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IV. Terminologie der verwendeten Mause

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Mause eingesetzt, die Uber das Trinkwasser und ihre K&fige
unterschiedlichen Mengen Nickel ausgesetzt waren. Um eine klare Unterscheidung zu

ermdglichen, werden folgende Bezeichnungen verwendet:

Ni' Méuse, die in konventionellen, das heisst mit Gitterdeckeln und
Flaschenauslassen aus Nickel-haltigem Edelstahl ausgestatteten, Ké&figen

aufgezogen wurden.

Nj"on In konventionellen Ké&figen aufgezogene Méuse. Diese Tiere erhielten fir 4-8
Wochen 10 mM NiCl, tGber das Trinkwasser.

Njverylow Méause, welche unter Nickel-armen Bedingungen geziichtet und gehalten

wurden. Diese Tiere wurden in Kunststoffkéfigen gehalten, welche keine

M etallkomponenten enthielten.
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1. Einleitung

Die Unterscheidung zwischen ,, Selbst“ und ,, Fremd” ist eine grundlegende Eigenschaft des
Immunsystems. Immunreaktionen gegen korpereigene Strukturen oder harmlose fremde, das
heisst keine Bedrohung darstellende, Substanzen stellen eine potentielle Gefahr fur den
Korper dar. Autoreaktive Lymphozyten, die kdrpereigene Strukturen als ,,fremd” erkennen,
werden durch unterschiedliche Mechanismen eliminiert oder inaktiviert. Werden autoreaktive
T-Zellen nicht beseitigt oder inaktiviert, fihrt dies zu Autoimmunerkrankungen. Werden
Immunreaktionen gegen harmlose Antigene aufgebaut, bezeichnet man diese als Uberem-
pfindlichkeitsreaktionen oder Allergien.

Neben der zentralen Toleranz, der Beseitigung potentiell autoreaktiver Lymphozyten wahrend
ihrer Entwicklung in Thymus und Knochenmark, besteht die Moglichkeit, diese Zellen auch
gpater noch in der Peripherie zu kontrollieren. Dieser Vorgang wird als periphere Toleranz
bezeichnet.

Das Verstandnis der Immuntoleranz gegen bestimmte Antigene wie Nickel setzt die Kenntnis
der Immunreaktion gegen dieses Antigen voraus. Daher werden im folgenden zunéchst
Uberempfindlichkeitsreaktionen und hier insbesondere die Nickelkontaktdermatitis als eine
solche Reaktion geschildert. Im weiteren Verlauf werden fur die vorliegende Arbeit relevante
und an der Toleranzinduktion beteiligte Zelltypen erlautert um schliefdlich Aspekte der

Apoptose al's einem vieldiskutierten Mechanismus der Toleranzinduktion zu schildern.

1.1. Uberempfindlichkeitsreaktionen

Uberempfindlichkeitsreaktionen sind starke Immunantworten gegen harmlose endogene oder
exogene Antigene, die in diesem Zusammenhang als Allergene bezeichnet werden. Coombs
und Gell charakterisierten vier Formen unterschiedlicher alergischer Reaktionen (Janeway,
C. A.,Immunobiology 1997):

Typ I- bis Typ IlI-Reaktionen sind humorale Immunantworten und werden durch Antikorper
vermittelt. Die Ausschittung Allergen-spezifischer Antikorper aktiviert Granulozyten,
Makrophagen, NK-Zellen oder Mastzellen, die as Effektorzellen Mediatoren wie Histamin
ausschitten. (Janeway, C. A.,Immunaobiology 1997; Pawankar et al. 2003).

Typ IV-Reaktionen oder Uberempfindlichkeitsreaktionen vom verzégerten Typ (DTH, engl.
delayed-type hypersensitivity reaction) werden durch Allergen-spezifische T-Effektorzellen
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vermittelt (Janeway, C. A.,Immunobiology 1997; Kimber et al. 2002). Diese DTH-Reak-
tionen konnen sowohl durch Autoantigene sowie Fremdantigene ausgel6st werden. Auto-
immuner Diabetes mellitus, Multiple Sklerose oder Kontaktdermatitis sind klassische Bei-

spiele fur diese Immunreaktion (Janeway, C. A.,Immunobiology 1997).

Da zu Beginn von Typ IV-Reaktionen lokal Zytokine produziert werden, und hierdurch
Effektorzellen erst an den Ort der Immunantwort migrieren, zeigen Uberempflindlichkeits-
reaktionen dieses Typs im Gegensatz zu den Typen I-111 eine verzogerte Kinetik.

1.2. Hapten-ausgeltste DTH-Reaktionen

Neben Autoantigenen konnen auch Fremdantigene DTH-Reaktionen auslésen. Chemisch
reaktive Molekile wie Nickel, welche zu klein sind um vom Immunsystem erkannt und
présentiert zu werden, kdnnen an Tragerproteine wie Serumalbumin binden und so eine
erkennbare antigene Struktur bilden. Substanzen mit diesen Eigenschaften werden als
Haptene bezeichnet. Wie bei allen Immunreaktionen kann bel DTH-Reaktionen zwischen
einer Induktion- und einer Effektorphase unterschieden werden. Wahrend der Induktions-
phase kommt es zur Présentation des Antigens durch antigenprésentierende Zellen an
T-Zellen, diese differenzieren daraufhin in T-Effektorzellen. Weitere Kontakte mit demselben
Antigen fuhren in der nun ablaufenden Effektorphase zur raschen Aktivierung und
Proliferation bereits gebildeter T-Effektorzellen sowie dem Einstrom in den
Entziindungsherd.

1.2.1. Induktionsphase

Die Induktionsphase der DTH-Reaktion beginnt mit der Aufnahme des Haptens, welches
auch als Allergen bezeichnet wird. Lipophile Haptene, wie Dinitrofluorbenzol (DNFB)
koénnen Haut-residierende antigenprésentierende Langerhans-Zellen direkt penetrieren. Dort
binden sie kovalent an zytoplasmatische Proteine, es werden sog. Neoantigene gebildet. Die
Applikation von Haptenen fuhrt zur Migration antigenprésentierender Zellen (APZ) der Haut,
wie dermae dendritische Zellen (DZ) oder Langerhans-Zellen Gber Lymphbahnen zu den
nachstgelegenen Lymphknoten (Hill et al. 1990). Dort angekommen werden dann Neo-
antigene as Peptide auf MHC-I Molekilen prasentiert. Hydrophile Haptene wie Nickel
binden praferentiell nicht-kovalent an extrazelluldre Proteine, was zur Prasentation dieser
Neoantigene auf MHC-II Molekilen an T-Zellen fihrt.

Die Aktivierung von T-Zellen und Differenzierung dieser T-Zellen in Effektorzellen setzt
dabel zwei von antigenprasentierenden Zellen gelieferte Signale voraus: Die Erkennung von
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MHC-Peptidkomplexen durch den T-Zellrezeptor der T-Zelle liefert das sogenannte Signal 1.
Durch weitere Rezeptor-Ligandwechselwirkungen zwischen APZ und T-Zelle, die als Signal
2 bezeichnet werden wie bsp. CD40:CD40Ligand, werden der T-Zelle die fur die Aktivierung
nétigen kostimulatorischen Signale Ubermittelt. Diese fuhren in der Folge zur Aktivierung,
Proliferation und Differenzierung der T-Zelle in Effektor-T-Zellen. Die Aktivierung von T-
Zéellen aleine durch Signal 1 fuhrt dagegen zur Bildung sogenannter anerger T-Zellen. Diese
sind durch weitere Stimulation nicht weiter aktivierbar und fuhren stattdessen regulatorische

Funktionen aus, indem sie Immunantworten supprimieren konnen (Lombardi et al. 1994).

Die Expression kostimulatorischer Molekile kann durch Adjuvantien, dass heisst die
Reaktion auf ein Antigen verstérkende Substanzen, wie H,O,, bakterieller Zellbestandteile,
oder allgemeiner sogenannter ,danger-Sgnale® induziert werden (Matzinger 1994). Im
Lymphknoten angelangt, werden in MHC-I Molekiile eingebettete Peptide den CD8" T-Zellen
und MHC-II-eingebettete Peptide den CD4" T-Zellen prasentiert.

1.2.2. Effektorphase

Nach erfolgter Sensibilisierung kann sich bel erneutem Kontakt mit demselben Antigen eine
DTH-Reaktion entwickeln. Die Effektorphase der DTH-Reaktion ist die eigentliche durch
Symptome wie wie Roétung, Juckreiz und Schwellung gekennzeichnete Phase der
Uberempfindlichkeitsreaktion (Pschyrembel Klinisches Worterbuch) Antigen-spezifische
Effektor-T-Zellen migrieren an den Ort der erneuten Antigenapplikation, meist der Haut, wo
sie rasch aktiviert werden. Die Aktivierung von T-Effektorzellen ist mit der Ausschittung
inflammatorischer Zytokine verbunden, was zum unspezifischen Einstrom weiterer Zellen
wie Granulozyten, Makrophagen, B-Zellen und T-Zellen an den Entzindungsherd fuhrt.
Dieser massive Einstrom fihrt schliefdlich zu den genannten Symptomen der DTH-
Reaktion.

1.2.3. Nickelkontaktdermatitis

In industrialisierten Landern ist Nickel mit 6 % der méannlichen Bevdlkerung und 10-15 % der
weiblichen Bevolkerung die haufigste Ursache der allergischen Kontaktdermatitis, einer
DTH-Reaktion (Hostynek 2002; Nielsen et al. 1993). Nickel kann aus Metalllegierungen bei-
spielsweise durch Hautschwel 3 herausgel 6st werden. Demzufolge kommt es speziell an den

schwei 3exponierten Korperstellen zur Ausbildung eines Ekzems.

Frihe Versuche, Tiermodelle der allergischen Kontaktdermatitis gegen Nickel durch Appli-

kation von Nickelsalzen wie NiCl, oder NiSO, zu entwickeln waren wenig erfolgreich, d.h. es
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mussten sehr hohe Konzentrationen eingesetzt werden (Ishii et al. 1993). Erst van
Hoogstraten et al. gelang es Mause mit moderaten Nickelkonzentrationen und Freundschem
Adjuanz zu sensibilisieren, indem sie Mause zuvor fir mehrere Generationen in Nickel-freien
K&figen zlchteten (van Hoogstraten et al. 1993).

Einen anderen Ansatz verfolgten Artik et al., indem sie Mause mit NiCl, gemeinsam mit dem
Adjuvanz Wasserstoffperoxid (H2O,) oder dem Detergenz SDS intradermal injizierten (Artik
et al. 1999). H,O; ist ein endogener Entziindungsmediator, der auch in gereizter Haut durch
Granulozyten ausgeschittet werden kann. Dies entspricht der klinischen Beobachtung, dass
sich die Ni-Allergie vor allem auf irritativer Haut entwickelt. Durch Nickel-Bindung gebildete
Neoantigene stellen dabel Signal 1 dar, wahrend H,O; als ,, danger-Sgnal“ zur Expression
kostimulatorischer Molekile und somit zu Signal 2 fihrt. Fir die Ausldsung der
Effektorphase, also der alergischen Reaktion, ist die intradermale Injektion von NiCl, ohne
H,0O, ausreichend, da bereits gebildete T-Effektorzellen keine weitere Kostimulation fir die
Aktivierung benotigen (Artik et al. 1999).

1.3. Orale Toleranz

Gegen oral Uber die Nahrung aufgenommene Antigene besteht normalerweise eine Toleranz,
d.h. durch unterschiedliche Mechanismen wird eine ansonsten ablaufende Immunantwort
unterdriickt. Die Prozesse der oralen Toleranz sind bislang noch nicht genau verstanden, denn
es handelt sich um ein komplexes Netzwerk verschiedener daran beteiligter und im folgenden
erlauterter Zelltypen und Mechanismen.

1.3.1. Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (DZ) wurden erstmals 1868 von Paul Langerhans beschrieben (fir eine
Ubersicht siehe Becker 2003). DZ sind phanotypisch und funktionell eine sehr heterogene
Zéellpopulation, die in allen lymphatischen Organen, Leber und Herz sowie epithelialen
Oberflachen anzutreffen ist (Banchereau et al. 2000). Uber die Entwicklung einzelner DZ-
Populationen herrscht derzeit noch keine Einigkeit. Die komplexe Ontologie dieser Zellen
vereinfachend, kdnnen dendritische Zellen in solche myeloiden und lymphoiden Ursprungs
unterschieden werden. Lymphoide DZ sind durch die Expression eines CD8o-Homodimers
charakterisiert, wahrend myeloide DZ CD8o. sind (Banchereau et al. 2000).

Unreife DZ besitzen eine ausgeprégte Phagozytoseaktivitét und sind gleichzeitig, aufgrund
der niedrigen Expression von MHC und kostimulatorischen Molekilen CD80 und CD86 nur
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schwache antigenprasentierende Zellen. Die DZ-Reifung dendritischer Zellen wird durch
“danger-Sgnale” induziert (Matzinger 1994). Solche Signale kénnen inflammatorische Zyto-
kine, die Phagozytose nekrotischer Zellen oder Adjuvantien wie H,O; sein. Reife DZ sind
schlieffdlich stark antigenprasentierende immunstimulierende Zellen die keine Phagozytose-
aktivitét mehr besitzen.

Wie in Abschnitt 1.2.4. noch in Detail zu erlautern ist, kdnnen prinzipiell zwei Formen des
Zelltods unterschieden werden. Nekrotische Zellen konnen durch den Verlust der
Membranintegritét charakterisiert werden. Dies fuhrt zur Leckage intrazellulérer Proteine, die
immunstimulierend wirken. Im Gegensatz dazu werden Verlauf des apoptotischen Zelltods
fur die Zelle essentielle Bestandteile wie die Kernmembran und die DNA abgebaut Im
Gegensatz zu nekrotischen sind apoptotische Zellen nicht immunstimulierend, sondern
besitzen, wiein Abschnitt 1.3.4. erlautert wird, regulatorische Eigenschaften

Die Beseitigung apoptotischer Zellen durch Phagozyten ist ein physiologischer Vorgang.
Dieser Prozess verlauft Gber mehrere Stufen, beginnend von der Migration der Phagozyten zu
apoptotischen Zellen Uber die Bindung an diese und schliefdich der Aufnahme der
apoptotischen Zelle. Diese Schritte werden durch Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen, den
sog. ,come-get-me* und ,eat-me”*-Signalen, zwischen dendritischen Zellen oder anderen
Phagozyten und apoptotischen Zellen reguliert (Lauber et al. 2004). Apoptotische Zellen
exprimieren frih nach Induktion der Apoptose Phosphatidylserin (PS) auf der Aussenseite der
Membran, was apoptotische Zellen als solche kennzeichnet und den PS-Rezeptor CD36 auf
dendritischen Zellen ligiert (Fadok et al. 1992).

Die Aufnahme apoptotischer Zellen durch DZ fihrt nicht zu deren Reifung wie es nach
Aufnahme nekrotischer Zellen bzw. im Kontext inflammatorischer Zytokine oder Adjuvan-
zien der Fall ist. DZ, welche apoptotische Zellen aufgenommen haben, sezernieren u.a. das
anti-inflammtorische Zytokin IL-10 (Morelli et al. 2003). Nekrotische Zellen schitten durch
Verlust der Membranintegritét Hitzeschockproteine aus, die einen direkten Einfluss auf die
Reifung dendritischer Zellen haben (Basu et al. 2000) und deren Aufnahme zur Ausschittung
der pro-inflammatorischen Zytokine IFN-y und I1L-12 fihrt (Basu et al. 2000; Sauter et al.
2000b).

Aus dem extrazelluldren Raum Uber Phagozytose aufgenommenes Antigen wird intrazellulér
in Vesikeln in Peptide gespalten, ein Vorgang der als "Antigen-Prozessierung” bezeichnet
wird. Peptide extrazellularer Proteine werden normalerweise in MHC-II Molekile auf der
Oberflache antigenprasentierender Zellen eingebettet und CD4" T-Zellen prasentiert. Eine
Subpopulation dendritischer Zellen, die CD8o. exprimiert, besitzt die Eigenschaft, so aufge-
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nommenes Material (ber MHC-1 Molekille an CD8" T-Zellen zu prasentieren und CD8"
Effektorzellen zu induzieren. Dieses Phdnomen erhielt den Begriff cross-priming (Albert et
al. 1998). Die Antigenprasentation phagozytierten Materiadls in der Abwesenheit von
Kostimulation, wie es nach der Aufnahme apoptotischer Zellen der Fal ist, kann auch die
Bildung Toleranz-vermittelnder regulatorischer CD8" T-Zellen einleiten, was as cross-
tolerization bezeichnet wird (Belz et al. 2002; Ferguson et al. 2002; Heath et al. 2001; Kurts
et al. 2001; Sauter et al. 2000b).

1.3.2. NKT-Zellen

Eine Subpopulation der natirlichen Killer-T Zellen (NKT) ist an der Induktion der
immunol ogischen Toleranz beteiligt und Gegenstand intensiver Forschung.

NKT-Zellen stellen eine T-Zellsubpopulation dar, die Marker nattrrlicher Killer (NK) Zellen
exprimieren und neben der Leber insbesondere in lymphatischen Organen zu finden sind. Die
Mehrheit dieser Zellen, sogenannte invariante NKT-Zellen (iINKT-Zellen), exprimiert in der
Maus einen aus den Segmenten Jol4 und Vol8 bestehenden invarianten T-Zellrezeptor
(TZR). iINKT-Zellen reagieren im Gegensatz zu klassischen MHC-1 oder MHC-II restrin-
gierten T-Zellen auf CD1-gebundene Glycolipide oder Phospholipide (Gumperz et al. 2000).
Uber die Natur der auf invarianten CD1-Molekiilen prasentierten Glycolipide ist, mit Aus-
nahme des aus dem Tiefseeschwamm Agelas mauritianus gewonnenen Glycolipids
o-Galactosylceramid (o-Gal Cer), wenig bekannt (Kobayashi et al. 1995; Morita et al. 1995).
Zhou et al. identifizierten kirzlich ein lysosomales Glycosphingolipid, iGb3, as endogenen
CD1-Liganden. iGb3 ist das Abbauprodukt des Enzyms [3-N-Acetylhexosaminidase, Méause
mit genetischen Defekten dieses Enzyms besitzen eine stark verminderte Zahl
CD1-restringierter NKT-Zellen, was darauf schlief3en l1&sst, dass dieses Lipid fur die iNKT-
Zéellentwicklung benttigt wird (Godfrey et al. 2004; Zhou et al. 2004). Zuvor bereits konnten
Wu et al. ein aus Melanomazellen gewonnenes Disialogangliosid als moglichen endogenen
CD1-Liganden identifizieren (Wu et al. 2003). Die TZR-vermittelte Aktivierung von iNKT-
Zéellen durch CD1-Antigenpréasentation fuhrt zu rascher und starker Auschittung der Zytokine
IL-4, IL-10 bzw. IFN-y (M.Lutz, personliche Kommunikation). Die Stimulation von iNKT-
Zellen durch CD40-exprimierende antigenprésentierende Zellen fuhrt zur Sekretion von
IFN-y, wéhrend die Interaktion zwischen CD1d und dem NKT-TZR ohne CD40 die
Ausschittung der Zytokine IL-4 und I1L-10 anregt (Hayakawa et al. 2001).
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Eine der ersten Erkenntnisse zur Rolle von iNKT-Zellen wurden an sogenannten nonobese
diabetes (NOD) Mausen. Diese Mause entwickeln die Autoimmunerkrankung des Insulin-
abhangigen Diabetes mellitus. Bei dieser Erkrankung handelt es sich um eine durch CD8"
T-Zellen vermittelte Autoimmunreaktion gegen die Insulin-produzierenden (-Zellen des
Pankreas (Wang et al. 1991). Auffélligerweise besitzen NOD-Méuse eine verringerte Zahl
von iNKT-Zellen (Hammond et al. 1998). Eine Beteiligung der iNKT-Zellen an der Inhibition
des Diabetes konnte durch Injektion dieser Zellen nachgewiesen werden indem NOD-Méausen
durch Injektion von Wildtyp-iINKT-Zellen mit diesen rekonstituiert wurden was die
Entwicklung des Diabetes verhinderte. Einen anderen Ansatz in der Untersuchung von iNKT-
Zellen in der Toleranz vervolgten Sharif et al. Sie aktivierten iINKT-Zellen mit dem exogenen
Liganden o-GalCer was die Ausschittung der Th-2 Zytokine IL-4 und IL-10 zur Folge hatte
und die Bildung pathogener, autoreaktiver Thl-T-Effektorzellen verhinderte (Sharif et al.
2001). In gleichartiger Weise funktionieren iNKT-Zellen bel der Kontrolle weiterer
Autoimmunreaktionen wie EAE (Miyamoto et al. 2001). In allen untersuchten Modellen
wurde die Funktion der iNKT-Zellen lediglich auf die rasche und sehr starke Ausschittung
von IL-4 und IL-10 zurtickgefihrt.

Stein-Streilein et al. beleuchteten die Rolle von iNKT-Zellen im Tiermodell der okular
induzierten Toleranz, dem sog. ACAID-Modell (anterior chamber of the eye aquired immune
deviation). Die Injektion geringer Mengen eines Proteinantigens wie Ovalbumin fihrte zur
Migration antigenprasentierender Zellen des Augesin die Milz (Stein-Streilein et al. 2000). In
der Milz schliefdlich konnte die Interaktion verschiedener Zelltypen an der Bildung regulato-
rischer T-Zellen und somit der Toleranz nachgewiesen werden (Sonoda et al. 1999). Die Pro-
duktion des Chemokins MIP-2 durch B-Zellen der Milz rekrutierte iINKT-Zellen dorthin
(Faunce et al. 2001; Sonoda et al. 2002), welche 1L-10 ausschitten. Dieses Zytokin war fir
die Differenzierung von T-Zellen zu regulatorischen T-Zellen notwendig (Sonoda et al.
2001). Daneben fuhrte die Expression des Chemokins RANTES durch iNKT-Zellen zur Re-
krutierung von T-Zellen und weiterer antigenprésentierender Zellen, was in der Induktion
regulatorischer T-Zellen mindete, die als Effektorzellen der Toleranz agieren (Faunce et al.
2002).
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1.3.3. B-Zellen

B-Zellen sind eine funktionell wie phénotypisch heterogene Zellpopulation. Die klassische
und bestuntersuchte Funktion von B-Zellen ist die Sezernierung spezifischer Immunglobuline
gegen |6dliche Antigene. Obwohl B-Zellen in verschiedenen Modellen mit der Induktion einer
Immuntoleranz in Zusammenhang gebracht wurden, ist dieser Bereich bislang nur |lckenhaft
erforscht (Buhlmann et al. 1995; Hollander et al. 1996; Croft et al. 1997; Faunce et al. 2001,
Fillatreau et al. 2002)

Mit einem Anteil von ca. 50 % reprasentieren B-Zellen z.B. die grofite Fraktion der Milz-
lymphozyten bei der Maus. Alle B-Zellen besitzen die Fahigkeit, Uber membransténdige
Immunglobuline, den B-Zellrezeptor (BZR), spezifische Antigene zu binden (Janeway, C.
A.Immunobiology 1997). Die Antigen-BZR-Bindung fuhrt zur Internalisierung und Pro
dieses Komplexes. Peptide dieses Komplexes werden auf MHC-1I Molekllen der B-Zelle an
CD4" T-Zellen prasentiert, wodurch in Folge verschiedener B-Zell/T-Zell-Wechselwirkungen
die B-Zelle aktiviert wird und l6sliche Antigen-spezifische Immunglobuline serzerniert. Die
Aktivierung von B-Zellen wird durch verschiedene Rezeptor-Ligandenpaare kontrolliert. Das
Rezeptor-Ligandenpaar CD40 und CD40Ligand sowie die Antigen:BZR-Ligation sind
wichtige Faktoren in der Aktivierung von B-Zellen (Lipsky et al. 1997).

Die Rolle von B-Zéllen in der peripheren Toleranz ist bislang nur lickenhaft untersucht. Bis
heute wurden B-Zellen tiber die nur schwache Kostimulation durch CD40:CD40L (Buhlmann
et al. 1995; Hollander et al. 1996; Croft et al. 1997) oder der Ausschittung des anti-
inflammatorischen Zytokins IL-10 (Fillatreau et al. 2002) mit der Induktion peripherer
Toleranz in Verbindung gebracht.

Im ACAID-Modell (siehe auch Abschnitt 1.3.2) ist eine kleine Fraktion in der Milz lokali-
sierter B-Zellen an der Toleranzinduktion beteiligt. Diese B-Zellen stellen ca. 3 % der Milz-
lymphozyten dar und sind in der Randzone der Milz, der sogenannten marginal zone,
lokalisiert (Martin et al. 2002). B-Zellen dieser Zone sind Uber die Expression von CD1 und
die Fahigkeit iINKT-Zellen durch MIP-2 Expression chemotaktisch anzulocken an der
Toleranzinduktion gegen das Antigen Ovalbumin beteiligt (Faunce et al. 2001; Sonoda et al.
2002). CD1d ist ein an der Antigenprasentation beteiligtes Transmembranmolekil, welches
von B-Zellen und dendritischen Zellen exprimiert wird (Brigl et al. 2004). Im Gegensatz zu
klassischen hochpolymorphen MHC-Molkulen ist CD1 invariant und prasentiert Glycolipide
und Phospholipide (Gumperz et al. 2000), (siehe auch Abschnitt 1.3.2). Im Menschen
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existieren funf CD1-Isoformen (CD1a-CD1le) (Han et al. 1999), von denen die Maus nur
CD1d exprimiert (Porcelli 1995).

B-Zellen sind durch die Ausschittung des anti-inflammtorischen Zytokins IL-10 an der
Kontrolle der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), einem zur humanen
multiplen Sklerose ahnlichen Tiermodell, beteiligt (Fillatreau et al. 2002). EAE ist eine von
Th1l-T-Zellen vermittelte Immunreaktion, welche gegen ein im zentralen Nervensystem in
Myelinscheiden exprimiertes Protein gerichtet ist (Cuzner et al. 1999). Wahrend die
Aktivierung von T-Zellen in Gegenwart von Thl-Zytokinen wie IFN-y die Differenzierung in
Th1l-T-Zellen fuhrt, bewirken Th2-Zytokine wie IL-10 das Gegenteil. Durch diesen
Mechanismus konnen B-Zellen die Bildung der autoreaktiven, pathogenen T-Effektorzellen
verhindern (Fillatreau et al. 2002).

Die Interaktion zwischen CD40 und CD40L ist von zentraler Bedeutung fur die Aktivierung
und Differenzierung von B-Zellen. Murines CD40 ist ein aus 305 Aminosauren bestehendes
Transmembranprotein, welches zur Tumornekrosefaktorrezeptor- (TNF-R) Familie gehdrt. Im
Gegensatz zu anderen Rezeptoren dieser Familie, wie Fas, besitzt CD40 keine intrazelluldre
Todesdomane, die Apoptose ausldsen kann. CD40 wird von B-Zellen, dendritischen Zellen,
Monozyten sowie Endothelzellen exprimiert (van Kooten et al. 2000). CD40Ligand (CD40L)
gehort zur TNF-Familie und wird frilh nach Aktivierung von CD4" T-Zellen exprimiert
(Armitage et al. 1993; Ogasawara et al. 1999). Die Ligation des T-Zellrezeptors durch MHC-
Komplexe fuhrt zur raschen Aufregulation von CD40L (Armitage et al. 1993). Die
Aktivierung durch CD40L-CD40-Ligation fidhrt in B-Zellen zu Proliferation und
Differenzierung der B-Zellen (Lipsky et al. 1997).

