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OSSZEFOGLALAS

Munkénk 6 célkitlizése a fiziologias és patholdgids autoimmunitas részletes
vizsgalata volt, amihez két kiilonb6zo kisérleti rendszert hasznaltunk fel: human szérum
mintak elemzésével a természetes autoantitesteket; mig egy egér rheumatoid arthritis
modellben a koros autoimmunitasban résztvevo lehetséges mechanizmusokat tartuk fel.

A mitokondrium magas fokban konzervalt bels6 membran enzimét, a citrat-
szintdzt (CS) modellantigénként hasznaltuk természetes autoantitestek (nAAb)
epitoptérképezésére. A vizsgalatokhoz két alapjaiban eltér6 modszert alkalmazva
(szintetikus atfedé dekapeptid rendszer, és lambda fagkonyvtar) sikeresen kimutattuk a
citrdt szintaz reaktiv nAAb-ek jelenlétét egészséges véradok, autoimmun és
szivtranszplantalt betegek szérumabodl egyarant. Az autoimmun betegek szérumaban az
IgM izotipust antitestek voltak jelen emelkedett titerben, mig a szivtranszplantalt
betegeknél az IgG izotipusba tartozo ellenanyagok szintje ndovekedett az egészséges
véradokhoz képest. Sem a humén sem a bakteridlis CS esetén egyik modszerrel sem
tudtunk olyan egyéni epitopot azonositani, amely kizardlag az egészséges vagy az egyes
betegcsoportokat jellemezte volna, azonban az epitépok finom mintazata jellegzetes
eltéréseket mutatott. A magas CS reaktivitdsa szérumokbol emlds CS-on affinitas
tisztitott ellenanyagok kizarolag az IgM izotipusba tartoztak, és nem mutattak
keresztreaktivitast mas mitokondrialis enzimekkel, az enzim bakterialis valtozataval
ezzel szemben hdrom keresztreaktiv epitdpot azonositottunk.

A pathologids autoimmunitas vizsgalatat, a rheumatoid arthritis (RA) kisérletes
allatmodelljében (rhG1-indukalt-arthritis) végeztiik olyan T sejt receptor (TCR)
transzgenikus egértorzsek felhasznaldsaval, melyekben a CD4" T sejtek a porc eredetii
proteoglikdn domindns arthritogén epitopjat ismerik fel; igy részletesen elemezhettiik a
T sejt jelatvitel RA pathomechanizmusaban betoltott szerepét. Kimutattuk, hogy a TCR-
on keresztiili jelatviteli folyamatok kritikus szabdlyozd szerepet toltenek be a RA
kialakulasdban a T sejt aktivacid, ill. apoptdzis egyensulyanak befolyasolasan keresztiil.
A T sejtek ,,optimalis™ jelerdsségli aktivacioja az autoreaktiv T sejtek expanzidjahoz
vezet, ami sulyos arthritis fenotipust eredményez. Ezzel szemben a ,,szupraoptimalis”
jel hatdsara domindnssa valik a T sejtek apoptozisa, ami enyhébb arthritis kialakulasat
eredményezi.

Eredményeink alapjan az aktiv tolerancia fenntartasaban fontos szerepet jatszo
fiziologias autoimmunitas egyik kulcseleme a nAAb hélézat. Koros autoimmunitashoz
vezethet minden olyan sejt szinti miikodési zavar, amely befolyasolja az autoreaktiv
szintje (velesziiletett, természetes és adaptiv immunrendszer) altal kialakitott halozat
hibas szabalyozasa koéros autoimmunitashoz vezet.



BEVEZETES

Az immunrendszer egyik legfontosabb jellemzdje, hogy felismerd funkcioja
révén képes kiilonbséget tenni a normal sajdt illetve a nem sajat (idegen) és a modosult
sajat struktarak kozott. Mig a szervezetbe bejuto kiilsé antigénekkel, vagy a mutalddott
sajat struktirakkal szemben altaldban tdmado jellegli immunvalasz alakul ki, addig a
normal sajat antigéneket az immunrendszer toleralja. A tolerancia kialakitasaban két {6
mechanizmus jatszik szerepet: i) a centrdlis tolerancia, amely biztositja, hogy az
elsédleges nyirokszervekbdl ne keriilhessenek ki potencidlisan  autoreaktiv
lymphocyték; illetve ii) a periférias tolerancia, amely a periférian kontrollalja a
lehetséges autoimmun folyamatokat.

Az elmult évtizedekben tobb munkacsoportnak sikeriilt olyan, els6sorban IgM
izotipust, alacsony affinitdsu ellenanyagokat kimutatni egészséges egyénekben, melyek
éppen a bioldgiai mukodésben kulcsfontossagu, tobbnyire erdsen konzervativ
antigénekkel reagalnak. Ezek a megfigyelések alapoztdk meg az ,immunologiai
homunculus” tedriadt (Cohen), mely feltételezi egy olyan (IgM izotipush)
ellenanyagokbol illetve valoszintileg y/0T sejtekbdl allo halozat meglétét, mely ezeknek
a legfontosabb antigéneknek az 4allando felismerését és ezen keresztil az
immunrendszer tdmadobb elemei elleni védelmét szolgédlja. Ennek a hélézatnak a
kialakitasaban fontos szerep jut a CD5" B1 sejteknek és az altaluk termelt, alacsony
affinitasu IgM antitesteknek (Ggynevezett ,természetes autoantitestek’), valamint a y/o
T sejteknek. Ez a rendszer mintegy atmenetet képez a velesziiletett ¢€s adaptiv
immunitas kozott €s az emlitett két sejt alcsoport egyarant hordozza a két rendszerre
jellemzd sajatsagokat. A B1 sejtek altal termelt természetes autoantitesteknek (nAADb)
sokféle funkcidt tulajdonitanak: részt vehetnek az elsédleges immunreakciok
felgyorsitasaban, az elhalt sejtek eltakaritasaban, a gyulladasos folyamatok gétlasaban,
illetve az immunologiai egyensuly fenntartasaban.

Ezek alapjan a ,fiziologias autoimmunitis” mint biologiai jelenség az
~immunologiai steady-state” (Radbruch) egyik lényegi ¢és elvalaszthatatlan részét
képezi. Ebbdl a szemszogbdl vizsgalva autoimmun betegségekben ez az immunoldgiai
steady-state megbomlik, ami ,pathologids autoimmunitasban” manifesztalodik:
autoreaktiv T sejtek és/vagy autoantitestek altal kivaltott sulyos, folyamatos
szovetkarosodassal jar6 immunreakcid6 a sajat sejtek ¢€s szovetek ellen.
Autoimmunitdsrol tehat egyardnt beszélhetiink a fiziologias immunmiikédés szerves
részekent is és koros funkcio gyandnt, a szervezet homeosztazisat sulyosan veszélyezteto
megbetegedéskent is. Mindkét esetben az immunoldgiai szabalyozas egy-egy konkrét
funkcionalis allapotardl van szo, melyben az immunrendszer egészére altalanossagban
jellemzd folyamatok zajlanak le, hdlozat-szerii egylittmikodésben. Autoimmun
betegségrol, azaz koros autoimmunitasrol akkor beszéliink, amikor az immunoldgiai
torténések a szervezet miikddését karosan befolyasold szdvetkarosodassal jarnak.
Altalanossagban elmondhatjuk, hogy az autoimmun betegségek kialakulasaban az egész
immunrendszert felépité halozat dinamikédjanak (egyensulyanak) megvaltozasat kell
feltételezniink és csak ritkdn lehet egyetlen oki tényez6t kiragadva magyardzatot
kapnunk a koros jelenségekre. Az egyensuly megbomlasa egy atmeneti regulacids zavar
(pl. fertézés) utan képes az immunologiai szabalyozast egy 0 egyensulyi helyzetben
stabilizalni. Azt, hogy mikortol beszéliink autoimmun megbetegedésrdl, az donti el,
hogy a kialakult ) egyensulyi allapotnak mennyire domindns eleme az autoreaktiv
szovetdestrukcio. Ujabb kornyezeti hatasok (pl. egy ujabb fertdzés) ismét
megzavarhatjdk az egyensulyi allapotot és a ,,immunologiai steady state” tovabbi
valtozasat, klinikai értelemben pedig a betegség romlasat eredményezhetik.

Mivel a konzervalt antigének immunolégiai felismerése - a természetes
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autoantitestek halozatan keresztiil - mind a pathologids mind a fiziologias
autoimmunitasban fontos szerepet toltenek be, ezért a munkank elsé részében ilyen
genetikailag  konzervalt mitokondridlis bels6 membran enzimekkel (malat-
dehidrogenaz, citrat-szintdz és piruvatdehidrogenaz) reagald természetes autoantitestek
epitopmintazatat probaltuk feltérképezni fag felszinen megjelenitett CS antigén
fragmens konyvtar, immunszeroldgiai eljardsok ¢és atfedd dekapeptid rendszer
segitségével. Vizsgalataink soran kimutattuk a CS-t felismerd nAAb-ok jelenlétét.
Megvizsgaltuk a nAAb-ok 4altal felismert epitopok Ilehetséges atfedéseit, valamint
tanulmanyoztuk a fizioldgids autoreaktivitds valtozésait pathologias €s autoimmun
allapotokban.

Az europai €s az észak-amerikai népesség mintegy 5-7%-a szenved valamilyen
autoimmun betegségben. Szdmos emberi autoimmun megbetegedésre Iéteznek
kisérletes  allatmodellek, melyek az elmult évtizedekben a  betegségek
pathomechanizmusainak felderitésében kulcsszerepet jatszanak. Munkank masodik
részében egy ilyen modellben végeztiink vizsgalatokat: a porc eredetli proteoglikdn-
aggrekan(PG)-indukalt arthritis (PGIA) BALB/c egérben tokéletesen utanozza a
rheumatoid arthritis f6bb klinikai tiineteit, és laboratdériumin paramétereit. A rheumatoid
arthritis (RA) az emberi populacionak kb. 1%-at stjtja. Ez a szisztémds autoimmun
megbetegedés az iziiletek sulyos gyulladasaval, a porc- €s csontfelszinek pusztuldsaval
jar, mely végiil teljes deformaldédasukhoz ¢és funkciovesztésiikhoz vezet. A PGIA,
hasonléan a human RA-hez, T sejt dependens ¢és B sejtek ill. az altaluk termelt
antitestek altal medialt autoimmun betegség.

A porc eredeti proteoglikan-aggrekant egy kb. 200 kDa nagysagu magfehérje,
¢s a hozza kapcsolodd tobb szaz szénhidrat (keratan- ill. kondroitin-szulfat) oldallanc
¢épiti fel. A molekula G1 globuldris doménje szdmos dominans/arthritogén epitopot
hordoz, ezért az arthritis kivaltdsahoz hasznalt immunizalasban a teljes hosszisaga PG
molekula helyettesithetd a G1 domén rekombinans formajaval. Kisérletes munkank
soran rekombindns human GI1 (rhGl) domént hasznaltuk BALB/c egerek
immunizalasara (rhGI-indukalt-arthritist (GIA) modell). A GIA klinikai megjelenése
¢s hisztopatologiai eltérései megegyeznek az eredeti PGIA modellnél leirtakkal. Szintén
a G1 doménben taldlhatd a nagy valoszinliséggel leginkabb arthritogén ¢és dominans
,,5/4E8”-as epitop (("ATEGRVRVNSAYQDK*"). Munkank soran szintén vizsgaltuk azt
a T sejt receptor (TCR) transzgenikus (Tg) egértdrzset, melynek CD4" T sejtjei az
S/4E8 epitdpot ismerik fel. Eredetileg két fliggetlen pronukleéris injekciobdl szarmazo
allatokat (mindkettd magas VP4 expresszidval) valasztottak ki, és visszakeresztezték az
arthritisre hajlamos BALB/c vonalba. Az els6 TCR-Tg torzset (TCR-TgA) szdmos
immunologiai és adaptiv transzfer kisérlethez hasznaltuk mar korabbi munkak soran,
mig a masodik torzset (TCR-TgB) mostanaig nem karakterizaltuk részletesebben. A két
transzgenikus egérvonalnak elméletileg hasonloan kellett volna reagélnia a PG/rhG1-el
torténd immunizalasokra. Eredményeink azonban azt mutattak, hogy mig a TCR-TgA
torzsnél a vad tipusi (WT) BALB/c egerekhez viszonyitva sokkal hamarabb ¢&s
sulyosabb arthritis fejlodik ki az immunizalasok hatdsara, addig a TCR-TgB torzs
inkabb a WT egerekkel mutat hasonlosagot. A klinikai fenotipussal ellentétben a TCR-
TgB egerek CD4" T sejtjei a TCR-TgA egerekhez viszonyitva kb. kétszeres mennyiségii
TCR-t expresszalnak a felsziniikon. A két TCR-Tg egértorzs 0sszehasonlitd vizsgalata
jo eszkoznek bizonyult ahhoz, hogy az arthritis kialakuldsaban szerepet jatszo TCR-en
keresztiili jelatvitel, aktivacid, kostimulacio, aktivacio indukalt sejthalal, regulatoros T
sejtek szerepe) ill. B sejtes (ellenanyagtermelés, antigén prezentalds, kostimulaco)
mechanizmusokat pontosabban feltérképezziik, €s ezaltal bepillantast nyerjiink a
pathologias autoimmunitas kialakuldsanak sejtszintli folyamataiba.




CELKITUZESEK
Mitokondrium belso membran enzimekre specifikus autoantitestek epitoptérképezése
— a természetes antitestek autoimmunitasban betoltott szerepe

1.

Célunk volt a genetikailag konzervalt mitokondrialis bels6 membran enzimekkel
(malat-dehidrogenaz,  citrat-szintdz  és  piruvat-dehidrogendz)  reagald
autoantitestek kimutatdsa és mennyis€gi meghatarozasa egészséges, autoimmun
¢s szivtranszplantalt betegek szérumaibol.

Eldzetes in silico epitdép predikcid alapjan megszintetizalt atfedé dekapeptid
rendszer hasznalataval elvégeztik a hCS specifikus autoantitestek
epitoptérképezését.

A szérumok emlés CS-on torténd affinitds tisztitasa, majd a tisztitott
ellenanyagok izotipusanak meghatarozasa.

hCS antigén fragmens fag konyvtar létrehozasa és az affinitas tisztitott
autoantitestek epitoptérképezése tag-display technologiaval.

A CS affinitas tisztitott autoantitestek keresztreaktivitasanak vizsgalata mas
mitokondrialis enzimekkel valamint a CS enzim bakterialis valtozataval.

Pathologias autoimmunitdas vizsgalata GIA (rhG1-indukalt-arthritis) modellben

1.

2.

A rhG1-indukalt-arthritis (GIA) klinikai képének 6sszehasonlitasa a két TCR-Tg
egértdrzsben (incidencia, stilyossag).

A GIA-ban korabban fontosnak talalt szérum paramétereket vizsgalata (rhGl
specifikus antitestek €s citokinek) ELISA ill. CBA technikdk alkalmazasaval. A
kapott eredményeket dsszevetése a klinikai képpel.

Az arthritis kialakitasaban, és a betegség fenntartasaban szerepet jatsz6 limfocita
populécidk sejtfelszini markereik alapjan torténd karakterizaldsa citometria
segitségével.

Antigénnel torténd in vitro stimulaciot kovetden a T sejt jelatviteli molekulak
foszforilacidjanak vizsgalata foszfo-flow technikaval, &ramlasi citométerrel.

Az aktivacio-indukalta sejthalal Osszehasonlitd elemzése a két transzgenikus
egértorzs T sejt kulturaiban.



ANYAG ES MODSZERTAN
Mitokondpridlis enzim-specifikus antitestek epitoptérképezése

1. Human szérumok gyiijtése az anti-citrat szintdz természetes autoantitest titerek
meghatdarozasahoz

A mintak egy része 63 magyar (pécsi Baranya Megyei Vértranszfuzios Allomastol), 176
finn, és 51 angol egészséges véradotol (Prof. Filist Gyorgy és Dr. Prohaszka Zoltan,
SOTE III. Belgyogyaszat, altal rendelkezésiinkre bocsatva), valamint egészséges
csecsemoOktdl szarmazott (utébbiak a Pécsi Gyermekklinikan végzett vizsgalatokhoz
hasznalt mintdk maradékai). A mintdk masik része 326 klinikailag dokumentalt
szisztémas autoimmun betegtdl (SLE-ban, RA-ben, differencidlatlan kd&tdszoveti
betegségben, polymiositisben/dermatomyositisben, szisztémas szkler6zisban, Raynaud
szindromaban ¢és Sjogren szindromaban szenvedd beteg a pécsi Immunologiai és
Reumatologiai Klinikarol), és 27 immunszupressziv kezelésen atesett szivtranszplantalt
betegtél szarmazott. A begyljtott mintdk a Pécsi Tudomanyegyetem OEC Etikai
Bizottsaganak engedélyével kertiltek felhasznalésra.

