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Orgaantransplantatie is de ultieme behandelingsmogelijkheid voor patiénten met een
falend orgaan. Het probleem dat zich echter voordoet na orgaantransplantatie is dat het
immuunsysteem van de patiént het nieuwe orgaan echter als lichaamsvreemd ziet en het
transplantaat daarom kan afstoten. Sir Peter Medawar heeft in 1944 in een
huidtransplantatiemodel in het konijn ontdekt dat transplantaatafstoting een verworven
activiteit is van het immuunsysteeml. In 1945, leidde een transplantatie bij tweeling-
kalveren met een gemeenschappelijke placenta en daardoor dezelfde weefselkenmerken,
tot het besef dat orgaantransplantatie alleen kan slagen, indien de immuunreactie van de
ontvanger tegen het transplantaat kan worden voorkomen of onderdrukt2. Dit werd
bevestigd door de eerste succesvolle niertransplantatie bij de mens, bij een eeneiige
tweeling, waar donor en ontvanger ook identiek waren voor hun weefselkenmerken3.
Tussen niet-identieke personen is naast een zo groot mogelijke overeenkomst tussen
weefselkenmerken van donor en ontvanger, onderdrukking van de immuunreactie bij de
ontvanger noodzakelijk.

De ontdekking van de eerste geneesmiddelen die immuunreacties tegen het transplantaat
onderdrukken (ook wel immunosuppressiva genoemd), zorgden ervoor dat goede
transplantaatoverleving niet alleen voorkwam bij transplantaties tussen familieleden. Door
betere weefseltyperingen en het voortgaande onderzoek naar nieuwe en effectievere
immunosuppressieve geneesmiddelen, werd het ook mogelijk om transplantaties tussen
niet-verwante personen te verrichten4.

Immuunreacties worden gemedieerd door T cellen van het immuunsysteem, een
gespecialiseerde groep cellen die in de thymus wordt gegenereerd (Figuur 1 introduction)
en zich via de bloedbaan verplaatst via de lymfebanen naar de lymfeklieren, of naar het
bolwerk van T cellen in de milt. In de lymfeklieren komen T cellen in aanraking met
partikels (antigenen) die afkomstig zijn van bacterién en virussen. Omdat deze antigenen
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lichaamsvreemd zijn, zullen T cellen hierop reageren door een immuunreactie op gang te
brengen. Zo zorgen zij ervoor dat alles wat lichaamsvreemd is, verwijderd wordt uit het
lichaam. In een immuunreactie krijgen T cellen door middel van antigenen het signaal om
in actie te komen (raken geactiveerd) en gaan vervolgens interleukine-2 (IL-2)
produceren; een groeifactor dat zij nodig hebben voor hun groei (proliferatie) en rijping
(differentiatie). Door de massale productie en consumptie van IL-2 worden T cellen
gestimuleerd om zich te vermenigvuldigen (expanderen) en om uit te rijpen tot
zogenaamde ‘effector’ T cellen (T-eff). Deze T-eff cellen vallen vervolgens bacterién en
virussen aan, waardoor infecties voorkomen worden. De natuurlijke functie van T cellen
van het immuunsysteem is dus een eerstegraads verdediging tegen schadelijke bacterién
en virussen4, 5.

Na orgaantransplantatie worden antigenen die afkomstig zijn van het donororgaan
gepresenteerd aan T cellen. Door de immuunreactie die optreedt tegen deze donor-
antigenen worden de donorcellen afkomstig van het donororgaan opgeruimd waardoor
het transplantaat wordt afgestoten. Het optreden van acute transplantaatafstoting door T
cellen (cellulaire afstoting) binnen de eerste weken tot maanden na transplantatie is onder
andere afhankelijk van de intensiteit van de immuunreacties die afhangt van de mate van
overeenkomst van de weefselkenmerken tussen donor en ontvanger4. Het optreden van
acute cellulaire transplantaatafstoting wordt eveneens sterk bepaald door de
immunosuppressieve behandeling van de ontvanger na transplantatie. Om te
onderzoeken wat het effect van een bepaald geneesmiddel op het immuunsysteem is,
bootsen we in het laboratorium immuunreacties na met ‘mixed lymfocyten reacties’
(MLR). Perifere bloed cellen (PBMC), waar zich T cellen in bevinden, worden uit het bloed
van de patiént geisoleerd en gestimuleerd met PBMC uit het bloed van een levende
donor of T cellen uit de milt van een overleden donor. In een MLR wordt alleen naar de
reactiviteit van patiént op donor gekeken en niet andersom. Dit wordt bereikt door de
PBMC van de donor te bestralen zodat ze het vermogen om te delen kwijtraken en alleen
de T cellen van de patiént kunnen delen. De mate van reactiviteit van patiént op donor
wordt bepaald aan de hand van de T-cel groei van de patiént.

