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4 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Klassifikation der allergischen Reaktionen

1906 wurde durch Clemens von Pirquet der Begriff ,Allergie* eingefiihrt **”. Dieser
Terminus sollte als Oberbegriff fir eine Vielzahl von klinischen Beobachtungen
dienen, bei denen veranderte, UberschieRende Reaktionen gegen an sich harmlose
Stoffe des Lebensumfeldes vorkamen. In der Folgezeit wiesen Prausnitz und Kister
1921 anhand ihres Serumuibertragungsversuches (,passive kutane Anaphylaxie®)
darauf hin, daRR spezifische Faktoren im Blut der jeweils Uberschiel3end reagierenden

Personen vorliegen missten %

. In den 60er Jahren wurden diese als Reagine
bezeichneten Faktoren als Immunglobulin E identifiziert ®*®*. Natirlich wurde auch
erkannt, dal3 aufgrund der vom Verlauf und Auspragung sehr unterschiedlichen
Uberempfindlichkeitsreaktionen  verschiedene Mechanismen vorhanden sein
missten. Coombs und Gell haben hier ein mit Einschrankungen noch heute oft
zitiertes Denkmodell geliefert 3*. Dabei stellt die Klassifikation eine Unterteilung nach
den hauptsachlich beteiligten Effektormechanismen dar. Die ersten drei werden
durch Antikérper vermittelt, der vierte Typ Uber Zellen (T-Zellen und Makrophagen):

* Typ I: Anaphylaktische Reaktionen. Diese Reaktionen werden durch IgE-
Antikdrper vermittelt, die an die hochaffinen IgE-Rezeptoren auf
basophilen Granulozyten und Mastzellen binden. Die Bindung des
entsprechenden Antigens fuhrt dann zu einer Quervernetzung
benachbarter IgE-Molekile, was zu einer Degranulation mit Freisetzung
von Histamin und Entzindungsmediatoren fuhrt. Die
Uberempfindlichkeitsreaktion tritt dann sehr rasch auf. Klinische Bespiele
dafur sind neben dem anaphylaktischen Schock bestimmte Formen von
Urtikaria und Angioddem sowie die allergische Rhino-Konjunktivitis und
das allergische Asthma bronchiale.

 Typ Il: Zytotoxische Reaktionen. Diese Reaktion wird durch Antikérper vermittelt,
die an Zellen binden. AnschlieBend erfolgt eine Aktivierung von
Komplement und es kommt bei volligem Ablauf der Komplementkaskade
zur Lyse der Zellen. Aktivierte Komplementfragmente rekrutieren auch
andere Effektorzellen oder es binden Zellen (v.a. NK-Zellen und aktivierte
Makrophagen) mit Fc-Rezeptoren an die Fc-Sticke der Antikoérper und
fuhren so Uber die Ausschittung toxischer Substanzen zur Zytotoxizitat.

Diese Reaktionen sind beispielsweise bei Autoimmunkrankheiten (wie
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der hamolytischen Anamie), bei der Transfusionsreaktion und bei
gewissen Uberempfindlichkeitsreaktionen gegen Medikamente im Spiel.

* Typ lll: Immunkomplex-mediierte Reaktionen. Der Gewebeschaden wird hierbei
durch Antigen-Antikbrperkomplexe verursacht, die sich bevorzugt an
Basalmembranen von Gefalien ablagern und durch
Komplementaktivierung zu Entziindung und Gewebezerstérung fihren.
Bespiele hierfir sind die nekrotisierende Vaskulitis und die
Serumkrankheit.

« Typ IV: Uberempfindlichkeit vom verzogerten Typ. Dieser Reaktionstyp ist durch
eine lymphozytare Infiltration (T-Zellen) charakterisiert. Klassische
Beispiele dieser Reaktion sind z.B. die Tuberkulinreaktion und das
allergische Kontaktekzem mit dem sich diese Arbeit beschéftigt. Auch die
Graft-vs-Host-Reaktion sowie die TransplantatabstoRung wurden in

diesem Reaktionstyp zusammengefasst **.

1.2 Das allergische Kontaktekzem

Das klassische Beispiel fur die Typ [IV-Reaktion bzw. fur die
Uberempfindlichkeitsreaktion vom verzogerten Typ ist das allergische Kontaktekzem.
Die Uberempfindlichkeit besteht dabei gegen (meist) exogen auf die Haut
auftreffende Substanzen (,Kontaktallergene®). Bei episodischer Exposition bildet sich
ein akutes, bei wiederholter oder dauernder Exposition ein chronisches allergisches
Kontaktekzem aus. Das allergische Kontaktekzem setzt im Gegensatz zum toxischen
Kontaktekzem eine spezifische lymphozytare Sensibilisierung voraus, es tritt also nur
bei einem Teil der Exponierten auf. Die Intensitat des Erscheinungsbildes hangt vom
Grad der Sensibilisierung und/oder der Starke der Exposition ab. Im Unterschied
zum toxischen Kontaktekzem neigt das allergische Kontaktekzem zur Ausbildung

von Streuherden.
1.2.1 Morphologie

Das akute Kontaktekzem ist zunachst auf den Ort der Einwirkung begrenzt und
beinhaltet ein Erythem mit intraepidermalem Odem. Im einfachsten Fall erfolgt in
diesem Stadium nach einigen Tagen die Abheilung mit Abschuppung. Ist die
Reaktion heftiger, kommt es zu spongiotischen Blaschen (Spongiose = interzellulares

Odem zwischen den Keratinozyten der Epidermis), die mit klarer Flissigkeit gefiillt
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sind und jucken. Das chronische Stadium der Ekzemreaktion entsteht, wenn die
Noxe wiederholt oder kontinuierlich einwirkt und deshalb die spontane Abheilung
ausbleibt. Es kommen dann samtliche Morphen (Erythem, Blaschen, Krusten,
Schuppen) nebeneinander vor und die Begrenzung des Ekzems wird unscharf ?*. Die
Haut ist durch die entzundliche Infiltration voluminéser und es kommt zur
Lichenifikation. Histologisch erkennt man im chronischen Stadium eine akanthotische
Reaktion der Epidermis mit wechselnder Hyper- und Parakeratose (= vermehrte
Proliferation der Epidermis und damit einhergehende zunehmende Verhornung) und
fleckiger lymphozytéarer Infiltration der Dermis. Die Spongiose und spongiotische
Blaschen treten in den Hintergrund *°. Im akuten Stadium besteht das entziindliche
Infiltrat in Dermis und Epidermis aus T-Helfer-Lymphozyten (v.a. CD4+), Monozyten

und vereinzelt teils eosinophilen Granulozyten *°*.

1.2.2 Immunmechanismen des allergischen Kontaktekze  ms

Bei dem allergischen Kontaktekzem (AKE) unterscheidet man eine Sensibilisierungs-
und eine Auslésephase. In der Sensibilisierungsphase baut sich eine spezifische
Immunantwort gegen potentielle Kontaktallergene auf. Bei erneutem oder
wiederholtem Kontakt fuhrt die in Gang gesetzte Immunreaktion (,Auslésephase®) zu
einer allergischen Entzindung mit dem klinischen Bild eines akuten oder
chronischen allergischen Kontaktekzems *°*,

Sensibilisierungsphase

Beim Erstkontakt mit dem Hapten (kleines Molekil, das nur durch Bindung an ein
Tragerprotein zu einem immunogen wirkenden Antigen wird) wird der Hapten-
Proteinkomplex durch epidermale (Langerhans-Zellen) oder dermale dendritische
Zellen aufgenommen, prozessiert und letztendlich Gber den MHC (major
histocompatibility)-Komplex prasentiert. Die Sensibilisierung ist an entzindliche
Vorgange gebunden, da sie eine Aktivierung der dendritischen Zellen in Folge der
Freisetzung bestimmter Zytokine (IL-1, GM-CSF) benotigt. Diese wandern
anschlieBend uUber die afferente Lymphe in die regionalen Lymphknoten und
prasentieren dort das haptenisierte Peptid an naive T-Zellen mit passendem T-Zell-
Rezeptor (TZR). Durch deren Aktivierung (Blastentransformation) und Proliferation
entstehen allergenspezifische Thl (CD4+)- und zytotoxische (CD8+) Zellklone, die

mit dem Blut zirkulieren und sich kraft ihrer Adhasionsmolekile praferentiell in der
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Haut bzw. an dem Ort der Sensibilisierung anreichern. Bei Substanzen mit hohem
Sensibilisierungspotential (z.B. ,poison ivy“, d.h. den Inhaltsstoffen der Giftefeu-
Pflanze) betragt die minimale Zeitspanne bis zum Abschlul3 der Sensibilisierung 5
Tage, andere Substanzen (z.B. Chromat) fliihren dagegen erst nach monate- oder

jahrelangem Kontakt zu einer Sensibilisierung. Diese persistiert Gber Jahre.

Auslésephase
Hat eine sensibilisierte Person wieder Kontakt mit dem Hapten, so kommt es nach
ublicherweise 12-48 Stunden zum Auftreten der akuten Ekzemreaktion. Diese wird
durch antigenspezifische Thl-Memory-Zellen vermittelt, die im Bereich der
Reexposition ins Gewebe austreten und dort durch Antigenprasentation (dendritische
Zellen, Makrophagen) zur Proliferation und Zytokinausschittung (IL-1, IL-2, IFN-y)
stimuliert werden und die Generation antigenspezifischer zytotoxischer Zellen
amplifizieren  (Abb.1). Es  bildet sich eine gegenseitige Verstarkung
entzindungsfordernder Funktionszustdnde durch alle beteiligten Zelltypen, deren
Ziel die Attacke gegen allergentragende epidermale Zielstrukturen ist:
* Aufregulierung der Klasse-ll-Antigene an Langerhanszellen und damit die
Verstarkung der Antigenprasentation (IFN-y vermittelt)
» autokrine Stimulation der T-Zellen durch IL-2
* Verstarkung der Zytokinproduktion aller beteiligten Zellen durch IFN-y
(verstarkte Produktion von IL-1, TNF-q, IL-6, IL-3, GM-CSF)
» Makrophagenaktivierung durch IFN-y
* Induktion verschiedener Adhasionsmolekile und Chemokine an Endothel-
bzw. Entztiindungszellen durch die freigesetzten Zytokine und damit Attraktion
weiterer T-Zellen, aber auch neutrophiler und basophiler Granulozyten
* Freisetzung vasoaktiver Amine aus Mastzellen
« Das Resultat aller dieser Vorgange sind Spongiose, Blasenbildung und
letztendlich die Ausschaltung der auslésenden Noxe, d.h. der

allergentragenden Keratinozyten, tiber zytotoxische Zellen.
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Antigenprasentierende Zelle und T-
Lymphozyten

Abb. 1: Interaktion zwischen antigenprasentierender Zelle (APZ) und T-Zelle bei der T-Zell-
Aktivierung (Abkurzungen siehe Abkurzungsverzeichnis)

Regression

Die Mechanismen der spontanen Regression der akuten allergischen Ekzemreaktion
(bei einmaliger Exposition nach ca. 48-72h) sind nur zum Teil bekannt. Wichtig ist
dabei die Elimination von ,Nicht-Selbst* (d.h. den haptenisierten Epidermalzellen)
und die Wirkung regulierender T-Zellen. Zusatzlich wird IL-10 von Keratinozyten
produziert und dampft die Immunantwort durch Hemmung der Antigenprasentation
und Zytokinproduktion. Schlie3lich bewirken die unter IFN-y-Exposition Klasse-II-
exprimierenden Keratinozyten mangels B7-kostimulatorischer Molekile eine Anergie
der Thi-Zellen %,

1.3 T-Zell Differenzierung

Waéhrend der Sensibilisierungsphase produzieren allergenspezifische aktivierte T-
Zellen innerhalb von 30 Minuten nach der Stimulation IL-2. Dadurch beginnen
spezifisch stimulierte T-Zellen schnell zu proliferieren “®. Wahrend die
Allergenspezifitat wahrend der Proliferation erhalten bleibt, differenzieren sich die
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entstehenden T-Zellen innerhalb weniger Tage in Effektorzellen mit klar getrennten
Zytokinprofilen 1%,

e Typ 0:IL-4, IL-10, IFN-y, TNF-

e Typ1l:v.a.IFN-y, TNF-3

e Typ 2: IL-4 und/oder IL-10

* Typ3: TGF-
Zellen vom Typ 1 férdern Entziindung und zytotoxische Effektor-Zellfunktionen, das
Typ 2-Zytokinprofil fordert die Antikdrperproduktion und die Typ 3-Zellen unterstitzen
letztendlich anti-inflammatorische Aktivitaten in Verbindung mit der IgA-Produktion.
CD4+ und CD8+ allergenspezifische T-Zellen sind an der Sensibilisierung beteiligt
und beide Untergruppen kénnen diese polarisierten Zytokinprofile ausbilden, so dal3
beide Gruppen getrennte Effektor und regulatorische Rollen beim AKE spielen .
Einflussfaktoren auf die Polarisierung der Zytokinproduktion sind:

e der Ort und das Zytokinmilieu beim ersten Allergenkontakt

» die molekulare Struktur und die Konzentration des Allergens

» neuroendokrine Faktoren
Der primare Hautkontakt mit den meisten Kontaktallergenen fihrt bei gesunden
Personen zur Differenzierung und Expansion von allergenspezifischen Effektor T-
Zellen vom Typ 1. Werden die gleichen Allergene an Schleimhautoberflachen
aufgenommen, wird eine Entwicklung von Typ 2 und/oder Typ 3 Effektor T-Zellen
beglnstigt. Ein lang andauernder Allergenkontakt (auch dber die Haut) fuhrt
letztendlich bei fast allen Allergenen zu einer Dominanz allergen-spezifischer T-
Zellen vom Typ 2, die die Rolle der Typ 1-Zellen tGbernehmen und so die

Kontaktallergie verursachen.

1.4 Epidemiologie des allergischen Kontaktekzems

Das akute oder chronisch allergische Kontaktekzem macht in einer Hautklinik ca. 5-
10% aller Dermatosen aus. Die Pravalenz des Kontaktekzems liegt in der
allgemeinen Bevdlkerung bei 2-9% und ist in industrialisierten Staaten hoher als in
Agrarlandern. Neben dem Beruf kommen relevante Allergenexpositionen in allen
Bereichen des taglichen Lebens vor (Haushalt, Hobby, Freizeitgestaltung,
Korperpflege und Kosmetik u.a.), wobei Berufsekzeme haufig eine Kombination von
allergischem und kumulativ-toxischem Kontaktekzem darstellen. Fir die Auslésung

kumulativ-toxischer Reaktionen ist haufig eine atopische Veranlagung von




10 Einleitung

Bedeutung. Handekzeme sind bei Frauen im allgemeinen haufiger, es besteht beim
allergischen Kontaktekzem aber keine grundsatzliche geschlechtsspezifische
Disposition. Allergische Kontaktekzeme kdnnen im Prinzip an allen Korperstellen
lokalisiert sein, wobei sich im allgemeinen das allergische Kontaktekzem an der
Einwirkstelle des Kontaktallergens entwickelt. Die haufigsten Allergengruppen fir alle
Lokalisationen sind Duftstoffe, Salbengrundlagen und Konservierungsstoffe 2, wobei
auch die Gruppe der Metalle mit Nickel als dem haufigsten Kontaktallergen eine sehr

wichtige Rolle spielt

Nach Literaturangaben liegt die Pravalenz von
Metallallergien im Durchschnitt ca. bei 10% und ist z.B. in Schweden mit ca. 21%
hoher als in Japan mit 5.6% **®. Sie ist im allgemeinen bei Frauen héher als bei
Méannern %8, Am haufigsten werden Allergien gegeniiber Nickel (hauptsachlich bei

Kk 107,108

Frauen wegen des Tragens von Modeschmuc und gegenuber Chromat

(klassischerweise bei Mannern wegen des Arbeitens mit Zement *°*) beobachtet.

1.5 Atiologie des allergischen Kontaktekzems

Es sind ca. 3000 Kontaktallergene bekannt, von denen nur ein kleiner Teil in der
normalen Umwelt vorkommt (z.B. pflanzliche Substanzen). Meist handelt es sich um
elektrophile niedermolekulare Substanzen (MG 500-1000Da). Sie werden auch als
Haptene bezeichnet, da sie eine kovalente Bindung an ein Tragerprotein bendtigen
um als Vollantigen eine Sensibilisierung auslésen zu kénnen. Als Tragerproteine
dienen meist Serumalbumin, epidermale Proteine, aber auch in den MHC-Gruben
befindliche praformierte Peptide.

Tabelle 1 zeigt die Liste der haufigsten Kontaktallergene aus den Daten des

Informationsverbandes Dermatologischer Kliniken (IVDK) des Jahres 2001:

Substanz Getestet (n) Positiv (n) Positiv (%)
Nickel(I)-sulfat 8391 1164 15,9
Duftstoff-Mix 8414 874 9,8
Perubalsam 8433 867 9,1
Kobalt(ll)-chlorid 8430 447 5,8
Kaliumdichromat 8446 398 4,5
Kolophonium 8427 390 4,4
Wollwachsalkohole 8437 390 4,2
Methyldibromoglutaronitrile/ 8098 349 4,0
Phenoxyethanol

p-Phenylendiamin 8426 341 4,0
Kompositen-Mix 8059 311 3,7
Thiuram-Mix 8426 226 2,6
Quecksilberamid-Chlorid 8468 196 2,5

Tabelle 1: Aktuelle Sensibilisierungsquoten der 12 haufigsten Allergene im Gesamtkollektiv des

Informationsverbundes dermatologischer Kliniken (IVDK) im Jahre 2001 106
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Ende der 80er Jahre zeigten Studien den Anstieg der Nickelallergie v.a. bei jungen
Madchen. Dies beruhte v.a. auf Modetrends wie durchstochenen Ohrlappchen oder
spater auch das Piercing. Mit der Einfihrung der ,Nickel Directive* in der

Europaischen Union *

schien Uber eine Begrenzung der Nickelfreisetzung aus
Gebrauchsgegenstdnden  sowie  Modeschmuck die  Zahl der  Nickel-
Neusensibilisierungen  rucklaufig  (Begrenzung der Nickelfreisetzung  auf
0.5pg/cm#Woche) *°’. Chromatsensibilisierungen scheinen abzunehmen, da in den
letzten Jahren Chromat-arme Zemente auf den Markt gekommen sind *3'. Dagegen
lasst sich ein Anstieg der Duftstoff- und Terpentintlallergie mit dem steigenden
Einsatz bzw. Konsum von Duftstoffen und (,alternativen®) atherischen Olen erklaren
1% Der genetische Aspekt der Kontaktsensibilisierungen ist im Gegensatz zu den
IgE-vermittelten Sensibilisierungen noch unklar. Patienten mit moderater bis
schwerer atopischer Dermatitis in der Kindheit scheinen ein hoheres Risiko beziglich
des Auftretens von Ekzemen zu haben (60% bzw. 48%), ebenso solche mit
Atemwegsallergien (14%) im Vergleich zu Nichtatopikern (11%) ***. Auf der anderen
Seite bedarf es keiner bestimmten genetischen Disposition, eine Kontaktallergie z.B.

auf Primeln oder 2,4-Dinitrochlorbenzol zu entwickeln 09147,

1.6 Diagnostik bei Kontaktallergie

Zur klinischen Diagnostik einer Kontaktallergie wird der Epikutantest herangezogen.
Hier findet sozusagen ein Provokationstest unter standardisierten Bedingungen an
der Haut statt. Als In-vitro-Diagnostiksystem fiir eine T-zellulare Sensibilisierung wird
der Lymphozytentransformationstest (LTT) eingesetzt. Die klinische Relevanz der
gefundenen Sensibilisierung mul} allerdings ergédnzend gezeigt werden.

Beim Epikutantest werden die zu testenden Allergene mittels Pflasterstreifen fur 24-
48 Stunden auf den Ricken des Patienten aufgebracht und die Reaktionen nach 24
bzw. 48 und 72 Stunden abgelesen. Bei einer Sensibilisierung gegen ein Allergen
finden sich Ekzemreaktionen wie oben beschrieben. Der Epikutantest ist in der
Handhabung relativ einfach. Die Interpretation einer Testreaktion erfordert jedoch bei
der Unterscheidung zwischen spezifischen allergischen und unspezifischen irritativ-
toxischen Reaktionen viel Erfahrung. Gelegentlich werden auch falsch-negative oder
falsch positive Ergebnisse beobachtet ?°. Es wurde neben einer Verschlechterung
vorbestehender Ekzeme auch das allerdings sehr seltene Risiko von

Neusensibilisierungen durch den Epikutantest beschrieben °. Deshalb muR der
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Patient testfahig sein, also beispielsweise keine aktuellen Ekzeme haben oder
testbeeinflussende Medikamente einnehmen. Zusatzlich muissen standardisierte

Testsubstanzen verwendet werden.

Der LTT stellt ein In-vitro Testverfahren zur Diagnostik einer T-zellularen
Sensibilisierung dar, die auch bei Kontaktallergie vorliegt. In den 60er Jahren konnte
zunachst mikroskopisch die Lymphozytentransformation zu grof3en Blasten bewertet
werden. Spater wurde die Proliferation der Lymphozyten mittels Einbau von Tritium-
markiertem Thymidin bestimmt 2. Wahrend mehrtéagiger Kokultur der mononukleéren
Blutzellen mit dem Antigen kommt es zu einer Aktivierung sensibilisierter T-
Lymphozyten durch Erkennen des spezifischen Antigens in Anwesenheit von
autologen Histokompatibilitdts-Antigenen auf Antigen-prasentierenden Zellen.
Inwiefern hieraus eine krankmachende Uberempfindlichkeit entsteht, kann nicht
anhand des In-vitro-Tests alleine gesagt werden.

Die erste Publikation Gber Nickel als untersuchtes Antigen im LTT erschien schon
1962 von Aspegren und Rorsmann *°, aber erst 1970 fanden McLeod et al.
signifikante Unterschiede zwischen Nickelallergikern und Kontrollpersonen 2. Seither
finden sich widersprichliche Angaben uUber die Qualitdit des LTT und seine
Korrelation mit dem Epikutantest. Al-Tawil zeigte 1981 die Bedeutung der
Konzentration des Antigens in den Testansatzen. So wirkt Nickel in Konzentrationen
Uber 50ug/ml als schwaches Mitogen, ruft also eine unspezifische Proliferation von
Lymphozyten hervor ’. In niedrigen, aber noch eine Epikutantest-Reaktion
auslosenden Konzentrationen, findet Al-Tawil nur eine schwache Korrelation
(Korrelationskoeffizient 0.42-0.46) zum LTT. Andere Forschergruppen berichten
dagegen Ubereinstimmend von einer Sensitivitat des LTT fir die Nickel induzierte
Kontaktdermatitis von mindestens 92% bei einer Spezifitat von mindestens 90%
38439 Rasanen konnte eine Korrelation zwischen Intensitat der Epikutantest-
Reaktion und Hohe der Stimulation im LTT in nahezu signifikanten Bereichen zeigen
(P
Stoérmdoglichkeiten gilt der LTT jedoch nach wie vor eher als experimentelle Methode

0.05 - 0.1). Aufgrund des labortechnischen Aufwandes und vielfaltiger

fur die Untersuchung von Kontaktallergien.
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1.7 Nickel als wichtigstes Kontaktallergen

1.7.1 Historie

Nickel wurde Mitte des 18. Jahrhunderts von dem schwedischen Mineralogen Axel
Fredrik Cronstedt isoliert. Ab dem 19. Jahrhundert fand Nickel eine breite
Verwendung, v.a. bei der Stahlherstellung . 1889 beschrieb man die Nickel-
Kontaktdermatitis als sogenannte ,Nickelkratze®, die typischerweise in der

Galvanisierungsindustrie beobachtet wurde *’.

Schittenhelm und Stockinger
untersuchten in Kiel 1925 diese ,Nickelkratze* und wiesen die Nickelallergie mittels
eines Epikutantestverfahrens nach, indem sie einen Lappchentest mit Nickelsulfat
und Nickelammoniumsulfat durchfiihrten *°°. Seitdem etablierte sich Nickel als eines

der wichtigsten ubiquitdren Kontaktallergene.

1.7.2 Vorkommen

In der Natur taucht Nickel im Boden gebunden in Form von Oxiden oder Sulfiden auf
zusammen mit Kobalt, Kupfer und in geringen Mengen auch anderen Metallen
(Platin, Palladium usw.). Es wird hauptsachlich in Stahl verwendet, zusammen mit
Eisen und Chrom und ist damit in alltdglichen Gebrauchsgegenstanden weit
verbreitet. Die in der Natur zu findenden Nickelverbindungen sind nicht allergen, nur

das freie Nickelion besitzt Haptencharakter.

1.7.3 Kilinisches Bild des Nickel-Kontaktekzems

In der Vergangenheit tauchte das Nickel-Kontaktekzem erstmals als Hand- und
Unterarm-Ekzem bei Arbeitern in der Galvanisierung auf. In den 50er und 60er
Jahren wurde eine Reihe von Nickel-Dermatitis-Fallen von Calnan et al. verdffentlicht
2324 Die Autoren unterschieden dabei zwischen primarer Hauterscheinung
(,eruption) am Ort der urspringlichen Kontaktsensibilisierung und sekundéren
Hauterscheinungen. Letztere wirde man heute beispielsweise als Streuherde oder
generalisiertes (oft symmetrisch verteiltes) Kontaktekzem interpretieren. Die
Sensibilisierungsquellen im beruflichen und privatem Umfeld haben sich im Laufe der
Jahre geandert.

Einen Sonderfall stellt die systemische Kontaktdermatitis dar, bei der Patienten mit
einer Spaéttypallergie auch nach Allergenkontakt von innen heraus Ekzeme
entwickeln. Dies kann nach Medikamentengabe oder —infusion genauso entstehen

wie durch Nickel-Aufnahme Uber die Nahrung. Eine systemische Kontaktdermatitis
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kann bei Patienten auch unter standardisierten Bedingungen in Form einer (oralen)
Provokationstestung — beispielsweise mit Nickel — ausgeldst werden 32.

1.8 Sonderfall Metallimplantate

In den chirurgischen Fachern werden immer mehr metallische Implantate
insbesondere Osteosynthesematerialien und Endoprothesen eingesetzt. Zuséatzlich
werden langere Einsatzzeiten der Endoprothesen angestrebt. Damit kann auch das
Problem von Implantat-assoziierten Allergien (klinisch relevante spezifische Reaktion
auf ein Antigen) zunehmen. Insbesondere da viele metallische Implantate bzw
Osteosynthesematerialien Bestandteile haben, die als kutane Kontaktallergene
bekannt sind . Inzwischen gibt es fir nahezu alle Extremitatengelenke Prothesen
mit unterschiedlicher Gestalt, Mechanik, Verankerungsform und Materialkombination.
Die wichtigsten eingesetzten Stoffe sind dabei Kobalt-Chrom-Metallegierungen,
Titan, Polyathylen und Keramik. Implantatkomponenten kdnnen Uber
elektrochemische Korrosion und mechanischen Abrieb freigesetzt werden **#3. Auch
die Kombination verschiedener Metallwerkstoffe kann durch unterschiedliche
Oberflachenpotentiale zu galvanischer Korrosion fihren. Kobaltbasislegierungen
kénnen in Paarung mit rostfreiem Stahl zu korrosiven Angriffen an der Stahllegierung
fuhren. Implantatnahe Abriebpartikel unterschiedlicher GréRe sind mikroskopisch im
periimplantdren Gewebe nachweisbar, sie kbnnen sich aber auch in den regionalen
Lymphknoten und in Organen anreichern *?®'*°. Nickel- und Kobaltionen kénnen
relativ gut ausgeschieden werden, Chrom dagegen bleibt aufgrund zusatzlicher

8 Das AusmaR und die Dauer der

intrazellularer Bindungen lange im Korper
ausgelosten Entzundungsantwort wird durch die Materialeigenschaften, durch
Lokalisation und Gewebeeigenschaften des Implantatlagers sowie durch die

immunologische Reagibilitat des betroffenen Organismus bestimmit.

1.8.1 Klinische Erscheinungsbilder bei Metallimplan tatallergie

Ekzeme wurden beschrieben, die bei Metallallergie an der Korperregion mit
Osteosynthesematerialien, sowie Uber Knie- oder Hiftendoprothesen auftraten und
nach Materialentfernung wieder verschwanden 2*73#1%  Ebenso gibt es Berichte
Uber disseminierte Ekzeme nach der Einbringung von Metallimplantaten. Manche
Patienten mit Nickel- oder Chromat-induziertem Kontaktekzem kdnnen lokalisierte

oder disseminierte Ekzeme auch durch eine hamatogene Auslésung von innen
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heraus entwickeln, z.B. Uber eine Allergenzufuhr durch Nahrungsmittel %% Bei
Patienten, die auf eine hamatogene Nickelexposition mit Ekzem reagierten, wurde
auch eine erhohte Frequenz Nickel-spezifischer Lymphozyten im Blut nachgewiesen
123 UnkKlar ist bisher, ob dieses Phanomen auch bei Patienten mit disseminiertem
Ekzem nach Implantateinbringung und Nachweis einer Kontaktallergie gegen
Implantatkomponenten auftritt.

Vereinzelt kommen auch Urtikariaschiibe in Zusammenhang mit Metallimplantation
vor 8. Ebenso treten auch bei Patienten mit Nickelkontaktallergie nicht nur Rétung
und Wundheilungsstdérungen im Bereich von Metallklammer-Hautndhten auf, sondern
es wurden auch Pseudolymphom-artige Schwellungen und ,sterile® Osteomyelitis
(nach sternaler Stahldrahtcerclage) beschrieben **°8. Immunologisch-allergologische
Reaktionen werden auch als Ursache flr aseptische Endoprothesenlockerung in
Betracht gezogen “°**°. Andererseits wird oft beobachtet, daR das Einbringen von
nickelhaltigen Materialien bei Patienten mit Nickelkontaktallergie nicht zwangslaufig
zu sichtbaren Komplikationen fihrt. Entsprechende Berichte lieRen allerdings den
Aspekt der periimplantaren Reaktion unberiicksichtigt 2**. So wurde bei einem Teil
von Patienten mit komplikationsbedingten Revisionsoperationen zwar keine kutanen
Hinweise fiir Uberempfindlichkeitsreaktionen gefunden, dafiir aber periimplantére
entzindliche Infiltrate mit Charakteristika von Spattyp-Uberempfindlichkeits-
reaktionen #>13¢,

Der Kontakt von Metallimplantaten mit Immunzellen findet nicht nur im
perimplantdren Gewebe oder Uber das Knochenmark statt, sondern kann auch
speziell bei Einbringen in die Blutbahn direkt mit zirkulierenden Immunzellen
geschehen. So zeigte sich bei Patienten mit Molybdan- oder Nickelallergie eine
signifikant hohere Restenosierungsrate von Edelstahl-Stents. Unbekannt ist, welche
Rolle der Kontaktallergie zukommt neben dem Stent-assoziierten Risiko einer
direkten oder Immunglobulin-vermittelten Komplementaktivierung bzw. dem

Thrombosierungsrisiko .
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Ziele der Arbeit

2 Ziele der Arbeit

Diese Arbeit beschéftigt sich mit der Nickelkontaktallergie als der am haufigsten

vorkommenden Kontaktallergie. Dabei soll untersucht werden in wie weit bestimmte

In-vitro-Charakteristika bei Patienten mit Nickelkontaktallergie erkennbar sind. Zu

diesem Thema wurden folgende Aspekte Uber In-vitro-Untersuchungen hinterfragt:

1. Wo liegt die Apoptose- und Nekroseschwelle von peripheren mononukledren

3.

Blutzellen (PBMC) gegenuber Nickel und einigen anderen Metallen? Damit
sollte festgestellt werden, bei welcher Konzentration toxische Effekte die
immunologische Reagibilitait der PBMC Uberlagern. Gibt es individuelle
Unterschiede in der Reagibilitdt der PBMC einzelner Probanden?

Haben dendritische Zellen einen Einfluss auf die Ausbildung der allergischen
Entzindung bei Nickelkontaktallergie und welche Faktoren spielen dabei eine
Rolle?

Welche Aktivierungsphdnomene sind bei PBMC von Nickel-allergischen und
nicht-allergischen Personen unter Nickelexposition erkennbar, und zwar in
Bezug auf Zytokinexpression, Phanotyp und Proliferation?

