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Woord vooraf

Deze masterproefomtrent de rol van CD18emedieerde 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 Merdiet werd
geschreven mebog ophet behalen van mijn masterdiploma in de fn@enieurswetenschappen: Cel

en genbiotechnologi@an deuniversiteit van Gent.

Tussen alle mogelijke thesisonderwerpen werd mijn aandacht getrokken naar deze masterpmoef doo
de focus opcellulaire signalisatiprocessenen de mogelijkheid bij te dragen aan kennis waarmee
potentieeleen nieuwe vaccinatiemethode ontwikkeld kan word@uk de grote verscheidenheid aan
technieken waarmee ik in aanraking zou komen sprak mij aan.

Bij dezewil ik graagnijn tutor Bert bedanken voatte begeleiding en ondersteuning en de talrijke uren
die hij aan mij thesisbesteed heeftVerderwil ikmijn promotoren bedankenm mij de kans te bieden

mij in dit onderwerp te verdieperOok demensenvan het labo wil ik vermeldergnin het bijzonder
Charlotte, om voor denybridomacellen te zorgen digeel antilichamen voor mijonderzoekhebben

geproduceerd.
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Samenvatting

Orale vaccinatie heeft veel potentieel om infecties door darmpathogenen, die specifiek een mucosale
immuunrespons vragen, tegen te gadmnoraleer dit in de praktijk gebracht kan wordemoeten nog

een aantal obstakels waaronder de lage opname van het i@een door het darmepitheel,
overwonnen worden.Een veelbelovende technietm deze opname te verhogels het selectief
richten van antigenen naar aminopeptidaseAP(), een apicale recept@anwezigop het intestinaal
epitheel van de dunne darmEerder verd aangebond dat oraal toegediendeAPNgerichte
antilichamen opgenomen kunnen worden door het intestinaal epitheel en een immuunrespons
kunnen inducerenAangezien intestinaal APN functioneert als enzym bij de spijsvertering en dit proces
niet verstoord mag worden, werden rkele kandidaatantilichamen getest op hun mogelijke
interferentie met de enzymatische activiteit van AENwerd geen antilichaargemedieerde inhibitie
vastgesteld.In humane monocyten activeertrosslinkingvan APN signaaltransductieegen met
ERK1/2 fosforylatie tot gevolghangezien er nog niets geweten is over de signhaaltransductie in
epitheelcellen, werd de ERK1/2 fosforylatie in detail bekeka&eirintestinale epitheelceiin. Er werd
slechts een lage ERK1/2 fosforylatie vadigdsen meer herhalingenutlen nodig zijn om dit te
bevestigen.Verder werdde opname van APfderichte polystyreemicropartikels door intestinale
epitheelcellen nagegaahliervoor werderdeze micrpartikels gefunctionaliseerd met APdpecifieke
antilichamen Na 6 uurincubatie werdeen significante AP§emedieerde opnameastgesteld in de
intestinale epitheelcellenOok de ERK1/2 fosforylatie ieosslinkingdoor de APMNyerichte partikels

werd nagegaan, maar slechts kleine verschillen werdentgetkerd. Meer herhalingezoudeneen

beter beeldkunnengeven van de ARemedieerde ERK fosforylatie in intestinale epitheelcellen.
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E. colis een veelvoorkomende darmbacterie, die meestal niet pathogeen is voor desgasHr zijn
echter ook pathogene stammen, waaronder enterotoxigen&. coli(ETEC) die ernstige diarree
veroorzaakt. Bij varkens is deze bacteaeral gevaarlijk net na de geboorte en een paar dagen na de
lactatie, aangezien het immuunsysteem van hetrdigdens 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,ayolgd 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, waarondede lage opnamefficiéntie van orale vaccins door het darmepitheel
Deze hindernis kan overwonnen worden door de vaccin antigealectief te richten naar CD13, ook
gekend alaminopeptidase N (APNJanwezig op het darmepitheelabmepitheelcellen zijn namelijk

in staat om CDZ18erichte 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 @ehegel geweten over

de signaaltransductie die gepaard gaat met CBd@edieerde transcytose in darmepitheelcellen. Het
doel is om meer kennis te verkrijgen over welke eiwitten hierin een belangrijke rol spelen. De
eventuele CD18emedieerde activatie vahet extracellulair signaalereguleerd kinaseERKwerd
geanalyseerd. Een derde doelstelling is het aantonen van opname vangéidi@e polystyreen
partikels door intestinale epitheelcellen. Tenslotte worden er nog mogelijke technieken besproken

waarnmee de CD18iemedieerde signaaltransductie verder onderzocht kan worden.
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2.1. Enterotoxigend=schericlaicoli

2.1.1. Escherichia coli
E. colis bij de mengén vande meest voorkomende facultaf anaerobe bacterie in de darfh]. In
de meeste gevallen is deze bacterie onschadelijk. Er zijn echter ook pathBgenéstammen, die
diarree, sepsis, meningitis of infecties van de urinewegen kunnen veroorzaken. Stammen die
aanleiding kunnen geven taliarree zijn enterotoxigen&. coliETEC), enteroinvasiete coli(EIEC),
diffuus adherenteE. col(DAEC), enteropathogerte col{(EPEC), enterohemorrhagisdiecol{(EHEC)
en enteroaggregatiev&. coliEAEC)1]. Deze sammen bevatten specifiek&olonisatiefactorenof
fimbriae, waarmee ze zich kunneasthechtenaande mucosa van de dunne darem op die manier
de darmkunnen koloniseref2]. Deze fimbriae bepalen de species specificjgitin dezemasterproef
wordt de focus gelegd op ETEC, dat gekend is als de oorzaak van diarree bij mensBijrhdierane
ETEC stammen is er een grotere diversiteit in fimbriae (meer dara®)igdlier ETEC stammen (een
8-tal: F4, F5, F6, F17, F18, F41, F42, H465) DeE. colbacterién die onderverdeeld worden et
ETE@athotypebevaten minstens één enterotoxine uit twee gedefinieerde groepenhifte-stabiele
(ST en dehitte-labiele(LT) enterotoxines[6]. Deze enterotoxineworden geproduceerd na kolonisatie
van de bacterie op het darmoppervlak en verstoren de watem elektrolytenbalans van de

enterocyten[7]. Hierdoor ontstaat een waterige diarree.

2.1.2. ETE@nfecties bij de mens

E. colikan bij de mensdiarree veroorzakenmet ernstige gevolgen voor verzwakte individufdi.

Globaal wordt geschat dat meer dan 210 miljoen mensen jaarlijks besmet raken &@8&ensen

jaarlijks sterven aan een ETE€ctie [9]. De meeste en 0ok meest ernstige infecties komen voor bij
kinderenonder de 5 jaardieA Yy NIB@riwAaRBETEC endemiscH8s Ly RST S NBIA2Qa 2y
kinderen ongeveer twee tot vijf keer ETg€&relateerde diarree tijdens hun eerste dievensjaren

[10]. Ook reizigersdiarres een gekend fenomeeikr zijn jaarlijks ongeveer 10 miljoen gevallen van
ETE@erelateerde diarree bij militairen en reizigers naar Afrika, Azié en L-Aijregika[10]. Een

aantal van deze patiénten (11%)ontwikkelt na herstelhet prikkelbare darm syndroonif en toe

worden infecties op cruiseschepen of in geindustrialiseerde landen waargenomen. Besmetting gebeurt
meestalenerzijdsdoor het consumeren van besmet voedsel of wateramderzijdsdoor feccoraal of

direct ontact met een besmet persoon of dier.



2.1.3. Neonatale diarree erpgendiarree bij het varken
Biggen en kalveren zijn vatbaar voor ETEC infeatieaeonatale diarree en speendiarreeroorzaken
[2]. Diarreebij het varken komt vak voor net na de geboorte, ook wel neonatale diarree genoemd, of
een paar dagena de lactatie, ook wel spediarree genoemdd]. Tijdens de lactatie is de vatbaarheid
van de big voor ETEC infectie afhankelijk van de antiliehalie het via de moedermetkeekrijgt en
de aanwezigheid van receptorep het darmepitheetlie bepaalde kolonisatiefactoren herkenngh.
Op hetmerendeel van de bedrijven wordefe zeugen intramusculair gevaccineerd tegen ETEC.
zeug kan echter ookesistent zijn,waardoor ze geen infectie doormaakt emaar immuunsysteem
bijgevolgniet blootgesteld wordt aan depathogeen Hierdoorbevat de moedermk niet de juiste
antilichamenwat de big vatbaar maakt voor neonatale diarree door ETEC infectie. Neonatale diarree
wordt veroorzaakt dooETEC stammattie F4, F5, F6 of F41 fimbrie¢ expressie brengef4, 11]
Speendiarreevindt plaats wanneerde lactate stopt en dus de bescherming vie maternale
immuniteit wegvalt [4]. Daarom 3n de biggen opnieuw gevoelig voor infecties door
enteropathogenenBovendierondervinden 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 maaktSpeendiarreds de oorzaak van grote economische verliezen door de sterfte van
biggen, maar ook door een vertraagde groei bij de biggen voor ze een gewichtk@h&®ikt hebben
en een verhoogd geneesmiddelengebruik om deze infeatideehandelerj12]. Ongeveer 1% van alle
biggen sterft aardeze ziekte terwijl 2050% geinfecteerd raakl3]. Op jaarbasis komt dit overeen
met ongeveer 10600 biggen in Belgié di@an deinfectie 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 wordemrmt dit een totaalbedrag van 7 miljoen euro per jaar.
Speendiarree kan veroorzaawtorden door verschillende pathogenen, waaronder ETEC, maar ook
door het rotavius, Salmonella sgn in beperkte gevallen do@rachyspira sfil2]. ETE®lijkt echter
de grootste oorzaak te zijiWoornamelijk stammen die F4 &f18 fimbriae bevatten veroorzaken
speendiarred14]. ETE®ande gastheeinfecterendoordat het kan binden aan bepaalde receptoren
(glycoproteinen) op het darmepitheel. Naarmate het dier ouder worgh er andere receptoren
aanwezig die andere fimbriae herkenngt], waardoor het dier vatbaar wordt vooinfecties met
andereETEGtammen.In pasgeboren biggezijn er nog geen receptoren voor F18 fimbriae aanwezig,
maaris erwel een grote hoeveelheid receptoren vobd fimbriad4]. Nadien daalt ddoeveelheid4
fimbriae receptoreren blijft min of meer constant tijdens en na het spen&anaf deze periode zijn
er ook F18 fimbriae receptoren aanwezitpt aantal F5 fimbriae receptoren daalt gradueel naarmate

het dier ouder wordt, terwijl de hoeveelheid receptoren voor F6 fimbriae net sfijgte stijging is zo



groot dat de receptoren worden afgescheiden in het lumen van de darm en binden aan bacterién
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. ETE®ehandeling

2.2.1. ETE®ehandeling bij de mens

ETEC dsmetting kan deels vermedamorden door een goede hygiéne na te streven na contact met
dieren of bij het verwerken van voedg8]. Indien er tocheenbesmetting plaatsvindis het belangrijk

om vocht en elektrolytenverlies te voorkomenBij de inheems® S @2t {1 Ay 3 dzA ETERS NB 3}
infecties het grootste probleem vormemvordt meestal niet behandeld met antibiotica. De reden
hiervoor is dat deze hier niet altijd voorhanden zijn, veilig moeten zijn voor gebruik door kinderen en
antibioticaresistentikan optreden1].

Reizigers in streken waar ETiEf€cties vaak voorkomen en diegmetting willen voorkomen worden
aangeraden om potentieel besrmeoedsel en watete vermijden ertwee keer per dag 200 mg of één
keer per dag600 mgrifaximire, een semisynthetisch antibioticum gebaseerd logt macrolide
rifamycire, te nemen[15]. Dit antibioticumis een macrolactam dat de RM{nthese ingevoelige
bacteriéninhibeert door een interactie met hebacteriéel DNAafhankelijk RNA polymeraqé6].
Wanneer er toch diarree optreedikan er behandel worden metantibiotica zoalsrifaximine,
fluoroquinolonen (interactie met DNA gyrase) of het macrolideitBromycire (interactie met
bacteriéle ribosomen)waardoor de diarree na 24 uur ophoufdt5]. Rifaximime kan niet gebruikt
worden bij bloederige diaee de gepaard gaat met koorts, atat hetniet via de darmwand naar de

bloedcirculatie gaafl6].

2.2.2. ETE®ehandelingoij varkens

ETEGnfecties bijvarkenskunnen behandeld worden do@ntibioticadie oraal toegediend worden of

via een injectig17]. Bij zuigelingen kan antibiotica in watgebruikt worden Aangezien een ETEC
infectie besmettelijk is, is het belangrijk om meteen alle dieren te behandelen die in contact komen
met het besmette dierHierdoor stijgt de kans daantibioticaresistenties optreder18]. Verder
worden vaak orale oplossingen toegediend dieatiektrolytenbalansherstellenen zodehydratatie
kunnencontroleren[17].

