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Nederlandse samenvatting

Hart- en vaatziekten zijn wereldwijd verantwoordelijk voor hoge sterftecijfers en vormen
daarmee een grote uitdaging voor de volksgezondheid®. De onderliggende pathologie van de
meeste hart- en vaatziekten is slagaderverkalking, ofwel atherosclerose. Atherosclerose wordt
gekenmerkt door de geleidelijke opbouw van plaques in middelgrote tot grote slagaders?3.
Deze plaques bestaan uit vetten, immuuncellen en vezelachtige elementen zoals collageen.
Het ontstaan van plaques verloopt vaak zonder duidelijke klachten, totdat de slagader
aanzienlijk vernauwd is, wat kan resulteren in klinische symptomen zoals pijn op de borst. In
een vergevorderd stadium kunnen de plaques instabiel worden en scheuren, wat acute en
ernstige complicaties veroorzaakt, zoals de vorming van een bloedprop, ook wel trombus
genoemd. Een trombus kan de slagader gedeeltelijk of volledig blokkeren, wat ernstige,
mogelijk fatale aandoeningen tot gevolg kan hebben, zoals een beroerte of een hartaanval®.

De huidige medicatie om dit te voorkomen is vooral gericht op het verlagen van het
cholesterolgehalte in het bloed, bijvoorbeeld middels het gebruik van statines®. Hoewel deze
aanpak effectief is in het verminderen van het risico op hart- en vaatziekten, laten de hoge
sterftecijfers zien dat de huidige behandelingen voor een groot deel van de mensen met een
hoog risico op hart- en vaatziekten niet voldoende zijn. Daarom is er een grote behoefte aan
nieuwe therapeutische strategieén die ingrijpen in de ontwikkeling van atherosclerose.

Ontwikkeling van atherosclerose

Een gezonde slagaderwand bestaat uit drie lagen, waarbij de binnenste laag, de intima,
fungeert als een beschermende barriere van endotheelcellen om te voorkomen dat
ongewenste stoffen uit het bloed de omliggende weefsels bereiken®. In de loop der jaren kan
deze endotheelbarriere beschadigd raken door een verstoorde bloedstroom of risicofactoren
zoals roken, hoog cholesterol en diabetes’. Deze beschadigingen maken de endotheellaag
doorlaatbaar, waardoor stoffen zoals lage-dichtheidslipoproteine (LDL)-cholesterol, ook wel
"slecht" cholesterol genoemd, vanuit het bloed de vaatwand kunnen binnendringen. In de
slagaderwand ondergaat LDL-cholesterol een oxidatieproces, waardoor geoxideerd LDL
(oxLDL) ontstaat®. De ophoping van oxLDL in de intima activeert ontstekingsreacties, waarbij
endotheelcellen chemische signaalstoffen produceren en uitscheiden in de omgeving.
Hierdoor worden circulerende immuuncellen van het aangeboren immuunsysteem, zoals
monocyten, aangetrokken naar de plaats van ontsteking. Deze monocyten hechten stevig aan
adhesiemoleculen op endotheelcellen en migreren vervolgens in de vaatwand. Hier
differentiéren de monocyten tot macrofagen, die gespecialiseerd zijn in het opruimen van
oxLDL-deeltjes, een proces genaamd fagocytose. Door overmatige opname van oxLDL
transformeren de macrofagen in zogenoemde schuimcellen. Ophoping van deze schuimcellen
in de intima leidt tot de eerste opbouw van een atherosclerotische plaque, bekend als een
"fatty streak"®. Naarmate de plaque groeit, worden ook immuuncellen van het verworven



immuunsysteem, zoals T-cellen, aangetrokken naar de plaque. Deze T-cellen worden
geactiveerd door interacties met antigeenpresenterende cellen (APC’s), zoals macrofagen en
dendritische cellen, wat leidt tot de productie van pro-inflammatoire cytokinen zoals
interferon-gamma (IFN-y). Deze cytokinen stimuleren de instroom van andere immuuncellen
in de plaque, waaronder neutrofielen, B-cellen en mestcellen. Dit zorgt voor een chronische
ontstekingsreactie, wat de groei van de plaque versnelt®. De overgang van fatty streaks naar
gevorderde plaques gaat ook gepaard met de migratie van vasculaire gladde spiercellen
(VSMCs) vanuit de media-laag (de middelste laag van de vaatwand) naar de intima. In de intima
dragen VSMCs bij aan de structuur en stabiliteit van de plaque door de productie van
extracellulaire matrixcomponenten, zoals collageen en elastine. Deze componenten vormen
een fibreuze kap over de vet- en immuuncel rijke kern van de plaque om het risico op scheuren
te beperken?®,

