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Hart- en vaatziekten zijn wereldwijd de belangrijkste doodsoorzaak.! Hart-
en vaatziekten omvatten alle aandoeningen van het hart en het vaatsys-
teem, waaronder onder andere beroertes, hartritmestoornissen, hartfa-
len, aangeboren hartafwijkingen en hartinfarcten vallen. De belangrijk-
ste onderliggende oorzaak voor hart- en vaatziekten is atherosclerose, ook
wel slagaderverkalking genoemd. Atherosclerose wordt gekenmerkt door
de vorming van een plaque, voornamelijk bestaande uit lipiden en ontste-
kingscellen, in de vaatwand. Uiteindelijk kan deze plaquevorming leiden
tot atherotrombose of stenose van het bloedvat wat resulteert in een hart-
infarct, longembolie of beroerte en uiteindelijk tot de dood kan leiden.

De ontwikkeling van atherosclerose begint al bij jongvolwassenen,*3
en ontwikkelt zich langzaam in de meeste mensen. Er zijn diverse risico-
factoren die de ontwikkeling van atherosclerose beinvloeden. Sommige
zijn aanpasbaar, zoals levensstijl, waaronder roken en dieet, terwijl ande-
re niet beinvloedbaar zijn, zoals leeftijd en erfelijke factoren. De ontwik-
keling van atherosclerose begint met een disbalans in cholesterolwaarden
in het bloed, voornamelijk een verhoging van de hoeveelheid lipoprotei-
nen met een lage dichtheid (low density lipoproteins, LDL). LDL accumu-
leert in de subendotheliale ruimte in de vaatwand op plaatsen waar een
hoge verstoring in de bloedsomloop is, zoals in de cardiovasculaire bloed-
vaten. Momenteel bestaat de behandeling van atherosclerose, naast chi-
rurgisch ingrijpen bij acute klinische klachten, uit het gebruik van chole-
sterolverlagende middelen. Daarnaast wordt levensstijlverandering ge-
adviseerd en worden anticoagulantia en bloeddrukverlagende middelen
voorgeschreven. Hoewel atherosclerose primair een ziekte is die wordt
veroorzaakt door lipiden, speelt het immuunsysteem ook een belangrij-
ke rol tijdens de ontwikkeling van atherosclerose. Daarom wordt ather-
osclerose tegenwoordig ook gezien als een chronische ontstekingsziek-
te. De behandeling met cholesterolverlagende middelen is maar gedeelte-
lijk succesvol, aangezien de kans op terugkerende cardiovasculaire events
groot blijft.+ Dit benadrukt de noodzaak voor additionele therapieén om
atherosclerose te behandelen. Bij de ontwikkeling van nieuwe therapeu-
tische strategieén is het essentieel om de rol van het immuunsysteem tij-
dens de ontwikkeling van atherosclerose, en het micromilieu van de pla-
que zelf, te ontrafelen om nieuwe diagnostische tools en behandelingen
voor atherosclerose te kunnen ontwikkelen.
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HET IMMUUNSYSTEEM IN ATHEROSCLEROSE

Zoals hierboven genoemd, begint atherosclerose met een ophoping van
LDL in de vaatwand. In de vaatwand wordt LDL geoxideerd (OXLDL), en hier-
bij wordt het immuunsysteem geactiveerd. In eerste instantie spelen ma-
crofagen een grote rol. Ze fagocyteren oXLDL en differentiéren hierdoor
naar pro-inflammatoire schuimcellen.>® Naast oXLDL kunnen ook choles-
terolkristallen zich ophopen in macrofagen wat leidt tot activatie van het
inflammasoom,”® een eiwit dat resulteert in productie en uitscheiding van
het cytokine interleukine(IL)-1f en verdere inflammatie. Naast macrofa-
gen migreren neutrofielen, ook onderdeel van het aangeboren immuun-
systeem, in een vroeg stadium naar de plaque. Na neutrofielactivatie vindt
er opregulatie van adhesiemoleculen plaats wat dysfunctie van het endo-
theel verergert.® Tijdens de eerste stadia van de ontwikkeling van atheros-
clerose speelt het aangeboren immuunsysteem een belangrijke rol. In late-
re stadia wordt het verworven immuunsysteem ook geactiveerd. In de pla-
que zijn T-cellen te vinden, die bijvoorbeeld oxLDL-specifieke epitopen her-
kennen.>" Daarnaast spelen B-cellen ook een rol bij atherosclerose, onder
andere door de productie van antilichamen tegen OXLDL.

