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Introductie

Slagaderverkalking, ook wel atherosclerose genoemd, is een ingewikkelde ziekte die
leidt tot vernauwing van bloedvaten. Atherosclerose ligt ten grondslag aan veel hart-
en vaatziekten en wereldwijd is atherosclerose nog steeds de voornaamste ziekte-
en doodsoorzaak'. Verschillende gezondheidsrisicofactoren, waaronder roken en
beperkte lichaamsbeweging, dragen bij aan de ontwikkeling van atherosclerose,
maar dyslipidemie is de belangrijkste risicofactor. Huidige therapieén zijn vooral
gericht op verlaging van het plasmacholesterolgehalte. Studies hebben namelijk
laten zien dat Tmmol/L verlaging van het ‘slechte cholesterol’, ook wel low-density
lipoproteine (LDL) genoemd, kan leiden tot een 20% reductie van het risico op
toekomstige cardiovasculaire events?3. Doordat cholesterolverlagende medicijnen
alleen het risico op cardiovasculaire events verlagen en niet in staat zijn de ziekte
te genezen, is het nog steeds van belang om goed onderzoek te doen naar de
pathofysiologie van atherosclerose. Op deze manier kunnen er nieuwe targets
worden gevonden die mogelijk kunnen leiden tot een nieuw geneesmiddel tegen
atherosclerose. Voor de identificatie van nieuwe therapeutische targets voor
atherosclerose is preklinisch onderzoek met behulp van cellijnen en diermodellen
erg belangrijk. EIk model heeft zijn eigen voor- en nadelen. Het selecteren van het
juiste model om bepaalde aspecten van atherosclerose te bestuderen of om nieuwe
potentiéle targets te identificeren en te valideren is essentieel voor de uitkomsten
en betrouwbaarheid van de studie.

In dit proefschrift (1) is het gebruik van de zebravis als diermodel in cholesterol
metabolisme en atherosclerose onderzoek gevalideerd, (2) is de rol van bepaalde
klassen van scavenger receptoren in cholesterol opname en het cholesterol
metabolisme bestudeerd en (3) zijn twee immunologische therapeutische targets
onderzocht voor de behandeling van atherosclerose.

De zebravis als diermodel voor onderzoek naar het cholesterol metabolisme en
atherosclerose

De zebravis is een veel gebruikt diermodel voor biomedisch onderzoek. Doordat
deze kleine tropische vissen makkelijk te onderhouden zijn, ze transparante larven
hebben en vele zebravis genen een hoge gelijkenis hebben met genen van de mens,
zijn zebravissen een interessant diermodel om verschillende soorten ziekten te
bestuderen, waaronder kanker en hart- en vaatziekten.
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De ontwikkeling van het cardiovasculaire systeem is goed geconserveerd tussen
organismen. Hoewel zebravissen in het begin vooral werden gebruikt omvraagstukken
in de ontwikkelingsbiologie op te lossen, worden zebravissen tegenwoordig ook
ingezet om de moleculaire mechanismen die ten grondslag liggen van vaatziekten,
waaronder atherosclerose te onderzoeken.

Terwijl wild-type muizen resistent zijn voor atherosclerose, liet Stoletov et al. zien dat
het gebruik van zebravissen nieuwe mogelijkheden kan bieden voor cardiovasculair
onderzoek®. Stoletov en zijn collega's (2009) waren de eersten die de mogelijkheid
beschreven om lipide ophoping (beginstadium van atherosclerose) te induceren bij
wild-type zebravissen. Zij toonden aan dat het voeren van volwassen zebravissen met
een 4% w/w hoog cholesteroldieet kan leiden tot de ontwikkeling van lipide ophoping.
Hoewel Stoletov et al. en verscheidene andere onderzoeksgroepen hebben laten zien
dat atherosclerose kan worden geinduceerd in wild-type zebravislarven, hebben wij
aangetoond dat wild-type zebravissen niet zo vatbaar zijn voor de ontwikkeling van
atherosclerose zoals eerder werd gesuggereerd (hoofdstuk 2). De onderliggende
redenen voor deze tegenstrijdige resultaten zijn nog onduidelijk. Meerdere factoren
kunnen invioed hebben op de ontwikkeling van atherosclerose, zelfs de kleinste
verschillen in bijvoorbeeld de zebravisfaciliteit kunnen effecten hebben op het
microbioom en daardoor ook op de vatbaarheid van zebravissen voor het ontwikkelen
van atherosclerose.