De ontwikkeling van de calcineurine remmer cyclosporine A, dat de IL-2 productie remt,
en door Sir Roy Calne in 1980 als eerste getest werd, was een ware doorbraak in het
transplantatieveld, aangezien dit de patiént en transplantaatoverleving enorm heeft
verbeterd6, 7. Orgaantransplantatiepatiénten worden sindsdien vaak behandeld met
standaardtherapie; een combinatie van de meest effectieve geneesmiddelen die
transplantaatafstoting kunnen voorkomen. Deze combinatietherapie bestaat tegenwoordig
uit een calcineurine remmer (cyclosporine A of het nog nieuwere tacrolimus), T-cel groei
remmer (mycofenolaat mofetil; MMF of sirolimus/rapamycin of everolimus) en steroide;
(prednisolon). Steroiden zijn erg krachtig doordat zij aangrijpen op diverse processen,
waaronder de T-cel groei, activatie en de productie van groei- en ontstekingsfactoren
(cytokines)8. Ook veroorzaken zij celdood en scheiden ze bepaalde factoren uit die de
ontstekingsreactie dempen8. Standaardtherapie wordt bij niertransplantatiepatiénten met
een verhoogd risico op transplantaatafstoting (patiénten die getransplanteerd worden met
een nier van een overleden donor) vooraf gegaan door inductie therapie, bestaande uit
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anti-thymocyten immunoglobulines (ATG). Deze immunoglobulines worden opwekt in
konijnen waarbij immuuncellen afkomstig van thymi van kinderen zijn ingespoten.
Afhankelijk van de dosis- zorgt ATG ervoor dat (alle) T cellen in het lichaam vernietigd
worden zodat zij geen immuunreacties op gang brengen. Om zijn effectieve
werkingsmechanisme wordt ATG ook gegeven als afstotingstherapie.

Na orgaantransplantatie worden patiénten vele jaren tot decennia behandeld met
standaardtherapie. Helaas remmen immunosuppressiva ook de natuurlijke functies van
het immuunsysteem waaronder de afweer tegen bacterién en virussen, waardoor
patiénten een verhoogd risico op infecties oplopen. Naast deze bijwerkingen zijn er ook
allerlei andere schadelijke neveneffecten en op de lange termijn is er een verhoogd risico
op tumoren. Ook zijn in het bijzonder de calcineurine remmers schadelijk voor de nieren.
Door de ernst van de vele bijwerkingen, de lange termijn symptomen en de nierschade is
gezocht naar een vervangend immunosuppressivum dat wel net zo effectief is in het
voorkomen van transplantaatafstoting, maar minder bijwerkingen heeft. Het geneesmiddel
CP-690,550 is een dergelijk immunosuppressivum waarvan onderzocht wordt of ter
vervanging van calcineurine remmers kan worden gebruikt. CP-690,550 onderdrukt de
gevoeligheid van T cellen voor IL-2, zodat dit niet ‘geconsumeerd’ kan worden en T cellen
dus geremd worden in de groei en rijping9.

