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English summary

6.1.1 Introduction

C ardiovascular disease (CVD) is the number one cause of death in the Western world. In 2012,
the World Health Organization reported that more than 30% of total deaths was caused by
CVD, which often results from atherosclerosis.’ Atherosclerosis is a blood vessel narrowing and
hardening disease characterized by deposition of cholesterol locally in the arterial wall and leading
to a low-grade chronic inflammation.? Strikingly, based on 2011-2014 data, 11% of United States’
adults have total serum cholesterol levels that exceed the threshold of “high blood cholesterol”
(>240 mg/dL) for increased CVD risk.> Current therapeutic strategies to prevent atherosclerosis
are mainly aimed at lowering serum low-density lipoprotein (LDL) cholesterol, e.g. by using statins
to inhibit de novo cholesterol synthesis.® Although an approximate 25% to 35% death rate
reduction is achieved by the use of cholesterol lowering drugs in the last several tens of years,””’
the remaining high incidence of CVD indicates a clear necessity for exploring alternative
therapeutic targets for reducing the residual risk of atherosclerosis.

6.1.2 Therapeutic targeting of M2 macrophages for atherosclerosis treatment

The development of atherosclerosis is a complex multi-factorial process.®® Deposition of modified
lipoproteins, rich in cholesterol, in the arterial wall causes monocytes to be attracted to the intimal
area, where they differentiate into macrophages that ingest the modified lipoproteins. This
process, leading to the formation of macrophage foam cells, hallmarks the development of
atherosclerosis. Thus, being the major cell type of the early atherosclerotic lesion, macrophages
significantly contribute to the lesional microenvironment and strongly influence atherosclerosis
progression.

Increasing evidence indicates that the heterogeneity of macrophages plays an important role in
shaping the size, composition, and clinical consequences of atherosclerotic lesions. Two major
types of macrophages can be distinguished in lesions: pro-inflammatory M1 macrophages and
anti- or less inflammatory M2 macrophages.'’® The distribution of the different types of
macrophages in the lesion are both regional and stage-specific. In the early stage of
atherosclerosis, the lesion is mainly comprised of M2 macrophages, whereas in the advanced
stage, M1 macrophages represent the leading macrophage phenotype.'! Furthermore, M1
macrophages dominate the rupture-prone shoulder regions of the atherosclerotic lesion,®
whereas M2 macrophages are more often found in stable locations like peripheral regions in
asymptomatic plaques.'” These findings imply that the macrophage phenotype distribution is an
important determining factor in the development of atherosclerosis.

M1 macrophages express high levels iNOS which facilitates the production of NO. High levels of
NO produced by lesional macrophages, thus indicating an enhanced production of oxidative
species, were shown to be pro-atherogenic.”>** Moreover, M1 macrophages produce many pro-
inflammatory cytokines, which aggravate atherosclerosis progression. Besides modulating the
inflammatory response, M1 macrophages are also negatively correlated with cap thickness of the
lesion,*® an important determinant of the susceptibility to plaque rupture. Plaque rupture in
advanced atherosclerosis can lead to thrombus formation and the blockade of the arterial lumen,
which represent the underlying cause of acute cardiovascular symptoms such as myocardial
infarction and stroke. In contrast, M2 macrophages have long been regarded to be
atheroprotective.'” M2 macrophages produce high levels of anti-inflammatory cytokines such as
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IL-10 and TGF-B, which inhibit atherosclerosis development.'®**° Furthermore, M2 macrophages

express high levels of Argl, a major player in L-arginine metabolism. By regulating the synthesis
of proline, the major precursor of collagen, M2 macrophages can contribute to plaque stability by
increasing collagen production.?® In addition, Argl reduces NO production by competing with
iNOS for the common substrate L-arginine. Therefore, M2 macrophages protect against
atherosclerosis, by inhibiting lesion progression and by increasing plaque stability. Collectively,
inducing the repolarization of M1 to M2 macrophage thus seems a promising therapeutic strategy
for the treatment of atherosclerosis.

We therefore first studied the role of the M2 marker Argl in atherosclerosis development.
Subsequently the importance of Akt2 and MKP2, kinases that both have been implied in M2
macrophage polarization, in atherosclerotic lesion development was investigated. Evidence is
accumulating showing that identification of disease-associated gene mutations is a successful
strategy for the identification of novel drug targets. Therefore, finally, the contribution of
hematopoietic Usfl, a gene associated with familial combined hyperlipidaemia, to atherosclerotic
lesion formation was characterized.

6.1.3 The importance of macrophage phenotype markers in atherogenesis

Argl and iNOS, classic macrophage phenotype marker genes, share the same substrate L-arginine
and hence negatively regulate each other’s activity.”! The role of iNOS which facilitates the
production of NO, a potent signaling molecule, in atherosclerosis, has been well-studied.*’** 2>
However, about the role of Argl in atherosclerotic lesion development still little is known. Hence,
in Chapter 2, we aimed to unravel the role of macrophage Argl in atherosclerosis. LDLr KO mice
received a transplantation of Argl KO or wild-type bone marrow, in order to specifically investigate
the role of hematopoietic Argl. We found that, deletion of Argl in macrophages induces a more
M2-like phenotype in vitro. M2 macrophages have previously been reported to be more prone to
foam cell formation.”® In line, loss of Argl in macrophages led to an increased susceptibility to
foam cell formation in response to acetylated LDL (acLDL) loading in vitro. In agreement with these
findings, bone marrow Argl deficiency also resulted in enhanced foam cell formation in vivo, in
absence of effects on circulating cholesterol levels in LDLr KO recipients fed a Western-type diet.
However, the enhanced macrophage foam cell formation did not alter the susceptibility to
atherosclerotic lesion development, as similar lesion sizes were found in LDLr KO recipients that
received either Argl KO or WT bone marrow. Furthermore, the lesional collagen content was also
not affected by macrophage-specific Argl loss. This might be explained by the fact that smooth
muscle cells, the main producers of lesional collagen, are not affected by the bone marrow
transplantation procedure. To further clarify the compensatory mechanisms that might
counteract the enhanced foam cell formation, we investigated the leukocyte profile in the
circulation and spleen of the Argl KO bone marrow transplanted mice. Deletion of Argl in bone
marrow led to a decrease in B cells. B cells can protect against atherosclerosis by mediating the
production of antibodies against oxLDL.”> However, despite the observed reduction in B cells,
oxLDL-specific antibodies were increased in LDLr KO mice transplanted with Arg1 KO bone marrow.
Deletion of Argl in bone marrow-derived cells also led to significantly lower amounts of CD11b"
cells, CD11b+/Iy6C'°"”+”“:"d monocytes and neutrophils in the spleen of LDLr KO mice and a tendency
towards decreased in pro-inflammatory CDlle'/Iy6Chigh cells. Considering that 30% of the total
number of monocytes in atherosclerotic lesions are derived from the spleen,30 this might provide
an atheroprotective mechanism, counteracting the increased foam cell formation in the LDLr KO
mice transplanted with Argl KO bone marrow. In conclusion, Argl in bone marrow-derived cells
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affects foam cell formation and circulating B cells, but does not affect atherosclerosis development
in LDLr KO mice, suggesting that hematopoietic Argl is unlikely a therapeutic target for
atherosclerosis treatment.

Repolarization of pro-inflammatory M1 macrophages to less inflammatory M2 macrophages is
considered a promising strategy to reduce atherosclerosis. However, simply changing one of the
markers used to discriminate between the M1 and M2 macrophage phenotype, namely Argl, is
too simplistic and one should merely consider a more holistic approach to metabolically and
immunologically reprogram macrophages.

