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Samenvatting 

Inductie van immuun tolerantie in inflammatoire darmziekten en tegen 

adeno-geassocieerde virussen (AAV) 

Dit proefschrift bestaat uit twee delen. Deel I is gericht op de ontwikkeling van 

nieuwe strategieën voor het behandelen van inflammatoire darmziekten (IBD). 

In een experimenteel IBD model, werd een immuun tolerantie bereikt door 

gebruik te maken van in vitro gegenereerde regulatoire T cellen.  Ook werd, met 

behulp van een AAV vector, een methode ontwikkeld om regulatoire T cellen in 

vivo te induceren. Deze inductie van regulatoire T cellen ging gepaard met het 

onderdrukken van ontsteking in een experimenteel IBD model.  

Het is mogelijk dat een immuunreactie ontstaat tegen de AAV capside, of tegen 

het AAV transgen.  Dergelijke reacties zouden succesvolle gentherapeutische 

toepassingen in de weg staan. Het onderzoek beschreven in Deel II van dit 

proefschrift is gericht op tolerantie inductie voor deze factoren om behandeling 

met de AAV vector als onderdeel van een gentherapie strategie, efficiënter te 

maken. 

Deel I 

Inflammatoire darmziekten zijn aandoeningen die gepaard gaan met chronische 

ontstekingen in het maagdarmkanaal en waarvoor geen curatieve behandelingen 

beschikbaar zijn. Behandelstrategieën,  die gebruik maken van cel-, of 

gentherapie, zijn in recent onderzoek succesvol gebleken in het onderdrukken 

van ontsteking en zodoende hoopgevend voor de behandeling van IBD. In dit 

verband is de regulatoire T cel (Treg) een veelbelovende celpopulatie. Treg cellen 

zijn in staat om immuun reacties te doen afnemen en aldus balans in het 

maagdarmkanaal te doen terugkeren. Een probleem is dat de beschikbaarheid 

van natuurlijke Treg (nTreg) cellen erg beperkt is. Ook is het fenotype profiel 

niet stabiel genoeg voor ontwikkelingen ex vivo. Voorts laat de Treg cel zich niet 

makkelijk vermenigvuldigen in vitro.  Daarom biedt het in vitro genereren van 

regulatoire T cel vanuit naïeve T cellen een goed alternatief voor de toekomst om 

deze obstakels te overwinnen. Op het moment zijn diverse strategieën 

beschikbaar om Treg te induceren in vitro. Echter, ieder van deze strategieën kent 
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zijn beperkingen en het is tot op heden nog niet gelukt om in vitro 

geïnduceerde Treg cellen te gebruiken in de kliniek. Het doel van deel I van 

dit proefschrift was zodoende om een nieuwe methode te ontwikkelen om 

Treg cellen in vitro te kunnen produceren. Hoofdstuk 2 beschrijft een activatie 

protocol, waarmee op een eenvoudige wijze, Treg cellen worden gegenereerd 

vanuit naïeve T cellen in vitro. Deze Treg (TregPMA) cellen, remmen de 

proliferatie van geactiveerde leukocyten in een zogenaamde mixed leukocyte 

reaction (MLR), op een dosis afhankelijk wijze. In Hoofdstuk 3 wordt 

aangetoond dat dit protocol ook werkzaam is voor naïeve muis T cellen en dat 

de gegenereerde TregPMA cellen functioneel zijn in vivo, in een experimenteel 

IBD model. In Hoofdstuk 4 wordt gebruik gemaakt van een strategie om 

Treg cellen te induceren in vivo. Met behulp van een AAV vector wordt een 

eiwit in een experimenteel IBD model tot expressie gebracht, te weten een 

Treg epitoop (167). Met behulp van deze AAV vector kon de ontsteking in de 

darm worden verminderd. Bovendien ging dit gepaard met een toename van 

het aantal Treg cellen in de behandelde groep muizen.  

Deel II 

Een belangrijk obstakel voor gentherapie met behulp van op AAV gebaseerde 

virale vectoren, is een humorale immuun reactie tegen de AAV capside. 

Neutraliserende antilichamen (NAB), die ontstaan als reactie op blootstelling 

aan “wild type” AAV of na behandeling met een recombinant AAV vector, 

voorkomen herhaalde blootstelling aan de AAV en maken zodoende een 

volgende gentherapie behandeling minder efficiënt. Hoofdstuk 6 beschrijft 

een methode waarbij het alternerend toedienen van AAV serotype 1 en 

serotype 5, zogenaamde readministratie, wel mogelijk maakt. Daarnaast 

beschrijft Hoofdstuk 7 diverse immuun suppressie strategieën, die de 

humorale immuunreactie tegen de primaire AAV vector doen afnemen. Een 

bijkomende zorg voor gentherapie met behulp van op AAV gebaseerde virale 

vectoren is de mogelijkheid dat een immuunreactie tegen het transgen product 

ontstaat, hetgeen zou kunnen leiden tot verlies van therapeutisch potentieel 

van het gentherapie product. Hoofdstuk 8 beschrijft een methode, die 

gebruik maakt van mir-142-3p expressie om immuunreacties tegen het 

transgeen product te voorkomen. 
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 Streszczenie 