Voorkomen ieechtermeestal beter dan genezeB®oor het uitbreken van antibioticaresistenties i1s e
een zoektocht naar alternatieven om ETEC infecties te bestrijdenvaiorkomen. Voorbeelden van

componenten met een antimicrobiéle werking zijn zink oxideoeganische zuren, zoafsoly(2-

4



propenal, 2propeenzuu)y (pPPA [17, 19, 20] De aanwezigheid van ZnO zorgt naar alle
waarschijnlijkheid voor schade aan de micédicelmembraaywaardoor de bacteristerft [21]. Een
nadeel is dat bacterién ook hiegenal resistentiemechasimen hebben ontwikkelf22]. Aangezien

een groot deel van het zink oxide terug uitgescheiden wordt via de feces, zalduiérten van zink
oxidein grote hoeveelheden bovendidret milieu vevuilen[19]. Als de Zn&partikelsechteromgeven
worden door een lipidenmembraan is een lagere dosis nodig om bescherming te bekomen en is er ook
minder milieuvervuiling.pPPAwordt verondersteld bacterién te doden doacrosslinkingvan
bacteriéle lipoproteinen20]. Het bestaat uit aldehydegroepen, die een antimicrobiéle activiteit
uitoefenen en een carboxylzuur voor deateroplosbaarheid. Absorptie door de darm wordt
tegengegaan door het grote moleculaire gewicht en een lange kaiaformationele structuur.

Een andere methode ore TEGnfecties te voorkomenis het toevoegen vameceptor analogen of
blokkersaan het voederDeze componenten herkennen de fimbriae op de bacteriémezhinderen

z0 de bacteriéleadhesieaande darnwand Een voorbeeld van voederingrediénten die als receptor
analogen voor de F4 fimbriae van ETEKuUnnen gebruikt worden zijn tarwezemelen,
johannesbroodpitmeel en het caseine glycomacropepfisl. Het nadeel iglat de suikerstratuur

die herkend wordt door de F4 fimbriae nog niet gekend is enatrdeze ingrediénternkel een daling

in adhesie wordt waargenomemwaardoorhet dier nog steeds geinfecteerd kan worden. Het voordeel
is dat dit natuurlijke componenten zijn die gemakjkeaan voeder kunnen worden toegevoegd.

Een andere manier om ETHEctieste bestrijdenbestaat uit het toedienewanpre- en probiotica.
Probiotica zijn ongevaarlijke bacterién die het darmopperviak koloniseren en door competitie
vermijden dat pathogenen kunnen aanhechiéerwijl prebioticaonverteerbaremoleculen zijrdie de
groei of activiteit van probiotische bacterién stimulerefo werd een competitieve exclusiecultuur
ontwikkeld uit de microbiota van het vark¢p4]. Deze werd toegediend aan biggen binnen de eerste
12 uur na de geharte en zorgde voor een verminderde kolonisatie van de darm B6dE. colhaeen
doelbewuste infectie met deze pathogeelm eenandere studiewerden Pediococcus acidilactien
Saccharomyces cerevisiae boulaed§ probiotica toegediend tijdens de lactatieperiode en na het
spenen[25]. Na doelbewuste infe@ met F4 ETEC kon bij de biggen die probiotica hadden gekregen
een verminderde kolonisatie van de darm door de pathogeen, en in het gevfd.\aaidilacticook

een verhoogde cytokine expressie in de davastgesteld wordemBeta1,3/1,6-glucaan (Macrgard)

is een prebiotische component die de kolonisatie vairBH4C in biggen reduceft6, 27] Het nadeel

van pre en probiotica is dat dezgeen volledige bescherming biedener meestal enkebescherming
istijldens de toedieningsperiode.

Een andere veelbelovende methode is bescherming door passieve immuniteit. Dit is mogelijk door het
toedienen van pathogeespecifieke antilichamen via het voeder of via de melk, na vaccinatie van de

zeug[28]. Er wordt echter geen actieve immuniteit geinduceerd, waardoor de dieren enkel beschermd
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Zijn zolang de antilichamen wordémegediend.Voorbeeldervan passieve immunisatigjn eidooiers

met F4specifiek IgyY gesproeidroogdvarkenglasma, tinmunoglobuline G (IgG) opgezuiverd uit
varkensbloedplasmaof F4 en F18 gerichte nanobodi§29-33]. Eenrecentereontwikkeling zijn plant
geproduceerde antilichamen, Bgorbeeld g@netisch gemodificeerdArabidopsis thalianzaadjes die
anti-ETEC antilichamen bevatt¢®28]. De antilichamen zijn een fusie van het variabele domein van
lama zware keten antilichamen (VHHSs) gericht tegen F4 fimbriae en kédnkein van varken
immunoglobuline A (IgAgn bieden bescherming aan biggen na doelbewuste infectie meEF&C.

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 vaccigtj@oproteinen

en antilichamen uit de moedermelk en de tijd die nodig is om een immuunrespons op te wakken

Bij smmige diererontbreekt deexpressie van bepaalde receptoren vdarcolifimbriae [17]. Deze
dieren zijn beschermd tegen infectie van de overeenkomdiigeolipathotypes. Hebntbreken van

de receptoren wordt genetisch overgedragen en voof EREGs dit een recessieve eigenschip.
Hierdoor wordthet mogelijkom bepaalde infecties te controleren door te kruis@it is echter een
tijdrovend procesdat pas na meerdere generaties verwezenlijkt kan worden en tijdens dit proces

kunnen oolkongewenste eigenschappeeselecteed worden

2.3. Vaccinatie

2.3.1. ETE@accinatie bij de mens
Er is momenteel nog ge@mommercieelaccin beschikbaam ETE@fecties bij de mente bestrijden

[8, 35] Bij het orale vaccin tegeYibrio choleragDukoral®werd wel kruisbescherming teged EEC
opgemerkt[35]. Dit is een gevolg van de gelijkaardige structuur van het cholera toxine (CV) van
choleraeen het hitte-labielenterotoxinevan ETEC. Er werd echter maar een gedeeltelijke bescherming
opgemerkt, waardoor de zoektocht naar een goed vategen humaneETEGnfectiesverdergaat.

Een huidpleister met het LT toxine vertoonde belovende resultaten, maar induceerde onvoldoende
bescheming in fase Il klinische studigb, 36] Zowel levende niepathogene, levend geattenueerde

als geinactiveerdé&. colibacteriénworden gebruikt in de zoektocht naar een goed ETEC v{%Ejn
37-39]. Bepaalde koloniseefactoren, fimbriae van humane ETEC stammen geselecteerd op
prevalentie werdenovergeéxpresseerd in dE. colistammen enverschillende adjuvantiaverden
getest,waaronderde B subeenheid van het LT enterotoxihd B, de cholera toxine B subeenheid
(CB) en het dubbel gemuteerd LT toxindmLT). Momenteel wordt nog onvoldoende bescherming
bekomen, maar erijn nog verschillende fase | en Il klinische studies en preklinische studies bezig

omtrent ETEG/accinatie[10, 35] De meest belovende kandidaten zijn ETVAX, een mix van vier



geinactiveerde stammen, en ACE527, een mix van drie levend geattenusandmen[10]. Beide
bevatten het dmLT adjuvans

Reizigersdiarree kan ook bestreden wordkor passieve immunisatie door gelyofiliseerd colostrum
van gevaccineerde koeien toe dienen. Hierbijvordt geen volledige bescherming bekomen, maar de
personen zijn beschermd zolang ze het vaccin nemen en kunnen op deze mwarder problemen

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

immuniteit bij dieren

2.3.2. ETEC vaccinatie fagrkens
Om de negatieve gevolgen van ETiE€Ecties bijvarkenste vermijden is men p zoek naar een goed

vaccin Er zijn echter nog maar enkele vaccins beschikbesyen ETE@1]. Een overzicht van de

belangrijkstevaccinatiemogelijkheden wordt gegevenHiguurl.

— Levende vaccins
— Levend-geattenueerde vaccins
— Niet-replicerende vaccins

% Subeenheid vaccins

Oraal

Passieve
immuniteit

Figuurl: Overzicht van de vaccinatiemogidiigden tegen ETEC bij het varken

Een vaccin kan op verschillende manieren toegediend wofdf2hDit kan op een invasieve manjer
zoals injecties in de huid (subcutaan), in de spier (intramusculair) of rechtstreeks in het bloed
(intravasculair). Deze toedieningsgen worden parenterale methodegenoemd Vaccins kunnen ook

op een nietinvaseve manietoegediend worden viarale innameinhalatie in de longen (pulmonaijr)
nasaal, rectaal, sublinguaal, ..De meest aantrekkelijkmethode voor massaccinatieis orale
toediening.De natuurlijke infectieroute van het doelwit pathogeen is belgkdij de keue voor de
toedieningsweg van het vacciBij pathogenen die de gastheer infecteren via de mucosa is een lokale

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



2.3.2.1. Parenterale vaccins
De meest populairgoedieningsroute voor vaccins is momenteel injectigaabij het antigeen
rechtstreeks in het bloed, de huid of een spieordt ingespoten. Deze methode heeft zowel een
praktisch als een immunologisch nadg&3]. Ten eerste igr 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 veroorzagn. Op immunologisch gebiad injectie niet de meest effectieve manier om een
juiste respons te verkrijge®@m een goede bescherming te krijgen tegen darmpathogereais ETEC
zijn pathogeenspecifieke secretorisch immunoglobuline Ag@ antilichaam secreterende cellen
(ASC) in het darmkanaal nod#g]. Parenterale vaccinsvekken eensystemisclk respons op, die
hoofdzakelijkbestaat uitantigeenspecifiekelmmunoglobuline MIgM) en IgG antilichamef1, 45]
Deze antilichamenworden echter in tegenstelling tot SIgA afgebroken d@ooteasen inhet
darmkanaal44].
9gA kan de enterotoxinesvan pathogene micreorganismen neutraliserenadhesiemoleculen
blokkeren en antigenen en pathogenen vanuit de lamina propria terug naar het darmlumen
transporteren. Verder zorgt Slg®oor agglutinatie van antigenen ter hoogte van dwicosale
membranen, waardoode antigenendie tot aan de mucuslaageraken hierin vast komen te zitten.
Hierdoor kunnen deantigenengemakkelijk samen met deze slijmlaag uitgescheiden worden. IgG
daarentegen zorgt voor agglutinatie en neutralisatie van antigenen, maar ook voor opsonisatie en
complement activatig9]. SIgAASCOworden bij parenterale vaccins onvoldoende geinduce&tdn
probeert de hoeveelheid SIgA ASC in de mucosa te verhogen door het toevoegen van adjuvantia aan
parenterale vaccinZo heeft onderzoek aangetoond dat-tgectie vanmh S Hp RA K& RNR E& @A i
met F4 fimbriae bij intramusculaire immunisatie van biggen resulteerde in een lichte verhoging van de
antigeenspecifieke SIgA ASC in de Peyerse platen. Dit was echter onvoldm@noescherming te
bieden tegen een daaropvolgende "FATEC infectig46]. Recent onderzoek heeft aangetoond dat
subcutane injectie vahet geinactiveercdverdraagbaar porcien gastenteritis virus (TGEWaccin
samen metetinoinezuur een vitamine Aprecursot TGEVspecifieke CDEI cellen ter hoogte van de
dunne darm verhoogdft7].
Parenterale toediening is dus niet dmeest geschikte methode om bescherming tegen
darmpathogenen te bekomemdet kan echter wel gebruikt worden om het moederdier te vaccineren
en zo via maternale immuniteit neonatale infecties te vermijdenzijn al verschillende vaccins voor
het moederdier op de markt. Deze worden meestal parenteraal toegediend en bevatten
geinactiveerde bacterién met fimbriae of opgezuiverde fimbriae met of zondetfietnterotoxine

[48, 49] Aangezien F4, F5, F&®/of F41 fimbriae het meest prevalent zkjij neonataleETEC infecties



worden deze fimbriae meestal gebruikt in commerciéle vaccins z@agen11]. Door vaccinatie van

het moederdier worden de jonge dieren beschermd door ESfteCifieke antilichamen die zich in de
moedermelk bevindefb0, 51] Deze immuniteit is slechts passief en wanneer de lactatie stopt worden
de biggen opnieuw vatbaar voor ETEC infectgsherkauwers vormt enkel neonatale diarree een
groot probleem, maar op dat moment kan voldoende Wesming bekomen worden doode
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 beschernmanumiteit

nodig ter hoogte van het maagarmkanaal om de biggen te beschermen tegen ETEC infecties. De
meest aangewezestrategie om deze beschermende intestinale immuniteit te bekomen is via orale

vaccinatie.

