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INTRODUCTIE

De huid vormt een essentiële fysieke barrière tussen het lichaam en de omgeving die 
het organisme beschermt tegen overmatig verlies van water en voedingsstoffen en het 
organisme beschermt tegen het binnendringen van chemicaliën en pathogenen1. Een 
belangrijke speler in deze beschermende rol is de buitenste laag van de huid - het stratum 
corneum (SC). Het SC is samengesteld uit corneocyten (dode huidcellen) ingebed in een 
lipidenmatrix die voornamelijk bestaat uit cholesterol, ceramiden en vrije vetzuren1. 
De huidbarrièrefunctie is afhankelijk van de samenstelling en rangschikking (genoemd 
organisatie) van de lipiden in de matrix in het SC2–7. De SC barrièrelipiden worden 
voornamelijk gesynthetiseerd door keratinocyten tijdens hun differentiatieproces met 
als eindproduct de corneocyten. Extracutane lipiden (bijv. lipoproteïnen) worden ook in 
de huid opgenomen en kunnen bijdragen aan de vorming van de SC lipidenpoel8–12. Het 
samenspel tussen de lokale lipidensynthese in de huid en de opname van extracutane 
lipiden is nog niet uitgebreid onderzocht.

In het plasma worden lipiden voornamelijk getransporteerd van en naar perifere 
weefsels door lipoproteinen. De vier hoofdgroepen zijn chylomicronen, lipoproteïnen 
met zeer lage dichtheid (VLDL), lipoproteïnen met lage dichtheid (LDL) en lipoproteïnen 
met hoge dichtheid (HDL). Een verstoord metabolisme van deze lipoproteïnen leidt 
tot abnormale concentraties lipiden in het plasma, ook wel genoemd dyslipidemie. 
De meest voorkomende vorm van dyslipidemie is hyperlipidemie, een aandoening 
die wordt gekenmerkt door een toename van circulerende lipoproteïnen en lipiden in 
het plasma als gevolg van genetische mutaties (bijv., Familiaire hypercholesterolemie; 
FH) of een andere onderliggende etiologie (bijv., Diabetes, slechte levensstijl en 
ongezond dieet)13. Hyperlipidemie is een belangrijke risicofactor voor het ontstaan 
van atherosclerose, een belangrijke oorzaak van hart- en vaatziekten13. Atherosclerose 
is een pathologie die wordt gekenmerkt door de vorming van lipiden plaque(s) 
in de arteriële wand veroorzaakt door een chronische immuunreactie waar een 
verstoord cholesterolmetabolisme aan ten grondslag ligt. Na verloop van tijd kunnen 
deze lipidenplaques de slagaders verharden en vernauwen, de bloedstroom en 
zuurstoftoevoer verstoren en een risico vormen voor de vorming van thrombus en het 
optreden van beroertes, en/of een myocardinfarct.

Liver-X-receptor (LXR) is een nucleaire receptor die een relevante rol speelt bij het 
vetmetabolisme en ontsteking14–17. In de context van atherosclerose kan “activatie” van 
LXR door synthetische agonisten (bijv. GW3965) de plaqueontwikkeling beïnvloeden 
door (1) het bevorderen van cholesteroltransport van vetrijke macrofagen (schuimcellen) 
terug naar de lever en (2) door algemene remming van pro-inflammatoire genen15. 
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Directe systemische toediening van LXR-agonisten heeft echter een negatieve invloed op 
synthese van lipiden door de lever en kan hypertriglyceridemie induceren17,18. Daarom is 
een deel van het onderzoek beschreven in dit proefschrift gericht op het verpakken van 
een LXR-agonist in specifieke afgiftesystemen, met als doel een verhoogde aflevering 
van het medicament in macrofagen in de plaques.

