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1. Inleiding

1.1. Atherosclerose wordt gekenmerkt door de ophoping van vetten en
een chronische ontstekingsreactie in de vaatwand

"Hart- en vaatziektenis een brede term die alle aandoeningen van het hart en het vaat-
systeem omvat, zoals hartinfarcten en beroertes. Hart- en vaatziekten vormen een be-
langrijk probleem voor de samenleving, aangezien 31% van alle sterftegevallen wereld-
wijd aan deze aandoeningen te wijten valt [1]. De belangrijkste risicofactoren voor het
ontwikkelen van hart- en vaatziekten zijn een hoog cholesterolgehalte in het bloed, een
hoge bloeddruk, roken, diabetes, obesitas en een weinig actieve levensstijl [2]. Daar-
naast verhogen erfelijke aandoeningen zoals familiaire hypercholesterolemie en onder-
liggende auto-immuunziekten zoals reuma het risico [3].

Het belangrijkste onderliggende ziekteproces dat hart- en vaatziekten veroorzaakt is
atherosclerose, ook wel slagaderverkalking genoemd. Atherosclerose is een chronische
ontstekingsziekte die vooral de middelgrote en grote arterién aantast. Het ziektepro-
ces begint al tijdens de kinderjaren en langzaam maar zeker bouwen zich over tien-
tallen jaren vettige plaques op in de vaatwand [4]. Dit proces begint op plaatsen in
de bloedvaten waar het endotheel, de binnenste laag cellen van de bloedvaten, dis-
functioneel wordt door een verstoring van de bloedstroming. Hierdoor wordt het en-
dotheel meer permeabel, en kunnen de "slechte"lage-dichtheid lipoproteinen (LDL),
die cholesterol in het bloed vervoeren, zich gaan ophopen in de vaatwand [5]. Deze
ophoping initieert een ontstekingsreactie, waarbij er moleculen op het endotheel tot
expressie komen die immuuncellen rekruteren naar de plek van de vetophoping [6].
Onder de gerekruteerde immuuncellen zijn macrofagen, een celtype dat is gespeciali-
seerd in het opruimen van dode celresten, en ook LDL-deeltjes kan opnemen. In het
geval van atherosclerose raken de macrofagen overladen met LDL-deeltjes, wat resul-
teert in de vorming van schuimschellen. Deze cellen hebben zoveel vetten opgenomen
dat ze er ‘schuimachtig’ uitzien als ze met de microscoop worden bekeken. Schuimcel-
len kunnen niet meer weggeraken uit de plaques en hierdoor ontstaat een lokale opho-
ping van vetten en immuuncellen [7]. De schuimcellen produceren ook inflammatoire
cytokines, signaalstoffen die het immuunsysteem verder stimuleren [8]. Nadat een be-
paalde toxische drempel aan vetopname is overschreden, wordt celdood geinduceerd
via apoptose (een gereguleerd, niet-inflammatoir proces) of via necrose (een versto-
rend, pro-inflammatoir proces). Dit kan leiden tot het vrijgeven van gevaarsignalen die
het ontstekingsproces nog verder versterken [9].

Naast macrofagen worden ook dendritische cellen (DCs) gerekruteerd naar de plaques.
Dit celtype is normaliter betrokken bij het opnemen van bacterién of virussen in het
geval van een infectie. Vervolgens worden deze ziekteverwekkers afgebroken en kleine
stukjes van de eiwitten die daaruit vrijkomen worden gepresenteerd op zogenaamde
‘major histocompatibility complex’ (MHC) moleculen. Dit proces wordt antigeen-
presentatie genoemd, en resulteert in de activatie van het adaptieve immuunsysteem.
Het adaptieve immuunsysteem wordt gestimuleerd door de DCs om specifiek de
ziekteverwekkers aan te vallen via de herkenning van deze antigenen. In het geval van
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atherosclerose worden de DCs geactiveerd door de gevaarsignalen die aanwezig zijn in
de plaque en kunnen deze cellen dode celresten of LDL-deeltjes opnemen. Vervolgens
migreren de DCs door het lymfesysteem naar de lymfeknopen, waar ze antigenen
uit het opgenomen materiaal kunnen presenteren aan de cellen van het adaptieve
immuunsysteem, de T- en B-cellen [10].