2. Sziro (screening) ELISA vizsgdalatok, mitokondridlis enzim specifikus
autoantitestek detektdldsa

A szir6 ELISA vizsgalatok soran antigénként sertés szivbol izolalt citrat-szintazt,
maléat-dehidrogendzt és piruvat-dehidrogenazt hasznaltunk. Kerestiik az olyan eseteket,
ahol a szérumban az antigénnel reagdlo ellenanyagok emelkedett titerrel voltak jelen.
Tehat pozitiv esteknek szamitottak azok a mintak, melyeknek a kiértékelésnél kapott
OD (optikai denzitas) értékei az atlagnal 2 SD-vel (standard deviation) voltak
magasabbak. 96-lyukt mikrotiter lemezeket sertés szivbol izolalt citrat-szintazzal (CS),
malét-dehidrogendzzal (MDH) és piruvat-dehirogendzzal (PDH) érzékenyitettiink 0.1M
karbonat pufferben. A nem-specifikus kotéhelyek 0.5% zselatinnal telitettiik, majd ezt
kovetden mosé pufferben 1:100 higitasban triplikatumban inkubaltuk a szérum mintékat
1 o6ran at. Masodlagos ellenanyagként HRPO-konjugalt anti-humén-IgA, vagy -IgG,
vagy —IgM antitesteket hasznaltunk, melyekkel 1 oran at inkubdltuk a lemezeket. A
reakciot o-feniléndiaminnal (OPD) hivtuk eld és 492 nm-en mértiik le. Minden mérést
az altalunk korabban kifejlesztett monoklonalis anti-CS antitesttel standardizaltunk
(klon 4H3ES). A pozitiv szérumokbodl ezutdn Osszevalogattunk egy reprezentativ
mintacsoportot, melyeket tovabbi vizsgalatoknak vettettlink ald. A kivalasztott
mintakkal végeztiink tényleges epitop meghatarozast CS enzimen.

3. In silico predikcio

Ez az eljaras olyan szamitogépes technikat takar, mellyel meg tudtuk josolni a varhato
epitopokat. Olyan szadmitogépes adatbazisok Iléteznek, melyek képesek kiillonbozo
adatok (fehérjeszerkezet, hidrofilitds, hidrofobitds, antigenitdsi index...) alapjan
megadni az antigénen azokat a szekvencidkat, melyeket az ellenanyag nagy
valoszinliséggel majd felismer. Ezeket a vizsgélatokat elvégeztiik a CS enzimre is. Az
igy kapott prediktalt epitopok alapjan a Peptidkémiai Kutatointézettel (MTA, Budapest)
megszintetizaltattuk az enzimet 96 tii hegyére (ELISA formatumnak megfeleld, a tiik az
ELISA lemezbe illeszthetdk.), oly modon, hogy az egyes tiikhoz kotott fragmentek
pontosan lefedjék a megjosolt epitopokat. A fehérjeszakaszok 10 amindsav
hosszusaguak voltak, és 5 amindsavas atfedésekkel kovették egymast. Ezutan tithegy
ELISA modszerrel kerestiik meg a tényleges epitopokat, megallapitva ezzel a vizsgalt
csoportok autoantitestjeinek epitopmintazatat.



4. Szintetikus dtfedo dekapeptidekkel végzett soktiis ELISA vizsgalatok

A nem specifikus kotohelyek blokkolasat kovetden (0,1 % azid, 0,1 % Tween20, 0,5 %
zselatin tartalmu PBS-el, 30 percen at), a lemezt a tiikkel egyiitt hdromszor mostuk,
majd kovetkezett a megfeleld mértékben (1:100 ardnyban) higitott szérumok felvitele a
lemezre. A tiiket a mintdkba meritettiik és 1 éran at inkubaltuk. Ujabb haromszoros
mosas utdn a tiikket a masodik antitesteket tartalmazé pufferbe helyeztiik (IgG-t 1:6000
aranyban, IgM-et 1:1000 aranyban higitva), és ismét 1 6ran at inkubaltuk. Az utolso
mosast kovetden a reakciot (OPD) hivtuk eld, és spektrofotométerrel mértiik le.

5. Szérumok affinitas tisztitasa emlos CS-on

A sertés szivbol szarmazo CS-t cianogén-bromid aktivalt sepharose 4B-hez kotottiik. 30
egészséges ¢s 14 autoimmun beteg 15 ml szérumat haromszor engedtiikk at a CS-
sepharose gyantan. Mosas utan az antitesteket pH 2.5 glicib-HCL-el eluéltuk, a
frakciokat 1 M TRIS-el neutralizaltuk, majd indirekt ELISA-val teszteltiik CS
reaktivitisukat HRPO-konjugélt anti-human-IgA, vagy -IgG, vagy —IgM specifikus
masodlagos ellenanyagokat hasznalva.

6. Fag-display technologia, CS antigén fragmens konyvtar létrehozdsa
Egy egészséges vérado periférias vérébél tisztitott 3x10° mononukledris sejtb6l RNS-t
izolaltunk. Superscript II RT enzim segitségével 5 pg totdl RNS-el reverz transzkripciot
végeztiink. A teljes hosszi human mitokondrialis CS-t kodolé ¢cDNS-t a kdvetkezd
primerekkel amplifikaltuk: 5>-ATGGCTTTACTTACTGCGGC-3’ és 5-
TTACCCTGACTTAGAGTCCAC-3. A PCR reakcio 100 pl végtérfogatban a
kovetkezOket tartalmazta: 300mM mindegyik dANTP-bol, 1.5 mM MgSO4, 1 uM
mindegyik primerbdl, 5 ul cDNS és 5 unit ProofStart DNS polimerdz; az amplifikaciot a
kovetkezd profillal végeztiik: 95°C 5min, majd 35 ciklus: 95°C 1min, 51°C 30s, 72 °C
2min, végsé extenzio: 72°C 10 min. A PCR terméket 1.5%-0s agar6z gélen
valasztottuk el, majd megtisztitottuk. A-addici6 utan T/A vektorba klonoztuk. Az
inzertet szekvenalassal ellendriztiik. A konyvtar 1étrehozasat a lambdaD-bio fag display
vektor (Dr. Alessandra Luzzago altal rendelkezésilinkre bocsatva; Instituto di Ricerche
di Biologia Molecolare, Olaszorszag ) felhasznaldsaval végeztiikk. Az inzerteket Spel és
Notl helyeket tartalmaz6é random primerek valamint templatként a fent emlitett
plazmidbdol BamHI és EcoRI emésztéssel kivagott CS cDNS felhasznalasaval allitottuk
eld. Tisztitas és méret szelekcio utan az inzerteket Spel és Notl enzimekkel emésztettiik.
Husz ligacids reakciot allitottunk 6ssze, amelyek mindegyike 1 pg Spel/Notl
emésztett lambdaD-bio DNS-t, 25 ng Spel/Notl emésztett inzertet és 30U T4 DNS
ligazt tartalmazott Sul végtérfogatban, majd 48 éran at 4°C—on inkubaltuk. A ligacios
reakciot ezutan fenol-kloroformmal extrahaltuk, etanollal kicsaptuk, majd lambda fag
részecskékbe csomagoltuk. A lambda fagokat log fazisu E.coli BB4 fertézésével ¢s LB
agar lemezekre valo felvitelével amplifikaltuk. A plakkok kialakuldsa utdn a fagokat
elualtuk, kicsapassal koncentraltuk, és proteaz gatlokat tartalmazd pufferben
reszuszpendaltuk.

7. A CS antigén fragmens konyvtdar affinitas szelekcidja

Az affinités tisztitott anti-CS szérumokkal vagy az anti-CS mAb 4H3ES5-el mikrotiter
lemezeket érzékenyitettiink 10 pg/ml koncentracioban. Blokkolas utan 10'° faggal
inkubaltuk a lemezeket 2 oran at. A lyukakat 6tszor mostuk, majd a kotodott fagokat,
E.coli BB4 sejteknek a lyukakban torténd megfertdzésével, visszanyertiik. A fertdzott
baktériumokat LB agar lemezekre vittiik fel, majd a fagokat a fent ismertetett m()don7



elualtuk ¢és koncentraltuk. Az affinitds szelekciét még egyszer megismételtiik, majd
egyedi klonokat valasztottunk ki DNS szekvenalasra.

8. Human CS-on affinitas tisztitott szérumok keresztreaktivitasanak vizsgalata

A mas mitokondrialis enzimekkel valo keresztreaktivitast indirekt ELISA-val vizsgaltuk
sertés szivbol szarmaz6 MDH-t és PDH-t haszndlva antigénként. Az E.coli CS-al valo
reaktivitast tithegyre szintetizalt dekapeptidekkel vizsgaltuk a korabban leirtak szerint.

rhGI-INDUKALT ARTHRITIS MODELL

1. Kisérleti allatok

Munkank soran két TCR-Tg egértorzset hasznaltunk (TgA és TgB), melyeknek T sejtjei
expresszaljak a human PG G1 doménjén taladlhatd dominans 5/4E8 epitopra specifikus
TCR Val.l és VB4 lancokat. A két transzgenikus vonal ugyanazon konstrukcio
kiilonboz6 ideji pronuklearis injekcidjaval keletkeztek. A transzgénre pozitiv egyedeket
tizenkétszer visszakereszteztiilk az arthritisre hajlamos BALB/c torzsbe (Charles River
Laboratory, Kingston Colony). Az allatokkal folytatott kisérletes munkak megfeleltek a
Rush egyetem Allatetikai Bizottsaga (Institutional Animal Care and Use Committee at
Rush University Medical Center, Chicago, IL) altal tamasztott szabalyoknak.

2. Antigének, immunizdcio, arthritis klinikai vizsgalata és a mintak begyiijtése

A thG1 domént a rhG1-Xa-mFc2a fuzios proteinbdl tisztitottuk, Xa faktorral térténd
hasitas utan. A harom honapos vad tipusu (WT) BALB/c ¢és Tg (TCR-TgA ¢és TCR-
TgB) nostény egereket haromhetente intraperitonedlisan immunizaltunk Gsszesen
haromszor, 20 pg rhGl ¢és 2 mg dimethyl-dioctadecyl-ammonium-bromide (DDA)
adjuvans keverékével (100 pul PBS-ben oldva). Az egereket a masodik immunizalast
kovetéen hetente harom alkalommal megvizsgaltuk. A betegség megjelenésének
1dopontjat és eloforduldsi gyakorisagat feljegyeztiik. A betegség sulyossagat vizualisan
pontoztuk egy 4-es pontrendszer segitségével (minimum 0-t6l a maximum 4-1g), igy a
maximalis pontszam egy egér esetében mind a négy labat tekintve 0sszesen maximum
16 pont lehetett. A pontok nagysagat a labak duzzadtsaganak é€s pirossaganak, azaz a
gyulladdsnak a mértéke szabta meg. Ezutan mindharom csoportbdl négy egeret
aldoztunk fel a kovetkezd idOpontokban: az immunizalasokat megelézden (naiv
egerek), tiz nappal az els6 immunizalas utan, négy nappal a mésodik és a harmadik
immunizalas elott, és 6t nappal a masodik €és a harmadik immunizalas utan. Ezeket az
idépontokat az elézetes kisérletek alapjan hatiroztuk meg. Aramlasi citometris
mérésekhez ¢és €10 sejtkultiranak begytijtottiik az allatok vérmintait, nyirokcsomoit
(brachialis, axillaris és poplitealis nyirokcsomok), és a 1épeket. A szérum mintakbol
antitest €s citokin koncentraciokat mértiink.

3. Antigén (rhGl) specifikus antitestek meghatdrozasa ELISA-val (enzyme-linked
immunosorbent assay) és szérum citokin koncentrdacio mérése CBA (cytokine bead
array) segitségével

Els6 1épésben maxisorp ELISA lemezeket érzékenyitettiik 0.1pug rhG1 / Iyuk / 100 pl
karbonat coating pufferrel (pH 9.5) egész ¢éjszakan at szobahdmérsékleten. A nem
specifikus kotohelyeket zsirmentes tejpor 1.5%-os oldataval (PBS-ben) blokkoltuk
szobahOmérsékleten 1 oran at. A szérumokat ndvekvd higitasi sorban (1: 400-tol 1:
16,000-ig) vittiik fel a lemezekre, és masodik ellenanyagnak peroxidazzal konjugalt
patkany anti-egér IgG1 vagy IgG2a antitesteket hasznaltunk. A reakciokat IgG1 esetén
o-fenilén-diaminnal (OPD), IgG2a esetén pedig 3,3,5,5-tetrametil benzidin (TMB)
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szubsztrattal hivtuk el6. A szérumok IL-1B, IL-4, IL-6, TNFa, IL-17A, IL-12p70 és
protokoll eldirasait kovetve. A mintdkat BD FACS Canto II aramlési citométeren
mértik le, HTS modul segitségével. Az eredmények kiértékeléséhez FCAPArray
(SoftFlow, Magyarorszag) szamitogépes programot hasznaltunk.

4. Aramldsi citometrids mérések

Periférias vérbol, nyirokcsomokbol és 1épbdl szarmazo leukocitak sejtfelszini markereit
aramlasi citometria segitségével analizaltuk. A méréshez és az adatok kiértékeléséhez
HTS egységgel ellatott FACS Canto II aramlasi citométert és FACS DIVA
szamitogépes programot hasznaltunk (BD Biosciences). A sejtfelszini markerek alapjan
a kovetkezd sejtpopulaciokat vizsgaltuk: B220": B sejtek; CD3": T sejtek; CD3/CD4 "
CD4" T sejtek; CD37/CD8™: CD8" T sejtek; CD37/CD4"/CD25"": aktivalt T sejtek;
CD3"/CD4"/CD25"¢"/FoxP3": regulatoros T sejtek (Treg); CD3/CD4"/CD44"¢".
aktivalt memoria T sejtek. Ezeket a sejtpopulaciokat az FSC/SSC (forward/side scatter)
paraméterek alapjan behatéarolt limfoid sejtekbdl szarmaztattuk.

5. Sejtek szepardlasa, tenyésztése és in vitro stimuldldasa

A T sejteket a kisérleti egerek 1€pébdl tisztitottuk EasySep magneses T sejt dusito kittel
(Stem Cell Technologies, Vancouver, BC, Canada). A tisztitott T sejteket (8x10°)
irradialt (60 Gy) A20 (BALB/c B sejt lymphoma) antigén prezentald sejtekkel (ATCC,
Rockville, MD) tenyésztettiik egyiitt 48 lyuku steril lemezeken. Az A20-as sejteket
(1x10° cells/well) a vizsgalat el6tt 12 6ran at az 5/4E8 peptiddel (5 pg/ml) egyiitt, vagy
ané¢lkiil inkubdltuk, majd szérum mentes DMEM médiummal mostuk. Ezutin az
apoptozis kisérletekhez a tisztitott T sejteket és a peptiddel eléinkubalt antigén
prezentdldo A20 sejteket harom napon at egyiitt tenyésztettiik 600 pl 10% FBS tartalmua
DMEM médiumban. A jelatviteli tanulmanyokhoz 3x10° tisztitott T sejtet egy rovid
centrifugalassal (900xg, 3percig) a peptiddel eldinkubalt A20-as sejtekre iilepitettiink,
majd 1 ora inkubaciot kovetden begytijtottiik oket.

