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Summary 

Introduction: Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is an umbrella term for chronic bronchitis and emphysema. COPD is a progressive irreversible airway obstruction with destruction of parenchyma, it is mostly caused by cigarette smoke. Airway epithelial cells, dendritic cells (DC), macrophages, neutrophils and T lymphocytes play a major role in COPD. Recent evidence indicates that in COPD patients the proliferation of CD4+ T cells is decreased and the proliferation of CD8+ T cells is increased. T lymphocytes play a critical role in immunesystem; CD4+ T cells are required against viral and bacterial infection. The reduction of CD4+ T cells could explain the increased frequency of infections observed in COPD. It has been recently reported that CD8+ T cells release some cationic proteins which leads to emphysema. 
Objective: To determine the in vitro effect of Cigarette Smoke Extract (CSE) on the interaction between DC and CD4+/CD8+ T cell. Examining the effects of this interaction on CD4+ and CD8+ T cel proliferation.

Material and Methods: We isolated dendritic and T cells (CD4+ and CD8+) from mouse bone marrow and spleen, respectively. DC’s were primed with CSE for 24hr and allogenetic T cells were stained with CFSE dye. DC and T cells were co-cultured (MLR: Mix Lymphocytes Reaction) for 72hr at 37°C, and T cell proliferation was measured by FACS analysis. IL-2 (as a marker for proliferation of T cells) production in MLR supernatant was measured by ELISA.
To investigate the direct effect of CSE on T-cell proliferation, CD4+ and CD8+ T cells were activated with anti-mouse CD3 and CD28 antibodies. After that we incubated these cells with CSE (1.5%) for 16hr and 72hr. Subsequently, the proliferation was measured by XTT assay (cell proliferation assay).
Results: In MLR we found that primed DCs induce the proliferation of CD8+ T cells and decrease the proliferation of CD4+ T cells. IL-2 production by CD8+ T cells was increased and it was decreased by CD4+ T cells. Anti-MIP-1α and MIP-2 antibodies (CCL3) suppress CSE- primed DCs-induced proliferation of CD8+ T-cells.

We found that by neutralizing MIP-1α and MIP-2 chemokines with CCL3 antibodies proliferation of CD8+ T-cells was suppressed. Most probably MIP-1α and MIP-2 produced by DCs plays an important role in the induction of CD8+ T cell proliferation.

In Direct effects of CSE on T cell proliferation we found that: CSE has no effect on naive CD4+ and CD8+ T cell proliferation, but CSE decreases the proliferation of activated CD4+ and CD8+ T cells.
Clinical implication: The reduced CD4+ T cel proliferation may contribute to the exacerbation of lung emphysema. Since there is a clear correlation between bacterial infections on the exacerbation CD4+ T cells involvement in the clearance of bacteria. 
The increased CD8+ T cells may contribute to the destruction of the lung alveoli. Since CD8+ T cells are increased in COPD patient and mouse models reveal a clear involvement of CD8+ T cells in the pathogeneses of the lung destruction.  
Conclusion: Dendritic cells might be a new target cell to modulate the symptoms in COPD.
Samenvatting 

Introductie: Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is een verzamelnaam voor de longaandoeningen chronische bronchitis en longemfyseem. COPD wordt meestal door sigarettenrook veroorzaakt. Epitheelcellen van de luchtwegen, dendritische cellen (DC), macrofagen, neutrofielen en T-cellen spelen een belangrijke rol in COPD. Het is bewezen dat COPD patiënten een verlaagde CD4+ en verhoogde CD8+ T cel proliferatie hebben. 
T lymfocyten spelen een belangrijke rol in immuunsysteem, CD4+ T cellen zijn nodig tegen viraal en bacteriële infecties. De verlaagde aantal CD4+ T cellen zou de infecties toename bij COPD patiënten kunnen verklaren. Het is recent bewezen dat CD8+ T cellen kationic eiwitten vrijgeven die emfyseem kunnen veroorzaken.
Doel: Het in vitro effect van sigarettenrook (Cigarette Smoke Extract(CSE)) op de interactie tussen DC en CD4+/CD8+ T-cel onderzoeken Er wordt gekeken wat voor effect DC op de proliferatie van CD4+ en CD8+ T cellen heeft.. 