Bovenop de activatie van het adaptieve immuunsysteem, worden ook de gladde spier-
cellen in de vaatwand geactiveerd door de ontstekingsreactie. Deze cellen vormen ver-
volgens een fibreuze laag bovenop de plaque, die zorgt voor stabiliteit [11]. Atheroscle-
rotische plaques kunnen voor lange tijd asymptomatisch blijven, maar uiteindelijk kan
de progressieve groei van deze plaques leiden tot complicaties. Doordat de plaques een
gedeelte van het bloedvat afsluiten, kan de bloedstroming afnemen, wat kan leiden tot
een tekort aan zuurstoftoevoer naar bepaalde weefsels (hypoxie). Verminderde zuur-
stoftoevoer naar het hart kan leiden tot pijn op de borst (angina pectoris) [12]. Daar-
naast kan de fibreuze laag van gladde spiercellen op de plaque dunner worden door de
voortgaande ontstekingsreacties, en uiteindelijk scheuren. Dit leidt tot de vorming van
een bloedprop, ook wel trombus genoemd, die ofwel lokaal de bloedstroming kan ver-
storen, ofwel zich met de bloedstroom kan verplaatsen en op andere locaties kan leiden
tot problemen. Als een trombus de kransslagaders die het hart van zuurstof voorzien
blokkeert, is er sprake van een hartinfarct [13]. Een blokkering van de bloedvaten in de
hersenen kan leiden tot een herseninfarct [14].

1.2. Behandeling van atherosclerose

Bij patiénten met acute klinische symptomen zijn chirurgische ingrepen nodig. De
vaatwand kan verwijd worden door middel van ballon-angioplastie, waarbij een ballon-
netje wordt opgeblazen binnen het verstopte bloedvat, om de bloedstroming te herstel-
len. Deze ingreep wordt vaak gecombineerd met het plaatsten van een metalen buisje
(stent) in het bloedvat, die het teruggroeien van de plaque verhindert [15]. Een alterna-
tief is een bypassoperatie, waarbij een omleiding voor de verstopte slagader wordt ge-
vormd door de transplantatie van een gezonde ader ter hoogte van de verstopte krans-
slagader van het hart of slagader in het been [16]. Tot slot is endarterectomie ook een
optie, waarbij het aangetaste bloedvat wordt geopend en de plaque chirurgisch wordt
verwijderd [17].

Naast deze acute ingrepen, ligt de nadruk van de behandeling van atherosclerose vooral
op het aanpakken van de risicofactoren, zoals het advies geven over een gezonder dieet
en een actievere levensstijl. Daarnaast richten de beschikbare medicijnen zich op het
verlagen van het cholesterolgehalte in het bloed. De meest voorgeschreven medicijnen
zijn statines, die de aanmaak van cholesterol remmen en de opname van cholesterol
uit het bloed verhogen, en op die manier het aantal LDL-deeltjes in het bloed vermin-
deren [18]. Hoewel het behandelen met statines resulteert in een 30% verlaging van het
risico op een cardiovasculaire gebeurtenis (zoals een hartaanval) [19], is er een grote
behoefte aan nieuwe medicijnen om dit risico verder te verlagen. Zo wordt onder an-
dere onderzoek gedaan naar medicijnen die aangrijpen op het immuunsysteem. Een
grote klinische studie (de CANTOS trial) heeft het effect van een antilichaam bestudeerd
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dat de functie van het pro-inflammatoire cytokine IL-1[3 blokkeert. De resultaten laten
zien dat remmen van het immuunsysteem, in combinatie met het gebruik van choles-
terolverlagende middelen, het risico op hart- en vaatziekten verder kan verlagen [20].
Helaas had de algemene remming van het immuunsysteem in deze studie ook tot bij-
werking dat meer patiénten overleden aan opportunistische infecties. Het remmen van
hetimmuunsysteem voor de behandeling van atherosclerose is dus zeker veelbelovend,
maar het is van belang om zulke ernstige bijwerkingen te voorkomen door specifiekere
therapieén te ontwikkelen die uitsluitend het ziekteproces aanpakken.

