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Achtergrond
Hart-	en	vaatziekten	(HVZ)	is	een	verzamelnaam	voor	alle	aandoeningen	die	het	hart	
en	de	bloedvaten	betreffen.	De	meest	voorkomende	vormen	van	HVZ	zijn	coronair	
vaatlijden	 en	 cerebrovasculaire	 aandoeningen1.	 Atherosclerose	 of	 aderverkalking	
vormt	de	belangrijkste	oorzaak	van	het	ontstaan	van	HVZ.	De	grootste	risicofactoren	
voor	 het	 ontwikkelen	 van	 hart-	 en	 vaatziekten	 zijn	 een	 vetrijk	 dieet,	 te	 weinig	
lichaamsbeweging,	 stress	 en	 overmatig	 alcoholgebruik	 en	 roken1,2.	 Naast deze 
factoren	kan	ook	een	bacteriële	 infectie	 of	 het	 lijden	aan	een	auto-immuunziekte,	
zoals	reumatoïde	artritis,	het	risico	op	HVZ	verhogen3.
HVZ	vormen	de	belangrijkste	doodsoorzaak	in	geïndustrialiseerde	landen	en	zijn	elk	
jaar	verantwoordelijk	voor	46%	van	de	sterfgevallen	 in	de	Europese	Unie4	en	36%	
van	de	sterfgevallen	in	de	Verenigde	Staten1.	Toch	is	er	in	de	afgelopen	10	jaar	een	
aanzienlijke	daling	(30%)	in	de	sterfte	ten	gevolge	van	HVZ	waargenomen1,4.	Deze	
daling	is	grotendeels	te	danken	aan	een	verbeterde	preventie	en	een	doeltreffender	
behandeling	van	de	complicaties	van	vooral	acute	vormen	van	HVZ,	zoals	hart-	en	
herseninfarcten5,6.	 Helaas	 neemt	 als	 gevolg	 van	 deze	 verbeterde	 behandeling	 het	
aantal	 gevallen	 van	 hartfalen	 sterk	 toe1.	 Bovendien	 stijgen	 risicofactoren,	 zoals	
obesitas7 en diabetes8,	sterk	en	dit	kan	in	de	nabije	toekomst	mogelijk	een	negatieve	
invloed	hebben	op	het	voorkomen	van	HVZ.	Het	is	ook	zorgelijk	dat	in	de	Westerse	
landen	de	sterftecijfers	als	gevolg	van	HVZ	weliswaar	dalen,	terwijl	in	de	rest	van	de	
wereld	de	HVZ	sterftecijfers	sterk	stijgen9.
Mede	vanwege	de	gevolgen	van	een	hart-	of	herseninfarct,	hebben	hart-	en	vaatziekten	
een	 enorme	 economische	 impact	 en	 de	 jaarlijkse	 uitgaven	 ten	 gevolge	 van	 HVZ	
belopen	 in	de	Europese	Unie	naar	 schatting	200	miljard	euro10	en	 in	de	Verenigde	
Staten	400	miljard	euro1.	Deze	getallen	geven	duidelijk	aan	dat	er,	naast	de	klinische	
behoefte	voor	een	betere	behandeling	van	de	patiënten,	een	grote	behoefte	is	aan	
nieuwe	en	betere	behandelmethoden	van	atherosclerose	in	aanvulling	op	de	bestaande	
operatieve	 behandelingen	 en	 het	 gebruik	 van	 cholesterol	 en	 bloeddrukverlagende	
middelen.
Atherosclerose	 is	 een	 chronische	 autoimmuunachtige	 ziekte	 van	 de	 grote	 en	
middelgrote	 slagaders.	 Het	 proces	 van	 atherosclerose	 begint	 al	 in	 de	 vroege	
puberjaren11	en	kan	een	heel	 leven	asymptomatisch	blijven	of	kan	leiden	tot	acute	
complicaties,	zoals	een	myocardinfarct	(MI)	of	een	herseninfarct.	De	ziekte	ontwikkelt	
zich	door	een	combinatie	van	dyslipidemie	en	een	ontstekingsproces,	waardoor	ook	
de	atherosclerotische	laesie	gekenmerkt:	door	zowel	een	grote	ophoping	van	lipiden	
als	een	chronische	pro-inflammatoire	respons.
De	 huidige	 behandeling	 van	 hart-	 en	 vaatziekten	 is	 voornamelijk	 gericht	 op	 het	
verlagen	van	het	niveau	van	het	slechte	cholesterol,	het	LDL	cholesterol,	in	het	bloed.	
