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Osteoartrose (OA) is een heterogene aandoening die alle gewrichten van het
lichaam kan treffen, maar het komt vooral voor in heup-, knie- en handgewrichten.
Lang dacht men dat OA enkel een ziekte was die veroorzaakt wordt door
slijtage, maar tegenwoordig wordt het gezien als een complexere ziekte waarbij
ontstekingsfactoren en alle gewrichtscompartimenten, zoals kraakbeen, bot en
het gewrichtsvlies (synovium) een rol spelen [1, 2]. Overgewicht is een belangrijke
factor die geassocieerd is met de ontwikkeling en progressie van OA. Oorspronkelijk
werd gedacht dat de toegenomen druk op de gewrichten de oorzaak is, maar de
associatie tussen OA en obesitas is niet alleen voor gewicht dragende gewrichten
[3-5], maar ook voor niet-gewicht dragende gewrichten zoals de handen [5-7]. Dit
suggereert dat niet alleen mechanische factoren een rol spelen bij de associatie
tussen OA en obesitas, maar ook systemische factoren. Deze kunnen onder andere
bestaan uit milde ontstekingsreacties, een verstoord lipide metabolisme, glucose
metabolisme en/of adipokines [4].

Immunometabolisme is een nieuw veld dat immunologie met metabolisme
verbind. Hierbij wordt niet alleen gekeken naar de interactie tussen de stofwisseling
van het lichaam en het immuunsysteem, maar ook naar de interactie tussen de
stofwisseling op cellulair niveau en de immuuncel functies.

Van vetweefsel werd lang aangenomen dat het fungeert als energieopslag van
het lichaam, maar inmiddels is aangetoond dat vetweefsel een metabool en
endocrien actief orgaan is dat het hele lichaam kan beinvioeden [8-10]. Met
overgewicht zijn er allerlei veranderingen waar te nemen in het vetweefsel: de
adipocyten (ofwel vetcellen) vergroten, immuuncellen infiltreren het vetweefsel
en pro-inflammatoire adipocytokines worden uitgescheiden. Dit zorgt ervoor dat
het vetweefsel een algehele pro-inflammatoire staat krijg in plaats van de anti-
inflammatoire staat bij een normaal gewicht.

In het kniegewricht zit een vetlichaam, genaamd Hoffa’s vetlichaam, waarvan
gedacht wordt dat het een belangrijke rol kan spelen in OA. Echter, de contributie
van Hoffa’s vetlichaam bij de ontstekingsprocessen in het gewricht en het effect
van obesitas op het vetlichaam zijn onbekend. Daarom hebben we in het eerste
deel van het proefschrift Hoffa'’s vetlichaam gekarakteriseerd zowel op cellulair als
moleculair niveau om de mogelijke rol van Hoffa's vetlichaam in de pathofysiologie
van OA te bepalen.
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Als eerste stap hebben we in de studies beschreven in hoofdstuk 2 Hoffa's
vetlichaam van reumatoide artritis (RA) patiénten met Hoffa’s vetlichaam van OA
patiénten vergeleken. In beide ziekten speelt ontsteking een rol, maar RA heeft
over het algemeen gesproken meer ontsteking in het synovium [11] en het
synoviale vocht [12-14] dan OA. We hebben de hoeveelheid van adipocytokines
uitgescheiden door het vetlichaam (vet-geconditioneerd medium) en adipocyten
(adipocyten-geconditioneerd medium) bepaald en vonden dat zowel vetlichaam
als adipocyten in staat zijn om verschillende adipocytokines uit te scheiden. Echter,
er bleek geen verschil te zijn tussen RA en OA patiénten.

