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Nederlandse samenvatting

Chronic obstructive pulmonary disease (chronisch obstructieve longziekte;
afgekort COPD), een verzamelnaam voor longemfyseem en chronische bronchitis, is
een irreversibele chronische longziekte die voornamelijk wordt veroorzaakt door roken
en mogelijk ook door luchtvervuiling. Door het roken worden de longblaasjes definitief
afgebroken (longemfyseem) en raken de luchtwegen ontstoken waarbij vaak slijm wordt
gevormd (chronische bronchitis). Behalve roken kunnen ook erfelijke afwijkingen lijden
tot de ontwikkeling van longemfyseem. De bekendste en meest belangrijke genetische
risicofactor is een tekort aan a,-antitrypsine (a,-antitrypsine deficiéntie), waarbij mensen
door een mutatie een erfelijk tekort hebben aan het eiwit a -antitrypsine. In de gezonde
long is a,-antitrypsine een remmer van eiwit-afbrekende enzymen die vrijkomen bij
ontsteking (proteasen), en draagt op die manier bij aan het beschermen van de long
tegen weefselschade die kan ontstaan tijdens een ontstekingsproces. Alfa -antitrypsine
wordt vooral in de lever aangemaakt en bereikt de long via de bloedbaan, maar wordt
ook lokaal in de long door macrofagen en epitheelcellen geproduceerd. De concentratie
a,-antitrypsine in de long echter wordt in hoge mate bepaald door productie in de lever.
Bij pasgeborenen kan een mutatie in a,-antitrypsine leiden tot ernstige leverontstekingen
(hepatitis) en geelzucht, en bij volwassenen, en met name rokers, tot een zeer sterk
verhoogde kans op de ontwikkeling van longemfyseem vanaf het 35¢ levensjaar.

De productie van eiwitten in een cel begint in de nucleus (kern) met het aflezen
van DNA: de transcriptie. Het ontstane messenger-RNA (mRNA) verplaatst naar het
cytoplasma, waar het door de ribosomen vertaald wordt naar een aminozuurketting
(polypeptide): de translatie. Dit polypeptide wordt in het endoplasmatisch reticulum
(ER) gevouwen in zijn tertiaire structuur: de posttranslationele modificatie. Alleen correct
gevouwen eiwitten zijn biologisch actief en worden uitgescheiden door het ER. Dus
naast het vouwen van eiwitten, vervult het ER ook een functie in de kwaliteitscontrole
van gevormde eiwitten. Het vouwen van eiwitten kan door verschillende zaken verstoord
worden, met als gevolg een ophoping van verkeerd gevouwen eiwitten in het ER, wat

ER stress oplevert. De complexe fysiologische cellulaire reactie van het ER heeft als doel

W




Addendum -

de homeostase in een cel te herstellen door enerzijds het aanbod van nieuw te vouwen
eiwitten te reduceren (translationele repressie) en anderzijds de capaciteit van het vouwen
te verhogen. Bij langdurige ER stress geeft deze respons aanleiding tot een verhoogde
ontstekingsreactie en geprogrammeerde celdood. Naast ER stress kunnen drie andere
oorzaken een translationele repressie geven, te weten ijzergebrek, virus infecties en
aminozuurtekorten; dit wordt gezamenlijk de Integrated Stress Reponse (ISR) genoemd.

Veruit de meest voorkomende mutatie die leidt tot a -antitrypsine deficiéntie is
de zogenaamde Z mutatie. Bij deze mutatie wordt het Z a -antitrypsine nog wel gemaakt
in de lever, maar kan het eiwit zich niet goed vouwen in het ER. Dit leidt niet alleen tot
ophoping van het Z a,-antitrypsine in het ER, maar ook tot samenklontering van de
opgehoopte eiwitten (polymeren) en een beperkte uitscheiding in de bloedbaan. Door
het ontstane tekort aan a,-antitrypsine wordt de long lokaal onvoldoende beschermd
tegen de proteasen die vrijkomen bij de door o.a. roken ontstane ontsteking; daarnaast
dragen de polymeren van Z a, -antitrypsine lokaal in de long ook zelf bij aan de ontsteking
doordat ze ontstekingscellen aantrekken (chemotaxie).

Het proces van polymeervorming en de vraag of deze polymeren ook ER
stress veroorzaken is uitgebreid onderzocht in levercellen. Interessant hierbij is dat er
in deze cellen geen ER stress optreedt, ondanks de ophoping van fout-gevouwen Z a-
antitrypsine in het ER. Echter, de cellen die polymeren bevatten zijn wel extra gevoelig
voor ER stress veroorzaakt door processen van buitenaf, met als gevolg dat deze cellen
meer ontstekingsmediatoren uitscheiden en sneller dood gaan. In de afgelopen jaren
rees de vraag of dit proces zich niet alleen in levercellen maar ook lokaal in de macrofagen
en epitheelcellen van de long afspeelt, waardoor deze cellen ook zelf zouden kunnen
bijdragen aan het ontstekingsproces in de long. Die vraag staat in dit proefschrift centraal.
Daarnaast worden in dit proefschrift andere (extracellulaire) oorzaken van de ER stress

