
Preclinical validation of putative targets in cardiovascular and metabolic
disease
Nahon, J.E.

Citation
Nahon, J. E. (2018, November 15). Preclinical validation of putative targets in cardiovascular
and metabolic disease. Retrieved from https://hdl.handle.net/1887/66799
 
Version: Not Applicable (or Unknown)

License: Licence agreement concerning inclusion of doctoral thesis in the
Institutional Repository of the University of Leiden

Downloaded from: https://hdl.handle.net/1887/66799
 
Note: To cite this publication please use the final published version (if applicable).

https://hdl.handle.net/1887/license:5
https://hdl.handle.net/1887/license:5
https://hdl.handle.net/1887/66799


 
Cover Page 

 
 

 
 
 

 
 
 

The handle  http://hdl.handle.net/1887/66799  holds various files of this Leiden University 
dissertation. 
 
Author: Nahon, J.E. 
Title: Preclinical validation of putative targets in cardiovascular and metabolic disease 
Issue Date: 2018-11-15 
 

https://openaccess.leidenuniv.nl/handle/1887/1
http://hdl.handle.net/1887/66799
https://openaccess.leidenuniv.nl/handle/1887/1�


Nederlandse Samenvatting

1Universiteit Leiden | Nederlandse Samenvatting

http://hdl.handle.net/###

1Universiteit Leiden | Nederlandse Samenvatting

Nederlandse Samenvatting



2 Universiteit Leiden | Nederlandse Samenvatting



INtroductIe

Hart- en vaatziekten zijn de nummer één doodsoorzaak in de wereld [1]. In Europa wordt 
45% van alle mortaliteit veroorzaakt door de klinische consequenties zoals hartinfarcten en 
beroertes [2]. De belangrijkste risicofactor is dyslipidemie, maar een ongezonde leefstijl en 
gerelateerde aandoeningen zoals metabool syndroom, gekarakteriseerd door overgewicht, 
insuline resistentie, leververvetting en ontsteking van vetweefsel, dragen ook bij aan het risico 
op klinische manifestatie van de ziekte [3,4]. De omschakeling van patiënten naar een gezon-
dere leefstijl zoals stoppen met roken en meer lichamelijke beweging vormt een uitdaging. De 
vorderingen op dit gebied zorgen slechts voor een kleine vermindering van de toenemende 
incidentie van hart- en vaatziekten in patiënten [3]. Echter wordt dit effect tenietgedaan door 
de stijgende incidentie van type 2 diabetes en het toenemende overgewicht in de algemene 
bevolking [1]. De huidige farmacologische behandelstrategieën richten zich op verlaging van 
cholesterol in het bloed met behulp van statines. Helaas verminderen statines de mortaliteit 
gerelateerd aan hart- en vaatziekten maar met ongeveer 25% [5]. Identificatie van nieuwe 
therapeutische aangrijpingspunten is van groot belang teneinde het restrisico verder te kun-
nen verlagen. We hebben potentiële therapeutische aangrijpingspunten geselecteerd op basis 
van vakliteratuur en een combinatie aan beschikbare genetische data en genexpressie- en eiwit 
profileringsdata. In dit proefschrift hebben we deze potentiële aangrijpingspunten gevalideerd 
in een preklinische context.

