoong pro-inflammatory effects via
activation of meeptor for sdwnced glveation end prsducts
and Toll-like receptors®” As such, HMGE] has been impli-
cated in the patbogenesis of a vadety of remal disesses®
We demonstrate an ind veed expresion of HMGBI protein in
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nephritic kidoeys with NTR. Importantl, we show reduced
HMGB] relexse in bath Nirpd- and As-deficient ghineruli.
These data suggest that decreased NLEP3-mediated HMGE1
release in glomeruli of Nirpd-deficient mice could contribute
o attenuated renal inflammation in dutologow NTH
e pendently of inflammasome-mediated [L-1[ matuora-
tion. [n As-deficient mice this mechanim may pobentite
effects of the shrogated [L-1f production [n lise with a
moncanonical mle of NLRP3 in autologows NTN, renal
expresion of several inflamematory mediaiors, incleding
[L-17 decrexmed in Aw-deficient, but not in MJpj-deﬁcient,
imice. [L-1[f can promote differentiation of [L-17-produciing
T helper type 17 cella® Comistently, intact reml and
syatemdc [L-1[ production in Mrpd-deficient mice correlated
with preserved [L-17 levels in NIrpd-deficient kidieys.

[ summeary, we demormstmte an inflanmasome-depen-
dent pro-inflammatory mle for ASC in immune comples—
mediated GM. A similar pro-inflammatory contdbution of
NLEP3 was not rehited 1o cavonical NLRPS infls momesome
sigmaling in an [L-1[-dependent mamner. Noncanonical
effects of NLEP3 and ASC, including relese of pro-inflam-
i by FIMIGBL ey contribute to remal injury in GRNL Ouor
data suggest that, in addition to [L1-R1, TL-1% and the
sigmaling adapter MyDas, the NLRP3/ASCIIL-1[ awis i3 a
potential therapeutic target in Tell-mediated GN. Blockade
of TL-1[ {eg. with the FDW-ap proved a::l:ganist A ki)
i well w inhibition of NLEP3 and ASC may be beneficial
in M.

MATERIALS AND METHODS

Mice

Nip3-deficient {NIp3™'™ " mice were arginaly provided by
|- ‘Bchopp, Epalingss, Switzerlind. Thess mice were generatad by
in-frame insertian af the ethancal green fuoresent protein gene at
exan 2 af the Mip3 boous?*? The inzerted enhaned green
fluarsscent protein cassette nllowsd by a 5340 poly! A) tadl disrupts
endogenous MLEPS protein expresion We anfirmed alsence of
MIEP3 profein production in nephritic Mrp3. deficient mice by
imnmunoblotting | Supplementary Figure 32 online ). Dhespite absent
NLRPS protein exprescion, this knock-in strategy leds to residual
transcription of endogenous Wip3 mREMA tanscrips containing
dinw i tream ssquences af exoms 3 and 4 of the Ninp 3 gene, which we
detectad by quantitative reverse transcriptase-PCR { Figure Sd ). Ase
defident {Ppard™™V™ ¥ mie were provided by WV Dixit,
Genentech, San Frandsan, Ch. CSTELE, Bl — f— {11711,
and My 88 —f — | ByDEE ™) ice were obtained from Jackson
Laboratories { Bar Habour, MA). Transgenic mouse strains wene an a
57 B hackground. All experimental procdurs were performed
acanrding 4o the German animal cre and ethics kegishtion and were
approved. by the loal government authoritie

Induction of sutologous NTH

WTH was inducad in 7-8-week-old nule mice swmentially as pre
viously described * In hrief, mice were immunized suboutaneousty
in both flanks with 20pg rabhbit 15 {Jadkson Inanuno Reseanch
Labhorataries, Vet Gone, P in Freund complate adjuvant {Sigma-
Aldrich, Desenhafen, Germany)l. Three days bter, mice were
injected intravenously imo the tai vein with 130 pl nephrotadc
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rabhit serunn. Spot urine samples were collectad at weekly intervals
Om day 21, mice were suthanired, peripheral blood was colleged
by retroorhital bleeding, and both kidnes were harvesed for
histalogical anadysis, fow otometry, and mBMA and protein
detection.

Functional assessment of renal injury

Alhuntimuriz was quantified by determining the urinary albumin/
creatinine ratio {igimg) inspot urine samples as described 5 Serum
valu= for protein, dholesteral, and urm were measured with an
Ohympas ALLG640 autoamalyzer at Synlah vet {Augshurg, Germamy).