Macrophages represent a continuous spectrum of cells with different markers. The current
M1/M2 classification of the macrophage system is not sufficient for illustrating the full spectrum
of macrophage functions and activation pathways. In vitro, macrophages can be skewed to an M1
phenotype by incubation with LPS/IFN-y and to an M2 phenotype by IL-4/1L-13. In vivo, however
within the atherosclerotic lesion, however, a wide variety of factors are present that may not
induce such a clear-cut M1 or M2 phenotype as in vitro.**** This indeed results in a bunch of
macrophage phenotypes that lack or express the classic M1/M2 macrophage phenotype markers
only to a limited extend.*® This largely limits the potential value of known macrophage phenotype
marker genes as diagnostic indicators and therapeutic targets.

M1 and M2 macrophages use different signaling pathways to fuel their effector functions.>® For a
more holistic approach to influence macrophage metabolic and inflammatory functions, targeting
microRNAs, have been suggested as a successful strategy, as they are important
posttranscriptional fine tuners of many biological and metabolic programs, have been suggested
as a successful strategy. Notably, recently is was shown that inhibition of microRNA-33 skews
macrophages to an M2 phenotype and reduces atherosclerosis.>* Interestingly, this apparently
works via the protein kinase AMPK. Protein kinases are pivotal for stimulus-triggered cellular
processes.”® Except AMPK, macrophage activation is also tightly regulated by the
phosphoinositide-3-kinase/protein B (PI3K/Akt) pathway and mitogen-activated protein kinase
(MAPK) pathway.?*>® In the context of this thesis, we studied the role of Akt2, a member of the
PI3K/Akt pathway and MKP2, a phosphatase involved in the de-activation of MAPK in
atherogenesis.

6.1.4 The importance of protein kinase pathways in macrophage phenotype
polarization and atherogenesis

Akt2 is a potent macrophage polarization regulator.***' Macrophage Akt2 deficiency skews

macrophages towards an M2 phenotype and protects against diet-induced atherosclerosis in non-
diabetic LDLr KO mice.***® In addition to regulating macrophage polarization, Akt2 is also a major
regulator of the insulin pathway. Total body Akt2 deficiency leads to impaired glucose tolerance in
mice, however, it has little to no effect on atherosclerosis development.43'44 To better understand
the role of macrophage Akt2 in atherosclerosis under glucose intolerant conditions, glucose
intolerant Akt2/LDLr dKO mice were transplanted with either LDLr KO or Akt2/LDLr dKO bone
marrow, thereby enabling investigation of macrophage-specific restoration of Akt2 expression. In
Chapter 3 data are presented that indicating that macrophage Akt2 does not significantly
contribute to the type 2 diabetic phenotype and atherosclerosis development in Akt2/LDLr dKO
mice. Previous studies showed that macrophage Akt2 deficiency is associated with a decreased
susceptibility to foam cell formation.*® In agreement, we found that Akt2 restoration increased

123




foam cell formation. In line with the augmented foam cell formation,** LDLr KO macrophages with
functional Akt2 signaling exhibited an M2 macrophage phenotype. Interestingly, this finding is in
contrast to previous studies showing that Akt2 deficiency promotes M2 macrophage
polarization.*****® In this view, it is worth to note that in our study, the effects of Akt2 were studied
in LDLr KO macrophages, whereas previous studies investigated Akt2 function in wild-type
macrophages. Overall, the results described in chapter 3 indicate that macrophage Akt2
restoration leads to more pronounced foam cell formation, but a less inflammatory M2
macrophage phenotype; ultimately, leading to unaltered atherosclerosis development in the
transplanted Akt2/LDLr dKO mice. In addition to the counteracting effects of enhanced foam cell
formation and reduced inflammation upon Akt2 restoration, likely also the glucose intolerant
background contributes to the observed unchanged atherosclerosis susceptibility of Akt2/LDLr
dKO mice transplanted with Akt2 positive/LDLr KO bone marrow. It is worth noting that the
macrophages investigated in the current study were LDLr deficient, which is different as compared
to the previously published studies.*>*>*® Macrophage activation is the result of a collaborative
interaction of several gene products in response to an extra cellular signaling stimulus.*” Genetic
variation could possibly disturb the cellular signaling pathways, thereby affecting macrophage
activation and ultimately lead to a totally different phenotype.*® Hence, we speculate that the
presence of the LDLr on macrophages might have important consequences for M2 macrophage
polarization induced by Akt2 deficiency. To confirm this further dedicated research is needed. Our
study in this thesis expanded the knowledge of Akt2 in macrophage polarization and
atherosclerosis. It underlined that the atherosclerotic role of Akt2 might be influenced by the
genetic and metabolic background of the atherosclerosis-prone mouse model used.

MAPK phosphatases (MKP) represent a family of phosphatases that are tightly related to mitogen-
activated protein kinases (MAPKs).* The MKP family consists of at least ten different members,
each MKP family member being able to bind and de-activate their substrate MAPKs by
dephosphorylating their phosphoserine/threonine and phosphotyrosine residues.”®>* The specific
functions of MKPs are different for each family member, which is at least partly due to their distinct
MAPK substrate preference.*” Interestingly, MPK2 is involved in macrophage polarization?, and
thus represents a potential target for the treatment of atherosclerosis. Chapter 4 therefore
focuses on the effect of MKP2 on macrophage function and atherosclerosis development. We
demonstrated that MKP2 deficiency enhanced the activation of the MAPK member JNK in
thioglycollate-elicited macrophages. In addition, macrophages lacking MKP2 express an M2-like
phenotype, and in line, display an enhanced susceptibility to foam cell formation in response to
oxLDL. Next, MKP2 deficient bone marrow was transplanted into LDLr KO mice. After 9 weeks WTD
feeding, the lipoprotein cholesterol distribution profile of the recipient mice was not affected by
bone marrow MKP2 loss. In agreement with the M2 macrophage polarization in vitro, peritoneal
macrophages from MKP2 KO bone marrow recipients showed a decreased expression of the M1
markers CD86 and MHCII. Furthermore, MKP2 KO bone marrow recipients displayed increased
production of the anti-inflammatory cytokine IL-10, whereas the production of the pro-
inflammatory cytokine IL-12 was reduced. Strikingly, despite the observed decrease in pro-
atherogenic cytokines, an increase in atherosclerotic lesion size was observed after 9 weeks of
WTD diet feeding. This result indicated that the anti-inflammatory effect induced by MKP2
deletion in the end was likely overruled by the augmented foam cell susceptibility of the MKP2
knockout macrophages. Importantly, the collagen content in the lesions of the MKP2 bone marrow
recipients was lower than in the lesions of the WT bone marrow recipients, indicating that bone
marrow MKP2 also leads to an unstable atherosclerosis phenotype. In vitro, the MKP2 deficiency-
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induced M2 macrophage phenotype had only a limited effect on foam cell formation in absence
of oxLDL stimulation. Therefore, it is likely that high levels of circulating cholesterol magnify the
effect of MKP2 deficiency on foam cell formation and ultimately overrule the beneficial anti-
inflammatory effects in the LDLr KO recipients. From this view, it would be very interesting to
expand the current study and investigate the role of MKP2 in atherosclerosis development under
cholesterol-lowering conditions.

The protein kinase superfamily members and the proteins regulating their activity are the most
intensively studied protein drug targets in current pharmacological research. Based on a 2014
report, there were more than 3000 approved and experimental kinase-based drugs in active
clinical trials.® The majority of the trials with kinase-targeting agents focus on the treatment of
cancer, but the field is now expanding to the treatment of inflammatory diseases.”® Emerging
evidence indicates that modulation of the kinase pathway could effectively alter macrophage
polarization in a beneficial way.”**° Therefore, targeting kinases is considered a potent strategy
for the development of novel pharmaceutical therapies for the treatment of atherosclerosis. In
this thesis, it is indeed shown that targeting protein kinase activity, i.e. by restoration of kinase
AKT2 or disruption of kinase-inactivating MKP2, is an effective way to stimulate macrophage M2
polarization and induce anti-inflammatory effects. In both studies, however, the M2 polarization
also led to augmented foam cell formation and eventually had either no effect on atherosclerotic
lesion development or even led to larger lesions.