Niet alle immuuncellen spelen een atherogene rol tijdens de ontwik-
keling van atherosclerose. Sommige immuuncellen remmen de ontwik-
keling van atherosclerose, voornamelijk door het onderdrukken van de
immuunrespons. Regulatoire T- en B-cellen bijvoorbeeld, remmen ac-
tivatie van het verworven immuunsysteem, voornamelijk door de uit-
scheiding van het anti-inflammatoire cytokine IL-10. Daarnaast kunnen
B-cellen atherosclerose remmen door de productie van antilichamen
tegen OXLDL van het immunoglobuline(1G)M type. Wanneer OXLDL-IgM
bindt aan oxXLDL, wordt de opname van OXLDL door macrofagen geblok-
keerd en worden de partikels uiteindelijk geklaard door de lever.>*+ In
tegenstelling tot OXLDL-IgM zorgt oXLDL-specifiek IgG er juist voor dat
oxLDL sneller wordt opgenomen door macrofagen, en versterkt het daar-
mee de plaque ontwikkeling.’s

IMMUNOMODULATIE VAN ATHEROSCLEROSE

Aangezien het immuunsysteem een belangrijke rol speelt in de ontwikke-
ling van atherosclerose, is modulatie van het immuunsysteem een potenti-
eel belangrijke methode om cardiovasculaire events te voorkomen. Recent
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zijn de eerste klinische studies uitgevoerd in patiénten met hart- en vaat-
ziekten naar het effect van immunomodulatie op terugkerende cardiovas-
culaire events. De eerste klinische studie die effect liet zien is de cANTOS
(canakinumab antiinflammatory thrombosis outcome study) trial. Tijdens
deze studie zijn patiénten, die zijn opgenomen voor een hartinfarct en
met een hscrp level >2mg/L (een indicatie voor ontsteking), behandeld met
canakinumab, een antilichaam dat 1L-1p blokkeert, of een placebo.*® De stu-
die toonde aan dat de patiénten behandeld met canakinumab minder kans
hadden op een terugkerend cardiovasculair event. Behandeling met col-
chicine, een breed immunosuppressief middel, resulteerde in een lagere
kans op een terugkerend cardiovasculair event.” Helaas liet de CANTOS trial
ook zien dat patiénten behandeld met canakinumab een hogere kans had-
den op een fatale infectie, wat aangeeft dat de balans tussen immuunacti-
vatie en immuunsuppressie precair is, en dat immunomodulatie voorzich-
tig moet worden toegepast en bij voorkeur specifiek voor atherosclerose.

DOEL VAN HET ONDERZOEK

Het doel van het onderzoek beschreven in dit proefschrift is het ontwik-
kelen van diagnostische handvaten en potentiéle biomarkers gericht op de
identificatie van immunomodulatoire medicijn-effecten in toekomstige
klinische studies. Daarnaast is er onderzoek verricht naar nieuwe immu-
nomodulatoire strategieén om atherosclerose te remmen, zowel in mui-
zen als in de mens.

Deel I: Identificatie van potentiéle atherosclerose gerelateerde bio-
markers, en ontwikkeling van assays voor gebruik in Rlinische studies