Daneben spielt dieses Rezeptor-Ligandenpaar eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung
der Toleranz. So zeigten Tang et al., dass die Blockade der CD40-CD40L-Interaktion eine
stabile Toleranz gegen das Kontaktallergen Dinitrofluorbenzol (DNFB) induziert. Bereits
zuvor zeigten Buhlmann, dass CD40-defiziente B-Zellen nach Transfer eine Toleranz gegen
die durch sie Ubertragenen “fremden” MHC-Molekile induzieren, welche normalerweise eine
Abstof3ungsreaktion hervorrufen wirden. Mit den aus der Literatur bekannten Daten |&sst sich
zusammenfassend sagen, dass die Blockade der kostimulatorischen CD40-CD40Ligand-

Wechselwirkung die Induktion einer Toleranz bevorzugt.
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1.3.4. Apoptose

Unter dem Begriff Apoptose wird ein Mechanismus des kontrollierten, energieabhangigen
Abbaus einer Zelle verstanden. Hohere Organismen nutzen die Apoptose im Rahmen der
Embryogenese und Organentwicklung um nicht mehr benétigte Zellen zu beseitigen.
Apoptose kann durch eine Vielzahl unterschiedlicher Stimuli wie Ligation von Oberfachen-
rezeptoren, DNA-schadigende Agenzien, Cytokine, Hormone oder Exposition mit ioni-
sierender bzw. ultravioletter Strahlung ausgel 6st werden.

Die Nekrose, wie sie durch Einwirkung von Entziindungsmediatoren, toxische Agenzien 0.4
entsteht, ist energieunabhangig und nicht kontrolliert. Nekrotische Zellen verlieren ihre
Membranintegritdt was zum Ausstrom intrazelluldrer Bestandteile fuhrt, diese kodnnen
immunstimulierend wirken.

Wie in Abb. 1.3.4 schematisch dargestellt, ist allen genannten Stimuli der Apoptose
gemeinsam, dass sie intrazelluldr in einer konservierten Signalkaskade minden. Diese
verlauft Uber eine Reihe Aspartat-spezifischer Proteasen, die ein Cystein in ihrem aktiven
Zentrum aufweisen, die sogenannten Caspasen (Alnemri et al. 1996).

Diese Caspasesignalkaskade endet mit der spezifischen Aktivierung verschiedener Proteine,
welche essentielle Zellbestandteile wie die Kernmembran oder das Zytoskel etts abbauen.
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Abb. 1.3.4. Apoptoseinduktion durch FasLigand und andere Stimuli.

Die Caspase-Signalkaskade wird durch weitere Proteine reguliert, as besonders wichtige
Regulatoren wéren Proteine der bcl-Familie zu nennen (Ju et al. 1999; Marsden et al. 2003).
Diese lassen sich in zwei Subfamilien, die anti- und die pro-apoptotischen bcl-Proteine

unterteilen. Bcl-2 und bcly, werden zu den anti-apoptotischen gezahlt, da sie die Caspase-9
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aktivierende Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien inhibieren (Nunez et al.
1994). Bax hingegen ist ein pro-apoptotisches Protein der bcl-Familie, gemeinsam mit bak
formiert es lonenkandle in der &usseren Membran der Mitochondrien, was zum
Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials und Ausstrom von Cytochrom ¢
fuhrt (Bates et al. 1999). Die Baance zwischen anti- und pro-apoptotischen Apoptose-
regulatoren ist fur das Schicksal der Zelle von entscheidender Bedeutung.

1.3.4.1. Rezeptor-induzierte Apoptose

Unter den zuvor genannten Induktoren der Apoptose spielen die, welche Rezeptor-vermittelte
Apoptose induzieren, eine besondere Rolle. Immunologisch relevante Apoptose-induzierende
Rezeptoren gehoren zur Familie der Tumornekrosefaktor-Rezeptoren (TNF-R). Die Mitglie-
der dieser Familie sind strukturell unterschiedlich, besitzen jedoch alle Cystein-reiche extra-
zelluldre Subdoménen, und intrazelluldr eine sogenannte Todesdomane. Diese ermdglicht die
Bindung von Adapterproteinen, welche ihrerseits Todesdomanen aufweisen und die somit den
intrazelluldren Signalweg der Apoptose in Gang setzen.

Unter den TNF-R Proteinen von immunologisch besonderem Interesse sind ist das Rezeptor-
Ligandenpaar Fas und FasLigand, da Mause mit genetischen Defekten dieser Proteine Symp-
tome der Autoimmunitét aufweisen. Dies deutet auf eine wichtige Rolle der Apoptose fir die
Induktion bzw. Aufrechterhaltung immunol ogischer Toleranz hin.

Fas (CD95, APO-1) ist ein 48 kDa Transmembranprotein der TNF-R Familie. Fas wird in
einer Reihe von Organen wie Thymus, Milz, Leber, Herz oder Lunge exprimiert (Nagata et
al. 1995). FasLigand ist ein in der Maus aus 279 Aminosauren bestehendes Membranprotein
(Swissprot Accession number 41047). Die Expression von FasLigand ist auf NK Zellen,
aktivierte T-Zellen, dendritische Zellen (DZ) sowie immunologisch privilegierte Organe wie
Auge oder Hoden beschrankt (Lee et al. 2003). Von der FasLigand-Expression in
immunologisch privilegierten Organen wird angenommen, dass sie der Aufrechterhaltung
einer Toleranz gegen Organe und Strukturen mit geringer oder keiner Regenerationsfahigkeit,
wie der Cornea des Auges, dient (Niederkorn 2002).

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten MRL.Tnfsflpr (,Fas-lpr‘) Mause
exprimieren einen defekten Fas-Rezeptor auf ihrer Zellmembran. Die Insertion eines Retro-
transposons von ca. 800 bp Lange resultiert in der Expression eines infunktionellen Fas-
Rezeptors (Lynn et al. 1997). Mause mit diesem genetischen Defekt akkumulieren aktivierte
T-Z€llen in ihren lymphatischen Organen, da diese nach Aktivierung nicht Uber den als

»activation-induced cell death” bezeichneten Apoptosemechanismus beseitigt werden kon-
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nen. Die Symptome der Lymphoproliferation gaben diesen Mausen die Bezeichnung lpr.
Méause mit einem Punktmutation im FasLigand-Lokus entwickeln denen in Fas-lpr Mausen
sehr &hnliche Symptome der Autoimmunité und Lymphoproliferation (generalized
lymphoproliferative disease, gld).

Neben den Befunden dass Fas- und FasLigand-defektive Mause autoimmun sind,wurde die
Rolle der Fas-induzierten Toleranz durch eine Reihe weitergehender Untersuchungen belegt.
Durch UVB-Strahlung induzierte Toleranz gegen das Kontaktallergen Dinitrofluorbenzol
(DNFB) beispielsweise ist vom Fas-FasLigand-System abhangig (Hill et al. 1999; Schwarz et
al. 1998). Unklar ist in diesem System allerdings, welche Zellen Fas bzw. FasLigand
exprimieren mussen. Hill et al. zeigten hier, dass T-Zellen FasLigand exprimieren muissen,
um eine Toleranz gegen DNFB in unbehandelte Empfanger Ubertragen zu kdnnen. Im
Gegensatz dazu kommen Schwarz et al. zu dem Schluss, nicht nur FasLigand sondern auch
Fas muss in Emfangerméausen exprimiert werden, wodurch die UV-induzierte Toleranz in
diese Méuse Ubertragen werden kann. In einem anderen Modellsystem konnten Ferguson et
al. die Induktionsphase der Toleranz néher untersuchen. Indem sie in vitro mit dem Haptem
Trinitrophenol (TNP) beladene Milzzellen i.v. in syngene Empfangermause injizierten zeigen,
das die Toleranzinduktion gegen dieses Hapten von der Fas-Expression auf diesen Zellen
abhéngig (Ferguson et al. 2002). Die durch vorherige y-Bestrahlung induzierte Apoptose
fuhrte zur Bildung regulatorischer T-Zellen a's Effektorzellen der Toleranz, umgekehrt waren
Fas-defiziente Milzzellen hierzu nicht in der Lage. Regulatorische T-Zellen also sind in der

Lage, in syngenen Empféngern eine Toleranz zu induzieren.

1.4. Oral induzierte Toleranz gegen Nickel

Obwohl 6-15% der mitteleuropéischen Bevilkerung eine Uberempfindlichkeit gegen Nickel
aufweisen (Hostynek 2002; Liden et al. 2001), ist der Uberwiegende Teil der Bevdlkerung
gegen dieses in vielen Gegenstanden des téglichen Umgangs vorhandene Metall nicht
allergisch. Van Hoogstraten et al zeigten, dass der Erstkontakt mit Nickel durch das Tragen
von Ni-haltigen Zahnspangen vor einem , ear-piercing® mit Ni-haltigem Modeschmuck die
Frequenz einer Ni-Allergie reduziert (van Hoogstraten et al. 1991). Dieselben Autoren
zeigten, dass die orale Gabe von NiSO4 an Méause zur Bildung regulatorischer T-Zellen fuhrte,
die eine Toleranz gegen Nickel auf syngene Empféngermause Ubertragen konnten (van
Hoogstraten et al. 1992). In einer Vergleichsstudie konnte die umweltbedingte Nickelexpo-
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sition und das Auftreten der Kontaktallergie gegen Nickel invers korreliert werden. Ver-
glichen wurde die, durch die industrielle Nickelgewinnung stark Ni-exponierte russische Stadt
Nikkel an der russisch-norwegischen Grenze, mit einer nahe gelegenen norwegischen Stadit,
welche keine solche Nickelverarbeitung besitzt. Die Einwohner auf russischer Seite wiesen
mit 7.2 % einen geringeren Anteil Nickel-alergischer Probanden auf, als jene auf
norwegischer Seite mit einem Anteil von 27.5 % (Smith-Sivertsen et al. 2002).

Artik et al. untersuchten im 0.g. Mausmodell die Mechanismen der Toleranzinduktion
(Abschnitt 1.2.3). Die orde Gabe von NiCl, Uber das Trinkwasser induzierte eine
langanhaltende Toleranz gegen Nickel. Diese Toleranz war Nickel-spezifisch, das heif3t
Immunreaktionen gegen Kontaktallergene wie das getestete Dinitrofluorobenzol (DNFB)
konnten weiterhin ausgel 6st werden (Artik et al. 2001). Die Toleranz konnte durch Zellen der
Milz auf syngene Empfanger Ubertragen werden. Sowohl T-Zellen der Milz oral toleranter
Spender als auch APZ konnten in geringer Zahl die Toleranz (ibertragen. Da bereits 10°
T-Zellen bzw. 10° APZ dazu in der Lage waren, wurde davon ausgegangen und dies auch
nachgewiesen (Roelofs-Haarhuis et al. 2003), dass die geringe Zahl von Spenderzellen im
Empfanger eine Toleranz induziert in dem Zellen des Empfangers zur Toleranz instruiert oder
mit dieser ,infiziert® werden (Schematische Darstellung, siehe Abb. 1.4). Ein solcher
Vorgang wurde von Cobbold und Waldmann als , infektiose Toleranz‘ beschrieben, ohne
damit eine klassische mikrobielle Infektion zu meinen (Qin et al. 1993). Als APZ wurden T-
Zell-depletierte Milzzellsuspensionen bezeichnet, die schliefdlich mehr als 85 % B-Zellen
enthielten. Diese Zahl ergibt sich aus einem T-Zellanteil von etwa 30% und etwa 60 %
B-Zellenin einer Milz.
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Abb. 1.3. Infektose Toleranz.
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Die Induktion der Toleranz von Zellen des Spenders auf Empféangerzellen war von einer
Immunisierung des Empfangers mit NiCl, und dem Adjuvanz H,O, abhéngig (Roelofs-
Haarhuis et al. 2003b). Wahrend diese Immunisierung unbehandelte Mause gegen Nickel
sensibilisierte, fuhrte dieselbe Immunisierung hier zur Induktion einer Toleranz. In der Tat
konnten Roelofs-Haarhuis et al. nachweisen, dass diese Empfanger-lmmunisierung nétig ist,
die Toleranz von den Ubertragenen T-Zellen oder APZ auf Empféangerzellen zu Ubertragen,
die ihrerseits in der Lage waren, die Toleranz in weitere Empfanger zu transferieren (siehe
Abb. 1.3). Dabel war mit dem verwendeten experimentellen Protokoll zu beobachten, dass die
Ubertragung von APZ die Bildung regulatorischer T-Zellen anstieR, wahrend Ubertragene
regulatorische T-Zellen zur Bildung tolerogener APZ fuhrten (Roelofs-Haarhuis et al. 2003Db).
Die Transduktion des tolerogenen Signals Uber APZ erfolgte durch B-Zellen, die den grofdten
Antell der als,, APZ* Ubertragenen Zellen ausmachten. Es wurde allerdings nicht ausgeschlos-
sen und bislang nicht getestet, ob andere Zelltypen, insbesondere dendritische Zellen, auch
dazu in der Lage sind (Roelofs-Haarhuis et al. 2003b).

Weitere Untersuchungen beteiligter Zelltypen ergaben, dass auch iNKT-Zellen in der oralen
Toleranz eine Rolle spielen. iINKT-Zell-defiziente Mause, sog. Voi14Jol8” Mause, konnten
durch vierwochige Applikation von NiCl, nicht tolerisiert werden. Transferexperimente
zeigten, dass diese CD4" iNKT-Zellen firr die Toleranziibertragung durch

T-Zellen oral toleranter Spender unerheblich waren. Andererseits konnten tolerogene APZ,
also solche aus oral mit NiCl, behandelten Spendern, die Toleranz nur in Empfénger Uber-
tragen, die CD4" iNKT-Zellen besalRen (Roelofs-Haarhuis et al. 2004). Die Toleranziiber-
tragung durch APZ war nur moglich, wenn diese CD1d exprimierten, woraus auf eine Inter-
aktion zwischen APZ und iNKT-Zellen geschlossen wurde. Die weitere Charakterisierung der
INKT-Zellen zeigte, dass diese in der Lage sein mussten, die Zytokine IL-4 und 1L-10 zu

produzieren, was den Hinweisen aus der Literatur entsprach (Roelofs-Haarhuis et al. 2004).



Einleitung 23

1.5. Fragestellung

Die Gabe von NiCl, im Trinkwasser fuhrt in Mé&usen zur Bildung einer gegen Nickel
spezifischen immunologischen Toleranz. Diese Toleranz ist durch regulatorische T-Zellen so-
wie auch B-Zellen Ubertragbar. Die Ubertragung der Toleranz erforderte die Immunisierung
der Empfangertiere mit dem Antigen Nickel und dem Adjuvanz H,O,, was zur Bildung
tolerogener Zellen der Empfangertiere fihrt. Die Mechanismen der Toleranzinduktion insbe-

sondere durch B-Zellen sind noch ungekl&rt.

Ziel dieser Arbeit war es, die Mechanismen der Toleranzibertragung durch B-Zellen zu

charakterisieren.

Es wurde zunéchst die Frage untersucht, ob die orale Applikation von NiCl, im Trinkwasser
zu Veranderungen des B-ZéelIphanotyps fuhrt. Nachdem gezeigt werden konnte, dass B-Zellen
oral toleranter Mause ein zugunsten der Apoptose verschobenes Gleichgewicht zwischen pro-
und anti-apoptotischen Proteinen besitzen, wurde die Apoptose als Mechanismus der
ToleranzUbertragung néher untersucht. Es wurden daher fir das Modell der Nickeltoleranz
folgende Fragen untersucht:

Ist die Induktion einer Toleranz gegen Nickel von Fas-FasLigand-vermittelter Apop-

tose abhéngig ?

Exprimieren tolerogene B-Zellen Fas um die Toleranz zu Ubertragen ?

Sind dendritische Zellen in der Lage apoptotische B-Zellen zu phagozytieren, und

Fuhrt dies zur Bildung tolerogener dendritischer Zellen ?

Welche Zellen sind fur die Induktion der B-Zell-Apoptose verantwortlich, und

Durch welche Mechanismen steuert die fur die Toleranzlbertragung nétige Immuni-

sierung die Apoptose ?

Fur die Untersuchung dieser Fragen wurden Mause eingesetzt, welche genetische Defekte fir
das Apoptose-induzierende Rezeptor-Ligandenpaar Fas und FasLigand besitzen. Die Unter-
suchung der bendtigten Fas- und FasLigand-Expression auf unterschiedlichen Zelltypen er-
folgte anhand von Adoptivtransferexperimenten mit unterschiedlichen genetisch defekten
Mausstdmmen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ferner damit begonnen, durch
orale Nickelgabe induzierten Verdnderungen des B-Zelproteoms mittels 2D-Gelelektro-

phorese zu untersuchen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerate

Soweit nicht anders angegeben, wurden Plastikverbrauchsmaterialien von Greiner, Solingen

bezogen.

137Cs Quelle gammacell 2000
Brutschrank HERAcell
Durchflusszytometer FACSCalibur
(NeAr-488 nm Laser, 633 nm Diodenlaser,
optionale Zellsortiereinheit)
Fluorimager 595
Gelelektrophoresekammern
Gelelektrophoresekammer Protan 2
Gelerfassungssystem Fluor-S-Max
Langenmessgerét Oditest
Lichtmikroskop Leitz Diaplan
Phospholmager SI

Spektral photometer GeneQuant 1
Sterilfilter Acrodisc 25 um
Sterilbank Gelaire BSB

Zellzahler CASY Model TT
Thermocycler LightCyler und Kapillaren
Thermocycler TRIO-Thermoblock
Zentrifugen:

Beckman H2-JS, JA-20 Rotor
Hereaus Megafuge
Mikrozentrifuge Eppendorf 5415C

2.1.2. Software

GraphPad Prism 3.0

Excel 97

Quantity One 4.1.0
CellQuest Pro
ImageMaster 2D Platinum

Mungsgaard, Kopenhagen, Danemark
Hereaus, Dusseldorf
BDBioscience, Heidelberg

Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden
Serva, Heidelberg

Bio Rad Laboratories, M inchen

Bio Rad Laboratories, M inchen

Kroplin, Schltichtern

Leitz, Weitzlar

Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden
Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden
Gelman Sciences, Ann Arbor, MI, USA
Gelaire Flow Laboratories, Meckenheim
Schérfe System, Reutlingen

Roche Applied Science, Mannheim
Biometra, Gottingen

Beckman, Fullerton, CA, USA
Hereaus, Disseldorf
Eppendorf, Hamburg

GraphPad, San Diego, CA, USA
Microsoft, Redmond, WA, USA

Bio Rad Laboratories, M inchen
BDBioscience, Heidelberg

Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden
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2.1.3. Chemikalienverzeichnis

2.1.3.1. Feinchemikalien

Feinchemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von Merck, Hohenbrunn bezogen.

7-Aminoactinomycin D (7-AAD)
Aprotinin

Collagenase D

Ficoll Paque

Leupeptin

L-[*S]-Methionin

Newport Green DCF

Pepstatin A
Phenylmethylsulfonylfluorid (PM SF)
Ruthenium(tris(bathophenanthrolin-
disulfonat), tetra-Natriumsalz
Trypanblau

Trypsin (HPLC-grade)

Vybrant CFDA SE Cdll Tracer Kit

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Roche Applied Science, Mannheim

Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden
Sigma, Deisenhofen

Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Biotrend Chemikalien, Kdln

Sigma, Deisenhofen

Promega, Madison, WI, USA
Molecular Probes, Eugene, WA, USA

Chemikalien fur molekul arbiol ogische Arbeiten:

Agarose

Diethyl pyrocarbonat

DNasel

DTT

EDTA

M gC|2

MMLYV Reverse Transkriptase
oligo dT16.1s Oligonukleotidprimer
Quiagen SYBR Green Kit

RNasin

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Promega, Madison, WI, USA

Promega, Madison, WI, USA

Promega, Madison, WI, USA

Promega, Madison, WI, USA

Promega, Madison, WI, USA

Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden
Qiagen, Hilden

Promega, Madison, WI, USA
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2.1.3.2. Losungen und Medien

ACT-Lysepuffer, pH 7.2

AnnexinV Binding Buffer

CASYTON

DEPC-H,O

DNFB

Equilibrierungspuffer

Elektrodenpuffer

FACS-Puffer

Fixierungspuffer

Gel-Fixierl6sung

17 mM Trizma Base (Sigma, Deisenhofen)
160 mM NH4CI

10 mM HEPES/NaOH, pH 7,4
140 mM NaCl
2.5 mM CaC|2

134 mM NaCl

1 mM EDTA

4 mM KCI

1.6 mM NaH,PO,

12 mM NaHPO, - 2 H,O
7 mM NaF

0.1 % (v/v) Diethylpyrocarbonat wurden in
entionisiertem Wasser gel0st, mit einem
Magnetrihrer Gber Nacht unter dem Abzug
geruihrt und anschlief3end autoklaviert

02 % (wi) bzw. 03 % (wh) 24
Dinitrofluorbenzol in Aceton/Olivendl (4:1, alles
Sigma, Deisenhofen)

6 M Harnstoff
3.75mM TRIS-HCI
2% (v/iv) SDS
20 % (w/v) Glyzerin

2.48 mM TrizmaBase
19.2 mM Glyzin
0.01 % (v/v) SDS

140 mM NaCl

4 mM KCI

2mM KH2PO4

20 mM NaHPO,4-2 H,O

0.7mM EDTA

fr die Messung der PS-Exposition mit
Annexin-V wurde FACS-Puffer ohne EDTA
verwendet.

PBS, 2 % (w/v) Paraformaldehyd
Paraformaldehyd wurde durch Erhitzen auf 60°C
far 2 Std. gelost, die Losung wurde anschlief?end
durch einen 0.4 uM Filter sterilfiltriert.

50 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsaure
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Gel-Entférbel 6sung

Gel Loading Buffer

Gel-Waschlosung

Hypotoner Aufschlusspuffer

| sotonisierungsl 6sung

Overlay-Solution

Ni(11)Cl,

NiClz / H20,

PBS, pH 7,4

PBS/ NaN3

Permeabilisierungspuffer

Peptidextraktionsl dsung

RuBPS-Farbepuffer

15 % (v/v) Methanol
7 % (v/v) Essigsdure

0.25 % (w/v) Xylencyanol
0.25 % (w/v) Bromphenolblau
30 % (v/v) Glyzerin

ad DEPC-H,O

50 % (v/v) Methanol
40 % H,0
10 % (v/v) Essigsaure

10 mM HEPES/ NaOH pH 7.4
10 mM NaCl

0.5 mM MgCl;

1 mM EGTA

0.25 M Sucrose
3 mM MgCl,
0.5 % (v/v) Triton X-100

0.5 % low-melting Agarose (Sigma, Deisenhofen)
0.05 % Bromphenolblau

0.1 % (v/v) SDS

gel0st in Elektrodenpuffer

10 mM NiCl,6 H,O (Sigma, Deisenhofen) in
pyrogenfreiem, sterilen 0.9 % NaCl

10 mM NiCl,-6 H,O (Sigma, Deisenhofen) in
pyrogenfreiem, sterilen 0.9 % NaCl + 1 % (v/v)
H,0, (30 %)

140 mM NaCl

2mM KCl

6 mM NaHPO,-2 H,O
1.5mM KH2PO4

PBS, 0.02 % (w/v) NaN3

PBS, 1% (w/v) BSA
0.5 % (w/v) Saponin

66 % (v/v) Acetonitril
2 % (v/v) Ameisensdure

20 % (v/v) Methanol
40 nM Ruthenium-11-tris
(BathoPhenanthroline di Sulfonat)
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Running Buffer

Sample Buffer

TAE-Laufpuffer

TRIS-HCI, pH 6.8

TRIS-HCI, pH 8.0

Zellkulturmedium

2.1.3.3. Oligonukleotide

PBS, 10 % (w/v) FKS (Sigma, Deisenhofen),
durch 0.4 um Filter sterilfiltriert

6.5 M Harnstoff

1.5 M Thio-Harnstoff
4% (w/v) CHAPS
0.05 % (w/v) SDS
100 mM DTT

1,142 g/l Eisessig (Sigma, Deisenhofen)
4.84 g/l TrizmaBase
0,744 g/l EDTA

0.5M Tris-HCI
0.4 % (w/v) SDS

1.5M Tris-HCI
0.4 % (w/v) SDS

Dulbeccos Modified Eagles Medium
(DMEM high glucose) oder Methionin-freies
DMEM, jeweils supplementiert mit je 50 U/ml
Penicillin/Streptomycin, 50 pM B-Mercapto-
ethanol (beides Invitrogen, Karlsruhe).

Fur PCR-Analysen wurden salzfreie Oligonukleotidprimer (Operon, Kdln) verwendet.

Tab. 1. Sequenzen der eingesetzten Oligonukleotidprimer

Gen 5-3 forward primer

Bax ACAGATCATGAAGACAGGGG
Bcl-2 CAGTCAGCTGCACCTGA

Bcl, CATCAATGGCAACCCATCCTG
Fas CGAAAGTACCGGAAAAGAAA
rPS6 ATTCCTGGACTGACAGACAC
Spil.2 CAG TCA TGA TGG GAC TGT GC

5°-3 reverse primer Annealing-
Temperatur
CAAAGTAGAAGAGGGCAACC 52°C
CCCAGCCTCCGTTATCC 55°C
TGTTCCCGTAGAGATCCACAAAAG 55°C
TTGCCCTCCTTGATGTTATT 55°C
GTTCTTCCTAGTGCGTTGCT 55°C
CCTGCCCTTTCAATT TGTGT 57°C
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2.1.3.4. Monoklonale Antikoérper und Fluorochromkonjugate

Tab. 2. Verwendete monoklonale Antikdrper (mAKk)

Spezifitat

bezogen von

o-Maus CD1d biotin
o-Maus CD3 APC

o-Maus CD11b biotin
o-Maus CD11c APC
o-Maus CD16/32, purified
o-MausCD19 APC

o-Maus CD38 biotin
o-Maus CD40 FITC

o-Maus CD45R (B220) APC
o-Maus CD90.1 (Thyl.2) PE
o-Maus o TCRFITC
Annexin-V Biotin

o-Maus DEC-205 FITC
a-Maus NKRP1 (NK1.1) PE
Streptavidin-APC
Streptavidin-PerCP

mAK wurden in einer, zuvor durch Titration bestimmten, Konzentration eingesetzt.

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
DPC Biermann, Bad Nauheim
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg

2.1.3.5. Materialien fur die magnetische Zellseparation

Magnetische Sortierungen wurden mit einem autoMACS (Miltenyi Biotec, Bergisch-

Gladbach) durchgefihrt.

Folgende microBeads wurden von Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach bezogen:

anti-CD11c microBeads
anti-CD19 microBeads
anti-CD90.1 microBeads
anti-B220 microBeads
anti-biotin microBeads
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2.1.4. Mause

In alen Experimenten wurden spezifisch-pathogenfreie, weibliche Mause im Alter von 5-10

Wochen der folgenden Stdmme verwendet:

C57BL/6 Janvier, Le Genest St. Isle, Frankreich

C57BL/6J The Jackson Laboratories, Bar Harbor, MA, USA
B6SMN.C3-Tnfsf6?? (“Fas-gld’)  The Jackson Laboratories, Bar Harbor, MA, USA
B6.MRL-TNF-Rsf6™/J (“Fas-Ipr") The Jackson Laboratories, Bar Harbor, MA, USA

Jo18V 02817 Mause (durch Dr. Balk (Beth Israel Deacones Medical Center, Harvard
University, Boston USA) auf genetischen C57BL/6 Hintergrund gekreuzt) wurden in der
Tierhaltung des Instituts geztichtet.

2.2. Methoden
2.2.1. Zellbiologische Methoden

2.2.1.1. Praparation von Einzelzellsuspensionen der Milz und Lymphknoten

Maéause wurden durch Erstickung in einer geséttigten CO,-Atmosphére getttet. Anschlief3end
wurden unter aseptischen Bedingungen die Milz bzw. Lymphknoten entfernt und in
Gewebekulturplatten mit eiskaltem PBS gelagert. Milzen wurden in einer Petrischale vorsich-
tig mit der Rickseite eines Spritzenstempels homogenisiert. Lymphknoten wurden mit einer
breiten Pinzette in 1 ml PBS zerdrlckt, verbleibende grobe Gewebereste wurden anschlief3end
durch Filtration Uber Nylonfilter (BD Biosciences, Heidelberg) mit einer Maschenweite von
100 um entfernt. Die Zellsuspension wurde bei 300 x g, 4 °C, 8 min. pelletiert. Um
Erythrozyten der Milzzellsuspension zu lysieren, wurde das Zellpellet in 5 ml hypotoner
ACT-L6sung aufgenommen und fur 5 min. bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Anschlief3end
wurde das zehnfache Volumen an kaltem PBS hinzugefugt, die Zellen durch Zentrifugation
pelletiert und abschlief3end in PBS bzw. Zellkulturmedium resuspendiert.
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2.2.1.2. Zellzéahlung

Der Antell vitaler Zellen wurde mikroskopisch durch Trypanblau-Ausschluss bestimmt. Ein
Aliquot der Zellsuspension wurde im Verhaltnis 1:10 mit Trypanblau in der Neubauer-Zahl-
kammer gezéhlt. Tote Zellen sind dabei a's Trypanblau® erkennbar.

