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Abbreviations

(m)Ab (monoclonal) antibody
ABL Abelson reference gene
Ag antigen
ADEM acute disseminated encephalomyelitis
ALN axillary lymph node
APC antigen presenting cell
APRIL proliferation-inducing ligand
ATP adenosine triphosphase
BAFF B-cell activating factor
BBB blood-brain barrier
BDNF brain derived neurotrophic factor
B-LCL B-lymphoblastoid cells
BLyS B-lymphocyte stimulator
Caja Callithrix jacchus
CalHV3 Callitrichine herpesvirus 3
CCL chemokine ligand
CCR chemokine receptor
CFA complete Freund’s adjuvant
CFSE carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester
CIS clinically isolated syndrome
CLN cervical lymph node
CMV cytomegalovirus
CNS central nervous system
cpm counts per minute
CSF cerebrospinal fluid
CTL cytotoxic T-lymphocyte
DAB diaminobenzidine tetrachloride
DC dendritic cell
DMF dimethyl-fumarate
EAE experimental autoimmune/allergic encephalomyelitis
EBV Epstein-Barr virus 
EBNA-1 EBV nuclear antigen-1
EDTA ethylenediaminetetraacetic acid
EDSS expanded disability status scale
FACS fluorescence-activated cell sorting
FasL Fas ligand
FcR Fc receptor
Fe2+ ferrous iron
Fe3+ ferric ion
GA glatiramer acetate
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Abbreviations

GM grey matter
GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
H2O2 hydrogen peroxide
HHV human herpesvirus
HLA human leukocyte antigen
HSCT hematopoietic stem cell transplantation
IFA incomplete Freund’s adjuvant
IFN interferon
Ig immunoglobulin
IL(-R) interleukin (receptor)
ILN inguinal lymph node
IM infectious mononucleosis
iNOS inducible nitric oxide synthase
iPSC induced pluripotent stem cell
LCV lymphocryptovirus
LFB/PAS Luxol Fast Blue/Periodic Acid Schiff
LN lymph node
LPC lysophosphatidylcholine
MAG myelin associated glycoprotein
MBP myelin basic protein
M-CSF macrophage colony-stimulating factor
MHC major histocompatibility complex
MNC mononuclear cell 
MOG myelin oligodendrocyte glycoprotein
MRI magnetic resonance imaging
MRP myeloid related protein
MS multiple sclerosis
mtDNA mitochondrial DNA
mtHSP mitochondrial heat shock protein 
NADPH nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
NAWM/NAGM normal appearing white/grey matter
NO* nitric oxide
NOX nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase
NHP non-human primate(s)
NK natural killer cell
NK-CTL natural killer-cytotoxic T lymphocyte
NLR NOD-like receptor
Nrf2 Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2
O2- superoxide anion
OH* hydroxyl radicals
8-OHdG 8-hydroxy-2’-deoxyguanasine
OPC oligodendrocyte precursor cell
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PBMC peripheral blood mononuclear cells
PDL1 programmed death 1
PLP proteolipid protein
PML progressive multifocal leukoencephalopathy
PMS progressive MS
PPMS primary progressive MS
PRMS progressive relapsing MS
psd post sensitization day 
pSTAT5 phosporylated signal transducer and activator of transcription 5 
RA rheumatoid arthritis 
rh recombinant human
rIL recombinant interleukin
RIS radiologically isolated syndrome
RNS reactive nitrogen species
ROI region of interest
ROS reactive oxygen species
RRMS relapsing-remitting MS
S1P sphingosine-1-phosphate
(s)CD (soluble) cluster of differentiation
SI stimulation index
SLO secondary lymphoid organs
SNP single nucleotide polymorphism
SOD superoxide dismutase
SPF specific-pathogen free
SPMS secondary progressive MS
T1W/T2W T1- or T2-weighted
TBS Tris buffered saline
TCR T-cell receptor
TGF Transforming growth factor
TLR Toll-like receptor
TNF tumor necrosis factor
Th T helper
TRIS tris(hydroxymethyl)aminomethane
VCAM vascular cell adhesion molecule
VLA very late antigen
WM white matter
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Summary

Summary

Multiple sclerosis (MS) is a chronic neuroimmunological disease affecting the central nervous 
system (CNS) causing cognitive and physical disability. Despite tremendous advances in 
therapeutics over the past few decades, the development of effective treatment options for 
progressive stages and a better understanding of pathogenic mechanisms of the disease are 
imperative. Animal models, i.e. experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) in rodents 
and monkeys, have widely been used to aid in the understanding of mechanisms driving disease 
and development of therapeutics, albeit with variable success. The aim of this thesis was to i) 
utilize non-human primate (NHP) models for gaining a better understanding of pathogenic 
mechanisms involved in MS and to ii) characterize NHP models of experimental autoimmune 
encephalomyelitis (EAE) for their ability to replicate key features of disease; thereby determining 
which possibilities and limitations these models may have in testing of novel therapeutics.  

