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NEDERLANDsE sAmENVATTiNg

Het immuun- of afweersysteem beschermt ons tegen het 
binnendringen van schadelijke micro-organismen, zoals bacteriën, 
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 
o.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 celoppervlak. DCs presenteren 
intracellulaire eiwitten, zoals virale eiwitten, in MHC klasse I moleculen 
aan CD8+ T cellen, terwijl extracellulaire eiwitten, zoals afkomstig van 
bacteriën, 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 SIRPα tot expressie. SIRPα is een 
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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 SIRPα, als bestudeerd in SIRPα-∆87 
mutante muizen, het aantal CD8- DCs in de milt sterk is gereduceerd. 
SIRPα blijkt belangrijk te zijn in de regulatie van integrine gemedieerde 
adhesie en waarschijnlijk ook in migratie van CD8- DCs. Milt CD8- DCs 
geïsoleerd uit SIRPα-∆87 mutante muizen laten een verlaagde expressie 
van MMP-9 en MMP-12 zien en hebben daarnaast een minder uitgerijpt 
fenotype vergeleken met CD8- DCs geïsoleerd uit wild-type dieren. 
Ook kunnen SIRPα-∆87 mutante muizen slechter CD4+ helper T cellen 
activeren. De studie laat een belangrijke rol zien van SIRPα 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 efficiënt 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 geïllustreerd door verschillen in cytokine 
productie door DCs. CD8- DCs produceren na gist stimulatie IL-10, TNFα, 
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 efficiëntie 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. 

Efficiënte 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 
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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 efficiënte 
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 
die zich bevinden in de marginale zone van de milt en die efficiënt antigenen 
opnemen, zijn namelijk in staat antigeen doorgeven aan CD8+ DCs. Deze 
antigeen-transfer leidt tot efficiënte 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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DANkwooRD

Hora Est. Het zit er op, het proefschrift is geschreven! Hora Est, nog even en 
deze twee magische woorden mogen hopelijk in de aula van de VU klinken om het 
einde van mijn promotie-traject te markeren. Nu, wanneer alle manuscripten voor 
dit boekje geschreven zijn, en ik met mijn laatste restje inspiratie het dankwoord 
aan het schrijven ben, besef ik dat de afgelopen 4,5 jaar een mooie en leerzame 
tijd is geweest. Het klinkt heel standaard, eigenlijk als een cliché, maar toch ook 
ik moet zeggen dat zonder bepaalde mensen dit proefschrift er niet geweest zou 
zijn. Een proefschrift schrijven doe je nu eenmaal niet alleen, en blijkt maar weer 
uit dit proefschrift dat het resultaat is van vruchtbare samenwerkingen tussen 
verschillende werkgroepen, zowel nationaal als internationaal! Daarom wil ik 
van de vele mensen waarvan ik hulp heb gekregen (collega’s, familie, vrienden 
en kennissen), dan ook een paar mensen in het bijzonder noemen en ze hier 
persoonlijk bedanken:

Ten eerste natuurlijk mijn promotor en copromotor! Prof.dr. Kraal, beste 
Georg, bedankt voor alles wat ik van je geleerd heb. Jouw ideeën en kritische 
kijk op de wetenschap hebben veel bijgedragen aan de totstandkoming van 
dit proefschrift. Dr. Den Haan, beste Joke, ik heb mij vaak afgevraagd waar ik 
geëindigd was als jij niet mijn copromotor was geweest. Door jouw enthousiasme, 
de stortvloed aan ideeën en jouw persoonlijke manier van begeleiden heb ik veel 
geleerd. Toch vraag ik me ook terdege af hoe jij het hebt kunnen volhouden, 4 
jaar lang verantwoordelijk te zijn voor de dagelijkse begeleiding van 2 onbesuisde 
AIOs, he Erik! AIOs hebben het natuurlijk altijd zwaar, maar de positie als 
copromotor kan van tijd tot tijd ook een stressvolle onderneming zijn ; ik zal 
bijvoorbeeld de overstap op het vliegveld van Frankfurt nooit vergeten! Vanwege 
kinderspeelgoed in jouw handbagage moest de rest van Duitsland ongeveer 
zonder politie doen. Georg en Joke, nogmaals bedankt en ik hoop dat het werk, 
waar ik niet meer aan toegekomen ben, nog met succes wordt afgerond.

Daarnaast wil ik de voltallige beoordelingscommissie danken voor de 
tijd en energie die ze in de vakkundige beoordeling van mijn proefschrift 
hebben gestopt. Andreas, vielen Dank für Deine aktive Mitwirkung in meiner 
Promotionskommission. 