Het karakteriseren van Hoffa’s vetlichaam op cellulair niveau liet zien dat Hoffa's
vetlichaam van RA-patiénten wel een hoger cel aantal heeft dan Hoffa's vetlichaam
van OA patiénten, maar de percentages van de verschillende cel subsets, zoals
T cellen, macrofagen en endotheelcellen waren vergelijkbaar tussen RA en OA
patiénten. Het enige waargenomen verschil was het percentage mestcellen,
dit percentage was lager in OA patiénten ten opzichte van RA patiénten. Deze
bevindingen zijn in tegenstelling met de bevindingen van het synovium zoals
beschreven in hoofdstuk 2 en [11]. Onze bevindingen suggereren dat Hoffa's
vetlichaam een verwaarloosbare rol speelt in de ontsteking van andere weefsels
in het gewricht zoals het synovium of synoviaalvocht van RA patiénten aangezien
er geen verschil is in het profiel van uitgescheiden adipocytokines tussen RA
patiénten en OA patiénten. Echter, het aantal cellen in Hoffa’s vetlichaam zou
wel de hogere cellulaire ontsteking in het gewricht van RA patiénten kunnen
vertegenwoordigen. Zoals verwacht is er een verhoogd aantal cellen in Hoffa’s
vetlichaam van RA patiénten ten opzichte van Hoffa's vetlichaam in OA patiénten.
RA patiénten hebben namelijk vaak een hogere ontsteking dan OA patiénten.
Echter, het is verrassend dat de aard van de ontsteking in Hoffa's vetlichaam
vergelijkbaar was tussen het Hoffa's vetlichaam van RA en OA patiénten, aangezien
RA gezien wordt als een auto-immuunziekten in tegenstelling tot OA.

In het vetlichaam zijn verschillende immuuncellen aanwezig. Van T cellen wordt
gedacht dat ze een grote rol spelen bij de milde ontsteking in vetweefsel [15-18].
Meerdere studies hebben aangetoond dat T cellen in het vetweefsel een beperkt
T cel receptor (TCR) repertoire hebben [15, 17-19]. Dit suggereert dat ze clonale
uitbreiding hebben ondergaan en waarschijnlijk vetweefsel antigenen herkennen.
Verrassend genoeg zijn T cellen uit Hoffa’s vetlichaam in staat om direct ex vivo



Nederlandse samenvatting

IL-6 uit te scheiden [20]. Dit suggereert dat deze T cellen recent geactiveerd zijn,
misschien wel in het vetlichaam zelf. Daarom hebben we in de studies beschreven
in hoofdstuk 3 deze IL-6 positieve populatie verder onderzocht en gekarakteriseerd.
We bevestigden de bevinding dat CD4* T cellen uit Hoffa's vetlichaam in staat zijn
om IL-6 direct ex vivo uit te scheiden en konden deze IL-6 positieve T cellen ook in
synovium, bloed en subcutaan vetweefsel aantonen.

Fenotypische karakterisering liet zien dat deze IL.-6* CD4* T cellen conventionele
(TCRaP) T cellen zijn met een specifiek geactiveerd geheugen, wat onze hypothese
ondersteunt dat ze recent zijn geactiveerd. Daarnaast hebben we cytokine-
productie en chemokine-receptor expressie levels bepaald waaruit bleek dat we
deze populatie niet aan een bepaalde T helper subset kunnen toewijzen. Verder
onthulde TCRB gen-analyse dat IL-6* CD4" T cellen een andere TCRB gebruik
hebben dan IL6 CD4* T cellen, dit zou kunnen betekenen dat IL.-6* CD4* T cellen
andere antigenen herkennen dan hun IL6 tegenhangers.

Aangezien eerdere studies hebben gesuggereerd dat er een samenspraak is
tussen adipocyten en T cellen [21, 22], hebben we de locatie van de IL-6* CD4* T
cellen in het vetlichaam bepaald. We vonden dat de IL-6" CD4* T cellen verspreid
liggen door het vetlichaam. Verder vonden we dat adipocyten in staat waren om
IL.-6 productie door CD4* T cellen te verhogen. Ook al blijft de functie van de IL-6*
CD4* T cellen onduidelijk, het is heel goed mogelijk dat deze cellen op hun beurt
adipocyten kunnen beinvioeden, temeer omdat aangezien van IL-6 bekend is dat
het de lipolyse van adipocyten kan verhogen. Dit beperkt de toename in grootte
van adipocyten beperkt [23, 24], en suggereert dat er inderdaad een samenspraak
is tussen adiopcyten en T cellen, waar IL-6* CD4* T cellen een regulatoire functie
hebben bij de ontsteking in het vetlichaam en daardoor een rol kunnen spelen in
de pathofysiologie van OA.