Asspsament of glomerlar and tubulointerstitial injury

Glomemubr injury was evaluated on 4-im fornalinefized, paraffine
embedded renal sactions after imnunohistachemical staining with
pohclonal rabhit anti-mouse fibrinogen {1:500, Ahcam, Cambridge,
LKL The extent of glomerubr fibrinoid necosi was quantified
with digitd image amlysis using an arm meEasurement System
{lmage], MIH, FEethmda, MDY, Padocptes wers detecied by
comentional  imnunafluoresence  micoscopy  staining  for
nephrin and Wilns tumor antigen-1 as desaribel previousle’®
The sxient of mbubyinterstitial injury was determinesd an periodic
acid-Schiff-stined sedions by scoring the severity of four
tubulm itial o g markers {ie, dilation, demudation,

intraluminal @sts, and cell flttening) in a range af 0=3

Flow eytometry and immunch istechemistry for renal

lewkocyte infiltrates
Antihody staining of renal single-cell suspensions was periormed as
previously described %% Stined celk were anabrsl with a FACS

Table 1| Primers used for real-time gRT-POR

Calibur flme cptameter and Cellquet software (BD Biosciences,
Heidelherg, Gernany) The mumber of stained leukooytes was
expressed o percentage of total Tenal oells

Far immunohistochemistry, 4-um  paraffin-embaddsd  renal
sections were stained with prinary antibodies o manonudear
phagocytes {rat anti-mouse ER-HRE, 150, BMA Biomedicalks, fugst,
Switzerhand; and rat anti-mouse FASI, done C1-A31, 12100; Abd
Serotec, Oxford, UK) and C03' T cdk {cross-rmctive rat anti-
human CDF, 12100, done CD3-12; Abd Serotec) as previously
described * Stained cells were counted in 50 glomeruli per mowse
Far tubulointerstitial c=ll infiltrates, positive staining was quantified
in 30 cortical high power fiskds {magnification, x400) per mouse
using Image|. All amsemments were performed in a blinded protoml

Quantitative reverse transoriptase-PCR

Todtal WA was extracied from whaole kidneys and renal DC isoltes
using the lmvitrogen RMA extraction kit { lvitrogen, Carkhad, C8)
Benal DCx were isolated from MTH kidneys by nagnetic bead
separation {magneticactivated cdl sorting) using (101 1c-Micralizads
{Mikemyi, Bergisch Ghdbach, Germuany) aconrding to the manufuc.
turer’s imtructions.  Realtime quantitative revemss transcriptass—
PCR was performed an a Light Gecler 480 {Roche, Mannheim,
Germany) using SYER Green PCR naster mix {Invitrogen. All gene
expression vahuss were normalived to 185 riRMA. Primers used are
listed in Table 1 {all from Metahion, Martinsred, Germany).

Immunoblot analysis

o identify inflmmasame activation in totl kidney and spleen
h=ates of nephritic mice with NTM, we determinal profein cantent
of pro- 1L 1WIL- 1 by western blatting as previously decribed

Gone @rget Plmer oquen o

Par-iL-1fi S TS C TG GG TE T TG 3 fanward), 57 CAC TG ARARGGTGEDATTT- 27 (mvarse)
L4 AT ACTTGE ASARAACA-2" P rwand |, S-ACCAGAGERAATTTTOATAGED- 37 ( mvere]
IL-10 F-AICGATTTC PO CCTGTGNA-3" | farward), 5-TGTCAAATTCATTCATGGOCT-3 dnoversal
IL-12p3% S-CATOGATGAGC TS ATGCAGT-3" doreard), 5-CAGATAGOCCATCAOCCTGT-3" freverse)
IL-17 T ARG O TOAGAE TR-A" Farsand |, 5-TGAGE TIOC CAGRTORT G fe 37 {meverme]
IL-12 A T A TTOC T GG - G0 CAARGTTO TETGATICC A" (everme)

THE F-CCACCACGETCTTONGTCTAC -3 farwand), S-AGGETCTEGEICATAGHACT- (mreme)
M-y - AGCANGECGARANAGEAT 3 (fanward), 5- TGS CTCATTGAMTGOTTOE-S" (reverse)
TaF-fin - GEAGAGTO TGGATADC AT 2 forsand], S-CANOOCAGGTOC TIOC TARA-L (rowerse),
CELEMCR-1 F-OETGITGTTOACAGTIGOC-2 forward), S-ATTGGAARCATCITGI IGG T2 { mverse]
COLERANTES F-OCACTTCTTC TENGGATTGE ¥ farwand), 5-GIGCOCACE TCAAGEAGTAT-3" (rewrse)
CoLzriDd F-ICTGGACC TOAAMATCC TGOS dorwand), S -TGLAGTAGITICTTICAC O A 3 {mverse)
CHOL 104 10 - GOITGATCACC TITC Al 37 {forward), 8- ANGEATGAMT NG AGAERGI-A" (rewrse)