Materiaal en Methode: Wij hebben DC en T cellen respectievelijk uit been merg en milt van muizen geïsoleerd. De DC zijn geprimed met CSE voor 24uur, en allogene T cellen zijn gekleurd met CFSE. Vervolgens werden DC en T cellen samen gekweekt (MLR: Mix Lymfocyten Reactie). Na 72uur incubatie bij 37 °C werd  de T cel proliferatie met behulp van  FACS geanalyseerd. IL-2 ( een proliferatie marker voor T cellen) productie in MLR supernatant was gemeten met behulp van ELISA
Voor het directe effect van CSE op T cel proliferatie zijn CD4+ en CD8+ T-cellen geactiveerd met muis anti-CD3 en CD28 antilichamen. Daarna is er voor 16uur en 72uur  CSE (1.5% ) toegevoegd. Vervolgens is de proliferatie van T cellen  volgens XTT assay ( cel proliferatie assay) gemeten.  
Resultaten: In MLR vonden wij, dat geprimede dendritische cellen de proliferatie van  CD8+ T cellen induceert en de proliferatie van CD4+ T cellen onderdrukt. IL-2 productie van CD8+ T cellen was verhoogd en van CD4+ T cellen was verlaagd. Anti-MIP-1α en anti-MIP-2 antilichamen (CCL3) onderdrukt proliferatie van CD8+ T cel die geïnduceerd was door geprimede DC.
Wij vonden dat, door neutraliseren van MIP-1α en MIP-2 chemokines m.b.v. CCL3 antilichamen de proliferatie van CD8+ T cel was onderdrukt.
In de directe effecten van CSE op de proliferatie van T cellen, vonden wij dat; CSE  geen effect heeft op naïeve CD4+ en CD8+  T cel proliferatie maar CSE verlaagt de proliferatie van geactiveerde T cellen. Vermoedelijk speelt MIP-1α en MIP-2 geproduceerd door DC een belangrijke rol bij de verhoogde proliferatie  van CD8+ T cellen. 
Klinische implicaties: De verlaagde CD4+ T cel proliferatie kan een bijdrage leveren aan verergen van de emfyseem. Er is een duidelijke correlatie tussen bacteriële infectie en de exacerbatie van CD4 + T-cellen die betrokken zijn bij de klaring van de bacteriën.
De toename van CD8+ T cellen kunnen bijdragen bij het vernietigen van de longblaasjes.  

Sinds de verhoogde proliferatie van CD8+ T cellen bij COPD patiënten en muismodellen blijkt dat CD8+ T cellen duidelijk betrokken zijn bij de pathogenese van long emfyseem. 
Conclusie: Dendritische cellen zou een nieuwe target cel kunnen zijn voor het moduleren van de COPD symptomen.   
Afkortingen lijst

APC’s

:  Antigen Presenting Cells
BSA

:  Bovine Serum Albumin
CFSE

: Carboxyfluorescein diacetate,  succinimidyl ester
COPD

:  Chronic Obstructive pulmonary disease 
CSE

:  Cigarette Smoke Extract 

ELISA

:  Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
FACS

:  Fluorescence-Activated Cell Sorting
FEV1

:  Forced Expired Volume in one second
FVC

:  Forced Vital Capacity
IL-2

:  Interleukin -2 
INF-γ

:  Interferon-gamma
GM-CSF
:  Granulocyte Monocyte Colony Stimulating Factor
MIP-1α
:  Macrophage Inflammatory Protein-1alpha
MLR

:  Mix Lymphocyte Reaction
MMP-12
:  Macrophage metalloelastase 12
OD

: Optische dichtheid
PBS

:  Phosphate Buffered Saline.
PI

: Propidium Iodide

(S.E.M
: standard error of the mean

TNF

:  Tumor Necrosis factor 
XTT

: 2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5- sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-   

                          carboxanilide
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1.0
Inleiding
Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD)

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) ofwel Chronische obstructieve longziekte  is een verzamelnaam voor chronische bronchitis en longemfyseem. COPD is een wereldwijd gezondheidsprobleem
. Het is een progressieve en onomkeerbaar ziekte, die gekenmerkt wordt door een ontsteking in de longen. COPD wordt voornamelijk veroorzaakt door sigarettenrook. Naast roken spelen ook erfelijke eigenschappen en luchtverontreiniging onder andere passief roken mogelijk een rol. Sigarettenrook  verslechtert pulmonale en skeletspier functie, vermindert het fysieke gedrag, maatschappelijke participatie en kwaliteit van leven.

Epidemiologie 

COPD is een van de belangrijkste doodsoorzaken in industriële en ontwikkelingslanden. Jaarlijks sterven er wereldwijd miljoenen mensen aan COPD en COPD is doodsoorzaak nummer vier in de VS . De prevalentie van COPD in Nederland is 20 op de 1000 per jaar, wat overeenkomt met 320.000 COPD- patiënten. Zoals vele chronische ziekten is de prevalentie van COPD sterk geassocieerd met de leeftijd. Een populatie steekproef vertoont een geleidelijke toename van de prevalentie van COPD met de leeftijd, zowel bij mannen als bij vrouwen. In Nederland is 2,2 % van de mannen en 1,7% van de vrouwen COPD-patiënt
.
Symptomen  

COPD patiënten hebben vooral last van chronische benauwdheid of kortademheid, chronisch hoesten en een verhoogde slijm productie. Het verloop van deze ziekte kan verschillen per patiënt. Bij sommige patiënten verloopt het mild, maar bij andere is er sprake van een verergerd beeld
. 

