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Woord vooraf 

Deze masterproef, omtrent de rol van CD13-gemedieerde signalisatie in de opbouw naar mucosale 

immuniteit, werd uitgevoerd in het kader van een groter project rond orale vaccinatie tegen ETEC bij 

biggen aan de vakgroep immunologie van de Faculteit Diergeneeskunde in Merelbeke. Het werd 

geschreven met oog op het behalen van mijn masterdiploma in de bio-ingenieurswetenschappen: Cel- 

en genbiotechnologie aan de universiteit van Gent.  

Tussen alle mogelijke thesisonderwerpen werd mijn aandacht getrokken naar deze masterproef door 

de focus op cellulaire signalisatieprocessen en de mogelijkheid bij te dragen aan kennis waarmee 

potentieel een nieuwe vaccinatiemethode ontwikkeld kan worden. Ook de grote verscheidenheid aan 

technieken waarmee ik in aanraking zou komen sprak mij aan. 

Bij deze wil ik graag mijn tutor Bert bedanken voor de begeleiding en ondersteuning en de talrijke uren 

die hij aan mijn thesis besteed heeft. Verder wil ik mijn promotoren bedanken om mij de kans te bieden 

mij in dit onderwerp te verdiepen. Ook de mensen van het labo wil ik vermelden, en in het bijzonder 

Charlotte, om voor de hybridomacellen te zorgen die veel antilichamen voor mijn onderzoek hebben 

geproduceerd. 
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Samenvatting 

Orale vaccinatie heeft veel potentieel om infecties door darmpathogenen, die specifiek een mucosale 

immuunrespons vragen, tegen te gaan. Vooraleer dit in de praktijk gebracht kan worden, moeten nog 

een aantal obstakels, waaronder de lage opname van het antigeen door het darmepitheel, 

overwonnen worden. Een veelbelovende techniek om deze opname te verhogen, is het selectief 

richten van antigenen naar aminopeptidase N (APN), een apicale receptor aanwezig op het intestinaal 

epitheel van de dunne darm. Eerder werd aangetoond dat oraal toegediende APN-gerichte 

antilichamen opgenomen kunnen worden door het intestinaal epitheel en een immuunrespons 

kunnen induceren. Aangezien intestinaal APN functioneert als enzym bij de spijsvertering en dit proces 

niet verstoord mag worden, werden enkele kandidaat antilichamen getest op hun mogelijke 

interferentie met de enzymatische activiteit van APN. Er werd geen antilichaam-gemedieerde inhibitie 

vastgesteld. In humane monocyten activeert crosslinking van APN signaaltransductiewegen met 

ERK1/2 fosforylatie tot gevolg. Aangezien er nog niets geweten is over de signaaltransductie in 

epitheelcellen, werd de ERK1/2 fosforylatie in detail bekeken in een intestinale epitheelcellijn. Er werd 

slechts een lage ERK1/2 fosforylatie vastgesteld en meer herhalingen zullen nodig zijn om dit te 

bevestigen. Verder werd de opname van APN-gerichte polystyreen micropartikels door intestinale 

epitheelcellen nagegaan. Hiervoor werden deze micropartikels gefunctionaliseerd met APN-specifieke 

antilichamen. Na 6 uur incubatie werd een significante APN-gemedieerde opname vastgesteld in de 

intestinale epitheelcellen. Ook de ERK1/2 fosforylatie na crosslinking door de APN-gerichte partikels 

werd nagegaan, maar slechts kleine verschillen werden gedetecteerd. Meer herhalingen zouden een 

beter beeld kunnen geven van de APN-gemedieerde ERK fosforylatie in intestinale epitheelcellen. 
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1. Inleiding 
 

E. coli is een veelvoorkomende darmbacterie, die meestal niet pathogeen is voor de gastheer. Er zijn 

echter ook pathogene stammen, waaronder enterotoxigene E. coli (ETEC) die ernstige diarree 

veroorzaakt. Bij varkens is deze bacterie vooral gevaarlijk net na de geboorte en een paar dagen na de 

lactatie, aangezien het immuunsysteem van het dier tijdens deze periode nog niet voldoende 

ontwikkeld is. Om de biggen te beschermen tegen deze pathogeen wordt gezocht naar een geschikt 

vaccin. In deze masterproef worden de gevolgen en behandeling van ETEC infecties bij de mens en het 

varken besproken, gevolgd door een overzicht van de mogelijke vaccinatiemethoden. Aangezien ETEC 

de darm koloniseert is een beschermende mucosale immuunrespons gewenst. Dit is het best te 

verwezenlijken via orale vaccinatie, mits een oplossing gevonden wordt voor bepaalde 

probleempunten, waaronder de lage opname-efficiëntie van orale vaccins door het darmepitheel. 

Deze hindernis kan overwonnen worden door de vaccin antigenen selectief te richten naar CD13, ook 

gekend als aminopeptidase N (APN), aanwezig op het darmepitheel. Darmepitheelcellen zijn namelijk 

in staat om CD13-gerichte antilichamen op te nemen en doorheen de epitheellaag te transporteren, 

waarna een mucosale immuunrespons opgewekt wordt. De eigenschappen van dit eiwit zullen verder 

in detail besproken worden. 

In het praktisch gedeelte van deze masterproef zal eerst onderzocht worden of de antilichamen niet 

interfereren met de normale werking van CD13 in de darm en veilig zijn voor gebruik bij 

vaccindoeleinden. Ondanks de veelbelovende kenmerken van CD13 is er nog niet veel geweten over 

de signaaltransductie die gepaard gaat met CD13-gemedieerde transcytose in darmepitheelcellen. Het 

doel is om meer kennis te verkrijgen over welke eiwitten hierin een belangrijke rol spelen. De 

eventuele CD13-gemedieerde activatie van het extracellulair signaal-gereguleerd kinase (ERK) werd 

geanalyseerd. Een derde doelstelling is het aantonen van opname van CD13-gerichte polystyreen 

partikels door intestinale epitheelcellen. Tenslotte worden er nog mogelijke technieken besproken 

waarmee de CD13-gemedieerde signaaltransductie verder onderzocht kan worden. 
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2. Literatuurstudie 

2.1. Enterotoxigene Escherichia coli 

2.1.1. Escherichia coli 

E. coli is bij de mens één van de meest voorkomende facultatief anaerobe bacterie in de darm [1]. In 

de meeste gevallen is deze bacterie onschadelijk. Er zijn echter ook pathogene E. coli stammen, die  

diarree, sepsis, meningitis of infecties van de urinewegen kunnen veroorzaken. Stammen die 

aanleiding kunnen geven tot diarree zijn enterotoxigene E. coli (ETEC), enteroinvasieve E. coli (EIEC), 

diffuus adherente E. coli (DAEC), enteropathogene E. coli (EPEC), enterohemorrhagische E. coli (EHEC) 

en enteroaggregatieve E. coli (EAEC) [1]. Deze stammen bevatten specifieke kolonisatiefactoren of 

fimbriae, waarmee ze zich kunnen vasthechten aan de mucosa van de dunne darm en op die manier 

de darm kunnen koloniseren [2]. Deze fimbriae bepalen de species specificiteit [3]. In deze masterproef 

wordt de focus gelegd op ETEC, dat gekend is als de oorzaak van diarree bij mens en dier. Bij humane 

ETEC stammen is er een grotere diversiteit in fimbriae (meer dan 20) dan bij dier ETEC stammen (een 

8-tal: F4, F5, F6, F17, F18, F41, F42, F165) [4, 5]. De E. coli bacteriën die onderverdeeld worden in het 

ETEC pathotype bevatten minstens één enterotoxine uit twee gedefinieerde groepen: de hitte-stabiele 

(ST) en de hitte-labiele (LT) enterotoxines [6]. Deze enterotoxines worden geproduceerd na kolonisatie 

van de bacterie op het darmoppervlak en verstoren de water- en elektrolytenbalans van de 

enterocyten [7]. Hierdoor ontstaat een waterige diarree. 

 

2.1.2. ETEC infecties bij de mens 

E. coli kan bij de mens diarree veroorzaken met ernstige gevolgen voor verzwakte individuen [8]. 

Globaal wordt geschat dat meer dan 210 miljoen mensen jaarlijks besmet raken en 380 000 mensen 

jaarlijks sterven aan een ETEC infectie [9]. De meeste en ook meest ernstige infecties komen voor bij 

kinderen onder de 5 jaar, die in regio’s leven waar ETEC endemisch is [8]. In deze regio’s ondervinden 

kinderen ongeveer twee tot vijf keer ETEC-gerelateerde diarree tijdens hun eerste drie levensjaren 

[10]. Ook reizigersdiarree is een gekend fenomeen. Er zijn jaarlijks ongeveer 10 miljoen gevallen van 

ETEC-gerelateerde diarree bij militairen en reizigers naar Afrika, Azië en Latijns-Amerika [10]. Een 

aantal van deze patiënten (10-14%) ontwikkelt na herstel het prikkelbare darm syndroom. Af en toe 

worden infecties op cruiseschepen of in geïndustrialiseerde landen waargenomen. Besmetting gebeurt 

meestal enerzijds door het consumeren van besmet voedsel of water, of anderzijds door feco-oraal of 

direct contact met een besmet persoon of dier.  
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2.1.3. Neonatale diarree en speendiarree bij het varken 

Biggen en kalveren zijn vatbaar voor ETEC infecties, die neonatale diarree en speendiarree veroorzaken 

[2]. Diarree bij het varken komt vaak voor net na de geboorte, ook wel neonatale diarree genoemd, of 

een paar dagen na de lactatie, ook wel speendiarree genoemd [4]. Tijdens de lactatie is de vatbaarheid 

van de big voor ETEC infectie afhankelijk van de antilichamen die het via de moedermelk meekrijgt en 

de aanwezigheid van receptoren op het darmepitheel die bepaalde kolonisatiefactoren herkennen [4]. 

Op het merendeel van de bedrijven worden de zeugen intramusculair gevaccineerd tegen ETEC. De 

zeug kan echter ook resistent zijn, waardoor ze geen infectie doormaakt en haar immuunsysteem 

bijgevolg niet blootgesteld wordt aan de pathogeen. Hierdoor bevat de moedermelk niet de juiste 

antilichamen, wat de big vatbaar maakt voor neonatale diarree door ETEC infectie. Neonatale diarree 

wordt veroorzaakt door ETEC stammen die F4, F5, F6 of F41 fimbriae tot expressie brengen [4, 11]. 

Speendiarree vindt plaats wanneer de lactatie stopt en dus de bescherming via de maternale 

immuniteit wegvalt [4]. Daarom zijn de biggen opnieuw gevoelig voor infecties door 

enteropathogenen. Bovendien ondervinden de biggen stress doordat ze weggenomen worden bij de 

zeug en door de overgang van melk naar vast voedsel. Deze stress zorgt voor een disruptie van de 

microbiota van de darm en een verstoring van de werking van het immuunsysteem, wat de biggen 

vatbaarder maakt. Speendiarree is de oorzaak van grote economische verliezen door de sterfte van 

biggen, maar ook door een vertraagde groei bij de biggen voor ze een gewicht van 25 kg bereikt hebben 

en een verhoogd geneesmiddelengebruik om deze infecties te behandelen [12]. Ongeveer 1% van alle 

biggen sterft aan deze ziekte, terwijl 20-50% geïnfecteerd raakt [13]. Op jaarbasis komt dit overeen 

met ongeveer 106 500 biggen in België die aan de infectie sterven. Dit betekent een verlies van 

ongeveer 3 miljoen euro per jaar. Indien ook de extra kosten door de vertraagde groei en de extra 

geneesmiddelen meegerekend worden, vormt dit een totaalbedrag van 7 miljoen euro per jaar.  

Speendiarree kan veroorzaakt worden door verschillende pathogenen, waaronder ETEC, maar ook 

door het rotavirus, Salmonella sp en in beperkte gevallen door Brachyspira sp [12]. ETEC blijkt echter 

de grootste oorzaak te zijn. Voornamelijk stammen die F4 of F18 fimbriae bevatten veroorzaken 

speendiarree [14]. ETEC kan de gastheer infecteren doordat het kan binden aan bepaalde receptoren 

(glycoproteïnen) op het darmepitheel. Naarmate het dier ouder wordt, zijn er andere receptoren 

aanwezig die andere fimbriae herkennen [4], waardoor het dier vatbaar wordt voor infecties met 

andere ETEC stammen. In pasgeboren biggen zijn er nog geen receptoren voor F18 fimbriae aanwezig, 

maar is er wel een grote hoeveelheid receptoren voor F4 fimbriae [4]. Nadien daalt de hoeveelheid F4 

fimbriae receptoren en blijft min of meer constant tijdens en na het spenen. Vanaf deze periode zijn 

er ook F18 fimbriae receptoren aanwezig. Het aantal F5 fimbriae receptoren daalt gradueel naarmate 

het dier ouder wordt, terwijl de hoeveelheid receptoren voor F6 fimbriae net stijgt. Deze stijging is zo 
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groot dat de receptoren worden afgescheiden in het lumen van de darm en binden aan bacteriën, 

zodat deze de darm niet meer kunnen koloniseren. Hoe het aantal receptoren voor F41 fimbriae 

verandert tijdens het ouder worden van de biggen is nog niet helemaal gekend. 

 

2.2. ETEC behandeling 

2.2.1. ETEC behandeling bij de mens 

ETEC besmetting kan deels vermeden worden door een goede hygiëne na te streven na contact met 

dieren of bij het verwerken van voedsel [8]. Indien er toch een besmetting plaatsvindt, is het belangrijk 

om vocht- en elektrolytenverlies te voorkomen. Bij de inheemse bevolking uit de regio’s waar ETEC 

infecties het grootste probleem vormen, wordt meestal niet behandeld met antibiotica. De reden 

hiervoor is dat deze hier niet altijd voorhanden zijn, veilig moeten zijn voor gebruik door kinderen en 

antibioticaresistentie kan optreden [1]. 

Reizigers in streken waar ETEC infecties vaak voorkomen en die besmetting willen voorkomen worden 

aangeraden om potentieel besmet voedsel en water te vermijden en twee keer per dag 200 mg of één 

keer per dag 600 mg rifaximine, een semisynthetisch antibioticum gebaseerd op het macrolide 

rifamycine, te nemen [15]. Dit antibioticum is een macrolactam dat de RNA-synthese in gevoelige 

bacteriën inhibeert door een interactie met het bacteriëel DNA-afhankelijk RNA polymerase [16]. 

Wanneer er toch diarree optreedt, kan er behandeld worden met antibiotica zoals rifaximine, 

fluoroquinolonen (interactie met DNA gyrase) of het macrolide azithromycine (interactie met 

bacteriële ribosomen), waardoor de diarree na 24 uur ophoudt [15]. Rifaximine kan niet gebruikt 

worden bij bloederige diarree die gepaard gaat met koorts, omdat het niet via de darmwand naar de 

bloedcirculatie gaat [16]. 

 

2.2.2. ETEC behandeling bij varkens 

ETEC infecties bij varkens kunnen behandeld worden door antibiotica die oraal toegediend worden of 

via een injectie [17]. Bij zuigelingen kan antibiotica in water gebruikt worden. Aangezien een ETEC 

infectie besmettelijk is, is het belangrijk om meteen alle dieren te behandelen die in contact komen 

met het besmette dier. Hierdoor stijgt de kans dat antibioticaresistenties optreden [18]. Verder 

worden vaak orale oplossingen toegediend die de elektrolytenbalans herstellen en zo dehydratatie 

kunnen controleren [17].  

Voorkomen is echter meestal beter dan genezen. Door het uitbreken van antibioticaresistenties is er 

een zoektocht naar alternatieven om ETEC infecties te bestrijden of te voorkomen. Voorbeelden van 

componenten met een antimicrobiële werking zijn zink oxide en organische zuren, zoals poly(2-
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propenal, 2-propeenzuur) (pPPA) [17, 19, 20]. De aanwezigheid van ZnO zorgt naar alle 

waarschijnlijkheid voor schade aan de microbiële celmembraan, waardoor de bacterie sterft [21]. Een 

nadeel is dat bacteriën ook hiertegen al resistentiemechanismen hebben ontwikkeld [22]. Aangezien 

een groot deel van het zink oxide terug uitgescheiden wordt via de feces, zal het toedienen van zink 

oxide in grote hoeveelheden bovendien het milieu vervuilen [19]. Als de ZnO-partikels echter omgeven 

worden door een lipidenmembraan is een lagere dosis nodig om bescherming te bekomen en is er ook 

minder milieuvervuiling. pPPA wordt verondersteld bacteriën te doden door crosslinking van 

bacteriële lipoproteïnen [20]. Het bestaat uit aldehydegroepen, die een antimicrobiële activiteit 

uitoefenen en een carboxylzuur voor de wateroplosbaarheid. Absorptie door de darm wordt 

tegengegaan door het grote moleculaire gewicht en een lange keten conformationele structuur.  

Een andere methode om ETEC infecties te voorkomen is het toevoegen van receptor analogen of 

blokkers aan het voeder. Deze componenten herkennen de fimbriae op de bacteriën en verhinderen 

zo  de bacteriële adhesie aan de darmwand. Een voorbeeld van voederingrediënten die als receptor 

analogen voor de F4 fimbriae van ETEC kunnen gebruikt worden zijn tarwezemelen, 

johannesbroodpitmeel en het caseïne glycomacropeptide [23]. Het nadeel is dat de suikerstructuur 

die herkend wordt door de F4 fimbriae nog niet gekend is en er met deze ingrediënten enkel een daling 

in adhesie wordt waargenomen, waardoor het dier nog steeds geïnfecteerd kan worden. Het voordeel 

is dat dit natuurlijke componenten zijn die gemakkelijk aan voeder kunnen worden toegevoegd. 

Een andere manier om ETEC infecties te bestrijden bestaat uit het toedienen van pre- en probiotica. 