Het	 LDL	 gehalte	 is	 een	 van	 de	 belangrijkste	 risicofactoren	 voor	 atherosclerose	 en	
het	kan	door	gebruik	van	statines	effectief	worden	verlaagd.	Statines	werden	voor	
het	eerst	op	de	markt	gebracht	aan	het	eind	van	de	 jaren	80	van	de	vorige	eeuw	
en	ze	 remmen	het	enzym	3-hydroxy-3-methyl-glutaryl	 (HMG)-COA	 reductase,	wat	
het	snelheidsbeperkende	enzym	van	de	mevalonaat	pathway	is	en	verantwoordelijk	
voor	de	cholesterolsynthese.	Statines	blijken	het	cardiovasculaire	risico	met	25-30%	
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te	verlagen,	maar	patiënten	die	een	cardiovasculaire	complicatie	zoals	een	hart-	of	
herseninfarct	hebben	ondervonden,	hebben	ondanks	statine	gebruik	meer	dan	twintig	
procent	kans	op	een	tweede	cardiovasculaire	complicatie12.	Dit	geeft	aan	dat	er	een	
dringende	behoefte	is	aan	nieuwe,	alternatieve	therapeutische	strategieën.
Om	dit	doel	te	bereiken	heeft	men	zich	de	laatste	jaren	ingespannen	om	een	anti-
inflammatoire	 therapie	 te	ontwikkelen	 teneinde	de	behandeling	van	atherosclerose	
te	verbeteren.	Sommige	van	deze	methodes	zijn	al	in	een	tweede	en	derde	fase	van	
een	klinische	trial,	maar	de	uiteindelijke	klinische	toepassing	is	nog	niet	goedgekeurd.

Dit proefschrift
Het	 doel	 van	 dit	 proefschrift	 was	 om	 nieuwe,	 immunomodulerende	 therapieën	
te	 ontwikkelen	 voor	 atherosclerose.	 Grofweg	 zijn	 er	 twee	methodes	 gebruikt:	 ten	
eerste	een	directe	cellulaire	therapie	en	ten	tweede	het	gebruik	van	geneesmiddelen	
en	 biologics	 om	 de	 immuunrespons	 zodanig	 te	 beïnvloeden	 dat	 atherosclerose	
vermindert.	 Het	 onderzoek	 is	 uitgevoerd	 in	 transgene	 muizen	 die	 doordat	 ze	 de	
receptor	 voor	 het	 slechte	 cholesterol,	 lage	 dichtheidslipoproteïne	 (LDLr),	 	 missen	
gevoelig	 zijn	 voor	 het	 ontwikkelen	 van	 atherosclerose.	 De	 LDLr	 deficiënte	muizen	
(LDLr-/-)	muizen	ontwikkelen	op	een	dieet	met	een	hoog	vetgehalte	 (Western-type	
dieet,	WTD)	atherosclerose.	Hoewel	onze	therapeutische	strategieën	primair	gericht	
zijn	op	het	verminderen	van	de	ontstekingsreactie,	hebben	wij	 in	twee	studies	een	
bijkomend	gunstig	effect	op	de	cholesterol	huishouding	vastgesteld.

(1) Cellulaire therapie: Directe behandeling met (gemodificeerde) 
immuuncellen voor de behandeling van atherosclerose
Het	doel	van	een	anti-inflammatoire	behandeling	voor	atherosclerose	is	het	moduleren	
van	 ontstekingsreacties	 van	 zowel	 het	 aangeboren	 als	 het	 adaptieve	 deel	 van	 het	
immuunsysteem.	Dendritische	cellen	(DCs)	zijn	de	krachtigste	antigen-presenterende	
cellen	en	vormen	de	verbinding	tussen	de	aangeboren	en	adaptieve	immuunrespons.	
Onze	hypothese	was	dat	de	modulatie	van	DCs	naar	een	tolerogeen	fenotype	 leidt	
tot	de	productie	van	anti-inflammatoire	mediatoren	en	de	inductie	van	regulatoire	T	
cellen	(Treg),	welke	atherosclerose	gunstig	kunnen	beïnvloeden.	Wij	hebben	dit	op	
twee	manieren	getest:	(1)	door	toediening	van	apoptotische	DCs,	met	als	gevolg	de	
inductie	van	tolerogene	DC	reacties	en	(2)	door	het	verhogen	van	β-catenin	signalering	
in	DCs	om	direct	een	tolerogeen	fenotype	in	de	DCs	te	verkrijgen.