6. Szaturdcios kotési teszt

TCR-TgA ¢és TCR-TgB egerek 1épébdl magneses szeparald rendszer segitségével a
CD4" T sejteket feldusitottuk. Mindkét torzstdl pontosan egyforma szamu T sejtet
emelkedd koncentracidoban fluoreszcens festékkel jelolt TCRVB4-et, CD3-at és CD4-et
felismer6 monoklonalis antitestekkel festettiink meg, majd a kotddés mértékét aramlasi
citometriaval analizaltuk. Az atlagos fluoreszcens intenzitas (MFI) értékekbdl levontuk
az izotipus kontrolok atlagos fluoreszcens intenzitds értékeit, majd a kotési gorbét a
GraphPad Prism 4.0 segitségével (GraphPad, San Diego, USA) a titracios értékpontokra
fektettiik.

7. TCR Val.l és V4 lancok genomialis kopia szamdanak meghatdrozdasa kvantitativ
PCR (polymerase chain reaction) segitségével

Homozigota TCR-TgA és TCR-TgB egerek genomialis DNS-¢ét egérfarokbol nyertiik
proteinaz K-val végzett emésztés, és fenol-kloroformos kicsapas utdin. A DNS
precipitaciokat Tris-EDTA pufferben oldottuk fel. A DNS mintakat ezutan restrikcios
endonukledz enzimekkel emésztettiik, oly mddon, hogy az altalunk PCR-al vizsgalni
kivant régiok ne sériiljenek. Az emésztett mintdkat Qiaquick kit (Qiagen, Carlsbad, CA)
segitségével tisztitottuk, és a DNS koncentraciokat fotometriasan hataroztuk meg. A
kvantitativ PCR reakcidkat triplikatumokban végeztik 10, 5, 2.5 és 1.25 ng DNS
hozzaadéasaval SsoFast™ Probes Supermixet hasznalva (Bio-Rad). PrimeTimeTM9



gPCR primerek ¢és kettds probak (IDT, Coralville, TA) segitségével probaltuk
meghatarozni a TCR alfa és béta lancainak genomialis példanyszamat. A PCR
reakciohoz 1Q5 (Bio-Rad, Hercules, CA) miiszert hasznaltunk. A kapott értékeket a

crer

8. Apoptozis detektaldasa annexinV/7-AAD kettos festéssel

Az annexinV/7-AAD kett0s festés segitségével megkiilonboztethetdek egymastol a
korai ¢és késdi apoptotikus T sejtek. A mintdkat aramldsi citométeren azonnal
analizaltuk. A kettds negativ sejtek szdmitottak nem apoptotikus sejteknek, a csak
annexin V' sejtek a korai apoptotdzison atesett sejtek voltak és a kettés pozitivak
alkottak a késdi apoptotikus populaciot.

9. TCR-hoz kapcsolodo jelatviteli molekulak foszforilaciojanak mérése

A ZAP-70, ERK1/2 ¢és p38 jelatviteli molekuldk foszforilalt formait felismerd
monoklondlis antitesteket (BD Biosciences) hasznaltunk arra, hogy meghatarozzuk a
TCR-on keresztiil zajlo jelatvitel erdsségét. Ezt hivjak foszfo-flow technikanak. A
TCR-ok in vitro stimuldciojat kovetden, a sejteket anti-CD4-PerCP-Cy5.5 ¢és
phycoerythrinnel konjugalt foszfo-specifikus antitestekkel megfestettiik. A mintdkat a
fehérjék foszforildlt formdjanak instabilitdsa miatt, rovid idon beliil aramlési
citométeren lemértiik és analizaltuk.

10. Statisztikai analizis

Leir6 statisztikak alkalmazéasaval hatdroztuk meg a csoportatlagokat, és az atlagok
standard hibajat (SEM). Két csoport kozotti kiilonbség szignifikancidjat Student t-
teszttel adtuk meg, harom kiilonb6z6 csoport esetén pedig ANOVA post-hoc Dunnett t-
tesztet hasznaltunk. A 0.05-nél kisebb p érték szamitott statisztikailag szignifikansnak.

EREDMENYEK
Mitokondpridlis enzim-specifikus antitestek epitoptérképezése

1. Mitokondridalis belsé membrdan specifikus antitestek kimutatisa, és izotipus
meghatdarozdasa ELISA technikaval
ELISA technika hasznalataval, egészséges egyének ¢és szisztémas autoimmun betegek
szérumaban egyarant kimutattuk a CS-t;, MDH-t és PDC-t felismerd antitestek
jelenlétét. Az IgM izotipusu enzim specifikus antitestek gyakrabban vannak jelen az
Osszes vizsgalt alcsoportban, mint az IgG vagy IgA izotipusuak. Az egészséges egyének
(kiilonb6z6 orszagokbdl szarmazd véradok, ill. csecsemdk) alcsoportjai kozott nem
talaltunk kiilonbséget. Mig az anti-CS és anti-MDH antitestek el6fordulasi gyakorisaga
az autoimmun betegekben volt magasabb, addig az IgG izotipusi CS specifikus
antitestek a szivtranszplantalt betegek szérumaban voltak jelen emelkedett titerrel.
A vizsgalatok kovetd jelleglieck voltak, 3-5 évente ujbol mintdkat gyijtottiink, €s
megvizsgaltuk, hogy az egyes izotipusu ellenanyagok mennyisége idében hogy
valtozott. Mig az IgM iddben allando titerrel volt jelen, az 1gG-t id6szakonként valtozo
egyéni értékek jellemezték. Megallapithatd volt, hogy az alacsony affinitasu, alacsony
titerti fiziologiasan jelen 1évo IgM autoantitestek valamennyi vizsgalt csoportban jelen
vannak, €s az egyéni értékek idében nem valtoztak. Az I[gM-nél tapasztalhaté magasabb
pozitiv esetszam pedig azzal magyarazhatd, hogy a természetes autoantitest halozatot
ezen alacsony affinitastt immunglobulinok alkotjéak.

A szivtranszplantalt betegek széruméban magasabb titerben talalhatok IgG
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izotipusti enzimspecipikus antitestek valoszinlileg a transzplantaciét koévetd szoveti
karosoddsok révén véraramba jutd allogén sejtalkotok altal indukalt adaptiv
immunvalasz miatt. A vizsgalatok eredményei azt mutattak, hogy a szivtranszplantalt
betegek szérumaban talalhaté anti-CS IgG valoszinlleg az IgM-rdl torténd izotipus
valtassal johet létre, mivel ugyanazon epitopot ismerik fel, ugyanakkor ezen betegeknél
talaltunk olyan linearis epitdpokat is, amelyek az egészséges csoportnal nem jelentek
meg.

2. Human CS specifikus antitestek epitoptérképezése szintetikus dtfedd
peptidrendszerrel

A mérések sordn nem talaltunk olyan kitlintetett egyedi szekvenciat, amely kizarolag
csak az egyik vizsgalt csoportot jellemezte volna. A szérumok altal felismert epitdpok
az enzimnek nagyjabol azonos régioit fedték le. A kiilonbségek inkdbb az
epitopspecificitasok finomabb eloszlasaban mutatkoztak.

3. Bakteridalis CS specifikus antitestek epitoptérképezése szintetikus dtfedd
dekapeptidekkel

Mivel korabbi vizsgalatok azt sugalltdk, hogy a természetes antitestek fontos szerepet
jatszhatnak a humoralis immunvélasz ,természetes” részében, megvizsgaltuk a
lehetséges atfedéseket a nAAb-ok altal felismert epitopokban a bakterialis CS-on is. A
mitokondrium prokariota eredetébdl kiindulva kézenfekvonek tlint, hogy megvizsgaljuk
a human CS-on kapott epitopok peptidszekvenciai mutatnak-e homologiat a bakterialis
CS-al. A homologia vizsgalatok azt mutattdk, hogy bizonyos szakaszok megvannak az
enzim bakterialis valtozataban is. Ebbdl kiindulva az elézetes epitopredikciot kovetden
megszintetizaltattuk a CS bakterialis valtozatat is a mar hasznalt szintetikus atfedo
peptidrendszerben. A soktiis ELISA vizsgalatokat ebben az esetben is elvégeztiik, a
humén CS-nal is hasznalt szérumokkal. Jol lathato volt, hogy itt is megjelentek kdzos
epitopok, melyeket mindharom vizsgalati csoport szervezete felismert. Az emlds CS-
hoz képest azonban tobb egyedi epitdp van, mely csak egy-egy adott csoportra, €s annak
is csak egyik izotipusara jellemzo.

4. CS reaktiv szérumok affinitas tisztitasa

Az esetleges zavard, nem specifikus kotddések elkeriilésének érdekében a tovabbi
vizsgalatokhoz affinitas kromatografiaval anti-CS antitesteket tisztitottunk a nagy anti-
CS reaktivitast mutatd (OD492 > 1.5) 44 human szérumbdl (30 egészséges ¢és 14
autoimmun beteg: 9 SLE-s, 3 szisztémas szklerozisos és 2 RA-es). A szérumokbol
elualt anti-CS antitestek kizarolag IgM izotipusba tartoztak.

5. Affinitas tisztitott CS specifikus antitestek epitoptérképezése hCS-t expresszalo
lamba fagkonyvtar (phage-display) segitségével

Az atfedo szintetikus peptidekkel végzett soktlis ELISA vizsgalatokat kovetden a CS-t
expresszalo fagkonyvtar segitségével is megprobaltuk a CS specifikus antitestek pontos
epitoptérképezését. Ezzel a moddszerrel sem taldltunk olyan kitlintetett epitdpokat,
amelyek csak az egyes vizsgalt csoportokra lettek volna jellemzoek, igy a felismert
peptid szekvenciak nagyjabdl az enzim azonos részeit fedték le. A kiilonbség itt is
inkabb az antitestek specificitdsanak finomabb mintazataban volt.
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6. Affinitas tisztitott CS reaktiv szérumok keresztreaktivitasanak vizsgalata

Az affinités tisztitott anti-CS antitestek MDH-zal és PDH-zal val6 keresztreaktivitasat
indirekt ELISA-val vizsgaltuk. Az affinités tisztitott anti-CS antitestek ezek koziil egyik
antigénnel sem reagaltak. Az emldés CS-on affinitds tisztitott szérumokkal
megismételtiik a méréseket a mar kordbban hasznalt szintetikus atfedd bakterialis CS
peptidrendszerrel is. Harom keresztreaktiv szekvenciat talaltunk: 124-133. aminosav:
FRRDSHPMAYV; 174-183. aminosav: MCYKYSIGQP; valamint 351-360. aminosav:
YFIEKKLYPN. A harom felismert szekvencia korlatozott homoldgiat mutat a human
CS-al. Ezek az aminosavak vagy pozitiv, vagy polaros oldallancokat tartalmaznak, ami
Osszhangban van a nAAb-ok epitopjainak preferalt aminosav Osszetételérdl korabban
megjelent munkdkkal. A haromdimenzios modell szerint ez a harom peptid a molekula
felszinén foglal helyet. Két peptid (124-133. és 174-183.), a nativ fehérje szerkezeti
modellen egymashoz kozel helyezkednek el, és valdsziniileg ugyanazon antigenitasért
felelOs régidonak a részeit képezik.

A rhG1-indukalt arthritis modell

1. Az arthritis klinikai képe eltér a két PG specifikus TCR-transzgenikus egértorzsben
Korabbi tanulmanyokban mar leirtdk, hogy az elsé pronuklearis injekcioval késziilt
5/4E8 PG epitop-specifikus TCR-Tg egértorzs (TCR-TgA) rendkiviili moédon hajlamos
a PG indukalt arthritisre. 12 hoénapig tartd longitudinalis vizsgéalatok soran az is
bizonyossa valt, hogy ennél az egértorzsnél 5-6 honapos korban -antigénnel térténd
immunizalas nélkiil- spontan is kialakul a betegség, aminek incidencidja 12 honapos
korra eléri akar a 60%-ot is. Miutan befejez6dott a masodik 5/4E8 PG epitop-specifikus
TCR-Tg egértorzs (TCR-TgB) visszakeresztezése a BALB/c térzsbe, megkezdtiik a két
torzs egyidejii immunizalasat thGl-el. A TCR-TgA egyedek az oltdsokra a vart
(korabbiakhoz hasonld) modon reagaltak: az arthritis elsd jelei mar a masodik oltas utan
néhany nappal megjelentek, és két héttel a masodik oltast kdvetden mar elérték a
maximalis sulyossagot és a 100%-os eléfordulast. Meglepd volt azonban, hogy a TCR-
TgB egerek esetében a betegség klinikai megjelenése és karakterisztikaja inkabb a WT
BALB/c egerekkel mutatott hasonldsagot, mintsem a TCR-TgA torzs egyedeivel. Ezek
az eredmények azért voltak véaratlanok, mert &aramlési citometrids mérésekkel
megallapithato volt, hogy mindkét egérvonal esetében a CD4" T sejtek 90-94%-a
expresszalta az 5/4E8 peptidre specifikus transzgenikus TCR-V[34 lancot.

2. A rhG1-re adott immunvalaszok vizsgalata a TCR-TgA és TCR-TgB egértorzsekben
Kivancsiak voltunk, hogy a klinikai fenotipusban lathaté kiilonbségek egyiitt jarnak-e a
szérum paraméterek kiilonbségével, ezért antigén-specifikus ELISA ¢és CBA
segitségével megmértiik a szérum antitest és citokin koncentracio. A masodik
immunizalas eldtt a szérumok anti-thG1 antitest tartalma mindkét torzsnél alig volt
kimutathat6. A masodik oltas viszont szignifikdns mennyiségli IgG1 izotipusu anti-
rhG1 ellenanyagtermelést indukalt a TCR-TgA egerekben, mig ez a tipust antitest még
mindig szinte kimutathatatlan volt a TCR-TgB egerek szérumaban. A TCR-TgA
torzsnél az anti-rhG1 IgG2a antitestek mennyisége is magasabb volt a TCR-TgB torzs
egyedeihez képest. Ez a TCR-TgA egereknél tapasztalt emelkedett ellenanyag termelés
magasabb B sejt szdmmal jart egyiitt. Nem talaltunk eltérést a szérumok IL-1p, IL-
12p70 ¢és IL-17 szintjében a két torzs kozott, mig az IL-6 a TCR-TgA egereknél végig
emelkedett titerben volt jelen a szérumban. Szintén magasabb IFNy és TNFa
koncentraciot mértiink a TCR-TgA egereknél az arthritis akut fazisaban.
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3. T sejt aktivacios markerek, kostimulacios molekulak és a reguldatoros T sejtek
mennyiségének valtozasai a két egértorzsben az immunizalasok alatt

A kovetkezokben vizsgéltuk, hogy van-e kiilonbség a két TCR-Tg egérvonal T
sejtjeinek aktivacios szintjében, ezért Osszehasonlitottuk a periférids nyirokcsomokban
és a 1épben talalhatéo CD4" T sejtek aktivacios markereinek expressziojat. A TCR-TgA
egereknél viszonylag koran (mar az els6 rhGl oltast kovetden) detektalhato volt a
novekvd szama CD25"E"CD4" T sejt populacid, és ezek a sejtek az egész kisérlet alatt
emelkedett szamban voltak jelen a TCR-TgA egerekben. Ezzel ellentétben a TCR-TgB
egereknél a CD25""CD4" T sejtek aranya a WT egerekhez hasonloan végig alacsony
maradt. A CD44 molekula (aktivalt/memoria T sejtek markere) expresszidjai is ehhez
hasonloan alakult: a TCR-TgB torzsnél ez az aktivacidos marker is szignifikansan
alacsonyabb szinten expresszalodott a kisérlet folyaman.

Mivel a kostimulacios molekuldk alapvetden befolyasoljdk a T sejtek
aktivaciojat €s jelatvitelét, ezért fontosnak tartottuk megvizsgalni a CD28, CTLA-4,
ICOS ¢és PD-1 molekulak expresszidjat mindkét egérvonalban, azonban nem talaltunk
szignifikans kiilonbségeket a két torzs kozott a CD28"€" CTLA-4"¢" vagy PD-1"¢"
CD4" T sejtek szazalékos megoszlasaban. Naiv TCR-TgB egerekben az ICOS"€"CD4"
T sejtek kb. haromszor nagyobb szdmban voltak jelen a TCR-TgA t6rzshéz viszonyitva,
azonban ezen sejtek szdma kiilondsen a periféridas nyirokcsomokban gyors
novekedésnek indult az immunizaldsok hatdsara a TCR-TgA egerekben is, mikdzben a
TCR-TgB egereknél mar az elsé oltast kdvetden nagyon alacsony szdmra csokkent.
Erdekes volt, hogy mind a CD44 mind az ICOS CD4" T sejteken valé expresszidja
megugrott a TCR-TgB egerek 1épében 5 nappal a masodik a rhG1 oltas utan.