Obesitas staat bekend als een belangrijke risicofactor voor de ontwikkeling en
progressie van OA [3-7]. Daarnaast gaat obesitas vaak gepaard met ontsteking
van het vetweefsel. In de studies beschreven in hoofdstuk 4 hebben we de
mogelijke invloed van obesitas op Hoffa's vetlichaam bij OA patiénten beschreven,
omdat kennis hierover ontbreekt. Verrassend genoeg konden we geen obesitas
gerelateerde veranderingen in Hoffa's vetlichaam aan tonen; we onderzochten
het volume van Hoffa’s vetlichaam, het volume en formaat van de adipocyten,
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de zogenaamde ‘crown-like structures’, de infiltrerende immuuncellen en
de cytokines die door het vetlichaam, de adipocyten en de immuuncellen
uitgescheiden worden.

Het blijft onduidelijk waarom obesitas gerelateerde kenmerken niet aanwezig zijn
in Hoffa's vetlichaam. Een verklaring hiervoor zou kunnen zijn dat er simpelweg
te weinig ruimte is in het gewricht waardoor Hoffa's vetlichaam beperkt is in zijn
groei. Maar het zou ook kunnen dat de adipocyten in Hoffa's vetlichaam metabool
minder actief zijn en daardoor beperkt zijn in de opname van vetzuren en de opslag
in vetdruppels, waardoor ze gehinderd zijn in hun vermogen om te groeien met
obesitas. De onmogelijkheid van de adipocyten om te groeien zou dan het hele
proces van hun dood, infiltratie van macrofagen en andere immuuncellen, dat
normaal gesproken plaats vindt in vetweefsel, kunnen voorkomen en daardoor
ook het optreden van ontsteking. Of adipocyten in Hoffa's vetlichaam echt minder
metabolisch zijn moet verder onderzoek uitwijzen.

In onze studie konden we geen obesitas gerelateerde veranderingen in Hoffa’s
vetlichaam vinden. Hieruit blijkt dat dit vetlichaam zich anders dan vetweefsel
zoals bijvoorbeeld subcutaan vetweefsel gedraagt. Deze bevindingen worden
ondersteund door de bevinden dat Hoffa’s vetlichaam metabool actiever is dan
ander vetweefsel zoals subcutaan vetweefsel [25-28]. Ook al weten we niet wat de
cellulaire bron is, we hebben wel gevonden dat de secretie van TNFa door Hoffa's
vetlichaam BMI-afhankelijk is (hoofdstuk 4 en Klein-Wieringa et al. [26]). Aangezien
TNFa. is betrokken bij de pathofysiologie van OA, zou het Hoffa’s vetlichaam op
deze manier een rol kunnen spelen.

Ook al hebben we geen obesitas gerelateerde kenmerken gevonden in Hoffa’s
vetlichaam, we hebben wel macrofagen geidentificeerd die geassocieerd zijn met
een anti-inflammatoir fenotype (CD206 en CD163) terwijl ze pro-inflammatoire
cytokines (TNFa en IL-6) uitscheiden. Aangezien CD163* is betrokken bij
wondgenezing [29-31] en ontsteking [32-36] hebben we deze macrofaag
subpopulatie verder onderzocht. Daarbij hebben we gevonden dat CD163*
macrofagen in Hoffa's vetlichaam pro-inflammatoir, groter en meer geactiveerd zijn
vergeleken met hun CD163" tegenhangers. Aangezien deze CD163* macrofagen
groter en actiever zijn, zou dit kunnen betekenen dat deze macrofagen dode
adipocyten hebben opgeruimd en daarbij vetten hebben opgenomen. Dit zou
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kunnen betekenen dat deze CD163" macrofagen een belangrijke rol spelen in
vetweefsel ontsteking en daarbij betrokken zijn bij de pathofysiologie van OA.