Naast het verhoogde risico op het ontwikkelen van atherosclerose, kunnen personen 
met hyperlipidemie (familiair of verworven) na verloop van tijd gele, cholesterolrijke 
afzettingen (xanthomen) ontwikkelen in de huid rond hun ogen of gewrichten19–21. 
Xanthomen zijn bekende dermatologische symptomen van onderliggende 
lipidenstoornissen20. Ondanks de cruciale rol van lipiden in de huid, is het verband 
tussen dyslipidemie en lipidenhomeostase van de huid onduidelijk. In dit proefschrift 
hebben we deze relatie onderzocht om er achter te komen of en hoe veranderingen 
in het cholesterolgehalte in het plasma op jonge leeftijd de lipidensynthese en/of de 
samenstelling van barrièrelipiden verandert voorafgaand aan de ontwikkeling van 
xanthomen (of andere dermatologische aandoeningen) en atherosclerose. Ten slotte 
hebben we de interactie onderzocht van de synthetische peptide Lyp-1 met de p32-
receptor die tot expressie wordt gebracht op met lipiden beladen macrofagen in 
atherosclerotische plaques22,23. We concentreerden ons op Lyp-1 als een peptide 
geassocieerd met liposomen om de daarin verpakte LXR-agonist GW3965 specifiek af 
te leveren aan de atherosclerotische plaques in hypercholesterolemische muizen.

SAMENVATTING

De impact van dyslipidemia op de huid 

Hypercholesterolemie

Hypercholesterolemie (hoge cholesterol niveaus in plasma) werd in het onderzoek 
beschreven in dit proefschrift onderzocht omdat het wereldwijd de meest voorkomende 
vorm van dyslipidemie is. Familiaire hypercholesterolemie (FH) is een bepaald type 
genetische lipoproteïnestoornis die leidt tot hoge concentraties van apolipoproteine 
B-bevattende lage dichtheidslipoproteïnen in plasma. Met een algemene gerapporteerde 
prevalentie van 1:311 is FH één van de meest voorkomende genetische aandoeningen 
bij de bevolking, met een vergelijkbare verspreiding over de hele wereld24. Hoewel een 
hoog cholesterolgehalte op jonge leeftijd meestal geen specifieke klachten veroorzaakt, 
ontwikkelen FH-patiënten op de lange termijn vaak xanthomen rond de oogleden, 
gewrichten, pezen en zelfs in de rand van de iris25–27. Deze dermatologische symptomen 
zijn vaak de eerste indicatie van hypercholesterolemie, een belangrijke risicofactor 
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voor de ontwikkeling van atherosclerose op jonge leeftijd, zoals eerder beschreven. 

In Hoofdstuk 2 hebben we de huid van jonge volwassen lage dichtheidslipoproteïn 
receptor knockout (LDLR-/-) en apolipoproteïne E knockout (APOE-/-) muizen 
onderzocht. Zowel LDLR-/- als APOE-/- muizen zijn bekende hypercholesterolemische 
muismodellen en er is beschreven dat hun huid, analoog aan mensen met deze 
aandoening, xanthomen ontwikkelt bij langdurige voeding met een hoog vet/hoog 
cholesterolgehalte of bij veroudering. Bij een vetarm/cholesterolarm dieet leidt 
LDLR deficiëntie tot een milde hypercholesterolemie met voornamelijk ophoping 
van LDL in het plasma. Daarentegen ontwikkelen APOE-/- muizen een ernstiger 
hypercholesterolemisch profiel met een duidelijke toename van de VLDL fracties. 
Uit analyse van de epidermale lipidensamenstelling bleek dat ernstige systemische 
hypercholesterolemie bij jongvolwassen APOE-/- muizen het vrije vetzuren-profiel 
beïnvloedt waardoor de epidermale barrièrefunctie vermindert. De epidermis 
van de APOE-/- muizen was verrijkt met korte keten vrije vetzuren (minder dan 24 
koolstofatomen) en onverzadigde vrije vetzuren, terwijl de lipidensamenstelling in 
de epidermis van de milde hypercholesterolemische LDLR-/- muizen niet veranderde. 
Het genregulatie profiel waargenomen in de huid van APOE-/- muizen wijst op een 
compenserende neerwaartse regulatie van de expressie van genen die betrokken zijn 
bij de synthese van cholesterol en vetzuren als reactie op de verhoogde lokale niveaus 
van cholesterol en vrije vetzuren. Ten slotte resulteerde de veranderde vrije vetzuren-
poel in de epidermis van APOE-/- muizen in een verminderde huidbarrièrefunctie, zoals 
blijkt uit een verhoogd transepidermaal waterverlies. Kortom, uit deze studie blijkt 
dat de ernst van de hypercholesterolemie bij muizen kan bijdragen aan de flux van 
extracutane lipiden in de huid, waardoor het de epidermale lipidensamenstelling en 
de functionaliteit van de huidbarrière al op jonge leeftijd beïnvloedt. Onze bevindingen 
suggereren dat de huid van hypercholesterolemische personen met FH mogelijk al 
aan een veranderde lipidensamenstelling onderhevig is voordat de xanthomen of 
cardiovasculaire complicaties zich ontwikkelen, waardoor mogelijk de barrièrefunctie 
vermindert. 