A Treg sejtek nagyon fontos szerepet jatszanak az immunfunkcidok
szabalyozasaban azaltal, hogy limitaljak a T és B sejtek aktivaciojat, igy ha miikodési
zavar, vagy csokkent sejtszam miatt ez a limitalo funkcid sériil autoimmunitéas alakulhat
ki. Ezért feltételeztiik, hogy a TCR-TgB egereknél tapasztalt csokkent arthritisre vald
hajlamnak oka lehet egy magasabb szamu Treg populédcid, amely tulajdonképpen
elnyomhatja az autoreaktiv T sejteket. Osszehasonlitottuk a Treg sejtek ardnyat a naiv
egerekben, de nem taldltunk szignifikans kiilonbséget a két torzs kozott, sét az oltasok
hatdsara egy latvanyos Treg expanzi6 volt megfigyelhetd a TCR-TgA egerekben. Ezen
sejtek szama ugyan novekedett a TCR-TgB egerek 1épében is a masodik és harmadik
oltas utan, mégis az egész kisérlet alatt szignifikdnsan alacsonyabb szamban maradtak a
TCR-TgA egerekhez viszonyitva.

4. A TCR-TgB egerek CD4" T sejtjei érzékenyebbek az aktivicié indukalt sejthalilra
Az arthritogén T sejtek eliminaldsanak egyik alapveté modja, ezen sejtek aktivacid
indukalt sejthalala (AICD). Ha ebben a folyamatban zavar 1¢ép fel az eldsegitheti az
arthritis kialakulasat. Mivel a TCR-TgA egerek esetében végzett kordbbi vizsgalataink
megerdsitették, hogy a spontan kialakuld arthritis hatterében a T sejtek megvaltozott
AICD-a allhat, ezért lehetségesnek tlint, hogy a két TCR-Tg torzs klinikai fenotipusaban
latott kiilonbségek is a T sejt jelatvitel €s apoptozis eltéréseire vezethetok vissza. A
TCR-TgB egerek arthritisre mutatott csokkent hajlama magyarazhaté lenne ezen
egyedek CD4" T sejtjeinek AICD 4ltal torténd eliminalasaval.

A fenti hipotézis vizsgalatara tisztitott CD4" T sejteket in vitro koriilmények
kozott 3 napig egyiitt tenyésztettiink 5/4E8 peptiddel eldinkubalt irradialt A20 sejtekkel,
majd lemértiik a sejtek antigén stimulacidéval indukalt apoptozisat. A korai apoptotikus
T sejtek (annexin V'/7-AAD") aranya joval magasabb volt a TCR-TgB eredetii T
sejtkulturakban az immunizalasok teljes id6tartama alatt, mig a TCR-TgA egerekbdl
nyert T sejtek kozott sokkal magasabb aranyban voltak jelen €16 sejtek.
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5. Magasabb TCR expresszios szint és erosebb T sejt jelatvitel a TCR-TgB egerekben
Az aktivacio indukalt sejthalalt a TCR-en keresztiil zajlo jelatviteli folyamatok és
kostimulacios jelek szabalyozzak. Habar a két TCR-Tg torzs ugyanarra az epitopra
specifikus TCR-t expresszalja (mivel mindketté ugyanazzal a konstrukcioval késziilt,
két kiilonbozé idépontban végzett pronukledris injekcioval). Igy felmeriilt a lehetdség,
hogy a CD4" T sejtek a két egérvonalban nem egyforma mértékben expresszaljak a
TCR-t. Aramlasi citometrias szaturacids kotési teszt segitségével sszehasonlitottuk a
TCR-Vp4, CD3, és CD4 molekulak sejtfelszini expressziojat a két vizsgalt egérvonal T
sejtjein. Meglepé modon, a TCR-TgB egerek kb. kétszer annyi TCR-Vp4-et ¢s CD3-at
expresszalnak mint a TCR-TgA egerek. A CD4 molekula esetében ilyen eltérést nem
talaltunk. Hogy ezeket az eredményeket megerdsitsiik, kvantitativ PCR segitségével is
meghataroztuk a VB4 ¢és Val.l lancok képia szamét is mindkét torzsbol izolalt
genomialis DNS-bol. Mig a homozigota TCR-TgA egerekben a Val.l lanc 7, a VP4
pedig 3 kopia szamban volt jelen, addig a homozigdta TCR-TgB egerekben mindkét
lancbol egyarant 6-6 kopia volt mérhetd. Mivel a TCR mindig heterodimer formajaban
van jelen a sejtfelszinen, ezért ezek a qPCR eredmények is aldtdmasztjak a korabban
kapott adatokat, miszerint a TCR-TgA egerek T sejtjei feleannyi TCR-t hordanak a
felsziniikon.

Végil megvizsgaltuk, hogy a TCR-TgB egerek T sejtjeiben nagyobb szamban
expresszalodd TCR-al egyiitt a TCR jelpalya fokozott miikodése is kimutathato-e. Ezért
foszfo-flow mérésekkel meghataroztuk a T sejt jelatvitelben kulcsszerepet jatszo 3
molekula: a ZAP-70, ERK-1/2, és a p38 foszforilaciojat. Tisztitott CD4" T sejteket
egyiitt tenyésztettiink az 5/4E8 szintetikus peptidet prezentald A20 sejtekkel 1 oran at.
Mig a ZAP-70 és p38 molekulak foszforilacioja szignifikansan magasabb volt, addig az
ERK-1/2-nél ilyen kiilonbséget nem mértiink.

MEGBESZELES

Mitokondrium belso membran enzim specifikus autoantitestek epitoptérképezése — a
természetes autontitestek autoimmunitasban betoltiott szerepe

Mivel mind a fizioldgids, mind a kéros autoimmunitasban megkiilonboztetett szerepet
toltenek be a konzervativ antigén struktardk, ezért mitokondridlis belsé6 membran
enzimeket, mint genetikailag konzervalt antigéneket vizsgaltunk egészséges egyének,
ill. autoimmun betegek ¢és szivtranszplantaltak vérszérumaiban 1€évé autoantitestek
immunszerologiai kimutatdsaval. Minden vizsgalt csoportban jelen voltak az IgM
izotipust, alacsony titerti autoantitestek, melyek mennyiségi megoszlasa nem mutatott
jelentds kiilonbségeket, és az egyéni értékek idoben nem valtoznak. A magas titerti IgM
autoantitestek autoimmun betegeknél szignifikdnsan gyakoribbak, mig az IgG izotipusu
autoantitestek a szivtranszplantalt betegekben jellemzdek. Nem véletlen, hogy a
szivtranszplantaltak esetében — ahol a beiiltetett graft elleni immunreakciok hatasaként
folyamatosan zajlik szovetkarosito immunreakcié — nagy mennyiségben jelennek meg
ezek az ellenanyagok. A vizsgalt autoimmun betegeknél a kéros immunreakciod
céltablaja nem ez az antigén, igy nem véletlen, hogy az ellenanyag megoszlasa ezekben
a betegekben sokkal inkabb az egészséges egyénekéhez hasonld. Mindharom vizsgalt
csoportban az IgG autoantitestek idoben valtoz6 szintet mutattak az ismételt vizsgalatok
soran. Feltételezéseink szerint — a szakirodalommal 6sszhangban — az IgM izotipusu
ellenanyagok inkéabb a fizioldgids, az IgG izotipusu ellenanyagok pedig inkabb a koros
immunvalasz részeként értékelhetok. A vizsgalatokat ezutdn az autoantitestek epitdp
térképezésével folytattuk, melyhez egy lambda fag alapa CS antigén fragmens
konyvtarat €s parhuzamosan egy szintetikus, atfedd dekapeptidekbdl kialakitott,
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immunszerologiai tesztrendszert is alkalmaztunk. Eredményeink szerint - mikdzben
nincs a hCS molekulanak kizarélag az egészséges egyének vagy az autoimmun betegek
altal felismert Kkitiintetett része - az epitopok finom mintazata eltéré a vizsgalt
csoportokban. Megvizsgaltuk a keresztreaktiv epitopokat a huméan CS-on, és a
bakterialis CS-on, igy sikeriilt harom keresztreaktiv epitdpot detektalnunk, azonban a
felismert epitopmintazat az enzim human valtozatahoz képest 1ényegesen tobb eltérést
mutatott az egyes vizsgalati csoportok kozott. Habar az emlds €s bakterialis CS enzim is
tartalmaznak hosszabb homolog szekvencidkat, az epitdp felismerésben mégis inkabb a
hasonl6 fiziko-kémiai megjelenésti részeknek tulajdonitanak alapvetd jelentOséget. Az
immunvalasz elinditdsdhoz hasonloan a tolerancia fenntartasa is magaban foglalja az
immunrendszer mindharom szintjét. A velesziiletett, a természetes €s az adaptiv
immunrendszer dsszetevoi kozti egylittmitkodés zavara a tdimadd immunvalasz valamint
a tolerancia kéarosodasat egyarant eredményezheti, elésegitve az immundeficiencidk és a
pathologias autoimmunitas 1étrejottét.

Pathologias autoimmunitds vizsgalata GIA (rhG1-indukalt-arthritis) modellben

Az autoreaktiv CD4+ T sejtek és az Ab-termeld B sejtek kozotti egyiittmiikddés
nélkiilozhetetlen alapfeltétele a szisztémas autoimmun arthritis kialakuldsanak, és
fenntartasanak. Mind az eredeti PGIA, ¢s az 4j GIA modell a RA-hez hasonloéan T sejt
dependens és B sejtek altal medialt autoimmun betegség. Adaptiv transzfer kisérletek
bizonyitottak, hogy dnmagaban sem a T sem pedig a B sejtek jelenléte nem elegendo a
betegség kialakulasdhoz, kizardlag a két sejttipus egylittes transzferje vezetett sikeres
eredményhez, bizonyitva ezzel, hogy a PGIA/GIA kialakulasdhoz alapveté a T-B sejtek
kooperacioja. Kisérletes munkankban rhG1-el immunizaltunk olyan TCR-Tg egereket,
melyeknek T sejtjei a G1 domén legdominansabb arthritogén epitopjat (5/4E8) ismerik
fel. Mig a TCR-TgA egerekben a rhGl-el torténd immunizalas hatdsara sokkal
hamarabb alakult ki az arthritis egy stlyosabb forméja, addig a TCR-TgB egereknél
késobb jott létre a betegség, €és klinkai megjelenése inkabb a vad tipusu BALB/c
egereknél kordbbi munkéakban leirtakra hasonlitott. Az eredmény varatlan volt, miutan a
két TCR-Tg torzs ugyanazt az 5/4E8 epitopra specifikus TCR konstrukciot hordozza. A
laboratériumi eredmények analizise sordn a TCR-TgA egerek széruméaban a masodik
oltast kovetden, mielétt még a gyulladas lathaté tiinetei megjelentek volna, mar
kimutathat6 volt egy megemelkedett anti-thG1 ellenanyag (IgG1/IgG2a) titer. A TCR-
TgA egerekben tapasztalt gyorsabban és stlyosabb forméban kialakuld betegség
szintén magasabb szamban jelenlévd B sejteknek. WT BALB/c egereknél mar korabbi
tanulmanyokban bizonyitast nyert, hogy az arthritis sulyossaga jol korreldl az antigén
specifikus antitestek termelése mellett a B sejtek kdzponti szerepet toltenek be mint
antigén prezental6 sejtek, igy kézenfekvd hogy az antigénnel mar talalkozott T sejtek és
az antigén specifikus B sejtek kozotti kooperacid a betegség kialakuldsanak alapvetd
eleme. A TCR-TgA egerekben emelkedett szamban jelen 1évO B sejtek sokkal
hatékonyabb antigén prezentalasra képesek, felgyorsitva ezzel a T sejtek aktivacidjat.
Ezt tamasztotta ala, hogy a rhGl-el torténd immunizalasok soran a TCR-TgA egerek
CD4" T sejtjein nagyobb mennyiségben expresszalodtak aktivacios markerek (CD25 és
CD44). Mivel a CD4" T sejtek aktivacidja kozponti fontossagn a PGIA/GIA
inicidlasaban, ezért nem meglepd hogy miutan a

TCR-TgB egerek T sejtjei nem aktivalodtak olyan mértékben, mint a TCR-TgA egerek
T sejtjei, ezért a betegség is késdbb, és csak enyhébb fomaban fejlodott ki. A kiilonbség
a két torzs kozott a kostimulacios molekuldk szintjén is jelentkezett, ugyanis a TCR-
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TgA egerek nyirokcsomoiban az ICOS™" CD4" T sejtek sokkal nagyobb szamban
voltak jelen, mint a TCR-TgB egerek esetében. Ezt a molekulat foként a follikularis T
helper (Tth) sejtek expresszaljak. Ezen sejtek eldsegitik az autoreaktiv B sejtek és
arthritis kialakulasat KBxN egérben (egy masik egér autoimmun arthritis modell).
Emiatt a mi esetiinkben is feltételezhetd, hogy a kisebb szamu ICOS™€" CD4" T sejtek
(valosziniileg Tfh sejtek) a TCR-TgB torzsnél hozzajarulnak a csokkent Ab
szekrécidhoz ¢és az enyhébb arthritis kialakuldsahoz. A Treg sejtek fontos szerepet
jatszanak a periférids tolerancia fenntartasdban ¢és a kords autoimmunitas
megeldzésében, azonban a human RA-ben és a betegség kisérletes allatmodelljeiben
betoltott szerepiik ellentmondasos. Kézenfekvd magyardzat lenne, hogy a TCR-TgB
egereknél esetleg magasabb szamban megjelend Treg sejtek volnanak feleldsek az
alacsonyabb incidenciaért és az enyhébb tiinetekért. Azonban az eredmények meglepd
modon nem ezt igazoltak. Sokkal tobb Treg sejtet talaltunk a TCR-TgA egereknél az
immunizalasok teljes idotartama alatt, mint a TCR-TgB egereknél, azaz nem talaltunk
Osszefiiggést a Treg arany és az arthritis sulyossaga kozott. Szdmunkra a TCR-TgA ¢és
TCR-TgB egerek eltér6 fogékonysaga az aktivacidindukalt- sejthaldlra (AICD)
bizonyult a legérdekesebb megfigyelésnek. Az 5/4E8 peptiddel torténd stimulacidra
sokkal érzékenyebbek voltak a TCR-TgB egerekbdl izolalt T sejtek, és ennek
kovetkeztében sokkal magasabb volt az AICD aranya is. Az apoptozisban bedlld zavar
egyik fontos tényezdje lehet az autoimmun arthritis kialakuldsanak. A sejtekben
lejatszodo vagy épp hianyzé apoptotikus folyamatokat a T sejt jeltvitel erdssége és a
kostimulacios szignalok szabalyozzdk. A sztauracios kotési és qPCR tesztek soran
kideriilt, hogy a TCR-TgB egerek CD4" T sejtjei kb. kétszeres mennyiségii TCR-t és
CD3-at expresszalnak a TCR-TgA egerekhez képest. A sejtfelszinen expresszalt TCR-
ek szama jelentésen befolyasolhatja a TCR-en keresztiil aktivalt a jelatviteli
utvonalakat. Ezt a feltételezésiinket alatdmasztottdk a T sejt jelatviteli molekulak (ZAP-
70 ¢és p38) foszforilacidjara iranyuld kisérletek eredményei. A sejtfelszini TCR
expresszio szoros Osszefliggést mutatott ezen jelatviteli molekuldk foszforilaciojaval az
5/4E8 peptiddel valo aktivalast kovetden. Igy feltételezziik, hogy a TCR-TgB egerek
esetében a rhGl-el (ami tartalmazza az 5/4E8 peptidet is) torténd immunizaldsra
kialakuld tal erds jelatvitel a TCR-okon keresztiil, tulajdonképpen az autoreaktiv T
sejtek nagyszdmu pusztulasat idézi eld. Ezen eredmények alapjan megallapithato, hogy
az arthritisre valo hajlamot a TCR-on keresztiili jelatvitel er6ssége kontrolalja a két
TCR-Tg vonalban. A sejtfelszinen eltéré szamban megjelend TCR-ok okozzak a TCR
jelatvitel erdsségének megvaltozasat, ¢s ezaltal a betegség fenotipusaban jelentkezd
eltéréseket a két egértorzs kozott. A TCR-TgA egereknél tapasztalt erds PG-specifikus
TCR indukalt jelatvitel optimalis T sejt aktivacidhoz és ezaltal "szuper arthritises"
fenotipus létrejottéhez, mig a TCR-TgB egerek esetében 1étrejovo ,.extrém erds” T sejt
jelatvitel az autoreaktiv T sejtek in vivo apoptozisdhoz, és ezaltal az arthritis egy
enyhébb valtozatanak kialakulasahoz vezetett (1. dbra).
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A két modellben kapott eredményeinket Gsszegezve megallapithatjuk, hogy a
fiziologias immunregulacié elengedhetetlen része az ,,immunolégiai steady-state”,
melynek egyik jellemzé megjelenési formaja nAAb halozat, amely tobbek mellett,
példaul a mitokondridlis bels6 membran enzimekkel (CS) szembeni tolerancia
kialakitdsaért ¢€s fenntartasaért felelds (2. é&bra). A humordlis autoimmunitas
mechanizmusainak pontosabb megismerés¢hez, illetve ha a jelenleginél megbizhatobb
¢s specifikusabb autoimmun labormarkereket szeretnénk taldlni, akkor nem elég csak az
altalanosan elterjedt antigén-specifikus antitest titer meghatarozasa, hanem a felismert
epitopok finomabb mintazatanak jellemzése is sziikségessé valhat. Az ,,immunologiai
steady-state” az immunrendszer haldzatos miikddésének koszonhetden sokféleképp
modosulhat patholdgids autoimmunitést kialakitva (2. dbra). Erre példa, hogy egy sejt
szinten bekdvetkezé karosodas, mint példaul az egér arthritis modellben a CD4" T
sejtek jelatvitelében ¢és aktivacio-indukalt sejthaldlaban, pathologias autoimmunitést
valthat ki, a steady-state megvaltozasaval, ami tartés szévetkarosodashoz vezet. Ez az
orvosi gyakorlatban arra is ramutat, hogy a széles korben elterjedt autoantitest
vizsgalatok mellett a cellularis laboratoriumi vizsgalatok is fontosak lehetnek
autoimmun betegségek diagnosztikajaban. Az autoimmun folyamatok humoralis és
cellularis mechanizmusai mellett nem vitathatd a genetikai és kornyezeti tényezok
befolyédsold szerepe sem. Ezen eredmények ramutatnak arra, hogy az autoimmunitast
illetve az autoimmun betegségek kialakulasat csak igen komplex modon Iehet
megkdzeliteni és megérteni.
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2. dbra A koros autoimmunitas hatterében az immunolégiai szabalyozas megvaltozasa allhat. A
normal immunszabalyozas biztositja a sajat- €s nem sajat strukturak felismerését és megkiilonboztetését.
A beérkez6 jeleket az immunrendszer kiilonb6z6 szintjei dolgozzak fel, melyek azonban folyamatosan
szoros kapcsolatban vannak egymassal. Ennek eredményeképp, az effektor mechanizmusok szintjén,
valosul meg a kiils6 antigénekkel szemben tamado jellegii, a sajat antigénekkel szemben pedig elfogadd
jellegli immunvalasz. Az autoantigénekkel szembeni tolerancia fenntartasaban kulcsfontossagu a
természetes immunrendszer. Az immunrendszerben bekdvetkezo belsd szabalyozasi zavar esetén a sajat
antigénekkel szembeni immunvalasz ,,kiszélesedik”, és belépnek az adaptiv és a velesziiletett rendszerek
effektor mechanizmusai is, ami a tolerancia elvesztéséhez és koros autoimmunitashoz vezet. Az abran a
fizioldgias szabalyozas mechanizmusait kék szinnel jeldltiik, mig a kéros autoimmunitast a rézsaszinii
tertiletek jelolik.