Door de talrijke en ernstige bijwerkingen van de huidige immunosuppressiva, wordt ook
veel onderzoek verricht naar alternatieve behandelmethodes die heel gericht T cellen
aanpakken die specifiek op het transplantaat reageren en betrokken zijn bij afstoting. Een
van die alternatieve behandelmethodes om acceptatie van het orgaan te bereiken zou
kunnen liggen in de functie van een gespecialiseerde groep T cellen van het
immuunsysteem; de regulatoire T cellen (T-reg). Er zijn verschillende groepen van T-reg.
Echter, de CD4+CD25bright T cellen hebben een hoge behoefte aan IL-2 en laten zich
daarom op basis van hun uiterlijke kenmerken typeren door een verhoogde (bright)
aanwezigheid van de IL-2 receptor (CD25) op het celoppervlakl0. Een receptor is te
vergelijken met een sleutelgat waar maar een specifieke sleutel in past. IL-2 functioneert
als sleutel voor CD25 en door binding van IL-2 aan het CD25 eiwit kan de T cel externe
signalen die het via IL-2 ontvangt doorgeven aan de binnenzijde van de cel. Bovendien
maakt ruim 90% van de CD4+CD25bright T cellen grote hoeveelheden Foxp311-13 en
CTLA414 aan; twee belangrike eiwitten die zich in de celkern bevinden en
CD4+CD25bright T cellen nodig hebben om hun functie uit te oefenen. Ook kenmerken
deze cellen zich door afwezigheid van de receptor (CD127) voor de groeifactor
interleukine-7, dat zich wel bevindt op alle andere T cellenl5. In verschillende
dierexperimentele modellen is aangetoond dat CD4+CD25brightFoxp3+CD127-/low T
cellen zich onderscheiden van de overige T cellen doordat zij immuunresponsen die
gericht zijn tegen lichaamseigen weefsel onderdrukken16.

In de mens is aangetoond dat deze immuunonderdrukkende regulatoire eigenschappen
een belangrijke rol spelen in het voorkomen van auto-immuunziekten waarbij het
immuunapparaat verstoord is en zich richt tegen lichaamseigen weefsel. In het
laboratorium (in vitro) is door middel van suppressie assays (Figuur 1) aangetoond dat
deze CD4+CD25brightFoxp3+CD127-/low T cellen immuunresponsen (celdeling en o.a.

Deze samenvatting is afkomstig van den website van de Nederlandse Transplantatie Vereniging
www.transplantatievereniging.nl



De publicatie van dit proefschrift werd in 2010 gesponsord met een bijdragevan de
Nederlandse Tranplantatie Vereniging

de IL-2 productie van T-eff cellen17) onderdrukken door middel van cel-cel contact met T-
eff cellen. Andere subgroepen van T-reg onderdrukken immuunreacties van T-eff cellen
doordat zij veel van een bepaald anti-ontstekingseiwit produceren dat de T-eff groei remt.
Zo produceren de Th3-cellen TGF- 18 en de Trl cellen IL-1019. Mogelijk kunnen de
CD4+CD25brightFoxp3+CD127-/low T cellen ook na orgaantransplantatie op een
specifieke manier immuunreacties onderdrukken die gericht zijn tegen het transplantaat.
Aangezien de afweeronderdrukkende medicijnen de groei en rijping van T cellen
belemmeren, is onze hypothese dat deze geneesmiddelen mogelijk ook het aantal en
immuunregulatoire functie van CD4+CD25brightFoxP3+CD127-/low T cellen beinvioeden.
Onderzoek naar T-reg vindt vooral plaats in het laboratorium en met proefdieren. Er is
maar zeer weinig bekend over de specifieke effecten van immunosuppressiva op de
immuunregulatie in patiénten die een orgaantransplantatie ondergaan. Dierexperimentele
modellen hebben aangetoond dat ATG het ontstaan van T-reg juist gunstig beinvioeden.
Inductie therapie met ATG kan mede hierdoor acceptatie van het donororgaan bij
patiénten bevorderen. CP-690,550 grijpt aan op de signaaltransductie route die belangrijk
is voor de groei van T cellen. Door op moleculair niveau de werking van dit geneesmiddel
te bestuderen, zouden we misschien een verschil in gevoeligheid voor dit geneesmiddel
tussen T-reg en T-eff kunnen aantonen.