6.1.5 The importance of upstream stimulatory factor 1 in atherogenesis

The hallmark of atherosclerosis is foam cell formation, a pathological process for which both
macrophages and lipids are indispensable. In the first part of this thesis, we focused on genes
involved in M2 macrophage polarization. In the second part of thesis, we focused on Usfl, a gene
involved in lipid metabolism. Patients suffering from familial combined hyperlipidemia (FCHL)
display a high risk to develop premature coronary artery disease.®®®! Usf1 is a gene associated
with familial combined hyperlipidemia (FCHL), characterized by increased LDL and triglycerides
concentrations, an effect often accompanied by decreased HDL levels.”® A previous study
suggested an important role of total body Usf1 in lipid metabolism and atherogenesis.®® In chapter
5, we investigated the role of hematopoietic Usfl in atherosclerosis. In this study, we found that
bone marrow restricted Usfl deficiency induced a different phenotype in LDLr KO mice as
compared to total body Usfl deficiency. For instance, total body Usfl deletion led to a beneficial
cardiometabolic lipid profile, marked by decreased athero-promoting VLDL cholesterol and
triglyceride levels, and increased levels of athero-protective HDL cholesterol. In contrast, bone
marrow Usfl deletion led to elevated VLDL cholesterol levels and increased susceptibility to
atherosclerosis. This effect can likely be attributed to an impaired clearance of VLDL by white
adipose tissue. Overall, both literature and our study demonstrated that Usfl alteration
significantly affect atherosclerosis development.®® Interestingly, in contrast to the pro-atherogenic
role of total body Usfl,°> hematopoietic-specific Usfl is athero-protective. Our study thus
highlighted a tissue specific role of Usfl in atherosclerosis development. This should be taken into
account when developing novel pharmaceutics aimed at inhibiting Usf1 activity or downregulating
its expression to combat atherosclerosis.
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6.1.6 Concluding remarks and future perspectives

Using knockout mice and the bone marrow transplantation tool, we evaluated the effects of
genetic modulation involved in macrophage polarization and lipid metabolism on the
pathogenesis of atherosclerosis. First a classic M2 marker gene Argl was studied (Chapter 2),
followed by key regulators of M2 macrophage activation, Akt2 (Chapter 3) and MKP2 (Chapter 4).
In the end we discussed the role of Usfl (Chapter 5), a gene associated with familial combined
hyperlipidaemia associated gene, in atherosclerosis. Besides these selected genes, many other
molecules, that are possibly also involved in macrophage activation and lipid metabolism, are still
open for evaluation.

Macrophages are essential for the maintenance of tissue homeostatic functions by regulating
gene expression in response to the local tissue environment. The plasticity of macrophage
phenotypes is highly manipulable, which is interesting as the different types of macrophage
phenotypes contribute to atherogenesis in a distinct way. These features provide a possibility to
develop cell- or gene-based therapies for treating atherosclerosis by modifying macrophage
phenotypes. The most successful therapy targeting macrophage function to date, is pulmonary
macrophage transplantation to treat hereditary pulmonary alveolar proteinosis.?>®* The idea of
therapeutic targeting of macrophage phenotype was developed first for the treatment of
tumors.®>*® However, all clinical trials failed until now,®”””* which is largely due to the rapid loss of
the anti-tumor M1 phenotype when the pre-educated macrophages are re-exposed to the tumor
microenvironment.”>”’ Therefore, establishing how to “lock” the macrophage polarization
phenotype in vivo, and consequently modulate the microenvironment, rather than be exposed to
modulation by the local microenvironment is the key point for improving the efficiency of
macrophage-based therapies.

Targeting macrophage genes at the molecular level to modify macrophage polarization as
described in this thesis, is an alternative. By modifying the expression of genes involved in
macrophage polarization, the phenotype can be favorably altered and may lock polarization of the
macrophage into a specific phenotype. For example, MKP2 loss skews macrophages from an M1
to a more M2-like phenotype. Furthermore, after bone marrow transplantation, LDLr KO mice
transplanted with MKP2 deficient bone marrow showed an anti-inflammatory plasma cytokine
profile. This finding suggests that genetic modulation of the macrophage phenotype and “locking”
of the favorable phenotype is feasible in mice. Therapeutic strategies aimed at altering protein
kinase activity, as shown in this thesis, are an effective way to stimulate macrophage M2
polarization and induce anti-inflammatory effects.

Another interesting strategy is to interfere in epigenetic regulation of monocyte/macrophage
gene expression. Epigenetic modifications, such as DNA methylation, histone modification and
regulation via non-coding RNAs, alter DNA accessibility and chromatin structure, thereby
regulating the patterns of gene expression.”®®*> Emerging literature suggests an important role for
epigenetic regulation in macrophage polarization and the development of atherosclerosis.?*®® For
instance, Jmjd3, a histone 3 Lys27 (H3K27) demethylase, facilitates expression of IRF4, a key M2-
promoting transcription factor, and regulates the M2 macrophage polarization without affecting
M1 macrophages.?”*° Deleting histone deacetylase 3 (Hdac3) skews macrophage to the M2
phenotype, improves lipid handling and increases atherosclerosis plaque stability.”* Moreover,
treatment with 5-aza-2’-deoxycytidine, an inhibitor of DNA methylation, decreases macrophage
inflammation and reduces atherosclerosis development in LDLr KO mice.”>?3 Besides, the
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epigenetic changes seem also transplantable. Van Kampen and colleagues found that bone
marrow from mice exposed to long-term Western-type diet challenge shows hypomethylation of
CpG regions in the genes encoding Pu.1 and IRF8 and that transplantation of these bone marrow
cells to LDLr KO mice on a low-fat, no cholesterol chow diet leads to increased
monocyte/macrophage proliferation and differentiation, and aortic root atherosclerosis plaque
formation.**  Further research to increase the understanding of epigenetic changes in
macrophages during atherosclerotic lesion development and the epigenetic pathways controlling
their inflammatory repertoire would greatly help the future development of novel therapies in the
combat against atherosclerosis.”

From an inflammation point of view, the anti-inflammatory M2 macrophage phenotype is
beneficial for slowing down the progression of atherosclerosis. However, M2 macrophages
accelerate foam cell formation which largely reduces the therapeutic value of M2 macrophages
under high cholesterol conditions. The enhanced foam cell formation results in pro-atherogenic
effects and may counteract the anti-inflammatory atheroprotective effects of the M2 macrophage
(Chapter 3 and 4). Therefore, it is important that novel therapeutic strategies aimed at skewing
macrophages to an anti-inflammatory M2 phenotype are combined with plasma cholesterol
lowering drugs.

Massive lowering of plasma cholesterol is a valuable strategy to induce regression of
atherosclerotic lesions in mouse models of atherosclerosis. Interestingly, in regressing plaques a
consistent increase in M2 over M1 macrophages is observed.”®’ A very recent study indicated
that influx of macrophages is important to induce lesion regression, likely to remove debris from
regressing plaques.”® Upon transplantation of apoE KO aorta’s with plaques to a CCR2 KO mouse,
no recruitment of new macrophages was seen into the existing lesions was seen and no regression
of atherosclerosis could be induced. CCR2 is a chemokine receptor crucial for monocyte
recruitment to atherosclerotic lesions and a marker of classical, pro-inflammatory monocytes.” It
has been speculated that the classical Ly6Chigh/CCR2+ monocytes are the precursors for M1
macrophages, but this has not been firmly established. Considering that the majority of the
patients enter the clinic with established atherosclerotic lesions, it will be important to investigate
if induction of M2 macrophages on top of cholesterol lowering, can promote or impede
atherosclerosis regression.

