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Nederlandse Samenvatting (Dutch summary)

Nederlandse Samenvatting
Bacteriële infecties vormen één van de vaakst voorkomende complicaties bij de 
genezing van (brand-) wonden. Dit soort infecties kunnen niet altijd effectief 
behandeld worden met antibiotica vanwege de  ontwikkeling van resistentie en/of 
de aanwezigheid van een biofilm. Een biofilm is een “film” van bacteriën die zijn 
vastgehecht aan een oppervlak en zichzelf hebben omgeven met een beschermende 
suikerlaag. Deze laag wordt ook wel extracellulaire matrix (ECM) genoemd. Bacte-
riën in een biofilm kunnen 10 tot 1000 keer minder gevoelig zijn voor antibiotica 
dan als ze zich niet in een biofilm bevinden. Dit heeft verscheidene redenen; ten 
eerste kunnen antibiotica niet goed door de ECM heen dringen, waardoor de con-
centratie werkzame stof binnenin de biofilm te laag is om de bacteriën te doden. 
Ook kunnen de bacteriën in een biofilm zich in een “latente” staat verkeren, dit 
betekend dat ze niet delen. Hierdoor kan de antibiotica zijn werk niet doen. Naast 
de bescherming van de biofilm kan het ook zijn dat bacteriën resistent zijn tegen 
antibiotica. De laatste jaren komen antibioticaresistente bacteriën (die wonden 
koloniseren) steeds vaker voor. De WHO (World Health Organization) vraagt 
recent dan ook steeds meer aandacht voor het (goed) gebruik van antibiotica om 
de opkomst van antibioticaresistentie eee halt toe te roepen. Om deze redenen 
wordt het zoeken naar nieuwe antimicrobiële middelen steeds noodzakelijker. 

Een van de potentiele kandidaten hiervoor zouden antimicrobiële peptiden 
(AMP’s) kunnen zijn. AMP’s zijn korte eiwitten die voorkomen in het lichaam 
met, zoals de naam al zegt, een antimicrobiële werking. Behalve antimicrobiële 
eigenschappen hebben deze peptiden vaak ook nog andere functies, waardoor ze 
ook wel humane defensie eiwitten genoemd worden. Het humane AMP LL-37 
(afgesplitst van het eiwit cathelicidine) heeft een breed antimicrobiële werking 
tegen verscheiden micro-organismen zoals Staphylococcus aureus, Pseudomonas 
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae en Escherichia coli. Naast een antimicrobiële 
werking heeft LL-37 ook een rol in de wondgenezing, het neutraliseren van toxines 
uitgescheiden door pathogenen en het aantrekken van immuuncellen. AMP’s ko-
men op veel plaatsen in het lichaam voor; bijvoorbeeld in de longen en op de huid 
waar het lichaam veel wordt bloodgesteld aan pathogenen is de lokale concentratie 
hoog. Sommige AMP’s, zoals LL-37, worden geïnduceerd door de aanwezigheid 
van pathogenen. Andere AMP’s worden altijd in het lichaam uitgescheiden. 

Dit Proefschrift

Het doel van het onderzoek zoals beschreven in dit proefschrift was ten eerste 
om een in vitro model te ontwikkelen voor (brand) wondinfecties en modellen 
voor kolonisatie. Hierbij kan gedacht worden aan huidequivalenten die thermisch 
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verwond worden, worden gekoloniseerd met bacteriën, een huidequivalent voor 
atopisch eczeem of een bronchiaal luchtweg epitheel. Het tweede doel was deze 
modellen te gebruiken om nieuwe strategieën te testen voor de eradicatie van 
bacteriën van de huid. Hiervoor werd gebruik gemaakt van synthetische AMP’s 
gebaseerd op P60.4Ac, een peptide dat was afgeleid van de aminozuur sequentie 
van het humane peptide, LL-37. 

Ontwikkeling huidmodellen

Huidequivalenten zijn stukjes gekweekte huid die voor onderzoeksdoeleinden 
in het laboratorium gebruikt kunnen worden. Daarnaast kunnen huidequi-
valenten gebruikt worden als transplantaat op bijvoorbeeld verbrande huid. In 
tegenstelling tot de algemeen gebruikte 2-dimensionale kweken in petrischalen 
zijn huidequivalenten 3-dimensionaal. Ook worden voor huidequivalenten vaak 
“primaire” cellen gebruikt in plaatst van cellijnen. Deze cellen komen vaak van 
huid overbleven na operaties, bijvoorbeeld buikwandcorrecties. Hierdoor zijn 
huidequivalenten meer vergelijkbaar met de “normale” humane huid dan 2-di-
mensionale kweken. Huidequivalenten kunnen bestaan uit zowel een epidermis 
(opperhuid) als dermis (lederhuid). De dermis component in modellen gebruikt 
in dit proefschrift bestaan uit een collageen laag waar fibroblasten, de cellen die de 
extracellulaire matrix van de dermis produceren, zich in bevinden. De epidermis 
bestaat uit keratinocyten (huidcellen) deze zijn gedifferentieerd, en vormen ook 
het stratum corneum, de hoornlaag. Om de echte huid zoveel mogelijk te repre-
senteren worden de modellen aan de lucht gekweekt. In tegenstelling tot echte 
huid bevatten huidequivalenten geen immuuncellen zoals Langerhans cellen, ook 
zijn er geen bloedvaatjes, haartjes of zweetklieren aanwezig. 

