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In loving memory...

Pepe...

In my hands

A legacy of memories

I can hear you say my name

I can almost see your smile

Feel the warmth of your embrace
But there is nothing but silence now
Around the one I loved

Is this our farewell?

Sweet darling you worry too much, my child
See the sadness in your eyes
You are not alone in life

Although you might think that you are

Never thought

This day would come so soon
We had no time to say goodbye
How can the world just carry on?

I feel so lost when you are not at my side
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Lijst met afkortingen

AB Amyloid beta

AD De ziekte van Alzheimer

APP Amyloid precursor proteine

BSA Bovine serum albumine

CMV Cytomegalovirus

Cpn Chlamydia pneumoniae

Ct Cylce threshold

Czs Centraal zenuwstelsel

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium
E Efficiéntie

EB Elementair lichaampje

ELISA Enzyme-linked immuno sorbent assay
FAD De familiale vorm van AD

FCS Foetaal kalfsserum

FPR Formyl peptide receptoren
FPRL1 Formyl peptide receptor-like 1

HIV Humaan immunodeficiéntie virus
HO Hoechst 33258

HSV Herpes simplex virus

IFN Interferon

IL Interleukine

In-Cpn Cpn geinactiveerd door UV licht
LPS Lipopolysaccharide

mFPR2 Murine formyl peptide receptor 2
MMC Muis microgliacellen

MOI Multiplicity of infection

NFT Neurofibrillaire tangles

ODN Oligodeoxynucleotide

PBS Fosfaat gebufferde zoutoplossing
PGN Peptidoglycaan

pi Post infectie

PI Propidium iodide

PS Preseniline

RB Reticulair lichaampje

rpm Rotations per minute

RT-PCR Real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction
SAD De sporadische vorm van AD

SPG Sucrose fosfaat glucose oplossing

TLR Toll-like receptor

TNF Tumor necrosis factor
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Samenvatting

De ziekte van Alzheimer (AD) wordt gekenmerkt door de aanwezigheid van geactiveerde
microgliacellen rond plaques bestaande uit amyloid-p (AB). AB is in staat microgliacellen
te activeren via formyl peptide receptor-like 1 (FPRL1), met een tweezijdig effect tot
gevolg namelijk de opname van het toxische AB, alsook de vrijzet van neurotoxische pro-
inflammatoire producten. Recent data toonden een associatie aan tussen Chlamydia
pneumoniae (Cpn) infectie en AD, maar een eenduidig mechanisme waardoor Cpn AD
kan induceren of verergeren is nog niet gekend. Er werd gesuggereerd dat microbiéle
infectie, via een verhoging van de FPRL1 expressie in microgliacellen, een uitgesproken
effect heeft op de pathogenese van AD. Het doel van deze studie was de invloed van Cpn
infectie op de opname van AP te onderzoeken.

De expressie van mFPR2 werd na Cpn infectie gemeten met behulp van RT-PCR. Cpn
infectie, met een lage multiplicity of infection (MOI), verlaagde de mFPR2 expressie
vergeleken met de controles. Muis microgliacellen (MMC) geinfecteerd met MOI 5 of
behandeld met inactief Cpn (in-Cpn) daarentegen vertoonden meer mFPR2 expressie.
Vervolgens werd het effect van Cpn infectie op mFPR2 expressie na AP blootstelling
geanalyseerd. Mock-geinfecteerde MMC blootgesteld aan Ap brachten mFPR2 verhoogd
tot expressie vergeleken met de controles. Voorbehandeling van MMC met Cpn en de
daaropvolgende Ap blootstelling (24u) leidde tot een lichte toename in receptorexpressie.
Voor analyse van de pro-inflammatoire respons, die ontstaat na activatie van MMC door
AB en/of Cpn, werd gebruik gemaakt van een IL-6 ELISA. In het supernatans van mock-
geinfecteerde MMC, voor 30 min blootgesteld aan AB, werden significante hoeveelheden
IL-6 gevonden. Voorbehandeling van deze MMC met zowel actief als inactief Cpn zorgde
voor een zichtbare toename in de concentratie IL-6. Tot slot werd de neuronale celdood
geanalyseerd die optrad na blootstelling aan de cytokines, vrijgezet door MMC als reactie
op Cpn en AB. Incubatie van neuronen met het supernatans van mock-geinfecteerde
MMC blootgesteld aan AB (24u), had als gevolg dat het percentage neuronale cellen die
necrose ondergingen significant verhoogd werd vergeleken met de controles. Transfer
van het supernatans, van MMC blootgesteld aan in-Cpn en AB (24u), naar een neuronale
cellijn, leidde tot een verhoging van zowel het percentage apoptotische als, meer
uitgesproken, het percentage necrotische cellen.

Deze data tonen aan dat AP in staat is de cytokine-productie door MMC te induceren,
mogelijk via mFPR2. Deze pro-inflammatoire cytokines, alsook AB, kunnen een
neurotoxisch milieu creéren met neuronale celdood als gevolg. Cpn infectie (MOI 1) kan,
door een verlaging van mFPR2 expressie, de progressie in AD verergeren door de directe
toxische effecten van Ap te moduleren. Anderzijds kunnen cellulaire Cpn-componenten
additioneel bijdragen aan neurodegeneratie door een verhoging van mFPR2 expressie,

wat de productie van pro-inflammatoire cytokines na AP blootstelling stimuleert.

Samenvatting - iii -
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1 Inleiding

Gedurende de laatste vijftig jaar is de levensverwachting van de Westerse bevolking
gestegen, met als gevolg dat meer mensen een leeftijd bereiken waarop
neurodegeneratieve ziektes frequenter voorkomen. Vroeger werd dementie beschouwd
als een natuurlijk gevolg van veroudering, maar recent is gebleken dat, bij autopsie,
meer dan de helft van personen met dementie alle kenmerkende tekenen van de ziekte

van Alzheimer (AD) vertoonden (1).

1.1 De ziekte van Alzheimer

AD is een neurodegeneratieve aandoening, dit betekent dat het leidt tot het afsterven
van neuronen, voornamelijk in de hippocampus en neocortex. Hierdoor treedt er een
gradueel progressief geheugenverlies op alsook cognitieve achteruitgang, uiteindelijk
resulterend in dementie (2).

Het eerste klinische symptoom van AD zijn occasionele defecten in geheugenvorming,
zoals moeilijkheden met het herinneren van dagdagelijkse handelingen. Deze cognitieve
gebreken zullen progressief verergeren, waardoor de patiént problemen zal ondervinden
met uitvoerende functies. Dit betekent dat er moeilijkheden zullen optreden met
oriéntatie in tijd en ruimte, alsook moeilijkheden met het uitvoeren van complexe taken.
Mogelijk kunnen de patiénten ook leiden aan persoonstoornissen met name angst,
agressiviteit, depressie of hallucinaties. De patiénten zullen progressief verslechteren,
wat zal leiden tot dementie met een volledige desoriéntatie, een ernstige achteruitgang
van het geheugen en globale cognitieve tekorten. Uiteindelijk kan de patiént immobiel

worden en sterven door een banale respiratoire bemoeilijking zoals pneumonie (1).

1.1.1 Genetica van AD

AD kan zich manifesteren in twee verschillende vormen: familiaal en sporadisch. De
familiale vorm van AD (FAD) komt voor bij 10% van de AD patiénten en de symptomen
komen tot uiting voor de leeftijd van 65 jaar. FAD is te wijten aan autosomale dominante
mutaties in meerdere genen (3). Er is geweten van drie genen dat ze een rol spelen in de
pathogenese van FAD, met name het amyloid precursor proteine (APP) gen op
chromosoom 21, het preseniline 1 (PS1) gen op chromosoom 14 en het preseniline 2
(PS2) gen op chromosoom 1. Missense mutaties in deze genen veroorzaken een
abnormale processing van APP, wat resulteert in een overproductie van amyloid-p (AB42)
peptides (4). Deze mutaties worden echter niet gevonden bij de latere, sporadische vorm

van AD (SAD). SAD is de meest voorkomende vorm van AD (ongeveer 90%), die zich
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manifesteert na de leeftijd van 65 jaar. Het initi€le mechanisme dat leidt tot de
ontwikkeling van SAD is nog niet gekend, alhoewel er al risicofactoren voor SAD
vastgesteld zijn. Zo is bijvoorbeeld het ApoE €4 allel geassocieerd met een verhoogd
risico op SAD. Studies hebben aangetoond dat personen met een of meer ApoE €4

allelen, meer AB plaques hebben vergeleken met personen zonder het ApoE €4 allel (3).