In	hoofdstuk 2 onderzochten	wij	het	effect	van	de	behandeling	van	muizen	met	DCs,	
die	door	behandeling	met	geoxideerd	LDL	(oxLDL)	apoptotisch	waren,	op	beginnende	
en	bestaande	atherosclerose.	Het	 is	bekend	dat	de	klaring	van	apoptotische	cellen	
(“efferocytose”)	 bij	 vergevorderde	 atherosclerose	 verzwakt	 is13	en eerdere studies 
door	onder	andere	ons	laboratorium	hebben	aangetoond	dat	door	de	blokkade	van	
efferocytose	atherosclerose	verergerd	wordt15.	Wij	laten	nu	zien	dat	de	klaring	van	door	
oxLDL	geïnduceerde	apoptotische	DCs	leidt	tot	een	respons	die	beschermend	is	voor	
atherosclerose.	Wij	 laten	zien	dat	toediening	van	oxLDL	geïnduceerde	apoptotische	
DCs	resulteert	 in	de	 inductie	van	tolerogene	DC’s,	een	verhoogd	aantal	regulatoire	
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T	cellen,	een	verminderde	inflammatoire	respons	 in	de	monocyten	en	verminderde	
atherosclerose.
Apoptotische	DCs,	 die	werden	 ingespoten	 in	 LDLr-/-	muizen	 in	 een	 initieel	 stadium	
of	 in	een	 later	 stadium	van	atherosclerose,	werden	voornamelijk	opgenomen	door	
DCs	en	macrofagen	in	de	marginale	zone	van	de	milt.	Dit	leidde	tot	de	inductie	van	
een	tolerogeen	fenotype	wat	de	ontwikkeling	van	Tregs	faciliteert.	Daarnaast	vonden	
wij	 dat	 het	 totaal	 aantal	 (inflammatoire)	 monocyten	 werd	 gereduceerd,	 een	 tot	
nu	 toe	onbekend	effect	van	een	behandeling	met	apoptotische	cellen.	Muizen	met	
bestaande	 atherosclerotische	 laesies	 vormen	 een	meer	 relevante	 onderzoekmodel	
omdat	 de	 meeste	 patiënten	 in	 het	 ziekenhuis	 komen	 met	 bestaande,	 meestal	
vergevorderde	stadia	van	atherosclerose.	De	behandeling	van	muizen	met	bestaande	
atherosclerotische	 laesies	 door	 inspuiting	 met	 apoptotische	 DC’s	 verbeterde	 de	
stabiliteit	van	deze	 laesies.	Ons	onderzoek	geeft	de	mogelijke	klinische	 toepassing	
aan,	maar	benadrukt	ook	het	belang	van	het	onderzoek	naar	de	emigratie	van	DCs	
vanuit	de	 laesies	naar	de	 lymfeknopen.	Dit	sluit	aan	op	eerder	onderzoek	van	ons	
laboratorium	waaruit	bleek	dat	de	behandeling	van	muizen	met	oxLDL-geladen	DCs	
de	 start	 van	 atherosclerose	 vermindert16.	 Als	 DCs,	 die	 oxLDL	 opnemen	 of	 oxLDL-
geïnduceerde	apoptotische	DCs	dan	wel	macrofagen	(beide	met	een	atherosclerose-
relevant	 antigen)	 opnemen,	 kunnen	 worden	 geactiveerd	 om	 te	 emigreren	 uit	 de	
atherosclerotische	laesies,	kunnen	ze	mogelijk	bijdragen	aan	de	remming	van	laesie	
ontwikkeling	en	aan	de	stabilisatie	van	bestaande	laesies.
Hosseini	et al. publiceerden	tegelijkertijd	met	ons	dat	de	intraperitoneale	toediening	
van	 apoptotische	 thymocyten	 de	 ontwikkeling	 van	 atherosclerose	 in	 muizen	
verminderde17.	 Vergelijkbaar	 met	 onze	 studie,	 het	 aantal	 macrofagen	 en	 T	 cellen	
in	de	atherosclerotische	laesies	verminderd.	Opvallend	is	dat	wij	vooral	effecten	op	
monocyten	 hebben	 waargenomen,	 terwijl	 Hosseini	 et al. vooral	 effecten	 op	 de	 B	
cel	 respons	vond,	die	 leidde	tot	een	 inductie	van	IgM-producerende	B1a	cellen	die	
beschermend	zijn	tegen	atherosclerose17.