In Hoofdstuk 2 is een observationele klinische studie beschreven waarin
het effect van leeftijd en roken, beiden risicofactoren voor hart- en vaat-
ziekten, op het immuunsysteem is onderzocht. In deze studie zijn vijf groe-
pen vrijwilligers geincludeerd. Dit zijn jonge, gezonde vrijwilligers (18-
25 jaar, n=30), gezonde ouderen (>60 jaar, n=20), jonge rokers (18-25 jaar,
n=20), zware rokers (>45 jaar, n=11) en patiénten met coronaire hartziek-
ten (>60 jaar, n=27). In deze groepen werden circulerende immuuncellen
geanalyseerd met flowcytometrie, monocyt- en T-cel responsen na vol-
bloed stimulatie gemeten en proteomics gebruikt om inflammatoire ei-
witten te meten. Ondanks kleine groepsgroottes, waren er duidelijke ef-
fecten te zien van zowel veroudering als roken op het immuunsysteem.
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In ouderen was een lager niveau van totaal cD8* T-cellen en naieve CD4* en
cD8 T-cellen te zien, met een verhoging in CD4* en cD8" effector geheugen-
cellen. Daarnaast werd een verhoogd niveau gevonden van de pro-inflam-
matoire en chemotactische eiwitten TREM1 en CCL11 in ouderen. Het im-
muunsysteem van zware rokers was in het algemeen in een verhoogd ge-
activeerde staat, met verhoogde neutrofiel-aantallen, een hoger percenta-
ge TH1-cellen en interferon (IFN)y-producerende T-cellen, en minder regu-
latoire B-cellen. Het immuunsysteem van de hartpatiénten leek over het
algemeen op dat van de gezonde ouderen, waarschijnlijk door het gebruik
van immunomodulatoire medicatie, zoals statines. Wel was het atheropro-
tectieve OXLDL-specifieke IgM significant verlaagd in patiénten, in vergelij-
king met gezonde jongeren. Deze datalaten zien dat in relatief kleine groe-
pen duidelijke immunologische verschillen tussen populaties aan te tonen
zijn, wat deze populaties (voornamelijk ouderen en zware rokers) poten-
tieel geschikt maakt als ‘modelpopulatie’ in klinische studies, athankelijk
van het medicijn dat getest gaat worden. In hoofdstuk 3 wordt onderzoek
naar het effect van lipopolysacchariden- (LPs) stimulatie op neutrofielen be-
schreven. Neutrofielen spelen een rol in het beginstadium van atheroscle-
rose zoals hierboven beschreven, maar neutrofielen spelen ook een belang-
rijke rol bij de destabilisatie van de plaque.®®2° Om nieuwe medicijnen ge-
richt op neutrofielfunctie te testen in gezonde vrijwilligers, is activatie van
neutrofielen nodig aangezien neutrofielen in deze populatie onder basale
omstandigheden niet geactiveerd zijn. Hiervoor kan een intraveneuze toe-
diening van LPS gebruikt worden, die zorgt voor een korte inflammatoire
respons van enkele uren. In het onderzoek in hoofdstuk 3 wordt beschre-
ven dat deze LPs-toediening zorgt voor activatie van neutrofielen, gemeten
aan de hand van activatiemarkers met flowcytometrie en de uitscheiding
van eiwitten uit de granules van neutrofielen in het plasma. Deze metingen
werden ook uitgevoerd in LPS-gestimuleerde volbloedkweken van gezonde
vrijwilligers. De effecten van de in vitro stimulatie komen grotendeels over-
een met die van de in vivo stimulatie. Op basis van deze uitkomsten kunnen
de in vitro en in vivo LPS-stimulaties toegepast worden in toekomstige Kkli-
nische onderzoeken met nieuwe neutrofiel-gerichte middelen. In hoofd-
stukken 4 en 5 wordt de ontwikkeling van volbloedassays beschreven, wat
waardevolle assays zijn om te gebruiken in klinische studies om medica-
tie-effecten te meten. In hoofdstuk 4 wordt de ontwikkeling van een vol-
bloed NLRP3 inflammasoom assay beschreven. Zoals eerder al genoemd,
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speelt het inflammasoom een belangrijke rol tijdens de ontwikkeling van
atherosclerose, en inhibitie van 1L-1B (geproduceerd na inflammasoom ac-
tivatie) was succesvol in het verlagen van de kans op een terugkerend car-
diovasculair event. Voor toekomstige klinische studies gericht op (modula-
tie van) inflammasoom activiteit is een goede assay van belang. In de assay
beschreven in hoofdstuk 4 wordt volbloed eerst gestimuleerd met LPS, om
cellen aan te zetten tot inflammasoome-activatie, gevolgd door toevoeging
van ATP als tweede stimulus om het inflammasoom volledig te activeren.
We laten zien dat deze assay geschikt is om inflammasoom-activatie, en de
daaropvolgende IL-1B- en IL-18-productie, te meten terwijl het bloed mini-
maal verdund wordt. Hierdoor is het een geschikte assay voor gebruik tij-
dens klinische studies om medicijneffecten te monitoren. In hoofdstuk 5
werd de volbloedassay verder gekarakteriseerd. In dit hoofdstuk is geke-
ken naar het effect van veroudering van bloedmonsters op de cytokinepro-
ductie door monocyten en lymfocyten. Volbloed werd gestimuleerd met
LPS om monocyten te activeren, of PMA + ionomycine of SEB om lymfocy-
ten te activeren. Dit werd gedaan direct na bloedafname tot maximaal 24
uur na bloedafname. De respons van monocyten verminderde snel gedu-
rende de veroudering, na 30 minuten is de uitscheiding van cytokinen al
verlaagd met 20-50%, verder dalend tot 80-100% 10 uur na bloedafname.
De respons van lymfocyten was veel stabieler, de uitscheiding van cytoki-
nen was verlaagd met 20-50% 24 uur na bloedafname. Het toevoegen van
kweekmedium, en daarmee nutriénten, herstelde het vermogen tot cyto-
kineproductie niet, wat laat zien dat de geobserveerde vermindering waar-
schijnlijk niet door een tekort aan nutriénten kwam. Daarnaast bleef de
hoeveelheid cellen die cytokinen produceren gelijk, wat duidt op een afna-
me van cytokineproductie en niet het afsterven van cellen. Deze data laten
zien dat snelle monsterverwerking belangrijk is wanneer monocytrespon-
sen worden gemeten in volbloedkweken.

