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Addendum

Nederlandse samenvatting

Afweerreacties in allergisch astma

Het afweersysteem, ook wel het immuunsysteem genoemd, heeft als doel
mensen te beschermen tegen schadelijke indringers zoals bacterién, virussen
en wormen. Het afweersysteem kan worden onderverdeeld in een aspecifiek
(aangeboren) en adaptief (verworven) deel. Het aspecifiek afweersysteem
bestaat uit een eerstelijnsafweer van huid en slijmvliezen die een mechanische
barriere vormen om het binnendringen van ziekteverwekkers tegen te gaan.
Mocht een ziekteverwekker toch het lichaam binnendringen, dan stuit deze
op een tweedelijnsafweer die bestaat uit witte bloedcellen. Deze afweercellen
kunnen ziekteverwekkers opnemen en verteren. Hierna worden de kleine
stukjes (antigeen) van de indringer gepresenteerd aan witte bloedcellen van het
adaptieve immuunsysteem, zoals T cellen en B cellen. Het type afweerreactie
dat geactiveerd wordt, hangt af van de binnendringende ziekteverwekker.
Zo ontwikkelen T cellen zich tot T helper (Th) 1 cellen tijdens virale infecties
en worden juist Th2 cellen gevormd tijdens worminfecties. De belangrijkste
functie van B cellen in het afweersysteem is de productie van antistoffen, ook
wel immuunglobulinen genoemd. Deze antistoffen herkennen heel specifiek een
bepaald antigeen afkomstig van een ziekteverwekker en zullen vervolgens na
binding aan het antigeen een reactie starten die uiteindelijk leidt tot de opruiming
van deze ziekteverwekker. Aangezien dit soort afweerreacties ontstekingen
bevorderen, kan het ook schade aanrichten aan de omliggende weefsels. Een
goed functionerend afweersysteem zal er naar streven om de schade aan het
lichaam zelf, als gevolg van heftige afweerreacties, in zekere mate af te remmen.
Deze tak van het afweersysteem wordt het ‘regulatoire afweersysteem’ genoemd
en bestaat uit verschillende regulatoire witte bloedcellen die signaalstoffen
uitscheiden en zorgen voor tolerantie.

Als de verschillende componenten van het afweersysteem uit balans zijn,
worden afweerreacties tegen een onschuldig antigeen of een antigeen afkomstig
van het eigen lichaam niet afgeremd en kunnen ontstekingsziekten ontstaan
zoals allergieén en auto-immuunziekten. Allergie is een complexe ziekte die
wordt veroorzaakt door een combinatie van erfelijke aanleg die iemand heeft
om allergie te ontwikkelen en omgevingsfactoren. Voorbeelden van allergische
ziekten zijn eczeem, hooikoorts en astma. In dit proefschrift richten we ons op
allergisch astma. Allergisch astma is een chronische longaandoening die ontstaat
doordat het afweersysteem een hevige Th2-specifieke reactie ontketent tegen
ingeademde onschuldige stoffen zoals huisstofmijtdeeltjes, kattenhuidschilfers
of boom- en graspollen, terwijl gezonde mensen daar niet of nauwelijks op
reageren. Deze onschuldige stoffen worden allergenen genoemd. Tijdens een
Th2 afweerreactie komen mediatoren, zoals histamine vrij die zorgen dat de
gladde spiercellen van de luchtwegen samentrekken en de bloedvaten zich
verwijden. Verder zorgt een verhoogde slijmproductie en activatie van andere
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ontstekingscellen voor irritatie van het weefsel en vernauwing van de luchtwegen.
Als gevolg treedt er weefselschade op waardoor de luchtwegwand stugger wordt
en de spierlaag verdikt. Dit leidt uiteindelijk tot symptomen zoals benauwdheid,
kortademigheid, hoesten en piepende ademhaling in astmapatiénten. Tot op
heden is astma niet te genezen, wel te onderdrukken met luchtwegverwijdende
en ontstekingsremmende medicatie.