A LEGFONTOSABB SAJAT UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Mitokondrium belso membran enzim specifikus autoantitestek epitoptérképezése — a
természetes antitestek autoimmunitdasban betoltott szerepe
1. Mindharom (egészséges, autoimmun- ¢és szivtranszplantalt betegek) vizsgalt
csoport esetében sikeresen kimutattuk a mitokondridlis belsd membran
enzimeket (citrat-szintdz  (CS), malat-dehidrogenaz (MDH), piruvat-
dehidrogenaz (PDH)) felismerd autoantitesteket. Mig az egészséges mintak
egyes alcsoportjai nem mutattak eltérést ezen autoantitestek mennyis€gét ¢€s
izotipusat tekintve, addig az autoimmun betegek széruméban az IgM izotipust, a
szivtranszplantalt betegek szérumaiban pedig az IgG izotipusu antitestek voltak
jelen emelkedett titerrel.
2. Az elozetes in silico B- és T sejt epitdp predikcidt kovetden sikeresen
létrehoztuk ¢és alkalmaztuk az atfedé dekapeptid rendszert a human- ill.
bakterialis CS enzim epitdptérkézesére. Nem tudtunk kimutatni olyan epitopokat
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mely kiemelkedd fontossdggal birnanak, ¢és kizardlagosan jellemeznék
valamelyik vizsgalt csoportot. A kiilonbségek mindkét esetben inkabb az
epitopok finom eloszlasdban mutatkoztak meg.

Sertés szivizom eredetii CS-on sikeresen tisztitottunk ellenanyagot autoimmun
betegek és egészséges véradok magas CS aktivitast mutatd sz€rumaibol, amely
antitestek kizarolag az IgM izotipusba tartoztak.

Sikeresen beallitottuk a huméan CS random fragmenseket expresszalé lambda
fagkonyvtar rendszert, mellyel tovabbi epitoptérképezést végeztiink CS affinitas
tisztitott szérumokkal. Ezzel a modszerrel sem tudtunk kimutatni kiemelkedd
fontossagu, egyedi epitdpokat.

Az emlds CS-on affinitds tisztitott szérumok nem mutattak keresztreaktivitast
mas mitokondrialis belsé membran (MDH, PDH) enzimekkel, azonban az enzim
bakterialis valtozataval 3 kozds epitopot sikeriilt azonositani, melyek csak
korlatozott homologiat mutatnak a human CS enzimmel.

Pathologias autoimmunitas vizsgalata GIA (rhG1-indukalt-arthritis) modellben

1.

RhG1 intraperitonedlis oltasaval sikeresen indukaltunk arthritist olyan T sejt
receptor (TCR) transzgenikus egértorzsekben, melyeknek T sejtjei a
proteoglikan (PG) molekula G1 doménjében talalhaté dominans atrhritogén
epitopot ismerik fel. Két magas TCR expresszioji alapitdé allatot BALB/c
egértorzsbe visszakeresztezve, megszilarditottuk a TCR-TgA ¢és TCR-TgB
egérvonalakat. Az arthritis klinikai vizsgéalata soran jelentds kiilonbségeket
tapasztaltunk a két torzs arthritisre mutatott hajlamaban. Mig a TCR-TgA
torzsnél fokozott sulyossaggal €s incidenciaval fejlodott ki a betegség, addig a
TCR-TgB egerek eset¢ben az arthritis klinikai megjelenése sokkal inkabb
hasonlitott a vad tipustt (WT) BALB/c egerekben leirtakhoz.

A szérumparaméterek részletes vizsgalata jol korrelalt a klinikai képpel: a TCR-
TgA torzsben mind az antigén specifikus antitestek, mind a gyulladasos
citokinek szintje magasabb volt, mint a TCR-TgB egyedekben.

. Az egyes limfocita populaciok jellemzése is alapvetd eltérést mutatott ki a két

torzs kozott. A kiillonbség mar a TCR expresszio szintjén szembetiind volt, mivel
a TCR-TgB egerek T sejtjei hozzavetdleg kétszeres mennyiségli TCR-t
expresszalnak felsziniikon. A TCR-TgB egyedekhez képest a TCR-TgA torzs
nyirokszerveiben joval magasabb aranyban voltak jelen aktivalt (CD25"€",
CD44") T sejtek. A tolerancia/autoimmunitas szabalyozasaban fontos szerepet
jatsz6 Treg sejtek esetében ellentmondasos eredményt kaptunk, mivel az
arthritisre jobban hajlamos TCR-TgA egereknél voltak jelen magasabb
aranyban. A TCR-TgA egerek nyirokszerveiben nagyobb szdmban jelen 1évé B
sejtek a magasabb ellenanyag titerrel, €s aktivalt T sejt szdmmal (a hatékonyabb
antigén prezentacié révén) mutathatnak osszefliggést.
Foszfo-flow technika segitségével kimutathato volt, hogy a TCR-TgB egerekben
mért magasabb TCR expresszio erdteljesen felfokozott T sejt jelatvitellel jart
egyiitt. Antigénnel torténd in vitro stimulacidra ugyanis a TCR-TgB egerekbdl
szarmazd T sejtek jelatviteli molekuldi (ZAP-70, p38) sokkal nagyobb
mértékben foszforilalodtak.
A fokozott T sejt jelatvitel az in vitro antigén stimulacidt kovetden nagymértéki
sejtpusztulashoz vezetett a TCR-TgB egerek T sejt kultaraiban. A két torzs
kozott adodd kiilonbségek minden bizonnyal a TCR-TgB egerek aktivalt T
sejtjeinek aktivacio indukalt sejthalal (AICD) révén torténd elimindcidjara
vezethetdk vissza.
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SUMMARY

The aim of our work was the comparison of physiological and pathological
autoimmunity by using two different experimental system: i) detailed analisys of human
serum samples searching for natural autoantibodies (nAAb), i1) investigation of possible
pathological mechanisms of autoimmunity in a mouse model of rheumatoid arthritis.

We used citrate-synthase (genetically conserved inner membrane enzyme of the
mitochondria) as a model antigen for epitope mapping of natural autoantibodies
(nAAb). With two different technologies (overlapping decapeptide system and phage-
display) we successfully demonstrated the presence of CS reactive nAAbs in the serum
samples taken from three populations 1.) healthy individuals, 2.) autoimmune patients
and 3.) patients who underwent hearth transplanted procedures. These nAABs were
presented in elevated concentration in autoimmun patients, and belonged to the IgM
isotype, while in the serum samples of hearth transplanted patients the antibodies
against CS belonged to the IgG isotype. Our results show that while there is no favored
region of the CS molecule recognized exclusively either by healthy individuals,
autoimmun or hearth transplanted patients, the fine epitope pattern is different in the
groups examined. We analyzed cross-reactive epitopes on human, bacterial CS and
other mitochondrial enzymes. We have found three cross-reactive epitopes between
human and bacterial CS, but there was no cross reactivity with other inner membrane
enzymes (malate dehydrogenas and pyruvate dehydrogenase).

The anti-CS nAAbs by participating in the nAAb network, could function in
innate defense mechanisms and at the same time recognize a target antigen in a
systemic autoimmune disease. Thus, at the level of recognized epitopes there is a
possible new link between the innate like component and the adaptive-autoimmune arm
of the humoral immune system. nAAbs that are present in the serum of both healthy
humans and patients suffering from systemic autoimmune diseases recognize a set of
evolutionarily conserved self-structures. Because of their endosymbiotic evolutionary
origin, proteins compartmentalized into mitochondria represent an interesting transition
from prokaryotic foreign (non-self) to essential (self) molecules.

The investigation of pathological autoimmunty was performed in the
experimental mouse model of the rheumatoid arthritis (rhG1-induced-arthritis (GIA)) by
using two T cell transgenic mouse strain wherein the 90% of CD4+ T cells recognize
the arthritogen epitope of cartilage proteoglycan-aggrecan. Thus we were able to
examine the role of T cell signaling in the pathomechanism of arthritis in GIA.

We demonstrated that cell signaling through the TCR plays critical role in the
induction of arthritis by the influence of balance between T cell activation and
apoptosis. The ,,optimal” strength of T cell signaling leads to clonal expansion of
autoreactive T cells and deterioration of the clinical phenotype. On the contrary, the
»supraoptimal” cell signal couses the activation induced cell death of T cells, and a
milder form of arthitis developes.

In conclusion, nAAB network as a key component of physiological
autoimmunity plays an important role in the maintenance of the active tolerance. Any
disfunction in the cell function affecting the deletion or expansion of autoreactive
lymphocytes leads to pathological autoimmunity. The defective regulation of the
network formed by the three levels of the immune system (innate, natural and adative)
results in pathological autoimmunity.



INTRODUCTION

A key feature of the immune system is the ability to distinguish the normal self
from the foreign/non-self or modified-self antigenes. While against external antigens the
immune system step up with targeting immune reactions, till then self antigens are
strictly tolerated. In the developement of tolerance two mechanisms play important role:
1) central tolerance ensures that no potential autoreactive lymphocytes can leave the
primary lymphoid organs ii) peripheral tolerance controls the possible autoimmune
reactions on the periphery.

In the past few decades in several studies low affinity antibodies (of IgM istype)
against genetically conserved self antigens were succesfully demonstrated in the serum
of both healthy and patients with systemic autoimmune diseases. These observations
supported the concept of the immunological homunculus (Cohen), which presumes the
exist of a network formed by low affinity autoantibodies (mainly IgM) and y/0T cells.
This network reacts with genetically conserved autoantigens, and provides the defense
of these self antigens from the targeting reactions of the immune system. CD5" B cells
play crucial role in the developement and maintenance of this network by the
production of low affinity ,natural autoantibodies” (nAAb) mostly of IgM isotype.
Several functions have been suggested for nAAbs: they may participate in the selection
of immune repertoires, play a role in the acceleration of primary immune responses, aid
the clearance of apoptotic cells, possess anti-inflammatory effects and contribute to the
maintenance of immune homeostasis. These subsets of cells exhibit common
phenotypic characteristics and posses both innate and adaptive features, suggesting a
transitional stage in the immune system’s evolution.

On the basis of these findings ,,physiological autoimmunity” is a substantive
and inseparable part of the biological phenomenon called ,,immunological steady-state”
(Radruch). From this aspect we can say, when the ,,immunological steady-state” splits
in patients with autoimmune diseases, ,,pathological autoimmunity” appears and causes
serios destruction of self tissues and cells by the production of autoagressive T cells
and/or antibodies. In general we can say that in the developement of an autoimmune
disease we should assume a change in the dinamics/homeostasis of the whole network
of the immune system, rather than blaming a single factor for the appereance of the
abnormal phenomena. The split of the balance after a dysfunction in the immune
regulation (such as infection) can stibilize the immune homeostasis in a new
equilibrium position. Since when we can speak about autoimmune disease, is
determined by the fact how dominant is the autoreactive tissue destruction in that new
balanced position. New environmental effects (such as another infection) can disturbe
this balance and result in the further changes of the immunological steady-state and the
progression of the disease.

Since the immunological recognition of conserved antigens —by the network of
nAAbs- play a crucial role in both pathological and physiological autoimmunity, in the
first part of our work we performed detailed epitope mapping of mitochondrial inner
membrane enzyme (citrate-synthase, malate dehydrogenase and pyruvate
dehydrogenase) specific autoantibodies by using a synthetic overlapping peptide system
and phage-display technology. We succesfully demonstrated CS-specific nAAbs in the
serum samples of healthy individuals, autoimmune and hearth transplanted patientes.
We examined the possible homologies between the epitopes recognised by nAAbs on
human and bacterial CS, and the changes of physiological autoimmunity under
pathological and autoimmune conditions.

Approximately 5% to 7% of the european and north american population is
affected by autoimmune dieseases. There are several experimental animal models for



the better understanding of the pathomechanisms of these autoimmune diseases. In the
second part of our work we performed researches in the animal model of rheumatoid
arthritis (RA) (proteoglycan/rhG1-induced arthritis in BLAB/c mice). PGIA and GIA
have all the important characteristics, and clinical parameters of human RA.

RA, a systemic autoimmune disease affecting 1% of the human population,
progresses from severe inflammation to deformities and loss of function of peripheral
joints. Several animal models have been developed to mimic one or more characteristics
of this human disease. Cartilage proteoglycan (PG)-induced arthritis (PGIA) in BALB/c
mice is a T cell-dependent and B cell/antibody-mediated autoimmune disease. Several
lines of evidence indicate the role of T cell involvement in the pathogenesis of PGIA.