1.1.2 Histopathologische kenmerken

AD wordt histopathologisch gekenmerkt door intracellulaire neurofibrillaire tangles
(NFT’s) opgebouwd uit tau eiwitten (4), extracellulaire seniele plaques die voornamelijk
bestaan uit AB-peptiden, in het bijzonder AB4, en neuronale celdood (5). Niet-
gefosforyleerde tau eiwitten functioneren onder normale condities als een brug tussen de
microtubuli van axonen om er voor te zorgen dat ze recht en parallel naar mekaar lopen.
Bij AD hecht het hypergefosforyleerd tau eiwit los van de microtubuli en accumuleert het
in het soma in de vorm van NFT’s. Deze verstoring van het cytoskelet zorgt ervoor dat de
axonen afsterven, zo is er dus geen normale informatie stroom mogelijk in de betrokken
neuronen (6). Een tweede belangrijk kenmerk zijn de plaques, bestaande uit AB. Dit AR
ontstaat door een afwijkende proteolytische processing van het APP, een
alomtegenwoordig type 1 integraal membraan glycoproteine. De proteolytische
verwerking van APP, waarin y-secretase centraal staat, zorgt voor de vrijzetting van het
AB fragment (7).
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«-secretase fB-secretase
e | BT
APPs a-stub APPsg f-stub
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Figuur 1: Endoproteolytische klievingen van APP staat centraal in AD (8). APP kan gekliefd worden
door B-secretase en y-secretase voor het verkrijgen van AR, of AB4o, wat actief gesecreteerd kan worden.
APP kan ook gekliefd worden door a-secretase voor het verkrijgen van sAPPa. Dit sAPPa heeft

neuroprotectieve en trofische functies.
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Het geaccumuleerde AB kan zich afzetten in amyloid plaques in het hersenparenchym
van de AD patiénten (7). Het AB peptide kan in verschillende vormen worden vrijgezet,
met AB4o en AB4, als de meest voorkomende vormen. Bij Alzheimer kunnen er twee grote
plaque types onderscheiden worden, met name de diffuse en de neuritische plaques. De
diffuse plaques bestaan voornamelijk uit AB4,. De neuritische plaques daarentegen
bevatten fibrillair AB, zowel AB4 als AB4,. Dit AB4, vormt in vitro sneller oligomeren en
fibrillen vergeleken met AB4. Dit gegeven leidde tot de hypothese dat deze diffuse
plaques de precursoren zijn van de neuritische plaques. Tevens is er aangetoond dat de

oplosbare AB oligomeren in vitro en in vivo toxischer zijn dan AR fibrillen (9).

1.1.3 AB in de pathogenese van AD

De accumulatie van AB4, peptides speelt een belangrijke rol in de neurodegeneratie bij
AD. Een verhoging van AB4,, zowel in de fibrillaire als in de niet-fibrillaire vorm, kan
direct cytotoxisch zijn voor neuronale cellen. Oplosbaar niet-fibrillair AR, speelt
voornamelijk een rol tijdens de vroege fases van AD (7).

Er is geen eenduidig mechanisme van deze directe neurotoxiciteit bekend. Er is
gesuggereerd dat AB de calciumhomeostase kan verstoren, mogelijk door interferentie
met L-type spanningsafhankelijke calciumkanalen (10). In een andere studie werd
aangetoond dat de neurotoxiciteit van AB gereduceerd kan worden via cytochalasine D,
een product dat actine polymerisatie en calcium influx inhibeert (11). Andere studies
suggeren dat de reactieve zuurstof soorten een rol spelen in de directe toxiciteit van AB
(12). Verder is er aangetoond dat AP toxisch is wanneer het geinjecteerd wordt in de
hersenen van oude rhesus apen. Echter, injectie van hetzelfde materiaal in jonge apen
heeft een miniem toxisch effect. Dit suggereert dat er naast het pathogene AB, andere
leeftijdverwante vatbaarheidfactoren belangrijk zijn voor het verkrijgen van een toxische
reactie in vivo (13).

De co-lokalisatie van geactiveerde microgliacellen met seniele plaques duidt erop dat
deze cellen reageren op een of meer componenten van deze plaques. Deze plaques
bestaan voornamelijk uit AB en er is aangetoond dat AB een grote upregulatie kan
veroorzaken van de expressie van inflammatoire cytokines door microgliacellen en
astrocyten (14). De inductie van interleukine-1B (IL-1B) door ABi.4; kan relevant zijn voor
de progressie van de neuropathologie in AD. IL-1B kan zelf ook de productie induceren
van andere cytokines en eiwitten zoals IL-6, tumor necrosis factor-a (TNF-a), S1008 en
al-antichymotrypsine. Deze worden allen gevonden in neuritische plaques in AD. De
inductie van de cytokines door IL-1B kan verhoogd worden door AB-peptides (15). Dus

depositie van AB kan zowel direct toxisch zijn voor neuronen, als indirect via de activatie
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van microgliacellen, waardoor er mogelijk cytotoxische molecules, cytokines en andere

verwante stoffen worden vrijgezet die neurodegeneratie kunnen veroorzaken (9).

1.2 Rol van microgliacellen bij inflammatie

Microgliacellen zijn essentiéle componenten in de ontwikkeling, inflammatie en
immunologische reacties in het centrale zenuwstelsel (CZS). Deze microgliacellen zijn de
residente fagocyten van het aangeboren immuunsysteem, wat de vitale eerste
lijnsverdediging is tegen, onder andere, pathogenen en weefselschade (9). Naast hun rol
in het aangeboren immuunsysteem hebben deze microgliacellen ook een rol in de
verworven immuunreacties; door de inductie van neuroinflammatie na vrijzetting van
pro-inflammatoire cytokines en chemokines, fagocytose, cytotoxiciteit en regulatie van
de T-lymfocyt responsen via antigeen presentatie. Samenvattend vormen deze
microgliacellen de initiéle verdediging tegen indringende pathogenen in het CZS, zelfs

voordat de leukocyten infiltreren (16).

1.2.1 Microgliacellen en Ap plaques

Wanneer microgliacellen geactiveerd worden door AB42, migreren ze naar seniele
plaques in de hersenen van AD patienten en vormen clusters in en rond deze plaques.
Door deze activatie zullen de microgliacellen pro-inflammatoire mediatoren en
neurotoxines vrijzetten. Naast dit migratieproces zorgt de activatie van microgliacellen
ook voor de verwijdering van Ap42. AB42 interageert met de microgliacellen via
verschillende transmembranaire chemoattractante receptoren. Deze receptoren zorgen
ervoor dat de microgliacellen kunnen migreren en accumuleren op plaatsen van
inflammatie en infectie.

Er zijn aanwijzigingen dat de verwijdering van AB42 door microgliacellen gebeurt via de
formyl peptide receptor-like (FPRL1) (5). FPRL1 is een variant van de formyl peptide
receptoren (FPR) welke veelvuldig tot expressie komen op cellen van niet-
hematopoétische oorsprong, zoals op epitheelcellen en endotheliale cellen van de
microvasculatuur, alsook op perifere bloed fagocytische leukocyten. Activatie van FPR en
FPRL1 door hun agonisten zorgt voor een serie van signalisatie processen die leiden tot
celadhesie, chemotaxis, fagocytose, vrijzetting van reactieve zuurstof intermediairen en
de productie van pro-inflammatoire cytokines. Recent werd aangetoond dat AB42 een
van de FPRL1-specifieke chemotactische agonisten is. FPRL1 zorgt voor de
chemotactische werking van AB42 op microglia en zorgt op die manier voor de
rekrutering van microglia naar de lesies (17). AB42 wordt gebonden aan FPRL1 en wordt

snel geinternaliseerd naar de cytoplasmatische regio. Dit kan een verdedigingsreactie
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van de gastheer zijn met als doel het verwijderen van abnormaal en verhoogd
pathogenisch AB42. Naast deze positieve effecten kan de interactie van Ap42 met FPRL1
echter ook geassocieerd worden met cel-activatie en de vrijzetting van pro-inflammatoire
en neurotoxische mediatoren. Een blijvende blootstelling van de cellen aan Ap42
resulteert in de retentie van AB42/FPRL complexen in het cytoplasmatisch compartiment,
wat leidt tot intracellulaire fibrillaire vorming en apoptotische celdood (17).

In de literatuur staat beschreven dat FPRL1 en zijn muishomoloog, formyl peptide
receptor 2 (mFPR2), een rol hebben in de chemotactische werking van verschillende
peptides geassocieerd met inflammatie, zoals AB en TNF-a, alsook peptides geassocieerd
met microbiéle infectie, waartoe lipopolysaccharide (LPS) en peptidoglycaan (PGN)
behoren.

Een studie van Iribarren et al toonde aan dat de expressie van mFPR2 verhoogd kon
worden door stimulatie met TNF-a. Dit had als gevolg dat er een grotere chemotactische
reactie ontstond op de mFPR2 agonisten, waartoe ook AB42 behoort (18).

Cui et al heeft aangetoond dat LPS, een onderdeel van Gram-negatieve bacterién,
selectief de functie van mFPR2 kan moduleren, door verhoging van de gentranscriptie en
de eiwitsynthese van deze receptor en dus zo de reacties van de gastheer stimuleren op
inflammatoire aandoeningen in het CZS (19).

De microgliacellen brengen naast FPR ook verscheidene Toll-like receptoren (TLR) tot
expressie. Deze TLR zijn patroon herkenningsreceptoren aanwezig op de cellen van het
aangeboren immuunsysteem. TLR zorgen voor de herkenning van onveranderde
moleculaire motieven van bacterién, schimmels en virussen die essentieel zijn voor de
overleving van het pathogeen. Ze zorgen voor activatie van fagocyten en weefsel
dendriet cellen met als gevolg de secretie van chemokines en cytokines als reactie op
pathogenen en beschadigde gastheercellen. Tevens brengen ze co-stimulerende
molecules tot expressie die nodig zijn voor de beschermende immuunreacties, voor de
efficiénte verwijdering van beschadigde weefsels en voor de activatie van de verworven
immuunrespons. Deze pro-inflammatoire mediatoren dragen bij aan de verhoogde bloed-
hersen barriére permeabiliteit en de resulterende influx van perifere immuuncellen naar
het hersen parenchym (16).