Parasitaire wormen beschermen tegen allergie

In de afgelopen decennia, vooral vanaf begin jaren ’70, zijn allergisch ziekten bij
kinderen sterk toegenomen in de geindustrialiseerde landen. Deze bevinding kon
niet verklaard worden vanuit een verandering in erfelijke aanleg, maar leidden tot
de zogenaamde ‘hygiénehypothese’ die een verband trok tussen het elimineren
van infecties en infectiebronnen door veranderingen in levensstijl en een
verbeterde hygiéne, en de forse toename van allergieén in de geindustrialiseerde
landen. Epidemiologisch onderzoek toonde aan dat in ontwikkelingsgebieden,
waar veel chronisch worminfecties voorkomen, allergisch aandoeningen veel
zeldzamer waren en de prevalentie in de afgelopen decennia nauwelijks gestegen
was. Behandeling gericht op de verwijdering van deze worminfecties resulteerde
juist in een toename van prevalentie van allergieén. Verder bleek dat allergie
en astma ook minder voorkwam bij kinderen die tijdens hun jeugd opgegroeid
waren in een omgeving die rijk was aan micro-organismen, zoals bacterién en
schimmels. Voorbeelden zijn kinderen die opgroeiden op een boerderij, met
meerdere broers en zussen, of die regelmatig in een kinderdagverblijf verbleven.
Dit leidde tot de veronderstelling dat juist de micro-organismen waarmee wij
tezamen zijn geévolueerd zoals huid- en darmbacterién enindringers die chronisch
in het lichaam verblijven zoals parasitaire wormen, invioed hebben op een
evenwichtige uitrijping van ons afweersysteem. Door de eliminatie of veranderde
samenstelling van deze micro-organismen in onze omgeving wordt verondersteld
dat het regulatoire afweersysteem minder hard hoeft te werken waardoor de
balans doorslaat naar een ontstekingsbevorderende afweersysteem. Als gevolg
hiervan kunnen overdreven ontstekingsreacties ontstaan tegen onschuldige
stoffen. Uit verschillende onderzoeken is inderdaad gebleken dat bepaalde witte
bloedcellen van het regulatoire afweersysteem, waaronder de regulatoire T (Treg)
cellen, verminderd zijn in aantallen in mensen met allergisch aandoeningen en
auto-immuunziekten.

Regulatoire netwerk tijdens worminfecties

Uit verscheidene muismodellen en humaan onderzoek is aangetoond dat een
langdurigeinfectie met parasitaire wormen, zoals metde platwormvan hetgeslacht
Schistosoma, leidt tot een versterking van het regulatoire immuunsysteem. Men
veronderstelt dat deze opgewekte onderdrukking van het afweersysteem gunstig
is voor de worm omdat het de wormen beschermt tegen uitroeiing, maar ook
gunstig voor de geinfecteerde gastheer omdat die dan beschermd wordt tegen al
te heftige ontstekingsreacties met mogelijk orgaanschade als gevolg. Als bijeffect
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zou naast de worm-specifieke afweer, ook tegelijkertijd reacties tegen andere
moleculen, zoals allergenen, kunnen worden onderdrukt. Een belangrijke en
centrale speler in het door wormen opgewekte regulatoire afweersysteem bleek
het ontstekingsremmende signaalmolecuul interleukine-10 (IL-10) te zijn dat
onder anderen geproduceerd wordt door T cellen. Tevens werden tijdens infectie
meer Treg cellen aangemaakt die met behulp van signaalstoffen, maar ook via
directe interactie met andere afweercellen, de sterkte van een opkomende
immuunrespons verder konden matigen.

Muismodellen van auto-immuunziekten toonden aan dat naast T of Treg
cellen, ook B cellen een belangrijke bron van IL-10 konden zijn. B cellen staan
eigenlijk meer bekend om hun versterkende functie binnen afweerreacties, maar
onderzoek heeft aangetoond dat B cellen wel degelijk ook een regulerende en
onderdrukkende functie kunnen hebben. Zij doen dit door de productie van
veel IL-10 en deze cellen worden dan ook regulatoire B (Breg) cellen genoemd.
Al snel werd duidelijk dat Breg cellen naast de productie van IL-10 ook op
andere manieren deze rol kon uitoefenen, bijvoorbeeld door de productie van
ontstekingsremmende signaalmolecuul TGF-B en/of het remmen van celdeling
en signaalstofproductie van Th cellen. Verder kunnen Breg cellen het regulatoire
netwerk versterken door het opwekken van meer Treg cellen. In muizen zijn
verscheidene Breg celpopulaties aangetoond die gekenmerkt worden door
hoge expressie van moleculen op het oppervlakte zoals CD1d, CD5 en/of CD23
en die zich voornamelijk in de milt, buikholte en in de lymfeklieren bevinden.
Onlangs zijn er in het bloed van mensen ook verschillende IL-10 producerende
Breg celpopulaties geconstateerd. Tevens is aangetoond dat bepaalde Breg
celpopulaties in patiénten met auto-immune ziekten verminderd zijn in aantallen
en/of activiteit in vergelijking met Breg cellen van gezonde mensen. In analogie
met hun rol in bescherming tegen auto-immuniteit, is er wellicht ook een functie
voor Breg cellen weggelegd in de bescherming tegen allergische astma tijdens
chronische worminfecties.