Hypercholesterolemische plasmaprofielen kunnen ook het gevolg zijn van accumulatie 
van lipoproteïnen met apolipoproteïne A (APOA) als structurele eiwitcomponent, 
wat leidt tot hyper-alfalipoproteïnemie. Genetische factoren zoals deficiëntie van 
cholesterylester transfer proteïne (CETP) of zeldzame mutaties in scavenger receptor 
klasse BI (SR-BI) worden beschreven als oorzaken van hyper-alfalipoproteïnemie met 
opvallende toename van HDL-cholesterol concentraties bij mensen28–30. In tegenstelling 
tot FH-patiënten worden bij hyper-alfalipoproteïnemische patiënten geen xanthomen 
gemeld31. De huid is echter één van de grootste reservoirs van HDL in het lichaam; 
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hyper-alfalipoproteïnemie kan dus de lipidenhomeostase van de huid beïnvloeden32.

 In het onderzoek beschreven in Hoofdstuk 3 hebben we daarom onderzocht of de 
hypercholesterolemie veroorzaakt door hyperalphalipoproteïnemie ook de epidermale 
lipidenpoel zou kunnen beïnvloeden. Voor dit doel gebruikten we jongvolwassen (16-
18 weken oud) SR-BI-/- muizen, een hypercholesterolemisch muismodel van hyper-
alfalipoproteïnemie, waarbij de klaring van HDL-deeltjes door de lever is belemmerd, 
evenals hun opname door steroïdogene weefsels33–35. Met name het niveau van CE 
getransporteerd in lipoproteïnen in SR-BI-/- muizen is significant hoger dan het niveau 
gerapporteerd voor LDLR-/- muizen, maar niet zo ernstig als waargenomen in de APOE-

/- muizen (Hoofdstuk 2). Ondanks de beschermende rol van HDL bij het transport 
van cholesterol van perifere weefsels naar de lever had hyper-alfalipoproteïnemie 
een negatieve invloed op de epidermale vrije vetzuren-samenstelling van de SR-BI-/- 
muizen. Hoewel in mindere mate dan gerapporteerd voor de huid van APOE-/- muizen, 
werd ook het relatieve percentage onverzadigde en vrije vetzuren-soorten met een 
korte koolstofketen, inclusief vrij vetzuur C18:1 was verhoogd in de epidermis van 
SR-BI-/- muizen in vergelijking met de normolipidemische wild-type controles. Net als 
bij APOE-/- muizen, vertoonde het genregulatie profiel van de huid van SR-BI-/- muizen 
lagere niveaus van mRNA van die genen welke coderen voor enzymen die betrokken 
zijn bij de synthese van vrije vetzuren en cholesterol en voor receptoren die betrokken 
zijn bij de opname van lipoproteïnen. Belangrijk is dat we hebben aangetoond dat de 
waargenomen samenstelling veranderingen van epidermale lipiden nauw gecorreleerd 
zijn met de lipiden concentraties in plasma. Ze zijn minder afhankelijk zijn van de 
specifieke lipoproteïnegroep die betrokken is bij het transport van de lipiden. Hoewel 
dermatologische symptomen (bijv. xanthomen) niet zijn beschreven bij patiënten met 
hyper-alfalipoproteïnemie, laten onze studies zien dat de huid negatief wordt beïnvloed 
door de veranderingen in het plasmalipidenprofiel. Daarom is het belangrijk om 
extra aandacht te besteden aan de huid van deze patiënten om de ontwikkeling van 
dermatologische afwijkingen te voorkomen.