As described in this thesis, bone marrow transplantation is an effective way to modify gene
expression in macrophages. Bone marrow transplantation is an excellent tool to uncover if, and
via which mechanisms, a gene of interest influences atherosclerosis development, and to provide
essential information on macrophage gene candidates as potential pharmacological targets.
However, with respect to clinical application, bone marrow transplantation requires
myeloablation, and hence is not suitable as a direct therapy for atherosclerosis treatment not
suitable. To modulate macrophage gene expression, several strategies can be pursued. For
instance, small interfering RNA (siRNA), short hairpin RNA (shRNA), and microRNA (miRNA) can
be used for gene-silencing,'® "% while lentiviral vectors and plasmid vectors are suitable for
overexpression of a gene of interest.'®>'% Besides using genetic engineering methods to directly
target gene expression, pharmacological inhibitors and agonist/antagonists of a gene of interest
can also be specifically delivered to macrophages using macrophage-receptor-based or ligand-
anchored micro-/nano-carriers.””’*® In fact, nanoparticles loaded with pioglitazone, a potent
activator of PPAR-y, significantly skew monocyte/macrophage to an anti-inflammatory phenotype
in ApoE KO mice.'® Furthermore, nanoparticles containing contrast agents used in computed
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tomography (CT) and magnetic resonance imaging (MRI), are also a potent tool to image and
characterize the plaque in vivo, providing basis for the further clinical treatment strategies.'®’
Overall, these strategies offer possibilities to specifically target genes and signaling pathways that
skew macrophage functions and might prove interesting in further future clinical treatment.

Macrophage heterogeneity is not only pivotal for atherosclerosis, but also for various other
diseases with extensive inflammation components, such as cancer, Parkinson’s disease, obesity,
diabetes, and arthritis.'**™"” Therefore, targeting macrophages would not only provide
possibilities for the treatment of cardiovascular disease, but can also be beneficial for multiple
other inflammation-based pathologies.

In conclusion, modulation of macrophage polarization combined with cholesterol lowering agents,
might provide a promising strategy to treat atherosclerosis. It would be interesting to evaluate
whether selective targeting of macrophage polarization is indeed an effective approach for the
treatment of atherosclerosis and for the reduction of cardiovascular risk.
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6.2 Nederlandse samenvatting
6.2.1 Inleiding

H art- en vaatziekten (HVZ) is de nummer één doodsoorzaak in de Westerse wereld. In 2012
rapporteerde de internationale World Health Organization that meer dan 30% van het totaal
aantal overlijdens in de wereld waren veroorzaakt door HVZ, dat vaak het gevolg is van
slagaderverkalking ofwel atherosclerose." Atherosclerose, een aandoening die leidt tot
vernauwing en verstijving van bloedvaten, wordt gekarakteriseerd door een afzetting van
cholesterol lokaal in de vaatwand met een chronische ontsteking van de bloedvatwand als gevolg.?
Een belangrijke oorzaak voor deze cholesterolafzettingen is onder andere een hoog totaal
cholesterolniveau in het bloed. In dit kader is het belangrijk te vermelden dat gegevens uit de
jaren 2011-2014 laten zien dat een opmerkelijke hoeveelheid van 11% van de Amerikaanse
volwassenen een totaal serum-cholesterolniveau heeft dat de drempelwaarde voor de definitie
van ‘hoog cholesterol’ (>240 mg/dL) als risicofactor voor HVZ overschrijdt.? De huidige therapieén
voor atherosclerose zijn er vooral op gericht om de hoge cholesterol niveaus getransporteerd door
het zogeheten lage-dichtheidslipoproteine (LDL) in het bloed te verlagen, bijvoorbeeld door het
gebruik van statines om de novo cholesterolsynthese te remmen.” In de afgelopen decennia heeft
men dankzij deze cholesterolverlagende therapieén een afname van het risico op HVZ van
ongeveer 25-35% kunnen bewerkstellingen.”” Echter, de resterende hoge incidentie van HVZ geeft
aan dat er een duidelijke noodzaak is voor alternatieve therapeutische doelwitten teneinde het
restrisico van atherosclerose te verlagen.

6.2.2 M2 macrofagen als therapeutisch doelwit voor de behandeling van
atherosclerose

De ontwikkeling van atherosclerose is een complex en multifactorieel proces.®® De afzetting van
gemodificeerde cholesterolrijke lipoproteinen in de intima van de arteriéle vaatwand zorgt ervoor
dat monocyten naar dit gebied van de vaatwand worden getrokken, waar zij differentiéren in
macrofagen die de gemodificeerde lipoproteinen opnemen. Dit proces, dat resulteert in de
vorming van zogeheten macrofaag-schuimcellen, is het belangrijkste kenmerk van
atheroscleroseontwikkeling. Omdat macrofagen het belangrijkste celtype vertegenwoordigen dat
aanwezig is in de vroege atherosclerotische plaque, leveren zij een significante bijdrage aan het
micromilieu in de plaque en hebben zij een sterke invloed op de vordering van het
atherosclerotisch ziekteproces.

In toenemende mate wordt bewezen dat de heterogeniteit van macrofagen een belangrijke rol
speelt in het bepalen van de grootte, compositie en klinische consequenties van
atherosclerotische plaques. In deze plaques kunnen twee macrofaag-subtypen gedefinieerd
worden: pro-inflammatoire M1 macrofagen en anti-, of minder, inflammatoire M2 macrofagen.*
De verdeling van de verschillende type macrofagen in de plaque is zowel regio- als fasespecifiek.
In de vroege fase van atherosclerose atherosclerose ontwikkeling bestaat de plaque vooral uit M2
macrofagen, terwijl in de meer gevorderde fase juist M1 macrofagen het voornaamste fenotype
vertegenwoordigen.™ Daarnaast zijn M1 macrofagen dominant aanwezig in de schouderregio’s
van de atherosclerotische plaque, een deel van de plaque dat erg gevoelig is voor een ruptuur. M2
macrofagen worden in aan de andere kant juist vaker aangetroffen in locaties waar de plaque
meer stabiel is, zoals de perifere regio’s in asymptomatische plaques.'” Deze bevindingen
impliceren dat de verdeling van het macrofaagfenotype een belangrijke bepalende factor is voor
het ontwikkelen van atherosclerose.
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M1 macrofagen brengen grote hoeveelheden iNOS tot expressie, een enzym dat de productie van
NO faciliteert. Eerdere studies hebben laten zien dat het atherosclerotisch ziekte proces wordt
gestimuleerd door juist die macrofagen in de atherosclerotische plague met een hoge NO-
productie.”*™® M1 macrofagen produceren daarnaast veel pro-inflammatoire cytokinen, die de
ontwikkeling van atherosclerose versnellen. Naast de modulatie van de ontstekingsreactie zijn de
hoeveelheden M1 macrofagen in de plaque ook negatief gecorreleerd met de dikte van het kapsel
dat de plaque afdekt.’® Een afname in de dikte van dit kapsel is een belangrijke risicofactor voor
het scheuren van de plaque, een complicatie waardoor er een bloedprop kan ontstaan die het
bloedvat lokaal of verderop in de bloedstroom kan afsluiten en daarmee acute cardiovasculaire
symptomen zoals een hart- of herseninfarct kan veroorzaken. In tegenstelling tot de M1
macrofagen, worden M2 macrofagen juist veelal beschouwd als beschermend ten aanzien van
atheroscleroseontwikkeling.'” M2 macrofagen produceren hoge niveaus van anti-inflammatoire
cytokinen zoals IL-10 en TGF-B die erom bekend staan de ontwikkeling van atherosclerose te
remmen.’® ' Daarnaast brengen M2 macrofagen grote hoeveelheden Argl tot expressie, een
enzym dat een sleutelrol speel in het metabolism van L-arginine. Argl kan met iNOS competeren
voor hun gedeelde substraat L-arginine. Op deze manier verlaagt de Argl expressie in M2
macrofagen de NO productie door deze cellen, waardoor M2 macrofagen de ontwikkeling van
atherosclerose kunnen tegengaan. Daarnaast kunnen M2 macrofagen de stabiliteit van een
plaque vergroten door de synthese van proline, de belangrijkste voorloper van collageen, te
verhogen.?® M2 macrofagen beschermen dus tegen atherosclerose door enerzijds de groei van de
plague te remmen en anderzijds de stabiliteit van de plaque te verhogen. Op basis van deze
bevindingen kan de verschuiving van de macrofaagpolarisatie van een M1 naar een M2 fenotype
beschouwd worden als een veelbelovende therapeutische strategie voor de behandeling van
atherosclerose.

