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Neuropeptiden

Neuropeptiden zijn signaaleiwitten die geproduceerd worden door zenuw,
endocriene en/of immuuncellen. Door te binden aan G-eiwit gekoppelde
receptoren kunnen zij hun werking uitoefenen. Ze kunnen werken als een
neurocriene (in het zenuwstelsel), paracriene (in locale cellen) of hormonale (via
het bloed elders in het lichaam) stof. De neuropeptiden zijn naast hun reguliere
functies in het menselijk lichaam ook betrokken bij diverse ziektebeelden. Zo zijn
bijvoorbeeld het aantal receptoren voor somatostatine, bombesine en substance P
verhoogd in respectievelijk neuro-endocriene tumoren [1], prostaat kanker [2] en
reumatoide artritis [3]. Door het gebruik van radioactief gelabelde eiwitten kunnen
deze receptoren en daarmee de ziekte zichtbaar gemaakt worden (in vivo
scintigrafie) of ze kunnen gebruikt worden voor lokale radiotherapie.

Van deze en andere neuropeptiden en hun receptoren wordt gedacht dat ze ook
een rol spelen in de pathologie van inflammatoir darmlijden (IBD), een chronische
ontstekingsziekte van het maag-, darmkanaal. Het ziektebeeld van IBD wordt
gekarakteriseerd door veranderingen in darmbewegingen (motiliteit), pijn en
diarree. Alle drie de functies worden onder andere gereguleerd door
neuropeptiden. Op basis van Kklinische, histologische en macroscopische
kenmerken kan IBD in twee ziekten worden onderverdeeld, namelijk de ziekte van
Crohn en colitis ulcerosa.

In het eerste hoofdstuk van dit proefschrift is een overzicht gegeven van de rol
die neuropeptiden in het algemeen en in IBD in het bijzonder, spelen bij het
ontstekingsproces. De eiwitten kunnen worden uitgescheiden door de zenuwen
van het enterische zenuwstelsel (het zenuwstelsel dat in de darm gelegen is) en
door endocriene cellen in de mucosa van het maag- darmkanaal. Zowel de
zenuwen als de endocriene cellen zijn dicht gelokaliseerd bij de ontstekingscellen
die zich in de darmmucosa bevinden. Op het celoppervlak van deze
ontstekingscellen bevinden zich receptoren voor neuropeptiden, hierdoor kunnen
de ontstekingscellen door de neuropeptiden geactiveerd kunnen worden. Sommige
van deze ontstekingscellen kunnen vervolgens zelf ook weer neuropeptiden
uitscheiden. Daarnaast zijn neuropeptiden ook betrokken bij de regulatie van de

motiliteit van het maag- darmkanaal en bij chloride secretie (van belang bij het



Samenvatting - 131

ontstaan van diarree). De betrokkenheid van de neuropeptiden bij deze drie
processen die alle drie verstoord zijn in IBD patiénten, leidt tot de hypothese dat
neuropeptiden een rol spelen in de pathologie van IBD. Een betere kennis over
mogelijke wijzigingen in het aantal of type receptoren voor de neuropeptiden in
patiénten met IBD zou kunnen leiden tot de ontwikkeling van nieuwe diagnostische
of therapeutische mogelijkheden. Het is dus van belang dat de kennis over de
expressie van deze receptoren bij patiénten met IBD toeneemt.

In het tweede hoofdstuk wordt een beschrijving gegeven van de verschillende

onderzoeken die zijn uitgevoerd in het kader van dit proefschrift.

Methoden

Voor het onderzoek beschreven in dit proefschrift is een drietal verschillende
technieken gebruikt om de expressie van neuropeptide receptoren te bestuderen.
In de afgelopen jaren zijn moleculaire technieken (DNA en RNA niveau),
waaronder reverse-transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) steeds
belangrijker geworden in het receptor onderzoek. Een nadeel van deze techniek
blijft echter dat de hoeveelheid mRNA in een cel niet noodzakelijkerwijs
gecorreleerd is met het aantal receptoren dat tot expressie wordt gebracht. Een
voorbeeld hiervan wordt gezien in hoofdstuk drie: terwijl autoradiografische
bindingsstudies een toename van het aantal substance P receptoren in de mucosa
van IBD patiénten liet zien, was er geen toename in de hoeveelheid mRNA in dat
weefsel. Dit neemt echter niet weg dat moleculaire technieken hun eigen voordelen
hebben, ze zijn erg gevoelig, snel en er kan gemakkelijk onderscheid gemaakt
worden tussen de diverse types receptoren voor een neuropeptide. Echter voor
informatie over de affiniteit, specificiteit en selectiviteit van een receptor zijn
radioligand bindingsstudies (autoradiografie) noodzakelijk. Hierbij wordt radioactief
gemerkt neuropeptide bij het weefsel gevoegd zodat het aan de mogelijk
aanwezige receptoren voor dit neuropeptide kan binden. Eenmaal gebonden kan
het radioactief gemerkte neuropeptide zichtbaar gemaakt worden en kan de
hoeveelheid worden geteld. De derde toegepaste techniek is immunohistochemie,

