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1 Einleitung

1.1 Bedeutung der Nickelallergie

Die Nickelallergie ist eine der am haufigsten vorkommenden Allergien der heutigen Zeit. Etwa 20%
der weiblichen und etwa 4% der mannlichen Bevolkerung weisen eine Uberempfindlichkeit gegeniiber
diesem Metall auf. Uber eine eventuelle genetische Pradisposition der Nickelallergie ist bisher nichts
bekannt. Bei der Nickelallergie handelt es sich auch um eine der haufigsten Berufskrankheiten.
Besonders im Friseurhandwerk ist die Nickelallergie weit verbreitet, da das Metall der Scheren einen
hohen Anteil Nickel enthélt, beim Bleichen der Haare kommt die Haut in Kontakt mit
Wasserstoffperoxid, welches ein starkes Oxidationsmittel ist und zur Bildung von Radikalen fiihrt.
Hier sind die gleichen Bedingungen vorhanden, die auch in dem dieser Arbeit zugrundeliegenden
Mausmodell der Nickelallergie zum Tragen kommen. Aber auch der Umgang mit ganz alltdglichen
Dingen bringt uns in Kontakt mit Nickel, denn Nickel ist eines der haufigsten Metalle in unserer
Umwelt. Dies macht es sensibilisierten Menschen besonders schwer, den Kontakt mit Nickel zu
vermeiden. Es ist ein hdufiger Bestandteil vieler Metallegierungen, es kommt nicht nur in
medizinischem Gerét wie Kathetern, Nadeln, chirurgischen Implantaten oder Zahnspangen, sondern
auch in ganz alltaglichen Dingen wie Schmuck, Uhren und Minzen vor, sowie in manchen
Nahrungsmitteln (Basketter, 1993). So setzen zum Beispiel die neuen 1- und 2- Euromiinzen
bedeutende Mengen an Nickelionen frei (Nestle, 2002), und Nahrungsmittel wie Sojabohnen, Nisse,
Kakao (demzufolge also auch Schokolade), Hilsenfriichte, Muscheln, manche Fischarten,
verschiedene Getreide, sowie Tee und Kaffe enthalten bedeutende Mengen an Nickel (WWW:
Allergieinfo). Lebensmittel mit mehr als 50 Mikrogramm Nickel pro 100 Gramm sollten von
Allergikern nur in Malien verzehrt werden. Studien tUber Menschen, die in Nickel-verarbeitenden
Betrieben oder Raffinerien arbeiten, zeigen ein wesentlich haufigeres Vorkommen von Lungen- und
Nasenkrebs. Nickel wird auch in Tabak gefunden, es ist mdglicherweise einer der karzinogenen
Bestandteile im Tabakrauch. Wie bei allen Schwermetallen kann es bei extremer Uberdosierung, die
allerdings sehr selten ist, zu diversen schweren Vergiftungserscheinungen kommen.

Somit besteht in der Untersuchung der Nickelallergie und speziell der Induktion der Nickeltoleranz
nicht nur ein wissenschaftliches, sondern auch ein volkswirtschaftliches Interesse. In dieser Arbeit
wurde besonderes Augenmerk auf die Induktionsphase der Nickeltoleranz gerichtet, welche durch die
Untersuchung von Zytokinprofilen in Nickel-sensibilisierten und —toleranten Mausen naher erforscht
wurde, da die Art des exprimierten Zytokinprofils wéhrend des Kontakts mit Nickel groRen EinfluR
auf die Entscheidung zwischen Allergie oder Toleranz besitzt. Besonderer Wert wurde auf die
Untersuchung der Funktion der unterschiedlichen an der Induktion der Nickeltoleranz beteiligten
Zellarten gelegt.

1.1.2 Physiologische Rolle von Nickel

Im Korper eines Erwachsenen mit einem durchschnittlichen Koérpergewicht von 70 kg findet man
einige Milligramm Nickel, das vor allem in hormonbildenden Drisen, Lunge, Leber und Nieren
vorkommt. Nickel ist Bestandteil einer Reihe von Enzymen wie der Urease. Die Urease spaltet
Harnstoff in Kohlendioxid und Ammoniak. Aullerdem enthalten die Enzyme, die DNA und RNA
bearbeiten oder stabilisieren, relativ viel Nickel. Der Nickelbedarf ist von individuellen Gegebenheiten
abhédngig und liegt bei maximal 50 pg pro Tag. Ein Mangel an Nickel fiihrt zu einer Stérung der
Atmungskette (Zitronensaurezyklus), weil Nickel Bestandteil einiger der beteiligen Enzyme ist.
Aulerdem kann es zu einer Stérung des Stoffwechsels beim Glukoseabbau kommen. Durch die
Beteiligung von Nickel an der Urease, dem Enzym, das Harnstoff (Urea) abbaut, kommt es bei
Nickelmangel mdglicherweise zu einer Urédmie, also einer erhdhten Harnstoffkonzentration im Blut
(WWW, Allergieinfo).
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1.2 Entstehung der Nickelallergie

1.2.1 Mechanismus der T-Zellaktivierung

Wird ein Antigen vom Korper als fremd erkannt, so kann es zur Sensibilisierung kommen. Fur die
Sensibilisierung ist zundchst die Aufnahme und Prozessierung des Antigens durch professionelle
antigenprasentierende Zellen (APZ) erforderlich, gefolgt von der Présentation der prozessierten
Peptide dieser Proteine durch MHC-Molekiile auf der Oberflache der APZ. Diese Molekiile werden
von einer Gruppe von Genen kodiert, die als "major histocompatibility complex™ bezeichnet werden.

Die présentierten Peptide werden durch den heterodimerischen T-Zellrezeptor (TZR), der auf den
meisten T-Zellen sowohl des Menschen als auch der Maus exprimiert wird, erkannt. Der grofite Teil
dieser Rezeptoren besteht aus einer o und einer B-Kette (Davis, 1988; van den Elsen, 1995). Jeder
dieser Rezeptoren ist spezifisch fur bestimmte Peptide. Die demzufolge erforderliche hohe Diversitéat
dieses Antigenrezeptors entsteht durch das Rearrangement bestimmter Genelemente wahrend der T-
Zellentwicklung (Petrie, 1995). Die komplementaritits-bestimmenden Regionen (complementary-
determining regions, CDRs) CDR1, CDR2 und CDR3 befinden sich in den variablen Regionen der
TZR-a- und -B-Ketten und sind essentiell fur die Erkennung antigener Determinanten, die den T-
Zellen prasentiert werden (Chothia, 1988; Chien, 1993). Diese Determinanten werden vom TZR in
Form von Peptiden erkannt, die in der Antigen-bindenden Furche von MHC Klasse |- oder MHC
Klasse I1-Molekiilen gebunden sind (Jorgensen, 1992). In diesen Komplexen befinden sich die CDR3-
Regionen beider TZR-Ketten (iber dem zentralen Teil des Peptids, wahrend CDR1 und CDR2 sowohl
mit dem Peptid als auch mit MHC-Determinanten in Kontakt kommen (Garboczi, 1996; Garcia, 1996;
Fields, 1996).

Die aktivierten T-Zellen gehoren entweder der CD4"- oder der CD8"-Subpopulation an, abhéngig von
der Art des exprimierten Korezeptors, und sind gekennzeichnet durch die Expression von
Aktivierungsmarkern wie der 1L-2-Rezeptor a-Kette (CD25), oder CD69. Die Zellen des CD4-Typs
werden auch T-Helferzellen genannt und liefern durch die Expression von Zytokinen wie IL-2, 1L-4,
IL-10 oder IFN-y Unterstlitzung bei der Aktivierung anderer naiver T-Zellen. Durch die Expression
eines spezifischen Zytokinprofils entsteht eine spezielle Mikroumgebung, die die Entwicklung
weiterer naiver T-Zellen und auch der antigenprésentierenden Zellen beeinfluit. Abh&ngig von der Art
des exprimierten Zytokinprofils kdnnen die entstehenden T-Zellen entweder dem Th1-Typ angehoren,
der durch die Expression von IL-2, TNF-a. und IFN-y gekennzeichnet ist, oder dem Th2-Typ, wenn
IL-4, IL-5 und IL-10 exprimiert werden.

1.2.2 Rolle der APZ bei der Induktion der Immunantwort

Stark ausschlaggebend fur die Entwicklung einer Thl- oder Th2-Antwort ist die Art der beteiligten
APZ, im besonderen der Dendritischen Zellen (DZ). Die DZ regulieren die Entwicklung bestimmter
Th-Zellpopulationen und bewirken daher die Entwicklung der richtigen Art der Immunantwort auf
unterschiedliche Antigene. In der Maus werden Subpopulationen von DZ anhand der Expression von
CD8a unterschieden. Die Aktivierung von Th-Zellen durch DZ der unterschiedlichen
Subpopulationen bewirkt eine unterschiedliche Ausprdgung der Immunantwort. So induziert das
Priming von Th-Zellen durch CD8a." DZ eine Th1-Antwort. Bei Entstehung einer Th1-Antwort wird
die zelluldre Immunantwort gefordert, es kommt zur Aktivierung von CTLs, NK Zellen und
Makrophagen, und somit zur Ausbildung einer inflammatorischen Immunreaktion, wie bei Arthritis,
Diabetes oder EAE. Die Thl-Antwort ist gekennzeichnet durch den Influx von Entziindungszellen wie
Neutrophilen an den Entziindungsherd und das Auftreten von Antikdrpern des 1gG2a-1sotyps. Erfolgt
die Aktivierung der Th-Zellen hingegen durch CD8a DZ, so entsteht eine Immunantwort vom Th2-
Typ. Bei Auspragung einer Th2-Antwort wird eine allergische Immunreaktion bevorzugt, wie bei
Asthma oder Rhinitis. Charakteristisch fur eine Th2-Antwort ist das Auftreten von Mastzellen und von
Antikorpern des IgE- und 1gG1l-lsotyps (YYasumi 2004). Hierbei zeigte sich, daf weitere
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kostimulatorische Molekiile fiir die Entwicklung der unterschiedlichen Antworten erforderlich sind,
die hauptsachlich von den DZ geliefert werden (Kalinski 1999; Moser 2000). So ist flr die Induktion
der Thil-Antwort durch die CD8a" DZ die Wechselwirkung von CD40 auf der Oberflache der
antigenprasentierenden Zelle mit CD154 (CD40L, der Ligand von CD40) auf der Oberflache der T-
Zelle erforderlich. Ohne diese Interaktion konnen die CD8a." DZ keine Th1-Antwort mehr induzieren,
wahrend die Induktion von Th2-Antworten durch die CD8o DZ davon unbeeinfluft bleibt. Die
Ligation von CD40 bewirkt die Reifung und Aktivierung der DZ (Caux, 1994) und induziert die
Expression von Zytokinen wie IL-12 (Cella, 1996; Koch, 1996), die essentiell fur die Entwicklung der
Thl-Antwort sind (Hsieh, 1993; Manetti, 1993; Trinchieri, 1994; Macatonia, 1995).

Der wichtigste Parameter fir den EinfluR der DZ auf die Aktivierung naiver T-Zellen ist der
Reifezustand der DZ. Weder CD8a." noch CD8a” DZ sind dazu in der Lage, optimale T-Zellantworten
zu induzieren, solange sie sich in ihrem unreifen Stadium befinden. Erst durch ihre Reifung werden sie
zu potenten Aktivatoren naiver T-Zellen (De Smedt, 2001). Neuere Studien liefern Hinweise darauf,
daR CD8a" DZ an der Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz beteiligt sind (Belz, 2002; Liu,
2002), ihr tolerogenes Potential aber durch die Gabe von agonistischen anti-CD40-Antikdrpern
tberwunden werden kann und die Antwort zytotoxischer Lymphozyten (CTL) gegen Gewebe-
assoziierte Antigene auslost (Liu, 2002; Grohmann, 2001).

Auch B-Zellen sind wirkungsvolle APZ (Moulon, 2003; Lu, 2003; Glimcher, 1985) fir Nickel-
reaktive T-Zellen. Fir die Untersuchung der MHC-Restriktion von CD8" zytotoxischen T-Zellen, die
bei der Entstehung und Unterhaltung der Nickelallergie eine Rolle spielen, aber auch CD4" Nickel-
reaktiver T-Zellklone, kénnen verschiedene B-Zellinien als APZ dienen (Lu, 2003). Die untersuchten
T-Zellen reagieren mit Proliferation und spezifischer Zytolyse der antigenprasentierenden B-Zellen
(Moulon, 1998), beziehungsweise mit der Produktion von IL-2 (Lu, 2003).

1.2.3 Bedeutung der Kostimulation

1.2.3.1 Aufregulierung der Kostimulation durch Gefahrensignale

Wie bereits eingangs erwahnt, ist fur die Sensibilisierung gegen Nickel eine gleichzeitige Entziindung
an der Aufnahmestelle erforderlich. Ein Kennzeichen der Entziindungsreaktion ist unter anderem die
Bildung von Wasserstoffperoxid, welches auch in unserem Modell der Nickelallergie als Adjuvans
eingesetzt wird. Es handelt sich hierbei also um einen endogen vorkommenden Entziindungsmediator,
der sehr reaktiv ist und schnell in Radikale zerfallt. Die Entzindungsreaktion sorgt fur die
Anwesenheit von weiteren Radikalen wie zum Beispiel NO, die ein Gefahrensignal fiir die Zellen
darstellen. Dieses Gefahrensignal bewirkt die Aufregulierung kostimulatorischer Molekdle, wie zum
Beispiel der Glykoproteine CD80 und CD86 auf der Oberflache der antigenprasentierenden Zellen.
Nur bei gleichzeitigem Auftreten von Kostimulation (Signal 2) wahrend der Antigenprasentation
durch dieselbe APZ (Signal 1) werden T-Zellen aktiviert und versehen ihre Funktion als
Effektorzellen (Matzinger, 1994). Zunéchst beginnen sie zu proliferieren (klonale Expansion) und
durchlaufen dann ihre Differenzierung zu Effektorzellen. Dabei besitzen alle T-Zellen, die durch
Proliferation aus einer Vorldauferzelle entstehen, genau die gleiche Antigenspezifitdt, das bedeutet, sie
erkennen alle das gleiche Antigen.

1.2.3.2 Antigenerkennung ohne Kostimulation fihrt zur Anergie der T-Zellen

Fur eine erfolgreiche Stimulation von T-Zellen ist es erforderlich, dal die kostimulatorischen Signale
von derselben antigenprésentierenden Zelle stammen, die auch das Antigen présentiert. Das bedeutet,
da nur professionelle antigenprésentierende Zellen die T-Zellantworten ausldsen. Dieser
Mechanismus stellt sicher, dal? autoreaktive T-Zellen, die der Selektion im Thymus entgangen sind,
nicht durch Erkennung von Selbstantigenen in der Peripherie aktiviert werden und eine
Autoimmunreaktion ausldsen. Erfolgt die Antigenerkennung, also die Interaktion von einem Antigen-
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tragenden MHC-Molekil mit dem T-Zellrezeptor einer naiven T-Zelle, in Abwesenheit
kostimulatorischer Signale von der antigenpréasentierenden Zelle, so wird die T-Zelle nicht aktiviert,
sondern geht in den Zustand der Anergie Uber. Dieser Zustand ist gekennzeichnet durch das
Ausbleiben von Effektorfunktionen und Unempfindlichkeit gegenlber erneuter Aktivierung, sie
produzieren kein IL-2 (Fraser, 1991; Lindsten, 1989) und zeigen keine IL-2-induzierte Proliferation.
Aulerdem ist die Produktion anderer Zytokine wie IL-4, IL-10 und TGF-$ stark reduziert (Chai,
1999). Anergische T-Zellen vermindern in Gegenwart von Nickel die Expression von CD80 und
CD86 auf dendritischen Zellen und schwéchen dadurch die erforderliche Kostimulation fur die
Aktivierung weiterer autoreaktiver T-Zellen, die somit ebenfalls anerg werden. Der Zustand der
Anergie kann jedoch durch die Verabreichung von sehr groRen Mengen IL-2 Gberwunden werden.
Anergische T Zellen kénnen die Proliferation anderer Antigen-spezifischer T Zellen unterdriicken.
Diese Suppression ist unabhangig von der Expression von Zytokinen wie IL-4, IL-10 oder TGF-p,
erfordert jedoch den direkten Kontakt zwischen den anergischen Zellen und den proliferierenden
Zellen (Chai, 1999).

1.2.3.4 Aktivierende und inhibierende kostimulatorische Molekdle

Einer der Rezeptoren fiir CD80 und CD86 auf der Oberflache der T-Zellen ist CD28, der ebenfalls wie
seine Liganden zur Immunglobulinsuperfamilie gehért. Die Signalgebung Uber diesen Rezeptor
bewirkt in Verbindung mit Signal 1 die Aktivierung der naiven T-Zelle, welche zunéchst IL-2
produziert, proliferiert und sich dann zur Effektorzelle differenziert.

Ein weiterer Rezeptor fir CD80 und CD86 auf T-Zellen ist CTLA-4 (Cytotoxic T lymphocyte-
associated antigen 4; CD152). Dieser Rezeptor wird nach der Aktivierung exprimiert, hat jedoch eine
entgegengesetzte Wirkung auf die T-Zelle. Die Signalgebung Uber diesen Rezeptor bewirkt die
Ubermittlung eines negativen Signals in die aktivierte T-Zelle und limitiert die Produktion von IL-2.
Dartiber hinaus hat CTLA-4 eine hohere Affinitdt zu CD80 und CD86 als CD28 und bindet daher
vorrangig an diese Molekiile, was die aktivierende Signalgebung durch CD28-B7 beeintrachtigt,
weshalb aktivierte T-Zellen weniger empféanglich fur die Stimulierung durch APZ sind. Die Bindung
von CTLA-4 spielt somit ebenfalls eine entscheidende Rolle bei der Begrenzung der Proliferation
aktivierter T-Zellen. Ist die Expression von CTLA-4 gestort so kommt es zur massiven Proliferation
von Lymphozyten, die schlieflich zum Tod fuhrt (Tivol, 1995; Waterhouse, 1995). Neueren
Untersuchungen zufolge hat die Interaktion zwischen CTLA-4 und CD80 bzw. CD86 jedoch nicht nur
einen immunsuppressiven Effekt auf die T-Zelle, sondern auch auf die beteiligte antigenprésentierende
Zelle, die Signalgebung erfolgt in beide Richtungen (Finger, 2002). Besondere Aufmerksamkeit
verdient in diesem Zusammenhang auch die ausgesprochen hohe Expression von CTLA-4 auf
regulatorischen T-Zellen, wo es eine bedeutende Rolle bei der regulatorischen Funktion dieser T-
Zellpopulation spielt (Vasu, 2004; Kingsley, 2002; Sanchez, 2002; Takahashi, 2000).

1.2.4 Nickel: ein besonderes Antigen

In zunehmendem MaRe werden TZR beschrieben, die Spezifitdt flr Nicht-Peptid-Antigene wie
Kohlenhydrate, Lipide oder reaktive Chemikalien, die sogenannten Haptene, aufweisen (Weltzien,
1996; Porcelli, 1996). Eine weiteres Beispiel fur nicht-klassische Antigene stellen Metalle dar, die
beim Menschen Kontakthypersensitivitat durch die HLA (human leukocyte antigen: humane MHC-
Molekdile)-restringierte Aktivierung von of-T-Zellen auslosen konnen (Sinigaglia, 1985; Sinigaglia,
1994). Trotz des verbreiteten Auftretens von Metallallergien ist die strukturelle Basis und der
Mechanismus der MHC-restringierten Metallerkennung durch T-Zellen noch nicht verstanden.
Obwohl die Kapazitat dieser Metalle zur T-Zellaktivierung eingehend etabliert ist, so ist die
Beschaffenheit der durch Metall-spezifische T-Zellen erkannten allergenen Epitope weitgehend
unbekannt. Verschiedene Modelle kommen zur Erklarung in Frage: 1) Metall-spezifische T-Zellen
erkennen antigene Determinaten, die aus einem Komplex von MHC-présentierten Selbstpeptiden und
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Metallionen bestehen, analog zu typischen Haptenen wie TNP oder Penicillin (Weltzien, 1996;
Romagnoli, 1991); 2) der TZR erkennt durch die Metallionen veranderte Aminoséurereste oder durch
die Metallionen ausgeldste Konformationsdnderungen des MHC-Molekiils selbst (Potolicchio, 1999);
3) die Metallionen beeinflussen die Prozessierung von Selbst-Antigenen, was zur Reaktion von T-
Zellen gegen kryptische Selbst-Peptide fihrt (Griem, 1996; Griem, 1998). Keines dieser Modelle ist
ausschlielich gultig, es ist eher wahrscheinlich, da ein bestimmtes Metall mehrere dieser
Mechanismen nutzt. Fir die Kontakthypersensitivitat gegen Nickel werden das erste (Romagnoli,
1991) und das dritte Modell (Griem, 1998) vorgeschlagen, wobei Nickel unter den Antigenen eine
Sonderstellung einnimmt. Normalerweise mul} ein Antigen von einer APZ aufgenommen, prozessiert
und présentiert werden. Durch die Bindung des Metallions an ein Protein kommt es zu
Konformationsanderungen, die zu einer alternativen Prozessierung fuihren, bei der kryptische Peptide
gebildet und von MHC-Molekilen présentiert werden, wie bereits fir Gold(l11) gezeigt (Griem, 1996).
Nickel kann aufgrund seiner chemischen Valenzen jedoch auch erst nach der Prozessierung an bereits
prasentierte Peptide, oder sogar an Histidinreste des MHC-Komplexes selbst binden (Gamerdinger,
2003).

Nickel ist der hdaufigste Ausloser der Kontakthypersensitivitdit beim Menschen. Fir die
Sensibilisierung gegen Nickel ist die Aufnahme durch die Haut, die Bindung an kdrpereigene
Proteine, der Transport an die Orte der Antigenprasentation in den lokalen Lymphknoten und die
Aktivierung von Nickel-spezifischen T-Zellen durch antigenprasentierende Zellen (APZ) erforderlich
(Rustemeyer, 2001; Banchereau, 1998). Entscheidend fiir die Entstehung der Nickelallergie ist
offensichtlich die Art des Erstkontaktes (Artik, 1999; Artik, 2001). Die Sensibilisierung erfolgt, wenn
es zum Kontakt mit Nickel in Bereichen entziindeter Haut kommt, welche durch das Vorkommen von
reaktiven  Sauerstoffspezies, wie Wasserstoffperoxid (H,O,), und Entziindungsmediatoren
gekennzeichnet sind (Moulon, 1995). In diesen Bereichen wird Ni** zu den héheren Oxidationsstufen
Ni®* und Ni** oxidiert, die eine weitaus hohere chemische Reaktivitit besitzen (Oller, 1997;
Christoskova, 1995). Aufgrund dieser Reaktivitdt koénnen sie ein unspezifisches lokales
Gefahrensignal liefern, welches zur Aktivierung von DZ fuhrt (Matzinger, 1994).

Die Kontakthypersensitivtat gegen Nickel ist eine klassische Typ IV Reaktion vom verzbgerten Typ
(DTH-Reaktion: delayed type hypersensitivity). Im Gegensatz zu den Hypersensitivitatsreaktionen
vom Soforttyp, die durch Antikoérper verursacht werden, liegt denen vom verzdgerten Typ (Typ 1V)
die Aktivierung spezifischer T-Zellen zugrunde. Typ-1V-Reaktionen lassen sich in zwei Klassen
einteilen: Bei der ersten Klasse beruht die Gewebeschadigung auf der Aktivierung von
Entziindungsreaktionen durch Thl-Zellen, die hauptséchlich durch Makrophagen vermittelt werden,
bei der zweiten Klasse wird die Schadigung direkt durch zytotoxische T-Zellen (CTL) verursacht. Bei
sensibilisierten Personen entwickelt sich innerhalb von 24 bis 72 Stunden an der Kontaktstelle mit
dem Antigen, meist die Epidermis der Haut, eine lokale Entziindungsreaktion, die durch
inflammatorische CD4-T-Zellen (Th1) vermittelt wird. Diese Zellen dringen ins Gewebe ein, erkennen
Antigen, welches von APZ présentiert wird, und setzen inflammatorische Zytokine frei. Dadurch
erhoht sich lokal die Durchléssigkeit der Blutgeféalie, was einen verstarkten Zustrom von Flussigkeit
und Proteinen nach sich zieht, der wiederum inflammatorische Zellen, hauptsachlich Makrophagen,
anlockt. Die Antigenprasentation durch die Makrophagen verstarkt die Reaktion. An der
Hypersensitivitatsreaktion vom Typ IV koénnen auch CD8-T-Zellen beteiligt sein, die durch
Antigenprésentation auf MHC-Klasse-I1-Molekiilen aktiviert werden und das Gewebe durch
zellvermittelte Zytotoxizitadt schédigen oder Zytokine wie IFN-y freisetzen. Die Folgen dieser
Vorgange dulern sich in einer lokalen epidermalen Reaktion, wie der Bildung eines Erythems
(R6tung), Schwellung und Jucken, und somit der Ausbildung der Kontaktdermatitis (Moulon, 1995).
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1.2.5 Mechanismus der T-Zellaktivierung durch Nickel

Der Mechanismus der Aktivierung von Nickel-spezifischen T-Effektorzellen weist noch viele
Unklarheiten auf. Unumstritten ist nach wie vor, dal? die Kontaktallergie gegen Nickel durch T-Zellen
vermittelt wird (Budinger, 2000; Girolomoni, 2001; Grabbe, 1998), wobei IFN-y-produzierende CD4"
und CD8" T-Zellen sowohl fiir die Sensibilisierung als auch fiir die Hautreaktionen verantwortlich
sind (Traidl, 2000; Moulon, 1998), wéhrend 1L-10- und TGF-B-produzierende CD4" regulatorische T-
Zellen fir die negative Modulierung der Immunantwort sorgen (Girolomoni, 2001). Bemerkenswert
dabei ist, dal Nickel-reaktive T-Zellinien und T-Zellklone des CD4- und CD8-Phénotyps durch
Stimulation von T-Zellen mit NiSO,4 aus peripherem Blut oder Hautlasionen von allergischen und
sogar aus nicht-sensibilisierten Personen isoliert werden koénnen (Budinger, 2000; Cavani, 2001;
Cavani, 1998; Kimber, 2002). Die Aktivierung dieser Zellen in vivo erfordert die Translokation der
Ni?*-lonen von der Hautoberflache in tiefere Schichten der Haut, wo sie von Langerhans-Zellen (LZ)
aufgenommen werden. Bei diesen Zellen wird die Reifung ausgelést und sie wandern in die lokalen
Lymphknoten, wo sie Nickel-MHC-Epitope an T-Zellen présentieren (Rustemeyer, 2001; Banchereau,
1998). Erneuter Kontakt mit Nickel initiiert die Effektorphase der Nickelallergie, die sich in den
charakteristischen Hautl&sionen manifestiert. Diese Symptome sind gekennzeichnet durch die massive
Infiltration von Antigen-spezifischen, CLA" (cutaneous lymphocyte-associated antigen) und CCR4"
(CC Chemokin-Rezeptor) T-Zellen in die Dermis und Epidermis an der Stelle des Nickel-Kontakts
(Grabbe, 1998; Cavani, 2001). Diese Effektor-T-Zellen benétigen fur ihre weitere Funktion keine
Unterstiitzung mehr durch Langerhans-Zellen. Widerspriichliche Ergebnisse gibt es jedoch
hinsichtlich der Aktivierung der Nickel-reaktiven T-Zellen. Aktuelle Daten, die aus In vitro-
Untersuchungen an Nickel-spezifischen T-Zellhybridomen stammen, deuten darauf hin, da Ni®*-
lonen den Kontakt zwischen TZR und MHC durch die Bildung von Komplexen mit Aminoséuren
beider Rezeptoren als Koordinationspartner vermitteln kdnnen (Lu, 2003; Gamerdinger, 2003; Loh,
2003). Fir die Erkennung von Nickel durch den TZR werden verschiedene Mdglichkeiten postuliert.
Eine dieser Mdglichkeiten beinhaltet die Erkennung eines Koordinationskomplexes zwischen dem
prozessierten Peptid, Nickel und der TZR-p-Kette (Vollmer, 1997; Vollmer, 1999; Zollner, 1998). In
diesem speziellen Fall ist die Aktivierung der T-Zellen auch vom prozessierten Peptid selbst abhdngig,
welches speziell von B-Zellen, aber eventuell auch von anderen professionellen APZ, gebildet wird
(Lu, 2003).

Fur die Stimulation anderer Nickel-reaktiver T-Zellklone sind jedoch nicht unbedingt Peptide
erforderlich, die aus der Prozessierung durch APZ stammen (Nasorri, 2002). Am Beispiel eines
anderen T-Zellklons konnte gezeigt werden, dafl die TZR-a-Kette bei der Bestimmung der
Antigenspezifitat eine dominante Rolle spielt. Der Austausch gegen die identische Va-Region eines
Nickel-unspezifischen TZR hat den Verlust der Nickelerkennung zur Folge (Vollmer, 2000). Die
MHC-Restriktion bleibt jedoch erhalten, auch bei Kombination mit verschiedenen TZR-B-Ketten.
Bereits friihere Arbeiten zeigen, dall die TZR-a-Ketten fur die MHC-Restriktion verantwortlich sind
(Brawley, 1996; Garcia, 1998; Sim, 1998). In diesem speziellen Fall ist die Nickel-Spezifitat nicht von
der Art des présentierten Peptids abhangig (Gamerdinger, 2003). Obwohl die Mehrheit der Nickel-
reaktiven T-Zellklone keine Antigenprozessierung benétigt, sind die Ubrigen (etwa 40%) strengstens
darauf angewiesen (Moulon, 1995; Budinger, 2000).

Fir die Aktivierung aller bisher untersuchten Nickel-spezifischen TZR ist die Existenz eines Histidins
an der Position 81 der MHC-pB-Kette erforderlich. Da der Austausch von His®* mit dem Verlust der
Aktivierung einhergeht, und dies auch fir Peptid-unabhdngige Nickel-spezifische T-Zellklone gilt
(Gamerdinger, 2003), liegt eine Rolle dieser Aminoséure bei der Ni?*-Koordination nahe. Aufgrund
der bisher beschriebenen Daten ist es sehr wahrscheinlich, dal? andere Nickel-spezifische T-Zellklone
moglicherweise auch o- und B-Kette ihres TZR einsetzen, um dhnliche Peptid-unabhangige Komplexe
zu bilden. Bei den Nickel-reaktiven T-Zellen handelt es sich vornehmlich um CD4" Zellen. Die
Beobachtung, dall sie auch in Abwesenheit von CD4 auf Nickel reagieren, ist ein deutliches
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Anzeichen fiir eine erhéhte Stabilitdt des MHC-TZR-Komplexes in Anwesenheit von Ni** (Vollmer,
1999).

Die Bedeutung solcher Zellen fur die weite Verbreitung der Nickelallergie liegt auf der Hand: APZ
prasentieren wesentlich mehr Ni-Epitope an Peptid-unabhé&ngige als an Peptid-abhangige T-Zellen,
von denen ein Teil wiederum Nickel auch in Verbindung mit verschiedenen MHC-Molekiilen
erkennen kann, die MHC-Restriktion ist also eingeschrankt. Auch wenn diese Beobachtungen nur fur
einen kleinen Teil des gesamten TZR-Repertoires gelten, kdnnen diese wenigen Zellen fur eine
deutliche Amplifikation der Symptome der Nickelallergie sorgen (Thierse, 2004).

1.2.6 Unterschiedliche T-Zellsubpopulationen tragen zur Nickelallergie bei

Wie bereits beschrieben, reagieren T-Zellen von Nickel-sensibilisierten Individuen auf Nickelsalze in
der Gegenwart von APZ mit passenden MHC-Molekiilen mit Proliferation und der Sekretion von
Interleukinen (Sinigaglia, 1985; Kapsenberg, 1987). Die Mehrzahl der Nickel-reaktiven Zellen
exprimiert das kostimulatorische Molekil CD4, jedoch etwa 20% der reaktiven Zellen exprimieren
CD8 (Werfel, 1997; Cavani, 1998; Moulon, 1998). Aus diesem Grund befassen sich die meisten
Studien mit klonierten CD4" Nickel-reaktiven T-Zellen, obwohl von Tierexperimenten mit
Kontaktallergenen wie Trinitrochlorobenzen oder Dinitrochlorobenzen bekannt ist, dak die CD8" T-
Zellen fir die Auslosung und Unterhaltung der Hautreaktionen bei Kontakt mit dem Allergen
verantwortlich sind (Bour, 1995; Martin, 2000). Auch in der Nickelallergie wird den CD8" T-Zellen
eine dominante Rolle zugeschrieben (Cavani, 1998; Cavani, 2001). Die Mehrheit der fir Studien
verwendeten humanen CD8" zytotoxischen T-Zellinien (Cavani, 1998; Moulon, 1998) weist die
typische Restriktion fir MHC Klasse I-Molekile auf.

Es existieren jedoch auch Nickel-spezifische CD8" zytotoxische T-Zellklone, die weder von MHC |
noch von MHC Il abhéngig sind (Moulon, 1998). Solche Zellen lassen sich aus verschiedenen Nickel-
sensibilisierten Spendern isolieren, was eine funktionelle Bedeutung fur diese Zellen nahelegt. Die
Stimulation dieser CD8" T-Zellen induziert zum einen die Sekretion von Zytokinen wie IFN-y
und/oder IL-4, abhéngig vom Subtyp der zytotoxischen T-Zelle (Moulon, 2003). Zum anderen bewirkt
die Stimulation das Toten der Zielzelle durch Perforin-vermittelte Lyse, wobei hier eine Beteiligung
anderer loslicher Faktoren wie TNF-o nicht ausgeschlossen werden kann (Kataoka, 1994; Kataoka,
2000), die Fas/FasL-vermittelte Lyse spielt jedoch keine Rolle. Die Nickel-Reaktivitat dieser humanen
Zellen ist deutlich vom a-TZR abhdngig, jedoch nicht von MHC | oder MHC II. Der TZR allein ist
bereits ausreichend fir die Nickel-Spezifitat. Anstelle des MHC-Molekiils scheinen noch andere
Faktoren auf der Oberflache der Zielzellen eine Rolle zu spielen, da die beschriebenen CD8" T-
Zellklone keine Zellinien der Maus lysieren kénnen, selbst dann nicht, wenn sie mit humanen MHC I-
Genen transfiziert werden. Dies deutet auf die Beteiligung bislang unbekannter Strukturen auf der
Oberflache humaner Zellen hin, die weder zu den MHC II- noch zu den MHC I-Molekiilen,
einschlie}lich des MHC I-artigen Molekiils CD1, gehdoren.

Fur die Reaktivitét dieser Zellen ist die stdndige Anwesenheit von Nickelionen erforderlich (Moulon,
1998). Die Art der von diesen zytotoxischen T-Zellen erkannten Epitope ist bisher nicht identifiziert,
die fehlende Beteiligung von MHC-Molekillen spricht jedoch gegen eine Rolle fiir sogenannte
kryptische Peptide (Griem, 1996). Auch die Bildung stabiler Epitope durch Nickelionen auf den APZ
18Rt sich aufgrund der erforderlichen stdndigen Anwesenheit von Nickel ausschlieBen (Moulon, 1998).
Mdglicherweise konnen Nickelionen lose Kontakte zwischen dem TZR und bisher nicht identifizierten
Oberflachenproteinen auf den APZ stabilisieren. Die Expression von CLA (cutaneous lymphocyte-
associated antigen) durch diese nicht-MHC-restringierten CD8" T-Zellen 4Bt vermuten, da diese
Zellen in die Haut wandern, wo sie von vielen verschiedenen Zellen aktiviert werden kdnnen, sobald
Nickelionen anwesend sind (Moulon, 1998). Da diese Zellen nicht von bestimmten APZ abhangig
sind, kénnten sie Bestandteil eines Verstarkungsmechanismus sein, der eine wichtige Rolle in der
Pathologie der Nickelallergie spielt. Diese bei anderen Haptenen nicht zu beobachtenden
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Eigenschaften konnten der Grund fir die auferordentlich effektive Sensibilisierung des Menschen
durch Nickel sein (Moulon, 2003).

1.2.7 Bindung von Ni** an Tragerproteine

Nickel halt sich bemerkenswert lange in der Umgebung der Sensibilisierungsstelle (Hostynek, 2001),
was auf Komplexierung, zum Beispiel mit Histidin-reichen Proteinen wie Filaggrin oder ihren
metabolischen Abbauprodukten, in den &uferen verhornten Schichten der Haut zurtickzufiihren ist
(Kanitakis, 1988; Laplante, 2001). Jede Translokation in tiefere Schichten der Haut erfordert somit
den Transfer der Ni**-lonen auf mobile Tragerproteine oder —peptide. Nickel bildet hauptsachlich
guadratisch-planare oder tetragonale Koordinationskomplexe mit den Aminoséureseitenketten oder
den Hauptketten von Peptiden oder Proteinen (Pettit, 1991; Basketter, 1995; White, 1998). Durch
nicht-kovalente Wechselwirkungen konnen Ni*-lonen mit MHC-préasentierten Peptiden ein
Neoantigen fur Nickel-reaktive T-Zellen bilden (Romagnoli, 1991; Griem, 1998).

Ein altbekanntes Beispiel fur ein mit Nickel interagierendes Protein, das diese Funktion tGbernehmen
kann, ist HSA (humanes Serumalbumin) (Bal, 1998; Peters, 1996; Sadler, 1994). HSA ist das am
weitesten verbreitete Plasmaprotein und ist ein Tréger fur eine groRe Vielfalt von Molekiilen, darunter
Fettsduren, Lipide, Vitamine sowie diverse Metalle und Arzneien (Peters, 1996). Fir viele dieser
Molekile bildet Albumin ein Depot, was eine Verfligbarkeit dieser Molekdle in einer Menge weit
jenseits ihrer Loslichkeit im Plasma ermdglicht. AufRerdem kann es Toxine binden und zu den Orten
ihrer Entsorgung bringen. Auch kann es durch die Bindung eines Liganden selbst zu einem aktiven
Protein-Ligand-Komplex werden, indem es ansonsten eher kurzlebige Funktionen des Liganden
stabilisiert (Marley, 2001; Stamler, 1992). Fir Nickel und andere Schwermetalle versieht HSA eine
Entgiftungsfunktion, die das Ausscheiden der Schwermetalle Gber die Nieren ermdglicht.

Ebenso ist Albumin dazu in der Lage, Ni**-lonen an APZ wie Langerhans-Zellen in der Haut zu
liefern. HSA ist in der Haut, dem grofiten immunologischen Organ, besonders reich vertreten (Peters,
1996). Es dient der Versorgung von Epithelzellen mit essentiellen N&hrstoffen in Bereichen, die nicht
durch BlutgefaBe erreicht werden, und kann hdchst effizient die Basalmembran der Epidermis
Uberqueren (Rabilloud, 1988). Die Vermutung liegt nahe, daR HSA die Basalmembran auch in
umgekehrter Richtung uberqueren kann. Diese Hypothese wird durch die Tatsache unterstiitzt, dal
Ni?* im Komplex mit HSA (HSA-Ni) humane Nickel-reaktive T-Zellklone stimulieren kann (Moulon,
1998; Vollmer, 1997), und dies gilt ebenso fir T-Zellen der Maus (Artik, 2001). Die Stimulierung
durch HSA-Ni in vitro verlauft ahnlich effektiv wie mit freiem ungebundenem Nickel, was zeigt, dal
Nickel sehr leicht aus diesem Komplex freigesetzt werden kann. Bei Entfernen des Serums aus dem
Medium wird die Effektivitdt von NiSO, bei der Stimulation des TZR vermindert, was auf die
Erfordernis der Komplexierung mit HSA oder anderen Serumproteinen hindeutet. Wird jedoch Ni-
freies Serum hinzugefiigt, wird die stimulatorische Kapazitdt von HSA-Ni ebenfalls reduziert,
hervorgerufen durch Verdiinnung des HSA-Ni mit Nickel-freiem Albumin.

Der Komplex aus Albumin und Ni** dient als intermedidrer Reaktionspartner bei der T-
Zellstimulierung durch Nickel, wobei das HSA-Protein selbst nicht zu der Festlegung der Epitop-
Spezifitat beitragt, sondern offenbar nur eine Tragerfunktion versieht. So ist humanes Albumin im
Komplex aus Ni und HSA durch das Albumin anderer Spezies ersetzbar. Wichtig fur die Funktion ist
bei diesem Austausch das Vorhandensein eines Histidinrests an einer bestimmten Position in der
Aminoséduresequenz des Albumins (Mohanakrishnan, 1985; Glennon, 1982), beziehungsweise einer
zweiten Bindestelle, die fiir humanes und bovines Albumin (BSA) postuliert wird (Zhang, 2002; Bal,
1998; Zhou, 1994). In Nickel-Peptid-Komplexen ist Histidin zwar der bevorzugte, aber bei weitem
nicht der einzige Bindungspartner fir Ni?* (Sadler, 1994; Zhang, 2000; Hartwig, 2001; Kozlowski,
1999). Um einen effektiven Transfer von Ni** auf andere Proteine oder Peptide zu gewahrleisten, ist es
erforderlich, dafl Bindestellen mit gleicher oder hoherer Affinitdt vorhanden sind. Dies bedeutet



17

gleichzeitig, dalR die Affinitdt von HSA fiir Nickel niedrig genug sein muB, um einen effektiven
Austausch zu ermdglichen.

In Analogie zu anderen Haptenen liegt die Vermutung nahe, dall HSA-Ni von APZ aufgenommen und
prozessiert wird, und das Ni komplexiert mit dem HSA-Peptid auf MHC-Molekilen an T-Zellen
prasentiert wird. In der Tat wird HSA effektiv von APZ wie peripheren B-Zellen oder auch in-vitro-
generierten humanen DZ in einem temperaturabhéngigen Vorgang aufgenommen, wobei unreife DZ
eine deutlich hohere Rate zeigen als reife DZ, was auf die Aufnahme durch Endozytose hinweist.
Obwohl sich HSA-Ni in den Zellen ansammelt, lassen sich jedoch keine funktionellen Determinanten
auf der Oberflache nachweisen, was die Beobachtung unterstreicht, dal3 fur die Nickel-Prasentation an
T-Zellen keine intrazelluldre Prozessierung erforderlich ist. Selbst fixierte APZ sind bei Anwesenheit
von HSA-Ni im Medium dazu in der Lage, effektiv T-Zellen zu stimulieren, ein Effekt, der durch das
Waschen der Zellen aufgehoben wird (Artik, 1999; Thierse, 2004). Das deutet auf unstabile, nicht-
kovalente TZR-MHC-Kontakte hin, denn die MHC-Ni-Determinanten, die von den TZR Strukturen
erkannt werden, sind weder das Resultat intrazellularer Prozessierung, noch der Ubertragung
nennenswerter Ni*-Mengen von HSA-Ni auf Bindestellen des MHC, obwohl solche Bindungsstellen
existieren, wie die Stimulation von APZ mit NiSO, demonstriert. Mdglicherweise besitzen MHC-
Molekiile nur einige der erforderlichen Koordinationsstellen fir Ni?*, die daher eine geringere
Affinitat fir Ni®* aufweisen als die komplette Bindungsstelle in HSA. Die fehlenden
Koordinationsstellen kénnen allerdings vom TZR zur Verfligung gestellt werden, wodurch sich aus
der Kombination von TZR und MHC eine vollstandige Bindestelle fir Ni** ergibt (Lu, 2003;
Gamerdinger, 2003; Loh, 2003), die eine ausreichend groRe Affinitat besitzt, um Ni?* aus dem HSA-
Ni-Komplex zu Ubernehmen. Dabei berbriickt Ni* MHC und TZR und sorgt somit fir eine
Stabilisierung der ansonsten kurzlebigen und unproduktiven Wechselwirkungen zwischen TZR und
MHC, die auch in Abwesenheit von Antigen zustande kommen. Die Stabilisierung dieser
Wechselwirkungen fiihrt zur T-Zellaktivierung (Thierse, 2004).

1.2.8 Die Induktion von Toleranz

Fir die Induktion einer Immunreaktion ist die Art des Erstkontakts mit dem jeweiligen Antigen
entscheidend, beziehungsweise die Route, Uber die es in den Organismus gelangt. (Sonoda, 1999). Die
Aufnahme von Antigenen Uber die Mukosa, wie die Mundschleimhaut, die Magenschleimhaut oder
den Darm, sind wichtig fur die Aufrechterhaltung der Toleranz gegeniiber Nahrungsmittelantigenen.
Ohne diese Funktion wirden fremde Antigene aus der Nahrung zu Immunreaktionen fihren.

Indizien fur die Induktion oraler Toleranz gegen Nickel liefert das verminderte Auftreten von
Nickelallergien bei Menschen, die als Kinder Zahnspangen getragen haben (Kerosuo, 1996), sowie das
verminderte Auftreten von Nickelallergien bei Populationen, die mit einem hohen Gehalt von Nickel
in ihrer Umwelt konfrontiert werden (Smith-Sivertsen, 2002; Van Hoogstraten, 1991). Dazu palit die
Tatsache, daf ein grofRerer Anteil der Madchen eine Nickelallergie ausbildet als Jungen, da Mé&dchen
im allgemeinen Ohr-piercings in einem Alter erhalten, bevor sie eine Zahnspange tragen. Dadurch sind
sie bereits fur Nickel sensibilisiert, bevor orale Toleranz entstehen kann (Kerosuo, 1996).

Wird ein Antigen zum Beispiel subkutan appliziert, wie auch beim Ohrlochstechen (Schubert, 1987),
so kommt es zur Ausbildung einer lokalen Inflammation, die mit der Aufregulierung von
kostimulatorischen Molekiilen auf der Oberflache von DZ einhergeht. Présentieren diese DZ das
prozessierte Antigen an naive T-Zellen, so werden diese aktiviert und versehen ihre
Effektorfunktionen, es kommt zur Ausbildung einer Allergie. Werden Antigene jedoch Uber die
Mukosa resorbiert, so bleibt eine Entziindungsreaktion aus. Wird das Antigen von DZ jedoch in
Abwesenheit von Entziindungsmediatoren, also in Abwesenheit eines Gefahrensignals aufgenommen,
unterbleibt die Aufregulation kostimulatorischer Molekile wie CD80, CD86 und CD40. Die
Signalubermittlung tiber CDA40 ist allerdings erforderlich, um die Reifung der DZ einzuleiten (Caux,
1994). Nur im reifen Zustand sind DZ dazu in der Lage, T-Zellen zu aktivieren. Unreife DZ bewirken
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hingegen, dall T-Zellen durch die Interaktion mit ihnen zu regulatorischen T-Zellen (Treg) werden
(Mahnke, 2003).

Auch das Immunsystem von Nichtallergikern setzt sich mit Nickel aus der Umwelt auseinander,
jedoch vornehmlich durch die Bildung von T-Regulatorzellen (Treg-Zellen). Die Mechanismen, die
zur Bildung Nickel-spezifischer Treg-Zellen fiihren, sind weitgehend unbekannt. Die Vorarbeiten, die
in der Arbeitsgruppe von Prof. Gleichmann an einem Mausmodell fur die Induktion der Kontakt-
hypersensitivitat gegeniiber Nickel geleistet wurden, zeigen, daR die orale Zufuhr von Ni*-lonen
Immuntoleranz induziert, die wie beim Menschen auf der Bildung Nickel-spezifischer Treg-Zellen
beruht. Dabei ist die Bildung der Treg-Zellen umgekehrt proportional zur oralen Nickel-Zufuhr. So
sind Mduse, die unter weitgehend Nickel-freien Bedingungen gehalten werden, sehr viel anfalliger fir
die Sensibilisierung gegen Nickel und die Ausbildung der Hypersensitivitat als solche, denen Uber
mehrere Wochen oral mit dem Trinkwasser Ni**-lonen verabreicht werden (Wu, personliche
Kommunikation, Verdffentlichung in Vorbereitung).

1.2.9 Eigenschaften und Funktion von Treg-Zellen

1.2.9.1 Entwicklung von Treg-Zellen

Die Selbst-Toleranz von T-Zellen basiert klassischerweise auf klonaler Deletion und T-Zellanergie.
Beweise fiir einen aktiven Mechanismus zeigen sich jedoch in der Tatsache, daBR in vielen
experimentellen Systemen die Regression spontaner oder auch induzierter Immunkrankheiten durch
die Rekonstitution dieser Tiere mit T-Zellen eines bestimmten Phanotyps mdglich ist. Diverse Studien
haben gezeigt, dalR fur die Generation solcher regulatorischen T-Zellen bestimmte Ereignisse innerhalb
und auBerhalb des Thymus erforderlich sind (Seddon, 1999). Die Zellen des Thymus sind heterogen,
die Hauptpopulation bildet die Vorlauferzellen der peripheren Effektorzellen, aber eine zweite
Population dient der Kontrolle der Autoimmunitdat (Saoudi, 1996; Modigliani, 1996). Diese
Thymozyten exprimieren CD4, den a-TZR und L-Selektin (Seddon, 1996; Herbelin, 1998), sowie
CD25, welches als Erkennungsmerkmal der regulatorischen CD4" T-Zellinie im Thymus dient (Itoh,
1999). Fir ihre Entwicklung ist es erforderlich, daRB sie die relevanten Selbst-Antigene, die sie spéater
in der Peripherie erkennen, préasentiert bekommen. Diese Selbst-Antigene werden von den Zellen des
Thymusepithels présentiert, darunter auch viele Gewebe-spezifische Selbst-Antigene, wie zum
Beispiel Insulin oder MBP (Myelin basic protein), die als Ziele bei spéateren Autoimmunreaktionen
bekannt sind (Hanahan, 1998). Nach ihrer Selektion ist auBerdem noch eine Phase auflerhalb des
Thymus fir die funktionale Entwicklung dieser Zellen von Bedeutung, in der sie ihren relevanten
Selbst-Antigenen begegnen. Die Reifung dieser Zellen erfordert kurze Zeit nach ihrem Export aus dem
Thymus den Kontakt mit ihrem Antigen, das von APZ, wie dendritischen Zellen, présentiert wird. Nur
sogenannte "recent thymic emigrants" (RTE), jedoch keine reifen T-Zellen kdnnen sich in der
Peripherie zu funktionalen Treg differenzieren (Modigliani, 1996). Nicht Kklar ist, ob die Reifung der
Treg in der Peripherie die Vermehrung durch klonale Expansion beinhaltet, oder ob weitere
regulatorische Zellen durch "infektiose Toleranz" rekrutiert werden (Seddon, 2000), oder beides. Die
Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Professor Gleichmann zeigen jedoch am Mausmodell der
Nickeltoleranz, dafl’ die Toleranz von Treg-Zellen "infektids" an APZ ibergeben wird und umgekehrt
tolerogene APZ neue Treg-Zellen induzieren (Roelofs-Haarhuis, 2003).

1.2.9.2 Oberflachenmolekile von Treg-Zellen

Bisher wurden im Zusammenhang mit regulatorischen Funktionen hauptsachlich T-Zellen der CD4"
Subpopulation beschrieben (Sakaguchi, 1994). Diese Treg-Zellen sind charakterisiert durch die
Expression von CD25, der IL-2-Rezeptor a-Kette (Sakaguchi, 1995; Suri-Payer, 1998; Kuniyasu,
2000; Itoh, 1999; Thornton, 1998; Takahashi, 1998), und CTLA-4 (Tang, 2004; Eagar, 2004), einem
Liganden von CD80 und CD86 (Chambers, 1999; Brunner, 1999; Finger, 2002). CD4°CD25" Treg-
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Zellen sind anerg (Itoh, 1999; Takahashi, 1998; Thorstenson, 2001; Vendetti, 2000; Frasca, 2002).
Diese Zellen bilden einen Anteil von etwa 10% an den CD4" T-Zellen der Milz und der Lymphknoten
(Cederbom, 1998). Weitere Molekile, die ebenfalls im Zusammenhang mit toleranten T-Zellen
beschrieben werden, sind GIT-R (Shimizu, 2002; McHugh, 2002) und ogfB; (Lehmann, 2002).
Aulerdem werden diese Zellen charakterisiert durch die intrazellulare Expression von Scurfin, dem
Genprodukt des Foxp3-Gens, welche exklusiv T-Zellen mit regulatorischer Funktion vorbehalten ist.
Scurfin ist direkt an der Generation von CD4"CD25" Treg-Zellen beteiligt. Foxp3-defiziente Tiere
besitzen keine CD4°CD25" Treg-Zellen. Wird dieses Gen jedoch (iberexprimiert, steigt der Anteil
dieser Zellen an, durch seine Expression in CD4'CD25 sowie in CD8" T-Zellen entwickeln diese
Zellpopulationen ebenfalls suppressorische Aktivitat (Khattri, 2003).

1.29.2.1 CTLA-4

Unter den Molekiilen, die von Treg-Zellen exprimiert werden, nimmt CTLA-4 wahrscheinlich den
bedeutendsten Rang ein. CTLA-4 ist ein kostimulatorisches Zelloberflachenmolekiil, welches anstelle
von CD28 mit B7-1 und B7-2 (CD80 und CD86) auf APZ interagieren kann (Finger, 2002).
Kostimulation ist ein komplizierter Vorgang, der sowohl aktivierende als auch inhibierende VVorgange
umfaBt (Thompson, 1997; Oosterwegel, 1999; Salomon, 2001). CTLA-4 ist zu 76% homolog zu
CD28, bindet aber mit 20-fach héherer Affinitat an dieselben Liganden, CD80 und CD86 (Chambers,
1999; Brunner, 1999). CTLA-4 und CD28 haben jedoch entgegengesetzte Funktionen in der
Regulation der Immunantwort. Wahrend CD28 das erforderliche zweite Signal fur die T-
Zellaktivierung liefert, wird CTLA-4 als negativer Regulator der T-Zellaktivierung betrachtet (Alegre,
2001; Chambers, 1999) und ist erforderlich fur die Entwicklung der peripheren Toleranz (Tivol, 1995;
Perez, 1997; Karandikar, 1996). AulRerdem ist CTLA-4 an der Regulation der T-Zellanergie beteiligt
(Greenwald, 2001).