1.3. De rol van T-cellen in atherosclerose

T-cellen zijn een interessant celtype om te bestuderen als een mogelijk aangrijpings-
punt voor een nieuwe behandeling van atherosclerose, aangezien deze cellen in een
doelgerichte en antigeen-specifieke manier hun effecten uitoefenen. Zoals hierboven
beschreven, worden T-cellen geactiveerd door DCs, die antigenen presenteren in de
lymfe klieren. DCs presenteren deze antigenen op hun celoppervlak, ingekapseld in
MHC-moleculen, die binden aan de T-celreceptoren (TCR) op het oppervlak van T-
cellen. Dit induceert een activerend signaal. Daarnaast geven de DCs ook costimula-
toire signalen door aan de T-cellen en scheiden ze cytokines uit, die de T-cellen specifiek
instrueren hoe ze zij zich vervolgens moeten ontwikkelen. Vervolgens ondergaan de
T-cellen klonale expansie, wat resulteert in een grote verzameling cellen die hetzelfde
antigeen kunnen herkennen. Zowel helper T-cellen, die gekenmerkt worden door ex-
pressie van CD4, als cytotoxische T-cellen, die gekenmerkt worden door expressie van
CD8, zijn aanwezig in humane atherosclerotische plaques [21]. Er is al veel onderzoek
gedaan naar de rol van CD4* T-cellen in het ziekteproces. Zo is bekend dat de zoge-
naamde T-helper 1 (Thl)-cellen bijdragen aan het onstekingsproces door de produc-
tie van inflammatoire cytokines zoals interferon y (IFN-y) en tumor necrose factor o
(TNF-x) en daardoor de ontwikkeling van atherosclerose versterken (22, 23]. Er is veel
minder bekend over de rol van CD8* T-cellen in deze ziekte. CD8* T-cellen zijn ook
wel bekend als "killer"T-cellen, omdat ze celdood kunnen induceren in andere, voor-
namelijk virus-geinfecteerde cellen. Dit gebeurt door middel van het binden van Fas-
ligand (FasL), dat tot expressie komt op de CD8" T-cellen, aan de Fas-receptor op de
doelcellen, wat apoptose initieert. Ook kunnen ze de toxische moleculen perforine en
granzyme uitscheiden, die andere cellen kunnen lyseren. Daarnaast produceren CD8*
T-cellen ook pro-inflammatoire cytokines zoals IFN-y en TNF-« [24].

1.4. Doel van het onderzoek

Het doel van het in dit proefschrift beschreven onderzoek was ten eerste om de functie
van CD8* T-cellen in atherosclerose op te helderen, met name binnen de omgeving van
de plaque. Ten tweede wilden wij deze kennis gebruiken om te testen of een therapie
die zich richt op CD8* T-cellen gebruikt kan worden om de inflammatoire respons in
atherosclerose te remmen.
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2.CD8" T-cellen zijn beschermend in de geavanceerde sta-
dia van atherosclerose

In Hoofdstuk 2 presenteren wij een overzicht van wat er tot nu toe bekend is over CD8™*
T-cellen in atherosclerose. CD8" T-cellen zijn aanwezig in zowel beginnende als meer
gevorderde plaques in patiénten met atherosclerose [21, 25]. Er zijn echter nog veel
onduidelijkheden over de functie van deze cellen in het ziekteproces. Recente experi-
mentele studies in muizen hebben laten zien dat cytokine-producerende CD8" T-cellen
de vorming van beginnende atherosclerotische plaques stimuleren door het rekruteren
van monocyten, die zich ontwikkelen tot inflammatoire macrofagen in de lesies [26].
Ander onderzoek laat juist zien dat het induceren van CD8" T-cellen door middel van
vaccinatie met een peptide afkomstig van het eiwitgedeelte van LDL een beschermende
functie heeft op de ontwikkeling van atherosclerose. Dit beschermende effect wordt ge-
medieerd door de cytotoxische functies van CD8" T-cellen op antigeen-presenterende
cellen [27, 28]. Daarnaast laten verschillende studies het gunstige effect zien van regula-
toire CD8" T-cellen, die de immuunrespons onderdrukken en daardoor atherosclerose
remmen [29, 30]. In patiénten met hart- en vaatziekten zijn hogere aantallen van (geac-
tiveerde) CD8* T-cellen in het bloed geassocieerd met een toename in cardiovasculaire
complicaties [31-33]. Echter, ook in mensen geldt dat regulatoire CD8* T-cellen een
anti-atherogene functie uitoefenen [34]. Samengevat laten deze studies zien dat de rol
van CD8" T-cellen afhankelijk is van zowel de subset van deze cellen als het stadium
van atherosclerose.