Er is aangetoond door Chen et al dat Toll-like receptor 2 (TLR2) in muismicroglia cellen
(MMC) kan geactiveerd worden door PGN, een component van de celwand van Gram-
positieve bacterién. De activatie van TLR2 in microgliacellen induceert ook de expressie
van mFPR2 via ERK1/2 en p38 MAPK-afhankelijke signalisatiepathways. De
microgliacellen, geactiveerd door een TLR2 ligand, vertonen een verhoogde endocytose
capaciteit van AB42 via mFPR2 (5). De expressie en functie van mFPR2 in MMC kan ook
verhoogd worden door CpG-bevattende oligodeoxynucleotide (ODN), een ligand voor
Toll-like receptor 9 (TLR9) (20).

Inleiding - 5 -



Invioed van Chlamydia pneumoniae infectie op de opname van amyloid-f3

Dus microbiéle infectie en pro-inflammatoire stress zouden een uitgesproken effect op de

pathogenese van AD kunnen hebben via de up-regulatie van mFPR2 in microgliacellen

(5).

1.3 Microbiéle infecties en neurologische ziektes

Inflammatie speelt een grote rol in de pathogenese van AD. Eerder is er al aangetoond
dat het humane immunodeficiéntie virus (HIV), het herpes simplex virus (HSV) of het
cytomegalovirus (CMV) deze inflammatoire respons kunnen stimuleren en zo kunnen
bijdragen aan neurodegeneratie. Recent zijn er ook aanwijzingen gevonden dat
Chlamydia pneumoniae (Cpn) geassocieerd kan worden met neurodegeneratieve

aandoeningen waaronder AD (3; 21).

1.3.1 Chlamydia pneumoniae

Cpn kan acute respiratoire ziektes veroorzaken, inclusief pneumonia, bronchitis, sinusitis
en faryngitis. Cpn is een obligate intracellulaire parasiet, die geklassificeerd wordt als een
bacterie omwille van de samenstelling van de celwand en de groei door middel van
binaire fissie (22). Infecties met Cpn komen veelvuldig voor, naar schatting zijn er
jaarlijks 200.000 tot 300.000 gevallen, en Cpn infecties komen het meest voor bij
volwassenen. Cpn kan voorkomen in 2 morfologisch verschillende vormen, het kleine
(300- tot 400-nm) infectieuze elementaire lichaampje (EB) en het grotere (800- tot
1000-nm) niet-infectieuze reticulaire lichaampje (RB). Cpn repliceert niet in de EB vorm,
maar is in deze vorm wel infectieus, wat betekent dat Cpn aan receptoren op
gastheercellen kan binden en zo de opname door de geinfecteerde cellen kan stimuleren.
De RB vorm is de metabool actieve, replicerende chlamydiale vorm. De veelvuldig
eiwitbindingen zijn niet aanwezig in het RB, daardoor is deze vorm osmotisch fragiel.
Toch zijn de RB vormen beschermd door hun intracellulaire locatie. Een belangrijke
structurele component van Cpn is het genus-specifieke LPS.

Cpn repliceert via een unieke groeicyclus die binnenin de vatbare gastheercellen gebeurt.
De cyclus start wanneer de infectieuze EBs zich vasthechten aan de microvilli van
levende cellen, vervolgens is er een actieve penetratie naar de gastheercel. Nadat de EBs
geinternaliseerd zijn, verblijft de bacterie binnenin de cytoplasmatische fagosomen, waar
de replicatie verder zal gaan. De fusie van cellulaire lysosomen met het EB-bevattende
fagosoom en de daaropvolgende intracellulaire doding wordt voorkomen als het buitenste
membraan intact is. Wanneer het buitenste membraan beschadigd is of wanneer de
bacterie geinactiveerd werd (door warmte of door antilichamen), dan vindt de

fagosomale fusie wel plaats met de daaropvolgende bacteriéle doding.
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Binnen een tijdspanne van 6 tot 8 uur na binnendringen in de gastheercel, zullen de EBs
zich herorganiseren tot de metabool actieve RBs. De RBs zijn in staat hun eigen DNA,
RNA en eiwitten te synthetiseren, maar kunnen de hoog-energetische fosfaat
verbindingen niet zelf synthetiseren. De RBs repliceren via binaire fissie gedurende de
volgende 18 tot 24 uren. Het gevormde fagosoom, met de geaccumuleerde RBs, wordt
een inclusie genoemd. Na deze 18 tot 24 uren post-infectie herorganiseren de RBs zich
tot de kleinere EBs en tussen de 48 en 72 uur zal de cel ruptureren waardoor de

infectieuze EBs vrijkomen (23).
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Figuur 2: Levenscyclus van Chlamydia pneumoniae (24). Chlamydiale EB hechten aan de gastheercel
en ondergaan endocytose (1). Het pathogeen voorkomt fagosoom-lysosoom fusie en differentieert in het
RB (2) en start met repliceren binnenin de inclusie (3). Replicerende RB kunnen terug differentiéren in EB
(4a en 5) en lyseren de gastheercel voor een nieuwe infectie ronde (6). Tijdens periodes van
immuunstress, zoals de aanwezigheid van IFN-y, kan het pathogeen een niet-infectieuze, niet-replicerende
persistente vorm aannemen (4b); als de stress verwijderd wordt, kan het pathogeen redifferentiéren naar
de infectieuze EB om een nieuwe infectiecyclus te starten. IFN-y: interferon gamma.
Cpn kan verschillende humane cellen infecteren zoals epitheliale, endotheliale en gladde
spiercellen alsook macrofagen, monocyten en lymfocyten. Klinische persistentie is een
essentieel element van de chlamydiale pathogenese. Wanneer de gastheer het
pathogeen niet volledig kan elimineren, ontstaat er een chronische infectiviteit. Cpn is
reeds geassocieerd met chronische ziektes zoals reactieve artritis, atherosclerose, AD en

multiple sclerose (25).
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1.3.2 Chlamydia pneumoniae infectie en de ziekte van AD

Er wordt verondersteld dat omgevingsfactoren, waartoe infecties kunnen behoren, een
rol hebben in de ontwikkeling van SAD. In de literatuur wordt beschreven dat Cpn
infectie mogelijk geassocieerd kan zijn met SAD.

Tijdens een post-mortem analyse van hersenmateriaal werd Cpn gevonden bij 17 van de
19 AD patiénten met de late vorm van AD door middel van PCR, immunohistochemie en
electronenmicroscopie. Bij de controle groep kwam Cpn enkel voor bij 1 van de 19
personen (21). Deze chlamydiale infectie kan een inflammatoire respons uitlokken via de
upregulatie van de cytokine productie van de geinfecteerde of naburige cellen. Dit is
mogelijk door directe infectie, door LPS en door de productie van heat shock proteinen.
Pro-inflammatoire cytokines (IL-1B, TNF-o, IL-6) en de Thl-geassocieerde cytokines
(interferon-gamma (IFN-y) en IL-12) worden gevonden op plaatsen van chlamydiale
infectie (26). Verhoogde inflammatie in de AD hersenen is, volgens sommigen, het
resultaat van de AB-depositie. Maar omdat infecties een sterke inflammatoire respons
teweeg brengt, kan een infectie dus ook deels verantwoordelijk zijn voor de inflammatie
die gezien wordt in de hersenen van AD-patiénten (26). Little heeft in zijn in vivo
onderzoek aangetoond dat bij non-transgene BALB/c muizen Cpn-infectie alleen al
voldoende was om een AD-achtige pathologie te induceren. Deze groep is van mening
dat oplosbare factoren van Cpn, zoals LPS, een invloed kunnen hebben op de processing
van amyloid op plaatsen die distaal van de geinfecteerde cellen gelegen zijn. Dit betekent
dat Cpn een initiéle stimulus kan zijn die AR processing en depositie activeert. Dus de
experimentele inductie van een AD-achtige pathologie bij jonge niet-transgene muizen na
Cpn infectie kan parallel zijn aan de vroege ontwikkeling van sporadische AD (3).

Recent is aangetoond dat Cpn in vitro hersencellen kan infecteren. Eens Cpn in de
hersenen aanwezig is, kan het een pro-inflammatoir cerebraal milieu creéren, deels door
activatie van microgliacellen. Dit kan uiteindelijk leiden tot neuronale celdood en
progressie of zelfs initiatie van neurodegeneratieve ziektes zoals AD (27).

Niet iedereen is echter van mening dat Cpn een risicofactor is in de pathogenese van
SAD. Ring en Gieffers konden tijdens hun studies geen Cpn aantonen in weefsels van AD
patiénten. Hieruit concludeerden zij dan ook dat er tussen Cpn en de neuropathologie
van SAD een kleine associatie mogelijk is, maar dat Cpn zeker geen belangrijke factor is
in de ontwikkeling van SAD. Ondanks deze negatieve resultaten zijn nog genoeg
aanwijzingen die aangeven dat Cpn infectie, een mogelijke trigger is van de initatie van
sporadische AD (28; 29).
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1.4 Doel van de studie

Het mechanisme waardoor Cpn infectie AD kan induceren of verergeren nog niet gekend.
In onze studie werd als hypothese gesteld dat Cpn infectie en de geassocieerde pro-
inflammatoire stress via FPRL1 een effect heeft op de pathogenese van SAD. De
vraagstelling van dit onderzoek was dan ook of er een verschil is in expressie en activiteit
van FPRL1 na Cpn infectie. Er is aangetoond dat LPS de expressie van FPRL1 kan
verhogen. Dit LPS is een onderdeel van het buitenste Cpn membraan. Het doel was dan
ook de expressie van mFPR2 te meten na Cpn infectie door middel van real-time reverse
transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR).