CTLA-4 unterdriickt zum einen die aktivierende Signalgebung durch CD28, da es die Liganden auf
den DZ bindet (kompetitiver Effekt, Ligandenhemmung), zum anderen erfolgt eine negative
Signalgebung in die exprimierende T-Zelle (Lin, 1998; Fallarino, 1998, Fecteau, 2001). Neuere
Veroffentlichungen beschreiben zusétzlich eine negative Signalgebung auch an die DZ durch
Interaktion von CTLA-4 mit CD80 und CD86, bei der auch die Liganden als Rezeptor fungieren.
Diese Interaktion fuhrt zur Suppression von Immunantworten, die von der Modulation des
Tryptophankatabolismus durch die Induktion von IDO vermittelt wird (Finger, 2002; Grohmann,
2002; Fallarino, 2002, Fallarino, 2003). Auch bei der UVB-induzierten Toleranz spielen Treg-Zellen
und deren Expression von CTLA-4 eine entscheidende Rolle. Sie ist fiir die Expression von
immunsuppressiven Zytokinen erforderlich (Schwarz, 2004; Schwarz, 2000).

1.2.9.3 Funktion von Treg-Zellen

Zur Aufkladrung der Funktionsweise der Treg muf3 zwischen In-vitro- und In-vivo-Systemen
unterschieden werden, da sich hier teilweise widerspriichliche Ergebnisse einstellen. Daten, die
anhand von In-vitro-Systemen generiert wurden, deuten einen Funktionsmechanismus an, der durch
Zell-Zell-Kontakt vermittelt wird, weniger durch l6sliche Faktoren (Frasca, 1997; Taams, 1998). Die
CD4*CD25" Treg-Zellen sind anergisch (Itoh, 1999; Takahashi, 1998; Thorstenson, 2001; Vendetti,
2000; Frasca, 2002). Dendritische Zellen, die zusammen mit anergischen CD4" T-Zellen kultiviert
werden, weisen eine verminderte Expression von MHC 1l sowie der kostimulatorischen Molekdle
CD80 und CD86 auf (Vendetti, 2000; Cederbom, 2000). Anergische CD4" T-Zellen beeinflussen das
Uberleben von DZ durch die Expression von FasL (CD95L), was ohne gleichzeitige Signalgebung
tiber CD40-CD40L (CD154) die Apoptose reifer DZ auslost (Frasca, 2002). Die orale Applikation
hoher Antigendosen bewirkt die Induktion einer speziellen Population von CD4*CD95L" T-Zellen mit
regulatorischen Eigenschaften in der Leber, die ihre suppressorische Funktion ebenfalls lber die
Induktion der Apoptose ausiiben (Watanabe, 2002). Darlber hinaus inhibieren anergische T-Zellen die
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Antigen-spezifische Proliferation von sowohl CD4" als auch CD8" T-Zellen (Chai, 1999; Dieckmann,
2001), sowie deren Effektorfunktionen (Olsen Saraiva Camara, 2003).

Im Gegensatz dazu belegt eine Fille von In-vivo-, aber auch In-vitro-Daten die Beteiligung der
Zytokine IL-4 (Interleukin-4), IL-10 und TGF-p (transforming growth factor B) an der Toleranz
gegeniiber Selbst-Antigenen (Seddon, 1999; Bridoux, 1997; Han, 1996) und Antigenen, die zum
Beispiel mit der Nahrung Uber die Mukosa aufgenommen werden (Powrie, 1996; Weiner, 1997;
Groux, 1997). Diese Beobachtungen decken sich mit den Daten, die belegen, dal? die transgene
Expression von IL-4, IL-10 oder TGF- Méause gegen EAE und Diabetes schiitzen kann (Cua, 1999;
Mueller, 1996; King, 1998). Auch fir die durch UVB-Bestrahlung induzierte Toleranz ist die
Expression dieser Zytokine durch Treg-Zellen Vorraussetzung (Schwarz, 2000). Bereits die Injektion
des jeweiligen Zytokins Ubt einen protektiven Effekt aus (Rapoport, 1993; Cameron, 1997; Piccirillo,
1998). Das Auftreten multipler Autoimmunerkrankungen bei Tieren, die eine Gendefizienz flr diese
Zytokine aufweisen, liefert weitere Argumente fir deren Bedeutung bei der Kontrolle autoreaktiver T-
Zellantworten (Shull, 1992). Ein immer wiederkehrendes Motiv dieses Mechanismus besteht in der
Verschiebung der Auspragung der Immunantwort vom zerstorerischen inflammatorischen Th1-Typ
zum milderen Th2-Typ (Powrie, 1996; Powrie, 1994). T-Zellen, die in vitro in Anwesenheit von IL-10
stimuliert werden, beginnen selbst mit der Produktion von IL-10 und TGF-B (Groux, 1997).
Dendritische Zellen, die in Gegenwart von Treg-Zellen bzw. anti-inflammatorischer oder immun-
suppressiver Zytokine, wie IL-10 oder TGF-B, aktiviert werden (Misra, 2004) entwickeln selbst
wiederum einen tolerogenen Phénotyp (Link, 2001), was die Grundlage fiir einen effektiven
inhibitorischen Riickkopplungsmechanismus der Toleranz bildet (Min, 2003). Fir dieses Phdnomen
sind sowohl l6sliche Faktoren als auch direkter Zell-Zell-Kontakt erforderlich.

Diese Befunde legen die Vermutung nahe, da Treg-Zellen in vivo die Immunantwort auf zwei Arten
kontrollieren konnen: zum einen mittels direktem Zell-Zell-Kontakt mit anderen T-Zellen und APZ,
zum anderen durch die Sekretion der inhibitorischen Zytokine IL-4 und IL-10. IL-4 wirkt Gber den IL-
4R-STATG6-Signalweg und bindet nicht an T-Zellen. Daher muf3 es auf andere Zellen wirken, die den
IL-4R-Rezeptor und den STATG6-Signalweg besitzen, wie Makrophagen oder dendritische Zellen
(Terabe, 2000). Es ist sehr wahrscheinlich, daR diese Zytokine die stimulatorische Aktivitit der APZ
dampfen (D'Andrea, 1993; Koch, 1996; De Smedt, 1997; Ria, 1998). Ohne diese Zytokine kdénnte die
Aktivierung autoreaktiver T-Zellen durch die APZ zu stark sein, um durch den Zell-Zell-Kontakt-
abhdngigen Mechanismus kontrolliert zu werden (Seddon, 2000). Eine alternative Hypothese besagt,
dall Treg-Zellen die Toleranz "infektits" auf andere Zellen Ubertragen konnen, die dann ihrerseits
regulatorisch wirken (Waldmann, 1998), wie auch im Modell der Nickelallergie gezeigt (Roelofs-
Haarhuis, 2003; Roelofs-Haarhuis, 2004). IL-4, IL-10 und TGF-B bewirken die Differenzierung von
T-Zellen, die die gleichen Zytokine produzieren (Groux, 1997; Seder, 1998). Diese Befunde stiitzen
die Hypothese, dall diese Zytokine essentiell fur die Induktionsphase der infektitésen Toleranz sind
(Cobbold, 1998), wéhrend sie zu einem spéteren Zeitpunkt, wenn die Toleranz durch Treg-Zellen
bereits etabliert ist, von geringerer Bedeutung sind.

1.2.10 Eigenschaften und Funktion von NKT-Zellen

NKT-Zellen sind eine besondere Lymphozyten-Subpopulation, die eine bedeutende Rolle in der
Regulation der Autoimmunitét spielt, aber auch wichtige Funktionen bei der Kontrolle verschiedener
anderer Immunantworten ausibt, unter anderem bei mikrobiellen und viralen Infektionen (Kawakami,
2001; Hansen, 2003). Von entscheidender Bedeutung sind sie in den friihen Phasen der Immunantwort
auf HSV (Grubor-Bauk, 2003), Hepatitis B (Kakimi, 2000), Salmonellen (Ishigami, 1999) und
Malaria (Pied, 2000; Gonzalez-Aseguinolaza, 2000). Sie sind dazu in der Lage adaptive
Immunantworten wie die TumorabstoBung zu verstidrken (Crowe, 2002; Smyth, 2002), kdénnen im
Gegensatz dazu jedoch ebenfalls Immunreaktionen unterdriicken, wie beispielsweise durch die
Induktion von Toleranz (Sonoda, 2002; Higuchi, 2002) oder die Suppression von anti-Tumor
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Antworten (Terabe, 2000). Sie scheinen somit ein wichtiges Bindeglied zwischen angeborener und
adaptiver Immunitat zu bilden (Grubor-Bauk, 2003). Patienten, die an verschiedenen
Autoimmunerkrankungen leiden, weisen verringerte NKT-Zellzahlen auf, wie zum Beispiel bei
Diabetes (Wilson, 1998; Kukreja, 2002), MS (llles, 2000; Araki, 2003; VVan Der Vliet, 1999; Gausling,
2001), Systemischem Lupus Erythematosus (SLE) (Van der Vliet, 2001; Kojo, 2001; Oishi, 2001)
oder Rheumatoider Arthritis (Van der Vliet, 2001; Kojo, 2001). NOD (non-obese diabetic) Mause
entwickeln eine Form der Diabetes, bei der die B-Zellen des Pankreas in einem Prozel} zerstort
werden, der durch die Infiltration von Thl-Zytokin-exprimierenden Zellen gekennzeichnet ist. In
diesem Mausstamm ist die Zahl der Val4i NKT-Zellen in Thymus, Milz, Knochenmark und Leber
reduziert (Poulton, 2001; Matsuki, 2003; Gombert, 1996). Durch Erhéhung der Zahl von Va14i NKT-
Zellen in NOD Méusen mittels adoptivem Zelltransfer (Baxter, 1997), oder durch die Einfiihrung
eines Val4Jal8-Transgens (Lehuen, 1998), sowie die Stimulation der INKT-Zellen mittels des
Liganden o-Galactosylceramid (Hong, 2001), kann das Fortschreiten der Krankheit jedoch
aufgehalten werden. Neueren Arbeiten zufolge konnten bei der Maus vier verschiedene NKT-
Zelltypen unterschieden werden, die sich durch ihre CD1d-Restriktion, die Lokalisation im Korper,
die Zusammensetzung ihres T-Zellrezeptors, ihre Reaktivitait gegenuber o-GalCer und die
differentielle Expression von NK-Zell-typischen Molekiilen wie CD49 unterscheiden (Kronenberg,
2002; Ortaldo, 2001; Ortaldo, 2004). Wahrend bei der Maus die funktionalen Unterschiede der
verschiedenen Subpopulationen der Val4i NKT-Zellen noch nicht geklart werden konnten, zeigen
sich beim Menschen Zusammenhange zwischen der Expression von CD4 durch Va24i NKT-Zellen
und der Expression von IL-4 sowie bestimmter Chemokinrezeptoren (Gumperz, 2002; Kim, 2002).

1.2.10.1 Die Entwicklung und die Effektorfunktionen von NKT-Zellen erfordern NF-xB

Die spéteren Effektorfunktionen von Lymphozyten werden maRgeblich durch Instruktionsprozesse
wéhrend ihrer Entwicklung bestimmt, somit miussen besondere molekulare Kontrollen die
Entwicklung funktionaler iNKT-Zellen regulieren. Hierbei unterscheidet sich die Entwicklung der
iINKT-Zellen, im Gegensatz zu der konventioneller T-Lymphozyten, dahingehend, daB sie zwingend
eine sensible Signalgebung durch den Transkriptionsfaktor NF-xB erfordert (Stanic, 2004; Elewaut,
2003; Sivakumar, 2003). NF-kB reguliert die Entwicklung der iNKT-Zellen durch die Unterdriickung
der Apoptose (Stanic, 2004), nicht aber der Proliferation (Sivakumar, 2003). Die Inhibition des NF-
kB-Signalweges oder die gezielte Disruption des NF-kB-Gens resultiert in einer starken
Verminderung der iNKT-Zellzahl, zum Beispiel in der Milz. Die Uberexpression des anti-
apoptotischen Molekils Bcl-x_ hingegen bewirkt die vollstandige Wiederherstellung der iNKT-
Zellentwicklung und —differenzierung, wie an NF-kB-defizienten Thymozyten gezeigt wurde. Der
NF-xB-Signalweg ist jedoch darlber hinaus fir die Antwort auf Antigen und die Expression von
Zytokinen erforderlich, da die iNKT-Zellen NF-xB-defizienter Tiere, deren Zahl durch Bcl-x_
wiederhergestellt wurde, nicht durch o-GalCer stimuliert werden konnen und keine Zytokine
produzieren (Stanic, 2004).

1.2.10.2 CD1d-Restriktion von NKT-Zellen

NKT-Zellen wurden urspriinglich als T-Lymphozyten entdeckt, die den NK-Rezeptor NK1.1 (CD161)
und einen CD21d-restringierten T-Zellrezeptor exprimieren. Sie sind essentiell fir die
Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz gegenlber Selbstantigenen. Sie sammeln sich in der
marginalen Zone der Milz an und sind fiir die Induktion von regulatorischen T-Zellen erforderlich, die
die periphere Toleranz nach intraokul&rer Exposition mit Antigen bewirken (Sonoda, 1999). Die
Mehrheit der NKT-Zellen der Maus erkennt ein bestimmtes Glykolipid, a-GalCer (a-Galactosyl-
ceramid), welches auf CD1d présentiert wird (Bendelac, 1995; Gumperz, 2000), einem MHC-Klasse
I-dhnlichen (MHC-KIasse 1b), nicht-klassischen Antigen-présentierenden Molekil (Melian, 1996).
Dieses aus CD1 und B,-Mikroglobulin (B,M) bestehende Heterodimer (Mempel, 2002) wird von einer
Familie von Genen aulerhalb der klassischen MHC-Loki codiert (Porcelli, 1999). Die hydrophobische
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MHC-Bindefurche des CD1 bindet die Lipidanteile des Antigens, wodurch der hydrophile Anteil auf
der MHC-Oberflache présentiert wird (Zeng, 1997). Abgesehen von Glykolipiden wie a-GalCer,
welches aus einem marinem Schwamm isoliert wurde (Kawano, 1997; Kobayashi, 1995), erkennen
NKT-Zellen Lipide (Bendelac, 2002) und Phospholipide wie Phosphatidylinositol, welche in normalen
und Tumorzellen produziert werden (Gumperz, 2000). Ein geringer Anteil der NKT-Zellen ist dazu in
der Lage, mikrobielle Antigene auf CD1d zu erkennen (Fischer, 2004). Erst kirzlich konnte ein
natlrliches Glykolipid, Isoglobotrihexosylceramid (iGb3), identifiziert werden, welches &hnlich wie
a-GalCer eine Vielzahl von NKT-Zellen sowohl der Maus als auch des Menschen stimulieren kann
(Zhou, 2004). Dies ist sehr wahrscheinlich nicht der einzige endogene Ligand, wie die Reaktion einer
NKT-Subpopulation auf das Disialogangliosid GD3 zeigt (Wu, 2003). Dartiber hinaus sind bisher
noch keine weiteren Antigene bekannt, die die Mehrheit der NKT-Zellen stimulieren kénnen. Die
NKT-Zellen der Maus sind in der Diversitat ihres T-Zellrezeptors beschrénkt, sie weisen ein
invariantes Rearrangement der variablen und der Verbindungsregion der TCR-a-Kette auf (Vol4-
Ja18, vormals Ja28loder Ja15). Zusammen mit diversen V38.2-, bzw. zu einem geringerem Anteil
mit VB7- oder VB2-Rearrangements, bilden sie den invarianten NKT-Zellrezeptor (Hammond, 2003,
Bendelac, 1997). iNKT-Zellen der Maus und des Menschen besitzen dhnliche Phéanotypen und
erkennen beide a-GalCer, das von CD1d prasentiert wird (Hammond, 2003). Humane NKT-Zellen
exprimieren variable Regionen, die ortholog zu den Regionen bei der Maus sind und ebenfalls ein
invariantes Rearrangement beinhalten (Va.24-Ja18).

1.2.10.3 NKT-Zellen verschieben die Balance der Immunantwort von Thl zu Th2

In vielen Studien ist der Schutz vor Autoimmunerkrankungen durch Val4i NKT-Zellen mit der
Induktion einer Th2-Antwort gegen die Autoantigene und der Expression von Th2-Zytokinen
verkniipft. Transferierte Val4i NKT-Zellen tben ihren Schutzmechanismus gegen Diabetes Uber
einen IL-4 und/oder 1L-10-abhéngigen Mechanismus aus (Hammond, 1998). Diese Th2-Polarisation
der Immunantwort, die auch in Val14i TCR-transgenen Mausen beobachtet wird (Laloux, 2001), stellt
sich nach wiederholter Behandlung mit o-GalCer auch in NOD- sowie in normalen M&usen ein
(Burdin, 1999; Singh, 1999). Auch im EAE-Modell wird eine schitzende Th2-Verschiebung der
Immunantwort gegen Antigene des zentralen Nervensystems durch iNKT-Zellen beobachtet (Jahng,
2001; Singh, 2001). Dartiber hinaus sind Va14i NKT-Zellen dazu in der Lage, die Differenzierung
von T-Zellen in IFN-y-produzierende Zellen zu verhindern, indem sie ihre Expansion und Proliferation
unterdriicken, also bei diesen Zellen Anergie induzieren (Beaudoin, 2002). Ein Mangel an NKT-Zellen
scheint auch eine Rolle bei der Entwicklung der Autoimmunitat in CD95- und CD95L-defekten
Mausen (Ipr/lpr und gld/gld) zu spielen, da beim Auftreten der Symptome ein Riickgang der NKT-
Zellen beobachtet wird (Takeda, 1993; Mieza, 1996). Ein Widerspruch zu diesen Erkenntnissen
scheint in der Tatsache zu bestehen, dal Val4i NKT-Zellen sofort nach ihrer Stimulierung durch den
T-Zellrezeptor grofle Mengen von sowohl IL-4 als auch IFN-y produzieren kénnen (Yoshimoto, 1994;
Chen, 1997). In der Tat sind die Val4i NKT-Zellen der Maus bereits vor ihrer Aktivierung
vorprogrammiert, die Gene fiir beide Zytokine zu exprimieren, und diese Zytokinantwort ist schwer
zu polarisieren (Matsuda, 2003). Die langfristige Zytokinexpression kann durch die Einwirkung
weiterer Zytokine (Vicari, 1996; Hameg, 1999) oder die Kostimulation durch CD40L, die die
Expression von IFN-y fordert (Hayakawa, 2001), beeinflult werden. Wird die CD40-CD40L
Interaktion jedoch blockiert, bleibt die IFN-y Produktion aus, wéhrend die Expression von IL-4
unbeeinflullt bleibt (Hayakawa, 2001). Dartiber hinaus ist auch die Interaktion mit CD86 auf APZ fir
die Produktion von IFN-y durch Va14i NKT-Zellen erforderlich (Pal, 2001).

1.2.10.4 Gezielte Migration von NKT-Zellen

NKT-Zellen kommen in geringen Zahlen im Blut und den Lymphknoten vor, akkumulieren aber in
hdoherem Malie in der Leber, dem Knochenmark und der Milz. Nach Aufnahme von mikrobiellem
Material sammeln sich NKT-Zellen in den infizierten Geweben an (Apostolou, 1999; Mempel, 2002;
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Kawakami, 2001; Matsuzaki, 1995; Naiki, 1999). Fiir diese Vorgéange ist eine gezielte Adressierung
und Migration dieser Zellen erforderlich, die durch Chemokine vermittelt wird und das "Homing"
spezifischer Subpopulationen in normales oder entziindetes Gewebe ermdglicht. Der hierbei zugrunde
liegende Mechanismus beruht auf der differentiellen Expression von Chemokinen und
Chemokinrezeptoren (Johnston, 2002; Moser 2001). Bei der Untersuchung der Chemokinrezeptor-
expression von TCRap-NKT-Zellen in der Milz, der Leber, dem Knochenmark und dem Blut stellte
sich heraus, daR sich das chemotaktische Profil dieser Zellen deutlich von dem konventioneller NK-
Zellen und T-Zellen unterscheidet (Eberl, 1999; Hammond, 1999). Die NK1.1*'TCRB"NKT-Zellen aus
der Milz, die sowohl Val4i-positive als auch —negative NKT-Zellen beinhalten, migrieren in Reaktion
auf die Liganden der Chemokinrezeptoren CCR7, CXCR3, CXCR4 und CXCR5, zeigen jedoch keine
Reaktion auf die Liganden anderer Chemokinrezeptoren (Johnston, 2003). Die deutliche Migration der
meisten NKT-Zellen zu den inflammatorischen Chemokinen MIG/CXCL9 und IP-10/CXCL10, die
ihre Hauptfunktion beim "Homing" aktivierter Memory/Effektor-T-Zellen in entziindete nicht-
lymphoide Gewebe versehen (Dufour, 2002; Liu, 2000; Hancock, 2000; Agostini, 2001), reflektiert
ihre Rekrutierung in Entziindungsherde. Die chemotaktische Reaktion der NKT-Zellen auf
SLC/CCL21, das Lymphozyten in lymphoide Gewebe rekrutiert (Warnock, 2000; Stein, 2000; Forster,
1999), und BCA-1/CXCL13, das B-Zellen und spezialisierte CXCR5" Th-Zellsubpopulationen in die
follikularen Zonen der Lymphknoten und der Milz dirigiert (Forster, 1996; Reif, 2002; Campbell,
2001; Kim, 2001), ist hingegen relativ gering, verglichen mit der Antwort von T-Zellen,
beziehungsweise von B-Zellen. Das laRt darauf schlielen, daB nur kleine NKT-Zellsubpopulationen
CCR7 oder CXCR5 exprimieren (Johnston, 2003). Wahrend nahezu alle NKT-Zellen deutliche
Chemotaxis als Antwort auf MIG zeigen, sind NKT-Zellen, die auf BCA-1 reagieren, ausschlieRlich in
der Milz anzutreffen. Gleiches gilt fir die Expression des Chemokinrezeptors CXCRS5, der von einem
Teil der NK1.1'TCRB'NKT-Zellen exprimiert wird (Johnston, 2003). Dieses Merkmal scheint
exklusiv den NKT-Zellen der Milz vorbehalten zu sein und ermdglicht ihnen, in B-Zellbereiche zu
migrieren und so in Interaktion mit B-Zellen zu treten. Wahrend der Toleranzinduktion gegen
intraokulé&r applizierte Antigene (anterior chamber-associated immune deviation model: ACAID)
wandern NKT-Zellen in die marginalen Zonen der Milz, wo es zur Ausbildung von Zell-Clustern aus
F4/80" Monozyten/Makrophagen, NKT-Zellen und konventionellen T-Zellen kommt (Faunce, 2001).
Dafir ist das Chemokin MIP-2, sowie sein Rezeptor CXCR2 auf den NKT-Zellen, von Bedeutung
(Sonoda, 1999). Bleibt diese Interaktion aus, entsteht keine Antigen-spezifische Toleranz mehr, was
durch das Fehlen von Treg-Zellen begriindet werden kann (Faunce, 2001).

1.2.10.5 NKT-Zellen sind resistent gegen Apoptose

Eine weitere Eigenschaft der CD1d-restringierten NKT-Zellen ist ihre Resistenz gegeniiber der
Apoptose. Periphere NKT-Zellen reagieren bei starker Antigenstimulierung nicht mit Sterben durch
AICD (activation-induced cell death), sondern mit einer signifikanten Herunterregulation ihres
Antigenrezeptors, gefolgt von einer ausgeprigten Expansion. Sie behalten jedoch ihre funktionellen
Eigenschaften, also die Fahigkeit zur Produktion von Zytokinen, bei (Wilson, 2003; Crowe, 2003;
Harada, 2004). Die anti-apoptotische Natur dieser Zellpopulation wird durch die Tatsache
demonstriert, dal’ ihre Apoptosefrequenz relativ gering ist, verglichen mit konventionellen T-Zellen,
obwohl sie durch dieselben Stimuli aktiviert werden (Crowe, 2003; Harada, 2004). In aktivierten
NKT-Zellen werden verschiedene anti-apoptotische Gene aufreguliert, darunter Mitglieder der Familie
der Inhibitoren der Apoptose (IAP), anti-apoptotische Proteine, die die Empfindlichkeit von
Lymphozyten fur die Fas-vermittelte Apoptose kontrollieren. Dartiber hinaus ist die Apoptoseresistenz
an die Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren gebunden (Yusuf, 2003). Eine gewisse Zeit
nach der Expansion (5-7 Tage) kehrt die Zahl der NKT-Zellen in vivo jedoch wieder auf ein normales
Mal zurtck. Dies legt die Vermutung nahe, dal NKT-Zellen einer homdostatischen Regulation
unterliegen, die sich eines anderen Mechanismus als der Apoptose bedient. Diese speziellen anti-
apoptotischen Fahigkeiten stehen moglicherweise in Verbindung mit der regulatorischen Rolle der
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NKT-Zellpopulation, denn interessanterweise sind auch CD4'CD25" Treg-Zellen relativ resistent
gegen AICD (Banz, 2002). Auch in diesem Zelltyp wird die Apoptoseresistenz begleitet von der
Aufregulation verschiedener Gene, die mit dem Zell-Survival in Verbindung stehen, darunter
Mitglieder der TNFR (TNF-receptor)-NGFR (nerve growth factor receptor)-Superfamilie, wie OX40,
4-1BB und GIT-R (Gavin, 2002), die haufig in Verbindung mit Toleranz und Immunregulation
erwahnt werden. Die TNFR-NGFR-Signalgebung induziert die Aktivierung von NF-xB, die der Fas-
vermittelten Apoptose entgegenwirkt. Ahnlich wie NKT-Zellen exprimieren auch Treg-Zellen einen
aktivierten Memory-Phédnotyp und entstammen dem Thymus (Jordan, 2001). Es existieren noch
weitere Subpopulationen von B- und T-Zellen, die wie NKT-Zellen ein beschranktes Repertoire von
semi-invarianten, autoreaktiven Antigenrezeptoren exprimieren und einen aktivierten Memory-
Phénotyp besitzen, darunter B-1 B-Zellen und yd-T-Zellen, die als "innate lymphocytes™ eine ganze
Reihe von Immunreaktionen regulieren (Bendelac, 2001).

Die NKT-Zellen bilden eine zweite Sorte regulatorischer T Zellen, auch sie sind Teil des konstitutiven
T-Zellrepertoires (Hong, 2001; Sharif, 2001; Miyamoto 2001). In ihrer Hauptfunktion sind sie Teil des
"Innate immune system” und regulieren hier die Differenzierung von T-Zellen durch die Freisetzung
von Zytokinen (Shi, 2001). Die Funktion der NKT-Zellen kann zwischen aggressiv wahrend der
Immunreaktion gegen Tumore und suppressiv wahrend der Autoimmunitit variieren. Die
kontroversen Immunfunktionen kénnen auf die gleichzeitige Expression von IFN-y, welches die
Produktion von IL-12 durch APZ induziert (Yang, 2000), und die Produktion von Th2-Zytokinen
(Matsuda, 2003), sowie die Generierung von tolerogenen dendritischen Zellen zurtickgefiihrt werden
(Vincent, 2003). Das Zytokinprofil der NKT-Zellen ist von der Art der Stimulation ihres TZR
abhéngig. Verschiedene Analoga des a-GalCer kdnnen entweder die Stimulation von Th1-Antworten
(Schmieg, 2003) oder aber Th2-Antworten (Miyamoto, 2001) zur Folge haben. Der Ausgang der
Aktivierung ist vermutlich abhéngig von der reziproken Interaktion zwischen den NKT-Zellen und
dendritischen Zellen, die das exprimierte Zytokinprofil beider Zelltypen bestimmt und somit den Th-
Zellphénotyp und das AusmaR der Aktivitat zytotoxischer T-Lymphozyten beeinflut (Wilson, 2003).
Auch die Existenz unterschiedlicher Subpopulationen kénnte eine Erklarung liefern, wie zum Beispiel
die variable Expression von CD4 durch humane NKT-Zellen verdeutlicht (Gumperz, 2002; Lee,
2002). Verschiedene Subpopulationen kénnten eine unterschiedliche Lokalisation aufweisen. Eine
weitere Moéglichkeit besteht natlrlich darin, dal NKT-Zellen nach ihrer Stimulation immer die gleiche
Art von Faktoren produzieren, deren Wirkung aber abhdngig vom jeweiligen verwendeten
experimentellen System oder Mausstamm unterschiedliche Auspragungen zeigt. Auch die Zeit kann
hierbei eine Rolle spielen (Godfrey, 2004).

1.2.11 Funktion von IDO bei der Regulation von Immunreaktionen

Betrachtet man das Phanomen der Immuntoleranz, so werden verschiedene Mechanismen beschrieben,
die letztendlich alle in der Unterdrickung von Effektorantworten gipfeln. Dazu gehort die
Unterdriickung unerwinschter Immunreaktionen durch Treg-Zellen, die Unterdriickung von
Immunreaktionen auf der Ebene der APZ, sei es durch DZ oder auch durch Makrophagen, oder die
Beeinflussung der Immunantwort durch die Expression von Zytokinen durch die unterschiedlichsten
Zelltypen, die die Ausbildung einer ganz speziellen "Mikroumgebung™ zur Folge hat. Es scheint
jedoch, dal kein einziger dieser Mechanismen das Ph&nomen der Immuntoleranz in jeder erdenklichen
Situation erkldren kann. Nur in der Summe all ihrer Eigenschaften haben diese verschiedenen
Mechanismen die Ausbildung der Toleranz zur Folge. Ein weiterer Mechanismus der
Immunsuppression beeinflult den Tryptophankatabolismus. Im Mittelpunkt der Regulation steht die
essentielle Aminoséure Tryptophan. Auf den ersten Blick hat der Tryptophankatabolismus keinerlei
Verbindung mit immunregulatorischen Prozessen, und bei der Prozessierung des Tryptophans spielen
Interaktionen zwischen Liganden und Zelloberflichenmolekiilen keine Rolle. Dennoch deutet eine
Fille von Daten auf einen Zusammenhang zwischen Tryptophanabbau und aktiver Immuntoleranz hin
(Mellor, 2003). Erste Hinweise zeigen sich in der Inhibition der T-Zellproliferation durch humane
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Makrophagen, die mit einem Verbrauch des anwesenden Trytophans einhergeht (Munn, 1999). S&uger
besitzen zwei intrazellulare Hdm-Gruppen-tragende Enzyme, die den oxidativen Katabolismus von
Tryptophan  katalysieren, zum einen Indolamin-2,3-dioxygenase (IDO), zum anderen
Tryptophandioxygenase (TDO) (Taylor, 1991). TDO wird hauptséchlich in der Leber exprimiert, es
erfahrt keine Regulation durch das Immunsystem. IDO hingegen wird in vielen Geweben exprimiert
(Takikawa, 1986), so zum Beispiel im Thymus, den Lymphknoten, der Milz, dem Darm, der Lunge
und den Kontaktbereichen zwischen Foetus und dem Gewebe der Mutter wéhrend der
Schwangerschaft, alles potentielle Kontaktflachen zu fremden Antigenen bzw. wichtige Bereiche fir
die Entwicklung des Immunsystems. Dies deutet darauf hin, dall die Expression von IDO als
natdrlicher immunregulatorischer Mechanismus dient (Mellor, 1999). Auch die Stimulation von APZ,
und hier speziell der DZ, in Folge von Infektionen und Gewebeentziindungen flihrt unter anderem zur
Expression von IDO, das eine wichtige Rolle im Tryptophankatabolismus spielt. Die
immunsuppressiven Konsequenzen der Aktivierung von IDO in DZ bestehen in einer verringerten
Proliferation von T-Zellen, erhohter Apoptose und einer Abschwachung von Immunantworten in vivo
(Munn, 1999; Munn, 2002; Hwu, 2000; Fallarino, 2002). Durch Zugabe des spezifischen IDO-
Inhibitors 1-Methyltryptophan (1-MT) jedoch kann die T-Zellproliferation wiederhergestellt werden
(Munn, 2002; Hwu, 2000), und T-Zellreaktionen, die ohne Inhibitor regulatorischen Prozessen
unterliegen, werden gefordert und fuhren zur Verstarkung von EAE (Sakurai, 2002), Abstoflung von
Lebertransplantaten (Miki, 2001) und zum Verlust des Foetus wéhrend der Schwangerschaft bei der
Maus (Munn, 1998). Alteren Arbeiten zufolge besteht die biologische Rolle von IDO in der
Suppression mikrobieller Infektionen durch die Verminderung der Tryptophanmenge in entzlindeten
Geweben (Taylor, 1991, Thomas, 1993; Carlin,1989).

1.2.11.1 Induktion von IDO durch pro-inflammatorische Zytokine

IDO wird von verschiedenen Zelltypen nach Stimulation mit IFN-y exprimiert, darunter bestimmte
Abkdmmlinge der myeloiden Linie (Makrophagen und DZ), Fibroblasten, Endothelzellen und einige
Tumorzellinien (Burke, 1995; Varga, 1996; Munn, 1999; Hwu, 2000). Abgesehen von Makrophagen
besitzen auch murine dendritische Zellen eine hohe IDO-Aktivitét, welche fir die Unterdriickung von
DTH-Reaktionen durch die CD8a" Subpopulation, insbesondere nach Aktivierung durch IFN-y,
verantwortlich sein kénnte (Grohmann, 2000; Grohmann 2001). AuRerdem vermitteln CD8" DZ in
vitro sehr effektiv die IDO-abhéngige Apoptose von T-Zellen (Fallarino, 2002). Sowohl die Inhibition
der T-Zellproliferation durch Tryptophandepletion, als auch die Induktion der T-Zellapoptose
reprasentieren wichtige Grundlagen der allgemeinen immunregulatorischen Eigenschaften des
Enzyms. Somit stellt die Expression von IDO durch DZ und ihre Modulation durch Zytokine einen
wichtigen Mechanismus zur Aufrechterhaltung der T-Zellhom@ostase und der Selbsttoleranz dar
(Grohmann 2001). Diese wichtige Funktion ergibt sich aus der Beobachtung, dall IDO durch IFN-y
induziert wird, was eigentlich im Widerspruch zur pro-inflammatorischen Natur von IFN-y steht.
Allerdings wird so eine fur den Kdrper schadliche Immunreaktion, zum Beispiel gegen Autoantigene,
bereits bei der Induktion begrenzt. Es ist ein im Immunsystem immer wiederkehrendes Prinzip, dal3
eine Entzindung gleichzeitig auch eine ausgleichende, anti-inflammatorische Reaktion auslost.
Allerdings ist es nicht ganz korrekt, IFN-y als rein pro-inflammatorisches Zytokin zu betrachten, da es
abhéngig vom jeweiligen experimentellen System bzw. vom Zeitpunkt seiner Expression wahrend der
Immunantwort auch anti-inflammatorische und tolerogene Effekte haben kann (Grohmann, 2003).
Auch die Zytokine IL-2 und IL-12 kdnnen in Abhéangigkeit von IFN-y die Expression von IDO
bewirken (Carlin, 1987; Yu, 1996). In einigen Geweben wird die Expression von IDO unter den
verschiedensten pathologischen Bedingungen ausgeldst, wie Krebs oder viralen und bakteriellen
Infektionen, unter anderem auch HIV (Saito, 1991; Heyes, 1998; Thomas, 1993; Grant, 2000; Mellor,
1999). Dies deutet auf einen weiteren IFN-y-unabhdangigen Mechanismus der IDO-Induktion hin.
Beschrieben wird die Initiation durch LPS-Stimulation (Fujigaki, 2001). Eines der Hauptziele von LPS
in vivo sind Makrophagen bzw. Monozyten, die bei ihrer Aktivierung durch LPS pro-inflammatorische
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Zytokine, unter anderem TNF-o und IL-18, sekretieren (Matic, 1991; Arend, 1986; Bailly; 1990). Bei
diesen Zellen konnte die Induktion von IDO in Abhéangigkeit von TNF-a und IL-1p, jedoch
unabhéngig von IFN-y gezeigt werden (Fujigaki, 2001). Ist die Expression von IDO jedoch gestort,
kann es zum Ausbruch von Autoimmunkrankheiten kommen, wie im Fall von NOD Mausen, die zur
Ausbildung von Diabetes neigen. In diesen Tieren ist der intrazelluldre Statl-Signalweg durch die
Produktion von Peroxynitrit blockiert, was die Induktion von IDO verhindert (Grohmann, 2003).
Werden die Tiere jedoch zum richtigen Zeitpunkt mit TNF-o (Christen, 2001) oder IFN-y behandelt
(Sobel, 2002), oder ex vivo IFN-y-stimulierte DZ Ubertragen (Shinomiya, 1999), wird die Krankheit
aufgehalten. In Situationen, in denen die Suppression von T-Zellantworten nicht wiinschenswert ist,
wie der Bek&mpfung von Inflammationen, besteht jedoch auch die Mdglichkeit, die IDO-Expression
durch Faktoren zu verhindern, die die Reifung von APZ férdern, wie die Ligation von CD40
(Grohmann, 2001) oder die Expression der Zytokine IL-4 und TGF- (Musso, 1994; Yuan, 1998;
MacKenzie, 1999).

1.2.11.2 Funktionelle IDO-Expression erfordert die Aktivierung von DZ

Aktuelle Daten zeigen, daR funktionelles IDO-Enzym in bedeutenden Mengen von speziellen
Subpopulationen myeloider Zellen, im besonderen CD11¢'CD8a” DZ der Maus und kultivierte
CD123" DZ des Menschen, exprimiert wird (Fallarino, 2002; Munn, 2002). Die CD11¢"CD8a" DZ
der Maus sind dafiir bekannt, die Immunregulation zu vermitteln (Grohmann, 2001; Shortman, 2002).
Unter Standardkulturbedingungen mit GM-CSF und IL-4 weist bereits ein signifikanter Teil der
humanen DZ IDO-Expression auf (Munn, 2002). Erst kirzlich konnte die funktionelle Expression von
IDO in einem weiteren Zelltyp, den plasmyzytoiden DZ (pDZ) gezeigt werden, welche sich durch die
Expression von CD11c, B220 und CD19, sowie eines unreifen Phanotyps hervorheben (Munn, 2004).
Das IDO-Protein (Apoenzym) wird von einem Gen mit 10 Exons auf Chromosom 8 sowohl der Maus
als auch des Menschen kodiert, hat ein Molekulargewicht von 42 bis 45 kDa und ist hoch konserviert
(Suzuki, 2003). IDO kann von DZ konstitutiv exprimiert werden. Die Expression von IDO allein
bedeutet jedoch nicht, dafl das Enzym auch enzymatisch aktiv ist (Fallarino, 2002; Munn, 2002), erst
durch die Aktivierung der Zellen tber IFN-y und die Ligation von CD80/CD86 erlangt es seine
enzymatische Aktivitdt (Munn, 2004). Es existieren verschiedene Isoformen dieses Enzyms, die
vermutlich durch post-translationale Modifikation entstehen (Munn, 2002). Dabei kommen
alternatives Spleif3en, die Regulation der Proteinstabilitat und Inhibitoren als mégliche Mechanismen
in Frage (Mellor, 2004). Ebenso beeinflussen biochemische Faktoren in der Zelle, wie Stickoxide
(NO), die Biosynthese des Enzymkofaktors Hadm und das Redoxpotential, die Aktivitat und Stabilitét
von IDO (Bodaghi, 1999; Thomas, 2001; Hucke, 2004). Dies erklart moéglicherweise, warum IDO-
Aktivitat in murinen CD11¢'CD8a" DZ gefunden wird, aber nicht in CD11c*CD8a DZ, obwohl
ahnliche Mengen von IDO-Protein in beiden Subtypen exprimiert werden (Fallarino, 2002).

1.2.11.3 Aufregulation von IDO durch Liganden

1.2.11.3.1 Durch CTLA-4

IDO wird durch verschiedene Liganden oder auch Antikérper aufreguliert, die
Zelloberflachenmolekiile auf den APZ vernetzen, darunter CD80/86, CD200R und der Fc-Rezeptor
FceRl (von Bubnoff, 2002; Grohmann, 2002; Gorczynski, 2002, Fallarino, 2004). In diesem
Zusammenhang konnte die IDO-Aufregulation durch die Ligation von CD80 oder CD86 mit dem
immunomodulatorischen Molekil CTLA-4-1g bei DZ der Maus nachgewiesen werden. Als Resultat
kommt es zur Freisetzung von IFN-y, welches autokrin zur Aktivierung von IDO fiihrt (Grohmann
2003; Fallarino, 2003). Somit ist die Blockierung der Kostimulation nicht der einzige Mechanismus
der immunregulatorischen Wirkung von CTLA-4, moglicherweise bildet die Aufregulation von IDO
die Grundlage seiner tolerogenen Eigenschaften (Grohmann, 2002). Dies deutet auf eine Funktion fur
CTLA-4-exprimierende Zellen, wie Treg-Zellen, bei der Regulation der IDO-Expression von APZ hin,
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was diese in regulatorische APZ umwandelt (Finger, 2002). Dieser Mechanismus erklart, wie
regulatorische T-Zellen die Immunantworten anderer T-Zellen unterdriicken kénnen, ohne eine direkte
Interaktion mit ihnen einzugehen. Daraus ergibt sich die Mdglichkeit der sogenannten "linked
suppression™ durch IDO exprimierende DZ. Diese IDO" DZ kénnen die T-Zellantworten auf ein
bestimmtes Antigen unterdriicken, wenn dieses von benachbarten IDO™ DZ prasentiert wird (Munn,
2004; Mellor, 2003; Mellor, 2004). In vitro werden sogar Reaktionen gegen ein zweites, gleichzeitig
prasentiertes Antigen unterdriickt (Munn, 2004). Auch Daten der Arbeitsgruppe von Prof. Gleichmann
deuten auf eine Interaktion zwischen Treg-Zellen und DZ hin, die gleichzeitig auch die Grundlage
eines Amplifikationsmechanismus bildet und fiir die Rekrutierung vieler neuer Treg-Zellen durch die
tolerogene DZ sorgt (Roelofs-Haarhuis, 2003, Mahnke, 2003; Bilsborough, 2003; Wakkach, 2003,
Faunce, 2004, Gilliet, 2002). IDO-exprimierende DZ kénnten demnach mit CTLA-4" Treg-Zellen ein
sich selbst verstarkendes Netzwerk bilden, was die Generation neuer Treg-Zellen in der Peripherie
nach sich zieht (Finger, 2002), ein Mechanismus auch bekannt als infektiése Toleranz (Roelofs-
Haarhuis, 2003; Roelofs-Haarhuis, 2004, Waldmann, 2001). Die IDO-Expression durch DZ kénnte
auch die Expression von immunsuppressiven Faktoren, wie Zytokinen, durch andere Zelltypen
bewirken, die in lymphoiden Geweben vorkommen. Hierfiir kommen potentiell immunregulatorische
Zellen, wie Makrophagen (Munn, 2003), Treg-Zellen und regulatorische B-Zellen (Parekh, 2003;
Fillatreau, 2002), in Frage (Mellor, 2004).

1.2.11.3.2 Durch CD200

CD200 (OX-2) ist ein weit verbreitetes Zelloberflachen-Glykoprotein, welches mit seinem Rezeptor
CD200R, der stark von myeloiden Zellen, wie APZ, exprimiert wird, in Wechselwirkung tritt (Wright,
2000; Wright, 2003). Es ist an der Regulation von Makrophagen und DZ beteiligt (Hoek, 2000;
Rosenblum, 2003; Barclay, 2002). Die Wechselwirkungen von CD200-CD200R spielen auch eine
bedeutende Rolle in der Regulation der Autoimmunitéat, wie die erhéhte Empfanglichkeit von CD200-
defizienten Tieren fir diverse Autoimmunkrankheiten demonstriert (Nathan, 2001; Gorczynski, 2001).
Zusétzlich zu CTLA-4 und B7 wird es auch in hohem MaRe von der humanen Plazenta wahrend der
Schwangerschaft exprimiert (Clark, 2003). Desweiteren ist CD200 dazu in der Lage, die Expression
von IDO in einer ansonsten nicht-tolerogenen plasmazytoiden DZ-Subpopulation zu induzieren
(Fallarino, 2004). Plasmazytoide Zellen tragen ebenfalls zur Regulation der Immunitét bei, sowohl bei
der Induktion und Aufrechterhaltung der Toleranz als auch bei der Abwehr von Viren (Nakano, 2001;
Shortman, 2002). Obwohl sich fiir CD200 eine Funktion als Toleranz-vermittelndes Molekiil
abzeichnet, sind die weiteren Ereignisse seiner Aktivierung weitgehend unbekannt (Wright, 2003).

1.2.11.4 Wirkung von IDO

1.2.11.4.1 Verbrauch der essentiellen Aminosaure Tryptophan

Der Mechanismus des Einflusses von IDO auf das Immunsystem ist bis jetzt nicht eindeutig geklart.
Eine Hypothese besagt, dal die verringerte Proliferation von T-Zellen auf der Verarmung lokaler
Gewebemikroumgebungen an Tryptophan, der seltensten essentiellen Aminosaure, durch die
enzymatische Aktivitdt von IDO beruht (Munn, 1999; Mellor,1999). Humane Trophoblasten und
Makrophagen konnen auf diese Weise die Proliferation von T-Zellen verhindern. Dies ist von
besonderer Bedeutung wahrend der Schwangerschaft, um die allogenische AbstoRung des foetalen
Gewebes durch das Immunsystem der Mutter zu unterdriicken (Munn, 1998; Mellor, 2001). Die
naiven (priméren) T-Zellen konnen zwar noch in den Zellzyklus eintreten, ihn aber nicht vollenden
(Munn, 1999; Lee, 2002). Bei beiden Versuchsansatzen exprimieren die T-Zellen die frihen
Aktivierungsmarker CD69 und CD25, aber die Expression von spdten Markern wie CD71 bleibt aus
(Munn, 1999; Munn, 2002; Lee, 2002; Mellor, 2002). Dabei scheinen die T-Zellen in diesem Arrest-
Stadium besonders sensitiv fur Tryptophanmangel zu sein, sie werden empfanglich fur Apoptose (Lee,
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2002). Ein Mangel anderer Aminosauren hat zu diesem Zeitpunkt keinen EinfluR auf das Fortschreiten
des Zellzyklus.

1.2.11.4.2 Induktion der T-Zellapoptose durch Metabolite

Eine weitere Hypothese beruht auf der Mdglichkeit, dal die entstehenden Reaktionsprodukte des
Tryptophanabbaus EinfluR auf die Entwicklung der aktivierten T-Zellen nehmen, indem sie deren
Apoptose induzieren. IDO Kkatalysiert den ersten und geschwindigkeits-bestimmenden Schritt im
Kynurenin-Abbauweg (Shimizu, 1978; Werner, 1987; Carlin, 1989; Taylor, 1991) bei dem L-
Tryptophan in N-Formylkynurenin umgewandelt wird. In weiteren Abbauschritten entstehen L-
Kynurenin (KYN), Anthranylsdure (AA), 3-Hydroxykynurenin (3-HK), 3-Hydroxyanthranylsaure (3-
HAA) und Quinolinsdure (QUIN) als Metabolite des L-Tryptophans (Stone, 2002). Die Induktion der
T-Zell-Apoptose durch die Reaktionsprodukte durch 3-HAA und QUIN erfolgt bereits bei niedrigen
Konzentrationen (Morita, 2001; Fallarino, 2002). Dabei sind Zellen des Th1-Typs empfanglicher fur
die Induktion der Apoptose als die des Th2-Typs (Fallarino, 2002). Der schnelle Tod der Thl-
Effektorzellen filhrt zum selektiven Uberleben der Th2-Zellen, was einen wichtigen Mechanismus fiir
die differentielle Regulation der beiden Zellpopulationen und somit fiir den Ausgang der gesamten
Immunreaktion darstellt (Zhang, 1997; Varadhachary, 1997). Im Gegensatz dazu sind Makrophagen
und dendritische Zellen gegeniiber dieser Form der Apoptoseinduktion unempfindlich, die Apoptose
setzt erst bei relativ hohen Kynureninkonzentrationen ein. Die Apoptoseinduktion durch Kynurenin-
Metabolite erfolgt bemerkenswerterweise nicht tber die Interaktion von Fas mit seinem Liganden
FasL, sondern (ber einen spateren Schritt im Apoptosesignalweg, der die Aktivierung von Caspase8
beinhaltet und durch Cytochrom c-Freisetzung aus den Mitochondrien gekennzeichnet ist. (Fallarino,
2002; Fallarino, 2003). Trotzdem kann die Inhibition der T-Zellproliferation durch Supplementierung
mit Uberschiissigem Tryptophan aufgehoben werden, obwohl dies auch die vermehrte Bildung der
Metabolite nach sich zieht. Mdglicherweise sind die Metabolite spezifisch toxisch fur T-Zellen, in
denen zuvor ein Arrest des Zellzyklus erfolgt ist (Munn, 1999; Munn, 2002; Sakurai, 2002).

Die Inhibition der T-Zellproliferation durch die Beteiligung des Tryptophan-Katabolismus spielt eine
wichtige Rolle beim Schutz des Foetus vor den miitterlichen Immunreaktionen wahrend der
Schwangerschaft. Die Expression von IDO durch verschiedene Zelltypen wie Makrophagen und DZ
kann jedoch noch weitere Bedeutung fur Toleranz und Autoimmunitét haben. Die Fahigkeit der
CD8a." Subpopulation der murinen DZ zur selektiven Induktion der IDO-abhangigen Apoptose von T-
Zellen legt eine Funktion des Tryptophan-Metabolismus bei der Regulation der T-Zellhomdostase
nahe. Durch Apoptose von Th1l- aber nicht von Th2-Zellen wird die Ausbildung einer zellvermittelten
Immunantwort unterdriickt und eine Th2-Antwort beglnstigt. Die Aktivierung der Enzymaktivitat von
IDO unterliegt verstandlicherweise einer vielfaltigen Kontrolle, da sie bei konstitutiver Aktivitét
groBen Schaden durch den Verbrauch der essentiellen Aminosédure Tryptophan oder die
Unterdrlickung einer erwinschten adaptiven Immunantwort anrichten konnte. Die Verschiebung der
Immunreaktion zugunsten einer Th2-Antwort ist abhéngig vom Pathogen nicht immer wiinschenswert
(Rogers, 2002).

1.2.12 Eigenschaften tolerogener DZ

Dendritische Zellen sind potente APZ, die naive T-Zellen stimulieren kdnnen (Lutz, 2002). Sie sind
weitverbreitet in allen Geweben, besonders in jenen, die eine Kontaktflache zur Umwelt herstellen,
wie den Schleimhduten des Gastrointestinaltraktes. Sie bilden viele verschiedene Subtypen aus, die
durch ihre Abstammung, die Expression von Oberflachenmolekiilen und ihre biologische Funktion
unterschieden werden konnen. Die Entwicklung und Funktion von dendritischen Zellen ist nicht
intrinsisch festgelegt und wird unabhéngig von ihrer Abstammung durch exogene Faktoren bestimmt.
Dazu gehort auch die Ausbildung lokaler Zytokinmilieus. Sie bestimmen durch ihren Charakter die
Auslésung einer bestimmten Art von T-Zellantwort, die entweder von Zellen des Th1-Typs, des Th2-
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Typs oder regulatorischen Treg-Zellen dominiert wird. Pro-inflammatorische Zytokine, die Thl
Reaktionen fordern, verstirken die immunogene Prasentation von Antigenen durch DZ (Grohmann,
1998; Frucht, 2001). Im Gegensatz dazu fordern anti-inflammatorische oder immunsuppressive
Zytokine, die Th2-Reaktionen begiinstigen, die tolerogenen Eigenschaften der DZ (Link, 2001). Die
chronische Expression pro-inflammatorischer Zytokine bei verschiedenen Autoimmunkrankheiten
jedoch bewirkt die Ausbildung regulatorischer Eigenschaften der DZ, die dem Patienten zugute
kommen. Dies flhrt zu der Annahme, dalR pro-inflammatorische Zytokine, abhéngig vom Zeitpunkt,
dem Ort und der Starke ihrer Expression, den Ausgang von Autoimmunkrankheiten mildern kénnen
(Falcone, 1999). Das bedeutet, da Zytokine, die Autoimmunitét kontrollieren, sowohl verstarkend als
auch hemmend wirken kénnen. Die durch IFN-y-induzierte Expression von IDO in DZ ist ein gutes
Beispiel fir die ambivalente Rolle pro-inflammatorischer Zytokine.

Fur die Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz durch DZ kommen zwei mogliche Mechanismen in
Frage, zum einen das Vorkommen eines spezialisierten regulatorischen DZ-Subtyps, und zum anderen
die Mdglichkeit, daR alle DZ die Fahigkeit zur Initialisierung von Toleranz und Immunitét haben,
abhangig von ihrem Reife- oder Aktivierungszustand (Lutz, 2002). In Abwesenheit einer Infektion
oder Entziindung besteht ein standiger Strom unreifer dendritischer Zellen von den peripheren
Geweben in die regionalen Lymphknoten, die endogene Antigene aufnehmen und prozessieren
(Steinman, 2002; Hawiger, 2001). Diese DZ definieren das immunologische Selbst und sorgen somit
fir die Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz, indem sie autoreaktive T-Effektorzellen stillstellen.
Auch nach ihrer Differenzierung in vivo und in vitro haben dendritische Zellen tolerogenes Potential,
je nachdem, in welchen Subtyp sie sich auf ihrer Wanderung differenzieren (Steinman, 2002; Clare-
Salzler, 1992; Dhodapkar, 2001; Menges, 2002). Diese Differenzierung ist abhdngig von ihrer
Abstammung und den Stimuli, denen die Zellen auf ihrer Wanderung begegnen (Banchereau, 2000).
Dieser Subtyp ist letztendlich ausschlaggebend fiir ihre Wirkung auf die T-Zell-Effektorfunktion und
das exprimierte Zytokinprofil (Pulendran, 2001; Rissoan, 1999; Liu, 2001). Es wird hierbei in
zunehmendem Mal3e deutlich, dall die APZ, die an der Immunitét beteiligt sind, auch an der Toleranz
gegeniber Selbst-Antigenen beteiligt sind (Shortman, 2001). Der Informationsaustausch zwischen
dendritischen Zellen und verschiedenen T-Zellsubpopulationen ist nicht nur fiir das Priming der T-
Zellen erforderlich, sondern wird auch von den dendritischen Zellen fiir ihre Reifung bendtigt
(Rissoan, 1999; Shreedhar, 1999). DZ versehen wichtige Funktionen in der Induktion peripherer
Toleranz, wie die Induktion von T-Zellanergie (Jenkins, 1987), Verschiebung der Balance der
Immunantwort, Induktion von Treg-Zellen (Shevach, 2000) und der Apoptose aktivierter T-Zellen
(Rocha, 1991). Verantwortlich fur die tolerogene Wirkung ist die reduzierte Expression
kostimulatorischer Molekdile, die Expression von FasL (Siss, 1996), die Expression bestimmter
Zytokine und die Inhibition von Transkriptionsfaktoren wie NF-kB (Chang, 2002). DZ kénnen jedoch
auch 0ber einen FasL-unabha&ngigen Mechanismus die Apoptose von aktivierten T-Effektorzellen
auslosen und Toleranz induzieren (siehe 1.2.11). So konnen tolerogene DZ und Treg-Zellen
zusammen die Regulation der Immunantwort (ibernehmen.

