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Nederlandse Samenvatting

Anti-neutrofiel cytoplasmatische autoantilichaam (ANCA)-geassocieerde vasculitis
(AAV) is een zeldzame systemische auto-immuunziekte, die gekenmerkt wordt door
de aanwezigheid van necrotiserende ontstekingen (i.e. dermate heftige ontstekingen
waarbij weefsel kan afsterven) van kleine en middelgrote bloedvaten. Deze ziekte is in
de meeste gevallen fataal zonder immunosuppressieve behandeling. AAV kan worden
onderverdeeld met behulp van klinisch-pathologische kenmerken in granulomatose
met polyangiitis (GPA), microscopische polyangiitis (MPA) en eosinofiele GPA. ANCA
spelen een belangrijke rol in de pathogenese van AAV. Deze autoantilichamen zijn
meestal gericht tegen proteinase 3 in GPA of myeloperoxidase in MPA patiénten.
Ondanksdatde precieze ziekte etiologie onbekend is, wordt gedacht dat de pathogenese
van AAV een complex proces is waarin genetische predispositie, blootstelling aan
omgevingsfactoren (bijvoorbeeld infecties) en een wisselwerking tussen meerdere
typen immuuncellen een rol spelen. B cellen spelen naast (auto)antilichaam productie
een belangrijke antilichaam-onafhankelijke rol in de auto-immuun pathogenese door
middel van antigeen presentatie en cytokine productie. Deze antilichaam onafhankelijke
functies van B cellenin AAV hebben steeds meer aandacht gekregen sinds de introductie
van B cel depletie therapie met rituximab. Rituximab bleek effectief als remissie inductie-
en onderhoudstherapie ondanks dat de (autoantilichaam-producerende) plasma cellen
niet gedepleteerd worden. Deze bevinding duidt er op dat B cellen ook een belangrijke
antilichaam-onafhankelijke rol spelen in de AAV pathogenese. Het is daarom belangrijk
om deze functies van B cellen verder te onderzoeken en te bepalen of bevindingen uit
dergelijk onderzoek gebruikt kunnen worden voor het identificeren van specifiekere
therapeutische targets en biomarkers voor ziekteactiviteit.

Om remissie te induceren en onderhouden worden AAV patiénten behandeld met
immunosuppressieve medicatie. Azathioprine (AZA) en mycofenolaat mofetil (MMF) zijn
twee immunosuppressieve medicijnen die gebruikt worden voor onderhoudstherapie
om opvlamming van de ziekte te voorkomen. Deze medicijnen remmen de proliferatie
van respectievelijk alle leukocyten (AZA) of specifiek de lymfocyten (MMF). Het effect
van deze medicijnen op B cellen is echter nog niet uitgebreid onderzocht. Daarnaast
is het onbekend of een verschil van immunosuppressieve effecten van MMF en AZA
op B cellen kan verklaren waarom ziekte recidieven in de onderhoudsfase bij MMF-
behandelde patiénten frequenter optreden vergeleken met AZA-behandelde patiénten.
Ziekte recidieven in AAV dragen bij aan verdere orgaanschade. Vooral GPA is een
recidiverende ziekte waarbij ongeveer 60% van de patiénten één of meer recidieven
krijgt gedurende de eerste 5 jaar na diagnose. Het is dus belangrijk om GPA patiénten
die risico lopen op het krijgen van een ziekte recidief zo vroeg mogelijk te identificeren,
zodat deze recidieven mogelijk voorkomen kunnen worden. Om deze patiénten te
identificeren zijn ziekte gerelateerde biomarkers nodig die ziekte recidieven met een
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hoge sensitiviteit en specificiteit kunnen voorspellen. Een veelgebruikte en bestudeerde
biomarker is de serum ANCA titer. Het meten van de ANCA titer in serum blijkt echter
niet betrouwbaar genoeg als biomarker om ook immunosuppressieve behandeling te
rechtvaardigen. Daarom is het essentieel om nieuwe en betrouwbare biomarkers te
vinden die ziekte recidieven voorspellen in GPA patiénten.
Het bestuderen van B cellen in de GPA pathogenese kan resulteren in de ontdekking van
nieuwe biomarkers en specifiekere therapeutische targets. Deze bevindingen kunnen
bijdragen aan het verlagen van de ziektelast en mortaliteit. De doelenstellingen van het
promotieonderzoek beschreven in dit proefschrift waren om:
1. De functionele rol van regulatoire en effector B cellen in de pathogenese van GPA
te bestuderen
Het effect van immunosuppressieve therapie op B cel functie in GPA te ontrafelen
3. Het B cel repertoire als biomarker voor toekomstige ziekte activiteit te onderzoeken

