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Zusammenfassung

Bei Allergien und Autoimmunerkrankungen, einschlieBlich der durch Chemikalien, wie z.B. HgCl,,
hervorgerufenen, nehmen CD4"-T-Lymphozyten eine Schlsselstellung ein. T-Zellen kénnen jedoch
nicht gegen Chemikalien als solche reagieren, sondern nur gegen MHC-assoziierte Peptide. Fiur das
Verstandnis unerwiinschter Immunreaktionen gegen Chemikalien sind die Mechanismen der
Antigenprozessierung und -prasentation (pradimmunologische Phase) aufzuklaren, nach denen
Chemikalien (Selbst-)Proteine verandern, so daB sie immunogen werden. In Mausen mit dem H-2°
Haplotyp lielen sich durch HgCl,-Belastung Autoantikorper gegen die Kernproteine Fibrillarin und
Histon induzieren, wie sie - aus unbekannter Ursache - auch bei systemischen
Autoimmunkrankheiten des Menschen beobachtet werden. Aus diesen Mausen konnten CD4" T-
Zellhybridome mit Spezifitat fur diese Kernproteine isoliert werden. Wéhrend einige der T-Zellklone
die Kernproteine nur erkannten, wenn diese mit HgCl, vorbehandelt (denaturiert) wurden, reagierten
andere gegen die unverdnderten Kernproteine. Diese autoimmunen T-Zellklone erkannten offenbar
sog. kryptische Peptide der Kernantigene auf den antigenprasentierenden Zellen HgCl,-behandelter
Méuse. Offensichtlich kommt es durch die HgCl,-Belastung zu einer abnormen Expression dieser
kryptischen Selbstpeptide und somit zu autoimmunen T- und B-Zellreaktionen. Die geplante
Feinanalyse der Spezifitdt der beschriebenen T-Zellhybridome stie} zunéchst auf technische Pro-
bleme, die auf einem Mangel an biochemisch aufgereinigten Kernproteinen der Maus als bendtigten
Antigenen beruhen. Das Kernantigen Fibrillarin der Maus wurde daher als rekombinantes Protein in
Bakterien exprimiert. Zusétzlich wurde damit begonnen, die immunologischen Auswirkungen einer
HgCl,-Behandlung auf ein weiteres Selbstprotein der Maus, das Cytochrom C, zu untersuchen, da
dieses kommerziell erhéltlich und hinsichtlich seiner kryptischen und dominanten Peptide gut
charakterisiert ist. Eine Aktivierung von autoreaktiven T-Zellen gegen Cytochrom C nach
Immunisierung gegen Cytochrom C plus HgCl, konnte zwar gezeigt werden, war jedoch nicht in
allen Experimenten reproduzierbar. Es konnte gezeigt werden, daR B10.D2 (H-2") Méuse keine Non-
responder beziiglich einer HgCl, -Exposition sind, sondern mit einer Th1-Antwort reagieren, die zu
einer Interferon-y vermittelten Suppression der Antikorperproduktion fiihrt.
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Summary

CD4" T-lymphocytes play a key role in allergies and autoimmune diseases, including those elicited
by chemicals, e.g. HgCl,. However, T cells do not react against chemicals directly, but in the context
of MHC-associated peptides. Better understanding of adverse immune reactions against chemicals
will be achieved by elucidating the mechanisms of antigenprocessing and antigenpresentation
(preimmunological phase), where chemicals may alter self-proteins and thereby render them
immunogenic. Chronic HgCl, treatment of H-2° mice induces formation of autoantibodies to the
nuclear proteins fibrillarin and histone; identical autoantibodies occur in human systemic