Om deze hypothese te testen, hebben we eerst onderzocht welke rol de M2 marker Argl speelt
in de ontwikkeling van atherosclerose. Daarna hebben we de relevantie van Akt2 en MKP2, beide
kinases waarvan gesuggereerd wordt dat ze betrokken zijn bij de polarisatie van macrofagen naar
het M2 fenotype, in de ontwikkeling van atherosclerose bestudeerd. Tot slot, omdat er in
toenemende mate bewijs wordt gevonden dat de identificatie van ziekte-geassocieerde
genmutaties een succesvolle strategie is voor het ontdekken van nieuwe therapeutische
doelwitten, hebben we onderzocht welke rol USf1, een gen dat geassocieerd wordt met familiare
hyperlipidemie, speelt in het ontstaan van atherosclerose.

6.2.3 Het belang van macrofaagfenotype-merkers in de ontwikkeling van
atherosclerose

Argl en iNOS, klassieke merkers voor respectievelijk het M2 en M1 macrofaagfenotype, delen het
gezamenlijke substraat L-arginine en remmen hiermee elkaars activiteit.”* De rol van iNOS, dat de
productie van het potente signaleringsmolecuul NO faciliteert, is reeds uitgebreid
bestudeerd.!”*®**?” Echter, de rol van Argl in de ontwikkeling van atherosclerose is nog onbekend.
In hoofdstuk 2 hebben we daarom getracht om de rol van macrofaag-specifiek Argl in de
ontwikkeling van atherosclerose te ontrafelen. Hiertoe werd in LDLr KO muizen het eigen
beenmerg vervangen door beenmerg van ofwel Argl KO of wildtype donoren. Na herstel van de
beenmergtransplantatie werden de dieren een Westers dieet gevoed om de ontwikkeling van
atherosclerose te stimuleren. Allereerst vonden we dat uitschakeling van Argl in macrofagen in
vitro een meer M2-gelijkend fenotype veroorzaakte. Zo waren Argl KO macrofagen meer gevoelig
voor het ontwikkelen van schuimcellen na blootstelling aan geacetyleerd LDL (acLDL) in vitro. Dit
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is in overeenstemming met de literatuur, waarin eerder is laten zien dat M2 macrofagen meer
gevoelig zijn voor schuimcelvorming.’® In overeenstemming met deze in vitro bevindingen, leidde
beenmerg-specifieke deficiéntie van Argl in LDLr KO muizen ook tot een verhoogde
schuimcelvorming, zonder dat er een effect op de bloedcholesterolspiegels waargenomen werd.
Echter, deze verhoogde schuimcelvorming had geen effect op de gevoeligheid voor
atheroscleroseontwikkeling, aangezien de plaquegroottes in de Argl KO
beenmerggetransplanteerde LDLr KO muizen vergelijkbaar waren aan die van WT
beenmerggetransplanteerde LDLr KO muizen. Daarnaast was ook de hoeveelheid collageen in de
plaques niet verschillend tussen de twee groepen, wat verklaard zou kunnen worden door het feit
dat de gladde spiercellen, de belangrijkste producenten van collageen in de atherosclerotische
plaque, niet aangedaan worden door de beenmergtransplantatieprocedure. Desalniettemin is er,
ondanks de verhoogde schuimcelvorming als gevolg van beenmergspecifieke Argl-deletie in LDLr
KO muizen, geen sprake van een verhoogde atheroscleroseontwikkeling. Dit duidt op de
mogelijkheid dat er een compenserend mechanisme in werking is getreden dat de effecten van
de verhoogde schuimcelvorming tegengaat. Om deze mechanismen te kunnen verklaren hebben
we de leukocytprofielen in zowel het bloed als in de milt van de muizen onderzocht. Hieruit bleek
dat beenmergspecifieke Argl-deletie leidde tot een significante verlaging van het aantal
monocyten en neutrofiele granulocyten in de milt. Aangezien 30% van het totaal aantal
monocyten in de atherosclerotische plaque vanuit de milt komen,* kan deze gevonden verlaging
van het aantal monocyten in de milt mogelijk een verklaring vormen voor het feit dat de
ontwikkeling van atherosclerose niet is verhoogd in LDLr KO muizen met Argl deficiént beenmerg
ondanks de verhoogde schuimcelvorming. Samenvattend beinvlioedt Argl in beenmergafgeleide
cellen de schuimcelvorming door macrofagen, maar heeft het geen effect op de ontwikkeling van
atherosclerose in LDLr KO muizen. Argl in beenmergafgeleide cellen is daarom waarschijnlijk geen
goed therapeutisch doelwit voor de behandeling van atherosclerose.

De repolarisatie van pro-inflammatoire M1 macrofagen naar minder inflammatoire M2
macrofagen wordt beschouwd als een veelbelovende strategie om atherosclerose te verminderen.
Echter, het simpelweg veranderen van een van de specifieke M1-markergenen, zoals verlaging van
Argl, is een te simplistische benadering voor deze strategie. Men zal daarom op een meer
holistische wijze het metabolisme van en het afweermechanisme in macrofagen moeten
herprogrammeren om daadwerkelijk een effect op atherosclerose te kunnen bewerkstelligen.

Macrofagen vertegenwoordigen een groot spectrum van cellen die elk gekenmerkt worden door
verschillende merkers. De huidige M1/M2 classificatie van macrofagen is onvoldoende om het
volledige spectrum van macrofaagfunctie en —activering weer te kunnen geven. Macrofagen
kunnen in vitro door incubatie met LPS/IFN-y gestimuleerd worden tot verandering in macrofagen
met een M1 fenotype, terwijl incubatie met IL-4/IL-13 er juist voor zorgt dat macrofagen
verandering in cellen met een M2 fenotype. In de atherosclerotische plaque in vivo is er echter
een grote variéteit aan cytokinen en andere signaleringsmoleculen aanwezig, waardoor de
aanwezige macrofagen mogelijk ook minder duidelijke fenotypen kunnen aannemen.**?*? In
atherosclerotische plagques worden inderdaad veel macrofaagfenotypen gevonden waarin de
expressie van de klassieke M1/M2 markers slechts beperkt of zelfs geheel niet aanwezig is.** Dit
zorgt ervoor dat het gebruik van macrofaagfenotype-merkergenen als diagnostisch hulpmiddel of
therapeutische doelwit voor de behandeling van atherosclerose lastig is.

M1 en M2 macrofagen maken gebruik van verschillende signaleringspaden om hun effectorfunctie
tot uiting te kunnen brengen.>* Om op een meer holistische wijze het metabolisme van en het
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afweermechanisme in macrofagen te reprogrammeren, kan het lonen om de strategie te richten
op microRNA’s aangezien deze veel biologische en metabole programma’s op posttranscriptioneel
niveau reguleren. In dit opzicht is het belangrijk om te melden dat recent is aangetoond dat
remming van microRNA-33 macrofagen naar een M2 fenotype kan drijven en atherosclerose kan
verminderen.** Dit proces lijkt gemedieerd te worden door de eiwitkinase AMPK. Eiwitkinases zijn
essentieel voor stimulus-geinduceerde cellulaire processen.>®> Macrofaagactivatie wordt, naast de
AMPK-signaleringsroute, ook gereguleerd door de fosfoinositide-3-kinase/eiwit B (KI3K/Akt) en
mitogen-geactiveerde eiwitkinase (MAPK) signaleringsroutes.’®>® Binnen de context van dit
proefschrift hebben wij zowel de rol van Akt2 als lid van de KI3K/Akt-route, als de rol van het
fosfatase MKP2 die de MAPK-route deactiveert, in de ontwikkeling van atherosclerose bestudeerd.
Deze signaleringsroutes worden hieronder in meer detail beschreven.