Fur diein 3.3.1 und 3.3.2 geschilderten Experimente wurden die Zellzahlen in einem CASY®
Model TT gezahlt. Das Messprinzip basiert auf der Messung des elektrischen Widerstands in
Abhangigkeit von der Grof3e einer Zelle, d.h. tote Zellen und Erythrozyten kénnen aufgrund
ihrer, im Vergleich zu vitalen Lymphozyten, geringeren Grofde erkannt und ausgeschlossen
werden. FUr die Messung wurden Aliquots der Zellsuspensionen im Verhdltnis 1:501 mit

isotoner Casyton-Lodsung verdinnt und dreimal im CASY gemessen.
2.2.1.3. Durchflusszytometrie

2.2.1.3.1. Extrazellulare Farbung

Zéellsuspensionen wurden in einer Zelldichte < 5-10° Zellen/ ml in PBS/ NaN3 aufgenommen.
Unspezifische Bindungen Uber Fc-Rezeptoren wurde durch Abséttigung mit monoklonalen
Antikorpern gegen Fc-Rezeptoren (CD16, CD32) Uber einen Zeitraum von 15 min bel 4°C
geblockt. Nach Zentrifugation und Waschen der Zellen erfolgte die Farbung durch Inkubation
mit zuvor austitrierten Konzentrationen Fluorochrom- bzw. Biotin-konjugierter Antikorper fr
15 min. bei 4°C. Bei Verwendung Biotin-konjugierter Antikorper erfolgte die Bindung der
Streptavidin-Konjugate (mit den Fluorochromen PerCP oder APC) nach Zentrifugation und
Waschen durch weitere Inkubation Uber 15 min. bei 4°C.

Die abschlief?end in PBS resuspendierten Zellen wurden im FACSCaibur mit dem
Programme CellQuest analysiert.

2.2.1.3.2. Intrazellulare Farbung

Intrazelluldre Farbungen erfolgten nach Fixierung mit Paraformaldehyd und Permeabili-
sierung mit Saponin. Hierzu wurden Lymphozyten in 2 % (w/v) Paraformaldehyd fir 10 min.
bei 37°C inkubiert und anschlieffend in Running Buffer gewaschen. Fur die Permeabilisierung
der Zellmembran wurden die Zellen in Permeabilisierungspuffer gewaschen. Fur die
intrazelluldre Farbung wurden die verwendeten Antikdrpern in Permeabilisierungspuffer an
Stelle von PBS verdinnt. Die Farbung wurde fir 15 min. bei 37°C durchgefihrt. Die geféarb-
ten Zelen wurden in Permeabilisierungspuffer und anschlief3end in Running Buffer ge-
waschen und fur die FACS-Analyse in Running Buffer suspendiert.
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2.2.1.4. Zelltrennungen

2.2.1.4.1. Isolation von B-Zellen

B-Zellen der Milz wurden durch magnetische Zellseparation aufgereinigt. Hierzu wurden wie
unter 2.2.1.1 beschrieben Einzelzellsuspensionen der Milz prapariert, welche mit koloidalen
super-paramagnetischen ,microBeads’, konjugiert mit den angegebenen monoklonalen
Antikorpern inkubiert wurden.

B-Zellen wurden durch "magnetische” Markierung und Depletion von T-Zellen und
dendritischen Zellen aufgereinigt. Hierzu wurden 1-10” Zellen/ 100 pl Running Buffer mit
jeweils 10 pl CD90-, und CD11c-spezifischen microBeads fir 15 min. bel 4°C inkubiert.
Ungebundene microBeads wurden durch Waschen im 5-10 fachen Volumen Running Buffer
entfernt. Das Zellpellet wurde in 500 pl Running Buffer resuspendiert und im autoMACS mit
der Option "depletes’ aufgereinigt. B-Zellen der negativen Durchflussfraktion wurden erneut
gewaschen. Zur Uberpriifung der Reinheit wurden ca 2-10* Zellen der Negativfraktion mit
0—B220 APC mAk oder a-CD19 APC mAKk geféarbt (siehe Abschnitt 2.2.7) und im FACS
aufgenommen. Bei Verunreinigung der Zellpopulation wurde die Zellseparation wiederholt.
In einigen Experimenten war es durch starke Kontamination mit Granulozyten, welche im
FACS anhand der hoheren Granularitét und Zellgrofde erkennbar sind nétig, diese zu deple-
tieren. Die Depletion von Granulozyten erfolgte durch Farbung mit 0.5 pg a-CD11b biotin
mAK in 100 pl Running Buffer fir 15 min. Nach Waschen der Zellen wurden diese in 60 pl
Running Buffer/ 10" Zellen resuspendiert und mit 40 pl/ 10” Zellen o-Biotin microBeads fiir
10 min. bei 4°C inkubiert. Nach Waschen wurde die in 500 pl resuspendierte Zell suspension
erneut auf eine autoMACS-Saule geladen. Die nach der Aufreinigung resultierende
Negativfraktion wurde bis zu einer Reinheit von CD19" bzw. B220" Zellen >90% bzw. >95%
wiederholt separiert.
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2.2.1.4.2. Isolierung dendritischer Zellen

Dendritische Zellen (DZ) der Milz wurden in Anlehnung an ein Protokoll von Steinman et al.
(Steinman et al. 1979) isoliert.

DZ-angereichert .
e . sortorong von
Erythmzyte”'ysel I MHC-II'CD11c"-Zellen

Homogenisierung

Zentrifugation im
BSA-Gradienten

Abb. 2.2.1. Experimentelles Schema zur Isolierung dendritischer Zellen der Milz.

Vorbereitend wurde eine dichte BSA-LOsung wie folgt angesetzt und Uber Nacht bei 4°C

gelost:

BSA, Fraktion 5 (Serva, Heidelberg) 106 g
PBS 186 mi
1M NaOH 29 ml
H,O bidest 65 ml

Milzen wurden nach Entnahme in Petrischalen mit Zellkulturmedium nach Zusatz von
2 pg/ml Collagenase D und 1 pg/ml DNase | mit der Rickseite eines sterilen Spritzen-
stempels homogenisiert. Das Homogenat wurde fur eine Stunde bei 37°C im Brutschrank
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Zellsuspension gefiltert und in dem
funffachen Volumen Zellkulturmedium pelletiert. Das Zellpellet wurde in 5.5 ml eiskaltem,
dichntem BSA resuspendiert und in Zentrifugenréhrchen Uberfihrt. Nach vorsichtigem
Uberschichten mit 1.5 ml kaltem Zellkulturmedium wurde der Ansatz bei 9500 x g fur 15
min./ 4 °C zentrifugiert. Dendritische Zellen finden sich nach Zentrifugation in der Interphase
zwischen BSA und Medium. Diese Interphase sowie der Uberstand wurden in ein frisches

Zentrifugenréhrchen Gberfuhrt und zweimal mit kaltem PBS gewaschen.

Um die Reinheit der dendritischen Zellen weiter zu erh6hen, wurden die Zellen im
Durchflusszytometer sortiert. Zur Abséttigung von Fc-Rezeptoren wurden die Zellen in 100
pl PBS mit 0.5 pg a-CD16/32 mAk fir 15 min./ 4°C inkubiert, gewaschen und anschlief3end
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mit je 0.5 pg a-CD11c APC mAKk und o-I-Ab FITC mAk/ 100 pl PBS geféarbt. Die Zellen
wurden nach Waschen in PBS auf eine Zelldichte von 1-10” Zellen/ ml eingestellt. Die
Sortierung erfolgte in 50 ml Zentrifugenrohrchen, gefillt mit 5 ml PBS/ 10 % FKS (v/v). Um
unspezifische Adh&sion der Zellen an die Plastikoberflache zu unterbinden, wurden die
Rohrchen fur mindestens 24 Stunden mit 50 ml PBS/ 10 % FKS (v/v) bei 4°C gelagert, dieses
anschlief3end bis auf verbleibende 5 ml abgegossen.

Dendritische Zellen wurden im Durchflusszytometer als FCS™, SSC'™, CD11c¢"" und
MHC-II" charakterisiert und mit der Einstellung "Single Cell" der Steuerungssoftware
sortiert. Die sortierten Zellsuspensionen wurden anschlief3end zweimal in PBS gewaschen.
Um die Reinheit zu kontrollieren, wurde ein Aliquot der Zellen erneut im FACS
aufgenommen. Die Reinheit der CD11¢"MHC" Zellen war >97 %.

2.2.1.5. CFSE-Fluoreszenzfarbung

Fur die Farbung mit dem zellpermeablen Fluorochrom CFSE wurde das Vybrant® CFDA SE
Cell Tracer Kit verwendet. In Anlehnung an Lyons et al. wurden Lymphozyten in einer
Dichte von 1-10” Zellen/ ml PBS mit 0.5 uM CFSE, gelést in DM SO fiir 10 min./ 37 °C im
Wasserbad inkubiert (Lyons 2000). Ungebundenes CFSE wurde anschlief3end durch
wiederholtes Waschen in eiskaltem PBS/ 10% FKS (v/v) entfernt.

2.2.1.6. Ficoll-Gradientenzentrifugation

Jeweils 5 ml Ficoll wurden mit bis zu 1-10° Zellen, suspendiert in 5 ml Zellkulturmedium
Uberschichtet und bei 800 x g/ 20 min. / 20 °C zentrifugiert. Die Interphase zwischen Medium
und Ficoll wurde anschlief?end mit dem zehnfachen Volumen Zellkulturmedium gewaschen.

2.2.1.7 Apoptoseinduktion

Apoptose wurde durch Bestrahlung von Zellsuspensionen mit unterschiedlichen Energiedosen
von 3-12 Gy, einer Bestrahlungszeit von 30 sec. -2 min. entsprechend, in einer gammacel| -
13'Cs-Quelleinduziert.

2.2.1.8. Apoptoseassays

Frihe Apoptosestadien sind durch die Exposition von Phosphatidylserin (PS) auf der
Aussenseite der Zellmembran charakterisiert. Annexin-V bindet spezifisch und Ca’*-abhéngig
an PS und kann so zur Bestimmung friher apoptotischer Zellen verwendet werden. Spét-
apoptotische und nekrotische Zellen kénnen durch zusétzliche Farbung mit DNA-interka-

lierenden Farbstoffen wie 7-Aminoactinomycin D (7-AAD) diskriminiert werden. Annexin-
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V*I7-AAD" Zellen wurden as apoptotisch gewertet (Schutte et al. 1998). Zur Bestimmung
apoptotischer Zellen wurden diese in Annexin Binding-Buffer gewaschen und fir 15 min./
4°C mit 1 pg Annexin-V biotin und 0.5 pg 7-Aminoactinomycin D (7-AAD) gefarbt. Nach
einem erneuten Waschschritt in Annexin-V Binding-Buffer wurden die Zellen mit 0.5 pg
Streptavidin-PerCP bzw. Strepavidin-APC fir 15 min./ 4°C inkubiert und nach einem
abschlief3enden Waschschritt im FACS untersucht.

2.2.1.9. Ni-Konzentrationsbestimmungen, Atomabsorptionsspektroskopie

2.2.1.9.1. Probenvorbereitung fur die Atomabsorptionsspektroskopie

Die Messung des Nickelgehaltes in Blut, Organen und Ausscheidungen mittels
Atomabsorptionsspektroskopie (Zeeman AAS 4100, Perkin-Elmer) erfolgte durch Dr.
Jermann, IUF. Um Nickelverunreinigungen zu komplexieren wurden fir die Probenauf-
bewahrung vorgesehene Mikroschraubgefalde mehrmals mit HNO3; (10%) und anschlief3end
mit Millipore-Wasser gespiilt. Die Gefal3e wurden anschlief3end im Warmeschrank bei ca. 40
°C getrocknet. Organe wurden mit Teflon-beschichteten Pinzetten und Scheren entnommen.
Die Blutentnahme erfolgte durch Herzpunktion mit ebenfalls gereinigten Eppendorfpipetten,
Urin wurde direkt in Mikroschraubgefal3en gesammelt. Die Proben wurden in flissigem N,

schockgefroren und bis zur Préparation bei —-80°C gelagert.

2.2.1.9.2. Newport Green

Zur Untersuchung des Ni-Gehaltes isolierter B-Zellen wurde das fur zweiwertige Kationen
spezifische Fluorochrom Newport Green (NPG) verwendet. NPG besitzt eine Spezifitét fur
Zn** sowie Ni?*, aber keine Spezifitat fir Ca®* und Mg (Accapezzato et al. 2003; Adler et
al. 1998; Kurts et al. 1998) und besitzt nach Schwermetallbindung ein Absorptionsmaximum
bei 490 nm sowie ein Emmisionsmaximum bel 535 nm. Die Farbungen und Messungen mit
NPG wurden in Anlehnung an Thierse durchgefiihrt (Thierse et al. 2004). Newport Green
wurde von Dr. Thierse, Freiburg freundlicherweise zur Verfligung gestellt.

Zéellen wurden zweimal in NaCl (0.9%) gewaschen und in 100 pl NaCl mit 1 uM NPG fur 30
min./ 4°C inkubiert. Nach Abschluss der Farbung und erneutem Waschen in NaCl wurde die

grine Fluoreszenzemission im FACS gemessen.
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2.2.2. Genexpressionsanalysen

2.2.2.1. RNA-Isolation

RNA wurde durch Phenol:Chloroform-Extraktion mit TRIzol Reagent durchgefihrt. Zellsus-
pensionen wurden pelletiert und in 1 ml TRIzol/ 10" Zellen resuspendiert. Nach finfminditiger
Inkubation auf Eis wurden zur DNA/ RNA-Extraktion 250 pl Chloroform/ 10° Zellen
zugefugt und der Ansatz auf dem Vortexer fir 30 sec. gemischt. Der Ansatz wurde fur 15 min
bei 14000 x g zentrifugiert und anschlief3end die RNA-enthaltende wassrige, obere Phase in
ein frisches Reaktionsgefald Uberfuhrt. Die Nukleinsdureféllung erfolgte durch Zugabe von
500 pl 2-Propanol/ 107 Zellen, gefolgt von einer Zentrifugation bei 14000 x g fiir 10 min. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 1 ml Ethanol, 70% gewaschen und die RNA
nach lufttrocknen in DEPC-H,0 durch Vortexen gel 0st.

2.2.2.2. Reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Vor der reversen Transkription von RNA in komplement&re DNA (cDNA) wurde
kontaminierende DNA durch Inkubation mit DNase | entfernt. Hierzu wurden 1 ug RNA in
fur 15 min. bei Raumtemperatur in 1x DNase-Puffer mit 1 U DNase | inkubiert und die
Reaktion anschlieffend durch Zugabe von 1 pul EDTA (25 mM) Reaktion gestoppt. Die DNase
wurde durch Erhitzen auf 60°C fur 10 min. inaktiviert. Fir die Hybridisierung wurden 2 pl
eines oligo dTi6.18 Oligonukleotidprimers (1 pg/pl) zugegeben, die Hybridisierung erfolgte
bei 65°C fur 5 Minuten, anschlief3end wurde. 27 ul des vorbereiteten Reverse Transkriptase-
Reaktionsansatzes (Tab.3) zu einem Gesamtvolumen von 40 ul zugefigt. Die Reaktion wurde
im Thermoblock bei 37°C fur 60 min. durchgefihrt, die Reverse Transkriptase anschlief3end
fir 10 min bel 70°C inaktiviert.

Tab. 3. Reverse-Transkriptase Reaktionsansatz

5x RT-Puffer 8 pl
DEPC-H,O 7 pl
DTT (100 mM) 4 pl
dNTP (ATP,CTP,GTP,TTP), je 10 mM 4 ul
RNasin (40 U/pl) 2 pl

MMLYV-Reverse Transkriptase (200 U/ul) 2ul
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Fur die anschlieffenden Real-Time-PCR Analysen wurde 1/20 der RT-Reaktion mit dem
SYBR Green Kit (Quiagen, Hilden) in einem LightCycler entsprechend der in 2.1.3.3. ange-
gebenenen Annelingtemperatur und Zyklenzahl amplifiziert.

Tab. 6. Real-Time-PCR Reaktionsansatz

SYBR Green Mastermix 10l
forward primer (10 pM) 2ul
reverse primer (10 pM) 2l
H.0 bidest 4 pl
cDNA 2 ul

2.2.3 Proteinexpressionsanalysen

4 Wochen
NiCl,, oral

!

Immunisierung

NiCl,/H,0,
J B-Zellen
Metabolische Markierung Isolierung
mit **S-Methionin cytosolischer Proteine 2D-Gelelektrophorese
1.Dimension:
Isoelektrische Fokussierung
—»
2.Dimension: . .
SDS-PAGE | |© © © ©0 ——» Autoradiographie
o OO @] OO
o < Fluoreszenzfarbung /
°o ° oW Silberfarbung

Abb.. 2.2.3. Experimentelles Design fir die Proteinexpressionsanalysen.

2.2.3.1. Metabolische Markierung mit 3*S-Methionin

Die vorliegende Proteinexpression, angegeben als die zu gegebenem Zeitpunkt in der Zelle
vorhandene Menge eines Proteins, ist ein wichtiger Parameter fur die Beurteilung von
Veranderungen der Proteinausstattung. Bei Proteinen mit niedrigem Umsatz ist die
Information Uber die Trangdlationsrate und den Abbau eines Proteins aussagekréftiger as die

Menge vorliegenden Proteins. Dies wird durch metabolische Markierung von Zellen mit einer
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radioaktiv markierten, essentiellen Aminosdure erreicht, die in neu trandatierte Proteine
eingebaut wird und durch Verfahren wie der Autoradiographie identifiziert werden kann.
Meist wird zu diesem Zweck *S-markiertes Methionin verwendet. Die Qualitdt der meta
bolischen Markierung hangt entscheidend von der Depletion des zelluldren Methioninpools
ab. Zu diesem Zweck wurden die zu markierenden, isolierten B-Zellen in Met-freiem Medium
(Invitrogen, Karlsruhe) gewaschen und anschlieRend bei einer Zelldichte von 5-10° Zellen/ ml
in Met-freiem Medium resuspendiert und fur 15 Min. bei 37°C inkubiert. Nach Ablauf dieser
Zeit wurden die Zellen pelletiert und in einer Dichte von 1-10” Zellen/ ml in frisch ange-
setztem Met-freiem Medium mit 0.1 mCi/ ml *S-Methionin resuspendiert. Der Einbau des
radioaktiven Methionins erfolgte tUber 2 Stunden bei 37°C im Brutschrank. Die Zellen wurden
nach Ablauf der Zeit pelletiert, wiederholt in eiskaltem PBS gewaschen, und der Uberstand
abgesaugt. Die Zellpellets wurden bis zur weiteren Verwendung bel -80°C gelagert.

2.2.3.2. Isolierung cytoplasmatischer Proteine

Jewells kurz vor der Préparation wurde der Aufschlusspuffer mit den Proteaseinhibitoren
Pepstatin A (1 pg/ml), Leupeptin (1 pg/ml) sowie PMSF (1 mM) versetzt.

Um Zellen aufzuschlieRen wurden tiefgefrorene Zellpellets in hypotonem Aufschlusspuffer
aufgenommen und mehrmals durch eine Pipettenspitze homogenisiert. Kerne und Cytoplasma
wurden durch Zentrifugation bei 2000 x g bei 4°C fir 5 Min. getrennt. Das im Uberstand
befindliche Cytoplasma in frische Rohrchen tberfuhrt und mit dem vierfachen Volumen an
-20°C kaltem absoluten Ethanol versetzt. Die Falung der Proteine erfolgte Uber Nacht bel
-20°C, anschlief3end wurden die cytosolischen Proteine durch Zentrifugation bei 4000 x g bel
4°C pelletiert und der Uberstand verworfen. Um verbleibende Restfliissigkeit zu entfernen,
wurden die Pellets im Exsikkator getrocknet. Abschlief3end wurden die Pellets in ca. 50 pl
Sample-Buffer gel 6st.

2.2.3.3. Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung erfolgte nach einer von Bradford (Bradford 1976) beschriebenen
Methode. Der Proteinansatz wurde im Verhdltnis 1:200 mit bereits 1:5 vorverdinntem
Bradford-Reagenz verdinnt und for 5-20 Min. ein Raumtemperatur inkubiert. Als
Proteinstandard wurde eine Verdinnungsreihe mit Rinderserumalbumin (BSA) bekannter
Konzentrationen angesetzt. Die Absorption der Proben wurde anschlief3end photometrisch bei
einer Wellenldnge von 595 nm gemessen. Die Proteinkonzentrationen wurden anhand der
erstellten BSA-Standardkurve errechnet.
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2.2.3.4. Zweidimensionale Gelelektrophorese

2.2.3.4.1. Erste Dimension: Isolelektrische Fokussierung (IEF)

Die Auflésung der Proteine anhand ihres pl-Wertes efol gte el ektrophoretische Auftrennung in
einer Matrix mit bereits eingebetteten Ampholyten (IPG-Strips, Bio-Rad). 300 pug Protein
wurden in Sample Buffer auf ein Gesamtvolumen von 280 pl verdinnt, 1.5 ul Ampholyte, pH
3.5-10 sowie 0.5 pl 1% Bromphenolblau hinzugefigt. Die IPG-Streifen wurden vorsichtig mit
dem Proteinansatz benetzt, um Austrocknen zu verhindern, nach ca 15 min. mit Mineral 6l
(Dry Strips Cover Oil, Bio-Rad) Uberschichtet und Uber Nacht bel Raumtemperatur
stehengelassen. Die Elektrophorese wurde in fertigen Geltrogrinnen (Bio-Rad) mit einer

konstanten Temperatur von 25 °C nach folgendem Programm durchgeftihrt:

1h: OV - 500V linearer Gradient 30mA 20W
5h: 500V konstant 40mA 40W
5h: 500V - 3500V linearer Gradient 40mA 30W
12h: 3500V konstant 30mA 30W

2.2.3.4.2. Zweite Dimension: SDS-PAGE

In der SDS-PAGE werden Proteine im elektrischen Feld anhand ihres Molekulargewichts
aufgetrennt. Das amphiphile Detergenz SDS lagert sich stéchiometrisch an Proteine, denatu-
riert die Proteine und hebt den Einfluss der Ladung des Proteins auf die Laufgeschwindgkeit
im elektrischen Feld auf (Wilson, K., in Methoden der Biochemie 2004(2004). Die aufge-
trennten Proteine kdnnen anschlief3end angeférbt oder isoliert werden. Im Fall radioaktiver
Proben konnen diese durch Autoradiographie nachgewiesen und quantifiziert werden.

Die Proteinseparation nach Molekulargewicht erfolgte durch Auftrennung in einem 12 %

Polyacrylamidgel mit folgender Zusammensetzung:

23 ml 30 % (w/v)  Acrylamid/ 0.8 % (w/v) Piperazindiacrylamid

11.5ml 2M TRIS-HCI, pH 8.8
23 ml H.O
0.02ml Ammoniumperoxodisulfat, 10 % (w/v)

0.004 ml N, N, N",N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
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Die aus der isoelektrischen Fokussierung gewonnenen IPG-Streifen wurden zuvor wie folgt
behandelt: Um Sulfhydryl-Gruppen zu irreversibel zu reduzieren wurden die Streifen nach
Abstreifen des Ols mit je 2 ml Equilibrierungsldsung/ 100 mM DTT fir 10 min. geschiittelt.
Die irreversible Alkylierung der reduzierten SH-Gruppen erfolgte fur 10 min. in je 2 ml
Equilibrierungslésung mit 2.5 % lodacetamid, ebenfalls unter Schitteln. Die fertigen
|PG-Streifen wurden auf den SDS-Gelen platziert und in heisse Cover Solution eingebettet.
Die Elektrophorese der Proteine erfolgte fur ca. 5 Stunden bei einem Strom von 150 mA/ 4
Gelen, einer Kihlung auf 15-20°C in Elektrodenpuffer.

2.2.3.4.3. Fluoreszenzfarbung

Die Gele wurden zunéchst Uber Nacht fixiert und anschlief3end zweimal mit 20 % (v/v)
Methanol gewaschen und jeweils fir 5 min. inkubiert. Die Farbung mit RuBPS erfolgte fur 6
Stunden. Ungebundenes RuBPS wurde durch Inkubation in Entfarbeldsung Gber Nacht ent-

fernt. Alle Inkubationsschritte wurden bel Raumtemperatur auf einem Schittler ausgefthrt.

2.2.3.4.4. Fluorographie und Autoradiographie

Nach erfolgter RuBPS-Férbung (siehe 2.2.3.6.2) wurden die SDS-Gele in enem
Fluoreszenzdetektor (Fluorimager 595, Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden) ausge-
lesen. SDS-Gele, welche radioaktiv markierte Proteine enthielten, wurden nach Auslesen der
Fluoreszenz unter Vakuum bel 40°C fir drei Stunden getrocknet. Phospholmager-Ver-
stérkerfilme (low energy screen, Amersham Pharmacia) wurden mit den getrockneten Gelen
die fur jeweils angegebenen Zeitrdume exponiert und anschlief3end in einem Phosphol mager
(Amersham Pharmacia) ausgel esen.

Die Auswertung der Fluoreszenzbilder und Autoradiogramme erfolgte mit den Programmen

ImageQuant und ImageMaster Platinum.
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2.2.4. Tierexperimentelle Methoden

2.2.4.1. Haltung der Versuchstiere

Im folgenden als Ni'™ bzw. Ni"9" bezeichnete C57BL/6 M&use wurden in Kunststoffkafigen
(Makrolon, Ebeco, Castrop-Rauxel) mit Abdeckungen aus Edelstahl (Werkstoff 1.4301,
Ebeco, Castrop-Rauxel) gehalten. Trinkwasser wurde in Kunststoffflaschen mit Metall-
ausldssen angeboten. Alle Tiere erhielten konventionelles Haltungsfutter (Ssniff
Spezialdidten, Soest).

C57BL/6 Mause, welche im Folgenden als NiV® '™-Mause bezeichnet werden, wurde unter
Bedingungen minimierter Nickelexposition geziichtet und aufgezogen. Die Ké&fige dieser
Tiere waren mit Kunststoffdeckeln ausgestattet, normales Trinkwasser wurde in Kunststoff-
flaschen mit Glasausl 8ssen angeboten.

Fur Experimente wurden 5-8 Wochen alte Tiere verwendet, welche unter diesen Bedingungen
fur zwei Generationen gezlichtet und gehalten wurden. Die Tiere erhielten konventionelles
Haltungsfutter, Zuchttiere erhielten spezielles proteinangerei chertes Zuchtfutter (beides Ssniff
Spezialdidten, Soest).

Alle durchgefuhrten Tierversuche waren beim Regierungsprasidium Dusseldorf angemeldet

und genehmigt.

2.2.4.2. Toleranzinduktion

5-6 Wochen alte weibliche Mause der angegebenen Stamme erhielten fir einen Zeitraum von
4-8 Wochen als Trinkwasser 10 mM NiCl,1-6 H,O. Dieses wurde in 50% H,O ad libitum,
50 % aqua bidest. gel6st, welches durch 0.2 um Filter sterilfiltriert wurde. Zur klaren Unter-

high_M suse bezeichnet.

scheidung werden diese Tiere im Folgenden a's Ni
Gleichdtrige Kontrollmause, im Folgenden as Ni'® bezeichnet, erhielten normales

Trinkwasser.