Er is gebleken dat FPRL1 een tweezijdig effect heeft. Aan de ene kant is er sprake van
een positief effect via de verwijdering van het toxische AB. Daarnaast vindt er ook een
nadelig effect plaats via de vrijzetting van neurotoxische mediatoren en de verhoogde
chemotaxis op microglia cellen. Tijdens deze studie zal de activiteit van FPRL1, dus in
feite de AB-opname gemeten worden. Daarnaast zal de inflammatoire respons, met
name het cytokine IL-6, bestudeerd worden die ontstaat na Cpn infectie en AR
blootstelling. En tot slot zal de neurotoxiciteit van de geproduceerde cytokines
geanalyseerd worden, dus de neuronale celdood die mogelijk optreedt na cytokine

blootstelling.
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2 Materiaal en Methoden

Tijdens deze stage werd de invloed van Chlamydia pneumoniae infectie op de opname
van AP via de G-eiwit gekoppelde receptor FPRL1 onderzocht. Hierdoor zou eventueel
een mechanisme ontrafeld kunnen worden hoe Cpn bijdraagt aan AD. Hiervoor werden
MMC geinfecteerd met Cpn, waarna er gekeken werd naar de expressie van mFPR2, de
muishomoloog van FPRL1. De volgende stap was het blootstellen van Cpn-geinfecteerde
MMC aan AB. Hier werd nogmaals de expressie van mFPR bestudeerd. Op het
bovenstaande medium werd een Enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA)
uitgevoerd naar het cytokine IL-6. Tevens werd de invloed van de cytokines,
geproduceerd na activatie van MMC door AB en/of Cpn, en de invlioed van AB zelf op

neuronale celdood bestudeerd.

2.1 Celkweek

Murine microgliacellen werden geschonken door Dr. M. Leinonen (Oulu, Finland). Deze
cellijn werd gekweekt in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; GIBCO, Gran
Island, NY, USA) waaraan 10 % foetaal kalfserum (FCS), 1 M Hepes en 200 mM L-
Glutamine werd toegevoegd. FCS en L-Glutamine voorzien het medium van groeifactoren
en de pH van het medium werd geregeld door Hepes.

Murine neuroblasten werden gekweekt in Kaighn’s modification of Ham’s F12 medium
(GIBCO, Gran Island, NY, USA) waaraan 15 % paardenserum en 2.5 % FCS werd
toegevoegd.

De cellen groeiden in 75 c¢cm? steriele kweekflessen (Greiner Bio-one, Frinckenhause,
Duitsland) bij 37°C en 5 % CO, in een incubator. De cellen werden uitgesplitst over
nieuwe kweekflessen om te vermijden dat de cellen over elkaar heen zouden groeien. De
cellen werden hiervoor eerst gewassen met een fosfaat gebufferde zoutoplossing (PBS,
Ca®* en Mg?* vrij) en vervolgens losgemaakt van mekaar en de bodem door middel van
Trypsine EDTA (MP Biomedicals, LLC, Ohio, USA), een serine protease dat eiwitten
afbreekt. Vervolgens werd er kweekmedium toegevoegd en door FCS in dit
kweekmedium werd het trypsine geinactiveerd. Daarna werd de celsuspensie verdeeld

over de nieuwe kweekflessen en aangevuld met vers medium.
2.2 Infectie van microgliacellen
De cellen werden gezaaid in 24-wells weefsel cultuurplaten (Corning Incorporated, NY,

USA), met een densiteit van 2.10° cellen/well, voor het verkrijgen van een confluente

laag van cellen binnen de 24u. Hierna werden de cellen geinfecteerd door het originele
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cultuurmedium te vervangen door het infectiemedium, DMEM gesupplementeerd met 2%
FCS, 1 M Hepes, 200 mM L-Glutamine en 0.031 pg/ml cyclohexamide. Cyclohexamide is
een inhibitor van de eiwitbiosynthese bij eukaryote organismen en verhoogt tevens de
infectiviteit. Dit infectiemedium bevat Cpn met een multiplicity of infection (MOI) van 1 of
een MOI van 5. De MMC werden ook blootgesteld aan Cpn, geinactiveerd door UV-licht
(in-Cpn), met een MOI van zowel 1 als 5. De blootgestelde MMC werden gedurende 1 uur
geincubeerd bij 4500 rotations per minute (rpm) en 20°C. Vervolgens werd het inoculum
verwijderd en werden de cellen drie keer gewassen met PBS. Na deze wasstap werd
infectiemedium zonder cyclohexamide en zonder Cpn of in-Cpn toegevoegd en werden de
cellen gecultiveerd bij 37°C voor verschillende tijden. De negatieve controles
ondergingen dezelfde procedures, waarbij Cpn en in-Cpn werd vervangen door een
sucrose-fosfaat-glucose oplossing (SPG, de oplossing voor opslag van Cpn). Als positieve
controles werden de cellen gestimuleerd met LPS (100ng/ml) voor dezelfde tijdstippen.

Dit experiment werd in triplo uitgevoerd voor elke conditie.

2.3 Blootstelling aan Amyloid-beta ;4>

Er werd een stock van aangemaakt van 1 mM amyloid beta ;4 peptide (California
Peptide Research Inc., NAPA, California, USA), waarbij 5 mg APBi4> opgelost werd in
steriel MilliQ water totdat er een concentratie van 1mM verkregen werd. MMC werden
24u post-infectie (pi) blootgesteld aan 10 pM AB i14>. Na 30 minuten en na 24u
blootstelling werd het medium verzameld en werd vers infectiemedium zonder

cyclohexamide toegevoegd.

2.4 Reverse transcriptase PCR

Het totale RNA werd verkregen uit de geinfecteerde MMC na 24u, 48u en 72u, al dan niet
vooraf behandeld met AB;.4,, door het gebruik van TRIZOL Reagent (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Na DNAse behandeling werd RNA omgezet in cDNA door het gebruik van
de iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad Laboratories Inc., Hercules, California, USA). Voor
het kwantificeren van de hoeveelheid mFPR2 mRNA werd een PCR analyse uitgevoerd op
het cDNA.

2.4.1 RNA isolatie

De geinfecteerde MMC werden gelyseerd in 1 ml TRIZOL Reagent (Invitrogen, Carlsbad,

CA) door te vortexen. Na incubatie op kamertemperatuur werd 0.2 ml chloroform

toegevoegd per 1 ml TRIZOL Reagent. Na menging via vortexen, werden de stalen
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gecentrifugeerd bij 12.000 rpm gedurende 15 min bij 4°C. Centrifugatie zorgde voor een
bifasische scheiding: de onderste rode fenolchloroform fase en een bovenste kleurloze
waterige fase. Het RNA werd uit de waterige fase geprecipiteerd en gemengd met 0.5 ml
isopropanol (per 1 ml TRIZOL Reagent). De stalen werden gedurende 10 min op ijs
geincubeerd en vervolgens gecentrifugeerd bij 12.000 rpm gedurende 10 min bij 4°C. Na
verwijdering van het supernatant werd het RNA pellet een keer gewassen met 80%
ethanol en vervolgens gedroogd bij 37°C. Tenslotte werd het pellet opgelost in NASBA
behandeld water met 1 ul RNA guard (Pharmacia, Freiburg, Duitsland).

2.4.2 DNase behandeling

De DNA inhoud werd geminimaliseerd door behandeling van het totale geéxtraheerde
RNA met een mix van DNase I (Roche, Indianapolis, USA), MgCl2, Tris/HCI (pH 7.5) en
RNA guard (Pharmacia, Freiburg, Duitsland) voor 1u bij 37°C. Na de fenol extractie en
ethanol precipitatie werd het pellet opgelost in NASBA water dat RNA guard (Pharmacia,
Freiburg, Duitsland) bevat. Het RNA werd gekwantificeerd via een A,s meting met
behulp van de Nanodrop® ND-1000.

2.4.3 cDNA synthese

Het cDNA werd gesynthetiseerd door middel van iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad
Laboratories Inc., Hercules, California, USA). De reactie werd uitgevoerd met een totaal
volume van 100%; bestaande uit 20% 5x iScript Reaction Mix, 5% iScript Reverse
Transcriptase, 75% DNase behandeld RNA opgelost in NASBA water. De reacties, met
een totaal voor 300 ng RNA, werden gedurende 5 min bij 5°C, 30 min bij 42°C en 5 min
bij 85°C geincubeerd.