1.2.12.1 DZ bendgtigen eine spezielle Mikroumgebung

Auch die lokale Mikroumgebung kann tolerisierende Signale an die DZ liefern. Ein Beispiel daftr
liefern DZ in immunprivilegierten Geweben wie dem Auge oder der Leber, die eher in tolerogener
Weise agieren (Streilein, 1999; Khanna, 2000). Auch die darmassoziierten lymphoiden Geweben
(GALT), die wichtig fiir die Aufrechterhaltung der Toleranz gegeniiber der Darmflora sind, die wie
Selbstantigen behandelt wird, zeichnen sich durch die Produktion tolerogener Zytokine wie IL-10 aus
(Duchmann, 1997; Duchmann, 1996; Iwasaki, 1999). DZ in der Mukosa férdern bevorzugt die
Ausbildung von Th2-Antworten, was auf die Interaktionen von T-Zellen und DZ in den
mesenterischen Lymphknoten zuriickzufihren ist (Alpan, 2001). Auch die DZ des respiratorischen
Traktes zeigen diese Tendenz zur Induktion von Th2-Antworten (Koch, 1996; Kalinski, 1997; Isler,
1999). Die Eigenschaften solcher lokalen Mikroumgebungen werden gritenteils durch die
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Produktion eines bestimmten Zytokinprofils, bzw. durch ein bestimmtes Angebot wvon
kostimulatorischen Molekilen oder Liganden durch andere Zellen bestimmt, und wirken sich auf den
Reifezustand und somit die Funktion der DZ aus.

1.2.12.2 Einflu von Zytokinen auf die Funktion von DZ

Die Produktion von Zytokinen erfolgt teilweise durch andere Zellen, zum Teil sind die DZ jedoch
auch selbst dazu in der Lage, durch die Produktion von Zytokinen EinfluR auf ihre Umgebung zu
nehmen. Dies zeigt sich in der Beobachtung, daR als Folge der Stimulation von iNKT-Zellen durch
DZ zum einen die Expression des IL-12-Rezeptors bei den iNKT-Zellen und zum anderen die 1L-12
Expression der DZ selbst induziert wird (Kitamura, 1999). Aktivierte iNKT-Zellklone exprimieren
unter anderem Transkripte fir GM-CSF, IL-4, TNF, CCL3 und CCL4, die entscheidend fir die
Rekrutierung und Reifung von DZ sind (Sharif, 2001; Sharif, 2002; Wilson, 2001). Dendritische
Zellen, die in der Gegenwart von iNKT-Zellen reifen, produzieren im ausgereiften Zustand eine
grolRere Menge an IL-10 und verlieren wahrend des Reifeprozesses die Fahigkeit zur IL-12
Produktion, was flir einen tolerogenen Phénotyp spricht (Vincent, 2002; Naumov, 2001). Dies
widerspricht nicht der Beobachtung, dall der Kontakt mit iINKT-Zellen die Produktion von IL-12
auslost (Kitamura, 1999), vielmehr ist der jeweilige Zustand abh&ngig vom Zeitpunkt, dem
betrachteten Gewebe und der Art der den DZ zur Verfligung stehenden Differenzierungssignale. In
diabetischen Tieren, die eine verringerte iINKT-Zellfunktion aufweisen, kommt es zur Ausbildung
eines pro-inflammatorischen autoimmunen Angriffes, die DZ produzieren IL-12 und konnen
selbstreaktive T-Zellen aktivieren. In nicht-autoimmunen Tierstdmmen, also in Abwesenheit einer
Entziindung, besteht eine konstante Wanderung von unreifen DZ aus den Langerhansschen Inseln und
nicht-lymphoiden Geweben in die pankreatischen Lymphknoten, wo sie Selbstpetide in tolerogener
Art und Weise prasentieren, Zytokine wie IL-10 sekretieren und fir die Induktion von Treg-Zellen und
der Anergie bei selbstreaktiven T-Zellen sorgen. Obwohl Th2-Antworten nicht abhangig von CD1d
sind, ist der von iNKT-Zellen vermittelte Schutz gegen Diabetes an die Expression von IL-4 oder IL-
10 gebunden (Hammond, 1998; Sharif, 2001; Sharif, 2002). Mit IL-10-behandelte DZ kdnnen bereits
Toleranz induzieren (Steinbrink, 1997). Im ACAID-Modell der iNKT-Zell-abhdngigen Toleranz ist
die Interaktion von iINKT-Zellen mit CD1d exprimierenden antigenprasentierenden Zellen in der Milz
der entscheidende erste Schritt in der IL-10-abhangigen Generierung von Antigen-spezifischer
systemischer Immuntoleranz, wobei die IL-10 Sekretion auf die NKT-Zellen zurlickzufiihren ist
(Sonoda, 1999; Sonoda, 2001). Die Antigenspezifitat der Suppression wird in diesem Modell durch
CD8" Tregs vermittelt, die von den NKT Zellen, moglicherweise durch deren IL-10-Produktion,
induziert werden (Nakamura, 2003). In NOD-Mausen wirkt IL-4 auf dendritische Zellen und
unterdriickt die Stimulation von zytotoxischen CD8" T-Zellen (King, 2001). Dartiber hinaus kann IL-4
auch die Expression von IL-12 durch dendritische Zellen unterbinden, was die Ausbildung von
Diabetes verhindert (O'Hara, 1996). Die Bedeutung der autokrinen Produktion von IFN-y durch DZ
wurde bereits eingehend in 1.2.11 beschrieben.

1.2.12.3 Einflufd des Reifestadiums dendritischer Zellen

Dendritische Zellen sind wichtige Komponenten fiir die Induktion von Toleranz oder Immunitét.
Bisher wurde die Entscheidung zugunsten Toleranz oder Immunitdt dem Reifezustand der DZ
zugeschrieben, wobei zwischen reifen und unreifen DZ unterschieden wurde. In Ubereinstimmung mit
Th1- oder Th2-polarisierten Zytokinprofilen wurden auch verschiedene DZ-Vorlaufer beschrieben, die
nach ihrer Aktivierung bevorzugt die Differenzierung zum Thl- oder Th2-Typ vollziehen (Rissoan,
1999; Macatonia, 1995; Cella, 1996; Koch, 1996). Tats&chlich spielen wesentlich mehr Faktoren eine
Rolle.
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1.2.12.3.1 Unreife DZ

Der Reifezustand der DZ wurde aufgrund ihrer Fahigkeit beurteilt, kostimulatorische Signale an T-
Zellen zu liefern (Roncarolo, 2001; Dhodapkar, 2001; Steinman, 2000). Dem "Danger-Model" und
dem "infectious non-self model" folgend, liefern DZ in Abwesenheit einer Entziindung, in einem
unreifen ruhenden Zustand, nur Signal 1 Uber die Ligation des TZR an T-Zellen, jedoch keine
Kostimulation. Durch die unzureichende Kostimulation bei der Aktivierung werden Antigen-
spezifische T-Zellen anerg (Faulkner, 2000; Steinbrink, 1999). Dies flihrt zur Tolerisierung
potentieller autoreaktiver T-Zellen. Erst wenn ein “"Danger-signal” in Form von infektiosen Nicht-
Selbst-Liganden bemerkt wird, beginnen die DZ zu reifen und migrieren in die lokalen Lymphknoten,
wo sie Signal 1 und 2, die Ligation des TZR in Verbindung mit der Expression kostimulatorischer
Molekiile, liefern (Gallucci, 2001; Matzinger, 2002; Medzhitov, 2002). Hinsichtlich der Induktion von
Toleranz stellen sich mit diesem Modell einige Probleme. Zum einen ist die Begegnung einer unreifen
DZ mit einer T-Zelle in der Peripherie in Abwesenheit einer Entziindung sehr selten, zum anderen
benétigen diese potentiell tolerogenen DZ ein Aktivierungssignal, um in die regionalen Lymphgefale
und die regionalen Lymphknoten zu migrieren, in denen sich naive T-Zellen vornehmlich aufhalten
(Mommaas, 1995; Lee, 1993). Des weiteren kénnen auch reife DZ die Toleranz von CD4" T-Zellen
induzieren (Akbari, 2001, Menges, 2002; McGuirk, 2002). Demzufolge ist die Funktion von DZ in
Immunitédt und Toleranz von mehr als nur ihrem Reifezustand abhangig.

1.2.12.3.2 ""'Semi-mature' DZ

Tatsachlich sind die Subtypen immunogener und tolerogener DZ wesentlich differenzierter. Zusétzlich
zu den unreifen DZ in den Geweben existiert eine DZ-Population, die in Abwesenheit von Infektionen
oder Entziindungen in die lokalen Lymphknoten migriert (Huang, 2001). Diese Zellen transportieren
Selbst-Antigene (Hemmi, 2001), die unter anderem bei der Phagozytose apoptotischer Zellen in den
Geweben aufgenommen werden (Inaba, 1998). Diese DZ erfahren durch den Kontakt mit
apoptotischen Zellen (Huang, 2000) oder TNF-o. (Menges, 2002) eine Art Reifung, die es ihnen
ermoglicht, phagozytierte Selbst-Antigene auch auf MHC Klasse I-Molekiillen zu présentieren
(Blankenstein, 2002). Sie exprimieren MHC Klasse 1lI- und kostimulatorische Molekdile in
vergleichbarem Umfang wie reife DZ, was sie von den unreifen DZ des Gewebes unterscheidet,
produzieren jedoch keine pro-inflammatorischen Zytokine, sie befinden sich in einem "semi-mature
state".

1.2.12.3.3 Reife DZ

Fur ihre vollstandige Reifung benétigen DZ ein "Danger-signal™. Sie erhalten dieses liber Rezeptoren
des angeborenen Immunsystems, den sogenannten “pattern recognition receptors” (PRR), von welchen
die "toll like receptors” (TLR) die am besten untersuchten sind (Medzhitov, 2001; Medzhitov, 1997).
Diese Rezeptoren erkennen je nach Untertyp konservierte Strukturen sowohl gram-positiver als auch
gram-negativer Bakterien, wie Bestandteile bakterieller Zellwéande, Proteine der Flagellen (Hayashi,
2001), bakterielle DNA (Hemmi, 2000) oder LPS (Poltorak, 1998; Qureshi, 1999). Sie kdnnen aber
auch durch StreRfaktoren wie Hitzeschockproteine aktiviert werden, die beispielsweise von
nekrotischen Zellen freigesetzt werden (Ohashi, 2000). DZ werden nicht nur durch mikrobielle
Faktoren aktiviert, sondern auch durch Liganden, die bei der Schadigung des Gewebes durch
Entziindungen freigesetzt werden, wie TNF-a (Azzawi, 1999). Die solcherart gereiften DZ setzen
Thl-polarisierende Zytokine wie IL-12 frei, die zur Differenzierung von Thl-Zellen fiihren
(Macatonia, 1995; Cella, 1996). Zuséatzlich zu diesen Faktoren wird die Reifung der DZ durch die
Interaktion mit CD4" T-Zellen ausgel6st, die CD40L exprimieren. Die Ligation von CD40 auf den DZ
mit seinem Liganden fuhrt zu verstérkter Antigenprasentation, Aufregulation der kostimulatorischen
Molekiile CD80 und CD86, sowie CD83, CD40 und MHC Il (Caux, 1994), sowie der Freisetzung von
Zytokinen wie TNF-a, IL-1pB, IL-6 und IL-12. Solche DZ haben die Fahigkeit, sowohl naive CD4" T-
Zellen als auch CD8" T-Zellen vollstandig zu aktivieren (Ridge, 1998). Die Reifung allein ist jedoch
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nicht immer ausreichend, um immunogene DZ hervorzubringen, wie die bereits beschriebenen "semi-
mature" DZ beweisen.

1.2.12.4 Induktion tolerogener DZ durch Interaktion mit Treg-Zellen

Eine weitere Mdglichkeit zur Generierung tolerogener DZ ist die Interaktion mit Treg-Zellen sowohl
des CD4"CD25" Typs (Min, 2003; Taams, 1998) als auch des CD8'CD28" Typs (Chang, 2002). Die
CD4"CD25" Treg-Zellen spielen eine zentrale Rolle in der Regulation der Immunantwort und der T-
Zellnomoostase. Es konnte kirzlich gezeigt werden, dal? sie die Reifung und die Antigenprésentation
unreifer DZ verhindern, was den direkten Zell-Zell-Kontakt erfordert und durch die Expression der
tolerogenen Zytokine 1L-10 und TGF-B unterstitzt wird (Misra, 2004). CD4°CD25" Treg-Zellen
bewirken die autokrine Expression von IL-10 durch die DZ (Corinti, 2001), andere CD4" Treg-Zellen
exprimieren selber 1L-10 (O'Garra, 2004). CD8'CD28" Tregs induzieren tolerogene DZ Uber einen
Mechanismus, der mit verminderter Aktivierung von NF-kB einhergeht. Die meisten Faktoren, die die
Induktion tolerogener DZ bewirken, inhibieren die Aktivierung von NF-kB (Chang, 2002).

1.1.12.5 Rezeptor-vermittelte Aufnahme von Antigen induziert tolerogene DZ

DZ nehmen verschiedene Antigene durch Rezeptor-vermittelte Endozytose auf. Dieser VVorgang wird
durch spezifische Rezeptoren vermittelt und bewirkt eine Aufkonzentration der Antigene in
intrazelluldren Vesikeln. Dieser Vorgang ist wichtig flr die Generierung der Peptid-MHC-Komplexe
und fur eine effektive Antigenprasentation (Trombetta, 2003). Diese Komplexe werden auf der
Zelloberflache préasentiert und fuhren zur Aktivierung der T-Zellen (Inaba, 2000). Die
Antigenprésentation kann jedoch auch zur Induktion von Toleranz fiihren (Shortman, 2001), je nach
der Art des Rezeptors, der die Aufnahme vermittelt hat (Mahnke, 2003; Bonifaz, 2002). Dendritische
Zellen exprimieren drei Hauptgruppen von Antigenrezeptoren, die an der Toleranzinduktion beteiligt
sind: C-Typ Lektine, Integrine und Fc-Rezeptoren (FcRs). C-Typ Lektine, wie DEC-205, welches
ausschlieflich auf DZ exprimiert wird, binden Zuckerseitenketten auf Pathogenen und Proteinen
(Cambi, 2003; Engering, 2002; Geijtenbeek, 2003). DEC-205 ist der effektivste Antigenrezeptor auf
DZ. Integrine, wie CD36 und Komplementrezeptoren, binden apoptotische Zellen (Albert, 1998;
Morelli, 2003). Fc-Rezeptoren wiederum, und hier im speziellen FcRIIB (Legge, 2002; Kalergis,
2002), vermitteln die Endozytose von Antigen-Antikdrper-Komplexen (Sedlik, 2003). Alle diese
Rezeptoren sind dazu in der Lage, Toleranz zu induzieren, sie werden vornehmlich auf unreifen DZ
exprimiert und verhindern mit ihrer Ligation die Reifung der DZ (Urban, 2001; Legge, 2002). Die
Folge ist die Induktion regulatorischer T-Zellen. Speziell unreife DZ sind wichtige Faktoren, die mit
der Induktion von Toleranz in Verbindung gebracht werden (De Smedt, 2001), tolerogene
Eigenschaften werden vielfach speziell fir die CD8a" Subpopulation beschrieben, die auch zum
groRten Teil fur die Aufnahme apoptotischen Materials verantwortlich ist (Belz, 2002; Liu, 2002).

1.2.13 EinfluB apoptotischer Zellen auf das Immunsystem

Im normalen Zustand wird die Aufnahme apoptotischen Materials als notwendig fiir die Generation
tolerogener dendritischer Zellen angesehen, wéhrend die Aufnahme nekrotischer Zellen, wie sie durch
Infektionen oder Entzindungen entstehen, fur ihre Differenzierung in proinflammatorische
dendritische Zellen sorgt (Sauter, 2000; Steinman, 2000). Unangemessene oder (ibermaRige Apoptose
jedoch kann ebenso Entzlindungen hervorrufen (Mathis, 2001; Green, 2000) und somit zur Generation
pro-inflammatorischer dendritischer Zellen fiihren. Viele Autoimmunkrankheiten, wie Diabetes
mellitus oder SLE, haben eine Gemeinsamkeit in der verédnderten Expression von Zytokinen durch
Makrophagen, die ebenfalls Antigen aufnehmen und prozessieren. Die Makrophagen dieser Tiere
zeigen eine Unterexpression verschiedener Zytokine nach Stimulation mit LPS in FBS-haltigem
Kulturmedium, die in einer fehlerhaften Aktivierung von T-Suppressorzellen resultiert (Serreze, 1988;
Jacob, 1990; Fan, 2004). Eine &hnliche Unterexpression tritt auch nach Stimulation mit anderen
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Gefahrensignalen und Aktivatoren von Makrophagen auf, unter anderem auch TNF-a. (Koh, 2000).
Diese Beeintrachtigung der Zytokinexpression ist auch nach Kontakt mit apoptotischen Zellen oder
anionischen Lipiden, wie denen, die auf der Oberflache von apoptotischen Zellen exprimiert werden
(z.B. Phosphatidylserin), zu beobachten (Koh, 2000). Mdgliche Kandidaten fir diese Lipidbestandteile
in FBS sind oxidativ modifizierte Lipide, Lipoproteine oder Lipid-Protein-Addukte, deren Aufnahme
durch Makrophagen von denselben Rezeptoren vermittelt wird, wie die apoptotischer Zellen. Dabei
handelt es sich unter anderen um verschiedene Scavenger-Rezeptoren (Terpstra, 1997; Fukasawa,
1996; Chang, 1999). Bemerkenswerterweise steigert die Kultur von Makrophagen nicht-autoimmuner
Mausstdimme in Serum-freiem Medium ebenfalls deren Zytokinexpression. Es hat somit den
Anschein, daR die Reaktion von NOD-Makrophagen auf FBS die Steigerung einer normalen
regulatorischen Antwort darstellt (Fan, 2004). Zu den Genen, die dieser Regulation unterliegen,
gehoéren unter anderen die pro-inflammatorischen Zytokine IL-1p, IL-1 Rezeptor-Antagonist IL-6, IL-
12, GM-CSF und TNF-a, sowie die Chemokine CTACK, MCP-1 MIP-2 und 6Ckine (Fan, 2004). Die
Folge der Regulation ist eine reduzierte pro-inflammatorische Reaktion, die letztendlich eine
Verschiebung der gesamten Immunantwort zur Folge haben kénnte. Dieser Mechanismus legt eine
Rolle fiir apoptotische Zellen in der Immunhomd@ostase nahe. Hierbei bieten apoptotische Zellen dem
Immunsystem eine bestandige Quelle fur Selbst-Antigene und sorgen so flr die Aufrechterhaltung der
Selbsttoleranz (Koh, 2000). Neuere Ergebnisse zeigen, dall T-Zellen abhéngig von der Herkunft der
prasentierten Antigene unterschiedlich auf antigenprasentierende Zellen reagieren, was die
resultierende Immunantwort beeinfluft (Albert, 1998; Bellone, 1997; Inaba, 1998; Albert, 2001).

Die Préasentation von nekrotischem Material hingegen fihrt zur Reifung von immunstimulatorischen
Antigen-prasentierenden Zellen (Sauter, 2000). Diesem System folgend bestehen somit verschiedene
Mdglichkeiten, die die Entwicklung von Autoimmunitidt auslésen koénnen: 1) Fehler in der
Generierung von apoptotischem Material, méglicherweise in der Induktion der Apoptose; 2) Fehler in
der Kennzeichnung, der Erkennung oder der Beseitigung des apoptotischen Materials, was entweder
an den Liganden auf den apoptotischen Zellen oder den phagozytischen Rezeptoren auf den
Phagozyten zurtickzufiihren ist; 3) Fehler in der Présentation der Selbst-Antigene, entweder bei der
Prozessierung oder der Présentation selbst; oder 4) Fehler in der Erkennung oder Interpretation der
Selbst-Antigene, zum Beispiel durch Stérungen in den nachfolgenden Signalkaskaden. Einer der
meistuntersuchten Mechanismen ist eine Stérung bei der Beseitigung der apoptotischen Zellen. Der
Verlust der Membranintegritadt von nicht-beseitigten apoptotischen Zellen flhrt zur Freisetzung von
Komponenten des Zytoplasmas, die eine pro-inflammatorische Wirkung ausiiben und die
Immunantwort von Toleranz zu Immunitét verschieben (Savill, 2000). Diese Hypothese liefert auch
eine Erklarung dafir, warum in einem solchen Fall nur einige, aber nicht alle von Makrophagen
produzierten Zytokine betroffen sind. Ein Effekt besteht nur auf solche Zytokine, deren Signhalwege
mit denen vernetzt sind, die von der Phagozytose apoptotischer Zellen stimuliert werden (Fan, 2004).
Aus der kritischen Rolle, die Zytokine und apoptotische Zellen bei der Balance von Toleranz und
Immunitét spielen, kénnte die fehlerhafte Erkennung apoptotischer Zellen ein potenter Ausldser von
Autoimmunitét sein.

1.3 Mdogliche Bedeutung von Umweltstauben fiir die Sensibilisierung gegen Nickel

Epidemiologische Studien deuten einen Zusammenhang zwischen Allergien und der Exposition
gegenuber Umweltstduben (particulate matter, PM) an, was durch experimentelle Studien bestatigt
wird (Devalia, 1996; Behrendt, 1997). Dabei scheint der Metallanteil von PM flr den schadlichen
EinfluR auf die Gesundheit verantwortlich zu sein (Costa, 1997). PM-Exposition erhoht die Zahl
kardiovaskularer Erkrankungen und die Anzahl von Todesféllen besonders bei alten und sehr jungen
Menschen speziell in Zeiten hoher Partikelbelastung (Dockery, 1993; Schwartz, 1991; Anderson,
1995). Speziell in der Ndhe von Autobahnen und anderen Gebieten mit hoher PM-Exposition zeigt
sich ein erhdhtes Vorkommen von Atemwegserkrankungen (van Vliet, 1997), experimentelle Daten
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bestatigen, dall diese Beobachtungen auf PM zuriickzufiihren sind (Ishizaki, 1987; Diaz-Sanchez,
1999).

1.3.1 Unterteilung von PM

Stdube kommen in unterschiedlichen GroRen vor, von kleinen Molekilen mit weniger als 0,0001pum
Durchmesser bis hin zu Pollen und Sporen (2 bis 50 um) und sehr grof3en, sichtbaren Staubpartikeln in
der GroRenordnung von 1000um (Salvaggio, 1994). Die am haufigsten experimentell eingesetzte PM-
Grole ist PMyg, also Partikel mit einem aerodynamischen Durchmesser kleiner als 10um. Diese
Partikel gelten als inhalierbar. Die PMyo-Fraktion kann weiterhin unterteilt werden in die grobe
Fraktion (PMyg.,5), die feine Fraktion (PM,s) und die ultrafeinen Partikel (PMg1). Entsprechend ihrer
Grole besitzen diese Partikel unterschiedliche biologische Relevanz, wobei den beiden letztgenannten
Fraktionen eine hohere Beteiligung an Gesundheitsbeeintrachtigungen und erhéhter Mortalitatsrate
zugeschrieben wird (Peters, 1997; Schwartz, 1999; Schwartz, 2000). Der Hauptangriffsort der Partikel
liegt in den Atemwegen. So gelangen Partikel der groben Fraktion bis in die Bronchien, wéhrend die
ultrafeinen Partikel sehr viel tiefer in die Atemwege und sogar bis in die Alveolen gelangen kénnen.
Eine zweite Unterteilungsmoglichkeit besteht in der Unterscheidung in eine wasserldsliche und eine
wasserunlésliche Fraktion (Soukup, 2000; Imrich, 2000). Hierbei befinden sich Proteine und biogene
Faktoren in der wasserloslichen Fraktion, wéhrend die wasserunldsliche Fraktion Kohlenwasserstoffe
und den karbondsen Kern des Partikels enthalt.

1.3.2 Quellen von PM

Die Zusammensetzung von PM kann stark variieren in Abhdngigkeit vom Ort und dem Zeitpunkt des
Sammelns. Hier bestehen starke jahreszeitliche aber auch tageszeitliche Unterschiede. Die
unterschiedlichen, in der Natur vorkommenden PM entstehen im allgemeinen durch die Verbrennung
von Holz oder fossiler Brennstoffe, wie bei der Verbrennung in Motoren oder durch die Verbrennung
von Kohle oder Ol in Kraftwerken. In Industrielandern besteht die PM,s-Fraktion hauptsachlich aus
Kohlenstoffpartikeln und sekundéren Partikeln, wie sauren Kondensaten, Sulfaten und Nitraten, die
durch chemische Reaktionen in der Atmosphére gebildet werden (Ormstad, 1997; Seaton, 1995). Eine
weitere Mdglichkeit der Entstehung bildet die Erosion von geogenem Material, hierbei besteht der
Partikelkern aus Siliziumoxid. Bedeutende Quellen von PM,s und PMg; sind Kraftwerke und
StraBenverkehr. Zwei von diesen Quellen generierte PM-Arten sind das sogenannte ROFA (Residual
Qil Fly Ash) und DEP (Diesel Exhaust Particles, Dieselrul), die beide einen Partikelkern aus
Kohlenstoff besitzen. Besonders ROFA trdgt hohe Anteile wasserléslicher Metallionen, wie
Vanadium, Nickel und Eisen (Dreher, 1997). Zusétzlich zu den adsorbierten chemischen Substanzen
tragen Kohlenstoffpartikel in der Umwelt auch verbreitete Allergene sowie Endotoxin auf ihrer
Oberflache (Knox, 1997; Ormstad, 2000; Imrich, 2000).

1.3.3 Umweltstaube als Adjuvans

Fur die Sensibilisierung gegen Nickel ist die Anwesenheit eines Adjuvans erforderlich. Dieses
Adjuvans bewirkt die Aufregulation von kostimulatorischen Faktoren auf der Oberflache der APZ,
die fur die Aktivierung von T-Zellen erforderlich sind. Auch verschiedene PM kodnnen
Adjuvansfunktionen innehaben. Verschiedene Studien haben sich mit dem EinfluR von PM auf
Entziindungsreaktionen beschaftigt (Driscoll, 1997b; Finkelstein, 1997; Granum, 2001b; Lovik, 1997;
Oberddrster, 1992). In einem intranasalen Modell der PM-Applikation (Kurup, 1994) zeigen
verschiedene PM ganz unterschiedliche Adjuvanseffekte. Abhé&ngig von der verwendeten PM-Art
wurde die resultierende Immunantwort entweder zum mehr inflammatorischen Th1-Typ oder zum
Th2-Typ verschoben, wie er auch bei der bei der Allergie vom Soforttyp (Typ 1) auftritt. Auch bei
subkutaner Applikation in vivo ist PM dazu in der Lage, bei der Sensibilisierung gegen Antigene die
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Funktion eines Adjuvans auszuilben, und je nach verwendetem PM ein ganz spezifisches
Zytokinprofil zu induzieren (van Zijverden, 2000).

1.3.4 Adjuvansfunktion der verschiedenen PM-Fraktionen

1.3.4.1 Effekt der wasserunloslichen PM-Fraktion

Die Injektion von Kohlenstoffpartikeln (CBP, Carbon Black Particles), welche den reinen
Kohlenstoffkern mit nur wenigen adsorbierten Chemikalien repréasentieren, in die Hinterpfoten von
Maéusen bewirkt eine Zunahme des Gewichts, der Zellzahlen und der Zellproliferation in den
drainiernden poplitealen Lymphknoten (PLN) (Granum, 2001b; Lovik, 1997). Die Partikel kénnen
also zelluldre Antworten auszulésen. Verschiedene Studien zeigen, dafl alveoldre Makrophagen und
Epithelzellen nach der Internalisation von verschiedenen PM-Typen mit der Produktion von Zytokinen
beginnen, die wichtig fur die Rekrutierung weiterer Entziindungszellen sind (Driscoll, 1997b;
Finkelstein, 1997). Dies zeigt, daR bereits der Partikelkern alleine, ohne die Abgabe chemischer
Komponenten, dazu in der Lage ist, Entzindungsreaktionen in der Lunge auszuldsen. Die Entziindung
wiederum scheint der Grund fir den Adjuvanseffekt bei der Antikorperproduktion zu sein, die von PM
ausgelost wird (Granum, 2001a, b), da es zur Ansammlung von APZ und Zytokin-produzierenden
Zellen an der Eintrittsstelle des Allergens kommt.

1.3.4.2 Effekt der wasserloslichen PM-Fraktion

Andere Studien befiirworten die Ansicht, daR die an PM adsorbierten Chemikalien, insbesondere die
Metalle unter ihnen, Allergie-bedingte Immunantworten verstarken. Bekannte Beispiele sind ROFA
und DEP (Dreher, 1997; Fahy, 2000; Heo, 2001; Lambert, 1999). Wird ROFA mit dem Metallchelator
Deferoxamin vorbehandelt, lasst sich die Produktion von IL-6 durch humane Epithelzellen der
Atemwege nach ROFA-Exposition verhindern (Quay, 1998). In der Studie von Lambert et al. (1999)
dienen unbehandeltes ROFA oder d&quivalente Konzentrationen von Nickel-, Eisen- oder
Vanadiumionen als Adjuvantien bei der Sensibilisierung gegen ein verbreitetes Allergen. Epithelzellen
der Ratte zeigen nach In vitro-Exposition zu ROFA erhdhte mRNA-Mengen flr IL-6 und MIP-2, ein
IL-8-Analogon der Ratte (Dye et al., 1999). Diese und andere Studien legen die SchlulRfolgerung nahe,
dal? die Entziindung, die aus der Behandlung mit PM oder seinen Metallkonstituenten resultiert, die
Grundlage flr eine erhéhte Immunantwort und die Schadigung der Lunge bei Kontakt mit Allergen
bildet (Samet, 1997; Carter, 1997; Frampton, 1999). Vermutlich ergibt sich der verstarkende Einfluf3
von Umweltstduben auf allergische Immunreaktionen aus der Interaktion zwischen physikalischem
Partikel und Partikel-assoziierten Metallen.

Zusétzlich zu Metallionen und polyaromatischen Kohlenwasserstoffen, die auch EinfluR auf
allergische Immunreaktionen nehmen kdnnen (Bémmel, 2000; Fahy, 2000; Tsien, 1997; Terada,
1997), tragt PM Endotoxin, ein weitverbreitetes Produkt Gram-negativer Bakterien. Endotoxin besitzt
Adjuvanseigenschaften und moduliert nachhaltig Entziindungsreaktionen (Becker, 1996; Daniels,
2000; Monn, 1999; Ning, 2000). Humane Monozyten zeigen erhdhte Mengen von IL-6 und IL-8 nach
Behandlung mit einem bestimmten PMyq, und dieser Effekt ist den Endotoxinen in PM zuzuschreiben
(Monn, 1999). In der Studie von Ning (2000) kénnen sowohl die wasserlosliche als auch die —
unlésliche Fraktion, die beide Spuren von Endotoxin enthalten, die Expression von TNF-o. und MIP-2
induzieren. In dieser Studie war der Hauptteil der biologischen Aktivitat und des Endotoxingehalts mit
der unléslichen Fraktion assoziiert, daher schlieBen die Autoren auf eine synergistische Interaktion
zwischen Endotoxin und anderen pro-inflammatorischen Komponenten der Partikel.
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1.3.5 Verwendung von PM als Adjuvans zur Induktion der Nickelallergie

Wie bereits beschrieben besitzt PM einen ausgeprégten Adjuvanseffekt (siehe 1.3.4). In Analogie zur
Rolle von Wasserstoffperoxid als Adjuvans bei der Induktion der Kontakthypersensitivitit wird in
dieser Arbeit in einem Mausmodell untersucht, ob die Adjuvanswirkung von PM auch flr die
Induktion der Nickelallergie verantwortlich sein kann. Die Partikel bringen alle Vorraussetzungen mit,
die fiir die Auslésung der Kontakthypersensitivitdt gegen Nickel bendtigt werden. Sie besitzen zum
einen eine starke Adjuvansfunktion und konnen pro-inflammatorische Faktoren induzieren, zum
anderen tragen sie selber Nickelionen auf ihrer Oberflache, und stellen so die rdumliche Né&he
zwischen Entziindung und Metallion her.

Ein weiteres Ziel dieses Projektes war die Entwicklung eines unkomplizierten und schnellen In vivo-
Tests zur Untersuchung des Risikopotentials verschiedener Umweltstaube. Die bisherigen Modelle der
intranasalen und intratrachealen Instillation von PM sind sehr aufwendig und langwierig. In dieser
Arbeit wurde ein "early-endpoint™ Modell etabliert, um die Risikoabschdtzung fur Stdube in nur kurzer
Zeit nach ihrer Applikation anhand der Tendenz des induzierten Zytokinprofils vornehmen zu kdnnen.

1.4 Mausmodell der Nickelallergie

1.4.1 Induktion der Hypersensitivitat

Das dieser Arbeit zugrunde liegende Modell ist die Nickelallergie in der Maus. Lange Zeit schlugen
Studien fehl, in denen versucht wurde Mause gegen Nickel zu sensibilisieren (Méller, 1984; Vreeburg,
1991; Mandervelt, 1997). Die einzigen Ansdtze, in denen dies gliickte, setzten die Aufzucht der Tiere
in Nickel-freier Umgebung oder die orale Applikation auBerordentlich hoher Konzentrationen von
Nickelsalzen voraus (Van Hoogstraten, 1993; Ishii, 1993). Wird Nickel in Form von Ni?*-Salzen
jedoch zusammen mit einem Irritans, wie CFA, oder mit dem kdrpereigenen Entziindungsmediator 1L-
12, der wichtig fur die Induktion der Kontakthypersensitivitat ist (Riemann, 1996; Muller, 1995),
verabreicht, so kommt es zur Sensibilisierung. Dies geschieht in Analogie zur Situation im Menschen,
wo sich die Hypersensibilitat gegen Nickel sehr viel leichter in Bereichen entzlindeter Haut ausbildet.
Bei Entziindungen werden reaktive Sauerstoffspezies, wie Wasserstoffperoxid (H,O,) und Hypochlorit
(OCI") gebildet, die periphere DZ stimulieren kénnen (Rutault, 1999). Darlber hinaus oxidieren sie
Metallionen zu héheren Oxidationsstufen. Nickel in Form von Ni** und Ni*" besitzt eine viel gréRere
Reaktivitat als Nickel der Oxidationsstufe Ni?*. Es konnte gezeigt werden, daR Nickel dieser
Oxidationstufen, welche durch Koapplikation von Ni%* zusammen mit H,O, bzw. OCI in situ gebildet
werden, Mduse gegen Nickel sensibilisiert. Die erfolgreiche Sensibilisierung wird anhand der lokalen
Immunreaktion nach erneuter Applikation von Ni** ohne Oxidantien gemessen. Hierzu wird Ni** in
die Pinnae der Ohren injiziert und die Zunahme der Ohrdicke bestimmt (Mausohrschwellungstest,
MEST) (Van Hoogstraten, 1993; Artik, 1999). Obwohl die héheren Oxidationsstufen von Nickel
allein ausreichend fur die Sensibilisierung sind (Artik, 1999), besitzt H,O, zusétzlich zu seiner
Funktion als Oxidationsmittel einen Adjuvanseffekt, der die Aufregulation der Kostimulaton auf APZ
und die Bildung von Entziindungsmediatoren wie Zytokinen bewirkt. H,O, wirkt auch als endogenes
Adjuvans bei der Entstehung von Entzlindungsreaktionen. Diese VVorgange wirken unterstiitzend bei
der erfolgreichen Sensibilisierung.

Aus diesen Ergebnissen entstand der SchluR, dalR Nickel selber keine Adjuvanswirkung besitzt und
demzufolge alleine nicht sensibilisieren kann. Dies hat sich jedoch im nachhinein als falsch
herausgestellt. Tiere, die unter Nickel-freien Bedingungen geziichtet werden, kdnnen bereits durch
Ni?* ohne die zusétzliche Applikation eines Adjuvans oder eines Oxidationsmittels sensibilisiert
werden (Wu, personliche Kommunikation; Verdffentlichung in Vorbereitung). Dieser Unterschied
zwischen Nickel-frei und konventionell gehaltenen Tieren ergibt sich aus der Art der Haltung.
Konventionell gehaltene Tiere nehmen permanent oral Nickel aus ihrer Umgebung auf. Nickel ist im
rostfreien Stahl der Kafiggitter und in den Edelstahlkappen der Trinkflaschen vorhanden. Diese
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stdndige Nickelaufnahme bewirkt die Induktion eines kleinen Kontingents von Treg-Zellen, die eine
Grundtoleranz in diesen Tieren induzieren (siehe auch 1.5). Um diese Toleranz zu tberwinden muf}
Ni?* im Verbund mit einem Adjuvans appliziert werden, welches die kostimulatorische Funktion von
professionellen APZ aufreguliert und somit fir die Aktivierung Nickel-spezifischer T-Effektorzellen
sorgt. Diese Toleranz kann durch den gezielten Transfer von T-Zellen konventionell gehaltener Tiere
in Nickel-frei gehaltene Empfénger Ubertragen werden (Wu, personliche Kommunikation;
Verdffentlichung in Vorbereitung). Fiir die Auslésung der Zweitantwort ist Ni* jedoch ausreichend,
die bereits aktivierten T-Zellen benétigen keine erhéhte Kostimulation, um ihre Effektorfunktionen zu
versehen (Artik, 1999).

1.4.2 Induktion der Toleranz gegen Nickel

Das beschriebene Modell der Nickelallergie wurde von Artik et al. (2001) modifiziert, um die
Toleranzinduktion gegen Nickel untersuchen zu kénnen. Die Tiere erhalten vor der Sensibilisierung
eine 4-wdchige orale Applikation von Ni** im Trinkwasser. Die solcherart behandelten Tiere zeigen
nach dem in 1.4.1 beschriebenen MEST keine allergische Reaktion mehr (Abb. 1).

Sensibilisierung
4 Wochen

Ausldsung der
Zweitantwort

Abb. 1: Mausmodell der Nickeltoleranz. Erhalten WT-Mause Uber 4 Wochen 10 mM Ni?* oral tber das
Trinkwasser, ist es nicht mehr méglich, sie durch die Injektion von Ni?*/H,0, zu sensibilisieren. Diese Tiere
entwickeln nach Injektion von 10 mM Ni?* in die Pinnae der Ohren keine Zweitantwort, das bedeutet, bei
Durchfiihrung des Mausohrschwellungstests (MEST) zeigen die toleranten Tiere keine Zunahme der
Ohrschwellung.

Bei dieser Art der Behandlung wird Ni** iiber mukosales Gewebe der Mundschleimhaut und der
Darmschleimhaut aufgenommen, analog zur Aufnahme von Nickelionen aus Zahnspangen beim
Menschen (van Hoogstraten, 1991; Kerosuo, 1996). Dies fuhrt zur Induktion einer Antigen-
spezifischen Toleranz, vergleichbar mit der Induktion der Toleranz gegen Antigene aus der Nahrung.
Diese Toleranz ist gekennzeichnet durch die Entstehung Nickel-spezifischer Treg-Zellen und
tolerogener APZ (Artik, 2001; Roelofs-Haarhuis, 2003).

1.4.3 Ubertragung der Toleranz durch Zelltransfer

Die orale Induktion der Nickeltoleranz ist gekennzeichnet durch die Bildung Nickel-spezifischer Treg-
Zellen und tolerogener APZ. Die APZ, bestehend aus sowohl DZ als auch B-Zellen, zeigen jeweils
einen tolerogenen Phanotyp, gekennzeichnet durch die verstarkte Expression von DEC-205 durch DZ
und verminderte Expression von CD40 bei beiden Zelltypen. Eine weitere Eigenschaft der Toleranz
besteht darin, dalR sie durch den adoptiven Transfer dieser Zellpopulationen auf naive Empfanger
Ubertragen werden kann. Dabei ist in diesem Modell der Nickelallergie, im Gegensatz zu
verschiedenen anderen Studien, die Beteiligung von sowohl CD4"- als auch von CD8"-Treg-Zellen
erforderlich. Bemerkenswert dabei ist, daR eine Zahl von nur 10° Treg-Zellen oder 10?> APZ (T-Zell-
depetierte Milzzellen: DZ, jedoch hauptséchlich B-Zellen) allein fir den Transfer der Toleranz
ausreicht (Artik, 2001; Roelofs-Haarhuis, 2003). Auch 10° B-Zellen allein, die ebenfalls Antigen
prasentieren kdnnen, sind dazu in der Lage (Roelofs-Haarhuis, 2003). Dies kann zum einen an der
ungewohnlichen Art der Bindung von Nickel liegen, welches auch ohne Prozessierung an TZR und
MHC-Molekule binden und somit in Verbindung mit so gut wie jedem présentierten Peptid ein
Neoantigen bilden kann (siehe 1.2.5), zum anderen an einem Verstarkungsmechanismus, der fir die
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Rekrutierung neuer Nickel-spezifischer Treg-Zellen und tolerogener APZ verantwortlich ist. Hierfir
kommt der Mechanismus der "infektidsen Toleranz" in Frage (Cobbold, 1998).

1.4.3.1 Beteiligung der "infektidsen Toleranz' am Transfer der Nickeltoleranz

Fur die Beteiligung eines solchen Mechanismus spricht die Tatsache, daR fiir die Ubertragung der
Toleranz auf einen naiven Empfanger eine Wechselwirkung der (bertragenen Zellen mit ihrem
entsprechenden Gegenstiick im Empféanger stattfindet, also Ubertragene Treg-Zellen tolerogene APZ
induzieren und umgekehrt. Dies konnte von Roelofs-Haarhuis et al. (2003) durch serielle adoptive
Transfers von Zellen toleranter Spender auf zwei aufeinanderfolgende Empfanger gezeigt werden.
Werden im ersten Transfer Treg-Zellen Ubertragen, kann nur mit den APZ des ersten Empféangers die
Toleranz auf den zweiten Empfénger Ubertragen werden. Die transferierten Treg-Zellen Ubertragen
also die Toleranz auf die APZ des ersten Empféngers. Wenn jedoch fiir den ersten Transfer tolerogene
APZ verwendet werden, kann die Toleranz nur durch die Treg-Zellen des ersten Empfangers
transferiert werden, die transferierten APZ Ubertragen die Toleranz auf die T-Zellen des ersten
Empfangers. Fir die Generation tolerogener Immunzellen im ersten Empfanger ist dessen
Immunisierung erforderlich, was auf eine aktive Interaktion und die Aktivierung der beteiligten
Zelltypen hindeutet. Die Notwendigkeit zur Immunisierung der Tiere, um die Aktivitdt der Treg-
Zellen zu induzieren, wird in anderen Assays zur Untersuchung regulatorischer T-Zellen bestétigt
(Jiang, 2000; Ferguson, 2002).Ubertragung der Toleranz mit Zellen des gleichen Typs ist hingegen nur
nach zweimaliger Sensibilisierung mit Ni** und H,O, und einer 10-tigigen Wartezeit zwischen den
Injektionen moglich. Dies deutet darauf hin, daf3 nach Transfer von Treg zuerst tolerogene APZ des
Empféngers induziert werden mussen, die dann ihrerseits Treg-Zellen induzieren. Entsprechend
verhélt es sich genau umgekehrt beim Transfer von APZ. Diese induzieren zundchst Nickel-
spezifische Treg-Zellen im Empfénger, die dann ihrerseits die Toleranz an APZ des Empfangers
Ubergeben. Dieses Ergebnis schlieit die Mdoglichkeit aus, dal die Toleranz einfach durch direkten
Zell-Zell-Kontakt von APZ zu APZ bzw. von T-Zelle zu T-Zelle tibergeben wird. Offenbar wirken die
APZ als Anlaufstelle und Vermittler der Suppression zwischen Treg-Zellen und naiven T-Zellen. Auf
diese Weise kann eine geringe Zahl tolerogener Spenderzellen die Rekrutierung einer groRen Zahl
Nickel-spezifischer Treg-Zellen und tolerogener APZ im Empfénger bewirken (Roelofs-Haarhuis,
2003). Neu an dieser Beobachtung ist, daB die Immunisierung auch fiir die Ubertragung der Toleranz
von APZ auf T-Zellen erforderlich ist (Roelofs-Haarhuis, 2003).

1.4.3.2 Erfordernis von NKT-Zellen im Empféanger

Zwischen dem hier beschriebenen Modell der Nickeltoleranz und dem Modell der "anterior-chamber
associated immune deviation" (ACAID), bei welchem Toleranz gegen Antigene induziert wird, die
durch den immunprivilegierten Bereich der Linsenvorkammer des Auges appliziert werden, bestehen
viele Ahnlichkeiten. Auch in jenem Modell ist die Toleranz mit nur sehr wenigen APZ, in diesem Fall
Makrophagen, Ubertragbar (Hara, 1992). Auch dort kann die Toleranz mit B-Zellen eines toleranten
Donors (bertragen werden, die die Induktion von Treg-Zellen im Empfénger bewirken (Stein-
Streilein, 2002; D'Orazio, 2001; Noble, 1998). Fur die Induktion der Toleranz in diesem Modell ist die
Expression von CD1 durch die B-Zellen der marginalen Zone der Milz erforderlich (Sonoda, 2002),
und Treg-Zellen kénnen nur dann generiert werden, wenn CD1d-reaktive NKT-Zellen in der Milz
ausreichend stimuliert werden. Dies veranlasst die NKT-Zellen, mit der Produktion von IL-10 zu
beginnen, was die Differenzierung spezifischer Treg-Zellen nach sich zieht (Sonoda, 2001).

In Analogie zum ACAID-Modell ist auch im Modell der Nickeltoleranz die Anwesenheit und
Mitwirkung von NKT-Zellen erforderlich. Tiere, die keine NKT-Zellen besitzen, werden nicht durch
orale Nickelapplikation tolerant. Sie besitzen zwar tolerogene APZ, jedoch keine Nickel-spezifischen
Treg-Zellen. Offensichtlich bilden sie wahrend der oralen Toleranzinduktion tolerogene APZ, die
allerdings die Hilfe von NKT-Zellen bendtigen, um die Bildung von Treg-Zellen induzieren zu
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konnen. Fiur die Sensibilisierung gegen Nickel sind NKT-Zellen jedoch nicht erforderlich, bei
Immunisierung werden defiziente Tiere allergisch gegen Nickel.

Die Nickeltoleranz kann durch den adoptiven Transfer von T-Zellen eines tolerisierten Spenders, die
auch in geringem Umfang funktionelle NKT-Zellen beinhalten, auf NKT-Zell-defiziente Empfanger
Ubertragen werden, jedoch nicht durch den Transfer von APZ (T-Zell-depletierte Milzzellen). Durch
den Transfer von T-Zellen werden die defizienten Tiere mit der fehlenden Zellpopulation substituiert,
und die Toleranz kann induziert werden. Werden tolerogene APZ zusammen mit NKT-Zellen
unbehandelter Spender Ubertragen, so werden die NKT-Zell-defizienten Empfanger ebenfalls tolerant.
NKT-Zellen werden also nicht nur wahrend der oralen Toleranzinduktion benétigt, sondern auch bei
der infektiésen Verbreitung der Toleranz von tolerogenen Spender-APZ auf naive T-Zellen des
Empféangers. Die NKT-Zellen missen in der Lage sein, die Zytokine IL-4 und IL-10 zu produzieren,
sowie den Fas-Liganden (FasL) zu exprimieren (Roelofs-Haarhuis, 2004; Roelofs-Haarhuis,
personliche Kommunikation). Somit deutet sich eine Rolle fir die Ausbildung eines spezifischen
Zytokinprofils und die Apoptose bei der Induktion der Nickeltoleranz an.
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Fragestellungen:

In dieser Arbeit sollen verschiedene Fragen beziglich der Induktion der Nickeltoleranz am
beschriebenen Mausmodell untersucht werden:

1.

Die erste Frage beschéaftigt sich mit dem Verbleib der transferierten Zellen toleranter und
unbehandelter Spender nach der Sensibilisierung im Empfanger. Zur Untersuchung dieser Frage
wurden Zellen toleranter und unbehandelter Spender mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert und
ihre Wanderung und Proliferation im Empfénger verfolgt. (Kapitel 3.1).

Eine weitere Aufgabe bestand in der Bearbeitung der Frage, ob die Entstehung der Toleranz durch
die Expression eines speziellen Zytokinprofils gekennzeichnet ist. Hierzu wurden RNA-Extrakte
aus den Zellen der axillaren Lymphknoten und der Milz von unbehandelten und toleranten Tieren
bzw. von Empféngern der Zellen behandelter und unbehandelter Spender hergestellt und die
Zytokinexpression mittels RT-PCR untersucht. (Kapitel 3.2 + 3.3).

Aufgrund des in den zuvor erwdhnten Versuchen beobachteten Zytokinprofils, das auf die
Beteiligung eines weiteren Toleranzmechanismus unter Beteiligung des Tryptophankatabolismus
hindeutet, wurde untersucht, ob unter den beobachteten Bedingungen das Tryptophan-abbauende
Enzym Indolamin 2,3-dioxygenase (IDO) induziert wird. Hierzu wurde die Expression von IDO
an aus Knochenmark-generierten DZ auf RNA- und Proteinebene untersucht (Kapitel 3.4).

Zur Klarung der Frage, welche Bedeutung die Fas/FasL-induzierte Apoptose fur die Induktion der
Nickeltoleranz hat, wurde die Mdoglichkeit der Toleranzinduktion in Mausstdmmen untersucht, die
Verlustmutationen dieser Gene aufweisen. (Kapitel 3.5.1 + 3.5.2).

Im weiteren Verlauf der Arbeit kam die Frage auf, welche Zellen fir die Induktion der Apoptose
wahrend der Induktion der Nickeltoleranz verantwortlich sind, und welche Zellen sterben miissen.
Zu diesem Zweck wurden verschiedene Zellpopulationen von B6-Spendern auf Gen-defiziente
Empfanger und im Gegenzug verschiedene Zellpopulationen von Gen-defizienten Spendern auf
B6-Empfanger (bertragen und die Suppression der Kontakthypersensitivitit gegen Nickel
untersucht. (Kapitel 3.5.3 + 3.5.4).

Weitere Daten der Arbeitsgruppe deuten darauf hin, dal NKT-Zellen fir die Induktion der
Nickeltoleranz erforderlich und an der Induktion der Apoptose beteiligt sind. Sie weisen jedoch
auch noch andere Funktionen auf, deren Bedeutung bisher nicht eindeutig einzuordnen war. Aus
diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit ein Systems zum Zell-freien Transfer der
Toleranz auf naive Empfanger etabliert, mit dem es mdoglich ist, zwischen den Effekten der
Ubertragenen Zellen des toleranten Spenders und der NKT-Zellen zu unterscheiden. Somit ist es
erstmals méglich, die Induktion der Apoptose durch NKT-Zellen und ihre weiteren Funktionen
separat zu untersuchen. (Kapitel 3.6).

Die Aufgabenstellung im zweiten Teil dieser Arbeit bestand in der Etablierung eines einfach und
schnell anzuwendenden In-vivo-Testsystems zur Risikoabschdtzung von Umweltstduben. Zu
diesem Zweck wurde die Analyse der durch Injektion von Staub ausgeldsten primdren Reaktion
durch Ermittlung der Zellzahlen sowie des resultierenden Zytokinprofils in den PLN etabliert.
(Kapitel 3.7.1 + 3.7.2)

In der Literatur wird von der Adjuvansfunktion von Umweltstauben in vitro berichtet, davon abge-
sehen tragen sie unter anderem Nickelionen auf ihrer Oberflache. Deshalb wurde im MEST
untersucht, ob Stdube eine Adjuvansfunktion bei der Induktion der Nickelallergie austiben kénnen,
da sie alle notwendigen Vorraussetzungen dafur erfillen. (Kapitel 3.7.3).
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2 Material und Methoden

2.1 Méause

Die in dieser Arbeit eingesetzten spezifisch pathogen-freien Méuse des Stammes C57BL6/J WT
wurden von Elevage Janvier (Le Genes St. Isle, Frankreich) erworben. Die verwendeten Mause des
Fas-defizienten Stammes B6.MRL Fas™/J, im Text als Fas” bezeichnet, und des FasL-defizienten
Stammes B6.Smn.C3-Tnfsf6%/J, im Text bezeichnet als FasL™", wurden von Charles River, USA, iiber
die deutsche Vertretung Charles River, Deutschland, erworben. Die Tiere des iNKT-Zell-defizienten
Stammes Jo18” wurden an der Chiba Universitat (Chuoku Chiba, Japan) erzeugt und 9-fach mit
C57BL6-Méusen riick-gekreuzt. Sie waren eine Gabe von Dr. Balk (Beth Israel Deaconess Medical
Center, Harvard University, Boston, MA). Die hier verwendeten Tiere stammen aus der Weiterzucht
der Instituts-eigenen Versuchstierhaltung. Die Tiere erhielten Wasser und Futter ad libitum und waren
6 — 14 Wochen alt bei Beginn der Experimente. Die Haltung der Tiere erfolgte unter konventionellen,
nicht Nickel-reduzierten Bedingungen.

2.2 Sensibilisierung, Auslosung der Nickelallergie

Zur Sensibilisierung gegen Nickel erhalten die M&use eine Injektion von jeweils 50 pl 10 mM NiCl,
und 1% H,0, als Adjuvans in steriler physiologischer Kochsalzlésung (0,9%) intradermal in jede
Flanke. Nach 10 Tagen erfolgt die Ausldsung der Zweitantwort durch Injektion von jeweils 50 pl 10
mM NiCl; in die Pinnae beider Ohren, fur die Injektion wird eine Kanule mit einem Durchmesser von
0,4 mm verwendet. Als Sensibilisierungskontrolle erhalten die Mause alternativ eine Injektion von
jeweils 50 pl 10 mM NiCl, ohne Adjuvans in steriler physiologischer Kochsalzlésung intradermal in
jede Flanke. Bei diesen Tieren kann durch Injektion von 10 mM NiCl, in die Pinnae der Ohren keine
Zweitantwort ausgeldst werden, sie entwickeln keine Ohrschwellung.

