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CHAPTER




Nederlandse Samenvatting,
algemene discussie, en
toekomstperspectieven



Thromboinflammatie, een belangrijke trigger voor endotheliale dysfunctie, is een nieuwe
term om de verbinding tussen de gelijktijdige activatie van de stollingsroute en
immuunrespons te beschrijven. In dit proefschrift wordt de rol van thromboinflammatie
bij verschillende hoog risico populaties, zoals vrouwen versus mannen in de algemene
Nederlandse bevolking, patiénten met type 2 diabetes mellitus (T2DM) van verschillende

etniciteit en COVID-19-patiénten, belicht.

Thromboinflammatie, gender verschillen en hart- en vaatziekten

Thromboinflammatie vertoont geslachtsverschillen en draagt bij aan het risico op hart- en
vaatziekten. De endotheliale glycocalyx, een belangrijke regulator van

thromboinflammatie, is ook betrokken bij verschillende vasculaire complicaties.

In hoofdstuk 2 van dit proefschrift hebben we een verband waargenomen tussen vroege
(preklinische) microvasculaire gezondheidsveranderingen, gemeten met sidestream dark-
field (SDF)-imaging, en activatie van coagulatie factoren. We ontdekten een opvallend
geslachtsverschil in microvasculaire gezondheid, waarbij vrouwen een verstoord
endotheliale glycocalyx vertoonden in combinatie met een meer procoagulant endotheel
oppervlak. Deze associatie niet werd waargenomen bij mannen. Op basis van eerdere
studies [1-3], met name bij vrouwen, wordt een verstoring van de endotheliale glycocalyx
geassocieerd met een verhoogd risico op cardiovasculaire hartziekten (CHD). Deze
bevindingen benadrukken het belang van geslachtsverschillen in micro circulatoire
verstoringen bij CHD, en suggereert dat het monitoren van microcirculatoire
veranderingen specifiek bij vrouwen potentieel klinisch nuttig kan zijn om de ontwikkeling
van CHD te voorkomen. In lijn met deze bevindingen zijn eerdere studies die aantoonden
dat vooral premenopauzale vrouwen die verdacht werden van, of een bevestigde klinische
ischemische hartziekte hebben, minder atherosclerose vertonen dan mannen met ook een

lagere prevalentie van obstructieve coronaire hartziekte (CAD) [4]. Bovendien testte meer



dan 50% van de vrouwen met angina negatief voor coronaire angiografie, wat verdere
aanwijzingen geeft voor geslachtsverschillen in de ontwikkeling van CHD [5]. Op basis van
deze eerdere bevindingen toont toenemend bewijs aan dat verstoring van de

microcirculatie duidelijker bijdraagt aan CHD bij vrouwen [6].

Verstoring van de endotheliale glycocalyx kan leiden tot een procoagulante toestand [7],
en samen met eerdere studies die aantoonden dat de onderliggende systemische
aanwezigheid van een hyper-coagulante toestand geassocieerd was met de incidentie van
CHD [8-10], wijst dit op een verband tussen de gezondheid van de endotheliale glycocalyx
en CHD welke is gemedieerd door coagulatie activatie. Vanuit de Tromsg Studie, een case-
cohort studie design met 1495 geincludeerde participanten, kwam naar voren dat
Syndecan-4, een van de core-eiwitten waaraan heparaan sulfaat (HS) ketens verbonden
zijn, in de endotheliale glycocalyx geassocieerd was met myocard infarct incidentie. Deze
associatie was ook sterker in vrouwen dan in mannen, wat een link indiceert tussen de
endotheliale glycocalyx en CHD als ook gender verschillen [11]. Een interessant gegeven
zoals een seks-afhankelijke associatie tussen CHD en verminderde sublinguale
microvasculaire glycocalyx barriére functie in vrouwen was ook gevonden in een studie

van Brands et al. [12].

Thromboinflammatie, diabetes in verschillende etniciteiten, en HDL functie in

dyslipidemie.

HDL heeft functies zoals ontstekingsremmende en antitrombotische eigenschappen, die
thromboinflammatie kunnen reguleren in pathologische omstandigheden [13]. In studies
naar chronische situaties zoals CHD, diabetes en chronische nierziekte kan HDL zijn
beschermende functie verliezen en zelfs schadelijke eigenschappen krijgen, waardoor de

progressie van de ziekte verergert [14-17].