autoimmune disease of unknown etiology. We were able to prepare CD4" T cell hybridomas from
these mice which reacted to the nuclear proteins mentioned. While some of these T cell clones
reacted only to the nuclear proteins when pretreated with HgCl,, others recognized the nuclear
proteins not pretreated with HgCl,. Indirect evidence indicated that the latter autoimmune T cells
reacted to cryptic peptides of the nuclear antigens that were presented by antigen-presenting cells of
HgCl,-treated mice. Apparently, HgCl, treatment leads to abnormal presentation of cryptic self-
peptides of these nuclear antigens on antigen-presenting cells and, hence, to autoimmune T and B cell
responses. Analysis of the fine specificity of these T cell clones proved to be technically difficult,
mainly because of insufficient supply of the murine nuclear proteins as antigens. Therefore, we
expressed recombinant mouse fibrillarin in a bacterial expression system. In addition, we started to
analyze the effects of chronic HgCl, treatment of mice on T cell recognition of another self-protein,
cytochrome C, because this is commercially available its dominant and cryptic peptides have been
identified. We showed the activation of autoreactive T cells against cytochrom C after immunization
with cytochrome C plus HgCl,, however this result was not reproducible in all experiments. We
demonstrated that B10.D2 (H-2%) mice are not non-responders against HgCl, exposure, but build a
Th1 response which leads to a interferon-y-mediated suppression of the antibody production.

A. EINLEITUNG

Die Atiologie und initiale Pathogenese von systemischen Autoimmunerkrankungen sind unbekannt.
Ansatzpunkte zur besseren Erforschung dieser Krankheiten liefern Einzelfallbeschreibungen und
Tiermodelle, in denen systemische Autoimmunerkrankungen nach Exposition mit chemischen
Fremdstoffen entstehen [Dayan, A.D. et al., 1990]. Das Schwermetall Quecksilber befindet sich nicht
nur im Mittelpunkt der aktuellen Diskussion zur Toxizitat von Zahnamalgamen, sondern induziert im
Tiermodell auch Autoimmunerkrankungen. Da Autoimmunerkrankungen chronisch sind und 5% der
Bevolkerung in den Industriestaaten betreffen, stellt die Erforschung der molekularen,
maoglicherweise durch anthropogene Fremdstoffe bedingten Ursachen dieser Erkrankungen eine der
zentralen Fragestellungen in der biomedizinischen Forschung dar. So wurden u.a. Patienten
beschrieben, bei denen eine SLE- oder sklerodermieartige Autoimmunkrankheit nach Belastung mit
Quecksilber auftrat, und im Tiermodell (Mause, Ratten) induzieren Quecksilbersalze T-zellabhangige
Autoimmunreaktionen [Reuter, R., et al., 1989; Kubicka-Muranyi; M., et al., 1996]. Gibt man HgCl,
zu Kulturen mononukledrer Zellen des peripheren Blutes sensibilisierter Patienten, so kommt es fast
stets zu einer starken T-Zellproliferation [Nordlind, K., and Liden, S., 1993]. Neue Befunde bei der
Maus [Jiang, Y. and Méller, G., 1995; Kubicka-Muranyi, M., et al., 1995] lassen vermuten, dal3 es
sich hierbei nicht, wie bisher angenommen, um einen mitogenen Effekt von Hg(ll) handelt, sondern
um spezifische T-Zellreaktionen gegen Komplexe von Hg(ll) und Selbstproteinen. Aus diesen
Beobachtungen ergibt sich die Frage, Uber welchen Pathomechanismus die Belastung mit dem
Schwermetall Hg zu Autoimmunreaktionen fiihren kann. Aufgrund theoretischer immunologischer
Uberlegungen ist anzunehmen, dafR diese Autoimmunreaktion nicht mit der Autoantikérperbildung
durch B-Lymphozyten beginnt, sondern auf der Ebene der T-Zellen ihren Anfang nehmen muf.

