SCHLUSSBERICHT ZU DEM FORTSETZUNGSANTRAG
»ENTSTEHUNG VON AUTOIMMUNKRANKHEIT NACH EXPOSITION
GEGENUBER QUECKSILBER BZW. GOLDSALZEN: CHARAKTERISIERUNG
DER AN DEN T-ZELLREAKTIONEN BETEILIGTEN SELBSTPROTEINE"
(KENNZEICHEN Ol KD 89030)

A.l. Aufgabenstellung

A.l.1. Durch Quecksilber (Hg) induzierbare sklerodermieartige Autoimmunkrank-

heit bei der Maus

Mit Hilfe von CD4" T-Zellhybridomen sollten folgende Fragen untersucht werden:

(1) Welche Antigene induzieren und unterhalten die durch Quecksilber induzierbare,
T-zellabhéngige Autoimmunkrankheit  ?

(2) Werden die entsprechenden Antigene bereits normalerweise von  antigenprasentieren-
den Zelen (APZ) exprimiert oder erst nach Zellstref3?

(3) Welches sind intrazellulare Primérlasionen unter dem EinfluR von Quecksilber?

(4) Welche Epitope des Kernproteins Fibrillarin  werden von , Hg-spezifischen" und wel-
che von autoreaktiven CD4" T-Zelen erkannt?

(5) LaRkt sich dasfur die o. g. Frage erforderliche Maus-Fibrillarin rekombinant herstel-
len, wodurch die mihsame, aufwendige Isolierung dieses Proteins aus Mauszellen
Uberflissig  wurde?

(6) Reagieren digenigen Mausstamme, die eine genetische Pradisposition hinsichtlich der
durch  Quecksilber induzierbaren Autoimmunkrankheit —aufweisen, vorzugsweise  mit
ihren Th2-Zellen, wéahrend die resistenten S&mme vorzugsweise mit ihren Thl-Zellen
reagieren?

(7) Gibt es Unterschiede in der Toxikokinetik des Hg St@mmen, diefir die Hg-induzierte

Autoimmunkrankheit empfanglich sind, und denen, die hierfir resistent sind?



A.1.2. Proteinveranderungen durch Gold(lll), den reaktiven Metaboliten des Gold(l)

(8) Gibt es Unterschiede in der Toxikokinetik von Gold zwischen S@mmen, die fir die
Gold-induzierte Autoimmunkrankheit empfanglich sind, und den Sé@mmen, die hierfir
resistent  sind?

(9) LaRt sich die Bildung wvon Gold(lll) unter dem EinfluR einer Mischung aus Myeloper-
oxidase und H,O, nachweisen, aus der bekanntlich das starke Oxidationsmittel Hypo-
chlorit (HOCI) oder Bleiche entsteht.

(10) Lafkt sich nachweisen, dal3 die Biooxidation von Gold(l) zu Gold(HI) in Makrophagen
stattfindet?

(11) Welches sind die durch Gold(HI) verénderten (Selbst-)Proteine bzw. Peptide?

(12) Induziert Gold(lll) die Présentation kryptischer Peptide auf APZ?

(13) Gibt es Kreuzreaktionen , Gold(l1l)-spezifischen®  T-Zellen mit anderen sensibilisie-

renden Metallionen?

A.ll. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefihrt wurde

Die im Fortsetzungsantrag beschriebenen Experimente waren wahrend der Forderperiode
auch Bestandteil des Forschungsplanes des Medizinischen Instituts fur Umwelthygiene an
der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf, so daf3 ihrer Durchfihrung alle Hilfe seitens

des Instituts angedeihen konnte.