Eerdere bevindingen laten zien dat CD4* T cellen de cellulaire basis kunnen
zijn voor de associatie tussen synovitis en pijn in de knie van OA patiénten [20].
Aangezien de uitscheiding van vetzuren door Hoffa's vetlichaam is geassocieerd
met BMI en vetzuren CD4* T cellen kunnen beinvioeden zou dit de correlatie tussen
het percentage CD4* T cellen in het OA synovium en met BMI kunnen verklaren.
Daarom is het van belang dat de mechanismen waarmee vetzurenT cellen kunnen
beinvlioeden bestudeerd worden. Daarvoor hebben we in het tweede deel van dit
proefschrift onderzocht hoe vrije vetzuren hun effect uitoefenen op CD4* T cellen.
Hiervoor hebben we eerstin hoofdstuk 5 een overzicht gemaakt van de bestaande
literatuur met betrekking tot de effecten van vrije vetzuren en lipide mediatoren
(geoxideerde vetzuren) op T cellen en hun functie. In dit overzicht hebben we
een model voorgesteld hoe vrije vetzuren hun effect op T cellen uitoefenen. Ook
al is het mechanisme nog onbekend, het is wel duidelijk dat vrije vetzuren de cel
in gaan. In de cel kunnen ze geincorporeerd worden in neutrale vetzuren zoals
fosfolipiden, triglyceriden en cholesterolesters. Lage concentraties van vetzuren
kunnen proliferatie en cytokineproductie opwekken, terwijl hoge concentraties
van vetzuren kunnen leiden tot depolarisatie van het mitochondriale membraan.
Dit kan geprogrammeerde celdood en apoptose tot gevolg hebben.

Eerder is beschreven dat vetzuren in staat zijn om de proliferatie van CD4* T cellen
op te wekken [37], maar het onderliggende mechanisme voor de verhoogde
proliferatie is onbekend. Hypothetisch zijn meerdere mechanismes mogelijk:
vetzuren kunnen 1) gebruikt worden als bouwsteen voor dochter cellen, 2)
afgebroken worden door vetzuur oxidatie en als energiebron dienen, of 3) de
signalering van deT cel beinvloeden. Daarom was ons doel in de studies beschreven
in hoofdstuk 6 om meer inzicht te verkrijgen in de onderliggende mechanismes
van de verhoogde proliferatie van CD4* T cellen in de aanwezigheid van vetzuren.
In ons onderzoek hebben we oliezuur gebruikt, want hiervan is bekend dat het de
proliferatie van CD4* T cellen kan verhogen. We vonden dat oliezuur in staat is om
proliferatie te induceren, zelfs als het verwijderd werd na 24 uur. Dit suggereert dat
de geinduceerde veranderingen in een vroeg stadium plaatsvinden. Dit wordt ook
ondersteund door de vinding dat na 24 uur meer *H-Thymidine geincorporeerd is,
wat suggereert dat de cellen zich voorbereiden op celdeling.
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Om het effect van oliezuur op het metabolisme van de cellen te bepalen hebben
we functionele analyses naar het metabolisme uitgevoerd en vonden we dat zowel
glycolyse als oxidatieve fosforylering niet beinvioed werden door het toevoegen
van oliezuur. Deze bevindingen suggereren dat oliezuur niet gebruikt wordt als
energiebron door de T cel. Uitgebreide analyse van het metabolisme van de T cellen
toonde aan dat oliezuur wel een bescheiden verandering opriep in de glycolyse
(fosfoenolpyruvaat), tussenproducten van de citroenzuurcyclus (citraat) en de
pyrimidine synthese, maar dat oliezuur hier zelf niet voor gebruikt werd. Verder
toonde de analyse van het metabolisme aan dat oliezuur niet afgebroken wordt, maar
geincorporeerd wordt in fosfatidylcholinen. Wanneer oliezuur werd toegevoegd in
een hogere concentraties werd het ook in triglycerides geincorporeerd.