In onze zebravis studie hebben wij beginnende atherosclerose gedefinieerd als
ophoping van met lipiden beladen macrofagen (de zogenaamde foam cellen). Door
gebruik te maken van een macrofaag-specifieke transgene zebravislijn (een zebravis
lijn waarin de macrofagen fluorescent zijn) hebben we aangetoond dat zebravis larven
op een hoog cholesterol dieet geen lipiden ophopen in macrofagen. In de studie van
Stoletov et al. is de opname van lipiden door macrofagen niet onderzocht en hebben
ze alleen vasculaire lipiden-ophoping aangetoond. Daarnaast hebben andere studies,
die een transgene zebravis lijn hebben gebruikt waarin alleen myeloide cellen (alle
witte bloedcellen behalve lymfocyten) fluorescent zijn, aangetoond dat myeloide
cellen lipiden kunnen opnemen en atherosclerose ontwikkeling beinvioeden>”. Omdat
deze transgene lijn niet macrofaaqg specifiek is, kan er niet met zekerheid worden
vastgesteld dat de ophoping is veroorzaakt door lipiden-beladen macrofagen en bv
niet door lipide-beladen neutrofielen. Voordat de zebravis als standaard diermodel
voor atherosclerose kan worden geintroduceerd, is het belangrijk om de definitie
van zebravis atherosclerose vast te stellen. Verschillende definities kunnen namelijk
leiden tot verschillende conclusies.
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Atherosclerose bij zebravissen komt vooral voor in de staartader en niet in de aorta,
waar de atherosclerotische laesies in zoogdieren zich bevinden. Al bovenstaande
punten tezamen beschouwend, roept de vraag op: hoe relevant zijn de bevindingen in
wild-type zebravissen voor deze ziekte in de mens en dus hoe nuttig is atherosclerose
onderzoek in zebravissen?

Mede door deze vraag is er meer onderzoek nodig om de pathofysiologie
van atherosclerose in de zebravis volledig te begrijpen. Voor onderzoek naar
lipoproteine distributie en cholesterolmetabolisme lijkt de zebravis een
geschikt model. De meeste genen die betrokken zijn bij het metabolisme van
lipoproteinen zijn sterk geconserveerd®. Een voorbeeld hiervan is apolipoproteine
E dat twee zebravis-orthologen heeft namelijk apoea en apoeb. Daarnaast heeft
menselijk apoB drie zebravis-orthologen: apoBa, apoBbl en apoBb2, waarvan de
eiwitstructuur voor respectievelijk 51,6%, 42,5% en 27,5% identiek is aan het
eiwit in de mens®°,

Desalniettemin zijn er ook verschillen tussen zebravissen en mensen met betrekking
tot bepaalde metabolische routes waar rekening mee moet worden gehouden. De
lipoproteinesamenstelling is anders in zebravissen dan in mensen. Zebravissen
produceren alleen chylomicronen met apoB100 als structureel apolipoproteine en
niet zowel apoB100 als apoB48. Dit zou mogelijk invioed kunnen hebben op de klaring
van deze lipoproteinen door de lever™.