Hypolipidemie 

Uiteraard kan dyslipidemie ook verwijzen naar verlaagde concentraties plasmalipiden, 
namelijk hypolipidemie, wat ook veroorzaakt kan worden door bepaalde genetische 
afwijkingen. Mutaties in APOAI kunnen de vorming van HDL ernstig beïnvloeden, 
wat leidt tot een vrijwel volledige afwezigheid van deze deeltjes, een verlaagd 
cholesterol in het plasma (vooral lagere CE-waarden) en een verhoogd risico op 
hart- en vaatziekten36–41. In het onderzoek beschreven in Hoofdstuk 4 hebben we 
de gevolgen van een HDL-gedreven hypolipidemie (hypo-alfalipoproteïnemie) op 



565118-L-sub01-bw-Martins565118-L-sub01-bw-Martins565118-L-sub01-bw-Martins565118-L-sub01-bw-Martins
Processed on: 30-8-2021Processed on: 30-8-2021Processed on: 30-8-2021Processed on: 30-8-2021 PDF page: 198PDF page: 198PDF page: 198PDF page: 198

Appendix

198

de lipidensamenstelling van de huidbarrière van APOAI-/- muizen onderzocht. Hypo-
alfalipoproteïnemie bij de APOAI-/- muizen had geen invloed op de morfologie van de 
huid of het epidermale lipidenprofiel. De mRNA-expressie van verschillende genen die 
betrokken zijn bij de synthese van lipiden en opname van lipoproteïnen was echter 
verhoogd in de huid van deze muizen (bijv. HMGCR, LDLR, FAS, SR-BI). Dit suggereert 
dat de neerwaartse regulering van DGAT2 (diacylglycerol O-acyltransferase 2) mRNA-
niveaus in de huid van deze muizen een vermindering in de opslag van vetzuren in de 
vorm van triglyceriden veroorzaakt. Samenvattend, laat ons onderzoek zien dat (1) 
HDL-deeltjes niet cruciaal zijn voor het transport van cholesterol vanuit de huid naar de 
lever, maar in plaats daarvan (2) juist bijdragen aan de afgifte van essentiële lipiden aan 
de huid. Belangrijk is dat de epidermale lipidenbarrière kan worden gehandhaafd door 
een compenserende toename van de lokale lipidensynthese en opname van lipiden uit 
apolipoproteïne B-bevattende lipoproteïnen in de afwezigheid van HDL.

De relevantie van de huid voor onderzoek – een vergelijking van de barrièrelipiden 
profielen

De onderzoeken die in de vorige paragrafen (Hoofdstukken 2-4) zijn beschreven, 
werden uitgevoerd met behulp van de rughuid van de muizen, aangezien dit gebied een 
voldoende groot oppervlakte heeft voor het doen van de betreffende analyses. Naast 
de huid van de rug wordt echter ook vaak huid van het oor gebruikt voor onderzoek 
in muismodellen. Echter verschillen deze locaties sterk in de dichtheid van haarzakjes 
en het aantal cellagen in het SC. Bovendien kunnen deze huidlocaties verschillende 
effecten/fenotypes opleveren met betrekking tot bijvoorbeeld medicamenteuze 
behandeling en weefselregeneratiestudies42–44. Ondanks deze verschillen is er weinig 
informatie beschikbaar over de samenstelling van hun lipidenbarrière en eventuele 
verschillen daarin. Vooral over de epidermis van het oor is nog weinig informatie 
beschikbaar. 