In dit promotieonderzoek hebben wij het effect van verschillende immunosuppressiva op
de uiterlijke kenmerken (het fenotype) en de functie van T-reg in nier- en
levertransplantatiepatiénten bestudeerd. Dit hebben wij enerzijds onderzocht in
prospectieve studies waarbij de CD4+CD25brightFoxP3+CD127-/low T cellen aan de
hand van hun uiterlijke kenmerken en functie in kaart zijn gebracht. Anderzijds hebben wij
ook in vitro onderzoek gedaan naar de werkingsmechanismen van de immuno-
suppressiva op cellulair en moleculair niveau. De doelstelling van deze dissertatie is om
te streven naar een therapie voor transplantatiepatiénten waarbij het aantal en de functie
van T-reg niet worden aangetast of zelfs toeneemt en de functie wordt versterkt. T-reg
onderdrukken dan de immuunreactiviteit door T-eff cellen die gericht is tegen het
transplantaat, terwijl de afweer tegen infectieuze bacterién en virussen behouden blijft.

In hoofdstuk 2 onderzoeken wij of donorspecifieke T-reg geinduceerd worden in patiénten
met standaardtherapie bestaande uit cyclosporine, MMF en prednison. Om dit te
onderzoeken hebben wij het percentage CD25bright T cellen van het totale aantal CD4+
T cellen gemeten in het bloed van stabiele niertransplantatiepatiénten op 0.5-2 jaar na
niertransplantatie. In deze periode na transplantatie kregen deze patiénten de volledige
standaardtherapie in dezelfde doses als waarmee begonnen is, wat betekent dat de mate
van immunosuppressie gelijk is aan kort na transplantatie. Naast het fenotype hebben we
ook de functie van T-reg bestudeerd door middel van suppressie assays. In een
zogenaamde ‘conventionele’ suppressie assay wordt de functie van pretransplantatie T-
reg bepaald door deze in een kweek te brengen met de T-eff cellen van pretransplantatie
en de functie van posttransplantatie T-reg door deze in kweek te brengen met de T-eff
cellen van posttransplantatie. De groei van T-eff cellen die gericht is tegen donorcellen of
tegen 3e partij cellen wordt in af- en aanwezigheid van T-reg bepaald. Derde partij cellen
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zijn afkomstig van een individu die volledig verschilt in zijn weefseltypering van de patiént.
In aanwezigheid van T-reg verwachten we dat de groei van T-eff cellen onderdrukt wordt.
De T-eff cellen van post transplantatie staan echter onder invioed van verschillende
‘stress’ factoren waaronder donorantigenen, immunosuppressiva etc., die de groei en
vitaliteit van deze T-eff cellen belemmeren. Daarom hebben we in hoofdstuk 2 om de
functie van T-reg posttransplantatie te bepalen de conventionele suppressie assay
aangepast. De functie van T-reg posttransplantatie is nu bepaald door de remming op de
groei van T-eff cellen van pretransplantatie te meten, waarvan we weten dat deze beter
groeien dan posttransplantatie T-eff cellen op donor- en 3e partij cellen. Na transplantatie
hebben we een daling in het aantal CD4+CD25bright T cellen gevonden. Echter,
functioneel gezien waren de T-reg van posttransplantatie in staat om de immuun-
responsen tegen de donor nog sterker te onderdrukken dan de T-reg van
pretransplantatie. Er was geen verschil in de remming door T-reg van posttransplantatie
op de T-eff groei tegen donorcellen of 3e patrtijcellen. Uit deze resultaten concluderen wij
dat T-reg posttransplantatie in het lichaam betrokken zijn bij het onderdrukken van
donorspecifieke immuunreacties tegen het donororgaan.