Een belangrijke familie van receptoren die onder andere epitopen met een negatieve
lading, zoals de gemodificeerde apolipoproteinen op lipoproteinen, kan herkennen,
zijn scavenger receptoren. Als gevolg zijn scavenger receptoren belangrijk voor het
verwijderen van gemodificeerde lipoproteinen uit de bloedcirculatie. Onderzoek
heeft aangetoond dat scavenger receptoren de ontwikkeling en progressie van
atherosclerose in belangrijke mate beinvioeden door de pro-inflammatoire signalering
in immuuncellen en de ophoping van gemodificeerde lipoproteinen, zoals oxLDL te
stimuleren®. Er zijn verschillende scavenger receptoren klassen. Elke klasse heeft
zijn eigen functie en kan afhankelijk van de receptor structuur en eigenschappen,
verschillende liganden binden. In dit proefschrift hebben we de functie van 2
verschillende klassen van scavenger receptoren onderzocht door gebruik te maken
van genetisch gemodificeerde zebravissen die deficiént zijn voor ofwel klasse H
scavenger receptor stabiline 1 (STAB1) en stabiline 2 (STAB2) (hoofdstuk 3) of klasse
B scavenger receptor SCARB1 (hoofdstuk 4).
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De rol van de klasse Hreceptoren STAB1 en 2 in het cholesterolmetabolisme en de
ontwikkeling van atherosclerose in vivo is grotendeels onbekend. In vitro studies
met getransfecteerde HEK-cellen en geisoleerde lever endotheelcellen door Li
et al. hebben laten zien dat STAB1 en 2 een essentiéle rol spelen bij de opname
van lipoproteinen, waaronder de opname van oxLDL"™. In onze studie hebben we
aangetoond dat STAB1en 2 in vivo de opname van apoB-bevattende lipoproteinen,
die betrokken zijn bij de ontwikkeling van atherosclerose kan beinvloeden. Deze
resultaten komen overeen met de resultaten van de in vitro studie van Li et al.

Totale deficiéntie van deze twee receptoren resulteerde in een verhoogde
klaring van apoB-bevattende lipoproteinen door macrofagen in de staartader van
zebravissen. Dit hebben we kunnen aantonen door fluorescente apoB-bevattende
lipoproteinen te injecteren in zebravissen en de opname door macrofagen te
meten. Doordat we een verhoogde opname zagen in zebravissen deficiént voor
STAB1 en 2, was de verwachting dat deze genetisch gemodificeerde zebravissen
vatbaarder zouden zijn voor de opstapeling van lipiden in de macrofagen en dus
de ontwikkeling van atherosclerose. Tot onze verrassing, bleek dit niet het geval
te zijn. Een verklaring kan zijn dat STAB1 en 2 niet alleen op macrofagen maar ook
op endotheelcellen tot expressie komen. Nahon et al. hebben reeds aangetoond
dat macrofaag-specifieke STAB1-deficiéntie in muizen de gevoeligheid van LDLr"
muizen voor de ontwikkeling van atherosclerose niet verandert. De recente
studie van Manta ef al. laat echter zien dat totale uitschakeling of inhibitie van
STAB1 (en ook STAB2) tot een verminderde atherosclerose ontwikkeling leidt™.
De expressie van STABT1 (en STAB2) op endotheelcellen heeft dus mogelijk een
beschermende rol tegen de ontwikkeling van atherosclerose'™. De wisselwerking
tussen endotheelcellen en macrofagen tijdens de klaring van geoxideerde
lipoproteinen, zoals oxLDL, uit de bloedcirculatie kan mogelijk van invlioed zijn op
de gevoeligheid voor atherosclerose. Hetzelfde geldt voor lever endotheelcellen
(LSECs) en Kupffer cellen. Zebravissen hebben deze specifieke cellen niet, maar
wel cellen die erop lijken. De staartader van zebravis embryo's is bekleed met
dit speciale type endotheelcellen (SECs), die onder andere (gemodificeerde)
lipoproteinen uit de bloedcirculatie kunnen verwijderen. Onze studie heeft laten
zien dat zebravissen een goed model zijn om de functie van SEC's te bestuderen.
Echter, om de individuele rol van STAB1 en 2 in het lipoproteine metabolisme
en de rol van deze receptoren in de ontwikkeling van foam cellen verder te
onderzoeken, zou het interessant zijn dit te onderzoeken in endotheel-specifieke
en/of macrofaag-specifieke stab? en stab2 knock-out zebravissen.
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Een andere belangrijke scavenger receptor voor het cholesterolmetabolisme van zowel
muizen als mensen is de high-density lipoproteine (HDL) receptor SCARBI. HDL is een
lipoproteine dat ook wel wordt ook gezien als *het goede cholesterol’ en speelt samen met
SCARBT een belangrijke rol in het reverse transport waarbij cholesterol vanuit perifere
weefsels naar de lever in zoogdieren wordt getransporteerd.