Diagnose
Voor het vaststellen van COPD wordt er meestal gebruik gemaakt van spirometrie. Naast spirometerie wordt er ook een CT-scan van de longen gemaakt. 
Met spirometerie wordt de longfunctie gemeten. Belangrijke parameters voor spirometrie zijn :  FVC ( geforceerde vitale capaciteit), en  FEV1 (het uitgeblazen volume tijdens de eerste seconde van de test) .
1.1
Pathogenese
Pathogenese van COPD is gerelateerd aan de aangeboren en verworven immuunrespons op de inhalatie van giftige deeltjes en gassen
. Sigarettenrook is een risicofactor voor het krijgen van COPD. 
Epitheelcellen van de luchtwegen, dendritische cellen, macrofagen, neutrofielen en T-cellen zijn de hoofdrolspelers, alsmede structurele cellen zoals fibroblasten, endotheel- en gladspiercellen. Tevens lijken mediatoren en eiwitten zoals cytokines, chemokines, groeifactoren, proteinases, en oxidanten betrokken te zijn bij het ontstaan van COPD
 (zie fig 1).
Sigarettenrook heeft een direct effect op de epitheelcellen van de luchtwegen. Na blootstelling van deze cellen aan sigarettenrook, produceren deze cellen verschillende chemokines en cytokines, zoals IL-8 (interleukine 8) . IL-8 is een chemoattractant voor neutrofielen en trekt deze naar de plaats van ontsteking 
. Geactiveerde neutrofielen produceren cathapsine en andere proteases, die longemfyseem kunnen veroorzaken
. Proteases geproduceerd door neutrofielen, zijn mede verantwoordelijk voor hypersecretie van slijm in de luchtwegen
. Hypersecretie van slijm veroorzaakt luchtwegvernauwing, waardoor het proces van in- en uit ademen wordt verstoord. 
In COPD-patiënten is er een verhoogd aantal alveolaire macrofagen aanwezig. Macrofagen worden direct en indirect geactiveerd door sigarettenrook. Indirect activatie vindt plaats via cytokines geproduceerd door epitheelcellen. Geactiveerde macrofagen produceren proteases en proteolytische enzymen die de alveolaire wand beschadigen. Dit leiden tot emfyseem.
  Naast de proteases produceren macrofagen ook IL-8 en tumor necrose factor(TNF)
. TNF-α stimuleert de ontstekingsreactie in het lichaam, dat weefselafsterving (necrose) als gevolg heeft.
DC en T lymfocyten spelen een belangrijke rol bij  ontsteking emfyseem en de activatie van het  immuunsysteem bij COPD( zie 1.2 en1.3).
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Fig 1:
Sigarettenrook heeft directe effect op epitheelcellen van de lucht wegen en macrofagen.
Cytokines en chemokines vrijgegeven door deze cellen activeren  dendritische cellen.

neutrofielen  en CD8+ T cellen. Neutrofielen en CD8+ T cellen spelen een belangrijke rol in COPD.

1.2
De rol van Dendritische cellen in COPD
DC zijn antigeen presenterende cellen (APC’s) die verantwoordelijk zijn voor immuun homeostase. Deze cellen reageren op beschadiging van longweefsel en longinfecties. In deze situaties activeren de cellen het verworven en aangeboren immuunsysteem. DC migreren richting de epitheelcellen waar ze een antigen herkennen en opnemen
. In COPD patiënten is er een verhoogd aantal mucosale dendritische cellen aanwezig in de kleine luchtwegen ten opzichte van de grote luchtwegen. Sigarettenrook bevat nicotine, DC die blootgesteld worden aan lage concentraties nicotine produceren hoge concentratie IL-12 en kunnen Th1 cellen aanzetten tot proliferatie
.  Een hoge concentratie nicotine vermindert IL-12 productie  en Th1 proliferatie.  DC spelen ook een belangrijke rol bij de activatie van  CD8+ T cellen 
,
. Voor het activatie van CD8+ T cellen is er hulp van actieve antigen presenterend cellen nodig. DC zijn potente APC’s die primer immunresponse opgang brengen. DC zorgen ook voor het proliferatie van CD8+ T cellen, maar het werking mechanisme is nog niet volledig duidelijk.
1.3
De rol van T lymfocyten (CD4+  en CD8+ T cellen ) in COPD
Chemokines, chemokine-receptoren, en celadhesie-moleculen reguleren de migratie van immuuncellen naar de plaats van ontsteking.

T lymfocyten spelen een belangrijke rol in immuunsysteem, CD4+ T cellen zijn nodig tegen virale en bacteriële infecties. De verlaagde aantal CD4+ T cellen zou de infecties toename bij COPD patiënten kunnen verklaren. Geactiveerde CD4+ T-cellen (Th1 en Th2) spelen een belangrijke rol in auto-immuniteit. Na herkenning van een antigen gepresenteerd door een APC produceren CD4+ T cellen IL-2 dat zorgt voor activatie van dezelfde CD4+ T cel en andere immuuncellen. Daarnaast zijn CD4+ T cellen ook in staat om autoreactieve lymfocyten te onderdrukken door secretie van oplosbare remmende mediatoren zoals IL-10. Het is nog niet volledig duidelijk wat voor rol CD4+ T cellen spelen in COPD
.
Bij COPD patiënten is er een verhoogd aantal CD8+ T cellen aanwezig
. Deze CD8+  T cellen zijn niet alleen in aantal verhoogd, maar ook geactiveerd. Het is recent bewezen dat humane CD8+ T cellen in staat zijn om sommige cytokines te produceren die een bijdrage leveren aan het ontstaan van emfyseem
,
. Bij COPD patiënten hebben CD8+ T cellen een verhoogde perforine expressie. Dit is een belangrijke factor in het lytische proces 
. Naast perforine is er ook expressie van granzyme B die samen met perforine voor apoptose in target cellen zorgt.
Overexpressie van INF-γ in transgene muizen zorgt voor apoptose, ontsteking en emfyseem. Bovendien is het bewezen dat de productie van  INF-γ en INF-γ inducerende eiwit-10 (IP-10) verhoogd de proliferatie van CD8+ T cellen bij emfyseem patiënten. IP-10 zorgt ook voor een verhoogde productie van MMP-12  in humane alveolaire macrofagen
. MMP-12 is een sterk elastine-degraderend enzym dat weefsel vernietigt . 
1.4
Doel van het project
Het doel van dit project is om het in vitro effect van sigarettenrook op de interactie tussen DC en CD4+/CD8+ T cellen te onderzoeken. Er wordt gekeken wat voor effect DC op de proliferatie van CD4+ en CD8+ T cellen heeft. Daarnaast wordt ook het directe effect van  CSE op proliferatie van CD4+ en CD8+ T cellen  onderzocht. 
2.0
Materiaal en Methode