Het meeste onderzoek dat tot nu toe verricht is naar de rol van CD8" T-cellen in athe-
rosclerose, richt zich op de initiéle stadia van de ontwikkeling van plaques. Vanuit een
klinisch oogpunt is het echter relevanter om de meer geavanceerde stadia van athero-
sclerose te bestuderen, aangezien patiénten dan pas symptomen beginnen te ervaren,
zoals kortademigheid en pijn op de borst, en zich melden bij een dokter. Therapeuti-
sche interventie wordt daarom vaak ook pas vanaf dit stadium mogelijk, en dientenge-
volge is het interessant om dit stadium te bestuderen vanuit een oogpunt van genees-
middelontwikkeling. Daarom hebben wij in Hoofdstuk 3 bekeken of er enige correlatie
bestaat tussen CD8" T-cellen en de aanwezigheid van andere celtypen in humane pla-
ques. Dit hebben we bestudeerd in materiaal dat verwijderd wordt na endarterectomie-
operaties, via een samenwerking met het Westeinde ziekenhuis in Den Haag. We von-
den dat als er percentueel meer CD8* T-cellen aanwezig zijn in de atherosclerotische
plaques, er percentueel minder macrofagen in de plaques teruggevonden worden. Dit
kan erop duiden dat de aanwezigheid van CD8* T-cellen het aantal macrofagen in de
plaques kan reguleren, en dat deze cellen dus een beschermende functie uitoefenen.
Om deze hypothese verder te testen, hebben we dit onderzocht in een muismodel. We
hebben gebruik gemaakt van de LDL-receptor deficiénte (LDLr~/~ ) muis, die genetisch
gemodificeerd is om minder LDL op te nemen uit de bloedstroom. Dit leidt tot hoge
cholesterolwaarden in het bloed en daarom ontwikkelt deze muis atherosclerose zodra
deze een cholesterolrijk dieet gevoerd wordt [35]. Om specifiek het effect van CD8* T-
cellen in de geavanceerde stadia te bestuderen, zijn de muizen eerst 10 weken op een
cholesterolrijk dieet gezet, zodat de plaques zich konden ontwikkelen. Vervolgens kre-
gen de muizen nogmaals 6 weken een cholesterolrijk dieet, waarbij ze ook geinjecteerd
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werden met ofwel een antilichaam dat alle CD8" T-cellen uit het lichaam van de mui-
zen verwijderde, ofwel een controle-antilichaam dat geen effect uitoefende. Aan het
einde van het experiment zijn de atherosclerotische plaquegrootte alsmede belangrijke
parameters van plaquestabiliteit gemeten in het driekleppengebied in het hart van de
muizen, een locatie waar vanwege turbulente bloedstroming vaak atherosclerose ont-
staat.

Hoewel de afwezigheid van CD8* T-cellen de plaquegrootte niet beinvloedde, had het
verwijderen van deze cellen wel effect op de samenstelling van de plaques. In de be-
handelde groep was er een toename in het aantal macrofagen in de plaques. Dit is in
overeenstemming met de correlatie die we beschreven tussen CD8* T-cellen en macro-
fagen in het humane endarterectomiemateriaal. Daarnaast beschreven we dat de be-
handelde groep minder stabiele plaques had, aangezien er minder collageen aanwezig
was in de fibreuze laag van gladde spiercellen boven op de plaque, waardoor deze ge-
makkelijker kan scheuren. Bovendien leidde het verwijderen van de CD8* T-cellen ook
nog eens tot een toename van de pro-inflammatoire Thl-cellen. Interessant genoeg
zagen we deze toename alleen in de plaques van de behandelde muizen, maar niet op
andere locaties in het lichaam. Deze resultaten geven aan dat CD8" T-cellen bijdragen
aan de stabiliteit van de plaque, door het remmen van verschillende pro-inflammatoire
immuuncellen. Deze beschermende rol van CD8" T-cellen in een geavanceerd stadium
van atherosclerose komt overeen met een eerder gepubliceerde studie, waarin CD8" T-
cellen een beschermende rol uitoefenden via het doden van antigeen-presenterende
cellen (waar macrofagen ook onder vallen) [36]. Aangezien wij hebben gevonden dat
het beschermende effect van CD8" T-cellen specifiek in de plaques plaatsvond, hebben
wij ook gekeken naar verschillen tussen CD8* T-cellen in de plaque en die in de milt,
als representatief orgaan voor de systemische immuunrespons. We vonden dat CD8"
T-cellen in de plaques een hogere expressie hadden van Fas-ligand, een molecuul dat
celdood kan induceren in andere cellen. Vooral Th1-cellen en macrofagen die veel vet-
ten hebben opgenomen zijn hier erg gevoelig voor [37-39]. Het neutraliseren van de
functie van Fas-ligand leidde inderdaad tot de aanwezigheid van meer Thl-cellen en
macrofagen in de plaques. Daarom kunnen we uit deze studie concluderen dat CD8*
T-cellen een beschermende functie uitoefenen in de geavanceerde stadia van athero-
sclerose, via het reduceren van de aanwezigheid van Th1-cellen en macrofagen. Dit be-
schermende effect wordt (gedeeltelijk) gemedieerd via het induceren van celdood door
de hoge expressie van Fas-ligand op de CD8* T-cellen specifiek in de plaques.