A.lll. Planung und Ablauf des Vorhabens

Das Vorhaben konnte im grofBen und ganzen wie geplant durchgefihrt werden. In einigen
Details jedoch kam es zu Abweichungen: So kam es infolge Ausscheidens (aufgrund des
Hochschulrahmengesetzes) der wichtigen Mitarbeiterin, Frau Dr. Kubicka-Muranyi, zu

groRRen Verzodgerungen, insbesondere was die Herstellung und Analyse von CD4" T-Zell-
hybridomen mit Spezifitat fur Fibrillarin betrifft. Ferner gelang es uns bisher nicht, CD4"

T-Zellhybridome mit , Spezifitat fur Gold(lI1)" herzustellen.



A.IV. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknipft wurde

In den seltenen Fallen systemischer Autoimmunkrankheiten, wie z.B. des SLE und der
Sklerodermie, in denen ein &tiologisches Agens identifiziert werden konnte, war dies
immer eine Chemikalie. Die einzigen Tiermodelle, in denen sich eine systemische Au-
toimmunkrankheit durch Verabreichung eines chemischen Fremdstoffes induzieren &M,
sind die systemischen Autoimmunkrankheiten, die bei genetisch empfanglichen Ratten-
und Mausestdmmen nach Gabe von Quecksilberverbindungen bzw. Gold(l)-Antirheuma-

tika entstehen. Hierzu wurden von der eigenen Gruppe wichtige Vorarbeiten geleistet.

A.IV.l. Vorarbeiten zur experimentellen Induktion einer systemischen Autoimmun-

krankheit durch Quecksilber

- Das Kernprotein Fibrillarin wurde als herausragendes Ziel der durch Quecksilber indu-
zierbaren Autoimmunkrankheit in H-2°-Ma&usen identifiziert. Sowohl spezifische Autoanti-
korper als auch CD4" T-Zellen gegen dieses Kernprotein wurden nachgewiesen.
Interessanterweise bilden auch Patienten mit idiopathischer Sklerodermie Autoantikorper
gegen Fibrillarin; die Feinspezifitat dieser Autoantikdrper ist identisch mit der im Queck-
silbermodell bei der Maus beobachteten [LUbben et al., 1994].

- Aus den Vorarbeiten war bekannt, da die fir die quecksilberinduzierte Autoimmun-
krankheit empféanglichen H-2°-Mé&use vorzugsweise mit Th2-Zellen auf die Quecksilberbe-
lastung reagierten. Nicht nachgewiesen war die Vermutung, daf die resistenten H-2 -
Stamme dagegen mit einer praferenziellen Thl-Antwort reagieren.

- Uber intrazelluldre Primarlasionen in der praimmunologischen Phase der quecksilberin-

duzierten Autoimmunkrankheit war gar nichts bekannt.



A.IV.2. Vorarbeiten zur experimentellen Induktion einer Autoimmunkrankheit

durch Gold

- Es ist ein Mausmodell zur Induktion unerwiinschter Nebenwirkungen von Gold(l) eta-
bliert worden.

- Dabei wurde entdeckt, dal3 es unter einer mehrmonatigen Gold(l)-Behandlung im Maus-
modell zur Biooxidation des Gold(l) zu Gold(lIl) kommt. Der anatomische Ort, an dem
diese Biooxidation stattfindet, war nicht bekannt, aber Makrophagen kamen als Kandidat-
zellen hierfirr in die engere Wahl.

- Es wurde nachgewiesen, dald es in vivo zu spezifischen T-Zellreaktionen gegen den reak-
tiven Metaboliten Gold(l11) kommt, nicht aber gegen die nur maRig proteinreaktive Mutter-
substanz Gold(l).

- Es wurden CD4" T-Zellhybridome etabliert, die spezifisch auf Rinder-RNase reagierten,
wenn diese mit dem reaktiven Metaboliten Gold(Ill) vorbehandelt worden war. Gegen

welche Epitope (Peptide) dieses Proteins die T-Zellen reagierten, war unbekannt.

A.l1V.3. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Prof. C. Frank Shaw, Department of Bioinorganic Chemistry, University of Wisconsin at
Milwaukee, USA, der im Jahr 1994 als DFG-Gastprofessor in der Abteilung Immunologie
des Medizinischen Instituts fir Umwelthygiene mit an diesem Projekt arbeitete.