In een gevorderd stadium van plaqueontwikkeling kunnen VSMCs, net als macrofagen, oxLDL
opnemen. Door de overmatige opname van oxLDL ontstaat lipotoxiciteit, wat leidt tot
geprogrammeerde celdood, ook wel apoptose genoemd. Normaal gesproken worden deze
dode cellen opgeruimd door fagocyten. In gevorderde plaques verloopt dit opruimproces
echter inefficiént, wat leidt tot secundaire necrose, waarbij de volledige celinhoud in de
omgeving vrijkomt. Dit resulteert in de vorming van een vetrijke necrotische kern in de
plaque!?!2, Naast vorming van de necrotische kern spelen VSMCs en macrofagen ook een rol
bij verkalking van de plaque door pro-inflammatoire cytokinen en verkalkende blaasjes af te
geven. Dit leidt aanvankelijk tot kleine verkalkingen (microverkalkingen), die de plaque
instabiel maken. In een later stadium kunnen deze microverkalkingen uitgroeien tot grotere
kalkafzettingen (macroverkalkingen), die bijdragen aan de stabilisatie van de plaque®3. In
gevorderde plaques wordt ook de vorming van nieuwe bloedvaten (neovascularisatie)
waargenomen, een proces dat door het zuurstoftekort en de ontsteking in de plague wordt
geinitieerd. Deze nieuwgevormde maar kwetsbare bloedvaten zijn vatbaar voor lekkage en
kunnen scheuren, wat tot bloedingen (intraplaque hemorragie; IPH) in de plaque leidt.
Neovascularisatie bevordert daarnaast de instroom van circulerende immuuncellen, wat de
ontstekingsreactie in de plaque versterkt en de instabiliteit verder vergroot!*.

De instabiliteit van gevorderde plagques neemt ook toe door het dunner worden van de
fibreuze kap. Lokale immuuncellen, zoals macrofagen en mestcellen, produceren enzymen die
de extracellulaire matrixcomponenten afbreken, waardoor de integriteit van de kap verzwakt
en het risico op scheuren toeneemt!®. Na het scheuren komt de inhoud van de plaque in
contact met het bloed, wat trombusvorming kan veroorzaken en in ernstige gevallen tot
volledige afsluiting van de slagader leidt. Naast het scheuren kan ook oppervlakkige erosie van
de plaque trombusvorming veroorzaken. Dit komt vooral voor bij plaques met een dikke laag
gladde spiercellen en extracellulaire matrix, maar weinig vetten en schuimcellen!®. Zowel



plagueruptuur als erosie kunnen ernstige klinische complicaties veroorzaken, zoals een
beroerte of hartinfarct.

In de afgelopen decennia is het belang van het immuunsysteem naar voren gekomen als een
cruciale factor in de ontwikkeling van atherosclerose. Recente (pre)klinische studies, zoals de
bekende CANTOS-studie, hebben aangetoond dat het aangrijpen op het immuunsysteem een
veelbelovende strategie is om het cardiovasculaire risico te verminderen’~2°, Echter, de
algehele onderdrukking van het immuunsysteem door een immunomodulerende behandeling
ging gepaard met een verhoogd risico op ernstige of zelfs dodelijke infecties??. Daarom is
aanvullend onderzoek nodig om immunomodulerende therapieén voor atherosclerose verder
te verbeteren met minder bijwerkingen. Veel typen immuuncellen van het aangeboren en
verworven immuunsysteem zijn betrokken bij de ontwikkeling van atherosclerose. Mestcellen,
onderdeel van het aangeboren immuunsysteem, spelen een belangrijke rol in de verdediging
tegen ziekteverwekkers, maar zijn ook bekend om hun betrokkenheid bij allergische reacties.
Ze bevatten granules gevuld met pro-inflammatoire stoffen zoals histamine en proteasen, die
bij activatie vrijkomen. Mestcellen zijn aanwezig in verschillende weefsels, waaronder de huid
en de longen, maar komen ook in lage aantallen voor in gezond arterieel weefsel. Mestcellen
zijn beschreven als belangrijke mediatoren van plaqueprogressie en -destabilisatie door het
uitscheiden van pro-atherogene mediatoren. In experimentele atherosclerosemodellen leidde
overmatige activatie van mestcellen bij muizen tot grotere plaques en een hogere incidentie
van bloedingen in de plaque?¥?2, In humane atherosclerotische plaques neemt het aantal
mestcellen toe naarmate de plaque vordert, en deze intraplague mestcellen worden positief
geassocieerd met kenmerken van plaque instabiliteit?>. Een beter begrip van de door
mestcellen geinduceerde mechanismen in atherosclerose is echter noodzakelijk om nieuwe
potentiéle therapeutische doelwitten te identificeren, die de progressie en destabilisatie van
atherosclerotische plaques kunnen beperken.

Dit proefschrift

In dit proefschrift hebben we nieuwe inzichten verkregen in de rol van mestcellen bij de
ontwikkeling en destabilisatie van gevorderde humane atherosclerotische plaques, met als
uiteindelijke doel nieuwe immunomodulerende strategieén te identificeren om deze
processen te remmen.