Onderzoek beschreven in dit proefschrift

Het doel van het onderzoek beschreven in dit proefschrift is om beter inzicht
te krijgen hoe chronische worminfecties bescherming kunnen bieden tegen
allergisch astma en wat de rol van regulatoire B cellen hierin is. In Hoofdstuk 2
hebben wij gebruik gemaakt van een gecombineerd muizenmodel voor astma
en de parasitaire worm Schistosoma (S.) mansoni. Experimenten toonden aan
dat ook in de longen van muizen een verminderde allergische ontstekingsreactie
plaats vond tijdens een chronische worminfectie. Met behulp van muizen die
geen IL-10 producerende B cellen konden aanmaken, bleek dat de aanwezigheid
van IL-10 producerende B cellen essentieel was voor bescherming tegen allergie
tijdens infectie. Wanneer B cellen van worm-geinfecteerde dieren afkomstig van
de milt of de longen werden overgebracht naar allergische ontvangstmuizen,
resulteerde dit in bescherming tegen allergisch astma. Vervolgens werd het
mechanisme waarmee deze B cellen bescherming boden onderzocht. B cellen uit
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de milt beschermden tegen allergisch astma via IL-10 productie en de aanmaak
van Treg cellen in de longen. Daarentegen, experimenten met beschermende B
cellen uit de longen toonden aan dat ze ontsteking onderdrukten onafhankelijk
van IL-10 of Treg cellen. Verder onderzoek liet zien dat de verantwoordelijke
Breg celpopulatie in de milt gekenmerkt werd door de expressie van moleculen
CD21*CD23CD1d*, dat sterk overeenkomt met de marginale zone B celpopulatie.
Om een beter beeld te krijgen of Schistosoma infecties in mensen ook Breg cellen
aanmaken, hebben we een veldstudie uitgevoerd in Gabon (centraal Afrika), waar
S. haematobium infecties endemisch voorkomt. In het bloed van schoolkinderen
met worminfecties werden verhoogde aantallen IL-10 producerende B cellen
met een hoge CD1d expressie gevonden in vergelijking met niet-geinfecteerde
kinderen. Na een behandeling tegen worminfecties daalden het aantal IL-10
producerende B cellen weer naar aantallen die ook in niet-geinfecteerde kinderen
waren aangetoond. Hiermee hebben we een directe relatie tussen Schistosoma
en Breg celaanmaak aangetoond zowel in de muis als in de mens.

In Hoofdstuk 3 hebben wij de beschermende functie van de B cellen uit
de longen verder onderzocht. De B cellen uit de longen bleken geen kenmerken
of functies te delen die tot nu toe aan Breg cellen waren toegekend. In celkweken
met T cellen bleek dat B cellen uit geinfecteerde dieren een verminderde capaciteit
hadden om T celdeling en Th2 cellen aan te maken in vergelijking met B cellen
uit allergische controle dieren. Dit suggereert dat B cellen via dit mechanisme
zou kunnen bijdragen aan de bescherming tegen allergisch ontsteking tijdens
een worminfectie. Het is nog onduidelijk via welk mechanisme de B cellen uit de
longen dit bewerkstelligen en hiervoor is nog verder onderzoek nodig.

Met oog op een eventuele therapeutische toepassing van Breg cellen
in de bescherming of genezing van allergische aandoeningen, is het belangrijk
om te identificeren onder invioed van welke prikkels de Breg cellen worden
geactiveerd of aangemaakt. Wormmoleculen of andere moleculaire structuren
van micro-organismen kunnen herkend worden door receptoren, waarvan de
“Toll-like” receptoren (TLR) een van de meest bekende receptoren zijn. Naast
de ontstekingsreactie die opgewekt wordt na TLR herkenning, wordt de laatste
jaren ook onderzoek gedaan naar de ontstekingsremmende reacties van TLR. Uit
onderzoek blijkt dat activatie van B cellen via bepaalde TLR receptoren leidt tot het
aanmaken of activeren van Breg cellen. Daarom hebben wijin Hoofdstuk 4 in detail
beschreven hoe B cellen afkomstig van mens of muis in reactie op verschillende
TLR receptoren geanalyseerd en gevalideerd kunnen worden in kweekmodellen.
Het is belangrijk om verschillende kweekmodellen te gebruiken om te bepalen of
de gestimuleerde B cellen wel ontstekingsremmende signaalstoffen maken en of
de cellen zich wel gedragen als functionele Breg cellen.

