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Samenvatting

De vorming van de endotheel specifieke Weibel-Palade bodies (WPB) wordt
gestuurd door de von Willebrand factor (VWF) [1]. WPB zijn organellen die dienen
als een intracellulaire opslag van vele bioactieve moleculen waaronder P-selectine
en tissue plasminogeen activator (t-PA) en het stollingseiwit VWF [2]. Mutaties in
VWEF zouden de vorming en exocytose van WPB kunnen verstoren en leiden tot de
meest frequent voorkomende erfelijke bloedingsneiging bij mensen, de ziekte van
von Willebrand (VWD) [3].

Hoewel de vorming en het biologische belang van WPB in het verleden uitgebreid
is bestudeerd, blijft de pathofysiologie van VWD nog slecht begrepen. De
pathogene effecten van VWF mutaties zijn in detail bestudeerd, maar die studies
hebben zich beperkt tot de analyse van constitutieve VWF secretie en
multimerisatie. Dat kwam vooral door het ontbreken van geschikte celsystemen om
de effecten van VWF mutaties op WPB vorming en exocytose te bestuderen. In
Hoofdstuk 2 hebben we de rol van VWF in de vorming van WPB gereviewd en
hebben we de studies naar VWF mutaties in de context van VWD bediscussieerd.
Defecten in VWF secretie leiden tot een kwantitatief tekort aan VWF en dragen bij
aan de bloedingsneiging bij VWD [4]. De pathofysiologie van VWF mutaties is
uitgebreid bestudeerd in diverse heterologe cellijnen, zoals COS cellen, waarin
VWEF niet wordt opgeslagen. VWF wordt /n vivo vooral opgeslagen in WPB en
uitgescheiden door vasculair endotheel en daardoor kunnen cellijnen zoals COS
cellen niet alle aspecten van de VWF Dbiologie weergeven.
Navelstrengendotheelcellen (Human umbilical vein endothelial cells - HUVECS) zijn
in principe geschikter en zijn verkregen voor onderzoek naar VWD [5-9], maar
HUVECs met specifieke VWF mutaties zijn maar zeer beperkt beschikbaar. Er is
echter steeds meer bewijs dat HEK293 cellen, waarin VWF wordt opgeslagen in
WPB-achtige organellen [10], en ‘blood outgrowth endothelial cells’ (BOECS)
geisoleerd uit perifeer bloed van patiénten een beter onderzoeksmodel vormen
voor dergelijk onderzoek (Hoofdstukken 3 en 6).

In Hoofdstuk 3 hebben we de morfologie en functie van pseudo-WPB bestudeerd
die gevormd worden in HEK293 cellen na expressie van VWF. Die pseudo-WPB
lijken in veel aspecten op WPB in endotheel. Door transiente expressie in HEK293
cellen van VWF mutaties die geassocieerd zijn met kwantitatieve VWF defecten
hebben we kunnen aantonen, dat vier missense mutaties in het D3 en CK-domein
van VWF de opslag in pseudo-WPB verminderden en dat dit gepaard ging met
retentie van VWF in het endoplasmatische reticulum (ER). De VWF variant
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p.Cys1060Tyr vormde iets minder pseudo-WPB dan WT-VWF, terwijl
p.Cys1149Arg, p.Cys2739Tyr en p.Cys2754Trp nog slechts enkele en abnormale
pseudo-WPB vormden. Als gevolg daarvan gaven die drie mutaties aanleiding tot
ernstig verstoorde, gereguleerde secretie van VWF. Deze resultaten bevestigden
de mogelijkheid om HEK293 cellen te gebruiken voor het bestuderen van de
pathogeniciteit van VWF mutaties met betrekking tot de intracellulaire opslag en
gereguleerde secretie. Ook werd de sleutelrol van het VWF D3 domein in de
vorming van WPB bevestigd [11,12]. Tevens suggereert deze studie dat ook
mutaties in het CK domein en niet alleen in het D’'D3 domein invioed hebben op de
biogenese van WPB.