3.CD8" T-cellen moduleren de lokale immuunrespons in
de plaque

Zoals we hebben laten zien in Hoofdstuk 3, kunnen lokaal in de plaques aanwezige
CD8* T-cellen een andere functie uitoefenen dan elders in het lichaam. Aangezien de
lokale omgeving in de atherosclerotische plaque veel inflammatoire signalen en lipi-
den bevat, vroegen wij ons af of dit de functie van CD8" T-cellen beinvloedt. In Hoofd-
stuk 4 beschrijven we de verschillen in eigenschappen van CD8" T-cellen uit de pla-
que en de milt van apolipoproteine E deficiénte (apoE~/~ ) muizen. Deze muizen heb-
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ben een verminderde opname van zeer-lage dichtheid lipoproteine (VLDL)- en LDL-
deeltjes en ontwikkelen daardoor spontaan atherosclerose, zelfs als ze een normaal di-
eet gevoerd krijgen. De CD8* T-cellen uit de plaques van deze muizen leken disfunctio-
neel, aangezien ze minder pro-inflammatoire cytokines produceerden vergeleken met
hun tegenhangers in de milt. Deze verminderde productie van cytokines was geas-
socieerd met een hogere expressie van het enzym CD39 op het celmembraan van de
CD8™" T-cellen. Dit enzym is betrokken bij het omzetten van adenosine trifosfaat (ATP),
een pro-inflammatoir "gevaar"signaal, naar het anti-inflammatoire molecuul adeno-
sine [40, 41]. Het farmacologisch remmen van CD39 in deze muizen leidde zoals ver-
wacht tot een hogere inflammatoire cytokineproductie door CD8* T-cellen in de pla-
que. Daarnaast laten we zien dat antigeen-specifieke stimulatie van de TCR nodig is
om CD39-expressie te induceren. Om dit aan te tonen hebben we een beenmergtrans-
plantatie uitgevoerd, waarbij de aanwezige immuuncellen van de muizen werden ver-
wijderd door bestraling, waarna er nieuw beenmerg werd geinjecteerd waaruit nieuwe
immuuncellen voortkwamen. Als we beenmerg in LDLr~/~ muizen transplanteerden
waaruit CD8" T-cellen voortkwamen die via de TCR geen atherosclerotisch antigeen
konden herkennen, zagen we een flinke reductie in de expressie van CD39 op CD8" T-
cellen in de plaques, vergeleken met de transplantatie van normaal beenmerg. Dit is
in overeenstemming met data uit kankeronderzoek, waar TCR-signalen ook specifiek
CD39-expressie induceren op CD8* T-cellen in de tumoromgeving [42, 43]. Bovenal la-
ten we in dit onderzoek zien dat in humane atherosclerose er ook een sterk verhoogde
CD39-expressie was op CD8* T-cellen in de plaques verkregen via endarterectomie ver-
geleken met bloedmonsters van dezelfde patiénten. Dit toont aan dat de resultaten die
wij hebben verkregen in de muizenstudies ook klinische relevantie hebben.

