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Nederlandse Samenvatting
Algemene inleiding

Tuberculose (TB) is een infectieziekte die wordt veroorzaakt door de bacterie
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis). In de volksmond wordt TB ook wel de
‘tering’ of de ‘witte pest’ genoemd. M. tuberculosis komt verspreid over de gehele
wereld voor. In totaal is bijna één derde van de wereldbevolking (ruwweg 2 miljard
mensen) besmet met de tuberkel bacil. Jaarlijks ontwikkelen ongeveer negen miljoen
mensen daadwerkelijk de ziekte TB.

TB eist ongeveer 2 miljoen doden per jaar, vooral in Azié, Afrika en Latijns-Amerika,
en in toenemende mate in Oost-Europa. TB is met AIDS en malaria de infectieziekte
die wereldwijd de meeste dodelijke slachtoffers eist.

TB is een ziekte die in principe alle organen kan aantasten maar longtuberculose is de
meest voorkomende vorm. Andere getroffen lichaamsdelen zijn bijvoorbeeld de
gewrichten, botten, hersenen en lymfeklieren.

Na de infectie, die zich via de luchtwegen verspreid, zorgt de bacterie ervoor dat er
kleine ontstekingen ontstaan in het lichaam: er worden kleine knobbeltjes
(granulomas) gevormd die kenmerkend zijn voor TB. In deze knobbeltjes bevinden
zich ‘slapende’ ofwel latente bacterién. De meeste mensen (90%) die besmet zijn
vertonen geen ziektesymptomen en zullen deze ook niet ontwikkelen; zij dragen de
ziekte latent met zich mee en vormen derhalve geen besmettingsbron. De overige 5-
10% van de geinfecteerde mensen worden wel ziek. Het ziekteproces treedt in een
klein deel (1%) al vrij snel op na de infectie terwijl de rest op een later moment in hun
leven ziek wordt na een aanvankelijk latente periode van infectie; deze ‘reactivatie’
van infectie kan zelfs na 50 jaar nog optreden. Tijdens de ‘actieve’ ziekte (open TB) is
de patiént een zeer besmettelijke bron van bacterién.

De precieze factoren die kunnen voorspellen of verklaren wanneer iemand actieve
ziekte ontwikkelt of welke markers (zogenaamde ‘biomarkers’) juist typerend zijn
voor de latente fase van infectie, zijn helaas nog grotendeels onbekend. Wel is bekend
dat een verzwakte afweer, bijvoorbeeld als gevolg van besmetting met het Humaan
Immuundeficiéntie Virus (HIV), een groot risico vormen voor het ontwikkelen van TB.
De samenloop van TB met de huidige HIV-pandemie en het verschijnen van steeds
meer (extreem) antibiotica ongevoelige TB stammen zorgt helaas voor nog meer
slachtoffers. Deze situatie vraagt om nieuwe, effectievere medicijnen en vaccins
waarmee we TB reactivatie kunnen voorkomen, (latente) TB beter kunnen
behandelen en de ziekte daarmee kunnen indammen.

Nieuwe anti-TB vaccins omvatten niet alleen betere preventieve vaccins maar ook
nieuwe vaccins die werkzaam zijn in de reeds geinfecteerde mens. Veel nieuwe
actieve TB gevallen zijn afkomstig uit de groep van latent geinfecteerde personen.
Zogenaamde ‘post-exposure’ of therapeutische vaccins zouden kunnen verhinderen
dat de latente infectie reactiveert. Het vaccin zou immers het lichaam kunnen helpen
de infectie onder controle te houden, of beter nog, de latente infectiehaard op te
ruimen. Tot op heden bestaan er geen post-exposure vaccins tegen TB, noch
betrouwbare biomarkers die specifiek zijn voor latente TB. Bovendien weten we nog



niet precies welke afweerreacties er echt toe doen tijdens de natuurlijke bescherming
tegen reactivatie TB. Het enige beschikbare vaccin tegen TB is een verzwakte vorm
van de runder TB bacil, en heet Mycobacterium bovis bacillus Calmette-Guérin (BCG).
BCG is beschermend en effectief in kinderen tegen ernstige vormen van TB. BCG biedt
helaas onvoldoende bescherming tegen longtuberculose en is niet werkzaam in
mensen die al geinfecteerd zijn met M. tuberculosis.

Een vaccin heeft als doel het immuunsysteem te leren effectief te reageren tegen
bepaalde stukjes eiwit (antigenen) van een bacterie of virus. Wanneer het
afweersysteem dat eenmaal geleerd heeft kan het de echte ziekteverwekker snel en
effectief uitschakelen.