(L akd] F-TCTGTGONGTC CCAGTGAS-Y forward), 5°- TGAMGAAMACCOCTTGIGIT-3 rewrse]
COORER-1 S-OCTOCGTTCAGGAGANGETTG- 3 (foraard), &-TTTCOCAATICASMMGI TG 3 {mvere)
Cathepsin £ SO ANGGE TTOSAGATTGIGT-E Sarward), S-0CA0E CAGTCATGETCNCAT-2" dreverse]
Cathepsin & F-CICTOCTGCPCETETTAMIC - Sarwand), 5-COCTTIC TGGACTE TEARATCA-Y (mvem
FOXe F-TICATGCATCAGCTCIC MG -37 (larward), 5-CTGGMCACCCATTCCAGALT-3" frenerse)
MLAP S-AGAMGAGAC MGG NGNS 2 | farsard), S-CCTTGGMOC AGGTTCAGTGT-3" | mverse)
REC -GG CAGTTGC A GACTAR-Y forwand], 5760 TEGTOCACAMAGTETCCT-27 { mverse)
Poor-Caspase-1 E-TCAGITCCATC AGCTGANM -2 Sarward), S-TOGMUAATGETGOCATCTTCTTT-2" dreverse]
MNLRPIB F-GICTTTGIGEITTGITGAATG &2 farsand ), S-CATTIAGETGOAGGTC TAGETCTCT-2" imvere)
MLAPIZ F-AGCGETGATATATCOC TOGAAGA- farwand ), 5-COCTGAGCATCATGGEAANGAS 37 {rrcrse)
MGAL - AATGTCAS CTECATCCTGET- 27 Farwand ), 8- ATTTOCC MG AGTGAACTIGE -2 roverse)

B bl o 8500, 3 popt celsea soecia ved spadielie prosein coriaindeg a CARTE 0L, CoC ol chercling ligamd, Co0CL, OO pnodll dhamcddng ligued, FOOFT, foakdand bew
F3; FN, isnaorce; 1L, irmorlocking NOE, indudbio mivic odde o P00, nafionon qguesoinduocgd peodgis W0 MO0, senooid dhameom oic peodgine ) MDC
e s - et R, s RO B S FRCG e B MIGAL, Pedustrophall gl so-a seaiined Bpsscallieg MURFY, MO0l oo o Rasdly, prdien domin
commainig 3; fT-FER, quamiaie s Tercoipt s PR, RANTES, mguaed and somsal T cdl axpesad ad somated, TOF, wordiomsing growa b faooe THE, wuescs
el faacno
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using polclnal rabbit anti-IL-1[ {Cell Signaling, Damvers, kA)
antihadies. Renal sxpressian of MLEP3 protein and cleaved 1L 12
was detecied with @ mouse anti- MLEP3 antibody {chane Cryo-2;
Adipogen, San Diego, CA) and polyclonal rabbit anti-1l-1x
{Ahcam), respactively. HMGE] protein expression was analyzed
with a polyclonal rabbit anti-human antiserum {Cell Signaling). T
demonstrate HMGE] rdease in glomeruli and tububsinterstitial
tissue, fissue aympartments were sobited from wikd4ype, Nip3-,
and Asc-deficient mice applying a magnetic bead-hased obtion
method as previously described ¥ Culture supernatants of separated
tizsue fractions were colledted for HMGE] anahxi by enzyme.
linked imnunosorbent asay { ELISA; 1BL Intermational, Hamburg,
Gernuany) afier &ih

Antibody and T-cell immune responies
Autalogous mouse anti-rabhit 155 serum levels were measured by
ELISA as previowsly desaibed * Far quantification of total mouse
IgG and IgM in serum, ELISA kits from Bethyl labamtaries
{ Mantgomery, TX) were used. Glomemubr deposition of mouse
anti- rabhit 1505 was asessal by imnunohistochemistry on paraffin-
emheddsd sections wsing a goat anti-mouse |g5 antibady {dane
RA-9200, 1-:400, Viector, Burlingame, £4) with subsequent anabeis
of positive staining in 15 glmendi per mouse by Inage|.
Glomerubr complement deposition was quantitated after imnmuno-
fluarescence staining with a PE-conjugated goat anti-mouse (23
antibady § 1400, RED Fiospstens, Minnapalis, MM

Ta charactkerize systemic Toeell immune responses to the
nephritogenic rabbit 15, splenocytes af nephritic mice isalated
an day 21 af MTN were rechallengsd with 20ugiml mbhit 156 for
72h Supernamnts were axayed for interferan.y by ELISA {0ptEia,
B Bioscience . (104 ' and CDE' Tecell activation was deter-
mined by flow cptometry detecting D69 surface sxpression | PE
conjugated hameter antiomouse CD6EE clone H12F% BD Bids-
ciences) ax marker for activatad T celle Activation of renal and
splenic s during NTH was analyzed by flow oometric detection
af surfce markers {C01 1k, C054) and costinubtory molecules
{CDd0, CO80, CO8E) as previously described