De rol van mestcellen in humane atherosclerotische plaques is de afgelopen decennia
uitgebreid onderzocht, met bewijs dat wijst op hun actieve bijdrage aan de destabilisatie van
plaques en hun associatie met cardiovasculaire manifestaties?>2°. Tot nu toe zijn al deze
studies uitgevoerd met behulp van een histologische tryptasekleuring om mestcellen in de
plague te identificeren. Hoewel deze methode waardevolle inzichten biedt in de lokalisatie van
mestcellen binnen plaques, is deze beperkt doordat slechts één marker wordt gebruikt om
mestcellen en hun activatiestatus vast te stellen. Recent is een nieuwe flowcytometrie-



gebaseerde methode ontwikkeld, waarbij meerdere mestcelspecifieke markers, zoals CD117
en FceRl, gebruikt worden om de mestcelpopulatie in humane plaques gedetailleerder te
identificeren?®. In hoofdstuk 2 hebben we deze op flowcytometrie-gebaseerde methode
toegepast om mestcellen in humane halsslagaderplaques te karakteriseren en hun
activatiestatus te beoordelen. Daarnaast hebben we deze bevindingen gecorreleerd aan
metingen van plaquestabiliteit.

In onze studie werden halsslagaderplaques geanalyseerd van 85 patiénten, waarbij de plaque
operatief verwijderd was, ook wel endarterectomie genoemd. Vergelijkbaar met andere
onderzoeken vonden we dat mestcellen ongeveer één procent van alle immuuncellen in de
plaque uitmaken, bepaald op basis van de expressie van de markers CD117 en FceRI%®. Het
merendeel van deze mestcellen was geactiveerd, gemeten middels de expressie van CD63, een
marker voor degranulatie. In tegenstelling tot eerdere histologische studies vonden wij geen
significante verbanden tussen geactiveerde mestcellen en de algehele plaquestabiliteitsscore
of individuele parameters van plaquestabiliteit, zoals neovascularisatie, intraplaque
hemorragie of de necrotische kern?32427_Dit verschil kan mogelijk verklaard worden door de
verschillende methoden die zijn gebruikt om mestcellen in plaques te identificeren. In onze
studie werd flowcytometrie gebruikt om het volledige plaqueweefsel te analyseren, terwijl
eerdere studies met histologische methoden zich voornamelijk richtten op het meest
kwetsbare deel van de plaque, ook wel het culprit-segment genoemd. Dit kan hebben geleid
tot een verdunningseffect in de mestcelaantallen, aangezien eerder onderzoek significante
variaties liet zien in mestcelaantallen tussen verschillende plaque-segmenten, met sterkere
associaties in het culprit-segment vergeleken met aangrenzende segmenten?®, In onze studie
identificeerden we wel een positieve associatie tussen IgE-gebonden geactiveerde mestcellen
en neovascularisatie binnen de plaque. Eerdere studies suggereerden eveneens een verband
tussen mestcelactivatie en neovascularisatie?’. Omdat deze correlatiestudies echter geen
oorzakelijk verband kunnen aantonen, blijft onduidelijk of geactiveerde mestcellen
daadwerkelijk de vorming van nieuwe bloedvaten in de plaque bevorderen of dat de
nieuwgevormde bloedvaten juist mestcellen aantrekken die ophopen in de plaque. Beide
mechanismen zouden kunnen optreden, aangezien mestcellen neovascularisatie stimuleren
door het vrijmaken van angiogene factoren, zoals VEGF en bFGF?>2?°, Daarnaast verhoogt de
afgifte van stoffen zoals histamine, chymase en tryptase door mestcellen de permeabiliteit van
nieuwgevormde bloedvaten en veroorzaakt dit endotheeldisfunctie. Deze verhoogde
permeabiliteit kan leiden tot infiltratie van immuuncellen in de plaque en bijdragen aan
intraplaque hemorragie.

Voorgaand klinisch onderzoek rapporteerde dat hogere IgE-concentraties in het plasma
geassocieerd zijn met een verhoogde incidentie van hart- en vaatziekten3%3!, Andere studies,
waaronder onze studie, konden echter geen verband aantonen tussen totale IgE-niveaus in
het plasma en zowel plaque-destabilisatie als intraplague mestcelactivatie3?. Onze



flowcytometrie-gebaseerde methode stelde ons in staat IgE-gebonden geactiveerde
mestcellen binnen de plaque te identificeren en te onderzoeken of deze mestcellen verband
hielden met de totale IgE-niveaus in het plasma. In ons cohort weerspiegelden de totale
plasma IgE-niveaus echter niet het aantal IgE-positieve geactiveerde mestcellen in de plaque.
Wel zagen we geslachtsspecifieke verschillen, met een positieve associatie bij vrouwen en een
onverwachte negatieve associatie bij mannen. Een belangrijk detail is dat in deze studie de
totale plasma-IgE-niveaus werden gemeten, terwijl IgE-antilichamen doorgaans worden
aangemaakt als reactie op specifieke lichaamsvreemde antigenen33. Het antigeen dat IgE-
responsen bij atherosclerose uitlokt, is echter nog onbekend. Toekomstig onderzoek naar de
identificatie van deze specifieke antigenen zou het IgE-afhankelijke mechanisme van
mestcelactivatie in de plaque kunnen verduidelijken en inzicht kunnen bieden in de
geslachtsgerelateerde verschillen.