2.3.2.2. Orale vacciatie
In tegenstelling tot pameterale injecties is orale immunisatie niet invasei heeft het enkele
voordelen[43]. Het is gebruiksvriendelijler is geen getraind personeel nodigh de vaccins toe te
dienen, het verlaagt injecti@ SNB f | ( S S NFalS ziektkvardp@idligyadoor hergebruik van
naalden enbevordert de therapietrouwEen ander voordeel is dat de regelgeving rond de formulatie
minder strikt moet zijn dan voor injecteerbare vaccins, hoofdzakelijk met betrekkirentiitoxines
[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 veroorzakegd3].
Niettegenstaande deze voordelen verloopt de ontwikkeling van orale vaccins moeizaam door de
verschillende obstakeldie overwonnen moeten worden[53]. Allereerst moet het vaccin de gastro
intestinale omgeving verdragetverder moeten de antigenen lang genoeg in het intestinaal lumen
verblijven omeen interactie met intestinale cellen mogelijk te maken. Ook moeten verschillende
barrieres zoals @€ mucuslaag, de microvilli, dglycocalyxen het intestinaal epitheetioorbroken
worden, waarvan de laatste het paracellulair transport van macromoleculen groter dan 50 kDa
verhindert. Pas dan karet antiggenopgenomerworden eneen immuunrespons induceren. Hierdoor
wordt maar een kleine hoeveelheid van het geconsumeerde antigffentief opgenomen en moeten
relatief grote hoeveelheden antigeen toegediend wordEd]. Een bijkonend probleem zijn de
overheersende tolerogene mechanismen in de darm. Het nrumamkanaal wordt dagelijks
overspoeld doolichaamsreemde antigenenafkomstig vanvoedsel en de microbiofavaartegen

geen immuniteit mag opgebouwd worderf55]. Een vaccin zal dusiet enkel bovenstaande



hindernissen maar ook deze tolerogene omgeving moeten overwinnem een beschermende

immuniteit te induceren.

Levende orale vaccins

Ondanks de probleempunten omtrent orale vaccinatie zijn er toch al eokale vaccins commercieel
beschikbaar, waaronder vacsitegen cholera, typhus ehumaanrotavirus[56, 57]en ETEDij het
varken[41]. Hierbij wordt gebruik gemaakt van levendgattenueerde micrarganismen die in de
darm kunnen replicererin het geval van ETEC kunnen ook levendetydd avirulenteE. colvaccins
gebruikt worden41]. Voorbeelden van commerciéle vaccins tegarken specifiek&ETEGtammen
zZijn: Entero Va¢F4 E. colj, Oedema Va(F18 E. cal) en ColiprotedF4 E. colj [58, 59] DezeE. coli
bacterién vertonen wel expressie van Bft F18fimbriae, maar produceren geen toxines en zijn
daardoor niet gevaarlijkLevende vaccins hebben echter nadelen, zoalsnogelijkheid om terug
virulent te worden mogelijke verspreiding in de omgevieg de noodzaak om koud bewaard te
worden, wat niet altijd gemakkelijk is in ontwikkelingslang@®). Levende vaccins kunneansommige
gevallen ook gevaarlijk zijn voor bepaaidemunogecompromitteerdeof jonge individuenwaarbij
het immuunsysteem niet bekwaam is om een respons op te wekken tegen de verzwakte micro
organismer{61]. Deze individue hoevenhiervoor niet gevaccineerd te zijpe kans bestaat immers
dat hun darmongewildgekoloniseerd wordt door bijvoorbeeld contact nu# geattenueerde micro

organismen in déeces van een gevaccinedrdlividu

Niet-replicerende orale vaccins

Een andere mogelijkheid is het gebruik van nieplicerende orale vaccinZe hebben niet de
hierbovenvernoemde nadelen van levende vaccins, maazijn welveel minder doeltreffendNiet-
replicerende orale vaccineduceren meestalniet de nodige gevaarsignalenom een goede

immuunrespons te induceren en kunnen resulteren in orale tolerd6@ég

Orale suleenheidvaccirs

Om de nadelen van levende en nieplicerende vaccins te omzeilekunnen subeenheidriaccins
gebruik worden. Deze vaccinsbevatten een onderdeel meestal een eiwityan de pathogeen dat
recombinant aangemaakt kan wordg63]. Omdat deze vaccinslechtsbepaalde componenten van

de pathogen bevattenzijn ze veel veiligdb4]. 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 bouw®erder moet de component een orale
immuunrespons kunnen opwekken, terwijl de meeste antigenarorale toedieninguet tolerantie

zullen inducerenEr zijn echter bepaalde antigenen gekend die wel een effectieve systemische en
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intestinale immuunrespons kuem opwekken als ze in lage dosissen oraal worden toegedtetjd
Deze antigenen zijn eiwitten die kunnen binden op receptoren in de daoasCTBen F4 fimbriae
[65, 66, 41]Inderdaad, een wlledigebeschermingegen F4 ETEC infectiserd aangetoond na een
orale vaccinatie vahiggenmet opgezuiverde F4 fimbriae gedurendee opeenvolgende dagen met

een booster 16 dagen lat¢86].

Formulatiemethoden

Men probeert ook strategieén te ontwikkelen die de huidige problemen rondeoramunisatie
kunnen oplossenBij toediening van een vaccin heeft het immuunsysteem tijd nodig om een respons
te ontwikkelen. Indien de orale vaccins pas toegediend wordenrt§deet spenen is er een kleine
periode waarin er nog geen bescherming is tegdrEGnfecties [41]. Om dit tegerte gaan kan het
vaccin bestoegediend worden tijdende zoogperiodeDe moedermelk bevat echter glycoproteinen

en antilichamen die kunnen interfereren met de oratanmunisatie[34]. Daarenbovereerst er in het
spijsverteringsstelsel een zure pH en zijn er verschillende enzymen aanwezigpdigkeinnen zorgen

dat het vaccin afgebroken wordt voordat het zijn doelwit berekhcapsulatie kan de antigenen
hiertegen beschermen. Een voorbeeld hiervan zijn enterigadoate pellets met F4 fimbriae die
openbreken in het begin vahet jejunum, dooreen pHstijging tot minimum 6,3, en zo een
bescherming bieden tegen de enzymen en lage pH in de rf&dgHierbij werd geen volledige
immuniteit bekomen, maar wel een verminderde ernst van infectie ten opzichte van immigrnisat
ongecoate F4 fimbriae. Een ander voorbeeld is een oraal tablet bestaande uit amylose zetmeel met
een hoog carboxymethyl gehalte, waarin zich levenddeF40l{68] of opgezuiverde F4 fimbridé9]
bevinden Ook bioencapsulatie is een mogelijkheliten voorbeeld hiervan is transgene rijst dat CTB
bevat[65]. De aminozuursamenstelling van CTB is sterk gelijkend op die Jaittatabiele toxine B
subunit van ETE, waardoor kruisbescherming plaatsvindiowel een intestinale SIgA als een
systemische IgG en IgA respons werd geinduceerd in minivarkens. De effectiviteit werd ook
aangetoond voor maternale immunisatie.

Een tweede probleem is de lage opname van de antg in de darm. Dit kan verhoogd worden door
encapsulatie in microof nanopartikels en/of het selectief richten van de antigenen naar ceflen
betrokken zijn bij de opname ter hoogte van de dunne dabwa.oppervliakte van deze antigeen
geladen micreof nanopartikels kan gemodificeerd worden, zodat deze partikels gemakkelijker door
de mucuslaag van de darm kunnen penetreren en zo de onderliggende epitheellaag kunnembereike
[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 wvamcapsulatie en selectief richten van antigenen
gecombineerd worden met adjuvantisioorbeelden zijn orale adjuvantia gebaseerd op de bacteriéle
toxines CT en L¥]. OokU-Omp19, een bacteriéle protease inhibitor vBrucellaspp, is een mogelijk
oraal adjuvanglat tevens een rol speelt in een langere levensduur van het antigeen door de inhibitie

van intestinale proteasefv1].

Mechanisme van antigeenopnamén het darmkanaal

Een eenlagig epitted beschermt de intestinale weefsabggende buitenwereld, namelijk de luminale
inhoud [72]. Enerzijds bestaat de epitheellaaguit follikelgeassocieerd epithealat de lymfoide
compartimentenin de Peyerse ptan bedekt en anderzijds uit normaal villusepithedDit epitheel
vormt een barriére tegenalpassieve opname van antigenen. Afhankelijk van de aard van het antigeen
kan soms wel transcellulaire diffusiptreden bijvoorbeeld bij inerte moleculen kleiner dan 600 Da
[73]. Een schematisch overzicht van derschillende mechanismen vamtigeenopnamder hoogte

van de dunne darnwvordt gegeven irFiguur2.

Follikel-geassocieerd epitheel

Villusepitheel

Peyerse plaat

B-cel
follikel

CX3CR1*

FCRN Lamina propria cel
macrofaag

Figuur2: Antigeenopname in de dunne daf72]. FcRn: neonatale Fc receptor.

Inhet follikel-geassocieerd epitheel (FAEN de Peyerse platdrevinden zich gespecialiseerde cellen,
microfoldcellen of Mcellen, die in staat zijn om macromoleculen en partikels op te nemeceldn
hebben enkele eigenschappen die de antigeenopname bevord@@n74] Ze bevatterminder en

kleinere microvilldan de omliggende cellerwaardoordit proces vergemakkelijkt wordBovendie
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bevat het FAEn de omgeving van de fgellengeen slijmbekercellereodat er slechts een minimale
mucuslaag aanwezig.iBaarnaast is @ glycocalyxminder uitgesproken erbevatten de M-cellen
minder enzymen die antigenen degraderéieine hoeveelheden van het lumen van de darm worden
opgenomen door clathrinegemedieerde endocytose actineafhankelijke fagocytose of
macropinocytosen terug vrijgegeven aan de kant van het basolatersdenbraan waade M-cel een
invaginatie vormt didymfocyten, macrofagen en dendritische cellen (D&jat[72, 75] Eventueel
aanwezige antigenen wordewijgegeven, opgenomen door antigepresenterende cellen (APC),
verwerkt tot peptiden en gepresenteerd aan lymfocyten via het pephidC compleX9]. Ook
bevatten de Mcellen liganespecifieke apicale receptoratie betrokken zijn in antigeenopnanveat
suggereert dat ze selectief bepaalde antigenen kunnen opnd®jeZo ondergaaSlgAna antigeen
bindingeen conformatieverandering, wate opname varde SlgAantigeen immuuncomplexen door
M-cellen stimuleert{76]. Men vermoedt datdectine-l een belangrijke rol st in dit proces[77].
Microbiéle stimuli kunnen CD11eD103CXCR1 macrofagenrecruterenin de invaginatieaan de
basolaterale zijde vade M-cel die mogelijk de Mcel activiteit kunnen reguleren of zelf antigenen
opnemenmet behulp van uitlopers doorheen een porie in dec®l[72, 78]

Ook aan de basolaterale zijde Vlaet normaal villusepithedtomen CD108X;CR1 macrofagen voor
[78, 79] Dezevormen uitlopers door deight-junctionsvan het epitheel waardoor rechtstreeks
antigenen uit het darmlumen kunnen opgenomen wordéraarschijnlijk is signalisatie via epitheliale
TolHike receptoren de drijvende kracht achter de vorming van deze uitlop&} Deze macrofagen
geven de opgenomen antigenen door aan CDCXER1dendritische cellervia gap junctions[80].
Deze DC induceren voornamelijk orale tolerantiedaanductie varregulatorische cellen.

Een ander mechanisme om in het villusepitheel antigenen op te nememzigussecreterende
bekercellendie instaan voor het transport van antigenen naar de basolaterdjde waar ze
gepresenteerd kunnen worden aan CD¥D&ZCR1dendritischecellen[81]. Dit proces vindt echter
enkel plaats voor kleine oplosbare antigenem leidt hoofdzakelijk tot immuuntolerantieloor de
inductie van regulatorische -Gellen Dit proces wordt ook wel omschreven als slijmbekercel
geassocieerde passages.

Lange tijd werd gedachtlat enterocyten enkel een barriere vormen om hearmweefsel te
bescherma tegen lichaamsvreemde en mogelijk gevaarlijke stoffen in het darmlumen. Reeeaht
het echter duidelijk dat ook entecyten antigenen kunnen opnemeais deze antigenen specifieke
receptoren kunnen binden aan de apicale zijde van deze enterofy®182] Receptorgemedieerde
opname zou ook eerder een antigespecifieke mucosale immuunrespons opwekken in plaats van
orale tolerantie, wat deze mechanismen interessant maakt als doelwit voor veaeinatie[55].
Enterocyten zouden bacterién kunnen fagocyteren of door de epitheellaag kunnen transloceren via

een TolHike receptor 4 (TLR4) gemedieerd procf38]. Een tweede voorbeeld van receptor
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gemedieerde opnameijn F4fimbriae die door enterocyten opgenomekunnenworden via de F4

receptor [66]. Een ander voorbeeld is de neonatale feceptor (FCRn)die tot uiting komt op

enterocyten in de darm vahet varken @ andere diersoorter{79, 82] FcRrheeft een hoge affiniteit

voor IgGen IlgGimmuuncomplexen bij een licht zure pidn6,5, maar niet bij een fysiologische p&h

7,4[55]. Het transporteert I 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 opgendowmnde epitheelcelleren
getranspoteerd naar de basolaterale zijde, waar gepresenteerd kunnen worden aantigeen
presenterende cellerzoalsDC Deze cellerK S6 6 Sy CO! NBOSLIWI2NBYy o6CO! wo
de Fc domeinen van IgG kennen. Nacrosslinkingdoor IgGimmuuncomplexenwordt een
signaaltransductie geinduceeid de DCRAS | FKI y{1 St A2l @Gly KSG az22NI
inhiberendeffect kan hebberi79]® 9 NJ 1 A & Yiet Ruldndk adiv@rendesignalen opwekken:

CO'wL o/BbcoiTolCid Sy CO! wLLL ebehdssdNd X YSDEWSKY L O @ w
gy CO'wLLO 1ly 2YISAftR 62NRSY R22NJoSLJFfRS L3c

het IgG Fc domein aan te brengendat de affiniteit van de antilichamesmor deze receptor daalt.

