The responsive and suppressive activities
of CD4* T cells to neoantigens generated in

procainamide drug-induced Lupus

Inaugural-Dissertation
zur
Erlangung des Doktorgrades der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultit
der Heinrich-Heine-Universitéit Diisseldorf

vorgelegt von
Laura Elizabeth Layland
aus

Lancashire

Diisseldorf, 2003



Gedruckt mit Genehmigung der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultit

der Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf

Referent: Prof. Dr. med. E. Gleichmann

Koreferent: Prof. Dr. rer. nat. F. Wunderlich

Tag der miindlichen Priifung: 10.11.2003



Berichte aus der Biologie

LauraElizabeth Layland

The responsive and suppressive activities
of CD4* T cells to neoantigens generated in
procainamide drug-induced Lupus

D 61 (Diss. Universitat Dusseldorf)

Shaker Verlag
Aachen 2004



Bibliographic information published by Die Deutsche Bibliothek
Die Deutsche Bibliothek lists this publication in the Deutsche
Nationalbibliografie; detailed bibliographic data is available in

the internet at http://dnb.ddb.de.

Zugl.: Dusseldorf, Univ., Diss., 2003

Copyright Shaker Verlag 2004

Allrightsreserved. No part of this publication may be reproduced, storedina
retrieval system, ortransmitted, in any form or by any means, electronic,
mechanical, photocopying, recording or otherwise, without the prior permission
ofthe publishers.

Printedin Germany.

ISBN 3-8322-3556-6
ISSN 0945-0688

Shaker Verlag GmbH « P.O.BOX 101818 « D-52018 Aachen
Phone: 0049/2407/9596-0 « Telefax: 0049/2407/9596-9
Internet: www.shaker.de ¢ eMail:info@shaker.de



To my family

Quidquid agas, prudenter agas, et respice finem —

Whatever you do, do cautiously, and look to the end.

GESTA ROMANORUM (CAP.103)






iii

ZUSAMMENFASSUNG

Das Arzneimittel Procainamid (PA, p-Aminobenzosédure-p-didthylaminodthylamid) kann beim
Menschen einen systemischen Lupus erythematosus, eine Autoimmunkrankheit, auslosen. Es wird
daher in der Maus als Modellsubstanz zur Untersuchung der Mechanismen arzneimittelinduzierter
unerwiinschter Immunreaktionen verwendet, auch hier fiihrt die Behandlung mit PA T-Zell-abhingig
zur Bildung von antinukledren Autoantikorpern (ANA). PA wird im Korper metabolisiert, wobei
proteinreaktive Zwischenprodukte —entstehen. T-Zellen reagieren normalerweise nicht auf
korpereigene Proteine, deren immunrelevante Peptide auf der Oberfliche der antigenprésentierenden
Zellen (APZ) verankert sind.  Verdnderungen dieser Peptide, sei es durch Addukte mit
proteinreaktiven Chemikalien (,,Neoantigene®), sei es durch Présentation normalerweise nicht-
prasentierter, sogenannter kryptischer Peptide, kénnen zu unerwiinschter T-Zell-Aktivitit fiihren.
ANA werden sowohl in Patienten als auch in Méusestimmen, die genetisch bedingt einen langsamen
Acetyliererphdnotyp besitzen, schneller und in groBerer Menge gebildet. In Individuen mit
langsamem Acetyliererphénotyp wird der grofte Teil des PA im N-Oxidations-Pfad in Zellen des
Immunsystems, wie neutrophilen Granulozyten, metabolisiert. Die Produkte dieses Abbauweges, der
intermedidre Metabolit N-Hydroxylamin-PA (HAPA) und besonders das instabile, reaktive Nitroso-
PA, die ineinander umgewandelt werden, koénnen an Proteine binden und somit Neoantigene
induzieren, die wiederum T-Zellen stimulieren kénnen. Wie bei den meisten chemikalieninduzierten
Immunreaktionen sind auch fiir PA die exakten Neoantigene noch nicht identifiziert.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden T-Zell-Reaktionen auf PA-induzierte Neoantigene der Maus
untersucht. Diese Experimente zeigen, dass die Metabolisierung von PA durch Makrophagen zur
Bildung von PA-induzierten Proteinkonjugaten fiihrte. Diese PA-induzierten Neoantigene losten
sowohl in vivo als auch in vitro spezifische T-Zell-Antworten aus. Passend hierzu wiesen A/J-Miuse,
die zu den langsamen Acetylierern gehoren, nach achtmonatiger Gabe von PA im Trinkwasser erhohte
IgGl ANA Titer auf. Zudem besaBl ein signifikanter Anteil der Seren dieser Méause spezifische
Antikorper fur PA und/ oder HAPA. Weiterhin wiesen einige der PA-behandelten Méuse Antikorper
auf, die mit einem 35 kDa Protein aus Zelllysaten einer humanen Epithelzelllinie reagierten. Auch
konnte ein Addukt, bestehend aus einem 35 kDa Protein und PA oder HAPA, mittels PA-spezifischer
Antikdrper in Zytoplasmalysaten von Mausknochenmarkszellen nachgewiesen werden, die mit PA-
vorinkubiert worden waren. Dies legt die Schlussfolgerung nahe, dass eins der PA-induzierten
Neoantigene ein Addukt aus PA oder seinen Metaboliten und dem obengenannten 35 kDa Protein ist.

CD4" T-Zellen, nicht jedoch CD8" T-Zellen von PA-behandelten A/J-Miusen reagierten spezifisch
gegen PA-gepulste Makrophagen oder auf die direkte Zugabe von HAPA in einem In-vitro-System.
Zur Identifizierung der CD4" T-Zell-Subpopulation, die fiir die Induktion der ANA in PA-behandelten
Miusen verantwortlich war, wurden isolierte CD4'CD25 und CD4°CD25" T-Zell-Subpopulationen in
adoptiven Transfers verwendet. Die CD4'CD25 T-Zellen von PA-behandelten Spendermiusen waren
iiberraschenderweise dazu in der Lage, ANA in nicht mit PA behandelten Empfingern zu induzieren.
Offenbar waren diese CD4'CD25™ T-Zellen in der Lage, autoreaktive (ANA-produzierende) B-Zellen,
denen normalerweise die erforderliche T-Zell-Hilfe fehlt, zu aktivieren. Die Tatsache, dass die B-
Zellen in diesem Fall reaktiv wurden und ANA produzieten, legt die Schlussfolgerung nahe, dass es
im Laufe der PA-Behandlung der T-Zell-Spender zu ,.epitope spreading® hin zu unverdnderten
Selbstproteinen und somit zu einer Aktivierung autoreaktiver T-Helfer-Zellen kam. Der Adoptive
Transfer von CD4'CD25" T-Zellen (T-Suppressor-Zellen) von PA-behandelten Spendermiusen
hingegen unterdriickte die Bildung von ANA in den Empfingerméusen, und zwar unabhéngig davon,
ob die Empfénger mit PA oder aber mit anderen ANA-induzierenden Substanzen behandelt wurden.
In dieser Arbeit konnte somit zum ersten Mal gezeigt werden, dass CD4°CD25" T-Zellen einen
suppressiven Effekt auf Arzneimittel-induzierte Autoimmunkrankheiten besitzen. Weiterhin wurde
gezeigt, dass sich wihrend einer PA-Behandlung die T-Zell-Reaktivitit von PA-induzierten
Neoantigenen auf Peptide von unverdnderten Nukleoproteinen ausweitet, und somit auch auf der T-
Zell-Ebene zu einer echten Autoimmunreaktion.
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