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To my family 

Quidquid agas, prudenter agas, et respice finem –
Whatever you do, do cautiously, and look to the end. 

GESTA ROMANORUM (CAP.103)
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ZUSAMMENFASSUNG

Das Arzneimittel Procainamid (PA, p-Aminobenzosäure- -diäthylaminoäthylamid) kann beim

Menschen einen systemischen Lupus erythematosus, eine Autoimmunkrankheit, auslösen. Es wird

daher in der Maus als Modellsubstanz zur Untersuchung der Mechanismen arzneimittelinduzierter

unerwünschter Immunreaktionen verwendet, auch hier führt die Behandlung mit PA T-Zell-abhängig 

zur Bildung von antinukleären Autoantikörpern (ANA).  PA wird im Körper metabolisiert, wobei 

proteinreaktive Zwischenprodukte entstehen. T-Zellen reagieren normalerweise nicht auf 

körpereigene Proteine, deren immunrelevante Peptide auf der Oberfläche der antigenpräsentierenden 

Zellen (APZ) verankert sind.  Veränderungen dieser Peptide, sei es durch Addukte mit

proteinreaktiven Chemikalien („Neoantigene“), sei es durch Präsentation normalerweise nicht-

präsentierter, sogenannter kryptischer Peptide, können zu unerwünschter T-Zell-Aktivität führen. 

ANA werden sowohl in Patienten als auch in Mäusestämmen, die genetisch bedingt einen langsamen

Acetyliererphänotyp besitzen, schneller und in größerer Menge gebildet.  In Individuen mit

langsamem Acetyliererphänotyp wird der größte Teil des PA im N-Oxidations-Pfad in Zellen des 

Immunsystems, wie neutrophilen Granulozyten, metabolisiert.  Die Produkte dieses Abbauweges, der 

intermediäre Metabolit N-Hydroxylamin-PA (HAPA) und besonders das instabile, reaktive Nitroso-

PA, die ineinander umgewandelt werden, können an Proteine binden und somit Neoantigene 

induzieren, die wiederum T-Zellen stimulieren können.  Wie bei den meisten chemikalieninduzierten

Immunreaktionen sind auch für 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 führte.  Diese PA-induzierten Neoantigene lösten 

sowohl in vivo als auch in vitro spezifische T-Zell-Antworten aus.  Passend hierzu wiesen A/J-Mäuse, 

die zu den langsamen Acetylierern gehören, nach achtmonatiger Gabe von PA im Trinkwasser erhöhte 

IgG1 ANA Titer auf.  Zudem besaß ein signifikanter Anteil der Seren dieser Mäuse spezifische 

Antikörper für PA und/ oder HAPA.  Weiterhin wiesen einige der PA-behandelten Mäuse Antikörper

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

Antikörper 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-Mäusen 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 für die Induktion der ANA in PA-behandelten 

Mäusen verantwortlich war, wurden isolierte CD4+CD25- und CD4+CD25+ T-Zell-Subpopulationen in 

adoptiven Transfers verwendet.  Die CD4+CD25- T-Zellen von PA-behandelten Spendermäusen waren

überraschenderweise dazu in der Lage, ANA in nicht mit PA behandelten Empfängern 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 unveränderten 

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 Spendermäusen

hingegen unterdrückte die Bildung von ANA in den Empfängermäusen, und zwar unabhängig davon, 

ob die Empfänger 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 während einer PA-Behandlung die T-Zell-Reaktivität von PA-induzierten 

Neoantigenen auf Peptide von unveränderten Nukleoproteinen ausweitet, und somit auch auf der T-

Zell-Ebene zu einer echten Autoimmunreaktion.
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ABBREVIATIONS

ACT ammoniumchloride-tris

AID autoimmune disease

ANA antinuclear antibodies

ANOVA analysis of variance 

APC antigen presenting cell 

APS ammonium persulphate

ATCC American cell culture 

BSS balanced salt solution 

Con A concanvalin A 

CO2 carbon dioxide

cpm counts per minute

°C degrees centigrade

DDW double distilled water 

DIL drug-induced Lupus

DMSO dimethyl sulphoxide

DNFB 2,4-dinitro-fluorobenzene (Sangers Reagent) 

DNBS 2,4-dinitrobenzenesulphonic acid

DNA deoxyribnucleic acid

DTT dithiothretiol

ECL enhanced chemiluminescence

EDTA ethylene diaminetetraacetic acid 

ELISA enzyme-linked immunsorbent assay

FACScan fluorescence activated cell sorter 

FCS foetal calf serum

FITC fluorescein isothiocyanate

HAT hypoxanthin, aminopterin, thymidine

HT hypoxanthin, thymidine

HAPA N-hydroxylamino-procainamide

hr hour

HRP horse radish peroxidase 

H2SO4 sulphuric acid

IFA Incomplete Freund’s adjuvant 

IFN- interferon-gamma

IIF indirect immunofluorescence

IEF isoelectric focusing

IL Interleukin

ip intraperitoneal injection

kBq kiloBequeral

KCl potassium chloride

KD kilodalton

LTT lymphocyte transformation test 

mAb  monoclonal antibody

MACS magnetic activated cell sorter 

MHC major histocompatibility complex

min minute

ml millilitre

MW molecular weight 

NaN3 sodium azide

ng nanogram

% percentage

PA procainamide

PBS phosphate buffered saline 

PE phycoerythrine

PEG 1500 Polyethyldiamineglycol
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PLN popliteal lymph node assay

PMA phorbol myristate acid 

PM macrophage

PMSF phenylmethylsulphonylfluoride

POSSEL AutoMACS positive selection programme

RBC red blood cell 

rpm rotations per minute

RNA ribonucleic acid

RT room temperature

sc subcutaneous injection

SC standard cocktail

SD standard deviation

SDS sodium dodecyl sulphate 

SDS-PAGE sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis 

SI stimulation index

SLE Systemic Lupus Erythematosus

SNSD self-non-self discrimination

Tc cytotoxic T cell 

TC tumour cocktail

Th helper T cell 

TCR T cell receptor 

Thd thymidine

TEMED N,N,N,N-tetramethylethylenediamine

Treg T regulatory cell 

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethane

µl microlitre

µM micromolar

WBMC white bone marrow cell 
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