In hoofdstuk 3 is getracht uit te zoeken of na klinische niertransplantatie donorspecifieke
CD4+CD25brightFoxP3+ T cellen ontstaan die de specifieke immuun reacties tegen het
donororgaan kunnen onderdrukken. In een prospectieve studie is het fenotype en de
functie van CD4+CD25bright T cellen geanalyseerd op 3, 6 en 12 maanden na
niertransplantatie. De patiénten zijn gerandomiseerd in verschillende behandelgroepen;
arm 1 staat op tacrolimus en rapamycin therapie en arm 2 op tacrolimus en MMF
therapie. De immuunregulatoire capaciteit van CD4+CD25bright T cellen is op twee
manieren bepaald. Ten eerste, door ze te isoleren uit PBMC en dan de respons tegen
donor- en 3e partij cellen voor en na isolatie te meten. Ten tweede door de geisoleerde
CD25bright T cellen in verschillende radio’s met T-eff cellen in cocultuur te brengen zoals
in een conventionele suppressie assay gedaan wordt. In het eerste jaar na transplantatie
was er een significante daling in het absolute aantal en het percentage CD4+CD25bright
T cellen. In de MLR was er een donorspecifieke hyporesponsiviteit van patiénten PBMC
die gestimuleerd werden met donorcellen en een significante toename in de groei bij
stimulatie met 3e partij- en 4e partijcellen. Zoals eerder gesteld, onderdrukken T-reg de
immuunreacties van T-eff cellen. T cellen in PBMC kunnen we indelen in een niet-delende
T-reg populatie en een delende T-eff populatie. Functionele analyse van CD25bright T
cellen toonde aan dat de groei van T cellen toeneemt als zij verwijderd zijn uit de PBMC
populatie. Deze toename in de groei werd significant groter in de tijd. In suppressie
assays verbeterde de suppressieve capaciteit van T-reg zichtbaar significant in de tijd.
Bovendien werd het verschil in T-eff groei op donor en 3e partij cellen evenals de
remming hiervan door T-reg zichtbaar op 6 maanden na transplantatie. Hoewel tacrolimus
en rapamycin dezelfde aangrijpingspunten hebben op T cellen, zagen we geen verschil in
de beide armen van therapie. Uit hoofdstuk 3 concluderen we dat in niertrans-
plantatiepatiénten onder invloed van immunosuppressieve therapie donorspecifieke
CD4+CD25bright T cellen worden geinduceerd in het eerste jaar na klinische
niertransplantatie.
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In de hoofdstukken 4, 5 en 6 staan konijn anti-thymocyten globulines centraal. In de
literatuur is beschreven dat ATG CD4+CD25brightFoxP3+ T cellen kan vormen uit
humane CD25neg T-eff cellen. Dit in vitro fenomeen zou zeer gunstig zijn voor de patiént,
omdat deze door ATG-gestuurde inductie van T-reg in de patiént kan zorgen voor een
toename van (donorspecifieke) T-reg ten koste van T-eff cellen die zorgen voor
transplantaatafstoting.

In hoofdstuk 4 beschrijven wij in een prospectieve studie het effect van ATG-inductie
therapie op het fenotype, de frequentie en de functie van perifere immunoregulatoire
CD4+CD25brightFoxP3+CD127-/low T cellen in niertransplantatiepatiénten. De
studiegroep werd behandeld met ATG-inductie therapie, tacrolimus, MMF en steroiden.
De resultaten van de studiegroep zijn vergeleken met die van een controlegroep zonder
ATG-inductie therapie. Pretransplantatie vertoonde 6% van de CD4+ T cellen in het bloed
het FoxP3+CD127-/low fenotype. Op 1 week na transplantatie en ATG-inductie therapie
waren geen meetbare CD4+FoxP3+CD127-/low T cellen meer aanwezig. Na 4 weken
vond langzaam herstel plaats van dit aantal, maar in de eerste 26 weken na ATG-
behandeling bleef het aantal significant lager dan véér transplantatie. Op 14 weken
observeerden we binnen de CD4+FoxP3+ T cellen een significante verschuiving naar het
CD45RO+CCR7+ (central memory) fenotype. Bij het analyseren van de functie van
PBMC en T-eff cellen zagen we op 26 weken na transplantatie een significante afname in
de groei van PBMC en T-eff cellen tegen donor- en 3e partij cellen bij patiénten in de
ATG-groep vergeleken bij pretransplantatie. De CD25bright T cellen waarvan 90% uit
FoxP3+CD127-/low T cellen bestaat, konden deze immuunreacties goed onderdrukken.
Op basis van deze resultaten concluderen wij dat ATG-inductie therapie T-eff cellen en T-
reg elimineert uit het bloed en lichaam, maar dat de T-reg die na regeneratie aanwezig
zijn in het bloed hun suppressieve activiteit behouden.