- Dr. Kazuo Takahashi, Clinic of Dermatology, University of Yokohama, Japan, der im
Jahr 1994 als Postdoc an den Experimenten zu Gold(l11) mitarbeitete.

- Prof. H. Kaibacher, Forschungszentrum der Medizin und Naturwissenschaften an der
Universitat Tubingen, der sich Uberlappende Peptide der Rinder-RNase synthetisierte, was
es uns ermoglichte, das genaue Peptid (Epitop) zu identifizieren, gegen das , Gold(lI1)-
spezifische" T-Zellen reagieren.

- Dr. P. Hemmerich, Institut fir Molekulare Biotechnologie, Jena, der in Zusammenarbeit
mit Dr. A. von Mikecz, MIU, die cDNA murinen Fibrillarins in Expressionsvektoren klo-

nierte und rekombinantes Fibrillarin in E. coli herstellte.



B.l. Darstellung der erzielten Ergebnisse

B.l.I. Zu den unter A.l. aufgefiihrten Fragen wurden folgende Resultate erzielt:

Quecksilber

(1) Welche Antigene induzieren und unterhalten die durch Quecksilber induzierbare, T-
zellabhangige Autoimmunkrankheit? Als herausragendes Zielantigen der Autoim-
munantwort wurde das Fibrillarin identifiziert, auflerdem auch noch, wenngleich in
viel geringerem Malde, Historie. Ferner wurde gefunden, da kurz nach Beginn der
Quecksilberbelastung eine Vielzahl verschiedener Selbstproteine (alle, die untersucht
wurden) immunogen gemacht wurden. Diese waren aber nur dann immunogen fir die
T-Zellen, wenn sie aus quecksilberbelasteten Mausen prapariert wurden, nicht aus un-
behandelten Mausen. Bei Fibrillarin verhielt sich dies anders: Zu Beginn der Queck-
silberbelastung war hauptsachlich das mit Quecksilber vorbehandelte Fibrillarin im-
munogen, spater dagegen war auch, und zwar besonders, das native Fibrillarin Ziel der
Autoimmunantwort von T- und B-Zellen.

(2) Werden die entsprechenden Antigene bereits normalerweise von antigenprasentieren-
den Zellen (APZ) exprimiert oder erst nach Zelstre3? Die Untersuchung dieser Frage
muf3te dadurch unterbrochen werden, da3 Frau Dr. Kubicka-Muranyi das Institut ver-
lassen mufdte und auRerdem die von ihr hergestellten CD4" T-Zellhybridome mit der
Zeit ihre Spezifitat verloren. Neue T-Zellhybridome mit Spezifitat fur Fibrillarin sollen
hergestellt werden, sobald es gelungen ist, ausreichende Mengen an rekombinantem
Fibrillarin der Maus zu produzieren.

(3) Welches sind intrazellulare Primérlasionen unter dem EinfluB von Quecksilber? Ein
ganz neuartiger Befund ist, dal es unter Quecksilberbelastung einer humanen Epithel-
zellinie (Hep-2) zur Didokation des Fibrillarins, das in unbehandelten Zellen aus-
schlieBlich im Nukleolus lokalisiert ist, aus dem Nukleolus in das Nukleoplasma
kommt. Im Nukleoplasma kolokalisiert das dislozierte Fibrillarin mit dem 20S
Proteasom (A. von Mikecz et al., unvertffentlichte Ergebnisse), das bekanntlich ein
Enzym der Antigenprozessierung fur den MHC-Klasse-I Prasentationsweg an T-Zellen

darstellt.



(4) Welche Epitope des Kernproteins  Fibrillarin  werden von , Hg-spezifischen” und wel-
che von autoreaktiven CD4 T-Zellen erkannt? Auch diese Frage konnte bis jetzt aus
den o0.g. Grinden noch nicht beantwortet werden.