Identifikation der Selbstpeptide, die den quecksilberspezifischen CD4*-T-Lymphozyten présentiert
werden

CD4"-T-Lymphozyten nehmen in der Pathogenese von Allergien und Autoimmunerkrankungen -
auch der chemisch induzierten - eine zentrale Rolle ein. Auf welche Weise allerdings CD4"-T-Zellen
durch Chemikalien aktiviert werden, ist kaum bekannt, denn T-Zellen kénnen grundsatzlich nicht
gegen Chemikalien als solche reagieren, sondern nur gegen kurze Peptide, die ihnen - im Falle der
CD4"-Zellen - auf MHC-II-Molekiilen prasentiert werden. Die durch sensibilisierende Chemikalien
immunogen gemachten Selbstproteine bzw. -peptide, sind noch nicht identifiziert. Die klassischen™
Haptene, wie Trinitrophenylderivate, binden kovalent an Proteine bzw. Peptide. Im Gegensatz zu
diesen bilden Metallionen mit Proteinen und Peptiden Komplexe, d.h. nichtkovalente Bindungen an
mindestens zwei oder — im Falle von Hg(ll) — maximal vier Liganden (= Aminosaureketten). Diese
Metall-Peptid-Komplexe sind in der Regel weniger stabil als eine kovalente Bindung und kdnnen
z.B. durch eine Ligandenaustauschreaktion unter Freisetzung des Peptids abgeldst werden.




Aufklérung der prdimmunologischen Prozesse, die zur Quecksilber-induzierten Autoimmunitit
fiihren

Bei bestimmten Mausstammen flhren niedrige Dosen von HgCl, nach der Aktivierung von T-Zellen
auch zur Produktion antinukledrer Autoantikérper (ANA). Wichtige induzierte antinukledre
Autoantikdrper sind hierbei solche gegen das nukleoldre Protein Fibrillarin [Hultmann et al., 1989,
Reuter et al., 1989], das mit kleinen nukleoldaren RNAs (snoRNASs) zum U3-Partikel komplexiert.
Antinukleoldre Autoantikérper (ANolA) gegen Fibrillarin  werden auch bei Patienten mit
Sklerodermie, einer systemischen Autoimmunkrankheit, gefunden. Die Zielregionen (Epitope)
innerhalb des Fibrillarin-Molekils, die von idiopathischen humanen ANolA erkannt werden,
stimmen mit denen der chemisch induzierten murinen antinukleéren Antikorper berein [Libben et
al., 1996]. Diese antinukledren Antikérper eignen sich nicht nur hervorragend als Werkzeuge fur die
Zellbiologie, im Gegensatz zu anderen verfligbaren Tiermodellen ist bei der quecksilberinduzierten
Autoimmunitédt das Zielantigen der Immunantwort bekannt. Daher eignet sich das murine HgCl,-
Modell zur Aufklarung der praimmunologischen/zellbiologischen  Prozesse, die die
Autoimmunantwort in Patienten initiieren. Neuere Ergebnisse weisen darauf hin, dal Quecksilber
direkt mit dem Selbstprotein Fibrillarin interagieren kann und dadurch dessen molekulare und
antigene Eigenschaften verandert [Pollard et al., 1997].

B. QUECKSILBER-BELASTUNG IN VIVO UND IN VITRO
B.l. Fragestellungen

1. Welche Bestandteile (Peptide) des Cytochrom C/Fibrillarins werden von den autoreaktiven
CD4" T-Zellen erkannt? Da kryptische Peptide von korpereigenen Proteinen normalerweise nicht im
Immunsystem prasentiert werden, kann gegen sie auch keine immunologische Toleranz ausgebildet
werden. Kommt es zur Prasentation derartiger kryptischer Peptide auf antigenprasentierenden Zellen,
kann eine autoimmune T-Zellreaktion beginnen. Solange rekombinantes Fibrillarin nicht in den fur
dieses Versuche bendtigten Mengen zur Verfugung steht, soll untersucht werden, wie HgCl, die
Immunogenitat des Modellproteins Cytochrom C verdndern kann, d.h. ob es zur Prédsentation von
Hg(I)-Peptid-Komplexen  und/oder  kryptischen  Peptiden kommt. Flr eine  gewisse
Erfolgswahrscheinlichkeit dieses experimentellen Ansatzes spricht, da von RUUD ALBERS von
der Universitat Utrecht kirzlich berichtet wurde, dal’ die Injektion von Cytochrom C der BALB/c
Maus zur Bildung von IgG-Autoantikérpern gegen dieses Selbstprotein flhrt, wenn es in vitro mit
HgCl, vorbehandelt wurde [Albers, et al. 1997]. Darlber hinaus wurden von MARK MAMULA und
Mitarbeitern zwei kryptische Peptide des Cytochroms C in B10.BR Mausen beschrieben [Mamula et
al. 1992 und 1993].