We vroegen ons aan de hand van deze resultaten af waarom de T-reg aantallen niet juist
verhoogd waren na ATG-behandeling omdat in vitro is aangetoond dat ATG T-reg kan
genereren. Onze hypothese was dan ook dat de T-eff cellen van pretransplantatie bij
patiénten met eindstadium nierfalen dusdanig verstoord zijn in hun functie, dat zij het
vermogen om in een T-reg te veranderen wellicht verloren hebben. In een in vitro studie
beschreven in hoofdstuk 5 hebben we daarom T-reg inductie bestudeerd in patiénten met
eindstadium nierfalen die kandidaat zijn voor niertransplantatie en ATG-inductie therapie.
De ATG-geinduceerde T-reg hebben we gekarakteriseerd en vergeleken met natuurlijke
CD4+CD25brightFoxP3+CD127-/low T cellen die in het bloed aanwezig zijn voor
transplantatie en door de thymus zijn gevormd. CD25neg cellen afkomstig uit PBMC zijn
voor 24 uur geincubeerd met ATG of met controle immunoglobulines uit een konijn die
niet gericht zijn tegen humane thymocyten. De ATG-geinduceerde CD4+CD25+ en
CD8+CD25+ waren -in dezelfde mate als natuurlijke CD4+CD25bright T cellen- in staat
om de groei van T-eff cellen tegen 3e partij cellen te onderdrukken. Echter, het
percentage FoxP3 binnen de top 2% van deze geinduceerde CD25+ T cellen was
significant lager dan in de natuurlijke CD4+CD25bright cellen. Tenslotte hebben we de
expressie van een aantal moleculen gekwantificeerd die aanwezig zijn in natuurlijke
CD4+CD25bright T cellen of die wellicht iets onthullen over het mechanisme dat ATG-
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geinduceerde T-reg uitoefenen. Voordat een eiwit ontstaat, wordt eerst messenger RNA
(mRNA) gevormd, dat van het gen in het DNA afkomt. mMRNA is dus een soort
tussenstadium dat noodzakelijk is om van het gen in het DNA een eiwit te genereren. De
mRNA-niveaus van IL-10, IL-27 IFN-g, perforine en granzyme B (de laatste 4 eiwitten
veroorzaken celschade, ‘cytotoxiciteit’ genaamd) waren hoger in ATG-geinduceerde T-reg
dan in natuurlijke CD25bright T cellen, terwijl de mRNA-expressie van CTLA4, TGF- en
RORg lager was. Er kan dus gesteld worden dat ATG in vitro functionele T-reg uit
CD25neg cellen van patiénten met eindstadium nierfalen induceert. Ten opzichte van
natuurlijke T-reg hebben deze geinduceerde T-reg een verschillend fenotype, en
overeenkomsten en verschillen op mRNA profielen. De regulatoire activiteit is echter
vergelijkbaar. ATG draagt dus bij aan de mechanismen die de immuunreactiviteit
temperen en daarom kan de hierboven gestelde hypothese kan dus worden verworpen.
Als T-reg inductie mogelijk is in patiénten met eindstadium nierfalen, was onze volgende
hypothese dat wellicht de immunosuppressieve therapie die gecombineerd wordt met
ATG-inductie therapie verantwoordelijk is voor het uitblijven van T-reg inductie in onze
niertransplantatiepatiénten. In de literatuur wordt gesproken over het belang van IL-2 voor
de generatie, homeostase en functie van T-reg. Daarom zouden calcineurine remmers,
die de IL-2 productie onderdrukken, mogelijk ook de inductie van T-reg kunnen verstoren.
In hoofdstuk 6 vroegen wij ons af of ATG T cellen naar T-reg kan converteren in
aanwezigheid van geneesmiddelen die hun inductie en functie kunnen beinvioeden zoals
calcineurine remmers. Om dit te onderzoeken hebben wij CD25neg cellen uit PBMC van
gezonde individuen geincubeerd met ATG of controle immunoglobulines voor een periode
van 24-uur, maar nu in aan- en afwezigheid van tacrolimus. Opmerkelijk genoeg werden
er ook FoxP3+ T cellen geinduceerd in aanwezigheid van tacrolimus. Blokkade van het
effect van IL-2 op T cellen (d.m.v. anti-CD25 en anti-IL-2 antilichamen) beinvioedde de
frequentie van ATG-geinduceerde FoxP3+ T cellen ook niet. De ATG-tacrolimus
geinduceerde CD25+ T cellen beschikten over voldoende suppressieve capaciteit om de
groei van T-eff cellen te onderdrukken die gestimuleerd zijn met bestraalde cellen van een
ander individu. Echter, in tegenstelling tot de natuurlijke CD25bright T cellen, vertoonden
deze geinduceerde T-reg hoge expressie van IL-10, IL-27, IFN-g, perforine en granzyme
B, terwijl FoxP3 significant lager tot expressie werd gebracht. Deze mRNA resultaten zijn
bevestigd in niertransplantatiepatiénten die ATG-inductie therapie hebben gekregen na
transplantatie. De bevindingen zoals beschreven in deze studie hebben geleid tot de
volgende conclusie. Tacrolimus heeft geen negatief effect op de inductie en functie van
ATG-geinduceerde CD4+CD25+ T cellen en mogelijk induceert ATG ook T-reg in
patiénten die behandeld worden met een combinatie van ATG-inductie therapie en
tacrolimus.