In studies met mensen is aangetoond dat verstoring van de interactie tussen
HDL en SCARBI1 kan leiden tot een verhoogd risico op atherosclerose en zelfs tot
fertiliteitsproblemen'®®, Hoewel de rol van SCARB1 in mensen en muizen vergelijkbaar
is, is er verder niks bekend over de evolutie en de functie van dit gen in zebravissen.
Terwijl SCARB1 goed geconserveerd is tussen verschillende organismen, is een specifiek
deel van het gen dat belangrijk is voor de opname van cholesterol, niet geconserveerd
in zebravissen. In hoofdstuk 4 hebben we onderzoek gedaan naar de functie van
SCARBI in zebravissen en hoe deze functie geévolueerd is gedurende de tijd. Om dit te
onderzoeken hebben wij een scarb? knock-out zebravis lijn gegenereerd. Onze studie
heeft laten zien dat SCARBI1 in zebravissen nog geen grote rol speelde in het cholesterol
metabolisme. Deze functie is dus waarschijnlijk tijdens evolutie van zoogdieren belangrijk
geworden. De verwachting was dat afwezigheid van SCARBI1 in zebravissen zou leiden tot
verhoogde cholesterol levels en verminderde productie van steroide hormonen. Dit bleek
niet het geval te zijn, wat suggereert dat waarschijnlijk andere scavenger receptoren in
zebravissen een prominente rol spelen in deze processen. Omdat we hebben aangetoond
dat stabiline 1 en 2 niet betrokken zijn bij het HDL-metabolisme, zou het interessant zijn
om te onderzoeken of de LDL-receptor betrokken zou kunnen zijn bij de opname van
HDL in de zebravis. Op dit moment is er niet veel bekend over de rol van de LDLr bij HDL
en cholesterolopname in de zebravis. Ldlra’ zebravissen hebben van nature een hoog
cholesterolgehalte waardoor ze spontaan cholesterol ophopen in hun staartader®.

Een verstoord cholesterolmetabolisme kan leiden tot fertiliteitsproblemen bij mensen en
muizen'®®, | dira’ zebravissen hebben geen vruchtbaarheidsproblemen. Ons onderzoek
heeft echter laten zien dat scarb?”- zebravissen wel vruchtbaarheidsproblemen hebben,
ondanks dat hun cholesterolgehalte niet verschillend was in vergelijking met wild-
type zebravissen. Deze bevindingen suggereren dat de fertiliteitsproblemen en het
verminderde overlevingspercentage onafhankelijk is van de plasmacholesterol waarden
of lipoproteineopname. Terwijl bij zoogdieren de verminderde fertiliteit vooral te wijten
is aan de verminderde vrouwelijke vruchtbaarheid, heeft onze studie aangetoond
dat zowel mannelijke als vrouwelijke scarb?’ zebravissen te kampen hebben met
vruchtbaarheidsproblemen. Omdat bij zoogdieren gesuggereerd wordt dat zowel vitamine
A als E de vruchtbaarheid kan beinvlioeden, zou het interessant zijn om te onderzoeken
of deze factoren ook een rol zouden kunnen spelen bij scarb1”’- zebravissen.
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De zebravis als diermodel heeft de laatste jaren veel populariteit gewonnen. De
pathologie van verschillende ziekten zoals kanker, epilepsie, autisme, diabetes en
bacteriéle infecties etc. kan met behulp van zebravissen worden onderzocht?25,
Alhoewel de zebravis ook een opkomend diermodel leek te zijn voor onderzoek naar
atherosclerose®, heeft het onderzoek beschreven in dit proefschrift laten zien dat
de zebravis niet geschikt is voor het bestuderen van vasculaire lipide ophoping en
voor atherosclerose onderzoek. De zebravis is echter wel geschikt bevonden om
verschillende processen die een rol spelen bij de ontwikkeling van atherosclerose,
zoals lipoproteine opname door macrofagen, te bestuderen.