Samenvattend toont hoofdstuk 2 aan dat flowcytometrie een uitgebreidere methode biedt
voor het identificeren van mestcellen en hun activatiestatus in atherosclerotische plaques
vergeleken met de conventionele tryptase-gebaseerde histologische analyse, die met name
inzicht geeft in de ruimtelijke lokalisatie van mestcellen. Verdere fundamentele studies en
grootschaliger klinische onderzoeken zijn nodig om de mechanismen en oorzakelijke
verbanden van (IgE-afhankelijke) mestcelactivatie en neovascularisatie beter te begrijpen, wat
mogelijk kan bijdragen aan de ontwikkeling van nieuwe therapeutische strategieén om deze
processen te remmen.

Naast neovascularisatie en IPH is verkalking een belangrijk kenmerk van gevorderde
atherosclerotische plaques. Tijdens de progressie van de plaque ontwikkelen zich zowel micro-
als macroverkalkingen. Microverkalkingen worden geassocieerd met instabiliteit van de
plague, terwijl macroverkalkingen juist verband houden met verminderde ontsteking en
verbeterde stabiliteit van de plaque3*3°. De exacte moleculaire mechanismen en de interacties
tussen immuuncellen en VSMCs, die het verkalkingsproces reguleren, zijn echter nog niet
volledig bekend. Hoewel we in hoofdstuk 2 geen significante correlatie vonden tussen
mestcelactivatie en plaqueverkalking, wees een recente studie met een grote biobank van
humane halsslagaderplaques wel op een specifiek verband tussen deze factoren®. In
hoofdstuk 3 gebruikten wij dezelfde patiéntbiobank data om het verband tussen mestcellen
en plaqueverkalking te bestuderen. Aangezien gevorderde, verkalkte plaques voornamelijk
worden gedomineerd door VSMCs, richtte deze studie zich op de onderliggende interacties
tussen mestcellen en VSMCs binnen het verkalkingsproces.

In deze studie werd met een preoperatieve CT-scan van de bloedvaten (CT-angiografie) de
mate van verkalking, vetrijke necrotische kern en IPH in halsslagaderplaques gemeten. In
tegenstelling tot de flowcytometrie-gebaseerde methode die in hoofdstuk 2 werd toegepast,
gebruikten we in hoofdstuk 3 de CIBERSORT-software, een bioinformatica analyse



(deconvolutie), om immuuncellen in plaques te identificeren. Onze analyse toonde een
significante aanwezigheid van geactiveerde mestcellen in laag-verkalkte plaques met een grote
necrotische kern, vooral bij symptomatische patiénten, terwijl hoog-verkalkte plaques relatief
meer rustende mestcellen bevatten. Correlatieanalyses lieten zien dat mestcelactivatie
negatief geassocieerd was met macroverkalking van de plaque en, consistent met eerdere
studies, positief geassocieerd was met andere kenmerken van plaque instabiliteit, zoals IPH?.
Eerdere histologische studies van humane plaques ondersteunen de mogelijke rol van
mestcellen bij plaqueverkalking, aangezien geactiveerde mestcellen vaak aanwezig zijn in
gescheurde plaques, met name in de verkalkte, scheurgevoelige gebieden3®. Een klinisch
relevante bevinding van onze studie is dat veelgebruikte cardiovasculaire medicatie, zoals
cholesterol- en bloeddrukverlagende middelen, geen invloed heeft op de aanwezigheid en
activatiestatus van mestcellen in de plaques.

De functionele rol van mestcellen in VSMC-gemedieerde verkalking werd mechanistisch
onderzocht met behulp van ex vivo plagueweefsel uit de biobank en in vitro celkweken. Onze
in vitro data bevestigden de bevindingen uit de bioinformatica-analyse: mestcelactivatie en
cytokine-afgifte werden geremd wanneer mestcellen werden gekweekt in supernatanten van
verkalkt plaqueweefsel en VSMCs die onder verkalkte omstandigheden waren gekweekt.
Hoewel onze bioinformatica analyse geen significante correlatie liet zien tussen
mestcelactivatie en de necrotische kern, bleek in vitro dat mestcelactivatie toenam bij
blootstelling aan supernatanten van laag-verkalkte plagues met een grote necrotische kern.
Het omgekeerde effect van rustende en geactiveerde mestcelsupernatanten op gekweekte
VSMCs toonde aan dat zowel rustende als geactiveerde mestcellen het verkalkingsproces
induceren. Onder calcificatiecondities zorgden deze supernatanten bovendien voor een
transdifferentiatie van VSMCs naar een bot- en kraakbeenachtig (osteochondrogeen)
fenotype, zichtbaar door de upregulatie van osteochondrogene markers zoals SOX9, SMAD3
en BMP2. Deze transdifferentiatie van VSMCs wordt mogelijk veroorzaakt door verschillende
mestcelmediatoren zoals TGFB, TNF en IL-6. De modulerende effecten van deze mediatoren
zijn eerder onderzocht bij botvorming, en onze resultaten suggereren dat sommige van deze
mechanismen toepasbaar zijn op de atherosclerotische plaque®’. Op basis van deze
bevindingen stellen wij voor dat de VSMCs in gevorderde verkalkte plagques een
feedbackmechanisme hebben dat mestcelactivatie in verkalkte plagques onderdrukt. Dit
mechanisme lijkt op te wegen tegen de effecten van mestcellen op VSMC-verkalking, een
proces dat waarschijnlijk eerder plaatsvindt tijdens de progressie van plaques. Toekomstig
onderzoek met humane mestcellen in vitro kan gedetailleerder inzicht geven in de rol van
mestcellen bij de transitie van VSMCs en het verkalkingsproces. De bevindingen in hoofdstuk
3 benadrukken nieuwe mogelijkheden voor therapieén die zich richten op de interactie tussen
mestcellen en VSMCs, met als doel de destabilisatie van atherosclerotische plaques te
verminderen.