(5) Lakt sich dasfir die o. g Frage erforderliche Maus-Fibrillarin rekombinant herstel-
len, wodurch die mihsame, aufwendige Isolierung dieses Proteins aus Mauszellen
Uberflissig wirde? Die cDNA fir Maus-Fibrillarin konnte mittels gerichteter Polyme-
rasekettenreaktion (PCR) in Expressionsvektoren kloniert, rekombinantes Protein in E.
coli hergestellt und biochemisch reinst aufgereinigt werden (P. Hemmerich, A. von
Mikecz, unverotffentlichte Ergebnisse). Zur Zeit wird an der Optimierung der Pro-
teinexpression zwecks Herstellung von rekombinantem Fibrillarin in mg-Mengen ge-
arbeitet.

(6) Reagieren digenigen Mausstamme, die ene genetische Préadisposition hinsichtlich der
durch  Quecksilber induzierbaren Autoimmunkrankheit —aufweisen, vorzugsweise — mit
ihren Th2-Zellen, waéhrend die resistenten SAmme vorzugsweise mit ihren Thl-Zellen
reagieren? Dald die resistenten H-2°-Mause in der Tat mit einer praferenziellen Thi-
Antwort auf eine Quecksilberbelastung reagieren, konnte experimentell bestatigt wer-
den [Doth et al., 1997].

(7) Gibt es Unterschiede in der Toxikokinetik des Hg zwischen S@mmen, die fir die Hg-in-
duzierte Autoimmunkrankheit empfanglich sind, und denen, die hierfir resistent sind?
Eine ausfuhrliche Untersuchung der Toxikokinetik von Hg in mehreren Organen ver-
schiedener Maus-Inzuchtstamme wurde durchgefiihrt. Interessanterweise wurde ge-
funden, dal die fir die quecksilberinduzierte systemische Autoimmunkrankheit pra-
disponierten H-2°-Mause signifikant viel mehr Hg in ihren Milzen akkumulierten als

die resistenten H-2'-Stamme [Griem et al., 1997].

Gold

(8) Gibt es Unterschiede in der Toxikokinetik von Gold zwischen Sammen, die fir die
Gold-induzierte Autoimmunkrankheit empfanglich sind, und den Sammen, die hierfur
resistent sind? Es wurde eine ausfihrliche Toxikokinetik von Gold in verschiedenen
Maus-Inzuchtstammen durchgefihrt. Dabei zeigte sich interessanterweise, daf der fir
die Autoimmunantwort pradisponierte H-2°-Stamm signifikant viel mehr Gold in sei-

nen Makrophagen akkumulierte als ein resistenter Stamm [Tonn et al., 1994].



(9) L&kt sich die Bildung von Gold(Ill) unter dem Einflul einer Mischung aus Myeoloper-

(10)

(11)

(12)

(13)

oxidase und H,O, nachweisen, aus der bekanntlich das starke Oxidationsmittel Hypo-
chlorit (HOCI) oder Bleiche entsteht? Dieser Nachweis konnte im zellfreien Milieu
erbracht werden [Shaw et al., 1994].

Lakt sich nachweisen, daR die Biooxidation von Gold(l) zu Gold(HI) in Makrophagen
stattfindet? Auch dieser Nachweis konnte erbracht werden. Und zwar wurden zum
Nachweis des sehr reaktiven, kurzlebigen Gold(l1l) T-Zellen mit , Spezifitat fur
Gold(l11)" eingesetzt; diese Zellen weisen nicht direkt Gold(lIl) nach, sondern seine

» FuBspuren" auf - bisher unbekannten - Selbstproteinen der Makrophagen [Goebel et
al., 1996].

Welches sind die durch Gold(lll) veradnderten (Selbst-)Proteine bzw. Peptide? Diese
konnten bisher nicht identifiziert werden, da es bisher nicht gelang, CD4" T-Zellhybri-
dome mit , Spezifitat fur Gold(l11)" zu etablieren.