De afdeling Celbiologie en Immunologie, met de werkgroepen in alle kleuren 
van de regenboog, en alsof dat nog niet genoeg was, met overkanten en onze-
kanten. Dat ik mijn verblijf op de afdeling als zeer prettig heb mogen ervaren, 
komt niet in de laatste plaats door de enorme collegialiteit en gezelligheid die bij 
MCBI heerst. Daarom dank aan alle huidige en voormalige labgenoten die direct 
bij mijn onderzoek betrokken waren, of die ‘achter de schermen’ er voor zorgden 
dat de afdeling zo goed draait! Christine, bedankt voor de mogelijkheid om op de 
afdeling te kunnen werken. Ook de mensen in de stallen, Erwin, Carla, Eelco (ja, 
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ik reken jou hier ook maar bij) en de anderen die altijd klaar stonden wanneer ik 
weer eens muizen nodig had.

Natuurlijk ook mijn dank aan de collega’s van de Immune Regulation Group 
(wijd en zijd beter bekend onder de geuzennaam Groep Geel). Tanja, Mascha, 
Toon, Gera, Brenda, Marieke, Rosalie, Jasper, Ida, Anna, Ramon, Serge, Marlene, 
Aram, Joost, Reina en Tom. En natuurlijk de oude gele-rakkers Arnold, Mark en 
Michelle niet te vergeten, waarmee ik toch menig werkbespreking heb mogen 
delen. Er is zelfs een liedje over deze sterren van groep geel geschreven: Look at 
the stars, Look how they shine for you, And everything you do, Yeah, they were 
all yellow (Coldplay, Yellow, 2000).

De  MCBI-on-tour-naar-Zuid-Afrika / Ronald-op-stap-met-zijn-harem                        
reisgenoten: Het was een super mooie reis. Ik kon mij wel vinden in het Zulu-
gedachtegoed: ik had toen echter geen idee hoe ik die 75 koeien überhaupt naar 
Nederland had moeten krijgen... 

Naast het werk op het lab was het goed toeven in oase H-269, onze eigen 
kabouter-kamer! Met in order of appearance: Klaas, Patricia, Arnold, Erik, Rob, 
Elly, Rosalie, Margot, Brenda, Antonio en Marieke. De wereld is gered wanneer 
jullie net zo snel kunnen pipetteren als die flessen kabouterbier leegdrinken!! En 
weten jullie wat nu zo mooi is: wanneer ik weer eens naar zo’n borrel mag komen, 
hoef ik de volgende 5 dagen lekker NIET meer in de stank van de frituurpan te 
zitten !!! Daarnaast heb ik moeten beloven over aantal niet nader te noemen 
personen iets aardigs te zeggen in het dankwoord: Elly, als je goed uitkijkt kun je 
(letterlijk en figuurlijk) tot grote hoogte klimmen; Margot, ik wens jou een mooie 
toekomst toe; Marieke, net begonnen als AIO, maar het kan niet anders dan dat 
jij het ook gaat maken; Brenda, from now on AWBs at the AMC, Gryp die dag!; 
Antonio, Os invernos são frios na Holanda! 

Verder nog Boris (mijn hardloop-buddy van het eerste moment, hopelijk 
gaan we weer snel een ‘halve’ doen), Jeroen (ongelooflijk, we hebben nu gewoon 
dezelfde kamer op het AMC!), Theo (nou, die keet bij de metrohalte is ook best 
gezellig, en er zijn geen gereserveerde tafeltjes), Tanja (als het in de winter te 
koud is om te wielrennen, hier dus iets om te lezen), Mascha (voor alle tijd die 
je achter de confocal heb gezeten), Aram (voor het omgekeerd overlopen), Gijs 
(succes, jij bent na mij het volgende slachtoffer), Jasper (), Nanne (nou zeg!), 
Joost (dit is wel een borrelmomentje, zou ik zeggen) en Tom (the two rules about 
flow cytometry: ‘garbage in = garbage out’, and ‘shit happens’).

The ‘Sweeties’ (Brenda, Michelle, Ana and Sander), I just want to let you 
know how much I appreciate you for being my friends, and for being part of my 
live the last 4 years. 

Beste paranimfen Erik en Klaas, ook voor jullie niets dan vriendelijke 
woorden, aangezien ik jullie straks op het podium wellicht nog nodig heb. Erik, 
vanaf de eerste tot de laatste minuut mijn kamergenoot en parallel-AIO van Joke. 