In het tweede deel van dit proefschrift werden nieuwe potentiéle immunomodulerende
therapieén onderzocht in een muismodel van atherosclerose. Hoewel mestcellen slechts een
kleine celpopulatie vormen in de plaque, dragen ze actief bij aan de progressie en destabilisatie
van de plaque, waardoor ze een veelbelovend therapeutisch doelwit zijn. Mestcellen
beinvioeden de plaque door het uitscheiden van pro-inflammatoire en proteolytische
mediatoren via specifieke activatieroutes. Het remmen van mestcelactivatie en de afgifte van
deze mediatoren kan daarom een veelbelovende strategie zijn om het risico op acute
cardiovasculaire manifestaties te verminderen. In hoofdstuk 2 toonden we aan dat de meeste
mestcellen in de plaque geactiveerd zijn en dat de IgE-FceR interactie waarschijnlijk de
primaire activatieroute vormt. In hoofdstuk 4 onderzochten we deze IgE-gemedieerde
activatieroute verder in zowel vroege als gevorderde stadia van experimentele atherosclerose.
Hierbij onderzochten we de therapeutische potentie van Bruton's Tyrosine Kinase (BTK), een
cytoplasmatische tyrosine kinase die betrokken is bij FceR-afhankelijke signalering.

In onze single-cell RNA sequencing-data van gevorderde humane halsslagaderplaques en
plagues van muizen hebben we vastgesteld dat BTK tot expressie komt op intraplaque
mestcellen, B-cellen en myeloide cellen3®. Voorgaande experimentele studies lieten zien dat
verschillende BTK-remmers de IgE-gemedieerde activatie van humane mestcellen kunnen
remmen3’, In onze studie bevestigden we dat de tweede generatie BTK-remmer Acalabrutinib
in vitro effectief de IgE-FceR-gemedieerde activatie van muizenmestcellen (BMMC’s) remt op
een dosisafhankelijke wijze. Vervolgens onderzochten we de effecten van BTK-remming bij
vroege en gevorderde atherosclerose in een experimenteel muismodel (Ld/r”- muizen), door
deze muizen te behandelen met Acalabrutinib. Ondanks de veelbelovende effecten op
mestcelactivatie in vitro, onderdrukte Acalabrutinib de mestcelactivatie in vivo niet. Na
behandeling met Acalabrutinib bleven mestcellen in de buitenste laag (adventitia) van de aorta
grotendeels geactiveerd, wat suggereert dat de concentratie Acalabrutinib in de
plagueomgeving onvoldoende is om mestcelactivatie effectief te remmen. Een andere
mogelijkheid is dat niet-IgE-afhankelijke activatieroutes, zoals via toll-like receptoren of
complement componenten, de mestcelactivatie in stand houden?®. Naast de rol in FceR-
afhankelijke signalering, is BTK ook essentieel voor de ontwikkeling en signalering van B-cellen.
B-cellen bestaan uit verschillende subsets die atherosclerose beinvioeden door de productie
van antilichamen, de afgifte van cytokinen en de regulatie van T-cellen. In deze studie toonden
we aan dat BTK-remming vooral effect had op de atherogene folliculaire (FO) B-celsubset: de
behandeling leidde tot een verschuiving van gematureerde/geactiveerde FO | B-cellen naar
minder gematureerde FO Il B-cellen. Aangezien FO B-cellen differentiéren in antilichaam-
producerende plasmacellen, onderzochten we het effect van Acalabrutinib op de humorale
immuunrespons door de antilichaamtiters in het plasma te meten. Bij vroege atherosclerose
veranderden de antilichaamtiters niet, terwijl in gevorderde atherosclerose de totale IgG-titers
daalden. Ondanks de invloed van Acalabrutinib op de rijping van FO B-cellen, had de
behandeling geen effect op de grootte en samenstelling van de plaques, zowel in vroege als



gevorderde stadia van atherosclerose. Deze resultaten suggereren dat behandeling met alleen
Acalabrutinib onvoldoende is om atherosclerose te remmen. Dit kan mogelijk worden
verklaard door de verschillende pathogene mechanismen en celtypen die bij atherosclerose
betrokken zijn, die verschillen van andere ziekten, zoals B-cel maligniteiten, waarbij
Acalabrutinib wel effectief bleek*. Toekomstig onderzoek zou kunnen focussen op andere BTK-
remmers met een verschillend werkingsmechanisme of op combinatietherapieén die gericht
zijn op specifieke therapeutische doelwitten binnen BTK-signalering.

