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Zoals besproken in de introductie, zal de toename in de levensverwachting van de mens
waarschijnlijk leiden tot een toename van chronische ziekten (Union 2012). Met name de
weefsels van organen met weinig herstellend vermogen, zoals het brein en het hart, zul-
len bijdragen aan de verhoogde ziektelast. Om dit te bestrijden, zoeken onderzoekers al
jaren naar verschillende manieren om weefsels te regenereren; zoals bijvoorbeeld gen- of
celtherapie. Deze methoden worden in detail besproken in Hoofdstuk 2, waarbij dit proef-
schrift zich met name richt op de regeneratieve behandelingen voor aandoeningen van het
vaatstelsel.

REGENERATIEVE THERAPIEEN

De afgelopen twee decennia bestonden celtherapieén uit het gebruik van progenitorcellen
of volwassen stamcellen (Prockop 1997, Pittenger et al. 1999, Amado et al. 2005, Dezawa
et al. 2005). De preklinische studies hadden veelbelovende resultaten, waardoor deze cel-
typen nu worden getest in diverse klinische studies (Boncoraglio et al. 2010, Fisher et al.
2016). Gedacht wordt dat het werkingsmechanisme van deze cellen lijkt te bestaan uit, 1)
paracriene effecten die worden losgelaten door deze cellen in het beschadigde weefsel, of 2)
transdifferentiatie en integratie van de volwassen stamcellen in het celtype wat beschadigd
is geraakt. Dit laatste mechanisme is echter controversieel en lijkt maar in mindere mate
daadwerkelijk voor te komen (van Berlo et al. 2014). Op dit moment worden volwassen
stamcellen met name gezien als multipotent en kiemlaag-specifiek.

Sinds de eerste isolatie van menselijke embryonale stamcellen (hESCs) in 1998, hebben
onderzoekers gekeken naar de diverse doeleinden waarvoor deze cellen gebruikt kunnen
worden (Trounson and McDonald 2015). Alhoewel vele celtypen sindsdien zijn ontwikkeld
uit deze hESCs, blijven de ethische bezwaren met betrekking tot het gebruik van embryo-
naal weefsel voor regeneratieve therapieén bestaan. Hierdoor zullen hESCs waarschijnlijk
nooit hun volledige potentie bereiken.

In 2006 heeft Shinya Yamanaka ontdekt dat volwassen cellen konden worden gepro-
grammeerd naar een pluripotente staat, vanwaaruit, vergelijkbaar met ESCs, diverse typen
cellen kunnen worden ontwikkeld (Takahashi and Yamanaka 2006). Deze ontdekking kwam
tot stand door goed te kijken naar het genexpressie profiel van ESCs en die genen te vinden
die verantwoordelijk zijn voor het behoud van pluripotentie. Door deze genen (Oct4, cMyc,
KLF4 en Sox2) te verpakken als virale deeltjes en een volwassen cel daarmee te infecteren,
was zijn groep in staat om deze volwassen cellen pluripotent te maken. Deze geinduceerde
pluripotente stamcellen (iPSCs) zijn vergelijkbaar met ESCs in morfologie, eigenschappen

en potentie om alle cellen te vormen van de drie kiemlagen. Een jaar later liet dezelfde groep
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zien dat het creéren van iPSCs ook mogelijk was voor menselijke cellen (Takahashi et al.
2007). Hiermee werd een compleet nieuw onderzoeksgebied geopend voor regeneratieve

therapieén. Samen worden ESCs en iPSCs gezien als pluripotente stamcellen.

In Hoofdstuk 3 beschrijven we twee genvectoren die gebruikt kunnen worden voor genthe-
rapie en voor het reprogrammeren van somatische cellen tot iPSCs. Allereerst beschrijven
we een nieuwe methode die het relatief complexe en tijdrovende reprogrammeren van
somatische cellen vereenvoudigt door het reprogrammeren met een gebruiksvriendelijk
plasmide; het codon-geoptimaliseerde mini-intronic plasmide (CoMiP). Door de vier
reprogrammeringsgenen in een MIP te plaatsen (4-in-1 CoMiP), hebben we bona fide
iPSCs weten te creéeren van verschillende donor cellen, waaronder PBMCs (bloedcellen).
In vergelijking met andere DNA-gebaseerde reprogrammeringsmethoden, zoals minicircle
of de Yamanaka individuele plasmiden, is de CoMiP methode sneller en goedkoper in
het creéeren van pluripotente cellen van somatische cellen. Daarnaast, als appendix van
hoofdstuk 3, wordt het gebruik van een codon-geoptimaliseerde 4-in-1 minicircle (CoMiC)
beschreven voor het reprogrammeren van somatische cellen. In vergelijk met conventionele
plasmiden, bestaan de non-virale minicircles (MC) uit dicht opgewonden DNA-moleculen
die kleiner zijn dan een normaal plasmide en geen bacteriéle replicatie cassette meer heb-
ben. Deze eigenschappen maken MCs uitermate geschikt voor gentherapie omdat ze, 1)
door hun kleine formaat een hogere transfectie efficiéntie hebben en, 2) zonder bacterieel

DNA verminderd immunogeen zijn.