173

De afgelopen 4 jaar hebben we het slappe geouwehoer flink geperfectioneerd! 
Hoewel onze kamergenoten wellicht een beetje gek hiervan werden (?), begin 
ik het wel te missen. Datzelfde geldt eigenlijk ook voor de potjes 7-hand-poker 
via MSN (ik weet helaas niet de actuele stand, maar statistisch volgens mij 
sterk in jouw voordeel). Erik, ik wens je het allerbeste buiten de wetenschap, en 
trouwens, binnenkort is het jouw beurt! En dan Klaas; eerst mijn kamergenoot, 
nu AMC collega. Als AIO hadden we professioneel niet veel met elkaar te maken, 
maar buiten het lab des te meer: weekendjes actief wandelen in de Ardennen 
of lekker hardlopen om de Sloterplas/Gaasperplas (nu het boekje af is moet ik 
maar harder gaan trainen zodat ik ook eens vóór jou kan lopen) of lekker passief 
eten in de stad. Hopelijk kunnen we spoedig op het AMC ook binnen het lab 
samen iets doen, met Influenza of zo...

Familie hoort eigenlijk niet op de laatste plaats genoemd te worden. Moeders, 
bedankt voor alles wat je me gegeven hebt. Door jou ben ik eigenlijk ‘iets op het 
lab gaan doen’, en met dit proefschrift als resultaat! Alex, broertje, net begonnen 
aan ‘de dubbel’ economie+rechten, wellicht een verstandige keuze niets met 
biologie te willen doen. Annet, grote zus, veel succes met alles en groetjes aan 
de beestenboel. Papa, kon je hier nu maar bij zijn, ik zal je missen!

Marlene, het is eindelijk af! Bedankt voor het altijd aanhoren van de 
frustraties, bedankt voor de onvoorwaardelijke steun. Ik hoop dat we er samen 
iets heel moois van kunnen maken, want Ohne Dich ist alles doof!

Verba volant, scripta manent.

Ik heb gezegd,
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Rombout Adriaan (Ronald) werd op 5 juli 1981 in Willemstad (Noord-
Brabant) geboren. Hij behaalde in 1998 het HAVO-diploma aan de CSG 
Willem van Oranje te Oud-Beijerland. In datzelfde jaar begon hij met 
de studie Biomedisch laboratoriumonderzoek aan de Hogeschool van 
Rotterdam. Hierbij deed hij als stagiair in de groep van dr. Pieter Leenen op 
het Erasmus MC zijn eerste lab-ervaring op. Tijdens deze afstudeerstage 
hield hij zich bezig met het opzetten van een proefdiermodel voor het 
bestuderen van de ziekte Langerhans cel histiocytose. In deze tijd werd 
zijn interesse in het vakgebied van de immunologie sterk aangewakkerd. 
Daarom begon Ronald, na het behalen van zijn HBO diploma in 2002, 
aan de master Biologie aan de Universiteit Leiden. Tijdens deze studie 
werden 2 stages voltooid. Op het Leids Universitair Medisch Centrum 
werkte hij onder begeleiding van dr. Bart Roep om peptide-binding van 
verschillende diabetes-geassocieerde HLA moleculen te bestuderen. Een 
jaar later ging hij naar Oxford, Engeland, om samen met dr. Marella de 
Bruijn op het John Radcliffe Hospital onderzoek te doen naar de rol van 
Runx1 in het ontstaan van hematopoietische stamcellen. De studie werd 
in 2004 afgesloten met het behalen van de titel ‘master of science’.

In 2005 werd Ronald als promovendus aangesteld op een door NWO-
gesubsidieerd promotie-onderzoek op de afdeling Moleculaire Celbiologie 
en Immunologie van het VU Medisch Centrum in Amsterdam. Onder 
begeleiding van prof.dr. Georg Kraal en dr. Joke den Haan verrichte hij 
onderzoek naar de rol van de verschillende dendritische celsubsets in 
de milt van de muis, waarvan de resultaten in dit proefschrift staan 
beschreven.

Momenteel is Ronald werkzaam als postdoc in de werkgroep van dr. 
Derk Amsen op het Academisch Medisch Centrum te Amsterdam om de 
rol van Notch signalering in T cel differentiatie te bestuderen.
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WORK EXPERIENCES

July 2009 – today
Postdoc at the Department of Cell Biology and Histology, Academic Medical Center, 
University of Amsterdam, Amsterdam
Research group; Dr. D Amsen
Research topic; “The role of Notch signaling in T cell differentiation”

may 2009 - July 2009
Postdoc at the Department of Cell Biology and Immunology, VU University Medical 
Center, Amsterdam
Research group; Prof.dr. G Kraal, dr. JMM den Haan
Research topic; “Cytotoxic T cell activation by dendritic cells: Do different types of 
dendritic cells have specialized functions?”