Doelgerichtafleveren van vaccin antigenen

Bepaalde receptoren in de darm kunnen als hulpmiddel gebruikt wordenamigerichteen grotere
hoeveelheidvaccin antigenemp 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 brengerzowel receptoren op Mellen als op enterocyten kunnen gebruikt worden
als doelwit{85]. Er zijn echter veel meer enterocyten aanwezig in de darm daelMn, waardoor het
aantrekkelijker lijkt om deze receptoren te gebruiken om efficiéntetigmenopname te
verwezenlijken. Ook kunnen receptoren op CDCOZR1 macrdagen een mogelijk doelwit vormen
[79]. In normale omstandigheden komt dit proces echter niet veel vBbmor doelgericht de vaccin
antigenen naar de basolaterale zijde van het darmepitheel te transporteren hoopt men om een
voldoende hoge immuunrespons te verkrijgamet een lageantigeendosis Dit doelgericht transport

kan verwezenlijkt worden met behulp van endogene liganden, antilichamen, of liganden van
pathogene oorsprong/2, 84]

Liganden die gebruikt zouden kunnen worden demopname via receptoren te verwezenlijken zijn
lectines [55]. Deze binden op specifieke koolhydraatstructuren op oppervlakteproteinefipéten,

die sterk verschillen naargelang diersoort, de leeftijd van het dier en de locatie van de cellen in het
lichaam. Een groot nadeshn lectinesis hun toxiciteit en gevoeligheid voor degradat{@ok het
omgekeerde proces is mogelijk, namelijk lectimg het opperviak van enterocyten geliken als

doelwit door het vaccin te conjugeren aan bepaalde koolhydraatstructli®hEen ander voorbeeld
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gLy 12Qy NB (83 LDe2antlicdamen €udnery gekoppeld worden aan antigenen en
functioneren als carriermolecule om een immuunrespons op te wekken tegen deze antifeoemt
onderzoek heeft aangetoond dat FcRn in staat is om nanopartikels wadrep Fc domein
geconjugeerds, te transloceren naar de basolaterale zijkn de intestiale epitheellaad86].

Buiten lectinekunnen ook bacteriéle adhesinesaaronder F4 fimbrae, en toxine®f delen hiervan
waaronderCTB, gebruikt worden om \inun receptoren opname van antigenen in het darmepitheel
te bevorderen[65, 84] Orale immunogenen zijn echter uitzonderligdj F4 fimbriae is de receptor
gemedieerde opname in het intestinaal epitheel te wijten aan hun polymeer kardB#r Het
voordeel van bacteriéle adhesines is dat ze relatief resistent zijn tegen degradatiedarrd¢55].
Oraal toegediende F4imbriae ondergaan transcytose door -8éllen en follikeyeassocieerde
enterocyten in de Peyerse platem eloor de villusenterocytervan de lamina propriawaarna ze
worden vrijgesteld aan de basolaterale zijde van het intestinaal epi{B8¢lOok is het mogelijk om
F4 fimbriae als carriermolecule te gebruij@8]. F4fimbriae kunnen bijvoorbeeld gekoppeld worden
aan het FedF adhesine van F18 fimbriae, dat op zichzelf geen goede immuunrespong@pwEkn
systemische en lokalEedFspecifiekeimmuunrespons werd bekomen na immunisatie van varkens,
maar onvoldoende om het dier volledig te bescherm&en ander nadeel van het gebruik van
bacteriéle adhesines als carriermoleculen is dat de adhesines zelf een immuunrespons kunnen
opwekken. Deze rgmns kan de endocytose van de partikels door enterocyten verhind&gnOok

kan het vaccin zijn efficaciteit verliezen als de gastheer al een eerder contact met de pathogeen heeft
gehad en immuniteit heeft ontwikkeldelangijk voorde vaccinatie met F4 fimbriaal dan niet als
dragemoleculevoor een ander antigeens de aanwezigheid van de F4 receptorniet alle dieren
zijn FAR[55].

Uit verder onderzoek naar welke receptor verantwoordekljkvoor de transcytosgan F4 fimbriae
doorheen het epitheebleek dat deze sleutelmolecule aminopeptidases [84]. Dit werd aangetoond
doordat oraal toegediende anrfAPN antilichamen opgenomen worddoor het darmepitheeén een
immuunrespons inducererBovendien worden -glucaanmicropartikelsbeter opgenomen door het
darmepitheel als deze selectief gericht worden naar APN via antilichg®&knOok hier werd een
verhoogdesystemische antigeenspifiekeimmuunrespons bekomena orale toediening van deze
APNgerichte micropartikels aan biggen

AangezienAPN in het spijsverteringsstelsel gebruikn worden als doelwit voor orale vaccinatie

wordt in de volgende paragrafen meer uitleg gegeven ovemémbraaneiwit
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2.4.  Aminopeptidase NCD13)

2.4.1. Locatie

Aminopeptidase N, ook gekend als CD$3®entype Il metalloproteaselat op veelplaatsenen op
verschillende celtypes het lichaam voorkom{91, 92] Andere benamingen voor dit eiwit zijn:
membraan alanyl aminopeptidase, aminbigopeptidase, aminopeptidase M, membraan alanine
aminopeptidase, membraan amineptidase |, microsomaal aminopeptidase, partigebonden
aminopeptidase en peptidase[&3]. Bij de mendkomt APNhoofdzakelijk tot expressie ithe mucosa
van de dunne darm, ide lever en in déorstelzoonmembranen van daier [91, 94] Verder wordt
het onder meer teruggevonden in dersenen en in het zenuwweefsel.

Deaanwezigheid van ARMerdin het varkeraangetoond irde basale membraan van de slokdarm, in
de speekselklieren en in de basale membraan en de lamina pregriade tong ervan de keelholte
[62]. In de dunne darm komt hejrotendeelstot expressie in het epitheel en in mindere mate in de
basale membraan en de lamina propridet is afwezig inde dikke darm, het rectum eiet
gekeratiniseerd epitheelan de tong, slokdarm en maag.

APN komt nietenkel voor op darrepitheekcellen, maar ook opmmuurncellen zoals monocyten,
macrofagen en dendritische cell¢®b]. CD13 expressie $pecifiek aangekf in de preinflammatoire
subset van monocyteff6]. In hematopoietische cellen is er enkel CD13 expressie in stamcellen en

myeloide cellen. Hierdoor wordt CD13 ook wel gezien als een myelomonocytistker[97].

2.4.2. Structuur

APNbehoorttot de M1 familie van de metallopeptidagamilie, ook wel gluzincines genoenf@B] en
bevat een zinbindend HEXXH motig®9]. In deze familie is APN uniek ddaet als enige een
homaodimeer vormten geen monomeef99]. APNis opgebouwd ui967 aminozuren etbestaatuit
een transmembranair gedeelte, een groot cellulair ectodonmedét het katalytisch domeien een kort
N-terminaal cytoplasmatisch domeiroals wordt weerggeven inFiguur3 [91, 99] De tweedimeren

worden bij elkaar gehouden door een nietvalente binding91].
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C* (963)

L
Vooraanzicht Zijaanzicht N*(1)* IC

Figuur3: De algemene opbouw van aminopeptidase N uit het vaj8@h A: VooraanzichtB: ZijaanzichtEC: Bxacellulair
domein; TM: Transmembranair domeilC: Inracellulair domein.

APN kanzowel in een membraangebonden vorm als een oplosbare vorm voorkoi&h De
opgeloste vorm wordt vaak teruggevonden in kankerweefsels of na infecties. Het is enzymatisch actief
en de mogelijkheid bestaat dat het de functies van membgelnonden APMan regulererj100]. Dit

laatste zou gebeuren dw 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 overgiarfd 01]

APN is dus zwaar geglycosyleerd.

2.4.3. Functie

Aminopeptidase N kent drie verschillende soorten actiemechanismaarymatische activiteieen
receptor vooradhesie,endocytose en fagocytose en signaaltransdu¢ti®0]. Sommige functies
vereisen een interactie van deze mechanismewaméren afhankelijk van het weefsah de celtypes

waar CD13 tot expressie komt

2.4.3.1. Enzymatische activiteit
Deactieveplaatsvan het eiwit knip peptidebindingen van verschillde substratermet een voorkeur
voor Nterminale neutrale aminozuren van kleine peptid@d]. Hiermeedraagt APN bij totle finale
digestie van peptiden in de dunne daymaardoor het de verterig van eiwitten bevorderfo4]. Ook
speelt het een rol bij de enzymatische regulatie van peptiden door het knippen vanrtetenkus
[100]. Voorbeelden van peptiden waarvan de degradatie gekatalgse®rdt door APN zijn: tuftsine,
kinines, glutathione, somatostatine, thymopentine, neurokinine A, splenopentine, nociceptine FQ,
enkephaline en angiotensiAd [98, 100, 102]Enkephaline is betrokken bij de ervaring van pijn en de

gemoedstoestand102], terwijl angiotensindll nodig is voor de bloeddrukregulaf@s].
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In immuuncellen helpt APN bij dmtigeenpresentat [94]. Onderzoekeeft aangetoond dat APN ka
instaan voothet verknippen van peptideam ze vervolgens oMHCII moleculerte laden[103]. Ook

kan hetsynthetische peptiden op dendritischellem degraderenwaardoor deze peptiden niet meer
gepresenteerd kunnen worden aan andere immuunce]lE¥]. Uit experimenten is gebleken ddée
opregulatie van APN door IPN 3SLJ- F NR 3L+ d YSG SSy -lidhGakiokedkd RS
vandeIFN O2 y OR@5[I NI (A S

De enzymatische activiteit van APN heeft verder ook een functierbgrcel invasiedifferentiatievan

cellen proliferatie en apoptosepnoatiliteit van cellen erchemotaxig100].

2.4.3.2. Receptowvooradhesiegndocytose en fagocytose
Op epitheelcellen is aminopeptidase N een receptor voor endocnsiraagthet onder meer bij tot
de opname van cholester¢l00]. Ook werd aangetoond dat AR epitheelcellereen receptor is
voor F4 ETEC en als receptor misbruikt wordt dbepaalde coronavirussei00], waaronder het
humaan respiratoir coronavirus 229E (HCoV229E), het overdraapbegen gastreenteritis virus
(TGEV), het felien enterisch coronavirus (FCoV) en het canierisch coronavirus (CCdp4-106].
Andere voorbeelden zijn het humaan en het murine cytomegaloyirdg].
APNbevordert de fagog/tose door macrofagen en dendritische cellen, net alscekhdhesiebij
monocyten[110, 111] De celadhesie wordt gemedieerd door hetdminaal domein van CD13, net
als homotypische endotheliale celadhesie en myeloid celtrang®6it Bij monocyten verloopt de
initiéle fase van dit proces waarschijnlijk via een int@gonafhankelijk en koolhydraafhankelijk
mechanisme via galectir@[112]. Galectine3 associeert met CD13 op de plasmamembr&#anneer
CD1Zrosslinkinglaatsvindt komen de galectinmoleculen vripnkunnenvervolgensassociéra met
andere receptoren onzo een signaaltransductie in gateyzetten of adhesige veroorzaken door
brugvorming met receptoren op andere cellen
Interessant om te weten is dat actief fagocyterende monocyten in perifeer bloed meer dan dubbel
zoweel aminopeptidase N op hun oppervlak hebben dan cellen die mifadgrcyteren[113]. Op
humaneimmuuncellen (monocyten, macrofagen en dendritische cellen) HéBft3 onder meer een
functie als cereceptor en primaire receptoroor fagocytosg¢95]. De mate van fagocytose is meer dan
80% van deze geinduceerd door de fagocytische receptdRIHeEr werd aangetoond da€D13
expresg&e op een nietfagocytische cellijn HEK293 voldoende is om fagocytose te induceren in

afwezigheid van andere fagocytische receptoiier2 I f a4 c6niplement3egeptor 3 (B3 [95].
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2.4.3.3. Signaaltransductie
Het laatste actiemechanisme signaaltransductjevat waarschijnlijk geinitieerd wordt door liganden
die CD13crosslinkingop de plasmamembraan veroorzakg¢®5, 100] Dit is nodig bij bepaalde
processen zoals angiogenese, adhesie en fagocytdsmgezien APN een rol speelt in
signaaltransdctie, maar het cytoplasmatisctomein relatief kort is en geen gekende signaalsequentie
bevat, werd verondersteldiat aminopeptidase N hiervoor interageert met externe proteinti4,
115] Er zijn al verschillende proteinen bekend die associéren met APN die Zaut®n bijdragen
tot de signaaltransductie. Dit zijn onder andere galecBnep monocyten[116], galectine4 op
intestinale epitheelcellerf117], RECK (reversianducing cysteingich protein with Kazal motifs)
[118], het tumorgeassocieerde antigeen [B19], de adaptoreiwitten Grb2/Sos in U937 monocyten
die deel uitmaken van de MARiathway [116] en het scaffoldingproteine IQGAP{110]® h 2 h
actinine wordt met CD13 geassociegaéngezien het een brug vormt tusserembraangebonden
CD13 en henctine cytoskelet[110]. Ondertussen werd in U937 monocytaangetoonddat CD13
gefosforyleerd kan worden op Tyr6 van zijn cytoplasmatisch domein op eexfharikelijke manier,
wat resulteert inERKen FAK activatigia de Ras/MAPRathwayen CD13jemedieerde adhesi@©5,
110]. Hieruit blijkt dat CD13 niet noodzakelijkoet associéren meinterne adaptorproteinen om

signaaltransductie te veroorzakeken overzicht van deze signalisatie is weergegevEiguurs.

ik

5

Y

Figuur4: Schematische voorstelling vde CD13geinduceeate signalisatie en adhedi#10]. A: CD13 inustende monocyten
B: CD13crosslinking door monoklonale antilichamen (r8AbC: Adhesie van monocyten aaanddheelcellen na
signaaltransductie geinduceerd dooAb-gemedieerdeCD13Xrosslinking.
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CD13gemedieerde fagocytose door monocytén onafhankelijk van de enzymatische functie van
CD13, maar berustp herschikkingen van de actipelymeren en activatie van PI3®6]. Verder is het
deelsafhankelijk van Syk activati tegenstelling tot CD13 is'lRegemedieerde fagocytose helemaal
afhankelijk van daanwezigheid van SyED13 activatie zorgt verder ook voor een intracellulairé-Ca
stijging in monocytef95].