Ten behoeve van gentherapie, hebben we in Hoofdstuk 4 een MC gebruikt voor de syste-
mische overexpressie van IL-10 in het angiotensine II-infusie-ApoE-/- AAA muismodel
van aortale aneurysma’s. Infusie van MC IL-10 leidde tot significante reductie van de aorta
diameter op dag 28 en verhoogde de dissectie-vrije overleving van 21.5% in controle muizen
naar 62.3% in MC IL-10 behandelde muizen.

Naast gentherapie is er een extra gebied dat veel aandacht heeft gekregen in de laatste twee
decennia: PSC therapie. In Hoofdstuk 5 richtten we ons op het gebruik van iPSCs in een
model van perifeer vaatlijden in patiénten met diabetes. Een belangrijke vraag die we heb-
ben behandeld in dit hoofdstuk is of de bron van iPSCs belangrijk is voor de uiteindelijke
effectiviteit van het celproduct. Om deze vraag te beantwoorden, zijn iPSCs van diabetische
en niet-diabetische muizen gecreéerd en gedifferentieerd tot endotheelcellen (ECs) om
het regeneratieve potentieel te bepalen in een achterpoot ischemie model. De bevindingen
van deze studie lieten zien dat iPSC-ECs van diabetische donor cellen een verminderde
regeneratieve capaciteit hadden in vergelijk met de iPSC-ECs van gezonde donoren. Deze
resultaten zijn erg belangrijk voor het gebruik van gedifferentieerde cellen van iPSCs in de

toekomst, omdat ze ons laten zien dat we deze cellen moeten creéren van gezonde donoren
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voor het beste klinische resultaat. In de praktijk zal het gebruik van patiént-specifieke iPSCs
niet alleen gelimiteerd worden door de hoge kosten and “good manufacturing practices”
(Turner et al. 2013), maar ook door het feit dat deze patiént-specifieke iPSCs dus niet altijd

zullen resulteren in de beste klinische resultaten.

Over het algemeen wordt het duidelijk dat regeneratieve therapieén met stamcellen grote
potentie heeft. De therapeutische en regeneratieve mogelijkheden van deze cellen worden
nu onderzocht in preklinische, maar ook klinische studies (Trounson and McDonald
2015, Mandai et al. 2017). Echter, de intrinsieke eigenschappen van deze cellen, alsmede
de methode waarmee deze cellen worden gecreéerd, hebben gezorgd voor twijfel over de
veiligheid van het gebruik van deze cellen. Deze worden geadresseerd in dit proefschrift.

KLINISCHE OBSTAKELS VOOR REGENERATIEVE THERAPIEEN

Tumorgeniciteit

Het gebruik van gen- en celtherapie voor regeneratieve therapieén is niet van de laatste tijd
en de eerste onderzoeken dateren al van enkele decennia geleden. Hoewel deze therapieén al
een tijd bestaan, heeft het gebruik hiervan ons over de tijd wel een aantal belangrijke lessen
geleerd. Een voorbeeld hiervan is een rapport over het ontstaan van leukemie na behandeling
met gentherapie (Kohn et al. 2003). Deze nadelige effecten hebben geleid tot een toename in
de voorzichtigheid met betrekking tot gen- en celtherapie en diepgaander onderzoek in de
effecten van beide therapieén. Echter, zelfs met de hieruit voortgevloeide regels en kennis over
gen- en celtherapie, komen tegenslagen tot op de dag van vandaag voor. Een goed voorbeeld
hiervan is de gestarte klinische trial in Riken, Japan voor het gebruik van retina pigmentcel-
len (gecreéerd vanuit iPSCs) in de behandeling van maculadegeneratie. Deze was kortdu-
rend gestaakt in verband met mutagenese van de getransplanteerde cellen (Garber 2015).