Gibt es Korrelationen bzw. Analogien zwischen Entzindungsvorgéngen in
Gewebeproben aus Nickelkontaktdermatitis-Arealen (Nickel-
Epikutantestreaktionen) und in Proben aus periimplantdrem Gewebe von

Patienten mit Huftendoprothesen-Revisionsoperationen?
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Reagenzien

Acrylamid-Gel
Acrylamid/bis-Acrylamid 40% L&sung
Ammoniumpersulfat
Bromphenolblau

Ethidiumbromid

®X-174-RF DNA, Hae Ill Digest
Glycerin
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin

PCR

10x PCR Puffer (100mM Tris-HCL, pH 9.0,
15mM MgCl,, 500mM KCI)

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit

LightCycler Fast Start Plus DNA Master SYBR Green | Kit

LightCycler RT-PCR-Primer (human)
GAPDH-Primer (human)
IFNy-Primer (human)
TNFa-Primer (human)
B-actin-Primer (human)

IL-4 Primer (human)
IL-5-Primer (human)

MgCl, Losung (25 mM)
rTag-Polymerase (4 x 250 U)
TCR Vy10-Primer

TCR Vyl1-Primer

TCR Vy2-Primer

TCR Vy9-Primer
TCR-Jy2-Primer
TCR-Jypl1-Primer
TCR-Jyp2-Primer
TCR-Jyp-Primer
TGFp1-Primer (human)
TNFa-Primer (human)

Ultrapure dNTP Set 2"-Desoxynukleosid 5 -Triphosphat

Zellkultur

(methyl-*H) Thymidin 5 mCi
Antibiotic-/Antimykotic-Losung

Anticoagulant Citrate Dextrose Solution, Formula A
CD14 Microbeads human

GM-CSF (1000U/ml)

Hepes Puffer

Firma

Sigma

Amresco

Merck

Sigma

Amersham Biosciences
Merck

Fluka

Amersham Biosciences

Roche

Roche

MWG-Biotech
MWG-Biotech
MWG-Biotech

Maxim Biotech

R&D Systems
MWG-Biotech

Maxim Biotech
Amersham Biosciences
Amersham Biosciences
MWG-Biotech
MWG-Biotech
MWG-Biotech
MWG-Biotech
MWG-Biotech
MWG-Biotech
MWG-Biotech
MWG-Biotech

R&D Systems
MWG-Biotech
Amersham Biosciences

Amersham Biosciences
Gibco

Gambro BCT

Miltenyi Biotec

Novartis

Biochrom
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humanes AB-Serum

IL-4 (1000U/ml)
L-Glutamin

Medium RPMI-1640

MEM Vitamine
Non-essential-amino-acids

LTT

Ficoll-Paque™ Plus
Heparin-Natrium

NiSO4 x 6 H,O
Phytohamagglutinin (PHA)
Tetanus Toxoid

DNA-/RNA-Isolierung

High Pure PCR Template Preparation Kit
High Pure RNA Isolation Kit

RNase A Loésung (4mg/ml; >100u/mg)

Apoptose
Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit |

ELISA

OptEIA Human IFN-y
OptEIA Human IL-4
OptEIA Human IL-12p70

Durchflusszytometrie
Cytofix/Cytoperm Plusl] Kit
Isotyp-Kontrolle (IgG; K)
Isotyp-Kontrolle (IgG2a K)
antiCD3-PE
antiCD3-FITC
antiCD14-PE
antiCD14-FITC
antiCD25-PE
antiMHCI-PE
anti-MHCII-PE
antiCD80-PE
antiCD83-PE
antiCD86-PE
antiCD40-PE

anti IL-2-PE

anti IL-4-PE

anti IL-12-PE

anti IFNy-PE

anti TNFa-PE
Paraformaldehyd

PAN Biotech
R&D Systems
Biochrom
Sigma
Biochrom
Biochrom

Amersham Biosciences

Braun

Sigma
Biochrom
Chiron Behring

Roche
Roche

Amersham Biosciences

BD Biosciences

BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences

BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
Sigma
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allgemein:

Aqua ad iniectabilia
Borsaure
Dinatriumhydrogenphosphat
EDTA

Essigsaure (96%)

Ethanol absolut

fotales Kalberserum
Kalium-Dihydrogenphosphat
NaCl

Salzsaure (32%)

Trizma Base

3.1.2 Gerate

Automatic Filter Counting System Trace 96
Binokular ID0O3

Biophotometer

Brutschrank

Cell Harvester

diverse Flaschen, Mef3zylinder, Kolben
Elektronische Prazisionswaage
ELISA-Reader

Gefrierschrank (-80C)

Gelkammer V15 17

Glashomogenisator (1ml)

Kihlschrank mit Gefriereinheit

LightCycler 3.5

Magnetrihrer IKA-Combimag RCH mit Heizplatte
Microcomputer Electrophoresis Power Supply
Multipette plus

Neubauer-Zahlkammer

pH-Meter PHM220

Pipetboy acu

Pipettensatz (0.5-1000ul)

Steril-Bank

Szintillations-MeRgerat Minaxi Tri-Carb 4000 Series

Thermocycler iCycler (96 x 0,2ml)

Thermomixer comfort

Tischzentrifuge 5414

Tischzentriguge 16/18

Vario MACS magnetisches Zellseparationsgerat
Vortex

Waage R300

Wasserbad SW-20C

Zentrifuge TJ-6

Braun
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Merck
Sigma
Merck
Merck
Merck
Sigma

Firma

Inotech
Zeiss
Eppendorf
Napco
Inotech

Kern
Mikrotek
GLF

Gibco Life Technologies

Schubert + Weiss
Bosch

Roche

Janke + Kunkel
Consort
Eppendorf

Zintl

Radiometer

IBS Integra Biosciences

Eppendorf

The Baker Company
United Technologies
Packard

Bio Rad

Eppendorf
Eppendorf

neo Lab

Miltenyi Biotec
Bender + Hobein AG
Sauter

Julabo

Beckmann
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3.1.3 Verbrauchsmaterialien

0,2ml -PCR-Tubes

0,5ml Safe-Lock Tubes

1,5ml Safe-Lock Tubes
15ml-R6hrchen

24well Zellkulturplatten
50ml-Réhrchen

96well Zellkulturplatten (Flachboden)
96well Zellkulturplatten (Rundboden)
Combitips plus 0,5ml

Combitips plus 5ml

Glaspipetten

MACS Separation Columns (25LS)

Firma

Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Greiner
Corning
Greiner
Greiner
Nunc
Eppendorf
Eppendorf

Miltenyi Biotec

Pipettenspitzen (10ul, 100ul, 1000ul) Eppendorf
sterile Einmalskalpelle Feather
sterile Pipetten (1ml, 5ml, 20ml, 25ml) Sarstedt
sterile Plastikpinzetten Angiokard
3.1.4 Puffer und Lésungen
10x Annexin V Binding Buffer: - 0,1M Hepes/NaOH

- 1,4M NacCl

- 25mM CacCl,

-pH 7,4

10x PBS (Phosphate-buffered saline): - 80g NacCl
- 2g KCI
- 14,4g NapHPO,4
- 2,49 KH,PO,
-ad 11 H,0

FACS-Puffer: - 1x PBS
- 2% fotales Kalberserum

- frisch vorbereiten

Fixierlésung: - 1g Paraformaldehyd
- ad 100ml 1x PBS

- zum Losen auf ca. 70C erwarmen
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»Coating”-Buffer:

Assay Diluent:

Waschpuffer:

Stopplosung:

10x TBE-Puffer:

NaAc-Puffer:

TE-Puffer:

Lade-Puffer:

MACS-Puffer:

- 4,290 NaHCO3
- 1,789 Na,COs3
- ad 500ml H,0O; pH 9.5

- 1x PBS
- 10% FKS
-pH 7,0

- 1x PBS
- 0,05% Tween-20

- 2N HySO4

- 108g Trizma Base

- 55g Borsaure

- 40ml 0,5M EDTA (pH 8.0)
- ad 1l H,O dest.

- 3M NaAc
- pH 5,2

-10mM Tris
-1mM EDTA
-pH 8,0

- 5ml Glycerin

- 1ml Bromphenolblau
- 1ml Xylene Cyanol

- 27,5ml H,O

- 45ml PBS
- 5ml 6% ACDA
- 2501 FKS
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Trypanblaulésung: - 0,99 NaCl
- 0,59 Trypanblaufarbstoff
- ad 100ml H,O bidest
- mit 0,45um Filter filtrieren

3.2 Blutspender und Gewebeherkunft

In dieser Arbeit wurden einerseits mononukleare Zellen des peripheren Blutes
(PBMC) sowie als Gewebeproben Stanzbiopsien aus Epikutantestarealen und
periimplantares Gewebe aus Huft-Revisionsoperationen verarbeitet. Eine Ubersicht
der Personendaten ist in Tabelle 2 aufgefihrt. Blutspenden fir die Zellkulturversuche
erhielten wir zum einen von Nickel-allergischen Personen sowie nicht-allergischen
Personen aus dem Patientengut unserer Klinik und andererseits auch von
Klinikmitarbeitern. Insgesamt wurden fir die verschiedenen Versuche Blutproben von
45 verschiedenen Personen verarbeitet. Es wurden fur jeden Versuch ca. 40ml
heparinisiertes Blut aus einer Armvene der volljahrigen Spender abgenommen,

nachdem diese ihr Einverstandnis dazu gegeben hatten.

Bei Patienten, die im Rahmen der Abklarung einer Hauterkrankung einen Standard-
Epikutantest erhalten hatten, wurden Stanzbiopsien aus dem Nickeltestfeld
entnommen. Die Standardtestsubstanzen waren 2 Tage am Patientenriicken
aufgeklebt. Am Tag nach der Testpflasterabnahme (Tag 3) erfolgte im Anschlul3 an
die klinische Bewertung der Testreaktion eine Biopsie aus dem entsprechenden
Testfeld. Dies wurde bei 10 Personen durchgefiuihrt, die eine Ekzemreaktion im
Nickeltestfeld zeigten (,Nickel-allergische Blutspender®) und bei 5 Personen, die
keine Reaktion im Nickeltestfeld hatten (nicht-allergische Kontrollpersonen). Alle
Proben wurden von volljahrigen Spendern gewonnen, die als Patienten bei der
allergologischen Abklarung von Hauterkrankungen eine Hauttestung erhalten hatten
und einer zusatzlichen Stanzbiopsie zu Forschungszwecken nach einem
ausfuhrlichen Aufklarungsgesprach und mindestens 24h Bedenkzeit zugestimmt
hatten. Der an der Entnahmestelle entstandene Hautdefekt wurde anschlieRend
jeweils mit einer Einzelknopfnaht verschlossen und einem Pflaster versorgt.

Die periimplantaren Gewebeproben von insgesamt 30 Patienten wurden von der
orthopadischen Klinik des Klinikums Rechts der Isar der Technischen Universitat

Munchen zur Verfigung gestellt. Sie wurden im Rahmen von notwendig gewordenen
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Revisionsoperationen kunstlicher Huftgelenke (CoCrMo-Legierung: 65,2% Cobalt,
27,3% Chrom, 0,3% Nickel, 5,4% Molybdan, 0,23% Eisen sowie 0,8% Mangan)
gewonnen, nachdem die Patienten nach einem ausfuhrlichen Beratungsgesprach ihr
Einverstandnis zu dieser zusatzlichen Gewebeentnahme zu Forschungszwecken

gegeben hatten.

_ Blutspender/ .
Versuch (Kapitel) _ Alter (Jahre) | m/w | Material
Patienten
Metalltoxizitat (4.1) 5 gesunde Kontrollen 32-55 3m, 2w Blut
7 Nickel-Allergiker 21-50 im, 6w Blut
Apoptose (4.2)
9 Kontrollen 26-55 3m, 6w Blut
N 10 Nickel-Allergiker 21-64 10w Blut
Dendritische Zellen (4.3)
10 Kontrollen 22-71 4m, 6w Blut
Zellkulturparameter , Kinetik _ )
_ _ ) 10 Nickel-Allergiker 25-55 10w Blut
(Proliferation, ELISA, Klonalitat,
5 Kontrollen 32-45 2m, 3w Blut
RT-PCR; 4.4 und 4.6)
Analyse (Klonalitat) der PBMC | 10 Nickel-Allergiker 21-60 2m, 8w Blut
nach Stimulation (4.5) 5 Kontrollen 35-72 2m, 3w Blut
Zytokinbestimmung 5 Nickel-Allergiker 25-50 im, 4w Blut
(Durchflusszytometrie; 4.7) 5 Kontrollen 35-46 2m, 3w Blut
Analyse (Klonalitat) der 10 Nickel-Allergiker 21-60 2m, 8w Gewebe
Epikutantestbiopsien (4.8.1) 4 Kontrollen 35-72 2m, 2w Gewebe
Analyse von periimplantdrem 17 Personen mit Huft-
o 55-91 7m, 10w | Gewebe
Gewebe (4.8.2) Endoprothesen-Revision
Analyse von periimplantdrem 13 Personen mit Huft-
_ o 43-85 8m, 5w Gewebe
Gewebe (LightCycler; 4.8.3) Endoprothesen-Revision

Tabelle 2: Ubersicht iiber das Kollektiv der Blutspender und die Herkunft der Gewebeproben, die in
den Versuchen verarbeitet wurden

3.3 Isolierung mononukleéarer Zellen (PBMC) aus de m peripheren
Blut

Den Patienten wurde aus der Armvene 20-40ml Heparinblut abgenommen und ca.
15-30 min auf Raumtemperatur abgekuhlt. Das Ficoll-Hypaque wurde ebenfalls auf
Raumtemperatur erwarmt. In 15ml Réhrchen wurde 5ml Ficoll pipettiert und danach
etwa 7 ml Heparinblut vorsichtig dariibergeschichtet. Anschliel3end erfolgte eine
Zentrifugation fur 25 min bei 1800 rpm (20C). Fico Il hat eine Dichte von 1.07 und
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trennt die PBMC von den Erythrozyten und Granulozyten ab. Das Serum / Plasma
wurde nach der Zentrifugation aus der obersten Phase abgenommen und bei —80C
gelagert. Der Lymphozytenring wurde daraufhin mit einer Pasteurpipette vorsichtig
abgenommen und in ein 50 ml Rohrchen Uberfihrt. Dieses fullte man mit RPMI
1640-Medium auf und zentrifugierte nochmals bei 1200 rpm und 20T fur 10 min
(Waschschritt). Der Uberstand wurde abgekippt und das Rohrchen ein zweites Mal
mit Medium geflllt. Nach dem darauffolgenden Zentrifugationsschritt (10 min, 1200
rpm, 20C) wurden die Zellen in 10 ml komplettem Me dium (Zusatz von 1% bzw.10%
humanem AB-Serum, HEPES 25mM, L-Glutamin, Antibiotic-Antimycotic-Losung,
NEAA und MEM-Vitaminen) aufgenommen und gezahlt. Dazu wurden 10ul aus der
Zellsuspension entnommen, in 190ul 3% Essigsaure gegeben, gut gemischt, in eine
Neubauer-Zahlkammer gefillt und die vier Grof3quadrate ausgezahlt.

Dabei kommt folgende Berechnung zur Anwendung:

gezahlteZellen

Zellzahl/ul = - -
h x FlachexVerdinnung

wobei h = 1/10
Flache = 4
Verdinnung = 1/20
AnschlieRend wurde die Zellzahl mit komplettem Kulturmedium auf 0,75x10°/ml

eingestellt.

3.4 Trypanblaufarbung (Toxizitdtsbestimmung)

Nach der Kultur der Zellen unter Exposition verschiedener Metallsalze wurde die
96well-Platte (Platte mit 96 Vertiefungen fur die Zellkultur) fir 5min bei 1200rpm
abzentrifugiert und der Uberstand abgekippt. 10ul der vorgewarmten
Trypanblaulésung wurden pro well in die 96well Zellkultur-Platte gegeben. Danach
wurde das Gemisch 5min bei 37T inkubiert und ansch lie@end mit 0.9% NaCl-
Losung vorsichtig abgespult. Danach wurden die gefarbten Zellen in einer Neubauer-
Zahlkammer ausgezahlt. Es wurden pro well 200 Zellen gezahlt. Die Angabe erfolgte

als prozentualer Anteil toter oder geschadigter Zellen .

3.5 Apoptosebestimmung

Die Farbung mit Annexin V-FITC kann Apoptose in einem friheren Stadium
identifizieren, als eine Analyse des DNA-Abbaus. Die Annexin V-Farbung zeigt den
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Verlust der Membranintegritdt, der auch die letzten Stadien des Zelltodes
charakterisiert. So muld die Farbung immer zusammen mit einem Lebendfarbstoff,
wie z.B. Propidiumiodid (PI1), durchgefuhrt werden, um frihe apoptotische Zellen zu

identifizieren *°

. Das Ausmal} der gefundenen Apoptose wurde als Anteil (in
Prozent) apoptotischer Zellen (Annexin V-positiv, Pl negativ) der Gesamt-PBMC
angegeben.

Die Zellen aus dem Stimulationsansatz wurden zweimal mit je 1ml kaltem PBS
gewaschen und anschliel3end jeweils bei 1500rpm fir 5min bei 4T abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde jeweils einfach abgekippt. AnschlieBend wurden die Zellen auf
eine Konzentration von 1 x 10° Zellen/ml mit 1x ,Binding Buffer* eingestellt. Jeweils
100ul der Zellsuspension wurden in vier verschiedene FACS-ROhrchen pipettiert.
Anschlieend gab man entweder 5ul Annexin V-FITC, 5ul PIl, beide Stoffe in
Kombination oder nichts dazu (ungefarbte Kontrolle). Die Rohrchen wurden sanft
gemischt und 15 min bei RT im Dunklen inkubiert. Zuletzt wurden je 400ul 1x
.Binding Buffer” pro Réhrchen zugegeben und die Proben innerhalb der néchsten

Stunde mittels Durchflusszytometrie (FACScan) gemessen.

3.6 Lymphozytentransformationstest (LTT)

Der LTT existiert seit 1962 in mehreren Varianten und wurde fir die verschiedensten
Substanzen angewendet. Er stellt ein In-vitro-Verfahren zur Diagnostik einer T-
lymphozytaren Sensibilisierung vom verzogerten Typ dar. Es werden uber Ficoll
gereinigte PBMC mit den interessierenden mdglichen Allergenen kokultiviert. Man
kann zwischen 0,5x10%ml und 1x10%ml Zellen/ml im LTT einsetzen, bei unseren
Versuchen hat sich eine Zellzahl von 0,75x10%ml als ideal fir den LTT mit AB-
Serum-komplettiertem Kulturmedium herausgestellt. Gemessen wird die Proliferation
dieser Zellen nach der Inkubation mit dem Allergen im Vergleich zum spontanen
Proliferationsverhalten (ohne Allergen). Als Positivkontrolle wurde in unserem Falle
zum einen Phytohamagglutinin (PHA) als Pan-T-Zell-Mitogen und zum anderen
Tetanus Toxoid (TT) als typisches Recall-Antigen eingesetzt. Als Mal3 fur die
Zellproliferation wurde die Einbaurate von Tritium markiertem Thymidin
herangezogen, welche als Stimulationsindex angegeben wurde:

cpmstimuliere Zellen
cpmunstimuliete Zellen

Sl =
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Je nach Autor werden als Untergrenze fur einen ,positiven SI Werte zwischen 1,5

und 4 herangezogen. Wir sahen einen Sl = 3 als ,positiv* an.

Bei unseren Versuchen wurden folgende Stimuli verwendet:

Stimulus Konzentration der Gebrauchs-l6sung Endkonzentration

Stamml6ésung

TT 50 pg/ml 50 pg/mi 5 pg/ml
PHA 240 pg/mi 240 pg/mi 24pg/ml
NiSO, x 6 H,O 10°M 10°M /10°M / 10°M 10°M /10°M / 10°M

Die Stimuli (20pl/well) wurden in die 96well-Platte mit Zellen einpipettiert, dabei
erfolgte jeder Stimulationsansatz als Vierfachwert. Danach wurde die Platte fur 5
Tage bei 37C, 5% CO, und 100% Luftfeuchte inkubiert. AnschlieRend erfolgte die
Zugabe von 20pl *H-Thymidin (1:30 in RPMI 1640-Medium verdiinnt) und eine
weitere Inkubation fir 16 Stunden. Die 96well-Platte wurde mindestens fir 4-5
Stunden eingefroren (-80C). Zuletzt wurde die Platte wieder aufgetaut, mit dem
Zellharvester die Zellen geerntet und auf Filterpapier Ubertragen. Anschliel3end

erfolgte die Messung der Radioaktivitat in einem [3-Counter.

3.7 Generierung Monozyten-abgeleiteter dendritische  r Zellen

Die Anleitung zur Generierung Monozyten-abgeleiteter dendritischer Zellen (DZ)
erfolgte Uber die Arbeitsgruppe von Hr. Prof. Dr. M. Récken (Betreuung durch Hr. Dr.
K. Ghoreschi) in unserer KIlinik, wobei die Kulturbedingungen an unsere
Fragestellung angepaldt wurden.

PBMC wurden aus Heparinblut Gber Ficoll-Dichtezentrifugation isoliert, gewaschen
und gezahlt (s. 3.3, S. 23). Danach wurden die Zellen in 5ml MACS-Puffer
aufgenommen und zentrifugiert (10min, 1200rpm, 4<C). Der Uberstand wurde
verworfen und die Zellen anschlieBend in 30ul CD14-Beads (= mit anti-CD14-
Antikdrpern  beschichtete magnetische Partikel) und 120ul  MACS-Puffer
resuspendiert. Es erfolgte eine Inkubation fir 30 min im Kdhlschrank. So wurden die
CD14" Monozyten mit den magnetischen Beads markiert. Das magnetische
Zellseparationsgerat wurde grundlich mit Ethanol abgewischt. Die nachsten Schritte
erfolgten alle unter sterilen Bedingungen in der Sterilbank. Die Trennséule wurde in

den Magneten eingehangt und mit 1ml MACS-Puffer vorgespult. Die Zellen wurden
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mit 5ml MACS-Puffer gewaschen und danach abzentrifugiert (10min, 1200rpm, 4<C).
Anschliel3end resuspendierte man das Zellpellet in 2ml MACS-Puffer und pipettierte
die Losung auf die Saule. Nun bleiben die CD14" Zellen in der S&aule hangen, da die
magnetischen antiCD14-tragenden Beads an dem Magneten fixiert werden. Zellen,
die kein CD14 an der Oberflache exprimieren, laufen durch die Séule und werden
unten in einem sterilen Rohrchen aufgefangen. Um eine grbfiere Ausbeute zu
erhalten, wurde der Durchlauf noch einmal auf die Saule gegeben. Danach wurde die
Saule 2x mit je 3ml MACS-Puffer gespiilt. Um die CD14" Zellen von der Séaule zu
eluieren, wurde die Séule aus dem Magneten herausgenommen und auf ein 15ml
Rohrchen gestellt. 5ml MACS-Puffer wurden auf die Saule pipettiert und mit dem
sterilen Stempel durchgedrickt. Dieses wurde noch ein zweites Mal mit weiteren 5ml
MACS-Puffer wiederholt. AnschlieRend wurden die Zellen abzentrifugiert (10min,
1200rpm, 4C) und mit PBS gewaschen. Nach einer weiteren Zentrifugation (10min,
1200rpm, 4C) wurden die Zellen mit Medium gewaschen. Nach dem letzten
Zentrifugationsschritt (10min, 1200rpm, 4C) wurden die Zellen in komplettem RPMI
1640-Medium (+Zuséatze und 1% AB-Serum) aufgenommen. In einer 6well-Platte
wurden pro Stimulationsansatz 2ml Zellsuspension eingesetzt. Um Monozyten-
abgeleitete dendritische Zellen zu gewinnen wurde zusatzlich in jedes well 40ul GM-
CSF (2000U/ml) und 40ul IL-4 (1000U/ml) zugegeben. Danach erfolgte eine
Inkubation im Brutschrank tber 6 Tage bei 37C und 5% CO,, wobei jeweils nach 2
Tagen eine weitere Zugabe von GM-CSF und IL-4 erfolgte. Nach 6 Tagen Inkubation
wurden nach Mediumwechsel folgende Stimuli zugefugt:

200ul Medium

200l LPS (1pg/ml)

200u! NiSO4 10°M

200ul NiSO4 10™*M

Es erfolgte eine weitere Inkubation fir 2 Tage. AnschlieBend wurden die Zellen mit

spezifischen Antikérpern gefarbt und mittels Durchflusszytometrie analysiert.
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3.8 Durchflusszytometrie

3.8.1 Oberflachenfarbung

Die Zellen aus dem jeweiligen Stimulationsansatz wurden abzentrifugiert (5min,
1500rpm, 4<C) und in 50ul PBS pro spezifischer Farb ung aufgenommen. Je 50ul der
Zellsuspension wurden in ein FACS-Ro6hrchen pipettiert und je 3ul spezifischer FITC-
oder PE-markierter Antikorper zugegeben. Folgende Antikorper wurden in den
verschiedenen Versuchen verwendet:

Isotypkontrolle (IgG1k-PE, IgG2ak-FITC)

anti CD3-PE

anti CD3-FITC

anti CD14-PE

anti CD14-FITC

anti CD25-PE

anti MHCI-PE

anti MHCII-PE

anti CD80-PE

anti CD83-PE

anti CD86-PE

anti CD40-PE
Anschliel3end erfolgte eine Inkubation fir 30 min bei Raumtemperatur im Dunklen.
Zuletzt wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und anschlieRend sofort im

FACScan gemessen.

3.8.2 Intracytoplasmatische Farbung

Fur die intracytoplasmatische Farbung wurde der Cytifix/Cytoperm Plusl] Kit von BD
Biosciences verwendet. Dieser beinhaltet eine Loésung fur die Fixierung und
Permeabilisierung der Zellen und eine Verdinnungs- und Waschlésung. Zusatzlich
umfasste der Kit das ,GolgiStopl] Reagenz“. Dieses enthielt Monensin, einen
Inhibitor des Proteintransportes. Die Zugabe dieses Inhibitors in die
Stimulationsansatze blockiert die intrazellularen Transportprozesse. Dies fihrt zu
einer Akkumulierung der exprimierten Zytokine im endoplasmatischen Retikulum und
verstarkt so das Farbesignal.

Die Zellen aus dem jeweiligen Stimulationsansatz wurden abzentrifugiert (5min,

1500rpm) und in 50ul PBS pro spezifischer Farbung aufgenommen. Es erfolgte
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zunachst eine Oberflachenfarbung mit anti CD3-FITC-Ak (s.a. 3.8.1). Nach der
30mindtigen Inkubation mit dem CD3-FITC-Antikorper wurden die Zellen zweimal mit
je 100ul PBS gewaschen, wobei zwischendurch jeweils 5min bei 1500rpm
zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde nach jedem Zentrifugationsschritt einfach
abgekippt. Anschlieend wurde 50ul der ,CytoFix“-Losung in jedes R6hrchen
pipettiert. Es erfolgte eine Inkubation fiir 15min bei Raumtemperatur. Danach wurden
die Proben zweimal mit je 100ul ,PermWash* (Verdinnung der Stammldsung 1:10
mit PBS) gewaschen, wobei zwischendurch jeweils 5min bei 1500rpm zentrifugiert
wurde. Der Uberstand wurde ebenfalls nach jedem Zentrifugationsschritt abgekippt.
Die intrazytoplasmatischen spezifischen Antikdrper wurden 1:20 in sterilem PBS
verdunnt. Je 5ul der Antikdrperlésung wurden in jedes Rohrchen pipettiert und zuletzt
50ul ,PermWash” zugegeben. Es erfolgte eine Inkubation fir 15min bei
Raumtemperatur im Dunklen. Die Zellen wurden wiederum zweimal mit je 100ul
.LermWash* gewaschen und dazwischen jeweils fur 5min bei 1500rpm
abzentrifugiert. AbschlieBend wurden die Proben entweder direkt im FACSscan
gemessen oder mit je 200ul Paraformaldehyd (2% in PBS) fixiert und bis zur
Messung bei 4C gelagert (bis zu 5 Tage). Bei der M essung erfolgte die Bestimmung
der mittleren Fluoreszenzintensitat, sowie der Anteil der spezifisch gefarbten Zellen
(in Prozent) unter den Gesamt-T-Zellen. In der Auswertung wurde die Anderung der
mittleren Fluoreszenz gegentber der nur mit Medium stimulierten Kultur (Leerwert)

angegeben.

3.9 ELISA

In unseren Versuchen verwendeten wir den OptEIAO Human IL4-, IFNy- und
IL12p70-Kit der Firma BD Biosciences. Als Proben wurden Zellkulturiiberstdnde aus
Stimulationsansatzen (Doppelwerte) eingesetzt. Eine 96well Platte wurde mit je
100ul ,,Capture” Antikorper pro well beflllt, die Platte verschlossen und Uber Nacht
bei 4T inkubiert. Am nachsten Tag entfernte man di e Flissigkeit aus den wells und
wusch 3x mit je 300ul Waschpuffer (s. 3.1.4, S. 20)) pro well. Nach dem letzten
Waschschritt wurde die Platte umgedreht auf saugféahiges Papier gelegt um letzte
Flissigkeitsreste zu entfernen. Anschlie3end erfolgte ein Blockierungsschritt mit je
200ul ,Assay Diluent” (enthdlt 10% FKS) pro well mit einer Inkubation bei
Raumtemperatur Uber 1 Stunde. Wieder wurde die Flissigkeit entfernt und

anschlieBend 3x mit Waschpuffer gewaschen (s.0). Nun wurde aus dem
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mitgelieferten Standard eine Verdinnungsreihe erstellt und die Proben mit ,Assay
Diluent” passend verdinnt. 100ul jeder Standardverdinnung sowie 100ul der Proben
und der Kontrollen wurden in die jeweiligen wells pipettiert und fur 2 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Es erfolgten dieses Mal 5 Waschschritte. 15min vor dem
nachsten Schritt pipettierte man den ,Working Detector* zusammen (Detection
Antikérper + Avidin-HRP-Reagenz) und gab diesen dann (100ul/well) hinzu. Es
erfolgte eine weitere Inkubation fur eine Stunde. Nun erfolgten 7 Waschschritte.
Zuletzt gab man 100l der Substratlésung (TMB = Tetramethylbezidin und H,0O,) zu
jedem well hinzu und inkubierte die Platte unverschlossen fir 30min bei
Raumtemperatur im Dunklen. Danach wurde die Stoplésung hinzugegeben und der
Farbumschlag in den einzelnen wells sofort im MeRRgerat gemessen (A450nm-
A570nm). Die einzelnen Mel3werte wurden anhand einer Standard-
Verdunnungsreihe ermittelt. Es wurden Mittelwerte der jeweiligen Doppelwerte

angegeben.

3.10 DNA-Isolierung

Fur die DNA-Isolierung wurde das High Pure PCR Template Preparation Kit” von
Roche verwendet. Die Methode basiert auf der Lyse der Zellen wahrend einer
Inkubation mit Proteinase K in Anwesenheit eines chaotropen Salzes (Guanidin-HCI),
das unmittelbar alle Nukleasen inaktiviert. Die Nukleinsauren binden dann selektiv an
spezielle Glasfasern, mit denen kleine Saulen gepackt sind. Die gebundene DNA
wird daraufhin mehreren Waschschritten unterworfen um kontaminierende
Zellkomponenten zu entfernen. Heparinisierte Proben kdnnen auch aufgearbeitet
werden, da in dem Kit ein spezieller ,Inhibitor Removal Buffer* enthalten ist. Als
letzter Schritt wird die gebundene DNA mit einem Puffer mit geringem Salzgehalt von
den Glasfasern eluiert. Die in dem Kit enthaltene Proteinase K musste in 4,5 ml Aqua
bidest gelost werden, der ,Inhibitor Removal Buffer* wurde mit 20 ml absolutem
Ethanol und der Waschpuffer mit 80 ml absolutem Ethanol verdinnt.

Je nach Ausgangsmaterial (Gewebe oder PBMC aus Zellkultur) waren verschiedene
Vorbereitungen notig. Das Gewebe (25-50mg) wurde mit einem Einmalskalpell
sorgfaltig zerkleinert und mit 200ul PBS in einem Homogenisator grindlich
homogenisiert. Danach kam die Losung in ein steriles 1.5ml Eppendorf-Tube, es
wurden 200ul ,Tissue Lysis Buffer* (4M Harnstoff, 200mM Tris, 20mM NacCl, 200mM
EDTA, pH 7,4) und 40ul Proteinase K dazu pipettiert und griindlich gemischt. Das
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Gemisch wurde bei 55T inkubiert, bis das Gewebe ko mplett verdaut war.
Anschlie3end erfolgte eine Zugabe von 200ul ,Binding Buffer* (6M Guanidin-HCI,
10mM Harnstoff, 20mM Tris-HCI, 20% Triton X-100, pH 4,4).

PBMC aus Kultur oder nach der Isolierung Uber einen Ficoll-Dichtegradienten
wurden abzentrifugiert (1500rpm, 5min) und in 200ul PBS aufgenommen. Es wurden
200ul ,,Binding Buffer zugegeben.