The cartilage PG (aggrecan) molecule consists of a large core protein (>200
kDa) to which hundreds of glycosaminoglycan side chains are attached. The Gl
globular domain of cartilage PG contains several dominant/ arthritogenic epitopes,
whereas a few cryptic or subdominant epitopes are located in the other regions of the
PG molecule. In a recent study, we replaced the fulllength PG molecule (the PGIA
model) with a recombinant human G1 (rhGl) domain to immunize BALB/c mice,
resulting in G1 domain-induced arthritis (the GIA model). The clinical phenotype,
histopathological abnormalities and laboratory test results in the GIA model were very
similar to those described in ‘parental’ PGIA. Because the dominant and possibly most
arthritogenic ‘5/4E8’ T cell epitope (("ATEGRVRVNSAYQDK®; the core sequence is
underlined) is located in the G1 domain, we generated T cell receptor (TCR) transgenic
(TCR-Tg) mice, in which more than 90% of the CD4" T cells expressed the Val-1 and
VB4 chains recognizing the 5/4E8 epitope within the G1 domain of human PG. The first
5/4E8 epitope (PG)-specific TCR-Tg line (henceforth TCR-TgA) had been used for a
number of immunological studies and adoptive transfer experiments, whereas the
second transgenic line (henceforth TCR-TgB) had not yet been characterized. As both
TgA and TgB strains express the same epitope (5/4E8)-specific TCR, we expected that
these mice would develop arthritis similarly upon thG1 immunization. Contrary to this,
TCR-TgB mice exhibited delayed onset and less severe arthritis than TCR-TgA mice in
response to either PG or thG1l immunization, and they failed to develop spontaneous
arthritis at an advanced age, whereas it is a characteristic phenotype of TCR-TgA mice.
In the present study, we investigated the possible underlying mechanisms of these
profound differences. Contrary to the clinical phenotype the CD4" T cells of TCR-TgB
mice expressed twice as much TCR on their surface when compared to the TCR-TgA
line. Our results confirm that the TCR signal in TCR-TgB mice was significantly
stronger than in TCR-TgA mice, which led to extensive activation-induced cell death
(AICD) of CD4" T cells attenuating the arthritic phenotype. We conclude that TCR
signal strength controls the onset and severity of arthritis by regulating AICD of T cells.




OUR AIMS
Epitope mapping of mitochondrial inner membrane enzyme-specific autoantibodies-
the role of natural autoantibodies in autoimmunity

1.

Detection and quantification of genetically conserved mitochondrial inner
membrane enzyme-specific (malate dehydrogenase (MDH), pyruvate
dehydrogenase (PDH) and citrate synthase (CS)) nAAbs in the sera of healthy
individuals, autoimmune and hearth transplanted patients.

In silico prediction of the possible epitopes, and the synthesis of the overlapping
decapeptide system for epitope mapping of human CS specific autoantibodies.
Affinity purification of anti-mammalian CS nAAbs, and the determination of the
isotype of the affinity purified serum samples.

Construction of a human CS antigen fragment library displayed on phage
lambda, and the epitope mapping of affinity purified nAAb with phage-display
technology.

Cross reactivity testing of affinity purified nAAb with other mitochondrial inner
membrane enzymes, and bacterial CS.

Investigation of pathologic autoimmunity in the rhGI-induced arthritis (GIA) model

1.

2.

Comparison of the clinical phenotype (incidence and severity) of arthritis in the
two TCR-Tg line.

Measurement of the most important serum parameters (antigen-(rhG1)-specific
antibodies by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and serum
cytokines by cytokine bead array (CBA)). Comparison of the result in the two
strains.

Identification and characterization of lymphocytes participating in the induction
and maintenance of arthritis based on the measurement of cell surface markers
by flow cytometry.

. Measurement of the phosphorylation of TCR signaling proteins after in vitro

antigen stimulation with phospho-flow techniq and flow cytometry.
Detection of antigen induced cell death (AICD) upon antigen stimulation in the
T cell cultures of the two TCR-Tg line.



METHODS
Epitope mapping of mitochondrial inner membrane-specific antibodies
1. Patients and collection of control sera

Serum samples from healthy individuals: 63 Hungarian blood donors from the Blood
Transfusion Service of Baranya county, Pécs; a standardized panel from 51 British
blood donors and 176 Finnish blood donors (by the courtesy of professor G. Fiist and Z.
Prohaszka, 3rd Department of Internal Medicine at the Semmelweis University,
Budapest); 44 serum samples from healthy infants from the Pediatrics Clinic, University
of Pécs, and samples of patients with systemic autoimmune diseases: 326 clinically
well-documented cases of systemic lupus erythematosus (SLE), rheumatoid arthritis,
undifferentiated connective tissue disease, polymyositis/dermatomyosits, systemic
sclerosis, Raynaud syndrome and Sjorgen syndrome from the Immunology and
Rheumatology Clinic, University of Pécs were used in this work with the permit of the
Ethical Committee of the Medical Center of the University of Pécs.

2. Detection of mitochondrial enzyme specific autoantibodies by ELISA

96-well polystyrene plates (NUNC) were coated with CS, malate dehydrogenase
(MDH; EC 1.1.1.37) and pyruvate dehydrogenase (PDH; EC 1.2.4.1) from porcine heart
(Sigma) in 0.1M bicarbonate buffer, pH 9.6. Following the saturation of non-specific
binding sites with 0.5% gelatin (Sigma) in PBS (pH 7.3), serum samples were incubated
in triplicates at 1:100 dilutions in washing buffer (PBS, 0.05% Tween 20) for 60 min.
Finally, the plate was incubated with HRPO conjugated anti-human-IgA, or -IgG or —
IgM specific secondary antibody (Dako) for 60 min. The reaction was developed with
o-phenylenediamine (Sigma), and measured on an iEMS MF microphotometer
(ThermoLabsystem) at 492 nm. Cut off values of each groups examined were calculated
from the average of measured OD492 data. Sera having higher OD value than average +
28D were considered positive. All measurements were standardized with a monoclonal
anti-citrate synthase antibody (Clone 4H3-E5) we produced. We used the positive
serum samples for further epitope mapping of CS enzyme.

3. In silico prediction

With professional computer techniques we could predict the possible epitopes based on
special molecular databases, which able to calculate (based on the structure of protein,
hidrophobicity, hibrophilicity, antigenity index...) the peptide sequences that are most
probably recognised by antibodies. We performed in silico prediction tests for the CS
enzyme. According to the results the Peptide Chemistry Institute (MTA, Budapest)
synthetised the pin-bound decapeptide system for multi-pin ELISA tests. The 10 amino
acid longe synthetised fragments contained all the predicted epitopes, and followed each
other with 5 amino acid overlap. Using these pin-bound decapeptides we could
identified the real epitope patterns in the investigated gruops.

4. Multi-pin ELISA tests performed with synthetic pin-bound decapeptides

After the blocking of non-specific binding sites (with PBS containing 0,1 % sodium-
azyde, 0,1 % Tween20 and 0,5 % gelatin, for 30 minutes), we washed 3 times the 96
well NUNC ELISA plates containing the pins. The serum samples were diluted in
1:100, and transfered on the plates in duplicates. The pins were immersed and incubated
for 1 hour in the wells containing the serum samples. After washing, the diluted HRPO-
conjugated secondary antibodies (IgG-1:6000 / IgM-1:1000) were pipetted on the



plates. The pins were immersed and incubated in the secondray antibodies for 1 hour.
After washing we developed the reaction with ortho-phenyl-diamin (OPD), and
analysed with spectrophotometry.

5. Affinity purification of sera on CS

CS from porcine heart was coupled to cyanogen-bromide activated sepharose 4B
(Sigma) according to the manufacturer’s instructions. Fifteen ml sera of 30 healthy
blood donors and 14 patients with autoimmune disease were passed three times through
the CS-sepharose resin. After washing antibodies were eluted in glycine-HCL pH 2.5,
fractions were neutralized with 1 M TRIS and were tested for CS reactivity with
indirect ELISA using HRPO conjugated anti-human-IgA, or -IgG or —IgM specific
secondary antibody (Dako)

6. Construction of a CS antigen fragment library

Total RNA was isolated using TriReagent (Sigma) from 3x106 mononuclear cells
obtained by Ficoll Paque (AmershamPharmacia) gradient centrifugation from peripheral
blood of a healthy blood donor. 5 pg total RNA was reverse transcribed with
Superscript II RT (Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. cDNA
encoding for the full length human mitochondrial citrate synthase was amplified with
the  following  primers: 5’>-ATGGCTTTACTTACTGCGGC-3’ and  5’-
TTACCCTGACTTAGAGTCCAC-3’. The PCR reaction contained 300mM of each
dNTP, 1.5 mM MgSO4, 1 uM of each primer, 5 ul cDNA and 5 units of ProofStart
DNA polymerase (Qiagen) in a 100 pl final volume, cycling was done with the
following profile: 95 C 5min, 35 cycles of 95 C Imin, 51 C 30s, 72 C 2min, final
extension at 72 C for 10 min. The PCR product was separated on a 1.5% agarose gel
and purified using the Quiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen). Following A-addition it
was cloned into a T/A vector using the InsT/Aclone PCR Product Cloning Kit
(Fermentas). The identity of insert was verified by sequencing on an ABI3100 Avant
genetic analyzer.

Library construction was done using the lambdaD-bio phage display vector (a
kind gift from Dr. Alessandra Luzzago; Instituto di Ricerche di Biologia Molecolare,
Italy) as described. In brief, inserts were produced by tagged random primed elongation
and amplification using Spel and Notl tagged random primers and CS cDNA as
template excised with BamHI and EcoRI (Promega) digestion from the plasmid
mentioned above. Following purification with the Quiaquick PCR purification kit
(Qiagen) and size selection on Wizard columns (Promega) inserts were digested with
Spel and Notl (Promega). Twenty ligations were set up containing 1 pg of Spel/Notl
digested lambdaD-bio DNA, 25 ng of Spel/Notl digested insert, 30U of T4 DNA ligase
(Fermentas) in a final volume of 5ul and incubated 48 hours at 4C . The ligation
mixture was phenol-chloroform extracted, ethanol precipitated and packaged with the
Ready To Go Lambda Packaging Kit (AmershamPharmacia). Phage were amplified by
infecting log phase E.coli BB4 cells and plating them on LB agar plates. After plaque
formation phage were eluted by an overnight incubation in SM buffer (100mM NacCl,
8.1 mM MgSO4, 50mM Tris-HCl pH 7.5), concentrated with polyethylene glycol
precipitation and resuspended in SM buffer supplemented with Complete EDTA Free
Proteasae Inhibitor Cocktail (Roche).

7. Affinity selection of CS antigen fragment library
Affinity selection of CS antigen fragment library with CS affinity purified sera was

performed essentially as described. Briefly, microtiter plates were coated with affinity
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purified anti-CS sera or anti-CS mAb 4H3ES (developed in our lab) at 10 pg/ml in
coating buffer. After blocking 10'° phage were incubated for 2 h at room temperature.
Wells were washed five times and bound phages were recovered by in well infection of
E.coli BB4 cells. The infected bacteria were plated on LB agar plates and phage were
eluted then concentrated as described above. The affinity selection was repeated one
more time and individual clones were picked up for DNA sequencing.

8. Cross reactivity testing of CS affinity purified sera

Cross reactivity with additional mitochondrial inner membrane enzymes was tested with
indirect ELISA using MDH and PDH from porcine heart (Sigma) as antigens.
Reactivity with E.coli CS was tested with pin-bound overlapping decapeptides as
described previously.

The rhGI-INDUCED ARTHRITIS MODEL

1. Animals

We used two lines (Tg ‘A’ and Tg ‘B’) of the TCR-Tg mice, both expressing the TCR
Val-1 and Vb4 chains specific for the major dominant arthritogenic ‘5/4E8’ epitope
(ATEGRVRVNSAYQDK) of the Gl domain of human cartilage PG. The two
transgenic (TCR-TgA and TCR-TgB) lines were generated from different pronuclear
injections using the same construct. Transgene-positive founders were backcrossed 12
times into the BALB/c (Charles River Laboratory, Kingston Colony, NY, USA)
background. All animal procedures were conducted according to the protocol approved
by the Institutional Animal Care and Use Committee at Rush University Medical Center
(Chicago, IL, USA).

2. Antigens, immunization, clinical assessment of arthritis and sample collection
Recombinant human Gl-domain (rhG1l) was purified as described. Wild-type (WT)
BALB/c mice (Charles River) and age-matched 3-month-old female transgenic (TCR-
TgA and TCR-TgB) mice were immunized intraperitoneally with 20 mg rhG1 in an
emulsion of 2mg dimethyldioctadecylammonium bromide adjuvant (in 100 ml of PBS)
on days 0, 21 and 42. The mice were examined three to four times a week after the
second immunization for the clinical assessment of arthritis. The onset time and
incidence of arthritis were recorded, and disease severity was scored visually based on
the degree of swelling and redness of each paw, ranging from 0 to 4, yielding a
maximum severity score of 16 per mouse. From each transgenic line and WT BALB/c
mice, four animals were killed at different time-points: before immunization (naive
mice), 10 days after the first immunization, 4 days before the second and third
immunizations and 5 days after the second and third immunizations. These six
timepoints were determined in preliminary experiments. Blood samples, joint-draining
lymph nodes [brachial, axillary, inguinal and popliteal lymph nodes (LNs)] and spleens
were collected for flow cytometry analysis and cell culture. Serum samples were
collected for measurements of antibody and cytokine concentrations.

3. Measurement of antigen (rhGl)-specific antibodies by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) and serum cytokines by cytokine bead array (CBA)

Serum anti-thG1 IgG1 and IgG2a antibodies quantified by ELISA using serially diluted
serum samples. Purified recombinant human G1 without the Fc tail, was immobilized in
Maxisorp 96-well plates (Nunc International) at a concentration of 0.1 pg/well each. For
rhG1-specific IgG isotype assays, peroxidase-labeled goat antimouse IgG1 antibody
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(Zymed) or IgG2a (BD Biosciences) was used after incubation with serum. Serum PG-
specific antibody levels were calculated using serial dilutions of pooled sera of mice
with PGIA and known antibody titers. Serum interleukin (IL)-1b, IL-4, IL-6, tumour
necrosis factor (TNF)-a, IL-17A, IL-12p70 and interferon (IFN)-g were measured using
the CBA mouse/rat soluble protein flex set assay (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA), according to the manufacturer’s instructions. The samples were measured using a
BD fluorescence activated cell sorter (FACS)Canto II flow cytometer equipped with a
High Throughput Sampler (HTS) module (BD Biosciences); 500 events (measured
twice) per analysis were recorded. Data were analysed using FCAPArray software (Soft
Flow Hungary Ltd, Pécs, Hungary).

4. Flow cytometry

Cell surface markers of peripheral blood, LN and spleen leukocytes were analysed by
multi-colour flow cytometry. Data acquisition and analysis was performed using a
FACS Canto II flow cytometer with an HTS module and FACS DIVA software (BD
Biosciences). Initial gating was performed on lymphoid cells based on the forward-
/sidescatter (FSC/SSC) parameters.The following cell populations were defined based
on the cell surfacemarkers: B220+: total B cells; CD3+: total T cells; CD3+/CD4+:
CD4+ T cells; CD3+/ CD8+: CD8+ T cells; CD3+/CD4+/CD25high: activated T cells;
CD3+/CD4+/CD44high: activated (memory) T cells.

5. Cell separation, culture condition and in vitro antigen stimulation

T cells were purified from the spleens of TCR-Tg mice using an EasySep magnetic T
cell enrichment kit (Stem Cell Technologies, Vancouver, BC, Canada). The purified T
cells (8x10°) were seeded onto irradiated A20 (BALB/c B cell lymphoma) antigen
presenting cells (ATCC, Rockville, MD, USA) that can present the 5/4E8 peptide. A20
cells (1x10° cells/well) were plated in 48-well plates, precultured with or without the
synthetic 5/4E8 peptide (5 pg/ml) for 12 h and then washed with serum-free DMEM.
For apoptosis studies, purified T cells from spleen were co-cultured with these
pretreated and washed A20 cells in 600 pl of DMEM containing 10% fetal bovine
serum for 3 days. For signaling studies, 3x10° purified T cells from spleen were spun
onto a layer of pretreated A20 cells by short centrifugation (900xg, 3 min) and harvested
after 1 h of co-culture.