In Hoofdstuk 5 hebben wij onderzocht of de lokale ontstekingsreactie in de atheroscle-
rotische plaque ook de daar aanwezige subsets van CD8* T-cellen beinvloedt. Op het
moment van CD8" T-celactivatie door de DCs, kunnen de door DCs uitgescheiden cy-
tokines de CD8* T-cellen beinvloeden om te differentiéren naar verschillende subsets.
Deze subsets worden gekarakteriseerd door de productie van verschillende inflamma-
toire cytokines. Zo produceert de Tcl-subset vooral de inflammatoire cytokines IFN-y
en TNF-«, de Tc2-subset voornamelijk IL-4 en IL-5, en de Tcl7-subset vooral IL-17A.
Daarnaast wordt elke subset geassocieerd met de expressie van een andere transcrip-
tiefactor, een eiwit dat de genexpressie in de cel reguleert en op die manier de verschil-
lende effectorfuncties van elke subset teweegbrengt [44]. In apoE~/~ muizen hebben
wij bepaald dat er procentueel minder Tc1-cellen in de plaque waren vergeleken met de
milt, maar dat er juist een toename was in het percentage Tc17-cellen. Om te bestude-
ren hoe Tc17-cellen de ontwikkeling van atherosclerose beinvloeden, hebben we deze
cellen ingespoten in CD8-deficiénte LDLr~/~ muizen. Deze muizen hebben van zichzelf
geen CD8" T-cellen, waardoor het effect van de geinjecteerde cellen goed bestudeerd
kan worden. Ter controle werden ongedifferentieerde Tc0-cellen ingespoten. Tot onze
verassing zagen we dat de Tc0-cellen zich meer gingen gedragen als Tc1-cellen zodra ze
werden geinjecteerd, aangezien ze IFN-y en T-bet, de karakteristieke transcriptiefactor
van Tcl cellen, verhoogd tot expressie brachten. Tc17-cellen produceerden ook meer
IFN-v na injectie, maar minder dan de Tc0-cellen, en meer IL-17A, zoals verwacht. Het
is aannemelijk dat de inflammatoire omgeving in de atherosclerotische muizen deze
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veranderingen induceert [36, 45]. De muizen in de Tcl7-behandelde groep hadden
kleinere atherosclerotische plaques vergeleken met de Tc0-behandelde groep. Daar-
naast waren er minder macrofagen in de plaques van de Tc17-behandelde muizen en
was er een vermindering van het percentage inflammatoire Th1l-cellen. Aangezien er
zowel een toename in IL-17A productie als een vermindering van IFN-y productie was
in de Tcl7-groep ten opzichte van de Tc0-groep, kunnen de verschillen in atheroscle-
rose aan beide veranderingen ten grondslag liggen. Desalniettemin laten deze bevin-
dingen zien dat er verschillende subsets van CD8" T-cellen aanwezig zijn in de athero-
sclerotische plaques, en dat het mogelijk interessant kan zijn vanuit een therapeutisch
oogpunt om de CD8" T-cellen te differentiéren naar een minder atherogene subset, zo-
als de Tc17-subset.

4. Inductie van CD8" T-cellen door middel van vaccinatie
voor de behandeling van atherosclerose

Aangezien we in de voorgaande hoofdstukken hebben aangetoond dat CD8" T-cellen
een anti-atherogene functie kunnen uitoefenen onder bepaalde omstandigheden, was
het een logische volgende stap om een therapie te ontwikkelen die deze beschermende
rol benut. Een interessante strategie om antigeen-specifiecke CD8* T-cellen te induce-
ren is via vaccinatie. In Hoofdstuk 6 hebben wij een literatuuronderzoek uitgevoerd
naar hoe de immuunrespons wordt beinvloed door de eigenschappen van de deeltjes
waarin het antigeen aan de antigeen-presenterende cellen wordt afgeleverd. Ziekte-
verwekkers zoals bacterién en virussen verschillen van vorm en andere eigenschappen,
en stimuleren op die manier het immuunsysteem elk in een specifieke manier. Op een-
zelfde manier kan het ontwerp van een deeltjesvormig vaccin de immuunrespons bein-
vloeden. In dit hoofdstuk bespreken we hoe de fysisch-chemische eigenschappen van
grootte, vorm, en rigiditeit van een deeltjesvormig vaccin de distributie van dit deeltje
door het lichaam, de opname door cellen, de antigeen-presentatie en de resulterende
immuunrespons kunnen beinvloeden. Met betrekking tot CD8* T-cellen bespreken we
hier verschillende studies die demonsteren dat deeltjes in de grootte van nanometers
gemakkelijk getransporteerd worden van de injectieplaats naar het lymfestelsel [46].
Daarnaast worden kleine nanodeeltjes efficiént opgenomen door DCs [47]. Tot slot
zijn kleine nanodeeltjes meer effectief dan grote deeltjes in het induceren van CD8*
T-celimmuunreacties, vooral als deze deeltjes bolvormig zijn, aangezien dit de opname
van de deeltjes vergemakkelijkt [48, 49].