Het Proefschrift

T- en B cellen in AAV kunnen, naast de mogelijk schadelijke rol, ook een
ziekte-onderdrukkend effect hebben, mogelijk via cytokine productie. Deze
ontstekingsremmende functie wordt door regulatoire B- (Bregs) en T cellen (Tregs)
uitgeoefend, en deze functie zou verminderd kunnen zijn in AAV. Hierdoor kan de auto-
immuun ontsteking wellichtblijven plaatsvinden.In Hoofdstuk 2 is de literatuur omtrent
de rol van Bregs en Tregs in de pathogenese van AAV samengevat en bediscussieerd.
Op basis van de analyse van de bestaande wetenschappelijke literatuur postuleren
wij dat een disbalans tussen regulatoire en effector functies ten grondslag ligt aan de
pathogenese van AAV, en dat deze disbalans verantwoordelijk is voor verminderde
remming van auto-immuun ontstekingen.

De rol van Bregs en mogelijke afwijkingen in de ontstekingsremmende werking van
deze cellen in AAV is nog onduidelijk. Eerdere studies hebben in het bloed van AAV
patiénten een verlaagde Breg frequentie vastgesteld. Of deze Bregs functioneel defect
zijn is echter niet bekend. Op basis van de literatuur vormden wij de aanname dat
Bregs van GPA patiénten minder effectief zijn in het remmen van de T helper (Th) 17
respons. Dit zou mogelijk de toegenomen frequentie van Th17 cellen in GPA patiénten,
welke een belangrijke pathogene rol spelen in het ziekteproces, kunnen verklaren. In
Hoofdstuk 3 analyseerden wij de frequenties van CD24"CD38" Bregs en Th17 cellen
in de circulatie van GPA patiénten waarna aansluitend het effect van Bregs op in vitro
Th17 cel expansie werd bestudeerd. Deze experimenten toonden aan dat Bregs van
GPA patiénten de Th17 respons kunnen onderdrukken. Op basis van deze resultaten
is onze conclusie dat de verstoorde Th17 cel balans in de circulatie van GPA patiénten
veroorzaakt wordt door een verlaagd aantal Bregs en niet een gevolg is van een
intrinsiek defect van deze cellen. Deze resultaten impliceren ook dat therapieén die de
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frequentie van Bregs doen toenemen mogelijk de Th17 cel respons in GPA patiénten
kunnen onderdrukken. Vervolgonderzoek zal moeten uitwijzen op welke manier het
aantal Bregs verhoogd kan worden. Dit zou mogelijk kunnen leiden tot de ontwikkeling
van nieuwe (therapeutische) strategieén om de Th17 cel respons in GPA patiénten
te onderdrukken. Daarnaast is het van belang dat consensus bereikt wordt over het
precieze Breg fenotype. Alleen na het ophelderen van het Breg fenotype kunnen
deze cellen in de toekomst mogelijk gebruikt worden als therapie om de balans in het
immuunsysteem te herstellen.

Eerder onderzoek heeft aangetoond dat B cellen van GPA patiénten in een continue
geactiveerde staat lijken te zijn. In andere auto-immuun ziekten is aangetoond dat de
B cel receptor (BCR) en activatie van de onderliggende signalerings route bijdraagt aan
verhoogde B cel activatie. Hierbij bleek dat zowel de BCR gevoeligheid als de signalering
verhoogd zijn (gemeten als verhoogde hoeveelheden van het eiwit Bruton's tyrosine
kinase en fosforylering hiervan) wat bovendien correleerde met autoantilichaam
hoeveelheden. Het was echter nog niet bekend of de BCR signalerings route en
mogelijk verhoogde activatie hiervan ook optreedt in GPA patiénten. Daarom hebben
wij in Hoofdstuk 4 de BCR signalering route in B cellen van GPA patiénten bestudeerd.
Ons doel was om de eiwit hoeveelheden en fosforylering van BTK - een tyrosine
kinase die een belangrijke rol speelt in verdere BCR signalering — te onderzoeken.
Ook onderzochten wij verschillende andere signaleringsmoleculen, zowel up- als
downstream van BTK, in B cellen van actieve en remissie GPA patiénten en gezonde
controles. Tenslotte bestudeerden wij het effect van het remmen van BTK fosforylering
op het functioneren van B cellen. Wij vonden dat BTK levels verhoogd waren in B cellen
die nog niet blootgesteld zijn aan antigeen (i.e. transitionele en naieve B cellen) van
actieve GPA patiénten. Blokkade van BTK fosforylering in gekweekte B cellen (i.e. in
vitro) bleek een effectieve manier om B cel activatie te voorkomen in perifere bloed
mononucleaire cellen van GPA patiénten. Toekomstig preklinisch en klinisch onderzoek
moet uitwijzen of BTK remming een potentiele nieuwe therapie zou kunnen zijn voor
GPA. Daarnaast kan ons onderzoek wellicht bijdragen aan het identificeren van nieuwe
biomarkers voor (toekomstige) ziekte opvlammingen. Echter, om te bepalen of BTK
activiteit in B cellen mogelijk een nieuwe biomarker kan zijn, zal eerst de dynamiek
van BTK expressie in B cellen in een grotere (longitudinale) studies in patiénten met en
zonder toekomstig recidief bestudeerd moeten worden.