respons bestudeerd.
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In hoofdstuk 1 wordt een algemene inleiding over COPD en a,-antitrypsine
deficiéntie, de ER stress respons en cellulaire signaalverwerking bij ontstekingsprocessen
gegeven. De ER stress respons is een complexe respons, die overlap heeft met andere
stress responsen, zoals de eerder genoemde Integrated Stress Response (ISR). In de
laatste jaren is steeds meer bekend geworden over de rol van de ISR in het ontstaan en
het beloop van verschillende soorten longziekten, waaronder a,-antitrypsine deficiéntie.
In hoofdstuk 2 wordt deze kennis in detail besproken.

In hoofdstuk 3 wordt een nieuwe techniek beschreven voor het nauwkeurig en
kwantitatief meten van een centrale pijler in de ER stress respons, namelijk de splitsing
van het mRNA dat de informatie bevat voor het X-box binding protein-1 (XBP-1). Deze
techniek wordt vervolgens ook gebruikt in het onderzoek dat staat beschreven in
hoofdstuk 4,5 en 7.

Behalve intrinsieke factoren, zoals gen mutaties, kunnen ook extrinsieke factoren
leiden tot de ophoping van eiwitten in het ER. Het is bijvoorbeeld bekend dat virussen
voor een overmatige eiwitproductie in een cel zorgen, zodat niet alle eiwitten verwerkt
kunnen worden en deze ophopen in het ER en ER stress geven. Tot voor kort was niet
bekend of bacterién eenzelfde fenomeen konden veroorzaken. In hoofdstuk 4 staat
onderzoek centraal naar de ER stress respons en de ISR in luchtwegepitheelcellen die
werden blootgesteld aan virulentie factoren van de bacterie Pseudomonas aeruginosa.
Hieruit bleek dat de inductie van de ISR, en dan met name productie van GADD34 via de
ijzer gereguleerde receptor HRI, cruciaal was voor de overleving van in het laboratorium
gekweekte luchtwegepitheelcellen.

De gevolgen van Z a,-antitrypsine en de polymeren in levercellen is uitgebreid
bestudeerd en het is al langere tijd bekend dat deze polymeren ook aanwezig zijn in
de longen, en in één patiént zelfs tien jaar na een levertransplantatie. Lokale productie
van deze polymeren en de cellulaire consequenties voor deze cellen zouden in grote
mate kunnen bijdragen aan de ontwikkeling van longemfyseem, en mogelijk ook in het
onderhoudenvandeziekte. In hoofdstuk 5 en 7 werden longepitheelcellen en macrofagen,

de twee grootste bronnen van lokale a,-antitrypsine productie in de long, onderzocht
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op het produceren van polymeren. In hoofdstuk 5 werd de “kritieke Z a,-antitrypsine
concentratie” (de drempel) vastgesteld waarbij cellen overgaan tot het produceren van
de polymeren. Uit deze drempelconcentratie bleek dat zowel luchtwegepitheelcellen
(hoofdstuk 5) als macrofagen (hoofdstuk 7) niet voldoende Z a,-antitrypsine produceren
om polymeervorming mogelijk te maken. Uit beide hoofdstukken bleek ook dat bij
de afwezigheid van deze polymeren geen overgevoeligheid bestaat voor ER stress.
Aan de andere kant produceren de longepitheelcellen van Z a,-antitrypsine deficiénte
patiénten wel overmatig veel ontstekingsmediatoren (hoofdstuk 5), en dragen daarmee
dus bij aan de verhoogde ontstekingsreactie in de long (hyperinflammatie). Macrofagen
vertonen deze “hyperinflammatoire” respons niet (hoofdstuk 7), waarschijnlijk omdat
deze cellen de EGF receptor (de receptor verantwoordelijk voor de ontstekingsreactie
in de epitheelcellen) nauwelijks tot expressie brengen. Daarnaast werden in hoofdstuk
6 en 7 verschillen in a,-antitrypsine productie door verschillende soorten macrofagen
onderzocht. Daarin werd gevonden dat bij zowel gezonde mensen als bij a,-antitrypsine
deficiénte patiénten de ontstekingsbevorderende macrofagen veel meer a,-antitrypsine
maken dan de ontstekingsremmende macrofagen.

Deze resultaten geven ons meer inzicht in het ziekteproces bij patiénten met type
ZZ a,-antitrypsine deficiéntie met longemfyseem. Naar aanleiding van de uitkomsten van
hoofdstuk 5 zou bijvoorbeeld een therapie met EGF receptor blokkers of geinhaleerd a-
antitrypsine tot de mogelijkheden behoren om zo de ontstekingsreactie lokaal in de long
te onderdrukken. Hier moet echter meer onderzoek voor gedaan worden om daarover

duidelijkheid te krijgen.
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