Na activatie scheiden mestcellen, net als andere immuuncellen, grote hoeveelheden cytokinen
uit in hun omgeving. Veel van deze cytokinen, zoals TNFa en IL-6, zijn uitgebreid bestudeerd
in de context van atherosclerose en worden over het algemeen geassocieerd met
ziekteprogressie. De rol van vele andere cytokinen in de ontwikkeling van atherosclerose is
echter nog niet volledig vastgesteld. De toepassing van single-cell transcriptomics op
atherosclerotische plaques maakt het mogelik om nieuwe, mogelijk celspecifieke
therapeutische doelwitten te identificeren. In hoofdstuk 5 analyseerden we single-cell RNA-
sequencing-data van atherosclerotische plaques van mensen en muizen en ontdekten we dat
humane intraplaque mestcellen specifiek en in hoge mate het gen LIF tot expressie brengen,
dat codeert voor het eiwit Leukemia Inhibitory Factor (LIF). LIF signaleert via de LIF-receptor,
die vooral tot expressie kwam in geactiveerde endotheelcellen binnen atherosclerotische
plaques bij zowel mensen als muizen. Bovendien detecteerden we LIF-concentraties in het
serum van hart- en vaatpatiénten, ondanks de relatief korte halfwaardetijd van LIF in de
circulatie*!.

Hoofdstuk 5 richtte zich verder op het verkrijgen van inzicht in de rol van LIFR-signalering in
de ontwikkeling van atherosclerose door LIFR systemisch te blokkeren in Ldir/" muizen.
Behandeling met de LIFR-antagonist EC359 gedurende acht weken verminderde de mate van
vernauwing in de aorta, ook wel vasculaire stenose, zonder de samenstelling van de plaque te
beinvioeden. Dit wijst op een mogelijke pro-atherogene rol van LIF/LIFR-signalering. De
afname in vasculaire stenose leek gedeeltelijk gerelateerd aan verlaagde cholesterolwaarden
in het plasma van EC359-behandelde muizen. Er werden geen effecten waargenomen op de
synthese en het vervoer van cholesterol in de lever, het belangrijkste orgaan voor
cholesterolmetabolisme. Het galzuurmetabolisme in de lever was echter wel beinvlioed door
EC359 behandeling, waarbij een verhoogde expressie van Abcb11 werd gemeten. Dit gen is
betrokken bij het transport van galzuren vanuit de lever naar de darm*?. Op basis van deze
bevindingen veronderstellen wij dat EC359 de uitscheiding van galzuren via ontlasting
stimuleert, maar verder onderzoek is nodig om dit te bevestigen. Naast de effecten op
cholesterol bleek LIFR-remming ook de expressie van het adhesiemolecuul VCAM1 te
verminderen, zowel in aortaweefsel in vivo als in gekweekte humane endotheelcellen
(HUVECs) in vitro. Deze verminderde VCAM1-expressie duidt op een afgenomen
endotheelactivatie, wat mogelijk resulteerde in een lagere infiltratie van immuuncellen in de



plague en daarmee bijdroeg aan een vermindering van vasculaire stenose. Ondanks de afname
in het aantal immuuncellen binnen de plaque, observeerden we een significante toename in
de proporties van circulerende en intraplaque neutrofielen. Hoewel het exacte mechanisme
achter deze bevinding onduidelijk blijft, lijken de beschermende effecten van EC359-
behandeling het mogelijke pro-atherogene effect van verhoogde neutrofielenniveaus te
compenseren, die na toename nog steeds een relatief klein deel van de celpopulatie in de
plaque uitmaken. Samenvattend benadrukt hoofdstuk 5 de potentie van LIFR als therapeutisch
doelwit in atherosclerose, maar vervolgonderzoek is noodzakelijk om de onderliggende
mechanismen verder te verduidelijken. Daarnaast zou het testen van LIFR-remming in muizen
met reeds opgebouwde plaques een meer klinisch relevante benadering zijn, wat kan
bijdragen aan een beter begrip van de therapeutische werkzaamheid bij gevorderde
atherosclerose.

Toekomstperspectieven

In de afgelopen decennia is ontsteking steeds meer erkend als een cruciale factor in de
ontwikkeling van atherosclerose, en immunomodulatie is naar voren gekomen als een
veelbelovende therapeutische strategie. Verschillende klinische onderzoeken hebben al
aangetoond dat het richten op componenten van het immuunsysteem kan helpen om
ontsteking te verminderen en de stabiliteit van plaques te verbeteren bij hart- en
vaatpatiénten. Niet alle immunomodulerende therapieén hebben echter geleid tot verbeterde
cardiovasculaire uitkomsten; sommige gingen bijvoorbeeld gepaard met ernstige
immuunsysteem onderdrukkende bijwerkingen. Deze uitdagingen benadrukken de noodzaak
om deze therapeutische strategieén verder te optimaliseren. Toekomstig onderzoek moet zich
richten op de specificiteit van immunomodulerende therapieén, met name door te focussen
op plaque-specifieke doelwitten binnen immuuncelpopulaties en daarbij bijwerkingen tot een
minimum te beperken. In dit proefschrift hebben we de therapeutische potentie van
mestcellen in atherosclerose verder onderzocht en verschillende veelbelovende
interventieroutes geidentificeerd.

