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NEDERLANDSE SAMENVATTING

Het immuun- of afweersysteem beschermt ons tegen het
binnendringen van schadelijke micro-organismen, zoals bacterién,
virussen en andere stoffen. Daarnaast speelt het immuunsysteem ook
een belangrijke rol in de afweer tegen tumor cellen.

Om dit te bewerkstelligen bestaat het immuunsysteem uit een
antigeen-specifieke of verkregen component en een niet-specifieke
of aangeboren component. Tot de niet-specifieke component behoren
o0.a. macrofagen, granulocyten en NK cellen. Deze cellen vormen een
vroege en snelle afweer tegen pathogenen. Tot de antigeen-specifieke
component van het immuunsysteem behoren B en T cellen. Deze cellen
zijn in staat immunologisch geheugen te ontwikkelen, wat inhoudt dat bij
herhaalde blootstelling aan hetzelfde antigeen een snellere en sterkere
respons van het immuunsysteem optreedt, waardoor vaak geen, of milde
ziekteverschijnselen ontstaan.

In het immuunsysteem spelen dendritische cellen (DCs) een
belangrijke rol in de activatie van T cellen. Om T cellen te activeren,
wat noodzakelijk is voor het uitvoeren van hun taak, presenteren
DCs eiwitten afkomstig van micro-organismen in bepaalde moleculen
(zogenaamde MHC moleculen) op hun celopperviak. DCs presenteren
intracellulaire eiwitten, zoals virale eiwitten, in MHC klasse I moleculen
aan CD8* T cellen, terwijl extracellulaire eiwitten, zoals afkomstig van
bacterién, worden gepresenteerd in MHC klasse II moleculen aan CD4*
T cellen. Naast deze 2 zogenoemde antigeen-presentatie routes, hebben
DCs ook de mogelijkheid om extracellulaire eiwitten te presenteren in
MHC klasse I moleculen. Deze cross-presentatie route is van belang voor
de activatie van CD8* T cellen gericht tegen eiwitten die niet door de DC
zelf worden gemaakt. Een voorbeeld hiervoor is een CD8* T cel respons
tegen tumor cellen en virussen die alleen (weefsel-) specifieke cellen
infecteren; in afwezigheid van cross-presentatie zou hiertegen geen T
cell gemedieerde immuunresponse opgewekt kunnen worden.

In de muis vormen DCs in de milt een heterogene populatie van
cellen. Deze populatie kan worden onderverdeeld in een CD8* en een
CD8- subset, welke onderling verschillen in fenotype en locatie in de
milt. CD8* DCs zijn voornamelijk aanwezig in de witte pulpa van de milt,
terwijl CD8 DCs zich in de marginale zone bevinden. Deze specifieke
locatie van DCs wordt gereguleerd door ondermeer chemokines en S1P.
De vraagstelling van dit proefschrift heeft betrekking om de verschillen
tussen de DC subsets verder in kaart te brengen.

CD8 DCs brengen specifiek SIRPa tot expressie. SIRPa is een



oppervlakte receptor op myeloide cellen en is betrokken in de migratie in
het lichaam. In hoofdstuk 2 van dit proefschrift wordt beschreven dat bij
de afwezigheid van functionerend SIRPa, als bestudeerd in SIRPa-A87
mutante muizen, het aantal CD8 DCs in de milt sterk is gereduceerd.
SIRPa blijkt belangrijk te zijn in de regulatie van integrine gemedieerde
adhesie en waarschijnlijk ook in migratie van CD8  DCs. Milt CD8  DCs
geisoleerd uit SIRPa-A87 mutante muizen laten een verlaagde expressie
van MMP-9 en MMP-12 zien en hebben daarnaast een minder uitgerijpt
fenotype vergeleken met CD8  DCs geisoleerd uit wild-type dieren.
Ook kunnen SIRPa-A87 mutante muizen slechter CD4* helper T cellen
activeren. De studie laat een belangrijke rol zien van SIRPa in de migratie,
lokalisatie en overleving van CD8 DCs in de milt van de muis.

