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Het lichaam heeft voortdurend te maken met aanvallen van micro-organismen, zoals 
bacteriºn, virussen, parasieten en schimmels die he t goed functioneren van het 
lichaam bedreigen. Om zichzelf te beschermen, beschikt het lichaam over een eigen 
verdedigingsmechanisme: het immuunsysteem. Het immuunsysteem bestaat uit een 
specifiek en niet-specifiek gedeelte. Het specifieke immuunsysteem wordt gemedieerd 
door bepaalde witte bloedcellen, de lymfocyten. Lymfocyten zijn in staat heel selectief 
een karakteristieke lichaamsvreemde moleculaire structuur, ook wel antigen genoemd, 
te herkennen op een micro-organisme en een immuunrespons op te wekken die 
specifiek tegen het betreffende antigen gericht is. Het niet-specifieke gedeelte van het 
immuunsysteem vormt de eerstelijns verdediging tegen micro-organismen en is vanaf 
de geboorte aanwezig en actief. Het bestaat uit mechanische fysiologische barriŁres 
zoals de huid en het slijmvlies van de darmen, de luchtwegen en het urogenitale 
stelsel. Daarnaast spelen fagocyten en andere witte bloedcellen een belangrijke rol in 
de het niet-specifieke immuunsysteem.  

Fagocyten zijn in staat om de binnendringende micro-organismen op te nemen 
(fagocyteren) en te doden en worden daarom ook wel vreetcellen genoemd. Dit duidt 
op hun sterk fagocyterend vermogen. Fagocyten kunnen we onderverdelen in 
monocyten/macrofagen en neutrofielen. Monocyten zijn de voorlopercellen van de 
macrofagen. Zodra een monocyt uit de bloedsomloop treedt en migreert naar de 
omliggende weefsels en organen wordt het een macrofaag genoemd. Macrofagen 
spelen een belangrijke rol in de afweer tegen micro-organismen die het lichaam 
belagen. De macrofaag kan een micro-organisme herkennen door middel van 
receptoren voor bijvoorbeeld eiwitten of suikerstructuren die op het oppervlak van 
bacteriºn, virussen en andere lichaamsvreemde deelt jes voorkomen en vormt zich dan 
om de ziekteverwekker en maakt deze onschadelijk door de productie van 
verschillende antimicrobiºle stoffen. De macrofaag kan nu een nieuw micro-organisme 
gaan vernietigen. Een neutrofiel werkt bijna hetzelfde. Het enige verschil is dat een 
neutrofiel maar ØØn ziekteverwekker kan vernietigen omdat hij hierna zelf sterft. 
Fagocyten zijn niet alleen betrokken bij verdediging tegen micro-organismen maar 
spelen ook een rol bij het opruimen van tumorcellen. Verder zijn fagocyten, en dan 
voornamelijk de macrofagen, ook betrokken bij homeostatische processen zoals 
opruimen van dode cellen, regulatie van de haemotopoiese en modulering van weefsel 
bij ontwikkeling of herstel. Bijvoorbeeld in bot zorgen gespecialiseerde macrofagen, 
genaamd osteoclasten, voor het afbreken en opruimen van bot bij groei of herstel. 
Fagocyten hebben dus een groot aantal verschillende functies in het lichaam. Het is 
daarom een vereiste dat al deze gespecialiseerde functies van de fagocyt onder 
controle staan om te voorkomen dat de fagocyt overactief wordt en ernstige schade zal 
toebrengen aan het lichaam. Om dit te bewerkstelligen bezitten fagocyten een groot 
aantal receptoren voor micro-organismen en lichaamseigen eiwitten die een sleutelrol 
spelen in de communicatie van de fagocyt met hun omgeving en in de regulatie van de 
functies. In principe zijn de receptoren onder te verdelen in activerende receptoren en 
inhibitoire (remmende) receptoren. De activerende receptoren zetten de fagocyt aan tot 
een bepaalde activiteit. De inhibitoire receptoren daarentegen remmen de fagocyt in 
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hun actie. De afgelopen jaren zijn er verscheidene inhibitoire receptoren beschreven 
met verschillende niet-overlappende functies.  
 
