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Der Entstehungsmechanismus von Autoimmunkrankheiten war bisher weitgehend
unbekannt. Ein vom Bundesministerium fur Bildung, Wissenschaft, Forschung und
Technologie (BMBF) seit 1990 mit 13 Mio. DM gefdrderter Forschungsverbund
von 20 Projekten brachte neue Aufschlisse.

Forschungserfolg: Erstmals Hinweise Uber Entstehung von
Autoimmunkrankheiten

An Autoimmunkrankheiten leiden Schatzungen zufolge bis zu 5 Prozent aller
Erwachsenen in Europa und den USA. Das Krankheitsbild:

Eine Storung des Immunsystems fuhrt zu Entzindungen in verschiedenen
Organen des Koérpers. Einmal aufgetreten, bleiben sie mit wechselnder Starke
meist lebenslang bestehen. Solche chronischen Entzindungen kdnnen bis zur
Zerstorung der betroffenen Organe fuhren. Zu den von Autoimmunprozessen
ausgelosten Krankheiten gehdren so unterschiedliche Krankheitstypen wie
Diabetes, Multiple Sklerose und rheumatische Erkrankungen.

Der Entstehungsmechanismus von Autoimmunkrankheiten war bisher
weitgehend unbekannt. Ein vom Bundesministerium fur Bildung,
Wissenschaft, Forschung und Technologie (BMBF) seit 1990 mit 13 Mio. DM
geforderter Forschungsverbund brachte neue Aufschlisse.

Krankheitsmechanismus erforscht

Bisher war weitgehend unbekannt, wie diese Stdérungen des Immunsystems
ablaufen. Ein Projekt des vom BMBF geférderten Forschungsverbundes
"Autoimmunitatsforschung” fand heraus, wie die Schwermetalle Quecksilber
oder Gold eine Stérung des Immunsystems ausldsen konnen:

Eine Schlusselrolle spielt nach heutigem Wissensstand eine bestimmte Gruppe
weil3er Blutkdrperchen, die T-Lymphozyten. Normalerweise schitzen sie
zusammen mit anderen Immunzellen den Organismus vor eindringenden
Bakterien und Viren. Es gibt jedoch T-Lymphozyten, die sich ,verirren” und
korpereigene Zellstrukturen angreifen. Im gesunden Korper wird ein Grol3teil dieser
defekten Zellen durch einen Selbstzerstérungsmechanismus ausgeschaltet oder
durch  verschiedene Kontrollmechanismen ruhig gestellt. Anders bei
Autoimmunkrankheiten:

Fehlgesteuerte T-Zellen werden aktiv und greifen kérpereigenes Gewebe an.



GrolRer Forschungserfolg

Was diesen Angriff auf das ,Selbst" auslést, ob dul3ere Faktoren oder Prozesse
im Korper, konnte bei den meisten Autoimmunkrankheiten nur vermutet werden.
Unklar war auch, welche kdrpereigenen Moleklile vom Immunsystem fehlgeleitet
werden. Die  Beobachtung, dass bestimmte Schwermetalle eine
Autoimmunerkrankung auslosen kodnnen, ist deshalb ein Glicksfall. Ernst
Gleichmann und seine Mitarbeiter von der Universitat Dusseldorf entdeckten,
dal3 die Behandlung eines Antigens mit Gold- bzw. Quecksilbersalzen in Mausen
die Immunantwort gegen dieses Antigen verandert. Antigene sind korperfremde
Stoffe. Wahrend ohne Gabe von Schwermetallsalzen der richtige Teil des Antigens
von T-Zellen angegriffen wird, reagiert das Immunsystem nach einer Behandlung
mit Gold oder Quecksilber verstort. Es greift auch Teile des Antigens an, die nicht
bekampft werden sollten. Der Grund:

Schwermetalle 16sen eine chemische Verdnderung des Antigens aus. Die T-
Zellen konnen das urspriungliche Antigen nicht mehr erkennen. Es wird
vermutet, dass dieser Mechanismus auch fur das Entstehen von
Autoimmunkrankheiten verantwortlich ist.