6.2.4 Het belang van eiwitkinase-signaleringsroutes in macrofaagpolarisatie en
atheroscleroseontwikkeling

Akt1 is een sterke regulator van macrofaagpolarisatie.>*** Akt2-deficiéntie in macrofagen leidt tot

een sterker M2 macrofaag fenotype en beschermd tegen dieet-geinduceerde atherosclerose in
niet-diabetische LDLr KO muizen.*” ** Naast het effect op macrofaagpolarisatie is Akt2 ook een
belangrijke speler in de signaleringsroute van insuline. Wanneer Akt2 in het gehele lichaam
afwezig is, resulteert dit in een verlaagde glucosetolerantie in muizen terwijl er weinig tot geen
effect zichtbaar was op de ontwikkeling van atherosclerose.*” ** Om de rol van macrofaag-
specifiek Akt2 in atherosclerose onder glucoseintolerante condities beter te begrijpen, hebben wij
in hoofdstuk 3 glucoseintolerante Akt2/LDLr dKO muizen getransplanteerd met LDLr KO of
Akt2/LDLr dKO beenmerg, om zodoende het effect van macrofaag-specifiek herstel van Akt2-
expressie te kunnen bestuderen. De resultaten laten zien dat Akt2 in macrofagen geen significante
bijdrage levert aan het type 2 diabetes fenotype, noch aan de ontwikkeling van atherosclerose in
Akt2/LDLr dKO muizen. Eerdere studies hebben aangetoond dat macrofaag-specifieke Akt2-
deficiéntie geassocieerd is met een verlaagde vatbaarheid voor macrofaag-schuimcelvorming.®?
Onze studie ondersteunt deze bevindingen, omdat in onze opzet het herstel van Akt2 expressie in
macrofagen de schuimcelvorming van deze cellen juist verhoogde. In tegenstelling tot de eerdere
bevindingen dat Akt2-deficientie leidt tot een M2 macrofaag fenotype, laten onze studies in de
LDLr KO achtergrond zien dat Akt2 expressie in macrofagen leidde tot een M2 macrofaag fenotype.
Samengevat laten wij in hoofdstuk 3 zien dat het herstel van Akt2 specifiek in macrofagen
resulteerde in een sterke schuimcelvorming, maar het M2 macrofaag fenotype versterkt waardoor
naar verwachting de macrofagen minder inflammatoir zijn. Gezamenlijk leidde dit uiteindelijk tot
een onveranderde atheroscleroseontwikkeling in de getransplanteerde Akt2/LDLr dKO muizen.
Naast de tegenhangende effecten van een verhoogde schuimcelvorming en verlaagde
inflammatoire repons na Akt2-herstel, speelt de glucoseintolerante achtergrond van de muizen
waarschijnlijk ook een rol in de onveranderde gevoeligheid voor de ontwikkeling atherosclerose
in onze muizen. In dit kader is het belangrijk om te vermelden dat de macrofagen die wij in ons
onderzoek hebben bestudeerd een LDLr-deficiénte achtergrond hadden, terwijl eerdere studies
vaak op een wildtype achtergrond zijn uitgevoerd.*” ** *® Macrofaagactivering is het gevolg van
een samenwerkende interactie tussen verschillende genproducten, in reactie op een
extracellulaire signaleringsstimulus.*’” Genetische variatie, zoals een LDLr KO versus wildtype
achtergrond, kan mogelijk de cellulaire signaleringsroutes beinvioeden. De activatie van
macrofagen in verschillende genetische achtergronden zou daarmee uiteindelijk kunnen leiden
tot heel verschillende effceten op macrofaagfenotype en functie.*® We speculeren daarom dat de
aanwezigheid van de LDLr op macrofagen mogelijk belangrijke consequenties heeft voor de
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polarisatie van macrofagen naar een M2 fenotype onder Akt2-deficiénte omstandigheden. Om
deze hypothese te kunnen bevestigen is echter verder onderzoek nodig. Desalniettemin heeft
onze studie, zoals beschreven in hoofdstuk 3 van dit proefschrift, de kennis over de rol van Akt2
in macrofaagpolarisatie en atherosclerose vergroot, en onderstreept deze de notie dat de
genetische en metabole achtergrond van het muismodel dat wordt gebruikt de rol van Akt2 in
atheroscleroseontwikkeling kan beinvloeden.

MAPK fosfatases (MKP’s) vertegenwoordigen een familie van minstens tien verschillende
fosfatases die elk sterk gerelateerd zijn aan de MAPK’s.*® MKP’s hebben elk een verschillende
voorkeur voor specifieke MAPK’s, die ze kunnen deactiveren via binding en daaropvolgende
defosforylatie van de fosfoserine/treonine- en fosfotyrosine residuen.>*! Elk MKP-familielid heeft
een andere functie, wat deels veroorzaakt wordt door diens specifieke voorkeur voor het MAPK-
substraat.” In dit kader is het interessant om te melden dat MKP2 betrokken is bij
macrofaagpolarisatie®’, en daarmee dus een potentieel therapeutisch doelwit is voor de
behandeling van atherosclerose. Hoofdstuk 4 richt zich daarom op het effect van MKP2 op
macrofaagfunctie en atheroscleroseontwikkeling. We hebben laten zien dat MKP2-deficiéntie de
activatie van het MAPK-familielid JNK verhoogt in thioglycollaat-opgewekte macrofagen.
Daarnaast laten we zien dat macrofagen die geen MKP2 tot expressie brengen een M2-
macrofaagfenotype laten zien en, in lijn daarmee, meer vatbaar zijn voor schuimcelvorming na
blootstelling aan geoxideerd LDL. Om de rol van MKP2 in atheroscleroseontwikkeling verder te
ontrafelen, hebben we MKP2-deficiént beenmerg getransplanteerd naar LDLr KO muizen. Deze
muizen lieten, na 9 weken een Westers dieet gevoerd te zijn, geen verandering zien in het
distributieprofiel van cholesterol over de lipoproteine-fracties in het bloed. In lijn met de in vitro
aangetoonde versterkte M2-macrofaagpolarisatie, observeerden we minder M1 markers op
peritoneale cellen in de macrofaag-specifieke MKP2-deficiénte muizen, en zagen we dat deze
muizen meer anti-inflammatoire en juist minder pro-inflammatoire cytokinen produceerden.
Echter, ondanks de verlaging in pro-atherogene cytokineproductie, zagen we dat transplantatie
met MKP2-deficiént beenmerg leidde tot een verhoogde atheroscleroseontwikkeling na 9 weken
van Westerse dieetvoeding. Belangrijk om te vermelden is dat de hoeveelheid collageen in de
plaques van dieren die met MKP2-deficiént beenmerg getransplanteerd waren lager was dan in
de plagues van de controledieren. Samengevat laten deze resultaten zien dat de anti-
inflammatoire effecten van MKP2-deficiéntie uiteindelijk tenietgedaan werden door de
verhoogde vatbaarheid voor schuimcelvorming van de MKP2-deficiénte macrofagen. Het is
denkbaar dat de hoge cholesterolniveaus in het bloed van de macrofaagspecifieke MKP2-
deficiénte LDLr KO muizen op een Westers dieet het effect van MKP2-deficiéntie op
schuimcelvorming dusdanig vergroot heeft, dat de gunstige anti-inflammatoire effecten van MKP2
overstemd werden. In dit kader zou het interessant zijn om de huidige studie verder uit te breiden
en de rol van MKP2 in atheroscleroseontwikkeling te bestuderen onder condities waarin de
cholesterol-bloedspiegels actief verlaagd worden.