2.4.4 Reverse transcriptase PCR

De PCR reacties werden uitgevoerd in een Bio-Rad Icycler toestel (Bio-Rad Laboratories
Inc., Hercules, California, USA). De reacties voor mFPR2 werden uitgevoerd met een
totaal volume van 25 ul, bestaande uit 50% IQ Supermix (Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules, California, USA), 900nM forward primer (5TGGTGGTTGTCTCCATCACTTT3')
(Sigma Genosys, Londen, UK) , 900nM reverse primer
(5'GGAATCCAGCTACCCAGATCAC3') (Sigma Genosys, Londen, UK), 200nM probe (5'FAM-
6GTCCATTGCCCAGCACACCAAGGAQD) (Sigma Genosys, Londen, UK), 20% NASBA water
en 10% cDNA product. GAPDH, een huishoudgen, diende als interne controle, zodat de

hoeveelheid RNA in de PCR reactie kon genormaliseerd worden. De reacties voor GAPDH
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werden ook uitgevoerd met een totaal volume van 25 pl, bestaande uit 50% IQ Supermix
(Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, California, USA), 300nM forward primer
(5'CATTGTGGAAGGGCTCATGA") (Sigma Genosys, Londen, UK) , 300nM reverse primer
(5'GCCCCACGGCCATCA’) (Sigma Genosys, Londen, UK), 200nM probe (5'FAM-
6AGTCCATGCCATCACTGCCACCCO) (Sigma Genosys, Londen, UK), 22% NASBA water en
20% cDNA product. De condities voor amplificatie waren 2 min bij 50°C, 15 min bij 95°C
en 42 cycli van 15 s bij 95°C en 1 min bij 60°C.

2.4.5 Data verwerking

De expressie van mFPR2 werd genormaliseerd aan de GAPDH hoeveelheden. De relatieve
expressie, de ratio, van mFPR2 werd berekend op basis van de efficiéntie (E) en de Ct
(Cycle Threshold) waarden van elke sample (y) versus mock (x) per tijdstip. Hiervoor

werd er gebruik gemaakt van volgende formule:

E o
Rat|0 - mFPR?2 pe

EGAPDH
2.5 ELISA

Op verschillende tijdstippen na AB;i-4; blootstelling (30 min en 24u) werd het medium van
de verschillende condities verzameld. Voor een kwantificatie van de hoeveelheid IL-6

werd er gebruik gemaakt van een IL-6 Sandwich ELISA.

2.5.1 1IL-6 sandwich ELISA

De ELISA plaat (Greiner, Frickenhausen, Duitsland) werd gecoat met 2.5 pg/ml anti-muis
IL-6 (Becton Dickinson Biosciences, Alphen aan den Rijn, Nederland) dat opgelost is in
0.1 M Na,HPO, (pH 9.0). Na een overnacht incubatie bij 4°C werden de platen gewassen
met PBS + 0.05% Tween. Gedurende 2u werd op kamertemperatuur PBS + 1% bovine
serum albumine (BSA) geincubeerd, zodat de niet-specifieke bindingsplaatsen
geblokkeerd werden. Vervolgens werd de plaat driemaal gewassen met PBS + 0.05%
Tween, waarna 100 pl/well van het geconditioneerde medium toegevoegd werd, dat zo
verdund werd dat het binnen het bereik van de standaardcurve viel. Hierna vond er een
incubatie van 2u plaats bij kamertemperatuur. Na deze incubatieperiode werd de plaat
viermaal gewassen met PBS + 0.05% Tween, gevolgd door een incubatie met 50 pl/well
detectie antilichaam (1 upg/ml in PBS +1% BSA) (Becton Dickinson Biosciences, Alphen
aan den Rijn, Nederland) gedurende 1u bij kamertemperatuur. Nadat de plaat viermaal

gewassen werd met PBS + 0.05% Tween, werd 100 pl/well Strept-HRP conjugaat (1:100
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verdund in PBS + 1% BSA) (Dako Cytomation, Glostrup, Denemarken) toegevoegd en er
werd 30 min geincubeerd op kamertemperatuur. De plaat werd vervolgens vijfmaal
gewassen met PBS + 0.05% Tween en hierna werd 100 pl/well mix van substraat
reagens A BD optEIA + substraat reagens B BD optEIA (Becton Dickinson Biosciences,
Alphen aan den Rijn, Nederland) toegevoegd. Na 15 min incubatie op kamertemperatuur,
werd 50 pl/well H,SO, toegevoegd, wat ervoor zorgt dat de kleurreactie stopte. De plaat

werden geanalyseerd bij 450 nm. Het detectie limiet was 12.24 pg/ml.

2.6 Apoptose/necrose

Het verzamelde medium (30 min en 24u) werd eerst gefiltreerd via een 0.2 pm filter
(Schleicher and Schuell, Keene, NH), om alle infectieuze partikels te verwijderen. Dit
gefilterde medium werd overgebracht naar een confluente monolaag neuronen (densiteit
3.10° cellen/well) in 24-wellsplaten (Corning Incorporated, NY, USA). 72u later werd er
geincubeerd met Hoechst 33258 (HO) (Sigma, St. Louis, MO, USA) en met propidium
iodide (PI) (Sigma, St. Louis, MO, USA). De stock oplossing van HO werd direct aan het
verzamelde cultuurmedium toegevoegd, zo ontstond er een uiteindelijke concentratie van
1 pg/ml, en er werd geincubeerd voor 30 min bij kamertemperatuur. Na incubatie met
HO vond de tegenkleuring plaats met PI met een uiteindelijke concentratie van 5 pg/ml.
De cellen werden in het donker geincubeerd met PI voor 5 min bij kamertemperatuur. De
cellen werden bestudeerd door middel van inverted fluorescentie microscoop. Levende,
apoptotische en necrotische cellen werden geteld in 5 velden, met een vergroting van
400x, per well. Het gemiddelde percentage apoptotische/necrotische cellen werd bepaald
voor 2 welletjes op verschillende tijdstippen pi. HO kan vrij diffunderen in levende cellen
en zo de nuclei van deze cellen kleuren. Apoptotische cellen kunnen onderscheiden
worden van de rest door de chromatine condensatie en nucleaire fragmentatie. PI
daarentegen kan enkel cellen binnentreden met een beschadigd celmembraan en dus

enkel necrotische en laat apoptotische cellen aankleuren.
2.7 Statistische analyse
SPSS 11.0 voor Windows werd gebruikt voor de statistische analyse van de verkregen

resultaten. De student t-test werd toegepast om de gemiddelden van twee groepen te

vergelijken. Een p-waarde < 0.05 werd als statistisch significant beschouwd.
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3 Resultaten

Allereerst werd het effect van Chlamydia pneumoniae blootstelling, zowel actief als
inactief Cpn, op de expressie van mFPR2 in MMC bestudeerd. Vervolgens werd de
expressie van mFPR2 onderzocht na Cpn (actief en inactief) blootstelling alsook ABi-4»
blootstelling. Daarnaast werd de cytokine productie geanalyseerd, met name de
productie van IL-6, na infectie met Cpn en/of blootstelling aan AB;.4>. Tot slot werd de

neurotoxiciteit van de geproduceerde cytokines onderzocht via een HO-PI dubbelkleuring.

3.1 Detectie van mFPR2 mRNA na Chlamydia pneumoniae infectie

Om het effect van Cpn op de expressie van mFPR2 te bestuderen, werden MMC
blootgesteld aan LPS (100 ng), actief Cpn (MOI 1 en MOI 5) of aan inactief Cpn (MOI 1
en MOI 5) voor 24, 48 en 72u. Hierna werd er gebruik gemaakt van real-time PCR zodat
een kwantitatieve meting verkregen werd van de veranderingen in de hoeveelheid
mFPR2 mRNA. De relatieve eenheden geven het verschil in ratio weer ten opzichte van

de mock-geinfecteerde cellen (ratio = 1).

3.1.1 LPS stimuleert de expressie van mFPR2

MMC, voor 24, 48 en 72u blootgesteld aan 100 ng LPS, werden als positieve controle
gebruikt. Op elk onderzocht tijdstip werd de expressie van mFPR2, na LPS stimulatie,
significant verhoogd vergeleken met de mFPR2 expressie in controle cellen. Het
maximale effect van LPS op de receptor expressie werd verkregen na een 24u durende
incubatie (Fig 3A). Hieruit konden we concluderen dat de proefopzet werkte en dat op

deze manier verschillen in expressie gemeten konden worden.

3.1.2 Invioed van Cpn infectie op de expressie van mFPR2

Wanneer MMC geinfecteerd werden met Cpn (MOI 1), daalde de expressie van mFPR2 op
elk onderzocht tijdstip (Fig 3B). 48u na infectie met Cpn, werd de expressie van mFPR2
significant verlaagd vergeleken met de expressie in mock-geinfecteerde cellen. Infectie
van MMC met Cpn (MOI 5), zowel 24, 48 als 72u pi, leidde echter tot een verhoging van
de receptorexpressie. Deze veranderingen waren echter niet significant vergeleken met
de expressie in mock-geinfecteerde cellen. Deze resultaten suggereren dat blootstelling
van MMC aan actief Cpn (MOI 1) leidt tot een daling in de expressie van mFPR2.
Blootstelling van MMC aan actief Cpn (MOI 5) daarentegen leidt tot een verhoging in de

expressie van mFPR2.
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3.1.3 Invloed van blootstelling aan inactief Cpn op de expressie van mFPR2

Zoals weergegeven in figuur 3C werd de expressie van mFPR2 in MMC na blootstelling
aan in-Cpn (MOI 1 en MOI 5) op elk onderzocht tijdstip verhoogd. De hoeveelheid mFPR2
mMRNA was 24u pi ongeveer honderd keer meer vergeleken met de hoeveelheid mFPR2
mMRNA in mock-geinfecteerde cellen. Er kon enkel 48u na blootstelling aan in-Cpn (MOI
1) een significant verschil gedetecteerd worden. 24u pi, is de hoeveelheid mFPR2 mRNA
na in-Cpn (MOI 5) blootstelling ongeveer tien keer zoveel als de hoeveelheid mFPR2
mMRNA dat gedetecteerd wordt na Cpn (MOI 5) blootstelling (Fig 3B en 3C). Dus deze
data tonen aan dat inactief Cpn (MOI 1 en MOI 5) leidt tot een verhoging in de
hoeveelheid mFPR2 mRNA.
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Figuur 3. Relatieve mFPR2 mRNA expressie na Cpn infectie. MMC werden geincubeerd met 100 ng LPS
(A), blootgesteld aan actief Cpn (B) of aan inactief Cpn (C) voor 24, 48 en 72u. Uit deze cellen werd het
totale RNA geisoleerd en dit RNA werd gebruikt om de hoeveelheid mFPR2 mRNA te bestuderen via RT-PCR.
De relatieve eenheden, berekend zoals beschreven in materiaal en methoden, geven het verschil weer ten
opzichte van de mock (ratio = 1). De data worden weergegeven als het gemiddelde * de standaardfout van 4
trails die in triplo zijn uitgevoerd. *p < 0.05 mock vs blootgesteld.