Anschlieend wurden beide Ausgangsmaterialien auf die gleiche Art und Weise
weiter aufgearbeitet. Es erfolgte eine Inkubation bei 72T fur 10 Minuten. Es wurden
100pl Isopropanol zur Fallung der DNA dazu pipettiert, die Losung sorgfaltig
gemischt und auf die Saule pipettiert. Nach einer Zentrifugation (8000rpm, 1min)
wurde der Durchlauf verworfen und es wurden 500ul ,Inhibitor Removal Buffer*
darauf pipettiert. Danach erfolgte eine weitere Zentrifugation (8000rpm, 1min), der
Durchlauf wurde wieder verworfen und es wurden 500ul Waschpuffer darauf
pipettiert. Dieser Waschschritt wurde noch ein zweites Mal wiederholt. Nach
Verwerfung des Durchlaufes zentrifugierte man ein weiteres Mal nur 10 Sekunden
bei maximaler Geschwindigkeit, um den restlichen Waschpuffer grindlich zu
entfernen. Anschliel3end wurden die Saulen auf ein steriles 1.5 ml Eppendorf-Tube
gesetzt, 200ul Elutionspuffer (auf 70C vorgewarmt) darauf pipettiert und wiederum
zentrifugiert (8000rpm, 1min). Die gewonnene DNA wurde anschlielend einem

RNase-Verdau unterzogen.

RNase-Verdau
Zu den 200ul DNA wurden 3ul RNase A gegeben und die Probe 60min bei 37C

inkubiert.

Phenolisierung

Anschliel3end erfolgte ein weiterer Reinigungsschritt iber Phenol. Nach Zugabe von
200ul eines Gemisches von Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) und 100pl
TE-Puffer wurde die Losung grindlich gemischt (Vortex). Nach einer Zentrifugation
mit maximaler Geschwindigkeit fiir 3min wurde der waRrige Uberstand in ein neues

steriles 1,5ml Eppendorf-Tube tberfuhrt.

Ethanolfallung
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Die waldrige Losung wurde mit 1/10 des Volumens einer 3M Natriumacetat-Losung
und dem zweifachen Volumen an absolutem Ethanol versetzt. Danach wurde das
Gemisch 15-30min auf Eis oder bei —20<C inkubiert u nd anschlieRend bei maximaler
Geschwindigkeit fir 10min zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abgenommen und anschlielBend das Pellet mit je 1ml 70% Ethanol gewaschen.
Zuletzt wurde das Pellet vorsichtig getrocknet und die DNA in 10ul TE-Puffer gelost.

Konzentrationsbestimmung der DNA

1ul der in 10ul TE-Puffer gelésten DNA wurde 1:20 in Aqua bidest verdinnt und in
einem Photometer bei 260nm gemessen. Eine Az Einheit entspricht dabei bei
doppelstrangiger DNA (dsDNA) 50ug/ml. Um die Reinheit der DNA zu berechnen,
mufd die Probe bei 280nm im Photometer gemessen werden. Lag der Wert von
AzsolAzso > 1,8, konnte die DNA fiur die weiteren Versuche verwendet werden, in
anderen Fallen musste die DNA weiter aufgereinigt werden.

3.11 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

GAPDH-Kontrolle

Zunachst erfolgte eine PCR-Reaktion mit spezifischen Primern fir das
Glycerinaldehyphosphat-Dehydrogenase-Gen (GAPDH) als Kontrolle um die Qualitat
der DNA zu priufen. Folgende Bestandteile wurden in einem 0,2ml PCR-Tube

zusammen pipettiert.

Aqua bidest 26 ul
10x PCR Puffer 5 ul
MgCl, 2,5 ul
Nukleotide 2
Primer-Mix 10 pl
DNA 2,5 ul

Die PCR-Reaktion wurde als ,Hot start“-PCR durchgefthrt, d.h. die Proben wurden
5min im Thermocycler inkubiert und erst danach wurden 0,5l Tag-Polymerase (1:4
mit Aqua bidest verdinnt) dazugegeben. Anschliel3end wurde folgendes Programm
des Thermocyclers gestartet:
1 min 95C Denaturierung
35x| 1 min 64C Annealing
1 min 72C Elongation
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1x 7 min 72C Auffullen der Licken in der dsDNA
kiihlen bei 4C

20ul aus jeder PCR-Reaktion wurden auf ein 6% Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Es
wurde ein Polyacrylamidgel verwendet, um schérfere Banden zu erhalten, da die
GroRenunterschiede bei der anschlieBenden Klonalitdtsanalyse relativ gering waren.
Der Gellauf erfolgte bei 160 Volt. AnschlielRend wurde das Gel mit Ethidiumbromid
gefarbt und die DNA-Banden im UV-Licht sichtbar gemacht. Zuletzt wurde das Gel
photografiert.

Klonalitatsanalyse

Die Analyse beinhaltete vier verschiedene PCR-Reaktionen, um die vier
Hauptfamilien des T-Zell-Rezeptors (TZR) y abzudecken (Vorgehen gemald Graf et
al. °%). Diese Methode wird routinemaRig in unserer Klinik zur Analyse von
vorherrschenden  oligoklonalen/monoklonalen  T-Zell-Populationen  in  der
Lymphomdiagnostik eingesetzt. Daneben kann die Methode nattrlich auch zur
Beurteilung potentiell vorhandener (nach Antigenexposition) klonal expandierender
T-Zell-Populationen eingesetzt werden. Dabei bedeutet klonale Expansion nicht
zwangslaufig Malignitat. Die Methode wurde in Absprache mit PD Dr. C. Sander in
unserer Klink aus seinem Labor ibernommen und an unsere Bedingungen adaptiert.
Die gewonnenen Daten wurden zusatzlich von PD Dr. C. Sander begutachtet und
bewertet. Um einen moglichst grofen Bereich der y-Kette des T-Zellrezeptor-Gens
abzudecken, wurden Primer der vier Hauptgruppen der variablen Regionen (Vyl-8,
VY9, Vy10 und Vyl11l) mit einem Primer-Mix bestehend aus vier Joining-Primern (Jy2,
Jyp, Jypl und Jyp2) kombiniert (Abb. 2). Die Genabschnitte Vy1-Vy8 wurden anhand

des Konsensusprimers Vy2 analysiert. Folgende spezifische Primer wurden

verwendet:

TCR-Vy2: 5-TAC ATC CACTGG TAC CTACAC CAG -3
Produkt 206bp

TCR-Vy9: 5- GAA AGG AAT CTG GCATTC CGT CAG - 3
Produkt 130bp

TCR-Vy10: 5- AAG CAA CAA AGT GGA GGC AAG AAAG -3
Produkt 110bp

TCR-Vyll: 5- AGT AAA AAT GCT CACACTTCCACTTC -3

Produkt 90bp
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TCR-Jy2: 5-TACCTG TGA CAACAAGTGTTIGTTC -3
TCR-Jyp: 5-AAG CTT TGT TCC GGG ACC AAATAC -3
TCR-Jypl: 5-GAAGTTACT ATGAGCTTAGTCCCTT-3
TCR-Jyp2: 5-GAAGTT ACTATGAGCCTAGTCCCTT-3
V10 Vi1
I . I I | 11 L1 | | L
EEEEEEEE 1 T 1 T 11 111 T T TITImI
Vi-V8  Va VO Vb JpldpJdl C1  Jp2 J2 c2

Aufbau des Gamma-T-Zellrezeptorgens: J (joining region), C (constant region), V (variable region)

Junktion
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J-Mix
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Abstande der ausgewahlten Primer von der Junktionszone

Abb. 2: Aufbau des T-Zell-Rezeptor-y-Gens und Lokalisation der spezifischen Primer (modifiziert nach

Graf et al. 52)

Folgende Bestandteile wurden in einem 0,2 ml PCR-Tube zusammen pipettiert.

Aqua bidest 27,5 pl
10x PCR Puffer 5 pl
MgCl, 1 ul
Nukleotide 2 ul
Primer-Mix 10
DNA 25 ul

Die PCR-Reaktion wurde als ,Hot start"-PCR durchgefuhrt (5min Inkubation bei
95<C, danach Zugabe von 0,5ul Tag-Polymerase, 1:4 mit Aqua bidest verdinnt).
Anschliel3end wurde folgendes Programm des Thermocyclers gestartet:
1 min 95C Denaturierung
45x| 1 min 60C Annealing
1 min 72C Elongation
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1x 7 min 72C Auffullen der Licken in der dsDNA
kiihlen bei 4C
Wie bei der GAPDH-Kontrollreaktion wurden 20ul aus jeder PCR-Reaktion auf ein
6% Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Der Gellauf erfolgte bei 160 Volt. AnschlieRend
wurde das Gel mit Ethidiumbromid gefarbt und die DNA-Banden im UV-Licht sichtbar
gemacht. Zuletzt wurde das Gel photografiert.

! ! PCR Gelelektrophorese
(DNA-Auftrennung)

V) Vo) V11
Polyklonal:
Y 12 Jpl

c1 Jpl
C2 C3

Monoklonal: [ vo

Jpl

1 C2

Abb. 3: Darstellung eines verwaschenen (,polyklonal“) oder distinkten (,0ligoklonal”) Signals nach der
Klonalitats-PCR und der Auftrennung der Fragmente in einem Polyacrylamidgel.

Eine klare, schmale und distinkte Bande wurde als ,positives” Ergebnis gewertet.
Eine breite, verwaschene oder auch mehrere Banden sprechen fir ein
unspezifisches oligoklonales Signal (Abb. 3). Die Bewertung erfolgte nach
zusatzlicher Begutachtung der Bilder durch PD Dr. C. Sander.

3.12 RNA-Isolierung

Es wurde der High Pure RNA Isolation Kit® der Firma Roche verwendet. Die Lyse der
Zellen erfolgte durch Inkubation der Probe in einem speziellen Lyse-/Bindepuffer
unter gleichzeitiger Inaktivierung von RNasen. Im Falle einer RNA-Isolierung aus
Gewebe bendtigte man noch einen zusatzlichen Vorbehandlungsschritt zur Lyse. Die
Nukleinsduren werden in Gegenwart eines chaotropen Salzes spezifisch an
Glasfaseroberflachen gebunden. Die Bindebedingungen sind dabei fir RNA

optimiert. Durch eine DNAse | Verdauungsreaktion direkt auf dem Glasvlies in der
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Saule werden Reste von kontaminierender DNA abgebaut. Nach verschiedenen
Waschschritten wird die RNA mit Wasser von der Saule eluiert.

Als grundsatzliche Vorbereitung des Kits wurde die DNase | in 550ul Elutionspuffer
aufgenommen und aliquotiert bei —20T gelagert. Zus atzlich wurde Waschpuffer | mit
20 ml absolutem Ethanol und Waschpuffer Il mit 40 ml absolutem Ethanol versetzt.
Grundsatzlich wurden bei der RNA-Isolierung sterile Tubes und Filter-Pipettenspitzen
verwendet und Handschuhe getragen.

Das Gewebe wurde mit einem Einmalskalpell zerkleinert, in 200ul PBS
aufgenommen und in einem Homogenisator mit 400ul Lyse-/Bindepuffer
homogenisiert. Zellen aus Kultur oder nach der Ficoll-Dichtezentrifugation wurden
analog in 200ul PBS aufgenommen und mit 400ul Lyse-/Bindepuffer versetzt.
Danach wurde die Losung in die mit dem Glasvlies gepackte Saule gegeben. Nach
einer kurzen Zentrifugation (15sec) bei 10.000rpm wurde der Durchlauf verworfen.
Fir jede Probe wurde nun 90ul DNase Inkubationspuffer mit 10pl DNase | gemischt
und direkt auf das Glasvlies pipettiert. Anschliel3end erfolgte eine Inkubation fur
15min bei Raumtemperatur. Die darauf folgenden Waschschritte beinhalteten einmal
die Zugabe von 500ul Waschpuffer | mit anschlieBender kurzer Zentrifugation
(15sec, 10.000rpm), einmal die Zugabe von 500ul Waschpuffer 1l mit anschliel3ender
Zentrifugation (15sec, 10.000rpm) und zuletzt die Zugabe von 200ul Waschpuffer II.
Der Durchlauf wurde nach jeder Zentrifugation verworfen. Zuletzt wurde die Probe
2min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert, um die Reste des Waschpuffers
zu entfernen. Danach wurde das Auffanggefald verworfen und die Saule in ein
steriles 1.5ml Tube gesetzt. Es wurden 60ul Elutionspuffer auf das Glasvlies
pipettiert und die Probe 1min bei 10.000rpm abzentrifugiert. Anschlieend kam die
RNA-L6sung sofort auf Eis. Die RNA wurde bei —80C gelagert.

Konzentrationsbestimmung der RNA

1pl der RNA-L6sung wurde 1:20 in Aqua bidest verdinnt und in einem Photometer
bei 260nm gemessen. Eine Ay Einheit entspricht dabei bei RNA 40ug/ml. Um die
Reinheit der RNA zu berechnen, muld die Probe bei 280nm im Photometer
gemessen werden. Lag der Wert von Azso/Azgo > 1,8, konnte die RNA fiir die weiteren
Versuche verwendet werden, in anderen Fallen musste die RNA weiter aufgereinigt

werden (s.a. 3.10).
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3.13 Reverse Transkription

Um die RNA in einer PCR-Reaktion amplifizieren zu kdnnen musste ein
komplementarer DNA-Strang, die sogenannte cDNA, hergestellt werden. Dazu

®« der Firma Roche benutzt.

wurde der ,Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit
Dieser bedient sich der Transcriptor Reversen Transkriptase, einer neuen
rekombinanten Reversen Transkriptase, die in Escherichia coli exprimiert wird. Das
Enzym besitzt eine RNA-gerichtete DNA Polymeraseaktivitat, eine DNA abh&ngige
DNA Polymeraseaktivitdt, Entwindungsaktivitdt und letztendlich eine RNase H
Aktivitat, die die RNA in RNA:DNA Hybriden abbaut Das Enzym besitzt eine sehr
hohe Thermostabilitat, so dass es bei Temperaturen bis zu 65T benutzt werden
kann. Um einen Uberblick iber die Genexpression der Zellen zu bekommen, wurden
Not I-d(T)1g-Primer flr die reverse Transkription benutzt, die komplementéar zu dem
polyA-Schwanz der mRNA sind.

21g Gesamt-RNA aus Gewebe oder die gesamte RNA aus den Zellkulturansatzen
(ca. 0.5pg) wurden jeweils umgeschrieben. Die RNA wurde in 12ul RNase-freiem
H,O aufgenommen und 1pl Oligo(dT):g Primer (2.5uM) hinzugefugt. Dieses Gemisch
wurde fur 10min bei 65T inkubiert und danach sofort auf Eis gestellt, um so
eventuell vorhandene Sekundarstrukturen der RNA zu beseitigen. AnschlieRend

wurden folgende Komponenten hinzugefligt:

4ul Transkriptor RT Reaction Buffer (Endkonzentration 1x)
0.5ul Protector RNase Inhibitor (20VL)

2ul Deoxynucleotide Mix (ImM jedes)

0.5ul Transcriptor Reverse Transcriptase (10V)

Das Reaktionsgemisch wurde vorsichtig mit der Pipette gemischt und kurz
abzentrifugiert. Anschlie3end erfolgte die Reaktion Giber 30min bei 55<C. Durch einen
folgenden Inkubationsschritt fir 5min bei 85T wurd e die Reverse Transkriptase
inaktiviert. Das Eppendorf-Gefald mit der cONA wurde danach bei -20TC gelagert.
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3.14 Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktio n (RT-PCR)

cDNA-Kontrolle

Zunachst erfolgte eine PCR-Reaktion mit spezifischen Primern fir das
Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase-Gen (GAPDH) bzw. dem B-actin-Gen als
Kontrolle um die Qualitdt der cDNA zu prifen. Folgende Bestandteile wurden in

einem 0,2 ml PCR-Tube zusammen pipettiert.

Aqua bidest 26 ul
10x PCR Puffer 5 pl
MgCl; 2,5 ul
Nukleotide 2 u
Primer-Mix 10 pl
cDNA 2,5 ul

Die PCR-Reaktion wurde als ,Hot start“-PCR durchgefuhrt, d.h. die Proben wurden
5min im Thermocycler inkubiert und erst danach wurden 0,5l Tag-Polymerase (1:4
mit Aqua bidest verdiinnt) dazugegeben. Anschliel3end wurde folgendes Programm

des Thermocyclers gestartet:

1 min 95C Denaturierung

35x| 1 min 64C Annealing
1 min 72C Elongation

1x 7 min 72C Auffullen der Lucken in der dsDNA
kiihlen bei 4C

20ul aus jeder PCR-Reaktion wurden auf ein 6% Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Es
wurde ein Polyacrylamidgel verwendet, um schéarfere Banden zu erhalten. Der
Gellauf erfolgte bei 160 Volt. Anschlielend wurde das Gel mit Ethidiumbromid
gefarbt und die DNA-Banden im UV-Licht sichtbar gemacht. Zuletzt wurde das Gel
photografiert. Die Auswertung erfolgte Uber die jeweilige Bandenstarke. Dabei
erfolgte eine Unterteilung in drei Signalstarken: ,+* = schwache Bandenintensitat
(schwache Genexpression), ,++* = mittlere Bandenintensitat (mittlere

Genexpression), ,+++“ = starke Bandenintensitat (starke Genexpression).
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3.15 Analyse der Genexpression

Es wurden PCR-Reaktionen mit spezifischen Primern fir TNFa, IFNy, IL4 und IL5

durchgeflhrt. Die Primer hatten folgende Sequenzen:

GAPDH:
sense
antisense

-actin:
sense
antisense

[ENYy :
sense

antisense

TNFa:
sense
antisense

IL4 :
sense
antisense

IL5:
sense
antisense

5-CTC ACT CAAGAT TGT CAG CAATG -3
5- GAG GGA GAT GCT CAG TGTTGG - 3
- T4 65T - 669bp Produkt

5-GGA GGG GCCGGACTCGTCAT -3
5- GCC AAC CGC GAG AAGATGACC-3
- T4 55T - 766bp Produkt

5-GCTCTG CATCGTTTITGGG TTC TCTTGG -3
5-GGC GAC AGT TCAGCCATCACTTGG -3
- T4 65T - 398bp Produkt

5- GAG CTG AGA GAT AACCAG CTG GTG -3
5- CAG ATA GAT GGG CTC ATACCAGGG - %
- T4 65T - 237bp Produkt

5-CGGACACAAGTGCGATATCACC-%
5-CCAACGTACTCTGGTTGGCTTCC -3
- T4 65T - 331bp Produkt

5-ATG AGGATG CTTCTG CATTTG -3
5-TCAACTTTCTATTATCCACTCG -3
- T5:55C - 405bp Produkt

Folgende Bestandteile wurden in einem 0,2 ml PCR-Tube zusammen pipettiert:

GAPDH B-actin TNFa IFNy IL4 IL5
T,: 64T T,:55C T,: 64C T,: 64C Ta: 64T Ta: 55T
H,O 26 27,5 28,5 28,5 27,5 28,5
10x Puffer 5 5 5 5 5 5
MgCl, 2,5 1 - 1
NTP 2 2 2 2 2 2
Primer 10 10 10 10 10 ie5b
cDNA 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
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Die PCR-Reaktion wurde als ,Hot start-PCR durchgefiihrt (5min Inkubation bei
95<C, danach Zugabe von 0,5ul Tag-Polymerase, 1:4 mit Aqua bidest verdinnt).

Anschliel3end wurde folgendes Programm des Thermocyclers gestartet:

1 min 95<C Denaturierung

35x| 1 min 50-60C entspr. T 4
1 min 72<C Elongation

1x 7 min 72C Auffullen der Licken in der dsDNA
kiihlen bei 4C

20ul aus jeder PCR-Reaktion wurden auf ein 6% Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Der
Gellauf erfolgte bei 160 Volt. Anschlielend wurde das Gel mit Ethidiumbromid
gefarbt und die DNA-Banden im UV-Licht sichtbar gemacht. Zuletzt wurde das Gel
photografiert. Die Auswertung erfolgte Uber die jeweilige Bandenstarke. Dabei
erfolgte eine Unterteilung in drei Signalstarken: ,+* = schwache Bandenintensitat
(schwache Genexpression), ,++* = mittlere Bandenintensitdt (mittlere

Genexpression), ,+++“ = starke Bandenintensitat (starke Genexpression).

3.16 Quantitative RT-PCR

Die RT-PCR ist eine etablierte Methode, um bestimmte DNA-Sequenzen (z.B. Gene)
exponentiell zu vervielfaltigen. Bei der herkdbmmlichen RT-PCR (s.0.) wurden die
amplifizierten Produkte in einem Polyacrylamidgel unter UV-Licht sichtbar gemacht.
Die Auswertung erfolgte semiquantitativ anhand der Bandenintensitat.

Mit der RT-PCR im LightCycler ist es nun mdglich, die erhaltenen Produkte zu
guantifizieren. Hierbei kann eine absolute Quantifizierung anhand eines definierten
Standards mit bekannter Molekilmenge erfolgen oder es wird das spezifische
Produkt (z.B. IFNy) im Verhéltnis zu einem internen Standard (in diesem Fall beta-2-
Mikroglobulin) bewertet. Ein wichtiger Vorteil des LightCyclers besteht in der sehr viel
schnelleren Amplifikation und in der Verifizierung der Produkte Uber eine

Schmelzkurve.
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Aufbau des LightCyclers:
Das Gerat ist aus einer oberen und einer unteren Einheit aufgebaut. Die obere
enthalt die Heizspirale, die untere enthalt die Temperaturkammer, die wiederum das

Probenkarussel, das Fluorimeter, die Motoren, sowie die Energieversorgung enthalt.

Arbeitsprinzip des LightCyclers:

Das Grundprinzip der Amplifikation der DNA ist gleich wie bei der herkdmmlichen
PCR. Es gibt jedoch einige bedeutende Unterschiede. Die Temperaturregulierung im
LightCycler erfolgt Uber die Heizspirale. Die von ihr erzeugte warme Luft wird durch
einen Ventilator (am Boden der Temperaturkammer) gleichmallig in der Kammer
verteilt, so dass um die Proben herum eine homogene Temperaturverteilung
gewabhrleistet ist. Eine Abkihlung in der Warmekammer wird durch die Zufuhr von
Raumluft erreicht. Die Proben werden fir die LightCycler-PCR in spezielle
Glaskapillaren pipettiert. Die Kapillaren haben einen Aufl3endurchmesser von
1,55mm und sind 35mm lang. Das erforderliche Reaktionsvolumen ist mit 10-20ul
sehr gering. Die Verwendung von Luft zur Warmeregulation sowie das optimale
Oberflachen-Volumen-Verhaltnis  der  Kapillaren  ermdglicht die  raschen
Temperaturanderungen im LightCycler. Durch eine Lichtquelle in der PCR-Kammer
werden die Proben mit einer Emissionswellenlange von 470nm angeregt. Je nach
Fluoreszenztrager der PCR-Reagenzien wird die Fluoreszenz von einem der drei
Photodetektoren bei 530nm, 640nm oder 710nm gemessen. Bei der Verwendung
von SYBR Green | (s.u.) erfolgt die Messung bei 530nm. Anhand der erstellten
Schmelzkurve nach Abschluf3 der Amplifikation kann die Qualitat des PCR-Produktes
geprift werden. Die Amplifikationsprodukte schmelzen rasch und vollstandig bei
einer produktspezifischen Temperatur. Das bedeutet, dass ein sauberes PCR-
Produkt in der graphischen Darstellung der Schmelzkurve einen einzigen schmalen
Peak ergibt, der dem Schmelzpunkt entspricht. Somit kdnnen spezifische von
unspezifischen (mehrere Peaks) Produkten getrennt werden.

Im Falle meiner Arbeit wurde das ,FastStart DNA Master"-"® SYBR Green I“Kit der
Firma Roche verwendet. Dieser Kit enthalt eine speziell fur den LightCycler
geeignete FastStart Tag DNA-Polymerase sowie den Fluoreszenzfarbstoff SYBR
Green |. Die chemisch modifizierte Tag-Polymerase ist durch hitzeempfindliche
Gruppen an einigen Aminoenden blockiert, so dass das Enzym bei Raumtemperatur

(also bei allen Pipettierschritten) inaktiv ist. Das Enzym wird erst durch einen
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Inkubationsschritt ber 10min bei 95T aktiviert (s 0og. ,Hot start“-Technik), was die
Sensitivitdatt der PCR deutlich erhoht, da die Amplifikation unspezifischer
Primerbindungen bei niedrigen Temperaturen weitgehend ausgeschlossen ist.

SYBR Green | ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der spezifisch doppelstrdngige DNA
bindet. Der Farbstoff bindet bei jedem Amplifikationsschritt an das PCR-Produkt,

welches dann mittels Fluoreszenz detektiert und quantifiziert wird.

Quantifizierung der Produkte:

Uber eine Verdiinnungsreihe (z.B. 1:10, 1:100, 1:1000. 1:10000) erstellt die
LightCycler-Software eine Eichgerade, mit der automatisch die Anzahl an Kopien des
spezifischen Produktes ermittelt wird. Zusatzlich amplifiziert man zu jeder Probe
auch ein Referenzgen, ein sog. ,housekeeping gene*, das in jeder Zelle konstitutiv
exprimiert wird. In unserem Fall war es beta-2-Mikroglobulin, das als interner
Standard fungierte. Nach der Bestimmung der Kopienzahl im Anschluf3 an eine PCR-
Reaktion im LightCycler wird dann aus den beiden Kopienzahlen ein Verhéltnis
gebildet, z.B. IFNy/beta-2-Mikroglobulin-Ratio. Die Quantifizierung erfolgte bei
unseren Versuchen nach der sogenannten ,Kalibrator-normierten* relativen
Quantifizierung. Durch diese Methode werden zum einen Unterschiede in Bezug auf
Qualitat und Quantitat der cDNA in den unterschiedlichen Proben beriicksichtigt, zum
anderen gehen aber auch Unterschiede in der Amplifikationseffizienz der einzelnen

Reaktionen in die Berechnung mit ein.

Pipettierschema:
Als erster Schritt wurde ein Gefal3 mit dem Reaktions-Mix aufgetaut (im Dunklen)
und dieser Mix mit jeweils 14ul FastStart Tag Polymerase komplettiert. Dieses
Gemisch wurde vorsichtig mit der Pipette gemischt. AnschlieBend wurde der PCR-
Mix vorbereitet und folgende Komponenten zusammenpipettiert:

5ul H,O

0,5ul spezifischer Primer-Mix (10pmol jeder Primer)

2ul Master-Mix (5x konzentriert)
Die bendtigte Anzahl an Kapillaren wurde in den vorgekilten Zentrifugationsadaptern
bereitgestellt und 7,5ul des PCR-Mixes in jede Kapillare pipettiert. Zuletzt wurden
noch 2,5ul der entsprechenden cDNA (1:10 verdinnt) hinzugeftigt und die Kapillaren

mit den passenden Verschlissen abgedichtet. Nach einer Zentrifugation bei
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2500rpm fur 15sec wurden die Kapillaren in das LightCycler-Karussel tberfuhrt und
die PCR wurde gestartet.

Da im LightCycler die Primer, die fir die konventionelle PCR verwendet wurden,
nicht optimal funktionierten (amplifizierte Produkte sollen im LightCycler nicht zu lang
sein), wurden neue Primer getestet und folgende Primer letztendlich fir die Versuche
verwendet (T, bei allen im LightCycler verwendeten Primern 60C) :

3-2-microglobulin:

sense 5" CCA GCA GAG AAT GGAAAGTC 3
antisense 5 GAT GCT GCTTACATGTCTCG 3
- 265bp Produkt
1L4:
sense 5 TGC CTC CAAGAACACAACTG S
antisense 5 AACGTACTCTGG TTGGCTTC 3
- 235bp Produkt
IL5:
sense 5 GCTTCTGCATTITGAGTTTGCTAGCT 3
antisense 5 TGG CCGTCAATG TATTTC TTT ATT AAG 3
— 305bp Produkt
IL13:
sense 5 CGGTCATTGCTCTCACTTGCCTT 3
antisense 5 TTACCCCTACCTAACCCTCCTTZJ
— 430bp Produkt
IFNy :
sense 5 GCAGAG CCAAATTGTCTCCT 3
antisense 5 ATGCTCTTC GAC CTC GAAAC 3
— 260bp Produkt
IL6
sense 5 GCCTTCGGTCCAGTTGCCTT 3
antisense 5 GCAGAATGAGATGAGTTIGTC 3
- 542bp Produkt
IL8
sense 5 ATG ACT TCC AAG CTG GCC GT 3
antisense 5 TCCTTG GCAAAACTGCACCT 3
— 82bp Produkt
Foxp3 :
sense 5 CTGCCCCTAGTCATGGTGG 3T
antisense 5 CTG GAG GAG TGC CTG TAAGTG 3

— 72bp Produkt
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IL10 :

sense 5 TCA AGG CGC ATG TGAACTCC 3

antisense 5 GAT GTC AAACTCACTCATGGC T3
- 176bp Produkt

TGFB1:

sense 5 CAA GCA GAG TAC ACA CAG CAT 3

antisense 5 TGCTCCACTTTT AACTTGAGCC 3
- 129bp Produkt

E-Selectin:

sense 5 ACC TCC ACG GAA GCT ATG ACT 3

antisense 5 CAGACCCACACATTIGTTIGACTTZ3
- 173bp Produkt

bcl-2:

sense 5 GGG AGAACG GGG TACGACAZ

antisense 5 CCC AGACTC ACATCACCAGAT 3

- 602bp Produkt

3.17 Datenauswertung und Statisitik

In dieser Arbeit wurden verschiedene In-vitro-Aspekte der allergischen Entziindung
bei Nickelkontaktallergie anhand von Zellkulturansatzen und in Gewebeproben
bearbeitet. Oft lagen dabei kleine Fallzahlen vor und die Auspragung der Reaktionen
zeigte bei teils groBen interindividuellen Schwankungen meist keine
Normalverteilung. So wurde nach Beratung durch Herrn Dr. Strobl vom Institut fur
Medizinische Informationsverarbeitung, Biometrie und Epidemiologie (IBE) der
Ludwig-Maximilians-Universitat folgende Darstellung und Bewertung der Daten
gewahlt:

- Es erfolgte eine Auflistung der Einzelwerte sowie Saulengrafiken zur
Darstellung der relativen Haufigkeiten von Merkmalsauspragungen.

- Es wurden bei der Zusammenfassung von Daten (z.B. Proliferationsausmal
der stimulierten T-Lymphozyten) Mittelwerte oder Median angegeben. Gab es
bei den Einzelwerten eine zu breite Streuung wurde der Median gewéhlt um
das Bild nicht zu verfalschen.

- Sofern statistische Beurteilung moglich war, wurde der Wilcoxon
Rangsummentest verwendet. Dieses nicht-parametrische Verfahren vergleicht
die ,Mittelwerte“ zweier Stichproben. Es stellt eine Alternative zum

sogenannten t-Test dar, sofern dessen Anwendungsvoraussetzungen stark
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verletzt sind, d. h. wenn die Messwerte nicht normalverteilt oder die Varianzen
der beiden Gruppen stark unterschiedlich sind. Der Rangsummentest
vergleicht statt der Original-Messwerte die Rangwerte der Daten. Er prift
letztlich, ob die Zahl der Beobachtungen, die kleiner (oder grof3er) als der
gemeinsame Median beider Variablen sind, in den beiden Gruppen
verschieden ist.

Teils konnten aber nur qualitative / quantitative Beurteilungen vorgenommen
werden.
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4 Ergebnisse

4.1 Toxizitdtsbestimmung verschiedener Metalle

4.1.1 Trypanblau-Exklusion

An isolierten Monozyten und Lymphozyten von 5 nicht-allergischen Blutspendern
wurde in Vorversuchen die Toxizitatsschwelle gegentber verschiedenen Metallen in
der Zellkultur anhand einer Trypanblaufarbung bestimmt. Die Metalle wurden dabei
als Einzelstimuli, aber auch in den verschiedenen Kombinationsmoglichkeiten als
Doppelstimuli eingesetzt, um Effekte, die vielleicht durch die Spannungsreihe bedingt
sind, mit einzuschlieRen. Dabei wurden bei Doppelstimulation jeweils nur die Halfte
der bei der Einzelstimulation eingesetzten Metallsalzmenge eingesetzt, so dalR die
Absolute Anzahl an lonen gleich blieb. Die Ansatze wurden jeweils als Doppelwerte
angesetzt, Uber 3 Tage inkubiert und anschliel3end mit Trypanblau geféarbt. Je 200
Zellen pro well wurden unter dem Mikroskop ausgezahit. Es zeigte sich zum einen,
daR Monozyten und Lymphozyten jeweils leicht unterschiedliche Empfindlichkeiten
gegeniber den Metallen besaflen. Zum anderen gab es aber auch deutliche
Unterschiede zwischen Einzel- und Doppelstimulation (Abb. 5-8). In Abb. 4 erkennt
man den deutlichen Anstieg der Anzahl der lebenden Zellen zwischen den
Konzentrationen 10°M und 10™“M. In der Einzelexposition zeigte sich bei der
Konzentration 10°M, daR Nickel sowohl fir Lymphozyten als auch Monozyten

toxischer war als Zink. Bei weiterer Verdinnung verliert sich dieser Unterschied.