The research in this thesis can broadly be divided into immunopathogenic mechanisms 
operating in the peripheral compartments (Chapter 2) and processes driving disease inside the 
CNS (Chapter 3). Previous studies in MS and EAE suggested a role for the lymphocryptovirus 
Epstein-Barr virus (EBV) in disease progression. In the peripheral compartment, in chapter 2.1, 
we examined how EBV infection of the B cell alters key receptors and pathways involved in 
antigen presentation to T cells. By performing co-cultures of EBV-infected B cells with T cells from 
myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG) 34-56/incomplete Freunds adjuvant immunized 
marmosets, we demonstrated that the EBV-infected B cell alters key receptors of the T cell 
involved in homing, survival and function. Together with previously published results, this would 
suggest a mechanistic involvement of EBV in autoimmunity as an atypical antigen-presenting cell 
of self-antigen. As B lymphoblastoid cell lines can constitutively secrete the cytokine IL-7 and the 
IL-7/IL-7R pathway was implicated in EAE progression of the marmoset, in chapter 2.2 we 
examined whether blockade of the IL-7R impacts EAE progression. We demonstrated that IL-7R 
blockade was effective in a segment of marmosets whose dizygotic twin sibling in the placebo-
treated group developed EAE rapidly. 

During the process of refining the marmoset EAE model, two very critical ideas emerged in 
the field. First, the importance of oxidative tissue injury pathway in MS became recognized, as did 
the failure of rodent models to replicate oxidative stress and injury. Secondly, the importance of 
grey matter (GM) pathology in disease progression became clear. Therefore, a considerable 
proportion of the thesis (Chapters 3.1-3.3) is dedicated to determining if these key features of 
the MS brain are replicated in NHP EAE models. In chapter 3.1 it is demonstrated that iron 
accumulated in the myelin and oligodendrocytes and that MS-like oxidative tissue injury pathways 
are represented in the marmoset EAE brain. As discussed in chapter 4.0, we examined if 
mitochondria are impaired in marmoset EAE models. Despite the presence of oxidative tissue 
injury in marmoset EAE, the model could not replicate the severe levels of mitochondria 
impairment observed in MS, particularly those of progressive stages of disease. In this analysis, 
we demonstrated that the axonal mitochondria content is altered and that subunits of complex 
IV are lost, and thus complex IV activity itself is affected, but clonal expansion of mtDNA and 
complex IV deficiencies were not observed. Similarly, in chapter 3.3, the oxidative injury pathway 
is also shown to be well represented in the rhesus monkey EAE brain indicating that NHP are 
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suitable models to test novel therapeutics or pathogenic mechanisms involving oxidative tissue 
injury or iron aberration. 

Another key feature of progressive MS is the development of GM pathology. In chapter 3.3 
the different types of GM lesions and the percentage of GM demyelination were compared 
between the different marmoset EAE induction protocols. We demonstrated that GM pathology 
differs between EAE induction methods and confirmed previous results showing that 
demyelination in MOG34-56-induced EAE is MOG antibody independent in marmosets. 
Importantly, this indicates that the model can be further refined to develop more progressive-like 
pathology. 

In conclusion, we demonstrated that NHP EAE replicates many key features of human disease 
and we used these translationally relevant models to explore immunopathogenic mechanisms 
involved in MS. In chapter 4.0 the findings of this thesis, in relation to current knowledge of the 
field, are discussed. 
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Samenvatting

Samenvatting

Multiple sclerose (MS) is een idiopathische neuro-immunologische ziekte met meestal een 
chronisch beloop die het centrale zenuwstelsel (CZS) aantast en daarbij cognitieve en motorische 
processen verstoort. Ondanks de enorme vooruitgang in therapie-ontwikkeling in de laatste 
decennia, is er nog steeds geen effectieve behandeling voor de progressieve fase van MS 
mogelijk. Onderzoek naar de processen betrokken bij de oorzaak en voortgang van de ziekte 
heeft daarom een hoge prioriteit. Diermodellen, met name experimentele autoimmuun 
encefalomyelitis (EAE) in knaagdieren en primaten, hebben bijgedragen aan de kennis over de 
pathogene mechanismen en aan de ontwikkeling van nieuwe therapieën, echter met wisselend 
succes. Het doel van dit proefschrift was i) beter inzicht te verkrijgen in de pathogene 
mechanismen betrokken bij MS door onderzoek in het EAE model in niet-humane primaten 
(NHP) en ii) te bepalen welke aspecten van de MS pathologie worden nagebootst in de NHP 
modellen.