In hoofdstuk 7 hebben wij ons gefocust op de signalen die van buitenaf aan de T cel
worden gegeven en noodzakelijk zijn voor T cel groei en activatie. Deze signalen zijn
afkomstig van groeifactoren en cytokines. Voornamelijk de signalen van IL-2 zijn
belangrijk voor de groei, differentiatie en functie van T-eff cellen en T-reg. Cytokines van
de IL-2 familie hebben allen hun eigen bindingsreceptor op het celoppervliak, maar in de
cel maken zij allen gebruik van dezelfde greceptor, waardoor het signaal van buitenaf
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door alle groeifactoren van de IL-2 familie op dezelfde manier de cel door geleid wordt.
Eenmaal in de cel, wordt het signaal door de cel geleid via Janus Kinasen (Jak) eiwitten
die aan het ggedeelte binden. Deze Jaks geven het signaal door aan STAT (Signal
Transducers and Activators of Transcription) eiwitten die het signaal daarna naar de
celkern leiden. Jak-STAT signalering leidt tot de vorming van nieuwe eiwitten die de T cel
nodig heeft voor zijn groei en functie. In deze studie hebben we onderzocht of de Jak-
remmer CP-690,550 de regulatoire activiteit van CD4+CD25brightFoxP3+CD127-/low T
cellen beinvioed. De Jak-activiteit in aan- en afwezigheid van de Jak-remmer hebben we
bepaald aan de hand van de activatie (fosforylatie) van STAT5. Kwantificatie van
gefosforyleerd STAT5 geeft een indicatie van de activatie status van Jak3 en kan dus
worden gebruikt om het inhiberende effect van CP-690,550 te bepalen. Met behulp van
‘fosfo-specifieke flow cytometrie’ hebben we de gefosforyleerde eiwitten in kaart gebracht.
Om T-reg functie te bepalen zijn suppressie assays in af- en aanwezigheid van CP-
690,550 uitgevoerd met het materiaal van gezonde individuen en niertrans-
plantatiepatiénten die CP-690,550 therapie hebben gekregen gedurende 29 dagen na
transplantatie en daarnaast anti-CD25 inductie therapie, MMF en prednison. Een
controlegroep kreeg standaardtherapie bestaande uit anti-CD25 inductie therapie,
cyclosporine, MMF en prednisone.