Promotieonderzoek 
In dit proefschrift zijn we geïnteresseerd in de inhibitoire receptor SIRPα. SIRPα is 

transmembraan eiwit dat uitsluitend voorkomt op myeloïde en neuronale cellen. SIRPα 
is een typerend inhibitoire receptor vanwege zijn intracellulaire staart met ITIMs 
(immunoreceptor tyrosine based inhibtion motifs). Deze ITIMs kunnen gefosforyleerd 
worden na binding van de ligand (bindingspartner), waarna ze tyrosine fosfatases, 
SHP-1 and SHP-2, aantrekken en activeren. Deze fosfatases kunnen op hun beurt 
weer eiwitten defosforyleren waardoor verschillende cellulaire functies op een 

negatieve manier gereguleerd worden. De ligand van SIRPα is de transmembraan eiwit 

CD47. Na binding van CD47 is SIRPα betrokken in de regulatie van verschillende 
cellulaire functies van de fagocyt zoals groei, differentiatie, adhesie en 

transendotheliale migratie. Verder beïnvloedt SIRPα door binding van zijn ligand in 
negatieve zin de fagocytose en opruiming van erytrocyten. Het doel van dit 

promotieonderzoek is beter inzicht te krijgen in alle fagocyt functies die SIRPα 
beïnvloedt.  

Hoofdstuk 2 geeft een overzicht van de SIRP familieleden en hun 
immunologische functies. Tevens wordt er een aantal nieuwe SIRP eiwitten beschreven 
die tot nu toe nog niet geïdentificeerd waren. 

In hoofdstuk 3 is onderzocht of SIRPα een regulerende functie heeft in de 
fagocyt respiratoire burst. De respiratoire burst is een van de belangrijkste 
antimicrobiºle functies van de fagocyt. Deze wordt gemedieerd door het 
enzymcomplex, NADPH oxidase. NADPH oxidase zet zuurstof om in superoxide (O2

-), 
een reactieve vorm van zuurstof. Superoxide vormt de grondstof voor andere, nog 
agressievere zuurstofproducten. Hoge concentratie van deze agressieve 
zuurstofproducten is dodelijk voor micro-organismen maar kan ook schadelijk zijn voor 
het lichaam zelf en dus is regulatie van de respiratoire burst een vereiste. Retrovirale 

expressie van SIRPα in humane myeloïde cellen resulteert in remming van de 

respiratoire burst. Verder laten we zien dat de interactie tussen SIRPα en zijn ligand 

CD47 en signalering via de SIRPα ITIMs vereisten zijn voor het inhibitoire effect van 

SIRPα. De intracellulaire SIRPα signalen belemmert de opregulatie van gp91phox, het 
katalytische component van de fagocyt NADPH oxidase complex, tijdens differentiatie. 
Consistent met bovengenoemde resultaten, monocyten, macrofagen en granulocyten 

afkomstig van de muizen die SIRPα cytoplasmatische staart missen en daardoor niet 
kunnen signaleren, laten een verhoogde respiratoire burst activiteit en gp91phox 
expressie zien. Als gevolg van de verhoogde respiratoire burst zijn de fagocyten van 

SIRPα-mutante muizen niet in staat bacteriºn op te ruime n. Dit komt omdat de 
respiratoire burst op een zeker niveau toxisch is voor het lichaam zelf en dus ook voor 

de omliggende fagocyten. Al deze resultaten leveren het bewijs dat SIRPα een 
negatieve regulator is van de respiratoire burst waardoor het misschien wel een 
onderdeel is van een endogeen mechanisme dat de toxische effecten van de 
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respiratoire burst voor het eigen lichaam limiteert. 
Osteoclasten zijn gespecialiseerde macrofagen en zorgen voor de afbraak van 

bot door middel van botresorptie. Dit is belangrijk voor ontwikkeling, handhaving en 
reparatie van het bot. Ontregeling van de botresorptie kan leiden tot botziektes zoals 

osteoporosis. In hoofdstuk 4 hebben we aangetoond dat SIRPα in osteoclasten tot 

expressie komt. Verder laten we zien dat osteoclasten van de SIRPα-mutante muis 
normaal gevormd worden maar een verhoogde botresorptie activiteit hebben. Door de 

verhoogde activiteit van de osteoclasten zijn de SIRPα-mutante muizen osteopenisch 
en hebben ze een gereduceerde corticale botmassa. Onze resultaten geven bovendien 

inzicht in het mechanisme waarmee SIRPα botresorptie reguleert. Osteoclasten van de 