Probiotica zijn ongevaarlijke bacteriën die het darmoppervlak koloniseren en door competitie 

vermijden dat pathogenen kunnen aanhechten, terwijl prebiotica onverteerbare moleculen zijn die de 

groei of activiteit van probiotische bacteriën stimuleren. Zo werd een competitieve exclusiecultuur 

ontwikkeld uit de microbiota van het varken [24]. Deze werd toegediend aan biggen binnen de eerste 

12 uur na de geboorte en zorgde voor een verminderde kolonisatie van de darm door F6+ E. coli na een 

doelbewuste infectie met deze pathogeen. In een andere studie werden Pediococcus acidilactici en 

Saccharomyces cerevisiae boulardii als probiotica toegediend tijdens de lactatieperiode en na het 

spenen [25]. Na doelbewuste infectie met F4+ ETEC kon bij de biggen die probiotica hadden gekregen 

een verminderde kolonisatie van de darm door de pathogeen, en in het geval van P. acidilactici ook 

een verhoogde cytokine expressie in de darm, vastgesteld worden. Beta-1,3/1,6-glucaan (Macrogard) 

is een prebiotische component die de kolonisatie van F4+ ETEC in biggen reduceert [26, 27]. Het nadeel 

van pre- en probiotica is dat deze geen volledige bescherming bieden en er meestal enkel bescherming 

is tijdens de toedieningsperiode.  

Een andere veelbelovende methode is bescherming door passieve immuniteit. Dit is mogelijk door het 

toedienen van pathogeen-specifieke antilichamen via het voeder of via de melk, na vaccinatie van de 

zeug [28]. Er wordt echter geen actieve immuniteit geïnduceerd, waardoor de dieren enkel beschermd 
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zijn zolang de antilichamen worden toegediend. Voorbeelden van passieve immunisatie zijn eidooiers 

met F4-specifiek IgY, gesproeidroogd varkensplasma, immunoglobuline G (IgG) opgezuiverd uit 

varkensbloedplasma, of F4- en F18 gerichte nanobodies [29-33]. Een recentere ontwikkeling zijn plant-

geproduceerde antilichamen, bijvoorbeeld genetisch gemodificeerde Arabidopsis thaliana zaadjes die 

anti-ETEC antilichamen bevatten [28]. De antilichamen zijn een fusie van het variabele domein van 

lama zware keten antilichamen (VHHs) gericht tegen F4 fimbriae en het Fc-domein van varken 

immunoglobuline A (IgA), en bieden bescherming aan biggen na doelbewuste infectie met F4+ ETEC. 

Op deze manier kan passieve immuniteit bekomen worden in de periode net na het spenen, wanneer 

actieve immunisatie moeilijker te verkrijgen is door de neutralisatie van het vaccin door glycoproteïnen 

en antilichamen uit de moedermelk en de tijd die nodig is om een immuunrespons op te wekken [34].  

Bij sommige dieren ontbreekt de expressie van bepaalde receptoren voor E. coli fimbriae [17]. Deze 

dieren zijn beschermd tegen infectie van de overeenkomstige E. coli pathotypes. Het ontbreken van 

de receptoren wordt genetisch overgedragen en voor F4+ ETEC is dit een recessieve eigenschap [4]. 

Hierdoor wordt het mogelijk om bepaalde infecties te controleren door te kruisen. Dit is echter een 

tijdrovend proces dat pas na meerdere generaties verwezenlijkt kan worden en tijdens dit proces 

kunnen ook ongewenste eigenschappen geselecteerd worden.  

 

2.3. Vaccinatie 

2.3.1. ETEC vaccinatie bij de mens 
Er is momenteel nog geen commercieel vaccin beschikbaar om ETEC infecties bij de mens te bestrijden 

[8, 35]. Bij het orale vaccin tegen Vibrio cholerae, Dukoral®, werd wel kruisbescherming tegen ETEC 

opgemerkt [35]. Dit is een gevolg van de gelijkaardige structuur van het cholera toxine (CT) van V. 

cholerae en het hitte-labiel enterotoxine van ETEC. Er werd echter maar een gedeeltelijke bescherming 

opgemerkt, waardoor de zoektocht naar een goed vaccin tegen humane ETEC infecties verdergaat. 

Een huidpleister met het LT toxine vertoonde belovende resultaten, maar induceerde onvoldoende 

bescherming in fase III klinische studies [35, 36]. Zowel levende niet-pathogene, levend geattenueerde 

als geïnactiveerde E. coli bacteriën worden gebruikt in de zoektocht naar een goed ETEC vaccin [35, 

37-39]. Bepaalde kolonisatiefactoren, fimbriae van humane ETEC stammen geselecteerd op 

prevalentie, werden overgeëxpresseerd in de E. coli stammen en verschillende adjuvantia werden 

getest, waaronder de B subeenheid van het LT enterotoxine (LTB), de cholera toxine B subeenheid 

(CTB) en het dubbel gemuteerd LT toxine (dmLT). Momenteel wordt nog onvoldoende bescherming 

bekomen, maar er zijn nog verschillende fase I en II klinische studies en preklinische studies bezig 

omtrent ETEC vaccinatie [10, 35]. De meest belovende kandidaten zijn ETVAX, een mix van vier 
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geïnactiveerde stammen, en ACE527, een mix van drie levend geattenueerde stammen [10]. Beide 

bevatten het dmLT adjuvans. 

Reizigersdiarree kan ook bestreden worden door passieve immunisatie door gelyofiliseerd colostrum 

van gevaccineerde koeien toe te dienen. Hierbij wordt geen volledige bescherming bekomen, maar de 

personen zijn beschermd zolang ze het vaccin nemen en kunnen op deze manier zonder problemen 

op reis gaan [35, 40]. Meer uitleg over passieve immuniteit volgt in de paragraaf over maternale 

immuniteit bij dieren.  

 

2.3.2. ETEC vaccinatie bij varkens 
Om de negatieve gevolgen van ETEC infecties bij varkens te vermijden is men op zoek naar een goed 

vaccin. Er zijn echter nog maar enkele vaccins beschikbaar tegen ETEC [41]. Een overzicht van de 

belangrijkste vaccinatiemogelijkheden wordt gegeven in Figuur 1. 

 

 
Figuur 1: Overzicht van de vaccinatiemogelijkheden tegen ETEC bij het varken. 

 

Een vaccin kan op verschillende manieren toegediend worden [42]. Dit kan op een invasieve manier, 

zoals injecties in de huid (subcutaan), in de spier (intramusculair) of rechtstreeks in het bloed 

(intravasculair). Deze toedieningswegen worden parenterale methoden genoemd. Vaccins kunnen ook 

op een niet-invasieve manier toegediend worden via orale inname, inhalatie in de longen (pulmonair), 

nasaal, rectaal, sublinguaal, ... . De meest aantrekkelijk methode voor massavaccinatie is orale 

toediening. De natuurlijke infectieroute van het doelwit pathogeen is belangrijk bij de keuze voor de 

toedieningsweg van het vaccin. Bij pathogenen die de gastheer infecteren via de mucosa is een lokale 

toediening de beste methode om een beschermende mucosale immuniteit op te wekken. 
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2.3.2.1. Parenterale  vaccins 

De meest populaire toedieningsroute voor vaccins is momenteel injectie, waarbij het antigeen 

rechtstreeks in het bloed, de huid of een spier wordt ingespoten. Deze methode heeft zowel een 

praktisch als een immunologisch nadeel [43]. Ten eerste is er getraind medisch personeel nodig voor 

de toediening wat personeelskosten met zich meebrengt, zeker wanneer meerdere injecties nodig zijn. 

Verder bestaat het risico dat de naalden hergebruikt worden of gecontamineerd zijn en zo infecties 

kunnen veroorzaken. Op immunologisch gebied is injectie niet de meest effectieve manier om een 

juiste respons te verkrijgen. Om een goede bescherming te krijgen tegen darmpathogenen, zoals ETEC, 

zijn pathogeen-specifieke secretorisch immunoglobuline A (SIgA) antilichaam secreterende cellen 

(ASC) in het darmkanaal nodig [44]. Parenterale vaccins wekken een systemische respons op, die 

hoofdzakelijk bestaat uit antigeen-specifieke Immunoglobuline M (IgM) en IgG antilichamen [41, 45]. 

Deze antilichamen worden echter in tegenstelling tot SIgA afgebroken door proteasen in het 

darmkanaal [44].  

SIgA kan de enterotoxines van pathogene micro-organismen neutraliseren, adhesiemoleculen 

blokkeren en antigenen en pathogenen vanuit de lamina propria terug naar het darmlumen 

transporteren. Verder zorgt SIgA voor agglutinatie van antigenen ter hoogte van de mucosale 

membranen, waardoor de antigenen die tot aan de mucuslaag geraken hierin vast komen te zitten. 

Hierdoor kunnen de antigenen gemakkelijk samen met deze slijmlaag uitgescheiden worden. IgG 

daarentegen zorgt voor agglutinatie en neutralisatie van antigenen, maar ook voor opsonisatie en 

complement activatie [9]. SIgA ASC worden bij parenterale vaccins onvoldoende geïnduceerd. Men 

probeert de hoeveelheid SIgA ASC in de mucosa te verhogen door het toevoegen van adjuvantia aan 

parenterale vaccins. Zo heeft onderzoek aangetoond dat co-injectie van 1α,25 dihydroxyvitamine D3 

met F4 fimbriae bij intramusculaire immunisatie van biggen resulteerde in een lichte verhoging van de 

antigeen-specifieke SIgA ASC in de Peyerse platen. Dit was echter onvoldoende om bescherming te 

bieden tegen een daaropvolgende F4+ ETEC infectie [46]. Recent onderzoek heeft aangetoond dat 

subcutane injectie van het geïnactiveerd overdraagbaar porcien gastro-enteritis virus (TGEV) vaccin 

samen met retinoïnezuur, een vitamine A  precursor, TGEV-specifieke CD8+ T cellen ter hoogte van de 

dunne darm verhoogde [47]. 

Parenterale toediening is dus niet de meest geschikte methode om bescherming tegen 

darmpathogenen te bekomen. Het kan echter wel gebruikt worden om het moederdier te vaccineren 

en zo via maternale immuniteit neonatale infecties te vermijden. Er zijn al verschillende vaccins voor 

het moederdier op de markt. Deze worden meestal parenteraal toegediend en bevatten 

geïnactiveerde bacteriën met fimbriae of opgezuiverde fimbriae met of zonder het LT enterotoxine 

[48, 49].  Aangezien F4, F5, F6, en/of F41 fimbriae het meest prevalent zijn bij neonatale ETEC infecties 



9 
 

worden deze fimbriae meestal gebruikt in commerciële vaccins voor zeugen [11]. Door vaccinatie van 

het moederdier worden de jonge dieren beschermd door ETEC-specifieke antilichamen die zich in de 

moedermelk bevinden [50, 51]. Deze immuniteit is slechts passief en wanneer de lactatie stopt worden 

de biggen opnieuw vatbaar voor ETEC infecties. Bij herkauwers vormt enkel neonatale diarree een 

groot probleem, maar op dat moment kan voldoende bescherming bekomen worden door de 

maternale immuniteit [48]. Na het spenen zijn de dieren niet meer vatbaar voor kolonisatie van de 

darm door ETEC.  

Door het wegvallen van de maternale immuniteit na het spenen, is een beschermende immuniteit 

nodig ter hoogte van het maag-darmkanaal om de biggen te beschermen tegen ETEC infecties. De 

meest aangewezen strategie om deze beschermende intestinale immuniteit te bekomen is via orale 

vaccinatie. 

 

2.3.2.2. Orale vaccinatie  

In tegenstelling tot parenterale injecties is orale immunisatie niet invasief en heeft het enkele 

voordelen [43]. Het is gebruiksvriendelijk, er is geen getraind personeel nodig om de vaccins toe te 

dienen, het verlaagt injectie-gerelateerde risico’s, zoals ziekteverspreiding door hergebruik van 

naalden, en bevordert de therapietrouw. Een ander voordeel is dat de regelgeving rond de formulatie 

minder strikt moet zijn dan voor injecteerbare vaccins, hoofdzakelijk met betrekking tot endotoxines 

[52]. Voornamelijk voor darmpathogenen zouden orale vaccins heel doeltreffend kunnen zijn omdat 

ze dezelfde route volgen als de pathogenen om het lichaam binnen te komen en een mucosale 

immuunrespons veroorzaken [43]. 

Niettegenstaande deze voordelen verloopt de ontwikkeling van orale vaccins moeizaam door de 

verschillende obstakels die overwonnen moeten worden [53]. Allereerst moet het vaccin de gastro-

intestinale omgeving verdragen. Verder moeten de antigenen lang genoeg in het intestinaal lumen 

verblijven om een interactie met intestinale cellen mogelijk te maken. Ook moeten verschillende 

barrières zoals de mucuslaag, de microvilli, de glycocalyx en het intestinaal epitheel doorbroken 

worden, waarvan de laatste het paracellulair transport van macromoleculen groter dan 50 kDa 

verhindert. Pas dan kan het antigeen opgenomen worden en een immuunrespons induceren. Hierdoor 

wordt maar een kleine hoeveelheid van het geconsumeerde antigeen effectief opgenomen en moeten 

relatief grote hoeveelheden antigeen toegediend worden [54]. Een bijkomend probleem zijn de 

overheersende tolerogene mechanismen in de darm. Het maag-darmkanaal wordt dagelijks 

overspoeld door lichaamsvreemde antigenen, afkomstig van voedsel en de microbiota, waartegen 

geen immuniteit mag opgebouwd worden [55]. Een vaccin zal dus niet enkel bovenstaande 
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hindernissen, maar ook deze tolerogene omgeving moeten overwinnen om een beschermende 

immuniteit te induceren.  

 

Levende orale vaccins  

Ondanks de probleempunten omtrent orale vaccinatie zijn er toch al enkele orale vaccins commercieel 

beschikbaar, waaronder vaccins tegen cholera, typhus en humaan rotavirus [56, 57] en ETEC bij het 

varken [41]. Hierbij wordt gebruik gemaakt van levende, geattenueerde micro-organismen die in de 

darm kunnen repliceren. In het geval van ETEC kunnen ook levende wild-type avirulente E. coli vaccins 

gebruikt worden [41]. Voorbeelden van commerciële vaccins tegen varken specifieke ETEC stammen 

zijn: Entero Vac (F4+ E. coli), Oedema Vac (F18+ E. coli) en Coliprotec (F4+ E. coli) [58, 59]. Deze E. coli 

bacteriën vertonen wel expressie van F4 of F18 fimbriae, maar produceren geen toxines en zijn 

daardoor niet gevaarlijk. Levende vaccins hebben echter nadelen, zoals de mogelijkheid om terug 

virulent te worden, mogelijke verspreiding in de omgeving en de noodzaak om koud bewaard te 

worden, wat niet altijd gemakkelijk is in ontwikkelingslanden [60]. Levende vaccins kunnen in sommige 

gevallen ook gevaarlijk zijn voor bepaalde immunogecompromitteerde of jonge individuen, waarbij 

het immuunsysteem niet bekwaam is om een respons op te wekken tegen de verzwakte micro-

organismen [61]. Deze  individuen hoeven hiervoor niet gevaccineerd te zijn. De kans bestaat immers 

dat hun darm ongewild gekoloniseerd wordt door bijvoorbeeld contact met de geattenueerde micro-

organismen in de feces van een gevaccineerd individu.   

 

Niet-replicerende orale vaccins  

Een andere mogelijkheid is het gebruik van niet-replicerende orale vaccins. Ze hebben niet de 

hierboven vernoemde nadelen van levende vaccins, maar ze zijn wel veel minder doeltreffend. Niet-

replicerende orale vaccines induceren meestal niet de nodige gevaarsignalen om een goede 

immuunrespons te induceren en kunnen resulteren in orale tolerantie [62]. 

 

Orale subeenheid vaccins 

Om de nadelen van levende en niet-replicerende vaccins te omzeilen, kunnen subeenheid vaccins 

gebruikt worden. Deze vaccins bevatten een onderdeel, meestal een eiwit, van de pathogeen, dat 

recombinant aangemaakt kan worden [63]. Omdat deze vaccins slechts bepaalde componenten van 

de pathogeen bevatten zijn ze veel veiliger [64]. De keuze van de subeenheid vormt soms echter een 

probleem, aangezien niet voor elke pathogeen geweten is welk antigeen, of combinatie van antigenen, 

nodig is om een beschermende immuniteit op te bouwen. Verder moet de component een orale 

immuunrespons kunnen opwekken, terwijl de meeste antigenen na orale toediening net tolerantie 

zullen induceren. Er zijn echter bepaalde antigenen gekend die wel een effectieve systemische en 
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intestinale immuunrespons kunnen opwekken als ze in lage dosissen oraal worden toegediend [54]. 

Deze antigenen zijn eiwitten die kunnen binden op receptoren in de darm, zoals CTB en F4 fimbriae 

[65, 66, 41]. Inderdaad, een volledige bescherming tegen F4+ ETEC infectie werd aangetoond na een 

orale vaccinatie van biggen met opgezuiverde F4 fimbriae gedurende drie opeenvolgende dagen met 

een booster 16 dagen later [66]. 