hiermee kan met behulp van specifieke antilichamen onder de microscoop
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bekeken worden wat de exacte locatie (welk celtype) van de receptoren in het
weefsel is. Door de drie hierboven beschreven technieken te combineren is het
mogelilk om een totaalbeeld van de neuropeptide receptor status in het

onderzochte weefsel te krijgen.

Substance P

Substance P behoort tot de tachykinine familie, voor deze groep neuropeptiden zijn
een drietal receptoren beschreven [4]. Substance P is onder andere aanwezig in
het enterische zenuwstelsel en is daar een belangrijke mediator van de neurogene
ontsteking, daarnaast heeft het ook nog een aantal andere ontstekings-
bevorderende functies [5]. In hoofdstuk drie wordt de expressie van de substance
P receptor (NK-1R) bij patiénten met IBD bestudeerd met behulp van de hierboven
genoemde technieken. Andere onderzoeken hebben al wel eens de resultaten
laten zien van één of twee van de beschreven technieken maar dit is voor het eerst
dat de drie elkaar aanvullende technieken samen worden gebruikt in hetzelfde
weefsel. Met de autoradiografie hebben wij laten zien dat de hoeveelheid
substance P die aan de mucosa van IBD patiénten bindt hoger is dan de
hoeveelheid in het controle weefsel (55 versus 18 fmol/g). De RT-PCR toonde
echter aan dat de hoeveelheid NK-1R mRNA niet was toegenomen.
Immunohistochemie liet zien dat de toegenomen binding van substance P in de
mucosa het gevolg is van een toegenomen hoeveelheid binding op de bekende
locaties en niet doordat de receptor ook op nieuwe plaatsen tot expressie wordt
gebracht. Verder kan uit deze gegevens geconcludeerd worden dat de toename
van de gemeten substance P receptoren afkomstig is van een interne voorraad
van receptoren omdat de hoeveelheid mRNA, de bron voor nieuwe eiwitten, gelijk
is gebleven in de ontstoken darm van IBD patiénten. Het verhoogde aantal
substance P receptoren in IBD patiénten kan leiden tot een sterkere
ontstekingsreactie zodra er substance P vrij komt. Dit leidt dan ook tot de
hypothese dat NK-1 antagonisten een verlaging van de door substance P
gemedieerde ontstekingsprocessen (geactiveerde immuuncellen, ion-secretie,

verhoogde darmpermeabiliteit en motiliteit) tot gevolg heeft. Selectieve



Samenvatting - 133

antagonisten voor de NK-1 receptor worden nu al toegepast bij ziekten als
reumatoide artritis, depressie en angsten. Of deze antagonisten ook een positieve
invioed zullen hebben bij IBD patiénten zal in gecontroleerde klinische studies

bestudeerd moeten worden.

Neurotensine

Een andere neuropeptide receptor die beschreven wordt in dit proefschrift is de
neurotensine receptor. Neurotensine is een eiwit van 13 aminozuren dat in het
gehele maag- darmkanaal voorkomt maar met name in het ileum [6]. Neurotensine
is betrokken bij de regulatie van diverse processen in de darm waaronder chloride
secretie [7], beweging [8] en ontsteking [9]. Neurotensine kan zijn effect uitoefenen
door te binden aan drie verschillende receptoren, maar de neurotensine receptor-1
is de belangrijkste in het maag- darmkanaal [10]. In de onderzoeken, die
beschreven worden in dit proefschrift, is het voorkomen van de neurotensine
receptoren bestudeerd in de darm van IBD- en controle patiénten. In hoofdstuk
vier worden de resultaten van de autoradiografie gegeven en in hoofdstuk vijf
wordt een onderscheid gemaakt tussen de drie verschillende typen neurotensine
receptoren met behulp van de technieken RT-PCR en immunohistochemie. De
autoradiografie liet neurotensine binding zien in de spier van de dikke darm (colon)
en in iets mindere mate ook in de spier van het laatste deel van de dunne darm
(ileum). Tevens werd in de mucosa neurotensine binding gedetecteerd maar deze
hoeveelheid was zeer klein. Tenslotte werd nog gevonden dat in de ontstoken
spier van IBD patiénten minder neurotensine receptoren tot expressie komen dan
in de niet ontstoken delen. In hoofdstuk vijf werd vervolgens met behulp van
verdringingsproeven aangetoond dat de in hoofdstuk vier gedetecteerde binding
het gevolg is van de aanwezigheid van de neurotensine receptor-1 en -3. Er is
geen neurotensine receptor-2 gevonden. Met RT-PCR werd het mRNA van de
neurotensine receptor-1 en -3 aangetoond in de humane darm. De hoeveelheid
MRNA in de ontstoken darm van IBD patiénten was lager dan in de niet ontstoken
darm, wat in overeenstemming is met de afgenomen neurotensine binding in de