Er zijn diverse benaderingen om geschikte vaccinkandidaten te vinden. Deze moeten
echter ook geschikt zijn voor de ontwikkeling van post-exposure / therapeutische
vaccins zoals wij die voor ogen hebben. Eén benadering is het bestuderen van
karakteristieke genen die door M. tuberculosis veel gebruikt worden of hoog
afgeschreven (geéxpresseerd) worden tijdens de latente, ‘slapende’ fase van de
infectie. Deze genen, die vertaald worden naar eiwitten (antigenen), zouden kunnen
worden gebruikt als doelwit voor het afweersysteem, en aldus betrokken kunnen zijn
bij het voorkomen van TB reactivatie. Een nieuw vaccin zou hiervan gebruik kunnen
maken en het afweersysteem helpen de tuberkel bacterie te herkennen nog
gedurende de latente fase van infectie, en op die manier de bacterie kunnen stoppen.
Een goed vaccin moet er in elk geval voor zorgen dat diverse witte bloedcellen (de T
cellen) deze latentie antigenen goed herkennen.

Dit proefschrift

De genen van het DosR (‘dormancy’) regulon zijn een specifieke set van genen die
door M. tuberculosis hoog geéxpresseerd worden in modellen die de latente fase van
infectie nabootsen. Dit regulon bestaat uit een set van 48 genen, die wordt
gereguleerd door de dormancy respons master regulator, DosR. Bij het bestuderen
van de genexpressie profielen van de bacterie tijdens deze simulaties werd de
genexpressie van het gehele dormancy regulon sterk opgereguleerd. Deze set genen
vormen het onderwerp van ons onderzoek.

Centraal in dit proefschrift staat het bestuderen van de DosR gereguleerde genen met
betrekking tot het vermogen om afweerreacties te induceren en het zoeken naar
biomarkers voor latente TB infectie. In de eerste instantie werd gekeken of de genen
van het DosR regulon als eiwitten een immuunrespons kunnen induceren in de mens
(Hoofdstuk 2). In totaal werden 25 van de 48 dormancy genen geselecteerd en
vertaald naar het bijbehorende eiwit. Deze 25 behoorden tot de genen die het sterkst
tot expressie kwamen in M. tuberculosis. Diverse cellen werden getest op herkenning
van de 25 dormancy eiwitten. De cellen waren afkomstig van mensen met: latente TB
infectie, actieve TB infectie of geen TB infectie. Uit de resultaten bleek dat alle geteste
antigenen herkend werden door minstens één, maar vaak meerdere donoren.
Bovendien herkende de groep van personen met een latente TB infectie meer
dormancy antigenen dan de groep met actieve TB: een sterke en brede respons op de



dormancy antigenen leek zodoende geassocieerd te zijn met een goede natuurlijke
afweer tegen M. tuberculosis.

Hierna onderzochten we in detail welke witte bloedcellen reageerden op de dormancy
antigenen. Hoofdstuk 3 beschrijft de reacties van twee soorten witte bloedcellen,
CD4+ en CD8* T cellen, op M. tuberculosis dormancy antigenen. Ook bestudeerden we
welke brokstukjes van deze antigenen (peptiden) deze immuunreactie induceerden.
Relatief veel peptiden bleken in staat om T cel responsen uit te lokken; sommige
peptiden bleken door CD4* T cellen herkend te worden, andere door CD8* T cellen en
een kleiner aantal door beide subsets van T cellen.

De precieze afweerreacties die ten grondslag liggen en karakteristiek zijn voor de
beschermende immuniteit tegen TB, en het gebrek daaraan bij BCG vaccinatie zijn nog
grotendeels onbekend. In Hoofdstuk 4 en 5 hebben we gekeken of de DosR antigenen
een rol hebben in de immuunreactie die volgt na BCG vaccinatie. Verrassend was dat
BCG vaccinatie in zowel humane cellen als muizencellen niet in staat leek een
afweerreactie op te wekken tegen de M. tuberculosis dormancy antigenen! Dit bleek
niet te kunnen worden verklaard door genetische deletie van deze genen in BCG, noch
door een gebrekkige capaciteit van BCG om genen van het DosR regulon in vitro tot
expressie te brengen. Kennelijk leidt BCG vaccinatie in de mens dus niet tot een
adequate reactie tegen M. tuberculosis dormancy antigenen.

Een andere onverwachte bevinding was het voorkomen van afweerreacties op de
dormancy antigenen in sommige gezonde, niet M. tuberculosis geinfecteerde mensen.
De M. tuberculosis dormancy genen bleken niet uniek voor M. tuberculosis: ze komen
ook voor in andere (minder gevaarlijke) mycobacterién en soms ook in bacterién die
men vrij veel aantreft in het milieu. Dit laten we zien in Hoofdstuk 6. Hier beschrijven
we dat mensen die niet besmet zijn met M. tuberculosis maar met een verwante
minder gevaarlijke mycobacterie ook kunnen reageren op de dormancy antigenen van
M. tuberculosis. Dit laat zien dat dormancy antigenen van M. tuberculosis en omgevings
mycobacterién kruisreactief =zijn. Eerder onderzoek heeft laten zien dat
kruisreactiviteit van omgevingsmycobacterién met het BCG vaccin niet altijd een
positieve invloed had op de werking van BCG, hoewel de precieze mechanismen
daarvan nog onbekend zijn. Toekomstig onderzoek zal moeten uitwijzen wat de
invloed en relatie is van kruisreactiviteit van omgevingsmycobacterién met de M.
tuberculosis dormancy antigenen.