Ni, Monozyten
——Zn, Monozyten
120 + —a&— Ni+Zn, Monozyten
100 1 Ni, Lymphozyten
—_ —¥—Zn, Lymphozyten
P\E 807 —8— Ni+Zn, Lymphozyten
2 60 -
()
N
2 40+
8
20 A
0

10-1M 10-2M 10-3M 10-4M 10-5M 10-6M 10-7M
Konzentrationen

Abb. 4: Toxizitat von Nickel und Zink (einzeln oder in Kombination) gegenuber isolierten Monozyten
und Lymphozyten von 5 Personen. Bestimmung anhand der Trypanblaufarbung (tote Zellen =
Trypanblau-aufnehmende Zellen). Angegeben sind die Mittelwerte, die Standardabweichung lag
zwischen 10% und 20%.
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Ni, Monozyten
—i— Cu, Monozyten
120 - —&— Ni+Cu, Monozyten
Ni, Lymphozyten
— 1007 —¥— Cu, Lymphozyten
S 80 —&— Ni+Cu, Lymphozyten
c
5]
T 60 -
N
L 40
8
20 +

10-1M 10-2M 10-3M 10-4M 10-5M 10-6M 10-7M 10-8M 10-9M

Konzentrationen

Abb. 5: Toxizitat von Nickel und Kupfer (einzeln oder in Kombination) gegenuber isolierten Monozyten
und Lymphozyten von 5 Personen. Bestimmung anhand der Trypanblaufarbung (tote Zellen =

Trypanblau-aufnehmende Zellen). Angegeben sind die Mittelwerte, die Standardabweichung lag
zwischen 10% und 20%.

Abb. 5 zeigt die Ergebnisse der Toxizitatsbestimmung nach der Stimulation mit
Nickel und Kupfer (jeweils alleine oder in Kombination). Hier unterscheidet sich die
Reaktion der Monozyten auf Doppelstimulation mit Nickel und Kupfer deutlich von
den jeweiligen Einzelstimulationen. Monozyten zeigten eine hohe Absterberate (tUber
50%) bei der Doppelstimulation mit Nickel und Kupfer im Konzentrationsbereich von
10°M bis 10™M. Die Doppelstimulation von Lymphozyten sowie jeweilige
Einzelstimulationen von Monozyten oder Lymphozyten mit Nickel bzw. Kupfer fihrten
zu entsprechenden Absterberaten erst bei deutlich héheren Konzentrationen (10°M
und 10™*M).
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Ni, Monozyten
—i— Cr, Monozyten
120 - —&— Ni+Cr, Monozyten
Ni, Lymphozyten
_ 1007 = —¥— Cr, Lymphozyten
S, 80 —o— Ni+Cr, Lymphozyten
c
5]
5 60 -
N
o 40 -
S
20
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10-1M 10-2M 10-3M 10-4M 10-5M 10-6M 10-7M

Konzentrationen

Abb. 6: Toxizitat von Nickel und Chrom (einzeln oder in Kombination) gegeniber isolierten Monozyten
und Lymphozyten von 5 Personen. Bestimmung anhand der Trypanblaufarbung (tote Zellen =

Trypanblau-aufnehmende Zellen). Angegeben sind die Mittelwerte, die Standardabweichung lag
zwischen 10% und 20%.

Beim Stimulationsansatz mit Nickel und Chrom(lll) (Abb. 6) fallt auf, dafl} die
Lymphozyten im Vergleich mit den Monozyten starker bei Doppelstimulation mit
Nickel und Chrom absterben (speziell im Bereich von 10°M bis 10™*M). Die
Einzelstimulation und die Doppelstimulation der Monozyten zeigte keine

Unterschiede. Bei diesen Anséatzen starben die Zellen v.a. im Konzentrationsbereich
10™M bis 10M ab.

Cu, Monozyten
—i— Zn, Monozyten
120 —a&— Cu+Zn, Monozyten
100 - Cu, Lymphozyten
= —¥—Zn, Lymphozyten
'C’E' 80 - —@— Cu+Zn, Lymphozyten
[}
5 60 -
N
L 40 4
o
20 A
0 ‘

| —

10-iM 10-2M 10-3M 10-4M 10-5M 10-6M 10-7M 10-8M 10-9M

Konzentrationen

Abb. 7: Toxizitat von Kupfer und Zink (einzeln oder in Kombination) gegeniiber isolierten Monozyten
und Lymphozyten von 5 Personen. Bestimmung anhand der Trypanblaufarbung (tote Zellen =

Trypanblau-aufnehmende Zellen). Angegeben sind die Mittelwerte, die Standardabweichung lag
zwischen 10% und 20%.
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Beim Stimulationsansatz mit Kupfer und Zink (Abb. 7) zeigt sich ein &hnliches Bild
wie bei der Stimulation mit Nickel und Chrom. Die Lymphozyten starben im Vergleich
mit den Monozyten starker bei Doppelstimulation mit Kupfer und Zink (speziell im
Bereich von 10°M bis 10M) ab. Die Einzelstimulation und die Doppelstimulation der
Monozyten zeigte keine Unterschiede. Bei diesen Ansatzen starben die Zellen v.a.
im Konzentrationsbereich 10*M bis 10°M ab.
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Abb. 8: Toxizitdt von Kupfer und Chrom (einzeln oder in Kombination) gegenuber isolierten
Monozyten und Lymphozyten von 5 Personen. Bestimmung anhand der Trypanblaufarbung (tote

Zellen = Trypanblau-aufnehmende Zellen). Angegeben sind die Mittelwerte, die Standardabweichung
lag zwischen 10% und 20%.

Die Stimulation von Monozyten und Lymphozyten mit Kupfer und Chrom (alleine
oder in Kombination) flhrte zu ahnlichen Absterberaten (Abb. 8). Es zeigte sich eine
tendenziell geringere Empfindlichkeit der Lymphozyten bei Einzelstimulation mit
Kupfer und Chrom. Ein Anstieg der Absterberate erfolgte erst ab Konzentrationen
von 10°M. Andererseits reagierten die Lymphozyten etwas empfindlicher auf die
Doppelstimulation als die Monozyten (Beispiel 10°M: 40% der Lymphozyten
abgestorben gegeniber 20% der Monozyten).
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Abb. 9: Toxizitéat von Zink und Chrom (einzeln oder in Kombination) gegentber isolierten Monozyten
und Lymphozyten von 5 Personen. Bestimmung anhand der Trypanblaufarbung (tote Zellen =

Trypanblau-aufnehmende Zellen). Angegeben sind die Mittelwerte, die Standardabweichung lag
zwischen 10% und 20%.

Die Stimulation mit Zink und Chrom (jeweils alleine oder in Kombination) fihrte zu
keinen unterschiedlichen Reaktionen der Lymphozyten und Monozyten (Abb. 9). Die
Anzahl der lebenden Zellen nahm bei allen Stimulationen im Konzentrationsbereich
von 10™M bis 10°M deutlich ab.

Aus den in Abb. 4 bis Abb. 9 aufgefiihrten Daten dieser Vorversuche wurden die
Metallkonzentrationen ermittelt, bei denen mindestens 50% der Zellvitalitdt erhalten
blieb. Diese Konzentrationen wurden als Maximalwerte in den anschlieRenden

Versuchen, z.B. im LTT oder den Zellstimulationsversuchen eingesetzt.

4.1.2 Annexin V-Farbung

Anhand der gemeinsamen Suspension von Monozyten und Lymphozyten (,PBMC*)
wurde erganzend der Anteil an apoptotischen Zellen bei Metallstimulation bestimmt.
Dies erfolgte mittels einer Farbung der Zellen mit Annexin-V-FITC und/oder
Propidiumiodid. = Die Analyse erfolgte Uber Durchflusszytometrie.  Die
Metallkonzentrationen wurden ab den vorab ermittelten vitalitatsbeeintréachtigenden
Werten (Abb. 4 bis Abb. 9) eingesetzt.

Hierbei zeigte sich, dal3 der Anteil apoptotischer Zellen (Annexin V positiv) bei einer

Einzelstimulation groRer war als bei den Doppelstimulationen, aul3er bei der
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Kombination Zink und Chrom (Abb. 10). Bei den Einzelstimulationen befanden sich
7-11,38% der Lymphozyten in einem frihen Stadium der Apoptose, 10,76-24,5%
waren bereits nekrotisch oder befanden sich in einem spaten Apoptosestadium. Der
hochste Apoptosewert wurde bei den Einzelstimulationen mit Zink erreicht (16,15%
frihe Apoptose, 24,5% Nekrose). Demgegenuber war der Anteil an nekrotischen
Zellen bei den Doppelstimulationen deutlich hoher als bei den Einzelstimulationen.
Bei diesen Stimulationen wurden nur 2,6-11,99% der Lymphozyten apoptotisch. Die
Doppelstimulation mit Zink und Chrom fuhrte in diesem Fall zum maximalen Wert von

11,99%. Auf der anderen Seite wurden bei den Doppelstimulationen Nekrosewerte
von 32,55-42,33% erreicht.

Anteil ungefarbter/gefarbter Zellen
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NG-0T 1D+UZ
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O Propidiumiodid+Annexin V-FITC (spétes Apoptosestadium)
O Annexin V-FITC (friihes Apoptosestadium)

O Propidiumiodid (Nekrose)

W ungefarbt (vital)

Abb. 10: Bestimmung der Apoptose bei PBMC von 5 nicht-allergischen Personen nach
verschiedenen Metallstimulationen (einzeln oder in Kombination) Uber eine Annexin V-FITC und/oder
Propidiumiodid-Farbung mit anschlie@ender Analyse am FACScan. Angegeben ist jeweils der

Prozentsatz der nur Annexin V positiv gefarbten Zellen, die sich in einem friihen apoptotischen
Zustand befinden

Zusammenfassend zeigte auch die erganzende Analyse von Apoptose und Nekrose

in Metall-exponierten Zellen (Lymphozyten und Monozyten) ebenfalls den hoéher
toxischen Effekt einer kombinierten Metallstimulation.
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4.2 Apoptoseschwelle nach Nickel-Stimulation

Zur Frage ob der Spenderstatus (,allergisch* / ,nicht-allergisch®) EinfluR auf das
Apoptoseverhalten hatte, wurden Blutspenden von 7 Nickel-allergischen
Blutspendern (6 w, 1 m: 21-50 Jahre) und 9 nicht-allergischen Kontrollen (6 w, 3 m:
26-55 Jahre) verarbeitet. Nach der Isolierung der PBMC aus dem heparinisierten Blut
Uber Ficoll-Hypaqueld Dichtezentrifugation wurden die Zellen in komplettem RPMI
1640 Medium (10% AB-Serum) Uber drei Tage kultiviert. Zusatzlich erfolgte Gber die
drei Tage eine Stimulation mit PHA (2.4pg/ml), NiSO, 10*M und 10°M oder
verschiedenen Verdinnungen eines Euro-Eluates. Die Euro-Minzen wurden als
Modell einer Metalllegierung verwendet, die einen sehr hohen Anteil und eine hohe
Freisetzung von Nickel aufweist.

Nach der Stimulation an Tag 3 wurden die Zellen fur die Durchflusszytometrie mit
Annexin V-FITC und / oder Propidiumiodid (Pl) gefarbt und anschlielend im
FACScan analysiert. Dabei wurde ein Gate fur die Lymphozyten gesetzt und nur
diese Zellpopulation analysiert.

In Zusammenarbeit mit dem Institut fir Rechtsmedizin der Ludwig-Maximilians-
Universitdt wurde dort die freigesetzte Nickel-Menge in den Eluaten uber
Atomabsorptionsspektrometrie bestimmt (Tabelle 3).

Eluent Eluat (1d) | Eluat (5d)
(Ni ng/ml) | (Ning/ml)
H,0 25 15
kinstlicher Schweif3 22 19
Kontrolle ry e dium (+ 1% AB) 16 11
Medium (+ 10% AB) 15 15
H,0 7800 19500
Euro kinstlicher Schweil3 34300 72800
Medium (+ 1% AB) 7100 8200
Medium (+ 10% AB) 10400 30000

Tabelle 3: Nickelfreisetzung aus Euro-Miinzen in verschiedenen Eluatmedien (H,O, kinstlicher
Schweil3, Medium mit 1% oder 10% AB-Serum); 1d = Elutionsdauer 1 Tag; 5d = Elutionsdauer 5
Tage; Kontrolle = Eluationsmedium ohne Gegenwart der Euromiinze; Bestimmung der
Nickelkonzentration Uber Atomabsorptionsspektrometrie; weitere Abkirzungen s.a.
Abkirzungsverzeichnis

In der Zellkultur wurden Verdinnungen der Eluate eingesetzt, die mit Medium unter
Zusatz von 10% AB-Serum hergestellt worden waren. Die Anzahl der Zellen, die in

Apoptose Ubergingen variierte deutlich je nach Art der Stimulation und der Menge an
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NiSO, oder Euro-Eluat. Die hochste Apoptoserate trat nach der Stimulation der
Lymphozyten mit PHA auf. Dabei zeigten die Zellen der nicht-allergischen Kontrollen
eine héhere Apoptoserate als diejenigen der Nickel-allergischen Blutspender (19,3%
gegeniiber 15,4%). Nach der Kultur mit 10*M NiSO, gab es keine Unterschiede in
der Apoptoserate (1,0% bzw. 0,9%), nach der Stimulation mit 10°M NiSO, traten
dagegen geringe Unterschiede in der Apoptoserate zwischen den beiden Gruppen
auf (0,66% bzw 0,4%). Die Zugabe des 5-Tage-Euro-Eluates induzierte eine hohe
Apoptoserate in den Lymphozyten, wobei sich Nickel-allergische und nicht-
allergische Blutspender deutlich unterschieden. Bei der 1:100 Verdinnung zeigten
die Lymphozyten der Nickel-allergischen Blutspender im Mittel 4,9% apoptotische
Zellen, die Kontroll-Lymphozyten dagegen 17,7%. Dieser Unterschied war fast
signifikant (p = 0,053, Wilcoxon Rangsummentest). Bei den héheren Verdinnungen
schwachte sich dieser Effekt ab. Bei der 1:1000 Verdinnung gingen 2,3% der
Lymphozyten der Nickel-allergischen Blutspender in Apoptose Uber gegenuber
12,2% der Kontroll-Lymphozyten, bei der 1:10000 Verdinnung waren es immerhin
noch 1,8% bei den Nickel-allergischen und 6,5% bei den Kontroll-Blutspendern (Abb.
11). Bei Kultur mit Medium alleine ergab sich eine geringe Apoptoserate (zwischen
0,35% und 4,79%), die als Basiswert jeweils abgezogen wurde.

35,00 - o Kontrollen
m Ni-Allergiker

30,00 -
25,00 -
20,00 -
15,00 +
10,00 -

5,00 -

Anteil apoptotischer Zellen

0,00 o ———
PHA NiSO4 10-4M NiSO4 10-5M Huat 1:100 Huat 1:1000 Huat 1:10000

Abb. 11: Apoptoserate der Lymphozyten 7 Nickel-allergischer und 9 nicht-allergischer
Kontrollpersonen nach Stimulation mit NiSO, (10*M, 10°M) oder Euro-Eluaten (1:100, 1:1000,
1:10000). Angegeben ist der Prozentsatz an gefarbten Zellen (Annexin V, Mittelwert aus
Doppelwerten);
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DalR die Nickelfreisetzung aus Euromiunzen bei langerem Hautkontakt bei
entsprechend Sensibilisierten zur Ekzemreaktion fuhrt, wird aus Abb. 12 erkennbar.
Am Riucken einer Nickel-allergischen Patientin fand nach Applikation einer
Euromiinze im Epikutantest neben der bekannten Reaktion auf Nickel selbst (Ricken
links) auch eine Reaktion im Eurotestfeld statt. Diese Patientin war ebenfalls als
Blutspenderin bei der hier beschriebenen Versuchsserie in der Gruppe der Nickel-
allergischen Blutspender vertreten. Bei der Patientin war wegen rezidivierendem
Handekzem eine Epikutantest-Allergiediagnostik erfolgt, wobei sich auch eine
Nickelkontaktallergie gezeigt hatte.

Abb. 12: Ekzemreaktion im Epikutantest einer Nickel-allergischen Patientin auf
Nickel und eine Euro-Miinze

Abb. 13 zeigt ein Beispiel der durchflusszytometrischen Analyse von stimulierten
Lymphozyten eines Nickel-allergischen und eines nicht-allergischen Blutspenders
nach der dreitagigen Stimulation mit NiSO,4 oder den Euro-Eluaten. Als Ausdruck fur
die Apoptose wurde die Annexinfarbung herangezogen, als Marker fir Nekrose eine
Farbung mit Propidiumiodid. Auf die Stimulation mit NiSO, (10*M und 10°M) hin
zeigten die Lymphozyten der Kontrollperson deutlich mehr Apoptose und Nekrose.
Dieser Unterschied zeigt sich noch deutlicher nach der Stimulation mit den drei
verschiedenen Konzentrationen des Euro-Eluates.
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Abb. 13: Apoptoserate (Annexin V-Farbung) und Zellnekrose (Propidiumiodidfarbung) nach 24h;
Exposition gegentiber Medium, PHA, NiSO, (10*M, 10°M) und Euro-Eluat (1/100 — 1/10000).
Darstellung mittels Durchflusszytometrie der Lymphozyten eines Nickel-allergischen und eines nicht-
allergischen Blutspenders. Einzelfarbung mit Propidiumiodid (PI), die spezifisch fir nekrotische Zellen
ist, sowie die Doppelfarbung mit Pl und Annexin V-FITC (Pl + A), die zwischen nekrotischen und
apoptotischen Zellen differenziert.
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4.3 Reifung dendritischer Zellen (DZ) nach Nickelko  ntakt

Die Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen waren nach sechstagiger
Stimulation mit GM-CSF und IL4 erhalten worden und dienten als Modell, um den
EinfluR von Nickel auf eine weitere Reifung von DZ zu prifen. Nach 48stundiger
weiterer Kultur in Gegenwart von 10°M NiSO,4, 100ng/ml LPS oder Medium wurde
eine Charakterisierung der Nickel- (oder zur Kontrolle LPS-) exponierten DZ
vorgenommen. Das Medium, sowie das Nickel-enthaltende Medium wurden
zusatzlich auf LPS-Verunreinigungen mit Hilfe des Rapid-Endotest (BioWhittaker
Europe, Verviers, Belgium) untersucht und zeigten keine LPS-Kontamination.

Die Analyse der Oberflachenstrukturen (CD40, CD80, CD83, CD86, MHC Klasse |
und MHC Klasse II) zeigte, da3 bei Stimulation durch LPS eine Hochregulation
speziell von CD80, CD83 und CD40 erfolgt. Die Ergebnisse sind in Abb. 14
dargestellt. Die LPS-Stimulation wurde durchgefihrt, um nachzuweisen, dal} die
unreifen DZ zu einer weiteren Ausreifung gebracht werden konnten. In Abb. 14a sind
die Phanotypanderungen nach der LPS-Stimulation dargestellt. Das Ausmald der
mittleren Fluoreszenzanderung war fur die DZ der nicht-allergischen und die der
Nickel-allergischen Blutspender &hnlich. Deutlich ist zu erkennen, dal3 CD80, CD83
sowie CD40 verstarkt exprimiert wurden (p < 0,05). Dabei war die Anderung der
CD80 Expression mit einem uber funffachen Anstieg am gréf3ten, gefolgt von CD83
und CD40. Insgesamt zeigten die DZ der nicht-allergischen Kontroll-Blutspender
etwas weniger Expression der entsprechenden Oberflachenantigene als die der
Nickel-allergischen Blutspender. Nach der NiSO,4-Stimulation Uber 48h reagierten die
DZ der Nickel-allergischen Blutspender mit Phanotypadnderungen, v.a. bei der
Expression von CD40 und CD83 (Abb. 14b). Wahrend die CD83 Expression der
nicht-allergischen Kontrollgruppe unverandert blieb, stieg die der Nickel-allergischen
Blutspender deutlich an (30,11% vs —1,6%; p < 0,05). CD40 wurde dagegen von den
DZ der nicht-allergischen Kontrollgruppe signifikant weniger produziert (-17%; p <
0,05). Zusatzlich stieg die MHC Klasse | Expression der Kontroll-DZ der nicht-
allergischen Blutspender gegenuber den DZ der Nickel-allergischen Blutspender
leicht an (Abb. 14b).
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Abb. 14: Bestimmung der Anderung der Expression verschiedener Oberflachenmolekiile auf von
Monozyten abgeleiteten dendritischen Zellen nach der 48h-Stimulation mit LPS (14a) oder NiSO, 10
°M (14b) mittels Durchflusszytometrie (l = 10 Nickel-allergische Blutspender; l = 10 nicht-allergische
Blutspender). Der Median der relativen Anderung zum Leerwert (Stimulation nur mit Medium) ist
angegeben ; * = p < 0,05 (Wilcoxon Rangsummentest)
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4.4 Einfluss von 1% und 10% AB-Serum auf Zellkultur ~ parameter

441 Einfluss von 1% und 10% AB-Serum im Kulturmed ium auf die

Zellproliferation

In der Zellkultur wurde 6 Tage lang Uber den Einbau des radioaktiv markierten
Thymidins die Proliferation der PBMC zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt. In
einem ersten Ansatz erfolgten die gesamten Stimulationsversuche unter Zusatz von
1% humanem AB-Serum zu RPMI 1640-Medium. Abb. 15a zeigt die
Stimulationsindices der Nickel-allergischen Blutspender an 5 verschiedenen
Zeitpunkten, Abb. 15b stellt die entsprechenden Stimulationsindices der nicht-
allergischen Kontrollpersonen dar. Mithilfe von PHA liel3 sich bereits nach 96h eine
maximale Proliferation der PBMC beider Gruppen erreichen. Im weiteren Verlauf der
Stimulation nahm die Proliferation nach PHA-Stimulation wieder ab. Tetanus Toxoid
als typisches ,Recall“-Antigen bedingt eine vermutlich vom Immunisierungsstatus
abhangige langsamere Steigerung der Proliferation. Die Proliferation nahm tber den
gesamten Stimulationszeitraum kontinuierlich zu und erreichte nach 144h das
Maximum (bei Betrachtung des mittleren Sl. Steigerung von 3,05 auf 16,725 bei
Nickel-allergischen Blutspendern und von 0,96 auf 7,1 bei den nicht-allergischen
Kontrollpersonen). Die PBMC der Nickel-allergischen Blutspender zeigten nach der
Stimulation mit NiSO, in drei Konzentrationen (10*M, 10°M, 10°M) keine
Unterschiede in der Proliferationsrate gegentiber den PBMC der nicht-allergischen
Kontrollpersonen. Da der Zusatz von 1% humanem AB-Serum zu keiner deutlich
unterschiedlichen Proliferationsrate der PBMC Nickel-allergischer Blutspender und
nicht-allergischer Kontrollpersonen fihrte, wurden die ansonsten unveranderten
Stimulationsversuche nach Optimierung des Zellkulturmediums (Zusatz von 10%
humanem AB-Serum) mit den gleichen Blutspendern durchgefiihrt. Jetzt wurden
zusatzlich weitere, frihere Zeitpunkte (4h und 24h) untersucht, dafir aber die Kultur
zur Bestimmung der Proliferation nur Uber 120h durchgefihrt, da sich in den
vorangegangenen Versuchen keine weiteren Anderungen zwischen 120h und 144h
gezeigt hatten. Ausserdem erfolgte zusatzlich eine Analyse des Uberstandes auf
eine IFNy-, IL4- sowie IL12p70-Freisetzung mittels ELISA.

In Abb. 16a sind die Proliferationsraten der Nickel-allergischen Blutspender und in
Abb. 16b diejenigen der nicht-allergischen Kontrollpersonen dargestellt. Wiederum

lie sich unter PHA-Stimulation in beiden Gruppen eine maximale Proliferation
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bereits sehr frih bestimmen (24h). Die Stimulation mit Tetanus Toxoid zeigte eine
langsame und kontinuierliche Steigerung der Proliferation tGber die gesamte 120h-
Dauer der Zellkultur. Unter Zusatz von 10% humanem AB-Serum zum Kulturmedium
war jetzt bei den PBMC der Nickel-allergischen Blutspender nach Stimulation mit
NiSO, (10™M, 10°M, 10°M) eine deutlich gesteigerte Proliferation gegeniiber den
PBMC der nicht-allergischen Kontrollpersonen sichtbar (NiSO4 10™M: Steigerung des
SI-Mittelwertes von 1,02 auf 27,86 vs 1,29 auf 1,75 ). Dabei stiegen die Sl der Nickel-
allergischen Blutspender nach 120h auf die maximalen Werte an. Die PBMC der
nicht-allergischen Kontrollpersonen zeigten bei Stimulation mit der héchsten Nickel-
Konzentration (10™M) eine geringe Proliferationszunahme (Abb. 16b).
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Abb. 15: Proliferation der PBMC von 10 Nickel-allergischen Blutspendern (a) und 5 nicht-allergischen
Kontrollpersonen (b) nach Stimulation mit Medium (LW), PHA, Tetanus Toxoid und NiSO, in drei
verschiedenen Konzentrationen (10*M, 10°M, 10°M) zu verschiedenen Zeitpunkten (Zusatz 1%
humanes AB-Serum); angegeben ist jeweils der Mittelwert des Sl
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Abb. 16: Proliferation der PBMC von 10 Nickel-allergischen Blutspendern (a) und 5 nicht-allergischen
Kontrollpersonen (b) nach Stimulation mit Medium (LW), PHA, Tetanus Toxoid und NiSO, in drei
verschiedenen Konzentrationen (10™“M, 10°M, 10°M) zu verschiedenen Zeitpunkten (Zusatz 10%
humanes AB-Serum); angegeben ist jeweils der Mittelwert des Sl
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4.4.2 Zusammenfassender Vergleich der Proliferation unter Zusatz von 1%
und 10% AB-Serum

In Abb. 17 erkennt man eine ahnlich ausgepragte Proliferationsantwort der PBMC
von Nickel-allergischen Blutspendern und nicht-allergischen Kontrollpersonen nach
der Stimulation mit PHA. Die Proliferation nimmt als Ausdruck der Pan-T-Zell
Stimulation durch PHA rasch zu, sinkt aber auch wieder in Entsprechung zu den
~unphysiologischen® Stimulationsbedingungen in beiden Blutspendergruppen. Das
Proliferationsmaximum ist unter Zusatz von 10% humanem AB-Serum bereits nach
24h erreicht, unter Zusatz von 1% humanem AB-Serum erst nach 96h. Die
Proliferation nach  PHA-Stimulation war  erwartungsgemafll in  beiden
Blutspendergruppen und unter beiden AB-Serum-Zusétzen (1% und 10%) stark
erhoht.

Allgemein liel3 sich feststellen, dafl3 die Reaktivitat der PBMC innerhalb der Nickel-
allergischen Blutspender sowie der nicht-allergischen Kontrollpersonen deutliche
interindividuelle Schwankungen aufweist. Bei der geringen Anzahl der Blutspender
(10 Nickel-Allergiker, 5 Kontrollpersonen) ist somit zwangslaufig eine Werte-Streuung
zu erwarten. Dementsprechend sind in den folgenden Abbildungen zur besseren

Anschaulichkeit Mediane und nicht die Mittelwerte angegeben.

10000 E —&— Kontrollen (1%AB)
1 —— Kontrollen (10%AB)

—~ 1000 7 . .
) ] —O— Ni-Allergiker (1%AB)
) ] —1— Ni-Allergiker (10%AB)
S 100 3
£ ]
c
Re) 7
& 10
S 3
£ 1
= ]

13

0,1 | | T I

4h 24h 48h 72h 96h 120h  144h

Abb. 17: Proliferation der PBMC von 10 Nickel-allergischen Blutspendern und 5 nicht-allergischen
Kontrollpersonen wahrend PHA-Stimulation unter Zusatz von 1% oder 10% humanem AB-Serum;
angegeben sind Mediane (o, m, o, ¢ = Medianwerte)
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Die Zellproliferation der PBMC nahm wahrend der Stimulation mit Tetanus Toxoid
Uber den gesamten Beobachtungszeitraum zu (Abb. 18), sowohl bei den Nickel-
allergischen Blutspendern als auch bei den nicht-allergischen Kontrollpersonen.
Unter Zusatz von 10% humanem AB-Serum erreichte die Proliferation allerdings
hohere Werte als unter Zusatz von 1% humanem AB-Serum (Median-SI 50,5 vs
14,37). Die Proliferationserhn6hung war in beiden Blutspendergruppen und unter
beiden AB-Serum-Zusatzen (1% und 10%) gegeniber der Ausgangslage (Sl = 1) am
Ende der Stimulationsdauer signifikant erhoht (p < 0,5). Auch im Vergleich zu den
Werten nach 48h nahm die Proliferation in beiden Gruppen nochmals bis zur 144h-
Messung signifikant zu (p < 0,05). Hier lagen allerdings nur Vergleichswerte fur

Kultur mit 1% AB-Serum enthaltendem Medium vor.
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Abb. 18: Proliferation der PBMC von 10 Nickel-allergischen Blutspendern und 5 nicht-allergischen
Kontrollpersonen wahrend TT-Stimulation unter Zusatz von 1% oder 10% humanem AB-Serum;
angegeben sind Mediane (o, m, o, ¢ = Medianwerte); * = p < 0,05 (Wilcoxon Rangsummentest)
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Die Stimulation mit NiSO, 10™M fiihrte in Abhangigkeit von Medium mit 1% oder 10%
AB-Serum zu deutlich unterschiedlichen Ergebnissen (Abb. 19a). Zwar war bei 1%
AB-Serum-Zusatz die Proliferation der PBMC Nickel-allergischer Blutspender
gegenuber denen der nicht-allergischen Kontrollpersonen erhéht, aber erst bei
Zusatz von 10% AB-Serum wurden diese Unterschiede signifikant sichtbar (p < 0,5).
Der Median-SI der Nickel-allergischen Blutspender betrug dabei als Maximum nach
120h Stimulation 27,86 gegentber einem Sl von 1,75 bei den PBMC der nicht-
allergischen Kontrollpersonen. Unter Zusatz von 1% AB-Serum zeigt sich in Abb. 30a
bei den PBMC der nicht-allergischen Blutspender die bereits in 4.1 beschriebene
Vitalitdtsbeeintrachtigung unter hoher Nickelexposition.

Bei der Stimulation mit NiSO, 10°M traten die Unterschiede noch deutlicher auf
(Abb. 19b). Wahrend mit Zusatz von 1% AB-Serum die PBMC der Nickel-
allergischen Blutspender und die der nicht-allergischen Kontrollpersonen keine
Proliferation im Vergleich zum Leerwert zeigten, proliferierten die PBMC der Nickel-
allergischen Blutspender im Stimulationsansatz mit Zusatz von 10% AB-Serum
deutlich im Vergleich zu den PBMC der nicht-allergischen Blutspender (maximaler Si
17,99; p < 0,05).