6. Saturation binding test

CD4+ T cells were separated from the spleens of TCR-TgA and TCR-TgB mice by
magnetic enrichment. Exactly the same number of cells from each line was stained with
increasing concentrations of fluorescently labelled anti-TCR VP4, anti-CD3 or anti-
CD4 mAbs, and binding was analysed by flow cytometry. The mean fluorescence
intensity (MFI) values were corrected by subtracting the MFI values of isotype controls,
and the binding curves were fitted to the titration data points using GraphPad Prism 4-0
(GraphPad, San Diego, CA, USA).

7. Detection of TCR Valel and Vb4 chain genomic copy numbers by real-time
quantitative polymerase chain reaction (qPCR)
Tail genomic DNA was isolated from homozygous TCR-TgA and TCR-TgB animals by

proteinase K digestion followed by phenol-chloroform extraction. Extracted genomic
DNA samples were ethanol-precipitated and resuspended in Trisethylenediamine
tretraacetic Acid (EDTA) buffer. The DNA samples were fragmented by restriction
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endonuclease digestion with enzymes cutting outside the PCR-investigated regions.
Digested DNA was purified using a Qiaquick kit (Qiagen, Carlsbad, CA, USA), and
DNA concentration was determined photometrically; qPCR was performed in triplicate
with 10, 5, 2-5 and 1-:25 ng of input DNA using SsoFast™ Probes Supermix (Bio-Rad).
PrimeTime™ qPCR primers and dual-labelled probes (IDT, Coralville, IA, USA) were
applied to determine the copy numbers of TCR alpha and beta chains (sequences of
PCR primers and dual-labelled probes are available upon request); qPCR was
performed using an 1Q5 instrument (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). For normalization,
we used the promoter region of the TATA-box binding protein (TBP) gene as a single-
copy control.

8. Apoptosis detection by annexin V/7-AAD staining

Annexin V/7-AAD staining was used to distinguish between early and late apoptotic T
cells. Labelling was performed according to the manufacturer’s (BD Biosciences)
instructions. The cells were analysed by flow cytometry immediately. Annexin V-/7-
AAD- cells were considered nonapoptotic. Annexin V+/7-AAD- cells were considered
early apoptotic, and annexin V+/7-AAD+ cells were considered late apoptotic.

9. Determination of phosphorylation of TCR signaling

Phosphorylation of zeta-chain-associated protein kinase 70 (ZAP-70), extracellular
regulated kinasel/2 (ERK) and p38 was detected using the phospho-flow technique
according to the manufacturer’s instructions using phosphorylated protein-specific
mAbs (BD Biosciences). After in vitro TCR stimulation, cells were labelled with anti-
CD4-PerCPCy5-5 and phospho-specific antibodies: PE-conjugated anti-mouse pZAP-70
(clone 17A/P-ZAP-70) recognizing pY319 of ZAP-70, PE-conjugated anti-mouse
pERK1/2 (clone 20A) recognizing pT203/pY205 in ERK1 and pT183/ pY 185 in ERK2,
and PE-conjugated anti-mouse (clone 36/p38 (pT180/pY 182) recognizing pT180/pY 182
in p38.

10. Statistical analysis

Descriptive statistics was used to determine group means and the standard errors of the
means (the mean + s.e.m.). Differences between two groups were tested for statistical
significance using Student’s t-test and differences among three or more groups were
tested by analysis of variance (anova) with Dunnett’s post-hoc t-test. A value of P <0-05
was considered statistically significant.

RESULTS
Epitope mapping of mitochondrial enzyme-specific antibodies

1. Anti-mitochondrial enzyme specific antibodies in healthy individuals, systemic
autoimmune and hearth transplanted patients

Using simple binding ELISA we demonstrated the presence of antibodies recognizing
CS, MDH, and PDC in the sera of each groups. Isotype-specific ELISA showed that
enzyme-specific antibodies with IgM isotype are more frequently present in all
investigated groups than those of IgG or IgA isotypes. No differences were found
among the subgroups of healthy individuals; however, the incidence of anti-CS and
anti-MDH autoantibodies with IgM isotype was significantly higher in autoimmune
patients compared to the healthy controls.
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We continued our investigations with CS specific IgM autoantibodies, as this group
showed the most characteristic pattern of distribution. We followed the titer of anti-CS
IgM antibodies, with repeated sample collection minimum 3 times over a 5 years
period. We found that the CS reactivity of individual sera remained permanently
constant over this period. Our findings that the majority of these antibodies have IgM
isotype, are already present in infants, and the long term stability of their serum titers in
adults indicate that these specificities belong to the nAAb repertoire established early in
postnatal life.

We screened sera of heart transplant patients for anti-CS antibodies. The appearance of
anti-CS IgG could be the result of adaptive immune response triggered by either foreign
antigens or release of CS into the circulation from internal organs as heart and liver
during pathological conditions. We sought that CS 1is released during post-
transplantation vasculopathy, and this could elicit an adaptive type immune response.
Indeed we have found that the frequency of high titer anti-CS IgG in sera of heart
transplant patients is significantly higher than in healthy individuals (20% vs. 4%). The
presence of induced anti-CS IgG in heart transplant patients raise the question whether
these antibodies are produced as a result of isotype switch from nAbs with IgM isotype
or produced against different epitopes originally not recognized by nAbs. Epitope
mapping of anti-CS IgGs suggested an altered epitope pattern compared to healthy
individuals.

2. Epitope mapping of antibodies against human citrate synthase with the use of
overlapping synthetic decapeptides

We performed detailed epitope mapping analysis of anti-CS antibodies with the use of
overlapping synthetic decapeptides. We have shown that, while there is no favored
region of the hCS molecule recognized exclusively either by healthy individuals or
patients with autoimmun disease, or hearth transplanted patients, the fine epitope pattern
is different in the three groups examined.

3. Epitope mapping of antibodies against bacterial citrate synthase with the use of
overlapping synthetic decapeptides

Since a number of studies demonstrated that nAAbs play an important role in first line
defense mechanisms of the humoral immune response, we analyzed the possible overlap
in epitopes recognized on hCS and bCS. On the basis of comparative epitope mapping
with sera from healthy individuals, patients with systemic autoimmune diseases and
heart transplant patients epitopes recognized on bCS could be grouped into the
following categories: epitopes recognized by sera of all individuals, epitopes recognized
only by sera of healthy individuals, and epitopes recognized only by sera of patients
with systemic autoimmune diseases and heart transplant patients. There were no
differences in the epitope pattern among autoimmune patients and heart transplant
patients.

4. Affinity purification of CS reactive sera

To exclude the masking effects of nonspecific bindings we purified anti-CS antibodies
from 44 human sera (30 healthy and 14 autoimmune patients: 9 with SLE, 3 with
systemic sclerosis and 2 with rheumatoid arthritis) by affinity chromatography for
further experiments. Affinity purification was successful only in those cases (2 healthy
and 2 SLE patients) where the actual serum had extraordinary high (OD492 >1.5) anti-
CS reactivity. The eluted anti-CS antibodies from such sera were exclusively with IgM
isotypes.
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5. Epitope mapping of affinity purified antibodies against hCS with the use of hCS
antigen fragment library displayed on phage lambda

We proceeded to the epitope mapping of affinity-purified anti-CS sera. Following two
rounds of affinity selection 20 clones selected with each serum were picked up for DNA
sequencing. In contrast to the selection with our anti-CS mAb, these clones carry short
peptide sequences which could also be aligned to human CS. These short sequences are
scattered throughout the human CS sequence and it seems that practically the same
regions of the molecule are recognized by the two groups of sera. According to our
results obtained with phage displayed antigen fragments, while there is no favored
region of the CS molecule recognized exclusively either by healthy individuals or
patients with SLE, the fine epitope pattern is different in the two groups examined.

6. Cross reactivity testing of CS reactive sera

Cross-reactivity of the affinity purified anti-CS antibodies with other mitochondrial
inner membrane enzymes (MDH and PDC) was tested by indirect ELISA. The affinity-
purified anti-CS antibodies did not recognize any of these antigens.

We investigated the possible overlap in nAAb recognized epitopes on mammalian and
bacterial CS. Due to the prokaryotic origin of mitochondria, CS represents an attractive
target molecule to examine the self-reactive nAAbs’ capability to recognize epitopes on
the foreign counterpart of the same molecule. To achieve this, we used sera affinity
purified on mammalian CS for epitope mapping on CS from E.coli, using the
overlapping synthetic peptide method. Only three cross reacting sequences were found:
amino acids 124-133: FRRDSHPMAV (identity with human CS: 40%, similarity:
60%); amino acids 174-183: MCYKYSIGQP (identity with human CS: 30%, similarity:
40%) and amino acids 351-360: YFIEKKLYPN (identity with human CS: 40%,
similarity: 60%), respectively. The three recognized sequences show only a limited
homology with human CS, even though identical amino acids with a possible anchor
function are present at corresponding positions. These amino acids contain either polar
or charged side chains, which is in agreement with previous reports about the
preferential amino acid composition of nAAb epitopes. The three peptides, according to
the three dimensional model, are located on the surface of the molecule. Moreover, two
of the peptides (124-133 and 174-183), though separated by 50 amino acids in the
primary sequence, are in close proximity on the structural model of folded protein,
indicating that they represent the same antigenic region.

The rhG1-induced arthritis model

1. Onset and severity of arthritis differ in the two PG-specific TCR-Tg lines

Previous studies have shown that mice of the original (first) 5/4E8 PG epitope-specific
TCR-Tg (TCR-TgA) mice are highly susceptible to PGIA. After finishing the backcross
of the second 5/4E8 PG epitope-specific TCR-Tg strain (TCR-TgB) into BALB/c
background we immunized the two TCR-Tg strains side by side with rhG1. The TCR-
TgA line responded to rhG1 immunizations as expected: arthritis had already developed
a few days after the second immunization, and reached maximal severity scores with
100% incidence within 2 weeks after the second immunization. Surprisingly, the
clinical phenotype and disease characteristics TCR-TgB were more similar to those
found in WT BALB/c mice: the onset was delayed and the arthritis was less severe
when compared to TCR-TgA mice. These results were surprising, because
approximately the same proportion (~90 to 94%) of CD4+ T cells in both lines
expressed the TCR Vb4 chain.
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2. Immune responses against rhG1 in the two TCR-Tg strains

To determine whether the differences in clinical phenotype were associated with
differences in serum parameters, we assessed the serum levels of antibodies and
cytokines using antigen-specific ELISA and CBA, respectively. Anti-G1 domain-
specific antibodies were hardly detectable before the second immunization in either
transgenic line. The second immunization (day 21) induced significant anti-G1 IgGl
antibody secretion in TCR-TgA mice, whereas the level of this antibody isotype
remained almost undetectable in TCR-TgB mice. TCR-TgA mice also exhibited higher
serum levels of anti-G1 IgG2a antibodies compared to TCRTgB mice. While the
relatively high deviations and relatively low animal number did not allow us to perform
a correct statistical analysis during the entire immunization period, we had a sufficient
number of animals in all three genotypes at the end of the experiment, showing
significant differences in anti-G1 antibodies between TCR-TGA and TCR-TgB mice.
This significantly higher antibody secretion observed in TCR-TgA mice was associated
with a significantly higher B cell percentage compared to that in TCR-TgB mice during
the whole immunization period. No significant differences were observed in the serum
levels of IL-1b, IL-12p70 or IL-17 between the two TCR-Tg lines. Serum IL-6
concentration was elevated in TCR-TgA mice throughout the entire experiment. TCR-
TgA mice also showed higher serum levels of IFN-[1 and TNF-a, when the first
symptoms (acute phase) of arthritis appeared, and compared to serum levels of these
two cytokines in the TCR-TgB line.

3. Comparison of T cell activation markers, co-stimulatory molecules and the
proportion of regulatory T cells in TCR-TgA and TCR-TgB mice during the course of
immunization

We compared the expression of activation markers on the cell surface of CD4" T cells
in the peripheral LNs and spleen to clarify whether there was any difference in the
activation level of T cells in the two TCR-Tg lines. We detected a rapidly accumulating
CD25""CD4" T cell population after the first thG1 injection, and the size of this cell
population remained large in the peripheral LNs and spleens of TCR-TgA mice. In
contrast, the ratio of CD25"€"CD4" T cell population in TCR-TgB mice immunized
with rhG1l remained as small as in naive mice during the entire experiment. The
expression of the CD44 molecule (a marker of activated/memory T cells) in the CD4+ T
cell population showed a similar pattern to that of CD25 in TCR-TgA mice, but was
less consistent and remained significantly lower in TCR-TgB at almost all time-points
tested. Because co-stimulatory molecules profoundly influence T cell activation and
signaling, we examined CD28, CTLA-4, ICOS and PD-1 expression in CD4+ T cells in
both TCR-Tg mouse lines. No significant differences were observed in CD28"€",
CTLA-4"¢" or PD-1"" CD4" T cell percentages. Naive TCR-TgB mice exhibited three
to four times more ICOS™€"CD4™ T cells compared to naive TCR-TgA mice. However,
during immunization the proportion of ICOS™"CD4" T cells showed a constantly
increasing trend in TCR-TgA mice, especially in the peripheral LNs. In contrast, the
percentage of ICOS™"CD4" cells in TCR-TgB mice decreased to a very low level after
the first thG1 injection and remained at this significantly reduced level atmost time
points tested. Interestingly, a peak of both CD44 in LNs and ICOS in spleen expression
was observed in CD4" T cells in TCR-TgB mice 5 days after the second rhG1 injection,
which may indicate a temporary (short-term) activation of these preactivated CD4" T
cells following the antigen injection.

Tregs play an important role in regulating immune functions by limiting the activation
of T and B cells. Their impaired function or reduced numbers may lead to
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autoimmunity. Therefore, we hypothesized that the reduced arthritis susceptibility in
TCR-TgB mice may be due to a significantly higher level of Tregs that could suppress
autoreactive T cells. We compared the Treg ratios in naive transgenic mice, but no
significant difference was found between TCR-TgA and TCR-TgB mice. Unexpectedly,
in response to immunization, a considerable Treg expansion was observed in TCR-TgA
mice, especially in the peripheral LNs, which was not found in TCR-TgB mice.
Although there was an upregulation of Tregs in the spleens of TCR-TgB mice after the
2nd and 3rd immunizations, significantly more Tregs were found in the spleens of TCR-
TgA mice during the entire experiment.

4. Accelerated in vitro apoptosis in TCR-TgB CD4" T cells

Impaired AICD of arthritogenic T cells is considered to be one of the underlying
mechanisms in the development of arthritis, and we have observed previously
spontaneous arthritis in aging TCR-TgA mice. Therefore, we hypothesized that the
phenotypic differences between the two lines might be attributed to differences in T cell
signaling and apoptosis. Accelerated apoptosis of CD4" T cells in TCR-TgB mice could
explain the phenotype of attenuated arthritis. Therefore, we cultured purified CD4" T
cells with 5/4E8 peptide pretreated irradiated A20 antigenpresenting cells for 3 days in
vitro and measured the antigen stimulation-induced apoptotic T cell death. The
percentage of early apoptotic (annexin V'/7-AAD") T cells was significantly higher in
the cell cultures harvested from TCR-TgB mice during the entire immunization period,
whereas the corresponding CD4" T cell cultures of TCR-TgA mice contained
significantly more viable (non-apoptotic annexin V /7-AAD") T cells.