DC subsets verschillen in hun capaciteit om T cellen te activeren.
CD8* DCs zijn belangrijk voor cross-presentatie en dus CD8* T cel
activatie, terwijl CD8 DCs voornamelijk betrokken zijn bij de activatie
van CD4* T cellen. In hoofdstuk 3 wordt beschreven dat gist door beide
DC subsets efficiént wordt gepresenteerd aan T cellen. Opmerkelijk was
echter dat gist voornamelijk door CD8- DCs wordt gecross-presenteerd,
terwijl cross-presentatie van andere antigenen voornamelijk aan CD8*
DCs was toegeschreven. De verschillende functies van DC subsets
tijdens gist-infectie wordt ook geillustreerd door verschillen in cytokine
productie door DCs. CD8" DCs produceren na gist stimulatie IL-10, TNFa,
IL-6 en IL23p19 terwijl CD8* DCs geen van deze cytokines produceren.
Bovenstaande verschillen in cross-presentatie en cytokine productie
kunnen niet door verschillen in opname efficiéntie worden veroorzaakt:
beide DC subsets nemen namelijk gelijke hoeveelheden fluorescent
gelabelde gist op. Deze opname van gist was bij beide DC subsets
afhankelijk van de receptor dectin-1.

Efficiénte antigeen-presentatie is een belangrijke functie van DCs. Het
is eerder beschreven dat de het enzymcomplex NADPH oxidase (NOX2)
antigeen-presentatie reguleert door de productie van ROS (zuurstof
radicalen). Wanneer ROS wordt geproduceerd, worden protonen (H*-
ionen) weggevangen, waarbij de pH in de fagosoom stijgt. Veel enzymen
die betrokken zijn bij de afbraak van antigenen zijn alleen bij een lage pH
actief. Dit heeft als concequentie dat bij hogere pH waardes antigenen
minder snel en minder compleet afgebroken worden, waardoor ze
beter kunnen worden gepresenteerd aan T cellen. In hoofdstuk 4 wordt
de rol van ROS in antigeen-presentatie verder onderzocht. CD8 DCs
hebben een hogere mRNA expressie van NOX2 subunits vergeleken
met CD8* DCs. Daarmee samenhangend waren CD8 DCs in staat tot
hogere ROS productie na PMA en gist stimulatie. Remming van ROS
productie d.m.v. de chemische component apocynin verlaagde met



name de antigeen cross-presentatie capaciteit van DCs. Deze resultaten
laten een belangrijke rol voor ROS in cross-presentatie zien, en leidt
tot de suggestie dat de verschillende antigeen-presentatie capaciteiten
tussen DC subsets ondermeer veroorzaakt zouden kunnen worden door
verschillen in ROS productie of door verschillen in de localisatie van ROS
productie in de cel.

DCs fagocyteren antigenen en verwerken deze voor efficiénte
presentatie aan T cellen. In hoofdstuk 5 wordt beschreven dat DCs ook
op een alternatieve manier aan de benodigde antigenen kunnen komen.
Marginale zone metallofiele macrofagen (MMMs), specifieke macrofagen
diezichbevindenin de marginale zone van de milten die efficiént antigenen
opnemen, zijn namelijk in staat antigeen doorgeven aan CD8* DCs. Deze
antigeen-transfer leidt tot efficiénte CD8* T cel activatie doordat de CD8*
DCs deze verkregen antigenen cross-presenteren. In de afwezigheid van
een activatie signaal, kan de transfer van antigenen tussen MMMs en
CD8* DC echter ook leiden tot immunologische tolerantie en verlaagde
T cel activatie. Omdat we geen aanwijzingen vonden in de richting van
MMM migratie hebben we als hypothese dat CD8* DCs, of hun voorlopers
afkomstig uit het beenmerg, via het bloed naar de T cel gebieden in de
witte pulpa migreren. Hierdoor moeten deze DCs de marginale zone
doorkruisen en kunnen ze in contact komen met MMMs, die tijdens deze
interactie antigeen kunnen afgeven aan DCs. Deze studie is de eerste
studie die een belangrijke rol voor MMMs in de inductie van primaire
CD8* T cel responsen.

Gebaseerd op de resultaten beschreven in dit proefschrift concluderen
we dat hoewel CD8* en CD8  DCs allebei zeer goed in staat zijn om T
cellen te activeren, hun homeostase en functie in het immuunsysteem
op verschillende wijzen worden gereguleerd. Hierdoor lijken de CD8* en
CD8" DCs een eigen niche te hebben in de inductie van responsen van
het adaptieve immuunsysteem.
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