 

Formulatiemethoden 

Men probeert ook strategieën te ontwikkelen die de huidige problemen rond orale immunisatie 

kunnen oplossen. Bij toediening van een vaccin heeft het immuunsysteem tijd nodig om een respons 

te ontwikkelen. Indien de orale vaccins pas toegediend worden tijdens het spenen is er een kleine 

periode waarin er nog geen bescherming is tegen ETEC infecties [41]. Om dit tegen te gaan kan het 

vaccin best toegediend worden tijdens de zoogperiode. De moedermelk bevat echter glycoproteïnen 

en antilichamen die kunnen interfereren met de orale immunisatie [34]. Daarenboven heerst er in het 

spijsverteringsstelsel een zure pH en zijn er verschillende enzymen aanwezig die ervoor kunnen zorgen 

dat het vaccin afgebroken wordt voordat het zijn doelwit bereikt. Encapsulatie kan de antigenen 

hiertegen beschermen. Een voorbeeld hiervan zijn enterisch-gecoate pellets met F4 fimbriae die 

openbreken in het begin van het jejunum, door een pH-stijging tot minimum 6,3, en zo een 

bescherming bieden tegen de enzymen en lage pH in de maag [67]. Hierbij werd geen volledige 

immuniteit bekomen, maar wel een verminderde ernst van infectie ten opzichte van immunisatie met 

ongecoate F4 fimbriae. Een ander voorbeeld is een oraal tablet bestaande uit amylose zetmeel met 

een hoog carboxymethyl gehalte, waarin zich levende F4+ E. coli [68] of opgezuiverde F4 fimbriae [69] 

bevinden. Ook bioencapsulatie is een mogelijkheid. Een voorbeeld hiervan is transgene rijst dat CTB 

bevat [65]. De aminozuursamenstelling van CTB is sterk gelijkend op die van de hitte-labiele toxine B 

subunit van ETEC, waardoor kruisbescherming plaatsvindt. Zowel een intestinale SIgA als een 

systemische IgG en IgA respons werd geïnduceerd in minivarkens. De effectiviteit werd ook 

aangetoond voor maternale immunisatie. 

Een tweede probleem is de lage opname van de antigenen in de darm. Dit kan verhoogd worden door 

encapsulatie in micro- of nanopartikels en/of het selectief richten van de antigenen naar cellen, die 

betrokken zijn bij de opname ter hoogte van de dunne darm. De oppervlakte van deze antigeen-

geladen micro- of nanopartikels kan gemodificeerd worden, zodat deze partikels gemakkelijker door 

de mucuslaag van de darm kunnen penetreren en zo de onderliggende epitheellaag kunnen bereiken 

[70]. Om een beter inzicht te krijgen in de mechanismen van antigeenopname worden ze hieronder in 

detail besproken. 
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Een derde probleem is de inductie van tolerantie in plaats van protectieve immuniteit. Om dit tegen 

te gaan kunnen bovenstaande technieken van encapsulatie en selectief richten van antigenen 

gecombineerd worden met adjuvantia. Voorbeelden zijn orale adjuvantia gebaseerd op de bacteriële 

toxines CT en LT [9]. Ook U-Omp19, een bacteriële protease inhibitor van Brucella spp., is een mogelijk 

oraal adjuvans dat tevens een rol speelt in een langere levensduur van het antigeen door de inhibitie 

van intestinale proteasen [71].  

 

Mechanismen van antigeenopname in het darmkanaal  

Een eenlagig epitheel beschermt de intestinale weefsels tegen de buitenwereld, namelijk de luminale 

inhoud [72]. Enerzijds bestaat deze epitheellaag uit follikel-geassocieerd epitheel dat de lymfoïde 

compartimenten in de Peyerse platen bedekt en anderzijds uit normaal villusepitheel. Dit epitheel 

vormt een barrière tegen de passieve opname van antigenen. Afhankelijk van de aard van het antigeen 

kan soms wel transcellulaire diffusie optreden, bijvoorbeeld bij inerte moleculen kleiner dan 600 Da 

[73]. Een schematisch overzicht van de verschillende mechanismen van antigeenopname ter hoogte 

van de dunne darm wordt gegeven in Figuur 2. 

 

 
Figuur 2: Antigeenopname in de dunne darm [72]. FcRn: neonatale Fc receptor. 

 

In het follikel-geassocieerd epitheel (FAE) van de Peyerse platen bevinden zich gespecialiseerde cellen, 

microfold cellen of M-cellen, die in staat zijn om macromoleculen en partikels op te nemen. M-cellen 

hebben enkele eigenschappen die de antigeenopname bevorderen [70, 74]. Ze bevatten minder en 

kleinere microvilli dan de omliggende cellen, waardoor dit proces vergemakkelijkt wordt. Bovendien 
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bevat het FAE in de omgeving van de M-cellen geen slijmbekercellen, zodat er slechts een minimale 

mucuslaag aanwezig is. Daarnaast is de glycocalyx minder uitgesproken en bevatten de M-cellen 

minder enzymen die antigenen degraderen. Kleine hoeveelheden van het lumen van de darm worden 

opgenomen door clathrine-gemedieerde endocytose, actine-afhankelijke fagocytose of 

macropinocytose en terug vrijgegeven aan de kant van het basolaterale membraan waar de M-cel een 

invaginatie vormt die lymfocyten, macrofagen en dendritische cellen (DC) bevat [72, 75]. Eventueel 

aanwezige antigenen worden vrijgegeven, opgenomen door antigeen-presenterende cellen (APC), 

verwerkt tot peptiden en gepresenteerd aan lymfocyten via het peptide-MHC complex [9]. Ook 

bevatten de M-cellen ligand-specifieke apicale receptoren die betrokken zijn in antigeenopname wat 

suggereert dat ze selectief bepaalde antigenen kunnen opnemen [9]. Zo ondergaat SIgA na antigeen 

binding een conformatieverandering, wat de opname van de SIgA-antigeen immuuncomplexen door 

M-cellen stimuleert [76]. Men vermoedt dat dectine-1 een belangrijke rol speelt in dit proces [77]. 

Microbiële stimuli kunnen CD11c+CD103-CX3CR1+ macrofagen recruteren in de invaginatie aan de 

basolaterale zijde van de M-cel die mogelijk de M-cel activiteit kunnen reguleren of zelf antigenen 

opnemen met behulp van uitlopers doorheen een porie in de M-cel [72, 78].  

Ook aan de basolaterale zijde van het normaal villusepitheel komen CD103-CX3CR1+ macrofagen voor 

[78, 79]. Deze vormen uitlopers door de tight-junctions van het epitheel, waardoor rechtstreeks 

antigenen uit het darmlumen kunnen opgenomen worden. Waarschijnlijk is signalisatie via epitheliale 

Toll-like receptoren de drijvende kracht achter de vorming van deze uitlopers [79]. Deze macrofagen 

geven de opgenomen antigenen door aan CD103+CX3CR1- dendritische cellen via gap junctions [80]. 

Deze DC induceren voornamelijk orale tolerantie via de inductie van regulatorische T-cellen. 

Een ander mechanisme om in het villusepitheel antigenen op te nemen zijn mucus-secreterende 

bekercellen die instaan voor het transport van antigenen naar de basolaterale zijde waar ze 

gepresenteerd kunnen worden aan CD103+CX3CR1- dendritische cellen [81]. Dit proces vindt echter 

enkel plaats voor kleine oplosbare antigenen en leidt hoofdzakelijk tot immuuntolerantie door de 

inductie van regulatorische T-cellen. Dit proces wordt ook wel omschreven als slijmbekercel-

geassocieerde passages. 

Lange tijd werd gedacht dat enterocyten enkel een barrière vormen om het darmweefsel te 

beschermen tegen lichaamsvreemde en mogelijk gevaarlijke stoffen in het darmlumen. Recent werd 

het echter duidelijk dat ook enterocyten antigenen kunnen opnemen als deze antigenen specifieke 

receptoren kunnen binden aan de apicale zijde van deze enterocyten [72, 82]. Receptor-gemedieerde 

opname zou ook eerder een antigeen-specifieke mucosale immuunrespons opwekken in plaats van 

orale tolerantie, wat deze mechanismen interessant maakt als doelwit voor orale vaccinatie [55]. 

Enterocyten zouden bacteriën kunnen fagocyteren of door de epitheellaag kunnen transloceren via 

een Toll-like receptor 4 (TLR4) gemedieerd proces [83]. Een tweede voorbeeld van receptor-
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gemedieerde opname zijn F4 fimbriae die door enterocyten opgenomen kunnen worden via de F4 

receptor [66]. Een ander voorbeeld is de neonatale Fc-receptor (FcRn), die tot uiting komt op 

enterocyten in de darm van het varken en andere diersoorten [79, 82]. FcRn heeft een hoge affiniteit 

voor IgG en IgG-immuuncomplexen bij een licht zure pH van 6,5, maar niet bij een fysiologische pH van 

7,4 [55]. Het transporteert IgG van de basolaterale zijde van het epitheel naar het lumen, waar deze 

antilichamen met hun overeenkomstige antigenen kunnen binden en immuuncomplexen kunnen 

vormen. Deze immuuncomplexen worden dan via FcRn weer opgenomen door de epitheelcellen en 

getransporteerd naar de basolaterale zijde, waar ze gepresenteerd kunnen worden aan antigeen-

presenterende cellen, zoals DC. Deze cellen hebben Fcγ receptoren (FcγR) op hun oppervlak die ook 

de Fc domeinen van IgG herkennen. Na crosslinking door IgG-immuuncomplexen wordt een 

signaaltransductie geïnduceerd in de DC, die afhankelijk van het soort FcγR een stimulerend of 

inhiberend effect kan hebben [79]. Er zijn drie FcγR in het varken die activerende signalen opwekken: 

FcγRI (CD64), FcγRII (CD32) en FcγRIII (CD16), en één FcγR die inhiberend werkt: FcγRIIb. De werking 

van FcγRIIb kan omzeild worden door bepaalde IgG subklassen te selecteren of specifieke mutaties in 

het IgG Fc domein aan te brengen, zodat de affiniteit van de antilichamen voor deze receptor daalt.  

  

Doelgericht afleveren van vaccin antigenen  

Bepaalde receptoren in de darm kunnen als hulpmiddel gebruikt worden om doelgericht een grotere 

hoeveelheid vaccin antigenen op te nemen  [54, 84]. Er wordt specifiek gezocht naar receptoren met 

de eigenschap om bepaalde componenten via transcytose naar de basolaterale zijde van het 

villusepitheel te brengen. Zowel receptoren op M-cellen als op enterocyten kunnen gebruikt worden 

als doelwit [85]. Er zijn echter veel meer enterocyten aanwezig in de darm dan M-cellen, waardoor het 

aantrekkelijker lijkt om deze receptoren te gebruiken om efficiënte antigeenopname te 

verwezenlijken. Ook kunnen receptoren op CD103-CX3CR1+ macrofagen een mogelijk doelwit vormen 

[79]. In normale omstandigheden komt dit proces echter niet veel voor. Door doelgericht de vaccin 

antigenen naar de basolaterale zijde van het darmepitheel te transporteren hoopt men om een 

voldoende hoge immuunrespons te verkrijgen met een lage antigeen dosis. Dit doelgericht transport 

kan verwezenlijkt worden met behulp van endogene liganden, antilichamen, of liganden van 

pathogene oorsprong [72, 84]. 

Liganden die gebruikt zouden kunnen worden om de opname via receptoren te verwezenlijken zijn 

lectines [55]. Deze binden op specifieke koolhydraatstructuren op oppervlakteproteïnen en -lipiden, 

die sterk verschillen naargelang de diersoort, de leeftijd van het dier en de locatie van de cellen in het 

lichaam. Een groot nadeel van lectines is hun toxiciteit en gevoeligheid voor degradatie. Ook het 

omgekeerde proces is mogelijk, namelijk lectines op het oppervlak van enterocyten gebruiken als 

doelwit door het vaccin te conjugeren aan bepaalde koolhydraatstructuren [55]. Een ander voorbeeld 
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van zo’n receptor is FcRn [82]. De antilichamen kunnen gekoppeld worden aan antigenen en 

functioneren als carriermolecule om een immuunrespons op te wekken tegen deze antigenen. Recent 

onderzoek heeft aangetoond dat FcRn in staat is om nanopartikels waarop het Fc domein 

geconjugeerd is, te transloceren naar de basolaterale zijde van de intestinale epitheellaag [86]. 

Buiten lectines kunnen ook bacteriële adhesines, waaronder  F4 fimbriae, en toxines of delen hiervan, 

waaronder CTB, gebruikt worden om via hun receptoren opname van antigenen in het darmepitheel 

te bevorderen [65, 84]. Orale immunogenen zijn echter uitzonderlijk. Bij F4 fimbriae is de receptor-

gemedieerde opname in het intestinaal epitheel te wijten aan hun polymeer karakter [87]. Het 

voordeel van bacteriële adhesines is dat ze relatief resistent zijn tegen degradatie in de darm [55]. 

Oraal toegediende F4 fimbriae ondergaan transcytose door M-cellen en follikel-geassocieerde 

enterocyten in de Peyerse platen en door de villusenterocyten van de lamina propria, waarna ze 

worden vrijgesteld aan de basolaterale zijde van het intestinaal epitheel [88]. Ook is het mogelijk om 

F4 fimbriae als carriermolecule te gebruiken [89]. F4 fimbriae kunnen bijvoorbeeld gekoppeld worden 

aan het FedF adhesine van F18 fimbriae, dat op zichzelf geen goede immuunrespons opwekt [90]. Een 

systemische en lokale FedF-specifieke immuunrespons werd bekomen na immunisatie van varkens, 

maar onvoldoende om het dier volledig te beschermen. Een ander nadeel van het gebruik van 

bacteriële adhesines als carriermoleculen is dat de adhesines zelf een immuunrespons kunnen 

opwekken. Deze respons kan de endocytose van de partikels door enterocyten verhinderen [55]. Ook 

kan het vaccin zijn efficaciteit verliezen als de gastheer al een eerder contact met de pathogeen heeft 

gehad en immuniteit heeft ontwikkeld. Belangrijk voor de vaccinatie met F4 fimbriae al dan niet als 

dragermolecule voor een ander antigeen, is de aanwezigheid van de F4 receptor en niet alle dieren 

zijn F4R+ [55]. 

Uit verder onderzoek naar welke receptor verantwoordelijk is voor de transcytose van F4 fimbriae 

doorheen het epitheel bleek dat deze sleutelmolecule aminopeptidase N is [84]. Dit werd aangetoond 

doordat oraal toegediende anti-APN antilichamen opgenomen worden door het darmepitheel en een 

immuunrespons induceren. Bovendien worden β-glucaan micropartikels beter opgenomen door het 

darmepitheel als deze selectief gericht worden naar APN via antilichamen [85]. Ook hier werd een 

verhoogde systemische antigeenspecifieke immuunrespons bekomen na orale toediening van deze 

APN-gerichte micropartikels aan biggen. 

Aangezien APN in het spijsverteringsstelsel gebruikt kan worden als doelwit voor orale vaccinatie 

wordt in de volgende paragrafen meer uitleg gegeven over dit membraaneiwit. 
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2.4. Aminopeptidase N (CD13)  

2.4.1. Locatie 

Aminopeptidase N, ook gekend als CD13, is een type II metalloprotease dat op veel plaatsen en op 

verschillende celtypes in het lichaam voorkomt [91, 92]. Andere benamingen voor dit eiwit zijn: 

membraan alanyl aminopeptidase, amino-oligopeptidase, aminopeptidase M, membraan alanine 

aminopeptidase, membraan aminopeptidase I, microsomaal aminopeptidase, partikel-gebonden 

aminopeptidase en peptidase E [93]. Bij de mens komt APN hoofdzakelijk tot expressie in de mucosa 

van de dunne darm, in de lever en in de borstelzoommembranen van de nier [91, 94]. Verder wordt 

het onder meer teruggevonden in de hersenen en in het zenuwweefsel. 

De aanwezigheid van APN werd in het varken aangetoond in de basale membraan van de slokdarm, in 

de speekselklieren en in de basale membraan en de lamina propria van de tong en van de keelholte 

[62]. In de dunne darm komt het grotendeels tot expressie in het epitheel en in mindere mate in de 

basale membraan en de lamina propria. Het is afwezig in de dikke darm, het rectum en het 

gekeratiniseerd epitheel van de tong, slokdarm en maag. 

APN komt niet enkel voor op darmepitheelcellen, maar ook op immuuncellen, zoals monocyten, 

macrofagen en dendritische cellen [95]. CD13 expressie is specifiek aangerijkt in de pro-inflammatoire 

subset van monocyten [96]. In hematopoïetische cellen is er enkel CD13 expressie in stamcellen en 

myeloïde cellen. Hierdoor wordt CD13 ook wel gezien als een myelomonocytische merker [97].  

 

2.4.2. Structuur 

APN behoort tot de M1 familie van de metallopeptidase familie, ook wel gluzincines genoemd [98] en 

bevat een zink-bindend HEXXH motief [99]. In deze familie is APN uniek daar het als enige een 

homodimeer vormt en geen monomeer [99]. APN is opgebouwd uit 967 aminozuren en bestaat uit 

een transmembranair gedeelte, een groot cellulair ectodomein met het katalytisch domein en een kort 

N-terminaal cytoplasmatisch domein, zoals wordt weergegeven in Figuur 3 [91, 99]. De twee dimeren 

worden bij elkaar gehouden door een niet-covalente binding [91]. 
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Figuur 3: De algemene opbouw van aminopeptidase N uit het varken [99]. A: Vooraanzicht; B: Zijaanzicht. EC: Extracellulair 
domein; TM: Transmembranair domein; IC: Intracellulair domein. 

 

APN kan zowel in een membraangebonden vorm als een oplosbare vorm voorkomen [99]. De 

opgeloste vorm wordt vaak teruggevonden in kankerweefsels of na infecties. Het is enzymatisch actief 

en de mogelijkheid bestaat dat het de functies van membraan-gebonden APN kan reguleren [100]. Dit 

laatste zou gebeuren door de adhesie van liganden aan de membraangebonden vorm via competitieve 

inhibitie te reguleren. Verder bestaat aminopeptidase N voor meer dan 20% van zijn massa uit 

koolhydraten, die kunnen verschillen tussen individuen en dominant worden overgeërfd [91, 101]. 

APN is dus zwaar geglycosyleerd. 

 

2.4.3. Functie 

Aminopeptidase N kent drie verschillende soorten actiemechanismen: enzymatische activiteit, een 

receptor voor adhesie, endocytose en fagocytose en signaaltransductie [100]. Sommige functies 

vereisen een interactie van deze mechanismen en variëren afhankelijk van het weefsel en de celtypes 

waar CD13 tot expressie komt.  