Neue Behandlungsstrategie méglich

Viele Medikamente zur Behandlung von Rheuma enthalten Goldsalze, da sie
eine heilenden Wirkung auf die rheumatische Arthritis austiben.

Bei 20 Prozent der so behandelten Rheumapatienten treten Entzindungen als
unerwinschte Nebenwirkungen auf. Wahrscheinlich sind sie auf die
beschriebenen Autoimmunprozesse zurickzufihren. Allerdings sind auch die
anderen verfugbaren Medikamente zur Rheumabehandlung mit deutlichen
Nebenwirkungen verbunden, so dass alternative Behandlungsmaoglichkeiten
deshalb begrenzt sind. Aufgrund der neuen Erkenntnisse kdnnen Forscher
aber neue Strategien fir eine wirkungsvollere Behandlung von
Autoimmunkrankheiten entwickeln.

Bundesministerium far Bildung, Wissenschaft, Forschung und Technologie
Pressereferat

HeinemannstraRe 2 53175 Bonn Telefon: 0228 - 57 - 2040/3037 Telefax:
0228 - 57 - 2548

Weitere Infos: Dr. Richard Mitreiter Projekttrager "Arbeit, Umwelt und
Gesundheit"(AUG) des BMBF

SudstralRe 125 53175 Bonn Telefon.:0228-38 21 — 177 Telefax: 0228 -
3821 -257



SCHLUSSBERICHT ZU DEM FORTSETZUNGSANTRAG ,ENTSTEHUNG VON
AUTOIMMUNKRANKHEIT NACH EXPOSITION GEGENUBER QUECKS ILBER
BZW. GOLDSALZEN: CHARAKTERISIERUNG DER AN DEN T-
ZELLREAKTIONEN BETEILIGTEN SELBSTPROTEINE"

(KENNZEICHEN Ol KD 89030)

A.l. Aufgabenstellung

A.l.1. Durch Quecksilber (Hg) induzierbare skleroder  mieartige
Autoimmunkrankheit bei der Maus

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

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

(2) Werden die entsprechenden Antigene bereits normalerweise von
antigenprasentierenden Zellen (APZ) exprimiert oder erst nach Zellstrel3?

(3) Welches sind intrazellulare Primarlasionen unter dem Einflul3 von Quecksilber?

(4) Welche Epitope des Kernproteins Fibrillarin werden von ,Hg-spezifischen" und
welche von autoreaktiven CD4+ T-Zellen erkannt?

(5) Lalt sich das fir die 0. g. Frage erforderliche Maus-Fibrillarin rekombinant
herstellen, wodurch die mihsame, aufwendige Isolierung dieses Proteins aus
Mauszellen Uberflissig wirde?

(6) Reagieren diejenigen Mausstamme, die eine genetische Pradisposition
hinsichtlich der durch Quecksilber induzierbaren Autoimmunkrankheit aufweisen,
vorzugsweise mit ihren Th2-Zellen, wahrend die resistenten Stamme vorzugsweise
mit ihren Th1-Zellen reagieren?

(7) Gibt es Unterschiede in der Toxikokinetik des Hg Stammen, die fur die Hg-
induzierte Autoimmunkrankheit empfanglich sind, und denen, die hierflir resistent
sind?

A.1.2. Proteinverdnderungen durch Gold(lll), denre  aktiven Metaboliten des
Gold(l)

(8) Gibt es Unterschiede in der Toxikokinetik von Gold zwischen Stammen, die fur
die Gold-induzierte Autoimmunkrankheit empféanglich sind, und den Stammen, die
hierfar resistent sind?



(9) L&aRt sich die Bildung von Gold(lll) unter dem Einflul3 einer Mischung aus
Myeloperoxidase und H20O, nachweisen, aus der bekanntlich das starke
Oxidationsmittel Hypochlorit (HOCI) oder Bleiche entsteht.