De eiwitkinase-superfamilie, alsmede de regulatoren van hun activiteit, zijn de meest intensief
onderzochte geneesmiddel-doelwitten in het huidige farmacologische onderzoek. Op basis van
een rapport uit 2014, bestaan er meer dan 3000 goedgekeurde en experimentele geneesmiddelen
in klinische trials die gebaseerd zijn op kinases.>® Hoewel de meerderheid van de klinische trials
die gebruikmaken van kinase-gerichte geneesmiddelen zich richten op de behandeling van kanker,
breid dit veld zich inmiddels ook uit naar de behandeling van ontstekingsziekten.>® Er komt steeds
meer bewijs dat laat zien dat de modulatie van de kinase-signaleringsroute op een effectieve en
gunstige manier macrofaagpolarisatie kan beinvloeden.>* > Vanuit dit oogpunt wordt het gebruik
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van kinase-gerichte middelen beschouwd als een potente strategie om nieuwe therapieén voor
de behandeling van atherosclerose te ontwikkelen. In dit proefschrift laten wij inderdaad zien dat
het moduleren van eiwitkinase-activiteit, bijvoorbeeld door het herstellen van de expressie van
de kinase Akt2 (hoofdstuk 3) of het verstoren van expressie van de kinase-inactiverende fosfatase
MKP2 (hoofdstuk 4), een effectieve manier is om macrofaagpolarisatie richting het M2-fenotype
te drijven en om anti-inflammatoire effecten te bewerkstellingen. Beide studies laten echter zien
dat de verhoogde M2-polarisatie ook leidde tot een verhoogde schuimcelvorming, waardoor de
atheroscleroseontwikkeling uiteindelijk niet aangedaan of zelfs versterkt werd.

6.2.5 Het belang van upstream stimulatory factor 1 in atheroscleroseontwikkeling

Het belangrijkste kenmerk van atherosclerose is schuimcelvorming, een pathologisch proces
waarvoor zowel macrofagen als lipiden onmisbaar zijn. In het eerste deel van dit proefschrift
hebben we ons gericht op genen die betrokken zijn bij de polarisatie van macrofagen richting een
M2 fenotype. In het tweede deel van dit proefschrift richten we ons op een gen dat betrokken is
bij het lipidenmetabolisme. Patiénten die lijden aan zogeheten familiaire gecombineerde
hyperlipidemie (FCHL) hebben een hoog risico op het ontwikkelen van vroegtijdige coronaire
vaatziekten.®®®! FCHL wordt gekarakteriseerd door verhoogde LDL- en triglycerideniveaus die vaak
gepaard gaan met een verlaging in HDL-niveaus.?® Usfl is een gen dat geassocieerd wordt met
FCHL,% en dat een belangrijke rol lijkt te spelen in het lipidenmetabolisme en de ontwikkeling van
atherosclerose.®” In hoofdstuk 5, hebben we daarom de macrofaag-specifieke rol van Usfl in
atherosclerose onderzocht. In deze studie hebben we laten zien dat beenmerg-specifieke Usfl-
deficiéntie een ander fenotype liet zien in LDLr KO muizen dan Usfl wordt uitgeschakeld in alle
weefsels van het lichaam. Wanneer Usfl in het gehele lichaam afwezig was, leidde dit tot een
gunstig cardiometabool lipidenprofiel, wat gekenmerkt werd door een verlaging in de niveaus van
‘slecht’ VLDL-cholesterol en triglyceriden, terwijl het ‘goede’ HDL-cholesterolniveau juist verlaagd
was. Echter, beenmerg-specifieke Usfl-deficiéntie leidde tot een verhoging in VLDL-
cholesterolniveaus en een verhoogde gevoeligheid voor de ontwikkeling van atherosclerose. Dit
effect kan waarschijnlijk toegeschreven worden aan een verlaagde VLDL-klaring door het witte
vetweefsel. Op basis van onze eigen studies en eerdere studies uit de literatuur kan in het
algemeen gesteld wordt dat modulatie van Usfl1 de ontwikkeling van atherosclerose beinvloed.®
Een interessante bevinding in onze studies is dat, in tegenstelling tot de pro-atherogene rol van
algehele USf1 expressie®’, beenmergspecifieke Usfl-expressie juist een beschermende rol heeft
in het kader van atheroscleroseontwikkeling. Onze studie onderstreept dus een
weefselafhankelijke rol van Usfl in atherosclerose, waarmee rekening gehouden dient te worden
bij het ontwikkelen van nieuwe geneesmiddelen gericht op het remmen van Usfl-activiteit of de
downregulatie van diens expressie om atherosclerose tegen te gaan.

6.2.6 Concluderende opmerkingen en toekomstperspectieven

In dit proefschrift is, middels het gebruik van knockout-muizen en de
beenmergtransplantatietechniek, onderzocht welk effect de modulatie van genen betrokken bij
macrofaagpolarisatie (hoofdstuk 2-4) en het lipidenmetabolisme (hoofdstuk 5) heeft op de
pathogenese van atherosclerose. Naast de in dit proefschrift bestudeerde genen, zijn er vele
andere moleculen die een rol spelen in macrofaagpolarisatie en het lipidenmetabolisme, en
derhalve een mogelijk interessant doelwit zijn voor de behandeling van atherosclerose.
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Macrofagen en de plasticiteit van het fenotype van de macrofagen zijn essentieel voor het
onderhoud van homeostatische functies van weefsels. De doen ze door hun genexpressie
patronen te veranderen in reactie op de lokale omgeving van het weefsel. Omdat de verschillende
typen macrofagen elk op een verschillende manier bijdragen aan de ontwikkeling van
atherosclerose, is het mogelijk om cel- of gengebaseerde therapieén te ontwikkelen waarmee
macrofaagfenotypen gemoduleerd kunnen worden als behandeling tegen atherosclerose. Tot nu
toe is de meeste bekende macrofaag-gerichte therapie de macrofaagtransplantatie die wordt
gebruikt om een erfelijk longaandoening, pulmonaire alveolaire proteinose, te behandelen.®***
Het idee om therapieén te ontwikkelen die specifiek gericht zijn op het moduleren van
macrofaagfenotype, stamt uit het kankeronderzoeksveld, waar het ingezet werd voor de
behandeling van tumoren.®*®® Echter, tot nu toe zijn alle klinische trials op dit gebied gefaald,®””*
voornamelijk omdat de voorbehandelde macrofagen na herhaalde blootstelling aan de micro-
omgeving van de tumor hun anti-tumor M1-fenotype snel verliezen.”””” Het is daarom van groot
belang om uit te zoeken hoe het macrofaagfenotype ‘vastgezet’ kan worden in vivo zodat zij de
micro-omgeving van de tumor kunnen moduleren, in plaats van dat deze de macrofagen
moduleert.

Een alternatief hiervoor zijn therapieén die zich richten op het moduleren van macrofagen op het
moleculaire niveau, zoals beschreven in dit proefschrift. Door de expressie van genen die
betrokken zijn bij macrofaagpolarisatie te moduleren, kan het fenotype van de macrofaag ten
gunste worden veranderd en ‘vastgezet” worden. Zo worden macrofagen door uitschakeling van
MKP2 veranderd van macrofagen met een M1-fenotype in cellen met een meer M2-fenotype. In
aanvulling hierop laten LDLr KO muizen die MKP2-deficiént beenmerg hebben ontvangen een
meer anti-inflammatoir cytokinenprofiel in hun bloed zien. Deze bevinding suggereert dat
genetische modulatie van het macrofaagfenotype en het ‘vastzetten’ van dit fenotype haalbaar is
in muizen. Daarnaast hebben wij in dit proefschrift ook laten zien dat therapeutische strategieén
gericht op het moduleren van eiwitkinase-activiteit ook een effectieve manier is om M2-
macrofaagpolarisatie te bewerkstelligen en anti-inflammatoire effecten te induceren.