Met de vergaarde kennis over hoe de eigenschappen van deeltjesvaccins immuunreac-
ties kunnen beinvloeden, hebben we in Hoofdstuk 7 vervolgens een vaccinatiestrategie
gekozen om beschermende CD8" T-cellen te induceren in atherosclerose. Het doel was
om een cytotoxische CD8* T-celrespons op te wekken tegen antigeen-presenterende
cellen die LDL-deeltjes hebben opgenomen, wat zou moeten resulteren in een vermin-
dering van het aantal macrofagen in de plaque alsmede een verminderde stimulatie
van het adaptieve immuunsysteem. Daarnaast zou vaccinatie ook de expressie van
CD39 kunnen verhogen, wat de immuunrespons verder zou kunnen remmen. Door
middel van de Immune Epitope Database Analysis Resource (IEDB), een online pro-
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gramma voor het voorspellen van T-celepitopen [50], hebben we een voorspelling ge-
maakt welke peptide-sequentie in het ApoB100 eiwit, het belangrijkste eiwit op het
LDL-deeltje, zeer waarschijnlijk goed in het MHC-I molecuul kan binden. Vervolgens
hebben we dit peptide in een liposomaal deeltje ingekapseld. Liposomen zijn door-
gaans bolvormige deeltjes die bestaan uit een of meerdere bi-lagen van fosfolipiden
die een vettige membraan vormen welke een waterhoudende holte omsluiten. Antige-
nen verpakt in liposomen worden beter opgenomen door antigeen-presenterende cel-
len vergeleken met opgeloste antigenen. Daarnaast induceren de liposomen immuun-
activatie in de antigeen-presenterende cellen. Eerder werk heeft laten zien dat posi-
tief geladen liposomen met een diameter kleiner dan 200 nanometer sterke antigeen-
specifieke CD8" T-celresponsen kunnen induceren in een muismodel van kanker [51].
Daarom hebben wij gekozen om dit type liposomen te gebruiken in onze vaccinatie-
studie. LDLr~/~ muizen werden gevaccineerd met liposomen die het peptide bevat-
ten, met alleen lege liposomen, of met alleen het vrije peptide. Na 10 weken op een
cholesterolrijk dieet en twee boost-vaccinaties hebben we het effect op atherosclerose-
ontwikkeling in deze muizen geévalueerd. Helaas waren we niet in staat om antigeen-
specifieke CD8" T-cellen te detecteren na de vaccinaties, waardoor er ook geen effect
van de vaccinatie op atherosclerose waarneembaar was. Echter waren we wel in staat
om antigeen-specifieke CD8* T-cellen te induceren als we een ander peptide in de li-
posomen inkapselden, wat aantoont dat de problemen met de immunogeniciteit in
onze vaccinatiestudie niet door de liposomen veroorzaakt werden. Daarnaast waren
we ook in staat om antigeen-specifieke CD8" T-cellen te induceren als we ons ApoB100-
afgeleide peptide direct op DCs laadden en vervolgens met deze cellen vaccineerden,
wat aantoont dat dit peptide wel degelijk immunogeen is. Het is aannemelijk dat er
problemen waren met de stabiliteit van het peptide tijdens het kruispresentatieproces
na vaccinatie, waarbij het peptide in contact komt met een zure omgeving en verschil-
lende enzymen die het peptide kunnen afbreken. Het gebruik van een meer stabiel
peptide zou deze problemen wellicht kunnen verhelpen. Ondanks dat de uitkomsten
van deze studie geen afdoend bewijs hebben geleverd dat onze vaccinatiemethode be-
schermend werkt, hebben we in dit proefschrift overtuigende data gepresenteerd die
een beschermde rol van CD8* T-cellen laat zien. Daarom zijn we van mening dat ver-
der onderzoek naar vaccinatie gericht op CD8" T-cellen van grote waarde kan zijn in
het onderzoeksveld van hart- en vaatziekten.

5. Perspectieven

In de laatste jaren is er veel vooruitgang geboekt in het onderzoek naar immuunthe-
rapieén voor de behandeling van atherosclerose. In dit proefschrift hebben wij de rol
van CD8" T-cellen in deze ziekte onderzocht, en meerdere mechanismen geidentifi-
ceerd waardoor CD8" T-cellen een beschermende functie uitoefenen. We hopen dat
deze bevindingen nuttige uitgangspunten zullen blijken te zijn voor de ontwikkeling
van nieuwe therapeutische interventies voor de behandeling van atherosclerose.