Statistical analysis

Data are presented as meantsem Comparson of groups was
performed using the two-sided nonpaametric Mann-Yhitney
[Lf-test. When more than two experimental groups were aymparned,
the KruskalWallis test was applied follmwed by painvise Mann-
Whitney Li-tests. To measure the strength of association hetween
numhbers aof renal FAE0' phagocyts and albuminuria, the Spear-
man rank-order carrelation test was used Significance was assigned
o P QU5
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Figure 51. Incrass=d protein exprassion of deaved IL-172 in Asc-
dieficient, but nat wildtype and Mrpd-deficient mice with NTA
Figure S Ladc of NLAP3 pmten axpresdan in Mpd-deficiant mice
with MTM.

Suppleamen tary ma el i linkad to the anline versan of the paper st
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Mirp3-/- ASC-/-
WT Control  WT NTM MTH MTH

0 Kidney lysates

iT— |- . ‘ -.| IL-1e (p1T)
37— b.--‘“g GAPDH
L=

Supplementary Figure 51 | Increased protein expression of cleaved IL-1a in Asc-
deficient, but not wildtype and Nirp3-deficient mice with NTN. IL- 1o immunablotting
revealed a constitutive protein expression of cleaved mature |L-1a in normal wildtype mice,
which increased in nephritic Asc-deficient mice. In contrast, cleaved IL-1a expression
decreased in nephritic wildtype and Airp3-deficient mice compared to normal wildtype
controls, = p = 0.05 compared to nephritic wildtype, ## p < 0.01 compared to normal
wildtype controls (Kruskal-Wallis test followed by pairwise Mann-\Whitney U tests).

Nirp3--  Asc-- EE;‘-:'.:'”

WT Control  WT NTHN NTH WNTH 18 s W
kD mmlﬁﬂtﬁl guu
j{ g_ua-

10— R NLRP3 ig
B e ) W - G o W @ | [-Actin E“-
ﬂ'
HLEPI

Supplementary Figure S2 | Lack of NLRP3 protein expression in Nirp3-deficient
mice with NTN. As expactad NLEP3 immunoblotting revealed absant NLRP3 protein
exprassion in nephritic kidneays of Nirp3-deficient mice at day 21 of NTN. Note that NLRP3
protein was also not detectable in normal wildtype mice without MTH, === p =< 0,001
compared to nephritic wildtype (Kruskal-VWallis test followed by pairsvise Mann-Whitney

U tests).
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4 Diskussion

[L-17 ist ein proinflammatorischer Mediator der Immunkomplex-vermittelten GN. Es ist
bereits bekannt, dass die Induktion der GN dabei im Wesentlichen iiber 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-1/3 den auf intrinsischen Nierenzellen exprimierten IL-1R1
aktiviert und hierdurch zur Entwicklung des glomerularen Schadens beitragt [87]. Auf
Grund dessen lasst sich postulieren, dass bei der Entstehung und Progression der NTN

leukozytar exprimiertes |IL—173 eine entscheidende pathophysiologische Rolle spielt.

In Modellen der Ureterobstruktion, Ischamie-Reperfusion und spaten autologen NTN
wurden renale rDCs als eine Zellgruppe identifiziert, die durch Produktion und Sezernie-
rung von proinflammatorischen Zytokinen zur entziindlichen Nierenschadigung beitragt
[14, 15, 24]. Die Prozessierung und Sekretion von aktivem IL-13 in mononukledren
Phagozyten wie DCs und Makrophagen hangt unter anderem von Caspase—1 ab, de-
ren Aktivierung wiederum Inflammasom-vermittelt ist [18, 76]. In vitro-Untersuchungen
an primaren Nierenzellisolaten von Mulay et al. konnten zeigen, dass eine Stimulati-
on des Nlrp3-Inflammasoms durch LPS und ATP oder Oxalatkristalle zu einer IL-1/-
Sezernierung fiihrt. Untersuchungen der einzelnen Nierenkompartimente und der darin
enthaltenen immunologisch aktiven Zellen belegte, dass die Prozessierung und Freiset-
zung von IL-17 tberwiegend durch DCs, nicht aber durch renale Parenchymzellen er-

folgte [63]. Zu den pathophysiolgisch relevanten Phagozyten im autologen NTN Ver-
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4 Diskussion