DNA vaccins zijn bijzonder goed in het induceren van sterke, beschermende
afweerreacties. In Hoofdstuk 7 bestudeerden we het eiwit Rv1733c, één van de meest
potente dormancy antigenen, als DNA vaccin. In muizen bleek dit inderdaad een goede
afweerreactie te induceren. Rv1733c als DNA vaccin kon nog krachtiger worden
gemaakt door een specifieke formulering toe te passen (met nanopartikel-moleculen)
en het direct toe te dienen via de luchtwegen (het doelwitorgaan van M. tuberculosis)
i.p.v. de huid.



Conclusies

Onze hypothese was dat M. tuberculosis dormancy eiwitten potentiéle antigenen
zouden kunnen zijn voor het menselijk afweersysteem en daarmee nieuwe
kandidaten zijn voor de ontwikkeling van nieuwe post-exposure / therapeutische
vaccins tegen TB.

Onze experimenten tonen aan dat M. tuberculosis DosR regulon gecodeerde dormancy
eiwitten daadwerkelijk herkend worden door het afweersysteem van mensen die
geinfecteerd zijn (geweest) met M. tuberculosis. Ten tweede, een sterkere en bredere
afweerreactie tegen de dormancy antigenen lijkt geassocieerd te zijn met een
natuurlijke bescherming tegen M. tuberculosis. Deze afweerreactie kan wellicht een rol
spelen bij het voorkomen van reactivatie van latente TB naar actieve TB.
Omgevingsmycobacterién bleken ook in staat om reacties te induceren tegen M.
tuberculosis dormancy antigenen, waarschijnlijk als gevolg van kruisreactiviteit met
de M. tuberculosis dormancy antigenen. Daar tegenover staat het opmerkelijke gebrek
van BCG om maar enige reactie te induceren tegen de dormancy antigenen, terwijl de
gensequenties van de DosR regulon genen tussen BCG en M. tuberculosis zo goed als
100% overeenkomen, en BCG in vitro ook het DosR regulon tot expressie kan brengen.

Deze bevindingen vormen de eerste stap op weg naar de ontwikkeling van nieuwe TB
vaccins en van biomarkers die kenmerkend zijn voor de diverse fasen van TB infectie.
Toekomstig onderzoek zal uiteraard rekening moeten houden met de verschillende
immuunreactieprofielen die aanwezig zijn in verschillende etnische groepen.
Grootschalige studies die de immuunreacties in de tijd volgen kunnen belangrijke en
doorslaggevende antwoorden geven op de vraag of M. tuberculosis dormancy
antigenen geschikte vaccin kandidaten zijn tegen TB. Grote populatiestudies zoals
uitgevoerd in Afrika door het ‘Grand Challenges in Global Health Initiative’ zullen hier
een belangrijke rol in spelen. Gecombineerd met het definiéren van beschermende
immuniteit, is het in principe een kwestie van tijd voordat het duidelijk is welk
antigen -of juist meerdere antigenen- geselecteerd zal worden voor opname in
toekomstige TB-vaccins. Dit werk zal ook rekening moeten houden met het
voorkomen en de verspreiding van verschillende M. tuberculosis stammen, die
wellicht kunnen verschillen in de expressieniveaus van DosR regulon antigenen. Het
zal ook mogelijk zijn DosR antigenen te combineren met andere antigenen die
belangrijk zijn gedurende de verschillende fases die M. tuberculosis infectie doorloopt
in tijd (vroege infectie, latente infectie, actieve ziekte). Vaccins bestaande uit de
belangrijkste antigenen van iedere fase van de infectie worden ook wel multi-stage
vaccins genoemd, en zouden als groot voordeel hebben dat ze niet alleen post-
exposure / therapeutisch maar ook preventief gebruikt kunnen worden.
Vervolgonderzoek zal moeten uitwijzen wat de exacte rol is van de M. tuberculosis
dormancy antigenen in relatie tot de bescherming tegen reactivatie van latente TB, en
hoe deze kennis kan worden uitgebuit in de vorm van betere vaccins en biomarkers
van TB.
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human leucocyte antigen

hypothetical protein

heat shock protein X

interferon gamma

interleukin

Iscove’s Modified Dulbecco’s Media

see Dormancy antigens

lipopolysaccharide

lymphocyte stimulation test

latent tuberculosis infection

Mycobacterium tuberculosis

nitric oxide

non replicating persistence

non tuberculous mycobacteria

peripheral blood mononuclear cell
phosphate buffered saline

phycoerythrin

peridinin chlorophyll protein

poly (D, L-lactide-co-glycolide)-polyethyleneimine
purified protein derivative

pattern recognition receptors

region of deletion

tuberculosis

T cell receptor

T helper cell



TLR Toll-like receptor
TNFa tumor necrosis factor alpha
TST tuberculin skin test