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

(11)Welches sind die durch Gold(HI) veranderten (Selbst-)Proteine bzw. Peptide?
(12)Induziert Gold(lll) die Prasentation kryptischer Peptide auf APZ?

(13)Gibt es Kreuzreaktionen ,Gold(lll)-spezifischen" T-Zellen mit anderen
sensibilisierenden Metallionen?

A.ll. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durc  hgeflhrt wurde

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

A.lll. Planung und Ablauf des Vorhabens

Das Vorhaben konnte im grof3en und ganzen wie geplant durchgefihrt werden. In
einigen Details jedoch kam es zu Abweichungen: So kam es infolge Ausscheidens
(aufgrund des Hochschulrahmengesetzes) der wichtigen Mitarbeiterin, Frau Dr.
Kubicka-Muranyi, JZu grof3en Verzbgerungen, insbesondere was die Herstellung und
Analyse von CD4" T-Zell- hybrldomen mit Spezifitat fur Fibrillarin betrifft. Ferner
gelang es uns bisher nicht, CD4" T-Zellhybridome mit ,Spezifitat fur Gold(I11)"
herzustellen.

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

In den seltenen Fallen systemischer Autoimmunkrankheiten, wie z.B. des SLE und
der Sklerodermie, in denen ein atiologisches Agens identifiziert werden konnte, war
dies immer eine Chemikalie. Die einzigen Tiermodelle, in denen sich eine
systemische Autoimmunkrankheit durch Verabreichung eines chemischen
Fremdstoffes induzieren |ai3t, sind die systemischen Autoimmunkrankheiten, die bei
genetisch empfanglichen Ratten-und Mausestdmmen nach Gabe von
Quecksilberverbindungen bzw. Gold(l)-Antirheumatika entstehen. Hierzu wurden von
der eigenen Gruppe wichtige Vorarbeiten geleistet.

A.IV.1. Vorarbeiten zur experimentellen Induktion e  iner systemischen
Autoimmunkrankheit durch Quecksilber

- Das Kernprotein Fibrillarin wurde als herausragendes Ziel der durch
Quecksilber induzierbaren Autoimmunkrankheit i in H-25-Mausen identifiziert.
Sowohl spezifische Autoanti-kérper als auch CD4" T-Zellen gegen dieses
Kernprotein wurden nachgewiesen. Interessanterweise bilden auch Patienten
mit idiopathischer Sklerodermie Autoantikdrper gegen Fibrillarin; die
Feinspezifitat dieser Autoantikorper ist identisch mit der im Quecksilbermodell
bei der Maus beobachteten [LUbben et al., 1994].

- Aus den Vorarbeiten war bekannt, daf3 d|e fir die quecksilberinduzierte
Autoimmunkrankheit empfanglichen H-2°-M&use vorzugsweise mit Th2-Zellen



auf die Quecksilberbelastung reagierten. Nicht nachgewiesen war die
Vermutung, dal3 die resistenten H-2 -Stamme dagegen mit einer
praferenziellen Thl-Antwort reagieren.

Uber intrazellulare Primarlasionen in der praimmunologischen Phase der
guecksilberinduzierten Autoimmunkrankheit war gar nichts bekannt.

A.IV.2. Vorarbeiten zur experimentellen Induktion e  iner Autoimmunkrankheit
durch Gold

Es ist ein Mausmodell zur Induktion unerwiinschter Nebenwirkungen von

Gold(l) etabliert worden.

Dabei wurde entdeckt, dal? es unter einer mehrmonatigen Gold(l)-
Behandlung im Mausmodell zur Biooxidation des Gold(l) zu Gold(l1) kommt.
Der anatomische Ort, an dem diese Biooxidation stattfindet, war nicht bekannt,

aber Makrophagen kamen als Kandidatzellen hierfur in die engere Wahl.