 

2.4.3.1. Enzymatische activiteit 

De actieve plaats van het eiwit knipt peptidebindingen van verschillende substraten met een voorkeur 

voor N-terminale neutrale aminozuren van kleine peptiden [95]. Hiermee draagt APN bij tot de finale 

digestie van peptiden in de dunne darm, waardoor het de vertering van eiwitten bevordert [94]. Ook 

speelt het een rol bij de enzymatische regulatie van peptiden door het knippen van de N-terminus 

[100]. Voorbeelden van peptiden waarvan de degradatie gekatalyseerd wordt door APN zijn: tuftsine, 

kinines, glutathione, somatostatine, thymopentine, neurokinine A, splenopentine, nociceptine FQ, 

enkephaline en angiotensine-III [98, 100, 102]. Enkephaline is betrokken bij de ervaring van pijn en de 

gemoedstoestand [102], terwijl angiotensine-III nodig is voor de bloeddrukregulatie [98]. 
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In immuuncellen helpt APN bij de antigeenpresentatie [94]. Onderzoek heeft aangetoond dat APN kan 

instaan voor het verknippen van peptiden om ze vervolgens op MHC-II moleculen te laden [103]. Ook 

kan het synthetische peptiden op dendritische cellen degraderen, waardoor deze peptiden niet meer 

gepresenteerd kunnen worden aan andere immuuncellen [104]. Uit experimenten is gebleken dat de 

opregulatie van APN door IFN-γ gepaard gaat met een verhoogde expressie van MHC-II, onafhankelijk 

van de IFN-γ concentratie [105]. 

De enzymatische activiteit van APN heeft verder ook een functie bij tumorcel invasie, differentiatie van 

cellen, proliferatie en apoptose, motiliteit van cellen en chemotaxis [100]. 

 

2.4.3.2. Receptor voor adhesie, endocytose en fagocytose 

Op epitheelcellen is aminopeptidase N een receptor voor endocytose en draagt het onder meer bij tot 

de opname van cholesterol [100]. Ook werd aangetoond dat APN op epitheelcellen een receptor is 

voor F4+ ETEC en als receptor misbruikt wordt door bepaalde coronavirussen [100], waaronder het 

humaan respiratoir coronavirus 229E (HCoV229E), het overdraagbaar porcien gastro-enteritis virus 

(TGEV), het felien enterisch coronavirus (FCoV) en het canien enterisch coronavirus (CCov) [104-106]. 

Andere voorbeelden zijn het humaan en het murine cytomegalovirus [109]. 

APN bevordert de fagocytose door macrofagen en dendritische cellen, net als cel-cel adhesie bij 

monocyten [110, 111]. De celadhesie wordt gemedieerd door het C-terminaal domein van CD13, net 

als homotypische endotheliale celadhesie en myeloïd celtransport [96]. Bij monocyten verloopt de 

initiële fase van dit proces waarschijnlijk via een integrine-onafhankelijk en koolhydraat-afhankelijk 

mechanisme via galectine-3 [112]. Galectine-3 associeert met CD13 op de plasmamembraan. Wanneer 

CD13 crosslinking plaatsvindt, komen de galectine moleculen vrij en kunnen vervolgens associëren met 

andere receptoren om zo een signaaltransductie in gang te zetten of adhesie te veroorzaken door 

brugvorming met receptoren op andere cellen. 

Interessant om te weten is dat actief fagocyterende monocyten in perifeer bloed meer dan dubbel 

zoveel aminopeptidase N op hun oppervlak hebben dan cellen die minder fagocyteren [113]. Op 

humane immuuncellen (monocyten, macrofagen en dendritische cellen) heeft CD13 onder meer een 

functie als co-receptor en primaire receptor voor fagocytose [95]. De mate van fagocytose is meer dan 

80% van deze geïnduceerd door de fagocytische receptor FcγRI. Er werd aangetoond dat CD13 

expressie op een niet-fagocytische cellijn HEK293 voldoende is om fagocytose te induceren in 

afwezigheid van andere fagocytische receptoren, zoals FcγR en complement receptor 3 (CR3) [95].  
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2.4.3.3. Signaaltransductie 

Het laatste actiemechanisme is signaaltransductie, wat waarschijnlijk geïnitieerd wordt door liganden 

die CD13 crosslinking op de plasmamembraan veroorzaken [95, 100]. Dit is nodig bij bepaalde 

processen zoals angiogenese, adhesie en fagocytose. Aangezien APN een rol speelt in 

signaaltransductie, maar het cytoplasmatisch domein relatief kort is en geen gekende signaalsequentie 

bevat, werd verondersteld dat aminopeptidase N hiervoor interageert met externe proteïnen [114, 

115]. Er zijn al verschillende proteïnen bekend die associëren met APN die zouden kunnen bijdragen 

tot de signaaltransductie. Dit zijn onder andere galectine-3 op monocyten [116], galectine-4 op 

intestinale epitheelcellen [117], RECK (reversion-inducing cysteine-rich proteïn with Kazal motifs) 

[118], het tumor-geassocieerde antigeen L6 [119], de adaptor eiwitten Grb2/Sos in U937 monocyten 

die deel uitmaken van de MAPK-pathway [116] en het scaffolding proteïne IQGAP1 [110]. Ook α-

actinine wordt met CD13 geassocieerd, aangezien het een brug vormt tussen membraan-gebonden 

CD13 en het actine cytoskelet [110]. Ondertussen werd in U937 monocyten aangetoond dat CD13 

gefosforyleerd kan worden op Tyr6 van zijn cytoplasmatisch domein op een Src-afhankelijke manier, 

wat resulteert in ERK en FAK activatie via de Ras/MAPK pathway en CD13-gemedieerde adhesie [95, 

110]. Hieruit blijkt dat CD13 niet noodzakelijk moet associëren met interne adaptor proteïnen om 

signaaltransductie te veroorzaken. Een overzicht van deze signalisatie is weergegeven in Figuur 4. 

 

 
Figuur 4: Schematische voorstelling van de CD13-geïnduceerde signalisatie en adhesie [110]. A: CD13 in rustende monocyten; 
B: CD13 crosslinking door monoklonale antilichamen (mAbs); C: Adhesie van monocyten aan endotheelcellen na 
signaaltransductie geïnduceerd door mAb-gemedieerde CD13 crosslinking. 
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CD13-gemedieerde fagocytose door monocyten is onafhankelijk van de enzymatische functie van 

CD13, maar berust op herschikkingen van de actine polymeren en activatie van PI3K [95]. Verder is het 

deels afhankelijk van Syk activatie. In tegenstelling tot CD13 is FcγR-gemedieerde fagocytose helemaal 

afhankelijk van de aanwezigheid van Syk. CD13 activatie zorgt verder ook voor een intracellulaire Ca2+-

stijging in monocyten [95].  

Met betrekking tot inflammatie is het gekend dat CD13 een regulerende rol heeft op Toll-like receptor 

4 [120]. Op deze manier wordt receptor-gemedieerde antigeenopname in dendritische cellen negatief 

gereguleerd om zo T-cel activatie te controleren. De signaaltransductie is weergegeven in Figuur 5. 

TLR4 herkent lipopolysachariden (LPS) op gram-negatieve bacteriën en een aantal endogene signalen 

van beschadigd weefsel, ook wel danger-associated molecular patterns (DAMP’s) genoemd, en 

activeert zo het immuunsysteem [120]. Een te grote reactie van het immuunsysteem kan echter 

gevaarlijke weefselschade en immunopathologieën veroorzaken. CD13 inhibeert deze reactie door de 

dynamine-afhankelijke endocytose na herkenning van een antigeen door TLR4 negatief te reguleren 

door fosforylatie van Akt in de PI3K-Akt signaaltransductie [120, 121]. Herkenning van een ligand door 

TLR4 induceert de TIRAP-MyD88-gemedieerde signaaltransductie die p38MAPK en IKKβ-α 

inflammatoire cytokine genen activeert [120]. Hierdoor wordt het TLR4-ligand complex op een 

dynamine-afhankelijke manier opgenomen door de cel in een Rab+ vroeg endosoom. Hier zorgt het 

voor een TRAM-TRIF-afhankelijke respons. Op deze manier wordt de transcriptie van type I 

interferonen (IFN) via de IFN regulerende factor IRF3 opgereguleerd. Deze TRIF-afhankellijke 

endosomale signaaltransductie wordt door CD13 gereguleerd, terwijl de MyD88-gemedieerde tumor 

necrosis factor (TNF) productie niet beïnvloed wordt [120]. Deze laatste is niet afhankelijk van 

endocytose. Verlies van CD13 zorgt voor een IFNβ-gemedieerde signaaltransductie via JAK-STAT dat 

de transcriptie van nitriet-inducerende genen stimuleert, waardoor weefselschade optreedt. De 

vorming van reactieve zuurstofradicalen geïnduceerd door CD13 activatie werd ook aangetoond in een 

macrofaag-achtige cellijn J774 [95]. Daarenboven vertonen geactiveerde macrofagen een verhoogde 

CD13 expressie en co-immunoprecipiteren ze CD13 en TLR4 [120]. Verlies van CD13 zorgt voor een 

verhoogde concentratie van TLR4 op het oppervlak van dendritische cellen en verhoogt  de opname 

van LPS. 
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Figuur 5: Schematisch overzicht van de regulatie van TLR4-gemedieerde endocytose door CD13 [120]. 

 

Veel van deze functies zijn een mogelijk doelwit voor medische doeleinden. Men moet echter opletten 

dat door het moduleren van een bepaalde functie andere belangrijke pathways niet verstoord worden 

[100]. Door de veelzijdigheid van dit eiwit zouden eventuele nevenreacties gemakkelijk over het hoofd 

gezien kunnen worden. In tegenstelling tot de CD13-gemedieerde signaaltransductie in immuuncellen 

is nog onbekend welke eiwitten geactiveerd worden in epitheelcellen. Het praktisch gedeelte van deze 

masterproef heeft als doel enkele aspecten van deze signaaltransductie bij epitheelcellen op te 

helderen. 
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3. Materiaal en methode 

3.1. Onderhouden van de IPEC-J2-APN cellijn 

Om de rol van aminopeptidase N (APN) in de activatie van signaalwegen in intestinale epitheelcellen 

te bestuderen werd de IPEC-J2-APN cellijn, intestinale varkensepitheelcellen die stabiel 

getransfecteerd werden om APN tot expressie te brengen, in cultuur gehouden en gebruikt voor 

verschillende experimenten. Ook gewone intestinale varkensepitheelcellen (IPEC-J2) werden in cultuur 

gehouden om te kunnen vergelijken met de IPEC-J2-APN cellijn. 

 

Buffers en reagentia  

 Penicilline/streptomycine; stockoplossing = 104 U/mL penicilline G Natrium zout (Sigma-

Aldrich); 10 mg/mL streptomycine sulfaat (Sigma-Aldrich) in H2O 

 Celcultuurmedium (IPEC-J2): 5% foetaal kalf serum (FCS; Integro); 1% 

penicilline/streptomycine stockoplossing; 15,505 µg/mL insuline/ transferrine/ selenium (ITS, 

Sigma-Aldrich); 4 mM L-glutamine (Gibco); 5 ng/mL recombinant humane epidermale 

groeifactor (EGF, ThermoScientific) in Dulbecco's gemodificeerd Eagle’s medium: nutriënten 

mix F-12 (DMEM/F12, Gibco) 

 Celcultuurmedium (IPEC-J2-APN): Celcultuurmedium (IPEC-J2) met 1,5 mg/mL geneticine 

(G418, ThermoScientific) 

 Fosfaatgebufferde zoutoplossing (PBS; pH 7,4): 136,9 mM NaCl (VWR); 2,7 mM KCl 

(Calbiochem); 10 mM Na2HPO4 (Merck); 2 mM KH2PO4 (VWR) in H2O 

 Verseen: 54 mM ethyleendiaminetetra-azijnzuur (EDTA;VWR) in PBS 

 Trypsinebuffer: 25 mg/mL trypsine (Gibco); 1% verseen; 1% penicilline/streptomycine 

stockoplossing in PBS  

 

Werkwijze 

De getransfecteerde cellijn werd bewaard in vloeibare stikstof. Om deze cellijn in cultuur te brengen 

werd ze vanuit de vloeibare stikstof opgewarmd in een warmwaterbad bij 37°C tot de ingevroren cellijn 

grotendeels ontdooid was en vervolgens gesuspendeerd in 10 mL celcultuurmedium (4°C). Na 

centrifugatie bij 350 g en 4°C voor 8 min werd de celpellet geresuspendeerd in 1 mL cultuurmedium 

en overgebracht in een medium cultuurfles met 20 mL cultuurmedium (37°C). De cellen werden 

geïncubeerd bij 37°C en 5% CO2 en om de 3 dagen werd het medium vervangen. Wanneer de cellen 

90-100% confluentie bereikt hadden, werd het medium afgenomen, de cellen gewassen met steriele 
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PBS en vervolgens geïncubeerd met 10 mL trypsinebuffer (37°C; 10 min) tot de cellen loskwamen. Na 

collecteren en toevoegen van 10 mL medium werden de cellen gecentrifugeerd voor 10 min bij 4°C en 

350 g en de pellet geresuspendeerd in 1 mL cultuurmedium. Vervolgens werd 200 µl van deze 

celsuspensie opnieuw overgebracht in een nieuwe cultuurfles met 20 mL medium (37°C). 

 

3.2. APN expressie op de IPEC-J2-APN cellijn 

Met behulp van flowcytometrie en immunodetectie werd gecontroleerd of de IPEC-J2-APN cellijn nog 

voldoende APN tot expressie bracht. Dit werd vergeleken met de expressie op een gewone IPEC-J2 

cellijn. Hierbij werd ook een idee verkregen van de te gebruiken antilichaamconcentraties in verdere 

experimenten. Verder werd het effect van incubatie in medium zonder selectiemerker op de APN 

expressie nagegaan. Hiervoor werden eerst de nodige primaire antilichamen opgezuiverd uit het 

supernatans van hybridomacellen. Na dialyse werd de eiwitconcentratie bepaald met behulp van een 

bicinchoninezuur (BCA) reactie. 

 

3.2.1. Opzuivering van de monoklonale antilichamen 

Buffers en reagentia  

 EtOH-oplossing: 20% ethanol (VWR) in H2O; ontgassen (20 min) 

 Na-fosfaat stockoplossing (500 mM): 460 mM Na2HPO4.2H2O (VWR)+ 61 mM NaH2PO4.2H2O 

(VWR) in H2O 

 Na-fosfaatbuffer (200 mM; pH 7): 40% Na-fosfaat stockoplossing in H2O 

 Bindingsbuffer (100 mM; pH 7): 20% Na-fosfaat stockoplossing in H2O 

 Wasbuffer (10 mM; pH 7): 2% Na-fosfaat stockoplossing in H2O 

 Elutiebuffer (pH 2,7): 100 mM glycine (Sigma-Aldrich) in H2O 

 Neutralisatiebuffer (pH 8): 1 M Tris-base (VWR) in H2O 

 Hybridoma supernatans (in-house) 

 BSA: Bovien serum albumine (Sigma-Aldrich); stockoplossing = 1 mg/mL 

 BCA-reagens: 1:50 reagens B (CuS04.5H2O; Sigma-Aldrich) en reagens A (bicinchoninezuur; 

Sigma-Aldrich) 

 Ladingsbuffer: 0,83% broomfenolblauw (Merck); 0,83% xyleen cyanol FF (Sigma-Aldrich); 

13,33% sucrose (Fluka); 10% β-mercaptoethanol (Merck) in H2O 
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Werkwijze 

Een peristaltische pomp werd luchtvrij gemaakt met behulp van een injectiepomp en vervolgens 

gedurende 10 min gewassen met EtOH-oplossing en 10 min met bindingsbuffer (1 mL/min). De kolom 

werd aangesloten op de peristaltische pomp en nagekeken op lekken. Hierna werd de kolom gewassen 

met 10 mL bindingsbuffer, waarna het hybridoma supernatans aan de pomp geschakeld werd, zodat 

het supernatans overnacht over de kolom kon lopen (4°C). De kolom werd nadien gewassen (5 tot 10 

kolomvolumes wasbuffer) en geëlueerd met elutiebuffer (kamertemperatuur (KT)) gebruik makende 

van een ÄKTA explorer eiwit opzuiveringssysteem, waarbij de elutiefracties werden gecollecteerd in 

75 µL neutralisatiebuffer (ijskoud).  

De eiwitfracties werden gedialyseerd en de concentratie werd bepaald via een BCA-reactie. Voor de 

dialyse werden de elutiefracties in een dialysemembraan gebracht met een moleculaire gewichtsgrens 

van 10 kDa en overnacht, bij 4°C en onder zacht roeren, in 5 L PBS gedialyseerd. Voor de BCA-reactie 

werd een standaardreeks van BSA in PBS gemaakt met volgende concentraties: 0, 0,05, 0,1, 0,2, 0,5, 

0,8 en 1 mg/mL. Vervolgens werd 250 µL BCA-reagens toegevoegd aan 12,5 µL eiwitfractie of een 

verdunning ervan in PBS en de standaardreeks, gemengd en 30 min geïncubeerd bij 37°C. Hierna werd 

100 µL van elk staal in duplicaat in een weefselcultuurplaat gebracht en de optische densiteit werd 

gemeten bij 560 nm (OD560) met een Infinite F50 ELISA plate reader (Tecan).  

 

3.2.2. Immunodetectie door anti-APN polyklonale Ig met behulp van 

flowcytometrie 

Buffers en reagentia  

 Differentiatiemedium: Celcultuurmedium zonder FCS 

 Accutase (Gibco)  

 PBS-EDTA: 1 mM EDTA (VWR) in PBS  

 Kleuringsbuffer: 1% FCS in Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI; Gibco) 

 Primaire antilichamen: polyklonaal konijn anti-APN immunoglobuline G (IgG) (in-house; 

opgezuiverd hitte-geïnactiveerd serum na immunisatie met varken APN [84]) en irrelevant 

konijn IgG (in-house; opgezuiverd hitte-geïnactiveerd serum [84]); 

 Secundair antilichaam: R-phycoerythrine (PE) gelabeld anti-konijn IgG (Invitrogen)  

 

Werkwijze 

IPEC-J2-APN cellen werden geplant in een 24-well plaat aan een concentratie van 2,5·105 cellen/well. 