DEEL II: IMMUNOMODULATIE VAN ATHEROSCLEROSE

In Hoofdstuk 6 wordt een klinische studie beschreven waarin gezonde vrij-
willigers werden gevaccineerd met het pneumokokkenvaccin Prevenar-13
of een placebo om de effecten van vaccinatie op circulerende antilichamen
tegen OXLDL en phosphorylcholine (PC) te meten. In muizen is beschre-
ven dat immunisatie van muizen met Streptococcus pneumoniae resulteer-
de in een verhoging van het circulerende oXLDL-specifieke IgM-gehalte en
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daardoor een verlaging van atherosclerose-ontwikkeling.* Deze toename
in oxXLDL-specifiek IgM komt door de aanwezigheid van pC in de celwand
van Streptococcus pneumoniae dat moleculaire overeenkomsten vertoont
met OXLDL. Gezonde vrijwilligers werden gerandomiseerd om o, 1, 2 of 3
vaccinaties te krijgen met Prevenar-13, en OXLDL, PC-antilichamen en lipi-
dengehaltes in het serum werden gemeten vanaf baseline tot 68 weken na
de eerste dosis. Helaas werd er geen effect gevonden van vaccinatie op de
eerdergenoemde eindpunten. Dit kan liggen aan het feit dat het Prevenar-
13-vaccin bestaat uit specifieke peptiden van Streptococcus pneumoniae in
tegenstelling tot de immunisatie in muizen, waarbij de volledige bacterie
gebruikt werd. Hierdoor is mogelijk de hoeveelheid pc, en dus de antili-
chaamrespons, tegen het vaccin lager. Daarnaast kan het zijn dat de situa-
tie in de muis niet vertaalbaar is naar de situatie in de mens. In Hoofdstuk
7 zijn de effecten van hydroxychloroquine (HCQ) op zowel in vitro als in vivo
celactivatie bestudeerd. HCQ is een breed immunosuppressief medicijn,
dat gebruikt wordt voor de behandeling van malaria, en diverse auto-im-
muunziekten. Een klinische studie naar het effect van HCQ op terugkeren-
de cardiovasculaire events is momenteel gaande.?> Het exacte werkingsme-
chanisme van HCQ en de dosisathankelijkheid van de immunosuppressie-
ve effecten is nog onbekend. In deze studie hebben werden immuunsup-
pressie-assays uitgevoerd met immuuncellen van gezonde vrijwilligers die
oraal HCQ toegediend kregen, en vergeleken met celkweken met perifeer
bloed mononucleaire cellen (PBMCs), waarbij HCQ direct aan de cellen toe-
gevoegd werd. Het effect van HCQ op endosomale TLR-stimulatie werd on-
derzocht door PBMCs te stimuleren met TLR3-, -7-, en -9- liganden en ver-
volgens IFNa- en IL-6-productie te meten. Daarnaast zijn de effecten op T-
en B-celproliferatie gemeten. In de in vitro experimenten werden duidelij-
ke suppressie van zowel TLR-responsen als B-cel-proliferatie gevonden bij
concentraties >1000ong/mL. Er werd geen effect op T-cel-activatie en proli-
feratie gevonden, wat mogelijk veroorzaakt werd door de gekozen stimu-
lus. Deze was mogelijk te sterk om een medicatie-effect te kunnen meten.
De concentraties HCQ die gevonden werden in plasma van HCQ-gedoseerde
proefpersonen, waren lager dan de concentraties waarbij effect te zien was
in vitro. Hierdoor was er ook weinig immuunsuppressie in de ex vivo cellu-
laire assays. Ondanks dat er geen immuun suppressie te zien was in onze