2. Kann rekombinantes Fibrillarin als Antigen zur Stimulation von T-Zellhybridomen
hergestellt werden?

3. Wie bereits erwéhnt, bedarf es fir die Entstehung einer systemischen Autoimmunkrankheit
infolge Hg-Belastung einer genetischen Pradisposition. So entwickeln bei der Maus Mause mit dem
H-2°-Haplotyp diese Krankheit, Stamme mit dem H-2%-Haplotyp jedoch nicht. Hieraus ergibt sich die
Frage, ob die H-2°-Stamme véllig resistent gegeniiber immunologischen Veranderungen einer Hg-
Belastung sind oder ob sie andere immunpathologische Symptome als die einer systemischen
Autoimmunkrankheit aufweisen. Es ist beschrieben, dafl die durch HgCl, induzierbare systemische
Autoimmunkrankheit vornehmlich auf einer Aktivierung der Th2-Zellen aus der Population der CD4*
T-Zellen beruht [GOLDMAN et al. 1991, GRIEM et al. 1995]. Wir haben Hinweise darauf, daR die
HgCl,-Belastung von H-2°-Mausen demgegeniiber zu einer praferentiellen Aktivierung ihrer Thi-
Zellen flhrt, also nicht auf einer Resistenz gegentiber HgCl, beruht. Es soll tberpriift werden, ob eine
HgCl,-Belastung von H-2"-Mausen bei diesen, im Gegensatz zu H-2°-Mausen, zu einer
Immunsuppression fihrt, und ob diese durch HgCI, induzierte Immunsuppression auf einer ver-
mehrten Sekretion von Interferon-y beruht.



4. Der HgCl,-induzierten Expression kryptischer Peptide des Kernproteins Fibrillarin auf MHC
[I-Molekiilen (zur Erkennung durch CD4" T-Zellen) dirften zellulare Ereignisse vorangehen
(praimmunologische Phase), die sich wahrscheinlich auch ohne CD4" T-Zellhybridome als
Nachweissonden entdecken lassen. Kommt es in der prdimmunologischen Phase der quecksilber-
Autoimmunitét zu einer gesteigerten Expression von Fibrillarin innerhalb und mdglicherweise auch
aulerhalb des Zellkerns ? Kommt es zu einer Dislokation des Fibrillarins aus dem Nukleolus in das
Zytoplasma ? Gelangt Fibrillarin somit in den MHC 1I-Prozessierungsweg fiir die CD4" T-Zellen ?

B.11. Methoden

1. Nach Immunisierung von B10.A (H-2¥) Mausen mit HgCl,-komplexiertem korpereigenem
Cytochrom C soll zunéchst die Proliferation von T-Zellen gegen Cytochrom C in vitro gemessen
werden. Parallel dazu soll die Bildung von antinukledaren Autoantikdrpern gegen Cytochrom C in
einem ELISA untersucht werden. Anschlielend sollen T-Zellhybridome hergestellt und auf Reaktion
gegen Cytochrom C getestet werden. Die dabei gefundenen cytochromspezifischen T-Zellhybridome
sollen dann unter Verwendung synthetischer Cytochrom C-Peptide auf ihre Feinspezifitat untersucht
werden, um die Frage zu kldren, ob sie Hg(l1)-Peptid-Komplexe oder kryptischer Peptide erkennen.