Een	 interessant	 aspect	 van	 onze	 studie	 is	 dat	 controle	 apoptotische	 DCs	 (niet	
geladen	met	oxLDL),	weliswaar	de	expressie	van	ontstekingsbevorderende	cytokines	
verminderen,	maar	niet	het	tolerogene	fenotype	 in	DCs	 induceren.	Deze	bevinding	
komt	overeen	met	de	studie	van	Hosseini	et al.	die	geen	 invloed	van	apoptotische	
thymocyten	op	Tregs	of	IL-10	vond17.	Wij	beschrijven	ook	dat	alleen	in	DCs	die	werden	
blootgesteld	 aan	 oxLDL-geïnduceerde	 apoptotische	 DCs,	 de	 expressie	 van	 PD-L1,	
IL-10,	ABCA1	en	ABCG1	werd	verhoogd,	wat	erop	duidt	dat	 liver	X	receptor	(LXR)	
signalering	verhoogd	was	en	dat	 is	 in	 lijn	met	het	 feit	 dat	 zowel	 blootstelling	aan	
apoptotische	cellen	als	aan	cholesterol	LXR	activeert18-20.	Het	is	al	eerder	aangetoond	
dat	de	LXR	activering	in	DCs	resulteert	in	een	tolerogeen	fenotype21.	Onze	hypothese	
is	 dat	 oxLDL-geïnduceerde	 apoptotische	 DCs	 atherosclerose-relevante	 antigenen	
kunnen	overbrengen	in	de	context	van	een	anti-inflammatoire	response	(efferocytose)	
en	dat	het	extra	cholesterol	aanwezig	in	de	oxLDL-geïnduceerde	apoptotische	cellen	
een	aanvullend	gunstig	effect	heeft	op	atherosclerose.
Phosphatidylserine	(PS)	bevattende	liposomen	kunnen	apoptotische	cellen	nabootsen	
en	kunnen	ook	ontstekingsreacties	moduleren.	PS	draagt	zorg	voor	de	herkenning	
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van	apoptotische	cellen	door	DCs	en	macrofagen	en	het	remt	de	rijping	van	DCs22-
24.	De	intraveneuze	toediening	van	PS-bevattende	liposomen	induceert	de	productie	
van	de	ontstekingsremmende	cytokines	TGF-β	en	IL-10	door	macrofagen	en	in	een	
model	 voor	 het	 herstel	 na	 een	 hartinfarct	 verbeteren	 deze	 liposomen	 het	 herstel	
van	de	hartspier25.	Deze	benadering	 zou	een	eenvoudiger	 vertaling	van	onze	data	
naar	de	kliniek	kunnen	zijn	aangezien	liposomen	relatief	eenvoudig	kunnen	worden	
geproduceerd.	Hosseini	et al.	beschrijven	dat	PS	liposomen	inderdaad	apoptotische	
cellen	konden	nabootsen	en	atherosclerose	in	atherosclerose	gevoelige	apolipoproteïne	
E	deficiënte	(apoE-/-)	muizen	verminderen17.	In	een	preliminaire	studie	met	een	lagere	
dosis	 PS-liposomen	konden	wij	 echter	 geen	gunstig	 effect	 op	 de	 ontwikkeling	 van	
atherosclerose	in	LDLr-/-	muizen	aantonen.
Een	 toename	 in	 de	 β-catenine	 signalering	 in	 DCs	 is	 een	 andere	 benadering	 om	
tolerantie	 in	DCs	 te	 induceren	 en	wij	 hebben	 onderzocht	 of	 dit	 een	 gunstig	 effect	
heeft	op	de	ontwikkeling	van	atherosclerose.	Hiervoor	gebruikten	wij	in	hoofdstuk 
3 CD11c-βcatEX3	muizen	die	een	door	de	CD11c-promotor	gedreven	Cre	recombinase	
bezitten	in	combinatie	met	een	gefloxt	exon	3	van	het	β-catenine	gen,	met	als	resultaat	
een	constitutief	actieve	β-catenine	signalering	in	CD11c	positieve	cellen.	β-catenine	
signalering	 in	 DCs	 is	 een	 belangrijke	 factor	 in	 het	 ontstaan	 van	 een	 tolerogeen	
fenotype	 in	 DCs26-28	 en	 wij	 vonden	 na	 beenmergtransplantatie	 van	 CD11c-βcatEX3	

beenmerg	in	LDLr-/-	muizen	een	significante	toename	van	het	aantal	Tregs	en	een	26%	
vermindering	van	de	grootte	van	de	atherosclerotische	laesies.	Deze	laesies	hadden	
ook	een	significant	kleinere	necrotische	kern	en	vertoonden	een	verhoogde	expressie	
van	collageen.	Ook	het	inspuiten	van	CD11c-βcatEX3	DCs	in	LDLr-/- muizen verminderde 
de	grootte	van	de	atherosclerose	laesie	met	21%.	In	deze	experimenten	gebruikten	wij	
de	expressie	van	CD11c	als	de	manier	om	een	constitutieve	expressie	van	ß-catenine	
te	bewerkstelligen,	CD11c	is	echter	niet	een	exclusieve	marker	voor	DCs29,	aangezien	
CD11c	 expressie	 ook	 in	monocyten	 en	macrofagen	onder	 hypercholesterolemische	
condities	wordt	geïnduceerd29,30.	Interessant	is	dat	Wnt3a	signalering,	wat	β-catenine	
induceert,	 in	macrofagen	ook	resulteert	 in	een	anti-inflammatoire	fenotype31 en dit 
kan	bijdragen	aan	de	positieve	effecten	die	wij	zien	na	beenmergtransplantatie.	Het	
zal	natuurlijk	 interessant	zijn	om	het	effect	van	DCs	met	β-catenine	stabilisatie	op	
geavanceerde	atherosclerotische	laesies	te	bepalen,	eventueel	in	combinatie	met	een	
verhoging	van	het	aantal	behandelingen	met	DCs,	aangezien	DCs	een	halfwaardetijd	
van	een	week	hebben32.	Deze	hogere	behandelingsfrequentie	wordt	ook	aanbevolen	
voor	Provenge,	een	DC-gebaseerde	therapie	voor	prostaatkanker33.