Identificatie van nieuwe immunologische targets voor de behandeling van
atherosclerose

Verschillende klinische studies hebben aangetoond dat modulatie van het
immuunsysteem het verloop van hart- en vaatziekten positief zouden kunnen
beinvlioeden??°, Aangezien is gebleken dat naast cholesterol ook het immuunsysteem
een belangrijke rol speelt bij de ontwikkeling atherosclerose, zijn in dit proefschrift
twee mogelijk nieuwe therapeutische targets geidentificeerd en getest: protein
arginine methyltransferase 5 (PRMT5) (hoofdstuk 5) en interleukin 4-induced gene-
1 (IL4i1) (hoofdstuk 6).

PRMTS

PRMTS5 is onderdeel van de PRMT-familie van epigenetische modulatoren. Gezien
de beschreven functie van PRMT 5 in ontsteking en metabolisme, is in hoofdstuk
5 de rol van PRMT5 in de ontwikkeling van atherosclerose geévalueerd. De functie
van PRMTS5 is bestudeerd in zowel in vitro experimenten in gekweekte macrofagen
als in een in vivo studie met atherosclerose gevoelige muizen (LDL receptor knock-
out muizen). In beide studies is gebruik gemaakt van de specifieke PRMT5-remmer
GSK3326595. In vitro resultaten hebben laten zien dat remming van PRMT5 kan
leiden tot een verandering in het macrofaag fenotype, namelijk een verhoging
van de macrofaag type 1 (M1)/ macrofaag type 2 (M2) verhouding. Belangrijk om
te vermelden is dat deze effecten alleen werden waargenomen bij het toevoegen
van interferon gamma (IFNg), een pro-inflammatoir cytokine, en niet bij toevoeging
van andere stimuli aan de cellen. Deze resultaten zouden kunnen suggereren dat
PRMTS5 functie samenhangt met IFNg signalering. Bovendien heeft de studie van Fan
et al. laten zien dat in reactie op toevoeging van IFNg, translocatie van PRMT5 kan
plaatsvinden van het cytoplasma naar de kern van macrofagen, waar het kan binden
aan de promotor van het MHCII-complex en zo de transcriptie ervan kan activeren. In
overeenstemming met deze studie, zagen we in onze eigen in vitro studie dat remming
van PRMT5 het relatieve expressieniveau van MHCII na IFNg-stimulatie aanzienlijk
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omlaag brengt. Langdurige behandeling met een lage dosis GSK3326595 in vivo had
geen invloed op de ontstekingsstatus (T-celsubsets en T cel activeringstoestand) of
op de ontwikkeling van atherosclerose. Wel activeerde de behandeling genen die
betrokken zijn bij de aanmaak van vetzuren in de lever, waaronder SREBF1, FASN en
CD36. Daarnaast zorgde de behandeling met GSK3326595 tot een verhoging van de
triglycerideniveaus in de lever. Samenvattend hebben de resultaten van onze studie
laten zien dat inhibitie van PRMT5 door middel van toediening van GSK3326595
geen effectieve therapeutische benadering is om atherosclerose te moduleren. Op
dit moment wordt GSK3326595 getest als therapie tegen kanker in zowel preklinische
studies als in fase | en Il klinische studies. Omdat onze resultaten hebben aangetoond
dat behandeling met een lage dosis GSK3326595 leidt tot triglyceride-accumulatie
in de lever, kan langdurige farmacologische remming van PRMT5 voor bijvoorbeeld
de behandeling van kanker leiden tot ernstige bijwerkingen in de lever zoals niet-
alcoholische vette leverziekte. Aanvullend onderzoek is daarom nodig om dit risico
verder in kaart te brengen.