2.1.0
Steriele milt  

(uitgevoerd door stage begeleider)
Materiaal
· Snijset (gesteriliseerd)
· Nembutal

· Balb/c en C57BL/6  muizen ( Charlis River the Netherlands)
· Opspeld plankje (gesteriliseerd met 70% ethanol)
· Handschoenen
· 70% Ethanol

· Injectienaald (25G)

· RPMI 1640 medium (GibCo BRL Life Technologies )

Aller eerst wordt de muis geeuthanaseerd met 0.3ml Nembutal (intraperitoneaal). Daarna wordt de muis met 70% ethanol gedesinfecteerd en opgespeld op een plankje.
Vervolgens wordt de buik opengesneden en vol gespoten met 70% ethanol. Daarna werd de milt opgezocht. De milt wordt voorzichtig verwijderd door de vliezen te splijten /los te knippen, zodat er zo min mogelijk vlies/vet aan de milt blijft hangen. De mild wordt in 10ml RPMI medium steriel bewaard.

2.1.1
Dendritische cel isolatie uit muis beenmerg 

(uitgevoerd door stage begeleider)
Materiaal 

· Snijset (gesteriliseerd)

· Nembutal

· Opspeld plankje (gesteriliseerd met 70% ethanol)

· Handschoenen
· 70% Ethanol

· PBS

· Injectienaald (25G)

· 70μm nylon filter ( cell stainer )
· RPMI 1640 medium (GibCo BRL Life Technologies )

· Muis Balb/c ( Charlis River the Netherlands)

· Petrischaal 100-mm (Falcon, No. 1029/Becton Dickinson, Heidelberg, Germany)
Muizen zijn bewaard onder SPF (specific pathogen free) condities. Na euthanaseren met 0.3ml Nembutal wordt de muis met 70% ethanol gedesinfecteerd en opgespeld op een plankje. Femur en tibiae (dijbeen en scheenbeen) zijn vrijgemaakt van de omliggende spieren en bindweefsel. Femur en tibiae zijn voor disinfectie 1 min in 70% ethanol geincubeerd (Petrischaal 100-mm) en daarna met PBS gewassen. Vervolgens zijn de twee uiteinden van Femurs en tibiae met schaar geknipt en het merg is met 20 ml PBS uitgespoeld m.b.v. een injectienaald (0.45mm). Door op en neer te pipetteren is het merg in PBS geresuspendeerd. Deze suspensie is door een 70μm nylon filter gefiltreerd, een keer gewassen met PBS en 5 min gecentrifugeerd bij kamer temperatuur (RT)1200rpm .Na centrifugeren is het pellet  geresuspendeerd in 10ml RPMI medium er werden 100 x106 leukocyten per muis geteld. 

Voor de  proliferatie van DC is gedurende 9 dagen, 3x  GM-CSF aan de kweekmedium toegevoegd. Er werd 2 x106 cellen in 10 ml RPMI medium gekweekt in een100-mm Petrischaal. Voor de specifieke activatie en proliferatie van DC (zie bijlage1).
2.1.2
Cel isolatie van muis milt
Materiaal 

· Steriele milt

· Alcohol 70 %

· 50 ml steriele buis
· Spuit (syringe)
· 70μm nylon filter ( cell stainer )

· Petrischaal 100-mm (Falcon, No. 1029/Becton Dickinson, Heidelberg, Germany)

· Medium

· 0.5L RPMI 1640 medium

· 50 ml FCS (Fetal Calf Serum)

· 30ml K-supplement

· Lysis buffer

· 1.0 L Demi (pH 7.1 op kammer temp)

· 155 mM NH4Cl (8.3 g)

· 10 mM KHCO3 (1.0 g)

· 01 mM EDTA (0.0372 g)

Door 0.22μm bottel-top filter steriliseren.