In	 de	 afgelopen	 jaren	 is	 de	 interesse	 in	 de	 mogelijkheden	 en	 voordelen	 van	
stamceltherapie	 sterk	 toegenomen	 en	 stamcellen	 worden	 dikwijls	 genoemd	 als	
"genezers"	van	diverse	ziekten.	Het	onderzoek	naar	stamcellen	en	stamcelgebruik	in	de	
regeneratieve	geneeskunde	heeft	een	sterke	ontwikkeling	doorgemaakt.	Mesenchymale	
stamcellen	(MSCs)	zijn	specifiek	gebruikt	voor	botvernieuwing34,	neuroregeneratie35 
en	het	herstel	van	het	hart	na	een	 infarct36.	Meer	recent	 is	het	duidelijk	geworden	
dat	 MSCs	 ook	 immuun	 regulerende	 capaciteiten	 hebben	 en	 een	 positief	 effect	 op	
ontstekingsziekten	 kunnen	 uitoefenen,	 zoals	 bij	 experimentele	muismodellen	 voor	
multiple	sclerose,	reumatoïde	artritis	en	type	2	diabetes	is	vastgesteld37-40.	In	klinische	
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studies	naar	Graft-versus-Host	ziekte	en	multiple	sclerose	is	een	gunstig	effect	van	
de	behandeling	met	MSCs	vastgesteld41,42.	In	hoofdstuk 4	hebben	wij	daarom	MSCs	
uit	muizen	ingespoten	in	LDLr-/-	muizen	die	gevoed	werden	met	een	cholesterol-rijk	
dieet	en	wij	ontdekten	dat	de	toediening	van	MSCs	het	plasma	niveau	van	CCL2	en	
het	aantal	monocyten	en	effector	CD4+	en	CD8+	T	cellen	verlaagde.	Daarnaast	bleken	
MSCs	een	opvallend	effect	op	het	lipiden	metabolisme	te	hebben;	MSCs	verlaagden	de	
totale	plasma	cholesterol	niveau	door	verlaging	van	het	VLDL	niveau	als	gevolg	van	
een	verlaagde	de novo	lipidensynthese.	Het	belangrijkste	effect	van	de	MSC	therapie	
was	een	33%	reductie	van	de	grootte	van	de	atherosclerotische	laesie.
Het	effect	van	MSC	therapie	op	het	cholesterol	metabolisme	is	nieuw,	maar	aangezien	
het	effect	pas	vier	tot	vijf	weken	na	de	MSCs	inspuiting	ontstond,	vermoeden	wij	dat	
het	effect	op	het	cholesterolmetabolisme	een	indirect	gevolg	kan	zijn	van	een	afname	
in	de	ontsteking.	Dit	kan	afgeleid	worden	uit	het	feit	dat	IL-10	in	staat	 is	de	VLDL	
synthese	te	verlagen43	en	de	TNF-α	de	VLDL	synthese44	kan	verhogen,	wat	aangeeft	
dat	 modulatie	 van	 cytokine	 responsen	 door	 MSCs	 dyslipidemie	 kan	 verbeteren.	
Omdat	MSCs	zijn	onderzocht	voor	hun	rol	in	het	herstel	van	het	hartweefsel	na	een	
infarct,	is	het	relevant	om	ook	de	effecten	op	het	cholesterolgehalte	vast	te	stellen	
bij	deze	MSC	behandelde	patiënten.	In	een	kleine	patiëntengroep	van	18	personen	is	
aangetoond	dat	intracoronaire	stamcelinfusie	volgend	op	een	hartinfarct,	de	grootte	
van	 de	 atherosclerotische	 plaque	 in	 de	 coronair	 vaten	 vermindert45,	wat	 erop	 kan	
duiden	dat	MSC	behandeling	nuttig	is	voor	patiënten	met	atherosclerose.