2.2.4.3. Adoptivtransfers

Zu transferierende Zellsuspensionen wurden wiederholt in pyrogenfreiem PBS gewaschen. 5-
8 Wochen alte Méause, welche fur ca. 15 min., um die Schwanzvene zu dilatieren, unter einer
Rotlichtlampe sal3en, erhielten i.v. Injektionen der angegebenen Zellzahlen in je 150 pl PBS
in die Schwanzvene. 24 Stunden nach dem Adoptivtransfer wurden die Empféngermause wie

unter ,,Immunisierung” angegeben immunisiert.
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2.2.4.4. Immunisierung

Immunisierungen erfolgten durch intradermale Injektionen von je 50 pl 0.9% NaCl, 10 mM
NiCl, oder 10 mM NiCly/ 1 % H,0; in beide Flanken.

2.2.4.5. "Re-Challenge”, Maus-Ohrschwellungstest

Zehn Tage nach der Immunisierung erfolgte die Audlésung der Zweitantwort (,Re-
Challenge*) durch intradermale Injektion von jeweils 50 pl 10 mM NiCl; in die Pinnea beider
Ohren. Zwei Tage nach der Ausldsung der allergischen Zweitantwort ("Re-Challenge”) wurde
die Ohrdicke mit einem Langenmessgerat Oditest von zwei Experimentatoren doppelt-blind,
d.h. ohne Kenntnis der zuvor codierten Versuchsgruppe, bestimmt. Die Ohrschwellung wurde
als Inkrement der Ohrdicke vor dem Re-Challenge bestimmt. Als Konstante der basalen Ohr-
dicke dienten Uber einen Zeitraum > 2 Jahren wiederholt an altersgleichen Mé&usen erhobene

Messungen mit einem Mittelwert von 27-10% mm.

Maus-Ohrschwellungstest

Sensibilisierung "Re-Challenge"
10 mM NiCL/1% H,0,, i.d. 10 mM NiCl, i.d.
in beide Flanken in Pinnea der Ohren
| NiCl,, oral y y |
| 4 Wochen | 10 Tage ' 48 Stunden
Messung der
Ohrschwellung
Adoptivtransfer
NiCl,, oral
Spender: | : |
4 Wochen ¢
Zellaufreinigung /
i.v. Injektion
Sensibilisierung "Re-Challenge"
10 mM NiCL/1% H,0,, i.d. 10 mM NiCl, i.d.
in beide Flanken in Pinnea der Ohren
Empfanger: | * * |
24 Stunden 10 Tage 48 Stunden

Messung der
Ohrschwellung

Abb. 2.2.4. Experimentelle Protokolle von Maus-Ohrschwellungstest und Adoptivtransfer.

2.2.5. Statistische Auswertung

Die Auswertung der Ohrschwellungsdaten erfolgte mit Graphpad Prism 3.0. Zur statistischen
Auswertung der Signifikanz wurde der One-way ANOVA-Test mit anschlieffendem
Newman-K euls-Post-Test verwendet. Die statistische Auswertung der FACS-Daten erfolgte
in Microsoft Excel mittels Student t-Test.
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3. Ergebnisse

Vorarbeiten von Artik et al. und Roelofs-Haarhuis et al. zeigten, dass eine vierwdchige orale
Gabe von NiCl, zur Ausbildung einer stabilen, dauerhaften und gegen Nickel spezifischen
Toleranz fuhrt. Diese Toleranz ist durch T-Zellen der Milz sowie B-Zellen auf syngene
Empfanger Ubertragbar (Artik et al. 2000; Artik et al. 2001; Roelofs-Haarhuis et al. 2003b).

In den im folgenden Abschnitt geschilderten Experimenten wurde die Frage untersucht, ob die
orale Ni-Applikation zu Verénderungen des Phanotyps von B-Zellen und dendritischen Zellen
fahrt.

3.1. Veranderungen der Milz durch Nickel

3.1.1. Organgewicht und B-Zellpopulation

—
|
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Counts
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CD19 APC 0 10 20 30 40 50
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Abb. 3.1.1. Reduzierte Milz und Veranderungen der B-Zellfraktion durch Nickel.

A. Gewicht der Milzen aus Ni®"- und Ni"¥"-Mausen (n=7). B. Prozentualer Anteil von B-Zellen der Milz.
Einzelzellsuspensionen wurden mit einem a-CD19 mAk geférbt. Links: Reprasentative Darstellung der
CD19-Farbung der untersuchten Milzen (Ni®“, grau hinterlegt; Ni"®", griin). Rechts: Graphische
Darstellung des Anteils CD19" Zellen + Standardabweichung. Die Ergebnisse Die dargestellten
Ergebnisse sind reprasentativ fir mindestens drei Experimente mit vergleichbaren Ergebnissen.

Milzen oral mit Nickel behandelter Mause wurden nach abgeschlossener Toleranzinduktion
auf ihr Gewicht, also indirekt die Zdluléritét, getestet. Wie aus Abb. 3.1.1.A ersichtlich igt,
weisen die die Milzen ora toleranter Mause im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle ein um
ca. 20 % verringertes Gewicht auf. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde anhand einer
CD19-Farbung der Anteil von B-Zellen untersucht, diese sind mit ca. 50% die grosste
Milzzellpopulation (Coligan, J. E.,In Vitro Assays for Mouse Lymphocyte Function, in
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Current Protocols in Immunology 2004). Wie in Abb. 3.1.2.B. dargestellt ist, besitzen Ni"9"-
Méause einen mittleren Anteil von 35 % B-Zellen in der Milz. Dies entspricht einer im
Vergleich zu unbehandelten (Ni'®-) Mausen Reduktion um 24 %.

3.1.2. Phanotypische und genotyische Veranderungen von B-Zellen und

dendritischen Zellen durch Nickel

A
B220" B-Zellen
 —
] % CD38"
Ni™:19.2 %
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Abb. 3.1.2. Phédnotyp und Genotyp von B-Zellen und DZ nach oraler Toleranzinduktion.

A. CD38, CD40 sowie Fas-Proteinexpression auf B220" B-Zellen aus Ni"®"- (fette Linie) und Ni®* —
Méausen (grau geflllt). Unterbrochene Linie: Farbung mit entsprechenden Isotyp-identischen mAKk.
B. CD40 und Fas mRNA-Expression isolierter B220" Milzzellen aus Ni Me"_B.Zellen im Vergle|ch zu
Ni"-B-Zellen, durch Real-Time-PCR untersucht. C. CD1d- Expressmn auf IgM°“CD23"9" (,Follicular
zone*) und IgM™¥"CD23" (,marginal zone*) B-Zellen der Milz aus Ni"%"- (fette Linie) und Ni®“-Mausen
(grau hinterlegt).

D. CD40-Expression und intrazellulare DEC-205 von MHC-II'CD11c* (DZ) Milzzellen aus Ni"o"- (fett)
und Ni®"-Mausen (grau hinterlegt). Die dargestellten Ergebnisse sind reprasentativ fir mindestens
drei Experimente mit vergleichbaren Ergebnissen.
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Wie in Punkt 2.2.4.2 beschrieben, wurde C57BL/6 Méausen 10 mM NiCl; fir 4 Wochen im
Trinkwasser verabreicht (Ni"9), Kontrolltiere (Ni'™) erhielten unsupplementiertes Trink-
wasser. Einzelzellsuspensionen der Milz dieser Mé&use werden mit monoklonalen Antikorpern
gegen CD38, CD40 oder DEC-205 gefarbt. B-Zellen wurden durch Anférbung mit einem
B220-spezifischen Antikorper differenziert, die Charakterisierung dendritischer Zellen er-
folgte nach Gegenfarbung mit anti-CD11c sowie anti-MHC-II Antikorpern, dendritische
Zellen wurden als MHC-I1"CD11c¢" charakterisiert.

Die orade Gabe von NiCl, im Trinkwasser fuhrte zu einer um ca. 50 % verminderten
CD40-Expression auf Ni"9"-B-Zellen (MFI 23.6) verglichen mit B-Zellen altersgleicher
Kontrollmause (Ni'®, MFI 46.9). Die Reduktion der CD40-Expression auf B-Zellen war mit
einer Reduktion der CD40 mRNA-Expression verbunden (Abb. 3.1.2,B). Diese Ver-
anderungen der CD40-Expression waren nicht auf B-Zellen beschrankt, da auch CD11c"
dendritischen Zellen eine Reduktion der CD40 Expression aufwiesen (Abb. 3.1.2, D). Wiein
Abb. 3.1.2.A weiterhin dargestellt ist, besaRen Ni"9- verglichen mit Ni'®*-B-Zellen eine
erhohte Fas-Expression. Diese erhthte Fas-Proteinexpression konnte durch Real-Time-PCR
als Erhéhung der Fas mRNA-Expression bestétigt werden (Abb. 3.1.2, B). Ora mit NiCl;
behandelte Méause zeigen eine stark erhdhte Zahl CD38-exprimierender B-Zellen der Milz
(Abb.3.1.2, A).

DEC-205 gehort zur Familie der Multilektinrezeptoren und vermittelt neben anderen Mitglie-
dern dieser Proteinfamilie die Rezeptor-vermittelte Endozytose. In der Milz wird DEC-205
von dendritischen Zellen exprimiert. In der Literatur wird DEC-205 mit der tolerogenen
Funktion dendritischer Zellen in Verbindung gebracht. So présentieren dendritische Zellen
Uber DEC-205 phagozytiertes Antigen an T-Zellen und fuhren schliefdlich zur Induktion regu-
latorischer T-Zellen (Bonifaz et al. 2002; Hawiger et al. 2001; Mahnke et al. 2003). Die
experimentelle Bindung eines Ovalbumin-konjugierten DEC-205-Antikorpers an DEC-205"
DZ fuhrt zur Aufnahme dieses Komplexes in lysosomale Kompartimente der Zelle von wo
der leere Rezeptor schliefdlich zurlick zur Zellmembran zurtickgefuhrt wurde (Mahnke et al.
2000). Die DEC-205-Expression wurde daraufhin durch Anférbung fixierter und permea-
bilisierter Zellen getestet. Milz-DZ Ni-behandelter Mause wiesen im Vergleich zu solchen
unbehandelter M&use eine erhohte intrazellulare DEC-205 Expression auf (Abb. 3.1.2, C).
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Relative bcl-2 mRNA-Expression Relative bcl, mMRNA-Expression
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Abb. 3.1.3. bcl-2 und bcly,, mRNA-Expression.

high low

Relative bcl-2 und bcly mRNA-Expression in Ni > -B-Zellen im Vergleich zu Ni~"-B-Zellen, mittels
Real-Time-PCR untersucht. Die dargestellten Daten sind reprasentativ fir 2 Experimente mit
vergleichbaren Ergebnissen.

Ni"9" B-Zellen sind durch eine einerseits stark verminderte Kostimulation (CD40) und
andererseits erhohten Expression des Fas-Rezeptors gekennzeichnet (Abb. 3.1.2). CD40 ist
neben seiner kostimulatorischen Funktion als ,Uberlebensfaktor fir B-Zellen bekannt.
Umstritten ist, ob die Ligation von CD40 zur Induktion oder Reduktion der Expression anti-
apoptotischer Proteine wie bcl-2 und bcly fuhrt (Bjorck et al. 1997; Fang et al. 1997; Reid et
al. 1997). Aufgrund dieser B-Zellcharakteristika wurde untersucht, ob die vierwochige
Behandlung mit NiCl, im Trinkwasser in B-Zellen die Expression der anti-apoptotischen
bcl-Proteine bcl-2 und bcly, moduliert. Durch Real-Time-PCR wurde die mRNA-Expression
dieser Proteine in Ni"9"- und Ni'®“-Mausen untersucht. Wie in Abb. 3.1.3 dargestellt ist,
zeigte sich in Ni"%" B-Zellen eine stark herabgesetzte Expression von bcl-2 und bcly um

mindestens das flinffache.

3.2. Mechanismen der Toleranzinduktion durch B-Zellen

Ora mit NiCl, behandelte Mé&use besitzen sowohl regulatorische T-Zellen (Artik et al. 2001)
wie auch B-Zellen, die in der Lage sind, eine gegen Nickel spezifische Toleranz auf syngene
Empfanger zu Ubertragen (Roelofs-Haarhuis et al. 2003b). Nach der Untersuchung
phanotypischer Veranderungen von B-Zellen und dendritischen Zellen durch die orale Gabe
von NiCl,, sollten die Mechanismen der Toleranzinduktion durch B-Zellen untersucht
werden. Wie in Abschnitt 1.2.3.4. bereits geschildert, ist bislang nur wenig tiber die Rolle von
B-Zellen an der immunol ogischen Toleranz bekannt. Wie die Abb. 3.1.2. und 3.1.3 darstellen,

9" Méuse einen veranderten Phénotyp (CD40"®,

besitzen B-Zellen oral Ni-toleranter (Ni
Fas™" bcl-2"%9 phel,,"*"19)  der apoptotische Mechanismen in der Induktion der Ni-

Toleranz suggeriert.



Ergebnisse 47

Neben dem Befund, dass Fas- und FasLigand-defekte Mause Symptome der Autoimmunitét
zeigen (Watanabe-Fukunaga et al. 1992), deuten weitere Arbeiten auf eine Funktion von Fas
und FasLigand fur die Toleranzinduktion hin (Gao et al. 1998; Griffith et al. 1996; Schwarz et
al. 1998).

3.2.1. Fas- und FasLigand-Abhé&angigkeit der oralen Toleranzinduktion

A B
Ohrschwellung (x 10% mm) + SEM Ohrschwellung (x 10% mm) + SEM
Spender  Stamm <_,5 ? 5 C? $ Spender Stamm $ 3 3 @ 8
N Fas-pr H Ni*  Fas-gld —7 |*
} * ]‘k
* *
*
N WT - N WT m

N Fas-lpr Ni"  Fas-gld

Abb. 3.2.1. Die Induktion der Nickeltoleranz wird durch Fas und FasLigand vermittelt.

Fas-lpr (A), Fas-gld (B) oder C57BL/6 Mause (,WT“) erhielten fir 4 Wochen 10 mM NiCl, im
Trinkwasser oder unsupplementiertes Trinkwasser. Danach erhielten die Mause Injektionen von 10
mM NiCl, + 1% H,O, ("NiCl,/H,O,") intradermal in beide Flanken, nach weiteren 10 Tagen wurde die
Zweitantwort durch intradermale Injektion von 10 mM NiCl, in die Pinnea beider Ohren ausgeldst, die
Ohrschwellung wurde nach weiteren 48 Stunden gemessen. Signifikante Unterschiede sind durch
Sterne gekennzeichnet (*, p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001).

Um ene funktionelle Relevanz von Fas und FasLigand im Modell der oral induzierten
Toleranz gegen Nickel zu testen, wurden Fas- und FasLigand- defiziente Mausstamme nach
oraler Ni-Applikation im Maus-Ohrschwellungstest (MEST) auf eine Toleranz untersucht.
Wie bereits aus Vorarbeiten (Artik et al. 1999; Artik et al. 2001) bekannt, fuhrten
intradermale Injektionen von NiCl,/H,O, und anschlief3ende Injektionen von NiCl, zur
Ausosung einer Zweitantwort, die an der signifikant erhdhten Ohrschwellung (Abb. 3.2.1,
Gruppe 1 verglichen mit Gruppe 3) erkennbar war. Wurden C57BL/6 Méause nach oraler Ni-
Applikation durch NiCl,/H,O, immunisiert, so zeigte sich eine gegeniber diesen Mausen
signifikant verringerte Ohrschwellung im MEST. Dies wurde als Toleranz gewertet.
Vergleichbare Reaktionen zeigten sich in Fas-defizienten Fas-lpr (Abb. 3.2.1, A) und
FasLigand-defiziente Fas-gld (Abb. 3.2.1, B) Mausen ohne orale Nickelgabe nach Immuni-
sierung mit NiCl,/H,O,. Dabel war zu erkennen, dass Fas-gld eine gegen C57BL/6-WT
Maéausen leicht erhohte Ohrschwellung aufwiesen.
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Nach oraler Verabreichung von NiCl,, anschlie?ender Sensibilisierung mit NiCl,/H,O, und
Re-Challenge zeigte sich bel diesen Tieren alerdings keine Reduktion der Ohrschwellung.
Weder in Fas- noch FasLigand-defizienten M&usen konnte die orale Applikation von NiCl,

im Trinkwasser eine Toleranz induzieren.

3.2.2. Tolerogene B-Zellen mussen funktionelles Fas exprimieren

A B

Spender Empfanger (Ni*")
Immunisierung /  Ohrschwellung (x 10% mm) + SEM
% Stamm  Re-Challenge 3 & N 8
- - NiCl, ‘
2952 % ! NiCl,
(&
i . NiCI «
W ooy +high 2 B *
2 NI WT NGl | i*
© NiCl/H,O ¥
e slow 2/ 112 J
o Ni WT NiCl, — )
o NiCl,/H,0, J*
700 10! thi' 103 104 Ni wT NiCl, | ;
NiCI,/H,0 2
low _ 2T 4 o|E
M NiCl, 3
, NiCl, / H,O
+high F _I 2- 22
NI Faspr NiCl, L

Abb. 3.2.2. Tolerogene B-Zellen missen funktionelles Fas exprimieren.

Fas-lpr oder WT-Mause erhielten 10 mM NiCl, im Trinkwasser wie unter Material und Methoden
beschrieben. A.CD19" B-Zellen wurden durch magnetische Depletion von CD11b", CD11c", Thyl.2"
Zellen zu einer Reinheit >95 % sortiert. 10° B-Zellen wurden adoptiv in syngene C57BL/6 Mause
Ubertragen. B. Die Empfangermause wurden anschlieBend im Maus-Ohrschwellungstest auf eine
Toleranz gegen Nickel getestet. Die dargestellten Daten sind reprasentativ fir 3 Experimente mit
vergleichbaren Ergebnissen. Signifikante Unterschiede sind durch Sterne gekennzeichnet (*, p<0.05,
** p<0.01, *** p<0.001).

Fas und FasLigand sind fur die Induktion der Nickeltoleranz n6tig (Abb. 3.2.1). Es sollte
daher untersucht werden, auf welchen Zellen Fas exprimiert werden muss, um eine Toleranz
zu induzieren. Aufgrund der Vorbefunde des veranderten Phanotyps von B-Zellen, d.h. der

verringerten Expression der anti-apoptotischen Proteine bcl-2 und bcly sowie der erhthten

high

Fas-Expression, erschienen Ni"~-B-Zellen as relativ leicht Apoptose-induzierbar. Obwohl

die Arbeiten von Roelofs-Haarhuis et al. zeigten, dass Ni""-B-Zellen eine gegen Nickel

spezifische Toleranz Ubertragen, blieben die Mechanismen ungeklért.
In Zusammenarbeit mit Frank Kopp, Institut fir umweltmedizinische Forschung, wurde daher

high

im folgenden Experiment untersucht, ob Ni™"~"-B-Zellen Fas exprimieren missen um die Ni-

Toleranz Ubertragen zu kénnen.
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C57BL/6 Wildtyp oder Fas-Ipr Mause wurden, wie in 2.2.4.2 beschrieben, fir 4 Wochen mit
NiCl, im Trinkwasser versorgt oder erhielten normales Trinkwasser. Nach Beendigung der
Ni-Applikation wurden diese Spendertiere getétet und CD19" B-Zellen der Milz aufgereinigt.
Wiederholte Depletion von Thy1.2", CD11b" und CD11c" Zellen resultierte in einer Reinheit
> 95 % CD19" Zellen. Abb. 3.2.2,A stellt exemplarisch die durchflusszytometrische Analyse
der Reinheit der transferierten B-Zellen nach Anférbung mit einem CD19-spezifischen Anti-
korper dar. 10° B-Zellen wurden in Ni'“-Empfanger tbertragen und diese nach Immuni-
sierung mit NiCl,/H,O, im Maus-Ohrschwellungstest auf eine Toleranzibertragung durch
B-Zellen getestet.

Im Gegensatz zu B-Zellen oral mit Nickel behandelter WT-Mé&use waren Fas-defiziente
B-Zellen (Fas-lpr) nicht in der Lage, in Wildtypempféngern eine Toleranz gegen Nickel zu
induzieren. Daraus wurde geschlossen, dass der Apoptose-induzierende Rezeptor Fas eine

Funktion in der Fahigkeit von B-Zellen besitzt, die Ni-Toleranz tGbertragen zu kénnen.

3.3. Mechanismen der Fas-vermittelten Tolerogenitat von B-Zellen

Es konnte nachgewiesen werden, dass die Ubertragung der Toleranz durch tolerogene B-
Zellen von funktioneller Fas-Expression auf diesen Zellen abhéangig ist. Es sollte daher im
folgenden Komplex untersucht werden, tiber welche Schritte tolerogene, Ni"9"-B-Zellen in
Wildtypempfangern eine Toleranz gegen Nickel induzieren.

Im weiteren lag der Fokus auf folgenden Fragen:
3.3.1. Wirdin Ni""-B-Zellen Fas-vermittelte Apoptose induziert ?

In welchen lymphatischen Organen findet diese statt ?

Wird die Apoptose durch die Immunisierung mit NiCl,/H,O, gesteuert ?
3.3.2. Werden apoptotische B-Zellen durch dendritische Zellen phagozytiert ?
3.3.3. Fuhrt die Phagozytose apoptotischer B-Zellen zur Bildung tolerogener DZ ?
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3.3.1. Apoptose tolerogener B-Zellen

3.3.1.1. Lokalisierung und Steuerung der Apoptose

Nachdem gezeigt werde konnte, dass tolerogene B-Zellen Fas exprimieren missen, ergaben
sich zwei weitere Fragen. Zum einen sollte geklart werden, ob in tolerogenen B-Zellen in vivo
Apoptose induziert wird um zum zweiten, in welchen Organen dies geschieht.

Zur Klarung dieser Fragen wurden Milzzellen von Ni"9"-

oder Ni'®-Mausen in vitro mit dem
Fluoreszenzmarker CFSE inkubiert, um sie nach Adoptivtransfer in Wildtypmause von Zellen
des Empfangers unterscheiden zu konnen. Die Empfangermause wurden 24 Stunden nach
dem Transfer mit 10 mM NiCl, oder 10 mM NiCl,/1 % H,O, immunisiert. Nach weiteren 24
Stunden wurden die axillaren und inguinalen Lymphknoten und Milzen entnommen. Apopto-
tische Zellen der untersuchten Organe wurden anhand der typischen Exposition von Phospha-
tidylserin auf der Aulenseite der Zellmembran identifiziert und quantifiziert. PS wird bei
vitalen Zellen lediglich auf der Innenseite der Lipiddoppelschicht exprimiert und ist bereits
fruh nach Induktion der Apoptose auch auf der Aullenseite zu detektieren. Annexin-V bindet
spezifisch und Ca®*- abhangig an Phosphatidlyserin (PS) (Vermes et al. 1995). B-Zellen

wurden durch Farbung mit einem o-CD19 mAK identifiziert.

Wie in Abb. 3.3.1.1 dargestellt ist, konnten nach Adoptivtransfer von Ni'®-B-Zellen und
Immunisierung mit NiCl, oder NiCl,/H,0, in der Milz vergleichbare Fraktionen apoptotischer
Spender-B-Zellen festgestel It werden (39.8% zu 41.3 %). Diese Werte waren vergleichbar mit
dem als Kontrolle erhobenen Anteil CD19 Empfangerzellen nach Immunisierung mit NiCl,
(Abb. 3.3.1.1,B). Im Vergleich dazu war ein groRerer Anteil der Ni"9"-B-Zellen nach diesen
Immunisierungen apoptotisch, wobel festzustellen ist, dass Immunisierungen mit NiCl,/H,0,
(60.2%, Abb. 3.3.1.1,F) in der Stimulation der Ni"9"-B-Zellapoptose effektiver waren als
NiCl, ohne H,0, (51.3%, Abb. 3.3.1.1, E). In Abb. 3.3.1.1,G und H sind diese fur die Milz
erhobenen Werte den der drainierenden Lymphknoten (FACS-Plots nicht dargestellt)
gegenibergestellt. In den drainierenden axillaren und inguinalen Lymphknoten war im
Vergleich zur Milz ein wesentlich geringerer Anteil der Spender-B-Zellen 24 Stunden nach
Immunisierung apoptotisch.
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Abb. 3.3.1.1. Apoptose von Ni"®".B-Zellen nach Adoptivtransfer und Immunisierung.

A. Ni"®- oder Ni°"-B-Zellen wurden mit 0.5 pM CFSE gefarbt. 10" Milzzellen von Ni®"- (C,D) oder
Ni""-Mausen (E,F) wurden adoptiv in unbehandelte Empfanger Ubertragen, diese 24 Stunden spater
mit 10 mM NiCI2 (C,E) oder 10 mM NiCl,/1%H,0, (D,F) intradermal in beide Flanken immunisiert.
Drainierende axillare und inguinale Lymphknoten sowie die Milzen der Empfangermause wurden nach
weiteren 24 Stunden entnommen und mit einem o-CD19 mAk sowie Annexin-V gefarbt.
B. Apoptotische CD19 Empfangerzellen 24 nach Immunisierung mit NiCl,.

C-F. Exemplarische Darstellung der FACS-Analyse der Empfangermilzen.

G, H. Graphische Darstellung der aus der FACS-Analyse gewonnen Anteile apoptotischer Spender-B-
Zellen in Milz und drainierenden Lymphknoten.



Ergebnisse 52

3.3.1.2 Regulation der bax-Expression durch Immunisierung mit NiCl, und H,0,

Es konnte bislang nachgewiesen werden, dass Ni"%"

-B-Zellen nach Immunisierung mit
NiCl,/H,0, Fas-vermittelte Apoptose unterlaufen. Es stellte sich daher die Frage, ob das
zentrale pro-apoptotische Protein bax durch die Immunisierung mit NiClo/H,O, in seiner
MRNA-Expression moduliert wird.

Wie in Abb. 3.3.1.2 dargestellt ist, wiesen Ni"9"B-Zellen ohne Immunisierung eine mit
Ni'®"-B-Zellen vergleichbare bax mRNA-Expression auf. Die Injektion von NiCl, fuhrte zu
keiner Verdnderungen der bax-Expression. Intradermale Injektionen von NiCly/H,0, fuhrten
vergleichen mit der nicht-immunisierten Kontrolle in Ni""-, nicht aber Ni'® B-Zellen zu

einer Aufregulation der bax mRNA-Expression um den Faktor 20.

B-Zell- Immunisierung Relative bax mRNA-Expression
Spender O 2i5 5:0 . 1|5 2|0 2.5
NI NiCI,/H,0, I
Ni"" NiCl,
Ni"™"
N NiCl,/H,O,
Ni*¥ NiCl,

N;" - -

Abb. 3.3.1.2. Immunisierung mit NiCl, / H,O, reguliert bax.

Relative bax-mRNA Expression in Ni®- und Ni"9"-B-Zellen 24 Stunden nach Immunisierung mit 10
mM NiCl,, 20 mM NiCl, / 1 % H,0, oder ohne Immunisierung, mittels Real-Time-PCR untersucht. Die
bax- Expression der B-Zellen nicht-immunisierter Ni"-Mause diente als Referenz (weisser Balken).
Die dargestellten Daten sind reprasentativ fir 3 Experimente mit vergleichbaren Ergebnissen.

3.3.1.3. Regulation des Serinproteaseinhibitors A3G nach Immunisierung

Im Rahmen der Frage, welche Apoptose-regulierenden Gene oder Proteine in Ni"9"-B-Zellen
veréndert exprimiert werden oder durch die Immunisierung mit NiCl,/H,O; reguliert werden,
fiel eine Arbeit von Zhao et al. auf (Zhao et al. 2004b). Diese untersuchten mithilfe von
DNA-Mikroarrays Maus-Fibroblasten nach akuter in vitro Exposition mit NiCl, und wiesen
eine Reihe von regulierten Genen nach. Eines der am starksten regulierten Gene war der nach
NiCl,-Inkubation herunterregulierte Serin-/Cysteinproteaseinhibitor A3G (Accession Nr.
MGI:105046).
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Es sollte getestet werden, ob Ni"9-B-Zellen eine erniedrigte SerpinA3G-Expression
aufweisen, und ob die Immunisierung mit NiCl,/H,0; diese negativ reguliert.