Sommige type 1 VWD patiénten hebben een verminderde respons op behandeling
met DDAVP [13]. De meeste VWF mutaties bij deze patiénten blijken gelokaliseerd
te zijn in de A1-A3 domeinen. Aangezien de stijging in plasma VWF door DDAVP
berust op exocytose van WPB [14], zou de vorming van WPB in die patiénten
verstoord kunnen zijn door VWF mutaties. Deze hypothese werd getoetst door de
effecten van kwantitatieve VWF mutaties in de A domeinen op de intracellulaire
opslag en gereguleerde secretie van VWF te bestuderen (Hoofdstuk 4). We
toonden aan dat vijf van de zes mutaties inderdaad de vorming van pseudo-WPB
verstoorden en dat met name de VWF mutaties p.Leu1307Pro en p.Vall1822Gly de
gereguleerde secretie verminderden, zowel in homozygote als heterozygote vorm.
Beide mutaties p.Leu1307Pro en p.Vall822Gly werden geidentificeerd in patiénten
met een verminderde respons op DDAVP, wijzend op hun schadelijke effect /n vivo
op de biogenese van WPB. De afname van gereguleerde secretie van VWF door
p.Serl285Pro voorspelt een slechte respons op DDAVP in de patiénten met die
mutatie maar daarvan zijn geen data beschikbaar. Verder toonden p.Arg1374His,
p.Arg1583Trp en p.Tyrl584Cys een normale secretie van VWF ondanks dat
p.Argl374His en p.Tyr1584Cys wel de morfologie van pseudo-WPB verstoorden.
De pathogene rol van p.Argl374His is niet conclusief in deze studie. De effecten
van de mutaties p.Ser1285Pro, p.Leu1307Pro en p.Tyr1584Cys op WPB formatie
en gereguleerde secretie zoals waargenomen in de transfectie experimenten
werden bevestigd in endotheel cellen (BOECs) geisoleerd uit bloed van de
desbetreffende patiénten (Hoofdstuk 6).

Mutaties van cysteines in VWF zijn regelmatig gevonden in patiénten met VWD
(mutatie  database  www.vwf.group.shef.ac.uk/). De meeste van die
cysteinemutaties zijn gevonden in type 1 of type 3 VWD, en slechts in vijf gevallen
werden ze gevonden in type 2 VWD. Opvallend genoeg blijken alle vijf die mutaties
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te leiden tot het verdwijnen van één van de drie specifieke cysteines - p.Cys1099,
p.Cys2771 en p.Cys2773 - die betrokken zijn bij de interchain disulfidebruggen van
VWF [15,16]. Alle overige cysteinemutaties verstoren waarschijnlijk intrachain
disulfidebruggen van VWF [15,16] en zijn geassocieerd met verlaagde plasma
VWEF concentraties (Hoofdstuk 5). Op grond van de duidelijk onderscheidende
effecten van deze twee types cysteinemutaties hebben we de hypothese opgesteld,
dat verstoorde intrachain of interchain disulfidebrugvorming in VWF verschillende
effecten heeft op de WPB vorming. In Hoofdstuk 5 hebben we de vorming van
pseudo-WPB na expressie van VWF varianten met verstoorde intrachain
(p.Cys1130Phe en p.Cys2671Tyr) of interchain (p.Cys2773Ser)
disufidebrugvorming bestudeerd. Mutaties van cysteines die betrokken zijn bij de
vorming van interchain disulfidebruggen hebben geen invioed op de opslag in WPB
noch op de secretie van VWF. Echter mutaties van cysteines die intrachain
disulfidebruggen vormen leiden tot gereduceerde VWF opslag en secretie ten
gevolge van ER retentie.