Zoals beschreven in Hoofdstuk 6, is een risicofactor voor gentherapie en de ontwikke-
ling van iPSCs dat we nog onvoldoende weten wat de incorporatie van (gecorrigeerde)
genen doen met de functionaliteit van het genoom. Zeker in de gevallen waar een vector
integreert in het genoom kan de plaats waar integratie plaatsvindt leiden tot activatie van
pro-oncogenen. Dit geldt voor gentherapie, maar ook voor de generatie van iPSCs, waarbij
de eerste generatie iPSCs te maken hadden met reactivatie van het cMyc gen dat leidde tot
tumorgenese (Okita et al. 2007). Maar ook de intrinsieke eigenschappen van pluripotente
cellen eisen voorzichtigheid in hun gebruik voor regeneratieve therapieén. Want hoewel
preklinische onderzoeken ons al hebben geleerd dat ongedifferentieerde PSCs teratomen
vormen na transplantatie, hebben meer recente onderzoeken uitgewezen dat zelfs >90%

pure gedifferentieerde grafts kunnen leiden tot tumor formatie (Riegler et al. 2015). En deze
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bevindingen baren onderzoekers zorgen als er gekeken wordt naar verdere implementatie

van deze therapieén voor de behandeling van patiénten.

Immunogeniciteit

Een van de grootste limitaties van gen- en celtherapie is de immuunrespons tegen vectoren
en celtypen. Zoals beschreven in dit proefschrift, kan de immunogeniciteit van genvectoren
zeer nadelige effecten hebben. Een voorbeeld hiervan is het overlijden van een patiént aan
een cytokinestorm, nadat deze met een retrovirale vector werd behandeld voor een neu-
rodegeneratieve aandoening (Marshall 1999). Immunogeniciteit is niet alleen een nadelig
effect van gentherapie, maar ook van celtherapie. De meeste allogene stamceltherapieén
worden ondersteund door immuunsuppressie (Kim et al. 2003, Schwartz et al. 2012, Sel-
den et al. 2013) en alhoewel goede resultaten zijn behaald in preklinische diermodellen
(Swijnenburg et al. 2008, Pearl et al. 2011), is nog maar weinig bekend over de optimale
immuunsuppressie om langdurige celoverleving te bevorderen in mensen. Tot dusver heb-
ben preklinische onderzoeken in grotere diermodellen voordeel laten zien in het gebruik
van T-cel co-stimulatoire blockade medicatie ter bevordering van de overleving van PSC-
grafts (Chong et al. 2014). Deze resultaten laten zien dat er een belangrijke rol is voor het
immuunsysteem in de overleving van getransplanteerde PSC-gerelateerde cellen.

De belofte van PSC-therapieén was dat de cellen konden worden gebruikt zonder, of
met minimale immuunsuppressiva. Voor ESCs komt dit door de lage expressie van MHC
moleculen op de ESCs. Echter, na differentiatie vindt er een upregulatie plaats van de MHC
klasse I moleculen (Drukker et al. 2002). Na de ontdekking van iPSCs, hadden onderzoekers
het idee dat ze een manier hadden gevonden om autologe cellen te gebruiken waardoor er
helemaal geen noodzaak zou zijn voor immuunsuppressiva. Zoals in Hoofdstuk 7 duidelijk
is geworden, hebben we deze voorspelling enigszins moeten herzien. In dit hoofdstuk be-
schrijven we namelijk dat iPSCs worden afgestoten door het immuunsysteem, zelfs als deze
autoloog worden getransplanteerd. Na differentiatie van iPSCs naar endotheelcellen (iPSC-
ECs) verliezen deze cellen echter weer hun immunogeniciteit en werden geaccepteerd door
het immuunsysteem op eenzelfde manier als somatische cellen door middel van upregulatie

van het immuunsuppressieve cytokine IL-10.

In Hoofstuk 8 proberen we vervolgens de immunogeniciteit van PSCs in de setting van een
menselijk immuunsysteem te modelleren. Hiervoor gebruiken we een gehumaniseerde BLT
muis. In dit model worden NOD-SCID IL2R/g knockout bestraald en getransplanteerd met
foetaal menselijk beenmerg, lever en thyus (BLT). Humanisatie van het immuunsysteem van
deze muizen is superieur aan eerdere beschreven muismodellen (Lan et al. 2006, Melkus et
al. 2006). Vervolgens is met dit model al aangetoond dat er een robuuste immuunrespons
kan worden opgewekt tegen HIV infecties en andere infectieuze ziekten (Brehm et al. 2014),

alsmede in studies naar de afstoting van menselijke huid en pancreas eilandjes (Xiao et
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al. 2014). Voor stamceltransplantatie studies is dit model echter nog niet uitvoerig getest.
Een recente studie heeft infiltratie van immuuncellen in getransplanteerde menselijke grafts
laten zien, maar graft overleving werd niet op een juiste manier geanalyseerd doordat T-
cel infiltratie binnen de grafts niet automatisch betekent dat een graft wordt afgestoten.
Ook “uitgeputte” of geinactiveerde T-cellen kunnen aanwezig zijn binnen een graft, zoals
bijvoorbeeld ook wordt gezien binnen kankerweefsel (Zou 2005).