Met betrekking tot inflammatie iket gekend dat CD13 een regulerende rol heeft op-llial receptor

4[120]. Op deze manier wordt receptgemedieerde antigeenopname in dendritische cellen negatief
gereguleerd om zo-Gel activatie te controlerenDe signaaltransductie is weergegeverfFiguur5.

TLR4 herkent lipopolysachariddrPSpp gramnegatieve bacterién en eeraatal endogene signalen

van beschadigd weefsel, ook wehngerassociated molecular patterné 5! at Q30 ,eASy 2 SYR
activeert zo het immuunsysteenfil20]. Een te grote reactie van het immuunsysteem kan echter
gevaarlijke weefselbmde enimmunopathologieérveroorzaken. CD13 inhibeert deze reactie door de
dynamineafhankelijkeendocybse na herkenning van een antigeen door TLR4 negatief te reguleren
door fosforylatie van Akt in de PI3¥t signaaltransductifl20, 121] Herkenning van eeliganddoor

TLR4 induceert de TIRMYD88gemedieerde signaaltransducteRA S Lloya! t¥ Sy L
inflammatoire cytokine genen activeefii20]. Hierdoor wordt het TLRHgand complex opeen
dynamineafhankelijke manier opgenomen door de cel in een*Rabeg endosoom. Hier zorgt het

voor een TRAMRIFafhankelijke respons. Op deze manier wordt de transcriptie van type |
interferonen (IFN) via de IFN regulerende factor IRF3 opgeregul@ede TRH&fhankellijke
endosomale signaaltransductie wordt door CD13 gereguleerd, terwijl de MgB®&dieerdetumor
necrosis factor(TNF) productie niet beinvioedordt [120]. Deze laatste is niet afhankelijk van
endocytosex SNIX A S& @I y [ 5 mogerhedieemid sigihalPaNsdustis yvia JARBD dat

de transcriptie van nitrietnducerende generstimuleert, waardoor weefselschade optreedde
vorming van reactieve zuurstofradicalen geinduceerd door CD13 activatiealkemhngetoond iren
macrofaagachtige cellijn J77fP5]. Daarenboververtonen geactiveerde macrofagen een verhoogde
CD13 expressie en@tmmunoprecipieren ze CD13 en TLR420]. Verlies van CD1&orgt voor een
verhoogde concentratie van TLR4 op het oppervlak van dendritische cellen en verhoogt de opname

van LPS.
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Oppervlakte- Receptor Endosomale

signalisatie recyclage signalisatie Herstel versus schade

Figuur5: Schematisch overzicht vae regulatie vaimLR4gemedieerde endocytesdioor CD18120].

Veel van deze functies zijn een mogelijk doelwit voor medische doeleinden. Men moet echter opletten
dat door het moduleren van een bepaalde functie andere belangpgitewaysniet verstoord worden

[100]. Door de veelzijdigheid van dit eiwit zouden eventuele nevenreacties gemakkelijk over het hoofd
gezien kunnen wordenn tegenstelling tole CD13gemedieerde signaaltransductieimmuuncellen

is nog onbekend welke eiwitten geactiveavdrden in epitheelcellerHet praktisch gedeelte van deze
masterproef heeft als doel enkele aspecten vdere signaaltransductibij epitheelcellen op te

helderen.
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3.1. Onderhoudervan delPECI2APN cellijn

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

te bestuderen werd de IPER2ZAPN cellijn, intestinale varkensepitheelcellen die stabiel
getransfecteerd werden om APN tot expressie te brengen, in cultuur gehouden en gebruikt voor
ver<hillende experimenterOok gewone intestinale varkeepitheelcellen (IPEQ2) werden in cultuur

gehouden om te kanen vergelijken met de IPEX2APN cellijn.

Buffers en reagentia

A Penicilline/streptomycine; stockoplossing =*10/mL penicilline G Natrium zout (Sigma
Aldrich); 10 mg/mL streptomycine sulfaat (Sigikrich in HO

A Celcultuurmedium (IPEGJ2) 5% foetaal kalf serum (FCS Integrg; 1%
penicilline/streptomycine stockoplossing; 15,505 pug/mL insuline/ transferrinehaghe (ITS,
SigmaAldrich; 4 mM Lglutamine (Gibco); 5 ng/mL recombinant humane epidermale
groeifactor (EGF, ThermoScien)ificy’ 5dzZf 6 SO02U&a 3ISY2RATFTAOSSNR
mix 12 (DMEM/F12, Gibco)

A Celcultuurmedium BEGJ2APN): Celcultuurmedin (IPEE€J2) met1,5 mg/mL geneticine
(G418, ThermosScientific)

A Fosfaatgebufferde zoutoplossinPBS pH 7,4): 136,9 mM NaCl (VWR); 2,7 mM KCI
(Calbiochem); 10 mM NEIPQ (Merck); 2 mM KEHPQ (VWR) in EFO

A Verseen: 54 mMtayleendiaminetetraazijnzuufEDTA;VWR) in PBS

A 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
werdzevanuit devloeibare 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 ircdltoirmedium

en overgebracht in een medium cultuurfles met 20 mL cultuurmedium (37°C). De cellen werden
geincubeerd bij 37°C en 5% &0 om de 3 dagen werd het medium vervangen. Wanneer de cellen

90-100% confluentie bereikt hadden, werd het mediafigeromen, de cellergewassen met steriele
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PBSn vervolgens geincubeerd med mL trypsinebuffer (375Q0 mir) tot de cellen loskwamen. Na
collecteren ertoevoegenvan 10 mL medium werden de cellen gecentrifugeerd voor 10 min bij 4°C en
350 gen de pellet gegsuspendeerd in 1 mL cultuurmedium. Vervolgens w200 || van deze

celsuspensiepnieuwovergebrachin een nieuwe cultuurfles met 20 mL medium (37°C).

3.2.  APN expressie afe IPECI2APN cellijn

Met behulp varflowcytometrie enimmunaodetectiewerd gecontroleerd of de IPEZ2APN cellijn nog
voldoende APN tot expressie bracht. Dit werd vergeleken met de exp@ssen gewone |IPELR2
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 nagegaaidiervoor werden eerst de nodige primaire antilichamen opgezuiverd uit het
supernatans van hybridomacelleNa dialyse werd de eiwitconcentratiepaald met behlp van een

bicinchoninezuu(BCA reactie.

3.2.1. Opzuiveringgan demonoklonale antilichamen

Buffers en reagentia

A EtOHoplossing20% ethano(VWR)n HO; ontgassen (20 min)

A Nafosfaatstockoplossing500 mM): 460 mM NaHPQ.2H0 (VWRY 61 mM NaHPQ.2H0
(VWR)n HO
Nafosfaabuffer (200 mM; pH7): 40% Ndosfaat stockoplossing in.8
Bindingsbuffer (100 mivbH 7): 20% Nfosfaat stockoplossing in,8
Washuffer (10 mM; pH 72% Nafosfaat stockoplossing in8
Elutiebuffer (pH 2,7): 100 mM glycine (Sigiddrich in HO
Neutralisatiebuffer (pH 8): 1 M Tamse(VWR) in kD
Hybridoma spernatans ifi-house

BSA: Bovien serum albumine (Sighidrich); stockoplossing = 1 mg/mL

> > > > > > > >

BCAreagens: 1:50 reagens B (CuSBO; SigmaAldrich en reagens Ab{cinchoninezuur
SigmaAldrich

A Ladingsbuffer: 0,83% broomfenolblauw (Merck); 0,83% xyleen cyanol FF {Sijob);
MO X0 02 & dzONZR anfercap@dthdrioll(Mefck) m @z |
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Werkwijze

Een peristaltische pomp werd luchtvrij gemaakétnbehulp van en injectiepomp en vervolgens
gedurende 10 min gewassen met EtOplossing 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 bindingsbuffewaarna let hybridoma supernatans aan de pomp geschakeld werd, zodat
het supernatans overnacht over de kolom kon lopen (4D€)kolom werd nadien gewassen (5 tot 10
kolomvolumes wasbuffer) en geélueerd mautiebuffer (kamertemperatuur (KT)gebruikmakende

van een AKTA explorer eiwit opzuiveringssysteem, waarbij de elutiefracties werden gecollecteerd in
75 plLneutralisatiebuffer(ijskoud)

De eiwitfracties werden gedialyseerd en de concentratie werd bepaald via eencBCGie.Voor de
dialyse werden de elutiedicties in een dialysemembraan gebracht met een moleculaire gewichtsgrens
van 10 kDa en overnachtij 4°Cen onder zacht roererin 5 L PBS dalyseerd Voor de BCAeactie

werd een standaardreeks van BSA in PBS gemaakt met volgende concerardiiés, 0,1, 0,2, 0,5,

0,8 en 1mg/mL. Vervolgens werd 250 yL Bf@Agens toegevoegd aan 12,5 giwitfractie of een
verdunning ervan in PBfS de standaardreeks, gemengd en 30 min geincubeerd bij 37°C. Hiexha we
100 pL van elk staal in duplicaateenweefselcultuurplaat gebracht en de optische densiteit werd

gemeten bij 560 nm (Oky) met eenlnfinite F50 ELISA plate read@&ecan.

3.2.2. Immunodetectie dooanti-APNpolyklonale Ignet behulp van

flowcytometrie
Buffers en reagentia
A Differentiatiemedium: €lcultuurmedium zonder FCS
Accutase (Gibco)
PBSEDTA: 1 mM EDTA (VWR) in PBS
Kleuringsbuffer: 1% FCSRoswell Park Memorial Institute mediRPMI; Gibco)

> > > >

Primaire antilichamen:polyklonaal konijn artAPN immunoglobuline G (IlgGh-fiouse
opgezuiverd hittegeinactiveerd serum na immunisatie met varken ABN) en irrelevant
konijn IgGif-house opgezuiverd hittegeinactiveerd serurf84]);

A Secundair antilichaam:=-phycoerythrine PE) gelabeld ankionijn 1gG (Invitrogen)

Werkwijze
IPECI2APN cellen werden geplant in een-24ll plaat aan een concentratie van 2,5*tellen/well.
Na een incubatie van vier dagen op gewoon medium en één dag op differentiatiembgi8#TC en

5% C@Q werden de cellen gewassen met 500 pL PBS en losgemaakt door 300 pL/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 naaremmige 96well microtiter plaat

aan een concentratie van 1-46ellen/well en aangelegd tot 100 puL met kleuringsbuffer. Baadt

werd 3 min bij 400 g en 4°C gecentrifugeerd en het supernatans werd voorzichtig verwijderd. De
primaire polyklonale arthPN(0,2, 0,5, 1, 2, 5 en 2Oug/well) en irrelevant konijn 1gG (10 pg/well)
werden toegevoegd in 50 pL/well kleuringsbuffer. Na 20 min incubatie op ijs werd 100 pL/well
kleuringsbuffer toegevoegd en gecentrifugeerd (3 min, 400 g, 4°C). De cellen werdenayemass

150 pL kleuringsbuffer en opnieuw gecentrifugeerd. Na het verwijderen van het supernatans werd
0,25 pg/well secundair antilichaam toegevoegd en 20 min op ijs en in het donker geincubeerd. Nadien
werd 100 pL/well kleuringsbuffer toegevoegd, gecentyderd (3 min, 400 g, 4°C), het supernatans
afgenomen, 200 pL ijskoude PBS toegevoegd, opnieuw gecentrifugeerd (3 min, 400 g, 4°C), het
supernatans afgenomen en de cellen geresuspendeerd in 200 pL ijskoude PBS. De celsuspensies
werden geanalyseerd met difvcytometer(CytoFLEXEr werden minimaal000eventsopgenomen

in de singlet populatie en vervolgens galyseerd met CytExpert software.