In Hoofdstuk 5 laten we zien dat de epidermale lipidensamenstelling en het mRNA-
genexpressieprofiel fundamenteel verschillen tussen oor- en rughuid van de muis 
in een normolipidemische achtergrond. In vergelijking met de epidermis van de rug 
is er een hogere fractie onverzadigde vetzuren en ceramiden (vooral ceramiden met 
een sfingo base) in de epidermis van de oren. De oorhuid is ook verrijkt met korte 
keten vrije vetzuren en korte keten (33-34 koolstofatomen) ceramiden. Verder blijkt 
uit onderzoek beschreven in Hoofdstuk 5 dat de huid van het oor bij APOE-/- muizen 
marginaal reageerde op hypercholesterolemie in vergelijking met de rughuid bij APOE-

/- muizen45. Het epidermale vrije vetzurenprofiel van de oren van normolipidemische en 
hypercholesterolemische muizen was redelijk vergelijkbaar, met slechts een minimale 
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toename van het totale percentage van de vrije vetzuren-soorten met een korte keten. Uit 
deze bevindingen blijkt dat de huid van de rug van muizen waarschijnlijk een actievere 
metabole plaats is in vergelijking met de huid van het oor en dat deze plaatsen anders 
reageren op specifieke behandelingen die tot verschillende resultaten kunnen leiden, 
zoals eerder gerapporteerd42–44. De selectie van de plek van de huid voor onderzoek kan 
dus impact hebben op de uitkomst en moet zorgvuldig worden overwogen. 

Lyp-1: klein peptide om liposomen te gericht te sturen naar macrofagen in 
atherosclerotische laesies

Naast de effecten op de huid is hypercholesterolemie een belangrijke risicofactor voor 
atherosclerose, een ziekte die wordt gekenmerkt door de pathologische vernauwing 
van grote en middelgrote slagaders46. Het begin en de ontwikkeling van deze 
pathologie wordt voornamelijk gedreven door de ophoping van lipiden (LDL en andere 
gemodificeerde lipoproteïnen) in macrofagen in de intima van deze bloedvaten, wat 
leidt tot de vorming van atherosclerotische plaques46–48. Het onderzoek beschreven in 
Hoofdstuk 6 heeft als doel een liposoomformulering te ontwikkelen die LXR-agonist 
GW3965 gericht aflevert aan macrofagen in atherosclerotische plaques met als beoogd 
gevolg verhoging van het cholesterol transport uit de macrofagen en bevordering van 
plaquestabilisatie49–51. Atherosclerotische plaques vertonen een hoge expressie van C1q-
bindend eiwit, ook bekend als p32, met name in vetrijke macrofagen (schuimcellen)22,23. 
Lyp-1 is een klein cyclisch peptide (CGNKRTRGC) waarvan bekend is dat het bindt aan 
p3222. Tot op heden is het potentieel van Lyp-1 als richtmolecuul vooral onderzocht voor 
plaque-beeldvormingsdoeleinden52,53. In onze studie was liposoomfunctionalisatie met 
Lyp-1 de belangrijkste strategie om het zo specifiek mogelijk GW3965 naar macrofagen 
in de atherosclerotische plaques te kunnen sturen en daarnaast om ook de retentietijd 
van de liposomen in de plaque te verlengen. Hoewel er in deze studie geen effect op 
de plaquegrootte werd waargenomen, had de muizengroep die met GW3965-geladen 
Lyp-1-liposomen was behandeld, een verlaagd gehalte aan plaque-macrofagen en een 
verbeterde plakstabiliteit, zoals bleek uit een verhoogd collageengehalte. Bovendien had 
de behandeling met de gefunctionaliseerde GW3965-geladen liposomen geen invloed 
op het gehalte aan lipiden in de lever en serum. Liposomen, gefunctionaliseerd met Lyp-
1, zijn dus een waardevol hulpmiddel om de werkzaamheid en effecten van GW3965 te 
verhogen en zo macrofaag-schuimcellen in de atherosclerotische laesies aan te pakken, 
wat de weg vrijmaakt voor de ontwikkeling van betere therapieën voor atherosclerose.