2. Die Klonierung der murinen cDNA fir Fibrillarin in geeignete prokaryontische
Expressionsvektoren und die Expression, sowie Aufreinigung von rekombinantem Fibrillarin
erfolgten wie vorher beschrieben [von Mikecz et al., 1995].

3. Als Parameter eines moglichen immunsuppressiven Effekts von Quecksilber wurde die
Antikorperproduktion gegen Schafserythrozyten gewahlt. Zum Vergleich werden sowohl H-2°
(B10.S) als auch H-2" (B10.D2) Mause drei mal wochentlich mit 0.5 mg HgCl,/kg BW behandelt.
Nach Immunisierung gegen und Booster-Injektion von Schafserythrozyten wird den Tieren nach
verschiedenen  Zeitrdumen Blut abgenommen und der  Anti-Erythrozyten-Titer  im
Hémagglutinationstest bestimmt. Zur Ermittlung des Einflusses von Thl-Zytokinen wurden B10.D2
Mause wéhrend der Zeit der Immunisierung zusétzlich mit neutralisierenden Anti-Interferon-y-
Antikérpern behandelt. Alternativ wurden B10.S Mause mit rekombinantem Interferon-y behandelt.

4. Fur die Untersuchungen zur Expression von Fibrillarin fanden proteinbiochemische und
zellbiologische Methoden Anwendung [von Mikecz et al., 1997]. Humane epitheliale Zellen wurden
in Kultur gebracht und mit subtoxischen Konzentrationen HgCl, (50uM) fir vier Stunden belastet.
Die Zellen wurden geerntet, mit Polyacrylamid-Gelelektrophoresepuffer lysiert und die Proteine
mittels Proteingelelektrophorese entsprechend ihres Molekulargewichts aufgetrennt. Fibrillarin
wurde im Immunoblot nachgewiesen und die Quantitdt/Qualitdt des Proteins anhand der
Bandenintensitat festgestellt. Fur die subzelluldre Lokalisation von Proteinen wurden humane
epitheliale Zellen ebenfalls in vitro auf Objektgldschen kultiviert und mit subtoxischen HgCl, -
Konzentrationen belastet. Die Zellen wurden fixiert und die Lokalisation von Proteinen mittels
indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie bestimmt.

B.111. Resultate

1. Nach Immunisierung von B10.A (H-2¥) Mausen gegen das unveranderte Selbstprotein
Cytochrom C in komplettem Freund’s Adjuvans, war in T-Zellproliferationstests keine Reaktion
gegen das ganze Protein oder die beiden in der Literatur beschriebenen kryptischen Peptide zu
beobachten. Dieses entspricht in der Literatur beschriebenen Beobachtungen an MRL +/+ Méusen
(MAMULA et al. 1992). Entgegen den in der Literatur fur B10.BR Méause (ebenfalls H-2%)
beschriebenen Ergebnissen, war hach Koimmunisierung gegen eine Mischung aus Pferde-Cytochrom
C und Maus-Cytochrom C keine autoreaktive T-Zellproliferation in den benutzten B10.A Mausen zu
sehen. Nach Immunisierungen gegen mit HgCl, versetztes Maus-Cytochrom C waren die Ergebnisse
bislang uneinheitlich. Wahrend in einem Experiment eine Proliferation von autoreaktiven Milz- und
Lymphknoten-T-Zellen gegen Cytochrom C deutlich nachweisbar war, waren die Ergebnisse in zwei
weiteren Versuchen nur schwach positiv und in einem vierten negativ. Das Ergebnis nach



Immunisierung mit der fiinffachen Menge an Cytochrom C war ebenfalls negativ. Nach
Immunisierung der Mause gegen die kryptischen Peptide anstelle des ganzen Proteins, war in beiden
Fallen eine Proliferation der T-Zellen gegen intaktes Cytochrom C zu sehen, was auf die Aktivierung
autoreaktiver T-Zellen deutet. Interessanterweise war nur in einem Fall auch eine In-Vitro-Reaktion
gegen das fur die Immunisierung benutzte Peptid zu sehen.