2.3 Mausohrschwellungstest (MEST)

Der Mausohrschwellungstest erfolgt zwei Tage nach Auslésung der Zweitantwort. Die
Versuchsgruppen bestehen jeweils aus 5 Tieren. Die Dicke der Ohren wird durch Messung mit einem
MeRtaster (Oditest S 5010, Fa. Krdplin) bestimmt. Die Messung erfolgt nahe des AuBenrandes des
Ohres, unterhalb der Injektionsstelle, jedoch oberhalb des Ohrknorpels. Die Messung wird doppelt
blind jeweils durch zwei Personen ohne Kenntnis der Behandlung der jeweiligen Gruppe und der
MeRwerte des Anderen durchgefiihrt. Die Berechnung der Mittelwerte und ihres Standardfehlers
(SEM) erfolgte mit der Prism3 Software der Firma GraphPad. Zur Berechnung wurde die Analyse der
Varianz (one-way analysis of variance "ANOVA") mit daran anschliefendem Newman-Keuls-Test
durchgefihrt. Die Signifikanz der Unterschiede zwischen den Gruppen wird in den Graphen wie folgt
angegeben: *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05).

2.4 Induktion der Toleranz durch orale Nickelapplikation

Zur Induktion der Toleranz erhalten die Mé&use vor der Sensibilisierung Uber einen Zeitraum von
mindestens 4 Wochen oral eine Lésung von 10 mM NiCl, im Trinkwasser (50% Bidest, 50%
Leitungswasser).
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2.5 Praparation von Lymphozyten

2.5.1 Von Milzzellen

Die sterile Praparation von Milzzellen erfolgt unter der Sterilbank. Zum Aufbrechen der Organhillen
wird jeweils eine Milz pro 5 ml sterilem PBS mit einem sterilen Stempel in einer Petrischale zerdriickt
und die groReren Organstiicke weiter homogenisiert. Die Organhillen werden entfernt und die
Zellsuspension durch einen Gazefilter in ein 50 ml-Greiner-Tube Uberfuhrt, die Petrischale wird mit
einem weiteren Volumen Medium nachgespllt. Die Zellsuspension wird durch Zentrifugation mit
1200 Upm fiir 8 min bei 4 °C pelletiert. Der Uberstand wird dekantiert und das Zellpellet
resuspendiert. Zur Lyse von Erythrozyten wird das Pellet von jeweils 2 Milzen fir 3 min bei
Raumtemperatur in 5 ml ACT-Lysepuffer inkubiert, danach wird die Zellsuspension mit sterilem PBS
auf 50 ml aufgefullt, erneut filtriert und wiederum abzentrifugiert. Das Pellet wird resuspendiert und
pro Milz in 5 ml sterilem Endotoxin-freiem PBS zur Zellz&hlung mit der Neubauer-Z&hlkammer
aufgenommen. Danach wird die Zellsuspension durch Verdunnung auf die erforderliche Zelldichte
eingestellt.

2.5.2 Von Lymphknotenzellen

Nach der Préparation der Lymphknoten erfolgt der Aufschluf der Organhille von 1 bis 2
Lymphknoten in 1 ml PBS in einer 24-Well-Platte durch Homogenisation mit einer gut schlieRenden
Apothekerpinzette (Aesculab BD130), die Organhiillen werden bei Bedarf entfernt. Danach erfolgt die
Zellz&hlung mit einer Neubauer-Zahlkammer.

2.5.3 Von Knochenmarkzellen

Die Préaparation der Knochenmarkszellen erfolgt aus Ober- und Unterschenkelknochen der Mduse.
Zunachst werden die Knochen freigelegt und nahe der Hiifte und oberhalb des FulRgelenks abgetrennt.
Ober und Unterschenkelknochen werden ober- und unterhalb des Knies abgetrennt und mit einer 0,45
mm Kanille mit DMEM in eine Petrischale ausgespilt. Zellklumpen werden durch mehrfaches
Aufziehen durch eine 0,9 mm Kanile suspendiert, anschlieBend wird die Suspension in ein 50 ml-
Tube uberfiihrt. Die Zellen werden 8 min bei 1200 Upm, 4°C abzentrifugiert, der Uberstand verworfen
und das Pellet resuspendiert. Zur Lyse von Erythrozyten werden die Knochenmarkzellen von maximal
3 Méusen pro 5 ml ACT aufgenommen und fir 3 min bei Raumtemperatur inkubiert, anschlielend
werden die Zellen mit sterilem PBS auf 50 ml aufgefillt und erneut zentrifugiert. Das Pellet wird
resuspendiert und zur Zellzahlung mit der Neubauer-Z&hlkammer in 10 ml DMEM aufgenommen.
Danach wird die Zellsuspension durch Verdinnung auf die erforderliche Zelldichte eingestellt.

2.5.4 Bestimmung der Zellzahl

2.5.4.1 Neubauer-Zahlkammer

Zur Bestimmung der Zellzahl werden 10 pl Zellsupension mit 90 pl Trypan-Blau im Verhaltnis 1:10
verdinnt und in die Neubauer-Z&hlkammer pipettiert. Diese Methode hat den Vorteil, daf} durch die
Farbung mit Trypan-Blau tote Zellen angefarbt werden, und somit die Anteile lebender und toter
Zellen bestimmt werden konnen. Die Zellzahlung erfolgt unter dem Mikroskop. Ausgezéhlt werden
die 4 in den Ecken des Gitters liegenden Quadrate, die jeweils aus 16 Kleinquadraten bestehen. Nach
Bildung des Mittelwertes erfolgt die Berechnung der Zellzahl nach folgender Formel:

Konzentration (Zellen/ml) = gezéhlte Zellen x 10* x Verdiinnungsfaktor
Die Berechnung der Gesamtzellzahl erfolgt durch Einbeziehung des Volumens der Zellsuspension:

Konzentration (Zellen/ml) x Volumen (ml) = Gesamtzellzahl.
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2.5.4.2 CASYton®

Jeweils 10 pl der zu bestimmenden Zellsuspension werden in 5 ml CASYton-Puffer pipettiert und die
Zellkonzentration mit der Maschine ermittelt.

2.6 Magnetische Zellseparation

2.6.1 Von T-Zellen durch negative Selektion

Zunichst werden die zu trennenden Zellen abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet
resuspendiert. Die Markierung der Zellen mit MicroBeads erfolgt in 15 ml Falcon-Tubes. Zur
Separation werden jeweils 10 pl CD19 MicroBeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) und 10 pl
anti-MHC Class 11 MicroBeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) pro 10" Zellen verwendet und
mit MACS-Puffer auf ein Volumen von 100 pl pro 107 Zellen aufgefiillt. Die Antikérperbindung
erfolgt fir 15 min bei 4°C. Danach wird die Suspension mit MACS-Puffer auf 15 ml aufgefullt und fur
8 min bei 1200 Upm, 4°C abzentrifugiert. Das Pellet wird resuspendiert, in 1 ml MACS-Puffer
aufgenommen und die Antikérper-markierten Zellen mit dem AutoMACS (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach), Programm "Deplete sensitiv", aus der Zellsuspension depletiert. Anschliefend werden die
Zellen der negativen Fraktion gezéhlt, pelletiert, und mit sterilem Endotoxin-freien PBS auf die
bendtigte Zellkonzentration eingestellt. Die gesamte Separation wird unter sterilen Bedingungen
durchgefiihrt. Die Reinheit der aufgereinigten Zellpopulation wird durch Farbung mit Fluorochrom-
gekoppelten Antikérpern fiir die Marker CD19, MHCII, CD11c¢ und CD3 durchfluBzytometrisch
kontrolliert.

2.6.2 Von B-Zellen durch negative Selektion

Die Durchfiihrung erfolgt analog zu 2.6.1, mit dem Unterschied, dal zur Separation von B-Zellen die
unerwinschten T-Zellen mit CD90 (Thy1.2) MicroBeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) und
die DZ mit CD11c MicroBeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) markiert und depletiert werden.
Auch hier wird die Reinheit der Separation durchfluRzytometrisch kontrolliert.

2.7 Generation von DZ aus Knochenmarkzellen (BMDC)

Die Knochenmarkzellen werden wie in 2.5.3 beschrieben prapariert und auf eine Konzentration von 2
x 10%/ml mit DMEM eingestellt. Fir die Kultur werden jeweils 2 x 10" Knochenmarkzellen pro
Petrischale (Durchmesser 10 cm, fur T-Zell-Kultur; Greiner, Frickenhausen) eingesetzt und mit 10
ng/ml rmGM-CSF (R&D Systems, MN) behandelt. Nach jeweils 2 Tagen wird das Medium
gewechselt und durch frisches DMEM mit 10 ng/ml rmGM-CSF ersetzt. Die Kultur erfolgt tber 6
Tage bei 37°C und 5% CO,.

2.8 Stimulation von BMDC

2.8.1 Stimulation von BMDC mit IFN-y

Die Knochenmarkzellen werden wie in 2.7 beschrieben kultiviert. An Tag 6 der Kultur wird das
Medium gegen frisches DMEM mit 10 ng/ml rmIFN-y (R&D Systems, MN) ersetzt und die Zellen
tiber Nacht stimuliert. Die Kultur erfolgt bei 37°C und 5% CO..

2.8.2 Stimulation von BMDC durch UVB-Bestrahlung

Die Knochenmarkzellen werden wie in 2.7 beschrieben kultiviert. An Tag 6 der Kultur wird das
Medium gegen Endotoxin-freies PBS ersetzt und die Zellen mit einer Dosis von 100 J/m? UVB-Licht
bestrahlt. Anschliefend wird das PBS gegen frisches DMEM ausgetauscht und die Zellen (iber Nacht
bei 37°C und 5% CO, kultiviert.
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2.8.3 Suspendierung der BMDC

Zur Abldsung der kultivierten Zellen vom Kunststoff der Kulturschale werden sie fiir 1 min bei 37°C
mit Trypsin-EDTA (Sigma, Taufkirchen) behandelt, dann mit einem sterilen Zellschaber abgekratzt
und in 10 ml sterilem Endotoxin-freiem PBS aufgenommen. Die Zellen werden in ein 50 ml-Greiner-
Tube Uberfiihrt und die Kulturschale mit 10 ml sterilem Endotoxin-freiem PBS nachgespllt. VVor der
weiteren Verwendung werden die Zellen pelletiert und dann im erforderlichen Medium aufgenommen.

2.9 Adoptiver Transfer von Spenderzellen

In den beschriebenen Experimenten wurden entweder 10” Milzzellen oder 10° T-Zellen bzw. B-Zellen
in Endotoxin-freiem sterilem PBS (ibertragen. Dazu wurde die Zellkonzentration auf 6,66 x 10"/ml fiir
Milzzellen und 6,66 x 10%/ml fiir T-Zellen und B-Zellen eingestellt. Fiir den Transfer wurden jeweils
150ul der jeweiligen Zellsuspension i.v. in die Schwanzvene der Empfanger injiziert. Vor dem
Transfer wurden die Empfanger fiir ca. 30 min der Bestrahlung mit Infrarotlicht zur Dilatation der
Schwanzvene ausgesetzt, um die Injektion zu erleichtern.

2.10 Durchfluf3zytometrische Untersuchung von Zellen

2.10.1 Verwendete Antikorper

anti-CD3e-APC (145-2C11), anti-CD3e-perCP (145-2C11), anti-I-A/l-E-PE (M5/114.15.2) (MHCII),
anti-CD11c-bio (HL3); anti-CD11c-APC (HL3), anti-CD19-FITC (1D3), anti-IL2-PE (JES6-5H4),
anti-IL-4-PE (BVD4-1D11), anti-IL-5-PE (TRFK4), anti-IL-6-PE (MP5-20F3), anti-IL10-PE (JES5-
16E3), anti-1L12 (p40/p70)-PE (C15.6), anti-1L17-PE (TC11-18H10.1), anti-IFN-y-PE (XMGL1.2),
anti-TNF-o-PE (MP6-XT22), anti-CD8a-bio (53-6.7), Ziege anti-Kaninchen-Ig-FITC (polyklonal),
anti-Dec-205-FITC (NLDC145) (von DPC Biermann), polyklonales Kaninchen-anti-Maus-1DO-
Serum, anti-CD16/32-purified (2.4G2) (Fc-Block), Streptavidin-perCP.

Mit Ausnahme von anti-Dec-205-FITC (DPC Biermann, jetzt ACRIS) und des Kaninchen-anti-Maus-
IDO-Serums stammen alle Antikdrper von BD Pharmingen.

2.10.2 Antikorperfarbung von Lymphozyten

Die Farbung von Zellen erfolgt in 96-Well-Rundboden-Platten in einem Férbevolumen von 100 pl
PBS. Zur Farbung werden jeweils 1 x 10° Zellen pro Farbeansatz (ein Well) verwendet und in der 96-
Well-Platte durch Zentrifugation fiir 5 min bei 1200 Upm, 4°C pelletiert. Der Uberstand wird
verworfen, das Pellet wird durch kurzes Vortexen resuspendiert und fir 10 min bei 4°C mit anti-
CD16/32-purified inkubiert, um die unspezifische Bindung von Antikdrpern zu verhindern (Fc-Block).
Zum Waschen wird ein weiteres Volumen von 100 pl PBS zugegeben und die Zellen erneut pelletiert.
der Uberstand wird wiederum verworfen und das Pellet resuspendiert. Die Farbung erfolgt mit 100 pl
eines vorbereiteten Antikdrpermixes fiir 10 min bei 4°C im Dunkel. Ab diesem Arbeitsschritt sollten
die Zellen keinem hellen Licht mehr ausgesetzt werden, da dies zur Abnahme der Fluoreszenz flihren
kann. AnschlieBend wird der Ansatz erneut gewaschen. Werden nur direkt konjugierte Antikorper
verwendet, werden die Zellen nun in 100 pl PBS aufgenommen und durchfluBzytometrisch untersucht.
Bei Verwendung eines Biotin-konjugierten Antikorpers erfolgt stattdessen zuerst die Anfarbung des
Biotins mit einem Streptavidin-gekoppelten Fluorochrom fiir 10 min bei 4°C, gefolgt von einem
weiteren Waschschritt. Danach werden die Zellen zur durchfluBzytometrischen Untersuchung in 100
pl PBS aufgenommen. Alle verwendeten Antikdrper werden in einer Verdinnung von 1:100
eingesetzt, mit Ausnahme des anti-1-A/I-E-Antikorpers, der in einer Verdinnung von 1:4000
verwendet wird.
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2.10.3 Intrazellulare Farbung

2.10.3.1 Von Zytokinen

Die intrazellulére Farbung erfolgte bzw analog zur extrazellul&ren Farbung, allerdings werden die
Zellen zuvor fir 20 min bei 4°C in 100 ul PBS/2% Paraformaldehyd fixiert. Danach werden die Zellen
durch Zugabe eines gleichen Volumens PBS/1% BSA gewaschen. Auch die Blockierung des Fc-
Rezeptors erfolgt in 100 pl PBS/1% BSA. Zum Waschen werden 100 ul PBS/BSA/0,1% Saponin
zugegeben und die Zellen pelletiert. Das resuspendierte Pellet wird fir 10 min bei 4°C mit 100 pl
PBS/BSA/Saponin inkubiert, um die Permeabilitdt der Zellmembranen fir die AntikOrper der
folgenden Farbung zu gewéhrleisten. Die Zellen werden erneut pelletiert und das resuspendierte
Zellpellet mit dem vorbereiteten Antikdrpermix in 100 pul PBS/BSA/Saponin flr 45 min bei 4°C im
Dunkel gefarbt. Nach einem Waschschritt mit PBS/BSA wird die Membran der Zellen durch
Inkubation mit 100 pl PBS/BSA fur 10 min bei 4°C wieder impermeabilisiert. Die Zellen werden
erneut pelletiert, dann erfolgt die Farbung Biotin-konjugierter Erst-Antikdrper mit Streptavidin-perCP
in PBS/BSA wie bereits beschrieben. Nach einem erneuten Waschschritt werden die Zellen in 100 pl
PBS/BSA aufgenommen und durchfluBzytometrisch untersucht. Die anti-Zytokin-Antikdrper wurden
jeweils in einer Verdlnnung von 1:100 verwendet.

2.10.3.2 Von IDO

Die intrazellulére Féarbung fir die Analyse der IDO-Expression von BMDC wurde analog zu 2.10.3.1
durchgefiihrt. Das Serum gegen IDO wurde hierbei in einer Verdinnung von 1:250 eingesetzt.
Zusétzlich ist jedoch ein weiterer intrazelluldrer Féarbeschritt zur Markierung der anti-IDO-Antikorper
im Serum mit einem FITC-konjugierten Zweitantikorper erforderlich. Die Zellen werden nach der
Inkubation mit dem anti-IDO-Serum mit PBS/BSA/Saponin gewaschen und mit dem Zweitantikorper
(Ziege anti-Kaninchen 1gG-FITC, 1:100 in PBS/BSA/Saponin) fir 30 min bei 4°C im Dunkel gefarbt.
Danach erfolgt die Impermeabilisierung der Zellmembranen und die Farbung Biotin-gekoppelter Erst-
Antikdrper mit Streptavidin-APC wie in 2.10.3.1 beschrieben.

2.10.4 CFSE-Féarbung zur Beobachtung der Zellproliferation

Zur Farbung mit CFSE wird die Zellkonzentration auf 1 x 10’/ml in Endotoxin-freiem sterilem PBS
eingestellt und CFSE (4 x 10 in DMSO) bis zu einer Konzentration von 0,5 uM zugefiigt. Die
Farbung erfolgt fir 10 min bei 37°C. AnschlieRend werden die Zellen 2-mal in kaltem DMEM mit
10% FCS und einmal in PBS gewaschen, dann wird die fur den Transfer der Zellen erforderliche
Zellkonzentration mit PBS eingestellt.

2.10.5 Durchfluf3zytometrie

Die durchfluRzytometrische Untersuchung der angefarbten Zellen erfolgt mit einem FACSCalibur™ 4-
Kanal Durchfluf3zytometer (BD Biosciences, CA).

2.11 Induktion der Apoptose durch gamma-Bestrahlung

Die Induktion der Apoptose erfolgt durch Bestrahlung der B-Zellen mit einer Dosis von 600 rad, was
einer Bestrahlungsdauer von 1 min in der Gammacell 2000 (Mglsgaard Medical, Dénemark)
entspricht.

2.12 Praparation der "apoptotic bodies" sterbender B-Zellen

Vor der Préaparation wird zunéchst die Apoptose von 2 x 10" aufgereinigten B-Zellen wie in 2.11
beschrieben induziert. Die apoptotischen Zellen werden mit 6000 Upm bei 4°C abzentrifugiert, das
resultierende Pellet wird in 6 ml sterilem Endotoxin-freiem PBS aufgenommen und fir 10 min bei
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15000 Upm und einer Temperatur von 4°C erneut zentrifugiert. Der Uberstand wird in sterile
Ultrazentrifugenr6hrchen berfiihrt, und die "apoptotic bodies" werden in der Ultrazentrifuge bei
40000 Upm fur 30 min bei 4°C abzentrifugiert. Das Pellet wird in 100 pl sterilem Endotoxin-freiem
PBS aufgenommen. Die Prdparation der "apoptotic bodies" wurde von Rebecca Widmer (AG Grune,
IuF Disseldorf) durchgefiihrt, da die Prozedur in dieser Arbeitsgruppe etabliert ist.

2.13 Proteinbestimmung von "apoptotic bodies™

Die Proteinbestimmung dient zum Nachweis der erfolgreichen Préparation der "apoptotic bodies”, um
sicherzustellen, dal? &hnliche Ausbeuten erzielt werden. Dies gewéhrleistet die Vergleichbarkeit der
spateren Transfers. Zur Proteinbestimmung wurde die Methode nach Bradford angewendet. Dazu
wurde zunéchst eine Eichreihe verschiedener Verdinnungen von BSA zwischen O und 180 pg/ml
hergestellt und jeweils 50 pl dieser Verdiinnungen fiir die Eichreihe verwendet. Die Farbreaktion nach
Zugabe von 200ul des verdinnten Bradford-Reagenzes (2:5,5) wurde photometrisch durch die
Zunahme der Absorption bei 595 nm bestimmt. Fir die Proteinbestimmung wurden jeweils die
"apoptotic bodies" von 2,5 x 10° B-Zellen prépariert und in 100 ul Lysepuffer aufgenommen. Von
dieser Proteinldsung wurden verschiedene Verdinnungen (5-fach, 10-fach, 25-fach, 50-fach) in 50 pl
Bidest zur Proteinbestimmung eingesetzt. Alle Messungen erfolgten in Doppelbestimmung. Diese
Variante des Bradford-Tests wurde von der AG Grune tibernommen.

2.14 Transfer von "apoptotic bodies™

Die in 100 pl sterilem Endotoxin-freiem PBS resuspendierten "apoptotic bodies" von 2 x 10’
apoptotischen B-Zellen werden analog wie Zellen verwendet und verdlnnt, die Konzentration ist
4quivalent zu 2 x 10% Zellen/ml. Durch Zugabe von sterilem Endotoxin-freiem PBS wird die
Suspension 300-fach auf eine Konzentration von 6,66 x 10°/ml verdiinnt, fiir den Transfer werden 150
ul der Suspension, dquivalent zu einer Zellmenge von 10° B-Zellen, i.v. in die Schwanzvene des
Empfangers injiziert. Fir den Transfer einer "apoptotic body"-Menge aquivalent zu 10% B-Zellen wird
die Konzentration der Suspension in einem weiteren Verdiinnungsschritt erneut 100-fach auf 6,66 x
10%/ml verdiinnt und 150 pl Ubertragen.

2.15 Isolation von totaler RNA

2.15.1 Extraktion mit TR1zol®-Prozedur

Zur Isolation der RNA werden 5-10 x 10° Zellen in 1 ml TRIzol® aufgenommen, kurz durch Schiitteln
gemischt und 5 min bei RT inkubiert. AnschlieBend werden 0,2 ml Chloroform pro ml TRIzol®
zugefligt und ausgiebig durch Vortexen gemischt. Danach erfolgt aufs Neue eine 3-minltige
Inkubation bei RT, gefolgt von einer Zentrifugation bei 14000 Upm flr 15 min in der Tischzentrifuge
bei RT, bei der sich zwei Phasen ausbilden. Die farblose obere Phase wird in ein frisches Eppendorf-
ReaktionsgefaR tberfilhrt und 0,5 ml Isopropanol pro ml verwendetem TRIzol® zugefiigt. Danach
wird der Ansatz von Hand gemischt und erneut fiir 10 min bei RT inkubiert. Die Probe wird erneut bei
14000 Upm fiir 10 min bei RT zentrifugiert, um die RNA zu pelletieren. Der Uberstand wird
vorsichtig entfernt und verworfen, das Pellet wird mit 1 ml 75% Ethanol pro verwendetem ml TRIzol®
versetzt und durch Vortexen gewaschen. AnschlieBend erfolgt eine erneute Zentrifugation bei 12000
Upm fiir 5 min bei RT. Der Uberstand wird bis auf 50 pl entfernt und der Rest noch einmal fiir 5 min
bei 12000 Upm zentrifugiert. Der Rest des Uberstandes wird entfernt und das Pellet fiir 10 min
vorsichtig im Thermoblock getrocknet, darf dabei jedoch nicht vollig eintrocknen, da sich die RNA
sonst nur noch schlecht lésen 1aRt. AnschlieRend wird das Pellet in 20 pl RNase-freiem Wasser
(DEPC-Wasser) aufgenommen. Das Ldsen der RNA erfolgt fiir 5 min bei 55°C im Thermoblock. Bis
zur weiteren Verwendung wird die RNA bei —80°C eingefroren.
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2.15.2 Bestimmung der RNA-Menge

Die Bestimmung der RNA-Menge erfolgt durch die photometrische Bestimmung der optischen
Dichte bei 260 nm (ODsg). Zur Messung wird 1 pl der RNA-LAsung auf 120ul mit steril gefiltertem
Bidest verdiinnt und im sowohl die Absorption bei 260 nm (RNA) und bei 280 nm (Protein) im
Photometer (Beckman DU®70 Spectrophotometer) gemessen. Das Verhaltnis von RNA zu Protein gibt
dabei Aufschluss (ber die Reinheit der isolierten RNA und somit die Qualitat der Isolation. Die
Berechnung der RNA-Menge erfolgt nach dieser Formel, wobei zugrunde gelegt wird, dal3 eine RNA-
Konzentration von 40pg/ml einer optischen Einheit entspricht:

OD3g0 X 40pg/ml x 120 (Verdiunnungsfaktor) = x pg/ml

2.15.3 Kontrolle der RNA-Qualitat mittels Agarosegelelektrophorese

Die Qualitat der isolierten RNA wird anhand des Zustands der in der gesamten RNA enthaltenen
rRNA beurteilt. Bei guten Praparationen laufen 28S (5,1 kb) und 18S (1,9kb) rRNA als zwei scharfe
getrennte Banden und dienen als interne Marker fur die Integritat der isolierten RNA. Fur die
Gelelektrophorese werden 0,5 pug der RNA mit DEPC-H,0 auf 10 ul aufgefillt und zusammen mit 2
pl 6x Ladepuffer (PEQLAB, Erlangen) auf das Gel geladen. Die Auftrennung erfolgt durch
Gelelektrophorese auf einem 1,2%-igen Agarosegel (40 ml TAE, 0,48 g Agarose, 0,25 pg/ml
Ethidiumbromid) bei einem begrenzten Strom von etwa 50 mA und variabler Spannung.

2.16 cDNA-Synthese mittels Reverser Transkriptase

Fur die Retranskription in cDNA wird jeweils 1 pg RNA eingesetzt und zusammen mit 1l DNase | (1
U/ul) (Invitrogen) und 1 pl 10x DNase I-Puffer (Invitrogen) mit DEPC-H,O auf 10 ul aufgefiillt. Der
Verdau der DNA erfolgt fur 15 min bei RT, anschliefend wird das Enzym durch Zugabe von 1 ul 25
mM EDTA (Invitrogen) und Erhitzen fur 10 min auf 65°C inaktiviert. Danach werden 2 pg pd(T)1-16-
Primer (Amersham Biosciences, NJ) zugegeben. Die Anlagerung der Primer erfolgte fir 5 min bei
60°C im Thermocycler (TRIO-Thermoblock, Biometra), anschlieBend wird der Reaktionsansatz auf
4°C heruntergekihlt. Zum Ansatz werden 27 pl eines vorbereiteten Reaktions-Mixes, bestehend aus 5
pl DEPC-H,0,, 8 pl 5x RT-Puffer, 4 ul 100mM DTT, 2ul RNasin (40 U/ul), 2ul M-MLV RT (200
U/ul) (alle Promega, WI) und 4 ul 10 mM dNTP-Mix (Amersham Biosciences, GB) pipettiert. Die
Retranskription erfolgt im Thermocycler nach folgendem Programm: 60 min bei 37°C, gefolgt von 10
min bei 70°C, Abkiihlen auf 4°C.

2.17 Erstellung genspezifischer Oligonukleotid-Primer

Die Erstellung Gen-spezifischer Oligonukleotid-Primer erfolgt mit der Software Primer3, (Whitehead
Institute for Biomedical Research; Rozen, 2000), die zugehorigen Gen-Sequenzen werden Uber
PubMed Nucleotide ermittelt.
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2.18 Primersequenzen

Primer | Sequenz (5'—>3") Fragmentlange | Annealing Temp. | Zyklen
IFN-y |F: CAC GGC ACA GTC ATT GAA AG 198 bp 55 40
R: GCT GAT GGCCTGATTGTCTT
IL-10 |F: AGG GTT ACT TGG GTT GCC AA 181 bp 55 40
R: CAC AGG GGA GAA ATC GAT GA
IDO |F:GAAGGATCCTTG AAG ACCAC 498 bp 59 40
R: GAA GCT GCG ATT TCC ACC AA
B-Actin |F: GTG GGC CGC TCT AGG CAC CAA 540 bp 55 30
R:CTC TTT GAT GTC ACG CAC GAT

Die Primersequenzen fur B-Actin wurden freundlicherweise von Abdelhakim Lgssiar zur Verfigung
gestellt. Die Primer wurden tber Qiagen Operon, Kdln, bezogen.

2.19 Semiquantitative PCR

2.19.1 Durchfihrung der PCR

Die Amplifikation der Gen-spezifischen Fragmente erfolgt in einem Volumen von 25ul mit 1,5 mM
MgCl,. Fur die Reaktion wird Tag DNA Polymerase in Aufbewahrungspuffer B (Promega, WI)
verwendet. Pro Ansatz werden 2,5 pl 10x Reaktionspuffer ohne MgCl, (Promega, WI), 1,5 pl 25 mM
MgCl, (Promega, WI), 0,5 pul 10 mM dNTP (Amersham Biosciences, GB), 0,26 pl Tag DNA
Polymerase B (5U/ul, Promega, WI), jeweils 3ul 5 uM 5'-Primer und 3 pl 5uM 3'-Primer. Pro Ansatz
werden 50 ng cDNA eingesetzt und das Volumen mit DEPC-H,O auf 25 pl aufgefillt. Bei der
Negativkontrolle wird die cDNA durch ein identisches Volumen DEPC-H,O ersetzt, als
Positivkontrolle wird in jedem PCR-Lauf ein Ansatz mit 50 ng cDNA von unbehandelten Milzzellen
verwendet.

Die Amplifikation erfolgt nach folgendem Programm:

94°C, 5min
94°C, 1min
55°C, 1 min 30 sek — 40 Zyklen
72°C, 1 min

72°C, 10 min
4°C,

Bei Amplifikation mit Primern fir B-Actin erfolgen nur 30 Amplifikationszyklen, bei Verwendung
von Primern fir IDO wird eine Annealing-Temperatur von 59°C verwendet.

2.19.2 Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte

Die amplifizierten Fragmente werden durch Gelelektrophorese auf 1,2%-igen Agarosegelen (250 ml
TAE, 3 g Agarose, 100 pug Ethidiumbromid) aufgetrennt. Jeweils 12,5 pl des PCR-Ansatzes werden
mit 2,5 pl 6x Ladepuffer gemischt und auf das Gel geladen. Zur ldentifizierung der Grolke der PCR-
Fragmente und als Vergleichsstandard fiir die spatere Quantifizierung wurde 1 pg 100 bp-Leiter-
Groélenstandard (PEQLAB, Erlangen) mit 10,5 pul DEPC-H,0 und 2,5 pl 6x Ladepuffer gemischt und
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zusammen mit den PCR-Fragmenten durch Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Auftrennung erfolgt
bei etwa 150 mA begrenztem Strom und variabler Spannung.

2.19.3 Nachféarbung der Agarosegele

Da Ethidiumbromid im elektrischen Feld entgegen der Richtung der DNA-Fragmente wandert, ist die
Farbung in der unteren Halfte des Gels schwécher als in der oberen Hélfte. Aus diesem Grund wird
der untere Teil der Gele fur 25 min in 200ml TAE mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid (Sigma,
Taufkirchen) nachgeférbt.

2.19.4 Auswertung mit Quantity One®

Nach der Farbung werden die Gele mit einem Fluor-S™ Multilmager (Bio-Rad Laboratories, CA)
eingescannt. Die Quantifizierung erfolgt mit der Quantifizierungs-Software Quantity One® (Bio-Rad
Laboratories, CA). Die DNA-Banden werden mit Feldern gleicher GroRe markiert, als Eichreihe
dienen die 400 bp-, die 300 bp- und die 200 bp-Bande des GroRenstandards. Das Programm errechnet
die Intensitat der Farbung bezogen auf die markierte Fldche, durch Vergleich mit der Eichreihe wird
die DNA-Menge der Bande berechnet. Die amplifizierte DNA-Menge korreliert mit der Menge der
exprimierten mRNA in den Ursprungszellen. Das Verhéltnis aus Expression des untersuchten Gens
zur Expression des Housekeeping-Gens B-Actin gibt die relative Expression wieder. Die in den
Abbildungen angegebenen Werte repréasentieren den Mittelwert aus zwei voneinander unabhangigen
PCR-L&ufen, die untereinander anhand der Expression der Positivkontrolle korrigiert werden, um
technisch bedingte Abweichungen zwischen den L&ufen ausschlie3en zu kdnnen.

2.20 Herstellung von Staubsuspensionen zur In-vivo-Analyse

2.20.1 Verschiedene PM-Typen

Zur Untersuchung der Adjuvanswirkung von Stduben bei der Sensibilisierung gegen Nickel wird
Acetylene Carbon Black (STREM Chemicals, MA) als Partikel zusammen mit Ni** injiziert. Im PLN-
Assay werden Suspensionen von SRM1648 (NIST, MD) sowie PMjq, welches in den Niederlanden
gesammelt und freundlicherweise von F. Cassee (RIVM Bilthoven, Niederlande) zur Verfiigung
gestellt wurde, in physiologischer Kochsalzlosung verwendet. N&here Informationen zu diesem PMyg
sind nicht bekannt.

2.20.2 Verwendete Filtertypen
In dieser Arbeit wurden folgende Filter verwendet:
Nitrozellulosefilter Whatman WCN (Whatman, GB), Teflonfilter Gelman TF1000 (Gelman Sciences,

GB). Die PU-Filter wurden von F. Cassee (RIVM Bilthoven, Niederlande) zur Verfiigung gestellt,
Herstellerangaben sind nicht bekannt.

2.20.3 Extraktion von PM von unterschiedlichen Filtertypen

2.20.3.1 NC-Filter

Zur Extraktion wird eine Flache von 10 cm? des Filters mit einer Keramikschere ausgeschnitten und
zusammen mit 1 ml steriler physiologischer Kochsalzlosung kraftig von Hand geschiittelt. Der
Uberstand wird in ein neues Rohrchen tberfilhrt und die enthaltenen Partikel fiir 5 min im
Ultraschallbad suspendiert.
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2.20.3.2 Teflon

Zundchst wird der Kunststoff-Trdgerring des Filtersmit einer Keramikschere entfernt, der gesamte
Filter (Flache 10 cm?) in 1 ml sterile physiologische Kochsalzlésung iiberfiihrt, und die Partikel durch
Vortexen vom Filter abgeldst. Der Filter wird mit einer Kunststoff-Pinzette entfernt und die Partikel
fiir 5 min im Ultraschallbad suspendiert.

2.20.3.3 Polyurethanschaum

Zu Beginn wird Oberschissiges Filtermaterial, welches keine Partikel tragt, mit einer Keramikschere
entfernt. Der Filter wird in einem 50 ml-Greiner Réhrchen in 10 ml 100% Methanol p.a. (Merck,
Darmstadt) fur 20 sek kraftig durch Vortexen ausgewaschen. Anschlieend werden 5 ml ultrareines
Wasser zugefigt und erneut fur 20 sek mit dem Vortex gemischt. Der Filter wird in Wasser/Methanol
fir 3 min mit Ultraschall (im Ultraschallbad) behandelt und erneut fiir 20 sek durch kréftiges
Vortexen gemischt. Der Filterstreifen wird mit einer Kunststoffpinzette ausgedriickt und entfernt.
Anschliefend wird das Methanol unter Stickstoffatmosphdre eingedampft, um die Oxidation der
adsorbierten Substanzen zu verhindern, und die verbliebene Suspension bei —70°C  bis zur
Verwendung gelagert.

2.21 Applikation von PM

2.21.1 Indie Fufisohle

Zur Untersuchung im PLN-Assay werden jeweils 50 ul der PMyo-Suspension (3 mg/ml) intradermal in
beide FuBsohlen injiziert. Zum Vergleich werden jeweils 50 pl einer Suspension gleicher
Konzentration des kommerziell erhdltlichen Staubs SRM1648 in die Fufisohlen einer weiteren
Versuchsgruppe injiziert. Die Tiere der Kontrollgruppen erhielten Injektionen von jeweils 50 pl
steriler physiologischer Kochsalzlgsung bzw. blieben unbehandelt.

2.21.2 Indie Flanke

Zur Untersuchung des Adjuvanseffektes von Stauben bei der Sensibilisierung gegen Nickel erhielten
die Méause Injektionen von jeweils 50 pl einer 10 mM oder 30 mM Ni*-Ldsung gemischt mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Acetylene Carbon Black (20 mg/ml, 40 mg/ml oder 80 mg/ml)
subkutan in die Flanke. Die Tiere einer weiteren Versuchsgruppe erhielten Injektionen von 50 pul einer
30 mM Ni**-Lésung gemischt mit 3 mg/ml SRM1648. Die Kontrollgruppen erhielten jeweils
Injektionen von 50 pl einer sterilen physiologischen Kochsalzldsung mit identischen Konzentrationen
von Acetylene Carbon Black bzw. SRM1648, bzw. 50ul der gleichen Ldsungen ohne Zusatz von
Partikeln.

2.22 PLN-Assay

Zur Untersuchung der Reaktion in den poplitealen Lyphknoten erfolgt die Injektion in beide
FuBsohlen wie in 2.21.1 beschrieben. Die Versuchsgruppen bestehen aus jeweils 3 Tieren. Nach 3
bzw. nach 7 Tagen erfolgt die Praparation der poplitealen Lymphknoten und die Ermittlung der
Zellzahlen pro Maus. Die Berechnung der Indizes erfolgt durch Bildung des Quotienten aus den
Zellzahlen der experimentellen Gruppen und der Zellzahl der mit NaCl injizierten Kontrollgruppe. Vor
der zZytokinfarbung werden die PLN-Zellen gruppenweise vereinigt. Die Berechnung der Indizes der
Zytokinexpression erfolgt durch Bildung des Quotienten aus der Zahl Zytokin-exprimierender Zellen
in den experimentellen Gruppen und der Zahl Zytokin-exprimierender Zellen in der NaCl-behandelten
Kontrollgruppe.
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2.23 Puffer und Medien

ACT-Medium:

(far 1 Liter:)

2,06 g Tris (Serva, Heidelberg)
8,55 g NH,4CI (Merck, Darmstadt)
pH einstellen auf 7,2

CASYton-Puffer:

(fur 1 Liter:)

7,93 g NaCl

0,38 g Na,-EDTA

0,40 g KCI

0,19 g Natriumdihydrogenphosphat
1,95 g Dinatriumhydrogenphosphat
0,3 g Natriumfluorid

(alle Merck, Darmstadt)

DEPC-H,0:

Steril ansetzen:

0,2 ml Diethyl-Pyrocarbonat (Sigma, Taufkirchen)

100 ml Ultra Pure Water (DNase und RNase-Frei) (GIBCO Invitrogen, NY)
Rihren Gber Nacht, gefolgt von Autoklavierung

1 ml Aliquots bei —20°C einfrieren

DMEM-Medium:

mit 4500 mg/l Glukose + L-Glutamin + Natriumpyruvat
(PAA Laboratories, Célbe)

10% FCS (PAA Laboratories, Colbe)

1% Penicillin/Streptamycin (P/S) (GIBCO Invitrogen, NY)

1ul B-Mercapto-EtOH (Sigma, Taufkirchen) pro 100 ml DMEM

MACS-Puffer: (Fir 1 Liter)

895 ml Millipore-Wasser

100 ml 10x PBS endotoxin-frei (Sigma, Taufkirchen)
0,5% FCS (PAA Laboratories, Colbe)(5ml)

0,7444g EDTA (2mM) (Sigma, Taufkirchen)

Nickel-Wasser (fuir orale Behandlung): (Fir 5 Liter)
11,88 g NiCl,-6H,0 (Sigma, Taufkirchen)

2,5 | Bidest

2,5 | Leitungswasser

Ni?*/H,0, zur Sensibilisierung:

(fur 100 ml:)

0,238 g NiCl,-6H,0 (Sigma, Taufkirchen)

3,33 ml 30% H,0, (Merck, Darmstadt)

96,67 ml sterile 0,9% NaCl-Ldsung (Fresenius, Bad Homburg)

1x PBS steril Endotoxin-frei (Sigma, Taufkirchen)

PBS/1% BSA:

(fur 100 ml:)

1x PBS (Sigma, Taufkirchen)

1 g BSA (Sigma, Taufkirchen)

Steril filtrieren mit Acrodisc Filter, Porengréfie 0,2um (Pall)
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PBS/2% Paraformaldehyd:
2% Paraformaldehyd (Sigma, Taufkirchen) in sterilem PBS
Losen fur 1 h bei 65°C

1x TAE-Puffer :

(far 1 Liter)

4,84 g Tris

1,14 ml Eisessig (Merck, Darmstadt)

2ml 0,5M EDTA (Sigma, Taufkirchen) pH8
pH einstellen auf 8,5
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3 Ergebnisse

3.1 Lymphozyten migrieren bei Sensibilisierung in Lymphknoten und Milz

In unserem Mausmodell der Nickelallergie und —toleranz erfolgt die Sensibilisierung der Tiere durch
die subcutane (s.c.) Injektion von entweder Ni**/H,0,, Ni** oder NaCl in die Flanke. Bei der
Sensibilisierung wird Antigen, in diesem Fall Nickel, von APZ aufgenommen und von diesen Zellen
in die drainierenden Lymphknoten transportiert. In unserem Modell handelt es sich dabei um die
axilléren (axLN), weniger um die inguinalen Lymphknoten. Dort erfolgt die Antigenpréasentation und
die Aktivierung spezifischer T-Effektor- bzw. Treg-Zellen. In diesem Experiment wird die Migration
von Lymphozyten naiver oder oral tolerisierter Spendermause nach Transfer in nicht-sensibilisierte
Empféanger untersucht. Zu diesem Zweck wurden Milzzellen der verschiedenen Spender zundchst mit
dem Fluoreszenzfarbstoff CFSE (Carboxy-fluorescein diacetate succinimidyl ester) markiert. Dieser
Farbstoff wird in die Zellen aufgenommen und wird bei jeder Zellteilung zu gleichen Teilen auf
Mutter- und Tochterzelle verteilt. Er eignet sich somit nicht nur dafiir, die Migration der markierten
Zellen zu verfolgen, sondern auch deren Proliferation. 24h nach dem Transfer der markierten Zellen
erfolgt die Sensibilisierung der Empfanger durch Injektion von Ni*/H,0,, Ni*" oder NaCl in die
Flanke. Nach entweder 6, 12, 24 oder 48 Stunden werden die axLN und die Milz der Empféanger
prapariert und Einzelzellsuspensionen hergestellt. Anschliefend wird der Anteil und die mittlere
Fluoreszenzintensitdt (MFI) der CFSE-markierten Zellen in diesen Suspensionen gemessen und
miteinander verglichen (Abb. 2).
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N —=- tol NiZ'/H,0, —m- tol Ni2'/H,0,
= ~® tol Ni** s —* tol Ni**
wy —¥— tol NaCl “ —¥— tol NaCl
z ~O-naivNi?/H0, L 2000 —0 naiv Ni%*/H,0,
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N N
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12 24 48 6 12 24 48
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Abb. 2: Verbleib CFSE-markierter Lymphozyten oral tolerisierter oder naiver Spender nach

Sensibilisierung des Empfangers. Untersucht wurden die Zellzahl und die mittlere Fluoreszenzintensitat

(MFI) der Spenderzellen in den axillaren Lymphknoten (axLN) und der Milz des Empfangers jeweils 6, 12,

24 oder 48 h nach Sensibilisierung mit Ni>*/H,0,, Ni?* oder NaCl. A) Zellzahl in axLN B) Zellzahl in Milz

C) MFI in axLN D) MFI in Milz
Die Milz dient in diesem Experiment als Beispiel fur ein nicht-drainierendes lymphoides Gewebe.
Befunde in der Literatur deuten darauf hin, daf die Toleranz zwar in den Lymphknoten induziert wird,
die infektiose Verbreitung jedoch in der Milz erfolgt. Dieses Experiment zeigt ein Maximum CFSE-
markierter Zellen naiver Spender in den axLN 24h nach der Sensibilisierung, wahrend die Zahl
toleranter Spenderzellen (rote Symbole) zwischen 6 und 48h konstant zuriickgeht. Diese Beobachtung
ist unabhéngig von der Art der Sensibilisierung. Auffallig ist, daB die Zahl naiver CFSE-markierter
Zellen ebenfalls unabh&ngig von der Art der Sensibilisierung groRer ist als die der toleranten
Lymphozyten, obwohl jeweils gleiche Zellzahlen transferiert wurden. Die einzige Ausnahme bilden
die Empfénger naiver Lymphozyten, die mit NaCl sensibilisiert wurden (V). Ihre Zahl ist 6h nach
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Sensibilisierung geringer als die aller anderen Versuchsgruppen, steigt aber bestdndig an und erreicht
ebenfalls nach 24h das Maximum. Im Vergleich mit den Ni**/H,0,- bzw. Ni*-sensibilisierten
Gruppen scheinen sie langsamer zu migrieren (Abb. 2A). Die Situation in der Milz ist vergleichbar
mit der in den axLN, auch hier stellt sich ein Maximum nach 24h ein, und die Zahl der naiven
Spenderzellen ist grofer als die der toleranten (Abb. 2B). Auch hier ist die Zellzahl der mit NaCl
sensibilisierten Gruppe (V) nach 6h geringer als die der ubrigen, steigt dann ebenfalls an und erreicht
nach 24h den Hoéhepunkt. Die Zahl toleranter Spenderzellen ist 6h nach der Sensibilisierung am
hochsten und geht dann bestdndig zuriick (rote Symbole). Nach 24h geht die Zahl der naiven
Spenderzellen sowohl in den axLN als auch der Milz stark zuriick (Abb. 2A+2B).

Im Gegensatz zu den Zellzahlen ist die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der toleranten Zellen
(rote Symbole) in den axLN im Vergleich mit den CFSE-markierten naiven Zellen (schwarze
Symbole) deutlich héher (Abb. 2C). Dies kbénnte am beschriebenen Zustand der Anergie der
toleranten T-Zellen unter den toleranten Lymphozyten liegen, die nicht oder weniger proliferieren,
weshalb die Abnahme der CFSE-Fluoreszenz geringer ist. Daflir spricht ebenfalls die geringere Zahl
der toleranten Zellen. Nach 24h nimmt die Fluoreszenzintensitdt sowohl der toleranten als auch der
naiven Zellen ab, ebenso wie die Zellzahl, was an der Emigration der Zellen aus den lymphoiden
Geweben in die Peripherie liegt. Die Situation in der Milz entspricht der in den axLN, auch hier ist die
Fluoreszenzintensitat der toleranten Zellen (rote Symbole) hoher als die der naiven (Abb. 2D) und
geht nach 24h zurlck.

3.2 Vergleich der Zytokinexpression verschiedener Arten von B6-Mausen

Wie bereits eingangs erwahnt, ist die Art der resultierenden Immunreaktion von vielen Faktoren
wahrend der T-Zellaktivierung abhéngig, zum Beispiel vom Reifezustand der APZ, somit also vom
Umfang der Kostimulation, sowie von der Ausbildung eines ganz spezifischen Zytokinprofils. Die
immunogene Prasentation von Antigenen, die zur Entstehung von Immunreaktionen fihrt, ist durch
die Expression eines Thl-Zytokinprofils gekennzeichnet. Hierbei sind typischerweise Zytokine wie
IL-2, IFN-y und TNF-o vertreten. Die Induktion von Toleranz ist im allgemeinen durch die
Expression eines Th2-Zytokinprofils gekennzeichnet. Zytokine, die immer wieder im Zusammenhang
mit der Regulation von Immunantworten erwahnt werden sind IL-4, IL-10 und TGF-B. Aus diesem
Grund wurde Gberprift, ob Unterschiede in der Art der exprimierten Zytokinprofile in den axilléren
Lymphknoten und der Milz naiver oder oral tolerisierter Mduse nach Sensibilisierung mit Nickel
bestehen. Zu diesem Zweck wurden naive oder oral tolerisierte Tiere durch die s.c. Injektion von
Ni?*/H,0,, Ni** oder NaCl sensibilisiert und jeweils 6, 12, 24 oder 48h spéter axLN und Milz
prapariert. Nach Isolation der RNA aus den jeweiligen Zellen wurde die Expression der Zytokine 1FN-
v und IL-10, die exemplarisch als typische Vertreter einer Thl- bzw. Th2-Antwort ausgewéhlt wurden,
auf Genexpressionsebene mit semiquantitativer RT-PCR untersucht (Abb. 3 und 4).
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Abb. 3: Kinetik der mRNA-Expression von IFN-y in axLN und Milz von naiven oder oral tolerisierten
Mausen. Expression von IFN-y mRNA in naiven (——) oder oral tolerisierten Mausen (-=—) zu verschiedenen
Zeitpunkten nach s.c. Injektion von Ni?*/H,0,, Ni>* oder NaCl. Dargestellt sind die gemittelten Werte
zweier unabhdngiger PCR-Ldufe, die anhand der Expression des “Housekeeping“-Gens p-Actin
gegeneinander korrigiert wurden, um technisch bedingte Abweichungen zwischen den Léaufen auszu-
schlielen. A-C) Relative Expression von IFN-y mRNA in axLN. D-F) Relative Expression von IFN-y
mRNA in der Milz. Die Tiere wurden sensibilisiert mit Ni2*/H,0, (A+D), Ni2* (B+E) oder NaCl (C+F).

In diesem Experiment zeigt sich eine leichte Tendenz zu verringerter Expression von IFN-y mRNA in
den Lymphknoten oral tolerisierter Mause nach Sensibilisierung mit Ni**/H,O, (Abb. 3A), wahrend
nach Sensibilisierung mit Ni’* oder NaCl keine bemerkenswerten Unterschiede zu beobachten sind
(Abb. 3B+C). Im Gegensatz dazu ist die Expression von IFN-y mRNA in der Milz oral tolerisierter
Mause deutlich erhoht im Vergleich zur Milz naiver Tiere (Abb. 3D-F). Diese verstarkte Expression
von IFN-y mRNA ist jedoch anders als in den axillaren Lymphknoten unabhéngig von der Art der
Sensibilisierung, und dies ist zu jedem der untersuchten Zeitpunkte zu beobachten.

Im Gegensatz zu IFN-y zeigen sich hinsichtlich der Expression von IL-10 mRNA jedoch keine
erwéhnenswerten Unterschiede zwischen axilliren Lymphknoten oder Milz naiver oder oral
tolerisierter Tiere (Abb. 4).
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Abb. 4: Kinetik der mMRNA-Expression von IL-10 in axLN und Milz von naiven oder oral tolerisierten
Mausen. Expression von IL-10 mRNA in naiven (——) oder oral tolerisierten Mausen (=) zu verschiedenen
Zeitpunkten nach s.c. Injektion von Ni?*/H,0,, Ni>* oder NaCl. Dargestellt sind die gemittelten Werte
zweier unabhdngiger PCR-L&ufe, die anhand der Expression des “Housekeeping“-Gens p-Actin
gegeneinander korrigiert wurden, um technisch bedingte Abweichungen zwischen den L&ufen auszu-
schlieBen. A-C) Relative Expression von IL-10 mRNA in axLN. D-F) Relative Expression von IL-10
mRNA in der Milz. Die Tiere wurden sensibilisiert mit Ni?*/H,0, (A+D), Ni2* (B+E) oder NaCl (C+F).

Nur nach Sensibilisierung mit Ni**/H,0, deutet sich in den axillaren Lymphknoten der tolerisierten
Tiere die Tendenz zu einer leicht erhdhten Synthese von IL10-mRNA an (Abb. 4A). Diese Ergebnisse
sind jedoch nicht eindeutig, da diese Beobachtung nur fir die ersten 24 Stunden nach der
Sensibilisierung zutrifft. Danach Uberschneiden sich auch hier die Graphen der naiven und der
tolerisierten Gruppe. Anhand dieser Daten ist es auch schwierig zu beurteilen, ob tatsdchlich mehr IL-
10 mRNA in den axLN der toleisierten Gruppe produziert wird, oder ob dies die normale
Expressionsmenge wiederspiegelt und die Transkription von IL-10 in den Lymphknoten der naiven
Gruppe reduziert ist. Diese Uberlegung gilt im tibrigen auch fiir die beschriebenen Unterschiede in der
Transkription von IFN-y.