Neovascularisatie en IPH zijn belangrijke kenmerken van kwetsbare, gevorderde
atherosclerotische plaques en worden geassocieerd met een verhoogd risico op
cardiovasculaire manifestaties®>. Klinische en experimentele studies hebben eerder een
verband aangetoond tussen mestcellen en het optreden van neovascularisatie en IPH bij
atherosclerose?®>#4, In hoofdstuk 2 leverden we aanvullend bewijs voor de mogelijke rol van
mestcellen in als drijvende krachten van intraplaque neovascularisatie. Op basis van deze
bevindingen veronderstellen wij dat mestcellen een veelbelovend doelwit vormen om
neovascularisatie te beperken en IPH te voorkomen, wat mogelijk de incidentie van
cardiovasculaire manifestaties en de ziektelast kan verlagen. De precieze mechanismen
waardoor mestcellen bijdragen aan neovascularisatie en IPH, evenals de therapeutische



aanknopingspunten binnen deze processen, zijn echter nog onduidelijk en vereisen verder
onderzoek.

Mestcellen vertonen, net als andere immuuncellen, een aanzienlijke fenotypische en
functionele plasticiteit, die sterk afhankelijk is van de omgeving waarin ze zich bevinden.
Analyse van mastceltranscriptomen uit verschillende weefsels heeft de grote heterogeniteit
van deze immuuncelpopulatie bij zowel muizen als mensen bevestigd®. Het karakteriseren van
het atherosclerose-specifieke mestcelfenotype kan leiden tot de identificatie van potentiéle,
plague-specifieke  therapeutische  doelwitten. Recent gepubliceerde single-cell
transcriptomische datasets van humane plaques bevatten een mestcelpopulatie binnen de
plaque, waardoor een gedetailleerde karakterisering van het intraplaque
mestceltranscriptoom mogelijk wordt*®*’. Door het mestceltranscriptoom in de plaque te
vergelijken met dat van andere mestcel-bevattende weefsels, zoals longen, darmen of huid,
kunnen mogelijk plague-specifieke therapeutische doelwitten worden gevonden. Naast
mestcellen bevatten deze datasets ook clusters van endotheelcellen, die verder
gekarakteriseerd kunnen worden. Het in kaart brengen van ligand-receptor interacties en het
voorspellen van intercellulaire communicatie binnen de atherosclerotische plaque, met een
focus op mestcellen en endotheelcellen, kan nieuwe aangrijpingspunten opleveren om de
door mestcellen veroorzaakte destabilisatie van de plaque te remmen. Daarnaast heeft
ruimtelijke transcriptomics (spatial transcriptomics) analyse van colorectaal kankerweefsel
aangetoond dat ruimtelijke transcriptomische analyse waardevolle informatie kan opleveren
over de co-lokalisatie van mestcellen en endotheelcellen in weefsel, waarmee mogelijke cel-
cel interacties in de plaque kunnen worden gevalideerd*®. Onlangs is spatial transcriptomics
ook toegepast op humane atherosclerotische plagues®. In de context van dit proefschrift zou
het gebruik van spatial transcriptomics nuttig zijn om de interacties tussen mestcellen en
endotheelcellen binnen de atherosclerotische plaque te onderzoeken, specifiek met
betrekking tot neovascularisatie en intraplaque bloeding (IPH).

Daarnaast kunnen experimentele muismodellen worden ingezet om nieuw geidentificeerde
doelwitten in de ontwikkeling van atherosclerose te valideren. Hoofdstuk 5 van dit proefschrift
illustreert een perfect voorbeeld van een ligand-receptorinteractie in de plaque. De rol van
deze specifieke interactie in relatie tot neovascularisatie en IPH vereist echter verder
onderzoek. In tegenstelling tot mensen, vertonen veelgebruikte experimentele muismodellen
voor atherosclerose, zoals LdIr”- en ApoE”- muizen, geen spontane neovascularisatie en IPH,
waardoor deze modellen minder geschikt zijn voor het bestuderen van deze belangrijke
processen. Het unieke ApoE/"Fbn1¢193%/- muismodel daarentegen vertoont kenmerken van
gevorderde humane atherosclerotische plaques, zoals een vergrote necrotische kern,
aanwezigheid van neovascularisatie, IPH en zelfs plaque-ruptuur bij een vetrijk dieet®. Het
valideren van veelbelovende therapeutische doelwitten, zoals de LIF/LIFR-interactie, in dit



model kan waardevolle inzichten bieden in de rol van mestcel-geinduceerde neovascularisatie
en IPH. Daarnaast kan het gebruik van mestcel-stabiliserende middelen in dit model helpen
om de causaliteit tussen mestcelactivatie en de ontwikkeling van neovascularisatie in de
plague vast te stellen.