Het mechanisme van T2DM-ziekteprogressie varieert bij verschillende etniciteiten [18] en
recente studies hebben aangetoond dat veranderingen in de HDL-functie een van de
onderliggende mechanismen kunnen zijn die leiden tot de ontwikkeling en progressie van
de ziekte. Aangezien het verlagen van lipoproteinen met een lage dichtheid (LDL) door het
gebruik van statines geassocieerd is met insuline resistentie en een verhoogd risico op
hypoglycemische complicaties bij T2DM, kan met name de functionaliteit van HDL een

betere kandidaat zijn om de progressie van diabetes te monitoren [19-21].

Een studie die de HDL-functie vergeleek bij Zuid-Aziaten van Nederlandse afkomst en
Nederlandse blanke Europeanen binnen drie leeftijdsgroepen (pasgeborenen,
adolescenten en volwassenen), rapporteerde dat bij afwezigheid van T2DM alleen het
vermogen van HDL om oxidatie van LDL te voorkomen verminderd was bij te zware Zuid-
Aziaten van Nederlandse afkomst in vergelijking met obese Nederlandse blanke
Europeanen [22]. Een andere single-center studie in Rotterdam die de relatie tussen de
ontwikkeling van dyslipidemie en glucose-intolerantie onderzocht, vond dat kleine HDL-
fracties geassocieerd waren met insulineresistentie en beta-cel dysfunctie bij Zuid-

Aziatische families met risico op T2DM [14].

In hoofdstuk 3 hebben we de HDL-samenstelling vergeleken tussen gezonde individuen en
patiénten met T2DM van Nederlandse Zuid-Aziatische en Nederlandse blanke Kaukasische
afkomst. Hier zagen we dat de HDL-samenstelling tussen beide etnische groepen
verschilde. De verminderde HDL-functionaliteit die werd gevonden bij Nederlandse Zuid-
Aziaten met T2DM kan worden verklaard door het verlies van de kleinste HDL-subfracties;
terwijl bij Nederlandse blanke Kaukasiérs met T2DM een verhoogd triglyceridegehalte in
de kleinste HDL-fractie een belangrijke rol speelt bij HDL-dysfunctie. In lijn met deze
bevindingen hebben kleine en dichte HDL-deeltjes aangetoond dat ze een vitale rol spelen
bij meerdere functies, zoals cellulair cholesterol-efflux, anti oxidatieve-, anti
thrombotische-, anti inflammatoire- en anti apoptotische capaciteiten [15]. In onze
huidige studie hebben we gevonden dat concentraties van de kleinste HDL-subfracties,

behalve het triglyceridegehalte, negatief geassocieerd waren met de duur van de ziekte bij



Nederlandse Zuid-Aziaten met T2DM in plaats van bij Nederlandse blanke Kaukasiérs. Dit
suggereert een kwetsbaarder HDL-samenstelling fenotype. Bovendien toonde de in-house
HDL functionaliteitstest aan dat T2DM-patiénten in beide etnische groepen een significant
verminderde antitrombotische capaciteit hadden als gevolg van een gestoorde HDL-
functie. Consistent met een eerdere bevinding werd een gestoorde HDL-functie bij T2DM-
patiénten waargenomen in termen van de capaciteit om TNF-geinduceerde vasculaire cel
adhesie molecule-1 (VCAM-1) expressie in endotheelcellen in vitro te onderdrukken [23].
Volgens onze bevindingen kan HDL-dysfunctie geinduceerde thromboinflammatoire
deregulatie bijdragen aan een hoger risico op ziekteontwikkeling en -progressie bij Zuid-

Aziaten met T2DM.