Die leicht verringerte Expression von IFN-y in den Lymphknoten der tolerisierten Gruppe nach
Sensibilisierung mit Ni?*/H,O, (Abb. 3A) bestatigt die Hypothese, daR wahrend der Induktion der
Toleranz die Expression pro-inflammatorischer Zytokine und somit die Expression eines Th1-Profils
vermindert ist. Nicht bestatigt wird diese Vermutung jedoch durch die unklaren Verhéltnisse bei der
Expression von IL-10 mRNA. Vollig unerwartet ist jedoch die Beobachtung, dal} die Expression von
IFN-y in der Milz der tolerisierten Gruppe deutlich hoéher ist als in der naiven Vergleichsgruppe.
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3.3 Vergleich der Zytokinexpression nach Transfer von Milzzellen verschiedener B6-
Mause

Bei der Maus ist die Toleranz auf naive Empfénger durch den Transfer von Lymphozyten oral
tolerisierter Spender tbertragbar. In 3.1 wurde gezeigt, dal die Ubertragenen Spenderzellen in die Milz
und die Lymphknoten gelangen. In 3.2 wurde gezeigt, dal in tolerisierten oder naiven Tieren
Unterschiede im Zytokinexpressionsmuster bestehen. Daher liegt die Hypothese nahe, dal’ die
tibertragenen Spenderzellen auch die Expression von Zytokinen in den axillaren Lymphknoten und der
Milz der Empfanger beeinflussen. Um diese Vermutung zu untersuchen wurden 10* Zellen naiver oder
oral tolerisierter Spender in naive syngene Empfanger Ubertragen. Nach 24h wurden die Empfanger
mit Ni>*/H,0,, Ni*" oder NaCl sensibilisiert. AnschlieRend wurde zu verschiedenen Zeitpunkten nach
der Sensibilisierung die RNA aus den axillaren Lymphknoten und der Milz der Empféanger isoliert und
ebenfalls mittels RT-PCR mit spezifischen Oligonukleotidprimern fiir die Zytokine IFN-y und IL-10
untersucht. Die PCR-Produkte wurden durch Gelelektrophorese aufgetrennt und die Gele gescannt und
quantifiziert (Abb. 5+6).
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Abb. 5: Kinetik der IFN-y mRNA-Expression in axLN und Milz in Empfangern von Zellen naiver oder
oral tolerisierter Spender. Expression von IFN-y mRNA zu verschiedenen Zeitpunkten nach Sensi-
bilisierung von Mausen, die einen Transfer von 10* Zellen naiver (——) oder oral tolerisierter Spender (-=—)
erhalten haben. Dargestellt sind die gemittelten Werte zweier unabhangiger PCR-Ldufe, die anhand der
Expression des “Housekeeping“-Gens B-Actin gegeneinander korrigiert wurden, um technisch bedingte
Abweichungen zwischen den Laufen auszuschlieBen. A-C) Relative Expression von IFN-y mRNA in axLN.
D-F) Relative Expression von IFN-y mRNA in der Milz. Die Tiere wurden sensibilisiert mit Ni2*/H,0,
(A+D), Ni%* (B+E) oder NaCl (C+F).
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Die Beobachtungen hinsichtlich der Zytokinexpression in den axLN und der Milz der Empfénger
bestatigen die Ergebnisse, die in tolerisierten und naiven Tieren ohne Zelltransfer beobachtet wurden.
Die beschriebenen Effekte sind sogar wesentlich deutlicher ausgeprégt. So zeigt sich in den axillaren
Lymphknoten der Empfénger von Lymphozyten tolerisierter Spender eine im Vergleich zu den
Empféngern naiver Lymphozyten deutlich niedrigere Transkription von IFN-y-mRNA, bzw. die bei
den Empfangern naiver Zellen beobachtete Aufregulation der IFN-y-Transkription bleibt aus (Abb.
5A-C). Die relative RNA-Expression nach Transfer toleranter Spenderzellen ist mit der in tolerisierten
Tieren vergleichbar. Die Transkription von IFN-y in den Empfangern naiver Lymphozyten ist im
Vergleich mit naiven Tieren jedoch deutlich erhoht (vgl. Abb. 3A-C und Abb. 5A-C). Im
Unterschied zur Situation in naiven und tolerisierten Tieren sind die beschriebenen Effekte nach
Transfer von Spenderzellen unabhangig von der Art der Sensibilisierung, auch Ni?* und NaCl reichen
bereits aus, um die Transkription von IFN-y zu induzieren.

Auch in der Milz werden die in 3.2 beschriebenen Beobachtungen bestétigt. Wahrend die
GroRenordnungen der IFN-y-Transkription nach Transfer naiver Spenderzellen etwa mit denen in
naiven Tieren identisch sind, ist die Transkription nach Transfer der Lymphozyten von tolerisierten
Spendern noch deutlicher erhoht als in tolerisierten Tieren selbst (Abb. 5D-F). Dies spricht ganz
deutlich fir die Aufregulation der IFN-y-Transkription in der Milz nach Sensibilisierung der
Empfanger, also wahrend der Induktionsphase der Toleranz (vgl. Abb. 3D-F und Abb. 5D-F). Auch
in diesem Experiment ist die beobachtete Transkription von IFN-y in der Milz unabhéngig von der Art
der Sensibilisierung, auch Ni?* und NaCl sind dazu in der Lage, die Induktion herbeizufiihren. Die
Beobachtungen nach adoptivem Transfer toleranter Lymphozyten bestatigen somit die Befunde in
naiven und tolerisierten Tieren.

Dies gilt auch fiir die Transkription von IL-10 in den axillaren Lymphknoten und der Milz von
sensibilisierten Empféngern naiver oder toleranter Spenderzellen (Abb. 6). Wie bereits in naiven und
tolerisierten Tieren beobachtet, hat auch der Transfer von Lymphozyten keinen EinfluR auf die
Transkription von IL-10 in den untersuchten Organen, die relative Expression ist sowohl bei den
Empfangern toleranter als auch den Empféngern naiver Zellen annahernd gleich.
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Abb. 6: Kinetik der IL-10 mRNA-Expression in axLN und Milz in Empféngern von Zellen naiver oder

oral tolerisierter Spender. Expression von IL-10 mRNA zu verschiedenen Zeitpunkten nach Sensi-

bilisierung von Méausen, die einen Transfer von 104 Zellen naiver (——) oder oral tolerisierter Spender (—=—)

erhalten haben. Dargestellt sind die gemittelten Werte zweier unabhéngiger PCR-L&ufe, die anhand der

Expression des “Housekeeping“-Gens B-Actin gegeneinander Korrigiert wurden, um technisch bedingte

Abweichungen zwischen den Laufen auszuschliefen. A-C) Relative Expression von IL-10 mRNA in axLN.

D-F) Relative Expression von IL-10 mRNA in der Milz. Die Tiere wurden sensibilisiert mit Ni2*/H,0,

(A+D), Ni2* (B+E) oder NaCl (C+F).
Wie von Artik und Roelofs-Haarhuis gezeigt, fuhrt die Sensibilisierung von Empfangern toleranter
Spenderzellen zur Induktion der Nickeltoleranz. Ganz und gar unerwartet ist daher die beobachtete
Expression des pro-inflammatorischen Thl-Zytokins IFN-y in der Milz, wéhrend die Expression des
immunregulatorischen Zytokins IL-10, welches in verschiedenen experimentellen Systemen der
Immunsuppression eine entscheidende Rolle spielt (Skelsey, 2003; Groux, 1999), keine Anderung
erfahrt. Offensichtlich ist fir die Induktion der Immuntoleranz gegen Nickel nicht die Expression von
IL-10 ausschlaggebend, sondern das Ausbleiben der Aufregulation von IFN-y in den axillaren
Lymphknoten, dem Ort der Antigenprasentation. Offensichtlich ist fir die Induktion der
Immuntoleranz die Ausbildung einer ganz spezifischen Mikroumgebung erforderlich, die durch
geringe Expression von IFN-y charakterisiert ist. Um so erstaunlicher ist daher die hohe IFN-y-
Expression in der Milz. Die Bedingungen hier représentieren eher die Effektorphase der
Nickeltoleranz, da die Lymphozyten nach ihrer Aktivierung in den axillaren Lymphknoten in die Milz
einwandern und dort fiir die infektiose Verbreitung der Toleranz sorgen (Faunce, 2002). Die hohe
Expression von IFN-y deutet auf eine Beteiligung von IDO (Indolamin 2,3-dioxygenase) und des
Tryptophankatabolismus an der Toleranz gegen Nickel hin. IDO wird durch IFN-y induziert und
katalysiert den ersten Schritt des Tryptophanabbaus, was in verminderter Proliferation der T-
Effektorzellen durch Mangel an Tryptophan und Hemmung durch die entstehenden Metabolite
resultiert (siehe 1.2.12). Diese Hypothese wurde in den folgenden Experimenten weiter untersucht.
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3.4 Mogliche Auswirkung der Zytokinexpression auf dendritische Zellen

In der Maus erfolgt die Expression von IDO hauptsachlich durch CD11c’CD8a” DZ. Da diese
Zellpopulation nur einen Anteil von etwa 2% am gesamtem Lymphozytenkontingent besitzt, wurden
fur die Untersuchungen aus Knochenmark generierte DZ verwendet, um ausreichende Zellzahlen zur
Verfligung zu haben. Diese Zellen wurden mit IFN-y stimuliert, und anschlielend die Expression des
Enzyms IDO mit unstimulierten, aus Knochenmark generierten DZ verglichen. Dies erfolgte zum
einen auf Transkriptionsebene durch Untersuchung der gebildeten IDO-mRNA-Menge mittels
semiquantitativer RT-PCR (Abb. 7), sowie auf Proteinebene durch Bestimmung der Zahlen IDO-
exprimierender DZ mittels DurchfluRzytometrie (Abb. 8). Ebenso wurde der Reifezustand der IDO-
exprimierenden DZ aufgrund der Expression von spezifischen Markern charakterisiert. In diesen
Experimenten wurde dazu die Expression des Lektins DEC205, der CD8a-Kette, und des MHC 1I-
Molekiils untersucht.

0.5+ Abb. 7: Relative Expression von Indolamin 2,3-
c dioxygenase (IDO) mRNA in Knochenmark-abgeleiteten
-f% 0.4- dendritischen Zellen. Verglichen werden unstimulierte
D ' (O0) DZ mit DZ nach Stimulation tiber Nacht mit 10ng/ml
s rIFN-y (M). Die Grafik reprasentiert die Mittelwerte von
L|>j 0.3 zwei unabhangigen PCR-Laufen, die anhand der Expression
('3 des “Housekeeping“-Gens B-Actin gegeneinander korrigiert
A 0.2 wurden, um technisch bedingte Abweichungen zwischen
- den L&ufen auszuschlieRen. Die Daten sind représentativ fir
E 01 drei unabhéngig voneinander durchgefiihrte Experimente.

0.0-

Dz + IFN-y ---

In Abb. 7 ist die erhdhte Transkription von IDO-mRNA der aus Knochenmarkzellen differenzierten
DZ nach Stimulation mit rIFN-y dargestellt. Im Vergleich zu unstimulierten DZ gleicher Herkunft ist
die Menge der IDO-mRNA nach Stimulation mit IFN-y 3,4-fach aufreguliert.

Ein dhnliches Resultat zeigt sich fiir die Expression des IDO-Proteins nach Stimulation der DZ mit
IFN-y. Die Versuchsdurchfuhrung war mit der in Abb. 7 beschriebenen identisch, allerdings wurde in
diesem Experiment nicht die RNA aus den Zellen isoliert, sondern die Zellen im Anschluf} an die
Kultur mit Fluorochrom-gekoppelten Antikdrpern, die spezifisch an die genannten Proteine binden,
geféarbt. Danach wurden durchfluBzytometrisch die Anteile der Zellen bestimmt, die diese Molekiile
exprimieren. Zur besseren Ubersichtlichkeit der Darstellung wurde das Verhéltnis der
Proteinexpression von IFN-y-stimulierten zu unstimulierten DZ berechnet (Abb. 8).

3.09
25 Abb. 8: Expression von IDO durch
5 ) IFN-y stimulierte DZ. Dargestellt ist
5 20 die relative Proteinexpression von
§ ) MHC II* DZ, die aus Knochenmark-
o 154 zellen differenziert wurden. Errechnet
w - wurde das Verhéltnis von IFN-y-stimu-
= 1.0 lierten zu unstimulierten DZ nach
@ - Abzug der entsprechenden Isotyp-
0.5 kontrollen fiir IDO und DEC205. Die
’ rote Linie markiert die Verdopplung
0.0 der Proteinexpression.

IDO DEC205 MHCIlI CD8a

Nach Stimulation mit IFN-y erhéht sich die (Zahl der IDO-exprimierenden Zellen) 1DO-Expression
unter den DZ etwa 2,8-fach. Durch die Stimulierung ist auch die Expression des Antigenrezeptors
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DEC205 2,2-fach erhoht. Die Expression von MHC 11 und CD8a erhéht sich etwa 1,6- bis 1,7-fach.
Diese Beobachtung deutet auf einen unreifen Phanotyp der DZ hin, der gekennzeichnet ist durch die
Expression von Antigenrezeptoren wie DEC205 und somit der Féhigkeit zur effizienten Aufnahme
und Présentation von Antigen.

Auch DZ aus der Milz Nickel-toleranter Mause zeigen eine erhdhte Expression von DEC205
(Roelofs-Haarhuis, 2003). Die von DEC205 vermittelte Bindung von Antigen fihrt zu einer bis zu
100-fach erhdhten Présentation von Peptid-MHC-Komplexen ohne die weitere Aktivierung der DZ
(Mahnke, 2003). Fur die Fahigkeit zur effektiven Prasentation von Antigen durch diese DZ spricht
auch die Aufregulation von MHC 1l. DEC205 wird in vivo hauptséchlich produziert von CD8a." DZ in
der Milz (Kronin, 1997), einer Subpopulation, die immer wieder mit der Toleranzinduktion in
Verbindung gebracht wird (Mahnke, 2003; Kronin, 2000). Die DZ, die die Toleranzinduktion gegen
Nickel in vivo vermitteln, weisen also bedeutende Parallelen mit den hier untersuchten aus
Knochenmarkzellen differenzierten DZ auf. Die in dieser Arbeit beschriebenen Beobachtungen, wie
die erhéhte IFN-y-Produktion in der Milz toleranter Tiere und der Empfanger toleranter Spenderzellen,
sowie die Aufregulation von IDO-mRNA und -Protein durch IFN-y-stimulierte DZ, deuten auf eine
mdogliche Beteiligung von IDO und des Tryptophankatabolismus an der tolerogenen Wirkung dieser
Zellen hin.

Ein weiteres Toleranzmodell basiert auf der Induktion der Toleranz durch die Bestrahlung mit UVB-
Licht. Auch dieser Mechanismus ist wie die orale Toleranzinduktion durch die Bildung regulatorischer
T-Zellen und die Beteiligung des inhibitorischen kostimulatorischen Molekils CTLA-4
gekennzeichnet (Schwarz, 2004; Schwarz, 2000). Eine Folge der Interaktion von CTLA-4 auf Treg-
Zellen mit DZ ist die Induktion der IFN-y-Produktion durch die DZ, was die Expression von IDO nach
sich zieht. Im Gegenzug jedoch fordert die Aktivitat von IDO selbst die Toleranz durch die selektive
Apoptose von T-Effektorzellen (Finger, 2002), wahrend Treg-Zellen gegen Apoptose resistent sind
(Banz, 2002). Moglicherweise ist die Induktion von IDO der Ausléser fur die Bildung regulatorischer
Treg-Zellen in diesem Toleranzmodell. Aus diesem Grund wurde untersucht, ob die UVB-Bestrahlung
von DZ bereits die Expression von IDO in diesen Zellen auslésen kann. Auch fur dieses Experiment
wurden aus Knochenmarkzellen differenzierte DZ verwendet (Abb. 9).

0.5+ Abb. 9: UVB-induzierte Expression von IDO in
c Knochenmark-abgeleiteten DZ. Relative Expression von
-% 0.4 IDO-mRNA nach Bestrahlung mit 100 J/m? UVB. Verglichen
o werden bestrahlte (@) mit unbestrahlten DZ (@). Die Grafik
s représentiert die Mittelwerte von zwei unabhéngigen PCR-
m 0.3 Laufen, die anhand der Expression des “Housekeeping“-Gens
CID B-Actin gegeneinander korrigiert wurden, um technisch
A 0.2 bedingte Abweisungen zwischen den Laufen auszuschlieRen.
- Die Daten sind représentativ fir drei unabhéngig voneinander
E) 01 durchgefiihrte Experimente.

0.0-

DC + UV ---

Wie in Abb. 9 dargestellt, I6st bereits die UVB-Bestrahlung der DZ allein die Expression von IDO-
MRNA aus. Im Vergleich mit unbestrahlten DZ nimmt die Menge der IDO-mRNA 2,2-fach zu. Dies
und die Tatsache, daR die Expression von IDO bereits durch Stimulation des angeborenen
Immunsystems durch bakterielle Stimuli wie LPS induziert werden kann, deuten eine mdgliche Rolle
fir IDO bereits in der Induktionsphase der Toleranz an, mdoglicherweise durch Verhinderung der
klonalen Expansion von Thl-Effektorzellen. Der wichtigste Beitrag der Regulation des
Tryptophankatabolismus durch IDO erfolgt jedoch hdchstwahrscheinlich in der Effektorphase der
Immuntoleranz, da IDO sehr effektiv exprimiert wird, sobald aktivierte Treg-Zellen vorhanden sind
(Grohmann, 2002).
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3.5 Rolle der Apoptose in der Nickeltoleranz

In der Literatur existieren viele Hinweise, daR Apoptose und die Prasentation von Antigen
apoptotischer Zellen eine Rolle bei der Induktion der Toleranz spielen. Nehmen APZ Antigen
apoptotischer Zellen auf, so bewirkt die Prasentation dieser Antigene die Induktion wvon
regulatorischen T-Zellen. Aus diesem Grund wurde die Bedeutung der Apoptose fiir die Induktion der
Nickel-Toleranz untersucht. Fir diese Experimente wurden Mausstdmme verwendet, die Gendefekte
im Signalweg der Fas-FasL-vermittelten Apoptose besitzen. Tiere des Stammes Ipr”” exprimieren kein
funktionelles Fas (CD95) auf der Oberflache ihrer Zellen. Das bedeutet, dal3 in den Zellen dieser Tiere
durch Interaktion mit CD95L (FasL) keine Induktion der Apoptose ausgeltst wird. Die Expression
von CD95L hingegen ist nicht betroffen, Zellen dieser Tiere sind dazu in der Lage, bei adoptivem
Transfer die Apoptose von CD95" Zellen anderer Tiere auszuldsen.

Umgekehrt verhalt es sich mit Lymphozyten von Tieren des gld” Stammes. Diese Zellen besitzen
keinen funktionellen Fas-Liganden (FasL oder CD95L) auf ihrer Oberflache, kénnen also keine
Apoptose in CD95" Zellen auslésen, konnen jedoch selbst durch Interaktion mit CD95L" Zellen
anderer Tiere durch Apoptose sterben. Beiden Stdmmen gemeinsam ist eine Beeintrachtigung des
Lymphozyten-Turnovers, was in einer stark erhohten Lymphozytenzahl in den sekundéren
lymphoiden Organen resultiert. Bisher ungeklart ist, ob Apoptose und die Existenz von apoptotischem
Zellmaterial fur die Induktion der Nickel-Toleranz erforderlich sind. Falls die Apoptose Teil dieses
Mechanismus ist, bleibt die Induktion der Toleranz durch die orale Applikation von Nickel in diesen
Apoptose-defekten Stdmmen aus, da in diesen Tieren kein apoptotisches Material gebildet wird.

Zunéchst wurde jedoch untersucht, ob die Sensibilisierung dieser Tiere gegen Nickel moglich ist, da
nicht auszuschlieRen ist, dall die Beeintrdchtigung der Apoptose auch EinfluB auf die Sensibilisierung
haben konnte. Die in Kapitel 3.5 dargestellten Experimente wurden in Zusammenarbeit mit Michael
Nowak durchgeftihrt.

3.5.1 Sensibilisierung und Toleranzinduktion bei Fas-defizienten Mausen

Tiere des Ipr"'—Stammes wurden wie bereits beschrieben durch die Injektion von Ni%*/H,0,
sensibilisiert. Nach 10 Tagen wurde bei diesen Tieren durch die Injektion von Ni** in die Ohren
versucht, eine Zweitantwort auszulésen. Der Erfolg der Sensibilisierung wurde mittels des MEST
getestet. (Abb. 10). Zur Toleranzinduktion erhielten die Tiere zun&chst 4 Wochen lang 10 mM NiCl,
oral im Trinkwasser. Dann erfolgte die Sensibilisierung durch die Injektion von 10 mM Ni**/1% H,0,
bzw. 10 mM Ni** in die Flanke. Nach 10 Tagen wurden die Tiere durch Injektion von Ni** alleine in
die Ohren restimuliert, bevor nach weiteren 2 Tagen die Induktion der Nickel-Toleranz durch
Ermittlung der Ohrschwellung untersucht wurde. Das Ergebnis der Toleranzinduktion im Ipr’” Stamm
istin Abb. 10 dargestellt.



63

Ohrschwellung x 10-2mm + SEM
Oral Ni  Stamm  Sensibilisierung  Auslésung 12.5 17.5 2%.5 27|'5

- WT Ni2 Ni2* |—l }
] WT Ni2*/H,0, Ni2* —

- Ipr- Ni%*/H,0, Ni2* |—|L
+ WT Ni2 Ni2* —lr

+ wT Ni2*/H,0, Ni2* H -

+ Ipr Ni2 Ni2*

Abb. 10: Sensibilisierung gegen Nickel in oral behandelten und unbehandelten Fas-defizienten Ipr/-
Mausen. Die Gruppen 5 - 8 erhalten fiir 4 Wochen 10 mM NiCl, im Trinkwasser, die Gruppen 1 - 4
hingegen normales Trinkwasser. Die Sensibilisierung und Ausldsung der Zweitantwort erfolgen wie in
Material und Methoden beschrieben. Die Gruppen 3 + 4 zeigen die Sensibilisierung von naiven lpr-- Tieren
im Vergleich zu der von naiven C57BL6 WT-Tieren (Gruppen 1 + 2). Fas-defiziente Mé&use lassen sich
bereits mit Ni2* (Gruppe 3) sowie mit Ni2*/H,0, sensibilisieren (Gruppe 4), im Gegensatz zu WT Mausen.
Diese benétigen H,0, zusammen mit Ni2* fir eine erfolgreiche Sensibilisierung. Nach 4-wéchiger oraler
Gabe von 10 mM NiCl, im Trinkwasser ist die Sensibilisierung der WT-Mause auch mit Ni?*/H,0, nicht
mehr moglich (Gruppe 6), sie werden tolerant gegen Nickel. Die lpr'- Tiere konnen nach 4-wdchiger oraler
Behandlung mit 10 mM NiCl, nicht mehr durch Ni?* allein sensibilisiert werden (Gruppe 7), allerdings
entwickeln sie immer noch eine Hypersensitivitatsreaktion gegen Nickel, wenn die Sensibilisierung mit
Ni2*/H,0, erfolgt ist (Gruppe 8).

Erhalten WT-Tiere eine Injektion von Ni** anstelle von Ni?*/H,0, zur Auslésung der Reaktion gegen
Nickel, so bleibt die Sensibilisierung aus (Gr. 1 + 2). Erhalten hingegen Tiere des Ipr’ Stammes eine
Injektion von Ni?*, so reicht dies bemerkenswerterweise bereits zur Sensibilisierung aus, bei
Auslésung der Zweitantwort durch Injektion von Ni?* in die Ohren entwickeln sie eine
Hypersensisbilitatsreaktion in Form der Ohrschwellung (Gr. 3), analog zu Fas-defizienten und WT-
Mausen, die mit Ni**/H,O, sensibilisiert wurden (Gr. 4 + 2). Im zweiten Teil dieses Experimentes
wurde untersucht, ob die orale Applikation von Ni** zur Induktion der Nickel-Toleranz bei den Fas-
defizienten Tieren fihrt. Erhalten C57BL6 WT-Tiere Ni** im Trinkwasser, kénnen sie auch mit
Ni%*/H,0, nicht mehr sensibilisiert werden, wie durch das Ausbleiben der Ohrschwellung demonstriert
wird (Gr. 6). Werden Fas-defiziente Tiere vor der Sensibilisierung oral mit Nickel behandelt, so wird
die Sensibilisierung dieser Tiere durch Injektion von Ni?* alleine verhindert (Gr. 7), nicht jedoch die
Sensibilisierung durch Ni**/H,0, (Gr. 8). Offensichtlich 16st die orale Applikation von Nickel beim
Fehlen von funktionellem Fas nur die Induktion einer "unvollstdndigen" Toleranz aus.

3.5.2 Sensibilisierung und Toleranzinduktion bei FasL-defizienten Mausen

Analog zur Sensibilisierung der Fas-defizienten Tiere wurden auch Tiere des FasL-defizienten
Stammes wie in 3.5.1 sensibilisiert und mit Ni** restimuliert. Der Ausgang der Sensibilisierung wurde
durch Ermittlung der Ohrschwellung mittels MEST ermittelt (Abb. 11). Im gleichen Versuch wurde
die Toleranzinduktion durch 4-wdchige orale Applikation von 10 mM NiCl, im gld” Stamm
untersucht.
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Ohrschwellung x 10-2mm + SEM
Oral Ni Stamm  Sensibilisierung  Auslésung  15.0 20|.0 25|.O 30{0

- wT Ni2* Niz+ :I——I

) WT Ni%*/H,0, Ni2* —& *

- gld”  Ni2/H,0, Ni2* |——4];
+ wT Ni NiZ* — -

+ WT Ni2*/H,0, Ni2* :l—J;

n gld* Ni2* Ni2* e

. 5

Abb. 11: Sensibilisierung gegen Nickel in oral behandelten und unbehandelten FasL-defizienten gld--
Mausen. Die Gruppen 5 - 8 erhalten fiir 4 Wochen 10 mM NiCl, im Trinkwasser, die Gruppen 1 - 4
hingegen normales Trinkwasser. Die Sensibilisierung und Ausldsung der Zweitantwort erfolgen wie in
Material und Methoden beschrieben. Die Gruppen 3 + 4 zeigen die Sensibilisierung von naiven gld- Tieren
im Vergleich zu der von naiven C57BL6 WT-Tieren (Gruppen 1 + 2). FasL-defiziente Mause lassen sich
bereits mit Ni2* (Gruppe 3) sowie mit Ni2*/H,0, sensibilisieren (Gruppe 4), im Gegensatz zu WT Mausen,
die Ni?*/H,0, erfordern (Gruppe 2). Nach 4-wdchiger oraler Gabe von 10 mM NiCl, im Trinkwasser ist die
Sensibilisierung der WT-Mause auch mit Ni?*/H,0, nicht mehr mdglich (Gruppe 6), sie werden tolerant
gegen Nickel. Die gld”- Tiere konnen nach 4-wéchiger oraler Behandlung mit 10 mM NiCl, immer noch
sowohl durch Ni2* allein (Gruppe 7), als auch durch Ni?*/H,0, (Gruppe 8) sensibilisiert werden.

Wie bereits in Abb. 10 gezeigt, lassen sich C57BL6 WT-M4use nicht durch Injektion mit Ni**
sensibilisieren (Gr. 1), fir eine erfolgreiche Sensibilisierung ist die Verwendung von H,0, als
Adjuvans erforderlich (Gr. 2). Nur nach Sensibilisierung mit Ni**/H,0, entwickeln die Tiere eine
Hypersensibilitatsreaktion in Form der Ohrschwellung. Werden jedoch Tiere des FasL-defizienten
gld” Stammes mit Ni?* injiziert, so reicht dies bereits zur Sensibilisierung aus (Gr. 3), sie entwickeln
eine Zweitreaktion gegen Nickel, die sich in Form der Ohrschwellung manifestiert, ebenso wie bei den
Tieren, die mit Ni**/H,0, sensibilisiert werden (Gr. 4). Hier zeigt sich eine Ubereinstimmung mit der
Situation in Fas-defizienten Tieren (vgl. Abb. 10, Gr. 3), auch hier ist die Injektion von Ni?* bereits
ausreichend fiir die Sensibilisierung gegen Nickel. Die orale Behandlung von WT-Mé&usen mit Ni?* im
Trinkwasser flihrt zur Induktion der Nickel-Toleranz, die Hypersensibilitatsreaktion, die bei
unbehandelten Ma4&usen nach Sensibilisierung mit Ni%*/H,0, entsteht, wird in den oral tolerisierten
Tieren unterdriickt (Gr. 6). Anders verhlt es sich bei den Tieren des gld” Stammes. Bei ihnen fiihrt
die orale Applikation mit Nickel nicht zur Induktion von Toleranz, sie entwickeln sowohl nach
Sensibilisierung mit Ni** (Gr. 7) als auch nach Sensibilisierung mit Ni**/H,0, (Gr. 8) eine
Zweitantwort bei erneuter Injektion mit Nickel . Im Gegensatz zu den Tieren des Ipr’” Stammes, bei
denen die Auslosung der Hypersensibilitdt durch Ni** aufgrund der oralen Gabe von Nickel
unterbunden werden kann, ist dies bei den Tieren des gld"' Stammes nicht der Fall.

Diese Ergebnisse zeigen, das die durch Fas-FasL-induzierte Apoptose eine wichtige Rolle bei der
Induktion der Nickel-Toleranz spielt. Offensichtlich bestehen jedoch Unterschiede in der Bedeutung
der verschiedenen Molekille fiir die Toleranzinduktion. Wéhrend beim Fehlen von Fas die durch Ni?*
ausgeldste Sensibilisierung unterdriickt werden kann, ist dies bei Abwesenheit von funktionellem FasL
nicht der Fall. Offensichtlich ist FasL flr die Induktion der Toleranz von groRerer Bedeutung als Fas.
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3.5.3 Ubertragung der Toleranz durch Transfer von WT-Zellen in Fas und FasL defiziente
Mause

Die Ergebnisse in 3.5.1 und 3.5.2 belegen, dal} Fas- und FasL-defiziente Mause durch Injektion mit
Ni?* und Ni%*/H,0, gegen Nickel sensibilisiert werden konnen, wie die entstehende
Hypersensibilitatsreaktion bei erneutem Kontakt mit Nickel-lonen beweist. Die orale Behandlung mit
Ni?* filhrt jedoch nicht wie in WT-Tieren zur Induktion einer vollstandigen Toleranz gegen Nickel.
Die Sensibilisierung von Ipr” Tieren durch Ni** wird verhindert, nicht jedoch die Sensibilisierung
durch Ni**/H,0,. In gld"' Tieren ist die Beeintrachtigung der Toleranzinduktion noch gravierender,
trotz oraler Applikation von Nickel kénnen diese Tiere immer noch sogar durch Ni** sensibilisiert
werden. Um die Rolle der Apoptose in der Toleranzinduktion genauer analysieren zu kénnen, wurde
in den folgenden Experimenten versucht, die Toleranz durch den Transfer von Milzzellen toleranter
WT-Spender auf Fas- bzw. FasL-defiziente Empfanger zu tbertragen. Durch gezielten Transfer von T-
oder B-Zellen toleranter WT-Spender wurde die Bedeutung der Apoptose fur die transferierten
Zelltypen untersucht, um Aussagen dariber zu machen, welche dieser Zellen im Verlauf der
Toleranzinduktion im Empfanger die Apoptose induzieren, also FasL exprimieren mussen, und welche
den Zelltod durch die Ligation von Fas erleiden. Dabei wurde durch den Transfer das Zellrepertoire
der Fas- oder FasL- defizienten Empfénger mit Zellen supplementiert, die in der Lage sind, diese
Molekile in funktioneller Form zu exprimieren. Fuhrt diese Supplementation zur Induktion der
Toleranz in Gen-defizienten Tieren, bedeutet dies, dal die Expression des untersuchten Molekdls, Fas
oder FasL, auf dem ubertragenen Zelltyp im Empfanger erforderlich ist. Aufgrund dieser Zelltransfers
kann auf die Funktion der unterschiedlichen Zelltypen wahrend der Toleranzinduktion in der oral
behandelten WT-Maus geschlossen werden. Zundchst wurde jedoch durch den Transfer des gesamten
Lymphozytenkontingents der Milz getestet, ob es liberhaupt moglich ist, die Toleranz auf diese Tiere
zu Ubertragen.

3.5.3.1 Transfer der Toleranz durch Lymphozyten in Fas-defiziente Empféanger

In diesem Experiment wurden Milzzellen toleranter C57BL6-Spender in Fas-defiziente Empféanger des
Ipr”~ Stammes transferiert. Einen Tag nach dem Transfer wurden die Empfanger entweder mit Ni**
oder Ni**/H,0, sensibilisiert, 10 Tage spater wurde die Zweitantwort durch Injektion von Ni?* in die
Ohren ausgeldst, weitere zwei Tage spéter erfolgte die Messung der Ohrdicke. Die Ergebnisse sind in
Abb. 12 dargestellt.
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Donor (WT) Empfanger Ohrschwellung x10-2mm + SEM
Oral Ni  Milzzellen ~ Stamm Sensibilisierung Auslds. 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0
1 1 1 1
+ 107 WT NiZ* Ni2* H
" 107 WT  NiZ/H,0,  Ni?* -—/ :
;
- 107 WT Ni%*/H,0, Niz* —
+ 107 Ipr-+- Ni2* NiZ 1
+ 107 Ipr  Ni*/H,0, Ni2* ¥
;
- 107 lprv  Ni*/H,0,  Ni&* —

Abb. 12: Milzzellen toleranter Spender Ubertragen die Toleranz auf Fas-defiziente Empfénger. Die
toleranten Spender erhielten tber einen Zeitraum von 4 Wochen 10 mM NiCl, oral Uber das Trinkwasser, die
naiven Spender normales Trinkwasser. AnschlieBend wurden jeweils 107 Milzzellen pro Empfanger
Ubertragen. Die Sensibilisierung erfolgte durch s.c. Injektion der Empfénger mit 10 mM NiCl, oder 10 mM
NiCl, in 1% H,0, (Ni?*/H,0,) wie bereits beschrieben. Die Zweitantwort wurde durch Injektion von 10 mM
NiCl, in die Ohren ausgeldst, 2 Tage spéter erfolgte die Messung der Ohrschwellung. Die Gruppen 1 - 3
zeigen die Situation in C57BL6 WT Empfangern, die Gruppen 4 - 6 in lpr’- Empfangern. Die Gruppen 1, 2,
4 und 5 erhielten Milzzellen toleranter Spender, die Gruppen 3 + 6 erhielten Zellen naiver Spender. Der
Transfer toleranter Milzzellen fiihrt zur Induktion von Toleranz sowohl in WT Empfangern (Gr. 2), als auch
in Fas-defizienten Empfangern (Gr. 4 + 5), was nicht nur die Auslosung der Hypersensibilitat durch Ni2*,
sondern auch durch Ni?*/H,0, in diesem Stamm verhindert.

Dieses Experiment zeigt, daB C57BL6 Mause, die einen Transfer von Milzzellen toleranter Spender
erhalten haben, Toleranz gegen Nickel entwickeln. Weder die Sensibilisierung mit Ni** (Gr. 1) noch
mit Ni**/H,0, (Gr. 2) l6st nach erneutem Kontakt mit Nickel eine Zweitantwort aus. Werden jedoch
die Empfanger von Milzzellen unbehandelter Spender mit Ni**/H,0, sensibilisiert, zeigt sich nach der
erneuten Injektion mit Ni** eine Zweitantwort in Form erhdhter Ohrschwellung (Gr. 3). Auch in Fas-
defiziente Empfanger l&sst sich die Toleranz gegen Nickel durch den Transfer von Milzzellen
toleranter Spender Ubertragen. Die Fas-defizienten Empfanger toleranter Zellen lassen sich weder
durch Ni** (Gr. 4) noch durch Ni**/H,0, (Gr. 5) sensibilisieren. Erhalten die Tiere dieses Stammes
jedoch Zellen unbehandelter naiver Spender, so entwickeln sie nach Sensibilisierung mit Ni*/H,0,
und dem Auslosen der Zweitantwort eine erhéhte Ohrschwellung (Gr. 6). Dieses Ergebnis beweist,
dal? die Toleranz auch auf Fas-defiziente Tiere durch Zelltransfer Ubertragbar ist, obwohl diese Tiere
selbst durch orale Behandlung mit Ni?* keine vollstédndige Toleranz gegeniiber Nickel entwickeln. Im
nachsten Experiment wurde ein identischer Transfer in Empfanger des FasL-defizienten gld”
Stammes durchgefiihrt.

3.5.3.2 Transfer der Toleranz durch Lymphozyten in FasL-defiziente Empfénger

Der Transfer von Zellen toleranter C57BL6 WT-Spender auf FasL-defiziente Empfanger erfolgte
analog zu dem in 3.5.3.1 beschriebenen Experiment. Nach der Ubertragung der Zellen wurden die
Empfénger wie beschrieben sensibilisiert, und nach Auslésung der Zweitantwort durch Injektion von
Ni?* in die Ohren wurde die Induktion der Hypersensibilitat bzw. der Toleranz gegen Nickel mit dem
Maus-Ohrschwellungstest ermittelt (Abb. 13).
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Donor (WT) Empfanger Ohrschwellung x10-2mm + SEM

Oral Ni  Milzzellen ~ Stamm Sensibilisierung Auslds. 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0
1 1 1

+ 107 WT Ni2* NiZ -
;
+ 107 wT Ni?*/H,0, Ni2* %
;
- 107 wWT Ni%*/H,0, Ni2* =
+ 107 gld-" Ni2* Niz*
+ 107 gld”  NiZ*/H,0, NiZ* it
]¢
) 107 gld*  Ni2/H,0,  Ni?* —l

Abb. 13: Milzzellen toleranter Spender Ubertragen die Toleranz auf FasL-defiziente Empféanger. Die
toleranten Spender erhielten Gber einen Zeitraum von 4 Wochen 10 mM NiCl, oral ber das Trinkwasser, die
naiven Spender normales Trinkwasser. AnschlieBend wurden jeweils 107 Milzzellen pro Empféanger
ubertragen. Die Sensibilisierung erfolgte durch s.c. Injektion der Empfanger mit 10 mM NiCl, oder 10 mM
NiCl, in 1% H,0, (Ni?*/H,0,) wie bereits beschrieben. Die Zweitantwort wurde durch Injektion von 10 mM
NiCl, in die Ohren ausgeldst, 2 Tage spater erfolgte die Messung der Ohrschwellung. Die Gruppen 1 - 3
zeigen die Situation in C57BL6 WT Empfangern, die Gruppen 4 - 6 in gld’- Empfangern. Die Gruppen 1, 2,
4 und 5 erhielten Milzzellen toleranter Spender, die Gruppen 3 + 6 erhielten Zellen naiver Spender. Der
Transfer toleranter Milzzellen flihrt zur Induktion von Toleranz sowohl in WT Empféngern (Gr. 2), als auch
in FasL-defizienten Empfangern (Gr. 4 + 5), was nicht nur die Auslosung der Hypersensibilitat durch Ni2*
(Gr. 4), sondern auch durch Ni?*/H,0, (Gr. 5) in diesem Stamm verhindert, analog zu Fas-defizienten
Empféangern (Vgl. Abb. 12)

Wie bereits in den vorangegangenen Experimenten gezeigt, verhindert der Transfer von Milzzellen
toleranter Spender die Sensibilisierung von C57BL6 WT-Empfangern gegen Nickel durch die
Injektion von Ni**/H,0, (Gr. 2), die Tiere dieser Versuchsgruppe zeigen eine signifikant reduzierte
Ohrschwellung gegeniber den Empfangern von Zellen naiver unbehandelter Spender, die auf die
gleiche Art sensibilisiert werden (Gr. 3). Ahnlich ist die Situation in Empfangermausen des FasL-
defizienten gld”" Stammes. Erhalten diese Tiere einen Transfer von Milzzellen toleranter WT-Spender,
so wird sowohl die Sensibilisierung durch Ni?* (Gr. 4), die bei Tieren dieses Stammes selbst nach
oraler Behandlung mit Ni** beobachtet wird (vgl. Abb. 11, Gr. 3 + 7), als auch die Sensibilisierung
durch Ni**/H,0, (Gr. 5) unterbunden (vgl. Abb. 11, Gr. 4 + 8). Stammen die transferierten Zellen
jedoch von unbehandelten naiven Spendern, entwickeln die Tiere eine deutliche Ohrschwellung nach
Sensibilisierung mit Ni**/H,O, und anschlieBender Auslésung der Zweitantwort. Dieses Ergebnis
zeigt, dall durch den Transfer von Milzzellen toleranter Spender die Sensibilisierung von FasL-
defizienten Mausen durch Ni?* und Ni?*/H,O, verhindert werden kann, und Toleranz gegen Nickel
induziert wird, obwohl diese Tiere selber durch orale Behandlung mit Nickel nicht tolerisiert werden
konnen (vgl. Abb. 11). Offenbar werden durch den Transfer die Zellen Ubertragen, deren FasL-
Expression flr die Induktion der Toleranz gegen Nickel erforderlich ist, so dal dieser ProzeR
stattfinden kann.

Ungewdhnlich in diesem Experiment ist der Unterschied der Ohrschwellung zwischen den Tieren der
Gruppe 1 und 2, die beide einen Transfer toleranter Spenderzellen erhalten haben, ebenso der
Unterschied zwischen den Empfangern naiver Zellen beider Staimme (Gr. 3 + 6). Im Gesamtvergleich
weisen alle Empfanger des gld” Stammes eine recht geringe Ohrschwellung in diesem Experiment
auf. Eine mdgliche Ursache hierfiir kénnte in dem Alter der verwendeten gld” Mause liegen, die alle
aus der hauseigenen Zucht stammen. Dabei ist aufgrund der experimentellen Planung in seltenen
Fallen nicht zu vermeiden, da wegen der bendtigten Tierzahlen auch noch recht junge Tiere zum
Einsatz kommen, die altersbedingt schon eine geringere Ausgangsohrdicke aufweisen. Da als



68

Ausgangsohrdicke ein in vielen Experimenten gemessener Mittelwert bei der Berechnung der
Ohrschwellung von der tatséchlich ermittelten Ohrdicke subtrahiert wird, kann es aufgrund des Alters
der Tiere vorkommen, das solche experimentellen Gruppen niedrigere Ohrschwellungen aufweisen.
Wichtig ist in solchen Féllen, dal zumindest die Signifikanz der Unterschiede zwischen den
experimentellen Gruppen des gleichen Stammes gegeben ist. Dies ist hier der Fall.

In den folgenden Experimenten wurde weiter untersucht, welche Zellpopulationen der Ubertragenen
Zellen FasL exprimieren missen, um im Empfanger Apoptose induzieren zu kénnen, und welche Fas
exprimieren missen, um durch Apoptose zu sterben. Zu diesem Zweck wurden zundchst aufgereinigte
T- und B-Zellen oral tolerisierter Spender in FasL-defiziente Empfénger tbertragen, und die Induktion
der Toleranz durch die Messung der Ohrschwellung berprift.

3.5.3.3 Transfer von T-Zellen in FasL-Defiziente Mause

In diesem Experiment wurde untersucht, ob die Auslésung von Apoptose durch T-Zellen des
toleranten Spenders fiir die Induktion der Nickel-Toleranz im Empfénger verantwortlich ist, oder ob
die T-Zellen selber durch Apoptose sterben mussen. Trifft die erste Mdglichkeit zu, dann sollten die
T-Zellen toleranter WT-Spender, die den funktionellen FasLiganden exprimieren, dazu in der Lage
sein, das T-Zellrepertoire des FasL-defizienten Empfangers zu supplementieren und die Apoptose von
Empfangerzellen auszulosen, was die Induktion der Toleranz nach sich zieht. Ist die zweite
Moglichkeit zutreffend, dann sollte durch den Transfer von WT T-Zellen in die gld” Empfanger keine
Ubertragung der Toleranz maoglich sein, da die Zellen des Empfangers aufgrund des defekten
FasLiganden keine Apoptose induzieren konnen. Der Ausgang dieses Experimentes ist in Abbildung
14 dargestellt.

Donor (WT) Empfanger Ohrschwellung x10-2mm + SEM
Oral Ni  T-Zellen Stamm Sensibilisierung  Auslds. 10.0 1&'7.0 2(?.0 25|.0
- 10® wT Ni2* Ni2* I—i
+ a0 wT Ni2* N | H
- 103 WT  Ni2/H,0,  Niz* H
10 wr w0, N [
- 103 gld-- Ni2* Ni2* _,
+ 108 gld-- Ni2* Ni2* -—l ] %
"
- 108 gld  NiZ/H,0,  Ni?* H i
"
+ 10 gids  NiZYH,0,  Ni?* _—< }*

Abb. 14: T-Zellen toleranter WT Spender allein Ubertragen bereits die Toleranz auf FasL-defiziente
Empfanger. Die toleranten Spender erhielten Gber einen Zeitraum von 4 Wochen 10 mM NiCl, oral Gber
das Trinkwasser, die naiven Spender normales Trinkwasser. AnschlieBend wurden jeweils 103 T-Zellen
(APZ-depletierte Milzzellen) pro Empfanger Ubertragen. Die Sensibilisierung erfolgte durch s.c. Injektion
der Empfénger mit 10 mM NiCl, oder 10 mM NiCl, in 1% H,0, (Ni2*/H,0,) wie bereits beschrieben. Die
Zweitantwort wurde durch Injektion von 10 mM NiCl, in die Ohren ausgeldst, 2 Tage spéter erfolgte die
Messung der Ohrschwellung. Die Gruppen 1 - 4 zeigen das Ergebnis bei C57BL6 WT Empfangern, die
Gruppen 5 - 8 bei gld’- Empfangern. Die Gruppen 2, 4, 6 und 8 erhielten T-Zellen toleranter Spender, die
Ubrigen erhielten Zellen naiver Spender. Der Transfer toleranter T-Zellen fuhrt zur Induktion der Toleranz
sowohl in WT Empfangern (Gr. 4), als auch in FasL-defizienten Empféangern (Gr. 6 + 8), was nicht nur die
Auslosung der Hypersensibilitat durch Ni* (Gr. 6), sondern auch durch Ni2*/H,0, (Gr. 8) in diesem Stamm
verhindert.
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Wie bereits in den vorangegangenen Experimenten gezeigt, filhrt die Injektion von Ni** nicht zur
Sensibilisierung von WT-Méausen, bei erneuter Injektion von Ni?* kommt es nicht zur Auslésung einer
Zweitantwort, unabhangig davon, ob die Tiere zuvor einen T-Zelltransfer von naiven oder toleranten
Spendern erhalten haben (Gr. 1 + 2). Erfolgt die Sensibilisierung jedoch mit Ni**/H,0,, so entwickeln
die Empfanger der T-Zellen naiver Spender eine deutliche Ohrschwellung nach Ausldsung der
Zweitantwort (Gr. 3), wéhrend die Empfénger der T-Zellen toleranter Spender nicht sensibilisiert
werden, die Zweitantwort auf Nickel bleibt aus, sie zeigen keine erhéhte Ohrschwellung (Gr. 4). Wie
bereits in Abb. 12 gezeigt, sind Mause des FasL-defizienten gld” Stammes bereits durch die Injektion
von Ni%" sensibilisierbar, und dies andert sich auch durch den Transfer der T-Zellen unbehandelter
Spender nicht, wie die Ausbildung der Zweitantwort zeigt (Gr. 5). Erhalten die Tiere vor der
Sensibilisierung durch Ni** jedoch die T-Zellen eines toleranten WT-Spenders, so wird die
Zweitantwort unterdriickt (Gr. 6). Analog dazu verhalten sich die gld” Empfanger naiver oder
toleranter Spender-T-Zellen nach Sensibilisierung mit Ni*/H,0,. Die Empfanger von T-Zellen
unbehandelter WT-Spender weisen eine deutliche Zweitreaktion auf (Gr. 7), wahrend die Ohr-
schwellung bei den Empféangern toleranter Spender-T-Zellen niedrig ist (Gr. 8).

Das Ergebnis dieses Experimentes zeigt eindeutig, dal die Toleranz durch Transfer von T-Zellen, die
einen funktionellen FasLiganden exprimieren, auf FasL-defiziente gld” Empfanger tbertragen werden
kann. Dies beweist, dal3 die Unfahigkeit dieser Tiere zur Toleranzinduktion gegen Nickel auf der
fehlenden Expression des FasLiganden auf ihren T-Zellen beruht. Dies legt den Schlul? nahe, daB die
Aufgabe der T-Zellen wéhrend der Induktionsphase der Toleranz darin besteht, andere Zellen durch
die Fas-FasL-vermittelte Apoptose zu toten.

3.5.3.4 Transfer von B-Zellen in FasL-Defiziente Mause

In diesem Experiment wurde analog zum Transfer von WT-T-Zellen, der in 3.5.3.3 beschrieben ist,
eine identische Menge B-Zellen toleranter WT-Spender auf FasL-defiziente Empféanger Ubertragen,
um festzustellen, ob die Expression des funktionellen FasLiganden auch auf der Oberflache von B-
Zellen wahrend der Induktion der Nickel-Toleranz erforderlich ist. Nach dem Transfer wurden die
Empféanger wie bereits beschrieben sensibilisiert, nach weiteren 10 Tagen wurde die Zweitantwort
gegen Nickel in den Ohren ausgel6st. Wenn die Expression von FasL fiir die Toleranzinduktion von
Bedeutung ist, dann sollten die Ubertragenen WT-B-Zellen das B-Zellrepertoire der Empféanger
supplementieren kénnen und so die Induktion der Toleranz ermdglichen. Die ermittelten Resultate
stellt Abbildung 15 dar.
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Donor (WT) Empfanger Ohrschwellung x10-2mm + SEM
Oral Ni  B-Zellen Stamm  Sensibilisierung  Ausl6s. 15.0 20.0 25.0
1 1

- 108 WT Niz* Ni2* —
+ 103 WT Ni2* Ni2* — 3

]*
- 103 wT NiZ*/H,0, Ni%* —I]

X
+ 108 WT Ni%*/H,0, Ni2*
+ 108 gld-- Niz* Ni2*

;

- 103 gld”  NiZ/H,0, Ni%* = r %

Abb. 15: B-Zellen toleranter WT Spender konnen keine Toleranz auf FasL-defiziente Empfanger
lbertragen. Die toleranten Spender erhielten tber einen Zeitraum von 4 Wochen 10 mM NiCl, oral Gber
das Trinkwasser, die naiven Spender normales Trinkwasser. AnschlieBend wurden jeweils 103 B-Zellen (T-
Zell- und DZ-depletierte Milzzellen) pro Empféanger Ubertragen. Die Sensibilisierung erfolgte durch s.c.
Injektion der Empfanger mit 10 mM NiCl, oder 10 mM NiCl, in 1% H,0, (Ni?*/H,0,) wie bereits
beschrieben. Die Zweitantwort wurde durch Injektion von 10 mM NiCl, in die Ohren ausgeldst, 2 Tage
spater erfolgte die Messung der Ohrschwellung. Die Gruppen 1 - 4 zeigen das Ergebnis bei C57BL6 WT
Empfangern, die Gruppen 5 - 7 bei gld’ Empfangern. Die Gruppen 2, 4, 5 und 7 erhielten B-Zellen
toleranter Spender, die Ubrigen erhielten Zellen naiver Spender. Der Transfer toleranter B-Zellen fihrt zur
Induktion der Toleranz in WT Empféngern (Gr. 4), jedoch nicht in FasL-defizienten Empfangern, die durch
Ni?*/H,0, sensibilisiert werden (Gr. 7). Die Sensibilisierung der FasL-defizienten Empfénger durch Ni?*
wird jedoch verhindert (Gr. 5).

Wie bereits in vielen vorangegangenen Experimenten gezeigt, fihrt die Injektion von WT-Tieren mit
Ni?* alleine nicht zur Sensibilisierung (Gr. 1 + 2, Sensibilisierungskontrolle). Analog zum Transfer
von T-Zellen (vgl. Abb. 14, Gr. 4), und wie von Roelofs-Haarhuis et al. (2003) beschrieben, flhrt der
Transfer von B-Zellen toleranter Spender zur Induktion der Nickel-Toleranz in WT-Empfangern (Gr.
4), wahrend der Transfer von B-Zellen unbehandelter Spender die Sensibilisierung durch Ni**/H,0,
nicht verhindern kann (Gr. 3). Werden B-Zellen toleranter WT-Spender in Empfanger des gld™
Stammes iibertragen, so ist es nicht mehr méglich, diese Tiere durch die Injektion von Ni?* alleine zu
sensibilisieren (Gr. 5). Keinen Einfluf jedoch hat der Transfer tolerogener B-Zellen auf die
Sensibilisierung durch Ni**/H,0,, die gld”" Empfanger tolerogener WT-B-Zellen entwickeln nach wie
vor eine Hypersensibilitat gegen Nickel (Gr. 8), das Ausmal} dieser Immunantwort ist vergleichbar mit
dem, welches Empféanger von B-Zellen unbehandelter WT-Spender zeigen (Gr.7).

Dieses Experiment zeigt, daB der Transfer von B-Zellen, die eine funktionelle Form des FasLiganden
besitzen, nicht die Hypersensibilitit gegen Nickel verhindern kann. Demzufolge spielt die Expression
von FasL auf B-Zellen keine Rolle bei der Induktion der Nickel-Toleranz. Dabei besteht aber
offensichtlich ein Unterschied hinsichtlich der Art der Sensibilisierung. Der Transfer tolerogener B-
Zellen kann die Sensibilisierung durch Ni?* alleine verhindern, nicht jedoch die Sensibilisierung durch
Ni?* zusammen mit dem Adjuvans Wasserstoffperoxid (H,0,). In diesem Zusammenhang kann aber
nicht entschieden werden, ob dieser Unterschied von der Expression des FasLiganden abhéngt, oder
ob die Ubertragung tolerogenen Materials durch die B-Zellen anderweitig fir die Unterdriickung der
Sensibilisierung durch Ni?* verantwortlich ist. Hierbei scheint es sich nur um eine unvollstandige
Form der Toleranz zu handeln, da dieser Status durch die Verwendung eines Adjuvans bei der
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Sensibilisierung durchbrochen wird. Fur die Induktion einer vollstdndigen Toleranz gegen Nickel
spielt die FasL-Expression durch B-Zellen jedenfalls keine Rolle.

3.5.4 Ubertragung der Toleranz durch Zelltransfer von Fas und FasL defizienten Mausen

Die im vorangegangenen Kapitel beschriebenen Daten wurden aufgrund der Supplementation des
Zellrepertoires von Gen-defizienten M&usen mit Zellen von WT-Spendern erlangt. In den folgenden
Experimenten wird eine genau entgegengesetzte Strategie verfolgt. Nun werden Zellen Gen-
defizienter Spender, die selber keine Toleranz entwickeln, auf C57BL6 WT-Empfénger Ubertragen.
Dies dient zur Kl&rung der Frage, ob sich trotz des Apoptosedefektes toleranziibertragende Zellen
entweder des einen oder des anderen Typs (T- oder B-Zellen) bilden kdnnen. Entspricht das den
Tatsachen, so bedeutet dies, dalR die Unfahigkeit der Gen-defizienten Mause zur Entwicklung der
Toleranz gegen Nickel in der gestorten Induktion der Apoptose von Zellen des einen Typs durch die
Zellen des anderen Typs begriindet liegt.

3.5.4.1 Transfer von T-Zellen Fas-defizienter Mause auf WT-Empfanger

Zunachst wurden aufgereinigte T-Zellen Fas-defizienter Ipr” Spender, die tiber 4 Wochen Ni®* durch
orale Applikation im Trinkwasser erhalten haben, auf WT-Empfanger (ibertragen. Die Sensibilisierung
und Ausldsung der Zweitantwort bei den Empfangern erfolgte wie bereits beschrieben (Abb. 16).