Voor het onderzoek beschreven in dit proefschrift is gebruik gemaakt van vier 
verschillende modellen (figuur 1): (1) Een huidequivalent bestaande uit zowel 
dermis als epidermis; (2) een epidermaal huidmodel bestaande uit primaire cellen; 
(3) een epidermaal huidmodel bestaande uit een cellijn (N/TERT);  en (4) een 
luchtweg epitheel model gemaakt van primaire bronchiaal epitheel cellen.  
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3D-huidequivalent 

Primaire cell isolatie
�broblasten/keratinocyten 

Epidermaal huidequivalent

Humane huid

Celllijn(N/TERT)

Luchtweg epitheel model

Bronchiaal epitheel cellen

Figuur 1: Modellen gebruikt in dit proefschrift. In dit proefschrift is gebruik gemaakt van een aantal 
verschillende modellen: Het 3-D huidequivalent gemaakt van een dermis en epidermis component; 
het epidermale huidequivalenten bestaande uit primaire cellen uit humane huid of uit N/TERT cellen; 
en ten slotte het luchtweg epitheel model gemaakt van bronchiaal epitheel cellen.

Hoofdstukken

In hoofdstuk 2 is een in vitro infectiemodel gemaakt door humane huidequi-
valenten te verwonden met vloeibare stikstof en vervolgens te infecteren met 
methicilline resistente Staphylococcus aureus (MRSA). Vervolgens werd er 
gekeken naar het effect van deze infectie en een infectie van niet-verwonde huid-
equivalenten. Zowel inflammatie mediatoren, IL-6 en IL-8, als AMP’S, hBD-2 en 
hBD-3 werden geïnduceerd in de niet-verwonde en verwonde huidequivalenten 
na infectie met MRSA. Op dit model kon topicaal aangebrachte murpirocine 
resistente MRSA eradiceren. In hoofdstuk 3 is dit infectiemodel gebruikt om de 
antimicrobiële effectiviteit van synthetische peptiden afgeleid van LL-37 tegen 
verschillende (resistente) S. Aureus  stammen te testen. Na een in vitro screen 
met peptiden gebaseerd op P60.4Ac op delende bacteriën werd het peptide P10 
geselecteerd. P10 bleek, net als P60.4Ac, niet alleen efficiënt het aantal delende 
bacteriën in een suspensie te verminderen, maar ook te werken tegen S. aureus 
in biofilms. De biofilm massa en aantal levende bacteriën in de biofilm werd 
aanzienlijk vermindert na behandeling met P60.4Ac of P10. De behandeling van 
gekoloniseerde huidequivalenten met P60.4Ac en P10 resulteerde in de eliminatie 
van zowel MRSA als mupirocine-resistente MRSA. Ook bleken de nieuwe AMP’s 
actief te zijn tegen verscheidene andere (pan-drug) resistente bacteriën, waaronder 
P. aeruginosa, K. pneumonia en Acinetobacter baumannii (hoofdstuk 4). Niet 
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alleen P10 was hiermee effectief maar ook een nieuwe generatie synthetische pep-
tiden, P145, P148 en 276. Deze peptiden waren ook efficiënt in het eradiceren 
van pan-drug resistente P. aeruginosa van verwonde huidequivalenten. 

Om de peptiden beter te kunnen aanbrengen op de huid, is er in hoofdstuk 
5 een peptide-zalf ontwikkeld. Drie verschillende formuleringen werden getest 
als drager voor de peptiden: Softisan-649 (op water in olie basis), cetomacrogol 
(olie in water basis) en hypromellose gel (water basis). De formuleringen werden 
zowel op epidermale huidequivalenten als luchtweg epitheel modellen getest. 
Luchtweg epitheel modellen zijn gemaakt van bronchiaal epitheel cellen die aan 
de lucht gekweekt zijn. Hierdoor zijn ze uitgedifferentieerd en bezit dit model veel 
eigenschappen van luchtweg epitheel zoals het uitscheiden van mucus (Figuur 1). 
P10, dat werd geformuleerd in de hypromellose gel bleek het meest effectief te zijn 
in het eradiceren van MRSA van epidermale huidequivalenten, en van luchtweg 
epitheel modellen.