3.2 Detectie van mFPR2 mRNA na Chlamydia pneumoniae infectie en AB;.,;
blootstelling

Om het effect van Cpn infectie op mMFPR2 expressie na APi.4> blootstelling te
onderzoeken, werden MMC eerst blootgesteld aan LPS, actief Cpn of inactief Cpn. Er werd
geopteerd om de cellen bloot te stellen aan actief en inactief Cpn met een MOI 5, omdat
deze een meer uitgesproken verschil in receptor expressie gaven vergeleken met
respectievelijk Cpn en in-Cpn met een MOI 1 (Fig 3). 24u post infectie werd 10 uM AB;.4
direct aan het cultuurmedium toegevoegd. Na 30 minuten AB;.4> blootstelling en 24u AB;.
4> blootstelling werd het totale RNA geisoleerd en hierop werd een RT-PCR uitgevoerd om
de expressie van mFPR2 te kwantificeren. De relatieve eenheden geven het verschil in

ratio weer ten opzichte van de mock-geinfecteerde cellen (ratio = 1).

3.2.1 Effect van LPS op mFPR2 expressie na Ap;-4> blootstelling

Figuur 4A toont aan dat wanneer mock-geinfecteerde cellen blootgesteld worden aan ApB;-
42 €r op beide tijdstippen een verhoging in de hoeveelheid mFPR2 mRNA detecteerbaar is.
Worden deze cellen vooraf gestimuleerd met LPS, dan leidt tot een uitgesproken
verhoging in de hoeveelheid mFPR2 mRNA. De gedetecteerde verschillen waren echter

niet significant. Deze data geven aan dat de hoeveelheid mFPR2 mRNA beduidende
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verhoogd kan worden door mock-geinfecteerde MMC gedurende 24u bloot te stellen aan
AB1-42. Als deze cellen vooraf gestimuleerd worden met LPS zal dit leiden tot een meer

uitgesproken verhoging in de hoeveelheid mFPR2 mRNA.

3.2.2 Effect van Cpn op mFPR2 expressie na Api-42 blootstelling

Infectie met Cpn zorgde voor een significante verlaging in mFPR2 expressie na APi-42
blootstelling (30 min) vergeleken met de expressie in mock-geinfecteerde cellen. Dit in
tegenstelling tot een 24u durende incubatie met AB;.4>, wat leidde tot een verhoging in
mFPR2 expressie (Fig 4B). Dus voorbehandeling met Cpn heeft een minimaal effect op de

expressie van mFPR2 na een 24u durende incubatie met AB;.4>.

3.2.3 Effect van in-Cpn op mFPR2 expressie na Ap;-4> blootstelling

Zoals weergegeven in figuur 4C is de hoeveelheid mFPR2 mRNA in cellen die vooraf
behandeld werden met in-Cpn en daarna gedurende 30 min blootgesteld worden aan AB;.
4> beduidend meer vergeleken met de mock-geinfecteerde cellen. Na een 24u durende
ABi-4> incubatie is het verschil in mFPR2 mRNA tussen mock-geinfecteerde en in-Cpn
voorbehandelde cellen niet meer zo uitgesproken. Voorbehandeling met in-Cpn heeft zijn

grootste effect op de expressie van mFPR2 na 30 minuten AB;.4> blootstelling.
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Figuur 4. Relatieve mFPR2 mRNA expressie na Cpn infectie en AB;:4, bloostelling. MMC werden
geincubeerd met 100 ng LPS (A), blootgesteld aan actief Cpn (B) of inactief Cpn (C) voor 24u. Hierna werden
de cellen voor 30 minuten of 24u blootgesteld aan 10 puM APi42. Uit deze cellen werd het totale RNA
geisoleerd en dit RNA werd gebruikt om de expressie van mFPR2 te bestuderen via RT-PCR. De relatieve
eenheden, berekend zoals beschreven in materiaal en methoden, geven het verschil weer ten opzichte van de
mock conditie (ratio = 1). De data worden weergegeven als het gemiddelde + de standaardfout van 2 trails

die in triplo zijn uitgevoerd. * p < 0.05 mock vs blootgesteld.

Resultaten - 19 -



Invioed van Chlamydia pneumoniae infectie op de opname van amyloid-f3

3.3 Inductie van IL-6 expressie

Eerdere studies hebben aangetoond dat Cpn infectie van MMC resulteert in een
significante verhoging van verschillende inflammatoire cytokines, waaronder IL-6. Naast
het effect van Cpn infectie op de cytokine productie, kan ABi4, ook zelf de cytokine
productie in MMC cellen induceren.

Het vermogen van Cpn infectie en ABi.4>» om de productie van het pro-inflammatoire
cytokine IL-6 te induceren werd in volgend experiment onderzocht. Hiervoor werden
MMC blootgesteld aan actief Cpn, inactief Cpn en een mock conditie. 24u pi werd er 10
MM AB;.4, toegevoegd aan het medium, dit medium werd 30 minuten en 24u na
toevoeging van ABi.4> verzameld. Op het verzamelde medium werd een sandwich ELISA
uitgevoerd naar het pro-inflammatoire cytokine IL-6. De concentratie IL-6 bleef bij de

mock-geinfecteerde cellen zonder AB;.4> onder het detectie limiet.

3.3.1 Inductie van IL-6 productie na 30 minuten Ap;-4> blootstelling

Figuur 5A geeft duidelijk weer dat 30 min AB;.4> blootstelling al voldoende is voor een
uitgesproken stijging in de productie van het pro-inflammatoire cytokine IL-6. Wanneer
MMC voorbehandeld zijn met in-Cpn of Cpn voor 24u en daarna 30 min blootgesteld
worden aan ABi4, leidt dit tot een significante verhoging van de IL-6 productie
vergeleken met de mock-geinfecteerde cellen zonder ABi.4>. De concentratie IL-6 in het
supernatans van Cpn-geinfecteerde cellen met AB;4, blootstelling vertoonde een lichte
daling vergeleken met concentratie IL-6 bepaald in het supernatans van de mock-
geinfecteerde cellen met AB;.4> blootstelling. De hoeveelheid IL-6 in het supernatans van
MMC voorbehandeld met in-Cpn en blootgesteld aan AB;4, nam lichtjes toe vergeleken
met de concentratie IL-6 in het supernatans van mock-geinfecteerde cellen blootgesteld

aan ABl-42-

3.3.2 Inductie van IL-6 productie na 24u Ap;-4> blootstelling

Wanneer MMC gedurende 24u geincubeerd worden met ABi.4> (Fig 5B), is de toename in
IL-6 productie niet meer zo uitgesproken vergeleken met een 30 min durende incubatie
met ABi4> (Fig 5A). De hoeveelheid IL-6 in het supernatans van mock-geinfecteerde
cellen met AB;.4> blootstelling ligt significant hoger dan de hoeveelheid IL-6 in het
supernatans van mock-geinfecteerde cellen zonder AB;.4>. Voorbehandeling van de cellen
met in-Cpn zorgt voor een lichte toename in de IL-6 concentratie, vergeleken met de
concentratie IL-6 in het supernatans van de mock-geinfecteerde cellen met ABi.4.

Voorbehandeling met Cpn veroorzaakte een minimale toename in de concentratie IL-6,
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vergeleken met de hoeveelheid IL-6 in het supernatans van mock-geinfecteerde cellen
met AB;-4>.

Deze data tonen aan dat de productie van IL-6 piekte na een incubatie van 30 min met
ABi.42. Voorbehandeling van deze cellen met Cpn leidde tot een lichte daling in de
concentratie IL-6. Voorbehandeling van deze cellen met in-Cpn veroorzaakte een lichte
toename in de concentratie IL-6. Voorbehandeling van MMC met zowel Cpn als, meer
uitgesproken, in-Cpn gevolgd door een 24u durende AB;.4, incubatie, kan de IL-6

productie lichtjes verhogen.
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Figuur 5. Inductie van de IL-6 productie door AB;4> en Chlamydia pneumoniae. MMC werden gezaaid
met een densiteit van 2.10°, waarna ze blootgesteld werden aan Cpn, inactief Cpn en SPG (mock). 24u later
werd 10 UM APi4; toegevoegd aan het medium. Na een 30 minuten durende incubatie (A) en een 24u
durende incubatie (B) met ABi.s; werd het medium verzameld. Op de medium werd een ELISA uitgevoerd
naar het cytokine IL-6. De concentratie IL-6 in het medium van mock-geinfecteerde cellen (zonder ABi-42)
bleef onder de detectie grens De data worden weergegeven als het gemiddelde * de standaardfout, n=2,

* p <0.05 mock vs blootgesteld
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3.4 Neurotoxisch effect van de geproduceerde cytokines en AB;_4>

Om te onderzoeken of de cytokines, geproduceerd als reactie op Cpn infectie en/of ABi-42
blootstelling, neuronale celdood kunnen induceren, werd het samples van Cpn-
geinfecteerde cellen eerst gefiltreerd om de resterende Cpn deeltjes uit het supernatans
te verwijderen. Dit geconditioneerde supernatans werd overgebracht naar een neuronale
monolaag om de daaropvolgende apoptose/necrose te bestuderen, door middel van een
HO-PI dubbelkleuring.