Tegenwoordig worden verschillende immunosuppressieve medicijnen gebruikt
om GPA patiénten te behandelen. Verrassend genoeg is het directe effect van deze
onderhoudstherapieén op B cellen van AAV patiénten nog niet bestudeerd. Hoofdstuk
5 was gebaseerd op de hypothese dat MMF, in tegenstelling tot AZA, de regulatoire
functie van B cellen remt. Dit zou het verhoogde optreden van ziekte recidieven in MMF
behandelde GPA patiénten kunnen verklaren. Om dit te onderzoeken hebben wij in vitro
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effecten van AZA en MMF op het fenotype en de functie van B cellen onderzocht. Wij
lieten zien dat beide medicijnen de in vitro B cel proliferatie verlaagden. Daarnaast bleek
dat MMF de interleukine 6 productie van B cellen verlaagt, terwijl AZA geen verschil liet
zien. Verder onderzoek is nodig om te bepalen of en hoe deze verschillen gerelateerd
zijn aan het verschil in risico op ziekte opvlammingen tussen AZA- en MMF-behandelde
patiénten.

Na inductie van remissie in GPA patiénten wordt de immunosuppressieve medicatie
afgebouwd.Tijdens het afbouwen of stoppen van deze immunosuppressieve medicijnen
krijgt het merendeel (£60%) van de GPA patiénten te maken met een opvlamming van
ziekteactiviteit. Zoals eerder genoemd, dragen ziekte recidieven aanzienlijk bij aan
ziektelast en mortaliteit in AAV patiénten. Tot nu toe zijn een aantal markers gevonden
die ziekte recidieven kunnen voorspellen, echter geen enkele marker is betrouwbaar
genoeg om een herstart van de immunosuppressieve behandeling te rechtvaardigen.
Omdat B cellen een belangrijke rol spelen in de AAV pathogenese - zowel als
antilichaam- en cytokine-producerende cellen - veronderstelden wij dat de frequentie
van plasmablasten (de voorlopers van antilichaam-producerende cellen) in het bloed
gecorreleerd zouden kunnen zijn aan toekomstige opvlammingen van ziekteactiviteit.
In Hoofdstuk 6 onderzochten wij frequenties van verschillende B cel subsets,
inclusief plasmablasten, en verschillen in deze frequenties als mogelijke (bio)marker
voor toekomstige ziekte opvlammingen. Onze resultaten wezen uit dat circulerende
plasmablast frequenties tijdens remissie geassocieerd waren met een ziekteverloop
vrij van ziekte opvlammingen en wellicht een nieuwe indicator zou kunnen zijn voor
toekomstige ziekteactiviteit in GPA patiénten. Vervolgonderzoek, dat grotere en andere
patiénten cohorten includeert, moet uitwijzen of plasmablast frequenties daadwerkelijk
voorspellend zijn voor ziekte opvlammingen in GPA patiénten. Daarnaast zal moeten
worden onderzocht of dit ook geldt voor ANCA specifieke plasmablasten.

Tenslotte worden in Hoofdstuk 7 de resultaten van dit proefschrift samengevat en
bediscussieerd in de context van de (recente) wetenschappelijke literatuur en worden
een aantal suggesties gedaan voor vervolgonderzoek. Concluderend onderstrepen de
studies beschreven in dit proefschrift het belang van (auto)antilichaam onafhankelijke
functies van B cellen in de pathogenese van GPA. De verworven kennis geeft ons meer
inzicht in de rol van B cellen in het ziekteproces in GPA en kan uiteindelijk mogelijk
bijdragen aan de ontwikkeling van meer specifieke therapieén en biomarkers voor het
voorspellen van toekomstige ziekte activiteit.
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