Na een incubatie van vier dagen op gewoon medium en één dag op differentiatiemedium bij 37°C en 

5% CO2, werden de cellen gewassen met 500 µL PBS en losgemaakt door 300 µL/well accutase toe te 
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voegen. De cellen werden 10 min gecentrifugeerd bij 400 g en 4°C en geresuspendeerd in 1 mL PBS-

EDTA. Na het tellen van de cellen werden ze overgebracht naar een V-vormige 96-well microtiter plaat 

aan een concentratie van 1·105 cellen/well en aangelegd tot 100 µL met kleuringsbuffer. De V-plaat 

werd 3 min bij 400 g en 4°C gecentrifugeerd en het supernatans werd voorzichtig verwijderd. De 

primaire polyklonale anti-APN (0,2, 0,5, 1, 2, 5 en 102 µg/well) en irrelevant konijn IgG (10 µg/well) 

werden toegevoegd in 50 µL/well kleuringsbuffer. Na 20 min incubatie op ijs werd 100 µL/well 

kleuringsbuffer toegevoegd en gecentrifugeerd (3 min, 400 g, 4°C). De cellen werden gewassen met 

150 µL kleuringsbuffer en opnieuw gecentrifugeerd. Na het verwijderen van het supernatans werd 

0,25 µg/well secundair antilichaam toegevoegd en 20 min op ijs en in het donker geïncubeerd. Nadien 

werd 100 µL/well kleuringsbuffer toegevoegd, gecentrifugeerd (3 min, 400 g, 4°C), het supernatans 

afgenomen, 200 µL ijskoude PBS toegevoegd, opnieuw gecentrifugeerd (3 min, 400 g, 4°C), het 

supernatans afgenomen en de cellen geresuspendeerd in 200 µL ijskoude PBS. De celsuspensies 

werden geanalyseerd met de flowcytometer (CytoFLEX). Er werden minimaal 4000 events opgenomen 

in de singlet populatie en vervolgens geanalyseerd met CytExpert software. 

 

3.2.3. Immunodetectie met behulp van microscopie 

Buffers en reagentia  

 Primaire antilichamen: polyklonaal konijn anti-APN immunoglobuline G (IgG) (in-house; zie 

3.2.2) en irrelevant konijn IgG (in-house; zie 3.2.2); monoklonaal muis anti-APN IgG (IMM013; 

zie 3.2.1)) en muis IgG1 isotype (in-house; zie 3.2.1) 

 Secundaire antilichamen: FITC-gelabeld anti-konijn IgG  (Sigma-Aldrich) en FITC-gelabeld anti-

muis IgG (Sigma-Aldrich) 

 Hoechst (Thermo Fisher Scientific) 

 Monteervloeistof: 9,5 M glycerine (VWR); 223 mM 1,4-diazabicyclo[2.2.2]octaan (DABCO; 

Sigma-Aldrich) in PBS 

 

Werkwijze 

Om de APN expressie na te gaan werden cellen geteld en uitgeplant in een 24-well plaat aan een 

concentratie van 2,5·105 cellen/mL in een volume van 1 mL en met een draagglaasje. In een eerste 

experiment werd na 16 uur incubatie bij 37°C en 5% CO2 het celcultuurmedium vervangen door 

medium zonder of met de selectiemerker geneticine en verder geïncubeerd bij 37°C en 5% CO2. In een 

tweede experiment werden de cellen rechtstreeks uitgeplant in medium met of zonder de 

selectiemerker. Wanneer een monolaag gevormd werd, werd het medium vervangen door 

differentiatiemedium en 24 uur later werden de monolagen gebruikt om de APN expressie via 
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immunodetectie te analyseren. Hiervoor werden de cellen gewassen met 500 µL PBS en gefixeerd door 

10 minuten te incuberen in 500 µL 4% paraformaldehyde (KT). Na opnieuw te wassen met 500 µL PBS 

werd 25 µg polyklonaal konijn anti-APN of irrelevant IgG toegevoegd in een volume van 250 µL en 1 

uur geïncubeerd bij KT. In een tweede experiment werd in dezelfde condities geïncubeerd met 1 of 10 

µg monoklonaal muis anti-APN of isotype antilichaam. Na het wegwassen van deze primaire 

antilichamen met 500 µL PBS, werd 250 µL secundaire antilichamen toegevoegd in een 1/40 (anti-

konijn) en een 1/50 (anti-muis) verdunning en één uur geïncubeerd bij KT in het donker. Tijdens de 

laatste 5 minuten werd Hoechst (10 µg/mL) toegevoegd om de celkernen te kleuren. Na de dekglaasjes 

te wassen met 500 µL PBS werden ze gemonteerd op een draagglaasje met monteervloeistof en onder 

de fluorescentiemicroscoop bekeken. 

 

3.3.  APN enzymatische activiteit test 

De enzymatische activiteit van APN en de eventuele inhibitie hiervan door APN-specifieke 

monoklonale antilichamen werd nagegaan op zowel opgezuiverd porcien APN als op de IPEC-J2-APN 

cellijn.  

 

Buffers en reagentia 

 Varken APN (Sigma-Aldrich); stockoplossing = 370 µg/mL in PBS 

 Bestatine (Sigma-Aldrich); stockoplossing = 1 mM in H2O 

 Substraat: L-Leucine-p-nitroanilide (Sigma-Aldrich); stockoplossing = 99,5 mM in EtOH (VWR) 

 Antilichamen: anti-APN monoklonale antilichamen (IMM013, H1F10, H2B8, C5C8, H1H6, C5C4, 

F1B7; in-house; zie 3.2.1) 

 

Werkwijze celgebaseerde test 

IPEC-J2-APN cellen werden geplant in een 96-well plaat aan een concentratie van 1·105 cellen/well in 

200 µL medium in aan- of afwezigheid van de selectiemerker geneticine. Vervolgens werden de cellen 

geïncubeerd bij 37°C en 5% CO2 tot een volledige monolaag gevormd werd. De cellen werden gewassen 

met 100 µL PBS, waarna 100 µL L-Leucine-p-nitroanilide werd toegevoegd aan een concentratie van 0, 

1, 5 of 10 mM in PBS. Elke conditie werd drie keer herhaald. Na een incubatiestap van 45 minuten bij 

37°C werd de optische densiteit bij 405 nm gemeten. 

Nadat een substraatconcentratie gekozen werd, werd nagegaan of het wegwassen van de inhibitor 

voor het toedienen van het substraat een invloed had. De monolaag werd gewassen met 200 µL PBS, 

waarna 50 µL PBS werd toegevoegd. De 96-well plaat werd 10 min geïncubeerd bij 37°C, waarna de 

wells werden aangevuld met 25 µL H2O of bestatine in H2O aan een finale concentratie van 1 mM. Na 
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een incubatie van 45 min bij 37°C werd een deel van de wells gewassen met 200 µL PBS en terug 

aangevuld met 50 µL PBS en 25 µL H2O. Nadien werd overal 25 µL substraat toegevoegd aan finale 

concentraties van 0, 1 of 5 mM en na 45 min incubatie bij 37 °C werd de optische densiteit bij 405 nm 

gemeten. Elke conditie werd drie keer herhaald. 

Om het effect van het APN-specifieke monoklonaal IgG IMM013 na te gaan op de enzymatische 

activiteit van APN, werden IPEC-J2-APN cellen geplant en geïncubeerd tot een volledige monolaag 

gevormd werd zoals hierboven beschreven. De monolaag werd vervolgens gewassen met 200 µL PBS 

(4°C) en na toevoegen van 75 µL PBS, werden de cellen 20 min geïncubeerd op ijs. De wells werden 

aangevuld met 25 µL PBS, IMM013 in PBS aan een uiteindelijke concentratie van 0, 0,1, 1 of 10 µg/mL, 

of bestatine (1 µM), gevolgd door een incubatie bij 4°C van 45 min. De cellen werden daarna gewassen 

met 200 µL PBS (4°C), waarna L-Leucine-p-nitroanilide aan een uiteindelijke concentratie van 0 of 1 

mM in 100 µL PBS (37°C) werd toegevoegd. Na een incubatiestap van 55 min bij 37°C werd de optische 

densiteit bij 405 nm gemeten. Elke conditie werd twee tot drie keer herhaald. De resultaten werden 

gebruikt om de inhibitie (𝐼) te berekenen volgens: 

𝐼 (%) =
1 − (𝑂𝐷405,𝐶 − 𝑂𝐷405,𝐴)

𝑂𝐷405,𝐵 − 𝑂𝐷405,𝐴
 · 100 

A = achtergrond; B = inhibitor of antilichamen met substraat; C = substraat 

Met een tweezijdige enkelvoudige Wilcoxon signed-rank test werd nagegaan of een significant effect 

op de enzymatische activiteit waargenomen kon worden op een 95% betrouwbaarheidsniveau. 

 

Werkwijze Enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA)-gebaseerde test 

Een polysorp 96-well microtiter plaat werd gevuld met 50 µL/well PBS of APN aan een finale 

concentratie van 2 µg/mL, gevolgd door een incubatiestap van 20 min bij 37°C. Vervolgens werd 25 µL 

H2O of bestatine in H2O aan een finale concentratie van 1, 10 of 100 µM toegevoegd. Van elke conditie 

werden minstens twee technische herhalingen meegenomen in de analyse. Na 45 min incuberen bij 

37°C werd 25 µL substraat toegevoegd aan een finale concentratie van 1, 5 of 10 mM. De 96-well 

platen werden geïncubeerd bij 37°C en op verschillende tijdspunten (5, 15, 30 en 45 minuten) werd de 

optische densiteit bij 405 nm gemeten (OD405) met een SpectraFluor plus microplate reader (TECAN). 

Behalve IMM013 werden nog verschillende andere APN-gerichte monoklonale antilichamen (H1F10, 

H2B8, C5C8, H1H6, C5C4, F1B7) getest op hun invloed op de enzymatische activiteit van APN. Hiervoor 

werden de wells van een polysorp 96-well plaat gevuld met 50 µL PBS of APN in PBS aan een finale 

concentratie van 2 µg/mL, gevolgd door een incubatiestap van 20 min bij 37°C. Vervolgens werd 25 µL 

PBS, de antilichamen in PBS (0,1, 1 en 10 µg/mL) of bestatine (1 µM) toegevoegd. Na 45 minuten 

incuberen bij 37°C werd 25 µL L-Leucine-p-nitroanilide toegevoegd aan een finale concentratie van 1 

mM. De 96-well platen werden geïncubeerd bij 37°C en na 45 min werd de optische densiteit bij 405 
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nm gemeten. Het percentage inhibitie 𝐼 werd berekend uit de optische densiteit zoals hierboven 

beschreven en ook hier werd een tweezijdige enkelvoudige Wilcoxon signed-rank test uitgevoerd (95% 

significantie).  

 

3.4. ERK fosforylatie door crosslinking van APN 

In het volgende experiment werd een poging gedaan om een verschil in fosforylatie van ERK te 

detecteren in de IPEC-J2-APN cellijn na crosslinking door monoklonale of polyklonale 

immunoglobulinen (Ig). Hiervoor werd eerst de optimale concentratie van polyklonaal anti-APN Ig 

bepaald (zie 3.2.2). Nadien werden verschillende condities uitgetest op de IPEC-J2-APN cellijn, waarbij 

zowel polyklonale (pAb) als monoklonale (mAb) antilichamen met of zonder crosslinking door een 

secundair Ig gebruikt werden. Deze cellen werden gelyseerd, de eiwitconcentratie van de lysaten 

bepaald en met behulp van natriumdodecylsulfaat (SDS) polyacrylamidegelelectroforese (PAGE) en 

Western blotting werden de eiwitten uit de lysaten gescheiden en op een membraan gebracht. Met 

behulp van immunodetectie kon tubuline, de totale hoeveelheid ERK en de hoeveelheid gefosforyleerd 

ERK (pERK) gevisualiseerd worden, waarna deze resultaten kwantitatief geanalyseerd werden. 

 

3.4.1. Crosslinking van APN 

Buffers en reagentia  

 Primaire antilichamen: polyklonaal konijn anti-APN immunoglobuline G (IgG) (in-house; zie 

3.2.2); irrelevant konijn IgG (in-house; zie 3.2.2); monoklonaal muis anti-APN IgG (IMM013; zie 

3.2.1)) en muis IgG1 isotype controle (in-house; zie 3.2.1) 

 Secundaire antilichamen: geit anti-konijn IgG (Sigma-Aldrich) en konijn anti-muis Ig 

(DakoCytomation) 

 TNE buffer: 50 Mm Tris-HCl (pH 7,4); 100 mM NaCl; 0,1 mM EDTA in H2O 

 Lysebuffer: 0,5 mg/mL protease inhibitor cocktail (Roche); 1,43% Nonidet P-40 substituut 

(Roche) in TNE buffer 

 

Werkwijze 

Het protocol om de crosslinking van APN op de IPEC-J2-APN cellijn te veroorzaken, werd opgesteld op 

basis van experimenten rond crosslinking van APN op monocyten [95, 110]. IPEC-J2-APN cellen werden 

geplant aan 2,5·105 cellen/well in een 24-well plaat en geïncubeerd bij 37°C en 5% CO2 tot een volledige 

monolaag bekomen werd, waarna het celmedium vervangen werd door differentiatiemedium. Voor 

de verdere analyse werd ook telkens differentiatiemedium gebruikt. Ongeveer 7 dagen na het planten 
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werden de cellen twee keer gewassen met 500 µL ijskoud medium. Nadien werden de primaire 

antilichamen toegevoegd in duplicaat aan een concentratie van 10 µg/well in 250 µL medium en 

werden de cellen 30 min geïncubeerd bij 4°C. Na drie keer wassen met 500 µL ijskoud medium werd 

250 µL medium met of zonder secundaire antilichamen toegevoegd aan een concentratie van 10 

µg/well. Na een incubatie van 15 minuten bij 4°C werden de cellen drie keer gewassen met 500 µL 

ijskoud medium, waarna 500 µL warm medium (37°C) werd toegevoegd. De cellen werden voor 5, 10, 

15 of 30 min of 24 uur bij 37°C in de incubator geplaatst, waarna de cellen op ijs geplaatst werden. Het 

medium werd vervangen door 200 µL lysebuffer. Na 20 minuten werden de cellen losgeschraapt en 

minstens 20 keer door een 21G naald gezogen. Nadien werden de lysaten ingevroren, ontdooid en 

voor 5 minuten gecentrifugeerd bij 18626 g en 4°C. 

De concentratie van de lysaten werd bepaald via een BCA-reactie zoals beschreven in 3.2.1. De lysaten 

werden 3/4 verdund met een 4x ladingsbuffer. Nadien werden de stalen gedenatureerd door deze 5 

minuten bij 95°C te plaatsen en opnieuw ingevroren of meteen gebruikt voor verdere analyse. 

 

3.4.2. SDS-PAGE en Western blotting 

Buffers en reagentia  

 Scheidingsgel (12%); Stockoplossing (10 mL) = 3,4 mL H2O; 4,0 mL 30% 

acrylamide/bisacrylamide (29:1; BioRad); 2,6 mL 1,5 M Tris-base (VWR) in H2O (pH 8,8); 100 

µL 347 mM SDS (Promega) in H2O; 100 µL 438 mM ammonium persulfaat (APS; BioRad); 4 µL 

tetramethylethyleendiamine (TEMED; GE Healthcare) 

 Concentratiegel (4%); Stockoplossing (5 mL) = 3,05 mL  H2O;  1,25 mL 0,5 M Tris-base (VWR) in 

H2O (pH 6,8); 50 µL 347 mM SDS (Promega); 650 µL 30% acrylamide/bisacrylamide (29:1; 

BioRad); 50 µL 438 mM ammonium persulfaat (APS; BioRad); 10 µL tetramethyl-

ethyleendiamine (TEMED; GE Healthcare) 

 Isopropanol (Promega) 

 SDS-PAGE loopbuffer: 24,8 mM Tris-base (VWR); 192 mM glycine (Sigma-Aldrich); 3,5 mM SDS 

(Promega) in H2O 

 Proteïne standaard: MagicMark XP Western blot proteïne standaard (ThermoFisher) 

 MeOH (VWR) 

 Transferbuffer: 50 mM glycine (Sigma-Aldrich); 25 mM Tris-base (VWR); 20% MeOH (VWR) in 

H2O 

 Blokbuffer: 5% magere melkpoeder (Elk); 0,2% Tween80 (Merck) in PBS 

 Tris-gebufferde zoutoplossing (TBS; pH 7,4): 25 mM  Tris-base (VWR); 1,37 M NaCl (VWR); 26,8 

mM KCl (Calbiochem) in H2O 
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 Primaire antilichamen: anti-ERK of anti-gefosforyleerd ERK Ig (Cell signaling technology) en 

HRP-gelabeld anti-tubuline IgG (Abcam) 

 Secundaire antilichamen: Horseradish peroxidase (HRP)-gelabeld varken anti-konijn IgG 

(DakoCytomation) en HRP gelabeld geit anti-konijn IgG (DakoCytomation)  

 Antilichaam bindingsbuffer: 5% BSA (Sigma-Aldrich); 0,1% Tween20 (Sigma-Aldrich) in TBS 

 Detectie reagent 1: peroxide oplossing (Pierce ECL Western blotting substrate; 

ThermoScientific) 

 Detectie reagent 2: luminol enhancer oplossing (Pierce ECL Western blotting substrate; 

ThermoScientific) 

 PBS-T: 0,2% Tween20 (Sigma-Aldrich) in PBS 

 

Werkwijze 

De gels werden aangemaakt tussen glaasjes met een opening van 1,5 mm die werden vastgezet in een 

houder. De scheidingsgel stockoplossing werd aangemaakt, waarbij APS en TEMED als laatste werden 

toegevoegd, en tussen de glaasjes gebracht tot ongeveer 5 cm hoogte. Bovenop de scheidingsgel werd 

1 mL isopropanol gebracht. Na 30 min, als de gel gestold was, werd 1 mL H2O toegevoegd en verwijderd 

met de isopropanol. De concentratiegel werd aangemaakt en bovenop de scheidingsgel gebracht, 

samen met een kammetje met 10 slotjes. Na het stollen van de concentratiegel bovenop de 

scheidingsgel werden de gels overgebracht in een buffertank met SDS-PAGE loopbuffer. De stalen (6,8 

µg) en de proteïne standaard (4 µL) werden geladen in de slotjes van de concentratiegel en de SDS-

PAGE werd gestart aan 80 V. Na 5 tot 10 min werd het voltage verhoogd tot 120 V en na 1 à 2 uur, 

wanneer het front de onderzijde van de gel bereikt had, werd de SDS-PAGE stopgezet. Voor elke gel 

werd een polyvinylideenfluoride (PVDF) membraan (GE Healthcare) geactiveerd in MeOH. De SDS-

PAGE gels werden overgebracht in blotting houders met hierin de gel met het membraan en langs 

weerszijden vier whatman papiertjes (GE Healthcare) en twee vezeldoeken. Alle materialen buiten het 

PVDF membraan werden op voorhand geweekt in transferbuffer. De blotting houders werd samen met 

een ijselement in een met transferbuffer gevulde buffertank geplaatst en de eiwitten werden voor 2 

uur aan 80 V getransfereerd naar de PVDF membranen. Nadien werden de membranen 1 uur geschud 

in blokbuffer bij KT, drie keer gewassen met PBS-T en overnacht geïncubeerd bij 4°C en 140 rpm met 

een 1/1000 verdunning van de primaire antilichamen in antilichaam bindingsbuffer. Na opnieuw drie 

keer te wassen met PBS-T werden de membranen 1 uur geïncubeerd op de schudplaat bij KT in een 

1/1000 verdunning van het varken secundair IgG of een 1/3000 verdunning van het geit secundair IgG 

(met of zonder 1/5000 verdund anti-tubuline IgG). De membranen werden drie keer gewassen met 

PBS-T en 500 µL detectie reagent 1 en 500 µL detectie reagent 2 werden samengevoegd op het 
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membraan en gedurende 1 min over het membraan gepipetteerd. De chemiluminescentie werd 

gemeten met het Chemidoc imaging system (BioRad).  