Twee	recente	studies	hebben	aangetoond	dat	MSCs	de	uitkomst	van	atherosclerose	
kunnen	verbeteren.	Lin	et al.	laten	zien	dat	MSC	therapie	de	vaatverwijding	verbetert	
door	 verhoging	 van	 eNOS	 expressie	 in	 endotheelcellen	 leidend	 tot	 een	 kleinere	
atherosclerotische	 laesie	 in	de	aorta	van	ApoE-/- muizen46.	Een	studie	van	Wang	et 
al.	 beschrijft	 dat	 MSC	 therapie	 de	 atherosclerotische	 laesies	 in	 de	 aortawortel	 in	
ApoE-/-	muizen	verkleint	door	het	induceren	van	Tregs47.	Interessant	is	dat	het	eerste	
onderzoek	geen	effect	op	plasma	cholesterolniveaus	vindt46,	terwijl	de	tweede	studie	
de	cholesterol	niveaus	niet	vermeldt.	Lin et al. gebruikten	humane	MSCs	en	Wang	et al. 
gebruikten	ApoE-/-	MSCs,	terwijl	wij	MSCs	uit	wild	type	(C57BL/6)	muizen	gebruikten.	
Bij	humane	MSCs	bestaat	het	gevaar	van	xenotransplantaat	afstoting.	Verder	blijken	
verhoogde	cholesterolwaardes	in	stamcellen	van	ApoE-/-	knock-out	muizen	te	leiden	
tot	de	proliferatie	van	hematopoïetische	stamcellen	en	progenitor	cellen48,	wat	kan	
suggereren	dat	een	verstoorde	cholesterol	homeostase	in	ApoE-/-	MSCs	ten	opzichte	
van	de	wildtype	MSCs	tot	andere	effecten	op	atherosclerose	kan	leiden.	Toekomstig	
onderzoek	zal	meer	inzicht	moeten	verschaffen	over	het	type	MSCs	met	het	meest	
gunstige	effect	op	HVZ.	

(2) Geneesmiddelen en biologics om de immuuncel functie in vivo te 
moduleren
Naast	 cellulaire	 therapie	 kunnen	 geneesmiddelen	 (small	 molecules)	 en	 biologics	
worden	gebruikt	om	 immuun	cellen	 te	moduleren	of	een	 specifieke	 subset	van	de	
immuun	cellen	te	induceren.
In	 een	 eerste	 benadering	 hebben	 wij	 gebruik	 gemaakt	 van	 het	 feit	 dat	 het	



195

Dutch Summary

immuunsysteem	een	intrinsiek	controlemechanisme	heeft	om	ontstekingsreacties	te	
verminderen	 tijdens	het	 opruimen	van	een	pathogeen,	dit	 gebeurt	 om	het	herstel	
van	 de	 weefselhomeostase	 te	 waarborgen.	 De	 activatie	 van	 Toll-Like	 Receptoren	
(TLRs)	 door	 pathogenen	 leidt	 dus	 niet	 alleen	 tot	 initiële	 ontstekingsreacties,	maar	
in	 latere	 stadia	 ook	 tot	 anti-inflammatoire	 responsen	 zoals	 de	 inductie	 van	 IL-
1049.	Verschillende	studies	hebben	gesuggereerd	dat	TLR2	activatie	specifiek	 IL-10	
induceert49-51,	waarbij	er	een	fundamenteel	verschil	is	tussen	de	verschillende	types	
antigeen	presenterende	cellen	en	hun	vermogen	om	IL-10	te	produceren:	macrofagen	
produceren	hoge	niveaus	van	IL-10	in	reactie	op	TLR2	activatie,	terwijl	TLR2	activatie	
in	DCs	tot	veel	 lagere	hoeveelheden	IL-10	 leidt50,52.	 In	hoofdstuk 5	 laten	wij	zien	
dat een intraperitoneale	injectie	met	door	verhitting	gedode	Staphylococcus aureus 
(HK-SA)	een	krachtige	anti-inflammatoire	IL-10	respons	induceert.	Dit	 leidt	tot	een	
verminderde	ontsteking	en	daardoor	wordt	de	ontwikkeling	van	atherosclerose	in	de	
aorta	met	34%	gereduceerd.	Wij	laten	ook	zien	dat	de	inductie	van	IL-10	door	HK-SA	
afhankelijk	 is	van	TLR2/PI3K	signalering	en	dit	 leidt	tot	een	immunoregulatoir	M2b	
fenotype	 in	macrofagen.	 De	 sterke	 IL-10-productie	 verminderde	 de	 expressie	 van	
adhesiemoleculen	(VCAM-1	en	ICAM-1)	en	CCL2	in	de	aorta,	terwijl	de	hoeveelheid	
circulerende	pro-inflammatoire	Ly-6Chi	monocyten	en	de	hoeveelheid	macrofagen	in	
de	laesie	drastisch	verminderde.	Daarenboven	werden	lagere	Th1	en	Th17	responsen	
waargenomen	en	bleken	het	aantal	T	cellen	in	de	laesie	verminderd	na	een	behandeling	
met	HK-SA.	Onze	data	laten	zien	dat	TLR2/PI3K-afhankelijke	signalering	een	goede	
target	kan	zijn	om	een	anti-inflammatoire	IL-10	reactie	in	macrofagen	te	induceren	en	
daardoor	de	monocyt/macrofaag	en	T	cel	response	te	verlagen,	wat	een	behandeling	
voor	atherosclerose	mogelijk	kan	maken.