Bij door oxidatieve stress veroorzaakte cardiovasculaire ziekte kunnen geoxideerde lipiden
via CD36 de activering van bloedplaatjes veroorzaken, wat een verband aantoont tussen
ontregelde lipoproteinemetabolisme, oxidatieve stress en thrombusvorming [24]. Lipiden
zijn betrokken bij zowel de intrinsieke als extrinsieke routes van prothrombine-activatie en
dyslipidemie is een van de kenmerken van T2DM. In hoofdstuk 4 hebben we met behulp
van een nieuwe gerichte kwantitatieve LC/MS-gebaseerde Shotgun Lipidomics Assistant
platform een uitgebreide mapping van het circulerende lipidoom gegenereerd bij
Nederlandse Zuid-Aziaten en Nederlandse blanke Kaukasiérs met of zonder T2DM. Op
basis van lipidomics-fenotypering kregen we gedetailleerd inzicht in de complexiteit van
het lipidenmetabolisme en de interindividuele variaties binnen de verschillende etnische
groepen. Het is vermeldenswaardig dat er duidelijke verschillen waren in het lipidoom,
voornamelijk gerelateerd aan het metabolisme van cholesteryl-esters (CEs),
diacylglyceriden (DGs), fosfatidylethanolaminen (PEs), sfingomyelinen (SMs) en
triglyceriden (TGs) tussen T2DM en gezonde controles in onze studie populatie. Dit was
consistent met eerdere bevindingen die waren waargenomen in de case-cohortstudie die
was ingebed in de PREDIMED-trial [25] en de longitudinale METSIM-studie [26]. Er waren
echter ook tegenstrijdige resultaten gemeld in deze twee studies op basis van Chinese

populaties waarbij FFA-, SM- en LPC-lipide soorten verhoogd waren bij Chinezen met



T2DM, terwijl wij tegengestelde resultaten vonden bij Nederlandse patiénten met T2DM,
de hoge variabiliteit in de verschillende lipidoom profielen tussen de etniciteiten kan

hierbij een rol spelen.

Thromboinflammatie en diabetes-gerelateerde complicaties

Lipoproteine- en lipidenmetabolisme bij patiénten met T2DM kunnen leiden tot de
ontregeling van thromboinflammatie en verder de ontwikkeling of verergering van
diabetes-gerelateerde complicaties beinvloeden. Verschillende studies ontdekten dat
dyslipidemie geassocieerd was met een verhoogd risico op diabetes-gerelateerde
microvasculaire complicaties zoals neuropathie en retinopathie [27-29]. Zuid-Aziaten
hebben een hogere prevalentie van diabetische retinopathie dan witte Europeanen en
een kortere verergeringstijd, en de diabetische retinopathie-laesies [30] hebben de
neiging om meer centraal te worden verdeeld [31]. In hoofdstuk 3 observeerden we
specifiek dat lagere totale ApoA2- en HDL-4-subklasseconcentraties bij Nederlandse Zuid-
Aziatische personen met T2DM geassocieerd waren met een hogere kans op diabetes-

gerelateerde pan-microvasculaire complicaties zoals retinopathie en neuropathie.

Naast diabetische neuropathie en retinopathie hebben Zuid-Aziatische patiénten met
T2DM meer kans op het ontwikkelen van microvasculaire complicaties zoals diabetische
nefropathie, met een hogere incidentie van micro- en macroalbuminurie bij Zuid-Aziaten
in vergelijking met witte Europese Kaukasiérs met T2DM en een snellere progressie naar
eindstadium nierziekte [32, 33]. Dit zou kunnen komen doordat deze patiénten een
hogere belasting hebben van systemische en glomerulaire ontstekingen. Bovendien
hebben Zuid-Aziaten een unieke lichaamssamenstelling, met een meer abdominaal
obesitas fenotype en een hoog percentage visceraal vet, dat dominant is in de productie
en secretie van bepaalde inflammatoire cytokines die bijdragen aan de chronische

laaggradige inflammatoire toestand [34]. Ondertussen hebben we in hoofdstuk 4 een



unieke lipide soort, diacylglycerol (DG), geidentificeerd die geassocieerd was met
diabetische nefropathie en verslechterde renale functies. Het DG-proteine kinase C (PKC) /
proteine kinase D (PKD) signaleringsnetwerk kan de redoxbalans reguleren en oxidatieve
stress veroorzaken [35]. Bij T2DM neemt de concentratie DG toe en de ophoping van DG
activeert het PKC / PKD, wat resulteert in diabetische nefropathie [36]. Het was
opmerkelijk dat DG 18:1_18:2 hoger was bij diabetische nefropathie, vooral bij Zuid-
Aziaten met T2DM, en correleerde met de meeste klinische parameters. Zelfs in een
extern cohort van Chinese patiénten met IgA-nefropathie bleven deze correlaties met
nierfunctie bestaan. Het verdiend de aanbeveling om toekomstige studies over
diabetische nefropathie bij meerdere etniciteiten uit te voeren met grotere aantallen

deelnemers om deze bevindingen te verifiéren.