3.2.3. Immunadetectiemet behulp van microscopie
Buffers en reagentia

A Primaire antilichamen: polyklona&bnijn anti-APNimmunoglobuline G (IgG)n¢house zie
3.2.2 en irrelevant konijrigG {n-house zie 3.2.2; monoklonaamuisanti-APN 1gG (IMMO013
zie 3.2.1)) enmuis IgGisotype(in-house ze 3.2.1)

A Secundaire antilichamenlFGgelabeld antkonijn IgG(SigmaAldrich) en FIT@elabeldanti-
muislgG(SigmaAldrich)

A Hoechst (Thermo Fisher Scientific)

A Monteervioeistof: 95 M glycerine (VWR); 28 mM 1,4-diazabicyclo[2.2.2]octaafDABCO
SigmaAldrich in PBS

Werkwijze

Om de APNexpressie na te gaawerden cellengeteld enuitgeplant in een 24vell plaat aan een
concentratie van 5-1( cellen/mL in eenvolume van 1 mL en meten draagglaasjdn een eerste
experiment werd a 16 uur incubatiebij 37°C en 5% Gdet celcultuumedium vervangen door
medium zonder of met de selectiemerker geneticine en verder geinculigje3d°C en 5% GOn een
tweede expeiment 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 ale APN expressie via
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immunaodetectiete analyserenHiervoor werden de cellegewassen met 500 uL P&$gefixeerd door

10 minuten te incuberen in 500 pL 49draformaldehydgKT) Na opnieuw te wassen met 500 uL PBS
werd 25 pgpolyldonaalkonijn anttAPNof irrelevantlgGtoegevoegdn een volume van 250 uL en 1
uur geincubeerd bKT In een tweede experiment werlid dezelfde condities geincubeerd met 1 of 10
pHg monoklonaal muis anttAPN of isotype antilichaam Na het wegwassen vardeze primaire
antilichamen met 500 pL PB®erd 250 pL secundaie antilichamentoegevoegdin een 1/40 (anti-
konijn) en een 1/50(anti-muis)verdunning eréén uur geincubeerdij KTin het donker. Tijdens de
laatste 5 minuten werd HoechglO pg/mLYoegevoegdm de celkernen te kleureia de dekglaasjes
te wassen met 500 puL PBS werden ze gemonteerd op een draaggtedsinteervloeistofen onder

de fluorescentiemicroscoop bekeken

3.3. APNenzymatische activitetest

De enzymatische activiteit van APN e eventuele inhibitie hiervandoor APNspedfieke
monoklonale antilichamen werd nagegaan op zowel opgezdipercien APN als op de IREEAPN

cellijn.

Buffers en reagentia
A Varken APNSigmaAldrich; stockoplossing = 370 pg/mL in PBS
A Bestating(SigmaAldrich); stockoplossing = 1 mM in®l
A Substraat: tLeucinep-nitroanilide (SigmaAldrich); stockoplossing = 99,5 mM in EtOH (VWR)
A Antilichamen: antAPN monoklonale antilichamen (IMMO013, H1F10, H2B8, C5C8, H1H6, C5C4,
F1B7jn-house zie3.2.])

Werkwijzecelgebaseerde test

IPECJ2APN cellen werden geplant in een-@@ll plaat aan een concentratie van 12bellen/well in

200 pL medium in aamf afwezigheid van de selectiemerker geneticine. Vervolgens werden de cellen
geincubeerd bij 37°C en 5% 4 een volledige monolaag gevormd werd. De cellen werden gewassen
met 100 uL PBS, waarna 100 tllelicinep-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 werdravnagegaan of het wegwassen van de inhibitor
voor het toedienen van het substraat een invioed had. De monolaag werd gewassen met 200 puL PBS,
waarna 50 uL PBS werd toegevoegd. Da&veb plaat werd 10 min geincubeerd bij 37°C, waarna de

wellswerdenaangeruld met 25 pL b of bestatine in KO aaneen finale concentratie van 1 mM. Na
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een incubatie van 45 min bij 37°C werd een deel vanvdils gewassen met 200 uL PBS en terug

aangevuld met 50 uL PBS en 25 pO.HNadien werd overal 25 L substraat toegevbagn 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 ARBpecifieke monoklonaal IgG IMMO13 na te gaan op de enzymatische

activiteit van APN, werden IPEXZAPN cellen geplant en geincubeerd tot een volledige monolaag

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

(4°C) en na toevoegen van 75 puL PBS, werden de cellen 20 min geidombés.De wellswerden

aangevuld met 25 pL PBBIM013 in PB&aneen uiteindelijke concentratie van 0,1, 1 of 10 pg/mL,

of bestatine (1 uM), gevolgd door een incubatie bij 4°C van 45 min. De cellen vie@eragewassen

met 200 yuL PBS (4°C), waatrLeucinep-nitroanilide aan een uiteindelijke concentratie van 0 of 1

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

densiteit bij 405 nm gemeterklke conditie werd twee tot drie keer herhaald. Deulesten werden

gebruikt om de inhibiti€'Pte berekenen volgens:

p 0VLO  0ULO j;
0O rp 00 j

A = achtergrond; B = inhibitor of antilichameset substraat; C = substraat

‘Ob p T

Met een tweezijdige enkelvoudige Wilcoxsignedranktest werd nagegaan of een significant effect

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

WerkwijzeEnzymelinked immuno sorbent assa¥LISApebaseerde test

Een polysorp 96wnell microtiter plaat werd gevuld me50 plwell PBS of APN aan edmale
concentratie var ug/mL, gevolgd door een incubatiestap van 20 min bij 3Vé8:olgens werd 25 uL
H.O of bestatine in HOaan een finale concentratie van 1, 10 of 100 {oi&gevoegdVan elle conditie
werden minstengwee technische herhalingen meegenomen in de analifge45 min incuberen bij
37°C werd 25 uL substraat toegevoegd aan &eale concentratie vad, 5 of 10 mM. De 96well
platen werden geincubeerd bij 3€ erop verschillende tijdspunten (5, 15, 30 £aminuten) werd de
optische densiteibij 405nm gemeten(ODys) met een SpectraFluor plus microplate reader (TECAN)
BehalvelMM013 werda nog verschillende andePNgerichtemonoklonaleantilichamen(H1F10,
H2B8, C5C8, H1H6, C5C4, F@BiBst ophuninvioed op de enzymatische activiteit van APIervoor
werden dewellsvan een polysorp 9@vell plaat gevuld met 50 uL PBS of APN in&BSenfinale
concentratie var ug/mL, gevolgd door een incubatiestap van 20 biji87°C. Vervolgens werd 25 pL
PBS$de antilichamenin PBS (0,11 en 10 pg/mL)of bestatine (1 M) toegevoegdNa 45 minuten
incuberen bij 37°C werd 25 |litl_eucinep-nitroanilide toegevoegd aanem finale concentratie vafh

mM. De 96well platen werden geincubeerd bij 3C emna 45 minwerd de optische densitehij 405
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nm gemeten.Het percentage inhibitiecOwverd berekend uit de optische densiteit zoals hierboven
beschreven en ook hier werd een tweezijdige enkelvoudige Wilcsigmedranktest uitgevoerd (95%

significantie).

3.4. BERKfosforylatiedoor crosslinkinggan APN

In het volgende experiment werd een poging gedaan om een verschil in fosforylatie van ERK te
detecteren in de IPEQ2APN celljn na crosslinking door monoklonale of polyklonale
immunoglobuline (Ig). Hiervoor werd eest de optimale concentratie vampolyklonaalanti-APN Ig
bepaald(zie3.2.2. Nadien werderverschillende codities uitgetest op de IPEZAPN cellijpnwaarbij

zowel polyklonale(pAb)als monoklonalgmAb) antilichamenmet of zondercrosslinkingdoor een
secundair Ig gebruikt werden. Deze cellen werden gelyseeraiwigconcentratievan de lysaten
bepaald en met behulp vanatriumdodecylsulfaat (SDS) pabrylamidggelelectroforese (PAGEn
Western bloting werden de eiwitten uit de lysategescheiden en op een membraan gebradiet

behulp van immunodetectie kambuline,de totale hoeveelheid ERK en de hoeveelheid gefosforyleerd

ERKpERKYevisualiseerd worden, waarna deze resultaten kwantitatief geanalyseerd werden.

3.4.1. Crosslinkingan APN
Buffers en reagentia

A Primaire antilichamenpolyklonaal konijn artAPN immunoglobuline G (IgGy-house;zie
3.2.2; irrelevant konijn Ig@r{-housezie3.2.2); monoklonaal muis anthPN ¢G (IMMO013; zie
3.2.1)) en muis lgd@sotype controleifi-house zie3.2.1)

A Secundaire antilichamen: geit adnijn 1gG (SigmaAldricH en konijn antimuis Ig
(DakoCytomation)

A TNE buffer: 50 Mm THSCI (pH 7,4); 100 mM NaCl; 0,1 mM EDTAG H

A Lysebuffer:0,5 mgmL protease inhibitor cocktai(Roche) 1,43 Nonidet P40 substituut
(Roche)n TNE buffer

Werkwijze

Het protocol omde crosslinkingran APN op de IPEX2APN cellijn te veroorzakewerd opgesteld op
basis van experimenten rormlosslinkinggan APN op wnocyten[95, 110] IPECJ2APN ceinwerden
geplantaan 2,5-18cellen/wellin een 24well plaat en geincubeerd bij 37°C en 5%0G{een volledige
monolaagbekomenwerd, waarnahet celmedium vervangewerd door differentiatiemedium Voor

de verdere analyse werd ook telken#ferentiatiemedium gebruikt. @geveer 7 dagenahet planten
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werden de cellen twee keer gewassen met 500 pL ijskoud medium. Nadien wdedermaire
antilichamen toegeoegdin duplicaataan een concentratie van 1Qg/well in 250 uL mediunen
werdende cellen 30 mimgeincubeerd bij 4°QNa drie keemwassen met 500 pL ijskoud medium werd
250 pL medium met of zonder secundaire antilichamen toegev@sgdeen concentratie van 10
pg/well. Na eenincubatie van 15 minuten bij°€ werden de cellen drie keer gewassen met 500 pL
ijskoud medium, waarna 500 pL warm medi(87°C)erd toegevoegd. De cellen werden vdni0,

15 of30 minof 24 uur bij37°C in de incubator geplaatst, waarde cellen op ijgeplaatst werdenHet
mediumwerd vervangendoor 200 pL lysebuffeNa 20 minuten weren de cellen losgeschraapt en
minstens20 keerdoor een 21G naald gezogen. Nadien werden de lysiaigevroren, ontdooid en
voor 5 minuten gecentrifugeerd Hij8626 gen 4°C.