2. Die biochemische Aufreinigung ausreichender Mengen des nukleolaren Fibrillarins, das als
Antigen zur Restimulation autoreaktiver CD4" T-Zellen und - nach der Hybridisierung - entsprechend
der T-Zellhybridome eingesetzt werden kann, ist arbeitsintensiv und kostspielig. Deshalb wurde
rekombinantes Fibrillarin der Maus in Bakterien produziert. Die cDNA des mauslichen Fibrillarin ist
in prokaryontischen Expressionsvektoren des pGEX-Systems als Fusionsprotein mit der Glutathion-
S-Transferase kloniert, in Bakterien exprimiert und das Fusions-Protein aufgreinigt worden. Das
rekombinante Protein weist bisher keine erkennbaren Unterschiede zu dem nativen Fibrillarin auf,
soweit mit Westernblot unter Verwendung fibrillarinspezifischer Antikérper untersucht.

3. Wihrend die Behandlung von B10.S Méausen mit HgCl, keinen EinfluR auf die Produktion
von Anti-Erythrozyten-Antikdrpern  zeigte, war in B10.D2 Maéusen am Anfang des
Beobachtungszeitraumes eine deutliche Suppression der Antikérperantwort zu beobachten. Durch
Behandlung der B10.D2 Méause mit Anti-Interferon-y-Antikorpern wurde der suppressive Effekt von
Quecksilber vollstandig unterdriickt. Die Behandlung von B10.S Maéusen mit rekominantem
Interferon-y fihrte zu einer Suppression der Antikdrperantwort, die der durch in B10S Mausen
vergleichbar war. Zusammenfassend zeigte sich, da? B10.D2 (H-2%) Mause keinesfalls Non-
responder bezuglich einer Exposition sind, sondern mit einer Thl-Antwort reagieren. Die
produzierten Thl-Zytokine filhren zu einer teilweisen Suppression der Th2-abhangigen
Antikérpersynthese. Die Suppression konnte anstatt mit HgCI, auch direkt mit rekombinantem
Interferon-y ausgeldst werden und durch Behandlung mit neutralisierenden Anti-Interferon-y-
Antikérpern verhindert werden. Diese Beobachtungen lassen den Schluf zu, daB die HgCl, induzierte
Immunsuppression durch die Produktion von Interferon-y und die damit ausgelOste Verschiebung zu
einer Th1-Antwort vermittelt wird. Die Ergebnisse wurden veréffentlicht in DOTH et al. 1997.

4. Der HgCl,-induzierten Expression kryptischer Peptide des Kernproteins Fibrillarin auf MHC
II-Molekiilen (zur Erkennung durch CD4" T-Zellen) durften zellulare Ereignisse vorangehen
(praimmunologische Phase), die sich wahrscheinlich auch ohne CD4" T-Zellhybridome als
Nachweissonden entdecken lassen. So kénnte es unter HgCl,-Belastung zu folgenden Ereignissen
kommen:

- einer gesteigerten Expression von Fibrillarin innerhalb und moglicherweise auch auBerhalb des
Kerns;

- einer Dislokation des Fibrillarin von Nukleolus in das Zytoplasma und somit in den MHC II-
Prozessierungsweg fir die CD4" T-Zellen;

- einer Komplexierung des intra- und extrazelluldren Fibrillarin mit Hg(lIl), die zu verandertem Abbau
(= Antigenprozessierung) dieses Selbstproteins fiihren wirde.