Het intacte membraan van levende cellen is niet permeabel voor de PI kleurstof. Door de
uitgebreide membraanschade, die ontstaat door necrose, worden necrotische cellen vlug
aangekleurd door incubatie met PI en onder UV-licht zullen deze cellen dan ook een rode
kleur uitstralen. De apoptotische cellen vertonen een hoge HO kleuring, hierdoor zullen
ze een heldere blauwe kleur, soms bijna wit, uitstralen bij UV bestraling. De gezonde
cellen vertonen door het HO een vaag blauwe kleur (Fig 6).

Zowel gezonde, apoptotische als necrotische cellen werden geteld op verschillende
tijdstippen na toevoeging van AB;.4, en de resultaten zijn weergegeven als het

percentage apoptotische en necrotische cellen.

Figuur 6. Voorbeeld van neuronen aangekleurd met HO-PI . Gezonde cellen worden gekenmerkt door

een vage blauwe kleur ( ). Apoptotische cellen vertonen een helder blauwe kleur, soms bijna wit
( ). Necrotische cellen daarentegen worden aangekleurd door PI en dit leidt tot een rode kleur onder
UV bestraling ( ). Vergroting: 400x.
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3.4.1 Apoptose en necrose na 30 minuten Ap;-4> blootstelling

Zoals weergegegeven in figuur 7A werden er geen significante verschillen in zowel
apoptotische als necrotische neuronale celdood gedetecteerd wanneer neuronale cellen
geincubeerd werden met supernatans van mock-geinfecteerde of in-Cpn blootgestelde
cellen met AB;.4» blootstelling (30 min). Echter, wanneer het supernatans van Cpn-
geinfecteerde MMC met APi.4> blootstelling (30 min) overgebracht werd, nam het
percentage apoptotische cellen significant toe, vergeleken met het percentage apoptische
celdood, gedetecteerd na blootstelling van de neuronen aan het supernatans van mock-

geinfecteerde MMC zonder AB;-4> blootstelling.

3.4.2 Apoptose en necrose na 24u Ap;-42 blootstelling

Wanneer MMC gedurende 24u geincubeerd worden met AB;.4», zijn er uitgesproken
verschillen merkbaar in het percentage apoptische en necrotische neuronale cellen
tussen de verschillende condities (Fig 7B). Incubatie van neuronale cellen met het
supernatans van mock-geinfecteerde cellen met AB;.4» blootstelling, veroorzaakte een
significante toename in het percentage necrotische neuronale cellen vergeleken met de
necrotische celdood die optrad na blootstelling aan het supernatans van mock-
geinfecteerde cellen zonder AB;.4> blootstelling. Transfer van het supernatans van MMC
voorbehandeld met in-Cpn met de daaropvolgende AB;.4> blootstelling, veroorzaakte een
uitgesproken toename in zowel het percentage apoptische als necrotische (significant)
cellen vergeleken met het percentage celdood dat ontstond na transfer van het
supernatans mock-geinfecteerde cellen met AB;4, blootstelling. Het percentage
neuronale celdood dat optreedt na transfer van het supernatans van Cpn-geinfecteerde
cellen met ABi.4> blootstelling, verschilt weinig van het percentage neuronale celdood dat
gedetecteerd wordt na overdracht van het supernatans van mock-geinfecteerde cellen
met AB;-4> blootstelling naar neuronale cellen.

De experimentele bevindingen tonen aan dat er een uitgesproken significante stijging in
celdood optreedt, wanneer neuronen geincubeerd worden met het supernatans van
mock-geinfecteerde MMC die gedurende 24u geincubeerd werden met ABj 4.
Voorbehandeling van deze MMC met in-Cpn, maar niet met actief Cpn, en de
daaropvolgende transfer van het supernatans naar neuronale cellen, leidt op zijn beurt

tot beduidend meer neuronale celdood.
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Figuur 7. Neurotoxisch effect van de geproduceerde cytokines en AB;s;,. Apoptose en necrose van
neuronen werd bepaald door gebruik te maken van een HO-PI dubbelkleuring, nadat het geconditioneerde
supernatans van de verschillende condities overgebracht werd. De data worden weergegeven als de
gemiddelde percentages + de standaardfout, n = 2, *p < 0.05 mock vs blootgesteld apoptotische/necrotische
cellen per tijdstip. A p < 0.05 mock + ABi-4> vs in-Cpn + ABi.4, apoptotische/necrotische cellen per tijdstip
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4 Discussie

Klinische trails en post-hoc studies suggereren dat inflammatie een actieve rol speelt in
de ontwikkeling en progressie van AD. Een mogelijke manier waarop deze inflammatie
kan ontstaan is via de activatie van microgliacellen door AB4,. Door de activatie worden
er molecules gesynthetiseerd en gesecreteerd die toxisch zijn voor neuronen (15).
Recent werd aangetoond dat er een associatie bestaat tussen Cpn infectie en SAD. Deze
chlamydiale infectie kan een inflammatoire respons veroorzaken via een verhoging van
de cytokine productie van geinfecteerde en naburige cellen. Het initiéren van deze reactie
kan gebeuren op verschillende manieren, waaronder directe infectie, LPS stimulatie en/of
productie van heat shock proteinen (26). Toch is een eenduidig mechanisme waardoor
Cpn infectie AD kan induceren of verergeren nog niet gekend. In de literatuur werd
gesuggereerd dat FPRL1 belangrijk is voor de opname en degradatie van Af4. Niet-
gestimuleerde muis microgliacellen brengen weinig mFPR2, de FPRL1 muishomoloog, tot
expressie. De expressie van mFPR2 wordt in muis microgliacellen geregeld door pro-
inflammatoire stimuli, zoals LPS en TNF-a. Activatie van microgliacellen door LPS, een
onderdeel van het buitenste Cpn membraan, zorgde voor een merkbare stijging in
MFPR2 expressie. Dit gegeven suggereert dat microbiéle infectie, via de verhoging van
de mFPR2 expressie in microgliacellen, een uitgesproken effect heeft op de pathogenese
van AD (5).

In onze studie vertoonden de mock-geinfecteerde cellen weinig mFPR2 expressie, wat in
overeenstemming is met eerdere gegevens. Wanneer muis microgliacellen gestimuleerd
werden met LPS, werd de expressie van mFPR2 significant verhoogd. Een grote toename
in receptorexpressie was zichtbaar 24u na blootstelling aan LPS. Dit komt overeen met
de resultaten van Cui et al (19), ook daar werd het maximale effect van LPS op de
genexpressie van de receptor verkregen na een incubatie periode van 24u. Dus
microgliacellen, die reageren op LPS, worden geactiveerd en verhogen de mFPR2 functie.
Deze verhoging kan hun accumulatie op plaatsen met een verhoogde productie van ABi.4>
vergemakkelijken. Of dit leidt tot een betere klaring van het toxische AB;4, of dit proces
de ziekte verergert door inflammatie te stimuleren is nog onbekend (19). Voor zover we
weten zijn er nog geen data beschikbaar over het mogelijke effect van Cpn infectie op de
expressie van mFPR2. Er werd verondersteld dat Cpn als Gram-negatieve bacterie met
LPS in het buitenste membraan ook een stijging in de receptorexpressie zou
veroorzaken. Onze resultaten doen vermoeden dat actief Cpn kan zorgen voor een daling
in de receptorexpressie. Eerder onderzoek toonde aan MMC, geinfecteerd met Cpn,
significante hoeveelheden IL-10, een anti-inflammatoir cytokine, kunnen produceren

(31). Szczepanik et al (32) hebben onderzocht of verscheidende anti-inflammatoire

Discussie - 25 -



Invioed van Chlamydia pneumoniae infectie op de opname van amyloid-f3

cytokines (IL-4, IL-10 en IL-13) in staat zijn de activatie van microgliacellen door AB en
door LPS te onderdrukken. Zij toonden aan dat de inductie van pro-inflammatoire
cytokines, een gevolg van microgliacel activatie, door Ap of door LPS geinhibeerd werd
door IL-10. Recent is er aangetoond dat IL-4, een anti-inflammatoir cytokine, de
expressie van mFPR2 kan inhiberen in MMC die geactiveerd zijn door TNF-o (18).
Mogelijk kan de activatie van microgliacellen geinhibeerd worden door cytokines die
vrijkomen als reactie op Cpn infectie. Om hierover eenduidigheid te krijgen moet er
verder onderzoek gedaan worden naar de modulerende effecten van deze cytokines.
Blootstelling van de cellen aan in-Cpn leidde tot duidelijke verhoging in de hoeveelheid
mFPR2 mRNA. De geziene verhoging in mFPR2 expressie is vergelijkbaar met de
hoeveelheid mFPR2 mRNA gedetecteerd in LPS-gestimuleerde cellen. Eerder onderzoek
toonde aan dat UV-bestraling van Cpn de membraanstructuur of de conformatie van
oppervlakte moleculen kan verstoren. Hierdoor kan de Cpn minder cytokine responsen
uitlokken bij microgliacellen (33), waardoor mogelijk het effect van het LPS in de celwand
primeert als stimulus voor activatie van microgliacellen. Verder onderzoek is nodig om te
bepalen of Cpn infectie en in-Cpn blootstelling van MMC een effect heeft op de werking
van de receptor. De hoeveelheid mFPR2 mRNA weerspiegelt niet noodzakelijk het aantal
functionele receptoren, daarom is het nuttig de opname van AP;.4> te bestuderen, door

middel van een ELISA specifiek voor AB;.4, of via immunohistochemische kleuringen.

