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Nederlandse samenvatting

De afgelopen jaren is het inzicht in de biologische rol van zuurstofradicalen
(‘reactive oxygen species’,ROS)dramatisch veranderd. Over hetalgemeen werd
er gedacht dat ROS alleen maar schadelijk waren, maar intussen is duidelijk
geworden dat ROS ook functioneren als belangrijke fysiologische regulatoren
van intracellulaire signaaltransductie routes. ROS spelen een rol in antigeen
presentatie en er is aangetoond dat waterstofperoxide, een belangrijke vorm
van ROS, T cel activatie kan remmen. Ten slotte is aangetoond dat DA ratten
met een verminderde ROS productie gevoeliger waren voor artritis, en dat
ook dit gepaard ging met ene veranderde T cel activatie. De reden voor deze
verminderde ROS productie kwam door een polymorfisme in het Ncf1 gen. Dit
Ncf1 gen codeert voor het eiwit p47°h>, wat een van de belangrijkste eiwitten
is van het NADPH oxidase complex (NOX2). Dit NOX2 complex produceert
de ROS superoxide. Muizen die een functioneel NOX2 eiwit p47r'* exclusief
in hun macrofagen tot expressie konden brengen, waren beschermd tegen
artritis. ROS afkomstig van macrofagen lijken dus een belangrijke rol te spelen
en daarom wilden wij dit onderwerp in dit proefschrift verder bestuderen door
verschillende macrofaag-subsets en het immuunmodulerende potentieel van
ROS geproduceerd door macrofagen te onderzoeken.

Hoofdstuk 1 geeft algemene achtergrondinformatie met betrekking
tot macrofagen. Daarnaast wordt er een overzicht van de verschillende
soorten macrofagen gegeven. Ook wordt de activatie van macrofagen
en de rol van macrofagen tijdens inflammatie besproken. Verder wordt er
achtergrondinformatie over ROS gegeven. Ook wordt het NOX2 complex
beschreven en de gevolgen van mutaties in dit complex. Ten slotte wordt in
dit overzicht dieper ingegaan op de potentieel immuunmodulerende rol van
ROS.

In Hoofdstuk 2 onderzochten we de ROS-producerende capaciteit van
humane macrofagen. De anti-inflammatoire macrofagen (gedifferentieerd met
M-CSF; Mph2) hebben een hoge ROS productie na PMA stimulatie, terwijl
dendritische cellen (gedifferentieerd met GM-CSF en IL-4) hoegenaamd
geen ROS produceren. In een 'mixed lymphocyte reaction’ (MLR) waarin T
cellen daarnaast geactiveerd werden met anti-CD3/anti-CD28, stimuleerden
dendritische cellen de T cel proliferatie, terwijl Mph2 de T cel proliferatie juist
onderdrukten. Deze remming bleek ROS-afhankelijk te zijn, want na toevoeging
van de NOX2-remmer apocynin werd de remming opgeheven. De macrofagen
induceerden regulatoire T cellen (CD4+CD25+FoxP3+) nadat CD4+CD25-
T cellen aan deze cellen waren blootgesteld. Na toevoeging van apocynin
bleek deze inductie ROS-afhankelijk te zijn. Dit konden we bevestigen met
Mph2 afkomstig van patiénten met ‘chronic granulomatous disease’ (CGD) die
een mutatie in NOX2 hebben, waarbij we in afwezigheid van ROS productie
opnieuw verminderde inductie van regulatoire T cellen en meer T cel activatie
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observeerden. Verder bestudeerden we de rol van ROS in vivo door de T cel
activatie te bestuderen in een ratmodel met de ‘delayed-type hypersensitivity’
(DTH)-respons als uitleessysteem. Hieruit bleek dat het primen van naieve Lewis
ratten met Mph2 van DA ratten met een normale ROS-producerende capaciteit
leidde tot een sterkere inductie van regulatoire T cel in vergelijking met het
primen met Mph2 van DA ratten met een lage ROS productie. Bovendien
was de T cel activatie lager met normaal ROS-producerende Mph2 gezien de
verminderde DTH-respons in vergelijking met laag ROS-producerende Mph2.
Deze data tonen aan dat ROS geproduceerd door Mph2 een rol spelen in de
inductie van regulatoire T cellen.