January 2005 - December 2008
PhD project at the Department of Cell Biology and Immunology, VU University 
Medical Center, Amsterdam
Research group; Prof.dr. G Kraal, dr. JMM den Haan
Research topic; “Cytotoxic T cell activation by dendritic cells: Do different types of 
dendritic cells have specialized functions?”

January - July 2004: 
Internship at the MRC Molecular Haematology department, Weatherall Institute of 
Molecular Medicine, John Radcliffe Hospital, University of Oxford, UK.
Research group; Dr. M.F. de Bruijn

            Research topic; “The role of RUNX1 in embryonic haematopoiesis”. 
January - June 2003: 

Internship at the Department of Immunohaematology and Blood transfusion. Uni-
versity Medical Center Leiden, The Netherlands.
Research group; Dr. B.O. Roep
Research topic; “Type I Diabetes associated HLA-DQ transfectants and their pep-
tide binding capacities”.

september 2001 - July 2002: 
Internship at the Department of Immunology, Erasmus MC Rotterdam, The 
Netherlands. 
Research group; Dr. P.J.M. Leenen
Research topic; “Generation of a mouse model for Langerhans Cell Histiocytosis”.  

EDUCATION

2005-2008
PhD student at the Department of Cell Biology and Immunology, VU University 
Medical Center, Amsterdam

Course on laboratory animal science (‘Article 9’ course)
Radiation protection course level 5B

2002-2004
Biology, Department of Biology, Faculty of Mathematics and Natural Sciences, 
Leiden University.

Diploma September 2004 
1998-2002

Biological and Medical Laboratory Techniques. Hogeschool Rotterdam, university of 
professional education. 

Diploma September 2002.
Course on laboratory animal science (‘Article 12’ course)

1993-1998
Higher General Secondary Education, Christelijke Scholengemeenschap Willem van 
Oranje, Oud-Beijerland, The Netherlands. Diploma June 1998.



177

PUBLICATIONS AND PRESENTATIONS

Backer R, Van Leeuwen F, Kraal G & den Haan JM: CD8- dendritic cells preferentially cross-
present Saccharomyces cerevisiae antigens. Eur J Immunol 2008; 38: 370–380.

Backer R*, Jüngerkes F*, Greuter M, Oosting M, Boon L, O’Toole T, Kraal G, Limmer A & Den 
Haan JM: Marginal metallophilic macrophages transfer antigens to CD8+ dendritic cells for 
the generation of anti-tumor cytotoxic T cell responses. *Both authors contributed equally. 
Submitted for publication.

Kooij G, Backer R*, Koning JJ*, Reijerkerk A, Van Horssen J, Van der Pol SMA, Drexhage J, 
Schinkel A, Dijkstra CD, Den Haan JMM, Geijtenbeek TB, De Vries HE: P-glycoprotein acts as 
an immunomodulator during neuroinflammation *Both authors contributed equally. Submit-
ted for publication.

Backer R, Van den Berg H, Van Beek EM, Kooij G, Greuter M, De Vries HE, Kraal G, Van den 
Berg TK & Den Haan JM: Signal Regulatory Protein-α signaling is essential for splenic CD8- 
dendritic cell homeostasis. Submitted for publication.

Backer R, Kraal G & den Haan JMM: NADPH oxidase-derived reactive oxygen species 
enhance antigen cross-presentation capacity of dendritic cells. Manuscript in preparation.

oral presentations:

Marginal zone metallophilic macrophages transfer Ag to CD8+ dendritic cells for cross-
presentation
Dutch Society of Immunology, Annual meeting
Noordwijkerhout, The Netherlands 2008 

CD8- dendritic cells preferentially cross-present S. cerevisiae antigens
Dutch Society of Immunology, Annual meeting
Noordwijkerhout, The Netherlands 2007

Cross-presentation of yeast derived antigens by murine dendritic cells
Dutch Society of Immunology, Annual meeting
Noordwijkerhout, The Netherlands 2006

CTL activation by dendritic cells: Does TLR stimulation effect cross-presentation by murine 
dendritic cells subtypes?
Dutch Society of Immunology, Annual meeting
Noordwijkerhout, The Netherlands 2005

Poster presentations: 

Does TLR stimulation modify cross-presentation capacity of different murine dendritic cell 
subtypes?
European Macrophage and Dendritic Cell Society 
Amsterdam 2005

Cross-presentation of S. cerevisiae expressed antigen by dendritic cells.
9th International Conference Dendritic cells
Edinburgh, UK, 2006

Signal Regulatory Protein-α signaling is essential for splenic CD8- dendritic cell homeostasis.
Keystone Symposia ‘Dendritic Cells’
Banff, Alberta, Canada 2009



178

Notes