Donor Empféanger (WT)

Ohrschwellung x10-2mm + SEM
Oral Ni  Stamm T-Zellen Sensibilisierung Auslés. 125 150 175 20.0 225 25.0
1 1 1 1

]

- Ipr 103 Ni2* Ni2* —
+ lpr’- 108 NiZ* Ni2* —
- WT 103 Ni2/H,0,  Ni?* —

}%
+ wT 108 Ni?*/H,0, Ni2* H
- lpr’- 108 Ni?*/H,0, Ni2* }
+  lpr- 108 Ni2/H,0, N2

Abb. 16: T-Zellen kénnen die Toleranz ohne Beteiligung von Fas (CD95) Ubertragen. In diesem
Experiment wurden 103 T-Zellen (APZ-depletierte Milzzellen) von Fas-defizienten Spendern (lpr’), die
Uber 4 Wochen oral mit 10 mM NiCl, im Trinkwasser behandelt wurden, auf naive C57BL6 WT-Empfénger
Uibertragen. Die Gruppen 1 + 2 dienen als Sensibilisierungskontrolle und zeigen, da mit Ni2* allein keine
Sensibilisierung der Empfanger erfolgt. Der Transfer von WT-T-Zellen (Gruppe 3 + 4) fuhrt zur Induktion
der Toleranz im Empfanger, wenn die T-Zellen von toleranten Spendern stammen (Gruppe 4). Auch lpr/- T-
Zellen (Gruppe 5 + 6) sind zum Transfer der Toleranz in der Lage, wenn der Spender vorher oral mit NiZ*
behandelt wurde (Gruppe 6).

Die Ergebnisse zeigen, daB WT-Méuse auch nach Transfer von Ipr’” T-Zellen nicht durch Ni?* allein
zu sensibilisieren sind, wobei es keine Rolle spielt, ob die iibertragenen Ipr”~ T-Zellen von
unbehandelten oder oral mit Ni** behandelten Fas-defizienten Spendern stammen, die Empfanger
zeigen keine erhohte Ohrschwellung (Gr. 1 + 2, Sensibilisierungskontrolle). Erhalten die Tiere einen
Transfer von WT-T-Zellen, die von unbehandelten naiven Spendern stammen, entwickeln sie nach
Sensibilisierung mit Ni?*/H,0, eine deutliche Hypersensibilitatsreaktion, die sich in erhohter
Ohrschwellung zeigt (Gr. 3). Stammen die transferierten T-Zellen hingegen von oral tolerisierten WT-
Spendern, so bleibt die Zweitantwort gegen Nickel aus, die Empfénger werden tolerant (Gr. 4).
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Analog dazu verhalt es sich bei Transfer von T-Zellen unbehandelter oder oral tolerisierter Ipr’
Spender. Stammen die T-Zellen von unbehandelten Fas-defizienten Spendern, fiihrt die
Sensibilisierung mit Ni**/H,0, zur Hypersensibilitit gegen Nickel, die nach Auslésung der
Zweitantwort entwickelte Ohrschwellung ist mit der von Empfangern naiver WT-T-Zellen
vergleichbar (Gr. 5). Stammen die Ubertragenen Fas-defizienten T-Zellen jedoch von oral mit Nickel
behandelten Tieren, wird die Sensibilisierung gegen Nickel unterdriickt, die Empfénger entwickeln
Toleranz (Gr. 6).

Dieser Befund ist bemerkenswert, zeigt er doch, dal} die Fas-defizienten Spender regulatorische T-
Zellen bilden kénnen, obwohl sie selber nicht tolerant werden. Die T-Zellen sind offensichtlich nicht
die Ziele der Apoptose, sonst ware die Ubertragung der Toleranz im beschriebenen Experiment nicht
mdoglich gewesen. Offensichtlich ist die Expression des Fas-Rezeptors auf der Oberflache eines
anderen Zelltyps erforderlich, der wahrend der Toleranzinduktion durch Apoptose getdtet wird.
Hierfir kommen somit noch die B-Zellen in Frage, da sich auch mit ihnen die Toleranz gegen Nickel
Ubertragen lasst. Diese Vermutung wurde im folgenden Experiment Uberpriift.

3.5.4.2 Transfer von B-Zellen Fas-defizienter Mause auf WT-Empfanger

In diesem Experiment wurden aufgereinigte B-Zellen Fas-defizienter Spender, die Uber 4 Wochen oral
mit Ni** behandelt wurden, auf naive WT-Spender (ibertragen, analog zu dem in Abschnitt 3.5.4.1
beschriebenen Transfer von T-Zellen. Daten eines identischen Transfers wurden auch in der
Dissertation von M. Nowak (2005), Abb. 3.2.2, gezeigt. Dieser Versuch gibt Aufschluf® dariiber, ob
die Expression von funktionellem Fas und somit die Apoptose der B-Zellen fir die Induktion der
Nickel-Toleranz erforderlich ist. Nach Sensibilisierung der Empfanger und Ausldsung der
Zweitantwort wurde die Induktion der Toleranz durch Ermittlung der Ohrschwellung tiberprift (Abb.
17).

Donor Empféanger (WT)
Ohrschwellung x 10-2mm + SEM
Oral Ni Stamm B-Zellen  Sensibilisierung  Auslés. 12.5 175 225 215
1 1 ]
- lpr 103 Ni2* Ni2* —
+ lpr” 103 Ni2* Ni2* —
- WT 103 Ni2*/H,0, Ni2* —%
+ WT 10° Ni#*/H,0, Ni2* ‘ ]’ d
- Ipr* 103 Ni?*/H,0, Ni* — ]_:

+

Abb. 17: B-Zellen missen funktionelles Fas (CD95) exprimieren, um Toleranz zu Ubertragen. In
diesem Experiment wurden 103 B-Zellen (CD11c-depletierte APZ) von Fas-defizienten Spendern (lpr’), die
uber 4 Wochen oral mit 10 mM NiCl, im Trinkwasser behandelt wurden, auf naive C57BL6 WT-Empféanger
Ubertragen. Die Gruppen 1 + 2 dienen als Sensibilisierungskontrolle und zeigen, daf mit Ni2* allein keine
Sensibilisierung der Empfénger erfolgt. Der Transfer von WT-B-Zellen (Gruppe 3 + 4) fuhrt zur Induktion
der Toleranz im Empfénger, wenn die B-Zellen von toleranten Spendern stammen (Gruppe 4). B-Zellen von
Ipr- Spendern (Gruppe 5 + 6) hingegen sind nicht dazu fahig, selbst wenn der Spender vorher oral mit Ni2*
behandelt wurde (Gruppe 6).
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WT-Empfanger Fas-defizienter B-Zellen lassen sich nicht durch Ni** sensibilisieren, unabhéngig
davon, ob die Spenderzellen von naiven Mausen (Gr. 1) oder von oral mit Ni?* behandelten Tieren
stammen (Gr. 2), in beiden Fallen entwickeln die Empfanger keine Zweitantwort gegen Nickel.
Erhalten die Tiere einen Transfer von B-Zellen unbehandelter WT-Spender, so fiihrt die Injektion mit
Ni?*/H,0, zur Sensibilisierung der Empfanger (Gr. 3), der Transfer von B-Zellen oral tolerisierter
Spender hingegen bewirkt, dall die Sensibilisierung unterbleibt (Gr. 4). Diese Gruppe dient zur
Kontrolle der Toleranzinduktion durch B-Zellen. Werden die Empfanger von B-Zellen unbehandelter
Fas-defizienter Spender mit Ni?*/H,0, sensibilisiert, entwickeln auch sie nach Auslésung der
Zweitantwort eine Hypersensibilitatsreaktion gegen Nickel, sie weisen eine erhdhte Ohrschwellung
auf (Gr. 5). Anders als der Transfer von T-Zellen oral tolerisierter Ipr’” Spender (vgl. Abb. 16, Gr. 6)
verhindert der Transfer von B-Zellen dieser Tiere die Sensibilisierung nicht, die Empfanger dieser
Versuchsgruppe weisen immer noch eine erhéhte Ohrschwellung auf (Gr. 6).

Dieses Ergebnis beweist, daf zur Ubertragung der Toleranz durch B-Zellen die Expression von Fas
auf der Oberflache dieser Zellen erforderlich ist. Es bestatigt die Vermutung, daf3 es die B-Zellen sind,
die wahrend der Induktion der Toleranz durch Fas-vermittelte Apoptose sterben missen. Bleibt die
Induktion der Apoptose aus, entsteht keine Toleranz. Die Daten aus diesem und den vorangegangenen
Experimenten deuten einen moglichen Mechanismus fiir die Induktion der Toleranz an: T-Zellen, die
einen funktionellen FasLiganden exprimieren, koénnen Toleranz auf FasL-defiziente Empfénger
Ubertragen (Abb. 14), wahrend B-Zellen dies nicht kénnen (Abb. 15). Diese T-Zellen miissen jedoch
kein funktionelles Fas-Molekil besitzen, um Toleranz zu (bertragen (Abb. 16), wahrend dies fiir die
Toleranzibertragung durch B-Zellen Voraussetzung ist (Abb. 17). Dies legt die Vermutung nahe, dal}
T-Zellen die Apoptose von B-Zellen im Empfanger induzieren. Wenn die T-Zellen kein funktionelles
FasL exprimieren, sind sie nicht dazu fahig, die B-Zellen durch Induktion der Apoptose zu téten,
besitzen die B-Zellen kein funktionelles Fas, kann ebenfalls keine Apoptose bei ihnen ausgeldst
werden, in beiden Fallen bleibt die Induktion der Toleranz aus.

Im umgekehrten Versuchsansatz soll nun die Bedeutung des FasLiganden geklart werden. Zu diesem
Zweck wird Gberpruft, ob auch FasL-defiziente Zellen die Toleranz auf WT-Empfanger Ubertragen
kdnnen, und wenn ja, welche. Dazu wurden zunéchst gesamte Lymphozyten FasL-defizienter Spender,
die oral mit Ni** behandelt wurden, auf WT-Empfanger tibertragen. AnschlieBend wurde die Induktion
der Toleranz mit dem Mausohrschwellungstest untersucht.

3.5.4.3 Transfer von Milzzellen FasL-defizienter Mause auf WT-Empféanger

Zunéchst wurden die Milzzellen FasL-defizienter Spender, die Uber einen Zeitraum von 4 Wochen
oral mit Ni** behandelt wurden, auf WT-Empfanger iibertragen. Nach der Sensibilisierung wurde die
Induktion der Toleranz im Empfanger durch die Untersuchung der Zweitantwort kontrolliert. Zur
Messung diente wiederum der Mausohrschwellungstest (Abb. 18).
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Donor Empfanger (WT) Ohrschwellung x10-2mm + SEM
Oral Ni Stamm  Milzzellen Sensibilisierung  Auslés. 10.0 15|'O 20"0 25{0 30.'0
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Abb. 18: Milzzellen oral behandelter FasL-defizienter Spender konnen Toleranz auf naive WT
Empfanger Ubertragen. Die behandelten Spender erhielten Gber einen Zeitraum von 4 Wochen 10 mM
NiCl, oral Uber das Trinkwasser, die naiven Spender normales Trinkwasser. AnschlieRend wurden jeweils
107, bzw. im Falle von Zellen tolerisierter gld-- Spender auch 105 und 104 Milzzellen pro Empfinger
Ubertragen. Die Sensibilisierung erfolgte durch s.c. Injektion der Empfénger mit 10 mM NiCl, oder 10 mM
NiCl, in 1% H,0, (Ni?*/H,0,) wie bereits beschrieben. Die Zweitantwort wurde durch Injektion von 10 mM
NiCl, in die Ohren ausgeldst, 2 Tage spéter erfolgte die Messung der Ohrschwellung. Die Gruppen 1 - 4
haben WT Spenderzellen erhalten, die Gruppen 5 - 10 Zellen von gld”- Spendern. Die Gruppen 2, 4, 6, und 8
- 10 erhielten Milzzellen tolerisierter Spender, die Ubrigen erhielten Zellen unbehandelter Tiere. Der
Transfer von tolerisierten FasL-defizienten Zellen induziert Toleranz in sensibilisierten WT Empféangern
(Gr. 8 - 10), ebenso wie der Transfer von Zellen toleranter WT Spender (Gr. 4), obwohl die gld” Spender
selber nicht tolerant werden (Vergl. Abb. 11). Fur den Transfer der Toleranz sind bemerkenswerterweise
bereits 105 sowie 104 gld’- Milzzellen ausreichend (Gr. 9 + 10).

Die Daten zeigen wiederum, daR die Empfanger von WT-Zellen nicht durch Ni?* sensibilisiert werden
kénnen (Gr. 1 + 2, Sensibilisierungskontrolle). Erhalten die Tiere jedoch eine Injektion von Ni**/H,0,
zwecks Sensibilisierung, entwickeln die Empfanger der Milzzellen unbehandelter Spender eine
Zweitantwort gegen Nickel (Gr. 3), wahrend die Empfanger von Zellen toleranter WT-Spender keine
Ohrschwellung zeigen, sie entwickeln Toleranz (Gr. 4). Auch nach dem Transfer von Milzzellen
FasL-defizienter Spender sind die WT-Empfanger nicht durch Ni?* zu sensibilisieren, unabhéngig von
der Behandlung des Zellspenders (Gr. 5 + 6, Sensibilisierungskontrolle). Werden die Empféanger der
gld”™ Spenderzellen hingegen mit Ni?*/H,O, sensibilisiert, so entwickeln nur die Empfinger von
Zellen unbehandelter Spender eine Zweitantwort (Gr. 7), die Empfanger von Zellen oral mit Ni**
behandelter FasL-defizienter Tiere hingegen weisen keine Ohrschwellung auf, sie werden tolerant (Gr.
8 — 10). Bemerkenswert dabei ist, daB fiir den Transfer der Toleranz bereits 10° (Gr. 9) und sogar nur
10* gld™ Spenderzellen ausreichend sind (Gr. 10), obwohl die Spender selber nicht tolerant werden
und sogar durch Ni?* alleine sensibilisiert werden kénnen (vgl. Abb. 11). Als nachstes stellt sich die
Frage, welche Zellen unter den FasL-defizienten Zellen flr den Transfer der Toleranz verantwortlich
sind. Zur Beantwortung dieser Frage werden im néchsten Experiment die aufgereinigten T-Zellen
FasL-defizienter Spender Ubertragen.

3.5.4.4 Transfer von T-Zellen FasL-defizienter Tiere auf WT-Empfanger

In diesem Versuch wurden 10° aufgereinigte T-Zellen FasL-defizienter Spender, die oral mit Ni**
behandelt wurden, auf WT-Empfanger ubertragen. Nach Sensibilisierung mit Ni?*/H,0, und
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Ausldsung der Zweitantwort durch Injektion von Ni** in die Ohren, wurde durch Messung der
Ohrschwellung die Art der entstehenden Reaktion untersucht (Abb. 19).

Donor Empfanger (WT) Ohrschwellung x10-2mm + SEM
Oral Ni Stamm T-Zellen Sensibilisierung  Auslés. 15.0 17.'5 2q.0 22|.5
- WT 103 NiZ*/H,0, Ni2* —
cow oo wemo, e [
- gld-" 108 Ni%*/H,0, NiZ ___&

=+

Abb. 19: T-Zellen oral behandelter FasL-defizienter Spender kdnnen keine Toleranz auf naive WT
Empfanger tbertragen. Die Spender wurden tolerisiert wie in Abb. 17 beschrieben. Anschlieend wurden
jeweils 10% T-Zellen (APZ-depletierte Milzzellen) pro Empfanger tbertragen. Die Sensibilisierung erfolgte
durch s.c. Injektion der Empfanger mit 10 mM NiCl, in 1% H,0, (Ni?*/H,0,) wie bereits beschrieben. Die
Zweitantwort wurde durch Injektion von 10 mM NiCl, in die Ohren ausgelst, 2 Tage spater erfolgte die
Messung der Ohrschwellung. Die Gruppen 1 + 2 haben WT Spenderzellen erhalten, die Gruppen 3 + 4
Zellen von gld-- Spendern. Die Gruppen 2 + 4 erhielten Milzzellen tolerisierter Spender, die iibrigen (Gr. 1 +
3) erhielten Zellen unbehandelter Tiere. Der Transfer von tolerisierten FasL-defizienten Zellen induziert
keine Toleranz in sensibilisierten WT Empfangern (Gr. 4), im Gegensatz zum Transfer von Zellen toleranter
WT Spender (Gr. 2).

Die Daten zeigen in Ubereinstimmung mit den bereits beschriebenen Experimenten, da Empfianger
von T-Zellen unbehandelter WT-Spender durch Ni%*/H,0, sensibilisiert werden, sie zeigen eine
Zweitantwort (Gr. 1). Erhalten die Tiere jedoch T-Zellen von Spendern, die eine 4-wdchige
Behandlung mit Ni?* im Trinkwasser erhalten haben, so zeigen sie eine niedrigere Ohrschwellung, sie
entwickeln Toleranz (Gr. 2). Im hier dargestellten Experiment ist der Unterschied in der
Ohrschwellung zwischen Gruppe 1 und 2 nicht signifikant, zeigt jedoch die gleiche Tendenz wie in
allen bisher durchgefiihrten Transfers von T-Zellen toleranter Spender auf naive WT-Empfanger.
Signifikant hingegen sind die Unterschiede in der Ohrschwellung zwischen den Gruppen, die T-Zellen
FasL-defizienter Spender erhalten haben (Gr. 3 + 4), und den Empfangern toleranter WT-T-Zellen
(Gr. 2). Dabei ist es unerheblich, ob die tbertragenen gld” T-Zellen von unbehandelten (Gr. 3) oder
oral mit Ni** behandelten Spendern stammen (Gr. 4), in beiden Fallen entwickeln die Empfanger eine
Zweitantwort. Das bedeutet, daR FasL-defiziente T-Zellen Ni?*-behandelter Spender keine Toleranz
auf naive Empfanger tbertragen kénnen, obwohl die gesamten Milzzellen dieser Spender dazu in der
Lage sind (vgl. Abb. 18, Gr. 8 — 10). In diesem Fall ist die Toleranzlibertragung also auf andere Zellen
unter den Lymphozyten zuriickzufuhren.

Nach den bisherigen Ergebnissen handelt es sich dabei um die B-Zellen der FasL-defizienten Spender.
Fur sie ist die Expression des FasL-Liganden ohne Bedeutung, sie exprimieren jedoch funktionelles
Fas auf ihrer Oberflache, analog zu WT-B-Zellen. Das bedeutet, dal die Induktion der Apoptose bei
den gld” B-Zellen nicht beeintrachtigt ist. Die T-Zellen hingegen missen den funktionellen
FasLiganden auf ihrer Oberflache exprimieren, um Toleranz tbertragen zu kdnnen, also die Fahigkeit
besitzen, andere Zellen in Apoptose zu schicken. Die Tatsache, dal sie jedoch kein funktionelles Fas
besitzen missen, schliet bereits die Mdoglichkeit aus, daf sie die Apoptose anderer T-Zellen
(Brudermord, "fratricide™) oder ihren eigenen Tod (Selbstmord, “suicide™) induzieren. Die B-Zellen
hingegen bendétigen zum Transfer der Toleranz funktionelles Fas. Daher liegt es nahe, dal? sie wéhrend
der Induktion der Toleranz von den T-Zellen getdtet werden, also das Ziel der Apoptoseinduktion
sind. Bleibt die Induktion der Apoptose aus, entweder durch das Unvermdgen der T-Zellen zu tdten
oder das Unvermdgen der B-Zellen zu sterben, kommt es nicht zur Induktion der Toleranz. Dabei
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spielt es offensichtlich keine Rolle, welche der beteiligten Parteien in ihrer Funktion beeintrachtigt ist.
Diese Daten demonstrieren eindeutig, dal die Apoptose eine essentielle Voraussetzung fiir das
Entstehen von Toleranz ist.

3.6 Rolle von iNKT-Zellen in der Nickelallergie

In der Literatur finden sich viele Hinweise darauf, da? NKT-Zellen wichtig fiir die Kontrolle von
Autoimmunkrankheiten wie Diabetes und MS sind. Es konnte gezeigt werden, dal diese
Zellpopulation neben den Treg-Zellen eine weitere regulatorische Lymphozytensubpopulation
darstellt. Auch bei der Induktion der Toleranz im ACAID-Modell spielen diese Zellen eine wichtige
Rolle. Roelofs-Haarhuis et al. (2004) haben gezeigt, dal NKT-Zell-defiziente Tiere des Ja18"
Stammes, die keine invarianten NKT-Zellen besitzen, zwar wie beschrieben sensibilisiert werden
kdnnen, aber keine orale Toleranz gegen Nickel entwickeln. Adoptive Zelltransfers von oral mit
Nickel behandelten NKT-Zell-defizienten Spendern haben gezeigt, daR mit APZ, also T-Zell-
depletierten Milzzellen, die Toleranz auf naive WT-Empféanger Ubertragen werden kann, nicht jedoch
mit deren T-Zellen. Offensichtlich entwickeln diese Tiere tolerogene APZ, jedoch keine Treg-Zellen.
Substituiert man diese Tiere jedoch mit T-Zellen toleranter Wildtyp-Spender durch adoptiven
Zelltransfer, entwickeln auch Ja18" Tiere Nickeltoleranz. Hier zeigen sich deutliche Parallelen zur
Situation in FasL-defizienten Tieren, die ebenfalls keine Treg-Zellen bilden, aber tolerogene APZ,
speziell B-Zellen, besitzen.

Durch adoptiven Transfer von APZ eines toleranten Spenders l&sst sich keine Toleranz auf NKT-Zell-
defiziente Empfénger Ubertragen. Werden jedoch tolerogene APZ zusammen mit Milzzellen eines
naiven Spenders transferiert, die unter anderen eben auch NKT-Zellen beinhalten, kann die Toleranz
auf NKT-Zell-defiziente Empfanger tbertragen werden. Diese NKT-Zellen missen in der Lage sein,
die Zytokine IL-4 und IL-10 zu bilden, werden Milzzellen von IL-4- oder IL-10-defizienten naiven
Spendern fiir den Kotransfer verwendet, bleibt die Ubertragung der Toleranz ebenfalls erfolglos
(Roelofs-Haarhuis, 2004). Dartiberhinaus missen die in den kotransferierten Milzzellen enthaltenen
NKT-Zellen den Fas-Liganden FasL (CD95L) exprimieren, ansonsten wird ebenfalls keine Toleranz
ubertragen (Roelofs-Haarhuis, unverdffentlicht, personliche Kommunikation) (Abb. 20).

Adoptivtransfer

B-Zellen

WT NKT-defizient

.:H:. (Jal8H)
@ NKT-Zellen
/ CD95L*
IL-4+

IL-10*
Toleranz

Abb. 20: Toleranziibertragung durch B-Zellen erfordert die Anwesenheit von NKT-Zellen im
Empfénger. Schematisch dargestellt ist der Kotransfer von tolerogenen B-Zellen zusammen mit naiven
NKT-Zellen, die FasL sowie die Zytokine IL-4 und IL-10 produzieren, in NKT-Zell-defiziente Empfanger.
Ohne NKT-Zellen, die selber keinen Kontakt mit Nickel gehabt haben mussen, oder mit NKT-Zellen, die
eines der aufgefiihrten Proteine nicht bilden kdnnen, entwickeln die Empfanger keine Toleranz.
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Diese Beobachtungen zeigen, daB NKT-Zellen wichtige Funktionen bei der Induktion der oralen
Toleranz gegen Nickel besitzen, und dal3 dafiir sowohl die Expression von Zytokinen als auch die
Induktion der Apoptose durch diese besonderen Zellen eine entscheidende Rolle spielen. Die in dieser
Arbeit beschriebenen Beobachtungen zur Rolle der Apoptose in der oralen Induktion der Nickel-
Toleranz zeigen, dall T-Zellen, die NKT-Zellen beinhalten, FasL exprimieren mussen, wéhrend B-
Zellen Fas bendétigen, um die Induktion der Toleranz zu ermdglichen. Die T-Zellen missen also dazu
in der Lage sein, die Apoptose in anderen Zellen auszulésen, wéhrend sie selber nicht sterben. B-
Zellen hingegen missen durch Apoptose getotet werden kénnen, wéhrend die Fahigkeit, andere Zellen
toten zu kénnen fir B-Zellen nicht erforderlich ist. Dies fuhrt zu der Hypothese, dal wahrend der
Induktion der Nickel-Toleranz NKT-Zellen die Apoptose von B-Zellen induzieren, die dann von DZ
aufgenommen und in tolerogener Weise préasentiert werden, was letztendlich zur Bildung Antigen-
spezifischer Treg-Zellen und der Ausbildung der adaptiven regulatorischen Immunantwort fihrt. In
den folgenden Experimenten soll versucht werden, die verschiedenen Punkte néher zu spezifizieren.

3.6.1 Transfer von B Zellen in iINKT-defiziente Empfanger

Im Gegensatz zu Roelofs-Haarhuis et al., die fur die beschriebenen Zelltransfers ausschlielich APZ,
also ein Gemisch aus B-Zellen und DZ, verwendet haben, wurden in dieser Arbeit ausschlieRlich B-
Zellen fir die Transfers verwendet, also APZ, aus denen T-Zellen und DZ depletiert wurden, um
explizit das Schicksal der B-Zellen, ohne den Einflul® der DZ, untersuchen zu kénnen. Als Empfanger
dienten NKT-Zell-defiziente Tiere des Jal8” Stammes, um Aussagen Uber die Funktion der NKT-
Zellen bei der Induktion der Toleranz durch den Transfer von B-Zellen machen zu kénnen. Zunachst
wurde Uberprift, ob auch B-Zellen toleranter Wildtypspender, wie von Roelofs-Haarhuis fir
tolerogene APZ beschrieben, bei der Ubertragung der Toleranz in NKT-Zell-defiziente Empfanger
versagen (Abb. 21).

Spender (WT) Empfanger Ohrschwellung x102 mm +SEM
Oral Ni  B-Zellen Stamm  Sensibilisierung ~ Auslgs. 125 150 175 20.0 225 25.0
+ 103 WT NiZ*/H,0, NiZ* H
;
- 10° wWT NiZ/H,0,  Ni?* H
- 10° Jal8”  Ni**/H,0, Ni2* —

Abb. 21: Separierte B-Zellen Nickel-toleranter Spender kdnnen die Toleranz nicht in NKT-Zell-
defiziente Empféanger tbertragen. C57BL/6 Spendermduse wurden entweder oral tolerisiert oder blieben
unbehandelt. Die angegebenen Zahlen aufgereinigter B-Zellen aus der Milz wurden i.v. in naive syngene
WT-Empfanger (Gruppe 1 + 2) oder in Ja187- Empfinger (Gruppe 3 + 4) injiziert. Nach Sensibilisierung der
Empféanger mit Ni>*/H,0, und Auslésung der Zweitantwort in den Ohren mit Ni?* wurde die Ohrschwellung
gemessen.

Wie die unseparierten APZ toleranter Wildtypspender (Roelofs-Haarhuis, 2004) sind auch deren
aufgereinigte B-Zellen nicht dazu in der Lage, die Toleranz auf NKT-Zell-defiziente Empfénger zu
ubertragen (Abb. 21, Gr. 3), wahrend sie die Toleranz auf Wildtypempféanger, die sich nur durch die
Anwesenheit von NKT-Zellen unterscheiden, Ubertragen kdnnen (Gr. 1).

Tolerante T-Zellen kdnnen die Toleranz in NKT-Zell-defiziente Tiere tbertragen (Roelofs-Haarhuis,
2004), APZ oder aufgereinigte B-Zellen jedoch nicht. Werden jedoch NKT-Zellen zusammen mit B-
Zellen toleranter Spender transferiert, werden Jal18”-Empfanger tolerant, selbst wenn die
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Ubertragenen NKT-Zellen vorher keinen Kontakt mit Nickel hatten (Abb. 20). Diese NKT-Zellen
missen FasL exprimieren, die B-Zellen hingegen Fas, was darauf schlieBen lasst, daB sie fur die
Apoptose der B-Zellen verantwortlich sind (Abb. 22A). Besteht die Funktion der NKT-Zellen in der
Apoptoseinduktion der B-Zellen, dann sollte die Ubertragung der Toleranz in Ja.18"-Empfanger auch
ohne Kotransfer von NKT-Zellen erfolgen, wenn die Apoptose der B-Zellen kiinstlich induziert wird,
wie zum Beispiel durch y-Bestrahlung. Tatsachlich findet der Transfer der Toleranz in Jal18"
Empféanger durch apoptotische tolerogene B-Zellen oder in vitro mit Nickel beladene apoptotische B-
Zellen statt (Abb. 22B) (Nowak, unvertffentlichte Daten), obwohl unbestrahlte B-Zellen dies nicht
vermoégen (Abb. 21, Gr. 3). Offensichtlich sind mit der Apoptoseinduktion einhergehende
Verénderungen flr die tolerogene Wirkung der B-Zellen verantwortlich.
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Abb. 22: Funktion von NKT-Zellen bei der Induktion der Nickel-Toleranz. NKT-Zellen kénnen von
tolerogenen B-Zellen, die CD1d exprimieren, aktiviert werden und regulieren die Expression von FasL
(CD95L), sowie die Expression von Zytokinen wie IL-4 und IL-10 auf (A). Dies ist die Situation in WT-
Tieren und bei Kotransfer von B-Zellen und NKT-Zellen in NKT-Zell-defiziente Ja187 Empfanger. Die
Folge ist die Apoptose der tolerogenen B-Zellen, die eine erhdhte Expression von Fas (CD95) aufweisen
(Nowak, Dissertation). Das apoptotische Material wird von dendritischen Zellen aufgenommen und in
tolerogener Weise prasentiert, was zur Induktion von CD4* und CD8* Treg-Zellen fiihrt (Artik et al., 2001).
In (B) wird die Apoptose der tolerogenen B-Zellen durch y-Bestrahlung ausgeldst. Diese Zellen sind in der
Lage, nach Transfer die Nickel-Toleranz auch in Jal187 Empfangern zu induzieren (Nowak, pers.
Kommunikation). Die Apoptoseinduktion durch NKT-Zellen kann dabei durch die Bestrahlung ersetzt
werden. Dies deutet darauf hin, dal3 die Funktion von NKT-Zellen wahrend der Toleranzinduktion gegen
Nickel in der Induktion der Apoptose besteht.
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Somit ergeben sich mehrere Fragen: 1. Welche Veranderungen bewirkt die Apoptose der B-Zellen? 2.
Haben die von NKT-Zellen exprimierten Zytokine IL-4 und IL-10 eine Funktion bei der
Apoptoseinduktion der B-Zellen? 3. Werden diese Zytokine eventuell von apoptotischen B-Zellen
exprimiert? 4. Ist die Induktion der B-Zellapoptose die einzige Funktion der NKT-Zellen, oder spielen
sie eine Rolle in einem spateren Schritt der Toleranzinduktion, der auf die Apoptoseinduktion folgt?
Moglich wéren hier Wechselwirkungen mit DZ des Empféngers, die entweder Zell-Zell-Kontakt
erfordern, wie die Interaktion von CD1d mit dem invarianten TZR der NKT-Zelle, oder Kontakt-
unabhéangig sind, wie die Ausbildung einer spezifischen Mikroumgebung durch die Expression von
IL-4 und IL-10. In den folgenden Experimenten wurde untersucht, ob sich die Funktion der NKT-
Zellen wéhrend der Toleranzinduktion auf die Apoptoseinduktion beschrankt.

3.6.2 Ubertragung der Nickeltoleranz durch Transfer von "apoptotic bodies™ apoptotischer
B-Zellen toleranter Spender — Funktion der iNKT-Zellen bei der Induktionsphase der Ni-
Toleranz

Ein Kennzeichen apoptotischer Zellen ist die Abschnlirung von apoptotischen Vesikeln, den
sogenannten “apoptotic bodies"”, die bisher nur wenig charakterisiert sind. Wahrend (Uber die
Aufnahme apoptotischer Zellen Daten vorliegen (Witting, 2000; Chan, 2003), sind die Mechanismen
der Aufnahme und Degradation kleiner apoptotischer Vesikel weitgehend unerforscht. Ob fiur dieses
morphologisch verschiedene Material die gleichen Aufnahmemechanismen dienen, muB noch geklart
werden (Wiegand, 2001). Diese Vesikel enthalten apoptotisches Material der sterbenden Zellen,
besitzen jedoch selber keine enzymatische Aktivitdt mehr (Stolzing, 2004). Sie werden durch
rezeptorvermittelte Endozytose von phagozytierenden Zellen wie zum Beispiel Makrophagen
aufgenommen und degradiert. Hierfir ist neben anderen Rezeptoren der "Scavenger receptor" CD36
erforderlich (Ren, 1995; Stolzing, 2004).

Moglicherweise stellt die Erkennung und Aufnahme dieser apoptotischen Vesikel das Signal fiir die
tolerogene Prasentation von Antigen dar. Falls diese Hypothese zutrifft, sollte die Ubertragung der
Toleranz bereits durch den Transfer aufgereiniger "apoptotic bodies" alleine, ohne die Présenz
apoptotischer B-Zellen, mdglich sein. In der hier vorliegenden Arbeit wurde der Fokus auf die
Funktion der NKT-Zellen bei der Induktion der Toleranz gerichtet. Um zwischen den Effekten
unterscheiden zu konnen, die durch die sterbenden B-Zellen bzw. die "apoptotic bodies" bewirkt
werden, wurden in den folgenden Versuchen die "apoptotic bodies™ von apoptotischen B-Zellen
toleranter Spender prapariert und in Wildtyp- bzw. Jo18” Empfanger tibertragen. Wenn die Funktion
von NKT-Zellen bei der Toleranzinduktion in der Bereitstellung dieses Signals durch die Induktion
der Apoptose besteht, mifiten "apoptotic bodies™ allein bereits ausreichend sein, um in Abwesenheit
von NKT-Zellen Toleranz in Ja18" Empfangern zu induzieren (Abb. 23).
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Abb. 23: Hypothese zur Induktion der Nickel-Toleranz durch “apoptotic bodies“. Wenn die einzige
Funktion von NKT-Zellen in der Induktion der Apoptose besteht, dann sollte der Transfer von apoptotischem
Material ohne eigene physiologische Aktivitait die Toleranz auf naive NKT-Zell-defiziente Jal187
Empfanger Gbertragen.

In einem Vorversuch erfolgte jedoch zundchst der Transfer der "apoptotic bodies” in WT-Empfénger,
um festzustellen, ob diese Vesikel iberhaupt das Potential zur Ubertragung der Toleranz besitzen.

3.6.2.1 Transfer von "apoptotic bodies™ toleranter Spender-B-Zellen in WT-Empfanger

Zunéchst wurden Lymphozyten aus der Milz von toleranten und naiven WT-Spendern isoliert und B-
Zellen durch Depletion von T-Zellen und DZ aufgereinigt. Die Apoptose wurde durch y-Bestrahlung
mit einer Dosis von 600 rad induziert. AnschlieBend wurden die "apoptotic bodies" dieser Zellen
durch verschiedene aufeinanderfolgende Zentrifugationsschritte prépariert. Der Erfolg der Isolation
wurde durch Bestimmung der Proteinmenge in der Vesikelfraktion ermittelt. Anschliefend wurden
“apoptotic bodies" in einer Menge &quivalent zu 10° bzw. 10° B-Zellen adoptiv auf WT-Empfanger
Ubertragen. Nach Sensibilisierung gegen Nickel und Ausldsung der Zweitantwort wie bereits
beschrieben, wurde die Induktion der Nickel-Toleranz durch die Messung der Ohrschwellung
Uberpriift. Das Ergebnis dieses Experiments ist in Abb. 24 dargestellt.
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Abb. 24: Transfer der Toleranz durch “apoptotic bodies* toleranter B-Zellen. Nach Depletion von T-
Zellen und DZ aus Milzzellen naiver und toleranter WT-Spender wird die Apoptose der B-Zellen durch y-
Bestrahlung mit einer Dosis von 600 rad ausgeldst. Die “apoptotic bodies* werden durch mehrere
aufeinanderfolgende Zentrifugationsschritte prépariert, wie in Material und Methoden beschrieben. Der
adoptive Transfer erfolgt durch i.v. Injektion von “apoptotic bodies“ in einer Menge aquivalent zu 10° bzw.
108 B-Zellen auf naive WT-Empfanger. Nach Sensibilisierung durch Injektion von Ni?* oder Ni?*/H,0, und
Auslosung der Zweitantwort mit Ni2* in den Ohren erfolgt die Messung der Ohrschwellung. Die Gruppen 1
+ 2 dienen als Kontrolle, die Injektion von Ni2* lost keine Sensibilisierung bei Empfangern von “apoptotic
bodies* aus.

EZ3

Die Beobachtungen zeigen, daR die Empfanger von "apoptotic bodies" nicht durch Injektion von Ni**
zu sensibilisieren sind (Gr. 1 + 2, Sensibilisierungskontrolle). Stammen die Ubertragenen "apoptotic
bodies" von naiven Spendern, kann durch adoptiven Transfer keine Toleranz (bertragen werden, die
Empfanger entwickeln nach Sensibilisierung und Auslésung der Zweitantwort eine erhohte
Ohrschwellung (Gr. 3 + 5). Werden die "apoptotic bodies™ jedoch aus den B-Zellen toleranter Spender
generiert, so konnen sie die Toleranz gegen Nickel analog zu den B-Zellen selbst auf naive WT-
Empfanger Ubertragen, die Sensibilisierung dieser Tiere durch Ni**/H,O, ist nicht mehr méglich (Gr. 4
+ 6). Bemerkenswert ist die geringe Menge der apoptotischen Vesikel, mit der die Ubertragung der
Toleranz moglich ist. Bereits "apoptotic bodies" in einer Menge, die aquivalent zu 10° (Gr. 4) und
sogar nur 10° B-Zellen ist (Gr. 6), kénnen die Toleranz auf naive Empfanger Ubertragen. Dabei
entspricht dies einer fir die Praparation der Vesikel eingesetzten Zahl von 10° B-Zellen, die
tatséchlich (bertragene Materialmenge liegt durch Verluste wahrend der Praparation wahrscheinlich
noch darunter. Dieses Resultat verdeutlicht, da "apoptotic bodies" ein sehr potentes Material zur
Ubertragung der Toleranz darstellen. Da es sich hierbei um einen Zell-freien Transfer gehandelt hat,
kann ein aktiver Einfluf von tbertragenen B-Zellen oder apoptotischen B-Zellen bei der Induktion der
Toleranz ausgeschlossen werden.

In diesem Experiment konnte die Funktion der NKT-Zellen als Ausldser der Apoptose durch
Bestrahlung der B-Zellen ersetzt werden, eine aktive Rolle der B-Zellen konnte durch die Verwendung
von "apoptotic bodies™ flr den Transfer ausgeschlossen werden, da diese keine Stoffwechselaktivitat
mehr besitzen. Es stellt sich somit die Frage, ob die NKT-Zellen weitere Funktionen bei der Induktion
der Toleranz im Empfénger haben, abgesehen von der Induktion der B-Zell-Apoptose. Diese
Fragestellung wird im né&chsten Experiment durch den Transfer von "apoptotic bodies™ in NKT-Zell-
defiziente Empfanger des Stammes Ja.18" untersucht.
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3.6.2.2 Transfer von "apoptotic bodies' in iINKT-Zell-defiziente Empfanger

In diesem Experiment wurden zundchst analog zu 3.6.2.1 Lymphozyten aus der Milz von toleranten
und naiven WT-Spendern isoliert und B-Zellen durch Depletion von T-Zellen und DZ aufgereinigt.
Nach Induktion der Apoptose durch y-Bestrahlung wurden die "apoptotic bodies™ dieser Zellen durch
verschiedene aufeinanderfolgende Zentrifugationsschritte prapariert. Anschliefend wurden "apoptotic
bodies" in einer Menge &quivalent zu 10° B-Zellen adoptiv auf naive Ja18” oder WT-Empfanger
Ubertragen. Nach Sensibilisierung gegen Nickel und Ausldsung der Zweitantwort wie bereits
beschrieben, wurde die Induktion der Nickel-Toleranz durch die Messung der Ohrschwellung
Uberpriift. Das Ergebnis dieses Experiments ist in Abb. 25 dargestellt.

D WT Empfé
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Abb. 25: Der Transfer der Toleranz durch “apoptotic bodies* toleranter B-Zellen erfordert NKT-
Zellen des Empféngers. Nach Depletion von T-Zellen und DZ aus Milzzellen naiver und toleranter WT-
Spender wird die Apoptose der B-Zellen durch y-Bestrahlung mit einer Dosis von 600 rad ausgeldst. Die
“apoptotic bodies* werden durch mehrere aufeinanderfolgende Zentrifugationsschritte prépariert, wie in
Material und Methoden beschrieben. Der adoptive Transfer erfolgt durch i.v. Injektion von “apoptotic
bodies“ in einer Menge &quivalent zu 103 B-Zellen auf naive WT- oder Jal187 Empfinger. Nach
Sensibilisierung durch Injektion von Ni?* oder Ni?*/H,0, und Auslésung einer Zweitantwort mit Ni* in den
Ohren erfolgt die Messung der Ohrschwellung. Die Gruppen 1 + 2 dienen als Toleranzkontrolle, sie zeigen,
daB die “apoptotic bodies* Toleranz auf WT-Empféanger tbertragen kdénnen, die Gruppen 5 + 6 dienen als
Sensibilisierungskontrolle, um auszuschlieBen, daB bereits die Injektion von Ni2* alleine die Sensibilisierung
der Jo187- Mause auslost.

Die Daten in Abb. 25 zeigen eindeutig, dal fir den Transfer der Nickel-Toleranz durch "apoptotic
bodies" toleranter Spender die Mitwirkung von NKT-Zellen im Empfanger erforderlich ist. Wéhrend
sich die Toleranz durch "apoptotic Bodies" toleranter Spender auf naive WT-Empfanger lbertragen
IaRt (Gr. 1), hat der Transfer auf naive NKT-Zell-defizente Empfanger des Ja18" Stammes keine
Induktion der Toleranz zur Folge (Gr. 3). Der einzige Unterschied zwischen diesen Stdmmen besteht
in der Anwesenheit von NKT-Zellen. Stammen die "apoptotic bodies" wvon unbehandelten
Empfangern, wird ebenfalls keine Toleranz iibertragen, weder in WT- noch in Ja18" Empfanger (Gr.
2 + 4). Die Gruppen 5 + 6 dienen als Sensibilisierungskontrolle, sie zeigen, dal die Empfanger von
"apoptotic bodies" nicht durch Ni** sensibilisiert werden kénnen.

Dieses Ergebnis zeigt eindeutig, daB sich die Funktion von NKT-Zellen wéhrend der
Toleranzinduktion gegen Nickel nicht nur auf die Induktion der Apoptose von B-Zellen bzw. APZ
beschrankt, sondern noch dartiber hinausgeht. Denkbar wére hier eine Interaktion mit den DZ, denn
auch DZ exprimieren CD1d, das Antigen-prasentierende Molekdl, fiir das der invariante TZR der
NKT-Zellen restriktiv ist. Dies konnte zur Aktivierung der NKT-Zellen und zur Expression der
Zytokine 1L-4 und IL-10 fiihren, die zur Ausbildung einer spezifischen tolerogenen Mikroumgebung
mit der DZ fuhren. Selbst die Expression von IFN-y kdnnte hierbei eine Rolle spielen, obwohl die
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Expression dieses Zytokins durch die NKT-Zellen von Roelofs-Haarhuis et al. (2003) ausgeschlossen
wurde. Hierbei ist jedoch zu bedenken, da von Roelofs-Haarhuis et al. gesamte APZ (bertragen
wurden, also auch DZ und Makrophagen, die selber in der Lage sind, bei Stimulation IFN-y zu
produzieren. Im vorliegenden Experiment wurden jedoch keine Zellen (bertragen, die Produktion von
Zytokinen durch andere Zellen des Spenders kann somit volistandig ausgeschlossen werden.
Madglicherweise ist die Expression von IFN-y durch NKT-Zellen doch erforderlich, wenn keine andere
Quelle fur dieses Zytokin vorhanden ist. Daflr spricht die Tatsache, dal? dieses Zytokin von NKT-
Zellen in groRen Mengen produziert wird, wenn sie durch ihren invarianten TZR aktiviert werden.
Eine mdgliche Erklarung fur die Funktion von IFN-y kénnte in der Induktion von IDO liegen. Mdglich
waére auch, da NKT-Zellen fir die Apoptoseinduktion weiterer Zellen verantwortlich sind. Dies kann
in diesem System durch den Kotransfer von "apoptotic bodies" zusammen mit verschiedenen Gen-
defizienten NKT-Zellen in NKT-Zell-defiziente Empféanger weiter untersucht werden.

Das vorliegende Experiment impliziert jedoch auch noch eine Funktion fur die Korper der sterbenden
B-Zellen, da der Transfer von apoptotischen B-Zellen toleranter Spender die Toleranz auf Ja18™
Empféanger zu Ubertragen vermag (Nowak, pers. Kommunikation). Dieses Inokulat beinhaltet
zusétzlich zu den "apoptotic bodies" auch apoptotische B-Zellen, also geht die Induktion der Toleranz
in diesem Fall wohl auf die sterbenden B-Zellen selbst zurlick.

3.7 PMals Adjuvant

Die Sensibilisierung von konventionell gehaltenen M&usen gegen Nickel erfordert die Verwendung
eines Adjuvans, in dem hier vorgestellten Modell wird zu diesem Zweck H,0, (Wasserstoffperoxid)
verwendet. Aus der Literatur ist bekannt, da auch Staubpartikel, die in der Umwelt vorkommen, eine
Adjuvansfunktion austiben konnen. Dazu gehéren zum Beispiel auch DieselruBpartikel, wie sie in den
Abgasen von Dieselfahrzeugen in groRer Menge vorkommen. Die Adjuvansfunktion zeigt sich in der
Expression von Zytokinen durch Zellen des respiratorischen Traktes, aber auch durch Lymphozyten,
zum Beispiel Zellen der drainierenden Lymphknoten, bei subkutaner Applikation der Stdube. Die
Aufgabe im zweiten Teil dieser Arbeit bestand in der Etablierung eines In-vivo-Assays zur
Evaluierung des Gefahrenpotentials verschiedener in der Umwelt gesammelter Staube. Eine Methode
zur Abschatzung des Gefahrenpotentials besteht in der intratrachealen Instillation der Stiube, gefolgt
von der sogenannten broncheo-alveoldren Lavage. Die so erhaltenen Zellen des respiratorischen
Traktes werden anschlieBend auf ihre Zytokinexpression hin untersucht. Anhand der Art des
exprimierten Zytokinprofils wird auf die biologische Wirkung des verwendeten Staubes geschlossen,
die Expression eines Thl-gerichteten Zytokinprofils hat die Auslésung von Entziindungsreaktionen in
den Atemwegen zur Folge, wahrend die Ausldsung eines Th2-gerichteten Profils eher die Entstehung
allergischer Reaktionen der Atemwege, wie Asthma, begiinstigt. Diese Methode ist jedoch kompliziert
und erfordert einen hohen finanziellen und personellen Aufwand. Daher sollte eine einfach
durchzufuhrende Alternative etabliert werden, die in kurzer Zeit und mit relativ geringem Aufwand
eine Risikoabschétzung verschiedener Staube in vivo ermdglicht. Hier bietet sich die Verwendung des
PLN-Assays an. Bisher wurde die Zytokinexpression der Zellen aus den PLN nur mittels ELISA
untersucht. Dabei ist aber immer nur die Untersuchung weniger Zytokine in einem Experiment
maoglich. Aus diesem Grund wurde die durchfluBzytometrische Untersuchung der Zytokinexpression
von PLN-Zellen fir eine umfangreiche Anzahl von Zytokinen etabliert.

Eine weitere Aufgabe im Zusammenhang mit Stduben bestand darin, eine mogliche Adjuvans-
Funktion bei der Sensibilisierung gegen Nickel zu untersuchen. Es existieren viele Hinweise darauf,
dal’ die Exposition mit hohen Mengen Dieselrul? beispielsweise die gesteigerte Sensibilisierung gegen
alltagliche Allergene zur Folge hat (Ishizaki, 1987). Diese Sensibilisierung wird begleitet von einem
Th2-orientierten Zytokinprofil, erhohten IgE-Titern im Blut und verstiarkten Entziindungen der
Atemwege bei Mé&usen (Takano, 1997; Muranaka, 1986; Fujimaki, 1994 und 1997) und beim
Menschen (Diaz-Sanchez, 1997a). Auch die Sensibilisierung gegen neue Antigene ist durch
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Koexposition mit Dieselru? tber die Mukosa mdglich (Diaz-Sanchez, 1999). Diese experimentellen
Beobachtungen bestatigen die Hinweise aus epidemiologischen Studien, die eine erhéhte Gefahr der
Sensibilisierung bei Exposition mit Umweltstduben andeuten (van Vliet, 1997). Dazu kommt die
Eigenschaft, dal Stdube aus der Umwelt eine ganze Reihe von Schwermetallen, und darunter auch
Nickel, auf ihrer Oberflache tragen (Dreher, 1997; Lambert, 2000). Somit sind alle VVoraussetzungen
fur eine mogliche Sensibilisierung gegen Nickel erfullt. Um diese Mdglichkeit zu untersuchen, wurden
eine ganze Reihe von Stauben, sowohl natirliche als auch kommerziell erhéltliche, auf ihre Fahigkeit
zur Sensibilisierung gegen Nickel untersucht. Dazu wurde das beschriebene Mausmodell der
Nickelallergie eingesetzt.

3.7.1 Vergleich verschiedener Filtermaterialien

In den Experimenten zur Untersuchung des Adjuvanspotentials von Partikeln und ihrer Auswirkung
auf die lokale Expression von Zytokinen, war auch die Verwendung von in der Umwelt gesammelten
Stduben vorgesehen. Die Sammlung von Stauben definierter Grofe erfolgt durch schrittweise
Filterung der Luft durch Filter mit bestimmten Porengrofen. Die zur Verfligung stehenden Proben
waren jedoch auf Filtern aus unterschiedlichen Materialien gesammelt worden. Als Filtermaterial
waren Nitrozellulose, Teflon und Polyurethanschaum zum Einsatz gekommen. Da die
Partikelsuspensionen zur Verwendung im PLN-Assay, also zur Injektion in die FuBsohlen der
Versuchstiere vorgesehen waren, mufite zuerst die jeweilige Hintergrundreaktion, die mdglicherweise
durch das Material des Filters hervorgerufen werden kann, ermittelt werden. Zu diesem Zweck wurden
Extrakte injiziert, die aus unbenutzten Filtern hergestellt worden waren, und die resultierende Reaktion
in den poplitealen Lymphknoten ermittelt (Abb. 26).
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Abb. 26: Verschiedene Filtermaterialien haben unterschiedliche Effekte im PLN-Assay. Fir den
Vergleich wurden Extrakte unbenutzer Filter aus Polyurethanschaum (PU), Teflon (PTFE) und
Nitrozellulose (NZ) in die FuBsohlen von Mausen injiziert und nach 7 Tagen die Zellzahlen in den
drainierenden poplitealen Lymphknoten (PLN) ermittelt. Zur Kontrolle wurde eine weitere Gruppe mit 0,9%
NaCl injiziert und ebenfalls die Zellzahlen in den PLN ermittelt. Die Graphen reprasentieren jeweils die
Mittelwerte von drei Mdusen (A). Der Index gibt den Faktor wieder, um den sich die Zellzahl nach Injektion
mit dem jeweiligen Filterextrakt verdndert, bezogen auf die Zellzahl nach Injektion von NaCl, er
reprasentiert den Quotient der Zellzahlen der experimentellen Gruppe und der NaCl-injizierten
Kontrollgruppe (B). Die roten Linien reprasentieren jeweils die 2-fache Verdnderung der Zellzahl im
Vergleich zur NaCl-behandelten Gruppe.

Abbildung 26A zeigt die ermittelten Zellzahlen in den PLN 7 Tage nach der Injektion. Die Zellzahl in
den PLN nach Injektion einer sterilen physiologischen NaCl-Ldsung, die ebenfalls zur Herstellung der
Filterextrakte verwendet wurde und auch zur Resuspension der spéter verwendeten Partikel diente,
zeigt Abb. 26A, Gr. 1 (NaCl). Diese Gruppe bildet den Bezugswert flir die Beurteilung der Eignung
der Filtermaterialien. Die Injektion des Filterextraktes, der aus dem Polyurethanfilter hergestellt
wurde, bewirkt eine Zunahme der Zellzahl (26A, Gr. 2) um den Faktor 1,58 (26B, Gr. 1). Bei Injektion
des Extraktes aus dem Teflonfilter ist die Anzahl der PLN-Zellen deutlich reduziert (Abb. 26A, Gr. 3),
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die Abnahme ist groRer als 2-fach (Abb. 26B, Gr. 2). Eine deutliche Zunahme der Zellzahl auf mehr
als das 3-fache ist nach Injektion des NZ-Filterextraktes zu beobachten (Abb. 26A, Gr. 4; Abb. 26B,
Gr. 3), offensichtlich bewirkt dieses Filtermaterial selbst einen deutliche Antwort im PLN-Assay. In
der Literatur existieren Hinweise darauf, dal? durch mechanische Bearbeitung dieses Materials, wozu
bereits das Zurechtschneiden auf eine vergleichbare Flache zéhlt, Partikel entstehen, die von Zellen
wie Makrophagen aufgenommen werden konnen und diese zur Aktivierung von T-Zellen beféhigen.
In &lteren Arbeiten von Prof. Gleichmanns Arbeitsgruppe wurden mit Protein beladene Nitrozellulose-
Partikel sogar zur Aktivierung spezifischer T-Zellhybridome verwendet (Kubicka-Muranyi, 1995). Im
direkten Vergleich der verschiedenen Filter zeigte sich, daR sowohl Filter aus Nitrozellulose als auch
Filter aus Teflon eine mehr als 2-fache Anderung der Zellzahlen in den PLN zur Folge haben. Die
geringste Beeintrachtigung der Zellzahlen stellte sich mit dem Filter aus PU ein. Aus diesem Grund
wurden in den weiteren Experimenten ausschliel3lich Stdube eingesetzt, die auf PU-Filtern gesammelt
wurden, um bei der Etablierung des Systems den Einfluf? des Filtermaterials so gering wie méglich zu
halten.