Met behulp van de informatie uit de voorgaande hoofdstukken wilden
we bestuderen of het verhoogde aantal IL-10 producerende B cellen in mensen
met S. haematobium infecties ook een functionele invloed had op T cellen
(Hoofdstuk 5). In Gabon werd het bloed van jonge volwassenen met en zonder
infectie onderzocht op de aanwezigheid van Breg cellen. Ook in deze studie
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bleken geinfecteerde personen meer B cellen te hebben die IL-10, maar ook
TGF-B tot expressie brachten in vergelijking met B cellen van niet-geinfecteerde
personen. De celpopulatie CD1d* B cellen bleek verantwoordelijk te zijn voor
meer IL-10 expressie, terwijl een andere celpopulatie, de CD24**CD27* B cellen,
meer TGF-B op hun opperviakte lieten zien tijdens infectie. Vervolgens hebben
we onderzocht wat het effect was van deze verschillende Breg celpopulaties
op de functie van T cellen. B cellen van geinfecteerde donoren remden het
uitscheiden van signaalstoffen door T cellen in vergelijking met B cellen van niet-
geinfecteerde donoren. Bovendien bleken de B cellen meer Treg cellen en IL-10
producerende T cellen te kunnen opwekken. Wanneer wij de CD1d** populatie
uit de totale B cel pool verwijderden, werd het percentage IL-10 producerende T
cellen weer vergelijkbaar met die van mensen zonder infectie terwijl nog steeds
verhoogde aantallen Treg cellen werden opgewekt. Dit betekent dat CD1d** Breg
cellen belangrijk zijn voor het versterken van het regulatoire afweersysteem door
het vermeerderen van het aantal IL-10 producerende T cellen, terwijl een andere,
nog onbekende Breg celpopulatie meer Treg cellen weet op te wekken.

Ten slotte is bestudeerd of de frequentie van regulatoire B cellen en
de aanmaak van IL-10 afwijkt in patiénten met allergisch astma in vergelijking
met gezonde individuen (Hoofdstuk 6). Wij vonden dat juist de CD24**CD27* B
cellen verminderd waren in aantal en in hun capaciteit om IL-10 te maken na
blootstelling aan TLR-4 ligand LPS. Vervolgens bleek de vermindering in IL-10
producerende B cellen te leiden tot een functioneel defect in geheugen T cellen
in de aanwezigheid van huisstofmijt allergenen: de T cellen maakten namelijk
minder IL-10. Deze data impliceren dat een verminderde productie van IL-10 door
B cellen, vooral de CD24**CD27* populatie, kan leiden tot een verzwakte IL-10
productie in T cellen. Een verzwakte Breg celfunctie zou daardoor een mogelijk
bijdrage kunnen leveren aan een verzwakte onderdrukking van overdreven
allergische reacties zoals die in allergisch astma patiénten gevonden worden.

Conclusie

Het onderzoek beschreven in dit proefschrift heeft geleid tot een beter begrip hoe
wormen het afweersysteem beinvloeden en hoe zij via een verhoogde aanmaak
van Breg cellen bescherming kunnen bieden tegen de ontwikkeling van astma in
muizen. Momenteel bestaat er nog geen afdoende therapie voor allergisch astma.
Wel is duidelijk dat verschillende witte bloedcellen die deel uitmaken van het
ontstekingsremmende deel van het afweersysteem, waaronder de Breg cellen,
verminderd voorkomen en hun functie verzwakt is in patiénten met allergische
astma. Een nieuwe therapeutische strategie gericht op het versterken van het
regulatoire deel van het afweersysteem via Breg cellen zou hoopgevend kunnen
zijn om allergieén en astma te genezen of te voorkomen (Hoofdstuk 7). Daarom
is het belangrijk om verder onderzoek te verrichten naar moleculen van wormen
of signaaltransductieroutes die specifiek Breg cellen kunnen vermeerderen
of activeren om zo een centrale plaats te kunnen innemen in een toekomstige
therapie voor allergisch astma.
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