De bekomen afbeeldingen werden geanalyseerd met Image lab analyse software (BioRad). Hierbij 

werd het geïntegreerd volume (𝑉𝑖) van het gemeten signaal bij elk bandje  gebruikt om de relative fold 

change (𝑅𝐹𝐶) van ERK fosforylatie te berekenen volgens: 

𝑅𝐹𝐶𝐴 =
𝑉𝑖,𝑝𝐸𝑅𝐾,𝐴 / 𝑉𝑖,𝑝𝐸𝑅𝐾,𝐶

𝑉𝑖,𝐸𝑅𝐾,𝐴 / 𝑉𝑖,𝐸𝑅𝐾,𝐶
 

A = staal; C = negatieve controle 

3.5. ERK fosforylatie na opname van APN-gerichte 

micropartikels in darmepitheelcellen 

Om aan te tonen dat monoklonale antilichamen gericht tegen APN opgenomen kunnen worden door 

darmepitheelcellen van het varken, werden anti-APN IgG en een isotype controle gekoppeld aan FITC-

geladen micropartikels. Nadien werd de koppelingsefficiëntie nagegaan met behulp van 

flowcytometrie. De functionaliteit van de gekoppelde fluorescente microparels werd nagegaan door 

de opname van APN-geconjugeerde fluorosferen door de IPEC-J2-APN cellijn te analyseren met behulp 

van flowcytometrie en microscopie. Als laatste stap werd de ERK fosforylatie na binding met de 

antilichaam-gekoppelde fluorosferen nagegaan op analoge wijze als eerder beschreven. 

 

3.5.1. Koppeling van monoklonale antilichamen aan fluorosferen 

Buffers en reagentia  

 Fluorosferen: Carboxylaat fluorosferen (1,0 µm; geel-groen 505/515; Life technologies) 

 MES-buffer (pH 6): 0,1 M 2-(N-morpholino)ethaansulfonzuur (Fluka) in H2O 

 EDC: 1 mM 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (Sigma-Aldrich) in MES-buffer 

 Sulfo-NHS: 2,5 mM sulfo-N-hydroxysuccinimide (Sigma-Aldrich) in MES-buffer 

 Proteïne G oplossing: 125 µg/mL proteïne G (Sigma-Aldrich) in PBS 

 PEG-NH2: 200 mg/mL polyethyleenglycolamine (Sigma-Aldrich) in PBS 

 Glycine-oplossing: 444 mM glycine (Sigma-Aldrich) in H2O 

 Antilichaam-bindingsbuffer (pH 8,2): 50 mM natriumboraat (Vel) in H2O 

 Monoklonale antilichamen: IMM013 (zie 3.2.1) en een muis isotype IgG1 (in-house; zie 3.2.1) 

 Crosslinking buffer (pH 8,2): 380 mM triethanolamine hydrochloride (Sigma-Aldrich) in H2O 

 DMP (pH 8-9): 20 mM dimethyl pimelimidaat (Sigma-Aldrich) in crosslinking buffer 

 Quenching buffer (pH 8,2): 0,1 M ethanolamine hydrochloride (Sigma-Aldrich) in H2O 

 Zoutoplossing: 154 mM NaCl (VWR) in H2O 
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Werkwijze 

Fluorosferen (9,1·108) werden aangelengd tot 2 mL met MES-buffer en gecentrifugeerd bij 5000 g voor 

20 min bij 18°C. De micropartikels werden een tweede keer gewassen met 2 mL MES-buffer en 

opnieuw gecentrifugeerd. Vervolgens werd de pellet geresuspendeerd in 800 µL MES-buffer en 2 min 

gesoniceerd om geaggregeerde partikels van elkaar los te maken. Hierna werd 100 µL EDC en 100 µL 

sulfo-NHS toegevoegd en gevortexed. De partikels werden 15 min geïncubeerd op een schudplaat aan 

500 rpm bij KT, gecentrifugeerd (5000 g, 20 min, 18°C) en geresuspendeerd in 1 mL PBS (pH 7,4). 

Nadien werd opnieuw 5 min gesoniceerd en 500 µL proteïne G oplossing toegevoegd. Na vortexen 

werden de partikels op een schudplaat geplaatst en overnacht geïncubeerd bij 4°C en 500 rpm. Na 

deze incubatiestap werd 50 µL PEG-NH2 toegevoegd en 30 min zacht geschud bij KT. Vervolgens werd 

450 µL glycine-oplossing toegevoegd en opnieuw voor 30 min bij KT geïncubeerd op de schudplaat. De 

partikels werden gecentrifugeerd (5000 g, 20 min, 18°C) en gewassen in 2 mL antilichaam-

bindingsbuffer, waarna de partikels gecentrifugeerd (5000 g, 20 min, 18°C) en geresuspendeerd 

werden in 100 µL antilichaam-bindingsbuffer. Dit werd gevolgd door een sonicatie van 2 minuten. 

Om vervolgens de fluorosferen aan de monoklonale antilichamen te koppelen werd 250 µg van deze 

antilichamen aangelengd met 900 µL antilichaam-bindingsbuffer, toegevoegd aan de partikels, en voor 

45 min zacht geschud bij KT. Na centrifugatie (5000 g, 20 min, 18°C) werd de pellet geresuspendeerd 

in 900 µL antilichaam-bindingsbuffer en 100 µL crosslinking buffer. Vervolgens werd 1 mL DMP 

toegevoegd en gedurende 1 uur bij KT zacht geschud. Na centrifugatie (5000 g, 20 min, 18°C) werd de 

pellet geresuspendeerd in 1 mL quenching buffer en 10 minuten zacht geschud bij KT. Het proces werd 

vervolledigd door de fluorosferen na centrifugatie te wassen met 2 mL zoutoplossing, opnieuw te 

centrifugeren en ze te resuspenderen in 900 µL zoutoplossing. De concentratie werd bepaald door een 

standaardreeks met de oorspronkelijke fluorosferen op te stellen en de fluorescentie te meten bij 485 

nm. 

 

3.5.2. Koppelingsefficiëntie 

Buffers en reagentia 

 Gelabelde antilichamen: AlexaFluor (AF) 647 muis IgG1 (isotype controle; Molecular probes) 

en AF647 geit anti-muis IgG (Molecular probes) 

 varken IgG (in-house; opgezuiverd uit hitte-geïnactiveerd serum) 
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Werkwijze 

Om de koppelingsefficiëntie te bepalen werden de antilichaam-gekoppelde fluorosferen bestudeerd 

met behulp van flowcytometrie. De micropartikels worden zoveel mogelijk afgeschermd van het licht 

om photobleaching te voorkomen. Fluorosferen (5·105) werden in 100 µL PBS gebracht samen met 

1/10 verdund isotype controle AF647-gelabeld muis IgG1, 1/100 verdund AF647-gelabeld geit anti-muis 

IgG of 5 µg varken IgG om vrije bindingsplaatsen op de fluorosferen te blokkeren, en gedurende 30 

min bij kamertemperatuur geïncubeerd. Bij de fluorosferen die de blokkeringsstap ondergingen werd 

het AF647-gelabeld geit anti-muis IgG toegevoegd in PBS aan een uiteindelijke verdunning van 1/100. 

Deze laatste werden opnieuw 30 min bij KT geïncubeerd. Alle fluorosferen werden twee keer 

gecentrifugeerd bij 5000 g gedurende 20 min en geresuspendeerd in 200 µL PBS. Hierna werden de 

partikels geanalyseerd met de flowcytometer (FACSAria III). Er werden minimaal 1500 events 

opgenomen in de singlet FITC+ populatie en vervolgens geanalyseerd met FACSDiva 6.1.3 software. 

Onbehandelde partikels werden gebruikt om de selectie op punt te stellen. 

 

3.5.3. Functionaliteit van de anti-APN micropartikels 

3.5.3.1. Flowcytometrie 

Werkwijze 

IPEC-J2-APN cellen werden geplant in een 96-well plaat (105 cellen/well) of een 24-well plaat (2,5·105 

cellen/well) en geïncubeerd bij 37°C en 5% CO2 tot een volledige monolaag bekomen werd. Het 

gemiddeld aantal cellen per well werd vooraf bepaald. De cellen werden eerst twee keer gewassen 

met 200 µL (96-well) of 1 mL (24-well) cultuurmedium, waarna 106 of 2,5·106 fluorosferen/well (96-

well; respectievelijk 20 of 50 fluorosferen/cel; 25 of 50 µL) in duplicaat of 6·106 fluorosferen/well (24-

well; 20 fluorosferen/cel; 250 µL) aan de cellen werden toegevoegd. Na een incubatiestap bij 37°C en 

5% CO2 gedurende 30, 60, 180 of 360 min, werden de cellen twee maal gewassen met 200 µL (96-well) 

of 1 mL (24-well) medium. Vervolgens werden de cellen losgemaakt door ze te incuberen in 100 µL 

(96-well) of 200 µL (24-well) trypsinebuffer gedurende ongeveer 10 min bij 37°C en 5% CO2. Hierdoor 

worden de eiwitten aan de buitenkant van de cel en de antilichamen op de micropartikels afgebroken, 

zodat normaal geen partikels meer kunnen binden. Vervolgens werden de cellen gecollecteerd in een 

96-well V-plaat samen met 100 µL PBS (4°C) (96-well) of in epjes (24-well). Na één (24-well) of twee 

(96-well) centrifugatie- (400 g, 10 min, 4 °C) en wasstappen met 200 µL koude PBS werden de cellen 

geanalyseerd met de flowcytometer (FACSAria III). Er werden minimaal 3000 events opgenomen in de 

singlet populatie en vervolgens geanalyseerd met FACSDiva 6.1.3 software. Voor alle condities werd 

een eenzijdige tweevoudige Wilcoxon signed-rank test uitgevoerd (95% significantie). 
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3.5.3.1. Microscopie 

Buffers en reagentia  

 Antilichamen: anti-EGF receptor monoklonaal antilichaam (Sigma-Aldrich) en TexasRed (TR) 

gelabeld anti-muis IgG (Invitrogen) 

 

Werkwijze 

De opname van de partikels werd ook gevisualiseerd met behulp van de fluorescentiemicroscoop. 

Hiervoor werden IPEC-J2-APN cellen geplant in een 24-well plaat met dekglaasjes aan een concentratie 

van 2,5·105 cellen per well in een volume van 1 mL en na twee dagen incubatie bij 37°C en 5% CO2 

werd het celmedium vervangen door differentiatiemedium. Na 24 uur werden de cellen twee keer 

gewassen met 1 mL differentiatiemedium zonder EGF en werden ze geïncubeerd met 6,0·106  

antilichaam-gekoppelde fluorosferen in een volume van 250 µL PBS, gevolgd door een incubatie van 6 

uur bij 37°C. Nadien werden de cellen twee keer gewassen met 1 mL PBS en gefixeerd door 10 minuten 

te incuberen in 500 µL 4% PFA. Na tweemaal te wassen met 1 mL PBS werd een 1/500 verdunning van 

muis anti-EGF receptor IgG toegevoegd in een volume van 250 µL. De cellen werden 1 uur geïncubeerd 

bij 37°C en opnieuw gewassen. In een volume van 250 µL werd een 1/100 verdunning van een 

TexasRed-gelabeld anti-muis IgG toegevoegd. Er werd opnieuw 1 uur geïncubeerd bij 37°C en in de 

laatste 10 minuten werd Hoechst toegevoegd in een finale verdunning van 10 µg/mL om de kernen te 

kleuren. Vervolgens werd opnieuw twee keer gewassen met 1 mL PBS en werden de dekglaasjes op 

een microscoopglaasje gemonteerd met monteervloeistof. De opname van de fluorosferen werd 

bestudeerd met een fluorescentiemicroscoop. 

 

3.5.4. ERK fosforylatie door binding van anti-APN micropartikels 

Werkwijze 

IPEC-J2-APN cellen werden geplant en in cultuur gehouden zoals beschreven in 3.4.1. Na wassen met 

ijskoude PBS werden de antilichaam-gekoppelde fluorosferen toegevoegd aan de IPEC-J2-APN 

monolagen aan een concentratie van 20 partikels/cel (6,0·106 partikels/well) in 250 µL medium 

(ijskoud of 37°C). In een eerste experiment, waarbij de partikels koud werden toegevoegd werd voor 

1 uur geïncubeerd bij 4°C, voorzichtig aangelengd tot 1 mL/well met warm medium en 5, 10, 15 of 30 

min geïncubeerd bij 37°C en 5% CO2. In een tweede experiment, waarbij de partikels warm werden 

toegevoegd, werd voor 1, 3 of 6 uur geïncubeerd bij 37°C en 5% CO2. De cellen werden op ijs geplaatst 

en het medium werd vervangen door 200 µL lysebuffer. Het maken van de cellysaten en verdere 

analyse van ERK fosforylatie verliep zoals eerder beschreven in 3.4. 
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4. Resultaten 

4.1. Doelstelling 

In de zoektocht naar een oraal vaccin, dat efficiënt opgenomen wordt door darmepitheel, zou het 

selectief richten van vaccin antigenen naar aminopeptidase N aanwezig op het intestinaal epitheel, 

een belangrijke stap voorwaarts kunnen betekenen. Dit selectief richten naar APN kan gebeuren met 

behulp van APN-specifieke monoklonale antilichamen. Recent onderzoek heeft inderdaad aangetoond 

dat het richten van antigeen-geladen micropartikels naar APN resulteerde in een verhoogde opname 

van deze partikels door het intestinaal epitheel. Bovendien leidde orale immunisatie van biggen met 

deze micropartikels tot een verhoogde antigeen-specifieke immuunrespons [85]. Aangezien APN in het 

darmepitheel een belangrijke rol speelt in de vertering van voedsel door peptiden af te breken, is het 

belangrijk om de invloed van deze antilichamen op de enzymatische activiteit van APN te onderzoeken. 

Bovendien heeft recent onderzoek bij humane monocyten aangetoond dat de binding van 

antilichamen aan APN resulteert in fosforylatie van ERK [110]. In deze masterthesis werd daarom 

nagegaan of eenzelfde mechanisme plaatsvindt in intestinale epitheelcellen om zo een beter inzicht te 

krijgen in de werking van APN-gerichte orale vaccins. Om dit te verwezenlijken werd gebruik gemaakt 

van een intestinale epitheelcellijn afkomstig van de dunne darm van het varken. Deze IPEC-J2 cellijn 

werd in vorig onderzoek stabiel getransfecteerd om APN tot expressie te brengen. Hier werd eerst de 

optimale concentratie van de antilichamen bepaald om APN op deze cellijn te detecteren.  

 

4.2. APN expressie door de IPEC-J2-APN cellijn 

Het aminopeptidase N aanwezig op de IPEC-J2-APN cellen werd aangekleurd met anti-APN polyklonale 

IgG en geanalyseerd via flowcytometrie. De gemeten hoogte (H) en oppervlakte (A) in de zijwaartse 

(SSC) en voorwaartse verstrooiing (FSC) werden gebruikt om de enkelvoudige intestinale 

epitheelcellen te selecteren in SSC-A/FSC-A, FSC-H/FSC-A en SSC-H/SSC-A plots  (Figuur 6). Hierna werd 

de APN+ populatie bepaald. Figuur 6 toont dat enkel een concentratie van 10 µg pAbs/105 cellen alle 

cellen kan kleuren, terwijl bij 5 en 2 µg pAbs/105 cellen het percentage APN+ cellen daalt tot 

respectievelijk 67% en 27% (zie ook bijlage Figuur A).  
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Figuur 6: Immunodetectie van APN op de IPEC-J2-APN cellen met behulp van polyklonale konijn anti-APN antilichamen via 
flowcytometrie. IPEC-J2-APN cellen (1,0x105) werden aangekleurd met verschillende concentraties anti-APN pAb of irrelevant 
konijn IgG. Dit werd gedetecteerd met anti-konijn IgG/PE, waarna het percentage APN+ cellen werd bepaald. 