In Abb. 19c ist die Proliferation der PBMC der Nickel-allergischen Blutspender und
der nicht-allergischen Kontrollpersonen wahrend der Stimulation mit NiSO,; 10°M
dargestellt. Die Ergebnisse aus Abb. 30a und 30b werden auch hier bestétigt. Mit
Zusatz von 1% AB-Serum lassen sich die PBMC praktisch nicht zur Proliferation
stimulieren. Andererseits zeigt sich, dafl die PBMC der Nickel-allergischen
Blutspender mit Zusatz von 10% AB-Serum auch wahrend einer Stimulation mit der
geringen Konzentration von 10°M noch eine leicht erhéhte Proliferation im Vergleich
zu den PBMC der nicht-allergischen Kontrollpersonen zeigten (2,61 vs 0,85). Dieser

Unterschied war nicht signifikant.
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Abb. 19: Proliferation der PBMC von 10 Nickel-allergischen Blutspendern und 5 nicht-allergischen
Kontrollpersonen wéahrend der Stimulation mit NiSO,4 10™M (a), NiSO, 10°M (b) und NiSO4 10°M ()
unter Zusatz von 1% oder 10% humanem AB-Serum; angegeben sind die Mediane (o, m, o, @ =
Medianwerte); * = p < 0,05 (Wilcoxon Rangsummentest)
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4.4.3 IFNy-Produktion unter Zusatz von 10% AB-Serum im Kultur ~ medium

Unter den verbesserten Zellkulturbedingungen (10% AB-Serum) wurde zusétzlich die
Produktion von IFNy, IL4 und IL12p70 im Uberstand der Zellkulturen mittels ELISA
bestimmt. PHA fiihrte in beiden Blutspendergruppen zu deutlich hoheren IFNy-
Spiegeln als in der unstimulierten Kultur (Abb. 20a und 20b). Der Wert war bereits
nach 4 stindiger Kultur leicht erhdht und stieg anschlielend rasch weiter bis auf
maximal 80ng/ml. Tetanus Toxoid flhrte zu einem langsameren Anstieg der IFNy-
Produktion. Hochste Werte (4,959ng/ml) lagen nach 144h-Kultur vor. NiSO4 (10™M,
10°M, 10°M) fiihrte mit Ausnahme vereinzelter Blutspender zu keiner deutlichen
IFNy-Produktion.
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Abb. 20: IFNy-Produktion der PBMC von 10 Nickel-allergischen Blutspendern (a) und 5 nicht-
allergischen Kontrollpersonen (b) nach Stimulation mit Medium (LW), PHA, Tetanus Toxoid und NiSO,
in drei verschiedenen Konzentrationen (10*M, 10°M, 10°M) zu verschiedenen Zeitpunkten (Zusatz
von 10% humanem AB-Serum); angegeben ist der Mittelwert; Detektionslimit 2pg/ml;




66 Ergebnisse

4.4.4 |L4-Produktion unter Zusatz von 10% AB-Serum im Kulturmedium

Nur PHA und Tetanus Toxoid induzierten IL4-Anstiege in der Zellkultur. Wie Abb.
21a und 21b zeigen, fuhrte PHA zu einem raschen, passageren Anstieg der IL4-
Produktion in beiden Blutspendergruppen (Maximum nach 24h 90,34pg/ml). Unter
Tetanus Toxoid stiegen die IL4-Spiegel langsam an, wobei hier die PBMC der Nickel-
allergischen Blutspender groRere Mengen produzierten (21,89pg/ml vs 13,89pg/ml).
In den ersten 24 Stunden der Nickelstimulation (10“*M) produzierten die PBMC der
nicht-allergischen Kontrollpersonen vergleichsweise mehr IL4. Anschlie3end lag die
IL4-Produktion der PBMC der Nickel-allergischen Blutspender unter NiSO4 hdher.
Allerdings waren die IL4-Werte wahrend der Stimulation mit NiSO; nahe am

Detektionslimit, so daf3 man hier nur Tendenzen angeben kann.
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Abb. 21: IL4-Produktion der PBMC von 10 Nickel-allergischen Blutspendern (a) und 5 nicht-
allergischen Kontrollpersonen (b) nach Stimulation mit Medium (LW), PHA, Tetanus Toxoid und NiSO,
in drei verschiedenen Konzentrationen (10'4M, 10°M, 10'6M) zu verschiedenen Zeitpunkten (Zusatz
von 10% humanem AB-Serum); angegeben sind die Mittelwerte; Detektionslimit 2pg/ml;
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4.4.5 1L12p70-Produktion unter Zusatz von 10% AB-Se rum im Kulturmedium

Abb. 22 zeigt die IL12p70-Produktion in vitro von PBMC der 10 Nickel-allergischen
und der 5 nicht-allergischen Blutspender unter Zusatz von 10% humanem AB-
Serum. Die PHA-Stimulation fihrte in beiden Gruppen zu einer initialen und
passageren gesteigerten 1L12p70-Produktion. Sowohl die Stimulation mit Tetanus
Toxoid, als auch die mit NiSO, hatten wenig Effekt auf die IL12p70-Produktion
(tendenziell erhoht unter Nickel-Exposition bei Zellen der Nickel-allergischen

Blutspender).
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Abb. 22: IL12-Produktion der PBMC von 10 Nickel-allergischen Blutspendern (a) und 5 nicht-
allergischen Kontrollpersonen (b) nach Stimulation mit Medium (LW), PHA, Tetanus Toxoid und NiSO,
in drei verschiedenen Konzentrationen (10*M, 10°M, 10°M) zu verschiedenen Zeitpunkten (Zusatz
von 10% humanem AB-Serum); angegeben sind die Mittelwerte; Detektionslimit 2pg/ml;
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4.5 Oligoklonalitdt in PBMC Nickel-allergischer Blu  tspender nach
In-vitro-Stimulation

Es wurden 10 Nickel-allergische Blutspender (8w, 2m, 21-60 Jahre;
Epikutantestreaktion auf Nickel) sowie 5 nicht-allergische Kontroll-Blutspender
untersucht (3w, 2m, 35-72 Jahre). Nachdem die PBMC aus dem vendsen Blut tUber
Ficoll-Dichtezentrifugation gereinigt waren, wurden sie tber 6 Tage mit Medium als
Kontrolle, Phytohamagglutinin (PHA), Tetanus Toxoid (TT) oder drei verschiedenen
Nickel-Konzentrationen (10*M, 10°M, 10°M) unter Zusatz von 10% humanem AB-
Serum stimuliert. Anschlieend wurde Uber radioaktiven Thymidineinbau die

Zellproliferation als Ausdruck fur die Expansion der stimulierten Zellen bestimmit.
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Abb. 23: Proliferation (als Stimulationsindex, Sl, dargestellt) der PBMC von 10 Nickel-allergischen
Blutspendern () und 5 nicht-allergischen Kontrollen (0) nach der 6-tdgigen Stimulation mit PHA, TT
oder NiSO, (10™M, 10°M); * = p < 0,05 (Wilcoxon Rangsummentest); Abkiirzungen s. Abkurzungs-
verzeichnis

Es zeigte sich, dal3 die PBMC der Nickel-allergischen Blutspender speziell auf die
Stimulation mit NiSO4 10™M hin signifikant mehr proliferierten als die PBMC der
nicht-allergischen Kontrollpersonen (SI = 8,32 vs 0,86, Abb. 23). Weiterhin fallt auf,
daR bei der hoheren Nickelkonzentration (10™“M), die Zellen der nicht-allergischen
Blutspender meist einen SI < 1 zeigen. Dies weist auf das schon unter 4.1
beschriebene Phanomen der Vitalitdtsbeeintrachtigung gegentber hdheren

Nickelkonzentrationen hin.
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In einem Parallelansatz wurde nach 6 Tagen die DNA aus den Zellen gewonnen und
eine Klonalitdtsanalyse durchgefuhrt. Die Klonalitdtsanalyse anhand der TZRy-
Rearrangement-Beurteilung wurde mit Unterstitzung von Herrn PD Dr. C. Sander an
unserer Klinik etabliert und an unsere Versuchsbedingungen angepasst. Die
Ergebnisse wurden von PD Dr. C. Sander zusatzlich begutachtet und bewertet.

In den Abb. 24-27 ist das Ergebnis einer Klonalitatsanalyse beispielhaft an
Blutspender Nr. 9 (Nickel-allergischer Blutspender) gezeigt. Dabei zeigt Abb. 24 das
Ergebnis der PCR mit den spezifischen Primern fir die TZRy-Familie 2. Als
Positivkontrolle dienten 2 Zellinien, die jeweils 2 TZRy-Familien exprimieren (Zellinie
Jurkat = Vy2, Vyl1; Zellinie HSB2 = Vy9, Vy10). Im Fall von Vy2 zeigt sich bei
Blutspender 9 eine schwache Bande im Leerwert (Stimulation mit Medium alleine),
sowie nach der Stimulation mit Tetanus Toxoid und deutlicher nach der Stimulation
mit NiSO4 10™*M (s. Pfeil). In Absprache mit PD Dr. C. Sander ist nur die Bande fiir
NiSO, 10™*M, sowie fiir Tetanus Toxoid signifikant und wurde als positiv bewertet.

TZRy-Familie 2:

194 bp
281 bp

603 bp

1358 bp

K+ Ni6 Ni5 Ni4 1T PHA Me M

Abb. 24: Klonalitéatsanalyse der PBMC eines Nickel-allergischen Blutspenders nach 6 Tagen Kultur: M
= DNA-Standard (®X-174, Haelll Digest), Me = Stimulation mit Medium, PHA = Stimulation mit PHA,
TT = Stimulation mit Tetanus Toxoid; Ni4, Ni5, Ni6 = Stimulation mit NiSO, 10™*M, 10°M und 10°M:
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Abb. 25 zeigt fur Blutspender Nr. 9 das Gelbild nach der PCR mit den spezifischen
Primern fur die TZRy-Familie 9 (Vy9). Auch hier zeigen sich schwache Banden bei
allen Stimulationsanséatzen sowie beim Leerwert. Diese Banden wurden ebenfalls als
negativ eingestuft. Die Bandenstarke differiert in den einzelnen Ansatzen leicht und
ist ein Ausdruck fur die unterschiedliche Zellzahl, die in den einzelnen Ansétzen nach
6 Tagen Stimulationskultur vorhanden war, da auch eine Vielzahl der Zellen wahrend
der Stimulation absterben.

TZRy-Familie 9:

194 bp
281 bp

603 bp

1358 bp

M Me PHA 1T Ni4 Ni5 Ni6 K+

Abb. 25: Klonalitéatsanalyse der PBMC eines Nickel-allergischen Blutspenders nach 6 Tagen Kultur: M
= DNA-Standard (®X-174, Haelll Digest), Me = Stimulation mit Medium, PHA = Stimulation mit PHA,
TT = Stimulation mit Tetanus Toxoid: Ni4, Ni5, Ni6 = Stimulation mit NiSO, 10“M, 10°M und 10°M:
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Die PCR mit spezifischen Primern fir die TZRy-Familie 10 zeigte nach der
Auftrennung im Polyacrylamidgel eine deutliche Bande im Leerwert, sowie nach der
Stimulation mit NiSO, 10°M (Abb. 26). Diese beiden Banden wurden als positiv
eingestuft. Wegen der auch im Leerwert vorhandenen positiven Bande wurde der
Blutspender nochmals genauer zu seinem Gesundheitszustand befragt. Es zeigte
sich, dald er kirzlich einen (zum Zeitpunkt der Blutentnahme abklingenden) Infekt
durchgemacht hatte. So beruht die positive Bande im Leerwert vermutlich auf diesem
Infekt. Da dies zu einer Verfalschung der Ergebnisse fuhren kdnnte, wurden die
Blutspender fir die folgenden Versuche noch genauer befragt bzw. bei Infekthinweis

oder aktueller sonstiger Erkrankung ausgeschlossen.

TZRy-Familie 10:

603 bp

1358 bp

M Me PHA TT Ni4 Ni5 Ni6 K- K+

Abb. 26: Klonalitdtsanalyse der PBMC eines Nickel-allergischen Blutspenders nach 6 Tagen Kultur: M
= DNA-Standard (®X-174, Haelll Digest), Me = Stimulation mit Medium, PHA = Stimulation mit PHA,
TT = Stimulation mit Tetanus Toxoid; Ni4, Ni5, Ni6 = Stimulation mit NiSO, 10“M, 10°M und 10°Mm;
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Die Klonalitatsanalyse der PBMC des Blutspenders Nr. 9 zeigte nach der PCR mit
spezifischen Primern fur die TZRy-Familie 11 (Vyll) eine deutliche Bande fir die
Probe nach der Stimulation mit Tetanus Toxoid (Abb. 27). Dies bedeutete eine gut
erkennbare Expansion einer kleinen Gruppe von T-Zellen nach Stimulation mit dem
Antigen. Dies steht in Ubereinstimmung mit den Daten aus dem parallel
durchgefuhrten LTT (Abb. 23), die auch eine deutliche Proliferation der Lymphozyten
beider Blutspendergruppen aufgrund der Tetanus Toxoid-Stimulation zeigten.

TZRy-Familie 11:

M Me PHA TT Ni4 Ni5 Ni6 K+

Abb. 27: Klonalitdtsanalyse der PBMC eines Nickel-allergischen Blutspenders nach 6 Tagen Kultur: M
= DNA-Standard (®X-174, Haelll Digest), Me = Stimulation mit Medium, PHA = Stimulation mit PHA,
TT = Stimulation mit Tetanus Toxoid; Ni4, Ni5, Ni6 = Stimulation mit NiSO, 10™*M, 10°M und 10°M;
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In der folgenden Tabelle sind die Untersuchungsergebnisse der Klonalitatsanalyse
der 15 Blutspender zusammengefasst.

Patienten  Medium [PHA| TT |NiSO410*M | NiSO4 10°M | NiSO, 10°M
1 - - | w1 - - Vy2
2 - - | w11 Vy10 - -
3 - - Vyll Vy10 Vy10 -
g 4 - - | vy Vy9 Vy9 -
> 5 - - | wyil | w2, vyll - Vy10
% 6 VY9 | VWO | VY9 Vy9 Vy9 Vy9
< 7 - - - \Vy10 - Vyll
8 - - | Vyll Vy10 Vy10 -
9 \Vy10 e Vy2 Vy10 -
10 - - | wyo Vy2 Vy2 Vy2
11 - - | w11 - Vyll Vyll
5 12 - - | wo | w2, Vo VY9 Vy9
= 13 - - | wyo - - Vy10
S 14 VY10 | Vy2 | Vy10 Vy2 - Vyll
< 15 - - - Vyll Vy10 Vy9

Tabelle 4: Klonalitdtsanalyse von in-vitro stimulierten PBMC von 10 Nickel-allergischen Blutspendern
und 5 nicht-allergischen Kontrollen; angegeben ist die TZRy-Familie, die nach 6 Tagen Stimulation
nach der PCR auf dem Polyacrylamidgel eine deutlich positive Bande gab

Die Daten aus Tabelle 4 zeigen deutlich, dal3 in der Regel weder im Leerwert (Kultur
mit Medium alleine), noch nach der Stimulation mit PHA vermehrt eine Zellpopulation
mit vorherrschender TZRy-Familie auftritt. Ausnahmen sind bei den Nickel-
allergischen Blutspendern die Nr. 6 und 9 und bei den nicht-allergischen
Kontrollpersonen der Blutspender 14. Bei der Blutabnahme gaben alle Blutspender
an, keine derzeitige Erkrankung zu haben. Auf Tetanus Toxoid als typischem
.Recall*-Antigen reagierten fast alle Blutspender mit der Proliferation einer
Zellpopulation, die vermehrt einer bestimmten TZRy-Familie angehért. Dabei traten 3
verschiedene TZRy-Familien auf (Vy9, Vy10, Vyl1). Bei der Stimulation mit NiSO,4
(10*M, 10°M, 10°M) traten sowohl bei den nicht-allergischen Kontrollpersonen als
auch bei Nickel-allergischen Blutspendern verschiedene TZRy-Familien als Ergebnis
einer T-Zellproliferation auf. Es fallt auf, da3 bei den Kontrollpersonen die TZR-
Verteilung auch innerhalb eines Blutspenders bei den verschiedenen
Nickelkonzentrationen variiert. Bei den Nickel-allergischen Blutspendern dagegen
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blieb bei den einzelnen Personen die TZRy-Familie Uber die einzelnen Nickel-

Stimulationen hinweg weitgehend konstant.

4.6 Kinetik der T-Zellreaktion in vitro

In einer Folgeserie wurden PBMC von 10 Nickel-allergischen und 5 nicht-
allergischen Kontroll-Blutspendern isoliert und tGber 5 Tage mit Medium, PHA, TT
und NiSO, (10™*M, 10°M, 10°M) stimuliert. Es erfolgte jeweils eine Analyse nach 48h
(Tabelle 5), 96h (Tabelle 6) und 144h (Tabelle 7). Dabei wurde zum einen eine
Klonalitatsanalyse des TZRy durchgefuhrt, zum anderen eine RT-PCR mit
spezifischen Primern fir IFNy und IL4. Zuvor wurde als Kontrolle eine RT-PCR mit
spezifischen Primern fir das Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase-Gen
(GAPDH), sowie fur das [-actin-Gen durchgefihrt. Diese ,house keeping genes*
werden in allen Zellen konstitutiv exprimiert und dienten als Kontrolle, um zu sehen,
ob amplifizierbare cDNA vorhanden ist. Dabei zeigte sich, dald die IFNy-Expression
wahrend einer PHA-Stimulation sehr rasch und deutlich zunahm, sowohl bei den
Nickel-allergischen wie auch bei den nicht-allergischen Kontroll-Blutspendern. Die
IFNy-Expression nahm auch wahrend einer Nickel-Stimulation bei den PBMC der
Nickel-allergischen Blutspender zu. IL4 wurde dagegen kaum exprimiert. Nickel-
stimulierte PBMC der nicht-allergischen Kontrollen zeigten kaum Zytokin-Expression,
weder von IFNy, noch von IL4. Wa&hrend der TT-Stimulation stieg die IFNy-
Expression dagegen bei den PBMC der Nickel-allergischen und der nicht-
allergischen Kontroll-Blutspendern langsamer an, als wahrend der Nickel-
Stimulation.

Wahrend sich durch die PHA-Stimulation nur vereinzelt Oligoklonalitat zeigte, fihrte
die Stimulation mit TT bei allen Blutspendern - Nickel-allergischen und nicht-
allergischen - zu einem oligoklonalen Muster. Bei der Nickelstimulation trat bei allen
Nickel-allergischen, allerdings auch bei 2 Kontroll-Blutspendern ein oligoklonales
TZRy-Muster auf. Bei zwei Nickel-allergischen Blutspendern zeigten sich nach 48h
Kultur innerhalb der verschiedenen Nickel-Konzentrationen verschiedene TZRy-
Familien, bei der 96h- und 144h-Kultur traten aber dann innerhalb der verschiedenen

Nickel-Konzentrationen einheitliche TZRy-Familien auf.
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In Tabelle 5 sind die Ergebnisse der Klonalitatsanalyse und die I1L4- und IFNy-

Expression (mittels RT-PCR) nach 48h Stimulationskultur zusammengefasst.

48h LW PHA TT NiSO, 10“*M | NiSO4 10°M | NiSO4 10°M
TZRy- TZRy- TZRy- TZRy- TZRy- TZRy-

Patient] Familie |IFNy|IL4]| Familie |IFNy|IL4| Familie [IFNy|IL4] Familie |IFNy|IL4| Familie |[IFNy|IL4]| Familie |IFNy|IL4
PS - - - e+ Vy10 - + - + - -

E PT - - - e+ Vy10 - + - - - +

g BS - - - +++ Vyl1l + - - - - +

& IMR - - |- +++ Wyll | + VY10 | ++ | - | Vyl0 | 4+ | + | Vyl0 | ++
PIA - - |- 4+ Vy9 ++ Vy10 - | -] wy10 - Vy10 -
IMA - - - o+ Vyll | ++ W10 | +++ | - v - .
SB - - - +++ Vy9 VY2,WW0 | +++ | - | VW2,Wy0 | +++ VY2, W9 | +++ | +

_ [EW - - - o+ |+ Vy9 + Vyll ++ | - Vyll ++ Vy1l | 4+

% EZ Vy10 - -] wio | +++ + Vy2 + | - Vy2 + VY2 |

@|SB - - - +++ Vy9 ++ Vy2 o+ | - Vy2 4+ VY1l | +++

E TW - + | - 4t VY1l | ++ W1l |+ | - | vyl | |+ | wyal | s

% DW - - - +++ | + | wyll Vy9 4t | - VW2 |+t Vy2 +

Z|rRB - - - o+ Vyll + Vy9 4t | - VY9 | +++ Vy9 |+
GB - + | - VY2 |+t + VW20 | ++ | - | Vw2, we | ++ VY2,V | ++
AV - - - +++ Vy9 ++ W10 | +++ | - VY10 | +++ Vy9 4+

Tabelle 5: Ergebnisse der Klonalitdtsanalyse, sowie der RT-PCR nach Stimulation von PBMC von 15
Blutspendern (10 NickeI-AIIergiker, 5 nicht-allergische Kontrollen) nach Stimulation mit Medium, PHA,
) = entsprechende dominante

TT und NiSO, (10“*M, 10

M, 10°M) Uber 48h; W2, 9, 10, 11
Lymphozytenfamilie mit einer vorherrschenden TZRy-Familie (2, 9, 10 oder 11); +

exprimiert, ++ = mittlere Expression, +++ = starke Expression

= schwach
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In Tabelle 6 sind die Ergebnisse der Klonalitatsanalyse und die IL4- und IFNy-

Expression (mittels RT-PCR) nach 96h Stimulationskultur zusammengefasst.

96h LW PHA TT NiSO,4 10“M | NiSO4 10°M | NiSO4 10°M
TZRy- TZRy- TZRy- TZRy- TZRy- TZRy-
Patient] Familie | IFNy|IL4] Familie |IFNy|[IL4] Familie |IFNy[IL4] Familie |IFNy|[IL4]| Familie |IFNy|IL4] Familie |IFNy|IL4
PS - - - - | - Vy10 + - - - - - + - - -
ic) PT - - - - | - Vy10 - - - - - - ++ | - - -
g BS - - - - 4+ | - Vyl1l + - - - - - - - - +
& IMR - - |- - +++ | - | wio - |- Vy10 + | - Vy10 + | +] wilo ++
PIA - - - - | - Vy9 ++ | - Vy9 ++ | - Vy9 - - Vy9 -
IMA - - - - e+ | - Vyll + | - WY1l | +++ | - - 4+ | - - 4+
SB - - - - +++ | - | vy - - Vy9 4 | - Vy9 4 | - Vy9 4|+
. EW - - |- - +++ | - Vy9 + | - Vyll ++ | - Vyll + | - Vyll | +++
,g_‘) EZ - - - - 4+ | - - - - Vy2 =+ | - Vy2 =+ | - Vy2 ++
g SB - - - - +++ | - Vy9 - - Vy2 +++ | - Vy2 | - Vy2 o+
E TW - + - Vy9 +++ | - Vyl1l ++ | - Vyll | +++ | - VYLl | +++ | + Vyll ++
% DW - - - - e+ | - Vyll ++ | - Vy9 4+ | - Vy9 4+ | - Vy9 +
Z|RB - - - - e+ | - Vyll - - Vy9 4+ | - Vy9 4+ | - Vy9 4+ |+
GB - + - Vy2 e+ |+ - + A I R N A e R A s
AV - - - - 4| - Vy2 =+ | - Vyll - Vyll - Vyll 4

Tabelle 6: Ergebnisse der Klonalitdtsanalyse, sowie der RT-PCR nach Stimulation von PBMC von 15
Blutspendern (10 NickeI-AIIergiker, 5 nicht-allergische Kontrollen) nach Stimulation mit Medium, PHA,

TT und NiSO, (10“*M, 10

M, 10'6M) Uber 96h; W2, 9, 10, 11 = entsprechende dominante

Lymphozytenfamilie mit einer vorherrschenden TZRy-Familie (2, 9, 10 oder 11); + = schwach
exprimiert, ++ = mittlere Expression, +++ = starke Expression
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In Tabelle 7 sind die Ergebnisse der Klonalitatsanalyse und die IL4- und IFNy-

Expression ( mittels RT-PCR) nach 144h Stimulationskultur zusammengefasst.

144h LW PHA TT NiSO, 10“*M | NiSO4 10°M | NiSO4 10°M
TZRy- TZRy- TZRy- TZRy- TZRy- TZRy-
Patient| Familie | IFNy|IL4 | Familie |IFNy|IL4] Familie |IFNy|IL4] Familie |IFNy|IL4| Familie |[IFNy|IL4| Familie |IFNy|IL4
PS - - - - | - Vy9 - - - - - - + - - - -
E PT - - - - 4+ | - Vy10 - - - + - - ++ | - - - -
g BS - - - - +++ | - | vyl + | - - - - - - - - + | -
Q IMR - - - - +++ | - Vy2 + - Vy10 + - Vy10 ++ | + Vy10 o+ |-
PIA - - - - 4+ | - Vy9 =+ | - Vy9 ++ | - Vy9 - - Vy9 - -
IMA - - - - e+ | - Vyll - - VY10 | +++ | - - | - - T
SB - - - - +++ | - | wyil - - Vy9 ++ | - Vy9 ++ | - Vy9 |-
_ |EW - - - - |- Vy9 + - VY11l | +++ | - VY1l | 44+ | - VY1l | 4+ | -
§ EZ - + | - VYO |+ | - - - - Vy2 ++ | - Vy2 ++ | - Vy2 ++ | -
E SB - - - - 4+ | - Vy9 N A R e A I e e R A R
E TW - + | - - +++ | - | wy10 + | - Vy9 4 | - Wil | +++ | + | wyll ++ |+
% DW - - - - |- Vyll =+ | - Vy9 =+ | - Vy9 =+ | - - + -
Z|RB - - - - |- Vyll - - Vy9 |- Vy9 | - Vy9 |+
GB - - - - |+ - - A R R A e I R A A e
AV - - - - | - Vy2 =+ | - VY1l | 4+ | - Wyl | 4+ | - Vil | 4+t | -

Tabelle 7: Ergebnisse der Klonalitdtsanalyse, sowie der RT-PCR nach Stimulation von PBMC von 15
Blutspendern (10 Nickel-Allergiker, 5 nicht-allergische Kontrollen) nach Stimulation mit Medium, PHA,
TT und NiSO, (10“M, 10°M, 10°M) Uber 144h; V42, 9, 10, 11 = entsprechende dominante
Lymphozytenfamilie mit einer vorherrschenden TZRy-Familie (2, 9, 10 oder 11); + = schwach
exprimiert, ++ = mittlere Expression, +++ = starke Expression
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4.6.1 Klonalitatsanalyse

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Klonalitatsuntersuchung grafisch dargestellt.
Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der einzelnen TZRy-Familien bei den
einzelnen Stimulationen. 100% entsprechen dabei allen Blutspendern, d.h. 10 bei
den Nickel-allergischen und 5 bei den nicht-allergischen Blutspendern. Aufgefihrt
sind nur die Blutspender, die in der Klonalitatsanalyse nach Begutachtung der
Gelbilder ein als positiv eingestuftes Signal zeigten. Nach 48h zeigt sich bereits ein
deutlicher Unterschied (Abb. 28). Beim Leerwert (Mediumkultur) und nach der
Stimulation mit PHA waren kaum spezifische Banden der entsprechenden TZRy-
Familien auf den einzelnen Polyacrylamidgelen zu sehen. Dies spricht fur eine breite
Verteilung bzw. polyklonale T-Zellexpansion. Nach der Stimulation mit NiSO,4 in den
drei Ublichen Konzentrationen ergaben sich Unterschiede zwischen Nickel-
allergischen und nicht-allergischen Blutspendern. Wahrend bei den Kontrollpersonen
bei 40% ein Vy10-Signal auftrat, zeigten 80-90% der Nickel-allergischen Blutspender
nach der Nickel-Stimulation ein spezifisches Signal als Hinweis auf die Expansion
von Subpopulationen. Dabei waren alle 4 verschiedenen TZRy-Familien vertreten,
bei 20% traten gleichzeitig Vy2- und Vy9-spezifische Banden auf. Auch die
Stimulation mit Tetanus Toxoid fihrte bei beiden Blutspendergruppen zu
spezifischen Banden fur einzelne TZRy-Familien, vermutlich als Zeichen fir eine

Antigen-induzierte spezifische T-Zell Expansion.
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Abb. 28: Anteil der verschiedenen TZRy-Familien (Messung nach 48h Kultur) nach Stimulation der
PBMC von 10 Nickel-allergischen und 5 nicht-allergischen Kontrollpersonen mit Medium (LW), PHA,
Tetanus Toxoid und NiSO, (10™M, 10°M, 10°M); nur als positiv bewertete Banden sind angegeben
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Abb. 29 zeigt die klonale Verteilung nach 96h Stimulation. Wiederum traten beim
Leerwert, sowie nach der PHA-Stimulation keine deutlichen Banden auf, was fur eine
breite Verteilung bzw. polyklonale T-Zellexpansion spricht, ausgenommen bei je 10%
der Nickel-allergischen Blutspender nach PHA-Stimulation. Die Nickel-Stimulation
fuhrte wiederum zu deutlichen Unterschieden. Nur 40% der Kontrollpersonen zeigten
eine Bande nach der Stimulation mit NiSO4 (VY9 und Vy10). 80-90% der Nickel-
allergischen Blutspender dagegen zeigten deutliche Banden nach der PCR mit den
spezifischen Vy-Primern. Dies zeigt eine spezifische Vermehrung von bestimmten T-
Zell-Subpopulationen nach der Stimulation mit NiSO,4. Dabei waren die TZRy-
Familien 2, 9 und 11 vertreten, sowie bei 10% auch Vy2 und Vy9 gleichzeitig. Die
TZRy-Familien 2, 9, 10 und 11 sind nach der Stimulation mit Tetanus Toxoid in
beiden Blutspendergruppen gleich verteilt. 100% der nicht-allergischen Kontroll-
Blutspender, sowie 80% der Nickel-allergischen Blutspender zeigten nach der PCR
spezifische Banden fir die einzelnen Familien, was ein Zeichen fur die spezifische

Antigen-induzierte T-Zellexpansion darstellt.
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Abb. 29: Anteil der verschiedenen TZRy-Familien (Messung nach 96h Kultur) nach Stimulation der
PBMC von 10 Nickel-allergischen und 5 nicht-allergischen Kontrollpersonen mit Medium (LW), PHA,
Tetanus Toxoid und NiSO,4 (10'4M, 10°M, 10'6M); nur als positiv bewertete Banden sind angegeben
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Die Ergebnisse nach 48h und 96h wurden durch die Ergebnisse nach 144h Kultur
bestatigt (Abb. 30). Wiederum zeigten sich beim Leerwert sowie nach der PHA-
Stimulation keine TZRy-spezifischen Banden nach der PCR (nur 10% der Nickel-
allergischen Blutspender zeigten nach Stimulation mit PHA eine spezifische Bande
far Vy2). Somit war in diesen beiden Ansatzen weiterhin vorwiegend eine polyklonale
T-Zellpopulation vorherrschend. Die Stimulation mit Tetanus Toxoid fuhrte bei 100%
der Kontrollen sowie bei 80% der Nickel-allergischen Blutspender nach der PCR mit
den spezifischen Primern zu positiven Banden fir einzelne TZRy-Familien und
dadurch eine antigen-spezifische T-Zellexpansion. Das Verteilungsmuster der TZRy-
Familien nach der Nickel-Stimulation tUber 144h zeigte eine &hnliche Verteilung wie
die vorangegangenen Stimulationskulturen. Nur 40% der nicht-allergischen
Kontrollpersonen zeigten nach der NiSO,-Stimulation klonale Banden, dagegen
traten bei 70-100% der Nickel-allergischen Blutspender spezifische Banden fur die
einzelnen TZRy-Familien auf. Es waren alle 4 verschiedenen TZR-Gruppen
vertreten. Zusatzlich zeigten 20% der Nickel-allergischen Blutspender gleichzeitig die
Banden fir Vy2 und Vy9 nach der Stimulation mit NiSO4. Diese Daten sprechen
insgesamt flur eine spezifische T-Zellexpansion bestimmter Subpopulationen nach
der Stimulation der PBMC Nickel-allergischer Blutspender im Gegensatz zu den

PBMC nicht-allergischer Kontrollpersonen.
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Abb. 30: Anteil der verschiedenen TZRy-Familien (Messung nach 144h Kultur) nach Stimulation der
PBMC von 10 Nickel-allergischen und 5 nicht-allergischen Kontrollpersonen mit Medium (LW), PHA,
Tetanus Toxoid und NiSO,4 (10'4M, 10°°M, 10'6M); nur als positiv bewertete Banden sind angegeben
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4.6.2 IL-4 und IFN y-Expression in vitro (RT-PCR)

Im folgenden sind die Ergebnisse der RT-PCR mit IFNy- und IL4-spezifischen
Primern nach der Stimulation tGber 48h, 96h und 144h dargestellt. Angegeben sind
jeweils die Prozentwerte, zu welchem Anteil die jeweiligen Expressionsstarken
vertreten waren. Dabei bedeutet + eine schwache Bande, ++ eine mittlere Bande,
sowie +++ eine deutliche Bande. Letzteres entspricht einer starken Expression des
entsprechenden Gens. 100% entspricht der Gesamtzahl der Blutspender (10 Nickel-
Allergiker und 5 nicht-allergischen Kontrollpersonen).