5. Higher TCR expression and TCR signaling strength in CD4+ T cells in TCR-TgB
compared to TCR-TgA mice

AICD 1is controlled by TCR signal strength together with co-stimulatory signals.
Although the two transgenic lines expressed TCRs specific for the same epitope (same
transgenic construct), they were generated independently. Therefore, it was possible that
the TCR expression on CD4" T cells from the two transgenic lines was different. We
compared the cell surface expression of TCR VB4, CD3 and CD4 in transgenic T cells
using a flow cytometric saturation binding test. Surprisingly, TCR-TgB mice expressed
approximately twice as much TCR VB4 and CD3 as TCR-TgA mice, but the amount of
CD4 was similar in both strains. Thus, the amount of CD4 expression did not correlate
with other components of the TCR complex such as VB4 and CD3. To confirm this
difference, we determined the copy numbers of the TCR-Tg VB4 and Val-1 chains by
gPCR in the genomic DNA isolated from both TCR-Tg lines. Interestingly, there were
seven copies of Val-1 but only three copies of VP4 of the transgene in homozygous
TCR-TgA mice, whereas there were six copies of both TCR chains in homozygous
TCR-TgB animals. Because TCR is always expressed as a heterodimer on the surface of
peripheral T cells, these qPCR results confirmed the results of our flow cytometric
analysis, demonstrating that TCR-TgA mice indeed expressed half as much TCR as
TCR-TgB mice. The higher TCR expression, associated with the delayed onset and
decreased severity of arthritis, prompted us to determine if AICD of CD4" T cells
increased in TCR-TgB mice. More specifically, we asked whether the significantly
higher expression of TCR and CD3 in TCR-TgB mice correlated with the
phosphorylation levels of ZAP-70, ERK1/2 and p38, three key parameters of T cell
signal strength. To this end, purified CD4" T cells were co-cultured with A20 cells in
the presence of the 5/4E8 peptide for 1 h.We found that the TCR signal-elicited
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phosphorylation of ZAP-70 and p38 was significantly higher in TCR-TgB than in TCR-
TgA mice, whereas ERK1/2 phosphorylation was similar.

DISCUSSION
Epitope mapping of mitochondrial inner membrane enzyme-specific autoantibodies-
the role of natural autoantibodies in autoimmunity

As genetically conserved antigens play a special role in both physiological and
pathological autoimmunity, we used mitochondrial inner membrane enzymes as model
antigens for the demostration of nAAbs in the serum samples of helthy blood donors,
autoimmune and hearth transplanted patients by immune serological methods. Low
affinity autoantibodies from IgM isotype (in low concentration) were present in all three
investigated groups. The amount of these antibodies were stabel, and the individual
values did not change in time. Autoantibodies with high serum concentrations from IgM
isotype were significantly more frequent in the patients with autoimmune conditions,
while antibodies with elevated serum concentration from IgG isotype were specific for
heart transplanted patients. We sought that CS is released during post-transplantation
vasculopathy, and this could elicit an adaptive type immune response. The presence of
autoantibodies with IgG isotype could be the result of the targeting type immune
responses against the foreign transplanted graft. In autoimmune patients the target of the
pathological immune reactions is not that antigen, so it was not a coincidence when the
autoantibody profile of autoimmune patients was similar to healthy individuals. The
amount of autoantibodies with IgG isotype fluctuated during the years.

We presume — in accordance with the literature- that the autoantibodies with IgM
isotype are part of the physiological immunity, while autoantibodies with IgG isotype
take part in the pathological immune responses. We continued our investigations with
the epitope mapping of these autoantibodies with the use of CS antigen fragment library
displayed on phage lambda, and a synthetic overlapping decapeptide system. Our results
showed that hCS-specific antibodies are present in the human sera, but we could not
identified privileged regions on the enzyme typical for only one group. The fine epitope
pattern on CS is different under physiological and pathological conditions. Anti-hCS
antibodies with IgM isotype seem to belong to the pool of naturally occurring
antibodies. Sera affinity purified on CS cross reacts with bacterial CS. Despite the fact
that E.coli CS and mammalian CS exhibit long homologies in their primary structure,
the cross-reactive epitopes which we identified by autoantibodies carry altered primary
structures with strong identical motifs in electric charge and hydrophobicity. The
epitope pattern recognized on the bCS showed more differences between the three
groups when compared to the hCS enzyme.

In theory, naturally occurring antibodies “specific” for a given self antigen could fulfill
the function of participating in innate defense mechanisms and at the same time
recognize a target antigen in a systemic autoimmune disease. Similarly to the initiation
of immune response the maintenance of tolerance involves all three compartments of
the immune system. Disturbances in co-operation among innate, natural, and adaptive
immune system components may result in the impairment of both targeting type
immune response and the self tolerance, thus paving the way for development of
immunodeficiencies and pathological autoimmune phenomena.

15



Investigation of pathological autoimmunity in the rhG1-induced arthritis model

Co-operation between autoreactive (Thl and Thl17) CD4+ T cells and antibody-
secreting (and antigen-presenting) B cells is indispensable for the initiation and
progression of systemic autoimmune arthritis. Both PGIA and GIA, similar to RA, are T
cell-dependent B cell-mediated autoimmune diseases. Adoptive transfer experiments
have proved that neither T nor B cells alone were sufficient for the transfer of the
disease, and that only co-injection of both cell types was successful. Therefore, T-B cell
co-operation is definitely required for the development of PGIA and GIA. In this TCR-
Tg study we used the GIA model by immunizing mice with rhGl protein, and
stimulating/activating CD4+ T cells of TCR-Tg mice with their 5/4E8 epitope-specific
synthetic peptide. We observed that thG1 provoked severe arthritis in TCR-TgA mice,
whereas a milder form of the disease with significantly delayed onset developed in
TCRTgB mice, which was comparable to that described in WT BALB/c mice. This was
an unexpected result, because both TCR-TgA and TCR-TgB mice possess the same
5/4E8 (PG)-specific (monoclonal) TCR expressing CD4" T cell repertoire. From the
laboratory parameters analysed, elevated levels of serum anti-G1 antibodies
(IgG1/IgG2a, cross-reactive with the G1 domain of mouse PG) in the TCR-TgA line,
shortly after the second immunization but before the appearance of visible inflammatory
symptoms, suggest that these antibodies may have contributed to the accelerated disease
development. The higher B cell percentage in TCR-TgA mice was consistent with the
higher serum anti-G1 antibody levels. Previous studies have indicated that the
concentrations of antigen-specific antibodies in sera, especially autoantibodies, correlate
well with the severity of the disease in WT BALB/c mice, and that such antibodies can
already be detected long before the appearance of the first inflammatory symptoms.
However, despite the higher B cell numbers at most time-points tested during the
immunization period, the serum antibody levels in TCR-TgA mice never reached the
levels measured in WT BALB/c controls. One possible explanation for the lower
autoantibody concentration in TCR-Tg mice is the highly restricted TCR repertoire,
specific for only one epitope. None the less, the role of B cells in the development of the
disease is unquestionable, even in this epitope-restricted TCR-Tg model. Secretion of
antigen-specific antibodies, however, is only part of B cell function because B cells are
important antigenpresenting cells in PGIA and most probably in GIA as well.
Therefore, specific co-operation between antigen-primed T cells and antigen-specific B
cells appears to be a critical component of arthritis induction. The higher number of B
cells in TCR-TgA mice could present the antigen to T cells more effectively, leading to
accelerated T cell activation. Indeed, the highest expression of the T cell activation
markers during the immunization with thG1 protein was observed on TCR-TgA CD4"
T cells. As mentioned above, the CD4" T cells of TCR-TgA mice, unlike those of TCR-
TgB mice, expressed more activation markers, such as CD25 and CD44. Activation of
CD4" T cells is central for the initiation of both PGIA and GIA, and these T cells in
TCR-TgB mice were not activated as strongly as TCR-TgA T cells by immunization.
Therefore, the lower percentage of activated T cells in TCR-TgB mice could account
for the delayed disease onset and less severe arthritis. An additional difference between
the TCR-Tg lines was that a larger percentage of ICOS™€" CD4" T cells were present in
TCR-TgA mice, especially in the peripheral LNs. ICOS has been shown to be
indispensable in collageninduced arthritis and K/BxN arthritis models, and certain ICOS
polymorphisms are associated with RA. ICOS is expressed prominently by follicular T
helper (Tth) cells in lymphoid organs. Tth cells have been shown to provide critical
support to autoreactive B cells in systemic autoimmunity and in the initiation of arthritis
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in K/BxN mice. Therefore, here, the lower percentage of ICOS™€" CD4" T cells (most
probably Tth) cells could also contribute to the diminished antibody production and the
lower severity of autoimmune arthritis in TCR-TgB mice.
Tregs play a central role in peripheral tolerance and the prevention of autoimmunity, but
the role of natural Tregs is controversial both in human RA and in its corresponding
animal models. In the present study, an attractive explanation could have been that the
higher number of Tregs were responsible for the lower incidence and diminished
severity of GIA in TCR-TgB mice. On the contrary, indicating that Tregs play a
dispensable role in regulating the autoimmune processes in PGIA and GIA. However,
the role of Tregs in autoimmune processes, especially in arthritis, is still not completely
understood, and further studies are needed to improve our understanding of the role of
Tregs in RA.
The most interesting observation in TCR-TgA and TCR-TgB mice was the differential
susceptibility of their CD4" T cells to activation-induced apoptosis. Upon stimulation
with the 5/4E8 peptide, T cells isolated from TCR-TgB mice exhibited higher
sensitivity to apoptosis compared to the CD4" T cells from TCR-TgA mice. Altered T
cell apoptosis has been found to be a critical factor in the development of autoimmune
arthritis, and TCR signaling threshold and co-stimulatory signals have been shown to
regulate AICD. In our case, a saturation-binding test and qPCR analysis proved that
CD4" T cells from TCR-TgB mice expressed twice as much TCR and CD3 molecules
than the T cells from the TCR-TgA line. Variance in the number of expressed TCRs on
the cell surface may significantly influence signal strength through the TCR-initiated
signaling pathway. Indeed, when TCR-TgB CD4" T cells were engaged with the 5/4E8
peptide, significantly higher levels of phosphorylation of the key downstream signaling
molecules (ZAP-70 and p38) were detected than in TCR-TgA T cells. In other words,
the higher the TCR expression, the stronger the signaling response to the 5/4E8 epitope
became. Thus, a ‘too strong’ TCR signal could have led to extensive apoptosis of self-
reactive T cells during immunization with an antigen (rthG1) containing the 5/4E8
epitope. The importance of TCR signal strength has also been underlined in a recent
human study: RA patients showed altered ERK and ZAP-70 phosphorylation levels
upon CD3/CD28 stimulation, implicating a potential human relevance for our results.
Based on these results, we propose that TCR signal strength controls arthritis
susceptibility in the two lines of PG-specific TCR-Tg mice. The differences in the
phosphorylation levels of the downstream effectors in TCR signaling offered a logical
explanation for the differences in arthritis severity. The different TCR levels in the two
transgenic lines resulted in significant alterations of TCR signal strength. A strong PG
(5/4E8 epitope)-specific TCR-initiated signal in TCR-TgA mice led to optimal T cell
activation and, compared to WT, generated a ‘super-arthritic’ phenotype. In contrast, an
extremely ‘strong’” TCR signal, due probably to higher TCR expression, led to in vivo T
cell apoptosis and diminished arthritis in TCR-TgB mice. Thus, the correlation between
TCR signal strength and arthritis severity is not linear: a weaker signal (as seen in the
TCR-TgA mice) appears to be more ‘optimal’ for the activation of self-reactive T cells.
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On the base of our results, it seems that ,,the immunological steady-state” is one
inevitable part of the physiological immune regulation, and one way of its manifestation
is the nAAb network, which reacts for example with genetically conserved
mitochondrial inner membrane enzymes, like CS, and that way helps in the
developement and maintenance of the tolerance against these autoantigens (Figure 2.).
For the better understanding and research of the humoral autoimmunity, the detection of
the regular antigen-specific antibody titers are not enough, and the analysis of the fine
epitope pattern becomes necessary. The immunological steady-state, due to the network
like co-operation of the whole immune system, can change in several ways and result in
pathological autoimmune conditions (Figure 2.) An example is a single change in the
cell function, like the alteration of the activation induced cell death of CD4" T cells in
the animal model of rheumathoid arthritis which caused pathological autoimmunity and
permanent serious tissue destructions. These results reveal the possible necessarity of
the examination of cellular mechanisms besides the usual autoantibody screening test in
the diagnostics of autoimmune diseases. Besides the cellular and humoral mechanisms
of autoimmune processes the role of the genetic and environmental factors are
inevitable. In conclusion, the examination and understanding of autoimmunity and
autoimmune diseases needs a complex approach.
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Figure 2. Changes in the immune regulation are responsible for pathological autoimmunity. Normal
immune regulation guarantees the proper distinction between self nad non-self structures. The incoming
signals are processed by different levels of the immune system. The three levels (innate, natural and
adaptive) are strictly related to each other. That way the effector mechanisms decide to offend the non-
self and tolerate the self antigens. The natural immune system plays an important role in the maintenance
of the tolerance against autoantigens. In case of the disfunction of immune regulation the immune
responses ,,spread ,, against self antigens, and the effector mechanisms of the adaptive and innate immune
systems step in, and the loss of tolerance leads to pathological auoimmunity. Physiological autoimmune

mehanisms are marked with blue, and pathological autoimmunity is marked with pink color.
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SUMMARY OF OUR MOST IMPORTANT NEW RESULT

Epitope mapping of mitochondrial inner membrane enzyme-specific autoantibodies-
the role of natural autoantibodies in autoimmunity

1.

We succesfully demonstrated the presence of mitochondrial inner membrane
enzyme (CS, MDH, PDH) specific autoantibodies in all of the investigated
groups (healthy, autoimmune and hearth transplanted). The subgroups of helthy
individuals did not show differences in the concentration and isotype of these
autoantibodies. In the serum samples of patients with autoimmune diseases the
autoantibodies with IgM isotype were presented in elevated concentration, while
the autoantibodies from IgG isotype with high concentration were specific for
the hearth transplanted patients..

. After in silico prediction of possible B and T cell epitopes, we constructed and

succesfully used synthetic overlapping peptide system for the epitope mapping
of human and bacterial CS enzyme. We could not detect dominant epitopes
specific for only one investigated group. We found differences in the fine pattern
of the epitops..

. We affinty purified CS-specific antibodies from healthy and autoimmune serum

samples with high CS reactivity.with the use of porcine CS. These antibodies
exclusively belonged to the IgM isotype.

We constructed a hCS random peptide fragment library displayed on phage
lambda, and performed further epitope mapping with the CS affinity purified
sera. We could not detect dominant and unique epitopes with this method also.
Affinity purified serum samples did not show cross reactivity with other
mitochondrial inner membrane enzymes, but we could identified three cross
reacting sequences on the bCS enzyme. The three recognized sequences show
only a limited homology with hCS.

Investigation of pathologic autoimmunity in the rhGI-induced arthritis (GIA) model

1.

With the intraperitoneal injection of rhGl we could induce arthritis in T cell
receptor transgenic mouse lines, which CD4" T cells recognize the dominant
epitope on the G1 domain of the proteoglycan molecule. Two founders with
high TCR expression were backcrossed into genetically susceptible BALB/c
strain, and that way the TCR-TgA and TCR-TgB lines were constructed. During
the side-by-side immunizations profound differences between the two lines
appeared. TCR-TgA mice exhibited accelerated and more severe arthritis than
TCR-TgB mice in response to rhG1 immunization. The clinical phenotype and
disease characteristics TCR-TgB were more similar to those found in WT
BALB/c mice.

Serum parameters correlated with the clinical phenotype: TCR-TgA mice
exhibited significantly more antigen-specific antibodies and inflammatory
cytokines when compared to TCR-TgB littermates.

. We found also differences when we characterized the lymphocyte

subpopulations in the two strain. TCR-TgB mice expressed approximately twice
as much TCR as TCRTgA mice. Activated T cells (CD25"%", CD44") were
represented in higher ratio in the lymphoid organs of TCR-TgA mice when
compared to TCR-TgB mice. We got controversial results with the examination
of Treg (Tregs play important role in the regulation of tolerance/autoimmunity)
cells in the two strains: more Tregs were observed in TCR-TgA mice than in
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TCR-TgB mice during the entire immunization period. The elevated proportion
of B cells in the lymphoid organs of TCR-TgA mice probably correlates with the
higher concentration of antibodies and elevated number of activated T cells
(through the more effective antigen presentation).

4. With the use of phospho-flow technique we detected accelerated cell signaling in
TCR-TgB mice. After in vitro antigen stimulation TCR related cell signaling
molecules (ZAP-70, p38) were phosphorilated on higher level in TCR-TgB
mice.

5. The extremely ‘strong’ TCR signal, due probably to higher TCR expression, led
to in vivo T cell apoptosis and diminished arthritis in TCR-TgB mice.
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