Hoewel HEK293 cellen een veelbelovend model zijn voor het bestuderen van de
structuur-functierelatie van VWF zijn er nog wel enkele beperkingen. Door
overexpressie van het VWF eiwit en door problemen met het imiteren van
werkelijke heterozygotie kunnen sommige vragen moeilijk beantwoord worden met
dit systeem. Een meer ideaal modelsysteem zou gebaseerd zijn op
endotheelcellen afkomstig van de patiénten zelf. Aangezien de beschikbaarheid
van HUVECs van VWD patiénten zeer beperkt is, hebben we de geschiktheid van
BOECs - endotheelcellen geisoleerd uit het perifere bloed van de patiénten zelf -
voor het bestuderen van de pathogeniciteit van specifieke VWF mutaties
onderzocht (Hoofdstuk 6). We hebben vastgesteld dat het inderdaad mogelijk is om
BOECs te verkrijgen van meerdere VWD patiénten en dat het fenotype van de
patiént door dit model nauwkeurig wordt weergegeven. We hebben aangetoond dat
BOECs een goed model vormen voor het bestuderen van de VWF string formatie
en voor het testen van de respons van endotheelcellen op diverse stimuli. Een
opvallende bevinding was dat BOECs niet reageren op DDAVP stimulatie. Een
belangrijke beperking van dit modelsysteem is de variatie tussen verschillende
klonen en celpassages waardoor het moeilijk is om goed de basale secretie te
bepalen. Bovendien is het onderzoek afhankelijk van de beschikbaarheid van
patiénten met specifieke VWF mutaties en de zygotie van de mutaties. Wat deze
aspecten betreft zijn HEK293 cellen veel flexibeler.

Zoals in Hoofdstukken 2-5 werd aangetoond zijn HEK293 cellen geschikt voor het
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bestuderen van intracellualire opslag in pseudo-WPB en de gereguleerde secretie
van VWF. In Hoofdstuk 7 hebben we onderzocht of we ook VWF string formatie
met dit model kunnen onderzoeken. Alle studies tot dusver hadden gesuggereerd
dat VWF strings specifiek zijn voor endotheelcellen, maar wij hebben nu voor het
eerst aangetoond dat VWF strings ook gevormd kunnen worden op HEK293 cellen.
Net als endotheliale VWF strings binden de strings op HEK293 cellen ook
trombocyten tijdens stroming. Met dit systeem hebben we aangetoond dat P-
selectine noch alphaVbeta3 integrine noodzakelijk zijn voor VWF string formatie.
Ook bleken structurele veranderingen in VWF van invioed op de VWF string
formatie.

VWEF strings zijn samengesteld uit zeer lange (ultra-large) VWF multimeren en
worden gevormd op geactiveerde endotheelcellen na exocytose van WPB. De
VWEF strings vangen trombocyten en bevorderen daarmee de stolselvorming en het
weefselherstel [17]. Wanneer de VWF string formatie volledig of gedeeltelijk
verloren gaat, dan zou dat kunnen bijdragen aan de bloedingsneiging bij VWD. In
Hoofdstuk 8 hebben we de effecten bestudeerd van de VWF mutatie p.Arg1205His
in twee VWD type Vicenza patiénten: een vrouwelijke patiént heterozygoot voor
p.Arg1205His met een zeer mild fenotype en een mannelijke patiént ‘compound’
heterozygoot voor p.Argl1205His en p.Arg924GIn met een ernstig fenotype. In
zowel HEK293 cellen als in BOECs hebben we aangetoond dat p.Arg1205His de
VWEF productie en secretie vermindert, terwijl p.Arg924GIn de VWF string formatie
verstoort. Deze resultaten lieten zien dat de lage plasma spiegels van VWF bij
p.Arg1205His niet alleen het gevolg zijn van versnelde klaring maar ook van lage
intracellulaire productie van VWF. De verstoring van de VWF string formatie door
p.Arg924GIn draagt mogelijk bij aan het ernstigere fenotype van de patiént die
‘compound’ heterozygoot is voor p.Argl205His en p.Arg924GIn. Waardoor de
string formatie verminderd is bij de mutatie p.Arg924GIn moet nog verder
onderzocht worden. Hoewel p.Arg924GIn de gereguleerde secretie iets
verminderde, was er geen duidelijk effect op de pseudo-WPB formatie en daarom
postuleren we dat deze mutatie de string formatie beinvioedt via de verankering
van de strings op het celopperviak.