 

Aangezien in verdere experimenten voornamelijk monolagen worden gebruikt in plaats van suspensie-

cellen, werd APN op de IPEC-J2 en IPEC-J2-APN cellijnen aangekleurd en gevisualiseerd met behulp van 

fluorescentiemicroscopie. Zoals weergegeven in Figuur 7, brengen alle IPEC-J2-APN cellen zoals 

verwacht APN tot expressie (Figuur 7D), terwijl slechts enkele IPEC-J2 cellen positief aankleuren (Figuur 

7F). Om het effect van de selectiemerker na te gaan, werd de APN expressie eveneens bestudeerd op 

IPEC-J2-APN cellen die gedurende twee dagen in cultuur gehouden werden in afwezigheid van deze 

selectiemerker. In Figuur 7E is duidelijk zichtbaar dat de APN expressie niet daalt in afwezigheid van 

de selectiemerker.  

 

 
Figuur 7: Visualisatie van APN expressie door de IPEC-J2-APN en IPEC-J2 cellijn met behulp van polyklonale konijn anti-APN 
antilichamen. A-C: irrelevant konijn IgG (25 µg); D-F: polyklonaal konijn anti-APN IgG (25 µg); A, D: IPEC-J2-APN in medium 
met selectiemerker; B, E: IPEC-J2-APN, 2 dagen in medium zonder selectiemerker; C, F: IPEC-J2. 
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Behalve polyklonale antilichamen werd de expressie van APN door de IPEC-J2-APN ook geanalyseerd 

met behulp van een APN-specifiek monoklonaal antilichaam, IMM013. In Figuur 8 is duidelijk zichtbaar 

dat alle cellen APN tot expressie brengen (Figuur 8C). Indien slechts 1 µg IMM013 gebruikt werd, is 

geen duidelijke kleuring zichtbaar (Figuur 8B). Ook cellen die drie dagen op medium zonder 

selectiemerker gegroeid werden, hebben nog APN op hun oppervlak, al lijkt dit iets minder (Figuur 8F). 

 

 
Figuur 8: Visualisatie van APN expressie door de IPEC-J2-APN cellijn met behulp van monoklonale muis anti-APN antilichamen. 
A, D: isotype controle (10 µg); B, E: IMM013 (1 µg); C, F: IMM013 (10 µg); A-C: IPEC-J2-APN in medium met selectiemerker; 
D-F: IPEC-J2-APN, 3 dagen in medium zonder selectiemerker. 

 

4.3. APN-specifieke mAbs inhiberen de enzymatische activiteit 

van APN niet 

Om de invloed van de monoklonale antilichamen op de enzymatische activiteit van APN te bepalen 

werden een ELISA-gebaseerde en een celgebaseerde test eerst op punt gesteld. In de ELISA-

gebaseerde test met APN afkomstig van de varkensnier en het L-Leucine-p-nitroanilide als substraat 

werden verschillende concentraties van de APN inhibitor bestatine [95] uitgetest. Hierbij was een 

duidelijke bestatine-afhankelijke daling in de optische densiteit zichtbaar (Figuur 9A). Aangezien 

hogere bestatineconcentraties geen verder effect hadden, werd 1 µM bestatine geselecteerd. 

Aangezien het APN-specifiek mAb IMM013, dat in de verdere analyses veel gebruikt wordt, 

varkensnier APN in ELISA niet goed herkent, werd een celgebaseerde test op punt gezet om de invloed 

van dit mAb op de enzymatische activiteit van APN na te gaan. Hiervoor werden verschillende 

substraatconcentraties uitgetest. In Figuur 9B is een sterke substraatconcentratie-afhankelijke stijging 

in de optische densiteit zichtbaar. Omdat bij 10 mM gelvorming optrad en aangezien het verschil 

tussen 1 en 5 mM klein is, werd 1 mM als substraatconcentratie gekozen. Verder is er een verlaging in 

de enzymatische activiteit zichtbaar na incubatie in medium zonder selectiemerker. Ook werd het 

effect van een extra wasstap bepaald om effecten door interacties tussen het substraat en de 

ongebonden inhibitor uit te sluiten. Uit de resultaten blijkt dat de ongebonden inhibitor voor de 

incubatie bij 37°C zonder problemen weggewassen kan worden (Figuur 9C). 
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Figuur 9: Optimalisatie van de enzymatische testen. A: Optische densiteit na enzymatische activiteit van APN bij verschillende 
concentraties bestatine via de ELISA-gebaseerde test; B: Enzymatische activiteit van APN bij verschillende 
substraatconcentraties via de celgebaseerde test. De cellen werden gegroeid in medium met of zonder selectiemerker (13 
dagen); C: Enzymatische activiteit van een IPEC-J2-APN cellijn onder invloed van 1 µM bestatine en de invloed van het 
wegwassen ervan voor incubatie bij 37°C; D: Inhibitie van de enzymatische activiteit van APN op een IPEC-J2-APN cellijn door 
1 µM bestatine na verschillende vries-dooi cycli (stock 1: 1-4 cycli; stock 2: 1-2 cycli). De resultaten zijn weergegeven als het 
gemiddelde van technische herhalingen. 

 

In de ELISA-gebaseerd test werd duidelijk aangetoond dat IMM013 bij geen enkele concentratie de 

enzymatische activiteit van APN op de IPEC-J2-APN cellijn inhibeerde (Figuur 10A). De andere APN-

specifieke mAbs waren in een ELISA-gebaseerde test bij verschillende concentraties ook niet in staat 

om de enzymatische activiteit van APN te inhiberen (Figuur 10B).   

In tegenstelling tot de optimalisatieproeven kon tijdens het testen van de mAbs geen inhibitie door 

bestatine vastgesteld worden in de ELISA- (inhibitie = 4 ± 3%) en celgebaseerde (inhibitie = 7 ± 19%) 

testen. Dit kan niet verklaard worden door een mogelijke degradatie van bestatine door 

opeenvolgende vries-dooi cycli, aangezien er geen duidelijke correlatie is tussen het aantal vries-dooi 

cycli van de bestatine stocks en het verliezen van de mogelijkheid tot inhibitie (Figuur 9D).  
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Figuur 10: A: De inhibitie van de enzymatische activiteit van APN op de IPEC-J2-APN cellijn door IMM013; B: De inhibitie van 
de enzymatische activiteit van APN door verschillende APN-specifieke monoklonale antilichamen. De data zijn weergeven als 
het gemiddelde ± de standaarddeviatie (A: n = 4, B: n = 3). Voor alle condities werd een eenzijdige tweevoudige Wilcoxon 
signed-rank test uitgevoerd (95% significantie). 

 

4.4. ERK fosforylatie door crosslinking van APN 

De APN-geïnduceerde signaaltransductie in epitheelcellen is nog niet gekend. Er werd echter in 

humane monocyten aangetoond dat de binding van mAbs aan CD13 resulteerde in de fosforylatie van 

de cytosolische staart van CD13 [95, 100, 110]. Dit gaf aanleiding tot de activatie van een 

signaaltransductieweg met onder meer fosforylatie van ERK. Om na te gaan of ERK fosforylatie ook 

een rol speelt in de APN-gemedieerde signaaltransductie in epitheelcellen, werden IPEC-J2-APN cellen 

behandeld met monoklonale of polyklonale antilichamen. De crosslinking van APN werd al dan niet 

verhoogd door het toedienen van secundaire antilichamen, waarna de ERK fosforylatie via Western 

blotting werd onderzocht. 

Na incubatie van de cellen met de APN-specifieke mAbs of pAbs werden deze gelyseerd om met 

Western blotting de ERK1/2 fosforylatie (pERK) te bepalen. Daarenboven werd ook totaal ERK1/2 en 

tubuline gedetecteerd (Figuur 11, bijlage Figuur B en C). Deze blots werden gebruikt om de kinetiek 

van de relative fold change in ERK fosforylatie van de verschillende condities ten opzichte van de 

negatieve controle te bepalen (Figuur 12). Na 5 min incubatie bij 37°C is er een tweevoudige stijging in 
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de relative fold change zichtbaar bij de anti-APN mAbs ten opzichte van de negatieve controle (Figuur 

12). Deze stijging in ERK fosforylatie bij het anti-APN mAb is hoger dan de isotype controle. Bij de 

andere tijdstippen werd geen stijging in ERK fosforylatie waargenomen. Om de antilichaam-

gemedieerde crosslinking van APN te verhogen werden ook secundaire antilichamen toegevoegd. 

Hierbij werd na 5 min incubatie net meer ERK fosforylatie bij het isotype waargenomen. Ook hier werd 

bij de andere tijdstippen geen stijging in ERK fosforylatie waargenomen. Indien de cellen gedurende 5 

min geïncubeerd werden met polyklonale antilichamen werd ERK fosforylatie geïnduceerd, maar op 

een APN-onafhankelijke wijze. Langere incubatietijden hadden geen invloed op ERK fosforylatie. Indien 

de APN crosslinking verhoogd werd, was na 15 min de stijging in ERK fosforylatie bij het anti-APN pAb 

hoger in vergelijking met het irrelevant. Na 24 uur was er voor alle condities nagenoeg geen ERK 

fosforylatie zichtbaar. Enkel het monoklonaal anti-APN antilichaam IMM013 is dus in staat om in 

epitheelcellen ERK fosforylatie te induceren na 5 min. 

 

 
Figuur 11: APN-gemedieerde ERK1/2 fosforylatie in IPEC-J2-APN cellen. Cellen werden gelyseerd na verschillende 
incubatietijden met mAbs of pAbs met of zonder crosslinking. De cellysaten (6,8 µg) werden onderworpen aan Western 
blotting en tubuline (50 kDa), gefosforyleerd of totaal ERK1/2 (44/42 kDa) werd gedetecteerd. MM: MagicMark (40 en 50 
kDa); mAb: anti-APN mAb (IMM013); Iso: isotype; pAb: Anti-APN pAb; Irr: Irrelevant konijn IgG; NC: negatieve controle; +: 
crosslinking.  
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Figuur 12: Relative fold change in ERK fosforylatie in IPEC-J2-APN cellen na incubatie met mAbs of pAbs. Iso: isotype; Irr: 
Irrelevant konijn IgG; NC: negatieve controle; +: crosslinking. De data zijn weergegeven als het gemiddelde ± de 
standaarddeviatie (n = 2). 

 

4.5. ERK fosforylatie in darmepitheelcellen na opname van APN-

gerichte micropartikels 

Recent onderzoek heeft aangetoond dat de functionalisatie van micropartikels met APN-specifieke 

antilichamen de opname van deze micropartikels door intestinale epitheelcellen bevordert [85]. Deze 

micropartikels zijn echter opgebouwd uit β-glucanen, een micro-organisme geassocieerd moleculair 

patroon dat herkend kan worden door patroonherkenningsreceptoren, zoals dectine-1 en 

complement receptor 3 [122]. Aangezien intestinale epitheelcellen deze receptoren ook tot expressie 

brengen [123-126], kan de herkenning van deze β-glucanen door epitheelcellen interfereren met de 

activatie van signaalwegen door APN. Om de APN-gemedieerde signalisatie te kunnen correleren met 

opname, werden daarom inerte, FITC-geladen polystyreen micropartikels gefunctionaliseerd met APN-

specifieke mAbs. De koppeling van deze mAbs aan de micropartikels werd nagegaan met behulp van 

flowcytometrie. De micropartikels werden gekleurd met AlexaFluor647-geconjugeerd anti-muis IgG of 

een isotype controle (Figuur 13-14, bijlage Figuur D). Deze data tonen duidelijk aan dat de 

micropartikels gekoppeld zijn met muis IgG1 en het APN-specifiek mAb (>90%). Om een vals positief 

signaal, door binding van het detectie antilichaam aan vrij proteïne G, uit te sluiten, werden eventuele 

vrije bindingsplaatsen op het proteïne G geblokkeerd. Uit de data weergegeven in Figuur 13 en 14 kan 

besloten worden dat geen vrije bindingsplaatsen meer beschikbaar zijn. Wel is er een verschil zichtbaar 

in de gemiddelde fluorescentie in het APC kanaal tussen de isotype- en IMM013-geconjugeerde 

micropartikels. Er is duidelijk minder mAb gebonden aan de isoptype-geconjugeerde micropartikels. 
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Figuur 13: Koppelingsefficiëntie van de mAbs aan de FITC-geladen micropartikels. Micropartikels (5·105) werden 
aangekleurd met isotype IgG, anti-muis IgG1-AF647 of geblokkeerd met irrelevant varken IgG. De histogrammen zijn 
representatief voor twee loten (zie bijlage Figuur D). 
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Figuur 14: Bepaling van de antilichaam koppelingsefficiëntie aan FITC-geladen micropartikels. Micropartikels (5·105) werden 
aangekleurd met isotype IgG, anti-muis IgG1-AF647 of geblokkeerd met irrelevant varken IgG. A: Percentage APC+ fluorosferen 
in de FITC+ populatie; B: Fluorescentie APC+ micropartikels in de FITC+ populatie. Iso: isotype controle; Blok: irrelevant varken 
IgG. De data zijn weergeven als het gemiddelde ± de standaarddeviatie (n = 2). 

 

Om te functionaliteit van de APN-geconjugeerde micropartikels te bestuderen, werd hun opname door 

IPEC-J2-APN cellen geanalyseerd. IPEC-J2-APN monolagen werden geïncubeerd met verschillende 

concentraties mAb-gekoppelde partikels en de kinetiek van opname werd met flowcytometrie 

bestudeerd. De selectiestrategie om het aantal FITC+ cellen te bepalen is weergegeven in Figuur 15. Na 

exclusie van celaggregaten werden de intestinale varkensepitheelcellen geselecteerd in een FSC-

A/SSC-A plot en vervolgens werd het percentage FITC+ cellen bepaald. 

 

 
Figuur 15: Selectiestrategie van FITC+ cellen. De IPEC-J2-APN cellen werden gedurende 6u geïncubeerd met medium, isotype-
of IMM013-geconjugeerde micropartikels. 

 

Na een incubatie van de IPEC-J2-APN monolagen met 20 micropartikels/cel in een volume van 50 µL 

werd een duidelijke tijdsafhankelijke stijging waargenomen in het aantal cellen met opgenomen 

partikels (Figuur 16A). Bovendien werden partikels gericht naar APN significant beter opgenomen dan 

niet-gerichte partikels. Na 6 uur hebben 11 ± 7% van de cellen APN-gerichte partikels opgenomen, 



44 
 

terwijl slechts 1 ± 2% van de cellen de isotype-gekoppelde partikels heeft opgenomen. Een verhoging 

van het aantal partikels van 20 naar 50 partikels/cel resulteerde niet in een stijging van het aantal FITC+ 

cellen (Figuur 16B). Een verlaging van het incubatievolume van 50 naar 25 µL (bij 20 micropartikels/cel) 

resulteerde daarentegen wel in een kleine stijging van het aantal FITC+ cellen van 11 ± 7% naar 14 ± 

8% (Figuur 16C). Bij de opschaling naar een 24-well plaat was een duidelijke stijging van het aantal 

FITC+ cellen van 14 ± 8% naar 23 ± 9% zichtbaar (Figuur 16D).  

 

 
Figuur 16: Opname van mAb-geconjugeerde micropartikels door IPEC-J2-APN cellen na verschillende tijdstippen; A: 20 
partikels/cel in 50 µL (96-well): 30 min (n = 2), 1 u (n = 5), 3 u (n = 4), 6 u (n = 6); B: 50 partikels/cel in 50 µL (96-well): n = 2; C: 
20 partikels/cel in 25 µL (96-well): n = 3; D: 20 partikels/cel in 250 µL (24-well): n = 2. De data zijn weergegeven als het 
gemiddelde ± de standaarddeviatie. Voor alle condities met meer dan 2 herhalingen werd een Wilcoxon two sample signed 
rank rest uitgevoerd (95% significantie). *: p < 0,05. 

 

Als bevestiging van deze resultaten werden IPEC-J2-APN monolagen 6 uur geïncubeerd met 20 mAb-

gekoppelde partikels/cel (250 µL; 24-well) en gefixeerd voor visualisatie met behulp van microscopie. 

Zowel de kernen als de EGF-receptor werden gekleurd. De kleuring van de EGF-receptor was echter 

zwak, en de spectrale bleed-through afkomstig van de fluorosferen te sterk, zodat geen duidelijk beeld 

gevormd kon worden van de posities van de celmembranen. Hierdoor is het onderscheid tussen 

adhesie en opname moeilijk. Wel is een duidelijk hogere adhesie en opname van de APN-gerichte 

partikels door de IPEC-J2-APN cellen zichtbaar na 6 uur incubatie in vergelijking met de controle 

micropartikels (Figuur 17).  

 



45 
 

 
Figuur 17: Opname en adhesie van antilichaam-gekoppelde micropartikels door IPEC-J2-APN cellen; A, C: Anti-APN 
gekoppelde micropartikels; B, D: Isotype gekoppelde micropartikels. De kernen werden gekleurd met Hoechst (C, D). 