Es wurde nachgewiesen, dal’ es in vivo zu spezifischen T-Zellreaktionen
gegen den reaktiven Metaboliten Gold(lll) kommt, nicht aber gegen die nur

mafig proteinreaktive Muttersubstanz Gold(l).

Es wurden CD4" T-Zellhybridome etabliert, die spezifisch auf Rinder-RNase
reagierten, wenn diese mit dem reaktiven Metaboliten Gold(lll) vorbehandelt
worden war. Gegen welche Epitope (Peptide) dieses Proteins die T-Zellen

reagierten, war unbekannt.

A.IV.3. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

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

Dr. Kazuo Takahashi, Clinic of Dermatology, University of Yokohama, Japan,

der im Jahr 1994 als Postdoc an den Experimenten zu Gold(lll) mitarbeitete.

Prof. H. Kaibacher, Forschungszentrum der Medizin und
Naturwissenschaften an der Universitat Tubingen, der sich Uberlappende

Peptide der Rinder-RNase synthetisierte, was es uns ermoglichte, das genaue



Peptid (Epitop) zu identifizieren, gegen das ,,Gold(ll1)-spezifische" T-Zellen

reagieren.

Dr. P. Hemmerich, Institut fur Molekulare Biotechnologie, Jena, der in
Zusammenarbeit mit Dr. A. von Mikecz, MIU, die cDNA murinen Fibrillarins in
Expressionsvektoren klo-nierte und rekombinantes Fibrillarin in E. coli

herstellte.

B.l. Darstellung der erzielten Ergebnisse

B.l.1. Zu den unter A.l. aufgefiihrten Fragen wurden  folgende Resultate erzielt:

Quecksilber

(1) Welche Antigene induzieren und unterhalten die durch Quecksilber

(2)

induzierbare, T-zellabhangige Autoimmunkrankheit? Als herausragendes
Zielantigen der Autoimmunantwort wurde das Fibrillarin identifiziert,
aulRerdem auch noch, wenngleich in viel geringerem Mal3e, Historie. Ferner
wurde gefunden, dafd kurz nach Beginn der Quecksilberbelastung eine
Vielzahl verschiedener Selbstproteine (alle, die untersucht wurden)
immunogen gemacht wurden. Diese waren aber nur dann immunogen fur die
T-Zellen, wenn sie aus quecksilberbelasteten Mausen prapariert wurden,
nicht aus unbehandelten Mausen. Bei Fibrillarin verhielt sich dies anders: Zu
Beginn der Quecksilberbelastung war hauptsachlich das mit Quecksilber
vorbehandelte Fibrillarin immunogen, spater dagegen war auch, und zwar
besonders, das native Fibrillarin Ziel der Autoimmunantwort von T- und B-

Zellen.

Werden die entsprechenden Antigene bereits normalerweise von
antigenprasentierenden Zellen (AP Z) exprimiert oder erst nach Zellstre3?
Die Untersuchung dieser Frage muf3te dadurch unterbrochen werden, dal3
Frau Dr. Kubicka-Muranyi das Institut verlassen mufdte und aul3erdem die
von ihr hergestellten CD4" T-Zellhybridome mit der Zeit ihre Spezifitat
verloren. Neue T-Zellhybridome mit Spezifitat fur Fibrillarin sollen hergestellt
werden, sobald es gelungen ist, ausreichende Mengen an rekombinantem

Fibrillarin der Maus zu produzieren.



®3)

(4)

(5)

(6)

(7)

Welches sind intrazelluléare Primarlasionen unter dem Einfluf3 von
Quecksilber? Ein ganz neuartiger Befund ist, dal3 es unter
Quecksilberbelastung einer humanen Epithel-zellinie (Hep-2) zur Dislokation
des Fibrillarins, das in unbehandelten Zellen ausschlief3lich im Nukleolus
lokalisiert ist, aus dem Nukleolus in das Nukleoplasma kommt. Im
Nukleoplasma kolokalisiert das dislozierte Fibrillarin mit dem 20S Proteasom
(A. von Mikecz et al., unveréffentlichte Ergebnisse), das bekanntlich ein
Enzym der Antigenprozessierung fur den MHC-Klasse-I Prasentationsweg an
T-Zellen darstellt.