Oliezuur toevoeging resulteerde niet in veranderingen in basale levels van de
calciumflux, maar de calciumflux was wel verhoogd na T cel receptor stimulatie in
aanwezigheid van oliezuur. Ook al was de calciumflux wel beinvlioed door oliezuur,
de fosforylatie van ZAP70 was niet beinvioed.

Toekomstperspectieven

Dedatabeschrevenindit proefschriftlaten zien dat obesitas-gerelateerde kenmerken,
die normaal gesproken aanwezig zijn in vetweefsel, niet aanwezig zijn in Hoffa’s
vetlichaam. Echter, dit impliceert niet dat Hoffa's vetlichaam helemaal geen rol heeft
in de pathofysiologie van OA. Hoffa'’s vetlichaam kan nog steeds een belangrijke rol
spelen door het uitscheiden van vetzuren of mogelijk andere mechanismen. Om
verder uit te zoeken wat de rol van Hoffa’s vetlichaam is in de pathofysiologie van OA
is het belangrijk om meerdere onderzoekslijnen op te zetten.

Aangezien IL-6* T cellen een rol kunnen spelen in de pathofysiologie van OA
zou verder onderzoek zich moeten richten op de mogelijke samenspraak tussen
adipocyten en IL-6* T cellen in Hoffa's vetlichaam en de daarbij behorende signalen.
Daarnaast zou onderzocht moeten worden of vetzuren, die uitgescheiden kunnen
worden door adipocyten in Hoffa's vetlichaam in staat zijn om de IL-6 productie
van T cellen te verhogen. Deze studies zouden uit kunnen wijzen of deze IL.-6* T
cellen een regulatoire rol hebben in Hoffa’s vetlichaam.
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Verder zou het effect van obesitas op Hoffa's vetlichaam verder onderzocht
moeten worden aangezien een recente studie met een populatie van patiénten
met een hoog BMI enkele obesitas-gerelateerde kenmerken in Hoffa's vetlichaam
heeft aangetoond. Maar de mogelijkheid dat de adipocyten in Hoffa’s vetlichaam
minder metabool actief zijn dan de adipocyten in subcutaan vetweefsel moet ook
onderzocht worden. Daarnaast is het belangrijk om de bron van TNFa te vinden,
aangezien deze op een BMI-afhankelijke manier uitgescheiden wordt door het
vetweefsel en TNFa betrokken is in de pathofysiologie van OA.

Zoals eerder beschreven kunnen CD4* T cellen de cellulaire basis zijn voor de
associatie tussen synovitis en pijn in de knie van OA patiénten. Vetzuren zouden
wellicht het onderliggende mechanisme kunnen zijn dat hier ten grondslag
ligt. Daarom is het van belang om de mechanismen waarmee vetzuren T cellen
kunnen beinvloeden te ontrafelen. Uit onze studies blijkt dat oliezuur eigenlijk
niet gebruikt wordt als energiebron voor de delende cellen, maar het lijkt wel een
bouwsteen voor de dochtercellen te kunnen zijn en de signalering van de T cel
te kunnen beinvloeden. Echter, verder onderzoek is nog nodig. Het blijft namelijk
onduidelijk of de verhoogde synthese van pyrimidine door de toevoeging van
oliezuur nu belangrijk is voor de progressie door de celcyclus of dat de pyrimidines
juist gebruikt worden voor DNA-synthese of lipide synthese. Daarnaast is het
onbekend in welke membranen de oliezuur bevattende fosfatidylcholines
geincorporeerd worden. Inbouw van deze fosfatidylcholines in het celmembraan
zou de vloeibaarheid kunnen beinvlioeden en daarmee ook de signalering van de
cel.

Met de kennis die voortkomt uit deze onderzoekslijnen zou de rol van Hoffa’s
vetlichaam in de pathofysiologie van OA verder ontrafeld kunnen worden.
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