De concentratie van de lysaten werd bepaald via eent@@étiezoals beschreven 2.1 De lysaten
werden 3/4 verdund met een 4x ladingsbufféfadien verden de stalen gedenatureerd dodeze 5

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

3.4.2. SDSPAGEN Western bloting
Buffers en reagentia

A Scheidingsgel (28) Stockoplossing (10 mL) =34 mL HO; 40 mL 3@
aaylamidgbisacrylamide(29:1; BioRad)2,6 mL1,5 M Trisbase (VWR) inJ (pH 8,8; 100
puL 347 mMSDSPromega)n HO; 100 pL 438 mMammonium persulfaatAPS BioRadt 4 L
tetramethylethyleendiamind TEMEDGE Healthcaje

A Concentratigel (4%) Stockoplossing (5 mE,05 mLH,O; 1,25 mi0,5 M Trisbase (VWR) in
HO (pH 6,9; 50 uL 347 mMSDS(Promega) 650 pL 30%acrylamide/bisacrylamid€29:1;
BioRad) 50 pL 438 mMammonium persulfaat (APSBioRajt 10 pL tetramethyt
ethyleendiaming TEMEDGE Healthcaie

A IsopropanolPromega)

A SDSPAGHoopbuffer: 24,8 mMTrisbase(VWR) 192 mMglycine(SigmaAldrich; 3,5 mMSDS
(Promegajn HO

A Proteine standaard: MagicMark XPegfern blot proteine standaard (ThermoFisher)

A MeOH (VWR)

A Transferbuffer50 mMglycine(SigmaAldrich); 25 mMTrisbase(VWR) 20% MeOHVWR)n
HO

A Blokbuffer:5% magere melkpoeder (EIk); 0,2% Tweeihdérck)in PBS

A Trisgebufferde zoutoplossinFBSpH 7,4: 25 mM Trisbase(VWR) 1,37 MNaC(VWR) 26,8
mM KCl(Calbiochemijn HO
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A Primaire antilichamenanti-ERK of amgjefosforyleerd ERK Ig (Cell signaling technolegy)
HRPgelabeld antitubuline 1IgG (Abcam)

A Secundaire antilichamentHorseradish peroxidaseHRB-gelabeld varken andonijn g5
(DakoCytomationgn HRP gelabeld geit artonijn Ig5 (DakoCytomatio)

A Antilichaam bindingsbuffe6% BSA (Sigmdrich); 0,1% Twee20 (SigmaAldrich in TBS

A Detectie reagent 1: peroxide oplossing (Pierce BEWestern blotting substrate
ThermoScientific)

A Detectie reagent 2luminol enhanceroplossing (Pierce EGNestern blotting substrate
ThermoScientific)

A PBST:0,2% Tween2(SigmaAldrich) in PES

Werkwijze

De gels werden aangemaakt tussen glaasjes met een opening van 1,5 mm die werden vastgezet in een
houder. De scheidpsgel stockoplossing werd aangemaakt, waarbij APS en TEMED als laatste werden
toegevoegd, en tussen de glaasjes gebrachbtmeveers cm hoogte Bovenop de scheidingsgel werd

1 mL isopropanol gebracht. Na 30 min, als de gel gestold was, werd Z0ntdeblevoegd en verwijderd

met de isopropanol De concentratiegel werd aangemaakt en bovenop de scheidingsgel gebracht,
samen met een kammetje met 10 slotjea het stollen van deconcentratiegelbovenop de
scheidinggel werden de gels overgebracht in danffertank met SD®AGE loopbuffer. De stalen (6,8
Hg) en de proteine standaard4d(ul) werden geladen in d&dotjesvan deconcentratiegeken de SDS
PAGE werd gestart aan 80 V. Blaot 10 minwerd het voltage verhoogd tot 120 V en na 1 a 2 uur,
wanneer he front de onderzijde van de gel bereikt haderd de SDBAGE stogezet. Voor elke gel
werd een plyvinylideenfluoride(PVDF) membraa(GE Healthcarejeactiveerd in MeOHDe SDS
PAGHjels werden overgebracht iplotting houdes met hierin de gemet het membraan en langs
weerszijden vier whatman papiertj¢&E Healthcarentwee vezeldoekenille materialerbuiten het
PVDF membanwerden op voorhand geweekt in transferbuff&e blotting houdeswerd samen met

een ijselement in een met transferbuffer gevulde buffertank geplaatstie eiwitten werden voor 2

uur aan 80 V getinsfereerd naar de PVDF membrandadien werden de membranen 1 uur geschud

in blokbufferbij KT, drie keer gewassen met PBS:n overnacht geincubeerd bij 48€ 140 rpmmet
een1/1000 verdunning vade primaire antilichameim antilichaam bindingsbuffelNa opnieuwdrie

keer tewassen met PBEwerden de membranen uurgeincubeerd op de schudplaat Kijin een
1/1000 verduming vanhet varken secundair @of een 1/3000 verdunning vamet geit secundaingG

(met of zonder 1/5000 verdund antilbuline Ig5). De membranen werden drie keer gewassen met

PBST en 500 uL detectie reagent 1 en 500 uL detectie reagent 2 wesdereng@voegd ophet
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membraan engedurendel min overhet membraangepipetteerd. De chemiluminescentie werd
gemeten met heChemidoc imaging systefBioRad).

De bekomen afbeeldingen werden geanalyseerd ineage lab analyse software (BaxR. Hierbij
werd het geintegreerd volum@) vanhet gemeten signaal bijlk bandjegebruikt omde relative fold
change(Y "Opvan ERK fosforylatie te berekenen volgens:

Wy R TOR R

TR T

Y "00

A= staal; C negatievecontrole

3.5. ERK fosforylatie na opname van Aj@Nchte

micropatikels in darmepitheelcellen

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

darmepitheelcellen van het varken, werden aARN Igsen een isotype controle gekoppeld aBiTE
geladen micropartikels Nadien werd de koppelingsefficiéntie nagegaan met behulp van
flowcytometrie. Defunctionaliteit van degekoppelde fluorescente microparels wemdgegaan door

de opname van ARNeconjigeerde fluorosferen doate IPECJ2APN cellijn te analyseren met behulp
van flowcytometrieen microscopie. Alfaatste stap werd de ERK fosforylatie na binding met de

antilichaamgekoppelde fluorosferen nagegaan op analoge vajgeserder beschreven.

3.5.1. Koppelingran monoklonal@antilichamen aan fluorosferen

Buffers en reagentia

A Fluorosferen Carboxylaat fluorosferen (1,0 pm; gegben 505/515; Life technologies)
MESbuffer (pH 6)0,1 M2-(N-morpholino)ethaansulfonzuuiFluka)n HO
EDC1 mM XEthyt3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimidéSigmaAldrich) in MESbuffer
SulfeNHS 2,5 mMsulfo-N-hydroxysuccinimidéSigmaAldrich) in MESbuffer
Proteine Gplossing 125 pug/mbproteine G(SigmaAldrich in PBS
PEGNH: 200 mg/mLpolyethyleenglycolamin€SigmaAldrich) in FBS
Glycineoplossing 444 mM glycinéSigmaAldrich) in O
Antilichaambindingsbuffer(pH 8,2) 50 mM natriumboraatVel)in HO
Monoklonale antilichamen: IMMO1&ie3.2.1) en eenmuisisotypelgG (in-house zie3.2.1)
Qosslinkingouffer (pH 8,2):380mM triethanolaminehydrochloride (Sigméldrich in O
DMP(pH 89): 20 mMdimethylpimelimidaat(SigmaAldrich) in crosslinking buffer
Quenchingbuffer (pH 8,2):0,1 M ethanolamindaydrochloride(SigmaAldrich) in HO
Zoutoplossingi54 mMNaCl (VWR) in.B

> > > > > > > > > > > D
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Werkwijze

Huorosferen(9,1-1¢) werden aangelengd tot 2 mL mESbuffer engecentrifugeerd bij 5000 g voor
20 min bij 18°C De micropartikels werdeneen tweede keer gewassen met 2 mL MiEer en
opnieuw gecentrifugeerd. Vervolgens werd de pellet geresndperd in 800 uL MESuffer en2 min
gesoniceerd om geaggregeerde partikels van elkaar los te mikemawerd 100 pLEDGen 100 pL
sulfoNHSoegevoegden gevortexed De partikels werded5 min geincubeerdp een schudplaat aan
500 rpmbij KT gecentrifugeerd5000 g, 20 min, 18°@n geresuspendeerd in 1 mL PBS (pH 7,4).
Nadien werd opnieuvws min gesoniceercen 500 pLproteine Goplossingtoegevoegd. Navortexen
werden de partiked op een schudplaajeplaatsten overnachtgeihcubeerd bij 4°C en 500 rpniNa
dezeincubatiestap werd50 uLPEGNH: toegevoegd en 30 mimacht geschudij KT Vervolgens werd
450 pL glycin@plossingoegevoegd en opnieuw voor 30 niifj KTgeincubeerd op de kadplaat. De
partikels werdengecentrifugeerd (5000 g, 20 min, 18°CG3n gewassen in 2 mL antilichaam
bindingsbuffer waarna de partikels gecentrifugee@000 g, 20 min, 18°@n geresuspendeerd
werdenin 100 pL antilichaarbindingsbuffer. Dit werd gevolgd doeen sonicatie van 2 minuten.
Om vervolgens de fluorosferen ade monoklonale antilichamete koppelen werd 250 ug van de
antilichamenaangelengd me®00 L antilichaarbindingsbuffertoegevoegd aan de partikelsnvoor
45 minzacht geschudij KT. M centrifugatie (5000 g, 20 min, 18°C) werd dellet geresuspendeerd
in 900 pL antilichaardindingsbuffer en 100 pkrosslinkingbuffer. Vervolgens werdl mL DMP
toegevoegd emedurendel uur bijKTzacht geschudNacentrifugatie (5000 g, 20 min, 18%@rd de
pellet geresuspendeerd in 1 muenchingdoufferen 10 minuterzacht geschud bi{ T Het proces werd
vervolledigd door de fluorosferen na centrifugatie te wassen met 2zomitoplosing opnieuw te
centrifugeren erzete resuspenderein 900 plzoutoplossingDe concentratie werd bepaald door een
standaardreeks met de oorspronkelijke fluorosferen op te stellen ernudedscentie te meten bij 485

nm.

3.5.2. Koppelingsefficiéntie
Buffers enreagentia
A Gelabelde antilichamen: AlexaFluor (AF) 647 muis(lg@ypecontrole; Molecular probeps
en AF647 geit antimuis Ig@Molecular probes)

A varken IgQin-house opgezuiverd uit hittegeinactiveerd serum)
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Werkwijze

Om de koppelingsefficiéntie te bepalen werdenatdilichaamgekoppelde fluorosferebestudeerd

met behulp vanlbwcytometrie.De micrapartikels worden zoveel mogelijk afgeschermd van het licht
om photobleachinge voorkomen.Huorosferen(5-10°) werdenin 100 uL PBS gebracamenmet

1/10 verdundsotypecontrole AlB47-gelabeldnuislgG,, 1/100 verdundAF647gelabeld geiainti-muis

IgG of 5 pgvarkenlgG om vrije bindingsplaatsen op de fluorosferém blokkeren,en gedurende 30
min bij kamertemperatuur gincubeerd Bj de fluorosferen die de blokkeringsstap ondergingesrd

het AF647gelabeld geianti-muis Igstoegevoegdn PBSan een uiteindelijke verdunningan 1/100
Deze laatste werden opnieuw 30 min BT geincubeerd. Alle fluorosferen werden twee keer
gecentrifugeerd bij 5000 gedurende20 min en geresuspendeerd in 200 uL PBS. Hierna werden de
partikels geanalyseerd met de flowcytometéFACSAria IIDEr werden minimaal 300 events
opgenomenin de singtt FITC populatie en vervolgens geanalyseerd met FACSDiva 6.1.3 software

Onbehandelde partikels werden gebruikt omsidectieop punt testellen

3.5.3. Functionaliteitvan deanti-APN micropadikels

3.5.3.1. Flowcytometrie
Werkwijze
IPECJ2APN cdenwerdengeplantin een 96well plaat (16 cellen/well)of een 24well plaat (2,5-19
cellen/well) en geincubeerd bij 3T en 5% CGQot een volledige monolaag bekomen werket
gemiddeld aantal celleper wellwerd vooraf bepaaldDe cellen werden eerst twekeer gewassen
met 200 pL (96vell) of 1 mL (24vell) cultuurmedium waarnalC® of 2,51C° fluorosfererwell (96-
well; respectievelijk 20 of 50 fluorosferen/cel; 25 of 50 imL.duplicaatof 6-1 fluorosferen/well (24
well; 20 fluorosferen/cel; 250 ulaen de cellen werden toegevoega een incubatiestap bij 37°C en
5%CQ gedurende30, 60, 180 of 36@nin, werden de celletwee maal gewassen m&00 pL(96-well)
of 1 mL (24well) medium Vervolgens werden de celléosgemaakt door ze te incuberen in 100 p
(96-well) of 200 pL (24vell) trypsinebuffergedurende ongeveer 10 min bij 37°C en 5%. @@rdoor
worden de eiwitten aan de buitenkant van de ealde antilichamen op de micropartikelfgebroken
zodat normaal geen partikels meer kunnen bindéarvolgens werden de cellgecollecteerd in een
96-well \tplaat samen met 100 uL PBS (49&well) of in epjes (24vell). Naéén (24well) of twee
(96-well) centrifugatie (400 g, 10 min, 4 °C) evasstappermet 200 pL koud PBS werden de cellen
geanalgeerd met de flowcytometefFACSAria lIEr werden minimag&000events opgenomen in de
singlet populatie en vervolgens geanalyseerd met FACSDiva 6.1.3 sofwaralle condities werd

eeneenzijdige tweevoudige Wilcoxaignedranktest uitgevoerd (956 significantie).
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3.5.3.1. Microscopie
Buffers en reagentia
A Antilichamen:anti-EGF receptor monoklonaahtilichaam (Sigméldrich)en TexasRedTR)

gelabeld antimuis IgQEInvitrogen)

Werkwijze

De opname van de partikels werd ook gevisualiseeed behulp vande fluorescentiemicroscoop.
Hiervoor werden IPEQ2APN cellegeplant in e@ 24well plaat met dekglaasjesan een concentratie
van 25-10° cellen perwell in een volume van 1 mL en na twee dagecubatie bij 37°C en 5% €0
werd het ceimedium vervangen doodifferentiatiemedium Na 24 uurwerdende cellentwee keer
gewassen met 1 mudifferentiatiemedium zonder EGF emverden ze geincubeerd met6,0-1¢
antilichaamgekoppelde fluorosferem een volume van 250 pL PB8yolgd door een indatie van 6

uur bij 37°C. Nadien werden de cellgree keergewassen met 1 mL PBS en gefixeerd door 10 minuten
te incuberen in 500 pL 4% PFA.tiNeemaalte wasse met 1 mL PBS werd een 1/500 verdunniag
muisanti-EGF receptdigGtoegevoegd in eemolume van 250 uL. De cellen werden 1 uur geincubeerd
bij 37°C en opnieuw gewassen. In een volume van 25&qrd een 1/100 verdunningan ee
Texaded-gelabeld antimuis IgG toegevoegd Er werd opnieuw 1 uur geincubeerd bij 37°C en in de
laatste 10 minuten werdHoechst toegevoegd in een finale verdunning ¥8nug/mLom de kernen te
kleuren. Vervolgens werd opnieuw twee keer gewassen met 1 mL PB&rdende dekglaasjes op
een microscopglaasje gemonteeranet monteervloeistof De opname van de fluorosferewerd

bestudeerdmet een fluorescentiemicroscoop.