 

Aangezien er geen duidelijke ERK activatie in intestinale epitheelcellen kon vastgesteld worden na 

crosslinking met monoklonale of polyklonale APN-specifieke antilichamen, werd nagegaan of mAbs 

geconjugeerd aan polystyreen partikels ERK kunnen activeren. Hiervoor werden twee strategieën 

uitgetest. In een eerste strategie werden de micropartikels bij 4°C geïncubeerd om adhesie aan de 

cellen toe te laten, gevolgd door een collectieve activatie door een temperatuurstijging naar 37°C. Bij 

de tweede strategie werden de micropartikels warm toegediend en langer geïncubeerd voor 1, 3 of 6 

uur, aangezien bij eerdere experimenten (zie 4.5) na 6 uur opname van de partikels kon aangetoond 

worden. De Western blotting is weergegeven in Figuur 18. Bij activatie na koude incubatie is er enkel 

na 15 min een lichte stijging in de ERK fosforylatie zichtbaar na het toedienen van de APN-gerichte 

micropartikels in vergelijking met de controles. Indien de micropartikels warm toegediend werden, 

kon na 3 en 6 uur incubatie een lichte stijging in de ERK fosforylatie opgemerkt worden voor zowel de 

isotype- als anti-APN-geconjugeerde partikels. Na 1 uur is er ook bij de cellen behandeld met anti-APN-

geconjugeerde partikels een lichte stijging in RFC zichtbaar. Er is dus ERK fosforylatie, maar dit proces 

lijkt niet APN-gemedieerd. 
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Figuur 18:  APN-gemedieerde ERK1/2 fosforylatie in IPEC-J2-APN cellen. Cellen werden gelyseerd na verschillende 
incubatietijden (37°C) met antilichaam-geconjugeerde microparels, al dan niet vooraf gegaan door een koude incubatie (4°C). 
De cellysaten (6,8 µg) werden onderworpen aan Western blotting en tubuline (50 kDa), gefosforyleerd of totaal ERK1/2 (44/42 
kDa) werd gedetecteerd. MM: MagicMark (40 en 50 kDa); mAb: anti-APN mAb-geconjugeerde microparels; Iso: isotype-
geconjugeerde microparels; NC: negatieve controle. 

 

 
Figuur 19: Relative fold change in ERK fosforylatie in IPEC-J2-APN cellen na verschillende incubatietijden (37°C) met 
antilichaam-geconjugeerde micropartikels, al dan niet vooraf gegaan door een koude incubatie (4°C). mAb: anti-APN mAb-
geconjugeerde microparels; Iso: isotype-geconjugeerde microparels; NC: negatieve controle. De data zijn weergegeven als het 
gemiddelde ± de standaarddeviatie (5, 15, 30 min en 1, 3, 6 uur: n = 2; 10 min: n = 3). 
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5. Discussie 
Recent onderzoek heeft aangetoond dat het selectief richten van antigeen-geladen micropartikels naar 

aminopeptidase N op intestinale epitheelcellen resulteerde in enerzijds een verhoogde opname van 

de partikels door het darmepitheel en anderzijds verhoogde antigeenspecifieke serum 

antilichaamresponsen [85]. APN speelt een rol in het knippen van peptidebindingen van verschillende 

substraten met een voorkeur voor N-terminale neutrale aminozuren van kleine peptiden en zou dus 

een rol kunnen spelen bij de voedselvertering in de dunne darm [94, 95]. Aangezien het uiteindelijke 

doel is om antigenen selectief te richten naar epitheliaal APN met behulp van antilichamen, is het 

belangrijk om na te gaan of deze APN-specifieke antilichamen geen negatieve invloed hebben op de 

enzymatische activiteit van APN in de darm. Hiervoor werden twee methodes, een ELISA- en een 

celgebaseerde test, op punt gesteld. Aan de hand van deze testen werd aangetoond dat de APN-

specifieke monoklonale antilichamen, die aangemaakt werden aan de faculteit diergeneeskunde in 

Gent, geen inhiberende invloed hebben op de enzymatische activiteit van aminopeptidase N. 

Opmerkelijk genoeg werd bij deze testen geen duidelijke inhibitie door bestatine vastgesteld, alhoewel 

de concentratie vooraf werd geoptimaliseerd. Deze afname van het inhiberend vermogen van 

bestatine is niet te wijten aan het aantal vries-dooicycli van de stockoplossing. Aangezien bestatine 

minstens 2 jaar stabiel is bij -20°C, maar een langere tijd bewaard werd,  bestaat de kans dat bestatine 

zijn stabiliteit verloren heeft [127]. Verder onderzoek is nodig om de oorzaak te vinden. 

Om een beter inzicht te krijgen in de APN-gemedieerde reactie van epitheelcellen werd de kinetiek 

van ERK fosforylatie onderzocht. In humane monocyten induceert de antilichaam-gemedieerde  

crosslinking van APN namelijk ERK fosforylatie [95, 100, 110]. Hier werd een anderhalve, twee- of 

drievoudige stijging bekomen in ERK1 fosforylatie na respectievelijk 5, 15 en 30 min incubatie met 

APN-gerichte antilichamen, waarbij de crosslinking verhoogd werd door toevoegen van een F(ab)’2 

fragment van een anti-muis IgG [110]. Na 5 min incubatie van de IPEC-J2-APN monolaag met 

antilichamen stijgt de ERK1/2 fosforylatie zwak in vergelijking met de negatieve controle. Het 

toevoegen van polyklonale antilichamen wekte geen hogere ERK1/2 fosforylatie op in vergelijking met 

irrelevant konijn IgG op alle onderzochte tijdspunten. Het verhogen van de crosslinking door 

toevoegen van anti-konijn IgG resulteerde enkel na 15 min in een licht verhoogde ERK1/2 fosforylatie 

in vergelijking met de negatieve controle en irrelevant konijn IgG. In tegenstelling tot de polyklonale 

antilichamen induceerden de APN-specifieke mAbs ERK1/2 fosforylatie na 5 min in vergelijking met de 

negatieve controle en de isotype controle. Op de andere tijdspunten werd deze verhoogde ERK1/2 

fosforylatie niet waargenomen. Onverwachts resulteerde het verhogen van de APN crosslinking door 

toevoegen van anti-muis IgG niet in een verhoogde ERK1/2 fosforylatie.  
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Aangezien de APN-gemedieerde stijging in ERK1/2 fosforylatie klein is, zijn meer herhalingen nodig, 

eventueel aangevuld met kwantitatievere methoden, zoals ELISA, om significante resultaten en een 

duidelijker beeld te bekomen van deze APN-gemedieerde ERK fosforylatie in intestinale epitheelcellen. 

Omdat ERK1/2 fosforylatie zeer snel kan optreden en slechts op een beperkt aantal tijdstippen de 

ERK1/2 fosforylatie geanalyseerd werd, bestaat de mogelijkheid dat de piek van APN-gemedieerde 

ERK1/2 fosforylatie gemist werd.  

Er werd nagegaan of APN crosslinking door APN-specifieke Abs gekoppeld aan micropartikels ERK1/2 

fosforylatie kan induceren. De functionalisatie van β-glucaanpartikels met APN-specifieke 

antilichamen bevordert de opname van deze micropartikels door intestinale epitheelcellen [85]. Dit 

systeem kan echter niet gebruikt worden om de activatie van signaalwegen door APN in epitheelcellen 

te onderzoeken, aangezien β-glucanen herkend kunnen worden door patroonherkenningsreceptoren 

aanwezig op intestinale epitheelcellen [123-126]. Daarom werden mAb gekoppeld aan inerte FITC-

geladen polystyreen micropartikels. De koppelingsefficiëntie van deze micropartikels werd 

geanalyseerd, waaruit bleek dat meer dan 90% van alle micropartikels mAbs op hun oppervlak 

bevatten. Er werd echter wel een verschil in de gemiddelde fluorescentie intensiteit opgemerkt tussen 

de isotype- en anti-APN-gekoppelde micropartikels, waardoor besloten kan worden dat minder mAbs 

gebonden zijn aan de oppervlakte van de isotype-geconjugeerde micropartikels in vergelijking met de 

anti-APN-geconjugeerde. Dit is mogelijk het gevolg van een foute concentratiebepaling van de 

gebruikte antilichaamstock.  

Om de functionaliteit van de APN-gerichte micropartikels na te gaan, werden IPEC-J2-APN cellen 

geïncubeerd met de micropartikels en de opname geobserveerd. Na 6 uur incubatie in een 96-well 

plaat werd een significant grotere opname gedetecteerd van de anti-APN gebonden partikels in 

vergelijking met de isotype controle micropartikels (11 ± 7%; 20 partikels/cel). In tegenstelling met 

deze resultaten werden anti-APN mAb gefunctionaliseerde β-glucaanpartikels na 3 uur incubatie door 

dezelfde cellijn opgenomen, waarbij het aantal partikel positieve cellen 80, >60 en >30% bedroeg bij 

concentraties van respectievelijk 167, 42 en 10 partikels/cel (1 mL) in een 24-well plaat [85]. Bij 

opschaling naar een 24-well plaat steeg de opname van de APN-gerichte polystyreen micropartikels 

na 6 uur incubatie naar 23 ± 9% (20 partikels/cel; 250 µL). Bij de opname van de β-glucaanpartikels 

werd echter een centrifugatiestap ingebouwd, waarbij de partikels tegen het celoppervlak werden 

geduwd. Dit was niet mogelijk bij de polystyreen partikels door hun kleinere massa. Deze verschillen 

in proefopzet, samen met het verschil in partikelgrootte tussen de β-glucaan (2-4 μm) en polystyreen 

partikels (1 μm) zouden aan de basis kunnen liggen van het dit verschil in opname van de 

micropartikels door de IPEC-J2-APN cellen. 
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Aangezien er geen duidelijke ERK1/2 activatie kon vastgesteld worden na crosslinking met 

monoklonale of polyklonale antilichamen, werd nagegaan of de APN-gerichte polystyreen 

micropartikels ERK1/2 fosforylatie konden induceren. Bij de strategie om eerst adhesie toe te laten bij 

een incubatiestap bij 4°C was er slechts een kleine stijging in ERK1/2 fosforylatie zichtbaar na 15 min 

incubatie bij 37°C met de APN-gerichte micropartikels. Meer herhalingen en meer tijdstippen zijn nodig 

om een duidelijker beeld te krijgen van de ERK1/2 fosforylatie opgewekt door APN-gerichte 

micropartikels. Ook kan het toedienen van meer micropartikels of een langere incubatietijd bij 4°C, 

mits de monolagen hierdoor niet loskomen, helpen om meer cellen te activeren. 

Zonder deze koude incubatie induceren de mAb-geconjugeerde partikels een kleine stijging in ERK1/2 

fosforylatie in vergelijking met de negatieve controle. Bij 3 en 6 uur incubatie werd er echter geen 

verschil waargenomen tussen de APN-gerichte en isotype micropartikels, waardoor deze effecten niet 

CD13-gemedieerd zijn. Na 1 uur is er wel een lichte stijging in ERK fosforylatie bij de APN-gerichte 

partikels zichtbaar. 
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6. Algemene conclusies 
Speendiarree bij het varken vormt nog steeds een groot probleem en veroorzaakt een vertraagde groei 

en soms sterfte van biggen. Parenterale vaccinatiemethoden zijn niet in staat om een beschermende 

intestinale immuunrespons op te wekken, waardoor orale vaccinatie de meest aangewezen strategie 

blijft om biggen te beschermen tegen speendiarree. Orale vaccinatie wordt echter bemoeilijkt door 

een aantal hindernissen, waaronder de lage opname van antigenen door het darmepitheel. Om dit 

probleem te omzeilen kunnen antigenen met behulp van antilichamen selectief gericht worden naar 

aminopeptidase N (CD13), een apicale receptor op intestinale epitheelcellen. Aangezien APN in 

intestinale epitheelcellen functioneert als enzym bij de spijsvertering mogen de gebruikte antilichamen 

niet interfereren met dit proces. In deze masterproef werden verschillende anti-APN antilichamen 

getest en er werd geen invloed op de enzymatische activiteit van APN aangetoond. Dit wijst erop dat 

deze antilichamen mogelijk gebruikt kunnen worden om orale vaccins selectief te richten naar APN. 

Eerder werd aangetoond dat oraal toegediende anti-APN antilichamen opgenomen kunnen worden 

door het intestinaal epitheel en een immuunrespons kunnen induceren [84]. Net zoals bij humane 

monocyten zou de opname van anti-APN antilichamen door intestinale epitheelcellen gepaard kunnen 

gaan met ERK1/2 fosforylatie. Onze resultaten toonden een verhoogde ERK1/2 fosforylatie na binding 

van APN-specifieke monoklonale antilichamen aan de epitheelcellen, maar deze stijging was echter 

laag en meer herhalingen zullen nodig zijn om dit te bevestigen.  

De ERK1/2 fosforylatie werd ook geanalyseerd na incubatie van intestinale epitheelcellen met APN-

gerichte polystyreen partikels. Meer dan 99% van deze partikels hebben antilichamen op hun 

oppervlak en zijn functioneel, aangezien door het selectief richten naar APN significant meer 

micropartikels werden opgenomen door de epitheelcellen. Deze APN-gerichte micropartikels 

induceerden een lichte stijging in ERK1/2 fosforylatie 15 min na een voorafgaande incubatie bij 4°C of 

na 1 uur incubatie bij 37°C. De moeilijkheid ligt erin om voldoende cellen tegelijk te activeren om een 

betrouwbaar resultaat te verkrijgen. Als slechts een klein percentage van de cellen geactiveerd wordt, 

zal een verschil in ERK1/2 fosforylatie met de huidige methode naar alle waarschijnlijkheid niet 

gedetecteerd worden.  
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7. Toekomstperspectieven 
Er is nog veel werk om de APN-gemedieerde signaaltransductie in varkensepitheelcellen op te 

helderen. In deze masterproef werd de activatie van ERK bekeken, maar er konden geen duidelijke 

effecten gedetecteerd worden. Mogelijk is de huidige detectiemethode onvoldoende gevoelig om 

kleine verschillen op te merken. Een alternatieve techniek die kwantitatiever is dan de gebruikte 

Western blotting is ELISA. Analoog aan de Western blotting wordt het gefosforyleerd ERK 

gekwantificeerd met behulp van pERK-specifieke antilichamen. Een ELISA kan uitgevoerd worden op 

de cellysaten, maar ook op intacte cellen na fixatie en permeabilisatie [128, 129]. Met een Acumen 

laser scanning reader kan de ERK1/2 fosforylatie in afzonderlijke cellen gevisualiseerd worden [130]. 

Hierdoor kunnen verschillen opgemerkt worden, indien bij slechts een klein percentage van de cellen 

APN-gemedieerde activatie optreedt, zoals het geval is na het toevoegen van APN-gerichte 

fluorescente micropartikels. Hierbij wordt het probleem dat de meerderheid van de cellen tegelijk 

geactiveerd moet worden omzeild. Een methode om dit proces volledig op afzonderlijke cellen te 

bekijken is flowcytometrie, waarbij tegelijk de opname van fluorescente partikels en ERK fosforylatie 

geanalyseerd kan worden [128]. De immunokleuring verloopt analoog aan deze bij ELISA, maar de 

cellen worden eerst losgemaakt voor ze worden gefixeerd, gepermeabiliseerd en het ERK en pERK 

aangekleurd wordt. 

Momenteel kunnen we niet besluiten dat ERK1/2 fosforylatie een rol speelt in de APN-gemedieerde 

signaaltransductie in epitheelcellen. Eerdere experimenten hebben uitgewezen dat CD13-

gemedieerde fagocytose in monocyten gepaard gaat met een intracellulaire Ca2+ stijging en afhankelijk 

is van PI3K [131]. Dit kan ook nagegaan worden bij epitheelcellen met behulp van Ca2+ gevoelige 

fluoroforen en PI3K-inhibitoren via flowcytometrie of live cell microscopie. Met deze methoden wordt 

slechts één eiwit geanalyseerd, terwijl nog niet gekend is welke signaaltransductiewegen door APN 

geactiveerd worden in epitheelcellen. Massaspectrometrie zou gebruikt kunnen worden om alle 

gemodificeerde eiwitten te bekijken, al is dit een arbeidsintensief proces [128]. Aanrijkingsstappen, 

zoals affiniteitschromatografie, zijn nodig om de lage ionisatie-efficiëntie van de gemodificeerde 

proteïnen en de lage abundantie ervan te overkomen. Niet alleen de processen in de cel na APN-

gemedieerde activatie van epitheelcellen zijn interessant, ook het secretieprofiel van deze cellen kan 

nieuwe kennis opleveren. De samenstelling van dit APN-geïnduceerde secretoom kan via 

massaspectrometrie onderzocht worden. Alhoewel APN-gemedieerde orale vaccinatie tegen 

darmpathogenen veelbelovend is, moet er nog een lange weg afgelegd worden voor men de 

signaaltransductie in intestinale epitheelcellen, na APN-gemedieerde transcytose van vaccin 

antigenen, volledig kan begrijpen.  
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9. Bijlagen 
 

 
Figuur A: Percentage PE+ IPEC-J2-APN cellen na behandeling met pAbs (10, 5, 2, 1, 0,5, 0,2 µg pAbs/105 cellen) en detectie 
met anti-konijn IgG/PE. Oranje: PE+; Groen: PE-. 
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Figuur B: APN-gemedieerde ERK1/2 fosforylatie in IPEC-J2-APN cellen. Cellen werden gelyseerd na verschillende 
incubatietijden (5, 10 of 15 min) met mAbs of pAbs met of zonder crosslinking. De cellysaten (6,8 µg) werden onderworpen 
aan Western blotting en tubuline (50 kDa), gefosforyleerd of totaal ERK1/2 (44/42 kDa) werd gedetecteerd. MM: MagicMark 
(40 en 50 kDa); mAb: anti-APN mAb (IMM013); Iso: isotype; pAb: Anti-APN pAb; Irr: Irrelevant konijn IgG; NC: negatieve 
controle; +: crosslinking 
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Figuur C: APN-gemedieerde ERK1/2 fosforylatie in IPEC-J2-APN cellen. Cellen werden gelyseerd na verschillende 
incubatietijden (30 min of 24 uur) met mAbs of pAbs met of zonder crosslinking. De cellysaten (6,8 µg) werden onderworpen 
aan Western blotting en tubuline (50 kDa), gefosforyleerd of totaal ERK1/2 (44/42 kDa) werd gedetecteerd. MM: MagicMark 
(40 en 50 kDa); mAb: anti-APN mAb (IMM013); Iso: isotype; pAb: Anti-APN pAb; Irr: Irrelevant konijn IgG; NC: negatieve 
controle; +: crosslinking 
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Figuur D: Koppelingsefficiëntie van de mAbs aan de FITC-geladen micropartikels. Micropartikels (5·105) werden aangekleurd 
met isotype IgG, anti-muis IgG1-AF647 of geblokkeerd met irrelevant varken IgG. Resterende resultaten bij Figuur 13. 

 