Er	 zijn	 verschillende	 strategieën	 beschreven	 die	 de	 ontsteking	 verminderen	 door	
immunoregulatoire	of	tolerogene	cellen	te	induceren.	Eén	van	de	meest	onderzochte	
immuuncellen	 in	het	kader	van	atherosclerose	 is	de	Treg.	In	eerdere	hoofdstukken	
(hoofdstukken	 2,	 3	 en	 4)	 verhoogden	 onze	 behandelwijzen	 indirect	 het	 niveau	
van	de	Tregs	en	dit	 droeg	bij	 aan	het	positieve	effect	 van	deze	behandelingen	op	
de	 ontwikkeling	 van	 atherosclerose.	 In	 deze	 studies	 werd	 slechts	 een	 bescheiden	
toename	gevonden	van	het	aantal	Tregs	(1.5	tot	1.8	maal)	en	de	toename	was	ook	
niet	erg	langdurig.	In	hoofdstuk 6	hebben	wij	daarom	onderzocht	of	een	significante	
en	 langdurige	toename	van	het	aantal	Tregs	door	toediening	van	een	IL-2/anti-IL2	
complex	de	ontwikkeling	van	atherosclerose	zou	kunnen	verminderen	en	regressie	
van	bestaande	laesies	zou	kunnen	veroorzaken.	De	behandeling	met	het	IL-2/anti-IL2	
complex	resulteerde	in	een	sterke,	10-voudige,	inductie	van	Tregs	en	een	verhoogde	IL-
10	expressie	in	de	milt.	De	sterke	expansie	van	de	Tregs	verminderde	de	ontwikkeling	
van	atherosclerose	met	39%,	wat	erop	wijst	dat	Tregs	initiële	atherosclerose	remmen.	
De	door	het	IL-2/anti-IL2	complex	geïnduceerde	Tregs	hadden	echter	geen	invloed	op	
de	grootte	van	reeds	ontwikkelde	laesies,	maar	het	IL-2/anti-IL-2	complex	kon	wel	
de	stabiliteit	van	deze	laesies	bevorderen	door	een	21%	toename	van	de	hoeveelheid	
collageen.	 Deze	 laatste	 waarneming	 is	 klinisch	 relevant	 omdat	 patiënten	 op	 het	
moment	dat	ze	behandeld	worden	in	de	meeste	gevallen	bestaande	laesies	hebben	
en	mogelijkerwijs	kan	een	sterke	expansie	van	de	Tregs	de	laesies	stabiliseren.
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Macrofagen	en	DCs	presenteren	atherosclerose-relevante	antigenen	in	samenhang	met	
cytokine	productie	en	deze	cellen	kunnen	vervolgens	de	reactie	van	T	cellen	beïnvloeden.	