SIRPα-mutante muis hebben een groter aantal actine ringen hetgeen vereist is voor 
een goede botafbraak. De actine ring is namelijk een onderdeel van een intrinsieke 
adhesie structuur die zorgt voor een afgezonderde zure micro-omgeving waarin 

botmatrix kan worden afgebroken. Hiermee is SIRPα de eerste inhibitoire receptor die 
specifiek de botresorptie reguleert. 

Vorige studies hebben laten zien dat de interactie tussen CD47 en SIRPα de 
antilichaam gemedieerde fagocytose van host cellen kan remmen. In hoofdstuk 5 is 
onderzocht of de interactie ook invloed heeft op de antilichaam gemedieerde 
fagocytose en vernietiging van tumorcellen. Interferentie in de interactie van CD47 en 

SIRPα met behulp van antagonistische antilichamen laat inderdaad zien dat de CD47-

SIRPα interactie een negatief effect heeft op de fagocytose en daardoor op de 

vernietiging van tumorcellen. Verder zien we dat de SIRPα-mutante muis een 
gereduceerd aantal longmetastasen ontwikkelt na behandeling met het anti-tumor 

antilichaam, Ta99. Dit geeft aan dat de CD47-SIRPα interactie werkt als een intrinsiek 
mechanisme dat het therapeutische effect van het anti-tumor antilichaam limiteert. 

Hoofdstuk 6 en 7 laten zien dat de SIRPα expressie is verlaagd in 70% van de 
AML patiºnten. Voornamelijk de immature AML subtype s (geclassificeerd als M0-M3) 

hebben een verlaagde expressie van SIRPα. Deze lage expressie van SIRPα is ook 
zichtbaar in de patiºnten sample van AML subtypes m et t(17;21) of t(15;17) 
translocatie. Met behulp van DNA-methylatie en histone deacetylatie remmers laten we 

zien dat de lage expressie van SIRPα in t(8,21) AML cellijn waarschijnlijk het gevolg is 

van epigenetische silencing. Ligatie van SIRPα met behulp van een agonistisch 
antilichaam induceert apoptose van de t(8;21) en t(15;17) AML cellen. Ten slotte wordt  

aangetoond dat het pro-apoptosische effect van SIRPα synergistisch werkt met 
chemotherapeutische medicijnen die vaak gebruik worden in AML patiºnten. Deze 

resultaten suggereren dat SIRPα potentie heeft als therapeutisch doel in AML. 

Concluderend: De resultaten van dit proefschrift laten zien dat SIRPα invloed 
heeft op verschillende immunologische en homeostatische functies van de fagocyt. 

Verder wordt aangetoond dat activatie of blokkering van SIRPα de response op de 
fagocyt kan veranderen waardoor we een gewenste reactie kunnen opwekken of een 

ongewenste reactie kunnen blokkeren. Dit geeft aan dat SIRPα therapeutische 
potenties heeft. Verder onderzoek is nodig om de waarde hiervan aan te tonen in vivo.  
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Yes, eindelijk is het boekje af. Ik had dit nooit succesvol kunnen afronden zonder hulp. 
Daarom wil ik hier van de gelegenheid gebruik maken om een aantal mensen 
persoonlijk te bedanken. 
 
Allereerst mijn promotoren en copromotor. Christien, jij was het eerste jaar voornamelijk 
betrokken bij mijn project. Na de overstap naar de groep van Georg bleef je deur altijd 
voor mij open staan. Beste Georg, in het tweede jaar van mijn promotie mocht ik plaats 
nemen in jouw groep. Vanaf het begin voelde ik me al thuis ondanks dat mijn project 
niet direct in het onderzoeksveld van de groep paste. Dankjewel voor je enthousiaste 
begeleiding en stimulerende ideeºn. Timo, als ik ee n vraag had, kon ik altijd even snel 
bij je binnenlopen. Dat was zeker in het begin van mijn AIO-tijd erg prettig. Bedankt 
voor de uitdaging die je aan mijn promotie gaf. 
 