In Hoofdstuk 3 lieten we zien dat FasL-expressie op de CD8" T-cellen bijdraagt aan
het verwijderen van de pro-inflammatoire Thl-cellen en macrofagen in de plaques.
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Daarom kan het mogelijk interessant zijn om een hogere expressie van FasL te indu-
ceren op T-cellen, en deze T-cellen vervolgens toe te dienen als celtherapieproduct, een
methode die al effectief is gebleken in de behandeling van prostaatkanker in een muis-
model [52]. Een ander alternatief is om T-cellen uit patiénten te isoleren, en in deze cel-
len een zogenaamd "chimeric antigen receptor"(CAR) construct tot expressie te laten
brengen, waarmee deze CAR-T-cellen specifiek een gericht celtype kunnen aanvallen
en celdood kunnen induceren via onder andere FasL-signalering [53]. Door deze the-
rapie op macrofagen te richten, kan de plaquevorming wellicht worden tegengegaan.

In Hoofdstuk 4 beschrijven we dat activatie van CD8% T-cellen leidt tot een ver-
hoogde expressie van CD39, wat de pro-inflammatoire cytokineproductie in de plaque
vermindert. Daarom hebben we in Hoofdstuk 7 getest of we beschermende CD8*
T-cellen konden induceren door middel van vaccinatie. Helaas was onze vaccina-
tiemethode niet in staat antigeen-specifieke CD8* T-cellen te induceren tegen het
ApoB100-afgeleide peptide. Om in de vorige sectie genoemde redenen, zou verder
onderzoek naar een verbeterde vaccinatiestrategie desalniettemin kunnen leiden tot
de ontwikkeling van een effectieve therapie voor de behandeling van atherosclerose.

Tot slot hebben wij met het in Hoofdstuk 5 beschreven onderzoek aangetoond dat IL-
17A-producerende Tcl7-cellen de vorming van atherosclerotische lesies verminderen
vergeleken met IFN-y-producerende Tcl-cellen. Dit laat zien dat de verschillende sub-
sets van CD8* T-cellen ieder hun eigen effect uitoefenen op het ziekteproces. Daarom
kan het interessant zijn om T-cellen te isoleren uit het bloed, buiten het lichaam naar
het Tc17-subtype te differentiéren en het resulterende celtherapieproduct vervolgens
terug te geven aan de patiént, zodat deze aanpaste T-cellen een beschermende func-
tie kunnen uitoefenen. Deze methode is al succesvol gebleken in het versterken van
de anti-tumor activiteit van T-cellen in muismodellen en humane cellen [54, 55], wat
suggereert dat deze aanpak ook in een klinische setting van toepassing kan zijn.

Samenvattend is er zeker potentie voor het ontwikkelen van een CD8* T-cel-gerichte
therapie voor de behandeling van hart- en vaatziekten. Men moet echter zorgvuldig zijn
in het sturen van de CD8" T-celfunctie naar een beschermende functie, en het induce-
ren van pro-inflammatoire bijwerkingen zien te voorkomen. Daarnaast zijn veel van de
onderzoeksgegevens die een beschermende rol voor CD8* T-cellen laten zien verkre-
gen in muismodellen, alhoewel wij hebben aangetoond dat dit ten minste gedeeltelijk
vertaald kan worden naar een klinische setting. Voordat er een effectieve CD8" T-cel-
gerichte therapie kan worden ontwikkeld, is echter meer onderzoek nodig om de be-
schermende functie van CD8" T-cellen in humane atherosclerose te bevestigen. Daar-
naast is er meer onderzoek nodig om de bruikbaarheid, veiligheid en effectiviteit van
mogelijke therapieén te onderzoeken.

6. Conclusie

Het in dit proefschrift beschreven onderzoek werpt een nieuw licht op de functie
van CD8"% T-cellen in atherosclerose en laat zien dat deze cellen in de plaque be-
schermende effecten uitoefenen. Dit onderzoek biedt nieuwe aanknopingspunten
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voor de ontwikkeling van immuunmodulerende therapieén voor de behandeling van
atherosclerose, zoals antigeen-specifieke stimulatie van CD8* T-cellen door middel
van vaccinatie. Er wordt momenteel grote vooruitgang geboekt in het ontwikkelen van
antigeen-specifieke T-celtherapieén voor de behandeling van verschillende ziektes.
Daarnaast is er toenemende aandacht binnen het veld van atheroscleroseonderzoek
naar de ontwikkeling van immuunmodulerende therapieén, die gecombineerd kunnen
worden met het gunstige effect van het verlagen van de cholesterolwaarden in het
bloed. Daarom is de vraag niet of, maar wanneer er effectieve immuun-gerichte
therapieén voor de behandeling van hart- en vaatziekten binnen ons handbereik zullen
zijn.
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