Wie in Abb. 3.3.1.3 dargestellt ist, besitzen Ni"9"-B-Zellen nicht-immunisierter Mause
vergleichen zu Ni'™-B-Zellen eine um den Faktor 2.5 erhohte SerpinA3G Expression. Diese
wurde durch Immunisierung mit NiCl»/H,O, um den Faktor 15 herabgesetzt, was ca. 20 % der
Basalexpression in Ni'®-B-Zellen entsprach. Interessanterweise fihrte dieselbe Injektion in
Ni'®"-B-Zellen zu einer Aufregulation der SerpinA3G-Expression.

B-Zell- Immunisierung Relative SerpinA3G mRNA-Expression
Spender 0 25 50 15 20

Nien NiCl,/H,0,

Nih\gh -
NI NiCl,/H,0, ]

Ni® - ]

Abb. 3.3.1.3. Regulation der SerpinA3G-Expression.

Relative SerpinA3G-mRNA Expression von Ni"" im Vergleich zu Ni°"-B-Zellen 24 Stunden nach

Immunisierung mit 10 mM NiCl,/1% H,O, oder ohne Immunisierung, mittels Real-Time-PCR unter-
sucht. Die dargestellten Daten sind reprasentativ fur 3 Experimente mit vergleichbaren Ergebnissen.

high

3.3.2. Phagozytose apoptotischer Ni"¥"-Zellen durch dendritische Zellen

Da Ni"9"-B-Zellen nach Immunisierung mit NiClo/H.O, in Apoptose gehen, stellte sich die
Frage nach den weiteren Schritten der Toleranzlbertragung von diesen, nun apoptotischen,
B-Zellen auf Zellen des Empfangers. Dendritische Zellen nehmen Antigen Gber Mechanismen
der Endozytose und Phagozytose auf. Abhangig von der Stimulation der DZ sind diese in der
Lage, durch Pr&sentation der phagozytierten Antigene regulatorische T-Zellen zu induzieren.
(Sauter et al. 2000a).
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Induktion der Apoptose
nach Immunisierung

v

CD1
CD95
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Apoptose-sensibilisiert: B-Zelle
FaShOCh, bCI_2n|edrlg’ bCIXInledng,CD4Onledrlg

Abb. 3.3.2.1: Werden apoptotische Ni"®"-Milzzellen durch DZ phagozytiert ?

Um diese Frage zu beantworten, wurden Milzzellen aus Ni™o"

-Spendermausen entnommen.
Die erhaltenen Zellen wurden ex vivo mit dem Fluoreszenzfarbstoff CFSE inkubiert und die
dendritischen Zellen depletiert. Die Depletion der DZ war notwendig, da sonst keine
Unterscheidung zwischen CFSE-positiven Spender-DZ und Empfanger-DZ nach Aufnahme
der CFSE" Spenderzellen mehr moglich gewesen wére. Einen Tag nach i.v. Injektion dieser
Zellen wurden die Empfanger mit NiCl, oder NiCly/H,O, immunisiert. Nach weiteren 24
Stunden wurden schliefdlich dendritische Zellen der Milz auf ihre CFSE-Fluoreszenz

untersucht.

Wiein Abb. 3.3.2.2 dargestellt ist, lag der Anteil CFSE-positiver dendritischer Zellen in alen
getesteten Proben bei mindestens 31 %. Diese DZ konnten as Zellen der Empféangermause
identifiziert werden, da keine CD11c" Zellen bertragen wurden. Wahrend der Transfer von
Ni'-Zellen mit folgender NiCl,-lmmunisierung zu einem Anteil von 31.4% CFSE™ DZ
fuhrte, lag dieser Anteil nach Immunisierung mit NiCl,/H,0, bei 43.3 %. Nach Transfer von
DZ-depletierten Milzzellen aus Ni"9-Mausen (C,D) konnten keine Effekte der
unterschiedlichen Immunisierungen festgestellt werden. Insgesamt betrachtet waren lediglich
klare Unterschiede zwischen der mit NiCl, immunisierten Kontrollgruppe (A) und allen

anderen Gruppen festzustellen.
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Abb. 3.3.2.2. Nachweis der Aufnahme apoptotischer Ni"®"-Zellen durch DZ der Milz.

Milzzellen aus Ni®*- (A,B) oder Ni"¥"- (C,D) Spenderméausen wurden ex vivo durch magnetische
Depletion CD11c" Zellen von dendritischen Zellen befreit und anschlieRend mit 0.5 pM CFSE geféarbt.
Jeweils 10" dieser Zellen wurden adoptiv in unbehandelte Empfanger Ubertragen, diese wurden 24
Stunden spéater mit 10 mM NiCl, (A,C) oder 10 mM NiCl,/ 1% H,0, (B,D) intradermal in beide Flanken
immunisiert. Nach weiteren 24 Stunden wurde die Milz der Empfangermduse enthommen und mit
einem o-CD11c mAk gefarbt.

3.3.3. Fuhrt die Phagozytose apoptotischer Zellen zur Bildung tolerogener DZ ?

Die bisher geschilderten Befunde zeigen, dass Apoptose fur die Toleranzinduktion durch
Ni"9"-B-Zellen nétig ist. Aufgrund der Hinweise, dass Ni"9"-B-Zellen nach Adoptivtransfer
von Empfanger-DZ phagozytiert werden, wurde die Frage untersucht, ob die Aufnahme

apoptotischer Nj"9"

-B-Zellen dendritische Zellen befdhigt, eine Toleranz gegen Nickel zu
induzieren. Hierzu wurden aufgereinigte Ni"- oder Ni'®-B-Zellen adoptiv in Ni'™-
Empfanger Ubertragen und diese am nédchsten Tag mit NiCl,/H,O, immunisiert. Nach
weiteren 24 Stunden wurden die Empfanger get6tet und dendritische Zellen (CD11¢"MHCY)

der Milz isoliert. 10* dendritische Zellen wurden anschliefend erneut adoptiv in eine weitere
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Gruppe Ni'™-Empfanger Ubertragen. Diese wurden im Maus-Ohrschwellungstest auf die
Induktion einer Toleranz durch dendritische Zellen untersucht. Als Negativkontrolle der Ohr-
schwellung wurde eine Versuchgruppe der getesteten Mause, ohne zuvor Zellen erhalten zu
haben, anstelle von NiCl»/H,0, mit NiCl, immunisiert (in Abb. 3.3.3 as ,kein Transfer”
gekennzeichnet).

hiah_B_Zellen erhalten haben, waren in der Lage, in

Dendritische Zellen aus Méausen, welche Ni
Ni'®- Empfanger eine Toleranz gegen Nickel zu tbertragen (Abb. 3.3.3). Im Gegensatz dazu

waren dendritische Zellen der Kontrollgruppe, welche zuvor Ni'®-B-Zellen erhielten, nicht

tolerogen.
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Stamm Ersttransfer:  Zweittransfer: Immunisierung Ohrschwellung (x 10° mm) + SEM)
7 4
Zelltyp (109 Zelltyp (10%) EI; $ 5 (I\P)
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Abb. 3.3.3. Toleranzinduktion durch dendritische Zellen.

A. CD19" B-Zellen aus Ni"- bzw. Ni®"- Mausen wurden durch wiederholte magnetische Depletion
von CD11b*, CD11c" und Thy.1.2" Zellen zu einer Reinheit >95 % aufgereinigt. 10" aufgereinigte B-
Zellen wurden adoptiv in C57BL/6 Empfanger tbertragen, diese wurden 24 Stunden nach dem
Adoptivtransfer mit NiCl,/H,O, immunisiert. B. Nach weiteren 24 Stunden wurden die Empfanger
getotet und dendritische Zellen (MHC'CD11c") isoliert.

C. 10* DZ der Erstempfanger wurden in weitere C57BL/6 Mause Ubertragen, welche nach Immuni-
sierung mit NiCl,/H,O, im Maus-Ohrschwellungstest auf die Induktion der Toleranz getestet wurden.
Die dargestellten Daten sind représentativ fir zwei Experimente mit vergleichbaren Ergebnissen.
Signifikante Unterschiede sind durch Sterne gekennzeichnet (*, p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001).
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3.3.4. Nickelkonzentrationen in Blut, Organen und Ausscheidungen

C57BL/6 Mause der drei Haltungsformen, von denen Ni'®- und Ni"%"- Mause zuvor bereits
verwendet wurden, waren experimentell unterschiedlichen Mengen Nickel ausgesetzt. Diese
Tiere wurden in konventionellen Kafigen gehalten, d.h. die Kafige waren mit Edelstahlgittern
sowie Wasserflaschen mit Edelstahlauslssen versehen, die einen Ni-Anteil von 9.8 %
(Qualitatszeugnis Werkstoff 1.4301, Fa. Ebeco, Castrop-Rauxel) aufweisen. Zusétzlich wur-
den in Kunststoffkdfigen ohne Edelstahlkomponenten gezlichtete und aufgezogene Mause
untersucht, welche im Folgenden als "Ni'® '™"-Mause bezeichnet werden. Altersgleiche
Tiere dieser Haltungsformen wurden mit Hilfe der Atomabsorptionsspektroskopie (AAS) auf
die Nickelkonzentrationen in verschiedenen Organen, Blut und Ausscheidungen untersucht.
Die Durchfuhrung der Spektroskopie wurde freundlicherweise von Dr. Jermann, Institut fir

umweltmedi zinische Forschung, durchgefihrt.
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Abb. 3.3.4. Nickelkonzentrationen in Blut, Organen und Ausscheidungen.

A. Nickelkonzentrationen im Blut sowie verschiedene Organen altersgleicher Ni**" "°"- Ni"- und
Ni""-Mause. B. Nickelkonzentrationen in Fazes und Urin.

Die Nickelkonzentrationen wurden durch Atomabsorptionsspektroskopie bestimmt und freundlicher-
weise von Dr. Jermann, IUF, zur Verfiigung gestellt.

Ni"9"-Mause wiesen in allen untersuchten Proben gegentiber Ni'®- und Niv®¥ '*“- Mausen er-
hohte Nickelkonzentrationen auf (Abb. 3.3.4). Die Milzen der untersuchten Ni'™- Mé&use
wiesen gegeniiber den Milzen aus Ni'® '*- Mausen signifikant (p<0.05) hohere Nickelkon-
zentrationen auf. In den Ubrigen untersuchten Organen sowie Blut und Urin dieser Tiere

waren keine signifikanten Unterschiede feststellbar.
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3.3.5. Nickelkonzentrationen der B-Zellen oral toleranter Mause

Um den Nickelgehat in isolierten B-Zellen zu untersuchen, konnte die Methode der
Atomabsorptionsspektroskopie nicht angewendet werden: Die Isolation der B-Zellen war mit
einer Reihe von Waschschritten und dem Kontakt zwischen Zellen und der Metallmatrix der
MACS-Sortiersdulen verbunden, was den Signalhintergrund in der AAS zwangdaufig stark
erhoht hétte. Aus diesem Grund wurde der Nickelgehalt von B-Zellen durchflusszytometrisch
mit dem zellpermeablen Acetomethylester-Derivat Newport Green DCF (NPG DCF)
gemessen. Durch Gegenfarbung mit einem B-Zell-spezifischen anti-B220 Antikorper war es
maglich, die Ni®" -Bindung in Einzel zell suspensionen zu untersuchen.

B-Zellen oral mit NiCl, behandelter Ni"9"-Mause wiesen eine signifikant erhohte Newport
Green-Fluoreszenz auf, was mit den in Abb. 3.3.5 dargestellten erhohten Nickel organkonzen-
trationen vergleichbar ist. Im Gegensatz zu den signifikant herabgesetzten Milz-Nickel-
konzentrationen der NiY®Y '““-Mause (Abb. 3.3.5) konnten in isolierten B-Zellen keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden, was an der, verglichen zur Atomabsorptions-
spektroskopie geringen Empfindlichkeit der Messmethode liegt.

256
54

N ivery low N ilOW N ihigh
MFI: 55.318.1 MFI: 56.415.6 MFI: 151.4+8.1

128

Events

Newport Green DCF

Abb. 3.3.5. B-Zellen nehmen in vivo Nickel auf.

Angereicherte  Milz-B-Zellen aus Spendern (3 Spender/ Gruppe) der unterschiedlichen
Haltungsformen (Ni**” ", Ni® bzw. Ni"9") B-Zellen wurden mit Newport Green DCF gefarbt und
durchflusszytometrisch untersucht. Dargestellt ist die mittlere Newport Green DCF Fluoreszenz +
Standardabweichung. Die dargestellten Daten sind reprasentativ fir 3 Experimente mit vergleichbaren
Ergebnissen.
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3.3.6. Die Induktion von Apoptose in Ni'®"- B-Zellen fiihrt zu deren Tolerogenitét

Da B-Zellen ora toleranter Méuse, welche u.a. durch erhthte Nickelkonzentrationen
gekennzeichnet sind (Abb. 3.3.5), die Toleranz Ubertragen kénnen, stellte sich die Frage, ob
ex vivo mit Nickel beladene B-Zellen nach Induktion von Apoptose ebenfalls in der Lage
sind, in Empfangermausen eine Toleranz zu induzieren.

Hierzu galt es herauszufinden, welche Dosis ionisierender y-Strahlung ausreicht in B-Zellen
Apoptose zu induzieren. B-Zellen unbehandelter Wildtypmause wurden magnetisch sortiert.
Tote Zellen wurden durch Ficollgradientenzentrifugation entfernt, die verbleibenden vitalen
Zellen wurden in einer **’Cs-Quelle Energiedosen von 3, 6 oder 12 Gy ausgesetzt oder
blieben unbestrahlt. Nach anschlief3ender dreistindiger Kultur in Zellkulturmedium wurden
die Zellen durch Farbung im Annexin-V Assay im FACS auf die Exposition von Phosphati-
dylserin auf der Zelloberflache getestet, dargestellt in Abb. 3.3.6.1. 2 % der unbestrahlten B-
Zellen waren nach dreistiindiger Kultur Annexin-V™*, eine Bestrahlung mit 3 Gy induzierte
unter den B-Zellen durchschnittlich 12.7 % Annexin-V* Zellen. Energiedosen von 6 Gy und
12 Gy induzierten 58 bzw. 60.9 % Annexin-V* Zellen. Nach weiterer dreistiindiger
Inkubation waren nach allen Bestrahlungen >80 % der Zellen apoptotisch (Daten nicht
dargestellt), wobel der Anteil apoptotischer Zellen in der unbestrahlten Kontrollgruppe auf
etwa 30 % anstieg. Daraufhin wurde, in Ubereinstimmung mit Literaturangaben (Coligan, J.
E.,In Vitro Assays for Mouse Lymphocyte Function, in Current Protocols in Immunology
2004), eine Dosis von 6 Gy als Bestrahlungsprotokoll zur Apoptoseinduktion vorgesehen. In
den weiteren Experimenten wurden nach ex vivo-Kultur von B-Zellen tote Zellen durch

Ficollgradientenzentrifugation entfernt.

3Gy, 6 Gy

v
/12Gy

1n0® 10’ 10% 10?3 10*
Annexin-V

Abb. 3.3.6.1. Annexin-V Profile von Milzzellen nach y-Bestrahlung.

Milzzellen unbehandelter C57BL/6 Mause wurden mit Energiedosen von 3, 6 oder 12 Gray bestrahlt,
Kontrollzellen blieben unbestrahlt, und anschlieend in Medium fir 3 Std. bei 37°C inkubiert. Die
Zellen wurden abschliel3end mit Annexin-V und Streptavidin-APC gefarbt und im FACS untersucht.



Ergebnisse 60

Spender (C57BL/6) Adoptiv- Empfanger (C57BL/6)
Gruppe  B-Zell Ex vivo transfer  |mmunisierung / Ohrschwellung (x 10 mm) + SEM
Spender Behandlung 10°B-Zellen Re-Challenge 3 & S B 8
[l
NiCl/H,O
svery low - 2 22 -
1 Ni NiCl -
ow _ NiCl,/H,0, "
2 Ni NiCl, ] *|
%
| NiCl,/H,0 "
+high - 2l T
3 Ni NiCl, i
: NiCl, / H,O x
slow 7 M N I 2 22 o lx
4 Ni 5 UM NiCl, NiCl, | i
%
5 Ni°" 6 Gy Bestrahlung Niclliiétl?oZ *
6 N 75 uM NiCl, NiCl,/H,0, {
6 Gy Bestrahlung NiCl,
*
7 Ni“"* 6 Gy Bestrahlung NiCI?,/ H,0, =
NiCl,

8 N 75 uM NiCl, DNFB .
! 6 Gy Bestrahlung DNFB i

Abb. 3.3.6.2. Toleranzinduktion durch bestrahlte Ni'®"-B-Zellen.

high_ very low_

Milzzellen aus Ni""-, Ni"®"- sowie Ni Méause wurden fiir 16 h in Zellkulturmedium mit oder ohne
75 puM NiCl, inkubiert, anschlieRend wurden CD19" B-Zellen isoliert. B-Zellen wurden anschlieRend
mit einer Dosis von 6 Gy bestrahlt oder blieben unbestrahit. 10° dieser B-Zellen wurden in Ni"*-
Empfanger Ubertragen und diese 24 h spater mit NiCl,/H,O, oder DNFB immunisiert. Nach zehn
Tagen wurde die Zweitantwort durch NiCl, oder DNFB ausgeldst. Die Ohrdicke wurde nach weiteren
48 h gemessen. Die dargestellten Daten sind reprasentativ fir 3 Experimente, die Gruppen 8 und 9 re-
prasentativ fur 2 Experimente, jeweils mit vergleichbaren Ergebnissen. Signifikante Unterschiede sind
durch Sterne gekennzeichnet (*, p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001).

Milzzellen von Ni'® '*- Ni'®- sowie Ni"-Mausen wurden ex vivo tber Nacht in kom-
plettem Medium mit oder ohne Zusatz einer nicht-toxischen Konzentration (X.Wu,
personliche Kommunikation) von 75 uM NiCl; kultiviert, nach 16 Stunden wurden B-Zellen
dieser Proben aufgereinigt. Ein Teil dieser Zellen wurde mit der getesteten Dosis von 6 Gy
bestrahlt, die tibrigen Zellen blieben unbestrahlt. 10° behandelte B-Zellen wurden adoptiv in
Ni'™-Empfanger Ubertragen und diese im Maus-Ohrschwellungstest auf eine Toleranz-
induktion gegen Nickel getestet.

Wie Abb. 3.3.6.2 darstellt, konnte durch die Ubertragung von Ni"%"-B-Zellen ohne ex vivo-
Behandlung in Wildtypempfangern eine Toleranz gegen Nickel induziert werden (Gruppe 3).
Im Vergleich dazu waren weder Ni'® noch Ni'®¥ '"-B-Zellen dazu fahig (Gruppen 1 und 2).
Ni'®"-B-Zellen waren auch nach Kultur in Gegenwart von NiCl, nicht in der Lage in
Empfangerméusen eine Toleranz gegen Nickel zu induzieren (Gruppe 4), alerdings waren
nach Ende der ex vivo- Kultur bestrahlte B-Zellen dazu in der Lage (Gruppe 5). Die Injektion
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so behandelter B-Z€llen induzierte keine generelle Immunsuppression, da die Empfangertiere
nach Immunisierung und Re-Challenge gegen das Kontrollantigen DNFB ene starke
Ohrschwellung ausbildeten (Abb. 3.3.6.2, Gruppe 8). Der Transfer von bestrahlten B-Zellen,
welche nicht mit Nickel beladen wurden, fuhrte in 3 von 4 durchgefihrten Experimenten zu
einer Toleranzinduktion, dies ist in Gruppe 5 dargestellt. Um die Méglichkeit zu testen, dass
in Ni'™-B-Zellen enthaltenes Nickel fir die Induktion dieser partiellen Toleranz verant-
wortlich ist, wurden bestrahlte B-Zellen aus Niv® '™'-Mausen adoptiv in Wildtypempfanger

Ubertragen. Diese waren allerdings nicht in der Lage eine Toleranz zu Ubertragen (Gruppe 7).
3.4. Beteiligung von iNKT-Zellen an der Toleranzibertragung durch B-Zellen

3.4.1. FasLigand'iNKT-Zellen in der Toleranzinduktion durch B-Zellen

Nach den bislang beschriebenen Befunden blieb es ungeklart, welche Zellen des Empfangers

FasLigand exprimieren missen, um in Ni"¥"

-B-Zellen Apoptose zu induzieren. Im Modell der
oral induzierten Toleranz gegen Nickel wurden eine Beteiligung von iNKT-Zellen (Roelofs-
Haarhuis et al. 2003a; Roelofs-Haarhuis et al. 2004) beschrieben. Es wurde daher die Frage
untersucht, ob die fur die Toleranzinduktion benétigten iINKT-Zellen des Empfangers diese

Funktion wahrnehmen, d.h. FasLigand zur Expression bringen missen.

asLigand Fas X
= w ¢ A
¢
'
P [
CD1 Apoptose
Apoptose-sensibilierte
Ni""-B-Zelle

Abb. 3.4.1.1. Sind iINKT-Zellen fur die B-Zellapoptose verantwortlich ?

Zur Untersuchung dieser Frage wurden Adoptivtransfers in iINKT-defiziente des Stammes
Vol4'Jol8 Mause (as Jo18" bezeichnet) durchgefiihrt. Diese Mause besitzen eine Deletion
der T-Zelrezeptorsegmente Vald und Jol8 und somit eine drastisch herabgesetzte Zahl
CD1d-restringierter NKT-Zellen. 10* B-Zellen aus Ni"9"- bzw. Ni'™- M&usen wurden i.v. in
Jo18" Mause injiziert. Um die iINKT-defizienten Empfanger mit unterschiedlichen iNKT-
Zellen zu rekonstituieren, wurden zur gleichen Zeit 10” Milzzellen unbehandelter Spender-
mause kotransferiert. Als Milzzell- und damit iINKT-Spender wurden C57BL/6 oder
FasLigand-defektive Fas-gld Mause verwendet (Schematische Darstellung, s. Abb. 3.4.1.2)
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Ni"o" FasLigand”
Spendermaus Spendermaus

10" Milzzellen
(=iINKT-Zell-Spender)

\ /

iNKT-Zell-defiziente
Empfangermaus
(Ja14Va18™)

v

Maus-Ohrschwellungstest

10° B-Zellen

Abb. 3.4.1.2. Experimentelles Design des Ko-Transferassay.

hah_B_Zellen gemeinsam mit FasLigand” Milzzellen in Jo18"-

Durch Ko-Transfer von Ni
Maéause konnte in diesem Empfangermausen keine Toleranz induziert werden (Abb. 3.4.1.3,
Gruppe 4). Wurden als iNKT-Zellspender Milzzellen aus Wildtypmausen mittbertragen

konnten Ni"9"

B-Zellen eine Toleranz induzieren, dies bestdtigt Befunde anderer (Roelofs-
Haarhuis et al. 2003a). Entsprechend war der Transfer von Ni'®-B-Zellen nicht in der Lage

eine Toleranz zu bewirken (Gruppe 1).

Spender Empfanger (Jo18")
Spender Stamm  Zelltyp /Zellzahl Ohrschwellung (x 10% mm) + SEM
> o S o
Ni" WT 10* B-Zellen -
Ni"™" WT 10* B-Zellen B
NP WT 10° B-Zellen I g
N WT 10" Milzzellen N
Ni"" WT 10* B-Zellen 1 |
Ni" FasL™ 10" Milzzellen

Abb. 3.4.1.3. FasLigand" iNKT-Zellen sind fiir die Toleranzinduktion durch Ni"®"-B-Zellen nétig.

10° CD19" B-Zellen aus Ni®"- oder Ni"®-Mausen wurden adoptiv in Jol8” Mause ubertragen. Zur
gleichen Zeit wurden 10’ Milzzellen unbehandelter C57BL/6 oder Fas-gld Mause ko-transferiert. 24
Stunden nach dem Transfer wurden die Empfangerméause durch NiCl,/H,O, immunisiert und im Maus-
Ohrschwellungstest auf eine Nickeltoleranz getestet. Die dargestellten Daten sind reprasentativ fur 3
Experimente mit vergleichbaren Ergebnissen. Signifikante Unterschiede sind durch Sterne gekenn-
zeichnet (*, p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001).
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3.4.2. Migration FasLigand® NKT Zellen nach Sensibilisierung

Es wurde die Frage gestellt, ob eine Immunisierung mit NiCl, und H,O, die Expression von
FasLigand auf NKT-Zellen reguliert und neben dem veranderten B-Zellphdnotyp an der
beobachteten B-Zellapoptose nach Ni/ H,O.-Immunisierung beteiligt ist. Unbehandelte
C57BL/6 Méuse erhielten intradermal Injektionen von 10 mM NiCl, / 1% H,0,, NiCl, oder
das Losungsmittel NaCl intradermal in beide Flanken. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach
Injektion wurden Milz und die Injektionsstelle drainierende axilléare Lymphknoten entnom-
men. AnschlieRend wurde die Zahl der FasLigand-exprimierenden NKT-Zellen (ofTZR"
NK1.1%) bestimmt.

Alle getesteten Injektionen fuhrten in Lymphknoten und Milz zu einem zwei-dreifachen,
signifikanten (p<0.01) Anstieg der Zahl von NKT-Zellen 24 Stunden nach Injektion (Abb.
3.4.2, B). Diese Zahl sank 48 Stunden nach Immunisierung auf den Ausgangswert zurtck. In
den axillaren Lymphknoten sank die Zahl der NKT-Zellen 72 Stunden nach Injektion unter
den Ausgangswert (Abb. 3.4.2.C).

Die Zahl der FasLigand” NKT-Zellen in Milz und drainierenden Lymphknoten zeigte einen
dem der Gesamtzahl der NKT-Zellen sehr dhnlichen Verlauf. Die Zahl der FasL™ NKT-Zellen
stieg in beiden untersuchten Organen 24 Stunden nach Injektion aller getesteten Substanzen
auf ein zwei- bis dreifaches des Ausgangswertes, sank 48 Stunden nach Immunisierung auf
die niedrigsten gemessenen Werte um nach weiteren 24 Stunden wieder auf den Ausgangs-
wert zurlickzukehren. Zwischen den getesteten Substanzen konnten in Bezug auf diese Zahlen
keine Unterschiede festgestellt werden, das heil3t, auch intradermale Injektionen von NaCl
fuhrten bereits zu diesen Effekten.

Die Zahl der FasL-exprimierenden NKT-Zellen (Abb. 3.4.2, D und E) praktisch deckungs-
gleich mit der Gesamtzahl der NKT-Zellen (Abb. 3.4.2, B und C). Daraus kann geschlossen
werden, dass FasLigand® NKT-Zellen nach intradermaler Injektionen in die Lymphknoten
und Milz einwandern. Es kann daher ausgeschlossen werden, dass bereits in diesen Organen

residente NKT-Zellen FasLigand aufregulieren.
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Abb. 3.4.2. Migration FasL" NKT-Zellen in Milz und Lymphknoten nach Immunisierung.

Unbehandelte C57BL/6 Ni®“-Mause erhielten intradermale Injektionen von NaCl, 10 mM NiCl, oder 10
mM NiCl, / 1% H,O,, oder blieben unbehandelt. Zu den angegebenen Zeitpunkten nach Injektion
wurden die Tiere getdtet und die drainierenden axillaren Lymphknoten sowie die Milzen entnommen.
Zellsuspensionen dieser Organe wurden mit ofTCR mAKk, NK1.1 mAk sowie FasLigand mAk geféarbt.

A. Exemplarische DotPlots der Milz einer unbehandelten Maus sowie einer NiCl,/H,O,-injizierten
Maus 24 Stunden nach Injektion. Die FasLigand-Expression der durch Rahmen eingegrenzten NKT-
Zellen sind in A rechts Uberlagert dargestellt.

B,C. Absolute Zahl ofTZR'NK1.1" Zellen der Milz (B) und drainierenden axillaren Lymphknoten (C).
Als Vergleich wurden zu allen Zeitpunkten unbehandelte M&ause untersucht und diese Werte als
Zeitpunkt ,0h* zusammengefasst.