lauf sind vor allem CD1l1c-positive DCs zu zdhlen [24, 84]. Die Untersuchungen von
Hochreiser et al. zeigen zudem, dass eine Depletion von rDCs im NTN-Modell in der
spateren autologen Phase der NTN zu einer verminderten Infiltration von T-Zellen und
Makrophagen fiihrt. Damit wurde eine proinflammatorische Rolle von rDcs in diesem
Modell nachgewiesen. AuBerdem konnte einer Verbesserung hinsichtlich der Ausbildung
von Halbmonden an den Glomeruli nachgewiesen werden [24]. Dendritische Zellen, un-
abhangig davon ob eingewandert oder organstandig vermitteln durch die Prasentation
bestimmter Oberflachenmolekiile ein Signal zur Differenzierung oder Aktivierung von
T-Zellen. Die Induktion des NTN-Modell fiihrt zu einer Th1l-Zell vermittelten Immun-
antwort, die auch kennzeichnend fiir andere antikorpervermittelte Glomerulonephritiden
ist [37]. Fir NLRP3 wurde bereits eine proinflammatorische Funktion im Rahmen der
renalen Ischamie (IRI) beschrieben. Die Schadigungen die bei IRI auftreten sind jedoch
iberwiegend auf die tubuldren Strukturen beschrankt [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, Hypoproteinamie und Hpercho-
lesterolamie. Zudem wiesen eine vermehrte Infiltration von CD3-positiven-T-Zellen in
die Niere und erhohte INF—y Spiegel in lienalem Gewebe auf auf eine regelrechte und
fir das Modell typische T-Zell-vermittelte Immunantwort im Verlauf der NTN hin. Bei
Wildtyptieren mit einer induzierten NTN zeigte sich in der spaten autologen Phase eine
Erhohung sowohl der renalen Expression von pro-IL—15 als auch des renal sezernierten
aktiven IL-1/5. Ferner war das mRNA-Expressionsmuster der Inflammasomkomponenten
NLRP3 und ASC in Zellisolaten von renalen CD11c-positiven DCs signifikant erhoht, 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-13 beschrieben
[87]. Allerdings konnte bis zum Tag 7 kein proinflammatorischer Effekt der IL-17 akti-
vierenden Inflammasomkomponenten NLRP3 und ASC nachgewiesen werden [46]. Die
beschriebene proinflammatorische Funktion von renalen DCs in spateren Phasen der au-
tologen NTN [24], sowie die in dieser Arbeit im Verlauf der NTN nachgewiesene renale
IL-13 Produktion und die induzierte Expression der Inflammasomkomponenten NLRP3
und ASC bestarkten die Annahme, dass in der autologen Phase der NTN in renalen den-
dritischen Zellen eine NLRP3-Inflammasom-vermittelte Prozessierung und Sezernierung
von IL-1/ ablauft, die zur entziindlichen Nierenschadigung beitragt. 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 fiihren. Fehlen einer der beiden
Inflammasomkomponenten fiihrt zu einer Verminderung der Proteinurie, der leukozytaren
Zellinfiltration (DCs und T-Zellen), einer deutlich verminderten glomeruldren Fibrin-
ablagerung und Schadigung sowie einer verringerten Reduktion der Podozyten (WT-
1/Nephrin-positive Zellen). Zudem waren in Tieren die defizient fiir NLRP3 oder ASC
waren, proinflammatorische Mediatoren wie Zytokine und Chemokine renal weniger stark
exprimiert (z. B. CCL2, CCL5, CXCL10, IL-6, TNF, TGF-3, IFN—y und iNOS). Glei-
ches galt in noch ausgepragterer Form fiir lI-1r1-defiziente und Myd88-defiziente Mause.
Die leukozytare Infiltration in die Nieren steht vermutlich unter dem Einfluss von IL-1/3
und IL-12. Beide Zytokine beeinflussen die renale Schadigung, da sie Einfluss auf die
Differenzierung und Proliferation von CD3/CD4 positiven Lymphozyten in Th17-, Th2-
und Thl-Zellen haben [5]. IL-17 bildende Th17 Zellen sind in erheblichem MaB an der
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Zerstorung des renalen Gewebes wahrend 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-13 und IL-12 durch leukozytare Zellen (insbesondere Makro-
phagen und DCs), kann der Grund fiir die vermehrte Zellinfiltration in den untersuchten
Wildtyptieren sein, verglichen mit Nlrp3-, Asc-, oder IL-1rl-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 erhoht. Iduci-
ble NOS hat Einfluss auf die zelluldare Immunantwort, sie induziert die Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen wie IL=1, TNF—a und INF—y und ist an der Aktivierung

von KT-Kanilen beteiligt [21].