Een steriele milt (uit 2.1.1) werd met behulp van een spuit (achterkant) fijngemalen in een  Petrischaal met 10 ml medium. Dit werd sneller verricht om coagulatie te voorkomen. Celsuspensie werd met 70μm nylon filter in 50 ml tube gefiltreerd. De tube werd aangevuld tot 50 ml met medium en gecentrifugeerd bij 1500rpm, 5min, 4 °C.
Na centrifugeren werd het supernatant verwijderd, 15 ml koude lysis buffer toegevoegd en gecentrifugeerd (1500rpm, 5min, 4 °C). Het supernatant werd verwijderd en er werd 10 ml medium aan toegevoegd. De totaal hoeveelheid geïsoleerde cellen is bepaald door middel van  Bürker- Türk  telkamer. De celsuspensie werd op ijs bewaard.
Er werd met handschoenen in flowkast gewerkt om dit proces steriel te houden.
2.1.3
Isolatie CD4+ T cellen uit celsuspensie ( uit 2.1.2)
Materiaal 

· VarioMACS Separator (Miltenyi Biotec, Order No.130-090-282)

· MACS LS Colums (Miltenyi Biotec, Order No.130-042-401)
· MACS CD4+ T cells Isolation Kit ( Miltenyi Biotec, Order No.130-090-860)

· Biotin-AB Coctail

· Anti-Biotine MicroBeads

· MACS buffer

· PBS (0.5L)

· 0.5 % BSA (2.5 g)

· 2 mM EDTA (0.372 g)

Door 0.22μm bottel-top filter steriliseren.

Voor de isolatie van CD4+ cellen (uit 2.1.2) is gebruik gemaakt van het protocol 

“CD4+ T- cell isolation from mouse cell suspension” (zie bijlage 2).
2.1.4
Isolatie CD8+  T cellen uit celsuspensie ( uit 2.1.2)

Materiaal 

· VarioMACS Separator (Miltenyi Biotec, Order No.130-090-282)

· MACS LS Colums (Miltenyi Biotec, Order No.130-042-401)

· MACS CD8+ T cells Isolation Kit ( Miltenyi Biotec, Order No.130-090-282)

· Biotin-AB Coctail

· Anti-Biotine MicroBeads

· MACS buffer

· PBS (0.5L)

· 0.5 % BSA (2.5 g)

· 2 mM EDTA (0.372 g)

Door 0.22μm bottel-top filter stereliseren.

Voor de isolatie van CD8+ cellen (uit 2.1.2) is gebruik gemaakt van het protocol 

“ Cytotoxic T- cell isolation from mouse cell suspension” (zie bijlage 3).

2.1.5
CD4+ en CD8+ T cellen zuiverheid  
Materiaal 

· FACS
· FACS buffer ( PBS, 5% BSA, 1% natrium azide) 

· Anti-CD4 antilichamen gelabeld met Phycoerythrine (CD4-PE  50 μg/ 50μl) 

· Anti-CD8 antilichamen gelabeld met Phycoerythrine (CD8-PE 50 μg/ 50μl)

Geïsoleerde CD4+ en CD8+ T cellen (2 x 105 cellen/ 100μl)   werden 3x met 1 ml PBS gewassen en gecentrifugeerd (1200rpm, 5min, 4 °C). Het  pellet werd geresuspendeerd in 1 ml FACS buffer. Vervolgens werd aan CD4 T cellen 3.0 μl α-CD4-PE en 3.0 μl α-CD8+-PE aan CD8+ T cellen toegevoegd en 30min geincubeerd bij kamertemperatuur. Na de incubatie stap werden de cellen 3x met 1 ml FACS buffer gewassen en gecentrifugeerd(1200rpm, 5min, 4 °C). Het supernatant werd verwijderd en het pellet werd in 1ml FACS buffer geresuspendeerd en met behulp van FACS geanalyseerd. 

2.1.6
Het bereiden van sigarettenrook (CSE )
Materiaal 

· Sigarettenrook machine (Teague Enterprises, Davis, CA, USA)

· PBS (steriel)
· 50 ml buis

· Sigaret ( luckystrike) 

· Spectrometer 
Het bereiden van sigarettenrook is uitgevoerd volgens “ Cigarette Smoke Exract” protocol (zie bijlage 4), PBS  was gebruikt als medium voor CSE. Absorptie van het gemaakte CSE was m.b.v. spectrometer bij 320nm gemeten en uitgedrukt in Optische dichtheid (OD). 
2.1.7
CFSE kleuring aan CD4+ en CD8+  T cellen

Materiaal

· CFSE ((carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester ) (Molecular Probe USA))
· PBS (fosfaat bufferd saline).

· RPMI medium (  + 50 ml FCS en 30 ml K supliment)

Geïsoleerde T cellen (uit 2.1.4 en 2.1.5)  zijn gekleurd met CFSE. De CFSE  kleuring is uitgevoerd volgens het protocol “CellTrace™ CFSE Cell Proliferation Kit (C34554) “
( zie bijlage 5).De gebruikte concentratie van CFSE was 4μM voor  5x107 cellen (15min).
2.1.8
Het kweken van Dendritische cellen met CD4+ en CD8+  T cellen.