3.7.2 Etablierung von Modellstaub SRM 1648

Ein stets aktuelles Problem bei der Untersuchung von Umweltstduben besteht in der Limitierung ihrer
Menge. Selbst wenn zwei Stdube am selben Ort, aber zu unterschiedlichen Zeiten gesammelt wurden,
sind sie nicht mehr &quivalent, sie unterscheiden sich bereits in ihrer Zusammensetzung und somit
auch in ihren Eigenschaften. Dafiir reicht bereits das Sammeln zu unterschiedlichen Tageszeiten. Dies
ist verstandlich, beachtet man tageszeitliche Unterschiede in der Schadstoff- und Partikelemission,
bedingt durch Hauptverkehrszeiten im Stralenverkehr beispielsweise. Noch gravierender sind die
Unterschiede, wenn die Sammlung zu unterschiedlichen Jahreszeiten erfolgt. Proben, die im Winter
gesammelt werden, sind gekennzeichnet durch erhdhte Emissionen, die durch das Heizen von
Privathaushalten entstehen, wahrend Proben aus dem Sommer erhdhte Anteile von Pollen aufweisen.
Fur die Etablierung eines In-vivo-Assays zur Untersuchung des Gefahrenpotentials von Stauben sind
zunéchst zahlreiche Wiederholungen erforderlich, zudem wird eine unveranderliche Referenzgruppe
benétigt, die zum Vergleich stets im Experiment enthalten ist. Zu diesem Zweck wurde ein
kommerziell in entsprechenden Mengen erhéltlicher Staub sowohl im PLN-Assay als auch in der
DurchfluRzytometrie mit einem in der Umwelt gesammelten Staub verglichen.

3.7.2.1 Vergleich des kommerziell erhéltlichen Staubes SRM1648 mit einem gesammelten PM,
im PLN-Assay

In diesem Experiment wurde der kommerziell erhaltliche Staub mit der Bezeichnung SRM1648 mit
einem PMyq verglichen, welches in der Umwelt auf einem Filter aus Polyurethan gesammelt wurde.
Zu diesem Zweck wurden den fur diesen Versuch verwendeten Tieren gleiche Mengen PMy, und
SRM1648 in die Hinterpfoten injiziert. Nach 3 bzw. nach 7 Tagen wurden die PLN prépariert und die
Zellzahlen ermittelt. Die Indizes der Zellzahlen wurden in Abwandlung des normalen PLN-Assays
durch Bildung des Quotienten aus der Zellzahl der mit Staub injizierten Versuchsgruppen und der
Zellzahl der nur mit NaCl-injizierten Gruppe errechnet (Abb. 27).
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Abb. 27: Vergleich des kommerziell erhaltlichen Modellstaubes SRM1648 mit einem in der Umwelt
gesammelten PM,,im PLN-Assay. A) Die Zellzahlen in den PLN wurden 3 Tage nach Injektion von 50 pl
Staubsuspension (3 mg/ml in NaCl) in beide FuRsohlen ermittelt (PM,). Zum Vergleich der Eigenschaften
wurde ein identisches VVolumen einer SRM1648-Suspension der gleichen Konzentration injiziert (1648). Als
Filterkontrolle diente der Extrakt eines unbenutzten Polyurethanfilters (PU), eine weitere experimentelle
Gruppe erhielt Injektionen einer physiologischen NaCl-Lésung. Als Vergleichsbasis diente die Zellzahl in
den PLN von unbehandelten Tieren. B) Index der Zellzahlen in den PLN an Tag 3 nach Injektion, errechnet
als Quotient aus Zellzahl in den PLN der experimentellen Gruppen und der NaCl-behandelten Gruppe. C)
Zellzahlen in den PLN an Tag 7 nach Injektion. D) Index der Zellzahlen in den PLN an Tag 7 nach Injektion.
PM,, wurde freundlicherweise von F. Cassee, RIVM Bilthoven, Niederlande, zur Verfligung gestellt.

Dieses Experiment zeigt, da sowohl der gesammelte PMy als auch der kommerziell erhéltliche Staub
eine vergleichbare Erhdéhung der Zellzahlen in den PLN bewirken (Abb. 27C, Gr. 1 + 2). Allerdings
unterscheiden sich die verwendeten Stéube hinsichtlich ihrer Kinetiken, der PM, erreicht sein
Maximum erst nach 7 Tagen (Abb. 27C, Gr. 1), wahrend SRM1648 das Maximum der Zellzahl
bereits an Tag 3 annéhernd erreicht hat (Abb. 27A, Gr. 2) und die Zellzahl in den folgenden 4 Tagen
nur noch geringfiigig zunimmt (Abb. 27C, Gr. 2). Eine nur geringfigige Zunahme der Zellzahl ist in
den PLN der PU-behandelten Gruppe zu beobachten, die Steigerung der Zellzahl von Tag 3 (Abb.
27A, Gr. 3) zu Tag 7 (Abb. 27C, Gr.3) ist nur gering. Keine Veranderung erfahren die Zellzahlen in
den PLN der mit NaCl behandelten (Abb. 27A + C, Gr. 4) und der unbehandelten Gruppe (Abb. 27A
+ C, Gr. 5), wobei die Zellzahl in den PLN der unbehandelten Tiere an beiden Tagen geringfugig
unter der der NaCl-Grupppe liegt. Das zeigt, daB selbst die Injektion von NaCl eine geringe Zunahme
der Zellzahl ausldst. Bestatigt werden die hinsichtlich der Zellzahlen gemachten Beobachtungen durch
die errechneten Indizes, die die ermittelte Zellzahl in Relation zur NaCl-Kontrollgruppe setzen. An
Tag 3 nach der Injektion ist der Index der PMyp-behandelten Gruppe nur wenig groer als 1, das
bedeutet, das die Zellzahl nicht viel hoher als die in den PLN der NaCl-behandelten Gruppe war (Abb.
27B, Gr. 1), wéhrend der Index der SRM1648-behandelten Gruppe mit einem Wert von etwa 2,5 zeigt,
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daf’ die Zellzahl mehr als doppelt so hoch war wie die der NaCl-Gruppe (Abb. 27B, Gr. 2). Bis Tag 7
hat der Index der PMyo-Gruppe deutlich zugelegt und erreicht einen Wert von mehr als 3 (Abb. 27D,
Gr. 1), wahrend sich der Index der SRM1648-behandelten Gruppe nicht mehr erwadhnenswert
veréndert hat (Abb. 27D, Gr. 2). Dies bestatigt die unterschiedlichen Kinetiken der verwendeten
Staube. Im Gegensatz dazu verdndern sich die Indizes der PU-behandelten und der unbehandelten
Gruppe nur geringfugig (Abb. 27B + D, Gr. 3) bzw. gar nicht (Abb. 27B + D, Gr. 4). Diese
Beobachtung zeigt, daBR das Material des Filters keinen EinfluR} auf die beschriebenen Verénderungen
der Zellzahl in diesem Experiment hatte.

3.7.2.2 Vergleich der Zytokinprofile nach Injektion von PM;,und Modellstaub SRM1648

Wie zuvor beschrieben bewirkt sowohl die Injektion des PMy, als auch die Injektion des
Modellstaubes SRM1648 in die FuRsohlen von Méausen vergleichbare Zunahmen der Zellzahl in den
PLN, die sich lediglich hinsichtlich ihrer Kinetik unterscheiden. Im folgenden Experiment wird
untersucht, inwiefern sich die durch die beiden Stdube hervorgerufenen Primarreaktionen qualitativ
unterscheiden. Gegenstand der Untersuchung ist das resultierende Zytokinprofil in den PLN. Anhand
der exprimierten Zytokine wird eine Beurteilung des Reaktionstyps vorgenommen. Dabei wird
zwischen einer Reaktion des Thl- oder des Th2-Typs unterschieden. Zu diesem Zweck wurden den
Versuchstieren Suspensionen von PMy, oder SRM1648 in gleicher Konzentration in die Sohlen beider
Hinterpfoten injiziert. Als Kontrollgruppen dienten Tiere, denen der Extrakt eines unbenutzten PU-
Filters bzw. eine physiologische NaCl-L6ésung injiziert wurde. Eine weitere Versuchsgruppe blieb
unbehandelt, diese Tiere erhielten keine Injektion. Die Extraktion der PLN erfolgte an Tag 7 nach der
Behandlung. Die ermittelten Zellzahlen und die zugehdrigen Indizes (Daten nicht gezeigt) waren mit
den in Abb. 28 gezeigten Daten vergleichbar. Anschliefend wurden die PLN-Zellen gruppenweise
vereinigt und jeweils 2 x 10° Zellen intrazellular mit Fluorochrom-gekoppelten Zytokin-spezifischen
Antikdrpern angefarbt. Die Anteile Zytokin-exprimierender Zellen wurden durchfluRzytometrisch
bestimmt (Abb. 28).
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Abb. 28: Vergleich der Zytokinexpression in den PLN 7 Tage nach Injektion von PM,, und SRM1648.
Die Versuchstiere erhielten jeweils eine Injektion von 150 pg des angegebenen Staubes in 50 pl
physiologischer NaCl-L&sung in jede Hinterpfote, jede Versuchgruppe bestand aus 3 Tieren. Die Tiere der
PU-Gruppe erhielten jeweils 50ul des Extraktes eines unbenutzten Filters in NaCl in jede Hinterpfote, Tiere
der unbehandelten Gruppe erhielten keine Injektion. Nach 7 Tagen wurden die PLN prépariert und die
Zellzahlen sowie die zugehorigen Indizes bestimmt (Daten nicht gezeigt). Das Ergebnis war mit den in Abb.
28 dargestellten Daten vergleichbar. Danach wurden die PLN-Zellen gruppenweise vereinigt und jeweils 2 x
10° Zellen einer intrazellularen Farbung mit Zytokin-spezifischen Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern fiir
eines der aufgefiihrten Zytokine unterzogen. Die durchfluzytometrische Analyse erfolgte mit einem
FACScalibur, Becton Dickinson. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der CellQuest Software von Becton
Dickinson. Die dargestellten Indizes der Zytokinexpression wurden durch Bildung des Quotienten aus der
Zahl Zytokin-exprimierender Zellen in den experimentellen Gruppen und der NaCl-Kontrollgruppe
errechnet.
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Das Ergebnis dieser Messung demonstriert die Expression eines &hnlichen Zytokinprofils nach
Injektion von PMy, oder SRM1648. Die PLN der mit PMy, injizierten Gruppe (Abb. 28, PMo) weisen
stark erhdhte Anteile von Zellen auf, die durch die Expression der Zytokine IL-2, IFN-y und TNF-o
gekennzeichnet sind. Die Zahl der IL-2-exprimierenden Zellen ist etwa 20-fach héher als in den PLN
der NaCl-injizierten Kontrollgruppe. Die Expression von IFN-y ist etwa 15-fach héher, die Zahl TNF-
o-exprimierender Zellen ist 11-fach erhéht. Allerdings ist auch die Expression der brigen hier
untersuchten Zytokine etwa 3- bis 6-fach erhoht, dies gilt sowohl fiir Zytokine des Th1-Typs, wie IL-
6, IL-12 und IL-17, als auch fiir die Zytokine des Th2-Typs, wie IL-4, IL-5 sowie IL-10. Die starke
Dominanz der Expression von IL-2, IFN-y und TNF-a jedoch spricht fur die Ausprdgung eines Thl-
Profils nach Injektion des speziellen, hier untersuchten PMy,. Ahnlich verhalt es sich nach Injektion
von SRM1648 (Abb. 28, 1648), auch hier ist insbesondere die Expression von IL-2, IFN-y und TNF-a
erhoht. Allerdings ist die Zunahme der Zytokin-Expression nicht so ausgepragt wie nach Injektion des
PMyo, die Zahl der Zellen, die IL-2 exprimieren, ist ungefahr 6-fach erhoht, die Zahl der IFN-y-
exprimierenden Zellen etwa 4-fach, und die TNF-a-Expression ist 7,5-fach héher als in der NaCl-
behandelten Kontrollgruppe. AulRerdem ist nach Injektion von SRM1648 die Expression von TNF-a
hoher als die von IFN-y, im Gegensatz zum Expressionsmuster nach Injektion von PMy,. Auch die
Expression der Ubrigen Zytokine ist leicht erhoht, es ist jedoch Ubereinstimmend mit der Injektion von
PMjo keine besondere Tendenz zu erkennen. Obwohl die Zunahme der Zytokinexpression nach
Injektion von SRM1648 deutlich schwicher ausfillt, ist die Ubereinstimmung der am stérksten
exprimierten Zytokine eindeutig. Auch die Injektion des Modellstaubes hat die Auspragung eines Th1l-
Profils zur Folge. Im Gegensatz dazu zeigen weder die mit dem Extrakt des unbenutzten Filters
injizierten Tiere (Abb. 28, PU), noch die Tiere der unbehandelten Gruppe (Abb. 28, unbeh.) eine
Verénderung in der Expression ihrer Zytokinprofile.

Eines der Hauptprobleme bei der Etablierung eines In-vivo-Untersuchungssystems fiir PM bestand
bisher in der limitierten Verfugbarkeit von PM mit identischen Eigenschaften. Um die Héhe der Dosis
und den richtigen Untersuchungszeitpunkt nach Applikation zu ermitteln, damit der Test fiir eine
maoglichst groRe Zahl verschiedener Stdube eingesetzt werden kann, sind umfangreiche Testreihen
erforderlich. Die Ahnlichkeit der Zytokinprofile der mit Staub behandelten Gruppen in diesem
Experiment zeigt, da durch die Verwendung des kommerziell erhéltlichen Staubes SRM1648 das
Hauptproblem bei der Etablierung eines In-vivo-Systems zur Untersuchung von PM, die limitierte
Verflgbarkeit, umgangen werden kann. Hier wurde zum ersten Mal ein gesammelter Staub direkt mit
einem kommerziell erhdltlichen Staub verglichen. Es konnte gezeigt werden, dal3 die resultierenden
Reaktionen vergleichbar sind, weshalb sich dieser Staub flr die Etablierung eines In-vivo-Systems
anbietet. Daruberhinaus ist dieser Staub dazu geeignet, die Grundlagen der durch PM ausgeltsten
Immunreaktionen zu untersuchen. Hier wurde ein Modell etabliert, das sich von den anderen durch
einen frihen Endpunkt unterscheidet. Wéhrend alle anderen In-vivo-Modelle auf der Ausbildung eines
Krankheitsbildes, wie einer Allergie oder einer anderen chronischen Schédigung der Atemwege, als
Ausleseparameter basieren, welches sich erst nach langerer Zeit einstellt, ist hier eine Aussage Uber
die Wirkung eines Staubes bereits nach 7 Tagen mdglich. Hiermit besteht auch erstmals die
Madglichkeit, eine groRere Zahl gesammelter Stube in kurzer Zeit auf ihre biologische Funktion hin
anhand des von ihnen induzierten Zytokinprofils zu untersuchen.

Die Injektion von Staub repréasentiert zwar nicht die natiirliche Route, Gber die PM normalerweise in
den Organismus gelangt, im Gegensatz zur In-vitro-Untersuchung bietet diese Methode jedoch den
Vorteil, daB alle Zellen des Immunsystems in den Lymphknoten vorhanden sind, wéhrend es sich bei
den gebréduchlichen In-vitro-Kokulturen von PM mit verschiedenen Zelltypen nur um artifizielle
Systeme handelt.
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3.7.3 Adjuvansfunktion von PM bei der Induktion der Nickelallergie

Die Ergebnisse der PLN-Assays und die Untersuchung der Zytokinexpression zeigen eine stark
erhohte Zellzahl und die Ausprédgung eines Thl-Zytokinprofils in den drainierenden PLN nach
Injektion von PM in die FuBsohlen. Hier bestent eine auffallige Ubereinstimmung mit der Situation
bei der Sensibilisierung von Mausen gegen Nickel. Bei Injektion von Ni**/H,0, in die Flanke kommt
es kurze Zeit nach der Injektion zur Zunahme der Zellzahl in den die Injektionsstelle drainierenden
axillaren Lymphknoten und zur Expression des Th1-Zytokins IFN-y (vgl. Abb. 3 und 5). Das erweckt
den Anschein, dalR diese Parameter kennzeichnend und gleichzeitig notwendig fiir die Sensibilisierung
sind. Fir die Aufregulation der Kostimulation und die Ausbildung der Entziindungsreaktion bei der
Auslosung der Nickelallergie ist das verwendete Adjuvans H,O, verantwortlich. Somit stellt sich die
Frage, ob die durch Staub ausgeltste Primarreaktion ebenfalls zur Sensibilisierung gegen Nickel
fuhren kann, also ob PM die notwendige Adjuvansfunktion besitzt. Zu diesem Zweck wurden Mé&usen
analog zur Sensibilisierung mit Ni?*/H,0, Kombinationen verschiedener Dosen von Stauben und
Nickelkonzentrationen in die Flanken injiziert, die Sensibilisierung gegen Nickel wurde durch die
Kontrolle der Ohrschwellung nach Auslésung der Zweitantwort untersucht. Als PM wurden zum einen
Carbon Black-Partikel verwendet, die den karbondsen Kern von PM ohne adsorbierte Metalle oder
organische Verbindungen représentieren, zum anderen der bereits beschriebene kommerziell
erhdltliche Staub SRM1648. Die eingesetzten Nickelkonzentrationen umfal3ten die Gbliche 10 mM
Ni?*-Lésung (Abb. 29) sowie eine 30 mM Ni*-Losung (Abb. 30). Die dargestellten Daten
entstammen demselben Experiment, wurden jedoch zur besseren Uberschaubarkeit in zwei
Abbildungen aufgeteilt. Die MeRwerte der NaCl-behandelten Gruppe sowie die Werte der CBP-
behandelten Kontrollgruppen wurden in beiden Abbildungen zum besseren Vergleich mit den Daten
der experimentellen Gruppen dargestellt. Es handelt sich hierbei um dieselben Werte.

Ohrschwellung x 10-2mm + SEM

Sensibilisierung Adjuvans Auslosung 125 150 175 200 225 250
NaCl - N2 .
10 mM Ni2* - N2 1
10 mM Ni2* 1% H,0, Ni2* ___‘
- 20mg/ml CBP Ni2+ :I_,
- 40mg/ml CBP Ni2* :I__‘ ks
- 80mg/ml CBP Niz+ - H *
10 mM Ni? 20mg/ml CBP NiZ
10 mM Ni?* 40mg/ml CBP Nij2*
10 mM Ni2 80mg/ml CBP Ni2*

Abb. 29: Partikel als Adjuvans bei der Sensibilisierung gegen Nickel. C57BL6 WT-Mause erhielten eine
Injektion von 50 pl physiologischer NaCl-Lésung oder 50 pl einer 10 mM Ni2*-Lésung zur Sensibilisierung,
entweder ohne Adjuvans, oder mit 1% H,O,, oder unterschiedlichen Dosen CBP (Carbon Black Particles;
Acetylene Carbon Black). Die Auslésung der Zweitantwort erfolgte durch Injektion von 50 pl einer 10 mM
Ni2*-Losung in die Ohren, analog zu den vorangegangenen Experimenten. Gruppe 1 dient als
Injektionskontrolle, Gruppe 2 als Sensibilisierungskontrolle, die zeigt, daR die Sensibilisierung ohne Adjuvans
nicht moglich ist. Gruppe 3 dient als Positivkontrolle der Sensibilisierung gegen Nickel bei Verwendung eines
Adjuvans (H,0,). Die Gruppen 4 - 6 sind Partikelkontrollen, sie zeigen, daf die Injektion von CBP alleine
keine Sensibilisierung gegen Nickel bewirkt. Die experimentellen Gruppen 7 - 9 zeigen eine mdgliche
Sensibilisierung gegen Nickel bei Verwendung von Partikeln als Adjuvans, in Abhéngigkeit von der
Partikeldosis.
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In Abbildung 29 ist das Ergebnis der Sensibilisierung mit 10 mM Ni** in Verbindung mit
verschiedenen Partikeldosen dargestellt. Tiere, die lediglich eine Injektion von NaCl in die Flanken
erhalten haben, zeigen keine Ohrschwellung nach Injektion von Ni?* in die Ohren (Gr. 1). Diese
Kontrolle zeigt, dal das Auftreten der Ohrschwellung nicht durch die Injektion zur Auslésung der
Zweitantwort hervorgerufen wird. Die Injektion einer Ni?*-Lsung ohne Adjuvans hat ebenfalls keine
Ohrschwellung zur Folge (Gr. 2), durch die Injektion von Ni** ohne Verwendung eines Adjuvans
kommt es nicht zur Sensibilisierung. Wird jedoch H,0, als Adjuvans zusammen mit Ni* injiziert,
bewirkt dies die Sensibilisierung und die Auslésung der Zweitantwort bei erneuter Injektion (Gr. 3).

Bei Injektion von CBP-Suspensionen der Konzentrationen 20 mg/ml und 40 mg/ml ist keine erhohte
Ohrschwellung zu beobachten (Gr. 4 + 5), ohne Nickel kommt es nicht zur Sensibilisierung. Nicht
ganz so eindeutig stellt sich die Situation nach Injektion der CBP-Suspension mit 80 mg/ml CBP dar,
bei diesen Tieren ist die Ohrschwellung nach der Injektion von Ni* in die Ohren leicht erhéht (Gr. 6).
Ob diese Beobachtung auf eine Sensibilisierung gegen Nickel, mdglicherweise hervorgerufen durch
eine Kontamination der Partikel mit Nickel, zurlickzufuhren ist, oder aber auf einen Zustand allgemein
erhohter Aktivierung des Immunsystems, hervorgerufen durch eine massive Entziindungsreaktion in
Folge der sehr hohen Partikeldosis, ist aufgrund dieses Experimentes nicht zu entscheiden.

Wird zur Sensibilisierung eine 10mM Ni?*-Lésung zusammen mit Partikeln der Konzentrationen 20
mg/ml und 40 mg/ml injiziert (Gr. 7 + 8), so liegt die resultierende Ohrschwellung auf einem
ahnlichen Niveau wie das der mit H,O, als Adjuvans sensibilisierten Tiere. Da die Ohrschwellung der
mit Ni**/H,0, sensibilisierten Tiere in diesem Experiment allerdings sehr niedrig im Vergleich zu
friheren Experimenten war, ist es schwierig zu entscheiden, ob bei Verwendung der Partikel eine
Sensibilisierung gegen Nickel vorliegt, oder ob dies der Effekt einer unspezifischen Aktivierung des
Immunsystems infolge der Entziindungreaktion ist. Werden die Tiere allerdings mit Ni** und einer
Dosis von 80 mg/ml CBP sensibilisiert, kommt es zur deutlichen Ausbildung einer Ohrschwellung,
der hochsten im Experiment (Gr. 9), bestétigt durch signifikante Unterschiede zu allen anderen
Versuchsgruppen. Die Unterschiede zu den Gruppen 7 + 8 sind dabei geringer als die zu den negativen
Kontrollgruppen. Dies spricht fir einen Adjuvanseffekt von CBP bei der Sensibilisierung gegen
Nickel, der von der Partikeldosis abhéngig ist. Die bei Gruppe 6 beobachtete erhdhte Ohrschwellung
ist demnach tatsachlich auf einen erhdohten Aktivierungszustand des Immunsystems zuriickzufhren.

Es ist nicht bekannt, ob CBP im Vergleich zu H,0, stérkere oder schwéchere Adjuvanseigenschaften
besitzen. Aus diesem Grund wurde untersucht, ob bei Verwendung von CBP als Adjuvans bei der
Sensibilisierung gegen Nickel die moglicherweise schwacheren Adjuvanseigenschaften der Partikel
durch die Verwendung einer héheren Nickeldosis ausgeglichen werden kénnen. Dazu wurden die
gleichen Mengen CBP, wie in Abb. 29 beschrieben, zusammen mit einer 30 mM Ni®*-Lésung
verabreicht, zusatzlich wurde der Adjuvanseffekt von SRM1648, welches erwiesenermaflen die
Ausprédgung eines Thl-Profils in den drainierenden Lymphknoten zur Folge hat, bei der
Sensibilisierung gegen Nickel getestet (Abb. 30).
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Ohrschwellung x 102mm + SEM

Sensibilisierung Adjuvans Auslésung  12.5 15;0 17;5 20;0 22‘.5 25‘.0
NaCl - Ni2* =

30 mM Ni%* - Ni2* I—-l

30 mM Ni2* 1% H,0, Ni2* .
- 20mg/ml CBP Ni2* I—l
; 40mg/ml CBP Ni2* ==
- 80mg/ml CBP Ni2* I—{

30 mM Ni?* 20mg/ml CBP NiZ

30 mM Ni%* 40mg/ml CBP Ni2*

30 mM Ni% 80mg/ml CBP Ni2*
- 3 mg/ml 1648 Ni2*

30 mM Ni? 3 mg/ml 1648 Ni2*

Abb. 30: Partikel als Adjuvans bei der Sensibilisierung gegen Nickel. C57BL6 WT-M@use erhielten eine
Injektion von 50 pl physiologischer NaCl-Lésung oder 50 pl einer 30 mM NiZ+-Ldsung zur Sensibilisierung,
entweder ohne Adjuvans, oder mit 1% H,O,, oder unterschiedlichen Dosen CBP (Carbon Black Particles;
Acetylene Carbon Black). Die Auslésung der Zweitantwort erfolgte durch Injektion von 50 pl einer 10 mM
Ni2*-Lésung in die Ohren, analog zu den vorangegangenen Experimenten. Gruppe 1 diente als
Injektionskontrolle, Gruppe 2 als Sensibilisierungskontrolle, die zeigt, daf die Sensibilisierung ohne
Adjuvans nicht mdéglich ist. Gruppe 3 diente als Positivkontrolle der Sensibilisierung gegen Nickel bei
Verwendung von H,0, als Addjuvans. Die Gruppen 4 - 6 sind Partikelkontrollen, sie zeigen, daB die
Injektion von CBP alleine keine Sensibilisierung gegen Nickel bewirkt. Die Daten der Gruppen 4 - 6 sind
identisch mit denen in Abb. 29, es handelt sich hierbei um dasselbe Experiment, das wegen der besseren
Uberschaubarkeit in zwei Abbildungen aufgeteilt wurde. Aus diesem Grund werden diese Daten zu
Vergleichszwecken erneut dargestellt. Die experimentellen Gruppen 7 - 9 zeigen eine mdgliche
Sensibilisierung gegen Nickel bei Verwendung von Partikeln als Adjuvans, in Abhangigkeit von der
Partikeldosis, allerdings bei Verwendung einer hoheren Ni2*-Konzentration (30 mM). Gruppe 10 erhielt eine
Injektion des Modellstaubes SRM1648 (3 mg/ml), jedoch kein Nickel, um festzustellen, ob die Injektion
dieses Staubes alleine bereits die Sensibilisierung gegen Nickel auslésen kann. Den Mausen der Gruppe 11
wurde eine Injektion von 50 pl einer 30 mM Ni2*-L6sung zusammen mit SRM1648 als Adjuvans
verabreicht.

Gruppe 1 wurde bereits in Abbildung 29 dargestellt, sie wurde zum Vergleich erneut in Abbildung 30
aufgenommen, ebenso die Versuchsgruppen, die nur CBP, jedoch kein Nickel zur Sensibilisierung
erhalten haben (Gr. 4 — 6). Die Injektion von 30 mM Ni?* in Verbindung mit H,O, als Adjuvans
bewirkt die Sensibilisierung der Tiere und hat bei Auslosung der Zweitantwort in den Ohren eine
erhéhte Ohrschwellung zur Folge (Gr. 3). Die Stérke ist nahezu identisch mit der bei Verwendung von
10 mM Ni**/H,0, beobachteten Ohrschwellung (vgl. Gr. 3, Abb. 29), ist also ebenfalls im Vergleich
mit vorangegangenen Experimenten sehr niedrig. Die durch Injektion von 80 mg/ml CBP ohne Ni?*
ausgeloste Ohrschwellung ist bereits ahnlich hoch (Gr. 6, vgl. Beschreibung zu Abb. 29). Werden
ansteigende CBP-Dosen zusammen mit 30 mM Ni®* zur Sensibilisierung verwendet, zeigen die Tiere
eine parallel mit der Partikeldosis zunehmende Ohrschwellung (Gr. 7 - 9), wobei die hdchste
beobachtete Reaktion (Gr. 9) auf &hnlichem Niveau wie nach Verwendung von 80 mg/ml CBP ohne
zusétzliches Ni** (Gr. 6), bzw. nach Sensibilisierung mit H,0, als Adjuvans (Gr. 3) liegt. Da die
Unterschiede zu den negativen Kontrollgruppen jedoch so gering sind, daf sie keinerlei Signifikanz
aufweisen, ist es nicht mdglich zu entscheiden, ob hier tatsachlich eine Sensibilisierung erfolgt ist. Die
Injektion von 3mg/ml des kommerziellen Staubes SRM1648 alleine bewirkt keine Zunahme der
Ohrschwellung (Gr. 10), und auch die gleichzeitige Injektion von SRM1648 zusammen mit einer 30
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mM Ni?*-Losung hat keine signifikante Zunahme der Ohrschwellung zur Folge (Gr. 11). Allerdings
war die injizierte Menge dieses Staubes relativ gering, verglichen mit den verwendeten CBP-Dosen.
Sie war mit den Mengen, die flr die PLN-Assays injiziert wurden, identisch (vgl. Abb. 27 + 28).
Madglicherweise ist der Adjuvanseffekt der verwendeten Menge flir eine vollstandige Sensibilisierung
gegen Nickel zu gering. Aufschluf® hierliber kann nur eine Wiederholung des Versuches mit einer
héheren Dosis SRM1648 und méglicherweise einer geringeren Konzentration von Ni?* geben.

Die mit zunehmender CBP-Dosis beobachtete gestaffelte Zunahme der Ohrschwellung erweckt den
Eindruck, daB &ahnlich wie bei Verwendung einer 10 mM Ni**-Lésung in Abhangigkeit von der
Partikelmenge eine Sensibilisierung erfolgt, die resultierende Ohrschwellung jedoch unterdrtickt wird.
Dies wirde mit bisher unveroffentlichten Beobachtungen der Arbeitsgruppe von Prof. Gleichmann
Ubereinstimmen, die besagen, dal die Sensibilisierung gegen Nickel mit zunehmender
Nickelkonzentration ebenfalls starker wird, bis ab einer bestimmten Konzentration die resultierende
Reaktion nachlalit und mit weiter steigender Nickelkonzentration irgendwann ganz ausbleibt. Nickel
selbst scheint mit zunehmender Konzentration einen immunsuppressiven Effekt zu entwickeln. Die
hier gemachten Beobachtungen kénnten darauf zurtickzufiihren sein.
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4 Diskussion
4.1 Der Mechanismus der Nickeltoleranz

4.1.1 Die Induktionsphase der Nickeltoleranz

In der vorliegenden Dissertation wurde die Induktionsphase der Nickeltoleranz an einem Mausmodell
untersucht. In diesem Modell besteht die Méglichkeit, Mause durch die Injektion von Ni** zusammen
mit dem endogenen Adjuvans H,O0, gegen Nickel zu sensibilisieren. Darlber hinaus ist es méglich, in
den Tieren durch die orale Applikation von Nickel-haltigem Trinkwasser Uber einen Zeitraum von 4
Wochen Nickel-spezifische Toleranz zu induzieren. Diese Form der Toleranz ist dominant, sie ist
durch den Transfer von sowohl T-Zellen als auch APZ, die neben DZ auch B-Zellen beinhalten, auf
unbehandelte, naive WT-Empféanger Ubertragbar. Im Empfanger findet die Verbreitung der Toleranz
durch einen Amplifikationsmechanismus statt, der die Ubergabe der Toleranz von T-Zellen des
Spenders an APZ, im speziellen DZ, des Empféngers, sowie von B-Zellen an T-Zellen des
Empféngers unter Beteiligung der DZ umfaldt, und als infektidse Toleranz bekannt ist (Roelofs-
Haarhuis, 2003). Die Transfers zeigen, dafl die Induktion der Toleranz mit der Bildung von Treg-
Zellen sowie tolerogener B-Zellen einhergeht.

Die beim Transfer der Toleranz erfolgenden Vorgange sind mit denen im oral tolerisierten Tier nach
der Injektion von Ni**/H,0, vergleichbar, die fir die Verbreitung der Toleranz erforderlich ist. Durch
den Transfer verschiedener Zelltypen konnte gezeigt werden, dall an der Entstehung der Toleranz
unterschiedliche Zellsubpopulationen beteiligt sind, so unter anderen B-Zellen, T-Zellen sowie NKT-
Zellen (Roelofs-Haarhuis, 2004). Bei Sensibilisierung mit Antigen erfolgt normalerweise der
Transport des Antigens zu den drainierenden Lymphknoten der Injektions- oder Applikationsstelle, wo
die Prasentation erfolgt und die Aktivierung von Antigen-spezifischen T-Zellen stattfindet. In diesem
Modell sind dies die axillaren Lymphknoten. Roelofs-Haarhuis et al. (2003) haben gezeigt, dal die
APZ der axillaren Lymphknoten auf die Injektion von Ni**/H,O, mit der Aufregulation der
kostimulatorischen Molekile CD80 und CD86 reagieren. Demzufolge sollte auch die Aktivierung von
intravends transferierten Zellen toleranter Spender in den axillaren Lymphknoten erfolgen. Wéhrend
alle Lymphozyten friher oder spater durch einfachen Transport mit dem Blutstrom in die Milz
gelangen, erfolgt die Migration in die Lymphknoten nicht zuféllig. Fur den Eintritt in die
Lymphknoten ist die Expression spezieller Adhasionsmolekiile erforderlich, die ihnen den Ubergang
aus den Venolen mit hohem Endothel in die Lymphknoten ermdglichen.

4.1.2 Aktivierung toleranter Zellen in den axillaren Lymphknoten

Tatsachlich konnte durch den Transfer von CFSE-markierten Milzzellen gezeigt werden, dal3 die
tUbertragenen Zellen sowohl in den Lymphknoten als auch der Milz anzutreffen sind. Obwohl gleiche
Anzahlen sowohl naiver als auch toleranter Zellen Ubertragen wurden, ist die Zahl der Zellen
toleranter Spender nach Sensibilisierung geringer als die der naiven Spenderzellen. Allerdings weisen
die Zellen der toleranten Spender eine héhere CFSE-Fluoreszens als ihre naiven Pendants auf (Abb.
2). Dies reflektiert den anergischen Zustand der T-Zellen toleranter Spender und bestétigt die In-vitro-
Daten von Artik et al. (2001), die belegen, daB die toleranten T-Zellen weder proliferieren noch IL-2
produzieren kdnnen, wahrend die naiven Zellen nach Aktivierung stark proliferieren, was die
Abnahme der Fluoreszenz im vorliegenden Experiment erklart. Dies zeigt, dafl tatsachlich die
Aktivierung der transferierten Zellen erfolgt ist. Da fir die Aktivierung die Expression
kostimulatorischer Molekile erforderlich ist, ist es sehr wahrscheinlich, daR dieser Prozel} in den
axillaren Lymphknoten erfolgt, da die Aufregulation der Kostimulation hier bereits demonstriert
werden konnte (Roelofs-Haarhuis, 2003), wahrend andere Lymphknoten nach der Sensibilisierung
keine Verdnderung aufweisen (Roelofs-Haarhuis, pers. Kommunikation). Zu beachten ist, dal in dem
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dargestellten Experiment gesamte Milzzellen bertragen wurden. Unter den transferierten Zellen sind
nicht nur T-Zellen, sondern auch B-Zellen. Die B-Zellen toleranter Spender befinden sich in einem
pra-apoptotischen Zustand (Nowak, Dissertation). Somit bietet sich die Apoptose dieser B-Zellen als
eine weitere mogliche Erklarung fir die Reduzierung der Zellen toleranter Spender an.

4.1.3 Expression von IFN-ywéhrend der Induktion der Toleranz

Da sich die Zellen naiver und toleranter Spender offensichtlich in ihren Reaktionen unterscheiden,
liegt die Vermutung nahe, dal’ sich diese Unterschiede auBer in der Expression von IL-2 auch im
Charakter der Expressionsprofile weiterer Zytokine auf3ern. Wahrend der Sensibilisierung nach dem
Transfer naiver Spenderzellen sollte sich ein Inflammations-orientiertes Zytokinprofil einstellen,
welches gekennzeichnet ist durch die Expression von Zytokinen des Th1-Typs, wie IL-2, IFN-y und
TNF-o, wéhrend nach dem Transfer toleranter Spenderzellen ein eher Th2-gerichtetes Zytokinprofil
zu erwarten ist, welches durch Zytokine wie IL-4, IL-10 oder TGF-B, die in anderen Toleranzmodellen
wie Kolitis (Groux, 1997), IBD (Powrie, 1994) und ACAID (Sonoda, 2001) eine Rolle spielen,
gekennzeichnet ist (Watanabe, 2002). Aus dieser Uberlegung heraus wurde die Expression der
Zytokine IFN-y und IL-10 als typische Vertreter einer Thl- bzw. einer Th2-Antwort in den
drainierenden axillaren Lymphknoten und der Milz naiver und toleranter Tiere, sowie von Empféngern
naiver oder toleranter Spenderzellen nach der Sensibilisierung untersucht.

In Anbetracht der Erwartung stellt sich das Ergebnis umso berraschender dar. In den axillaren
Lymphknoten toleranter Mause ist nur nach Sensibilisierung mit Nickel und Adjuvans eine
geringfligig niedrigere Expression von IFN-y zu verzeichnen, verglichen mit den Lymphknoten naiver
Tiere. Dies bestatigt erneut, dal? die Sensibilisierung der Mause erforderlich ist, um die Toleranz zu
initiieren. Keinerlei Veranderung erfahrt die Expression von IL-10, unabhangig vom Status oder der
Sensibilisierung der Tiere. Noch deutlicher ist das Ergebnis nach dem Transfer toleranter oder naiver
Spenderzellen. In den axillaren Lymphknoten der Empféanger toleranter Zellen ist die Expression von
IFN-y mit der in toleranten Mé&usen, die keinen Transfer erhalten haben, vergleichbar. Im Gegensatz
dazu ist die Expression in den Lymphknoten der Empfanger naiver Zellen deutlich erhéht. Wiederum
weist die Expression von IL-10 keinerlei Unterschiede auf. V6llig entgegen der Erwartung prasentiert
sich dagegen die Situation in der Milz, hier ist die Expression von IFN-y bei toleranten Tieren
unabhangig von der Art der Sensibilisierung deutlich héher als bei naiven Tieren. Diese Beobachtung
tritt noch deutlicher bei den Empfangern toleranter Zellen hervor, die Expression von IFN-y ist
deutlich erhoht verglichen mit den Empfangern naiver Zellen, die keine Verénderung in der IFN-y-
Expression aufweisen. Auch in der Milz zeigt sich keine Veranderung in der Expression von IL-10,
auch nicht nach dem Transfer von Spenderzellen.

Entgegen der landlaufigen Auffassung, daB die Induktion und die Aufrechterhaltung der Toleranz von
der Expression von IL-10 gekennzeichnet ist (Groux, 1997; Powrie, 1994; Sonoda, 2001), finden sich
in den hier prasentierten Ergebnissen keine Anhaltspunkte dafur, daB die Expression von IL-10 fiir die
Induktion und Verbreitung der Toleranz gegen Nickel erforderlich ist. Die Ergebnisse sprechen eher
dafir, daB die Induktion und infektiése Verbreitung der Toleranz durch die feinregulierte Expression
von IFN-y beeinflulRt wird, nicht von IL-10. Die Aktivierung der T-Zellen durch Interaktion mit APZ
in den axillaren Lymphknoten findet bei verringertem Spiegel des inflammatorischen Zytokins IFN-y
statt, jedoch ohne Beitrag von IL-10. In der Literatur existieren Hinweise darauf, dal3 die aktivierten T-
Zellen in die Milz wandern, wo die infektiose Verbreitung der Toleranz von T-Zellen auf DZ und von
DZ auf T-Zellen unter Mitwirkung von NKT-Zellen erfolgt. Wird die Interaktion in der Milz gestort,
bleibt das Entstehen von Toleranz aus (Faunce, 2002).

Die Expression von IFN-y palst somit eigentlich nicht in die gangigen Vorstellungen der
Toleranzentwicklung. Die Ergebnisse deuten jedoch eine Funktion flr IFN-y in der Toleranz gegen
Nickel an. Offensichtlich erfordert die in der Milz stattfindende infektiése Verbreitung der Toleranz
die Expression von IFN-y. Daflir existieren mehrere mogliche Begrindungen. Zum einen kann der
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Zeitpunkt der Expression eines bestimmten Zytokins wéhrend der Immunreaktion seine Funktion
bestimmen. Werden pro-inflammatorische Zytokine, wie IFN-y, frih wéhrend einer Immunreaktion
exprimiert, induzieren sie eine inflammatorische Th1l-Antwort, werden sie hingegen spét exprimiert,
so kann dasselbe Zytokin die terminale Differenzierung und den Tod von T-Zellen ausldsen. Dies
beinhaltet auch solche, die an Autoimmunreaktionen beteiligt sind. Weiteren EinfluR haben der Ort
und die Héhe der Expression (Falcone, 1999). IFN-y kdnnte somit ein Beispiel fur die ambivalente
Rolle eines pro-inflammatorischen Zytokins in der Autoimmunitét darstellen.

4.1.4 IFN-yinduziert die Expression des Tryptophan-abbauenden Enzyms IDO

Eine weitere Mdglichkeit der Beeinflussung von Immunantworten durch Zytokine besteht darin, daf
sie unterschiedliche Wirkungen auf unterschiedliche Subpopulationen eines bestimmten Zelltyps
haben. Dies ist der Fall bei CD8a." DZ und CD8o DZ in der Milz der Maus. Wahrend die IFN-y
Behandlung keinen EinfluR auf die Funktion der CD8c.” DZ-Subpopulation hat, entwickeln die CD8a.*
DZ die Fahigkeit, die Antigenprasentation durch andere DZ zu verhindern (Grohmann, 2000). Diese
Funktion wird durch das Tryptophan-abbauende Enzym Indolamin 2,3-dioxygenase (IDO) vermittelt.
Die Beeinflussung des Tryptophan-Katabolismus, die durch IDO katalysiert wird, stellt einen weiteren
Mechanismus der Immunsuppression dar. So besteht eine biologische Funktion dieses Enzyms in der
Suppression der allogenen AbstoRung des foetalen Gewebes wéhrend der Schwangerschaft, wird seine
Funktion gestort, kommt es zum Verlust des Foetus. Eine bemerkenswerte Eigenschaften dieses
Enzyms ist seine Induzierbarkeit durch das eigentlich pro-inflammatorische Zytokin IFN-y (Abb. 31),
weshalb es moglicherweise auch eine Rolle bei der Immuntoleranz gegen Nickel spielt.

Inhibition der
Proliferation

Aufnahme von Ni-

beladenem Material CD4* Treg

Antigenpréasentation

Abb. 31: Schema der IDO-Induktion (Finger, 2002), kombiniert mit der postulierten Présentation von
Ni-spezifischen Antigenen. Die Expression von IDO wird durch IFN-y autokrin oder parakrin induziert. Die
autokrine IFN-y-Produktion der DZ wird durch die Bindung von Treg-Zellen an MHCII und die gleichzeitige
Signalgebung dber CTLA-4 an B7 ausgeltst. Die Bindung von IFN-y an seinen Rezeptor induziert die
Expression von IDO, die durch IL-10 stabilisiert und verstarkt wird. IDO katalysiert den ersten Schritt im
Trp-Katabolismus und verringert das Angebot an Trp, was die Proliferation von T-Effektorzellen inhibiert.
Die gebildeten Abbauprodukte tragen zusétzlich zu diesem Effekt bei. Dariiberhinaus induzieren sie selektiv
die Apoptose von Th1-Zellen. Dies trégt zur weiteren Bildung von Treg-Zellen bei.
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Die Expression von IDO durch DZ der CD8a." Subpopulation kann sowohl autokrin als auch parakrin
durch IFN-y induziert werden. Die Expression von IFN-y durch die DZ wird normalerweise wéhrend
der Effektorphase der Toleranz durch die Interaktion von CTLA-4 auf Treg-Zellen mit B7 auf der
Oberfl&che der DZ ausgeldst (Grohmann, 2003, Fallarino, 2003) und flhrt zur autokrinen Induktion
von IDO. Die enzymatische Aktivitit des Enzyms fuhrt zu einer Verringerung des
Tryptophanangebots, was sich inhibierend auf die Proliferation von T-Effektorzellen auswirkt und
somit die T-Zell-vermittelte Immunantwort beeintrachtigt (Mellor, 1999; Munn, 1999). Eine weitere
Folge der Aktivitat von IDO ist die Bildung von Reaktionsprodukten des Tryptophanabbaus. IDO
katalysiert den ersten, geschwindigkeitsbestimmenden Schritt im Kynurenin-Abbauweg (Shimizu,
1978). Die in weiteren Schritten entstehenden Metabolite wie 3-Hydroxyantranilsaure (3-HAA) oder
Quinolinsdure (QUIN) , die ebenfalls inhibierend auf die T-Zellproliferation wirken (Terness, 2002),
induzieren dariber hinaus selektiv die Apoptose von Thl-Zellen, wahrend Zellen des Th2-Typs
wesentlich resistenter gegen diese Form der Apoptoseinduktion sind (Fallarino, 2002). Dabei handelt
es sich allerdings um einen In-vitro-Befund, der jedoch auch in-vivo nicht auszuschlieBen ist. Der
selektive Tod der Th1-Effektorzellen bzw. das Uberleben der Th2-Zellen begiinstigt die Bildung von
Treg-Zellen und stellt einen wichtigen Mechanismus fir die differentielle Regulation der beiden
Zellpopulationen dar. Er hat somit einen entscheidenden Einfluf auf den Ausgang der Immunantwort
(Zhang, 1997; Varadhachary, 1997).

Im hier untersuchten Modell der Nickeltoleranz zeigte sich eine hohe Expression von IFN-y in der
Milz. Somit ergibt sich die Vermutung, dal die Anwesenheit dieses Zytokins die Expression von IDO
durch DZ der Milz induziert. Ein immer wiederkehrendes Problem hinsichtlich dendritischer Zellen
besteht in ihrer geringen Zahl und ihrer nicht immer unproblematischen Isolierung. Aus diesem Grund
wurde die Beantwortung dieser Frage auf indirektem Weg in Angriff genommen. Um ausreichende
Zellzahlen zur Untersuchung zu erhalten, wurden dendritische Zellen aus den Knochenmarkszellen
unter dem EinfluR von GM-CSF kultiviert (bone marrow-derived DCs: BMDCs) (Inaba, 1992). Auf
solche Weise generierte DZ werden in der Immunologie haufig verwendet und dienen als potentielle
APZ in vivo und in vitro, wenn anderweitig nicht gentigend Zellen zur Verfiigung stehen (Schreurs,
1999).

Die Behandlung der BMDCs mit IFN-y hat die Aufregulation von IDO-mRNA (Abb. 7) und —Protein
(Abb. 8) zur Folge und bestatigt die Angaben in der Literatur, auflerdem regulieren die DZ das
Antigen-prasentierende Molekiil MHC-II und den fur DZ typischen Antigenrezeptor DEC205, sowie
CD8a. auf (Abb. 8). Die erhohte Expression von MHC-I1 und von DEC205 spricht dafir, dal3 es sich
bei den verwendeten Zellen um DZ des “semi-mature” Reifezustands handelte, also jener Population,
der die tolerogenen Eigenschaften zugeschrieben werden (Lutz, 2002). Auch Roelofs-Haarhuis et al.
(2003) beschreiben fir die DZ toleranter Tiere eine erhdhte Expression von DEC205, die Expression
von MHC-II hingegen zeigte keine Verdnderung, der Zustand dieser DZ 4Rt sich daher am
treffendsten als "immature” beschreiben. Dies ist dadurch zu erklaren, daR die DZ bei Roelofs-
Haarhuis et al. vorher nicht durch Injektion von Nickel und Adjuvans aktiviert wurden, wahrend die
Behandlung mit IFN-y einer Aktivierung gleichkommt und die erhdhte Expression von MHC-II
erklart. Der Befund, dafl die Expression von IDO in den generierten DZ durch die Behandlung mit
IFN-y aufreguliert wurde, impliziert eine mogliche Funktion dieses Enzyms bereits bei der Induktion
der Nickeltoleranz. Die Expression von IFN-y war in der Milz bereits 6 h nach der Aktivierung des
Immunsystems durch die Injektion erhdht (Abb. 3D - F; Abb. 5D - F), selbst bei Applikation von Ni**
oder NaCl.

Fur eine Rolle von IDO bereits in der Induktionsphase der Toleranz spricht weiterhin, dal die
Expression von IDO bereits durch virale oder bakterielle Faktoren, wie LPS, ausgeltst werden kann
(Fujigaki, 2001), also bevor eine adaptive Immunreaktion ausgepragt werden kann. Diese Eigenschaft
kann auch die seit langem bekannte Beobachtung erklaren, dalR eine Kontamination mit LPS die
Auslésung von DTH-Reaktionen, wie der Hypersensibilitat gegen Nickel, verhindern kann.
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4.1.5 Induktion der IDO-Expression durch UVB-Bestrahlung

Ein weiteres System zur systemischen Toleranzinduktion umfafit die Bestrahlung mit UVB-Licht
(Schwarz, 1998; Schwarz, 2004; Hill, 1999). Bemerkenswert ist, dal zwischen der UVB-induzierten
systemischen Toleranz und der oralen Toleranz gegen Nickel viele Gemeinsamkeiten bestehen. Beide
Systeme sind charakterisiert durch die Induktion von Treg-Zellen, durch die der Transfer auf
unbehandelte naive Empféanger mdglich ist, und in beiden Systemen ist fir die Ausbildung der
Toleranz die Apoptose durch Fas/FasL von Bedeutung. Fur die UVB-induzierte Immunsuppression ist
auflerdem die Expression von CTLA-4 erforderlich, was fir die oral induzierte Toleranz gegen Nickel
bisher nicht bestétigt, jedoch auch nicht ausgeschlossen werden konnte.

Die vielen Parallelen zur Nickeltoleranz und die Beteiligung von CTLA-4, welches in der Literatur als
der Hauptausldser der IFN-y-Expression durch DZ beschrieben wird, flihren zu der Frage, ob die
Funktion von CTLA-4 bei der UVB-induzierten Immunsuppression in der Aufregulation von IDO
besteht. Eine der Eigenschaften der CTLA-4" T-Zellen UVB-bestrahlter toleranter Spender, die von
Schwarz et al. (2000) beschrieben wurden, ist die Expression von I1L-10, TGF-p und grofen Mengen
IFN-y, weshalb sie den Trl-Zellen zugeordnet wurden (Groux, 1997; Groux, 1999). Diese
Beobachtungen wurden jedoch bei Kokultur mit Antigen-behandelten BMDCs gemacht, und die
exprimierten Zytokine mittels ELISA im Uberstand gemessen. Es ist daher nicht auszuschlieRen, daR
die beobachtete IFN-y-Produktion nicht auf die CTLA-4" T-Zellen, sondern die DZ zuriickzufiihren
war. Mdoglicherweise ist aber auch die Expression von IFN-y in der Milz bei der Nickeltoleranz
teilweise auf CTLA-4" Tr1-Zellen zuriickzufiihren, keine der Mdglichkeiten 148t sich ausschlieRen.
Der resultierende Effekt, die Expression von IDO, wére allerdings identisch.

Die in dieser Dissertation vorgelegten Daten zeigen jedoch, dal IDO in DZ bereits durch UVB-
Bestrahlung selbst ausgeltst werden kann, ohne dal? weitere Zellen beteiligt sind. Die IDO-Expression
durch die bestrahlten dendritischen Zellen konnte die Bildung von Th1-Effektorzellen verhindern und
die Bildung von Treg-Zellen begunstigen, was die Ausbildung eines sich selbst verstdrkenden
Netzwerkes mit CTLA-4" Treg-Zellen zur Folge hatte (Finger, 2002), auBerdem wiirde die Antigen-
Prasentation benachbarter DZ im bestrahlten Tier inhibiert. Uber mogliche Mechanismen der direkten
IDO-Induktion kann nur spekuliert werden. Ein moglicher Kandidat ist der Transkriptionsfaktor p53,
der durch UV-Bestrahlung in den Nukleus transloziert wird und dort unter anderem die Aktivierung
diverser pro-apoptotischer Gene der Bcl-2-Familie, wie Bax, BID und PUMA bewirkt, die fur die
Induktion der Apoptose verantwortlich sind (Chipuk, 2004; Fridman, 2003; Miyashita, 1994; Sax,
2002; Nakano, 2001). Auch in den B-Zellen Nickel-toleranter Tiere ist eine erhdhte Expression dieser
Molekiile zu beobachten, es hat den Anschein, daR auch die Behandlung mit Ni** die Translokation
von p53 in den Zellkern auslést (Nowak, pers. Kommunikation).

Aus den Beobachtungen geht hervor, daR die Expression von IDO einer der grundlegenden
Mechanismen der peripheren Toleranz sein konnte, der in den verschiedensten Toleranzmodellen eine
Rolle spielt. Um Zweifel auszurdumen, dal 1DO tatsachlich zur Toleranz gegen Nickel beitragt, steht
noch die direkte Bestatigung aus, daR in der Milz toleranter Tiere nicht nur IFN-y, sondern auch IDO
exprimiert wird.

4.1.6 Die Rolle der Apoptose in der Induktion der Nickeltoleranz

In der UVB-induzierten Toleranz spielt auBerdem die Induktion der Apoptose ber die Interaktion von
Fas/FasL eine entscheidende Rolle (Schwarz, 1998; Hill, 1999). Kommt diese Interaktion nicht mehr
zustande, entweder durch das Fehlen von Fas in Ipr” Mausen oder von FasL in gld” Mausen, bleibt
die Immunsuppression nach der Bestrahlung mit UVB aus, bzw. ist wie im Falle der Ipr-Mutation
stark beeintrachtigt (Hill, 1999). Die Begrindung fur das nur teilweise Ausbleiben der
Immunsuppression in den Fas-defizienten Mausen liegt in der Natur der Ipr-Mutation, die nur
lickenhaft ist (Chu, 1993; Mariani, 1994). So ist es zum Beispiel moglich, die Expression von Fas in
Mausen des Ipr” Stammes durch y-Bestrahlung aufzuregulieren (Booker, 1998). Hill et al. (1999)
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beschreiben die Erfordernis von FasL im Spender, dagegen ist laut Schwarz et al. (1998) die
Expression von Fas und FasL im Empfanger fir die Ubertragung der UVB-induzierten
Immunsuppression erforderlich. Diese widerspruchlichen Aussagen wurden in der vorliegenden Arbeit
am Modell der oral induzierten Nickeltoleranz untersucht.