PoteNtIële aaNgrIjPINgSPuNteN IN hart- eN vaatzIekteN

Stabilin-1 als potentieel therapeutisch aangrijpingspunt
Om effectieve nieuwe therapieën te ontwikkelen, is het van groot belang om de pathologische 
processen onderliggend aan de ontwikkeling van hart- en vaatziekten, namelijk slagaderver-
kalking oftewel atherosclerose, beter te begrijpen. Atherosclerose is een pathologische conditie 
van de bloedvaten dat zich ontwikkelt in de tijd. Een complex samenspel tussen dyslipidemie 
en chronische ontsteking resulteert in de ontwikkeling van atherosclerotische laesies in de 
vaatwand van medium tot grote arteriën [6]. De ophoping van (gemodificeerd) cholesterol 
en immuuncellen vernauwt en verstijft het bloedvat lokaal, wat tot klinische problemen kan 
leiden. Als deze laesies uiteindelijk scheuren kunnen er bovendien bloedstolsels ontstaan die 
kleinere bloedvaatjes van het hart of in de hersenen blokkeren en daarmee resulteren in een 
hart- of herseninfarct. Macrofagen, specifieke immuuncellen, veranderen in schuimcellen 
door overmatige opname van deze gemodificeerde cholesterol deeltjes in hun omgeving. Dit 
cholesterol kunnen ze vervolgens niet meer afstaan aan extracellulaire ontvangers door mid-
del van gemedieerde efflux [7]. Speciale opname receptoren op het oppervlak van macrofagen 
mediëren de opname van vetten en daarmee de vorming van schuimcellen [8]. Voor dit 
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proefschrift hebben we de opname receptor Stabilin-1 (Stab-1)geselecteerd voor validatie als 
mogelijk nieuw therapeutisch aangrijpingspunt voor validatie. Deze selectie is gebaseerd op 
gen expressie data die laten zien dat Stab-1 expressie is gereguleerd tijdens de ontwikkeling 
van atherosclerose in laesies en ex vivo schuimcellen. Daarnaast waren variaties in het gen 
dat voor Stab-1 codeert gevonden tijdens stamboomonderzoek in een familie met een ex-
treem fenotype: premature atherosclerose (J.C. van Capelleveen, G.M. Dallinga-Thie en K.G. 
Hovingh, AMC Amsterdam, ongepubliceerde data). In hoofdstuk 2 hebben we het effect van 
uitschakeling van Stab-1 in macrofagen onderzocht op de ontwikkeling van atherosclerose in 
muizen. Afwezigheid van Stab-1 op macrofagen had, opmerkelijk genoeg, geen effect op de 
ontwikkeling van schuimcellen in deze muizen. Als logische consequentie was de gevoelig-
heid voor het ontwikkelen van atherosclerotische laesies ook niet veranderd. Hoewel onze 
genetische en transcriptie gerelateerde data een mogelijke rol voor Stab-1 in de pathogenese 
van atherosclerose suggereren, hebben we dit dus niet kunnen aantonen in ons muismodel 
voor de ziekte. Deze discrepantie zou ofwel het gevolg kunnen zijn van de aanpak om het aan-
grijpingspunt te identificeren of het zou intrinsiek kunnen zijn aan de biologische functie van 
het aangrijpingspunt. Bij het analyseren van genexpressie profileringsdata is het belangrijk om 
bewust te zijn van de hoge frequentie vals-positieve uitkomsten als gevolg van een statistisch 
fenomeen: het veelvuldig statistische testen. Het onderzoeksveld van de bio-informatica dat 
zich bezig houdt met dit type statistiek doet pogingen om de snelle ontwikkelingen in de 
genetica bij te houden [9]. Hiervoor moet het tools aanbieden om op een correcte wijze de 
enorme datasets die worden vergaard te analyseren en interpreteren. De ontwikkeling van 
nieuwe rekenmodellen voor het analyseren van genexpressie profileringsdata zal in de toe-
komst bijdragen aan het reduceren van vals-positieve uitslagen [9,10]. Vanuit een biologisch 
perspectief, is het belangrijk om op te merken dat al is aangetoond dat macrofaag opname 
receptoren vaak overlappende functies hebben in de herkenning van liganden, bijvoorbeeld 
scavenger receptor type A I en CD36. Hierdoor zijn de effecten van uitschakeling van één 
of meerdere opname receptoren tegelijkertijd op atherosclerose ontwikkeling in muismodel-
len controversieel [11]. Bovendien vormen de overlappende functies een uitdaging voor de 
ontwikkeling van therapeutische behandelstrategieën gericht op remming van de opname van 
gemodificeerde vetten door dit soort receptoren.