3.5.4. ERK fosforylatie door bindimgnanti-APN micropartiksl
Werkwijze

IPECJ2APN cellen werden geplant en in cultuur gehouden zoaishreven ir8.4.1 Na wassen met
ijskoude PBS werden dantilichaamgekoppelde fluorosferen toegevoegd aate IPECI2APN
monolagen aaneen concentratie var20 patikels/cel 6,0-1G partikels/well) in 250 pL medium
(ijskoud of 37°C In een eerste experiment, waarbij de partikels koud werden toegevoegd werd voor
1 uur geincubeerd bij 4°C, voorzichtig aangelengd tot 1 mL/well met warm medium en 5, 10, 15 of 30
min geincubeerd bij 37°C en 5% £ een tweede experiment, waarbij de partikels warm werden
toegevoegd, werd voor 1, 3 of 6 uur geincubeerd bij 37°C en 5%D€®ellen werden op ijs geplaatst

en het medium werd vervangen do@00 pL lysebufferHet maken van de cellysaten en verdere

analyse van ERK fosforylatie verliep zoals eerder beschre@ef in
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4. wSadAg G GSy

4.1. Doelstelling

In de zoektocht naar een oraahccin dat efficiént opgenomen wordt door darmepitheeu het
selectief richten varvaccin antigenemaar aminopeptidase N aanwezap het intestinaal epitheel

een belangrijke stap voorwaarts kunnen betekenbit.selectief richten naar APN kan gebsaumet
behulp van APNpecifieke monoklonale antilichamen. Recent onderzoek heeft inderdaad aangetoond
dat het richten van antigeegeladen micropartikels naar APN resulteerde in een verhoogde opname
van deze partikels door het intestinaal epitheel. Boviendeiddeorale immunisatie van biggen met
deze micropartikels tot een verhoogde antigegpecifieke immuunrespori85]. Aangezien APN in het
darmepitheel een belangrijke rol speelt in de vertering van voedsel door peptiderbagéken, is het
belangrijk om de invloed van deantilichamen op de enzymatische activitedtn APN te onderzoeken.
Bovendien heeft recent onderzoek bij humane monocyten aangetoond d#atbinding van
antilichamen aan APN resulteert in fosforylatie van ERK]. In deze masterthesis werdaarom
nagegaarof eenzelfde mechanisme plaatsvindt in intestinale epitheelcellen om zo een beter inzicht te
krijgen inde werking vanAPNgerichte oralevaccirs. Om dit te verwezenlijken werdgebruik gemaakt

van een intestinale epitheelcellijn afkomstig va@ dunne darm van het varkeBeze IPEQ2 cellijn

werd in vorig onderzoek stabiel getransfecteerd om APN tot expréssieengen Hierwerd eerstde

optimaleconcentratievan de antilichamebepaaldom APNop deze cellijiie detecteren

4.2.  APN expressi@oor delPECI2APN cellijn

Het aminopeptidase N aanwezig op de IBEBPN cellen werd aangekleurd met aA®N polykloale

IgG en geanalyseerd via flowcytometrie. De gemeten hoogte (H) en opperviakte (AZijwatatse

(SSC) en voorwaartse verstrooiing (FSC) werden gebruikt om de enkelvoudige intestinale
epitheelcellen te selecteren in SBE-SCA, FSE/FSEA en SSEI/SSEA plots (Figuur6). Hierna werd

de APN populatie bepaaldFiguur6 toont dat enkel een concentratie van 10 ug pAbs/téllen alle

cellen kan kleuren, terwijl bij 5 en 2 ug pAbs’icellen het percentage APNellen daalt tot
respectievelijk 67% en 27% (piek bijlage Figuur A).
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Figuur6: Immunodetectie van APN op de IRRAPN cellen met behulp van polyklonale konijn-afN antilichamen via
flowcytometrie. IPEG2APN cellen (1,0x}pwerden aangekleurd met verschillende aartcaties antiAPN pAb of irrelevant
konijn 1gG. Dit werd gedetecteerd met akdinijn IgG/PE, waarna het percentage Ae&llen werd bepaald.

Aangezien in verdere experimenten voornamelijk monolagen worden gebruikt in plaats van suspensie
cellen, werd APN op de IPEZen IPETG2APN cellijnen aangekleurd en gevisualiseerd met behulp van
fluorescentiemicroscopieZoals weergegeven ifiguur 7, brengen alle IPETZ2APN cellen zoals
verwacht APN tot expressiEiguur7D), terwijl slechts enkele IPEE cellen positief aankleurgRiguur
7F).0Om het effect van de selectiemerkan te gaan, werd de APN expressie eveneens bestudeerd op
IPECJ2APN cellen die gedurende twee dagen in wuitgehouden werden in afwezigheid van deze
selectiemerker. IfFiguur7Eis duidelijk zichtbaar dat de APN expressie niet daalt in afwezigheid van

de slectiemerker.

Figuur7: Visualisatievan APNexpressialoor delPECI2APNen IPEQ2cellijn metbehulp van polylknale konijn anttAPN
antilichamen A-C irrelevantkonijn 1gG&(25 pg) D-F. polyklonaal konijranti-APNIgG (25 pg) A, D:IPECI2APN in medium
met selectiemerkeB, EIPECI2APN, 2 dagem medium zonder selectiemerk€r; FIPEEI2
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Behalve polyklonale antilichamen werd de expressie vaxd éddr de PECI2APN ook geangseerd
met behulp vareen APNspecifiek monoklonaal antilichaam, IMMO13Higuur8is duidelijk zichtbaar
dat alle cellen APN tot expresdieengen(Figuur8C).Indien slechts 1 pgMMO013 gebruikt werd is
geen duidelijke kleuring zichtbagFiguur 8B). Ook cellen die drie dagen op medium zonder

selectiemerker gegroeid werdehebben nog APN op hun oppervlakijjat dit iets minder(Figuur8F)

Figuur8: Visualisatievan APNexpressie doade IPECI2APN cellijn met behulp van mddonalemuis anttAPNantilichamen
A, D isotype contrte (10 pg) B, EIMMO013(1 pg; C, FIMMO013 (10 pg; A-C:IPEEJ2APN in medium met selectiemerker;
D-F:IPECJ2APN 3 dagernin medium zonder selectiemerker

4.3. APNspecifieke mADbs inhiberen de enzymatische activiteit

van APN niet

Om de invloed van de monoklonale antibchen op de enzymatische activiteit van APN te bepalen
werden een ELISgebaseerde en een celgebaseerde test eerst op punt gesteld. In de- ELISA
gebaseerde test met APN afkomstig van de varkensnier en-betitinep-nitroanilide als substraat
werden verschiende concentraties van de APN inhibitor bestat[@8] uitgetest Hierbij was een
duidelijke bestatineafhankelijke daling in de optische densiteit zichtbdgiguur 9A). Aangezien
hogere bestatineconcentraties geen verder effect hadden, werd 1 UM bestatine geselecteerd.
Aangezien het ARLpecifiek mAb IMMO13, dat in de verdere analyses veel gebruikt wordt,
varkensnier APN in ELISA niet goed herkent, werd een celgebaseerde test op punt gezet om de invioed
van dit mAb op de enzymatische activiteit van APN na te gaan. Hiervoor werden verschillende
substraatconcentraties uitgetedh Figuur9Bis een sterke substraatconcentratéghankelijke stijging

in de optische densiteit zichtbaar. Omdat bij 10 mM gelvorming optrad en aangezien het verschil
tussen 1 erb mM Klein is, werd 1 mM als substraatconcentratie geko¥@nder is er een verlaging in

de enzymatische activiteit zichtbaar na incubatie in medium zonder selectiemetial werd het

effect van een extra wasstap bepaald om effecten door interactiesetusset 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 waiigauraC).
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Figuur9: Optimalisatie van de enzymatische test&nOptische densiteit na enzymatische activiteit van APN bij videsate
concentraties bestatine via de LESAgebaseerde 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 Enzymasche activiteit van een IPBEZAPN cellijnonder invioed van 1 pM bestatine en de invioed van het
wegwassen ervan voor incubatie bij 37BCinhibitie van de enzymatischetadgteit van APN op een IPAZAPN cellijn door
1 uM bestatine na verschillende vri@soi cycli (stock 1t-4 cycli; stock 2:-2 cycli).De resultaten zijn weergegeven &ist
gemiddelde van technische herhalingen.

In de ELISAebaseerd test werd duidelijk aangetoond dat IMMO13 bij geen enkele concentratie de
enzymatische activiteit van APN op de IBEBPNcellijn inhibeerde(Figuur10A). De andere APN
specifieke mAbs waren in een El-tf&daseerde test bij verschillende concentraties ook niet in staat
om de enzymatische activiteit van APN te inhibefeiguurl0B).

In tegenstelling tot de optimalisatieproeven kon tijdens het testen van de mAbs ighéitie door
bestatine vastgesteld worden in de ELI8Ahibitie = 4 + 3%) en celgebaseerde (inhibitie = 7 + 19%)
testen. Dit kan niet verklaard worden door een mogelijke degradatie van bestatine door
opeenvolgende vriedooi cycli, aangezien er geenidelijke correlatie is tussen het aantal vrésoi

cyclivan de bestatine stocks en het verliezen van de mogelijkheid tot inhibBite{roD).
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Figuurl0: A: Deinhibitie vande enzymatische activiteit vahPN opde IPECJ2APN cellijn door IMMO13B: Deinhibitie van
de enzymatische activiteit vaaPNdoor verschillend&PNspecifiekemonoklonaleantilichamen De datazijn weergeven als
het gemiddeldet de standaardleviatie @: n = 4, Bn = 3).Voor alle condities werd eazenzijdige tweevoudig&/ilcoxon
signedranktest uitgevoerd (95% significantie).

4.4. ERK fosforylatie dogrosslinkinggan APN

De APNgeinduceerde signaaltransductie in epitheelcellen is nog niet gekend. Er werd é@cthter
humanemonocytenaangetoonddat de binding van mAbs aan CD13 resulteerde in de fosforylatie van
de cytosolische staart van CD185, 100, 11Q] 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 ARYemedieerde signaaltransductie in epitheelcellen, werden {FEXPN cellen
behandeld met monoklonale of polyklonale antilichamen.dpesslinkingzan APN werd al dan niet
verhoogd door het toedienen van secundaire antilichamen, wadm&RK fosforylatie via Western
blotting werd onderzocht.

Na incubatie van de deh met de APMpecifieke 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 gedetecteerdFiguurll, bijlage kguur B en O). Deze blots werden gebruikt om de kinetiek

van derelative fold changen ERK fosforylatigan de verschillende condities ten opzichte van de

negatieve controle te bepaleffriguurl2). Na 5 min incubatie bij 37°C is er een tweevoudige stijging in
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derelative fold changeichtbaar bij de antAPN mAbs ten opzichte van degagieve controlgFiguur

12). Deze stijging in ERK fosforylatie bij het &&®N mAb is hoger dan de isotype controle. Bij de
andere tijdstippen werd een stijging in ERK fosforylatie waargenomen. Om de antilichaam
gemedieerdecrosslinkingvan 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. Indienaetegediurende 5

min geincubeerd werden met polyklonale antilichamen werd ERK fosforylatie geinduceerd, maar op
een APNonafhankelijke wijze. Langere incubatietijden hadden geen invioed op ERK fosforylatie. Indien
de APNcrosslinkingzerhoogdwerd, was na 18nin de stijging in ERK fosforylatie bij het ah@N pAb

hoger in vergelijking met het irrelevania 24 uur was er voor alle condities nagenoeg geen ERK
fosforylatie zichtbaarEnkel het monoklonaal arfiPN antilichaam IMMO013 is dus in staat om in

epitheelcellen ERK fosforylatie te induceren na 5 min.

Figuur 11: APNgemedieerde ERK1/2 fosforylatie IRECI2APN cellen. €len werden gelyseerd na verschillende
incubatietijden met mAbs of pAbs met of zonder crosslinkie ellysaten 6,8 pg werden onderworpen aan &gtern
blotting en tubuline (50 kDa) gefosforyleerd of total ERK/2 (44/42 kDa)werd gedetecteerdMM: MagicMark (40 en 50
kDa) mAb: anttAPN mAKIMMO013} Iso: isotypepAb: AntiAPN pAbjrr: IrrelevantkonijnlgG; NC: negatieve controle; +:
crosslinking.
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