D,E. Absolute Zahl FasLigand'ofTZR'NK1.1" Zellen der Milz (D) und drainierenden axilldren
Lymphknoten (E). Als Vergleich wurden zu allen Zeitpunkten unbehandelte Mause untersucht und
diese Werte als Zeitpunkt ,0h* zusammengefasst.

Die dargestellten Daten sind représentativ fiir drei Experimente mit vergleichbaren Ergebnissen.
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3.4.3. Toleranzinduktion durch apoptotische Ni"9"-B-Zellen ohne iNKT-Zellen

Wie in Abb. 3.1.2 gezeigt werden konnte, fuhrt die orale Applikation von 10 mM NiCl; zu
Veranderungen des B-Zellphénotyps. Die Toleranztibertragung durch tolerogene B-Zellen
erfordert die Expression von FasLigand auf iNKT-Zellen der Empféanger (Abb. 3.4.1).
Apoptotische B-Zellen aus Ni'™-Mausen waren bereits ausreichend um in Wil dtypempfan-
gern eine partielle Toleranz zu induzieren. Es wurde daher die folgende Frage untersucht:

high

Snd tolerogene B-Zellen aus Ni™®"-M&usen oder ex vivo mit Nickel beladene B-Zellen in der

Lage, nach Bestrahlung in iNKT-defizienten Mausen eine Toleranz zu induzieren ?

Sollten Nickel-beladene B-Zellen nach der ex vivo-Apoptoseinduktion in der Lage sein, in
Jo18"-Mausen Toleranz gegen Nickel zu tibertragen, wére die Funktion der iNK T-Zellen firr

diesen Mechanismus der Toleranzinduktion auf die Induktion der B-Zellapoptose reduziert.

Spender (C57BL/6) Adoptiv- Empféanger (Jo18")
transfer Ohrschwell 10” + SEM
Gruppe Wildtyp- Zelltyp / Zellzahl Ex vivo R s Wi ung (x o mm) o ) .
spender Behandlung @ o 2 a i
1 Ni* 10* B-Zellen i}
N 10" Milzzellen 7 1
Hlow " 75 UM NiCl, S A
2 Ni 10°B-Zellen 4 Gy Bestrahlung *
%
3 Ni° 10* B-Zellen 75 uM NiCl, %
Ni* 10" Milzzellen 6 Gy Bestrahlung 0
£
*
4 Ni""  10* B-Zellen - 1 77
%
5 Ni™  10°B-Zellen . L

Ni© 10'Milzzellen

kk

6 Ni""  10'B-Zellen ~ 6 Gy Bestrahlung 7

Ni"" 10* B-Zellen

Ni* 10" Milzzellen 8 GV Bestrahlung

Abb. 3.4.3. Apoptoseinduktion in Ni"9"-B-Zellen ersetzt iNKT-Zellen des Empfangers.

NI NI sowie Ni*®" ""-Milzzellen wurden fiir 16 h ex vivo mit oder ohne 10 mM NiCl, inkubiert,
anschlieBend CD19" B-Zellen isoliert. 10° CD19" B-Zellen wurden anschlieBend mit einer Dosis von 6
Gy bestrahlt oder blieben unbestrahlt und in Jo18™ Empféanger Ubertragen. Zur gleichen Zeit wurden
10’ Milzzellen unbehandelter C57BL/6 oder Fas-gld Mause ko-transferiert. Empfanger wurden durch
NiCl,/H,0, immunisiert und mittels Maus-Ohrschwellungstest auf eine Nickeltoleranz untersucht. Die
dargestellten Daten sind reprasentativ fir 3 Experimente mit vergleichbaren Ergebnissen. Signifikante
Unterschiede sind durch Sterne gekennzeichnet (*, p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001).
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Milzzellen aus Ni'™- oder Ni"9"- Mausen wurden ex vivo fiir 16 Stunden mit Nickel beladen
und anschlief3end mit einer Dosis von 6 Gy bestrahlt. Die Kontrollansétze wurden in Medium
ohne Nickelzusatz kultiviert bzw. bliebenunbestrahlt. 10* CD19" B-Zellen dieser Ansitze
wurden mit 10" Milzzellen unbehandelter Mause, welche as iNKT-Zellspender dienten, in
Jo18" Empfanger Ubertragen und diese nach Immunisierung mit NiCly/H,O, auf eine
Toleranzinduktion getestet.

Wahrend Ni"-B-Zellen nur in der Anwesenheit von iNKT-Zellen in der Lage waren in
Jo18"-Mause eine Toleranz gegen Nickel zu tibertragen (Abb. 3.4.3, Gruppen 4 und 5). Eine
Apoptoseinduktion in Ni""-B-Zellen durch y-Bestrahlung war fiir die Toleranzinduktion
ohne INKT-Zellen ausreichend (Gruppe 6). Entsprechend waren diese Zellen auch nach
Kotransfer von iNKT-Zellen dazu noch der Lage (Gruppe 7). Ex vivo mit Nickel beladene und
anschlieRend bestrahite B-Zellen aus Ni'®-Spendern waren allerdings nicht in der Lage ohne
Kotransfer von iNKT-Zellen in Jo18"-Mause eine Toleranz zu transferieren (Gruppe 2). Der
Ko-Transfer von Milzzellen, welche die im Empfénger fehlenden iNKT-Zellen enthielten,
fUhrte zur Tolerogenitét dieser B-Zellen (Gruppe 3).

3.5. Proteomanalyse von Ni"9"- und Ni'°"- B-Zellen

Die bislang hier geschilderten Experimente zeigen, dass die Nickelexposition Uber die orale
Route zu deutlichen Verénderungen des B-Zellphanotyps fuhrt. Zum anderen ist die Immuni-
sierung mit NiCl,/H,0, ein wichtiger Faktor welcher die Induktion der Toleranz beeinflusst.
Es entstand die Idee, zu untersuchen, welche Veranderungen der Proteinausstattung durch
diese zwel Faktoren ausgel 6st werden. Die Proteomanalyse bietet die Mdglichkeit, komplexe
Veranderungen der Protei nausstattung zu untersuchen.

Es wurden B-Zellen aus Ni'- und Ni"9"-Spendern bereits 3 Stunden nach Immunisierung mit
NiCl,/H20,, NiCl, oder NaCl isoliert, um sie anschlief3end ex vivo fur weitere 2 Stunden mit
%S markiertem Methionin metabolisch zu markieren. Diese kurze Zeitspanne nach Immuni-
sierung sollte sicherstellen, moglichst spezifische Veranderungen zu erfassen. Da Ni"9™-
B-Zellen bereits 24 Stunden nach Immunisierung apoptotisch waren, wéaren zu diesem
Zeitpunkt Veranderungen der Proteinexpression durch Apoptose und sekunddr durch
NiCl,/H,0; zu erwarten gewesen.

Tiefgefrorene Pellets der markierten Zellen wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von
Prof. Gerner, Institut fur Krebsforschung, Universitdt Wien , untersucht. Dabei wurden zyto-
solische Proteine in der 2D-Gelektrophorese aufgetrennt und anschlief3end mit dem Fluores-



Ergebnisse 67

zenzfarbstoff RUBPS (Ruthenium-I11-tris(BathoPhenanthrolin)-diSulfonat) visualisiert. Ferner
wurden radioaktiv markierte Proteine, d.h. solche die innerhalb der zweistindigen Mar-
kierungsperiode de novo tranglatiert wurden, in der Autoradiographie visualisiert.

In der 2D-Gelelektrophorese sind Proteine durch ihre absolute Position im Gel sowie relative
Position zu anderen Spots, also Proteinen, gekennzeichnet. In den dargestellten Abbildungen
eingetragene Bezeichnungen einzelner Spots basieren auf bereits in der dortigen Arbeits-
gruppe durchgefiihrten Analysen des B-Zellproteoms, wobel einzelne Spots massenspektro-
metrisch identifiziert wurden (C.Gerner, personliche Kommunikation).

Wie in Abb. 3.5.1 zu erkennen igt, flhrte die vierwdchige orale Gabe von NiCl, zu einer

Veranderung des B-Zellproteoms. In der RuBPS-Fluoreszenz der Ni"%"

-B-Zellen waren
9 Spots sichtbar, welche von Ni'®-B-Zellen nicht exprimiert wurden. Umgekehrt konnten
anhand der Fluoreszenz in Ni'®-B-Zellen 4 Spots entdeckt werden, welche nur in Ni'®-B-

Zellen nicht aber Ni"9"-B-Zellen exprimiert wurden.

RuBPS-Fluoreszenz
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Abb. 3.5.1. Proteomanalyse von Ni"®"- und Ni"?"-B-Zellen im Ruhezustand (1).

Isolierte B220* Milz-B-Zellen aus Ni®"- und Ni"®"-Mausen fur 3 Std. in vitro mit **S-markiertem Methio-
nin markiert. Die zytosolische Proteinfaktion anschlieBend lysierter Zellen wurde daraufhin durch 2D-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Proteine wurden im SDS-Gel mit dem Fluoreszenzfarbstoff RUBPS an-
gefarbt., anschliel3end im Fluorimager ausgelesen. Markiert sind Spots, welche im gegenulberliegen-
den Gel nicht oder wesentlich schwacher ausgepragt sind. Proteine wurden im SDS-Gel mit RUBPS
angefarbt. Dargestellt ist die RuBPS-Fluoreszenz der erhaltenen Gele mit differentiell regulierten
Proteinen. Sofern Spots anhand ihrer Position aus bereits durchgefuhrten Experimenten bekannt
waren, sind ihre Bezeichnungen in der Abbildung angegeben (C.Gerner, persdnliche Kommunikation).
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Abb. 3.5.2. Proteomanalyse von Ni'®- und Ni"?"-B-Zellen im Ruhezustand (II).

Isolierte B220" Milz-B-Zellen aus Ni®*- und Ni"®"-Mausen fur 3 Std. in vitro mit **S-markiertem Methio-
nin markiert. Die zytosolische Proteinfaktion anschlielBend lysierter Zellen wurde daraufhin durch 2D-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Dargestellt sind die Autoradiogramme der getrockneten Gele aus Abb.
3.5.1. Verstarkerfolien wurden fur 87 Std. mit den Gelen exponiert, anschlieend im Phospholmager
ausgelesen. Markiert sind Spots, welche im gegenuberliegenden Gel nicht oder wesentlich schwécher
ausgepragt sind. Proteine wurden im SDS-Gel mit RuBPS angefarbt. Dargestellt ist die RuBPS-
Fluoreszenz der erhaltenen Gele mit differentiell regulierten Proteinen. Sofern Spots anhand ihrer
Position aus bereits durchgefiihrten Experimenten bekannt waren, sind ihre Bezeichnungen in der
Abbildung angegeben (C.Gerner, personliche Kommunikation)

Die in Abb. 3.5.2 abgebildeten Autoradiogramme zeigen, dass in Ni'®- 5 und Ni"9"-B-Zellen
16 Proteine differenziell de novo trandatiert werden. Bislang konnten drel der regulierten
Spots identifiziert werden. Dies sind die Proteine Elongation-factor-1, Metastasin und
Calgranulin B.

In Abbildung 3.5.3. sind Fluoreszenzfarbungen (A) und Autoradiogramme (B) von Ni'®- und
Ni"9"-B-Zellen 3 Stunden nach intradermaler Injektion von NaCl (links) und NiCly/H,0,
vergleichend dargestellt. Die einzelnen Autoradiogramme wurden mit zwei weiteren Gruppen
verglichen, Unterschiede sind durch rote oder griine Kreise markiert.

Wie aus Abb. 3.5.3 B ersichtlich ist, fuhrt die Immunisierung mit NiCl,/H,O, in Ni'™-B-
Zéellen zur de novo Trandation von insgesamt 11 Proteinen (griin umrandet), welche durch die
Injektion des Losungsmittels NaCl (Abb. 3.5.2,A) nicht induziert werden. Es konnten
zwischen der Kontrollgruppe (Ni'®-B-Zellen nach NaCl-Injektion, Abb. 3.5.3,A) und anderen

Gruppen keine Unterschiede zweifelsfrel ausgemacht werden.
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Abb. 3.5.3. Proteinexpression von Ni"®"- und Ni'°"-B-Zellen nach Immunisierung.

Ni'"- und Ni""- Mause erhielten intradermale Injektionen von 10 mM NiCl, / 1% H,O, oder NaCl, oder
blieben unbehandelt. Drei Stunden nach Immunisierung wurden B220" B-Zellen der Milz isoliert und
fur 3 Std. in vitro mit **S-markiertem Methionin markiert. Die zytosolische Proteinfaktion anschlieRend
lysierter Zellen wurde daraufhin durch 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt. A. Proteine wurden im SDS-
Gel mit dem Fluoreszenzfarbstoff RuBPS angefarbt., anschlie@end im Fluorimager ausgelesen.
B. Autoradiogramme getrockneter Gele aus A. Verstarkerfolien wurden fur 87 Std. mit den Gelen
exponiert, anschlieBend im Phospholmager ausgelesen. Markiert sind Spots, welche im gegenuber-
liegenden Gel nicht oder wesentlich schwécher ausgepragt sind. Dargestellt ist die RuBPS-
Fluoreszenz der erhaltenen Gele mit differentiell regulierten Proteinen. Sofern Spots anhand ihrer
Position aus bereits durchgefiihrten Experimenten bekannt waren, sind ihre Bezeichnungen in der
Abbildung angegeben (C.Gerner, persdnliche Kommunikation).
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Die Injektion von NiCl,/H,0, induzierte in Ni"9"-B-Zellen die Expression von 18 Proteinen,
die im Autoradiogramm der Kontrollgruppe (Abb. 3.5.3., ,Ni"9" B-Zellen, NaCl*) nicht sicht-
bar waren. Umgekehrt wurden durch diese Injektion 8 Proteine in der Trandation eingestellt,
dies ergab sich aus dem Vergleich zur Kontrollgruppe (Ni"" B-Zellen, NaCl, Spots dort griin
markiert).

Es wurden auch die durch NiCl/H,O, auf Ni'®- und Ni"9"-B-Zellen regulierten Proteine
untersucht. Es konnten ausschlie®lich in Ni'®-B-Zellen nicht aber Ni"9"-B-Zellen nach
Immunisierung mit NiClo/H,0, aufregulierte Proteine entdeckt werden, dies waren insgesamt
13 Spots. Sechs der in Abb. 3.5.3. markierten Spots konnten als TCP-1e, Ku-80, hsp70, STI-1
sowie grp75 identifiziert werden. Diese waren bereits anhand ihrer charakteristischen Position
im Gel aus Experimenten mit murinen Zellen der Arbeitsgruppe von Prof. C.Gerner bekannt.
Eine Ubersicht tiber die unterschiedlich exprimierten und identifizierten Proteineist in Tab. 5
aufgefihrt.

Tab. 5. Unterschiedlich exprimierte Proteine.

Protein (Synonyme) Accession number
Calgranulin B, S100 calcium binding protein A9 Swissprot P31725
EF-1, elongation factor-1 Swissprot P10126
grp75, Stress-70 protein, mitochondrial precursor, Mot-1 Swissprot P38647
Hsp70, heat shock 70 kD protein Genbank AF109906
Ku-80, ATP-dependent DNA helicase I, XRCC5 Swissprot P27641
Metastasin, S100 calcium-binding protein A4 Swissprot P07091
PCNA, proliferating cell nuclear antigen Swissprot P17918
STI1, stress-inducible phosphoprotein-1, Hsp70/Hsp90- | Swissprot Q60864
organizing protein

TCP-1¢, T-complex protein 1, epsilon subunit Swissprot P80316
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die Mechanismen der Toleranzibertragung durch B-Zellen zu
charakterisieren. Die Apoptose ist ein Mechanismus, beschadigte, autoreaktive oder nicht
langer bendtigte Zellen zu eliminieren. Dabei wird dieser Prozess eingesetzt, die Toleranz
gegen Selbstantigene zu induzieren bzw. aufrecht zu erhalten.

Ein Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war daher die Untersuchung der Apoptose as
Mechanismus der Toleranzinduktion gegen Nickel. Dabel wurden zunéchst die phénotypische
und genotypischen Verénderungen der Nickelbehandlung auf B-Zellen untersucht. Auf die
funktionelle Prifung der Fas-und FasLigand-Abhangigkeit der Toleranz, insbesondere fir die
Toleranzlbertragung durch B-Zellen, folgte die Untersuchung anderer an der Toleranz-
induktion beteiligter Zelltypen, wie iINKT-Zellen und dendritischen Zellen. Im weiteren
wurde die Frage untersucht, welche funktionellen V oraussetzungen in B-Zellen erfiillt werden

muissen, um eine Toleranz induzieren zu kdnnen.

4.1. Verdnderungen des B-Zellphanotyps und -genotyps

Die orale Verabreichung von NiCl; fuhrte zu starken Veranderungen des B-Zellphanotyps.
B-Zellen der Milz dieser Tiere zeigten eine um durchschnittlich durchschnittlich 50 %
verringerte Expression von CD40 auf ihrer Zellmembran (Abb. 3.1.2). Auffallig war, dass
diese Verringerung der Expression nicht auf einzelne B-Zellpopulationen wie die eingangs
beschriebenen ,,Marginal zone" B-Zellen beschrankt war, sondern vielmehr alle durch den
B-Zellmarker CD19 charakterisierten Zellen betroffen waren. Verdnderungen einzelner
B-Zellsubpopulationen wéren in der durchgefthrten Durchflusszytometrie erkennbar, da in
einem solchen Fall in den Histogrammdarstellungen der CD40-Fluoreszenz mindestens zwei
Peaks sichtbar wéren, dies war nicht der Fall (Abb. 3.1.2,A). Aus der Literatur sind keine
Daten einer vergleichbar starken Regulation von CD40 bekannt. Anerkannt ist, dass
Wechselwirkungen zwischen CD40 und seinem Liganden CD40L herausragende Rolle fur die
Aktivierung von antigenprasentierenden Zellen und T-Zellen einnimmt (Ubersichten in
Grewal et al. 1996; van Kooten et al. 2000). In mehreren tierexperimentellen Modellen
konnte durch Blockade der Interaktionen zwischen CD40 und CD40L mit antagonistischen
Antikérpern oder durch genetische Manipulation dieser Molekile eine Aktivierung der
Immunabwehr verhindert werden. Durch diese Eingriffe konnten Autoimmunreaktionen und
Uberempfindlichkeitsreaktionen verhindert werden (Buhimann et al. 1995; Li et al. 1999b;
Tang et al. 1997).
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Erstaunlicherweise sind Ni"9"-Mause mit dieser herabgesetzten CD40-Expression, soweit dies
getestet wurde, nicht immunsupprimiert (Artik et al. 1999; Artik et al. 2000; Artik et al.
2001). Obwohl die Expression von CD40 auf allen antigenprasentierenden Zellen der Milz
stark vermindert war, konnten weiterhin starke Erst- und Zweitantworten gegen das Standard-
kontaktallergen Dinitrofluorobenzol (DNFB) ausgel st werden (Artik et al. 1999; Artik et al.
2000; Artik et al. 2001). Da die CD40-Expression auf Ni"9"-B-Zellen herabreguliert aber
nicht vollstandig abgeschaltet wird, reichte die diese niedrige CD40-Basal expression offenbar
aus, T-Effektorzellen gegen DNFB zu bilden.

Die Mechanismen die zu dieser starken CD40-Reduktion fihren, konnten im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nicht mehr geklart werden. Méglich wére, dass regulatorische und gegen
Nickel spezifische T-Zellen, die in Ni"9-Mé&usen vorhanden sind (Roelofs-Haarhuis et al.
2003), die CD40-Expression inhibieren. Ein dhnlicher Mechanismus wurde von Li et al.
sowie Liu et al. berichtet. Diese zeigten, dass Treg-Zellen die Expression von CD40 auf
antigenprasentierenden Zellen inhibieren (Li et al. 1999a; Liu et al. 1999). Sollte diese
Annahme zutreffen, so dirfte in T-Zell-defizienten Mé&usen, wie Rag-l'/' Maéausen, nach

vierwochiger Nickelverabreichung keine CD40-Reduktion zu beobachten sein.

Ist CD40 ein Uberlebensfaktor fir B-Zellen ?

In der vorliegenden Arbeit wurde eingangs gezeigt, dass Ni"o"

-Méuse im Vergleich zu
Kontrollmadusen signifikant kleinere Milzen besitzen (Abb. 3.1.1). Dieser Gewichts
unterschied konnte auf eine Verkleinerung der B-Zellpopulation zurtickgefiihrt werden (s.
Abschnitt 3.1.1.). Eine wahrscheinliche und durch die Arbeiten anderer gestiitzte Hypothese
fuhrt die beobachtete, niedrige CD40-Expression der Ni"9"-B-Zellen auf eine verkiirzte
L ebensspanne dieser Zellen zurtick. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese wiesen Oka et
al. eine Rolle von CD40 fir die Lebensspanne von B-Zellen nach. Mause mit genetischen
Defekten im CD40-Lokus besal3en in der Milz einen um ca. 30 % verringerten B-Zellpool,
gleichzeitig war in diesen Mé&usen die Lebensspanne der B-Zellen gegentiber Wildtypmausen
verringert (Oka et al. 1996). Eine weitere Arbeit zeigte, dass in vitro Uber CD40-aktivierte
B-Zellen Telomerase re-exprimieren, was zu einer verlangerten Lebensspanne dieser Zellen
fahrt (Igarashi et al. 1997).

Die Rolle von CD40 als die Apoptose-regulierender Faktor wird kontrovers diskutiert. Ausin
vitro-Arbeiten von Fang et al. sowie Reid et al. ist bekannt, dass B-Zellen oder
B-Lymphomzellen nach Stimulation mit agonistischen CD40-Antikorpern und anti-lgM-Anti-

kérpern, die gemeinsam eine Antigenerkennung simulieren, das anti-apoptotische Protein



Diskussion 73

bcly aufregulieren (Fang et al. 1997; Reid et al. 1997). Hess et al. wiederum beschrieben,
dass obwohl CD40 ein TNF-Rezeptor ohne intrazelluldre Todesdoméne ist, die Aktivierung
von CD40 zur Induktion des Apoptose fuhrt (Hess et al. 1996). Die aufgestellte Hypothese,
dass die orale Toleranzinduktion gegen Nickel die Lebensspanne, der B-Zellen verkirzt,
kénnte durch die Untersuchung mittels Einbau des Thymidinanalogs BrdU und der Durch-
flusszytometrie Uberpruft werden.

Eine Funktion von CD40 als Apoptose-regulierenden Uberlebensfaktor wird durch weitere
Befunde der hier vorliegenden Arbeit untermauert. So weisen Mause, welchen fir vier

Wochen NiCl, im Trinkwasser verabreicht wurden (Ni""

-Méuse), eine stark verringerte
MRNA-Expression der anti-apoptotischen Proteine bcl-2 und bcly. auf (Abb. 3.1.3). Diese
Proteine sind von zentraler Bedeutung fir die Regulation der Apoptose-Signalkaskade. Bcl-2
und bcly funktionieren, indem sie die durch bax/bak induzierte Porenbildung in den Mito-
chondrien und damit die Ausldsung der Apoptose-Signakaskade inhibieren (Strasser et al.
2000).

Die Expression von CD38 war in Ni"9"-B-Zellen stark erhoht (Abb. 3.1.2). CD38 wird in der
Milz von B-Zellen sowie auch T-Zellen und dendritischen Zellen exprimiert (Donis-
Hernandez et al. 2001; Read et al. 1998; Zubiaur et al. 1999). Durch Experimente mit
agonistischen anti-CD38 Antikdrpern ist bekannt, dass CD38 die Aktivierung und Apoptose
von B-Zellen der Keimzentren reguliert (Funaro et al. 1997; Lund et al. 1995; Zupo et al.
1994). Mdoglich ist daher, dass die auf Ni"9"-B-Zellen erhdhte CD38-Expression einen
weiteren Beitrag zur Senkung der Apoptoseschwelle leistet.

Eine weitere Veranderung der Ni""-B-Zellen betraf die Fas-Expression. Unter physio-
logischen Bedingungen exprimieren B-Zellen nur geringe Mengen Fas auf der Zellmembran,
wie es auch anhand der Ni'®-B-Zellen bestétigt werden konnte. Dagegen wiesen Ni™9"-B-
Zellen sowohl auf mRNA- wie auch Ebene der Proteinexpression eine gegentiber Ni'®-B-
Zellen erhthte Expression dieses Apoptose-induzierenden Rezeptors auf (Abb. 3.1.2). Aus
diesen phanotypischen und genotypischen Verdnderungen lasst sich schlussfolgern, dass die
orale Toleranzinduktion gegen Nickel zu einer erniedrigten Schwelle der Apoptose in Ni"9™-
B-Zellen fihrt.

Im folgenden sollen die Mechanismen erlautert werden, die zu den beobachteten Veran-

derungen des B-Zéellphanotyps fuhren.
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42. Durch welche Mechanismen senkt Nickel die Schwelle zur

Apoptoseinduktion ?

4.2.1 Genotoxizitdt und DNA-Reparatur

Eines der Ergebnisse der in der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Proteomanalyse ist eine
bereits drei Stunden nach intradermaler Immunisierung mit NiClo/H-0, in Ni'®-, nicht aber
Ni"9"-B-Zellen der Milz beobachtete de novo-Translation von Ku-80 (Abb. 3.5.3). Ku-80, die
DNA-Helicase Il, ist an der Reparatur von Doppelstrangbriichen beteiligt (Peterson et al.
1995). Dies wird durch Befunde aus der Literatur unterstiitzt, nach denen Nickel die DNA-
Reparatur inhibiert.

Nickel besitzt die Eigenschaft DNA-Reparaturmechanismen zu inhibieren (Cavallo et al.
2003; Danadevi et al. 2004; Hu et al. 2004; Lynn et al. 1997; Wozniak et al. 2004). Zu den
aus der Literatur bekannten in vitro-Studien ist anzumerken, dass dort die auf untersuchten
Zéellinien eingesetzten Nickelkonzentrationen teilweise um Potenzen die fir priméare
Lymphozyten subtoxischen Konzentrationen Uberschreiten. Lynn et al. zeigten, dass Nickel
synergistisch mit H,O, durch Bildung reaktive Sauerstoffradikale die DNA-Polymerisation
und DNA-Ligation inhibiert (Lynn et al. 1997). Im Gegensatz zur schwéacheren Wirkung der
Einzelsubstanzen Nickel oder H,O, waren diese Effekte nicht durch Radikalfanger wie
Glutathion inhibierbar.

Neben der Eigenschaft, die DNA-Reparatur zu inhibieren, ist bekannt, dass Nickel
genotoxisch ist (Barceloux 1999; Danadevi et al. 2004). Wie Danadevi et al. berichteten,
fUhrte die akute orale Gabe von NiCl, in Mé&usen bereits nach vier Stunden in Blutleukozyten
zu nachweisbaren DNA-Doppelstrangbriichen (Danadevi et al. 2004). Die niedrigste dort
getestete NiCl,-Konzentration (3.4 mg/kg Korpergewicht) erzielte bereits signifikante
Effekte. Bemerkenswerterweise ist diese Konzentration circa dreizigfach niedriger als die
errechnete, tégliche Aufnahme der in der vorliegenden Arbeit verwendeten 10 mM NiCl,-
Losung von 117 mg/kg Korpergewicht und auch niedriger as die von Barceloux et al.
eingesetzte Konzentration. Wie Danadevi et al. weiter darstellten, konnten nach weiteren 24
Stunden weniger Strangbriiche beobachtet werden, was die Autoren auf eine in Gang gesetzte
DNA-Reparatur zurtckfihrten. Dies steht scheinbar im Widerspruch zur Arbeit von
Barceloux et al. und der hier vorliegenden Arbeit. Aus dem Vergleich der in den einzelnen
Modellen verwendeten Konzentrationen kann man alerdings schlussfolgern, dass die
Genotoxizitaét von Nickel und Inhibition der DNA-Reparatur von der Ni-Konzentration
abhangig sind.
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Abb. 4.2.1. Arbeitshypothese (I): Dysregulation von Apoptosesignalen durch Nickel.