Leden van de leescommissie wil ik bedanken voor de tijd en aandacht die zij 
geschonken hebben aan het beoordelen van mijn proefschrift. 
 
Verder wil ik ook de mensen van de SIRP groep bedanken. Chantal, bedankt voor het 
wegwijs maken op het lab. Karin, jij kwam na een jaar in onze groep. Door je enorme 
ervaring met celkweken waren mijn cellen altijd in goede handen bij jou. Bedankt voor 
alle gezelligheid. Isabelle, ondanks dat je niet bij ons op de afdeling zat is je inbreng 
groot geweest. Twee hoofdstukken van dit boekje waren er zonder jou niet geweest. 
Het was altijd gezellig met jou. Er stond altijd een lach op jouw gezicht en niets was te 
veel en ik kon dus altijd op je rekenen. Bedankt voor alles en ik ben heel blij dat je mijn 
paranimf wilt zijn op deze bijzondere dag. Richard, ook zonder jouw hulp waren de 
twee laatste hoofdstukken er nooit geweest. Gracias! En wanneer kan ik mijn vakantie 
naar Chili boeken? Melanie, onze samenwerking was maar van korte duur. Ondanks 
dat was je een fijne collega. Xiwen and Julian, everything will work out, good luck with 
your thesis. Ook mijn student Marloes wil ik niet vergeten. Heel veel succes met je AIO-
baan. En wie weet mag ik jou over vier jaar feliciteren.  
 
Natuurlijk wil ik ook iedereen van de afdeling Moleculaire Celbiologie en Immunologie 
bedanken. In het bijzonder de blauwe en gele groep, bedankt voor alle gezelligheid en 
adviezen. En laat ik ook niet alle mensen van de Red Blood Cell research groep 
vergeten die mij het laatste jaar van mijn AIO tijd hebben geholpen.  
 
In mijn periode als AIO heb ik met veel mensen een kamer mogen delen. Ten eerste de 
Miepenkamer met Trieneke, Pia, Lisa en Ellis. Ik had me geen leukere kamer kunnen 
bedenken om mijn AIO-tijd te beginnen. Bedankt voor alle gezelligheid, het theeleuten 
en onze etentjes. Mijn tweede kamer mocht ik delen met Sandra, Gerty en Stefan. 
Deze kamer was iets rustiger maar ondanks dat hadden we vaak leuke discussies over 
het werk of de dagelijkse dingen. Sandra en Gerty bedankt voor alle tips die jullie mij 
gegeven hebben voor het schrijven van een proefschrift. In kamer nummer drie zat ik 
samen met Babs, Gijs, Jasper, Rosalie, Mark, Nuray en Lydia. Dank voor jullie 
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gezelligheid en heerlijke koekjes. Zorg goed voor de vissen en succes met alles wat 
komen gaat. 
 
Zonder de hulp van Dirk, Robin, Anton, Paul, Martin en Judy was het respiratoire burst 
stuk er nooit geweest. Dirk en Robin bedankt voor het meedenken en jullie input. 
Anton, bedankt de western blots en Paul voor het maken van gp91 getransduceerde 
PLB cellen. Martin en Judy, jullie hebben me wegwijs gemaakt in de wereld van de 
qPCR.  
 
Vincent, Teun en Ton, zonder jullie hulp was het osteoclasten hoofdstuk (het Ellen- 
project) er nooit geweest. Bedankt voor jullie gezelligheid en alle adviezen. Natuurlijk 
wil ik ook Lars en Geerling bedanken voor de hulp met de microCT want zonder deze 
data was het nooit zo�n mooi hoofdstuk geworden. 
 

Verder wil ik ook graag alle mensen van het proefdierverblijf bedanken die mijn SIRPα 
muizen de afgelopen jaren verzorgd hebben. In het bijzonder wil ik Suzanne en Paula 
bedanken voor hun hulp bij de experimenten. Het was altijd leuk en gezellig om met 
jullie samen de verschillende proefdier experimenten in te zetten. De tijd vloog om.  
 