Welche Epitope des Kernproteins Fibrillarin werden von ,Hg-spezifischen"
und welche von autoreaktiven CD4" T-Zellen erkannt? Auch diese Frage
konnte bis jetzt aus den 0.g. Griinden noch nicht beantwortet werden.

Laft sich das fur die 0. g. Frage erforderliche Maus-Fibrillarin rekombinant
herstellen, wodurch die mihsame, aufwendige Isolierung dieses Proteins aus
Mauszellen Gberflussig wirde? Die cDNA fur Maus-Fibrillarin konnte mittels
gerichteter Polyme-rasekettenreaktion (PCR) in Expressionsvektoren kloniert,
rekombinantes Protein in E. coli hergestellt und biochemisch reinst
aufgereinigt werden (P. Hemmerich, A. von Mikecz, unverdoffentlichte
Ergebnisse). Zur Zeit wird an der Optimierung der Proteinexpression zwecks

Herstellung von rekombinantem Fibrillarin in mg-Mengen gearbeitet.

Reagieren diejenigen Mausstamme, die eine genetische Pradisposition
hinsichtlich der durch Quecksilber induzierbaren Autoimmunkrankheit
aufweisen, vorzugsweise mit inren Th2-Zellen, wéahrend die resistenten
Stamme vorzugsweise mit ihren Thl-Zellen reagieren? Dal} die resistenten
H-2%-Mause in der Tat mit einer praferenziellen Thl-Antwort auf eine
Quecksilberbelastung reagieren, konnte experimentell bestétigt werden [Doth
et al., 1997].

Gibt es Unterschiede in der Toxikokinetik des Hg zwischen Stammen, die fur
die Hg-induzierte Autoimmunkrankheit empfénglich sind, und denen, die
hierfur resistent sind? Eine ausfuhrliche Untersuchung der Toxikokinetik von
Hg in mehreren Organen verschiedener Maus-Inzuchtstamme wurde

durchgefuhrt. Interessanterweise wurde gefunden, dal3 die fur die



guecksilberinduzierte systemische Autoimmunkrankheit pradisponierten H-
25-Mause signifikant viel mehr Hg in ihren Milzen akkumulierten als die

resistenten H-29-Stamme [Griem et al., 1997].

Gold

(8)

9)

Gibt es Unterschiede in der Toxikokinetik von Gold zwischen Stammen, die
fur die Gold-induzierte Autoimmunkrankheit empfanglich sind, und den
Stdmmen, die hierfir resistent sind? Es wurde eine ausfuhrliche Toxikokinetik
von Gold in verschiedenen Maus-Inzuchtstammen durchgefihrt. Dabei zeigte
sich interessanterweise, daf3 der fur die Autoimmunantwort pradisponierte H-
25-Stamm signifikant viel mehr Gold in seinen Makrophagen akkumulierte als

ein resistenter Stamm [Tonn et al., 1994].

Laft sich die Bildung von Gold(lll) unter dem Einflul3 einer Mischung aus
Myeoloperoxidase und H,O, nachweisen, aus der bekanntlich das starke
Oxidationsmittel Hypochlorit (HO CI) oder Bleiche entsteht? Dieser

Nachweis konnte im zellfreien Milieu erbracht werden [Shaw et al., 1994].

(10) Laft sich nachweisen, dal3 die Biooxidation von Gold(l) zu Gold(HI) in

Makrophagen stattfindet? Auch dieser Nachweis konnte erbracht werden.
Und zwar wurden zum Nachweis des sehr reaktiven, kurzlebigen Gold(lll) T-
Zellen mit ,Spezifitat far Gold(lIl)" eingesetzt; diese Zellen weisen nicht direkt
Gold(lll) nach, sondern seine ,Ful3spuren” auf - bisher unbekannten -
Selbstproteinen der Makrophagen [Goebel et al., 1996].