Induziert  Gold(lll) die Préasentation kryptischer Peptide auf APZ? Aufgrund der mit
dem Protein Rinder-RNase durchgefihrten Versuche kann diese Frage eindeutig bejaht
werden [Griem et al, 1996].

Gibt es Kreuzreaktionen der » Gold(I11)-spezifischen" T-Zellen mit anderen sensibili-
sierenden Metallionen? In der Tat wurde gefunden, daR diejenigen CD4'T-Zellhybri-
dome, die spezifisch gegen kryptische Peptide der RNase reagierten, wenn diese mit
Gold(I11) vorbehandelt worden war, auch gegen diese kryptischen Peptide reagierten,
wenn diese mit Palladium(lV), Palladium(ll) oder Nickel(l11) vorbehandelt wurden
[Panthel et al., Manuskript in Vorbereitung]. Definitionsgemal haben die sog. krypti-
schen Peptide das atiologische Agens (die Chemikalie), welches ihre Prasentation auf
APZ veranlalite, nicht an sich gebunden. Der chemische Fremdstoff denaturiert statt-
dessen das Protein derart, dafl es anders prozessiert wird und kryptische Peptide ausge-
schnitten und auf MHC-Molekilen prasentiert werden. Somit sind also die sogenann-
ten ,Gold(l11)-spezifischen" T-Zellen gar nicht gegen Gold(I11) als Epitop gerichtet,
sondern gegen kryptische Peptide, und sie sind deshalb - streng genommen - als au-
toimmun zu betrachten. Mit anderen Worten, bei den durch sensibilisierende Schwer-
metallionen hervorgerufenen unerwinschten Immunreaktionen braucht kein Unter-
schied zwischen einer allergischen und einer autoimmunen T-Zellreaktion zu bestehen
[8, 15]. Diese neue Erkenntnis reflektiert auch klinische Beobachtungen, daf3 es oft-
mals keinen scharfen Unterschied zwischen allergischen und autoimmunen Reaktionen

auf chemische Fremdstoffe gibt.



B.l.2. Darstellung des erzielten Erkenntnisgewinns und des voraussichtlichen Nutzens

der Ergebnisse

- Da die Atiologie von Autoimmunkrankheiten noch weitgehend unbekannt ist und Viren,
anders als vielfach vermutet, bisher nur duf3erst selten als atiologische Agenzien nachge-
wiesen werden konnten, ist die Induktion von Autoimmunkrankheiten durch chemische
Fremdstoffe von grundsatzlichem Interesse.

- Gleichfalls von grundséatzlicher Bedeutung ist die Immunisierung gegen kryptische
(Selbst-)Peptide unter dem Einflu3 von Schwermetallionen, wie hier am Beispiel des nu-
klearen Selbstproteins Fibrillarin (unter dem Einflul? von Quecksilber) und des Modellpro-
teins Rinder-RNase (unter dem Einflul3 von verschiedenen Schwermetallionen) nachgewie-
sen. - Eine wichtige Erkenntnis im Hinblick auf die Entstehung unerwinschter Immunre-
aktionen gegen chemische Fremdstoffe ist, daR die entsprechenden Primérlasionen offen-
bar in APZ ablaufen oder ablaufen kdnnen. Dies betrifft hier die abnormale Préasentation
des Kernproteins Fibrillarin auf Makrophagen quecksilberbehandelter Mause [Kubicka-
Muranyi et al., 1995] und die in Makrophagen stattfindende Biooxidation des nur mafig
proteinreaktiven Gold(l) in das hochreaktive Gold(l11) [Goebel et al., 1996]. Auch die unter
dem Einflu3 von Quecksilber beobachtete abnormale Dislokalisation des Kernproteins
Fibrillarin und bereits im Zellkern stattfindende Kolokalisation mit Enzymen der Antigen-
prozessierung (Proteasomen) kénnte hierher gehéren, wenngleich sie bislang nur in einer

humanen Epithel-Zellinie beobachtet wurde [von Mikecz et al., in Vorbereitung].
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