Abb. 31 zeigt zusammengefasst die Ergebnisse nach 48h Stimulationsdauer.
Wahrend in der Leerwert-Kultur nur 20% der Nickel-allergischen Blutspender eine
schwache Expression von IFNy zeigten und IL4 Uberhaupt nicht exprimiert wurde,
traten nach der PHA-Stimulation bei allen Blutspendern deutliche IFNy-spezifische
Banden auf. IL4 wurde wiederum kaum exprimiert. Die Tetanus Toxoid-Stimulation
fuhrte nur zu einer schwachen IFNy-Expression. 70% der Nickel-allergischen
Blutspender zeigten nach der NiSO,4-Stimulation eine deutliche IFNy-Bande, 30%
jeweils nur eine schwache Expression. Bei einzelnen Kontrollpersonen wurde IFNy

nach der Nickel-Stimulation nur schwach exprimiert.
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Abb. 31: RT-PCR mit IFNy- und IL4-spezifischen Primern von PBMC von 10 Nickel-allergischen (A)
und 5 nicht-allergischen Kontrollpersonen (K) nach Stimulation mit Medium (LW), PHA, Tetanus
Toxoid und NiSO, (10*M, 10°M, 10°M) nach 48h Stimulation; angegeben ist der jeweilige Anteil der
verschiedenen Expressionsstarken (+++ = starke Expression, ++ = mittlere Expression, + = schwache
Expression)
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Nach 96h Stimulationsdauer zeigten sich ahnliche Expressionsmuster wie nach 48h
Stimulationsdauer (Abb. 32). Wahrend die PBMC der Blutspender in der
unstimulierten Kultur kaum Expression zeigten (20% der PBMC der Nickel-
allergischen Blutspender exprimierten schwach IFNy), traten nach der PHA-
Stimulation bei  Nickel-allergischen Blutspendern, sowie nicht-allergischen
Kontrollpersonen starke IFNy-Expressionen auf. Eine IL4-Expression fand von den
PBMC bei keinem Stimulationsansatz statt. 60% der Blutspender insgesamt zeigten
wahrend der Stimulation mit Tetanus Toxoid eine schwache bis mittlere IFNy-
Expression. Die NiSO,-Stimulation fiihrte bei 70% (10™*M, 10°M) bzw. 60% (10°M)
der Nickel-allergischen Blutspender zu einer starken IFNy-Expression. Dagegen
exprimierten nur 60% (10°M) bzw. 40% (10“M, 10°M) der nicht-allergischen

Kontrollpersonen IFNy in schwachem Mal3e.
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Abb. 32: RT-PCR mit IFNy- und IL4-spezifischen Primern von PBMC von 10 Nickel-allergischen (A)
und 5 nicht-allergischen Kontrollpersonen (K) nach Stimulation mit Medium (LW), PHA, Tetanus
Toxoid und NiSO, (10'4M, 10°M, 10'6M) nach 96h Stimulation; angegeben ist der jeweilige Anteil der
verschiedenen Expressionsstarken (+++ = starke Expression, ++ = mittlere Expression, + = schwache
Expression)
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Abb. 33, die die Ergebnisse nach 144h Stimulationsdauer darstellt, bestatigt die
vorangegangenen Daten. Es fand kaum Expression, weder IFNy, noch IL4, in der
unstimulierten Kultur statt. Die PHA-Stimulation fihrte zu einer starken IFNy-
Expression in beiden Blutspendergruppen. Eine schwache IFNy-Expression fand auf
die Stimulation mit Tetanus Toxoid hin ebenfalls in beiden Gruppen statt (50% bzw.
60%). Mit der Verlangerung der Stimulationsdauer verstarkten sich auch die
Unterschiede zwischen Nickel-allergischen und nicht-allergischen Blutspendern bei
der Stimulierung der PBMC mit NiSO,. Bei den Konzentrationen 10*M und 10°M
zeigten sich bei den Nickel-allergischen Blutspendern nur noch starke bis mittlere
Bandenstarken. Auch bei der Stimulation mit NiSO, 10°M war eine mittlere und
starke IFNy-Expression vorherrschend, nur bei 10% der Nickel-allergischen
Blutspender zeigte sich eine schwache Bande. Eine Expression von IL4 trat auch

nach 144h Stimulationsdauer nur vereinzelt und wenn, dann nur schwach auf.
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Abb. 33: RT-PCR mit IFNy- und IL4-spezifischen Primern von PBMC von 10 Nickel-allergischen (A)
und 5 nicht-allergischen Kontrollpersonen (K) nach Stimulation mit Medium (LW), PHA, Tetanus
Toxoid und NiSO, (10'4M, 10°M, 10'6M) nach 144h Stimulation; angegeben ist der jeweilige Anteil der
verschiedenen Expressionsstarken (+++ = starke Expression, ++ = mittlere Expression, + = schwache
Expression)
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4.7 Analyse der PBMC nach In-vitro-Stimulation mitt els

Durchflusszytometrie

Nachdem sich Hinweise auf eine Kinetik der T-Zellaktivierung unter Nickelexposition
ergeben hatten — dies wurde modellhaft anhand der Expression des CD69-
Aktivierungsmarkers an Nickel-stimulierten PBMC von einigen Nickel-allergischen
Blutspendern in der Durchflusszytometrie gezeigt (Daten hier nicht dargestellt) —
wurde auch nach dem zeitlichen Verlauf der Zytokinexpression unter verschiedenen
Stimulationsbedingungen gefragt. 5 Nickel-allergische und 5 nicht-allergische
Kontrollpersonen dienten als Blutspender. Die isolierten PBMC wurden tber 5 Tage
mit Medium, PHA oder NiSO, 10°M stimuliert. Nach 72h und nach 144h wurden die
Zellen in der Durchflusszytometrie (FACScan) mittels intrazytoplasmatischer Farbung
analysiert (CD25 nur durch Oberflachenfarbung). Im Folgenden sind die Anderungen
der Zytokinexpression der T-Lymphozyten (Gegenfarbung mit CD3-FITC,
,Lymphozytengate*) gegeniiber dem Leerwert nach Stimulation mit NiSO, 10°M
dargestellt (Abb. 34). Dabei betrug der Anteil der Zytokin-produzierenden Zellen an
den Gesamt-T-Zellen 3-5%.

Man erkennt nach 72h Stimulation der PBMC der Nickel-allergischen Blutspender
eine signifikant verstarkte IL2-Expression der T-Lymphozyten gegenuber den T-
Lymphozyten der nicht-allergischen Kontrollpersonen (19,7% vs 2,96%). Ebenso ist
die Expression von IL4, IFNy und TNFa bei den T-Lymphozyten der Nickel-
allergischen Blutspender leicht erhéht (5,11%, 5,08% sowie 7,03%, Abb. 34a).

Die durchflusszytometrische Analyse nach 144h Stimulationsdauer zeigte zum Teil
eine Verstarkung der Expression im Vergleich zu den Ergebnissen nach 72h Kultur
(Abb. 34b). So war die Expressionanderung von IFNy in T-Lymphozyten der Nickel-
allergischen Blutspender von 5,08% auf 22,1%, die von TNFa von 7,03% auf 21,12%
gestiegen. Die erhdhte IL2-Expression der T-Lymphozyten der Nickel-allergischen
Blutspender hatte sich dagegen im Verlauf der Stimulation nicht gedndert. Ebenso
war eine signifikante Zunahme der 1L12p70-Expression in den T-Lymphozyten der
Nickel-allergischen Blutspender im Vergleich zu denen der nicht-allergischen
Blutspender zu verzeichnen (19,71% vs 4,7%). Diese Ergebnisse sind insofern
interessant, da eine derartige Zytokinexpression aus den Ergebnissen aus 4.4.3 —
4.4.5 mittels ELISA nicht ersichtlich wird. Mittels ELISA wird im Uberstand natirlich
nur die jeweilige Zytokinansammlung am Ende der Kultur bestimmt, in der

Durchflusszytometrie besteht die Moglichkeit den aktuellen Produktionsstatus
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weniger Zellen zu bestimmen. Eine mogliche Erklarung kénnte also eine
Zytokinproduktion von nur wenigen Antigen-spezifischen Zellen in der Kultur sein, so
dalR im ELISA diese geringe Produktion nicht bestimmt werden kann. Ein weiteres
interessantes Ergebnis ist die signifikant verminderte Expression des IL2-Rezeptors
(CD25) im Verlauf der Stimulationskultur. So bildeten die PBMC der Nickel-
allergischen Blutspender nach 144h Stimulation mit NiSO, 10°M im Mittel 23,61%
weniger CD25 im Vergleich zu den PBMC der nicht-allergischen Blutspender (2,06%
weniger CD25).
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Abb. 34: Zeitlicher Verlauf der In-vitro-Zytokinexpression in T-Lymphozyten. Durchflusszytometrische
(FACScan) Analyse der PBMC von 5 Nickel-allergischen und 5 nicht-allergischen Blutspendern nach
Stimulation mit NiSO, 10°M nach 3 (34a) und 6 Tagen (34b). Es wurde ein Analyse-Gate Uber T-
Lymphozyten (anti-CD3-Farbung) gesetzt. Angegeben ist der Median der Verédnderung der Anzahl der
gefarbten T-Zellen gegeniber dem Leerwert (Kulturmedium ohne Zuséatze). * = p < 0,05 (Wilcoxon
Rangsummentest)
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4.8 Gewebeuntersuchungen

4.8.1 Oligoklonalitéat in Biopsien aus Nickel-Epikut  antestreaktionen Nickel-

allergischer Personen

10 Biopsien aus mit Ekzem reagierenden (,positiven“) Nickel-Epikutantestfeldern von
Nickel-allergischen Patienten und 4 Biopsien aus Nickel-Epikutantestfeldern ohne
Reaktion (nicht Nickel-allergische Patienten) wurden verarbeitet. Die DNA wurde
gemal dem im Methodenteil genannten Protokoll isoliert und jeweils die vier PCR-
Anséatze zur Klonalitatsanalyse durchgefuhrt.

Die Analyse der mdglichen T-Lymphozyten-Klonalitat als Hinweis flir eine Expansion
weniger (antigen-spezifischer) T-Zellklone ist in Abb. 35 am Beispiel der Proben X1-
X10 zu sehen. Es werden nur diese Ergebnisse dargestellt, da nur 10 Proben auf ein
Gel geladen werden konnten. Die Numerierung X1-X14 erfolgte nach der zeitlichen
Reihenfolge der Probeentnahmen. X4 und X10 sind dabei Proben aus klinisch
reaktionslosen Nickel-Epikutantestfeldern (K = Kontrolle), die tbrigen stammen aus
positiven Nickel-Epikutantestfeldern (A = Allergiker). In 4 der Proben (X1, X4, X8 und
X9) ist eine deutliche Bande fiur die TZRy-Familie 2 zu erkennen, die restlichen
Proben sind auf diesem Bild eindeutig negativ.

Abb. 36 zeigt die Verteilung der TZRy-Familie 9 in den Proben X1-X10. Hier zeigte
sich nur bei der Probe X9 eine klare Vy9-spezifische Bande.

Die TZRy-Familie 10 war in den Proben X1-X10 nicht vertreten (Abb. 37). Es gab nur
eine schwache entsprechende Bande in den Proben X7 und X9. Diese schwachen
Banden wurden aber nicht als positives Ergebnis beurteilt.

Keine der Stanz-Biopsien zeigte eine positive Vyl1-Bande (Abb. 38).
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TZRy-Familie 2

PR

TZRy-Familie 2-

spezifische Bande

M XL(A) X2(A) X3(A) X4(K) X5(A) X6(A) X7(A) X8(A) X9(A) X10(K)

Abb. 35: Analyse bzgl. T-Zell-Klonalitdt aus 10 verschiedenen Biopsien aus Nickel-
Epikutantestarealen von 8 Nickel-allergischen Patienten (A) und 2 nicht-allergischen Patienten (K).
Nach DNA-Isolierung erfolgte eine PCR mit spezifischen Primern fir die TZRy-Familie 2 und
Auftrennung im Polyacrylamidgel (M = 100bp-DNA-GrofR3enstandard; = = positive Bande)

TZRy-Familie 9

——

TZRy-Familie 9-

spezifische Bande

M X1(A) X2(A) X3(A) X4(K) X5(A) X6(A) X7(A) X8(A) X9(A) X10(K)

Abb. 36: Analyse bzgl. T-Zell-Klonalitdt aus 10 verschiedenen Biopsien aus Nickel-
Epikutantestarealen von 8 Nickel-allergischen Patienten (A) und 2 nicht-allergischen Patienten (K).
Nach DNA-Isolierung erfolgte eine PCR mit spezifischen Primern fir die TZRy-Familie 9 und
Auftrennung im Polyacrylamidgel (M = 100bp-DNA-GrofRRenstandard, = = positive Bande )
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TZRy-Familie 10

PR
TZRy-Familie 10-

spezifische Bande

M XL(A) X2(A) X3(A) X4(K) X5(A) X6(A) X7(A) X8(A) X9(A) X10(K)

Abb. 37: Analyse bzgl. T-Zell-Klonalitat aus 10 verschiedenen Biopsien aus Nickel-
Epikutantestarealen von 8 Nickel-allergischen Patienten (A) und 2 nicht-allergischen Patienten (K).
Nach DNA-Isolierung erfolgte eine PCR mit spezifischen Primern fir die TZRy-Familie 10 und

Auftrennung im Polyacrylamidgel (M = 100bp-DNA-GréRenstandard, = = sehr schwache positive
Banden)

TZRy-Familie 11

PR
TZRy-Familie 11-

spezifische Bande

M X1(A) X2(A) X3(A) X4(K) X5(A) X6(A) X7(A) X8(A) X9(A) X10(K)

Abb. 38: Analyse bzgl. T-Zell-Klonalitdt aus 10 verschiedenen Biopsien aus Nickel-
Epikutantestarealen von 8 Nickel-allergischen Patienten (A) und 2 nicht-allergischen Patienten (K).
Nach DNA-Isolierung erfolgte eine PCR mit spezifischen Primern fur die TZRy-Familie 11 und
Auftrennung im Polyacrylamidgel (M = 100bp-DNA-GréRRenstandard); in dieser Abbildung keine
spezifische Bande in den Proben; Klonalitatssignale wurden erst ab einer ,deutlichen Expression” (=
.++") als positiv gewertet
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Zusammengefaldt ergab sich fur die Epikutantestbiopsien v.a. eine Oligoklonalitat der
TZRy-Familie 2, die die Familien 1 bis 8 zusammenfasst (Tabelle 8).
Interessanterweise zeigte sich auch bei einigen Kontrollbiopsien, d.h. bei Personen
die auf epikutane Testung mit Nickel keine klinische Ekzemreaktion entwickelt
hatten, ein oligoklonales Muster der TZRy-Familie 2. Diese Beobachtung wird im
Kapitel 5.7.1 genauer diskutiert. Die Familien 9 und 10 waren nur jeweils drei- bzw.
zweimal bei den Nickel-allergischen Patienten vertreten, die TZRy-Familie 11

Uberhaupt nicht (nur ,deutliche” Signale, d.h. ,++“, wurden als positiv bewertet).

Klonalitat
Gewebe Vy2 Vy9 Vy10 Vyll
X1 (A) +++ - - -
X2 (A) - ++ + -
X3 (A) - - - +
X4 (K) +++ - - -
X5 (A) - - - -
X6 (A) - - - -
X7 (A) - - ++ -
X8 (A) +++ - - -
X9 (A) +++ +++ ++ -
X10 (K) - - - -
X11 (A) +++ - - -
X12 (A) +++ ++ + +
X13 (K) - - - -
X14 (K) +++ - - -

Tabelle 8: Ergebnis der Klonalitatsanalyse der Epikutantest-Stanzbiopsien (+ = schwache Bande, ++
= mittlere Bande, +++ = starke, positive Bande; A = Biopsie aus Nickel-positivem Epikutantestfeld; K =
Biopsie aus negativem Epikutantestfeld)
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Abb. 39 zeigt die Ergebnisse der Klonalitdtsanalyse der Epikutantest-Biopsien
zusammengefasst. Es fallt auf, da3 die TZRy-Familie 2 auch in den Kontrollstanzen
(Hautareale mit negativem Nickel-Epikutantest bei nicht-allergischen Patienten) zu
50% vertreten war. In den positiven Epikutantest-Biopsien der Nickel-Allergiker
zeigten dagegen 80% der Proben ein klonales T-Zellinfiltrat, wobei hier auch die
TZRy-Familie 10 vertreten war. Zusatzlich zeigten sich bei der Probe X9 auch die

beiden Familien Vy2 und Vy9 zusammen.

100% - BVg2+Vg9
90% | EVgl0

80% - mVg2

70% -
60% -
50% -
40% -+
30% -
20% -

Anteil der TZRgamma-Familien

10% -~

0% -

Kontrollen (4) Ni-Allergiker (10)

Abb. 39: Anteil der TZRy-Familien in Hautbiopsien aus Nickel-positiven Epikutantestfeldern von 10
Nickel-allergischen Patienten und 4 Biopsien aus negativen Nickel-Epikutantestfeldern nicht-
allergischer Patienten
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4.8.2 RT-PCR aus periimplantdrem Gewebe

Uber die orthopadische Klinik der TU Minchen wurde uns Gewebe, das bei
Patienten mit HUuft-TEP-Operationen (Revisionsoperationen aufgrund von
aseptischer Lockerung oder erstmaliger Einbau aufgrund von Arthrose) gewonnen
wurde, zur erganzenden Analyse zur Verfiigung gestellt (Patienten s.a. 3.2, S. 22).
Alle Patienten bekamen oder hatten bereits ein unzementiertes Kobalt-Chrom-
Implantat der gleichen Firma. Nach der Isolierung der RNA und DNA erfolgte Uber
RT-PCR eine Bestimmung der Expression verschiedener Entziindungsmediatoren
(IL-4, IL-5, TNF-a und IFN-y). Parallel dazu erfolgte aus der DNA eine
Klonalitéatsanalyse des TZRy.

Tabelle 9 zeigt die Ergebnisse der 17 Patienten im Uberblick. IL4 war nur bei Erst-
Einbau-Gewebeproben (3/5) exprimiert, ebenso IL5 (1/5). TNFa wurde in 8
Gewebeproben exprimiert, dabei 4/5 Ersteinbau-Gewebeproben. Vorherrschend war
allerdings die IFNy-Expression (deutliche Expression in 12 von 17 Proben (dabei
11/12 Proben von Revisionsoperationen). Ebenso konnte in 8 Proben ein klonales T-

Zellinfiltrat nachgewiesen werden.

Patient | Alter | Operation RT-PCR Klonalitat
B-actin | 1L-4 IL-5 TNF-a IEFN-y | Vy2 | Vy9 | Vy10 | Vyll
BT 82 Re-Op ++ - - - +++ + + + -

BJ 76 Re-Op ++ - - ++ - + - - +
DJ 84 Erst-Einbau ++ + - +++ - - - - -
FJ 74 Erst-Einbau ++ + - + +++ + + + +

G 63 Re-Op ++ - - - +++ ++ + - +++

L 66 Re-Op ++ - - T Tt i i ; N

HME 72 Re-Op ++ - - - +++ + + - ++
KH 76 | Erst- Einbau ++ +++ + ++ - - - ++ -

H 68 Re-Op ++ - - - +++ - - - +++
RK 64 Erst-Einbau ++ - - - - - - - -
RE 69 Re-Op ++ - - - ++ + - + +++

S 75 Re-Op ++ - - + +++ - + + -

T 61 | Erst-Einbau ++ - - ++ - + + - +
TK 91 Re-Op ++ - - - + + + T -
VR 76 Re-Op ++ - - - +++ + - - +
Al 67 Re-Op ++ - - + +++ - - - -
A2 68 Re-Op ++ - - - +++ + ++ + +++

Tabelle 9: Ergebnis der Klonalitdtsanalyse und der RT-PCR periimplantarer Gewebeproben (- = keine
Expression, + = schwach exprimiert, ++ = deutlich exprimiert, +++ = stark exprimiert); Re-Op =
Revisionsoperation nach aseptischer Lockerung, Erst-Einbau = erstmalige TEP-Operation nach
Arthrose
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Abb. 40 zeigt graphisch die Ergebnisse der Klonalitatsanalyse in den periimplantéren
Gewebeproben. Insgesamt zeigten 3/5 Gewebeproben bei Erst-OP sowie 10/12
Revisions-OP-Proben Klonalitatssignale. Wertet man die Signale erst ab einer
.deutlichen Expression® (= ,++“; in Absprache mit PD Dr. Sander) als Nachweis einer
entsprechenden klonalen T-Zellexpansion, dann haben nur 20% (= 1/5) der Proben
aus erstmalig zur Implantation vorgesehenem Gewebelager ein T-Zellinfiltrat mit
Zugehorigkeit zu einer TZRy-Familie. Andererseits fand sich in 66,66% (8/12) der
Gewebeproben, die im Rahmen einer Revisionsoperation gewonnen worden waren,
ein T-Zellinfiltrat mit einer TZRy-Spezifitat. Dabei war mit 41,67% (5/12) die TZRy-

Familie 11 vertreten.

@ Vgll

C 90% - O Vg9
2 0% - m Vo2
€
§  70% -
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E 50% -
£ 40%
|'l‘ 40% -
—  30% -
(]
° 20% -
]
€ 10% -
<

0% -

Erst-OP (5) Revisions-OP (12)

Abb. 40: Anteil der verschiedenen TZRy-Familien im periimplantaren Gewebe von Patienten mit
erstmaligem Einbau einer Hiftendoprothese (5 Patienten) oder bei einer Revisionsoperation (12
Patienten); Klonalitatssignale wurden erst ab einer ,deutlichen Expression“ (= ,++“) als positiv
gewertet
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Abb. 41 zeigt ein Beispiel einer Klonalitatsanalyse im periimplantaren Gewebe des
Patienten H aus Tabelle 9, das bei einer Revisions-Operation nach aseptischer
Lockerung gewonnen wurde. Deutlich ist die TZRy-spezifische Bande fur die Familie

11 zu erkennen (als ,+++“ gewertet).

M H K+ H K+ H | K H | K+ K-
Vy2 Vy9 V410 V11

Abb. 41: Beispiel eines oligoklonalen Infiltrates in der TZR-y-Rearrangement-Analyse im
periimplantaren Gewebe eines Patienten mit Hiftendoprothese; H = Patient, K+ = jeweilige
Positivkontrolle, M = DNA-Marker
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Bei Analyse (RT-PCR) der Expression verschiedener Entzindungsmediatoren in den
Proben, zeigten sich je nachdem ob das Gewebe von einer erstmaligen
Huftendoprothesen-Operation stammte oder von einer Revisionsoperation, deutliche
Unterschiede (Abb. 42). Im ersten Fall zeigte sich meist eine Expression von IL4 (3/5
Proben), und von TNFa (4/5 Proben) sowie IL5 bei einem Patienten. IFNy war nur bei
einer von 5 Gewebeproben vor erstmaliger Implantation zu sehen. Anders die
Situation bei Revisionsoperationen: L4 und IL5 fehlten in den Gewebeproben
komplett und TNFa wurde nur in einem sehr geringen Mal3e gebildet (30% schwache
Expression). IFNy war dagegen das vorherrschende Zytokin. Es wurde in 90% der

Gewebeproben exprimiert, dabei zeigten Uber 70% eine starke Expression.

m+
100% -

90% - m A+t
80% - . 0o+++
70% A
60% -
50% A
40% A
30% A

Anteil der Expressionsstarken

20% -
=3 BN Nl
0% -
£ < 0 < > £ ¥ 0 < >
S = = o S = =
@ s | E G 5 | &
< L < w
[ 5] Z 5] Z
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Erst-OP (5) Revisions-OP (12)

Abb: 42: Anteil der verschiedenen Expressionsstarken der Zytokine IL4, IL5, TNFa und IFNy im
periimplantaren Gewebe um Hiftgelenksendoprothesen bei erstmaligem Einbau (5 Patienten) oder
bei Revisionsoperation (12 Patienten); + = schwache Expression, ++ = deutliche Expression, +++ =
starke Expression
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4.8.3 Erweiterte Zytokinexpression im periimplantar  en Gewebe

Eine Folgeserie von bei Revisionsoperationen von Huftendoprothesen gewonnenen
Gewebeproben konnte verarbeitet werden, da im Rahmen einer Studie der
Orthopéadischen Klinik der TU Miuinchen viele Patienten einer ergédnzenden
Gewebeuntersuchung zugestimmt hatten. Dabei handelte es sich um 8
Gewebeproben aus der ,Pseudokapsel”, um 4 Proben aus dem ,distalen Interface”
und um 13 Gewebeproben aus dem ,proximalen Interface“. Diese Bezeichnungen
kennzeichnen den Ort der Entnahme. Die Pseudokapsel ist eine bindegewebsartige
Struktur, die sich nach Einbringen des Implantates in den Folgemonaten um das
Implantat bildet. Das Interface stellt die Grenzflache der Pseudokapsel dar, wobei
distal, die vom Implantat abgewandte Seite darstellt und proximal die dem Implantat
zugewandte Seite. Diese Gewebeproben wurden nun mit Hilfe der quantitativen RT-
PCR im LightCycler untersucht. Diese erweiterte Analysemaoglichkeit stand uns erst
Zu einem spateren Zeitpunkt der Untersuchungen zur Verfiigung und wurde fur diese
Probenserie genutzt. So war eine quantitative Gegenuberstellung der RT-PCR-
Ergebnisse mdoglich. Dabei erfolgten PCR-Reaktionen mit spezifischen Primern fur
folgende Zytokine: IL4, IL5, IL6, IL8, IL10, IL13, IFNy, TNFa, TGFpB, E-Selektin und
Foxp3. Dabei reprasentieren die Zytokine IL4, IL5 und IL13 eher ein Th2-Muster,
IFNy dagegen eher ein Th1l-Muster, TNFa spricht fir eine Makrophagenbeteiligung.
IL10, TGFB und Foxp3 stellen Zytokine dar, die an gegenregulatorischen und
antiinflammatorischen Prozessen beteiligt sind. E-Selektin stellt ein Protein dar, das
bei vaskuldren Adhasionsprozessen (speziell auch Lymphozyten-Adhasion) eine
wichtige Rolle spielt und IL6, sowie IL8 (als Granulozyten-Chemokin) sind ebenfalls
an inflammatorischen Prozessen beteiligt. Da diese Proben eigentlich fir andere
Untersuchungen vorgesehen waren, konnte uns nur sehr wenig Material zur
Verfligung gestellt werden. Aus diesem Grund konnte eine parallele
Klonalitatsanalyse nicht durchgefihrt werden. So wurde bei dieser 2. Gewebeserie
das Hauptaugenmerk auf die Zytokinexpression gelegt.

Wie aus Abb. 43 ersichtlich wird - mit der Einschrankung der verschiedenen
Probenzahlen bei den verschiedenen Gewebearten - , zeigen die Ergebnisse keine
deutlichen Unterschiede in Bezug auf die Lokalisation der Gewebeproben, aul3er bei
IL6, das in der Pseudokapsel deutlich mehr produziert wurde als in den beiden
Interfaces. TGFB, E-Selektin und IL8 sind gegeniber dem Standard [-2-
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Mikroglobulin erhdht, die Ubrigen Mediatoren liegen im Verhéltnis darunter. IL5 und
IL13 wurde in den Gewebeproben nicht synthetisiert.

Bei einigen Gewebeproben liel3 sich — mit Einschréankung der geringen Fallzahlen —
auch ein gewisses Muster erkennen. So war in 4 Proben unterschiedlicher
Lokalisation E-Selektin deutlich erhéht. Gleichzeitig war das Verhéltnis von IL10 zu (3-
2-Mikroglobulin im Vergleich zu den anderen Proben erniedrigt, IL6 dagegen erhoht.
Dieses Muster kdnnte einen Hinweis fir aktive Entziindungsvorgange zum Zeitpunkt
der Gewebeentnahme darstellen. In einem Grof3teil der Gewebeproben war dagegen
ein 1L10- und TGFpB-dominiertes Zytokinmuster zu erkennen. In diesem Fall war in
den Gewebeproben IL6 deutlich erniedrigt. Hier waren wohl gegenregulatorische
Immunmechanismen zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme aktiv. Ein Th2-Muster mit
einer maldigen IL4-Expression konnte in 2 Gewebeproben gefunden werden. In
diesen beiden Proben war auch 1L10 sowie Foxp3 erhoht, so daf? man in diesem Fall

ein gegenregulatorisches Muster erkennen kann.

] Wl Pseudokapsel
i B Interface distal

I Interface proximal

ratio (Target-Gen/p-2-Mikroglobulin)

<
=

IFNg
IL5

IL13
TNFa
IL10
TGFb
E-Selektin
Foxp3
IL6

IL8

Abb. 43: Expression verschiedener Mediatoren in unterschiedlichen Arealen rund um
Huftgelenksendoprothesen (Pseudokapsel n = 8, ,distales Interface” n = 4, ,proximales Interface n =
13). Die Analyse erfolgte mittels quantitativer PCR. Die Werte sind als Verhéltnis des jeweiligen
Mediators zum Standard beta-2-Mikroglobulin dargestellt.

Zur zusatzlichen GroRRenuberprifung der Amplifikationsprodukte der quantitativen
RT-PCR-Ergebnisse im LightCycler wurden die PCR-Produkte zusatzlich auf
Polyacrylamidgele aufgetragen. Abb. 44 zeigt ein Beispiel der RT-PCR fur 7
verschiedene periimplantare Gewebeproben. Proben wie die Proben Nr. 1,3 und 7
wurden nicht in die Auswertung mit aufgenommen, da bereits die PCR mit den
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.house keeping genes" (B-2-Mikroglobulin, GAPDH) keine amplifizierbare cDNA
anzeigten. Es traten zwar in den [3-2-Mikroglobulin- und GAPDH-negativen Proben
spezifische Banden fir TNFa und IL5 auf, trotzdem wurden diese Ergebnisse nicht in

die Auswertung mit aufgenommen.

B-2M

GAPDH

IFNy

TNFa

IL 4

IL5

IL6

IL8

TGFB

IL 10

Abb. 44: Beispiel der Expression verschiedener Mediatoren aus 7 periimplantaren Gewebeproben mit

unterschiedlicher Lokalisation (1 = ,distales Interface, 2,3,5 = ,proximales Interface", 4,6,7 =
Pseudokapsel)
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5 Diskussion

Im taglichen Leben besteht sehr haufig Kontakt mit den verschiedensten Metallen,
sei es im Beruf oder im Privatleben. Dabei konnen sich auch
Uberempfindlichkeitsreaktionen vom Spattyp (Ekzemtyp) entwickeln. Nickel stellt hier
das wichtigste kutane Kontaktallergen dar. Andererseits steigt durch den immer
haufigeren Einsatz metallischer Implantate das Risiko auch
Unvertraglichkeitsreaktionen von ,innen heraus” bzw. in tieferen Gewebebereichen
durch den Metallkontakt zu entwickeln. Im Folgenden werden die Ergebnisse der
durchgefiihrten Untersuchungen in Zusammenschau mit den bisher bekannten

Daten diskutiert.

5.1 Toxizitatsbestimmung verschiedener Metalle

Durch die Bestimmung der Toxizitat der vier verschiedenen Metalle Nickel, Kupfer,
Chrom und Zink wurden zunachst die Konzentrationen ermittelt, mit denen spater
Zellen Metall-allergischer Blutspender und nicht-allergischer Personen in vitro
stimuliert werden sollten.

Dabei ist Nickel ein essentielles Spurenelement, das v.a. Uber Wasser und Nahrung
aufgenommen wird (Aufnahme etwa 300upg/Tag) und beispielsweise in Biotin,
Folsaure und Vitamin B12 als Kofaktor wirkt **. Dariiber hinaus erfolgt Nickelkontakt
Uber viele Gebrauchsgegenstande wie z.B. Schmuck, Minzen, Werkzeuge,
Maschinen, Armaturen oder Haushaltsgerate. Es kann aber auch von innen heraus
durch eine Freisetzung von Nickel aus Stahlimplantaten geschehen. Eine frihe
Studie zeigt, dal3 ,Stahlprothesen” (14-36% Nickel) mit einer Oberflache von 200cm?
22ug Nickel/Jahr freisetzen *’. Das Metall wird (iber die Nieren, aber auch iiber den
Schweil3 wieder ausgeschieden. Gesundheitsstérungen beim Menschen werden ab
ca. 0,5-2,5g Nickelaufnahme berichtet. Akut zeigten Patienten wahrend Dialyse
Ubelkeit, Erbrechen, allgemeine Schwache und Kopfschmerzen, die durch eine hohe
Nickel-Freisetzung in einem Wasserbad im Dialysegerat bedingt war *°. Die
haufigsten Krankheitsbilder entstehen bei chronischer Nickelexposition. Zum einen
kann die chronische Inhalation des Metalls zu Asthma, chronischer Rhinitis und
Sinusitis, nasaler Polyposis und zu Perforationen des nasalen Septums fithren *°, auf
der anderen Seite stellen Ekzemreaktionen der Haut als Folge eines Kontaktes durch
sensibilisierte Personen die haufigste durch Nickel bedingte Erkrankungsform dar *°°.
Dementsprechend ist Nickel das haufigste Kontaktallergen *°’.
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Kupfer ist ebenfalls ein essentielles Spurenelement, das wichtig fur die Hamsynthese
und die Eisenabsorption ist und als Kofaktor beispielsweise in der Katalase,
Cytochrom-Oxidase sowie in Peroxidasen eine wichtige Rolle spielt ***. Es ist nach
Zink und Eisen das haufigste Spurenelement im Kérper. Die normale Aufnahme mit
der Nahrung betrdgt 1mg Kupfer pro Tag und es wird langsam uber die Nieren
wieder ausgeschieden 3. Die Serumkonzentration von Kupfer betragt bis zu 1,5mg/L
bei gesunden Personen.

Zink ist ein wichtiger Kofaktor bei vielen zellularen Prozessen, eingeschlossen DNA-
Synthese, Knochenbildung, Wachstum und Wundheilung. 15mg Zink wird als
tagliche Aufnahme empfohlen. Zink induziert die Bildung von Metallothionein, einem
metallbindenden Protein, das wahrend der Ausscheidung eine hohe Zinkabsorption
verhindert *°.
<1,5mg/L.