Proteoglycaan 4 als potentieel therapeutisch aangrijpingspunt
Een voorbeeld dat laat zien dat genetische studies en genexpressie- en eiwitprofilering een 
belangrijke voorspellende waarde hebben voor het aantonen van causaliteit is proteoglycaan 
4 (Prg4). In onze gen expressie analyse op bloedvaten met ontwikkelende atherosclerotische 
laesies, vonden we een sterke verhoging van Prg4 expressie. Dit vormde de basis van de 
selectie van dit proteoglycaan als potentieel aangrijpingspunt ter validatie. Een interessante 
bevinding was dat in een familie met premature atherosclerose variaties zijn gevonden in het 
gen voor Prg4 die associëren met de ziekte (J.C. van Capelleveen, G.M. Dallinga-Thie en K.G. 
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Hovingh, AMC Amsterdam, ongepubliceerde data). Proteoglycanen zijn macromoleculen die 
betrokken zijn bij de retentie van gemodificeerd cholesterol in de vaatwand en bij de interactie 
van cholesterol-vervoerende deeltjes en cellen in de circulatie [12,13]. In hoofdstuk 3 van 
dit proefschrift hebben we het effect onderzocht van beenmerg-specifieke Prg4 deficiëntie 
in de processen van schuimcelvorming, transport van cholesterol uit cellen en de ontwik-
keling van atherosclerose in een muismodel. Uit de experimenten blijkt dat Prg4 deficiëntie 
in macrofagen leidt tot een verhoogde gevoeligheid voor het ontwikkelen van schuimcellen 
in vergelijking met wild-type macrofagen. Het lijkt er verder op dat dit effect veroorzaakt 
wordt door een positief effect van dit proteoglycaan op het transport van cholesterol uit de 
cel. De verminderde cholesterol efflux in de Prg4 deficiënte macrofagen was zichtbaar in 
aanwezigheid van HDL en apolipoprotein A als de ontvangers van het cholesterol, mogelijk 
door de verlaagde expressie van de genen scavenger receptor type BI en ATP-binding cassette 
transporter A1, maar ook zonder toevoeging van deze extracellulaire cholesterol ontvangers. 
Een endogeen geproduceerde cholesterol ontvanger is apolipoproteine E (ApoE) [14]. Lucas 
en collega’s hebben laten zien dat een substantiële hoeveelheid van het ApoE dat wordt gepro-
duceerd door macrofagen, wordt verzameld in een extracellulair netwerk van proteoglycanen 
[15]. Daarnaast is bekend dat extracellulair ApoE de efflux van sterolen vanuit macrofagen 
kan faciliteren zowel in de aanwezigheid als in de afwezigheid van andere ontvangers [16]. 
Een theorie zou kunnen zijn dat Prg4 betrokken is bij deze processen en daarmee de ma-
crofaag cholesterol efflux beïnvloed. Het is belangrijk op te merken dat het effect niet heel 
groot was en dat de ontwikkeling van atherosclerose in muizen waarin Prg4 specifiek was 
uitgeschakeld in beenmerg-afgeleide cellen bovendien niet anders was. Naast deze effecten 
op cellulaire cholesterol regulatie, hebben we ook kleine effecten op de immuunrespons van 
macrofagen gevonden in Prg4 deficiënte muizen. Gebaseerd op deze pleïotrope effecten en 
het feit dat Prg4 door een veelvoud aan celtypen wordt uitgescheiden, verwachten we dat de 
totale bijdrage van beenmerg-afgeleid Prg4 aan het totale serum Prg4 niveau minimaal is. 
Dit leidde tot de hypothese dat de beschikbaarheid en niet persé de bron van Prg4 productie 
de bepalende factor is voor het effect van Prg4 op de ontwikkeling van atherosclerose. In 
overeenstemming met deze hypothese hebben wij in dit proefschrift aangetoond dat muizen 
die totaal geen Prg4 produceren een verhoogde aanleg hebben voor atherosclerose ontwikke-
ling (beschreven in hoofdstuk 4). De onderliggende mechanismen hiervan dienen echter nog 
nader onderzocht te worden. Een belangrijke conclusie is dat het bestuderen van de rol van 
gesecreteerde eiwitten in de pathogenese atherosclerose zeer complex is, onder andere omdat 
de ontwikkeling van atherosclerotische laesies het resultaat is van zowel lokale ziekteproces-
sen als systemische verstoringen.

De processen die betrokken zijn bij hart- en vaatziekten en metabool syndroom zijn nauw 
met elkaar verbonden. Dit wordt benadrukt door het feit dat Prg4 positief is geassocieerd 
met gewichtstoename, toegenomen dyslipidemie en toegenomen HOMA-IR (een maat voor 
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insuline gevoeligheid) in mensen met obesitas [17–19]. In hoofdstuk 5 van dit proefschrift 
laten we zien dat onder obese en diabetische omstandigheden, Prg4 deficiënte muizen een 
verlaagd niveau van plasma vetten, een betere glucose tolerantie en een sterke tendens richting 
een verbeterde insuline gevoeligheid hebben ten opzichte van muizen met normale Prg4 ni-
veaus. Dit komt overeen met de associaties die in mensen zijn gevonden, wat de translationele 
waarde van dit aangrijpingspunt benadrukt. Eén van de karakteristieke klinische aspecten van 
metabool syndroom, is leververvetting als gevolg van de ophoping van triglyceriden [20]. Er 
is een sterke associatie gevonden tussen insuline resistentie en leververvetting die suggereert 
dat de vervetting een consequentie is van een verstoorde insuline regulatie [21,22]. Daarnaast 
is insuline resistentie ook geopperd als oorzaak van de ontsteking van vetweefsel [23]. In onze 
experimenten laten we zien dat Prg4 deficiënte muizen een verbeterde glucose tolerantie 
hadden, verminderde leververvetting en minder ontsteking van het vetweefsel. Deze effecten 
zouden gemedieerd kunnen zijn door onafhankelijke processen. Echter, het zou ook zo kun-
nen zijn dat de verbeterde insuline gevoeligheid de onderliggende factor is die alle andere 
processen verbindt. Het onderliggende mechanisme dat laat zien hoe Prg4 dit bewerkstelligt 
moet echter nog verder uitgezocht worden.