Het onderzoek beschreven in dit proefschrift kan worden verdeeld in de immunopathogenese 
in het perifere compartiment (hoofdstuk 2) en de processen in het CZS (hoofdstuk 3). Eerdere 
studies hebben aangetoond dat het lymfocryptovirus Epstein-Barr virus (EBV) een rol speelt in 
MS en EAE. In hoofdstuk 2.1 hebben we onderzocht hoe EBV-infectie van de B-cel de antigeen 
presentatie aan T-cellen beïnvloedt.  Voor dit onderzoek zijn T-cellen geïsoleerd uit marmosets 
(ook wel het penseelaapje genoemd) geïmmuniseerd met het peptide 34 tot 56 van myeline 
oligodendrocyt glycoproteïne (MOG34-56) in incompleet Freunds adjuvant (IFA). Deze T-cellen 
zijn tezamen gekweekt met EBV-geïnfecteerde B-cellen. We konden aantonen dat met EBV 
geïnfecteerde B-cellen de expressie receptoren belangrijk voor migratie, overleving en functie 
van de T-cellen verandert. Samen met eerder gepubliceerde resultaten suggereert dit een 
belangrijke rol voor de met EBV geïnfecteerde B-cel in auto-immuniteit als een atypische 
antigeen-presenterende cel voor een lichaamseigen antigeen. EBV-geïnfecteerde B-cellen 
produceren het cytokine IL-7 en IL-7 lijkt een rol te spelen bij de progressie van EAE in marmosets. 
Daarom hebben we in hoofdstuk 2.2 onderzocht of de blokkering van de IL-7 receptor met een 
antilichaam EAE kon remmen. Het bleek dat blokkade van de IL-7 receptor effectief is in een 
subgroep van de marmosets, namelijk diegenen van wie de gepaarde tweelingpartner in de met 
een placebo preparaat behandelde controlegroep snelle EAE ontwikkeling liet zien. 

Tijdens de verfijning van het marmoset EAE model waren er twee belangrijke ontwikkelingen 
in het MS onderzoeksgebied. Ten eerste bleek dat schade door oxidatieve stress in de hersenen 
van MS een belangrijke factor is in het ziekteproces. Dit kon in de knaagdiermodellen voor MS 
niet worden nagebootst. Ten tweede bleek dat de ontwikkeling van grijze stof lesies een 
belangrijke rol speelt in de progressie van de ziekte.  Een groot deel van het proefschrift 
(hoofdstuk 3.1-3.3) is daarom gewijd aan het bepalen van de reproduceerbaarheid van deze 
pathologie in de NHP EAE modellen. In hoofdstuk 3.1 laten we zien dat oxidatieve stress alsmede 
de accumulatie van ijzer duidelijk aantoonbaar zijn in de hersenen van marmosets met EAE. In 
hoofdstuk 4.0 laten wij zien dat ondanks de aanwezigheid van oxidatieve stress, de ernstige 
beschadigingen aan mitochondriën zoals gezien in met name de progressieve fase van MS, niet 
aanwezig is in het marmoset EAE model. We namen wel waar dat de hoeveelheid mitochondriën 
in de zenuwcellen is veranderd en dat subunits van complex IV verloren zijn gegaan, waardoor 
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waarschijnlijk ook de activiteit van complex IV is aangetast. Verder hebben we geen klonale 
expansie van mitochondriaal DNA of complex IV-deficiënties waargenomen. Een soortgelijke 
pathologie kon worden aangetoond in het meer acute EAE model in de resus makaak (hoofdstuk 
3.3). Dit suggereert dat beide NHP EAE modellen zeer goed bruikbaar zijn voor het testen van 
nieuwe therapieën of het onderzoeken van pathogene mechanismen waarbij oxidatieve stress 
en veranderingen in ijzer zijn betrokken. 

Een andere belangrijk kenmerk van progressieve MS is de ontwikkeling van pathologie in de 
grijze stof. In hoofdstuk 3.2 hebben we in de verschillende marmoset EAE modellen de typen 
grijze stof lesies vergeleken, alsmede het percentage demyelinisatie en ontsteking in de cortex. 
Zowel het lesie type als de hoeveelheid demyelinisatie verschilt aanzienlijk tussen de EAE-
inductieprotocollen. Tevens hebben we in de MOG34-56-geïnduceerde EAE modellen 
aangetoond dat de grijze stof lesies kunnen ontstaan in de afwezigheid van pathogene 
antilichamen gericht tegen MOG. Het MOG34-56/IFA EAE model zou verder verfijnd kunnen 
worden om een meer uitgesproken progressieve MS-achtige pathologie te verkrijgen. 

Tenslotte worden in hoofdstuk 4 de belangrijkste bevindingen bediscussieerd. Afsluitend kan 
worden gesteld dat NHP EAE modellen belangrijke pathologische aspecten van humane MS 
nabootsen en dat deze modellen zeer bruikbaar zijn voor exploratief onderzoek naar de 
immuunpathogene mechanismen in MS. 
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