Conclusies en perspectieven

De studies die in dit proefschrift beschreven zijn, richten zich op de pathogene
mechanismen - in het bijzonder intracellulaire opslag in WPB en gereguleerde
secretie - die ten grondslag liggen aan VWD met een voornamelijk kwantitatief

209



VWEF defect. Deze onderzoeken hebben ons begrip van VWD op moleculair en
cellulair niveau vergroot. HEK293 cellen en BOECs bleken twee waardevolle
modelsystemen voor het onderzoek naar de structuur-functie van VWF. Met deze
celsystemen hebben we aangetoond dat VWF mutaties de opslag en secretie van
VWF kunnen belemmeren en daardoor kunnen leiden tot VWF deficiéntie bij
patiénten (Figuur 1). Een dergelijk mechanisme is ook door andere groepen
gevonden [10,18,19]. Verder hebben we aangetoond dat verandering in de VWF
structuur door mutaties die van nature voorkomen bij VWD patiénten de VWF string
formatie en functie kunnen moduleren. Bij normale shear stress (10~70 dynes/cm2
in arterién en 1~6 dynes/cm? in venen [20]) bindt oplosbaar VWF in plasma zelden
plaatjes, maar VWF strings gevormd op geactiveerd endotheelopperviak zijn in
staat om spontaan plaatjes te vangen uit stromend bloed en daarmee de
stolselvorming te initiéren ter plaatse van vaatschade. Dus veranderingen in VWF
string formatie en functie kunnen bijdragen aan de bloedingsneiging bij VWD.

De belangrijkste bron van plasma VWF is waarschijnlijk het VWF dat via basale

va\ID
I 1
Quantitative deficiency Functional defects
1
| |
Constitutive String defects
secretion
Basal & regulated
secretion
Formation Anchorage Function
WPB formation
Platelet FVII
Clearance Expression ER retention Multimerization binding binding

VWF mutation

Figuur 1. Pathofysiologische mechanismen die ten grondslag liggen aan VWD.

VWF mutaties leiden tot kwantitatieve of functionele defecten in VWF via complexe mechanismen en
vervolgens tot VWD. Dit proefschrift heeft enkele nieuwe mechanismen (aangegeven in /talics)
opgeleverd die ten grondslag liggen aan deze bloedingsneiging: defecten in WPB formatie en exocytose,
en defecten in VWF strings (formatie, verankering en functie). De ‘constitutieve secretie’ route verwijst
naar VWF secretie direct vanuit het ER; de ‘basale secretie’ route verwijst naar secretie van VWF vanuit
de WPB bij afwezigheid van stimulatie; de ‘gereguleerde secretie’ route verwijst naar secretie van VWF
vanuit WPB onder invloed van bepaalde stimuli. VWF, von Willebrand factor; VWD, ziekte van von
Willebrand; en WPB, Weibel-Palade body.
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secretie wordt uitgescheiden vanuit endotheliale WPB [21,22]. VWF strings die
gevormd worden na (geinduceerde) exocytose van WPB hechten aan het
endotheliale oppervlak en rekruteren trombocyten en mediéren zo de plaatjes
adhesie en aggregatie. Defecten in elk van deze processen kunnen bijdragen aan
het fenotype van VWD. Daarom stellen we voor dat toekomstig onderzoek naar de
pathofysiologie van VWD aan de volgende randvoorwaarden voldoet: 1) de
effecten van VWF mutaties zouden geanalyseerd moeten worden in celsystemen
waarin VWF, net als /n vivo, wordt opgeslagen in (pseudo)-WPB zoals HEK293
cellen en BOECs afkomstig van patiénten; 2) naast multimerenanalyse, zou de
formatie en exocytose van WPB evenals de vorming en functie van VWF strings
moeten worden onderzocht om de pathogene effecten van VWF mutaties volledig
te karakteriseren; 3) aangezien WPB ook dienen als intracellulaire pool van diverse
inflammatoire

mediatoren, zoals P-selectine en angiopoietine-2, en aangezien VWF zelf mogelijk
ook een rol speelt in de regulatie van angiogenese [23], zouden veranderingen in
inflammatie en vasculaire remodeling bij VWD patiénten ook bestudeerd kunnen
worden. Inclusie van deze drie aspecten in de analyse van VWF mutaties zal
leiden tot een beter begrip van de complexe mechanismen die aan het fenotype
van VWD patiénten ten grondslag liggen en zal de patiénten tot voordeel strekken.
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