De IL-2 geinduceerde fosforylatie van STAT5 was significant hoger in de
CD4+CD25bright T cellen dan in CD25-/dim T-eff cellen. In aanwezigheid van een
klinische relevante dosis CP-690,550 van 100 ng/mL, werd deze IL-2 geinduceerde
STATS fosforylatie gedeeltelijk geremd in de CD4+CD25bright T cellen, terwijl deze bijna
geheel geremd werd in CD25-/dim T-eff cellen. De dosis waarbij 50% remming van de
STAT fosforylatie optreedt, de IC50 was 2-3x hoger voor T-reg dan voor CD25-/dim T-eff
cellen. De groei van T-eff cellen in respons op bestraalde PBMC van een ander individu
werd dosisafhankelijk geremd door CP-690,550. Onder invioed van klinische relevante
doses van CP-690,550 waren T-reg in staat om deze groei van T-eff cellen nog meer te
onderdrukken. De suppressieve capaciteit van T-reg van niertransplantatiepatiénten die
behandeld zijn met CP-690,550 is vergelijkbaar met die van voor transplantatie, en met
de suppressieve capaciteit van T-reg van patiénten uit de controlegroep. Deze
bevindingen laten zien dat de Jakremmer CP-690,550 op effectieve wijze T-eff groei
onderdrukt en tegelijkertijd de suppressieve activiteit van T-reg behoudt.

Hoofdstuk 8 beschrijft het effect van conversie van immunosuppressieve geneesmiddelen
na levertransplantatie. In deze studie betreft het de conversie van een calcineurine
remmer naar de T-cel proliferatieremmer MMF na transplantatie. Patiénten met slechte
nierfunctie werden geconverteerd naar MMF en ontvingen ook een dosis van de IL-2
receptor blocking antilichaam Daclizumab. Controle patiénten continueerden de
behandeling met de -calcineurine remmer. Daclizumab behandeling resulteerde in
afdekking van het IL-2 bindende deel van de CD25 moleculen op 1 maand na
transplantatie. Wanneer CD25-expressie gekwantificeerd werd aan de hand van het IL-2
onafhankelijke gedeelte, waarbij IL-2 binding geen beperkende factor is voor de
kwantificatie van CD25, bleek dat er een significante daling was in het percentage
CD4+CD25+ T cellen. Echter, er was geen daling in het aantal CD4+FoxP3+ cellen. Zes
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maanden na MMF-conversie nam het percentage CD4+CD25brightFoxP3+ T cellen zelfs
toe met 125%. mRNA-analyse van FOXP3 bevestigde deze verrijking van FoxP3 in het
perifere bloed. Opmerkelijk genoeg steeg na MMF-conversie het aantal CD25-moleculen
per cel op CD4+FoxP3+ cellen, maar niet op CD4+FoxP3neg cellen vergeleken bij pre-
conversie. Op deze manier zorgt MMF therapie voor herstel van circulerende T-reg
aantallen in het bloed na het onderdrukkende effect van calcineurine remmers. Door dit
effect kan MMF therapie dus mogelik de T-reg-gemedieerde suppressie van
immuunreactiviteit tegen het transplantaat kunnen bevorderen.
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Conclusie

Immunosuppressieve therapie wordt vaak gekozen op basis van de mate van effectiviteit
in de preventie van transplantaatafstoting en de minste bijwerkingen. Deze medicatie is
niet specifiek gericht tegen de immuunreacties tegen het transplantaat, maar ook tegen
immuunreacties tegen bacterién en virussen. Regulatoire T cellen zijn juist in staat om die
immuunresponsen die gericht zijn tegen het transplantaat te onderdrukken. Er valt dus
winst te behalen voor de patiént als de regulatie van immuunreacties tegen het
transplantaat niet negatief en mogelijk zelfs positief wordt beinviloed door de
immunosuppressieve therapie. Met behulp van immunosuppressieve geneesmiddelen die
T-reg-aantallen of T-regfunctie stimuleren, is het mogelijk om het immuunsysteem te
sturen richting donorspecifieke immuunregulatie. De (combinatie van) immuuno-
suppressieve geneesmiddelen die wij hebben onderzocht, vertonen geen nadelig effect
op de functie van regulatoire T cellen. Donorspecifieke regulatoire T cellen ontstaan in het
eerste jaar na transplantatie onder standaardtherapie. ATG-inductie therapie in
combinatie met rapamycine, CP-690,550 of MMF kan de aanmaak van deze
donorspecifieke regulatoire T cellen wellicht versnellen. In de toekomst zouden we deze
immunosuppressiva kunnen gebruiken om het immuunsysteem actief te sturen in de
richting van donorspecifieke regulatoire T cellen.
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