Ubereinstimmend mit der Inflammasom-abhingigen IL—-13-Prozessierung war die rena-
le und lienale Produktion von aktivem [L-15 in der Gruppe der Asc-defizienten Tiere
im Verlauf der NTN deutlich vermindert. Die Annahme, dass in der autologen Phase
der NTN eine ASC-abhangige IL—13-Prozessierung eine funktionelle Rolle spielt wird
hierdurch gestarkt. Zusatzlich fiihrte das Fehlen von ASC zu einer reduzierten Akti-
vierung renaler und lienaler DCs sowie zu einer verminderten T-Zell-Aktivierung und
lienaler INF—y-Sezernierung nach Restimulation mit polyklonalem IgG des nephrotoxi-
schen Kaninchenserums, dass das intial im Glomerulus abgelagerte nephritogene Antigen
darstellt. Die mogliche Erklarung fiir die abgeschwachte lokale Entziindung in Nieren
Asc-defizienter Tiere kann daher einerseits Folge der lokal verminderten Inflammasom-
abhangigen IL-13-Produktion vor allem in renalen DCs sein. Zusatzlich konnte eine redu-
zierte DC-Aktivierung zu einer verringerten T-zelluldren Immunantwort gegeniiber dem
im Glomerulus abgelagerten nephritogenen Antigen fiihren. 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. Fiir CD40, CD80

und CD86 wurde bereits beschrieben, dass eine vermehrte Oberflichenexpression auf
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4 Diskussion

Antigen-prasentierenden Zellen (APCs), zu denen auch DCs zihlen, zu einer Verstarkung
der renalen Schadigung im Rahmen der NTN fiihrt [14, 15]. Die geringere Anzahl die-
ser Molekiile 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, konnte zu
einer abgeschwachten Aktivierung und Differenzierung naiver T-Helfer Zellen in Thl-
Zellen fiuhren. Thl-Zellen stellen, wie bereits beschrieben, einen elementaren Teil der
T-zelluldren Immunantwort im Rahmen der NTN dar [28, 90]. Die verminderte Anzahl
von Th1-Zellen kann ein Grund fiir die verminderte Nierenschadigung bei Asc-defizienten

Tieren in der autologen Phase der NTN sein.

Das Fehlen von NLRP3 fiihrte bei Mausen in einem Modell fiir tubulointerstitielle Nie-
renschadi- gung zu einer vollstindigen Protektion [38]. Dies konnte in den Untersuchun-
gen der vorliegenden Arbeit nicht nachgewiesen werden. Nlrp3-Defizienz fiihrte zwar
zu einer Verbesserung hinsichtlich der funktionellen Parameter, der Zellinfiltration und
den pathologischen Veranderung der Niere, diese waren aber nicht so deutlich ausge-
pragt wie bei Asc-, lI-1r1- oder Myd88-defizienten Tieren. Zudem stellte sich die Frage,
warum eine IL-13-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 IL1-3 von ASC-enthaltenden Inflammasomen beein-
flusst, nicht jedoch ausschlieBlich vom NLRP3—-Inflammasom abhangig. Es ist moglich,
dass andere Inflammasom-Komplexe wie zum Beispiel das NLRP1-Inflammasom, des-
sen renale Expression ebenfalls wahrend der autologen NTN induziert ist, eine Rolle
spielen. Der abgeschwachte Verlauf der NTN in Nlrp3-defizienten Mausen bei erhalte-
ner IL-15-Produktion legt nahe, dass IL1-(3-unabhdngige nicht kanonische Effekte der
NLRP3-Inflammasomkomponenten zur renalen Schadigung wahrend der NTN beitragen.
Die Inflammasom-unabhangige 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 durchgefiihrten Untersuchungen konnten eine IL1-3 un-
abhangige Funktion von NLRP3 nachgewiesen werden, die zu einer Freisetzung von
proinflammatorischem HMGB-1 in nephritischen Nieren beitragt. Die Freisetzung von
HMGB-1 aus aktivierten Makrophagen und DCs kann durch NLRP3 vermittelt werden,
wobei dieser Mechanismus auch Inflammasom unabhingig sein kann [98]. Nukledres
HMGB-1 kann durch proinflammatorisch stimulierte Zellen oder durch den Zelltod in
seiner aktiven Form freigesetzt werden. Extrazellulares HMGB-1 fungiert als DAMP
und fiihrt zu starken proinflammatorischen Effekten, die iiber die Aktivierung von RA-
GE und TLRs vermittelt werden [75]. Fiir 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 Mausen eine
verminderte HMGB-1-Freisetzung vorliegt, was die renale Inflammation im Modell der
autologen NTN, unabhangig von einer kanonischen Inflammasom-vermittelten IL-153
Prozessierung, mildern konnte. Wichtig zu erwahnen bleibt, dass in den durchgefiihrten
Untersuchungen nicht nur in Nlrp3-defizienten, sondern auch in Asc-defizienten Nie-
rengewebe eine Reduktion der HMGB-1-Freisetzung nachweisbar war. Dies kdnnte die
teilweise ausgepragtere Abschwachung der NTN in M3usen mit einer Defizienz fiir ASC
erkldaren. Konsistent mit Inflammasom- und IL-1/3-unabhangigen Effekten von NLRP3
in der autologen NTN war auch die erhaltene renale Expression einiger inflammatori-
scher Mediatoren, darunter IL-17, in Nlrp3-defizienten Mausen mit NTN. Nur in Asc-
nicht aber in Nlrp3-defizienten Tieren war die IL-=17 mRNA Expression vermindert. |L—
15 kann die Differenzierung, der naiven T-Zellen in IL-17-produzierende Th17- Zellen
unterstiitzen [8]. Ubereinstimmend mit der erhaltenen renalen IL-13-Produktion zeig-