Thromboinflammatie en COVID-19

Hyperinflammatie is een kenmerk van COVID-19 en de inflammatoire respons op SARS-
CoV-2-infectie veroorzaakt vaak een opmerkelijke activering van de stollingscascade. Het
daaropvolgende proces genaamd thromboinflammatie wordt gekenmerkt door

systemische endotheliale beschadiging en verlies van antistolling eigenschappen [37, 38].

Hyperinflammatie veroorzaakt door COVID-19 kan de vasculaire integriteit verstoren. De
endotheliale glycocalyx reguleert cel integriteit en homeostase door middel van de
beschermende permeabiliteit functie van de vasculaire barriére, anti-inflammatie en
antistolling capaciteit. Buijsers et al. merkten op dat de activiteit van het endotheliale
glycocalyx-afbrekende enzym heparanase, dat betrokken was bij vasculaire lekkage en
ontsteking, verhoogd was bij COVID-19-patiénten en geassocieerd was met de ernst van
de ziekte [39]. Bovendien toonden Kiimpers et al. aan dat niet-antistolling heparine
fragmenten de activiteit van heparanase konden remmen en zo endotheliale glycocalyx

beschadiging konden voorkomen in reactie op COVID-19-serum [40]. Ondertussen leverde



de MYSTIC-studie ook bewijs dat de gezondheid van de glycocalyx, gemeten door
veranderingen in de perfusie grensregio op het endotheel oppervlak (PBR) in kleine
bloedvaten, een voorspellende prognostische marker was voor COVID-19-septische
patiénten [41]. In hoofdstuk 5 hebben we aangetoond dat verlies van de endotheliale
glycocalyx als reactie op serum van COVID-19-patiénten op de intensieve care (ICU)
endotheliale dysfunctie induceerde door verhoogde IL-6, ICAM1, ANG2 en HPSE1
genexpressie en activering van de NF-kB signaal route. Bovendien leidde beschadiging van

het endotheliale glycocalyx tot vasculaire lekkage en een verstoord cel-cel contact.

Remming van de beschermende ANG1/TIE2 signaal route door ANG2 is een centrale
regulator bij de bescherming van de bloedvaten tegen thrombus vorming en reguleert
vasculaire stabilisatie [42, 43]. Een aantal studies toonde aan dat circulerende ANG2-
niveaus verhoogd waren bij COVID-19 en geassocieerd werden met een slechtere
prognose [44-46]. In lijn met deze bevindingen vonden we ook dat ANG2-niveaus
verhoogd waren bij ICU COVID-19-patiénten (Hoofdstuk 5). De aanwezigheid van het
endotheliale glycocalyx is vereist voor antistolling eigenschappen en het normaal
functionerend endotheel. We hebben ook aangetoond dat verlies van het endotheliale
glycocalyx als reactie op serum van ICU COVID-19-patiénten een pro-coagulant cel
oppervlakte vormt door verhoogde expressie van tissue factor en verhoogde secretie
vanANG2 en vWF (Hoofdstuk 5). Om verder de hypothese te valideren dat een
beschadigde glycocalyx bijdraagt aan thromboinflammatie in COVID-19, hebben we getest
of preservatie van de endotheliale glycocalyx een effectieve interventie kan zijn en
vasculaire gezondheid kan bevorderen. We hebben gevonden dat de aanwezigheid van
het HS-mimeticum fucoidan endotheel functionaliteit kan herstellen, inclusief de
endotheliale glycocalyx. Hierdoor wordt endotheliale activiteit vermindert wat leidt tot
bescherming van de endotheliale barriere functie en herstel van de anti thrombotisch

oppervlak (Hoofdstuk 5).