Adresowanie problemów tolerancji immunologicznej w nieswoistym 

zapaleniu jelit oraz transferze genów przy pomocy wirusów 

towarzyszących adenowirusom (AAV) 

Obecna praca doktorska składa się z dwóch części, które dotyczą problemów 

tolerancji immunologicznej w nieswoistym zapaleniu jelit oraz transferze genów 

przy pomocy wirusów towarzyszących adenowirusom. Badania opisane            

w Części I dotyczą rozwoju strategi leczenia nieswoistego zapalenia jelit. 

Osiągneliśmy indukcję tolerancji immunologicznej w mysim modelu 

nieswoistego zapalenia jelit przy użyciu limfocytów T regulatorowych (Treg) 

uzyskanych poprzez specyficzną aktywację limfocytów T naiwnych in vitro. 

Ponadto, wykazaliśmy również, iż limfocyty Treg są indukowane in vivo poprzez 

AAV dostarczające specyficzny gen i przywracają jelitową tolerancję 

immunologiczną. W odniesieniu do stosowania wektorów AAV, w Części II 

niniejszej pracy opisane są badania, które mają na celu zaadresowanie 

problemów dotyczących indukcji tolerancji immunologicznej wobec kapsydów 

wektorów AAV oraz transgenów dostarczonych za pomocą wektorów AAV. 

Zarys Części I 

Rozwój nowych strategii leczenia chorób nieswoistego zapalenia jelit, które są 

uważane za grupę chorób autoimmunologicznych, ma duże znaczenie, gdyż 

obecnie nie ma dla tych chorób skutecznej terapii. Terapia komórkowa oraz 

terapia genowa były ostatnio wykorzystywana do badań, których celem była 

inhibicja stanu zapalnego przewodu pokarmowego. Treg mają zdolność 

tłumienia odpowiedzi immunologicznej oraz utrzymania centralnej równowagi 

immunologicznej. Dzięki temu, limfocyty Treg, mogą zapobiegać  powstawaniu 

stanów zapalnych poprzez indukcję tolerancji immunologicznej. Głównym 

ograniczeniem dla terapeutycznego użytkowania naturalnych limfocytów Treg 

(nTreg) jest ich mała dostępność oraz niestabilny fenotyp podczas ich ekspansji 

ex vivo. Dlatego też zastosowanie indukowanych limfocytów Treg (iTreg) jest 

dobrą alternatywą. Obecnie, istnieje kilka technik służących do wytwarzania 

limfocytów iTreg, jednakże każda z tych technik ma pewne ograniczenia.         

W związku z tym, wprowadzenie nowych, ulepszonych technik do wytwarzania 
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limfocytów iTreg, jest bardzo interesujące. Celem eksperymentów opisanych     

w Rozdziale 2 było stworzenie nowego, prostego sposobu wytwarzania in vitro 

funkcjonalnych i stabilnych limfocytów iTreg z ludzkich CD4+CD25- komórek. 

Wygenerowane limfocyty iTreg (TregPMA) okazały się być funkcjonalne in vitro 

w mieszanej hodowli limfocytów (MLR), gdyż tłumiły proliferację komórek 

biorcy w sposób zależny od dawki. Protokół generacji limfocytów TregPMA in 

vitro został również zastosowany z użyciem komórek mysich. Jest to opisane w 

Rozdziale 3. Funkcjonalność wygenerowanych limfocytów iTreg została 

zobrazowana poprzez złagodzenie zapalenia jelita w mysim modelu 

nieswoistego zapalenia jelita.  

Pośród niedawno podejmowanych badań naukowych, które mają na celu 

wygenerowanie limfocytów iTreg są badania, które użytkują terapię genową i 

komórkową. W Rozdziale 4, zbadana została metoda indukcji limfocytów Treg 

in vivo poprzez wprowadzenie do komórek pewnego genu. Dostarczenie 

regulatorowego epitopu 167 limfocytów T (Tregitope 167) za pomocą wektora 

AAV, wykazało indukcję limfocytów Treg in vivo i złagodzenie 

eksperymentalnego zapalenia jelita. To badanie wykazało, że dostarczenie 

przeciwzapalnego Tregitope za pomocą wektora AAV powoduje indukcje 

tolerancji immunologicznej przez limfocyty Treg, co w konsekwencji może być 

użyte do leczenia chorób o podłożu autoimmunologicznym i zapalnym.  