Chrom tritt in zwei grundsatzlichen Formen auf, dem trivalenten Chrom (Ill) und dem

In gesunden Personen betragt die Zinkkonzentration im Serum

hexavalenten Chrom (VI). Das trivalente Chrom stellt ein wichtiges Spurenelement
dar (tagliche empfohlene Aufnahme fiir Erwachsene 50-200ug) °*. Die Aufnahme
erfolgt mit der Nahrung, wobei hohe Chromgehalte v.a. in grinen Bananen oder
Broccoli zu finden sind. Trivalentes Chrom ist relativ ungiftig. Hexavalentes Chrom ist
wesentlich giftiger. So kann es bei hohen Dosen zu Gastroenteritis, toxischer
Hepatitis, Erbrechen und Diarrhoe filhren *%. Hexavalentes Chrom ist aber auch ein
wichtiges Kontaktallergen sowie Irritans. Dabei hangt das Risiko einer
Sensibilisierung von der Dauer und der Menge der Exposition ab. Dies hat z.B. zur
Einfuhrung von Chrom-armem Zement gefiihrt (wasserlésliches Chrom(VI) unter 2ug
Cr(VD/g Zement) und einen Rickgang der Chromkontaktallergierate bei Bauarbeitern

bewirkt .

Die vorliegende Arbeit beschaftigte sich hauptsachlich mit Nickel als dem haufigsten
Kontaktallergen. Da aber in den Vorversuchen zur Bestimmung der Toxizitdt unter
anderem auch Euro-Eluate als Modell eingesetzt wurden, wurden die oben
beschriebenen vier Metalle (Nickel, Kupfer, Zink und Chrom) in den ersten
Toxizitatsuntersuchungen mit einbezogen. Nickel, Kupfer und Zink sind in
Euromiinzen enthalten. Nachdem aus diesen Untersuchungen die in der Zellkultur
subtoxisch  wirkenden Dosen ermittelt waren, erfolgten die weiteren

Stimulationsversuche mit Nickel.
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Anhand isolierter PBMC von 5 verschiedenen Blutspendern, die zum einen als
Monozyten und Lymphozyten getrennt, aber auch zusammen eingesetzt wurden,
wurde die In-vitro-Toxizitdtsschwelle der Metalle NiSO,4, ZnCl,, CuCl, und CrCls
bestimmt. In Anlehnung daran wurden die Konzentrationen ermittelt, die spater fur
die Stimulationsversuche eingesetzt wurden. Dabei waren die Metallsalze zum einen
einzeln  eingesetzt, aber auch in verschiedenen Kombinationen als
Doppelstimulation. So sollte auch ein  moglicher Kombinationseffekt der
verschiedenen Metallsalze erkennbar werden.

In Gegenwart der einzelnen Metallsalze ergaben sich toxische Effekte auf die Zellen
bei Nickel ab 10°M (Monozyten) bzw. 10°M (Lymphozyten), bei Zink ab 10°M
(Monozyten und Lymphozyten), bei Kupfer ab 10™*M (Monozyten und Lymphozyten)
und bei Chrom ab 10™*M (Monozyten), bzw. 10°M (Lymphozyten). Diese Werte
stehen auch in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Granchi et al., die die
Toxizitat von Nickel, Kobalt und Chrom gegeniber humanen Lymphozyten in vitro

bestimmten 3.

Die Monozyten der 5 Blutspender erschienen im allgemeinen
gegenuber den Metallionen empfindlicher als die Lymphozyten. Dies hangt
vermutlich mit der Fahigkeit der Monozyten zur Phagozytose und zur
Antigenprozessierung zusammen. Dies konnte einerseits bei Partikelakkumulation
und andererseits auch bei hoherer Aufnahme von Metallionen zu starkeren toxischen
Effekten bei Monozyten fiihren. Einen Hinweis dafur gibt es im Gewebe rund um
Metallimplantate, wo man Monozyten/Makrophagen sehen kann, die deutlich mit
Abriebpartikeln beladen sind **°. Ein weiterer toxischer Effekt nach Metallstimulation
ist die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies von Monozyten und Makrophagen .

Interessant waren die Kombinationseffekte bei gleichzeitiger Stimulation mit zwei
Metallsalzen. Dabei wurde jeweils nur die Halfte der Metallsalze der Einzelstimulation
eingesetzt, so dal} die absolute lonenmenge der beiden Metalle zusammen wahrend
der Stimulation die der Einzelstimulation nicht Uberstieg. Die toxischen Effekte der
gleichzeitigen Nickel- und Zinkstimulation setzten bei 10“*M ein und zeigten keine
Unterschiede bei Makrophagen und Lymphozyten. Die gleichzeitige Stimulation mit
Nickel und Kupfer zeigte dagegen bereits bei einer Konzentration von 10°M deutlich
toxische Effekte gegeniber den Monozyten. Demgegenuber zeigten die
Lymphozyten gegentber der Kombinationsstimulation mit Nickel und Chrom und der
Stimulation mit Kupfer und Zink deutlich friiher toxische Effekte (10°M bzw. 10°M).

Dies weist auf mdgliche synergistische toxische Effekte hin. Interessant ist auch,
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dass in diesen Fallen die Lymphozyten, die bei den Einzelstimulationen weniger
empfindlich auf die Metallionen reagierten, nun deutlich friher abstarben.
Kombinationseffekte fanden auch Riley et al. bei Untersuchungen an epithelialen
Lungenzellen von Ratten. So schien die Kombination von Zink und Kupfer die
Toxizitat von Kupfer alleine abzuschwachen, die Kombination von Zink und Nickel
fuhrte dagegen zu einem additiven Effekt. Die mitochondriale Aktivitat, die in dieser
Studie als Marker fir die Vitalitat bestimmt worden war, wurde durch die kombinierte
Stimulation von Nickel und Zink um bis zu 25% gegenuber der Stimulation mit Nickel
alleine verringert °’. Eine Erklarung fir diesen Effekt konnte Riley allerdings nicht
finden. Die antioxidative Wirkung von Zink wurde bereits mehrfach beschrieben *%°.
So tragt Zink durch eine Reduzierung des oxidativen Stresses zu einer Starkung der
Immunantwort bei. Nickel scheint bei einer kombinierten Kombination diesen Effekt
des Zink abzuschwachen. Auch bei Hautkontakt mit metallischen Gegenstanden wie
beispielsweise Mdunzen ist ebenfalls ein Kombinationseffekt der freigesetzten
Metallkomponenten zu vermuten. Durch die Freisetzung metallischer Komponenten
in das Gewebe um Implantate kdnnte ebenfalls eine Kombination verschiedener
Metallionen auftreten und so eine starkere toxische und/oder Immunreaktion
hervorrufen. Dies gilt v.a. fur unzementierte und unbeschichtete Metallimplantate mit
einer geringen Korrosionsbestandigkeit °% 1143,

Um die Ergebnisse der Toxizitdtsuntersuchung genauer zu charakterisieren, wurde
die Apoptoserate der Gesamt-PBMC der 5 Blutspender nach den jeweiligen
Metallstimulationen bestimmt. So konnte untersucht werden, ob die Zellen durch die
toxischen Effekte direkt nekrotisch werden oder es eine definierte Reaktion der
Zellen gegenuber den Metallen ist, die zu der Apoptosekaskade fuhrt. Daflir wurde
die Apoptose mittels der Annexin V-Farbung bestimmt, da dadurch die Apoptose in
einem sehr friihen Stadium detektiert werden kann *'°. Dabei zeigte sich, daR bei
den Einzelstimulationen die Zahl der apoptotischen Zellen nur gering groRer war als
bei den unstimulierten Zellen. Nur Zink 10>M induzierte eine deutlich hohere
Apoptoserate, dies lasst sich aber durch die héhere Konzentration erklaren, die
bereits Uber dem physiologischen Wert liegt. Dagegen fuhrten die
Doppelstimulationen der PBMC zu stark erhéhten Apoptoseraten, der Anteil der
lebenden Zellen ging stark zurlick. Ebenso erhdhte sich die Anzahl der nekrotischen

Zellen. Einzige Ausnahme war die gleichzeitige Stimulation mit Zink und Chrom 10
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“M, die nicht vom Leerwert abwich. Diese Kombination schien die PBMC vor den
toxischen Effekten der Metallsalze zu schitzen.

Der Mechanismus der toxischen Wirkung der Metalle beruht im Falle von Nickel zum
einen auf der Bindung an verschiedene Proteine des Membrantransportes wie
beispielsweise DMT1 (Divalent Metal Transporter 1), sowie auf einem kompetitiven
Verdrangungsmechanismus des intrazellularen Calciums **®. Chrom verursacht eine
Reihe zellschadigender Prozesse zu denen Genotoxizitdt, Apoptose und oxidative
Reaktionen gehdren. Es supprimiert die Stickstoff-Monoxid-(NO)-Synthase,
wohingegen Nickel die NO-Produktion erhéht *2°. Kupfer inhibiert Sulfhydrylgruppen
an Enzymen, wie z.B. an der Glucose-6-phosphatase und der Glutathion-Reduktase,

die die Zellen vor freien Radikalen schitzt *.

So lassen sich wegen der
verschiedenen Toxizitdtsmechanismen z.B. von Nickel und Kupfer auch die
Kombinationseffekte im Sinne hoherer Toxizitat erklaren. Ebenso fihren hohe Zink-

> geringe Mengen

Mengen zu einer erhdhten Bildung freier Sauerstoffradikale
dagegen wirken antioxidativ *?°. So tragen Chrom bzw. Nickel beispielsweise durch
die Inhibierung oder die Verstarkung der NO-Produktion zu einer Immunsuppression
oder einer Aktivierung des Immunsystems bei. Aus den Daten dieser Vorversuche
wurden die Nickelkonzentrationen 10“M, 10°M und 10°M als geeignet fiir die
Stimulationsversuche ermittelt und in den weiteren Versuchen in der Zellkultur

eingesetzt.

5.2 Apoptoseschwelle nach Nickel-Stimulation

Das Apoptoseprogramm in der Zelle wird durch verschiedene morphologische
Anderungen charakterisiert, u.a. durch den Verlust der Asymmetrie der
Plasmamembran. Dies findet bereits in einem sehr frGhen Stadium statt. Spater
findet auch eine Kondensation des Zytoplasmas und des Nukleus, sowie ein Abbau
der DNA statt. In apoptotischen Zellen wandert das Membran-Phospholipid
Phosphatidylserin (PS) von der inneren zur aulR3eren Seite der Plasmamembran und
zeigt so PS der extrazellularen Umgebung. Annexin V (35-36 kDa) ist ein Ca®'-
abhangiges Phospholipid bindendes Protein mit einer hohen Affinitat far PS.

Nickel ist eines der haufigsten Kontaktallergene des taglichen Lebens (bis zu 10%
der allgemeinen Bevdlkerung sind gegenuber Nickel sensibilisiert) und es ist ein
gangiger Bestandteil metallischer Gegenstéande, insbesondere auch von metallischen

22,120

Implantaten In stark sensibilisierten Personen kann bereits eine kurze




Diskussion 103

85,124

Exposition gegentber Nickel Ekzeme provozieren und auch ungewdhnliche

klinische Erscheinungsbilder wurden berichtet *'%%¢, Die PBMC Nickel-allergischer
Patienten reagieren in vitro spezifisch auf eine Nickel-Stimulation ?**?°, wobei
Personen, die gleichzeitig Ekzeme aufgrund einer systemischen (“hamatogenen”)

123 Ziel unserer hier

Exposition entwickelten, eine hohere Reaktivitat zeigten
diskutierten Experimente war, herauszufinden, ob PBMC unterschiedlicher
Blutspender bei Nickelexposition interindividuelle Unterschiede in Bezug auf die
Toxizitat oder die Apoptoseschwelle zeigen wirden. Nickel ist ja einerseits wichtig
als Kofaktor mancher Enzyme 4, aber in hdheren Konzentrationen auch toxisch **3°.
Dieses Phanomen einer unterschiedlichen Empfindlichkeit ist auch fur andere
Zellarten bekannt, z.B. bei einer Ozon-Exposition humaner Fibroblasten 9%
Humane Fibroblasten sind auch gegentber Metallen in verschiedenem Ausmal}
empfindlich. Mostardi et al. untersuchten die Absterberate von Fibroblasten bei
Exposition gegenuber Metallen, wie z.B. Titan, Tantal, Cobalt, Chrom und ebenso
auch die Effekte von entsprechenden Partikeln ®’. Sie fanden, daf sowohl die Art als
auch die Menge an Metall Auswirkungen auf die Nekrose der Fibroblasten hatte,
wobei jedes Metall einen bestimmten Schwellenwert zeigte. Da aber die Autoren
dieser Arbeit nur Zellen von drei unterschiedlichen Personen verwendeten, wurden
hier natirlich die mdglichen interindividuellen Unterschiede der zellularen Reaktivitat
nicht deutlich. In unserer Versuchsserie zeigte sich, dal3 die einzelnen PBMC-
Suspensionen der individuellen Blutspender eine unterschiedliche Empfindlichkeit
gegeniber Nickel aufweisen. Dies wurde v.a. bei der Stimulation mit den Euro-
Eluaten deutlich, in denen Nickel und Kupfer in Kombination vorlagen. So lag die
Apoptoserate bei nur Nickel-exponierten PBMC zwischen 0,03% und 2,88%, bei
Metallkombination (hier Euro-Eluat 1:100) zwischen 0,15% und 78,16% und selbst
bei der niedrigsten Eluatkonzentration noch zwischen 0,02% und 5,65%. Die
Ergebnisse sind in 4.2 auf S. 52 dargestellt. Ahnliche Daten wurden auch in den
vorangegangenen Versuchsserien ermittelt (4.1, S. 46), die auch deutlich erhéhte
toxische Effekte und eine hohere Apoptoserate bei den kombinierten
Metallstimulationen zeigten. Die Apoptose fordernde patienteneigene Faktoren
wurden vor dem Experiment mdglichst gering gehalten. Die Blutspender nahmen
keine Medikamente, waren Nichtraucher (ausgenommmen eine Person) und ohne
aktuelle Erkrankung. Wahrend der In-vitro-Stimulation der PBMC mit Nickel

tolerierten die Zellen der Nickel-allergischen Blutspender hohere
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Nickelkonzentrationen und zeigten demzufolge eine geringere Apoptoserate im
Vergleich zu den PBMC-Suspensionen der nicht-allergischen Personen. Fur
Exposition gegen NiSO, 10°M lag die Apoptoserate im Median bei 0,66% (nicht-
allergische Blutspender) sowie bei 0,4% (Nickel-allergische Blutspender). Dieser
Effekt war dosisabhangig.

Manche Nickel-allergischen Personen entwickeln Handekzeme selbst nach
wiederholtem kurzzeitigem Kontakt mit Miinzen. In Entsprechung zu einer kirzlichen
Veroffentlichung *° war auch an unserer Klinik bei der Epikutantestung mit Euro-
Minzen die Auslésung von Ekzemen bei Nickel-allergischen Personen gesehen
worden. So stellten wir Eluate von Euromiinzen her um diese zur In-vitro-Exposition
von PBMC einzusetzen. In diesem Falle konnte man wieder eine dosisabhangige
Apoptose bei den PBMC-Suspensionen der 7 Nickel-allergischen Blutspender
feststellen. Dabei zeigte sich wiederum der Effekt der geringeren Apoptoserate bei
den PBMC der Nickel-allergischen Blutspender. Zusatzlich zu dieser allgemeinen
Beobachtung wurden auch deutliche interindividuelle Unterschiede bei der
Ausloseschwelle fur die apoptotische Reaktion bei den einzelnen Personen
gefunden. Die hier gefundene Apoptoseresistenz der PBMC der Nickel-allergischen
Personen konnte moglicherweise auf einer unterschiedlichen Expression des
Apoptose inhibierenden Bcl-2 begriindet sein. Die Mitglieder der Bcl-2 Proteinfamilie
regulieren das Uberleben der Zellen. Sie kénnen die Apoptose entweder inhibieren
(Bcl-2, Bcl-x,) oder fordern (Bax, Bcl-xs) und werden wiederum durch den nukleéren
Transkriptionsfaktor NF-kB reguliert *. Nickel induziert in Zellen verschiedene
Signalketten, darunter auch den Transkriptionsfaktor NF-kB %%, Auf der anderen
Seite werden die wichtigen Apoptose-Enzyme Caspase-3 und Caspase-9 uber den

118 Da die Nickelionen intrazellular

Calciumionen kompetitiv verdrangen und auf diese Art toxisch wirken kénnen 4,

intrazellularen Calciumspiegel reguliert

wirde dies bei den verwendeten geringen Nickelkonzentrationen ebenfalls eine
maogliche Erklarung fir die unterschiedlichen Apoptosewerte darstellen. Diese
unterschiedliche Empfindlichkeit konnte auch zu der individuellen Reaktivitat
gegeniber Korrosions- und Abriebprodukten in der N&he metallischer Implantate
beitragen. Bei Gelenkersatz konnte durch eine Anderung der mechanischen und
tribologischen Eigenschaften so auch die Immunreaktivitdt im periimplantaren

Gewebe geandert werden. Dies wurde bereits von verschiedenen Autoren geaul3ert
84,120,144
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5.3 Reifung dendritischer Zellen nach Nickelkontakt

Dendritische Zellen spielen als antigenpréasentierende Zellen eine Schlisselrolle bei
der Immunantwort, da sie das Antigen nicht nur aufnehmen, sondern auch
verarbeiten und anschlieBend in geeigneter Art und Weise den T-Zellen
prasentieren. Im Laufe dieser Vorgange verandern sich die dendritischen Zellen, sie
machen einen sogenannten ,Reifungsprozess” durch. Manche Autoren vermuten,
dass die Polarisierung in Richtung einer Thl- oder Th2-Antwort jeweils von
verschiedenen dendritischen Zellen verursacht wird. Dabei sollen von Monozyten
abgeleitete dendritische Zellen (myeloide oder DZ1) eher eine Th1l-Antwort ausbilden
und plasmazytoide dendritische Zellen (DZ2) dagegen die Th2-Antwort unterstitzen
% Andere Publikationen dagegen fanden, dass myeloide dendritische Zellen sowohl
Thl- als auch Th2-Zytokine induzieren konnen und bestimmten die
Expressionsstarke des IL12 als den entscheidenden Faktor fir die Th Polarisierung
%, Die Starke der IL12-Produktion von dendritischen Zellen kann durch eine Vielzahl
an Umgebungsbedingungen verandert werden, in der die Zellen reifen. Die Frage
war nun, ob auch die Eigenschaften des Antigens oder eine individuell
unterschiedliche Empfanglichkeit der dendritischen Zellen gegentber den
umgebenden Faktoren die Reifung und Funktion dieser Zellen beeinflusst. Ein
Beispiel hierfur ist die proteolytische Aktivitdt des Derpl Hausstaubmilbenallergens,
das dendritische Zellen dazu bringt, weniger IL-12 zu produzieren *2. Damit resultiert
auch eher ein Th2-Funktionsmuster bei entsprechendem T-Zell-Kontakt. Im
Gegensatz zu irritativen Substanzen wird Kontaktallergenen zugeschrieben, daf} sie
eine Reifung der dendritischen Zellen induzieren kdnnen. Dies geschieht Uber
Beeinflussung verschiedener Signaltransduktionswege, v.a. der MAP-Kinasen
(mitogen-activated protein kinases) °. In unseren Versuchen wurde gezeigt, daR die
Nickelexposition in unterschiedlichem MaflRe zu Phanotypanderungen der
dendritischen Zellen fiihrt. So wurden unter LPS-Stimulation (als ,Positiv*-Kontrolle)
die Oberflachenmarker CD80, CD83 und CD40 in beiden Blutspendergruppen
deutlich starker exprimiert. Unter Nickelexposition exprimierten die DZ der Nickel-
allergischen Blutspender im Mittel 30,11% mehr CD83 gegeniuber dem Leerwert. Im
Gegensatz dazu erhodhte sich die CD83-Expression der DZ der nicht-allergischen
Blutspender unter Nickelexposition nur um 1,6%. Das Ausmaf der Anderung hing
dabei vom Allergiezustand des Blutspenders ab. Diese Ergebnisse passen auch zu

den Berichten von De Smedt et al., die ebenfalls vermehrt CD83 positive DZ nach
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der Stimulation mit NiCl, in der Durchflusszytometrie fanden *. Dies deutet einerseits
auf die unter Nickelexposition erleichterte Bahnung einer DZ-vermittelten T-
Zellaktivierung hin und andererseits auf eine bei Nickel-allergischen Patienten
veranderte Reaktivitdt gegentber Nickel auch auf der Ebene der dendritischen
Zellen. Dies konnte wiederum ein Faktor sein, der zu der verstarkten
Immunreaktivitat bei Nickel-allergischen Personen beitrdgt. Auf der anderen Seite
gibt es aber auch Berichte Uber eine mdgliche Toleranzinduktion durch DZ. So
wurden in der Mundhodhle DZ beschrieben, die konstitutiv den hochaffinen IgE-
8

Rezeptor FceRIl sehr stark exprimieren Damit ist ein antiinflammatorisches

Toleranz-Milieu verknupft, und zwar zum einen durch eine monozytare IL-10

Produktion %3, sowie andererseits durch die Produktion der Indolamin 2,3-

135 Beide Faktoren

Dioxygenase (IDO), eines Tryptophan-abbauenden Enzyms
reduzieren die T-zellulare Hyperreaktivitat. Klinische Bedeutung hatte dies
beispielsweise bei Nickel-allergischen Zahnspangentragern, da nicht jeder Nickel-
Allergiker im Falle einer Nickel-haltigen Spange klinische Symptome entwickeln
muss. Aus skandinavischen Untersuchungen ging auch hervor, dal3 bei ehemaligen
Tragern nickelhaltiger Zahnspangen im spéateren Leben seltener eine Nickelallergie

entsteht 1°°,

5.4 Einflufd von 1% und 10% AB-Serum auf Zellkulturp  arameter und

die Kinetik der T-Zellreaktion in vitro

Die Expansion antigen-spezifischer T-Zellen wurde quantitativ Uber den Einbau
radioaktiv markierten Thymidins gemessen. Dabei zeigte sich, dal3 die
Nickelstimulation im Vergleich mit der typischen Recall-Antigenstimulation mit
Tetanus Toxoid ebenfalls erst nach 4 Tagen zu einer als gesteigert mel3baren
Proliferation flhrte. Im Gegensatz zu der Tetanus-Stimulation war die Nickel-
induzierte Proliferation 1-2 Tage spater bereits wieder rucklaufig. Dies war bei der
Stimulation mit Nickel 10*M deutlich zu sehen. Verschiedene Erklarungen kommen
hierfir in Frage: Eine unspezifische mitogene Wirkung von Nickel wurde in friiheren
Arbeiten '*? diskutiert. Dagegen spricht jedoch, daR eine Proliferation nicht in den
Anfangstagen der Zellkultur erkennbar ist (wie z.B. nach Einsatz von Mitogenen wie
PHA oder PWM und dafl die PBMC der Nickel-Allergiker mit einer deutlich héheren
Proliferation auf die Nickelstimulation reagierten als die der Kontrollpersonen. Bei

den schwacheren Konzentrationen zeigten sich kaum noch Unterschiede zwischen
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den PBMC der Nickel-allergischen Blutspender und denen der nicht-allergischen
Kontrollpersonen. Es kénnte auch sein, dal3 zum Erhalt der Nickel-induzierten In-
vitro-Proliferation weitere unterstiitzende Signale bendtigt wirden, die von anderen
Zellarten geliefert werden, so z.B. das von Keratinozyten produzierte Interleukin IL1[3
37 Diese Versuche wurden anfangs unter Zusatz von 1% humanem AB-Serum zum
Zellkulturmedium gemacht. Es wird bereits langer diskutiert, ob Nickel als Antigen
nur in Verbindung mit Proteinen erkannt wird, oder aber auch durch eine direkte
Bindung an den TZR eine Aktivierung verursachen kann '®??. Unsere Ergebnisse
wlrden fur eine Proteinbindung sprechen, da die zellulare Antwort in diesem
Stimulationsansatz relativ gering war, was auf die geringe Proteinmenge durch den
Zusatz von nur 1% humanem AB-Serum zurtckzufihren sein kodnnte. In
Vorversuchen wurde ebenfalls fotales Kalberserum getestet, das sich aber als
ungeeignet erwies. Eine Nickelbindung an Serumalbumin wurde bereits gezeigt %2,
aber auch gréRere und komplexere Proteine kénnen Metalle binden °’. Unter Zusatz
von 10% humanem AB-Serum — diese Versuche wurden ebenfalls durchgefihrt —
konnte insgesamt eine bessere Stimulierbarkeit der PBMC festgestellt werden, es
besteht aber in diesem Fall auch eine héhere Gefahr fir unspezifische Reaktionen.
In diesem Zusammenhang gibt es sehr unterschiedliche Angaben aus Publikationen,

3055 In Vorversuchen wurde

die die verschiedensten Serumzuséatze favorisieren
auch autologes Serum als Mediumzusatz fur die Zellkultur verwendet, hier stellt sich
aber das Problem, daR auch per se unterschiedlich viel Nickel im Serum der
verschiedenen Blutspender enthalten sein kann und so keine Standardisierung der
Experimente mdglich ist. So wurden hier in den Versuchsserien nur die Ergebnisse
aus den Zellkulturversuchen unter Zusatz von 1% und 10% humanem AB-Serum
verglichen.

Die Klonalitatsanalyse des TZRy stellt eine geeignete Methode dar, um eine
oligoklonale antigenspezifische Expansion der T-Zellen zu analysieren. Dies wird im
anschlieBenden Kapitel 5.5 anhand der Oligoklonalitat in PBMC Nickel-allergischer
Blutspender nach In-vitro-Stimulation im Detail diskutiert. Es sollte zuerst die Frage
geklart werden, wann im Vergleich mit der Pan-T-Zell Stimulation Gber PHA eine
antigenspezifische Aktivierung zu dieser T-Zell-Expansion fuhrt. Wie unter 4.6 auf S.
74 bereits dargestellt wurde, zeigte sich eine oligoklonale T-Zell-Expansion in der
Klonalitatsanalyse des TZRy nach Nickelstimulation am 2. Tag der Zellkultur und

bestand danach fir die folgenden weiteren 4 Tage fort. Wir wahlten diesen Zeitraum,
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da auch der Lymphozytentransformationstest gewohnlich (ber einen 6-Tages-
Zeitraum erfolgt *¥®2. Unter Nickelstimulation konnte eine deutliche oligoklonale T-
Zell-Expansion innerhalb der PBMC Nickel-allergischer Blutspender im Vergleich zu
denjenigen der Kontrollpersonen nachgewiesen werden. Die klonale Expansion war
auch bei der niedrigsten Nickel-Stimulationsdosis noch erkennbar. Dies deckt sich
mit der Beobachtung, dalR bereits sehr kleine Mengen eines Antigens zur
Provokation einer Reaktion bei sensibilisierten Personen gentigen °2%.

Allgemein wird davon ausgegangen, dal3 das allergische Kontaktekzem eine
typische T-zellular vermittelte Uberempfindlichkeitsreaktion vom verzégerten Typ ist.
Dabei wird die Hauptrolle CD4+ T-Zellen mit einem Thl-Zytokinmuster
zugeschrieben **2. Unsere Ergebnisse weisen ebenfalls darauf hin. Die Daten der
RT-PCR zeigen, dal3 sich die IFNy-Expression der PBMC der Nickel-allergischen
Blutspender bereits nach 2 Tagen deutlich erhdhte und auch Uber die gesamte 6-
Tage-Kultur andauerte. 1L4 wurde dagegen von den PBMC kaum oder nur schwach
exprimiert. Dabei konnte die Auswertung der RT-PCR nur qualitativ erfolgen.
Deshalb wurden fur eine quantitative Aussage zusatzlich die Zellkulturiberstande
mittels eines IFNy-, eines IL4- und eines 1L12p70-spezifischen ELISA untersucht.
Leider konnte im Falle von IFNy kaum eine Produktion nach Stimulation der PBMC
mit NiSO, nachgewiesen werden. Die Stimulation mit PHA zeigte deutlich einen sehr
frihen Anstieg der IFNy-Produktion (nach 72h Maximalwert von 56,46ng/ml), die
Stimulation mit Tetanus Toxoid dagegen fuhrte zu einem langsameren Anstieg Uber
den gesamten Zeitraum der Zellkultur (Maximalwert 4,96ng/ml nach 144h). Da nur
sehr wenige antigenspezifische Zellen auf die Stimulation mit NiSO, reagieren,
konnte dies eine Erklarung fir die geringen mefRbaren IFNy-Spiegel sein. Andere
Arbeitsgruppen verwenden die Methode des ELISpots, da hier die Zytokinproduktion
auf Einzelzellebene (qualitativ) bestimmt werden kann “°. Da diese Methode uns zum
Zeitpunkt der hier beschriebenen Versuche nicht zur Verfiigung stand, wurde in
weiteren Versuchen die Zytokinexpression in der Durchflusszytometrie bestimmt, da
dadurch auch der jeweilige zytokinproduzierende Zelltyp festgestellt werden kann.
Zusatzlich konnte sich aber auch der hohe AB-Serumzusatz stérend im ELISA
ausgewirkt haben. Dagegen zeigte sich bei der IL4-Produktion nach PHA-Stimulation
wie im Falle von IFNy ein sehr friher Anstieg in beiden Blutspendergruppen
(Maximalwert 90,34pg/ml nach 24h). Die Steigerung der IL4-Produktion nach

Tetanus Toxoid-Stimulation ging langsamer vonstatten (Maximalwert 21,23pg/ml
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nach 144h). Die Gesamtmenge an IL4 war aber deutlich niedriger als die produzierte
IFNy-Menge. Die IL4-Produktion war ebenfalls nach Stimulation mit NiSO, sehr
gering, die PBMC der Nickel-allergischen Blutspender zeigten aber einen leichten
Anstieg der IL4-Produktion bis zum Zeitpunkt 120h (5,48pg/ml vs 2,55pg/ml). Auch
die IL12p70-Produktion war bei den PBMC der Nickel-allergischen Blutspendern im
Vergleich zu den nicht-allergischen Personen am Anfang der Kultur leicht erhoht
(3,72pg/ml vs 2pg/ml nach 4h). Insgesamt zeigten sich aber in den ELISA-
Ergebnissen keine deutlichen Unterschiede zwischen den Nickel-allergischen und
den nicht-allergischen Blutspendern, so daf3 in den weiteren Untersuchungen das
Hauptaugenmerk auf die molekularbiologischen Untersuchungen gelegt wurde (RT-
PCR, Klonalitdts-Untersuchung). Die Ergebnisse aus der RT-PCR wund der
Klonalitatsuntersuchung, sowie die Proliferationsdaten aus diesen Versuchen decken
sich dabei mit publizierten Ergebnissen, die T-Zellen mit einem Thl-Zytokinmuster

fur die Ausbildung eines Kontaktekzems verantwortlich machen %’

5.5 Oligoklonalitat in PBMC Nickel-allergischer Blu  tspender nach

In-vitro-Stimulation

Selbst wenn hohe Nickel- oder Kobaltkonzentrationen im Zellkulturversuch und
vermutlich auch in periimplantarem Gewebe eher toxisch und immunsuppressiv sind
61.99.116.143 55 kann eine geringere Exposition direkt Adhasionsmolekiile, z.B. ICAM-1
auf dem vaskularen Endothel induzieren und somit die Bereitstellung
proinflammatorischer Zellen begiinstigen *°. In allergischen Personen kénnen bereits

geringe Nickelmengen Kontaktekzeme provozieren “°%.

Eine spezifische T-
Zellreaktivitat kann einerseits durch den Lymphozytentransformationstest anhand der
PBMC 2115 oder anhand von Zellen gezeigt werden, die aus Hauttest-Arealen

gewonnen werden

. In Analogie hierzu zeigten die in dieser Versuchsserie
verwendeten PBMC der Nickel-allergischen Blutspender in vitro unter
Nickelexposition eine signifikant hohere Proliferationsantwort im Vergleich zu den
PBMC der nicht-allergischen Blutspender (SI = 8,32 vs 0,86). Patienten, die Ekzeme
aufgrund einer hamatogenen Nickelexposition entwickeln, scheinen ebenfalls eine
hohere Anzahl an zirkulierenden Nickel-spezifischen T-Zellen zu besitzen ***. Die T-
Zell-Aktivierung erfolgt iber MHC Klasse II-Molekiile ®"**. Nickel-spezifische T-
Zellen sind entweder CD4+ oder CD8+ 2% ynd produzieren Thi1-Zytokine (IL-2,

IFNy), Th2-Zytokine (IL-4, IL-5) oder auch vorwiegend IL-10 #®"1%2 Ausserdem gibt
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es Arbeiten, die zeigen, daR die T-Zellen Nickel-allergischer Personen ein
begrenztes T-Zell-Rezeptor-(TZR)B Repertoire exprimieren ***. Zusatzlich wurde eine
bestimmte Aminosduresequenz in der TZR BV17-Kette gefunden, die fir die Nickel-

Erkennung wichtig ist **3

, wobei die Aminosaure Histidin als Bindungsstelle fur das
Nickelion vermutet wird. Wenn nun eine (Antigen-)spezifische T-Zellantwort in vitro
nach Stimulation erfolgt, ist nicht eine polyklonale pan-T-Zell-Proliferation sondern
eine oligoklonale Expansion der entsprechenden spezifischen T-Zell-Population zu
erwarten. Wenn auch das TZRap-Heterodimer vorwiegend bei der Nickelreaktion
beteiligt ist, so sind doch unter den Nickel-induzierten Lymphoblasten 2% T-Zellen,
die das TZRyd-Heterodimer an der Zelloberflache besitzen. Das zeigt, daf3 auch die
yo+ Zellen durch Nickel aktiviert werden. Diese Zellen kdnnten bei der Initiierung der
zellularen Antwort eine Rolle spielen 2.