ontstoken darm van IBD patiénten zoals beschreven in hoofdstuk vier.
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Immunohistochemie liet geen verandering zien in de lokalisatie van de
neurotensine receptoren in het weefsel van IBD patiénten in vergelijking met de
controles. De afname van het aantal bindingsplaatsen voor neurotensine in het
ontstoken weefsel van IBD patiénten suggereert dat de receptor normaal een
beschermend effect heeft op de darm. Dit wordt bevestigd door een muizenmodel
waarin de toediening van een neurotensine receptor-1 antagonist leidde tot een
verslechtering van de geinitieerde ontsteking en waar de toediening van

neurotensine juist een helend effect had [11].

Gastrine releasing peptide

Het derde neuropeptide waarvan de receptor expressie bestudeerd werd maakt
deel uit van de bombesine-familie. Deze familie oefent diverse functies uit in het
maag- darmkanaal waaronder de stimulatie van endocriene en exocriene secretie,
spiercontracties en in de regulatie van het immuunsysteem [12-14]. Gastrine-
releasing peptide en neuromedin B zijn twee leden van deze familie die bij de
mens voorkomen [15]. Er zijn drie receptoren voor deze groep van neuropeptiden
beschreven [16-18] en in hoofdstuk zes laten we zien dat in de humane darm
alleen de gastrine-releasing peptide receptor tot expressie komt. Deze receptor
komt met name voor in de longitudinale spier en myenterische plexus van het
colon en in mindere mate ook in de circulaire spier van colon en ileum. In de
mucosa werd alleen in het colon een zeer lage hoeveelheid gastrine-releasing
peptide receptor aangetroffen en niet in het ileum. Bij IBD patiénten werd een
verschil gezien tussen patiénten met de ziekte van Crohn, bij wie het aantal
receptoren in de spier van het colon is afgenomen, en patiénten met colitis
ulcerosa, waar dit ongewijzigd was. Door dit verschil zou de gastrine-releasing
peptide receptor eventueel gebruikt kunnen worden om beide ziektebeelden van
elkaar te onderscheiden. De afname van gastrine-releasing peptide receptoren die
gezien wordt in patiénten met de ziekte van Crohn kan een
beschermingsmechanisme zijn van deze groep tegen de verstoorde motiliteit

gezien in IBD.
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Motiline

In hoofdstuk zeven is het onderzoek naar de expressie van de motiline
receptoren beschreven. Motiline is een maag- darm eiwit dat met name bekend is
door zijn rol in fase Ill van het migrerende motor complex [19]. Maar motiline heeft
ook een rol in de maotiliteit van de rest van het maag- darmkanaal [20-22]. Met
behulp van autoradiografie hebben we in dit proefschrift aangetoond dat er motiline
bindingsplaatsen aanwezig zijn in de spier van het colon en ileum, alhoewel de
hoeveelheid lager is dan in het eerste deel van het maag- darmkanaal. Naast de
binding in de spier hebben we ook laten zien dat de receptor voorkomt in de
mucosa. De exacte functie van motiline receptoren in de mucosa is nog niet
bekend, maar daar ze met drie verschillende technieken zijn aangetoond staat hun
aanwezigheid niet meer ter discussie. Bij patiénten met IBD is de mucosale
motiline receptor expressie onveranderd. In de spier van het colon werd een
geringe toename gezien van de motiline binding bij patiénten met colitis ulcerosa
maar niet bij patiénten met de ziekte van Crohn. Maar echt grote veranderingen in
de motiline receptor expressie in IBD patiénten in vergelijking met controles
werden er niet gezien, hetgeen suggereert dat motiline waarschijnlijk geen heel

belangrijke rol speelt in het ontstekingsproces van IBD.