Verkalking is een belangrijk kenmerk van gevorderde atherosclerotische plaques. Hoofdstuk 3
biedt nieuwe perspectieven voor mestcel-gerelateerde therapieén om in te grijpen in VSMC-
gemedieerde plaqueverkalking. We hebben de cellulaire interacties tussen mestcellen en
VSMCs in de atherosclerotische plaque vastgesteld door aan te tonen dat zowel rustende als
geactiveerde mestcellen verkalking van VSMCs kunnen induceren, waarschijnlijk in de vroege
stadia van plaquevorming. In meer gevorderde plaques lijken VSMCs een
feedbackmechanisme te ontwikkelen dat de activatie van mestcellen onderdrukt. Een
vergelijkbare bioinformatische benadering, zoals hierboven beschreven, kan worden
toegepast om specifieke doelwitten te identificeren die een rol spelen in de interactie tussen
mestcellen en VSMCs in de plaque. Dit opent mogelijkheden voor nieuwe therapeutische
strategieén die gericht zijn op het verbeteren van de plaquestabilisatie.

Mestcellen oefenen hun pro-atherogene functies hoofdzakelijk uit via het uitscheiden van pro-
inflammatoire mediatoren na activatie en degranulatie. Het remmen van specifieke mestcel
activatieroutes in de plaque biedt daarom een veelbelovende therapeutische strategie om de
invloed van mestcelmediatoren op de ontwikkeling van atherosclerose te beperken.
Gebaseerd op de bevindingen in hoofdstuk 2 van dit proefschrift, vermoeden we dat de IgE-
FceR-afhankelijke route een aanzienlijke rol speelt in de activatie van mestcellen binnen de
plague, wat deze route tot een interessant doelwit voor therapeutische interventie maakt.
Momenteel worden patiénten met ernstig allergisch astma en chronische urticaria al
behandeld met Omalizumab, een monoklonaal antilichaam specifiek gericht op IgE®L. In
experimentele modellen van atherosclerose heeft het blokkeren van de IgE-FceR-gemedieerde
route met anti-IgE neutraliserende antilichamen veelbelovende resultaten laten zien in het
remmen van mestcelactivatie en het vertragen van plaqueprogressie®?. Dit suggereert dat
Omalizumab een effectieve therapie kan zijn voor het verminderen van IgE-gemedieerde
mestcelactivatie in de plaque bij patiénten met hart- en vaatziekten. Naast IgE-neutralisatie
biedt het aangrijpen van intracellulaire componenten van de IgE-FceR-gemedieerde route een
alternatieve therapeutische benadering. In de afgelopen decennia is BTK naar voren gekomen
als een potentieel therapeutisch doelwit in IgE-gerelateerde ziekten vanwege zijn essentiéle
rol in de regulering van FceR-signalering. Verschillende BTK-remmers worden momenteel
onderzocht in klinische studies of experimentele modellen voor de behandeling van astma,
allergieén en urticaria, en hebben veelbelovende resultaten laten zien bij het verminderen van
mestcelactivatie en het verlagen van de ziektelast>3. Hoofdstuk 4 heeft aangetoond dat het
gebruik van Acalabrutinib, een BTK-remmer, in vroege en gevorderde experimentele
atherosclerose echter niet geleid heeft tot een effectieve remming van mestcelactivatie of



plagueprogressie, hoewel de rijping van FO B-cellen wel succesvol werd onderdrukt.
Desalniettemin blijft BTK een interessant doelwit voor de behandeling van atherosclerose. Het
testen van hogere doses Acalabrutinib of alternatieve BTK-remmers met verschillende
werkingsmechanismen kan mogelijk grotere effecten hebben op zowel systemische als
intraplague mestcelactivatie. Bij patiénten met chronische lymfocytaire leukemie (CLL) hebben
combinatietherapieén met BTK-remmers en BCL2-remmers geleid tot verbeterde
therapeutische effecten en duurzamere responsen*. Op een vergelijkbare manier zou in de
context van atherosclerose het combineren van BTK-remmers met middelen die zich richten
op andere specifieke routes de effectiviteit van de behandeling kunnen vergroten en de
behandelresultaten kunnen verbeteren.

Conclusie

Dit proefschrift biedt nieuwe inzichten in de rol van mestcellen in gevorderde
atherosclerotische plaques en onthult mogelijkheden voor therapeutische interventies om
plaquedestabilisatie door mestcellen tegen te gaan. Een gedetailleerde karakterisering van het
mestceltranscriptoom en hun cellulaire interacties binnen de plaque kan leiden tot de
identificatie van plaque-specifieke doelwitten. Dit opent de weg voor de ontwikkeling van op
maat gemaakte immunomodulerende therapieén die de plaquestabiliteit verbeteren en de
incidentie van hart- en vaatziekten kunnen verminderen.
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