gedoseerde proefpersonen, werkt HCQ wel bij de behandeling van auto-im-
muunziekten. Dit komt waarschijnlijk doordat de lokale concentraties HCQ
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in de weefsels en intracellulair hoger zijn dan wat we in plasma kunnen
meten. Hoofdstuk 8 beschrijft een klinische trial waarbij het nieuwe medi-
cijn amlitelimab (KY1005), een antilichaam dat 0x40L blokkeert, is getest in
gezonde vrijwilligers. 0X40L wordt tot expressie gebracht op antigeen-pre-
senterende cellen en speelt een rol bij de activatie van T-cellen: het is een
zogenaamde co-stimulatie-factor die nodig is voor volledige activatie van
T-cellen via binding aan 0X40. Om te testen of amlitelimab zowel klinisch
veilig is als ook daadwerkelijk immuunsuppressief werkt, werd vaccinatie
met het neo-antigen keyhole limpet hemocyanin (KLH) toegepast. Ook is
het effect op een herhaalvaccinatie met tetanus getest. Eerder is in muizen
aangetoond dat het blokkeren van de 0X40-0X40L signalering atheroscle-
rose significant remt.?*+ Blokkeren van 0X40L in de mens zou dus ook mo-
gelijk een goede methode zijn om atherosclerose te remmen. De toedie-
ning van amlitelimab leidde alleen tot milde bijwerkingen. Amlitelimab-
behandeling verlaagde de KLH-specifieke IgG-productie, maar niet signifi-
cant. Daarnaast was de respons op een intradermale KLH-injectie na vac-
cinatie significant verlaagd in de vrijwilligers die amlitelimab kregen ten
opzichte van placebo. Deze resultaten laten zien dat amlitelimab veilig is
om toe te dienen, en ook in de mens de immuunrespons remt. Hoofdstuk
9 beschrijft een muizenstudie waarbij het effect van stimulatie van het im-
muuncheckpoint-eiwit PD-1 op atherosclerose ontwikkeling is getest. PD-1
komt tot expressie op geactiveerde T- en B-cellen en bij binding aan hun
ligand (pD-L1 of PD-L2) wordt de T- of B-cel geremd, een zogenaamd co-in-
hibitoir signaal. Eerdere studies in muizen hebben aangetoond dat inhibi-
tie van het pD-1 signaal resulteerde in verergering van atherosclerose-ont-
wikkeling, wat leidde tot de hypothese dat stimulatie van het pD-1-signaal
ontwikkeling van atherosclerose zal remmen.>?” Voor dit experiment zijn
LDLR” muizen gebruikt. Deze muizen missen de receptor voor LDL, waar-
door de hoeveelheid cholesterol in het bloed stijgt wanneer deze muizen
een dieet met een hoog cholesterolgehalte krijgen. Hierdoor ontwikkelen
deze muizen atherosclerose. Stimulatie van PD-1 met een agonistisch anti-
lichaam resulteerde inderdaad in een verlaging van atherosclerose-ontwik-
keling. Daarnaast zagen we dat de monocytinflux in het bloed, veroorzaakt
door hoge cholesterolgehaltes, werd vertraagd. Ook was er een verhoging
van Bi-cellen in het bloed met daarbij behorende verhoging van oXLDL-spe-
cifiek IgM en een verlaging van pro-inflammatoir IFNy producerende
T-cellen en verhoging van T-cellen die het anti-inflammatoire cytokine
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IL-10 produceren. Deze resultaten tonen aan dat stimulatie van het pD-1-
signaal inflammatie remt en daardoor de atherosclerose-ontwikkeling.