(MLR : Mix  Lymphocytes  Reaction)  

Materiaal 

· 96 wells plaat 

· RPMI medium ( + 50 ml FCS en 30 ml K supliment)

· Steriel PBS
· Dendritisch cellen Balb/c muis

· T cellen C57BL/6  muis

Dendritische cellen (na 8 dagen kweken zie 2.1.1) werden eerst voor 24 uur met 1.5% CSE in RPMI medium geincubeerd. Daarna werden ze 3x met PBS gewassen. Vervolgens werden dendritische cellen samen met vers geïsoleerde allogene CD8+ en CD4 T cellen (uit 2.1.7)  in RPMI medium voor 72 uur gekweekt. Voor het samen kweken van T cellen en dendritische werd er gebruik gemaakt van verschillende  ratio’s,  namelijk : 1:2, 1:5, 1:10, 1:20, en 1:50.
De  proliferatie van  CD4+  en CD8+  T cellen  is gemeten door de verdunning van CFSE te meten met behulp van FACS analyse.
2.1.9
FACS analyse CD4 en CD8+  T cellen proliferatie.
Materiaal 

· FACS

· PBS

· FACS buffer ( PBS, 5% BSA, 1% Sodium azide) 

· Anti-CD4 antilichamen gelabeld met Phycoerythrine ( CD4-PE  50 μg/ 50μl) 

· Anti-CD8 antilichamen gelabeld met Phycoerythrine ( CD8-PE 50 μg/ 50μl)

· Anti-CD3 gelabeld met APC (CD3-APC 50 μg/ 50μl )
· PI (propidium iodide) 

De celcultuur  uit 2.1.8 werd met PBS gewassen en voor 30 min geconjugeerd met α-CD4-PE , α-CD8-PE, α-CD3-APC en PI  om CD8+ en CD4+ T cellen specifiek te markeren. Daarna werden de cellen twee keer met FASC buffer gewassen. T cel proliferatie was gemeten m.b.v. het flow cytometery gedeelte van  FACS. T cellen waren geselecteerd positief op α-CD4-PE , α-CD8-PE, α-CD3-APC en negatief voor PI. Er werd 100 x 103 cellen geteld en data was geanalyseerd met cellquest programma. 
2.2.0
 InterLeukin-2 (IL-2)  meting in MLR supernatant 

Materiaal

· 96 wellsplaat 

· Muis IL-2 ELISA kit ( eBioscience cat # 88-7024 )

· Microplate reader

Voor het bepalen van IL-2 in MLR supernatant is er gebruik gemaakt van Muis IL-2 ELISA kit. Voor de werkwijze (zie bijlage 6).
2.2.1 
Effect van CCL3 antilichamen op de proliferatie van CD8+ T cel in MLR

Materiaal 

· 96 wells plaat 

· RPMI medium ( + 50 ml FCS en 30 ml K supliment)

· Steriel PBS

· Dendritisch cellen Balb/c muis

· T cellen C57BL/6  muis

· Anti-CCL3  polyclonale antilichamen

Dendritische cellen waren 24uur geprimed met CSE en daarna 3x met PBS gewassen. Vervolgens werd geprimede DC met 10 μg/ml anti-CCL3 polyclonale antilichamen behandeld (30-60 min bij 37°C). Voor de negatieve controle werd DC met IgG behandeld. MLR reactie werd ingezet volgens 2.1.8 en de proliferatie van CD8+ T cellen was geanalyseerd volgens 2.1.9.
2.2.2
T cel activatie met behulp van muis anti CD3 en CD28 antilichamen
Materiaal 

· 96 wellsplaat 

· Anti-muis CD3 (Biolegend 500μg/0.5ml)

· Anti-muis CD28 (Biolegend 500μg/0.5ml)

· PBS

· RPMI medium ( + 50 ml FCS 30 ml K supliment)

· T cellen geïsoleerde uit Balb/cn muis

Voor het activeren van CD4+ en CD8+ T cellen is gebruik gemaakt van muis anti CD3 en CD28 antilichamen. Een  96 wellsplaat is voor 2 uur bij kamertemperatuur gecoat met 50 μl anti CD3  en 50 μl anti CD28, de concentratie van beide antilichamen was 10 μg/ml. Daarna is de 96 wellsplaat drie keer met PBS gewassen, er zijn 200 x 103 T cellen voor 16 uur  in 200 μl medium gekweekt. Vervolgens werd er 1.5% CSE (5.4 OD ) toegevoegd en de T cel proliferatie na 16uur en 72uur met behulp van  een XTT assay gemeten.

2.2.3:
Bepaling van T cel proliferatie met behulp van XTT assay
Materiaal 

· XTT stock oplossing 1mg/ml (Sigma) in plain RPMI 1640(Gibco)

· Electron-coupling reagent.PMS (Sigma=) (=N-methyl dibenzopyrazine methylsulfate) in PBS : 0.383 mg/ml (1.25 mM)

· XTT- solution (1: 49 Electron coupling agent: XTT solution)

· RPMI  medium ( 50 ml FCS, 30 K supliment)

· Spectrofotometer (‘Biorad Novapath microplate reader’)
Voor het bepalen van CD4+ en CD8+ T cel  proliferatie is er gebruik gemaakt van XTT assay. Er is geen ijklijn gemaakt en in plaats van 2 x104 cellen zijn er 2 x105 cellen gebruikt,  alle groepen zijn vergeleken met de controle. Verder  is er  volgens de protocol “ XTT assay for the determination of cellviability “ gewerkt (zie bijlage 7) .
2.2.4 
Statistische analyse van de resultaten
Experimentele resultaten  zijn uitgedrukt als gemiddelde (S.E.M (standard error of the mean). Voor het analyseren van resultaten werd gebruik gemaakt van GraphPad Prism (version 4). Resultaten zijn statistisch getest door middel van een  one way ANOVA en vervolgens door een Kruskal- Wallis test indien nodig. Voor het bepalen van significante verschillen tussen twee groepen is er gebruik gemaakt van een ongepaarde t- test. P<0.05 is statistisch significant beschouwd. 
3.0 Resultaten
3.1.0
Dendritische cellen isolatie uit muis beenmerg
Na de specifieke behandeling zijn er 10 x 106 dendritische cellen verkregen die voor MLR zijn gebruikt.
3.1.1
 Cellen isolatie uit muis milt
Na het fijn malen van 6 muis milten zijn er 510 x 106 /10 ml cellen geïsoleerd. Deze celsuspensie is verdeeld in twee buizen: 5ml voor CD4+ isolatie en 5ml voor CD8+ T cel isolatie. Door lysis buffer zijn alle erytrocyten gelyseerd,de geïsoleerde cellen waren bijna allemaal  witte bloedcellen. 
3.1.2 
Isolatie CD4+ T cellen uit celsuspensie