Die orale Gabe von NiCl, fuhrt zu DNA-Doppelstrangbriichen und der Inhibition der DNA-Reparatur
(links). Die DNA-Schadigung aktiviert den Transkriptionsfaktor p53. Dieser initiiert die Fas-
Transkription (links), aktiviert die pro-apoptotischen Molekile bax/bak sowie inhibiert die anti-
apoptotischen Molekile bcl-2 und bcly (Mitte). Durch Fas-Ligation und der Inhibition von bcl-2/bcly
kommt es zur Auslésung der Caspase-Signalkaskade und der Apoptose.

Wie im Folgenden erlautert wird, sind diese Befunde als mogliche Mechanismen der erhéhten
Apoptosesensibilitdt von B-Zellen von Bedeutung (schematisch dargestellt in Abb. 4.2.1):

4.2.2. Die Rolle von p53

Der Transkriptionsfaktor p53 kann a's ein Sensor fir DNA-Schaden betrachtet werden (Bates
et al. 1999). Zellen mit DNA-Schadigung sind, da sie die latente Gefahr der unkontrollierten
Zéellteilung in sich bergen, eine Gefahr fir mehrzellige Organismen. Einem géngigen Konzept
zufolge entsprechend werden Zellen mit reparablen DNA-Schaden im Zellzyklus gestoppt,
um die Reparatur zu ermdglichen. Auf der anderen Seite missen Zellen mit irreparablen oder
ausgedehnten DNA-Schaden durch Apoptose eliminiert werden (Bates et al. 1999). Diese
Schritte werden zentral durch p53 gesteuert. Durch welche Mechanismen p53 Uber G1-
Zellzyklus-Arretierung oder Apoptose entscheidet, ist noch unklar.

Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors p53 fihrt einerseits zur Expression bestimmter,
andererseits zur Inhibierung die Apoptose regulierender Gene. Zielgene sind u.a. Fas und das
pro-apoptotische Protein bax, deren Transkription initiiert wird. Umgekehrt wird die
Transkription des bax-Antagonisten bcl-2 durch p53 inhibiert (Tokino et al. 2000). Die
Veranderung exakt dieser p53-Zielgene konnte in der vorliegenden Arbeit auf Ebene der
MRNA- bzw. Proteinexpression nachgewiesen werden (Abb. 3.1.2 und 3.1.3). Wie Salnikow

et al. zeigten, fuhrte die Inkubation von Maus-Fibroblasten in vitro zur Aktivierung von p53
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(Salnikow et al. 2003). Ob die orale Ni-Gabe tatsachlich p53 in vivo aktiviert, konnte nicht
mehr geklart werden. Aufgrund der in Abschnitt 3.1.3. geschilderten Befunde der verringerten
bcl-2 und erhdhten Fas-Expression sowie einer Vielzahl von Literaturhinweisen ist p53 ein
vielversprechender Ansatzpunkt, die Mechanismen der in Ni"9"-B-Zellen beobachteten bcl-2
und bcly-Inhibition zu erklaren. Diese Hypothese wird durch den Befund unterstiitzt, das
Ni'®"-B-Zellen, nicht aber Ni"9"-B-Zellen nach Immunisierung mit NiClz/H,O, das Protein
grp75 (Calprotectin) de novo trandatieren (Abb. 3.5.3). Von grp75 ist bekannt, dass es durch
Bindung an p53 diesen inhibiert (Kaul et al. 2000), was in Ni"9"-B-Zellen offenbar nicht
moglich ist.

4.2.3. Der Einfluss der Immunisierung

In Abschnitt 3.3.1.2. wurde dargestellt, dass Ni"9"-B-Zellen als Antwort auf Immunisierungen
mit NiCly/H,0O, die Expression des Serin-/Cysteinproteaseinhibitors SerpinA3G herabre-
gulieren, wahrend Ni'®-B-Zellen umgekehrt eine 15-fache Aufregulation zeigen. SerpinA3G
gehort zur Klasse der Serin- und Cysteinproteaseinhibitoren und ist in der Literatur unter
verschiedenen Synonymen bekannt (u.a. 2A2, apha-1 antiproteinase, Spi2A). Wie Zhao et al.
beschrieben, wurde SerpinA3G in murinen Fibroblasten nach Inkubation mit NiCl, herab-
reguliert (Zhao et al. 2004c). Dieser Effekt wurde durch den Transkriptionsfaktor HIF-1o
vermittelt. HIF-1o, Hypoxia-inducible factor-1o, wird durch Hypoxie aber auch unter dem
Einfluss von reaktiven Sauerstoffspezies aktiviert (Lee et al. 2004), wie sie durch die
Reaktion von NiCl, und H,O, entstehen kénnen (Shi et al. 1992; Stohs et al. 1995). Von
SerpinA3G ist bekannt, dass es als Inhibitor der durch reaktive Sauerstoffspezies ausgel 6sten
Apoptose wirken kann (Liu et al. 2004). Die Aktivierung von HIF-1o fuhrte in diesem in
vitro-System zur Expressionserhthung weiterer pro-apoptotischer Faktoren wie NIP2 oder
Cap43 (Zhao et al. 2004a). Diese wurden bislang in Ni"9"-B-Zellen nicht untersucht, wiirden
allerdings zu einem besseren Verstandnis der Apoptose-Dysregulation in Ni"9"-B-Zellen
beitragen. Insgesamt betrachtet scheint die orale Verabreichung von NiCl, die Transkription
einer Reihe von Apoptose-regulierenden Proteinen zu regulieren, welche die Apoptosesensi-
bilitét der B-Zellen anhebt.

Im Rahmen der Proteomanalyse konnten bislang zwei Spots identifiziert werden, die von den
getesteten Gruppen lediglich von unimmunisierten Ni'®-B-Zellen nicht exprimiert werden,
dies waren die Proteine Calgranulin B und Metastasin (Abb. 3.5.2). Cagranulin B ist ein
Calcium-bindendes Protein und wird von Neutrophilen und Monozyten exprimiert, in diesen

Zellen reguliert es die Migration (Ryckman et al. 2003). Eine Expression in B-Zellen ist nicht
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bekannt. Calgranulin B besitzt in vitro pro-apoptotische Effekte auf Neutrophile (Ghavami et
al. 2004). Welche Funktion dieses Protein im Nickelmodell ausiibt, ist nicht klar. Da dieses
Protein lediglich in unbehandelten (Ni'®-) Zellen nicht exprimiert wurde, deutet darauf hin,
dass selbst intradermale Injektionen von NaCl bereits nach 3 Stunden in B-Zellen der Milz
zelluldren Stress induziert. Metastasin, war das zweite lediglich in Ni'®-B-Zellen nicht
exprimierte Protein. Metastasin ist ein weiteres Calcium-bindendes Protein und spielt eine
Rolle im Zellzyklus (Tulchinsky et al. 2005). Es wird von Tumorzellen exprimiert und regu-
liert die Zellproliferation durch den Ubergang zwischen der G1 und S-Phase (Sherbet et al.
1998). Welche Konsequenzen die Expression fir die Toleranziibertragung durch B-Zellen hat,
ist nicht klar.

Bei der Analyse der Proteinexpression fiel auf, dass lediglich Ni'®"-B-Zellen auf die Immuni-

sierungen durch de novo-Translation unterschiedlicher Proteine reagierten, wahrend Ni"9™

high

B-Zellen as wenig responsiv erschienen. Konnten in ruhenden B-Zellen dieser Ni™*-Mause

noch im Autoradiogramm differenziell regulierte Proteine entdeckt werden (Abb. 3.5.1),

high

waren Ni""-B-Zellen nach Immunisierung in diesem Hinblick nicht responsiv. Biologisch ist

es fur eine sterbende Zelle offenbar wenig sinnvoll, Proteine neu zu trand atieren.

4.3. Die Rolle der Apoptose bei der Toleranzinduktion

Aufgrund der auffélligen Veranderungen von Ni"o"

-B-Zellen, welche auf eine erhdhte Apop-
tosesensibilitét hindeuten, und der Literaturhinweise wurde die Frage untersucht, ob das
Apoptose-induzierende Rezeptor-Ligandenpaar Fas und FasLigand fur die Toleranzinduktion
gegen Nickel bendtigt wird.

Im Maus-Ohrschwellungstest konnte gezeigt werden, dass weder Fas- noch FasLigand-
defiziente Méause durch die orale Nickelgabe gegen Nickel tolerisiert werden konnten (Abb.
3.2.1). Diese Befunde der vorliegenden Arbeit gliedern sich in eine Reihe weiterer Arbeiten
ein. In diesen Arbeiten wurde die Rolle der Fas-induzierten Toleranz durch unterschiedliche
Modelle belegt (Ferguson et al. 2002; Gao et al. 1998; Hill et al. 1999; Schwarz et al. 1998).
In zwel Arbeiten mit abweichenden Ergebnissen wurde die durch UVB-Strahlung induzierte
Toleranz gegen das Kontaktallergen Dinitrofluorbenzol (DNFB) untersucht (Schwarz et al.
1998; Hill et al. 1999). Durch UVB- Bestrahlung und anschlief3ende Applikation von DNFB
auf die bestrahlte Haut war es moglich, eine spezifische Toleranz zu induzieren, die von
einem intakten Fas-FasLigand-System abhangig war. Unklar blieb in diesen Arbeiten aler-

dings, welche Zellen Fas exprimieren missen. In beiden Arbeiten wurden unter abweichenden
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Bedingungen Adoptivtransferexperimente mit Zellen aus UV B-bestrahlten und DNFB-tole-
ranten Tieren durchgefuhrt. Hill et al. zeigten, dass die T-Zellen dieser Spendermause
FasLigand exprimieren missen um eine Toleranz zu Ubertragen. Im Gegensatz dazu kommen
Schwarz et al. zu dem Schluss, nicht nur FasLigand sondern auch Fas muss in Empféanger-
mausen exprimiert werden, wodurch die UV-induzierte Toleranz in diese Méause Ubertragen
werden kann. In der Arbeit von Schwarz et al. sind es FasLigand-exprimierende T-Zellen der
DNFB-toleranten Mause, die nach Adoptiviransfer in unbehandelte Empfanger dort
dendritische Zellen téten. Die Antwort, ob diese Mechanismen auch in den urspriinglich
bestrahlten und mit DNFB behandelten Tiere ablauft bzw. welche Zellen Fas exprimieren
mussen, bleiben diese Arbeiten grofdtenteils schuldig. Welitere, die Beantwortung der Fragen
erschwerende Punkte sind die fir Zelltransfers eingesetzten hohen Zellzahlen und die
Verwendung unseparierter Milzzellen. Durch die Verwendung von lediglich 103
aufgereinigten B-Zellen konnte in der vorliegenden Arbeit dieses Problem vermieden werden.
Die von Ferguson et al. untersuchte Toleranz gegen das Hapten Trinitrophenol (TNP) zeigte,
dass in vitro mit TNP-beladene Zellen Fas exprimieren missen um nach i.v. Injektion in un-
behandelte Empfanger eine Toleranz gegen dieses Antigen zu induzieren.

Dies unterstiitzt die hier vorliegenden und weitergehenden Ergebnisse zur Fas-Abhangigkeit
der Toleranzinduktion. Durch den Transfer isolierter Zellen konnte gezeigt werden, dass
B-Zellen den Apoptose-induzierenden Rezeptor Fas exprimieren missen um eine Toleranz
gegen Nickel zu Ubertragen (Abb. 3.2.2). Nachdem dies gezeigt wurde, konnten die Voraus-
setzungen fur die Apoptoseinduktion sowie die Konsequenzen der B-Zellapoptose naher

untersucht werden.

4.4. Voraussetzungen fur die Toleranzibertragung durch B-Zellen

Nachdem die an der Toleranzinduktion durch Ni""-B-Zellen beteiligten Zelltypen, iNKT-
Zellen und dendritische Zellen, feststanden, wurde die Frage untersucht, ob die Induktion der
B-Zellapoptose durch FasLigand-exprimierende Zellen durch eine Bestrahlung ex vivo ersetzt
werden kann. Damit verbunden wurde die Frage untersucht, ob durch die ex vivo-Beladung
von B-Zellen aus unbehandelten Spendern mit NiCl, eine Tolerogenitéat induziert werden

kann.

Wie in Abb. 3.3.6.2 gezeigt wurde, war es nicht mdglich, durch B-Zellen unbehandelter
Spender (Ni'™), die fir 16 Stunden in Gegenwart von NiCl, kultiviert wurden, eine Toleranz
zu induzieren. Andererseits war es ausreichend, nach y-Bestrahlung mit 6 Gy dieser B-Zellen

eine Toleranz zu Ubertragen. Daraus kann zundchst geschlossen werden, dass die Apoptose-
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induktion eine Voraussetzung fur die Tolerogenitét von B-Zellen ist. Diese Schlussfolgerung
wird durch die bereits diskutierten Vorbefunde einer erhdhten Apoptosesensibilitét der
tolerogenen Ni"9"-B-Zellen gestiitzt. Wahrend in diesen Zellen die Herabsetzung der bcl-2
und bcly-Expression und erhohte Fas-Expression die Apoptose dieser Zellen ermdglicht,
wurden in dem in Abb. 3.3.6.2 genannten Experiment diese Veranderungen durch die Apop-
tose-induzierende y-Bestrahlung ersetzt. Wie ebenfalls aus Abb. 3.3.6.1 ersichtlich ist, war die
durch bestrahlte oder zusétzlich mit Ni-beladene B-Zellen induzierte Toleranz spezifisch
gegen Nickel. Die genannten Befunde deuten erneut auf eine duale Wirkung von Nickel hin.
Nickel funktioniert einerseits, indem es durch Proteinbindung Neoantigene formiert,

andererseits fuhrt Nickel zur Absenkung der Apoptoseschwelle.

Aufgrund des weiteren in Abb. 3.3.6.2 dargestellten Befundes, dass die Bestrahlung von Niv®Y
'W_B-Zellen fiir eine Toleranzinduktion nicht ausreichend war, kann ferner geschlossen, dass
die durch B-Zellen aufgenommene Menge Nickel eine weitere Voraussetzung fur die
Toleranzinduktion ist. Dieser Schluss wird indirekt durch die gemessenen und in Abb. 3.3.4
dargestellten Unterschiede des Nickelgehaltes bestétigt. Mit Hilfe der Atomabsorptions-
spektroskopie konnten signifikante Unterschiede im Nickelgehalt der Milzen von Ni'® "oV
und Ni'®-Mé&usen festgestellt werden (Abb. 3.3.4). Diese Milzen enthalten erfahrungsgeméss
etwa 60 % B-Zelen. Allerdings konnten durch Anférbung von Nickel mit dem Fluoreszenz-
farbstoff Newport Green und der Durchflusszytometrie keine Unterschiede im Nickelgehalt
von Ni'® '™ und Ni'™-B-Zellen festgestellt werden (Abb. 3.3.5). Wie bereits in Abschnitt
3.3.6 erlautert wurde, konnte fur die Messung des Nickelgehaltes in Einzelzellsuspensionen
die AAS-Messung nicht angewendet werden. Die Isolierung von B-Zellen erfordert die
Bindung dieser Zellen an Antikorper-konjugierte Metallpartikel. Zusétzlich muss die Zell-
suspension durch die Metalmatrix der MACS-Sortiersdule gefuihrt werden. Es wurde
angenommen, dass durch diese ex vivo- Manipulation der Zellen in der empfindlichen AAS-

Messung das Signal durch starkes Hintergrundrauschen zu tberlagert wird.

Aus diesen Ergebnissen kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die Aufnahme von
Nickel durch B-Zellen ein weiterer Faktor fur die Toleranzinduktion durch diese Zellen ist.
Eine wichtige Funktion der B-Zellen fur die Toleranz ist offenbar der Transport und die
Bereitstellung von Nickel-Proteinkomplexen, was ihrer physiologischen Funktion al's antigen-
prasentierende Zelle entspricht. Dies allein ist allerdings nicht ausreichend. Fir eine Toleranz-
induktion durch B-Zellen missen diese fur die Apoptoseinduktion sensibilisiert werden.
Ni"9"-B-Zellen waren durch ihren Phanotyp (bcl-2"*, bel,"e19, Fas™") bereits Apoptose-
sensibel, in Ni'®-B-Zellen wurde dies durch die y-Bestrahlung erzielt.
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Wie in Abb. 4.4 schematisch dargestellt ist, kann anhand der bisherigen Befunde folgende
Arbeitshypothese aufgestellt werden:

anti-apoptotisch

Apoptosesignale

pro-apoptotisch

r |

NiCl, FasL’
oral iINKT-Zellen

?

Immunisierung
NiCl,/H,0,

Abb. 4.4. Arbeitshypothese (ll): Senkung er Schwelle zur Apoptoseinduktion.

Die orale Verabreichung von NiCl, fiihrt zu einer gleichzeitigen Absenkung anti-apoptotischer Signale
und Verstarkung pro-apoptotischer Signale. Dies fuhrt zu einer Senkung der Apoptoseschwelle,
welche nach Immunisirung mit NiCl,/H,O, zur Apoptose fuhrt.

Fur die Induktion der Apoptose sind zwel Faktoren nétig. Oral verabreichtes NiCl, stellt einen
notigen Faktor das. Es wird durch Lymphozyten aufgenommen und fuhrt dort zu einer Herab-
setzung von Uberlebenssignalen (bcly, bcl-2, siehe Abb. 3.1.3), was in diesem Stadium
bereits die ,Weichen in Richtung Apoptose® stellt. Die Immunisierung durch intradermale
Injektion von NiCl,/H,O, as zweiter notiger Faktor bewirkt die Aktivierung von p53,
wodurch das pro-apoptotische Protein bax aufreguliert wird (Abb. 3.3.1.2). Ob die bax-Aufre-
gulation primér eine Folge der Immunisierung mit NiCl,/H,O, ist oder, wie spéter diskutiert
wird, durch die von iINKT-Zellen initiierte FasLigand/Fas-Interaktion ausgel 6st wird, ist nicht
klar.

4.5. Die Rolle dendritischer Zellen

4.5.1. Phanotyp dendritischer Zellen

In Abschnitt 3.1.2 wurde gezeigt, dass dendritische Zellen aus Ni"%"

-Méausen eine erhohte
Expression des Multilektinrezeptors DEC-205 aufweisen. DEC-205 wird von CD8o" DZ
exprimiert und ist an der Phagozytose und Endozytose beteiligt (Bonifaz et al. 2002). In der
Abwesenheit von Reifungsstimuli prasentieren DEC-205" DZ phagozytiertes Antigen nach

DEC-205-vermittelter Aufnahme an T-Zellen und induzieren so die Bildung regulatorischer
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T-Zellen (Bonifaz et al. 2002; Hawiger et al. 2001; Mahnke et al. 2003). DEC-205 wird auch
auf Epithelzellen des Thymuskortex exprimiert. Dort konnte gezeigt werden, dass die Beseiti-
gung apoptotischer Thymozyten durch DEC-205 vermittelt wird (Small et al. 2003). Ob
DEC-205 fir die Induktionsphase der Nickeltoleranz eine funktionelle Bedeutung hat, ist un-
klar. Denkbar wére, dass DEC-205 auch hier an der Beseitigung apoptotischer B-Zellen betei-
ligtist, die auch im Rahmen ihrer Lebensspanne in nicht-immunisierten Mausen anfallen.

Interessant ist in diesem Zusammenhang die auf Ni"9"-B-Zellen erhthte CD38-Expression
(Abb. 3.1.2). Die Expression von CD38 auf B-Zellen steuert durch Ca’*-Freisetzung in
Vorlaufer-DZ die Migration dieser Zellen vom Blut in die Peripherie sowie die Migration
reifer DZ aus Entzindungsherden in die Lymphknoten (Partida-Sanchez et al. 2004).
Aufgrund dieser Hinweise ist es denkbar, dass CD38 dendritische Zellen as come-get-me-
Signal anlockt. Diese come-get-me-Signale werden von apoptotischen Zellen exprimiert und

locken Phagozyten an, die diese schlieflich aufzunehmen (Ubersicht in Grimsley et al. 2003).

4.5.2 Phagozytose

Eine wichtige Funktion dendritischer Zellen ist die Fahigkeit, im Ruhezustand, d.h. ohne
zuvor aktiviert zu werden, Antigene aus ihrer Umgebung aufzunehmen und zu présentieren.
Nach Adoptivtransfer von Milzzellen aus Ni"9"- oder Ni'®-Mausen und anschlieRender
Immunisierung mit NiCl, / 1% H,O, waren ca. 40 % der Empfanger-DZ positiv fir den
Fluoreszenzmarker CFSE (Abb. 3.3.1.1). Daraus kann geschlossen werden, dass Antigene der
urspringlich  CFSE-markierten Spenderzellen von dendritischen Zellen des Empfangers
aufgenommen wurden. Es konnten jedoch keine Unterschiede im Anteill CFSE-positiver DZ
nach Adoptivtransfer der unterschiedlichen Milzzellen (Ni"" bzw. Ni'®) und folgender
Immunisierung mit NiCl, / H,O, festgestellt werden (Abb. 3.3.2.2). Einem Konzept von
Steinman (Steinman et al. 2003) folgend, sind dendritische Zellen im Ruhezustand in der
Lage, apoptotische Zellen zu phagozytieren und so die Bildung regulatorischer T-Zellen
anzustofRen. Unter diesem Gesichtspunkt ist es nicht Uberraschend, dass, obwohl die
Immunisierung mit NiCl,/H,O, fur die B-Zellapoptose nétig ist, im Phagozytoseassay (Abb.
3.3.2.2) keine Unterschiede in der Effizienz von NiCl, oder NiCl,/H,O, beobachtet werden
kénnen. Wie in Abb. 3.3.1.1 zu sehen ist, flhrte bereits die Immunisierung mit NiCl, (ohne
H,O,) zu einem Anteil von circa 40 % apoptotischer B-Zellen in der Milz. Dieser hohe
Hintergrund wurde im Phagozytoseassay (Abb. 3.3.2.2) mit gemessen. Dies bedeutet, geringe
Unterschiede in der Aufnahme CFSE-positiver Zellen konnten zum Teil durch diesen

Hintergrund tUberdeckt werden.
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Offenbar ist die Art der Immunisierung fiir die Apoptose von Ni™9"

-Zellen entscheidend, nicht
aber fUr die Aufnahme der Zellen. Es kann nicht vollstandig ausgeschlossen werden, dass
dendritische Zellen des Empfangers Protein und damit den Fluoreszenzmarker CFSE von
vitalen Spenderzellen Ubernommen haben. Dieser Vorgang wurde zuvor von Harshyne
beschrieben (Harshyne et al. 2003). Dendritische Zellen sind demnach in der Lage, durch
intimen Kontakt mit vitalen Zellen Bereiche der Plasmamembran zu tGbernehmen ohne die
»openderzelle” toten zu mussen, dieser Vorgang wird als ,nibbling“ bezeichnet. Angesichts
der Vorbefunde, dass nur die Immunisierung mit NiCl, und H,O, zur B-Zellapoptose fihrt
und diese nétig ist um die Toleranz von Spender- auf Empféngerzellen weiterzugegeben

(Roelofs-Haarhuis et al. 2003b), ist diese Mdglichkeit recht unwahrscheinlich.

4.5.3. Tolerogene dendritische Zellen

An die Untersuchung der Aufnahme apoptotischer Zellen schioss sich die Frage an, ob Ni™9"-

B-Zellen zur Bildung tolerogener dendritischer Zellen fihren. Dies ware die logische
Konsequenz aus der Phagozytose. Zu diesem Zweck wurden erneut Adoptivtransfer-

experimente durchgefthrt. Ni™"®"

-B-Zellen wurden in unbehandelte Empfanger Ubertragen, die
24 Stunden nach der Immunisierung mit NiCl,/H,O, als Spender dendritischer Zellen
eingesetzt wurden. Dendritische Zellen dieser Mause wurden in eine weitere Gruppe von
Maéausen Ubertragen und diese schliefdlich auf die Induktion einer Toleranz getestet. Wie in
Abb. 3.3.3 dargestellt ist, filhrte die i.v. Injektion von Ni"¥"- nicht aber Ni'®"-B-Zellen zur
Bildung dendritischer Zellen, die in der Lage waren, ihrerseits eine Toleranz zu induzieren.
Dies bedeutet einerseits, dass dendritische Zellen eine funktionelle Bedeutung fir die
Toleranz gegen Nickel besitzen. Des weiteren kdnnen aus diesem Ergebnis weitere Schliisse
auf die durch Roelofs-Haarhuis et al. untersuchte ,infektiose Toleranz® gezogen werden.
Diese zeigten, dass B-Zellen nach Adoptivtransfer und Immunisierung der Empféanger in der
Lage sind, die Bildung regulatorischer T-Zellen anzustol3en, die ihrerseits die Toleranz
weitertibertragen kénnen (Roelofs-Haarhuis et al. 2003a). Wie aus der Literatur bekannt ist,
sind dendritische Zellen in der Lage, nach Aufnahme apoptotischer Zellen die Bildung
regulatorischer T-Zellen zu induzieren (Sato et al. 2002). Daraus kann gefolgert werden, dass
dendritische Zellen ein weiterer Schritt in der , infektisen Toleranz* von Ni""-B-Zellen zu
T-Zellen darstellen.

In einem &hnlichen Ansatz wiesen Ferguson und Mitarbeiter dendritische Zellen nach, welche
nach Injektion apoptotischer, mit dem Hapten Trinitrophenol Zellen eine spezifische Toleranz

gegen dieses Antigen auf unbehandelte Méause Ubertragen konnten. Bel dieser Zellpopulation
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handelte es sich um CD8o-exprimierende dendritische Zellen (Ferguson et al. 2002). Der
exakte Phanotyp dieser tolerogenen dendritischen Zellen ist im System der Nickeltoleranz
bislang nicht bekannt. Aus den Befunden, dass apoptotische B-Zellen in vivo aufgenommen
werden, kann alerdings geschlossen werden, dass es sich bel den verantwortlichen Phago-
zyten um CD8o" dendritische Zellen handelt, wie es von anderen Arbeiten vorgeschlagen
wird (Ferguson et al. 2002; lyoda et al. 2002). Obwohl CD11c" DZ generell in der Lage sind
Partikel wie etwa Dextran aufzunehmen, sind nur CD8o.” DZ in der Lage, apoptotische Zellen
zu phagozytieren (lyoda et al. 2002) und spater an MHC-I und MHC-II restringierte T-Zellen
Zu prasentieren (Sato et al. 2002). Bislang unvertffentlichte Daten von X.Wu zeigen, dass
Ni"9"-Mause sowohl CD4" as auch CD8" Treg-Zellen besitzen, was ebenfalls fiir eine
Betelligung dieser DZ-Population spricht (X.Wu, personliche Kommunikation). Wie Morélli
et al. zeigten, phagozytieren CD8a- negative DZ der ,, marginal zone* apoptotisches Material
und exprimieren daraufhin CD8a (Morelli et al. 2003). Offenbar kommt der , marginal zone*
eine besondere Rolle in der Induktion der peripheren Toleranz zu. Afferente Blutgeféiie
miinden in der Milz im sog. Randsinus (marginal sinus). Da der Ubergang von Zellen aus den
afferenten Blutgeféssen in die “marginal zone" nicht reguliert wird, wie etwa der Eintritt in
Lymphknoten, sind dendritische Zellen an diesem anatomischen Ort der Milz strategisch
gunstig platziert. Ankommende Zellen, wie apoptotische Zellen, missen dort die um die
Blutgefasse lokalisierten DZ passieren, was die Erkennung und Phagozytose begiinstigt.

high

Dendritische Zellen der Empfanger von Ni"~"-B-Zellen transduzierten bereits 24 Stunden

nach einer Immunisierung mit NiCl, und H,O; ein tolerogenes Signal (Abb. 3.3.3). Es konnte

bislang nicht nachgewiesen werden, ob die auf den Ersttransfer der Ni"%"

-B-Zellen folgende
Immunisierung mit NiCl»/H,O, fir Bildung tolerogener DZ notwendig ist. Dies wére indirekt
Zu erwarten, da diese Immunisierung bereits zuvor fir die Apoptose der B-Zellen

entscheidend ist (Abb. 3.3.1.1).