DISCUSSIE EN PERSPECTIEVEN

Het onderzoek beschreven in dit proefschrift verbreedt onze kennis omtrent de kwaliteit 
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van leven van individuen met dyslipidemie. Het geeft inzicht in de lipidenhomeostase 
in de huid, kennis die mogelijk kan bijdragen aan de ontwikkeling van zo optimaal 
mogelijke behandeling van dyslipidemie patiënten met dermatologische aandoeningen. 

De bevindingen die in dit proefschrift zijn beschreven zijn gericht op onderzoek 
in dyslipidemische muismodellen en kunnen niet rechtstreeks worden toegepast 
op de menselijke situatie, zonder verdere studies. Muizen en mensen vertonen 
overeenkomsten en verschillen in alle onderzoeksaspecten van dit proefschrift (huid, 
lipidenmetabolisme, en de ontwikkeling van atherosclerose)54–57. Uit zowel plasma- als 
huid lipidomics blijken verschillen en overeenkomsten tussen muizen en mensen. Evenzo 
hebben muismodellen, met de eventuele beperkingen, een belangrijke bijdrage geleverd 
om processen betrokken bij de ontwikkeling van atherosclerose in mensen beter te 
begrijpen. Dit is uiteraard met in acht neming van de convergerende en uiteenlopende 
kenmerken tussen mensen en de verschillende diermodellen54. Bovendien is het ook 
belangrijk ons te realiseren dat, hoewel dit aspect niet diepgaand wordt onderzocht 
in dit proefschrift, de huid een actief immunologisch orgaan is en dat muizen en 
mensen convergente en divergerende immunologische profielen vertonen waarmee 
bij de translatie van bevindingen in de muis naar de mens rekening gehouden moet 
worden58. Belangrijk is dat deze verschillen het gebruik van muismodellen niet mogen 
ontmoedigen, aangezien muismodellen enorm hebben bijgedragen aan de baanbrekende 
ontdekkingen in de onderzoeksgebieden die in dit proefschrift zijn beschreven. Het 
bewustzijn van deze verschillen is belangrijk om experimenten optimaal te ontwerpen 
en met de toekomstige bevindingen daarna de juiste vertaalslag naar de menselijke 
situatie te maken. Ten slotte, voor het toepassen van de bevindingen beschreven in 
dit proefschrift, zou het onderzoeken de barrièrefunctie en de lipidensamenstelling 
en organisatie in de huid bij personen die lijden aan FH een belangrijke stap zijn. De 
gegevens die in een dergelijke studie worden gegenereerd, zouden de eerste stap zijn 
om de translationele waarde van dyslipidemische muizenmodellen aangaande de relatie 
tussen de huid, het plasma en dyslipidemische pathologieën beter te leren begrijpen. 

Samenvattend, het onderzoek beschreven in dit proefschrift laat zien dat 
hypercholesterolemie, een bekende risicofactor voor atherosclerose, al op jonge leeftijd 
invloed kan hebben op de lipidenpoel en de barrièrefunctie van de huid. Opheldering 
van de mechanismen die ten grondslag liggen aan deze relatietussen het plasma en de 
huid biedt ook waardevolle aanknopingspunten om dermatologische pathologieën bij 
dyslipidemische patiënten te voorkomen en/of te behandelen; misschien in combinatie 
met anti-atherogene therapieën. Met vergroting van de kennis en inzicht in de betrokken 
processen, kan op termijn het advies aan patiënten worden verbeterd met uiteindelijk 
een verbetering van de kwaliteit van leven tot gevolg.
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