Zur Untersuchung dieser Annahmen haben wir ein in Vitro Zellkultursystem entwickelt, dal3 eine
Belastung von humanen epithelialen Zellen mit Schwermetallen und die darauffolgende
biochemische und zellbiologische Analyse von Proteinen erlaubt. Belastet man humane Epithelzellen
mit subtoxischen Konzentrationen HgCl, (50uM), so bleibt die Gesamtmenge an Fibrillarin zwar
unverandert, es zeigt sich jedoch eine qualitative Anderung, d.h. neben der iiblichen 34 kD Form von
Fibrillarin taucht eine zweite Form bei 30 kD auf. Bei der 30 kD-Form des Fibrillarin kann es sich
um ein proteolytisches Produkt oder um ein komplexiertes Protein mit anderen Laufeigenschaften
handeln. Neben den molekularen Eigenschaften &ndert sich nach HgCl,-Belastung auch die
subzelluldre Lokalisation von Fibrillarin. Wahrend Fibrillarin in unbehandelten Interphasezellen
ausschlieBlich im Nukleolus lokalisiert ist, verteilt es sich nach HgCl,-Belastung aus dem Nukleolus
in das Nukleoplasma um. Diese dramatische Umverteilung (Dislokation) der subzelluldren
Lokalisation scheint in einer Zeitkinetik mit den molekularen Verdanderungen des Fibrillarins
einherzugehen. Da die Zielantigene einer Immunantwort von der Proteinstruktur determiniert werden,
kénnen Anderungen im molekularen Kontext (Proteolyse, veranderte Konformation oder subzellulire
Umverteilung) eine effizientere Antigenpréasentation von vorher kryptischen Determinanten bewirken
und somit die Toleranz des Immunsystems gegen Selbstantigene durchbrechen. Im Rahmen des



Projektes sollen daher zukiinftig die Mechanismen untersucht werden, die zu den biochemischen
Veranderungen von Fibrillarin nach HgCl,-Belastung fuhren: findet Proteolyse/Antigenprozessierung
von Fibrillarin statt ? Zudem soll die Frage beantwortet werden, ob die Umverteilung des Fibrillarins
in der Zelle zu einer physischen N&he mit der Antigenprozessierungs- und
Antigenprésentationsmaschinerie der Zelle flhrt.

C. SCHLUSSFOLGERUNGEN

Aus diesem Zwischenbericht geht hervor, dal3 die geplanten Versuche noch keineswegs zu einem
Abschlul gekommen sind. Es wird versucht, die aufgetretenen technischen Schwierigkeiten bei der
Gewinnung Quecksilber-spezifischer T-Lymphozyten zu beseitigen bzw. durch Anderung des
Versuchsansatzes zu umgehen. In den Mittelpunkt des Interesses ist neben der Untersuchung
Quecksilber-spezifischer T-Lymphozyten, die Untersuchung der initialen zellbiologischen Prozesse
getreten, die in der prdimmunologischen Phase der Quecksilber-induzierten Autoimmunitit eine
Rolle spielen. Zu diesem Zwecke ist ein in Vitro Testsystem aufgebaut worden, das es ermdglicht,
Zellen mit Schwermetallen zu belasten und das Schicksal von Monitorproteinen, insbesondere dem
Autoantigen Fibrillarin, zu verfolgen. Initiale Resultate zeigen in der Tat eine dramatische
Umverteilung der Lokalisation des Autoantigens Fibrillarin in der Zelle nach Quecksilberbelastung.
Unserer Modellvorstellung entsprechend ermdglicht diese Umverteilung eine physische Néhe des
Fibrillarins zur Antigenpozessierungs- und Antigenprasentationsmaschinerie der Zelle und somit die
Présentation von Fibrillarinpeptiden an die T-Lymphozyten. Hier ergibt sich auch die Attraktivitét
des gewdhlten Vesuchsansatzes, da die in Vitro gewonnenen Erkenntnisse Uber die
praimmunologische Phase der Quecksilber-induzierten Autoimmunitdt, mit den Quecksilber-
spezifischen T-Lymphozyten als "read out" Uberprift werden kdnnen.
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