Samenvattend, met de experimenten beschreven in dit proefschrift hebben we nieuwe, 
pleïotrope effecten van Prg4 deficiëntie gevonden in meerdere weefsels. De data verkregen 
in muizen die Prg4 in alle weefsels missen, laten de complexiteit zien van het bestuderen 
van de invloed van een uitgescheiden factor met pleïotrope effecten op de ontwikkeling van 
een multifactoriële aandoening zoals hart- en vaatziekten en metabool syndroom. Totdat 
de processen onderliggend aan de effecten van Prg4 op deze ziekteprocessen bekend zijn, 
blijft Prg4 een lastig therapeutisch aangrijpingspunt. Daarnaast moet benadrukt worden dat 
hoewel Prg4 deficiëntie metabool syndroom verminderd, de ontwikkeling van atherosclerose 
juist wordt verergerd. Het is daarom belangrijk om vervolgstudies voor de validatie van dit 
aangrijpingspunt uit te voeren in een (muis) model waarin de effecten op metabool syndroom 
en de comorbiteit atherosclerose simultaan bestudeerd kunnen worden.

Proteine arginine methyl transferase 3 als potentieel therapeutisch aangrijpingspunt
Proteine arginine methyl transferase 3 (PRMT3) was geselecteerd als een potentieel therapeu-
tisch aangrijpingspunt op basis van de gereguleerde genexpressie tijdens de ontwikkeling van 
macrofaag-schuimcellen in vitro en tijdens de ontwikkeling van atherosclerotische laesies in 
muizen. In de literatuur hadden we gevonden dat PRMT3 een interactie aangaat met de lever 
X receptor (LXR) waarbij het de activiteit van LXR-gemedieerde transcriptie moduleert als een 
cofactor [24]. Omdat LXR een zeer bekend aangrijpingspunt is in zowel hart- en vaatziekten 
als in metabool syndroom [25], hebben we de effecten van PRMT3 inhibitie in de context van 
beide ziekteprocessen onderzocht in hoofdstuk 7 van dit proefschrift. LXR is een nucleaire 
transcriptiefactor die macrofaag cholesterol efflux stimuleert via de positieve regulatie van de 
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ATP-binding cassette transporters A1 en G1 betrokken bij dit proces. Om deze reden worden 
LXR agonisten uitgebreid onderzocht als potentiële therapeutische aangrijpingspunten voor 
de behandeling van cholesterol gedreven ziekten zoals atherosclerose [26,27]. Echter, LXR 
reguleert tegelijkertijd de de novo productie van triglyceriden in de lever via de activatie van 
de transcriptie factor sterol regulatory element-binding protein 1c (SREBP-1c) [28–30]. Deze 
activatie, gestimuleerd door de LXR agonisten leidt tot ongewenste leververvetting [31,32]. Dit 
effect heeft de ontwikkeling van LXR agonisten voor klinisch/therapeutisch gebruik in men-
sen ernstig verhinderd. Tijdens de experimenten beschreven in hoofdstuk 7, ontwikkelden de 
hyperlipidemische ApoE deficiënte muizen, een standaard muizenras dat gebruikt wordt voor 
het onderzoeken van atherosclerose, ook leververvetting onder invloed van een Westers dieet 
dat rijk is in cholesterol. Remming van PRMT3 verminderde deze leververvetting, zonder een 
effect te laten zien op de gevoeligheid voor het ontwikkelen van atherosclerose. Dit onderzoek 
suggereert dat middels remming van PRMT3 het LXR-gedreven negatieve effect op lipoge-
nese en gunstige cholesterol modulerende effect ontkoppeld kunnen worden. In hoofdstuk 6 
hebben we bovendien laten zien dat de vermindering van de leververvetting een direct effect 
is van PRMT3 remming op LXR-gereguleerde transcriptie in de lever. We hebben specifiek 
laten zien dat C57Bl/6 muizen behandeld met de PRMT3 inhibitor zijn beschermd tegen de 
ontwikkeling van leververvetting door opregulatie van de LXR target genen die betrokken zijn 
bij lipogenese te onderdrukken. Deze bevindingen worden ondersteund door andere publi-
caties die hebben laten zien dat LXR een rol speelt in leververvetting [33]. Echter, aanvullend 
onderzoek is nodig om de onderliggende mechanismen van leververvetting en de rol voor 
PRMT3 in dit proces verder te ontrafelen. LXR komt ook hoog tot expressie in wit vetweefsel 
en er is een lokale rol voor LXR in dit weefsel gesuggereerd in de aanmaak van vet door vetcel-
len [34]. Stimulatie van LXR in vetcellen met behulp van LXR agonisten, verhoogte ophoping 
van vetten in deze cellen [35]. In de experimenten, beschreven in hoofdstuk 7, laten we zien 
dat remming van PRMT3 leidt tot een verminderde gewichtstoename van de muizen. De 
vetcellen in de behandelde muizen hadden de tendens om kleiner te zijn met een geringe vet 
inhoud. Dit suggereert dat LXR in vetweefsel ook kan worden gemoduleerd door de PRMT3 
inhibitor. Samenvattend, uit de data beschreven in hoofdstuk 6 en 7 kunnen we concluderen 
dat PRMT3 remming in combinatie met LXR stimulatie een waardevolle therapeutische 
aanpak kan zijn om de leververvetting als gevolg van LXR activatie te voorkomen zonder 
de gunstige effecten van LXR op verlaging van de atherosclerose ontwikkeling aan te tasten. 
Bovendien kan de PRMT3 inhibitie-geïnduceerde weerstand tegen gewichtstoename een ad-
ditioneel therapeutisch effect hebben op de huidige therapeutisch strategie.
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coNcluSIe