Uit de witte bloedcellen celsuspensie ( 260 x 106 cellen/5ml ) zijn CD4+ T cellen geïsoleerd. Er zijn 7.5x106 CD4+ T cellen geïsoleerd, dat komt overeen met 2.8% van de totale celsuspensie.
3.1.3 
Isolatie CD4+ T cellen uit celsuspensie

Uit de witte bloedcellen celsuspensie ( 260 x 106 cellen/5ml ) zijn CD8+ T cellen geïsoleerd. Er werden  6x106 CD4 T cellen geïsoleerd, dat  komt overeen met 2.3% van de totale celsuspensie.
3.1.4
CD4+ en CD8+ T cel zuiverheid

Geïsoleerde T cellen zijn op zuiverheid geanalyseerd m.b.v. FACS. Er zijn 95% zuivere CD4+ en 94% CD8+ T cellen geïsoleerd. Dit percentage cellen voldoet aan de eisen van de experimenten, namelijk: MLR en T cel activatie met behulp van  muis anti CD3 en CD28 antilichamen.
3.1.5 CD8+ T cel proliferatie in MLR
In de MLR reactie is te zien dat DC die geprimed zijn met CSE de proliferatie van CD8+ T cellen induceren. Er is bij elke ratio (behalve ratio 1:2) een  significant verschil tussen de controle en CSE groep (zie fig 2). Controle groep bestaat uit niet geprimede dendritisch cellen met CD8+ T cellen.
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Fig 2:MLR reactie van CD8+ T cellen met verschillende ratio’s van DC . Een significante
 inductie in CD8+ T cel proliferatie is te zien bij bijna alle ratio’s (* p <0.05 )  
3.1.6
IL-2 productie in supernatant van MLR (CD8+ T cellen )
IL-2 is een marker voor de groei en proliferatie van T cellen. In MLR supernatant gemeten IL-2 is parallel met CD8+ T cel  proliferatie. Er is een significant verhoogde IL-2 productie te zien in de CSE groep (zie fig3).
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Fig 3: IL-2 geproduceerd in MLR supernatant van CSE groep is significant verhoogd ten opzichte
van de controle groep ( * p<0.05 ).
3.1.7 CD4+ T cel proliferatie in MLR

In MLR reactie van geprimede DC en CD4+ T cellen (CSE groep) is de proliferatie van CD4+ T cellen verlaagd. Niet-geprimede DC en CD4+ T cellen zijn  meegenomen als negatieve controle (controle groep). Er is een significante verlaging in de proliferatie van CD4+ T-cel bij de CSE groep (zie fig 4).
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Fig 4: MLR reactie van CD4+ T cel met verschillende DC ratio’s. Een significante verlaging
in  CD4+ T cel proliferatie is te zien bij bijna alle ratio’s (** p<0.05)
3.1.8
IL-2 productie in supernatant van MLR (CD4+ T cellen)

IL-2 geproduceerd in  het supernatant van MLR reactie verloopt parallel met CD4+ T cel  proliferatie. Er is een significant verschil tussen de controle en CSE groep (zie fig 5).   
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Fig 5: 
IL-2 geproduceerd in MLR supernatant van CSE groep is significant verlaagd ten opzichte van de controle groep ( * p<0.05 ).
3.1.9
Het effect van  CCL3 antilichamen op de proliferatie van CD8+ T cel in MLR
CCL3 antilichamen onderdrukt de proliferatie van CD8+ T cellen. In MLR reactie is te zien dat geprimede DC de proliferatie van CD8+ T cellen induceert. Aan de groep waar CCL3 antilichamen zijn toegevoegd, is de proliferatie van CD8+ T cellen geremd. Er is een significante proliferatie verschil te zien  tussen controle en CSE-groep en tussen de CSE-groep en CSE-groep + CCL3. Controle groep bestaat uit niet geprimede DC met CD8+ T cellen (zie fig6).
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Fig 6: 
MLR reactie van CD8+ T cellen met verschillende ratio’s DC. Het CD8+ T cel proliferatie geïnduceerd door geprimede DC is door toevoegen van CCL3 antilichamen geremd (*, # p <0.05).