Michalick et al. ontdekten dat plasma mediatoren bij patiénten met ernstige COVID-19

konden leiden tot falen van de pulmonaire endotheel barriere [47]. Ondertussen toonde



Stahl et al. aan dat de bloed samenstelling bij ernstig zieke COVID-19 patiénten endotheel
letsel kon veroorzaken, waaronder verlies van glycocalyx integriteit en vasculaire
destabilisatie [48]. Naast verhoging van een aantal cytokines en chemokines bij COVID-19
patiénten blijkt de waargenomen cytokinestorm lager dan bij niet-COVID-19 patiénten
met bijvoorbeeld ernstige gevallen met acuut nierfalen (ARDS), sepsis en influenza
virusinfectie [49, 50]. Deze discrepantie suggereert dat andere mediatoren, zoals
geoxideerde lipiden of dysfunctionele lipoproteinen, mogelijk bijdragen aan COVID-19
pathogenese. Aangezien COVID-19 uiteindelijk een endotheel ziekte is, vullen we in
hoofdstuk 6 het ontbrekende puzzelstukje van bloedmediatoren die leiden tot endotheel
dysfunctie bij COVID-19 in. We vonden dat verhoogde niveaus van HDL-triglyceriden en
verminderde hoeveelheden van de kleinste HDL-subklasse geassocieerd waren met
endotheel dysfunctie en de ernst van COVID-19. Bovendien had dysfunctioneel HDL bij
COVID-19-patiénten minder antithrombotische capaciteit dan bij gezonde individuen, wat
wijst op een hoger risico op thromboinflammatie. Deze bevindingen waren ook in lijn met
onze eerdere waarnemingen dat een verstoorde endotheliale glycocalyx bij COVID-19-

patiénten leidde tot de vorming van een pro-coagulant celoppervlak (Hoofdstuk 5).

Toekomstperspectieven en open vragen

In dit proefschrift benadrukken we thromboinflammatie bij hoog risico populaties zoals
vrouwen, Zuid-Aziaten, T2DM patiénten en COVID-19 patiénten. We laten ook zien dat
verstoring van de endotheliale glycocalyx, HDL dysfunctie en ontregeling van het lipiden
metabolisme kunnen leiden tot thromboinflammatie, die allemaal een kritieke rol kunnen
spelen bij acute of chronische ziekte ontwikkeling. In hoofdstuk 2 toonden we aan dat
verandering van de glycocalyx functie samen met pro-coagulatiefactoren kon bijdragen
aan de vroege ontwikkeling van CHD bij vrouwen. We missen echter nog een gedetailleerd
mechanisme en follow-up informatie over deze vorm van niet-obstructieve CHD, dat moet
worden onderzocht. In hoofdstuk 3 toonden we de veranderingen in HDL-compositie en -
functie bij Zuid-Aziaten met T2DM aan. HDL-functie was afhankelijk van zowel het

lipidoom als het proteoom. Daarom is de specifieke bepaling van het proteoom in



geisoleerde HDL-deeltjes de volgende stap om het onderliggende mechanisme van HDL
dysfunctie te ontdekken. In hoofdstuk 4, vonden we dat een specifiek lipide alleen te
vinden was bij nierziekten (diabetische nefropathie en IgA-nefropathie). Alhoewel, de
concentratie van dit lipide vrij laag is, dit maakt het noodzakelijk dat er preciezer en een
meer in-depth metingen en analyse uitgevoerd moet worden in een groter nierziekte
cohort om dit lipide als biomarker aan te kunnen merken. In hoofdstuk 5 en hoofdstuk 6
hebben we alleen gezonde controles met COVID-19 patiénten op de ICU getest. Om dit
specifiek aan deze patienten toe te schrijven is het noodzakelijk om in een vervolg studie

niet-COVID-19 patiénten op de ICU te includeren.

We hebben laten zien dat bepaalde HDL subfracties in diabetes en COVID-19 verlaagd zijn.
Echter, weten we nog niet of HDL mimeticum HDL verhogende medicatie toediening een
potentieel therapeutische strategie kan zijn voor patienten met COVID-19, diabetes, of

diabetes gerelateerde complicaties, dat zal nog verder onderzocht moeten worden.
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