PERSPECTIEVEN

Momenteel lopen patiénten met hart- en vaatziekten veroorzaakt door
atherosclerose een groot risico op (terugkerende) cardiovasculaire events.
Om dit risico te verkleinen zijn nieuwe geneesmiddelen voor atheroscle-
rose nodig. Aangezien het immuunsysteem een belangrijke rol speelt tij-
dens de ontwikkeling van atherosclerose, lijkt immunomodulatie een be-
langrijke stap richting deze nieuwe behandelmethoden. Er zijn enkele Kli-
nische studies uitgevoerd waarvan er twee succesvol waren, namelijk het
gebruik van canakinumab (een IL-1f inhibitor) en colchicine.’**® Beide me-
dicijnen hebben een brede immunosuppressieve werking. Het risico daar-
bij is dat er bijwerkingen zijn. Dit is bijvoorbeeld geillustreerd in de stu-
die met canakinumab, waarbij het risico op (fatale) infecties groter was in
vergelijking met placebo.*® Om de kans op bijwerkingen zo klein mogelijk
te houden is het nodig om medicijnen te hebben die specifiek atheroscle-
rose remmen. Daarnaast zijn niet alle patiénten met hart- en vaatziekten
hetzelfde: het risico op een terugkerend cardiovasculair event is verschil-
lend tussen patiénten. Zo waren patiénten met een verhoogde waarde van
hs-CRP meer gebaat bij behandeling met canakinumab dan patiénten met
lagere ontstekingswaarden.>

Op het moment richten klinische studies zich vooral op het voorko-
men van terugkerende cardiovasculaire events, maar idealiter zou een
primair cardiovasculair event voorkomen de voorkeur hebben. Hiervoor
is een behandeling nodig, die specifiek is voor de individuele patiént en
zonder (serieuze) bijwerkingen. Het is lastig te voorspellen welke perso-
nen risico lopen op een cardiovasculair event aangezien vrijwel iedereen
in meer of mindere mate atherosclerose ontwikkelt gedurende zijn/haar
leven. Het verhogen van oxLDL-specifiek IgM lijkt een ideale methode.
In diverse muizenstudies is namelijk gebleken dat dit de ontwikkeling
van atherosclerose remt,* en ook in de mens is aangetoond dat het niveau
van OXLDL-IgM omgekeerd correleert met de hoeveelheid atherosclero-
se.’®* Vaccinatie zou alleen oXLDL-specifiek IgM moeten verhogen, en niet
IgG, aangezien OXLDL-specifiek IgG juist atherosclerose-ontwikkeling sti-
muleert via de verhoogde opname van OXLDL door macrofagen. Ook in
de mens is oxLDL-specifiek IgG gecorreleerd met atherosclerose.’*3 Een
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behandeling of vaccinatie zou zich dus vooral moeten richten op de B1-
cellen, die verantwoordelijk zijn voor productie van autoantilichamen
van het IgM-subtype. Een andere methode kan zijn om class-switching
naar het IgG-subtype te blokkeren tijdens vaccinatie. Dit zou mogelijk
gedaan kunnen worden met het blokkeren van de 0X40-0x40L signale-
ring, 0x4o0 speelt namelijk een belangrijke rol bij class-switching van IgM
naar IgG. 33

CONCLUSIES

Het voorkomen van de progressie van atherosclerose en destabilisatie van
de plaque is nodig om (terugkerende) cardiovasculaire events te voorko-
men. Hiervoor is modulatie van het immuunsysteem een veelbelovende
methode. Het onderzoek beschreven in dit proefschrift kan bijdragen aan
de ontwikkeling van een dergelijke therapie. In deel I is de ontwikkeling
van volbloedassays en potentiéle biomarkers beschreven die bij kunnen
dragen aan toekomstig onderzoek naar immunomodulatoire medicijnen
in klinische studies. In deel II zijn nieuwe strategieén voor immunomodu-
latie in atherosclerose getest. Op het moment zijn er geen immunomodula-
toire therapieén beschikbaar voor de behandeling van atherosclerose, maar
deze komen waarschijnlijk beschikbaar in de niet al te verre toekomst.
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