In Hoofdstuk 3 hebben we onderzocht of medicijnen die het immuunsysteem
onderdrukken een negatief effect kunnen hebben op de ROS productie
van macrofagen. Dit zou namelijk een nadelig effect kunnen hebben op
de mogelijkheid om macrofagen als therapie te gebruiken in combinatie
met de huidige therapieén. We vergeleken hierbij de pro-inflammatoire
macrofaag (gedifferentieerd met GM-CSF; Mph1) met de anti-inflammatoire
Mph2. Terwijl Mph2 een hoge ROS productie hebben na PMA stimulatie,
vertoonden Mph1 juist een lage ROS-producerende capaciteit. Verschillende
immuunsuppressiva (cyclosporine, tacrolimus, dexamethason, rapamycine, en
mycofenolaat mofetil) werden aan de Mph1 en Mph2 toegevoegd. Wanneer
de medicijnen werden toegevoegd op dag 6 van kweek, het moment dat de
macrofagen gedifferentieerd zijn, was er geen effect op de ROS-producerende
capaciteit aantoonbaar. Echter, de medicijnen hadden wel een effect op de
ROS productie wanneer toegediend tijdens het differentiéren van monocyt-
naar-macrofaag (gedurende de eerste 6 dagen). De medicijnen cyclosporine,
tacrolimus, dexamethason en mycofenolaat mofetil verhoogden de capaciteit
van Mph2 om ROS te produceren, terwijl rapamycine een remmend effect
had. Hoewel de verschillende medicijnen geen effect hadden op de ROS-
producerende capaciteit van Mph1, die om te beginnen al laag was,
verhoogde dexamethason wel de ROS productie van dendritische cellen. Ook
zorgde dexamethason voor een toename in de expressie van p47¢h op zowel
mRNA als eiwit niveau. Functioneel versterkte dexamethason behandeling van
Mph2 de suppressie van de productie van IFN-gamma en IL-4 door T cellen,
hoewel er geen effect te zien was op de proliferatie van T cellen. Ten slotte
zorgden dexamethason-injecties in vivo voor toename van ROS productie en
tot verhoogde inductie van regulatoire T cellen, met name in de DA ratten met
normaal ROS-producerende capaciteit. Hiermee tonen we een nieuw anti-
inflammatoir mechanisme van dexamethason aan.

In Hoofdstuk 4 onderzochten we de productie van ROS in verschillende Mph?2
subsets en bestudeerden de rol van ROS geproduceerd door Mph2 op T cel
activatie. Monocyten kunnen op diverse manieren gedifferentieerd worden tot
Mph2.Deze Mph2 hebben overeenkomende kenmerken, maar zijn fenotypisch
en functioneel toch verschillend van elkaar. In dit hoofdstuk hebben wij
gekeken naar Mph2 gedifferentieerd met respectievelijk M-CSF (Mph2), IL-4
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(Mph2a) en IL-10 (Mph2c). Mph2 en MphZ2c lijken veel op elkaar: hoge CD14
en CD163 expressie, lage DC-SIGN expressie, lage productie van de pro-
inflammatoire cytokines IL-6 en IL-12p40, terwijl Mph2a het tegenovergestelde
laat zien. Ook functioneel zit er een verschil tussen de drie verschillende
macrofagen: Mph2a is de meest potente T cel activator, terwijl Mph2c de
slechtste is. De ROS-producerende capaciteit van Mph2 is het hoogst, Mph2c
heeft een gemiddelde ROS producerende capaciteit, terwijl Mph2a nauwelijks
in staat zijn om ROS te produceren. Om te onderzoeken of er een omgekeerde
correlatie was tussen de ROS-producerende capaciteit en de T cel stimulatoire
capaciteit, hebben we gebruik gemaakt van de NOX2-remmer DPI. Interessant
genoeg zagen we dat DPI de T cel proliferatie en IFN-gamma productie remde.
Verder onderzoek toonde aan dat het effect van DPI in de MLR niet op het
niveau van de T cel plaats vond, maar juist bij de macrofagen. De interactie
tussen de macrofaag en T cel, bepalend voor de activatie van de T cel, vindt
plaats op verschillende niveaus waaronder MHC moleculen, co-stimulatoire
moleculen en cytokine productie. DPI behandeling van Mph had geen effect
op de expressie van MHC class 2 molecuul HLA-DR en ook geen effect op het
co-stimulatoire molecuul CD86. Er was echter wel een remmend effect op de
productie van de cytokines IL-12p40 en IL-10, maar niet IL-6, wanneer de Mph
gestimuleerd werden met CD40L. DPI onderdrukte ook de IL-12p40 en IL-10
productie van Mph2, Mph2a, en Mph2c na LPS stimulatie. Deze remming van
de cytokine productie door Mph kan bijdragen aan de verminderde capaciteit
om T cellen te activeren. Dus we zien dat ROS een associatie heeft met de
cytokine productie, maar meer experimenten zijn nodig om het volledige
mechanisme te kunnen ontrafelen.