(11) Welches sind die durch Gold(I11) veranderten (Selbst-)Proteine bzw.

Peptide? Diese konnten bisher nicht identifiziert werden, da es bisher nicht

gelang, CD4" T-Zellhybri-dome mit ,Spezifitat fiir Gold(lIl)" zu etablieren.

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

der mit dem Protein Rinder-RNase durchgefihrten Versuche kann diese

Frage eindeutig bejaht werden [Griem et al, 1996].

(13) Gibt es Kreuzreaktionen der ,,Gold(lll)-spezifischen” T-Zellen mit anderen

sensibilisierenden Metallionen? In der Tat wurde gefunden, dal3 diejenigen
CD4'T-Zellhybri-dome, die spezifisch gegen kryptische Peptide der RNase



reagierten, wenn diese mit Gold(lll) vorbehandelt worden war, auch gegen
diese kryptischen Peptide reagierten, wenn diese mit Palladium(IV),
Palladium(ll) oder Nickel(lll) vorbehandelt wurden [Panthel et al., Manuskript
in Vorbereitung]. Definitionsgeman haben die sog. kryptischen Peptide das
atiologische Agens (die Chemikalie), welches ihre Prasentation auf APZ
veranlal3te, nicht an sich gebunden. Der chemische Fremdstoff denaturiert
stattdessen das Protein derart, dafl3 es anders prozessiert wird und kryptische
Peptide ausgeschnitten und auf MHC-Molekllen prasentiert werden. Somit
sind also die sogenannten ,Gold(lll)-spezifischen" T-Zellen gar nicht gegen
Gold(lln) als Epitop gerichtet, sondern gegen kryptische Peptide, und sie sind
deshalb - streng genommen - als autoimmun zu betrachten. Mit anderen
Worten, bei den durch sensibilisierende Schwermetallionen hervorgerufenen
unerwinschten Immunreaktionen braucht kein Unterschied zwischen einer
allergischen und einer autoimmunen T-Zellreaktion zu bestehen [8, 15].
Diese neue Erkenntnis reflektiert auch klinische Beobachtungen, dal3 es oft-
mals keinen scharfen Unterschied zwischen allergischen und autoimmunen

Reaktionen auf chemische Fremdstoffe gibt.

B.1.2. Darstellung des erzielten Erkenntnisgewinns u  nd des voraussichtlichen
Nutzens der Ergebnisse

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

Gleichfalls von grundsatzlicher Bedeutung ist die Immunisierung gegen
kryptische (Selbst-)Peptide unter dem Einflul3 von Schwermetallionen, wie hier
am Beispiel des nuklearen Selbstproteins Fibrillarin (unter dem Einfluf3 von
Quecksilber) und des Modellproteins Rinder-RNase (unter dem Einfluf von
verschiedenen Schwermetallionen) nachgewiesen. - Eine wichtige Erkenntnis
im Hinblick auf die Entstehung unerwiinschter Immunreaktionen gegen
chemische Fremdstoffe ist, daf} die entsprechenden Primarlasionen offenbar
in APZ ablaufen oder ablaufen kdnnen. Dies betrifft hier die abnormale
Prasentation des Kernproteins Fibrillarin auf Makrophagen
guecksilberbehandelter Mause [Kubicka-Muranyi et al., 1995] und die in
Makrophagen stattfindende Biooxidation des nur maRig proteinreaktiven
Gold(l) in das hochreaktive Gold(lll) [Goebel et al., 1996]. Auch die unter dem
Einflu? von Quecksilber beobachtete abnormale Dislokalisation des
Kernproteins Fibrillarin und bereits im Zellkern stattfindende Kolokalisation mit
Enzymen der Antigen-prozessierung (Proteasomen) kdnnte hierher gehéren,
wenngleich sie bislang nur in einer humanen Epithel-Zellinie beobachtet wurde
[von Mikecz et al., in Vorbereitung].
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