So untersuchten wir Uber einen zusatzlichen Weg, ob die beschréankte Benutzung
des T-Zell-Rezeptors von Nickel-stimulierten PBMC in einer oligoklonalen T-Zell
Expansion endet, die durch eine Analyse des Gen-Rearrangements sichtbar
gemacht wird. Obwohl 98-99% der menschlichen T-Zellen den ap-Phanotyp des TZR
besitzen und nur 1-2% yd-T-Zellen sind, wird doch der y-Genort unabhangig von der
TZR-Expression haufiger rearrangiert als der 3-Genort. Der 3-Genort bleibt meist in
der Keimbahnkonfiguration *°. MacDonald und Wilson schlugen ein angepasstes
Modell vor mit einer Entscheidung zugunsten entweder der a- oder der yd-Linie vor
dem TZR Rearrangement ‘8. Wahrend der Reifung schiitzt der ap- oder der y3-TZR
die jeweils zugehdrigen Zellinien. Die B-, y- und d-Gene des TZR ordnen sich auf
eine ahnliche Art und Weise in den festgelegten Vorlauferzellen beider Zellinien.
Deshalb findet man yd-Gene auch in af3-T-Zellen und umgekehrt.

Eine durch Uberreprasentation der TZR VB-Elemente angezeigte klonale Expansion

133134141 " sondern auch fiur das

wurde nicht nur bei Nickel-allergischen Personen
Allergen ,Paraphenylendiamin® bei entsprechend Sensibilisierten gefunden ***. Durch
die Klonalitatsanalyse konnte man auch eine oligoklonale Anh&ufung von T-Zellen in
Biopsien bei Patienten mit atopischem Ekzem sehen. Dies wurde als Ausdruck einer

17 Im Falle der

Antigen- (Allergen-) induzierten Ekzementstehung interpretiert
Nickel-reaktiven Klone schlossen Vollmer et al. eine unspezifische T-Zell-Aktivierung
im Sinne von superantigenartigen Effekten aus, da die spezifische Kombination von

a- und B-Ketten fiir die Nickelreaktivitat benstigt wurden *3*. Wir benutzten die TZRy-
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Kette in Analogie zu der in der Lymphomdiagnostik verwendeten Methode °? fiir
unsere  Klonalitdts-Untersuchung, da diese eine weniger komplizierte
Genomorganisation besitzt. In diesem Fall werden ebenfalls die ap-tragenden T-Zell-
Populationen erfasst, die ein TZRy-Rearrangement aufweisen.

Wir fanden teils mono- aber auch oligoklonale T-Zell-Expansion in den Nickel-
stimulierten PBMC der Nickel-allergischen Blutspender. Die wenigen Félle, bei denen
unterschiedliche TZRy-Spezifitaten bei der selben Person in Abhangigkeit von den
verschiedenen zur Stimulation verwendeten Nickelkonzentrationen auftraten, kann
auf einer unvollstandigen Aquivalenz zwischen der TZRaf Oberflachenspezifitat und
der TZRy Genanordnung beruhen. Sofern wir klonale Banden bei den nicht-
allergischen Blutspendern gefunden hatten, so lag immer eine breite, die gesamte
Serie der TZRy-Familien abdeckende Reihe vor. In Ubereinstimmung mit anderen
Arbeiten zeigen unsere Ergebnisse, daR Nickel-stimulierte T-Zellen Nickel-
allergischer Blutspender eine heterogene, aber doch selektive TZR-Gruppe an der
Oberflache exprimieren **3!2_ Eine Interpretation dieser Ergebnisse sollte aber auch
immer das klinische Bild mit einbeziehen. Zur Frage einer Spattyp-
Uberempfindlichkeitsreaktion auf Metalle kann auch eine kombinierte Analyse der T-
Zellklonalitat und der Mediatorproduktion, mit Hilfe der RT-PCR oder ELISA-Technik,
Zusatzinformationen liefern %, Unter 5.7.2 haben wir dies am Beispiel der Analyse
von periimplantarem Gewebe im Hinblick auf spezifische zellulare Immunreaktionen

zur Frage ,Verdacht auf Metallimplantatallergie* diskutiert.

5.6 Analyse der PBMC nach Stimulation in vitro mitt els

Durchflusszytometrie
Meist wird das allergische Nickel-Kontaktekzem als eine typische Typ IV-Reaktion
vom verzogerten Typ angesehen, die die Proliferation nickelspezifischer T-Zellen
beinhaltet und haupsachlich durch CD4+ T-Zellen vermittelt wird °*. Es gibt aber auch
Hinweise darauf, da3 CD8+ T-Zellen bei der Pathogenese der Nickel-Allergie eine
Rolle spielen %. Auch wurde eine zytotoxische T-Zellreaktion von Nickel-spezifischen
CD4+ und CD8+ T-Zellen gegeniiber Keratinozyten gesehen '%’. Die Art der
Zytokine, die durch die nickelspezifischen T-Zellen produziert werden, kontrollieren
dabei die Ausbildung des Kontaktekzems. Am Mausmodell wurde dabei ein
Unterscheidungssystem eingefiihrt, dass anschlieend auf die humanen T-Zellen

iibertragen wurde 3. Die Th1-Zellen produzieren dabei vorwiegend IL2 und IFNy und
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die Th2-Zellen dagegen v.a. IL4 und IL5. ThO-Zellen dagegen produzieren Thl-
(IFNy) und Th2- (IL4) Zytokine *°°°. Dabei spielt IFNy eine wichtige Rolle bei der
Verstarkung der Antigenprasentation, indem es die Expression der Klasse Il MHC-
Molekile und anderer kostimulatorischer Molekile (B7-Familie) nach oben reguliert.
Zusatzlich fuhrt IFNy zu einer gesteigerten IL12-Produktion von Makrophagen, das
wiederum Uber einen Feedback-Mechanismus zu einer gesteigerten IFNy-Produktion
fuhrt. IL2 agiert als Wachstumsfaktor und ist fir die Expansion der
antigenspezifischen T-Zellen verantwortlich. Ausserdem erhoéht IL2 auch die
Zytokinproduktion der T-Zellen. IL12 bindet an Rezeptoren auf antigenstimulierten
CD4+ T-Zellen und férdert dort die Entwicklung der Zellen in eine Thi-Richtung 2.
Ebenso stimuliert IL12 auch direkt die Transkription der Th1l-Gene (v.a. IFNy) Uber
die Aktivierung des STAT4 Proteins. IFNy dagegen, das von Thl-Zellen produziert
wird, inhibiert die Proliferation von Th2-Zellen und fiihrt so zu einer vorherrschenden
Th1l-Dominanz.

IL4 dagegen fuhrt zu einer Differenzierung der antigenstimulierten T-Zellen in
Richtung Th2, was uber die Aktivierung von STAT6 vermittelt wird. STAT6 ist ein
Transkriptionsfaktor, der die Expression von IL4 und mdglichen anderen Th2-
Zytokinen unterstutzt. Da differenzierte Th2-Zellen die Hauptquelle fur das IL4
wahrend der Immunantwort gegen Proteinantigene darstellt, stellt sich nun die Frage
woher das IL4 vor der Th2-Zellentwicklung stammt. Vermutlich produzieren
antigenstimulierte T-Zellen geringe IL4 Mengen ab der initialen Aktivierung. Ist das
Antigen Uber einen langeren Zeitraum und in einer hohen Konzentration vorhanden,
steigt die lokale IL4-Konzentration langsam an. Wenn das Antigen wéhrenddessen
keine Entzindung mit einer einhergehenden IL12-Produktion verursacht, dann
differenzieren sich immer mehr T-Zellen zum Th2-Typ 2. TNFa fiihrt an den
Endothelzellen der Blutgefal3e zur Expression verschiedener Adasionsmolekile und
sorgt dadurch fur die fortlaufende Auswanderung der Effektorzellen zum Ort der
Antigenexposition. Der IL2-Rezeptor (CD25) wird ebenfalls auf aktivierten T-Zellen
exprimiert und ist ein Marker fur eine antigenspezifische Aktivierung der T-Zellen. In
unseren Ergebnissen wird deutlich, dal3 die Aktivierung der nickelspezifischen T-
Zellen nach 3 Tagen Uber IL2 bereits angelaufen ist. So zeigen die PBMC der
Nickel-allergischen Blutspender eine signifikante Steigerung der IL2-Expression
gegenuber den PBMC der nicht-allergischen Personen nach 72h (19,7% vs 2,96%).
Die Expression von IL4 ist bei den PBMC der Nickel-allergischen Blutspender um
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5,11%, die Expression von IFNy um 5,08%, sowie die TNFa-Expression um 7,03%
gegeniber dem Leerwert (Stimulation mit Medium alleine) erhéht. Die PBMC der
nicht-allergischen  Blutspender zeigten in diesen Féllen eine geringere
Expressionsanderung. Diese Unterschiede waren aber nicht signifikant. Teilweise
verstarkten sich die Unterschiede in der Expression zum Ende der Stimulation nach
144h hin weiter (IFNy, TNFa). Zusatzlich trat nach 144h ein signifikanter Unterschied
in der IL12p70-Expression zwischen den PBMC der Nickel-allergischen Blutspender
und den nicht-allergischen Personen auf (19,71% vs 4,7%). Ausserdem sank die
Expression des CD25 der PBMC der Nickel-allergischen Blutspender nach 144h
deutlich (-23,61%). CD25 ist ein wichtiger Marker fir regulatorische T-Zellen. Unser
Ergebnis kdnnte damit ein Hinweis flr eine verminderte Gegenregulation der
Immunantwort bei den Nickel-allergischen Blutspendern im Laufe der Kultur sein.
Zusammengefasst zeigen die Daten der Durchflusszytometrie im Falle der PBMC der
Nickel-allergischen Blutspender in Ubereinstimmung mit anderen Arbeiten eine

deutliche Th1-Antwort gegeniiber der Exposition mit NiSO, >4,

5.7 Gewebeuntersuchungen

5.7.1 Biopsien aus Nickel-Epikutantestarealen

Das allergische Kontaktekzem, das beim Epikutantest durch die Applikation des
Allergens auf dem Ricken induziert wird, wird durch allergenspezifische T-Zellen
vermittelt, die aus den BlutgefaRen an den Ort der Allergenexposition auswandern.
Im Fall von Nickel ist es bekannt, dal’3 Nickel durch spezifische T-Zellklone Gber MHC
Klasse Il Molekiile erkannt wird ®"**°. In unserem Fall lieRen sich die Ergebnisse aus
den Stimulationsversuchen der PBMC gut auf die Klonalitdtsanalyse der ECT-
Biopsien ubertragen. Auch hier zeigten die Hautstanzen der Nickel-Allergiker aus
dem Nickel-Testfeld deutlich mehr oligoklonale T-Zellinfiltrate als die Kontrollhaut
(Biopsien aus klinisch nicht reagierender Haut). Wie auch fir die Analyse der PBMC-
Zellkultur unter Nickelexposition diskutiert, wird die Mehrzahl der T-Lymphozyten den
TZRaB an der Oberflache tragen. Allerdings laRt sich, wie unter 5.5 (S. 109)
angefihrt, wegen der genomischen TZRy-Expression und des stattgefundenen
Rearrangements auch Uber die TZRy-Analyse ein RickschluR auf klonale
Expansionsmuster ziehen. So ergibt der Blick auf die Nickel-induzierten Ekzemherde

in der Klonalitadtsanalyse Hinweise auf eine gerichtete T-Zell Expansion. Auffallig ist
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aber, dal? auch 2 von 4 Biopsien aus reaktionslosen Nickel-Epikutantestfeldern ein
oligoklonales Muster der TZRy-Familie 2 zeigten. Aufgrund der kleinen Fallzahl muf3
diese Konstellation vorsichtig interpretiert werden: Kann es tberhaupt sein, dafl} T-
Zellen auch in der klinisch nicht reagierenden Haut vorhanden sind? Ist sogar eine
gerichtete Expansion dieser Zellen in der Nickel exponierten, aber nicht reagierenden
Haut moglich? S. Hackenberg hat kirzlich in seiner Dissertationsarbeit ein hierzu
passendes Phanomen beschrieben **. Er fiihrte immunhistologische Untersuchungen
von Nickel-Epikutantestarealen durch. Er fand in den Biopsien aus ,positiven”
Epikutantestreaktionen (d.h. bei mit Ekzem reagierenden Nickel-allergischen
Personen) dichte lymphozytare Infiltrate. Geringe T-zellulare Infiltrate zeigten sich
aber auch in den klinisch reaktionslosen Nickel-Epikutantest-Arealen (Patienten ohne
Nickelallergie). Letztere Konstellation sah er als moglichen Hinweis auf

regulatorische T-Zellen >

So waére auch bei unserer Untersuchung - mit
Einbeziehen der kleinen Kontrollstanzen-Fallzahl — zu diskutieren, ob die teils
gesehene T-Zellklonalitat in den ,Kontroll“-Biopsien auch auf eine Population an
antigenspezifischen regulatorischen  T-Zellen  zurickzufihren sein  kann.
Entsprechende Hinweise finden sich auch in kiirzlich publizierten Untersuchungen %°.
Hinweise darauf liefern auch die unter 4.7 (S. 84) beschriebenen Ergebnisse der
durchflusszytometrischen Analyse Nickel-stimulierter PBMC von nicht-allergischen
Kontrollen. Hier blieb die CD25-Expression der T-Zellen wahrend der Kultur unter
Nickel-Exposition konstant, wahrend die Expression in der Kultur von PBMC Nickel-
allergischer Blutspender deutlich abnahm. Dies kodnnte ein Hinweis auf eine
Population regulatorischer T-Zellen bei den nicht-allergischen Kontrollen sein. Auch
wenn die Klonalitatsanalyse nur einen Teilaspekt fir die Analyse einer T-zellularen
Antigenreaktion liefert, so konnte dies auch fur die Beurteilung von periimplantarem
Gewebe (hier um Huftendoprothesen) dienen. Ein oligoklonales Infiltrat wirde auch
hier einen Hinweis auf eine antigenspezifische Immunreaktion liefern. Und so kdnnte
diese Reaktion auch Ausdruck einer Uberempfindlichkeit gegeniiber einem
Metallbestandteil des Implantates sein. Dementsprechend wurden die im Folgenden

diskutierten Untersuchungen durchgefuhrt.

5.7.2 Periimplantares Gewebe

In der Vergangenheit wurde immer wieder ber Uberempfindlichkeitsreaktionen
gegeniber Implantaten berichtet. Diese kdnnen auftreten, wenn sich eine spezifische
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Sensibilisierung gegentuber Legierungskomponenten ausbildet oder wenn bereits vor
Implantateinbringung eine Metallallergie besteht. Die Reaktionen wurden als
lokalisierte oder generalisierte Ekzeme, Urtikariaschibe, persistierende Schwellung,
sterile Osteomyelitis oder auch als Falle von aseptischer Implantatlockerung

beschrieben 25,33,49,56,58,73,81,89,99

Die Legierungen, die fur chirurgische und
orthopadische Implantate verwendet werden, enthalten zu einem groRen Tell
klassische Kontaktallergene wie Nickel, Chrom oder Kobalt, aber auch Acrylate oder
antibiotische Zusatze in Knochenzementen sind mdgliche Allergieausloser. Trotz der
allgemein hohen Sensibilisierung in der Bevolkerung gegenuber Nickel (bis zu 12%)
und Kobalt sowie Chrom (bis zu 5%) gibt es nur wenige beschriebene
Implantatallergiefalle. Dies beruht vermutlich auf der schwierigen Beweisfilhrung in
einem derartigen Fall, da nur selten mehrere Diagnostikschritte (Epikutantest,
Analyse von periimplantdrem Gewebe, Ausschlul3 von Infekt oder mechanischem
Versagen) vorliegen und ein Sistieren der Problematik nach Revisionsoperation in
Zusammenschau aller Befunde zur Diagnose einer Implantatallergie fuhren. Bei
einem Teil von Patienten mit komplikationsbedingten Revisionsoperationen konnten
perimplantdre entzindliche Infiltrate mit den Charakteristika von Spattyp-
Uberempfindlichkeitsreaktionen gefunden werden 4144,

Nickel- und Kobaltionen kénnen an GeféaRendothelien direkt Adasionsmolekile
(ICAM-1, VCAM-1) induzieren *°. So wird eine Rekrutierung proinflammatorischer
Zellen ermdglicht. Aktivierte Monozyten und Makrophagen unterstitzen die
unspezifische Entziindung. Die Produktion von IL6 und IL1 wird auch im Hinblick auf
Osteoklastenstimulierung, Knochenresorption und den Gewebeumbau genauer
untersucht 444799 Eine erhohte IL8-Expression wird ebenfalls mit der aseptischen
Lockerung von Hiftendoprothesen in Verbindung gebracht "*. Auch eine Freisetzung
von Abriebpartikeln rund um das Implantat kdnnte systemische Wirkungen haben.
So wurde uber eine Anreicherung von Kobalt-, Chrom- und Titanpartikel in
regionalen Lymphknoten und auch in der Leber bereits berichtet 114>, Die Autoren
spekulieren Uber immunmodulierende Effekte der Partikeldisseminierung, Daten
fehlen jedoch. Ebensowenig gibt es bisher Hinweise auf kanzerogene Effekte bei
diesen Patienten.

Im Lymphozytentransformationstest zeigen PBMC von nickelallergischen Patienten
bei Stimulation mit Nickelionen eine spezifische Proliferationsantwort. Dies gibt

Hinweis auf eine T-zellvermittelte Reaktion 2?%?, Ein zusatzliches Zeichen ist die
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Sekretion des Thl-Zytokins IFNy als ein von Memory-T-Zellen produziertes
Aktivierungssignal fir Monozyten/Makrophagen.

Es existieren kaum Untersuchungen im Hinblick auf Uberschie3ende
Immunreaktionen  bzw.  Uberempfindlichkeitsreaktionen im  Sinne  einer
Implantatallergie im periimplantaren Gewebe bei Implantat-
Unvertraglichkeitsreaktionen. Eine Veroffentlichung beschrieb, dal3 Makrophagen
und Fibroblasten im periimplantaren Gewebe 1I-6 produzieren und damit zur
Osteolyse des umgebenden Knochen beitragen "°. Eine andere Untersuchung betraf
die Genexpression antiinflammatorischer Mediatoren (IL4, IL10 und TGFp) in
periimplantdrem Gewebe, das bei Revisionsoperationen gewonnen worden war.
Hier wurde eine Expression von IL4, IL10, sowie TGFp periimplantar gefunden %.
Uns standen 2 Serien von Gewebeproben zur Verfigung. Die erste Serie bestand
aus 17 periimplantaren Gewebeproben, von denen 12 bei Revisionsoperationen
gewonnen worden waren. Diese waren aufgrund einer aseptischen Lockerung des
Implantates notig geworden. 5 Proben stammten von Patienten, die erstmalig eine
Huftgelenks-Endoprothese  wegen fortgeschrittener  Arthrose erhielten. Die
Klonalitats-Untersuchung  zeigte  deutlich, dall in den Proben aus
Revisionsoperationen wesentlich mehr oligoklonale Infiltrate vorhanden waren, als in
den Proben aus zur Implantation vorgesehenen Arealen. Dabei war v.a. die TZRy-
Familie 11 dominierend. Dies ist insofern interessant, da sich in den Biopsien aus
Epikutantestfeldern oligoklonale Infiltrate mit einer Expression dieser TZRy-Familie
nicht zeigten. Da diese aber von anderen Patienten stammten, kann man hier keine
Vergleiche anstellen. Ebenso zeigte die RT-PCR in 11/12 der Revisions-Proben ein
deutliches Thl1l-Muster mit einer starken IFNy-Expression. Demgegenuber war nur
bei Gewebearealen vor Implantation (3/5) eine IL4-Expression als Hinweis auf eine
Th2-dominierte Entzindung zu sehen. Dies konnte auch als Hinweis auf eine
fehlende ,Uberempfindlichkeits“- oder ,Fremdkorper‘-Reaktion in Abwesenheit von
Implantatmaterial gewertet werden. Zwar wurde auch eine Epikutantestung zur Frage
.Metallallergie* bei den Patienten angestrebt, dies konnte aber leider grof3tenteils
nicht durchgefiihrt werden. So kann im Uberblick nicht angegeben werden, wie
haufig moglicherweise eine Metallallergie bei diesen Patienten bestand bzw. welche
Patienten auch im Epikutantest ,Uberempfindlichkeiten* aufwiesen. Leider muR diese

Frage in der vorliegenden Arbeit unbeantwortet bleiben.
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Die zweite Probenserie mit 13 kleinen Gewebeproben wurde uns zu einem spéateren
Zeitpunkt zur Verfugung gestellt fir eine mogliche Gewichtung des Zytokin-
Entzindungsmusters mittels RT-PCR. Eine parallele Klonalitatsanalyse konnte leider
wegen der jeweils sehr kleinen Proben nicht durchgefiihrt werden. Die Proben
stammten von Patienten, die ebenfalls eine Revisionsoperation aufgrund einer
aseptischen Lockerung erhalten hatten. Dabei wurden die Gewebeproben wéhrend
der Operation an unterschiedlichen Stellen entnommen (,Pseudokapsel”, ,distales
Interface”, ,proximales Interface”). Es zeigten sich bei der quantitativen RT-PCR
keine deutlichen Unterschiede in Bezug auf die Lokalisation der Gewebeproben.
Insgesamt waren erhdhte IL6-, IL8- und E-Selektin-Expressionen in den
Gewebeproben zu sehen. Dies laf3t sich als Entzindungsphanomen mit erhéhter
Zellrekrutierung interpretieren. Andererseits weist die hohe TGFp-Expression in allen
Proben auf gegenregulatorische Mechanismen hin. Bei 2 Gewebeproben deutet die
hier spezielle Zytokinkonstellation (mafige IL4- sowie hohe IL10- und Foxp3-
Expression) auf eine eher entziindungsunterdrickende, dem Th2-Muster ahnelnde
Konstellation, hin. Insgesamt |43t sich also auch am periimplantdaren Gewebe eine
Zytokin- bzw TZRy-Klonalitatsanalyse durchfiihren. Allerdings bendétigen diese
Analysedaten, speziell wenn ein heterogenes Patientengut vorliegt, noch weitere
Informationen zur klinischen Wertung. Leider lagen uns zu diesen Patienten keine
nadheren Angaben Uber Allergieanamnese vor und es konnte auch kein Epikutantest
durchgefuhrt werden sowie weitere Aspekte der Gewebeanalyse, wie beispielsweise
Immunhistologie. DaR bei Zusammenschau dieser verschiedenen Informationen
weiterfihrende Aussagen moglich sind, sollen zwei Beispiele erlautern:

e Bei einem 37 jahrigen Patienten mit osteosynthetisch versorgter
Unterarmfraktur und Wundheilungsstérung sowie ausbleibender
Frakturheilung hatte sich eine Chromallergie gezeigt und eine im
perimplantdren Gewebe vorherrschende IFNy-Expression zusammen mit
dichtem T-Zellinfiltrat. Dieses war klonal expandiert. Nach Materialwechsel
erfolgte eine Frakturheilung. Hier wurde eine Chromallergie-assoziierte
Metallimplantatunvertraglichkeit gesehen *%°.

* Bei einem 60 jahrigen Patienten waren wiederholt Schmerzen und Lockerung
mit ausgepragter ErguRbildung bei einer Metall-Metall (Cr-Co)-Huft-
Endoprothese aufgetreten. Die Epikutantestung war unaufféllig. Im Rahmen

der Revisionsoperation gewonnenes Gewebe zeigte dichte T-lymphozytare
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Diskussion

Infiltrate vornehmlich vom Memory-Typ (CD45RO") zusammen mit starker
IFNy-Expression (und fehlender IL10-Expression) bei Klonalitditsnachweis

(TZRy Familie 2). Zuséatzlich konnten aus periimplantdrem Gewebe Cobalt-

122 Nach Revisionsoperation wurde eine

reaktive T-Zellen isoliert werden
Titanendoprothese komplikationslos vertragen. Hier wurde in
Zusammenschau der Befunde eine Cobalt-assoziierte

Metallimplantatunvertraglichkeit angenommen.

Mit den in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Untersuchungen wurden die

Moglichkeiten geschaffen, weitere Charakteristika von Metall (Nickel) assoziierter

Uberempfindlichkeit zu erkennen und in Zusammenschau mehrerer Analyseschritte

auch fur zukinftige interdisziplindre Untersuchungen bei Patienten mit Verdacht auf

Metallimplantatunvertraglichkeit einzusetzen.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden In-vitro-Charakteristika der Nickelkontaktallergie hinterfragt.
Die Untersuchungen wurden an aus Blutproben isolierten Monozyten und
Lymphozyten (PBMC) von insgesamt 45 Personen (27 mit, 18 ohne Allergie) und an
Biopsien aus Nickelepikutantest-Arealen von 14 Personen (10 mit, 4 ohne Allergie)
durchgefuhrt. Weiter standen 30 periimplantare Gewebeproben von Huft-TEP-

Revisionsoperationen zur Verfigung.

FUr Monozyten waren im Vergleich zu Lymphozyten Nickel und Kupfer in
Kombination starker toxisch (Trypanblauexklusion). Lymphozyten reagierten
empfindlicher als Monozyten auf die Kombination von Nickel und Chrom, sowie
Kupfer und Zink; es gab auch synergistische Effekte. Insgesamt waren jedoch die
PBMC Nickel-allergischer Personen gegentber Nickel weniger empfindlich.
Lymphozyten allergischer Personen zeigten unter Nickel-Exposition und anderen
Metallionen auch weniger Apoptose (Annexin V-Farbung). So fuhrte die Nickel-
Kupfer-Zink Exposition (Euro-Eluat) zu maximal 4,9% Apoptoserate (Allergiker)

gegenuber 17,7% (Kontrollpersonen).

Nickel als ,Hapten“ bendétigt vermutlich Proteinbindung zur Antigenprasentation
gegeniber T-Lymphozyten. So erwies sich auch bei vergleichender Stimulation mit
Zusatz von 1% bzw. 10% humanem AB-Serum im Kulturmedium letztere

Konstellation als ideal fur eine Nickel-spezifische T-Zellaktivierung in vitro.

Die Aktivierung von dendritischen Zellen (DZ) gehort zur Bahnung
kontaktallergischer Reaktionen. So wurden Monozyten-abgeleitete unreife DZ
etabliert und hieran der Effekt einer Nickel-Exposition Uber Phanotypanderungen
untersucht. Die Reifungsmarker CD83 sowie CD40 wurden nach einer
Nickelstimulation bei DZ allergischer Spender im Vergleich zu nicht-allergischen
Kontrollen starker exprimiert (CD83: +30,11% vs —1,6%; CD40: +17,05 vs —17,00%).
So schienen unreife Monozyten-abgeleitete DZ unter Nickel-Exposition weiter
auszureifen, besonders bei einem ,allergischen Blutspender-Status*.

Anschlielend wurde die In-vitro-Stimulierbarkeit humaner PBMC von allergischen
und nicht-allergischen Personen bei Nickelexposition anhand folgender Parameter
untersucht: Proliferation; klonale (Antigen-spezifische) T-Zellexpansion (TZRy-
Rearrangementanalyse); Zytokinproduktion (IFNy, 1L2, IL4, 1L12p70, TNFaq;
ELISA/DurchfluRzytometrie). PBMC allergischer Blutspender proliferierten signifikant
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nach Nickelexposition im Vergleich zu nicht-allergischen Kontroll-PBMC (mittlerer
Stimulationsindex 27,86 vs 1,75). In 10/10 der Nickel-stimulierten Kulturen
allergischer Blutspender ergab sich Oligoklonalitat (Vorherrschen bestimmter TZRy-
Familien als Hinweis auf eine gerichtete Vermehrung Antigen-spezifischer T-
Lymphozyten). Parallel dazu zeigte sich in der Durchflusszytometrie eine deutlich
gesteigerte IL2-, sowie IL12-Expression der PBMC allergischer Blutspender (IL2:
19,70% vs 2,96%; IL12: 19,71% vs 4,70%). Die CD25-Expression als mdglicher
Hinweis fur regulatorische T-Zellen nahm auf PBMC allergischer Blutspender unter

Nickel-Exposition im Kulturverlauf vergleichsweise starker ab (-23,61% vs —2,06%).

8/10 Biopsien aus Nickel-reaktiven Epikutantestfeldern (Nickelallergie mit
Ekzemreaktion) zeigten oligoklonale T-Zellexpansion. Dies gibt Hinweise fiir eine
Antigen-gerichtete (klonale) T-Zellexpansion. Die Rearrangementanalyse des TZRy
(im Genom parallel vorhanden) kann hier trotz meist TZRaB-Oberflachenexpression

genutzt werden.

8/12 bei Huft-TEP-Revisionsoperationen (aseptische Lockerung) gewonnene
Gewebeproben zeigten ein klonales Infiltrat (aber nur 1/5 Proben aus zukinftigem
Implantatlager). Durch eine Zytokinanalyse mittels RT-PCR (IL4, IL5, IFNy, TNFa)
konnte in 11/12 Revisionsoperations-Proben ein Th1l-Muster mit einer starken IFNy-
Expression nachgewiesen werden. Demgegeniber zeigten 3/5 der Kontrollgewebe
eher Th2-typische Zytokine. Die Analyse weiterer 13 Gewebeproben durch
quantitative RT-PCR (IL4, IL5, IL6, IL8, IL10, IL13, IFNy, TNFa, TGFB, E-Selektin,
Foxp3) ergab unterschiedliche Entziindungsmuster. So wurde in 2 Proben ein
(entztindungslimitierendes) Th2-Muster mit einer mafigen IL4-, sowie erh6hter IL10-
und Foxp3-Expression gefunden. In 4 Proben war E-Selektin erhéht und IL10
erniedrigt als Ausdruck aktiver Entzindung mit mdglicher Zellrekrutierung. Eine
allergologische Wertung dieser Befunde kann wegen leider nicht durchfihrbarer
Allergiediagnostik hier nicht erfolgen.

Zusammenfassend konnten also mit den beschriebenen Methoden In-vitro
Charakteristika der Nickel-Kontaktallergie untersucht werden. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit haben die Voraussetzungen geschaffen, um in Zusammenschau
mit Kklinischer Allergiediagnostik und zusatzlichen Methoden (z.B. Immunhistologie)
weiterfihrende  Studien, beispielsweise zur  Abklarung von Implantat-

unvertraglichkeitsreaktionen, in Angriff nehmen zu kénnen.
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7 Abkirzungsverzeichnis

®X-174 Haelll Digest
96well

Ak

AKE

APZ

MHC

DNA-Grof3enstandard
Zellkulturplatte mit 96 Vertiefungen
Antikorper

allergisches Kontaktekzem
Antigenprésentierende Zelle
Basenpaare

Cluster of differentiation

Kopierte Desoxyribonukleinsaure
counts per minute
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytosintriphosphat
Desoxyguanosintriphosphat
Desoxyribonukleinséaure

delayed type hypersensitivity
Desoxythymidintriphosphat
dendritische Zelle

Enzyme linked immunosorbent assay
Fluorescence activated cell sorting
Fluorescein Isothiocyanat

fotales Kalberserum
Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase
Granulocyte macrophage colony stimulating factor
Interferon-y

Immunglobulin E

Interleukin

Lipopolysaccharid
Lymphozytentransformationstest
Stimulation mit Medium (Kontrolle)
Magnetic activated cell sorting
Molekulargewicht

major histocompatibility complex
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MRNA messenger Ribonukleinsaure
NFkappaB Nuclear factor kappa B

NK-Zellen Naturliche Killerzellen

NTP Nukleotidtriphosphat

PBMC mononukleére Zellen des peripheren Blutes
PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerase-Ketten-Reaktion

PE Phycoerythrin

PHA Phytohamagglutinin

Pl Propidiumiodid

PS Phosphatidylserin

PWM Mitogen der Phytolaccarot-Pflanze
RNA Ribonukleinsaure

rpm rounds per minute

RT-PCR reverse Transkriptase Polymerase-Ketten-Reaktion
Ta Annealing-Temperatur

TEP Total-Endoprothese

TGF Tumor growth factor

Thl/Th2 T-Helfer-Zellen vom Typ 1/ Typ 2
TNFa Tumor Nekrosis Faktor alpha

1T Tetanus Toxoid

TZR T-Zell-Rezeptor

VY2, V9, V10, Vyl1l

TZR-Familie 2, 9, 10, 11
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