4.6. Die Rolle von iNKT-Zellen fiir die Induktion der Toleranz durch B-Zellen

4.6.1. Regulatorische, zytotoxische iNKT-Zellen in der Nickeltoleranz

Ein Teil der vorliegenden Arbeit befasste sich mit der Frage, durch welche Zellen in Ni"9"-

B-Zellen Apoptose induziert wird. Roelofs-Haarhuis et al. zeigten kurzlich, dass iINKT-Zellen
fur die Toleranzubertragung durch B-Zellen benttigt werden (Roelofs-Haarhuis et al. 2003;
Roelofs-Haarhuis et al. 2004). Auch in der Literatur werden iINKT-Zellen mit der Toleranz in
Verbindung gebracht (Wang et al. 1991; Sharif et al. 2001; Sonoda et al. 2002, und andere).
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Es wurde daher Uberprift, ob iNKT-Zellen das Apoptose-induzierende Protein FasLigand
exprimieren missen um durch B-Zellen Toleranz tbertragen zu kénnen.

Zu diesem Zweck wurden Adoptivtransferexperimente durchgefiihrt, in denen Ni"9"-B-Zellen
allein oder gemeinsam mit iINKT-Zellen FasLigand-defizienter Mause in Mause Ubertragen
wurden, welche keine eigenen iNKT-Zellen besitzen (Abb. 3.4.1.3; ein Schema dieses
Transfersystemsist in Abb. 3.4.1.2 dargestellt).

Mit diesem Assaysystem konnte nachgewiesen werden, dass iNKT-Zellen fir die Toleranz-
induktion durch Ni"9"-B-Zellen den funktionellen FasLigand exprimieren miissen (siehe Abb.
3.4.1.3). Somit konnte erstmals demonstriert werden, dass iINKT-Zellen durch die Induktion
Fas-vermittelter Apoptose an der Induktion einer Toleranz beteiligt sind.

Bislang wurden iNKT-Zellen ausschliefdlich durch ihre Fahigkeit grof3e Mengen der Zytokine
IL-4 und IL-10 zu produzieren, mit der Induktion einer Toleranz in Verbindung gebracht. Die
vermutlich meisten Untersuchungen der Mechanismen von iNKT-Zellen wurden an den
Autoimmunerkrankungen des Typ-I-Diabetes und der experimentellen autoimmunen Enze-
phalomyelitis durchgefihrt (siehe auch Abschnitt 1.3.2). Diese Reaktionen werden durch
IFN-y sezernierende Thl-Zellen vermittelt. Die Aktivierung von iNKT-Zellen durch den
exogenen Liganden a-GalCer fihrte zur Ausschittung von IL-4 und IL-10 was wiederum die
Bildung von IFN-y produzierenden Thl-Effektorzellen zugunsten von IL-4/IL-10
produzierenden Th2-Zellen verschob (Burdin et al. 1999). Ob darliber hinaus INKT-Zellen
weitere Proteine exprimieren muissen, wurde in diesen Arbeiten nicht ndher untersucht.
Ebenso ist aus der Literatur nicht bekannt, ob die Zytokine IL-4 und IL-10 fir die
Toleranzinduktion weitere Funktionen ausiiben. Mdglich ist, wie spater noch diskutiert wird,

dass durch NKT-Zellen ausgeschiittetes IL-4 autokrin die Expression von FasLigand reguliert.

Wie in Abschnitt 3.4.3 geschildert wurde, konnte durch y-bestrahlte, und daher apoptotische,
Ni"9"-B-Zellen eine Toleranz auch ohne die Anwesenheit von iNK T-Zellen induziert werden.
Aus diesem Befund kann zunachst der Schluss gezogen werden, dass die Bestrahlung von
Ni"9"-B-Zellen die Funktion von iNKT-Zellen ersetzt. Zusétzlich kann gefolgert werden, dass
INKT-Zellen lediglich fur die Apoptoseinduktion benttigt werden. Dieser Befund schlief3t
eine Uber die B-Zellapoptose hinausgehende Funktion der durch iNKT-Zellen ausgeschiitteten
Zytokine 1L-4 und IL-10 (Roelofs-Haarhuis et al. 2004) aus. Zuvor konnte gezeigt werden,
dass es nach ex vivo-Beladung mit NiCl, und y-Bestrahlung von B-Zellen unbehandelter
(Ni'-) Spender moglich war, in Wildtypempfanger eine Toleranz gegen Nickel zu
Ubertragen (Abb. 3.3.6.1). Diese Empfangermause besal3en iNKT-Zellen. In Abschnitt 3.4.3.
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wurde daher getestet, ob so behandelte B-Zellen fir die Toleranzibertragung iNKT-Zellen
benttigen. Wie in Abb. 3.4.3. dargestellt ist, war es nicht moglich, durch Ni-beladene und
bestrahlte B-Zellen unbehandelter Spender ohne iINKT-Zellen eine Toleranz zu induzieren.
Aus diesem Befund kénnen mehrere mdgliche Schltisse gezogen werden. Wahrscheinlich ist,
dass Nj"o"
IL-4 oder 1L-10 ausschiitten, die INKT-Zellen ersetzen. Diese Moglichkeit wird durch Daten

-B-Zellen nach der Apoptoseinduktion durch y-Bestrahlung ihrerseits Zytokine wie

von Gao et al. unterstiitzt. Diese zeigten, dass Lymphozyten rasch nach Apoptoseinduktion
IL-10 sezernieren (Gao et al. 1998).

4.6.2. Migration von NKT-Zellen und Regulation der FasLigand-Expression

Unter physiologischen Bedingungen besitzen NKT-Zellen wie andere Lymphozyten eine
niedrige Expression von FasLigand. Obwohl bekannt ist, dass iINKT-Zellen FasLigand-ver-
mittelte Apoptose in Tumorzellen induzieren kdnnen (Lisbonne et al. 2004), ist wenig Uber
die Regulation von FasLigand bekannt. Wie in Abschnitt 3.4.2 beschrieben, wird nicht die
FasLigand-Expression auf den NKT-Zelen reguliert. Stattdessen fihrten ale getesteten
intradermale Injektionen in die Flanke der Mause zu einer drei- bis funffachen Migration
FasLigand-exprimierender iNKT-Zellen in die drainierenden Lymphknoten und auch in die
Milz (Abb. 3.4.2). Dieser Einstrom zytotoxischer FasLigand-exprimierender iNKT-Zellen
konnte 24 Stunden nach Immunisierung beobachtet werden. Damit einhergehend konnte ein
Anstieg der Gesamtzahl von NKT-Zellen festgestellt werden. Die Zahl dieser Zellen sank 48
Stunden nach Immunisierung bereits unter die Ausgangszellzahl um 72 Stunden spéter zum
Ausgangsniveau zurickzukehren.

Ursprunglich wurde dieses Phanomen der rasch nach Aktivierung abnehmenden Zahl von
NKT-Zellen auf Apoptose zurtickgefihrt, ein dem von klassischen T-Zellen als ,, activation-
induced cell death” bekannter Mechanismus eine Immunreaktion zu limitieren (Crowe et al.
2003). Wie sich spédter herausstellte, regulieren NKT-Zellen nach Aktivierung den
T-Zellrezeptor herunter, so dass sie nicht mehr als NKT-Zellen sondern vielmehr als NK-
Zellen zu erkennen wéren, die den Marker NK.1.1 exprimieren aber keinen T-Zellrezeptor
besitzen (Crowe et al. 2003).

Wie aus Abb. 3.4.2. ersichtlich ist, zeigt der Influx FasLigand” NKT-Zellen in Milz und drai-
nierenden Lymphknoten die gleiche Kinetik. Im Vergleich zur Migration in die Lymphknoten
ist der Lymphozyteneintritt in die Milz nicht reguliert, was den Eintritt von NKT-Zellen in die

Milz erkldren kann.
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NKT-Zellen fuhren sowohl Funktionen der erworbenen Immunitdt wie auch an der ange-
borenen Immunitét aus (Kronenberg et al. 2002). Eine Voraussetzung einer erfolgreichen
Pathogenabwehr ist die schnelle Aktivierung von Zellen der angeborenen Immunitét, wie
NKT-Zellen. Es ist daher erklérlich, dass NKT-Zellen durch eine Vielzahl unterschiedlicher
Stimuli wie der getesteten Kochsalzinjektion aktiviert werden, bzw. zur Migration angeregt
werden. Aus der Literatur sind keine Daten einer vergleichbaren Migration von NKT-Zellen
bekannt. Es ist bleibt zu prifen, ob NKT-Zellen auch durch andere Traumata, wie durch

I njektionen verursachte Gewebsschaden zur Migration angeregt werden.

Letztlich bleibt der Ursprung der Milz und Lymphknoten infiltrierenden NKT-Zellen
ungeklart. Die grofdte Zahl iNKT-Zellen findet sich in der Leber (Emoto et al. 2003). Wie in
Abschnitt 3.4.3 dargestellt, sind bereits apoptotische Ni"9"-B-Zellen in der Lage auch ohne
iINKT-Zellen eine Toleranz zu induzieren. Dies bedeutet, die Funktion von iNKT-Zellen kann
tatsachlich auf die Zytotoxizitdt zurtickgefuhrt werden. Fur die Induktion der Toleranz durch
Ni"9"-B-Zellen werden iNKT-Zellen benétigt, welche IL-4 und IL-10 sezernieren kénnen
(Roelofs-Haarhuis et al. 2004). Aus der Literatur ist bekannt, dass durch NKT-Zellen
ausgeschittetes 1L-4 autokrin die FasLigand-Expression positiv reguliert (Kaneko et al.
2000). Daraus kann geschlossen werden, dass die von Roelofs-Haarhuis beschriebene I1L-4 /
IL-10 Produktion proximal der B-Zellapoptose agieren. Ob diese Zytokine die Balance

zwischen pro- und anti-apoptotischen Proteinen der Ni"9"

-B-Zellen zugunsten der Apoptose
verschieben, wie es die Aufregulation von bax nach Immunisierung mit NiCl,/H,O, (Abb.
3.3.2) zeigt, ist nicht bekannt. Hier sind durch die Verwendung von genetisch manipulierten
Mausstammen als NKT-Zellspender und der im Rahmen dieser Arbeit begonnenen B-Zell-

Proteomanalyse (siehe Abschnitt 3.5) weitere Erkenntnisse zu erwarten.

4.6.3. Wechselwirkungen von iNKT-Zellen und B-Zellen

NKT-Zellen sind fur ihre Fahigkeit bekannt, die Zytokine IL-4, 1L-10 und IFN-y auszu-
schitten. Es ist generell anerkannt, dass IL-4 und IFN-y teilweise gegensétzliche Funktionen
austiben und zueinander in antagonistischer Beziehung stehen. Dies bedeutet, dass die
Produktion dieser Zytokine klar reguliert sein muss. Wie Hayakawa et al. zeigten, waren
NKT-Zellen nach Stimulation des T-Zellrezeptors und CD40Ligand in der Lage IFN-y zu
sezernieren, die gleichzeitige Blockade von CD40 verhinderte die IFN-y Produktion

(Hayakawa et al. 2001). Eine der auffalligsten phanotypischen Veranderungen von Ni"9"-B-
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Zellen ist die stark herabgesetzte Expression von CD40. Es ist daher denkbar, dass die
herabgesetzte CD40-Expression auf Ni"9"-B-Zellen in iNKT-Zellen die Ausschiittung der
Th2-Zytokine 1L-4 und IL-10 anregt und die Ausschittung von IFN-y blockiert. Es ist
interessant zu erfahren, ob die Injektion von rekombinantem IFN-y die Toleranzinduktion
durch B-Zellen inhibieren kann. Gleichermal3en konnte durch gezielten Einsatz von B-Zellen
aus Zytokinrezeptor-defizienten Mausstdmmen ndheren Aufschluss Uber die Frage bringen,
welche Zytokine auf B-Zellen einwirken missen. So inhibiert IFN-y die Apoptose von
B-Zellen (Buschle et al. 1993) und fuhrt in B-Zellen zu anhaltender Expression des anti-
apoptotischen Proteins bcl-2 (Tangye et al. 1997). Des weiteren agiert IFN-y als B-Zell-
wachstumsfaktor und hebt durch eine negative Regulation von IL4-R die B-Zellapoptose-
induzierende Wirkung von IL-4 auf (Byron et al. 1991).

Wie Abb. 3.1.2 darstellt, weisen B-Zellen der “marginal zone" eine erhohte CD1d-Expression
auf. Diese MZ B-Zéllen sind in der , marginal zone* resident und sitzen dort in direkter
Umgebung zu den bereits erwadhnten dendritischen Zellen. Es ist bekannt, das MZ B-Zellen
fUr die Induktion der okularen Toleranz, dem sogenannten ACAID-Modell (siehe auch
Abschnitt 1.3.3) nétig sind, in dem sie dort mit INKT-Zellen interagieren (Faunce et al. 2001;
Sonoda et al. 2002). MZ B-Zellen sind es auch, welche nach vierwdchiger oraler Ni-Gabe
eine erhdhte CD1d-Expression aufweisen (Abb. 3.1.2). Ob diese kleine B-Zellsubpopulation
der Milz eine funktionelle Bedeutung hat, indem durch CD1d:TZR-Interaktion zwischen
diesen Zellen und iINKT-Zellen diese aktiviert werden, ist noch ungewiss. Im ACAID-Modell
konnte gezeigt werden, dass MZ B-Zellen Uber noch unbekannte Mechanismen Antigen von
immigrierenden antigenprésentierenden Zellen Ubernehmen. In diesem System wird ver-
mutlich Antigen auf B-Zell-CD1d an iNKT-Zellen prasentiert und diese daraufhin aktiviert.
Obwohl bislang einige wenige endogene CD1d-Liganden identifiziert wurden (Zhou et al.
2004), ist es fur die untersuchten Toleranzmodelle ebenso wie fur die ora induzierte
Nickeltoleranz noch véllig unklar, welche Antigene durch iINKT-Zellen tatséchlich erkannt

werden.

4.7. Sind die Mechanismen der Toleranzinduktion fur Nickel allgemeingultig ?

Die orale Gabe von Nickel induziert eine Toleranz, in dem B-Zellen, iNKT-Zellen und
dendritischen Zellen interagieren. Aus unterschiedlichen Griinden ist Nickel ein spezielles
Antigen und daher nicht ohne weiteres mit den vielfach studierten Proteinantigenen wie
Ovalbumin vergleichbar. Es drangt sich daher die Frage auf, inwiefern die Mechanismen der
Toleranzinduktion gegen Nickel auf andere Antigene Ubertragbar sind. Eine Besonderheit von
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Nickel ist die Fahigkeit an verschiedene Proteine und Zellen zu binden. Man kann davon
ausgehen, dass die Bindung von Nickel an B-Zellen und die Aufnahme durch diese poly- oder
sogar pan-klonal erfolgt, d.h. diese Zellen keine Spezifitét fir Nickel aufweisen, da Nickel in
der Lage ist, an unterschiedliche Aminosaurereste zu binden und so Proteine zu vernetzen
(Draeger et al. 2004). Eine weitere besondere Eigenschaft von Nickel ist die Verursachung
von DNA-Schéden und die Inhibition der DNA-Reparatur (Danadevi et al. 2004 und andere).
Einfach ausgedriickt, Nickel verursacht Schaden und blockiert deren Reparatur. Diese
Eigenschaft ist von Proteinantigenen nicht anzunehmen.

Die Senkung der Schwelle zur Apoptose fuhrt offenbar zur Beseitigung dieser Zellen auch im

Ruhezustand. Von diesem Umstand ist auszugehen, da Ni"%"

-Méuse nach vierwdchiger
Ni-Gabe, ohne immunisiert zu werden, Nickel-spezifische regulatorische T-Zellen besitzen
(Artik et al. 2001). Wahrscheinlich begiinstigt Nickel die Induktion der Toleranz durch eine
Verkirzung der Lebensspanne der B-Zellen. Die Genotoxizitét von Nickel, wie sie von
anderen Arbeiten nachgewiesen wurde, sowie die Inhibition von DNA-Reparaturmecha
nismen, worauf auch Ergebnisse der vorliegenden Arbeit hindeuten (in 4.2.1 diskutiert),
wurden zu diesem Effekt mal3geblich beitragen.

Die Bildung autoreaktiver, regulatorischer T-Zellen, aso Effektorzellen der Selbsttoleranz,
wird durch die Aufnahme apoptotischer Zellen und Préasentation durch DZ gesteuert. Es daher
recht wahrscheinlich, dass gealterte oder beschadigte Zellen, wie solche unter dem Einfluss
von NiCl,, zu diesem Prozess der Selbsttoleranz beitragen. Nickel bereitet B-Zellen offenbar
far die Apoptose vor, was einfach ausgedriickt, zu deren ,vorzeitiger Alterung* fuhrt — sie
werden vorzeitig al s apoptotische Zellen durch Phagozytose beseitigt.

Es kann davon ausgegegangen werden, dass die weiteren Schritte in der Bildung
regulatorischer Nickel-spezifischer T-Zellen, wie sie von Roelofs-Haarhuis et al. 2003
beschrieben wurden, den aus der Literatur beschriebenen, und in Abschnitt 4.5. diskutierten
Mechanismen entsprechen. Offenbar sind die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen
Mechanismen der Toleranzinduktion den Mechanismen der Selbst-Toleranz weitgehend
entsprechend. Eine Mdoglichkeit, die letztendlich formell bewiesen werden muss, ist das die
von anderen beschriebene Toxizitéat von Nickel und dessen Fahigkeit, den B-Zellphanotyp zu
modulieren, zur vorzeitigen Alterung der B-Zellen fuhrt. Die Eigenschaft an verschiedene
Proteine und Zellen zu binden, wiirde dementsprechend zu einer mit der Aufrechterhaltung
der Selbsttoleranz verbundenen Induktion einer auch gegen Nickel gerichteten Toleranz

fdhren.
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4.8. Modell einer von B-Zellen ausgehenden Toleranzinduktion gegen Nickel

Basierend auf den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Schritte der Toleranzinduktion
gegen Nickel, konnen diese in einem Modell zusammengefasst werden: Die erhthte Nickel-
exposition durch oral Gabe von NiCl, fuhrt in Ni""-B-Zellen zur stabilen Aufnahme von Ni-
lonen, welche intra- und extrazelluldr Proteinkomplexe bilden und so zur Formation von
Neoantigenen fuhren (Gleichmann et al. 1999). Die zellulare Nickelaufnahme fuhrt Uber die
Aufregulation von Fas sowie der Herabregulation von bcl-2, bcly sowie des kostimula-

torischen Molekiils CD40 zu einer Erhéhung der Apoptosesensibilitét dieser Zellen.

Induktion der Apoptose Aufnahme Prasentation an
apoptotischen Materials CDS8" und CD4" T-Zellen
Induktion von Treg-Zellen

CD4"
iNKT-Zelle

IL-4 0
l CD40L > !
Fas 10 CD1

¢ VY ¥

Ni-beladene
apoptotische Zellen

MHC-II

TZR

CD4" Treg

Ni-beladene,tolerogene B-Zelle
Apoptose-sensibilisiert:
FaShOCh, bCI—Zmedng, bClXInledng,CD40medng

Abb. 4.6. Modell der Interaktionen von iNKT-Zellen, B-Zellen und dendritischen Zellen fiur die
Induktion der Nickeltoleranz.

Die CD1-TZR-Interaktion zwischen Ni"9"-B-Zellen und iNKT-Zellen fihrt zur IL-4 und IL-10-Produktion
(links). Unter dem E|nflu[3 von IL-4 induzieren FasLigand-exprimierende iNKT-Zellen in bereits
Apoptose-sensiblen Ni hoh_B-Zellen Apoptose (links). Apoptotische B-Zellen werden daraufhin durch
dendritische Zellen der Milz phagozytiert (Mitte) und Ni-komplexierte Peptide dieser Zellen an CD4"
und CD8" T-Zellen prasentiert, was die Bildung regulatorischer T-Zellen zur Folge hat (rechts).

Wie bereits von anderen beschrieben wurde, werden CD4* iNK T-Zellen fir die Induktion der

Toleranz benétigt (Roelofs-Haarhuis et al. 2004). Die Interaktion zwischen den CD40

high

schwach exprimierenden und CD1d-positiven Ni"~-B-Zellen und dem T-Zellrezeptor der
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INKT-Zellen aktiviert diese und fuhrt zur Ausschittung von IL-4 und IL-10, wie esin Teilen
von Roelofs-Haarhuis et a. .gezeigt wurde (Roelofs-Haarhuis et al. 2004). Nicht bekannt ist,
welches Antigen durch B-Zellen auf den CD1-Molekilen présentiert wird und ob diese
CD1d-TZR-Interaktion der Ausléser fur die IL-4/IL-10-Produktion ist.

Die Funktion des durch iNKT-Zellen ausgeschitteten 1L-10 ist nicht klar. Moglich wére, dass
IL-10 auf dendritische Zellen einwirkt, in dem es die Reifung durch NiCl, und H,O, ver-
hindert. Fur IL-4 existieren in der Literatur Hinweise, dass IL-4 die FasLigand-Expression auf
NKT-Zellen autokrin aufreguliert (Kaneko et al. 2000).

Das Zusammenspiel dieser genannten Faktoren fiihrt zur beobachteten Apoptose von Ni™o"
B-Zellen. Ni"9"-B-Zellen werden daraufhin durch dendritische Zellen der Milz aufgenommen.
Hochstwahrscheinlich handelt es sich bei diesen um CD8o-exprimierende DZ, da nur diese
DZ-Population in der Lage ist, apoptotische Zellen zu phagozytieren (lyoda et al. 2002). Es
ist ebenfalls fir CD8o" DZ gezeigt worden, dass (iber sie tiber den Mechanismus der ,, cross-
presentation” die Differenzierung von CD8" und CD4" T-Zellen zu regulatorischen T-Zellen
bewirken (Sato et al. 2002). Diese T-Zellen sind es schliefdlich, welche in der Effektorphase
die Toleranz vermitteln. Von regulatorischen T-Zellen ist bekannt, dass die Funktion von
antigenprasentierenden Zellen durch die Inhibition von CD40 auf diesen Zellen inhibieren (Li
etal. 19992 Liu et al. 1999).
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5. Ausblick

Neben den in dieser Arbeit geschilderten Interaktionen von B-Zellen, dendritischen Zellen
und iINKT-Zellen in der Induktion der Nickeltoleranz, bleiben noch eine Reihe von Fragen

offen, die den Rahmen dieser Arbeit gesprengt hétten:

Das Migrationsverhalten der im untersuchten Modell beteiligten INKT-Zellen bleibt
grofdtenteils ungeklart. Es ist beispielsweise nicht untersucht, durch welche Mechanismen
iINKT-Zéellen in die Lymphknoten und Milz gelangen. Ebenso ist es bislang nicht geklart, wel-
chen Ursprung diese migrierenden iNKT-Zellen haben. Denkbar wére es, dass die Leber als
das Organ mit dem grofdten Anteil von NKT-Zellen einen abrufbaren Pool dieser Zellen
darstellt, von wo schliefdlich NKT-Zellen nach Stimulation in die lymphatischen Organen aus-
wandern und regulatorische Funktionen wahrnehmen. Es konnte noch nicht formell
nachgewiesen werden, dass iNKT-Zellen, B-Zellen und dendritische Zellen fir die Induktion
der Nickeltoleranz miteinander interagieren. In welchem anatomischen Bereich dies in der
Milz geschieht und ob diese Zellen dort Cluster bilden, ist noch unklar.

Die Untersuchung des Proteoms von Ni"%"

-B-Zellen und der, durch Immunisierung hervor-
gerufenen Veranderungen konnten im Rahmen dieser Arbeit nur begonnen werden. Durch die
Identifikation in Ni"9"-B-Zellen regulierter Proteine mittels Massenspektrometrie eréffnen
sich weitere Einblicke in die Beteiligung von B-Zellen am Prozess der immunologischen
Toleranz. Erméglicht werden insbesondere weitere Einblicke in die Funktionsweise von
Nickel, B-Zellen zu schadigen, und so fur die Apoptose zu sensibilisieren. Noch nicht geklart
werden konnte, ob orales Nickel die Lebensspanne der B-Zellen verkiirzt

Aus der dargestellten Arbeit ergeben sich Hinweise, dass B-Zellen der Milz-Randzone, der
sog. ,, marginal zone", an der Toleranzinduktion beteiligt sind, wie es im Modell der okular
induzierten Toleranz, dem ACAID-Modell gezeigt wurde. Welche Rolle die B-Zellen der

, marginal zone" fur die Toleranzinduktion spielen, bleibt offen.
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6. Zusammenfassung

Nickel wird in einer Vielzahl von Gegenstdnden des t&glichen Umgangs verarbeitet. In
industrialisierten Landern ist Nickel eine der hdufigsten Ursachen der allergischen Kontakt-
dermatitis beim Menschen, dennoch ist der grofde Teil der Bevolkerung nicht gegen Nickel
allergisch. Es wird angenommen, dass der orale Kontakt mit Nickel, beispielsweise Giber Auf-
nahme durch die Nahrung, eine immunologische Toleranz gegen dieses Schwermetall er-
zeugt.

In einem Tiermodell kann durch vierwdchige orale Gabe einer hohen Dosis von NiCl, eine
gegen Nickel spezifische Toleranz erzeugt werden, diese verhindert die Immunisierung und
damit die Auslosung einer allergischen Reaktion gegen Nickel. Diese Toleranz ist durch
Lymphozyten der Milz, und zwar sowohl durch T-Zellen a's auch durch B-Zellen auf syngene
Empfanger Ubertragbar. Wahrend die Toleranzinduktion durch sog. regulatorische T-Zellen
intensiv untersucht wird, ist Uber die Fahigkeit von B-Zellen zur Toleranzinduktion und die
zugrunde liegendenden M echanismen wenig bekannt.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Mechanismen der Toleranzinduktion durch B-Zellen
untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass die orale Verabreichung von Nickel zu einer Reihe
von phéanotypischen Veranderungen der B-Zellen fuhrt. B-Zellen dieser M&use wiesen eine
Dysregulation anti- und pro-apoptotischer Proteine auf, welche zu einer herabgesetzten
Schwelle der Apoptoseinduktion fuhrten.

Es wurde daher die Hypothese aufgestellt, dass Apoptose ein Mechanismus der
Toleranzubertragung durch B-Zellen ist. In der Tat konnten apoptotische B-Zellen ora
toleranter Méause nach Ubertragung in syngene Empfanger und Immunisierung mit
NiCl»/H,0, nachgewiesen werden.

Dendritische Zellen wurden durch die Ubertragung von tolerogenen B-Zellen in die Lage
versetzt, ihrerseits die Toleranz gegen Nickel in weitere Empfangertiere zu tbertragen. In der
vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass invariante NKT-Zellen durch die
FasLigand-vermittelte Apoptoseinduktion in B-Zellen an der Toleranzinduktion beteiligt sind.
B-Zellen oral-behandelter Tiere waren nach y-Bestrahlung in der Lage, auch in Abwesenheit
von iINKT-Zellen Toleranz zu induzieren, daher konnte die Funktion der iINKT-Zellen auf die
FasLigand-vermittelte Apoptose nduktion reduziert werden.

Die funktionelle Bedeutung der erniedrigten CD40-Expression der tolerogenen B-Zellen fur
die Toleranzinduktion wurden durch den Befund unterstrichen, dass B-Zellen aus
unbehandelten M&usen auch nach y—Bestrahlung nicht in der Lage waren, ohne die Hilfe von
INKT-Zellen Toleranz gegen Nickel zu induzieren. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurden Untersuchungen des Proteoms tolerogener B-Zellen begonnen. Die bislang vorlie-
genden Ergebnisse deuten auf eine durch orale Nickelverabreichung veranderte Expression,
die Apoptose- und Proliferation regulierenden, was die erhthte Apoptosesensibilitat dieser
Zéellen unterstrich.
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