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

Nicht nur IL-153, sondern auch IL-1« bindet an den IL-1R1 und kann dadurch zur
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Progression der Nierenschadigung wahrend der autologen Phase der NTN beitragen.
Zudem kann die Freisetzung von IL-1« auch durch Inflammasom-aktivierte Caspase—1
vermittelt werden [1, 22, 39, 53, 62]. Untersuchungen an |l-1/-defizienten Tieren mit
einer induzierten NTN zeigten eine verringerte Proteinurie, verminderte autologe An-
tikorpertiter, eine Reduktion der Anzahl glomerularer Halbmonde (Crescents) und einen
Riickgang der T-Zell Infiltration. Jedoch waren diese Parameter nicht so ausgepragt ver-
bessert wie bei Il-1r1-defizienten Tieren [86]. Dadurch lasst sich postulieren, dass die
Induktion und Progression der NTN sowohl durch IL-1« als auch durch IL-173 vermittelt
ist. Die durchgefiihrten Untersuchungen zeigten, dass prozessiertes |[L—1a in deutlich
groBerer Menge in nephritischen Nieren von Asc-defizienten Tieren, verglichen mit Wild-
typtieren und Tieren mit einer Defizienz fiir Nlrp3, nachweisbar war. Diese Tatsache
konnte eine Erklarung fiir die verbliebene NTN Aktivitat in Asc-defizienten Tieren sein,
im Vergleich zu Il1rl-defizienten Tieren. Konsistent mit den vorliegenden Ergebnissen
wiesen friihere Untersuchungen in II-1rl- und ll-la-defizienten Tieren mit induzierter
NTN eine IL-1« Beteiligung hinsichtlich der Proteinurie und der Bildung von autologen
Antikorpern nach. Jedoch konnte keine funktionelle Beteiligung von IL-1a bei der glo-
meruldren Halbmondbildung und der renalen T-Zell Infiltration gezeigt werden [86]. Die
vorhandene Expression von IL-1« 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 |L-1« liberwiegend dann einsetzt, wenn keine
durch ASC vermittelte IL-15-Produktion vorhanden ist. In diesem Zusammenhang ist
es interessant, dass Caspase—11 mit Inflammasomen interagiert und dadurch die IL-17
Aktivierung unterstiitzt, andererseits jedoch auch an einer Inflammasom-unabhangigen
Prozessierung von IL-1« beteiligt ist [94]. Bei Vorhandensein eines ASC beinhaltenden
Inflammasoms konnte Caspase—11 die Freisetzung von IL-13 hervorrufen, wohingegen
beim Fehlen eines solchen Inflammasoms, wie in naiven Wildtyptieren ohne Stimulus fiir
eine Inflammasom-Aggregation und Asc-defiziente Tiere, Caspase-11 die Maturierung

von IL-1a vermitteln konnte. Die konstitutive IL-1a-Proteinexpression in den Nieren
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naiver Wildtyptiere ohne NTN weist auf eine derartige intrazellulare Funkionen von IL—

1 hin [13].

Die vorliegenden Ergebnisse konnen erstmalig belegen, dass ASC durch eine Vermitt-
lung der IL-15-Produktion eine Inflammasom-abhanige proinflammatorische Rolle im
Verlauf der Immunkomplex-vermittelten GN besitzt. Jedoch konnte trotz Abschwachung
der NTN in Nlrp3-defizienten Mausen keine gleichartige Beteiligung fiir NLRP3 im Sinne
einer kanonischen Inflammasom-vermittelten IL=1/ Freisetzung wahrend der NTN nach-
gewiesen werden. Nicht kanonische Effekte von NLRP3 und ASC, wie die Freisetzung
von proinflammatorischem HMGB-1 kdnnten dagegen an der Entstehung und Progres-
sion von Immunkomplex-vermittelten GN wie der NTN beteiligt sein. Die Ergebnisse der
durchgefiihrten Untersuchungen weisen darauf hin, dass neben [L-=1R1 und dem Adapter-
molekiil MyD88 auch der NLRP3/ASC/IL-1/3-Signalweg einen potentiellen Ansatzpunkt
fiir eine therapeutische Intervention im Rahmen der T-Zell vermittelten GN darstellt. Die
Blockade von IL-13 mit Anakinra, einem [L-1/3-Antagonisten, oder alternativ die direkte