Bert en Venice wil ik bedanken voor al hun hulp bij het kloneren. Ik kon altijd met 
vragen bij jullie terecht. Ook bij Sonja stond de deur altijd open, dan was het weer een 
vraag over kloneren of wilde ik iets weten over signaaltransductie.  
 
En dan mijn andere paranimf, Lisa, zonder jou waren al die congressen die we samen 
hebben bezocht veel minder leuk geweest. Verder was het fijn dat we tegelijk in ons 
laatste jaar zaten. We hebben samen alle hobbels overwonnen en die DE-tjes helpen 
daar goed bij. Ik vind het super dat je mijn paranimf wilt zijn. 
 
Vrienden, familie en bijna schoonfamilie dank ik voor de interesse, steun en de 
welkome afleiding. In het bijzonder wil ik nog een paar mensen bedanken. Ten eerste 
mijn twee studievriendinnen Debby en Debbie (of gewoon de Debbies). Ondanks de 
grote afstand hebben we contact gehouden na onze studie. Het is elke keer weer erg 
gezellig en het is altijd fijn om mensen om je heen te hebben die hetzelfde vak 
uitoefenen. Debby, nu maar op naar jouw promotie. Maaike, mijn oud huisgenoot, 
inmiddels woon je ook in Den Haag en zijn onze eetafspraakjes weer behoorlijk in 
aantal toegenomen. Ik heb ze wel gemist sinds ik weg ben van de Warande. Dan mijn 
tennismaatjes, Inge en Iris. De maandagavonden zijn altijd reuze gezellig. Wanneer 
gaan we weer een balletje slaan? 
 
Lieve pap, mam, Anneke, Rutger en Paul, dank voor jullie onvoorwaardelijke liefde, 
belangstelling, aanmoediging, vertrouwen en steun. Ook mijn oma mag ik niet 
vergeten. Als we elkaar spraken vroeg u altijd even naar mijn promotie. Bedankt voor 
uw belangstelling. 
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En tenslotte, lieve Pieter, inmiddels weet je hoe het is om met een AIO samen te leven. 
Je hebt me geweldig gesteund vooral het laatste jaar. Mijn dank is groot��. en nu op 
naar 29 augustus. 
 

������ �
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Figure 9. Enhanced bacterial outgrowth in the SIRPα-mutant mice. (C) Liver sections of uninfected or 

infected SIRPα wild type or mutant mice. Sections were stained for the granulocyte marker Ly-6G (Gr-1). Bar 

= 50 µm. 
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Figure 1. SIRPα signaling is not required for osteoclastogenesis. (A) Osteoclasts generated from bone 
marrow cells of wild type mice by culturing for 5.5 days in the presence of M-CSF and RANKL and seeded on 

cortical bone slides express SIRPα. Abundant SIRPα was seen both in mononuclear (arrow heads) and 
multinucleated (arrows) cells. No staining was observed with the isotype-matched negative control (rat anti-

mouse CD25). The cells were fixed and stained with the anti-SIRPα monoclonal antibody (clone p84, rat IgG) 
or rat anti-mouse CD25 (clone PC61.5.3, IgG1) and Alexa 488 (green) conjugated goat anti-rat IgG antibody 
and evaluated by confocal microscopy. Nuclei were visualized by propidium iodide (red) staining. Bar = 100 

µm. (E) Osteoclasts, generated from bone marrow cells of wild type and SIRPα-mutant mice and cultured on 
cortical bone slides in the presence of M-CSF and RANKL for 5 days, were stained for TRACP, a specific 
enzyme marker of osteoclasts. Nuclei were visualized with DAPI. Note that mononuclear, binuclear and 

multinucleated cells (arrow) are present in both cultures. Bar = 100 µm. 
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Figure 2. Similar osteoclast formation 

from wild type and SIRPα-mutant bone 
marrow on plastic. (A) Osteoclasts, 
generated from bone marrow cells of 

wild type and SIRPα-mutant mice and 
cultured in the presence of M-CSF and 
RANKL for 5 days, were stained for 
TRACP. Nuclei were visualized with 
DAPI. Note that mononuclear, binuclear 
and multinucleated cells (arrow) are 

present in both cultures. Bar = 100 µm. 
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Figure 3. Increased bone resorption in 

osteoclasts from the SIRPα-mutant 
mice. Bone marrow cells were cultured 
on cortical bone slices in the presence 
of M-CSF and RANKL for 6 days. (A) 
The slices were stained with 