Een andere interessante strategie om genexpressie in monocyten en/of macrofagen te moduleren
is door te interfereren in de epigenetische regulatie van deze genen. Epigenetische modificaties
kunnen worden bewerkstelligd door DNA-methylatie, histonmodificatie, en door regulatie van
niet-coderende RNA’s. Deze modificaties zorgen ervoor dat de toegankelijkheid van het DNA en
de chromatinestructuur verandert, waardoor genexpressiepatronen gewijzigd worden.”®® In de
literatuur zijn er steeds meer studies die laten zien dat epigenetische regulatie een belangrijke rol
speelt in zowel macrofaagpolarisatie als atheroscleroseontwikkeling.®**® Zo faciliteert Jmjd3, een
histon 3 Lys27 (H3K27) demethylase, de expressie van IRF4, een belangrijke M2-stimulerende
transcriptiefactor die M2-macrofaagpolarisatie reguleert zonder een effect te hebben op M1-
macrofagen.®**® Daarnaast hebben eerdere studies laten zien dat uitschakeling van histon
deacetylase 3 (Hdac3) macrofagen richting een M2-fenotype drijft, een gunstig effect heeft op de
verwerking van lipiden, en de stabiliteit van atherosclerotische plaques vergroot.91 Tot slot
verlaagt behandeling met een DNA-methylatieremmer, 5-aza-2’-deoxcycytidine, macrofaag
ontstekingsprocessen en verlaagt het de ontwikkeling van atherosclerose in LDLr KO muizen.”*®?
Interessant genoeg lijken epigenetische veranderingen ook transplanteerbaar te zijn. Van Kampen
en collega’s vonden dat beenmerg van muizen die gedurende lange tijd gevoed zijn met een
Westers dieet een hypomethylatie van CpG-regionen lieten zien in de genen die coderen voor Pu.1
en IRF8.** Transplantatie van deze beenmergcellen naar LDLr KO muizen die gevoed werden met
een controledieet dat laag in vet en cholesterol is, leidde tot een verhoging van de monocyt-
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/macrofaagproliferatie en differentiatie en een verhoging van de atheroscleroseontwikkeling. Het
ontrafelen van epigenetische veranderingen in macrofagen tijdens atheroscleroseontwikkeling, en
van de epigenetische signaleringsroutes die de inflammatoire respons van macrofagen
beinvioeden, zal de toekomstige ontwikkeling van nieuwe therapieén in de strijd tegen
atherosclerose sterk kunnen ondersteunen.”®

Vanuit het oogpunt van de ontstekingsreactie, lijkt het drijven van macrofaagpolarisatie richting
het anti-inflammatoire M2-fenotype een gunstige strategie voor het afremmen van de
atheroscleroseontwikkeling. Echter, M2-macrofagen versnellen de schuimcelvorming, waardoor
de therapeutische waarde van M2-macrofagen sterkt afneemt wanneer er sprake is van hoge
cholesterolniveaus in de circulatie. De versterkte schuimcelvorming heeft een pro-atherogene
werking en kan zelfs het anti-inflammatoire, beschermende effect van M2-macrofagen tenietdoen
(hoofdstuk 3 en 4). Het is daarom van groot belang dat nieuwe therapeutische strategieén gericht
op het stimuleren van een Mz2-macrofaag fenotype gecombineerd worden met
cholesterolverlagende medicijnen.

Sterke verlaging van het cholesterolniveau in het bloed is een waardevolle strategie voor het
induceren van regressie van atherosclerotische plaques in muismodellen. In dit kader is in eerdere
studies een constante verhoging van de M2-over-M1-ratio van macrofagen in de plaques onder
regressie condities aangetoond.”” Het is belangrijk te vermelden dat een recente studie heeft
laten zien dat de influx van gezonde macrofagen in de atheroslerotische plaque belangrijk is om
uiteindelijk regressie van de plaque te kunnen induceren, waarschijnlijk omdat macrofagen nodig
zijn voor het opruimen van de dode cellen en het necrotische weefsel in de kleiner wordende
plaques.’® Deze studie liet zien dat wanneer plaque-bevattende apoE KO aorta’s naar muizen
getransplanteerd werden die deficiént waren voor de chemokinereceptor CCR2, er geen
rekrutering van nieuwe macrofagen plaatsvindt in de reeds bestaande plaques en dat er geen
regressie van atherosclerose bewerkstelligd kon worden. CCR2 is een chemokinereceptor die
essentieel is voor de rekrutering van monocyten naar atherosclerotische plaques.”® Gezien het feit
dat de meerderheid van de patiénten die zich melden met HVZ klachten reeds vergevorderde
atherosclerotische laesies heeft, is het belangrijk om te onderzoeken of de inductie van M2-
macrofaagpolarisatie bovenop cholesterolverlaging regressie van atheroscleroseontwikkeling kan
versterken of dat regressie hierdoor juist tegengegaan wordt.

Beenmergtransplantatie is een effectieve manier om genexpressie in macrofagen te moduleren,
zoals ook in dit proefschrift beschreven is. Om deze reden is beenmergtransplantatie een zeer
geschikt middel om te ontrafelen of en zo ja, via welke mechanismen, een gen van interesse de
ontwikkeling van atherosclerose kan beinvioeden. Op deze manier biedt de
beenmergtransplantatietechniek ook essentiéle informatie over potentiéle ‘drugable’ macrofaag-
kandidaatgenen. In de kliniek is de techniek echter niet bruikbaar, omdat voor
beenmergtransplantatie een myeloablatie, de vernietiging van endogeen beenmerg, benodigd is.
Om in mensen alsnog de expressie van macrofaaggenen te kunnen moduleren, kunnen meerdere
strategieén toegepast worden. Zo kan small interfering RNA (siRNA), short hairpin RNA (shRNA)
en microRNA (miRNA) gebruikt worden om de genexpressie teniet te doen, "% terwijl lentivirale
en plasmavectoren juist gebruikt kunnen worden om een gen van interesse tot overexpressie te
brengen.'® '°® Naast het gebruik van genetische methoden om op directe wijze de expressie van
genen te moduleren, kan men ook farmacologische remmers en (ant)agonisten van het gen
specifiek afleveren aan macrofagen middels het gebruik van macrofaagreceptor-gebaseerde of
ligand-geankerde micro- of nanodeeltjes.'®”'® Zo heeft een eerdere studie laten zien dat
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behandeling van ApoE KO muizen met nanodeeltjes geladen met pioglitazon, een potente
activator van PPAR-y, monocyt-/macrofaagpolarisatie succesvol naar een anti-inflammatoir
fenotype kan drijven."™° Daarnaast is het gebruik van nanodeeltjes geladen met contrastvloeistof,
in combinatie met de visualisatietechnieken CT en MRI, een succesvolle methode gebleken om
atherosclerotische laesies in vivo te visualiseren en te karakteriseren, wat een belangrijke basis
biedt voor verdere klinische behandelstrategieén.'® Samengevat bieden deze verschillende
technieken de mogelijkheid om te interfereren in specifieke genexpressiepatronen en
signaleringsroutes en macrofaagfuncties te moduleren, en bieden als zodanig een basis voor
toekomstige klinische behandelstrategieén.

Tot slot, macrofaagheterogeniteit is niet alleen essentieel voor atherosclerose, maar ook voor veel
andere ziekten die een sterke ontstekings component kennen, zoals kanker, de ziekte van
Parkinson, obesitas, diabetes en arthritis.'*** De ontwikkeling van macrofaag-gerichte
therapieén biedt dus niet alleen nieuwe behandelmogelijkheden op het gebied van hart- en
vaatziekten, maar zal ten gunste komen aan een grote variéteit van ontstekings-gebaseerde
aandoeningen.

Concluderend kan gesteld worden dat modulatie van macrofaagpolarisatie, in combinatie met
cholesterolverlaging, een veelbelovende strategie is voor de behandeling van atherosclerose.
Vervolgonderzoek dient aan te wijzen of macrofaagpolarisatie-gerichte therapieén inderdaad een
effectieve benadering voor de behandeling van atherosclerose zijn, en of zij de beoogde verlaging
in cardiovasculair risico kunnen bewerkstelligen.
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