IL4i1

IL4i1is een enzym dat wordt uitgescheiden door verschillende immuuncellen en kan het
aminozuur fenylalanine omzetten in fenylpyruvaat, ammoniak en waterstofperoxide®.
Daarnaast kan IL4i1 de immuunrespons moduleren door fenylalanine te oxideren en
zo T- en B-celfuncties remmen3°, Door de immuunregulerende functies van IL4i1 wordt
het beschouwd als een veelbelovend therapeutisch target voor kanker en multiple
sclerose® 3, Uit single cell sequencing analyse van humane atherosclerotische
plagues is gebleken dat IL4i1 hoog tot expressie komt in macrofagen en co-lokaliseert
met TREM2" macrofagen, die een rol spelen in atherosclerose®. Verder kan IL4i1 de
polarisatie naar M2 macrofagen bevorderen die de T-celfuncties kunnen beinvioeden34.
Aangezien eerder onderzoek heeft aangetoond dat IL4i1 betrokken is bij de regulering
van de functie van het immuunsysteem, zou IL4i1 ook de ontwikkeling en progressie
van atherosclerose beinvioeden. Ondanks de anti-inflammatoire eigenschappen
van IL4i1 en dat remming van IL4i1 met de compound CB-668 leidt tot een pro-
inflammatoire omgeving in athersclerotische plaques, laten we in hoofdstuk 6 zien
dat remming van IL4i1 niet leidt tot verergering van atherosclerose. Belangrijk is dat
immuuncellen verschillende functies vervullen in de diverse stadia van atherosclerose
ontwikkeling. Macrofagen spelen een belangrijke rol bij het ontstaan van beginnende
atherosclerotische plaques, terwijl T-cellen juist een meer prominentere rol spelen
tijdens de progressie van atherosclerose. Omdat IL4i1 zowel op macrofagen als op
T-cellen tot expressie komt, zou het interessant zijn om te onderzoeken of remming van
IL4i1de progressie van atherosclerotische laesies in een gevorderd stadia beinvloedt,
aangezien in dit stadium T-cellen een grotere rol spelen. Momenteel wordt de IL4i1
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inhibitor CB-668 getest als nieuwe therapeutische behandeling voor kankerpatiénten.
Een bijwerking van anti-kanker behandelingen is vaak de ontwikkeling van hart- en
vaatziekten®®. Uit onze studie is gebleken dat gebruik van CB-668 niet leidt tot een
verhoogd risico op de ontwikkeling van atherosclerose. Dit zou erop kunnen wijzen
dat behandeling met CB-668 veilig is voor kankerpatiénten, hoewel de effecten van
de lange termijn behandeling in deze studie niet onderzocht zijn en daarbij dus niet
uitgesloten kunnen worden. Daarnaast is het ook belangrijk om te onderzoeken of het
gebruik van CB-668 bij kankerpatiénten met atherosclerose nog steeds gunstig is.

Toekomstperspectieven

De laatste jaren is er veel onderzoek gedaan naar de pathofysiologie van atherosclerose,
waardoor het aantal potentiéle nieuwe targets voor de behandeling van atherosclerose
is toegenomen. Voor het opzetten van een atherosclerose studie is het van groot belang
het juiste diermodel te kiezen. Er zijn namelijk meerdere diermodellen beschikbaar,
elk met z'n eigen voor- en nadelen. Recentelijk is de zebravis naar voren gekomen
als potentieel nieuw diermodel voor atherosclerose onderzoek. In dit proefschrift is
beschreven dat wild-type zebravissen niet het beste model zijn om de ontwikkeling
van atherosclerose, dw.z. de accumulatie van foam cellen, te bestuderen. Genetisch
gemodificeerde zebravissen, waaronder de /dira’ zebravis, zouden hiervoor meer
geschikt kunnen zijn. Hoewel er een paar studies zijn die de mogelijkheid hebben
aangetoond om atherosclerose te kunnen induceren in wild-type zebravissen, is onze
studie tot dusver de enige studie die de co-lokalisatie van macrofagen met cholesterol
na een 10-daags hoog cholesteroldieet heeft proberen te visualiseren. Dit laat het
belang zien dat gepubliceerde resultaten in meerdere laboratoria moeten worden
gevalideerd. Om dit te bereiken zijn duidelijke en gestandaardiseerde protocollen nodig
en moeten manuscripten alle belangrijke details beschrijven die de uitkomsten van
een dierproef kunnen beinvloeden zoals soort dieet, fluorescerend label, zebravisstam
enzovoorts. Een nuttige richtlijn die ervoor zorgt dat studies voldoende gedetailleerd
worden gerapporteerd is de “Animals in Research: Reporting In vivo Experiments”
(ARRIVE) richtlijn. Het rapporteren van dierproeven volgens deze richtlijnen helpt
lezers en beoordelaars om de opzet van de studie te evalueren en geeft de mogelijkheid
om de methoden of bevindingen te reproduceren.