Die Ergebnisse zeigen, dal weder Fas- noch FasL-defiziente Tiere orale Toleranz gegen Nickel
entwickeln (Abb. 10 + 11). Eine Besonderheit zeigen dabei die Fas-defizienten Tiere. Sie kdnnen nach
der oralen NiCl,-Behandlung durch Ni**/H,0, sensibilisiert werden, nicht jedoch durch Ni** ohne
zusétzliches Adjuvans, zeigen also eine Art "unvollstdndiger" Toleranz. Diese Beobachtung stimmt
mit den Resultaten von Hill et al. (1999) (berein, die zeigen, das durch UVB-Bestrahlung
Immunsuppression, wenn auch in schwacherer Form, in Fas-defizienten Tieren induziert werden kann.
Vermutlich ist dieser Effekt auf die unvollstdndige Mutation des Fas-Gens zuriickzufiihren. Im
Gegensatz dazu werden oral behandelte FasL-defiziente Tiere bereits durch Ni** allein sensibilisiert.
Die Unterschiede bei der Sensibilisierbarkeit weisen Parallelen zu den Beobachtungen von X. Wu an
Mausen auf, die in Nickel-freier Umgebung gehalten werden (Ni"*" '*“-Mause, Verdffentlichung in
Vorbereitung). Diese Tiere kénnen ebenfalls bereits durch Ni** sensibilisiert werden. Wiahrend das
Unvermdgen von Ni** zur Sensibilisierung naiver, konventionell gehaltener Tiere einer fehlenden
Adjuvansfunktion von Ni** zugeschrieben wurde (Artik, 1999), deuten die neuen Daten von Wu et al.
darauf hin, daB bereits durch die orale Aufnahme geringer Mengen Ni** aus den Edelstahlkappen der
Trinkflaschen und den Kéfiggittern Nickel-spezifische Treg-Zellen in diesen Tieren gebildet werden.
Die Entstehung von FasL® Treg-Zellen nach oraler Applikation hoher Antigendosen wurde bereits
beschrieben (Watanabe, 2002). Die gebildeten Treg-Zellen verhindern die Sensibilisierung durch Ni**
alleine und machen die Verwendung eines Adjuvans erforderlich. Es besteht also die Mdglichkeit, daf}
das Ausbleiben der Toleranzinduktion in den FasL-defizienten Mausen auf der Unféhigkeit zur
Bildung von Treg-Zellen beruht, wahrend sich in Fas-defizienten Tieren Treg-Zellen bilden, die die
Sensibilisierung durch Ni?* verhindern kénnen, nicht jedoch durch Ni** in Verbindung mit einem
Adjuvans.

Um die Entstehung von Treg-Zellen und die Funktion von Fas und FasL wéhrend der Induktion der
Nickeltoleranz zu untersuchen, wurden adoptive Zelltransfers mit Fas- und FasL-defizienten Tieren als
Empféngern sowie als Spendern verschiedener Zellpopulationen durchgefiihrt. Die Daten zeigen, dal
sowohl Fas- als auch FasL-defiziente Tiere durch den Transfer von Milzzellen toleranter Wildtyp-
Spender tolerant gegen Nickel werden (Abb. 12 + 13). Das beweist, daR durch die Fas- bzw. die FasL-
Mutation, also die Unterbrechung der Apoptoseinduktion, die Induktion der Toleranz verhindert wird.
Ist die Toleranz jedoch bereits etabliert, das bedeutet, sind bereits Treg-Zellen gebildet worden, dann
ist die Ubertragung der Toleranz auch in FasL-defiziente Empfanger méglich (Abb. 14). Werden
jedoch B-Zellen toleranter Spender auf FasL-defiziente Empfanger lbertragen, erfolgt kein Transfer
der Toleranz (Abb. 15). Weitere Transfers von sortierten T- und B-Zellen Fas- bzw. FasL-defizienter
Spender haben gezeigt, daB fir die Ubertragung der Toleranz die Expression von Fas auf B-Zellen
(Abb. 17) und von FasL auf T-Zellen (Abb. 19) oral tolerisierter Tiere erforderlich ist. Umgekehrt hat
die Expression von Fas durch T-Zellen (Abb. 16) und von FasL durch B-Zellen (Abb. 18, in den
Milzzellen enthalten) keine Bedeutung fiir die Toleranzentwicklung.

Offenbar sind fir die Entstehung der Toleranz FasL™ T-Zellen und Fas® B-Zellen erforderlich, fehlt
eine dieser beiden Komponenten, kann sich keine Toleranz entwickeln. Dies impliziert die T6tung der
mit Nickel beladenen B-Zellen durch die T-Zellen wéhrend der Induktionsphase der Nickeltoleranz.
Die apoptotischen B-Zellen kénnen dann von DZ aufgenommen werden und filhren zur tolerogenen
Prasentation von Antigen, was zur Bildung von sowohl CD4" als auch CD8" Treg-Zellen fiihrt (Abb.
32). Die tolerogene Prasentation von Antigenen und die Induktion regulatorischer T-Zellen durch DZ
nach der Aufnahme von apoptotischem Material ist bereits allgemein akzeptiert (Ferguson, 2002; Koh,
2000; Sauter, 2000).
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Abb. 32: Wahrend der Induktion der Toleranz gegen Nickel induzieren T-Zellen die Apoptose von B-
Zellen. Dafiir ist die Expression von FasLigand (CD95L) auf der Oberflache der T-Zellen und die Expression
von Fas (CD95) durch die mit Nickel beladenen B-Zellen erforderlich. Ist die Expression eines dieser
Molekiile bei einer der beteiligten Zellpopulationen gestort, findet keine Induktion der Toleranz mehr statt.
Die apoptotischen B-Zellen werden von DZ aufgenommen, die Antigene prozessiert und an naive T-Zellen
prasentiert, die sich daraufhin zu Treg-Zellen differenzieren.

Sind erst einmal Treg-Zellen gebildet worden, dann erfolgt die Generation weiterer regulatorischer T-
Zellen durch die infektiose Verbreitung der Toleranz. Die gebildeten Treg-Zellen interagieren mit
anderen DZ und bewirken die Entstehung weiterer tolerogener DZ (Min, 2003; Cederbom, 2000;
Frasca, 2002). Auch die Induktion von IDO (ber das koinhibitorische Molekil CTLA-4 der Treg-
Zellen steht in der Diskussion, die tolerogenen Funktionen der exprimierenden DZ auszulésen, dhnlich
einem intrazelluléren “second-messenger” System (Mellor, 2004). Die Interaktion zwischen diesen
Zelltypen ist vermutlich fiir die Amplifikation wahrend der Toleranzinduktion verantwortlich, da die
Treg-Zellen mit vielen DZ interagieren konnen, die ihrerseits die Bildung vieler neuer regulatorischer
T-Zellen bewirken. Die von Roelofs-Haarhuis et al. (2003) présentierten Daten belegen, daR der
Transfer der Toleranz von T-Zellen des Spenders auf T-Zellen des Empféangers nicht direkt erfolgt,
sondern die Toleranzibertragung auf APZ des Empfangers als Zwischenschritt beinhaltet. Der
Transfer der Toleranz auf Zellen des gleichen Typs erfordert mehr Zeit und auch das zweimalige
Sensibilisieren der Tiere, was die Notwendigkeit zur Aktivierung der APZ verdeutlicht. Durch die
Mitwirkung von IDO konnte die infektiose Verbreitung der Toleranz noch zusétzlich verstérkt
werden, da IDO auch einen Effekt auf benachbarte DZ ausibt (Grohmann, 2000).

4.1.7 NKT-Zellen induzieren Apoptose wahrend der Induktion der Nickeltoleranz

Weitere Daten von Roelofs-Haarhuis et al. (2004) zeigen, dalR noch ein weiterer Zelltyp fur die
Toleranzinduktion erforderlich ist: NKT-Zellen, neben Treg-Zellen gelten sie als zweiter Typ
regulatorischer T-Zellen (Hong, 2001; Sharif, 2001; Miyamoto, 2001). Sie sind beteiligt an der
Kontrolle und der Unterdriickung diverser Autoimmunkrankheiten. Sie erkennen Phospho- und
Glykolipide (Gumperz, 2000; Zhou, 2004), die ihnen auf CD1d von DZ und B-Zellen présentiert
werden (Kronenberg, 2002; Brigl, 2004). Viele Autoimmunkrankheiten gehen mit einer verringerten
Zahl der NKT-Zellen einher. lhre Stimulation durch o-GalCer kann den Krankheitsverlauf positiv
beeinflussen (Hong, 2001; Poulton, 2001; Yang, 2003). Auch in Fas-defizienten Mausen ist die Zahl
der NKT-Zellen reduziert (Yang, 2003). Die Beteiligung von NKT-Zellen an der Induktion der
Nickeltoleranz geht daraus hervor, da® NKT-Zell-defiziente Tiere des Ja18” Stammes bei oraler
Behandlung mit Nickel keine Toleranz entwickeln. Wéhrend durch den Transfer von T-Zell-
depletierten Milzzellen (APZ) keine Toleranz auf Jo18" Empfanger iibertragen werden kann, werden
die Empfanger von toleranten T-Zellen sehr wohl tolerant. Nach oraler Behandlung NKT-Zell-
defizienter Tiere mit Ni** kénnen die APZ dieser Spender Toleranz auf naive WT-Empfanger
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tbertragen, nicht jedoch die T-Zellen. Offensichtlich werden in NKT-Zell-defizienten Mdusen keine
regulatorischen T-Zellen gebildet, die NKT-Zellen sind fir die Entwicklung von Treg-Zellen
erforderlich (Roelofs-Haarhuis, 2004).

Werden jedoch Lymphozyten, die NKT-Zellen enthalten, zusammen mit APZ toleranter Spender in
Jo18" Empfanger transferiert, ist es moglich Toleranz zu tibertragen. Dafiir ist es nicht erforderlich,
dall die NKT-Zellen ebenfalls aus einem toleranten Spender stammen. Werden die NKT-Zellen aus
diesen Lymphozyten depletiert, findet kein Transfer der Toleranz mehr statt. Allerdings missen die
NKT-Zellen dazu in der Lage sein, die Zytokine IL-4 und IL-10 zu produzieren, eine Erfordernis zur
Produktion von IFN-y bestand dagegen nicht (siehe Abb. 20). Die ibertragenen NKT-Zellen sind also
dazu fahig, das Zellrepertoire der NKT-Zell-defizienten Empfanger zu substituieren (Roelofs-
Haarhuis, 2004). Es konnte auBerdem beim Kotransfer von tolerogenen B-Zellen zusammen mit
Lymphozyten FasL-defizienter Spender gezeigt werden, dal die Expression des FasLiganden durch
die NKT-Zellen fir die Induktion der Toleranz erforderlich ist (Nowak, Dissertation). Die FasL-
Expression der NKT-Zellen kann zusatzlich durch 1L-4 autokrin verstarkt werden (Kaneko, 2000).

Die in dieser Arbeit vorgestellten Daten und die Literatur bestatigen somit die Hypothese, dal NKT-
Zellen die B-Zellen durch Induktion von Apoptose wahrend der Induktionsphase der Toleranz tdten
(Nowak, Dissertation). Die Aufnahme apoptotischen Materials durch DZ, speziell der CD8a*
Subpopulation, hat die tolerogene Préasentation von Antigen zur Folge, was zur Aktivierung von
naiven T-Zellen unter tolerogenen Bedingungen fuhrt und ihre Differenzierung zu Treg-Zellen ausldst
(Abb. 33). Fur diese Hypothese spricht, dafl die B-Zellen der marginalen Zone der Milz CD1d
exprimieren (Sonoda, 2002) und somit NKT-Zellen stimulieren kénnen, die B-Zellen toleranter Tiere
zeigen zudem eine erhéhte Expression von Fas (Nowak, Dissertation).

CD95A IR CD1d
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Abb. 33: NKT-Zellen induzieren die Apoptose von B-Zellen wéhrend der Induktion der
Nickeltoleranz. Die Induktion der Toleranz erfordert die Expression von FasL durch die NKT-Zellen und
von Fas durch die B-Zellen.. Tolerogene B-Zellen weisen eine erhdhte Expression von Fas auf und besitzen
CD1d, sie kdnnen somit die NKT-Zellen stimulieren, die ihrerseits mit der Aufregulation von FasL und
Zytokinen reagieren. Die apoptotischen B-Zellen werden von DZ aufgenommen und in tolerogener Weise an
naive T-Zellen prasentiert, was zur Differenzierung zu Treg-Zellen fuhrt.

NKT-Zellen sind also fir die Induktion der Toleranz erforderlich, neben Zytokinen mdissen sie
ebenfalls FasL exprimieren. Es stellt sich somit die Frage, ob die Induktion der Apoptose die einzige
Funktion der NKT-Zellen bei der Entstehung der Toleranz ist, oder ob sie noch weitere Funktionen in
spateren Phasen nach der Apoptoseinduktion ausiiben, fur die die Zytokine von Bedeutung sind.
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4.1.8 Die Ubertragung der Toleranz durch "apoptotic bodies' erfordert NKT-Zellen

Falls die ausschlie3liche Funktion der NKT-Zellen in der Bereitstellung von apoptotischem Material
durch die Induktion der B-Zellapoptose besteht, die durch die Produktion der Zytokine
maoglicherweise unterstitzt wird, dann sollte der Transfer der Toleranz unter Umgehung dieses
Schrittes méglich sein, indem die Induktion der Apoptose kinstlich, zum Beispiel durch y-Bestrahlung
der B-Zellen, ausgel6st wird. Die entstehenden apoptotischen B-Zellen sollten von DZ aufgenommen
werden und prozessierte Antigene auf tolerogene Weise prasentiert werden. (Abb. 22B, Hypothese der
Toleranzinduktion durch apoptotisches Material von Nickel-behandelten Spendern). Wahrend
unversehrte B-Zellen toleranter Spender, analog zu tolerogenen APZ, keine Toleranz in NKT-Zell-
defiziente Empfanger Ubertragen kdnnen (Abb. 21), sind apoptotische B-Zellen toleranter Spender
dazu in der Lage (Nowak, Dissertation; Abb. 34).

y-Bestrahlung
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Abb. 34: Apoptotische B-Zellen Ubertragen die Toleranz gegen Nickel in NKT-Zell-defiziente
Empfanger. Die Ubertragenen apoptotischen B-Zellen werden von DZ aufgenommen, die Antigene
prozessiert und an naive T-Zellen prasentiert, die sich daraufhin zu Treg-Zellen differenzieren. Die
Mitwirkung von NKT-Zellen ist hierfir nicht erforderlich

Wenn tatsdchlich das Vorhandensein von apoptotischem Material die einzige Vorraussetzung fur die
Toleranzinduktion darstellt, dann sollte bereits apoptotisches Material in Form apoptotischer Vesikel
("apoptotic bodies") fiir die Ubertragung der Toleranz in NKT-Zell-defiziente Empfanger ausreichen
(Abb. 35). Das ist jedoch nicht der Fall (Abb. 25, Gr. 3).
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Abb. 35: Induktion der Nickel-Toleranz durch “apoptotic bodies* erfordert die Beteiligung von NKT-
Zellen. Wahrend apoptotische Vesikel die Toleranz auf WT-Empfénger (ibertragen konnen (A), erfolgt bei
Transfer der ,apoptotic bodies* auf NKT-Zell-defiziente Tiere keine Induktion der Toleranz (B). Das
beweist, daB die Funktion der NKT-Zellen nicht nur in der Induktion der Apoptose von B-Zellen besteht.

In der Tat besitzen "apoptotic bodies" das Potential, die Toleranz in WT-Empfénger zu Ubertragen
(Abb. 35A; Abb. 24, Gr. 4 + 6), nicht jedoch in Ja18” Empfanger (Abb. 35B; Abb. 25, Gr. 3). Die in
Abbildung 23 dargestellte Hypothese konnte somit nicht bestétigt werden. Dieser Befund fiihrt zu
zwei SchluRfolgerungen:

1. Die Funktion der NKT-Zellen ist nicht auf die Apoptoseinduktion von B-Zellen beschrankt. Das
wird durch die Beobachtung von Roelofs-Haarhuis et al. (2004) bestatigt, dal NKT-Zellen dazu in der
Lage sein missen, IL-4 und IL-10 zu produzieren. Es zeigt auf indirekte Weise, dal’ die Produktion
dieser Zytokine nach der Induktion der Apoptose erforderlich ist.

2. Die sterbenden B-Zellen iben noch eine spezielle Funktion aus, da sie die Toleranz nicht nur auf
WT-Empfanger, sondern auch auf NKT-Zell-defiziente Empféanger Gbertragen kdnnen. Moglich wére
die Produktion von Zytokinen durch apoptotische B-Zellen oder die Expression spezieller
Oberflachenmarker, die andere Signale an die phagozytierende Zelle liefern als die apoptotischen
Vesikel.

Somit stellt sich die Frage nach dem Mechanismus, lber den die "apoptotic bodies” erkannt und
aufgenommen werden. Die Unterschiede zwischen "apoptotic bodies” und apoptotischen Zellen sind
bisher nur unzureichend aufgeklart. Wahrend der Apoptose durchlaufen die sterbenden Zellen eine
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Reihe von Prozessen, die mit dem Tod der Zelle enden und von der Fragmentierung der DNA, der
Kondensation und dem Schrumpfen des Zellkerns, sowie der Bildung der "apoptotic bodies"
gekennzeichnet sind (Bedner, 1999). Diese Vesikel enthalten Teile des Zytoplasmas und der
Organellen, die von Fragmenten der Plasmamembran umhullt sind (Anderson, 2001), ihre GroRRe liegt
zwischen 0,5 und 2 pum (lhara, 1998). Sie besitzen jedoch keine enzymatische Aktivitat mehr
(Stolzing, 2004). Bei der Aufnahme besteht Konkurrenz zwischen apoptotischen Vesikeln und
anderen, nicht-apoptotischen Lipidvesikeln, was die Aufnahme {iber gemeinsame Mechanismen
vermuten lakt. Die Beteiligung des Scavenger-Rezeptors CD36 an der Aufnahme von apoptotischen
Vesikeln konnte eindeutig nachgewiesen werden (Stolzing, 2004). Dieser Rezeptor erkennt und bindet
oxidierte Lipoproteine (Fadok, 1998; Savill, 1997). Es wurde postuliert, da? die Uberbleibsel
apoptotischer Zellen und apoptotische Vesikel unter Mitwirkung verschiedener Rezeptoren
phagozytiert werden, die Phosphatidylserin und andere, bisher nicht identifizierte Liganden erkennen
(Parthaserathy, 1990), die einzigartig fur die Oberflachen apoptotischer Zellen sind (Husemann, 2002).
Zur Diskussion stehen hierflir oxidierte Proteine und Lipide apoptotischer Partikel. CD36 ist jedoch
nicht der einzige beteiligte Rezeptor, es sind noch weitere Rezeptoren, unter anderem auch fir
Phosphatidylserin, beteiligt (Stolzing, 2004; Kagan, 2002). Selbst die gleichzeitige Blockade multipler
Rezeptoren kann die Aufnahme der "apoptotic bodies™" nicht vollstandig unterbinden (Fadok, 1998).
Der Abbau oxidierter Proteine aus apoptotischen Vesikeln erfolgt unter Beteiligung sowohl des
lysosomalen als auch des proteasomalen Abbauweges (Stolzing, 2002; Stolzing, 2004). Definitive
Unterschiede zwischen den Oberflachenmolekilen apoptotischer Zellen und apoptotischer Vesikel
sind bisher jedoch nicht beschrieben, aus diesem Grund ist das unterschiedliche Verhalten von
apoptotischen Zellen und "apoptotic bodies" bei der Ubertragung der Toleranz hochstwahrscheinlich
auf die fehlende enzymatische Aktivitat der Vesikel zurtickzufihren.

4.1.9 Weitere mogliche Funktionen von NKT-Zellen

Das in dieser Arbeit etablierte System der Toleranziibertragung durch apoptotische Vesikel ermdglicht
zum ersten Mal die Unterscheidung zwischen den Effekten der tbertragenen Spender B-Zellen und der
NKT-Zellen im Empfanger, da hier in einem zellfreien Transfer die Nickeltoleranz nur durch
apoptotisches Material Ubertragen wurde. Es hat sich gezeigt, dal3 dafiir die Prasenz von NKT-Zellen
im Empfanger erforderlich ist, also die Induktion der B-Zell-Apoptose nicht die einzige Funktion
dieser speziellen Lymphozyten-Subpopulation ist.

Eine mogliche Funktion der NKT-Zellen besteht in der Produktion von Zytokinen. NKT-Zellen
exprimieren grof’e Mengen von Zytokinen wie IFNg, IL-4 und IL-10 schon wenige Stunden nach ihrer
Aktivierung durch CD1d (Faunce, 2002; Chen, 1997; Bendelac, 1995; Sonoda, 2001), im Gegensatz
zu konventionellen Lymphozyten, die dafiir mehrere Tage bendtigen. Diese Eigenschaft konnte die
Ausbildung einer speziellen Mikroumgebung zur Folge haben, die die DZ beeinfluBt und fiir die
tolerogene Présentation von Antigenen erforderlich ist. Die Expression von IL-4 und IL-10 wahrend
der Kontrolle von Immunantworten ist allgemein akzeptiert. Obwohl Roelofs-Haarhuis et al. keine
Notwendigkeit flr die IFN-y-Produktion durch NKT-Zellen gefunden haben, stellt dies dennoch
keinen Widerspruch zu den in dieser Arbeit prasentierten Daten dar, die eine hohe Expression von
IFN-y in der Milz nach dem Transfer toleranter Zellen zeigen (Abb. 4 + 6) (Kopp, 2004). In den
Transfers von Roelofs-Haarhuis et al. (2004) wurden gesamte APZ, d.h. T-Zell-depletierte Milzzellen
Ubertragen, daher ist nicht auszuschlieRen, dal3 bei diesen Transfers keine Erfordernis fur die IFN-y-
Produktion durch NKT-Zellen bestand, weil die Produktion von IFN-y durch andere Zellen im
Inokulat Gbernommen wurde. Die hier beschriebene Expression von IFN-y in der Nickeltoleranz
konnte auf die Induktion des Trp-abbauenden Enzyms IDO hindeuten, das auf mehrere Arten zur
Verhinderung unerwinschter Immunreaktionen beitragen kann. Die Expression von IDO wird
zusétzlich durch IL-10 stabilisiert und verstarkt (Munn, 2002), was zu der von Roelofs-Haarhuis et al.
(2004) beobachteten Erfordernis der IL-10-Produktion paft.
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Eine weitere mdgliche Funktion fir NKT-Zellen besteht in einer direkten Zell-Zell-Interaktion mit
DZ. CD1d wird insbesondere von tolerogenen DZ und B-Zellen exprimiert (Takeuchi, 1998; Sonoda,
2002). Mdoglicherweise sind flr eine vollstdndige Induktion der Toleranz sogar beide Funktionen
notwendig. Die Aktivierung der NKT-Zellen durch CD1d konnte fir die Produktion von Zytokinen
und Chemokinen erforderlich sein, die letztendlich zur Ausbildung einer spezifischen Mikroumgebung
fuhren (Faunce, 2002). Auch ist die Induktion der Apoptose weiterer Zellen im Empfénger durch
NKT-Zellen in Betracht zu ziehen, mdglicherweise sind B-Zellen nicht das einzige Ziel der FasL-
vermittelten Apoptoseinduktion (Abb. 36).
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Abb. 36: Madgliche Funktionen von NKT-Zellen wahrend der Induktion der Toleranz. Zum einen
konnten die produzierten Zytokine die Ausbildung einer speziellen Mikroumgebung bewirken, die auf die
DZ wirkt. Die beobachtete IFN-y-Produktion kénnte die Induktion von IDO bewirken, die durch IL-10
stabilisiert und verstarkt wird. IDO verhindert die Proliferation von T-Effektorzellen durch Trp-Verbrauch
und bewirkt die Bildung von Kynureninen, die diesen Effekt unterstiitzen und die Apoptose von Th1-Zellen
ausldsen, wodurch die Bildung von Treg-Zellen begiinstigt wird. Eine zweite Mdglichkeit besteht in einer
direkten Zell-Zell-Interaktion zwischen NKT-Zelle und DZ uber CD1d. Denkbar wére auch die Induktion
der Apoptose weiterer Zellen durch den FasLiganden der NKT-Zellen. Mdglicherweise kann auch IL-4
EinfluR auf die DZ nehmen.

Ag-Prasentation an T-Zellen
Induktion von Treg-Zellen

4.1.10 Ausblick: Neue Mdglichkeiten fur kiinftige Transfers von "apoptotic bodies™

Neben den neuen Erkenntnissen, die zur Aufklarung der Toleranzinduktion beitragen, werfen die hier
prasentierten Daten jedoch auch neue Fragen auf.. Diese Fragen konnen in dem hier beschriebenen
Kotransfer-System durch die gezielte Supplementation der (ibertragenen "apoptotic bodies" mit NKT-
Zellen von Gen-defizienten Tieren untersucht werden, die beobachteten Effekte gehen ausschlieBlich
auf die Eigenschaften der Ubertragenen NKT-Zellen zurtick, da die apoptotischen Vesikel selber keine
enzymatische Aktivitat mehr besitzen (Stolzing, 2004).

Zum einen stellt sich die Frage nach der Funktion der Zytokine, die von den NKT-Zellen exprimiert
werden, sind sie fur die Induktion der Apoptose erforderlich, oder tiben sie einen EinfluR auf die DZ
aus? Diese Frage kann durch den Kotransfer von NKT-Zellen verschiedener Zytokin-defizienter
Spender untersucht werden. Erfolgt der Transfer der Toleranz bei Verwendung Zytokin-defizienter
NKT-Zellen zusammen mit apoptotischen Vesikeln, wiirde dies zeigen, dal? die Zytokine nur fur die
Induktion der Apoptose durch die NKT-Zellen erforderlich sind. So hat IL-4 zum Beispiel die
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Fahigkeit, autokrin die Expression von FasL auf NKT-Zellen aufzuregulieren (Kaneko, 2000). Erfolgt
kein Transfer der Toleranz, demonstriert dies, dal’ die Zytokine fiir einen spateren Schritt erforderlich
sind. Als Ziel fur die Wirkung von Zytokinen kommen vor allem die DZ in Frage, die Rezeptoren fiir
IFN-y, IL-10 und IL-4 exprimieren. Die Verwendung von IFN-y” NKT-Zellen wird zur Klarung der
Frage beitragen, ob die Expression von IFN-y durch NKT-Zellen doch flr die Induktion der Toleranz
erforderlich ist, wenn der Transfer der Toleranz nicht durch APZ, sondern Zell-frei durch apoptotische
Vesikel erfolgt. Das wirde zeigen, dal? bei den von Roelofs-Haarhuis et al. (2004) beschriebenen
Kotransfers die Expression von IFN-y durch andere Zellen des Inokulats oder auch des Empfangers
selbst erfolgt ist, und kénnte ebenfalls die in dieser Arbeit beobachtete hohe IFN-y Expression in der
Milz erklaren.

In der Immuntoleranz, die durch Applikation von Antigen tber einen immunprivilegierten Bereich, die
Vorkammer des Auges, induziert wird (ACAID), wird die direkte Interaktion von NKT-Zellen mit DZ
und B-Zellen in einem Mikromilieu in der marginalen Zone der Milz beschrieben (Sonoda, 2002). Die
NKT-Zellen der Milz unterscheiden sich von den NKT-Zellen anderer Organe durch die exklusive
Expression des Chemokinrezeptors CXCR5 (Johnston, 2003), der sie als Reaktion auf das B-Zell-
spezifische Chemokin BCA-1/CXCL13 in die B-Zellzonen der Milz migrieren I4Rt. Durch die
Verwendung von NKT-Zellen CXCRS5-defizienter Spender kdnnen Aussagen darliber gemacht
werden, ob die Interaktion von NKT-Zellen mit B-Zellen wahrend der Induktion der Nickeltoleranz
tatséchlich in der Milz erfolgt.

Durch Kotransfer von NKT-Zellen FasL-defizienter Spender mit "apoptotic bodies" toleranter Spender
18Rt sich feststellen, ob NKT-Zellen nur fur die Apoptoseinduktion der B-Zellen verantwortlich sind,
oder ob im Verlauf der Toleranzinduktion noch weitere Zelltypen durch Apoptose getdtet werden. In
diesem Fall wiirde keine Ubertragung der Toleranz erfolgen.

Durch Verwendung des in dieser Arbeit etablierten Systems der Toleranziibertragung durch "apoptotic
bodies" kann ebenfalls die Mdoglichkeit der Zell-Zell-Interaktion von NKT-Zellen und DZ bei der
Induktion der Toleranz untersucht werden. Dazu werden lediglich Empfanger eines anderen Stammes,
cDi1d™, bendtigt. CD1d™ Tiere besitzen zum einen kein CD1d, zum anderen fehlen diesen Tieren
ebenfalls NKT-Zellen. Substituiert man diese Empfanger durch einen Transfer mit NKT-Zellen von
WT-Spendern, kdnnen die Ubertragenen NKT-Zellen keine Verbindung mit den DZ des Empfangers
aufnehmen. Findet trotzdem die Induktion der Toleranz statt, beweist dies, dall keine Interaktion
zwischen NKT-Zellen und DZ fir die Toleranzinduktion erforderlich ist.

Interessanterweise haben auch Fas-defiziente Tiere des Ipr” Stammes kein CD1d oder B,-
Mikroglobulin, sie besitzen aber trotzdem NKT-Zellen (Yang, 2003). Mdglicherweise beruht die
beobachtete Stérung der Induktion der Nickel-Toleranz in diesen Tieren nicht nur auf dem
Unvermdgen der B-Zellen, durch Apoptose zu sterben, sondern auch auf der Beeintrdachtigung der
NKT-Zellaktivierung durch DZ. Auch hier bieten sich weitere Versuche an, zum Beispiel die
Stimulation der vorhandenen NKT-Zellen durch Behandlung der Tiere mit a-GalCer, oder der
Transfer a-GalCer-behandelter DZ vor oder wéhrend der oralen Behandlung mit Nickel.
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4.1.11 Hypothese der Toleranzinduktion unter Beteiligung des Tryptophankatabolismus

Der hier etablierte Transfer von "apoptotic bodies” ermdglicht neue Mdglichkeiten der detaillierten
Untersuchung der Vorgange wahrend der Induktion der Toleranz gegen Nickel in einem In-vivo-
Modell. Die in dieser Arbeit beschriebenen Beobachtungen fligen sich in die bereits bestehenden
Befunde Uber die Entstehung der Toleranz ein. Aufgrund der neuen Beobachtungen und der bisherigen
Befunde der Arbeitsgruppe von Prof. Gleichmann Iait sich die Hypothese hinsichtlich der Induktion
der Toleranz erweitern (Abb. 37).
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Abb. 37: Hypothese der Toleranzinduktion gegen Nickel unter Beriicksichtigung der in dieser Arbeit
dargestellten Ergebnisse. Neu in dieser Darstellung ist die Funktion der NKT-Zellen als Ausldser der
Apoptose und die Mdglichkeit, die Funktion der NKT-Zellen bei der Induktion der Toleranz unabhéngig von
den Einflissen anderer Ubertragener Zellen durch den Zell-freien Transfer von “apoptotic bodies*
untersuchen zu koénnen. Durch dieses neue Transfersystem konnte gezeigt werden, daB NKT-Zellen,
abgesehen von der Apoptoseinduktion, noch weitere Funktionen bei der Induktion der Nickeltoleranz
ausliben. Die beobachtete Expression von [IFN-y deutet eine mdgliche Beteiligung des
Tryptophankatabolismus auch an der Induktion der Nickeltoleranz an. Die hier dargestellte Hypothese
basiert auf dem Modell von Finger und Bluestone (2002) und verbindet die Erkenntnisse von Roelofs-
Haarhuis et al. tber die Induktionsphase der Nickeltoleranz mit den in dieser Arbeit vorgestellten Daten.

Neu ist in diesem Zusammenhang der Beitrag der Arbeitsgruppe um Prof. Gleichmann zur Klarung
der Rolle der NKT-Zellen wahrend der Induktion der Nickel-Toleranz. Die Befunde hinsichtlich der
Funktion der Apoptose und die Klarung der Frage, welche Zellen im Verlauf der Toleranzinduktion
durch Apoptose sterben, und welche fiir die Induktion der Apoptose verantwortlich sind, gehen auf
gemeinsam durchgefiihrte Experimente mit Michael Nowak zurtick, der Transfer von Fas-defizienten
B-Zellen wird auch in seiner Dissertation dargestellt. Die Notwendigkeit der Apoptoseinduktion von
B-Zellen durch NKT-Zellen wéhrend der Toleranzinduktion wurde in der Literatur bisher noch nicht
beschrieben.

Ein weiterer wichtiger Beitrag der vorliegenden Arbeit zur Aufklarung der Induktionsphase der
Nickeltoleranz besteht in der Etablierung eines Systems, welches die Untersuchung der Funktionen
von NKT-Zellen wéhrend der Toleranzinduktion ohne den Einflul} weiterer Zelltypen erméglicht. Die
damit ermittelten Resultate beweisen, daR die Funktion der NKT-Zellen nicht ausschlieBlich auf die
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Induktion der B-Zellapoptose beschrankt ist, sondern daR dieser spezielle Treg-Typ noch weitere
unersetzliche Funktionen innehat.

AuRerdem deuten die hier prasentierten Daten erstmals die Mdglichkeit der Beteiligung des Trp-
Katabolismus an der Entstehung der Nickeltoleranz an. V6llig unerwartet war die Expression des
Zytokins IFN-y, das falschlicherweise oft als rein pro-inflammatorisch betrachtet wird, in der Milz
wahrend der Induktion der Toleranz. Die mogliche Konsequenz besteht in der Expression von IDO
durch die DZ. Die Funktionen des Trp-Katabolismus wahrend der Effektorphase der Toleranz sind
allgemein akzeptiert, das bekannteste Beispiel ist die Suppression der allogenen Abstoflung des
foetalen Gewebes durch das Immunsystem der Mutter wéhrend der Schwangerschaft (Mellor, 1998).
Die Induzierbarkeit von IDO durch IFN-y und bereits durch UV-Bestrahlung von DZ erlaubt jedoch
die Hypothese, dal die Expression von IDO bereits sehr friih in der Induktionsphase der Toleranz die
Proliferation von T-Effektorzellen verhindert und den resultierenden Reaktionstyp durch Tétung von
Th1-Zellen beeinfluRt. Somit wird die Entwicklung von Th2- und Treg-Zellen gefdrdert. Dafiir spricht
weiterhin, daf3 IDO bereits durch bakterielle Stimuli wie LPS induziert werden kann (Fujigaki, 2001).
Die gefundenen Daten ergénzen in vielen Punkten den in der Literatur prasentierten Mechanismus der
Toleranz durch Beteiligung des Tryptophankatabolismus. Die Immunsuppression durch IDO kénnte
eine weitere wichtige Sdule der Toleranz gegen Nickel reprasentieren und einen mdglichen
Amplifikationsmechanismus darstellen, da die Expression von IDO durch DZ auch die Funktion der
benachbarten DZ beeinflusst (Grohmann, 2000). Sobald Treg-Zellen gebildet worden sind, kdnnen sie
die weitere Expression von IDO durch die Vermittlung von CTLA-4 induzieren. Dies flhrt zur
Ausbildung einer sich selbst beginstigenden Wirkungsbeziehung (positive feedback loop).
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4.2 Auswirkungen von Stauben auf das Immunsystem

4.2.1 In vivo Untersuchung von PM im PLN-Assay

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Auswirkung von Umweltstduben ("particulate matter”, PM)
auf das Immunsystem und die Induktion von Entziindungen und Allergien untersucht. Zu diesem
Zweck wurde ein In-vivo-System etabliert, mit dem eine schnell und vergleichsweise einfach
durchzufiihrende Risikoabschéatzung auch einer gréReren Zahl von Stduben mdglich ist.

Die meisten Untersuchungen der von PM hervorgerufenen Effekte erfolgen durch Exposition von
Zellen mit Staub in vitro. Dieses System birgt den groRen Nachteil, dal} die beobachteten Effekte
jeweils nur die Auswirkungen auf den exponierten Zelltyp zeigen. Die komplizierten und
umfangreichen Wechselwirkungen, die zwischen den Zellen des Immunsystems im Organismus
bestehen, kdnnen hierbei nicht beriicksichtigt und somit auch nicht untersucht werden, es handelt sich
hierbei um ein sehr artifizielles System. Zudem erfolgte die Auswertung der meisten dieser In-vitro-
Experimente durch die Messung der Zytokinproduktion im Uberstand der Zellkulturen mittels ELISA,
was nur die Untersuchung weniger Parameter zuléfit.

Zur Untersuchung der Auswirkungen von Exposition mit einem bestimmten PM in vivo erfolgt in den
meisten Féllen die Instillation des zu untersuchenden Staubes in die Trachea der Versuchstiere, gefolgt
von der broncheo-alveoldaren Lavage, um die Zusammensetzung und Zytokinproduktion der
Lymphozyten in den Atemwegen zu untersuchen. Dazu ist es erforderlich, die Lunge der Tiere zu
praparieren, die Prozedur ist also sehr aufwendig und kann daher nur an einer beschrénkten Zahl von
Tieren durchgefiihrt werden. Daraus folgt, dal auch die Untersuchung einer gréferen Zahl von
Stauben Probleme bereiten wiirde.

Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit ein System etabliert, das die Vorteile der In-vivo-
Applikation mit einem vertretbaren Arbeitsaufwand vereint. Zu diesem Zweck wurde der PLN-Assay
fiir die Untersuchung von Stduben modifiziert. Aus den verschiedenen Stduben wurden Suspensionen
gleicher Konzentration in steriler physiologischer NaCl-Lésung hergestellt und Madusen in beide
FulRsohlen injiziert. Nach unterschiedlichen Wartezeiten wurden die Zellzahlen und die Expression
einer umfassenden Auswahl verschiedener Zytokine in den drainierenden poplitealen Lymphknoten
(PLN) ermittelt, die typische Vertreter von sowohl Thl- als auch Th2-Reaktionen représentieren.

Anhand der Art des ermittelten Zytokinprofils, Thl oder Th2, wurde entschieden, ob der untersuchte
Staub eher die Entstehung von Entziindungsreaktionen, oder aber die Entstehung von Allergien zur
Folge hat. Die Untersuchung der Zytokinexpression erfolgte mittels Durchflufzytometrie, die neben
der Messung der Zytokinexpression auch Aussagen tber die Art der beteiligten Zellen erméglicht.

4.2.2 Hintergrundreaktionen unterschiedlicher Filtermaterialien

Vor der Injektion der Tiere mit unterschiedlichen Stduben wurde jedoch zunéchst der EinfluR des
verwendeten Filtermaterials auf die beobachtete Reaktion untersucht. Zur Sammlung der Stdube
kommen verschiedene Filtermaterialien mit unterschiedlichen Eigenschaften zur Verwendung. Aus
der Literatur waren Hinweise bekannt, dall die verschiedenen Materialien unterschiedliche
Auswirkungen auf die Versuchsergebnisse haben (Dick, 2000), die Effekte zeigten sich nach der
Instillation von Extrakten unbenutzter Filter in vivo.

Die zur Verfligung stehenden Stdube waren ebenfalls auf unterschiedlichen Filtern gesammelt worden.
Um die resultierenden Effekte im PLN-Assay den Stduben zuordnen und einen Einflul des
Filtermaterials auf die Ergebnisse ausschliefen zu kénnen, wurden die Hintergrundreaktionen der
unterschiedlichen Filter ermittelt. Ein Teil der zur Verfligung stehenden Proben war auf
Polyurethanfiltern (PU-Filtern) gesammelt worden. Uber die Hintergrundreaktionen dieses Materials
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waren keine Angaben verfugbar, daher war vor der Verwendung speziell dieser Proben zunéchst die
Untersuchung der Hintergrundreaktion im PLN-Assay erforderlich.

Das Ergebnis des PLN-Assays demonstriert einen sehr starken Effekt der Filter aus Nitrozellulose
(NZ), wahrend die Filter aus PTFE und PU die geringsten Nebeneffekte aufweisen (Abb. 26). Aus
diesem Grund wurde entschieden, die Stéube, die auf NZ-Filtern gesammelt worden waren, nicht im
PLN-Assay zu verwenden, da es die hohe Hintergrundreaktion unmdglich macht, zwischen den
Effekten des Staubes und den Effekten des Filtermaterials zu unterscheiden. Dieses Ergebnis ist
eigentlich wenig verwunderlich, da in friiheren Arbeiten von Kubicka-Muranyi et al. (1995) bereits an
NZ-Partikel adsorbierte Proteine zur In-vitro-Stimulation von T-Zellhybridomen verwendet wurden.
Die starke Reaktion der NZ-Filter im PLN-Assay bestdtigt die von Dick et al. (2000) nach der
Instillation gemachten Beobachtungen. Davon abgesehen belegt der PLN-Assay, dal? die Filter aus PU
und PTFE besser zur Sammlung von Stduben geeignet sind, die flr die Verwendung in In-vivo-Assays
vorgesehen sind. Die Verwendung der Filter mit dem geringstem Hintergrund kann helfen, eine
bessere Vergleichbarkeit der Resultate zu gewahrleisten und Filtereffekte bereits durch die Auswahl
des am besten geeigneten Filters auszuschliel3en.

Ein Hauptkritikpunkt an der Verwendung des PLN-Assays zur Untersuchung von Stiuben besteht
darin, daf die Injektion in die Fufisohle nicht der natiirlichen Route der Exposition entspricht. Die
Arbeit von Dick et al. (2000) zeigt jedoch, dal die in der broncheo-alveoldren Lavage und dem PLN-
Assay beobachteten Effekte durchaus miteinander vergleichbar sind. Dariiber hinaus vereint der PLN-
Assay die Vorteile eines In-vivo-Assays, bei dem alle Zellen des Immunsystems vorhanden sind, mit
der Mdoglichkeit, viele verschiedene Parameter in einem Experiment mit vergleichsweise geringem
Aufwand zu untersuchen, wahrend in vitro nur Aussagen (ber die Auswirkungen auf die verwendete
Zellpopulation gemacht werden kénnen. Ein weiterer Vorteil besteht darin, daR es sich hierbei um ein
Modell mit einem frihen Endpunkt handelt, als Untersuchungsparameter dient die Expression von
Zytokinen, und nicht die Ausbildung eines spezifischen Krankheitsbildes, wie zum Beispiel einer
Entziindung oder einer Allergie. Dies macht auch die Untersuchung einer gréBeren Anzahl von
Stéuben in kurzer Zeit in diesem System moglich.

4.2.3 Verwendung des Modellstaubes SRM1648 zur Etablierung des PLN-Assays

Ein allgegenwartiges Problem bei der Arbeit mit Umweltstduben besteht in ihrer geringen
Verfugbarkeit. Sogar Proben, die an derselben Stelle, aber zu unterschiedlichen Tageszeiten
gesammelt werden, konnen sich bereits stark in ihren Eigenschaften unterscheiden. Dies ist
versténdlich, vergleicht man das Partikelaufkommen zum Beispiel zur Hauptverkehrszeit mit dem in
den Nachtstunden. Noch deutlicher fallen die Unterschiede zwischen Proben aus, die zu
unterschiedlichen Jahreszeiten gesammelt werden. Zur Etablierung eines Modellsystems sind jedoch
viele Wiederholungen mit leicht geédnderten Parametern erforderlich, um sowohl die optimale Dosis,
als auch den optimalen Zeitpunkt nach der Injektion fir die Analyse der Zytokinproduktion zu
ermitteln. Obwohl flr die Untersuchung der Stdube im PLN-Assay nur sehr geringe Mengen im
Vergleich mit anderen Systemen erforderlich sind, ist dennoch die Verfigbarkeit einer ausreichend
groRen Menge eines Staubes in gleichbleibender Beschaffenheit erforderlich. Daher wurde ein
vergleichbarer Modellstaub mit &hnlichen Eigenschaften als Ersatz flr gesammelte Stdube zur
Etablierung des Systems gesucht. Die Wahl fiel auf SRM1648 der Firma NIST, einem in grofen
Mengen gesammelten, kommerziell erhaltlichen Staub (St. Louis road dust). Dieser Staub wurde mit
gleichen Mengen eines gesammelten PMy,, der freundlicherweise von F. Cassee (RIVM Bilthoven,
Niederlande) zur Verfiigung gestellt wurde, im PLN-Assay zu verschiedenen Zeitpunkten verglichen.
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4.2.4 SRM1648 und PMy, induzieren vergleichbare Zytokinprofile

Das Ergebnis dieses Vergleiches zeigt, dafl beide Stdube, PM;, und SRM1648, vergleichbare
Reaktionen im PLN-Assay auslosen (Abb. 27), beide zeigen ein vergleichbares Zytokinprofil, welches
durch die Expression von IL-2, IFN-y und TNF-a gekennzeichnet ist (Abb. 28). Unterschiede zeigen
sich jedoch hinsichtlich der Kinetik der beobachteten Reaktion. Wéhrend sich mit SRM1648 das
Maximum der Reaktion bereits nach drei Tagen einstellt, wird die maximale Zellzahl im PLN nach
Applikation von PMy, erst nach 7 Tagen erreicht (Abb. 27). Diese Beobachtung ist wichtig fiir den
Vergleich verschiedener Stube, denn das Ausbleiben einer Reaktion zu einem bestimmten Zeitpunkt
bedeutet nicht unbedingt, daf der untersuchte Staub keine Reaktion ausldst, moglicherweise ist nur der
untersuchte Zeitpunkt falsch gewéhlt worden. Daher ist es immer erforderlich, die resultierende
Reaktion zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Applikation zu untersuchen.

4.2.5 Adjuvanseffekt von PM bei der Induktion der Nickelallergie

In der Literatur existieren eindeutige Hinweise darauf, da Stdube, wie zum Beispiel DEP (diesel
exhaust particles) einen Adjuvanseffekt besitzen und sogar die Sensibilisierung naiver Individuen
gegen Neoantigene (ber die Mukosa bewirken kénnen (Diaz-Sanchez, 1999). Sogar CB-Partikel
(carbon black particles) besitzen einen Adjuvanseffekt (van Zijverden, 2000). Unterstiitzt wird diese
Beobachtung durch ein erhéhtes Vorkommen von Atemwegserkrankungen in Gebieten mit hoher
Partikelbelastung, beispielsweise nahe Autobahnen (van Vliet, 1997). Eine japanische Studie zeigt,
da DEP an der Zunahme von Allergien gegen verbreitete Antigene beteiligt ist (Ishizaki, 1987). In
der Maus wurde die Adjuvansfunktion von DEP bei der Sensibilisierung gegen OVA (ber
verschiedene Routen, wie intraperitoneale Injektion (Muranaka, 1986), Inhalation (Takano, 1997),
oder intranasale Instillation (Nilsen, 1997) nachgewiesen. Hinzu kommt, dal3 viele Stdube chemische
Substanzen, darunter auch Metallionen wie Nickel, Eisen und Vanadium, auf ihrer Oberflache tragen.
Das bekannteste Beispiel ist ROFA (Lambert, 2000). Somit sind alle Bedingungen, die fir die
Sensibilisierung gegen Nickel bendtigt werden, erfullt. Die Stdube besitzen einen Adjuvanseffekt und
tragen gleichzeitig Metallionen. Daher ist die Vermutung gerechtfertigt, dal} die Stdube dazu in der
Lage sind, als Adjuvans bei der Sensibilisierung gegen Nickel zu fungieren.

Fir die Untersuchung dieser Frage wurden CB-Partikel (CBP) als Adjuvans zusammen mit Nickel
injiziert (Abb. 29). Die Befunde zeigen, daR mit geringen Dosen CBP zusammen mit Ni** nur eine
geringfligig erhéhte Ohrschwellung zu beobachten ist, die Unterschiede zu den Kontrollgruppen sind
allerdings nicht signifikant. Wird jedoch eine sehr hohe Dosis CBP zusammen mit Ni** injiziert,
kommt es zur Ausbildung einer deutlich erhéhten Ohrschwellung. Allerdings ist bei gleicher CBP-
Dosis auch ohne Ni®" bereits eine leicht erhohte Ohrschwellung zu verzeichnen, die flr eine starke
systemische Stimulation allein aufgrund der durch die Injektion der Partikel bewirkten
Entziindungsreaktion spricht. Die Anwesenheit von Ni®* bei der Sensibilisierung bewirkt allerdings
eine signifikante Zunahme der Ohrschwellung, was auf die Induktion der Hypersensibilisierung gegen
Nickel hinweist.

Zusammenfassend kann die Aussage gemacht werden, dal3 Stdube, bzw. in diesem speziellen Fall
CBP, tatséchlich die nétige Adjuvansfunktion fiir die Sensibilisierung von Mé&usen gegen Nickel
bereitstellen kénnen, wenn auch eine sehr hohe Dosis daftr erforderlich ist.
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Induktion der Nickeltoleranz an einem Mausmodell untersucht.
In diesem Modell ist es méglich, in den Tieren durch die orale Applikation von Ni** im Trinkwasser
Toleranz zu induzieren. Diese Toleranz kann durch den Transfer von Milzzellen auf naive Empfanger
Ubertragen werden. Tolerante Méuse oder Empfanger toleranter Zellen lassen sich nicht mehr gegen
Nickel sensibiliseren. Laut Literatur erfolgt die Aktivierung der Lymphozyten in den drainierenden
Lymphknoten der Eintrittsstelle des Allergens. Nach ihrer Aktivierung wandern sie in die Milz und
sorgen dort flr die infektiose Verbreitung der Toleranz. Daher wurden Unterschiede in den Zytokin-
profilen toleranter und naiver Tiere in diesen Organen vermutet. Die Induktion der Nickelallergie
sollte von Thl-orientierten inflammatorischen Zytokinen wie IFN-y und IL-2 begleitet werden,
wahrend bei Induktion der Toleranz Th2-gerichtete Zytokine wie IL-10 oder TGF-f erwartet werden.
In der Tat zeigen Empfénger von naiven Zellen nach der Sensibilisierung eine Aufregulierung von
IFN-y in den Lymphknoten, nicht jedoch die Empfanger toleranter Zellen. VV6llig unerwartet stellt sich
die Situation in der Milz dar, dort wird eine erhéhte Expression von IFN-y bei den Empféngern
toleranter Zellen beobachtet. Keine Verénderung zeigte sich fiir IL-10. Offensichtlich ist IFN-y ein
kritischer Parameter fur die Entscheidung zwischen Toleranz und Sensibilisierung. Die hohe IFN-y-
Expression impliziert eine mogliche Beteiligung des Trp-abbauenden Enzyms IDO und des Trp-
Katabolismus an der Induktion der Nickeltoleranz. Der Umsatz von Trp inhibiert die Proliferation von
T-Effektorzellen, wahrend die Metabolite die selektive Apoptose von Thl-Zellen ausldsen, was die
Bildung von Th2- und Treg-Zellen begunstigt. Die Induktion von IDO konnte in DZ durch
Behandlung mit IFN-y gezeigt werden.

Die Induktion der Nickeltoleranz erfordert die Expression von FasL auf T-Zellen und von Fas auf B-
Zellen, die T-Zellen losen die Apoptose der B-Zellen aus. Altere Daten der Arbeitsgruppe zeigen, dal
auch NKT-Zellen, die die Zytokine IL-4 und IL-10, sowie FasL exprimieren missen, an der Induktion
der Nickeltoleranz beteiligt sind. Es konnte gezeigt werden, dafl im speziellen die NKT-Zellen die
Apoptose der B-Zellen induzieren. Der in dieser Arbeit etablierte Zell-freie Transfer der Toleranz mit
apoptotischen Vesikeln separierter B-Zellen demonstriert, dal die Induktion der B-Zellapoptose nicht
die einzige Funktion der NKT-Zellen ist, denn die Toleranz kann nicht auf NKT-Zell-defiziente
Empfanger (bertragen werden. Das beweist, da NKT-Zellen weitere Funktionen innehaben, die an
die Induktion der B-Zellapoptose anschlieBen. Denkbar ware ein Beitrag der Zytokine zur Ausbildung
einer spezifischen Mikroumgebung, die zur tolerogenen Antigenprésentation durch die DZ fiihrt, oder
auch der direkte Zell-Zell-Kontakt zwischen NKT-Zellen und DZ {iber CD1d, der zur Stimulierung
der NKT-Zellen dienen konnte. Auch konnten die NKT-Zellen die Apoptose weiterer Zellen
induzieren. Durch den Transfer von "apoptotic bodies" besteht zum ersten Mal die Mdglichkeit,
gezielt die Funktion der NKT-Zellen zu untersuchen, da die Ubertragung der Toleranz Zell-frei erfolgt
und somit der EinfluR weiterer Zellen ausgeschlossen werden kann.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Analyse von Umweltstauben im PLN-Assay etabliert, um
eine Risikoabschétzung fir beliebige Staube in vivo vornehmen zu kénnen. Dieser Assay vereint die
Vorteile der In vivo-Applikation mit einem friihen Endpunkt, bei dem die Expression der Zytokine in
den Lymphknoten nach Injektion von Staubsuspensionen analysiert wird. In diesem System wurden
zundchst die Hintergrundreaktionen verschiedener Filtermaterialien miteinander verglichen. Dabei
zeigte sich, dall NZ-Filter eine starke PLN-Antwort ausldsen und daher nicht zur Sammlung von
Stauben, die in vivo analysiert werden sollen, geeignet sind. Da ein bestandiges Problem bei der
Arbeit mit Stduben in der limitierten Verfligbarkeit besteht, wurde ein kommerziell erhéltlicher Staub
als Modellstaub etabliert. Dieser Staub zeigte im PLN-Assay die Expression eines &hnlichen Thi-
Zytokinprofils verglichen mit einem PMjy, aus der Umwelt. Es ist bekannt, dafl Stdube
Adjuvanswirkung besitzen, auRerdem tragen viele Staube Metallionen, unter anderen auch Nickel, auf
ihrer Oberflache. Deshalb wurde im beschriebenen Mausmodell untersucht, ob Stdube als Adjuvans
bei der Induktion der Nickelallergie wirken kénnen. In der Tat konnte bei Verwendung einer hohen
Dosis Partikel zusammen mit Ni** eine Sensibilisierung gegen Nickel beobachtet werden.
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