Kolonisatie met S. aureus komt ook veel voor bij patiënten met atopische der-
matitis. Atopische dermatitis (of atopisch eczeem) is een immuun-gemedieerde 
ontsteking van de huid. Er wordt gedacht dat atopische dermatitis een grote 
erfelijke component heeft. Symptomen zijn roodheid, schilfering en jeuk. Opval-
lend is dat bijna alle patiënten gekoloniseerd zijn met S. aureus op de aangedane 
huid. Om de effectiviteit van de antimicrobiële zalfjes ontwikkeld in hoofdstuk 
5 te testen voor AD, is in hoofdstuk 6 een epidermaal huidequivalent ontwik-
keld voor atopische dermatitis. Dit model is gemaakt door een mutatie aan te 
brengen in de huidcellen. Deze mutatie leidt ertoe dat een eiwit, filaggrin, bijna 
niet meer gevormd wordt. Dit eiwit speelt een rol de vorming van de hoornlaag. 
Behalve deze mutatie werd er ook een extra ontstekingsfactor, IL-31, die vaak 
aanwezig is bij atopische dermatitis, toegevoegd. Deze huidequivalenten bleken 
na het toevoegen van IL-31 en/of het afwezig zijn van filaggrin gevoeliger te zijn 
voor kolonisatie met S. aureus. Ook waren andere eiwitten, die te maken hebben 
met de vorming van de hoornlaag verminderd aanwezig in deze modellen. In 
de toekomst zou dit huidequivalent voor atopisch eczeem ook gebruikt kunnen 
worden om de peptidezalf te testen.

Een andere strategie om nieuwe antimicrobiële middelen te ontwikkelen is het 
identificeren van een specifieke target die door de bacterie tot expressie wordt 
gebracht op de huid. In hoofdstuk 7 is de productie van virulentie factoren, waar-
onder toxines, gemeten van vijf verschillende S. aureus stammen. Deze stammen 
werden ofwel op epidermale huidequivalenten gebracht of op plastic (polystyreen), 
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waar zij een biofilm vormden. Hierbij toonden de resultaten aan dat er verschillen 
zitten tussen virulentie factoren die tot uiting komen bij S. aureus op plastic of op 
de epidermale huidequivalenten. Vier toxines (alpha-toxin, gamma-hemolysin B 
and leukocidins D en E) ), twee immuun-modulerende eiwitten (formyl peptide 
receptor-like inhibitory protein and Staphylococcal superantigen-like protein 1), 
en twee overige eiwitten (lipase en lytM) werden wel gemeten bij de S. aureus 
gebonden aan epidermale huid modellen, maar niet bij S. aureus gebonden aan 
plastic. Deze factoren kunnen mogelijke targets zijn bij het ontwikkelen van 
nieuwe antimicrobiële strategieën. 

Conclusie

Huidequivalenten, zoals ontwikkeld in dit proefschrift, kunnen een belangrijke 
rol spelen bij de ontdekking en ontwikkeling van nieuwe antimicrobiële midde-
len. Ten eerste omdat de huidmodellen beter de geïnfecteerde huid van de patiënt 
nabootsen dan bacteriën gekweekt in een petrischaal, die nu vaak worden gebruikt 
bij onderzoek naar nieuwe antibiotica. Ten tweede, is het belangrijk om nieuwe 
antimicrobiële middelen te testen op biofilm, aangezien een groot deel van de in-
fecties biofilm-geassocieerd zijn. Op de huidequivalenten bevinden bacteriën zich 
vaker in een biofilm, terwijl bacteriën in suspensie, zoals meestal gebruikt in on-
derzoek, zich in de delende fase (ook wel log-fase genoemd) bevinden. Ten derde, 
omdat niet alleen de antimicrobiële effecten kunnen worden onderzocht maar 
ook bijvoorbeeld toxiciteit van de AMPs’s, effect op wondgenezing en initiatie van 
verdedigingsmechanismen van de gastheer. Ten slotte kunnen huidequivalenten 
gebruikt worden om de interactie tussen verschillende bacteriestammen en de 
huid te onderzoeken, en om de invloed van MRSA op verschillende ziektebeelden 
te onderzoeken (zoals atopische dermatitis). Alles bij elkaar genomen laten de 
resultaten van dit proefschrift het potentieel zien van het gebruik van synthetische 
AMP’s lokaal toegepast op de huid. 
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