Zarys Części II 

Główną przeszkodą w dostarczaniu genów za pomocą wektora AAV jest 

humoralna odpowiedź immunologiczna skierowana przeciw białkom kapsydu 

AAV, która pojawia się po pierwszej infekcji wektorem AAV. Przeciwciała 

neutralizujące skierowane przeciw kapsydom AAV blokują ponowną 

transdukcję tym samym serotypem AAV. W Rozdziale 6  zademonstrowaliśmy 

na mysim modelu, iż można skutecznie dostarczyć gen z użyciem wektora AAV 

serotypu 5 a następnie ponownie dostarczyć inny gen z użyciem wektora AAV 

serotypu 1, gdyż przeciwciała neutralizujące skierowane przeciw białkom 

kasydów wektora AAV serotypu 5 nie hamują transdukcji za pomocą wektora 

AAV serotypu 1. W Rozdziale 7 zbadaliśmy zdolność różnych kombinacji 

środków immunosupresyjnych do obniżenia poziomu krążących we krwi 
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przeciwciał neutralizujących przeciwko kapsydom wektorów AAV, które 

pojawiają się po pierwszym podaniu wektora AAV. Celem tego badania było 

określenie strategii leczenia immunosupresyjnego oraz ram czasowych,             

w których obniżenie poziomu przeciwciał neutralizujących przeciwko 

kapsydowi wektora AAV umożliwi ponowne podanie wektora AAV.     

Innym problemem w terapii genowej przy zastosowaniu wektorów AAV jest 

możliwość odpowiedzi immunologicznej skierowanej  przeciw produktom 

transgenów. Ta reakcja immunologiczna może doprowadzić do utraty ekspresji 

terapeutycznego transgenu. Dlatego też, istnieje zapotrzebowanie na określenie 

metod, które doprowadzą do indukcji tolerancji immunologicznej wobec białka 

transgenu. W Rozdziale 8, opisaliśmy możliwość zastosowania sekwencji 

targetowych mir-142-3p w celu uniknięcia reakcji immunologicznej przeciw 

produktowi transgenu, po domięśniowych dostarczeniu wektora AAV.   
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List of  abbreviations 

AAV   Adeno-associated viruses 

Ab   Antibody 

APC    Antigen presenting cell 

ATP    Adenosine-5'-triphosphate 

QA/QC   Quality assurance/ Quality control 

CCMO   Centrale Commissie Mensgebonden Onderzoek 

CD    Crohn’s disease 

cDNA   Coding deoxyribonucleic acid 

CMV    Cytomegalovirus 

CRP    C reactive protein 

CTLA-4   Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 

DAI    Disease activity index 

DC    Dendritic cell 

DMEM  Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DNA    Deoxyribonucleic acid 

EAE    Experimental autoimmune encephalomyelitis 

ELISA   Enzyme-linked immunosorbent assay 

Fab    Fragment, antigen binding region 

Fc   Fragment, crystallizable region 

FBS    Fetal bovine serum 

Foxp3   Forkhead Box-P3 

Gc   Genome copy 

GI   Gastro-intestinal 

GFP    Green fluorescent protein 

GITR    Glucocorticoid-induced TNFR-related protein 
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GMP    Good Manufacturing Practices 

HE    Haematoxylin and eosin 

HEK293T   Human Embryonic Kidney 293 cells transformed by DNA from  

                                  human adenovirus type 5 

IBD    Inflammatory bowel disease(s) 

ICOS    Inducible co-stimulator 

Ig    Immunoglobulin 

IL    Interleukin 

IS    Immuno-suppression 

iTreg    Induced regulatory T cell 

IVIG    Intravenous immunoglobulin 

Max    Maximum 

MHC   Major Histocompatibility complex 

Min    Minimum 

miRNA   Micro RNA 

MLR    Mixed lymphocyte reaction 

MSC    Mesenchymal stromal cells 

NAB   Neutralizing antibodies 

NOD/SCID  Non-obese diabetic/severe combined immunodeficiency 

nTreg   naturally occurring regulatory T (cells) 

OVA   Ovalbumin 

PBMC   Peripheral blood mononuclear cell 

PCR   Polymerase Chain Reaction 

PMA   Phorbol-12-myristate-13-acetate 

qPCR   Quantitative Polymerase Chain Reaction 

rAAV   Recombinant adeno-associated viruses 
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R&D   Research and Development 

RLU   Relative luminescence unit 

RNA   Ribonucleic acid 

SD   Standard deviation 

SEM   Standard error of the mean 

TCR   T cell receptors 

T1D   Type 1 diabetes 

TNBS   Trinitrobenzene sulfonate 

TNF   Tumor Necrosis Factor 

Teff   Effector T (cells) 

Treg   Regulatory T (cells) 

Tregitope  Regulatory T cell epitope 

TregPMA  iTreg cells induced by PMA/ionomycin/antiCD3/IL-2 

UC   Ulcerative colitis 

WPRE   Woodchuck hepatitis virus post-transcriptional enhancer 

Wk   Week 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