Inhibition von NLRP3 und ASC konnten erfolgversprechende Therapieansatze sein.
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5 Zusammenfassung

Die Rolle des NLRP3-Inflammasoms bei Immunkomplex-vermittelten Glome-

rulonephritiden

Das proinflammatorische Zytokin IL-13 ist maBgeblich an der renalen Schiadigung im
Rahmen der Immunkomplex-Glomerulonephritis beteiligt. Fiir die Spaltung von pro-IL-153
in seine extrazellulare sezernierbare Form sind Inflammasome zustandig. Fiir das NLRP3-
Inflammasom, das auf eine Vielzahl endogener Gefahrensignale (DAMPs) reagiert, wurde
eine funktionelle Rolle bereits in tubulointerstitiellen Nephropathien gezeigt, wohingegen
die Funktion in glomerularen Erkrankungen bis dato nicht geklart ist. Um zu untersuchen,
ob NLRP3 und sein Adaptermolekiil ASC am Geschehen der Immunkomplex-vermittelten
glomerularen Inflammation beteiligt sind, wurde ein T-Zell-abhangiges autologes NTN
Modell induziert. Dies erfolgte in Mausen mit einer Defizienz der Inflammasomkomponen-
ten NLRP3 (C57BL/6-NIrp®™17¢) und ASC (C57BL/6-Pycard™V ™). Die renale Ex-
pression von NLRP3/ASC Inflammasom-Komponenten und pro—IL-1/ stiegen wahrend
der NTN an und waren insbesondere in dendritischen Zellen (DC) vermehrt nachweisbar.
Diese Tatsache war assoziiert mit der renalen Produktion von aktivem IL-1/3, was auf
die Aktivierung des Inflammasoms hindeutet. Eine Defizienz fiir Nlrp3 oder Asc verrin-
gerte den renalen Schaden signifikant, ebenso die Leukozyteninfiltration und die T—Zell
Aktivierung. Ubereinstimmend mit einem ASC-abhingigen Verlust der Inflammasom-
vermittelten IL-13-Aktivierung war die renale und lienale Produktion von aktivem IL-

153 in Asc-defizienten Miusen vermindert. Uberraschenderweise blieb die IL-13-Bildung
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5 Zusammenfassung

bei NIrp3-defizienten Tieren unverandert, was auf nicht-kanonische proinflammatorische
NLRP3-abhangige Effekte im Modell der NTN hinweist. Ein solcher moglicher Effekt
konnte die NLRP3-vermittelte Freisetzung von proinflammatorischem HMGB-1 als ein
neuer nicht-kanonischer Mechanismus von NLRP3 und ASC wahrend der Immunkomplex-
Glomerulonephritis sein. Auf Grund dessen wire die Blockade sowohl von NLRP3, als
auch von ASC eine moglicher 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-17 significantly contributes to renal injury in immune
complex glomerulonephritis. Production of mature IL-15 depends on activation of the
inflammasome that cleaves pro-lIL-17 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-173 increased during NTN, and was abundant in renal DCs. This was associated with
renal production of mature IL-173, 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-17 acti-
vation, renal and splenic production of mature IL-13 was abrogated in Asc-deficient mice.
Surprisingly, IL-15 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 Abkiirzungen / Abbildungen
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Abkiirzungen

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 Glomerulare Filtrationsrate

GMB Glomeruldre 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 Abkiirzungen / Abbildungen

IL Interleukin

IL-1R1 Interleukin-1-Rezeptorl

IL-1R1a Interleukin—1-Rezeptor—1-Antagonist

iNOS Inducible Nitirc Oxide Synthetase

IRI Ischemia Reperfusion Injury

kDa Kilo-Dalton (MaBeinheit fiir die Proteingrosse)

MAK Membranangriffskomplex

MCP1 Monocyte Chemotactic Protein 1

MyD88 Myeloid Differentiation Primary Response Gene 88

NFkB 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-Domane
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RIG

ROS

TLR

TNF

TXNIP

uuo

VCAM1

7 Abkiirzungen / Abbildungen
Retinoic-Acid-Induced-Gene-Like Rezeptor
Reactive oxigen species
Toll-like Rezeptor
Tumornekrose—Faktor
Thioredoxin Interacting Protein
Ureterobstruktion

Vascular Cell Adhesion Molekule 1
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