Interacties

Samengevat, dit proefschrift beschrijft de expressie van de receptoren van de
neuropeptiden substance P, neurotensine, gastrine-releasing peptide en motiline in
weefsel van controle en IBD patiénten. In de mucosa van controle colon worden de
receptoren van alle vier de neuropeptiden tot expressie gebracht, met de
receptoren van substance P en motiline in de hoogste concentraties. In de mucosa
van het ileum wordt de gastrine-releasing peptide receptor niet tot expressie
gebracht, de neurotensine receptor is wel detecteerbaar maar de hoeveelheid is
minder dan in het colon. Dit is in tegenstelling tot de receptoren van substance P
en motiline want die worden juist in de mucosa van het ileum meer tot expressie

gebracht dan in het colon. In de spier komen ook de receptoren van alle vier de
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neuropeptiden voor, maar de hoeveelheid motiline receptoren is laag (ileum iets
hoger dan het colon). Van de receptoren voor de andere drie neuropeptiden is de
binding in het ileum lager dan de binding die in het colon gezien wordt.

Uit de literatuur is bekend dat er vaak interacties optreden tussen diverse eiwitten.
De secretie van het ene neuropeptide kan gestimuleerd worden door een ander
neuropeptide, cytokine of hormoon. Bijvoorbeeld, in honden worden darm-
contracties gezien na stimulatie met bombesine, het werkinginsmechanisme van
bombesine blijkt echter via substance P te lopen [23]. Andere studies hebben laten
zien dat bombesine ook in staat is om de secretie van neurotensine en motiline te
verhogen [24,25]. In onze studie was de neurotensine binding in het ileum
gecorreleerd met de hoeveelheid bombesine binding in de longitudinale en
circulaire spier (r= 0.77 en r = 0.68), dit ondersteunt de in de literatuur beschreven
connectie tussen bombesine en neurotensine. Verder vonden wij ook dat in het
colon er een negatief verband is tussen de binding van substance P in de mucosa
en neurotensine in de spier (r = -0.53). Oftewel de toename van substance P
receptoren in de mucosa van de IBD patiént gaat gepaard met een afname van de
neurotensine receptoren in de spier van diezelfde patiént. Het is bekend dat de
ontstekingsbevorderende cytokines IL-183, IL-12, IL-18 en TNFa het aantal NK-1
receptoren kunnen laten toenemen via een mechanisme waarbij ook de transcriptie
factor NF-k(3 betrokken is [26,27]. Daarnaast stimuleert de interactie van substance
P met zijn receptor de expressie van COX-2. In een ontstekingsmodel in muizen
heeft men laten zien dat de verhoging van COX-2 gezien bij ontstekingen te niet
kon worden gedaan door de toediening van een specifiecke NK-1 receptor
antagonist [28]. Ook de expressie van neurotensine receptoren is gekoppeld met
de expressie van de signaaleiwitten NF-kpB en COX-2 [11,29]. Deze gezamenlijke
regulatie mechanismen kunnen een verklaring zijn voor de correlatie tussen de
expressie van beide receptoren. Maar de grote diversiteit aan plaatsen waar beide
receptoren in de mens voorkomen alsmede het grote aantal cellen waarop zij
invioed kunnen uitoefenen maakt het ingewikkeld om een dergelijke interactie te
beschrijven. Er is dan ook meer kennis van dergelijke mechanismen nodig voordat

nieuwe therapieén onderzocht kunnen worden.
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Conclusies

Bij patiénten met IBD is er sprake van een toegenomen substance P receptor
expressie in de mucosa en een afname in neurotensine en gastrine-releasing
peptide (alleen bij Crohn patiénten) receptoren in de spier. De klinische relevantie
van deze toename in substance P receptoren en afname in neurotensine en
gastrine-releasing peptide receptoren is niet bestudeerd in dit proefschrift.
Aanvullende studies zullen uitgevoerd moeten worden om te bekijken of deze
veranderingen het gevolg zijn van het ontstekingsproces in de darm van IBD
patiénten of dat de veranderde expressie juist het ontstekingsproces in de darm
verergert. Echter dit proefschrift beoogt een betere kennis van neuropeptide
receptor expressie in darmweefsel van IBD- en controle patiénten. Deze kennis
kan gebruikt worden bij het zoeken naar mogelijkheden voor het gebruik van deze
neuropeptiden in nieuwe diagnostische testen en in de therapie van patiénten met
IBD.
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