Dit proefschrift heeft aangetoond dat zebravissen een goed modelorganisme kunnen zijn
voor het bestuderen van bepaalde aspecten van het lipoproteinemetabolisme en daarom
alsnog zeer nuttig kunnen zijn voor translationeel onderzoek naar de pathofysiologie
van atherosclerose. Het gebruik van de zebravis heeft duidelijke voordelen; het is een
tijds- en kostenefficiént diermodel dat real-time imaging toelaat en makkelijk genetisch
gemodificeerd kan worden. Voor toekomstig onderzoek is het belangrijk dat alvorens
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(genetisch gemodificeerde) zebravissen als modelorganisme worden gebruikt, dit
specifieke model volledig wordt gekarakteriseerd en alle aspecten van atherosclerose
duidelijk worden gedefinieerd, zodat dit de onderzoeksresultaten niet kan beinvioeden.
Hoewel zebravissen steeds populairder worden voor onderzoek naar atherosclerose, zijn
muizenmodellen nog steeds de gouden standaard om nieuwe potentiéle doelwitten te
valideren. Uit ethisch oogpunt zou het uiteindelijk ideaal zijn dat de mechanismen van
atherosclerose kunnen worden bestudeerd zonder diermodellen, bijvoorbeeld met in vitro
modellen met een goede voorspellende waarde. Er zijn verschillende in vitro modellen,
waaronder twee- en driedimensionale cel-modellen, beschikbaar om atherosclerose te
onderzoeken en zo nieuwe potentiéle therapeutische targets te valideren. De voordelen
van het gebruik van deze in vitro modellen voor het screenen van geneesmiddelen is
dat de werkzaamheid en toxiciteit van een bepaald geneesmiddel al in een korte tijd
(en daardoor dus meer kosteneffectief) kunnen worden onderzocht in vergelijking met
het testen in diermodellen. Hoewel in de komende jaren in vitro modellen, met name
de driedimensionale modellen zoals een vessel-on-a-chip, potentie hebben en daarom
aan populariteit zullen winnen, zijn de reeds bestaande in vitro modellen tot nu toe nog
onvoldoende in staat de pathofysiologie van atherosclerose in mensen, de interactie met
het complexe immuunsysteem en de regulering van het cholesterol metabolisme volledig
te modelleren. De toekomst zal uitwijzen welke modellen het best geschikt zijn om de
mechanismen betrokken bij atherosclerose te onderzoeken om zo nieuwe potentiéle
cholesterol- en/of immuunsysteem gebaseerde therapeutische targets te identificeren
die uiteindelijk gebruikt kunnen worden voor de behandeling van atherosclerose.

Conclusie

In dit proefschrift hebben we a) onderzocht of zebravissen gebruikt kunnen worden
als diermodel voor onderzoek naar het cholesterol metabolisme en de ontwikkeling
naar atherosclerose, b) de functie van de scavenger receptoren SCARBI en stabilin
1 en 2 in cholesterolmetabolisme onderzocht en c) de potentie van 2 nieuwe
immuun-gebaseerde therapeutische targets, PRMT5 en IL4i1, in de ontwikkeling
atherosclerose bestudeerd. De resultaten (1) benadrukken het belang van een goede
definitie van atherosclerose in zebravissen, aangezien dit de uitkomst van de studies
kan beinvloeden, (2) onderstrepen het belang (en de moeilijkheid) van het kiezen
van het juiste diermodel voor uw onderzoek, aangezien elk model zijn voordelen
en beperkingen heeft, (3) geven aan dat de functie van bepaalde receptoren in het
lipoproteinemetabolisme verschilt tussen zoogdieren en gewervelde dieren zoals de
zebravis, en (4) suggereren dat de identificatie en validatie van nieuwe therapeutische
targets tegen atherosclerose complex is en dat toekomstige therapeutische
strategieén voor de behandeling van atherosclerose een combinatie van lipiden-
verlagende en immuunsysteem-blokkerende middelen zullen moeten omvatten.
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