3.2.0
Effect van CSE op geactiveerde CD8+ T-cel proliferatie
Na blootstelling van naïeve CD8+ T cellen aan  CSE (16uur en 72uur) is er geen proliferatie gezien. Bij activatie  van CD8+ T cellen met muis anti CD3 en CD28 antilichamen is er een significante verhoging in  proliferatie. CSE verlaagd proliferatie van geactiveerde  CD8+ T cellen: er is significante verlaging in proliferatie van geactiveerde CD8+ T cellen na blootstelling aan CSE voor 72 uur (zie fig 7).
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Fig 7:Effect van CSE op naïeve en geactiveerde T cel proliferatie. CSE heeft geen effect op proliferatie van  naïeve CD8+ T cellen.  Proliferatie van geactiveerde CD8+ T cellen wordt wel verlaagd door CSE 
(* p<0.05).
3.2.1
Effect van CSE op geactiveerde CD4+ T-cel proliferatie

CSE heeft geen effect op proliferatie van  naïeve CD4+ T cellen. Bij activatie van CD4+ T cellen met  muis anti CD3 en CD28 antilichamen is er een significante verhoging van de proliferatie te zien. CSE verlaagt proliferatie van geactiveerde CD4+ T cellen: bij blootstelling van CD4+ T cellen aan CSE voor 72uur is de proliferatie significant verlaagd (zie fig 8).
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Fig 8: Effect van CSE op naïeve en geactiveerde T cel proliferatie. CSE heeft geen effect op proliferatie van  naïeve CD4+ T cellen, proliferatie van geactiveerde CD4+ T cellen wordt wel verlaagd door CSE
 (* p<0.05).
4.0
Discussie /Conclusie

De terugkerende  longinfecties bij COPD is hoog waarschijnlijk te verklaren door de verlaagde proliferatie van CD4+ T cellen. CD4+ T cellen zijn nodig tegen virale en bacteriële infecties. Sigarettenrook heeft geen directe effect had op de proliferatie van naïeve T cellen, maar wel indirect via de dendritische cellen. CSE verhoogt het vermogen van dendritisch cellen om CD8+ T cel proliferatie  te induceren en de proliferatie van CD4+ T cellen te onderdrukken. De verhoogde CD8+ T cel proliferatie levert een bijdragen aan afbraak van de long structuur bij COPD. CD8+ T cellen produceren kationic eiwitten dat longweefsel beschadigt. Hoe dendritische cellen de proliferatie van T cellen regelen is voor een groot deel onbekend. Het kan door middel van cel – cel contact of via chemokines die vrijgegeven worden door dendritische cellen

Wij hebben eerder (Mortaz et al, Thorax 2008) aangetoond dat CSE induceert MIP-1α en MIP-2 chemokines vrijgegeven door mDC.  Het kan gespeculeerd worden dat chemokines vrijgegeven door DC mogelijke een rol kunnen spelen in proliferatie van T cellen. Om dit te kunnen bewijzen hebben wij de effect van antilichamen tegen  MIP-1α en MIP-2 in MLR getest. Wij vonden dat, door neutraliseren van MIP-1α en MIP-2 chemokines m.b.v. CCL3 antilichamen de proliferatie van CD8+ T cel was onderdrukt. Vermoedelijk speelt MIP-1α en MIP-2 geproduceerd door DC een belangrijke rol bij de verhoogde proliferatie  van CD8+ T cellen. Het kan ook zijn dat er andere cytokines als cofactor fungeren.

De proliferatie van naïeve T cellen wordt niet beïnvloed door CSE.  Op de proliferatie van geactiveerde CD4+ en CD8+ T cellen heeft CSE wel een negatief effect: CSE verlaagt proliferatie van CD4+ en CD8+ T cellen. Het moet nog onderzocht worden of de verlaagde proliferatie van geactiveerde CD4+ en CD8+ T cellen mogelijk veroorzaakt is door CSE. Celviability van geactiveerde CD4+ en CD8+ T cellen die blootgesteld zijn aan CSE zou kunnen vastgesteld worden met behulp van Propidium iodide kleuring.
4.1.0 Eind Conclusie 
Geprimede  DC spelen een belangrijke rol in de proliferatie van T cellen. CSE heeft geen effect op proliferatie van naïeve T cellen maar wel op geactiveerde T cellen
· In MLR:

· Geprimede dendritische cellen verhogen de proliferatie van  CD8+ T cellen en verlagen de proliferatie van CD4+ T cellen. 

· IL-2 productie door CD8+ T cellen was verhoogd en bij CD4+ T cellen was het verlaagd.

· Directe effecten van CSE op de proliferatie van T cellen:

· CSE heeft geen effect op naïeve CD4+ en CD8+  T cellen proliferatie.

· CSE verlaagt de proliferatie van geactiveerde T cellen.

Chemokines geproduceerd door dendritische cellen spelen mogelijk een rol bij T-cel proliferatie. Vermoedelijk speelt MIP-1α en MIP-2 geproduceerd door dendritische cellen een belangrijke rol bij de verhoogde proliferatie  van CD8+ T cellen.
4.1.1
Toekomst plannen 
1:
Celviability m.b.v. PI meten (cellen die voor 16uur en 72 uur blootgesteld zijn aan CSE).
2:
T cellen incuberen met het supernatant van MLR.
3:
Het meten van MIP-1α  en IL-2 in supernatant van naïeve en geactiveerde T cellen die blootgesteld zijn aan CSE.

4:
Het meten van CTLA4 en CD28-expressie op T cellen blootgesteld aan CSE.
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