FPRL1 is geidentificeerd als een functionele receptor voor ABi 4. Onderzoek toonde aan
dat de capaciteit van microgliacellen om AB4,; op te nemen en te verwijderen bepaald
wordt door de hoeveelheid AB4, dat geproduceerd wordt en ook door de duur van de
blootstelling. Deze stelling baseert zich op het onderzoek van Yawaza et al (7), waar
werd aangetoond dat wanneer AB,4,, na 30 minuten incubatie, uit het cultuurmedium van
macrofagen verwijderd wordt, er in een snelle recycling van FPRL1 naar het celopperviak
plaatsvindt. Alhoewel na 24u AB4, nog intracellulair gedetecteerd kon worden, was men
48u later niet meer in staat AB4, te detecteren. Dit suggereert dat AB4, gedegradeerd
was. Kinetische studies, geanalyseerd door middel van confocale microscopie, toonden
aan dat na 5 min AB4, blootstelling, ABs, en FPRL1 gecolokaliseerd zijn op het
celoppervliak, waarna een snelle en progressieve internalisatie van het AP4,/FPRL1
complex plaatsvond. Nadat het AB,4, verwijderd is, gaat de receptor snel terug naar het
celoppervilak (7). In onze studie voerden we een kwantitatieve meting op mRNA niveau
uit naar de expressie van FPRL1. Wanneer de mock-geinfecteerde cellen voor 24u
geincubeerd werden met 10 UM AP, was er een significante verhoging van de
receptorexpressie waarneembaar vergeleken met de mock-geinfecteerde cellen zonder
AB4>. Dus AP, activeert microgliacellen door middel van een stijging in FPRL1 expressie,

dit kan mogelijk door de oppervlakte expressie van intracellulaire bestaande mFPR2 pools
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te stimuleren. In tegenstelling tot eerder verkregen resultaat, leidde voorbehandeling
van microgliacellen met Cpn en de daaropvolgende AB;4, blootstelling (24u) tot een
toename in receptorexpressie, deze toename kan mogelijk gemedieerd zijn door ABi.4>.
De resultaten van Yawaza kunnen moeilijk vergeleken worden met de resultaten uit onze
studie, aangezien mFPR2 in onze studie gekarakteriseerd werd op mRNA niveau, terwijl

Yawaza mFPR2 bestudeerde op eiwitniveau.

Alhoewel de opname van A4, door microgliacellen mogelijk een verdedigingsreactie
tegen het pathogene A4, is, is interactie van ABs, met FPRL1 en de resulterende
internalizatie duidelijk geassocieerd met een pro-inflammatoire respons (7). Als reactie
op AB42, secreteren microgliacellen complementeiwitten, inflammatoire cytokines en
chemokines. Daarnaast zullen microgliacellen ook neurotoxische stoffen produceren. De
studie van Szczepanik et al (32) bevestigt eerdere bevindingen, namelijk dat
microgliacellen in staat zijn te reageren op AB4, en LPS via de productie van IL-1B, TNF-a
en MCP-1. Daarnaast toonde hun studie aan dat microgliacellen ook IL-la en IL-6
produceren als reactie op APi.4,. Vele studies suggereren dat de vrijzetting van pro-
inflammatoire cytokines door microgliacellen, als reactie op APi.4> blootstelling, kan
resulteren in neuronale celdood en progressie of zelf initiatie van AD. Daarnaast zorgt
Cpn infectie van microgliacellen ook voor een uitgesproken productie van verschillende
cytokines, waaronder IL-6, IL-1f en TNF-a (31). In lijn met deze data, werd er in onze
studie aangetoond dat, in het supernatans van mock-geinfecteerde microgliacellen, voor
30 min blootgesteld aan 10 pM ABi.4> , significante hoeveelheden IL-6 gevonden werd.
Wanneer deze cellen vooraf blootgesteld werden aan zowel actief als inactief Cpn, nam

de concentratie IL-6 zichtbaar toe.

De oorzaak van het neuronale verlies, gezien bij AD patiénten, is nog niet volledig
bekend. Er zijn suggesties dat het AP4, proteine direct neurotoxisch is en dat de
omringende microgliacellen en astrocyten een belangrijke rol spelen in de inflammatoire
respons. Studies toonden aan dat AB4, stimulatie van microgliacellen resulteert in de
productie van vele pro-inflammatoire molecules. Tevens zijn er ook vele onderzoeken die
rapporteren dat AP,,-gestimuleerde microgliacellen ook anti-inflammatoire cytokines
produceren. Dus, al deze studies geven de complexiteit van de situatie weer. Bij AD
kunnen de pro-inflammatoire cytokines eventueel leiden tot degeneratie van neuronen
die gelokaliseerd zijn rond de plaques (9). Naast het effect van de cytokines,
geproduceerd als reactie op AB4», is er recent aangetoond dat incubatie van neuronen
met supernatans van Cpn-geinfecteerde microgliacellen, leidde tot een verhoogd
percentage neuronale cellen die necrose en, in mindere mate, apoptose ondergingen.

Wanneer IL-6 en TNF-a geneutraliseerd werden, werd de celdood met ongeveer 50 %
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verlaagd. Dus deze geproduceerde cytokines zijn in grote mate verantwoordelijk voor de
geobserveerde neuronale celdood (31). Tijdens dit onderzoek werd de neuronale celdood
geanalyseerd die optrad na blootstelling aan de cytokines, vrijgezet door microgliacellen
als reactie op Cpn en AB;4. Incubatie van neuronen met het geconditioneerde
supernatans van mock-geinfecteerde cellen die blootgesteld werden aan AB;.4> (24u), had
als gevolg dat het percentage neuronale cellen die necrose ondergingen significante
verhoogd werd. Wanneer het geconditioneerde supernatans, van microgliacellen
blootgesteld aan in-Cpn en AB;.4>, overgebracht werd naar een neuronale cellaag, was er
een significante toename in zowel het percentage apoptische als, meer uitgesproken, het

percentage necrotische cellen.

Deze data tonen aan dat AB;.4; in staat is de productie van cytokines door microgliacellen
te induceren, mogelijk via mFPR2. Deze pro-inflammatoire cytokines, alsook ABi.4, zelf
kunnen een neurotoxisch milieu creéren met neuronale celdood als gevolg. Cpn kan de
expressie van mFPR2 verlagen, wat tot minder activatie van microgliacellen kan leiden.
Door deze verminderde activatie zullen de neurotoxische effecten voornamelijk door AB;-
4> veroorzaakt worden. Inactief Cpn daarentegen kan leiden tot meer activatie van
microgliacellen, waardoor deze meer pro-inflammatoire cytokines zullen vrijzetten. Deze
cytokines, als gevolg van de microgliacel activatie via mFPR2, zullen toxisch zijn voor de
omliggende neuronen. Deze data suggereren een lage hoeveelheid Cpn, via een daling in
mMFPR2 expressie, de progressie in AD kan verergeren door de directe toxische effecten
van APB;.4> te moduleren. Anderzijds kunnen cellulaire componenten van Cpn additioneel
bijdragen aan neurodegeneratie door een verhoging van mFPR2 expressie en alzo de

productie van pro-inflammatoire cytokines na A blootstelling verhogen.

Verder onderzoek is nodig om het mechanisme waardoor Cpn infectie AD kan induceren
of verergeren volledig te analyseren. Ook is het nodig om een duidelijk beeld te krijgen
van de voordelige versus de nadelige effecten van FPRL1/mFPR2 na Chlamydia
pneumoniae infectie gedurende de pathogenese van AD. De receptorexpressie werd ook
enkel getest om mMRNA niveau, het kan nuttig zijn om te onderzoeken of er ook
verschillen zijn in eiwitexpressie van de receptor. Mogelijk kunnen door externe factoren
post-translationele modificaties optreden, met mogelijke functie en/of conformatie
veranderingen tot gevolg. Daarnaast kan AB4, ook door andere receptoren opgenomen
worden, om duidelijkheid te krijgen over de impact van FPRL1, zal FPRL1/mFPR2
uitgeschakeld moeten worden via bijvoorbeeld siRNA. In vivo kan men de rol van deze
receptor verder verhelderen door muizen te gebruiken waarin deze receptor
uitgeschakeld is. Deze mFPR2 KO muizen kunnen gekruist worden met een transgeen

APP muismodel voor AD, die het inflammatie aspect van de ziekte vertoont.
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