In Hoofdstuk 5 hebben we de consequenties onderzocht van NOX2-
gemedieerde ROS productie in een experimenteel model van
chronische ontsteking in een transplantaat. Hiervoor hebben we een
niertransplantatiemodel gebruikt met als donor Lewis ratten en als
ontvanger DA.Ncf1°4P4 en DA.Ncf15/8 ratten, die alleen verschillen in de
NOX2-producerence capaciteit van hun fagocyten. We waren hierdoor
in staat het effect te onderzoeken van ROS op de inflammatoire respons in
de getransplanteerde nier. Een week na de transplantatie van de nier werd
de contralaterale nier verwijderd, waarna de ratten op dag 30 werden
opgeofferd. We zagen dat 4 weken na transplantatie de creatinine en ureum
waardes verhoogd waren ten opzichte van de normaalwaardes. Ook waren
de albumine waardes in de urine significant verhoogd. Dit bevestigde dat
we naar een model keken met een chronisch nierfunctie verlies. Schade in de
getransplanteerde nier werd inderdaad bevestigd door op weefsel niveau een
verhoogde mate van aankleuring van de schademarker KIM-1 aan te tonen.
Daarnaast werd het weefsel gekarakteriseerd door een zeer sterke influx van
ontstekingscellen, aangetoond met de leukocytenmarker CD45. Voor al deze
parameters was er geen verschil aantoonbaar tussen de ontvanger stammen
met een verschillende ROS producerende capaciteit.

Om een beter inzicht te krijgen hebben we ook gekeken naar verschillende
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typen infiltrerende cellen. Verschillende subsets van myeloide cellen waren
aantoonbaar (aangetoond met antilichamen tegen OX42, ED1, ED2),
maar de hoeveelheid aankleuring was niet verschillend. Er was ook geen
significant verschil in de hoeveelheid regulatoire T cellen (aangetoond met
een antilichaam tegen FoxP3). Wel was er een significant verschil in de T cel
aankleuring (R73), waarbij er minder T cellen aanwezig waren in de DA.Ncf18£3
ratten in vergelijking met DA.Ncf1P4P4 ratten. Deze data suggereren een
onderdrukkend effect van ROS op T cel infiltratie, terwijl er geen effect op de
andere immuuncellen in het transplantaat werd gezien.

Tenslotte wordt in Hoofdstuk 6 een overzicht gegeven van de studies
beschreven in dit proefschrift waarin we verschillende facetten hebben
bestudeerd hoe ROS een rol zouden kunnen spelen in de regulatie van
een immuunrespons. Daarnaast bespreken we aanvullende gegevens over
potentiele moleculaire mechanismen waarmee ROS zowel op eiwit- als op gen
niveau hun effecten zouden kunnen bewerkstelligen. We hebben duidelijk
aangetoond dat ROS-producerende Mph2 in staat zijn regulatoire T cellen te
induceren, en identificeerden een ROS-gemedieerd effect op T cel infiltratie
in een niertransplantatiemodel. Naast het feit dat ROS als boodschapper
tussen antigeen presenterende celen en T cellen kan fungeren, toonden we
ook duidelijk aan dat ROS een belangrijke plaats hebben in de functionele
capaciteitenvan verschillende Mph subsets. Naast de bestaande gegevens over
de belangrijke plaats van ROS in oxidatieve stress en andere pro-inflammatoire
processen, hebben de huidige studies nieuwe inzichten opgeleverd over de
‘andere kant’ van ROS en de betrokkenheid bijimmuunregulerende processen.
Het verder ontrafelen van deze complexe, en soms tegenstrijdige processen,
zal een uitdaging zijn voor de komende periode.
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