Coomassie Brilliant blue. Bar = 100 µm. 
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Figure 4. Reduced cortical bone mass in 

SIRPα-mutant mice. (E) Histological 
staining with methylene blue of the wild 

type and SIRPα-mutant mice tibiae. 
Micrograph of osteoclasts along 

trabecular bone. Bar = 10 µm. 
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Figure 6. Enhanced actin ring formation in SIRPα-mutant mice. Osteoclasts derived from bone marrow cells 

of the wild type and SIRPα-mutant mice were cultured on cortical slides and stained with Alexa fluor 488 
phalloidin. (A) Images were obtained by confocal laser scanning microscopy. Actin rings are in green, nuclei 

(PI-staining) are in red. Bar = 100 µm. 
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macrophages and HIS48-positive granulocytes. (C) Flow cytometric analysis and immunohistochemistry 
showed CD47 expression on the CC531s tumor cells. Stainings were counterstained with haematoxylin. Bar 

= 100 µm. 

Figure 1. SIRPα and CD47 expression 
in liver CC531s metastasis. (A) Cells 
within and surrounding the CC531s 
tumor (indicated by the circle) express 

SIRPα. Sections were counterstained

with haematoxylin. (B) The SIRPα
positive cells were predominantly 
identified as ED1- and ED2-positive

Chapter 5: Figure 1 
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Figure 3. Effect of CD47-SIRPα interactions on therapeutic efficacy of TA99 antibody in lung metastasis. (B) 

Wild type and SIRPα-mutant mice were challenged i.v. with B16F10 tumor cells. After 21 days, mice were 
sacrificed, lungs were excised, and tumor loads scored as detailed in Materials and Methods. Lungs of wild 

type and SIRPα-mutant mice; black nodules represent metastases. Tumor loads scored in wild type and 

SIRPα-mutant mice did not differ between both mice strain. (C) Wild type and SIRPα-mutant mice were 

challenged i.v. with B16F10 tumor cells and treated with PBS or a suboptimal dose of mAb TA99 (10 µg). 
After 21 days, mice were sacrificed and tumor loads in the lungs were scored. In contrast to the TA99 treated 

wild type mice, almost no tumors were found in the TA99 treated SIRPα-mutant mice.  
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(B) Cluster analysis of 226 pediatric AML patients samples. The expression level of SIRPα is identified and 
showed a clear correlation within the different AML cytogenetic subgroups. Red indicates an increase in 

SIRPα expression level and green means a decrease in expression.  

Figure 2. SIRPα mRNA 
expression in AML 
cytogenetic subgroups. (A) 
Adapted Correlation View 
of Specimens from the 285 
adult patients involving 
2856 probe sets. Based on 
correlation 16 different 
AML subgroups were 
identified17. Along the 

diagonal the SIRPα
expression is indicated and 
showed a clear correlation 
within the subgroups. 
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Figure 1. Low expression of SIRPα in APL patients. SIRPα protein expression levels were determined by 
immunocytochemical staining on cryo-preserved cytospins of t(15;17) APL patients samples. Pictures are 

shown of one of the APL patient samples that showed low expression levels of SIRPα and the leukemic cell 

lines CCRF-CEM, Kasumi-1 and, THP-1 which were used as controls. Bar = 10 µm. 
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Figure 3. Ligation of reconstituted SIRPα inhibits proliferation and promotes apoptosis in human NB4 cells. 

Chimeric rat-human SIRPα protein was ectopically expressed in human myeloid NB4 cells. (D) Differentiation 
of the NB4 cell after treatment with ED9 mAB and/or ATRA was checked by flow cytometric analysis with 
directly labeled antibodies against CD11b. Differentiation was induced after ATRA treatment but not by 

SIRPα triggering by ED9. 
 