Voor	de	presentatie	van	antigenen	op	het	“Major	Histocompatibility	Complex”	(MHC)	I,	is	
het	noodzakelijk	dat	antigenen	door	het	proteasoom	worden	verwerkt.	Het	proteasoom	
speelt	ook	een	centrale	rol	in	inflammatoire	signaleringsroutes	tijdens	atherosclerose,	
aangezien	het	betrokken	is	bij	de	afbraak	van	sleuteleiwitten	in	de	signaleringsroutes,	
zoals	TLR,	de	TNF	receptor	en	T	cel	receptor	signaalroutes.	Maar	ook	signaaleiwitten	
en	transcriptiefactoren	betrokken	bij	het	lipiden	metabolisme	worden	afgebroken	door	
het	 proteasoom.	Wij	 hebben	daarom	 in	hoofdstuk 7	 onderzocht	 of	 remming	 van	
het	proteasoom	door	Bortezomib	zowel	ontsteking	in	de	vaatwand	als	dyslipidemie	
kan	verminderen.	Wij	vonden	dat	de	behandeling	met	Bortezomib	een	significante	
vermindering	van	de	activiteit	van	monocyten	en	macrofagen	bewerkstelligde,	zoals	
bleek	uit	 een	 lager	 aantal	 circulerende	pro-inflammatoire	monocyten	en	een	 lager	
aantal	macrofagen	in	de	aorta	en	 in	de	 lever.	Bortezomib	verminderde	ook	de	Th1	
respons	en	verhoogde	Th2	responsen.	Het	opvallendste	effect	van	Bortezomib	was	
echter	het	sterke	effect	op	het	VLDL	metabolisme	aangezien	de	VLDL	secretie	met	
meer	dan	de	helft	gereduceerd	werd	in	Bortezomib	behandelde	muizen,	ten	gevolge	
van	een	significante	daling	van	de	triglyceride	opname,	een	daling	van	de	de novo 
lipiden	synthese	en	een	verhoogde	galzuur	uitscheiding	door	de	lever.	De	Bortezomib	
behandeling	 verminderde	 de	 ontsteking	 en	 de	 leververvetting,	 wat	 gezamenlijk	
bijdroeg	aan	een	robuuste	58%	reductie	in	laesie	grootte.	De	effecten	op	monocyten	
waren	vergelijkbaar	met	de	effecten	die	beschreven	zijn	door	Wilck	et al.,	maar	zij	
vonden	geen	effecten	van	Bortezomib	op	T	cellen	of	lipiden	metabolisme53.	Zij	vonden	
echter	wel	 een	 lagere	expressie	van	HMG-CoA	 reductase	 in	de	aorta,	maar	geven	
geen	data	over	de	expressie	in	de	lever.	Waarschijnlijk	is	de	dosis	van	Bortezomib	die	
nodig	is	voor	lipiden	verlaging	in	het	onderzoek	van	Wilck	et al. niet bereikt en daarom 
is	het	interessant	om	te	onderzoeken	wat	de	minimale	dosis	Bortezomib	is	die	nog	
invloed	heeft	op	het	lipiden	metabolisme.

Perspectieven
Het	 zal	 interessant	 zijn	 om	 de	 resultaten	 van	 grote	 klinische	 trials	 zoals	 de	 CIRT	
en	 CANTOS	 te	 volgen	 aangezien	 zij	 voor	 de	 eerste	 keer	 op	 grote	 schaal	 zullen	
bepalen	of	een	remming	van	ontstekingsreacties	cardiovasculaire	gebeurtenissen	kan	
reduceren.	Bovendien	is	het	interessant	om	te	bepalen	of	een	combinatie	van	statine	
behandeling	met	nieuwe	anti-inflammatoire	therapieën	een	gunstiger	uitkomst	geeft	
voor	 de	 patiënt.	 Het	 lijkt	 ook	 waarschijnlijk	 dat	 de	 toekomstige	 cardiovasculaire	
behandelingsstrategie	 juist	 een	 gecombineerde	 behandeling	 voor	 het	 verminderen	
van	 lipiden	 en	 ontsteking	 zal	 zijn,	 aangezien	 atherosclerose	 wordt	 bepaald	 door	
zowel	 dyslipidemie	 als	 ontsteking.	 Bij	 het	 vergelijken	 van	 alle	 benaderingen	 die	
wij	in	dit	proefschrift	hebben	gebruikt,	is	het	duidelijk	dat	de	strategieën	die	alleen	
ontsteking	beïnvloeden	de	laesie	grootte	maximaal	40%	verminderen,	terwijl	alleen	
een	remming	van	zowel	de	ontsteking	als	het	lipiden	metabolisme	door	Bortezomib,	
een	grotere	laesie	vermindering	tot	58%	mogelijk	maakt.	Daarom	zullen	toekomstige	
cardiovasculaire	 behandelingsstrategieën	 gericht	 zijn	 op	 het	 reduceren	 van	 zowel	
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ontsteking	 en	 dyslipidemie,	 hetzij	 door	 toediening	 van	 geneesmiddelen,	 zoals	
bijvoorbeeld	Bortezomib,	die	beide	processen	sterk	remmen	of	door	een	combinatie	
van	therapieën.
In	dit	proefschrift	bevestigen	wij	dat	 immuuncel-gebaseerde	therapieën	een	sterke	
potentie	hebben	voor	de	behandeling	van	atherosclerose.	Echter,	een	aantal	problemen	
om	experimentele	behandelingen	naar	de	kliniek	te	vertalen	blijven	bestaan	en	de	
ontwikkeling	van	immuuncel-gebaseerde	therapieën	voor	atherosclerose	zal,	evenals	
voor	andere	ziekten,	een	uitdaging	zijn	die	de	moeite	waard	is.
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