Binnen onze BLT muizen werd het menselijk immuunsysteem echter wel geactiveerd,
maar viel het hierbij het eigen weefsel van de muis aan wat resulteerde in een auto-
immuunrespons. Deze langdurige activatie van het menselijk immuunsysteem tegen muis
antigenen verhinderde hierdoor op een later moment een immuunrespons tegen de stamcel
grafts. Binnen deze grafts waren T-cellen wel aanwezig, maar single-cell PCR analyse liet
vermoeide en geinactiveerde T-cellen zien. Met deze resultaten werd wederom aangetoond

dat T-cellen binnen grafts aanwezig kunnen zijn zonder dat dat leidt tot afstoting.

PSC TUMORGENICITEIT EN IMMUNOGENICITEIT: NIET ALLEEN
MAAR NADELEN...

Alhoewel er nog grote vooruitgangen moeten worden geboekt in ons begrip over de ei-
genschappen van PSCs om ze volledig veilig te maken voor transplantatie, kunnen ze nu al
wel bruikbaar zijn voor bepaalde behandelingen. Al ruim een eeuw bestaan beschrijvingen
over het gebruik van embryonaal weefsel om het immuunsysteem te activeren tegen kanker.
Hiervan zijn een aantal met veelbelovende resultaten (Li et al. 2009, Yaddanapudi et al.
2012). Echter, vergelijkbaar met regeneratieve therapieén, zal het gebruik van embryonaal
weefsel ook voor deze vorm van therapie niet snel voorbij de pre-klinische fase komen.
Zoals wordt beschreven in Hoofdstuk 9 hebben iPSCs ook een grote overlap in tumor-
geassocieerde en tumor-specifieke antigenen met diverse typen kanker. De combinatie van
het vergelijkbare epitopen profiel en de immunogeniciteit van iPSCs maken dat dit celtype
als surrogaat kan worden gebruikt om het immuunsysteem te activeren tegen diverse kan-
kertypen. In dit hoofdstuk laten we inderdaad zien dat dit het geval is voor borstkanker,
melanoom en voor mesothelioom. Muizen vaccineren met iPSCs in combinatie met het
adjuvant CpG resulteerde in verhoogde antigeen presentatie in de drainerende lymfeklieren
waarop verhoging van het aantal effector/geheugen helper en cytotoxische T-cellen plaats-
vond. Met dit immuunprofiel waren muizen in staat om de tumorgroei volledig of partieel
te inhiberen. Met behulp van CyTOF analyses en het citrus algoritme hebben we vervolgens
de immuuncellen geidentificeerd die verantwoordelijk waren voor deze kanker immuniteit.
Hierna gingen we nog een stap verder door aan te tonen dat het iPSC vaccin gebruikt kon
worden om het immuunsysteem te reactiveren tegen al bestaande kanker. De muizen in

deze studie werden behandeld met het vaccin na resectie van de primaire tumor en hadden
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minder terugkeer van kanker in het resectiegebied en verminderde tumor aanwezigheid in

de drainerende lymfeklieren.

De resultaten van dit proefschrift beschrijven de potentie van gen- en celtherapie voor
verschillende vaataandoeningen, maar geven ook een gedetailleerde beschrijving van
de immunogeniciteit en tumorgeniciteit die hiermee geassocieerd zijn. Voor de verdere
implementatie van deze therapieén zal hier rekening mee moeten worden gehouden door
bijvoorbeeld de inbouw van “zelfmoord genen” in de getransplanteerde cellen, die voor
celdood zorgen als er ongewenste groei of mutatie van het transplantaat plaatsvindt (Cao et
al. 2007, Jones et al. 2014). Daarnaast zullen de nieuwe ontwikkelingen in het creéren van
universele donorcellen, die het immuunsysteem niet activeren, waarschijnlijk een belang-
rijke rol gaan spelen (Lu et al. 2013, Chen et al. 2015, Wang et al. 2015, Bix et al. 1991, Liao
etal. 1991, Gornalusse et al. 2017). Tot slot beschrijft dit proefschrift dat de immunogene en
tumorgene eigenschappen van iPSCs ook gebruikt kunnen worden als vaccin tegen kanker.
De overlap in tumor-specifieke en tumor-geassocieerde eiwitten maakt dit celtype een

goede surrogaat om immuun activiteit tegen kankercellen te creéren.
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