In dit proefschrift heeft onze zoektocht naar nieuwe therapeutische aangrijpingspunten om de 
ontwikkeling van hart- en vaatziekten tegen te gaan laten zien dat verscheidene aangrijpings-
punten niet alleen de pathogenese van atherosclerose beïnvloeden maar ook de gevoeligheid 
voor de ontwikkeling van metabool syndroom. Veel van de karakteristieken van deze multi-
factoriële ziekten overlappen. De resultaten van het onderzoek naar Prg4 als een potentieel 
therapeutisch aangrijpingspunt bevestigen dit, aangezien Prg4 deficiëntie effect heeft op zowel 
atherosclerose als metabool syndroom. Grote patiënten populaties hebben nog steeds een ver-
hoogd risico op atherosclerose-gerelateerde klinische complicaties ondanks statine gebruik 
[36,37]. Dit restrisico zou verlaagd kunnen worden door middel van aanvullende behande-
lingstrategiën. Idealiter zouden leefstijl interventies de risicofactoren onderliggend aan zowel 
de ontwikkeling van hart- en vaatziekten als metabool syndroom moeten verminderen. Echter 
zijn deze leefstijlinterventies tot nu toe nog niet heel succesvol gebleken [38]. Als alternatief 
zou een combinatie van cholesterol-verlagende therapie zoals statines gecombineerd kunnen 
worden met geneesmiddelen die metabool syndroom-geassocieerde factoren verbeteren. 
Behandeling met een combinatie van de statine atorvastatin en het anti-diabetische genees-
middel metformine hebben in experimenten in een diermodel al veelbelovende resultaten 
geboekt waarbij atherosclerose ontwikkeling extra verminderd was na combinatiebehandeling 
[39]. Naast een combinatie van al bestaande geneesmiddelen, zou de zoektocht naar nieuwe 
therapeutische aangrijpingspunten kunnen worden uitgebreid naar aangrijpingspunten die 
effecten laten zien op zowel hart- en vaatziekten als metabool syndroom.
In conclusie, in de studies beschreven in dit proefschrift zijn 3 potentiële nieuwe aangrijpings-
punten in hart- en vaatziekten en metabool syndroom onderzocht, waaronder Prg4, PRMT3 
en Stab-1. Deze studies hebben een rol aangetoond voor Prg4 en PRMT3 in de ontwikke-
ling van atherosclerose en metabool syndroom. Bovendien laten de resultaten zien dat (1) 
beide multifactoriële aandoeningen zeer complex zijn en dat er overlappende mechanismen 
bestaan en (2) integratie van onderzoek naar de effecten op hart- en vaatziekten en metabool 
syndroom voordelig kan zijn voor therapeutische aangrijpingspunt identificatie en validatie.
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