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ADDENDUM

NEDERLANDSE SAMENVATTING

Het menselijke lichaam bestaat uit ongeveer 10 (100 biljoen) cellen die alle een specifieke taak
hebben. Communicatie tussen deze cellen is van essentieel belang om een goed functionerend
organisme te vormen. Onderlinge celcommunicatie of moleculen uit het externe milieu
genereren specifieke signalen, die bijvoorbeeld kunnen bepalen welke taak of functie een
cel moet uitoefenen. De deling van cellen is een proces waarbij celcommunicatie een grote
rol speelt. Als deze communicatie verstoord raakt en cellen niet meer reageren op de juiste
signalen kunnen cellen ongecontroleerd gaan groeien wat kan leiden tot kanker. Externe
signaalmoleculen, zoals hormonen, groeifactoren en neurotransmitters oefenen hun werking
uit via de plasmamembraan. Deze membraan is opgebouwd uit lipiden (vetachtige moleculen)
en eiwitten, en vormt een barriére die het celinwendige scheidt van het externe milieu. In
de plasmamembraan bevinden zich specifieke receptoren (ontvangers) voor extracellulaire
signalen ‘first messengers’). Via een opeenvolging van biochemische reacties en ‘second
messengers’, geven deze receptoren signalen door die uitmonden in een respons, bijvoorbeeld
het aflezen van bepaalde genen in de celkern of verandering van metabole processen.

Lipiden zijn niet alleen belangrijk voor de opbouw van celmembranen, maar kunnen zelf
ook als signaalmoleculen fungeren in de cel. Een belangrijk groep van signaallipiden zijn de
zogenaamde fosfoinositiden. Deze bestaan uit een inositol kopgroep die is gekoppeld (via
een fosfaatdiester binding) aan diacylglycerol. Een gangbare manier van signaaloverdracht is
fosforylering, d.w.z. het modificeren van signaalmoleculen met fosfaatgroepen door specifieke
enzymen genaamd kinases. Fosfo-inositiden kunnen worden gefosforyleerd op de 3, 4 en
5 positie van de inositol kopgroep door “PIP kinases”.

In dit proefschrift is onderzoek gedaan naar een PIP kinase, genaamd PIP4K, welke een
fosfaatgroep koppelt aan fosfatidylinositol 5-fosfaat (PI(5)P) hetgeen leidt tot de vorming van
fosfatidylinositol-bisfosfaat (PIP2). Echter, de vermoedelijke functie van PIP4K enzymen (q, B,
y isoformen) is niet de productie van PIP2, maar de verlaging van de hoeveelheid PI(5)P (die
toeneemt na cellulaire stress), om zodoende de signaalfunctie van PISP te remmen (zoals
beschreven in hoofdstuk 1). Vroeger werd gedacht dat fosfo-inositiden alleen belangrijk waren
voor signaalprocessen aan de plasmamembraan. Tegenwoordig weten we dat fosfo-inositiden
ook een belangrijke signaleringsrol spelen in de celkern. PI(5)P is een signaalmolecuul dat
diverse eiwitten in het cytosol kan activeren, (zoals de Akt eiwitkinase), maar ook functies in
de celkern kan uitoefenen. Het is nu duidelijk dat PI(5)P herkend wordt door eiwitten die een
zogenaamd “plant homeobox domain” (PHD) motief bevatten. Dergelijke PHD-bevattende
eiwitten worden vooral gevonden in de celkern, zoals bijvoorbeeld het ING2 eiwit (“INhibitor
of Growth protein 2”) Dit eiwit bindt aan PI(5)P en activeert op deze wijze de tumorsuppressor
p53, en remt daardoor de celgroei en stimuleert celdood.

Naast fosforylering, is acetylering een andere veel voorkomende eiwitmodificatie.
Acetylering is de koppeling van een acetyl groep aan lysine residuen in eiwitten, zoals histonen
in de celkern. Dit is een omkeerbare reactie, waarbij lysine residuen worden geacetyleerd door
“histone acetyltransferases” (HATs) en gedeacetyleerd door “histone deacetylases” (HDACs).
Histon deacetylering is vaak geassocieerd met chromatine condensatie en repressie (remming)
van transcriptie. De HDACs zijn onderverdeeld in vier verschillende klassen, waaronder
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klasse Ill, genaamd sirtuins. Het Sir2 eiwit, de afkorting van Silent Information Regulator 2, is
het bekendste voorbeeld van een sirtuin. In bakkersgist cellen is aangetoond dat (verhoogde
werking van) Sir2 de levensduur verlengt. Sir2 komt ook voor in vele andere organismen
in verschillende varianten. In zoogdieren bestaan zeven sirtuins, SIRT1-SIRT7, die alle een
geconserveerd NAD+ (cofactor) — bindings domein en een katalytisch domein bevatten. Ze
verschillen vooral in hun N- en C-termini. SIRT1 is de evolutionair meest geconserveerde sirtuin
en speelt een cruciale rol in metabolisme, kanker en veroudering.

Door de-acetyleringvanverschillende substraten (zoals histonen, metabolisme enzymen en
transcriptiefactoren), is SIRT1 nauw betrokken bij allerlei fysiologische functies. Het bekendste
substraat van SIRT1 is de eerder genoemde tumorsuppressor p53. p53 reguleert genen die
betrokken zijn bij remming van celgroei en geprogrammeerde celdood. p53 is vaak onderhevig
aan gevaarlijke mutaties: in meer dan 50% van alle menselijke tumoren is een niet-werkend p53
gen aanwezig. Dit defecte p53 eiwit is niet meer in staat om de celdeling te remmen. De mate
van acetylering is essentieel voor de activatie van p53. Hoewel veel onderzoek wordt verricht
aan SIRT1 substraten en hun functies, blijft het onduidelijk hoe SIRT1 activiteit gereguleerd
wordt. In dit proefschrift beschrijven we een nieuwe rol voor PI(5)P en PIP4K in de regulering
van SIRT1 activiteit en in de embryonale ontwikkeling van de zebravis.

Hoofdstuk 1 geeft een beknopt overzicht van de huidige status van het onderzoek naar de
onderwerpen in dit proefschrift. Hierin staat een overzicht van de moleculen en enzymen die
betrokken zijn bij het reguleren van PI(5)P, met nadruk op de rol van de drie PIP4K isoformen
en hun biochemische functies. Ook wordt beschreven welke mechanismen betrokken zijn bij
het reguleren van SIRTT activiteit door stimuli zoals de cofactor NAD+, en door interactie met
andere eiwitten.

Hoofdstuk 2 definieert PI(5)P als nieuwe regulator van SIRT1 enzymatische activiteit. Hier
beschrijven we een directe interactie tussen SIRT1 en fosfo-inositiden, met name PI(5)P, via
een fosfoinositiden bindend eiwit motief (KRKKRK) dat niet eerder geidentificeerd is. Door
te binden aan PI(5P), wordt de deacetylerings activiteit van SIRT1 gereguleerd, zowel in vitro
als in vivo. Bovendien hebben we gevonden dat p53 deacetylering door SIRT1 kan worden
beinvloed door de PI(5)P concentraties te manipuleren. Dit resulteert in meer of minder p53-
afhankelijke transcriptie en stimulering van celdood. Onze resultaten tonen aan dat PI(5)P als
signaalmolecuul kan fungeren, met name wanneer de cel “genotoxische stress” ondervindt.
Hoe PI(5) precies de activiteit van SIRT1 reguleert dient nader te worden uitgezocht. Maar
de identificatie van een nieuw Pl-bindende sequentie in SIRT1 dat de katalytische activiteit
van SIRT1 kan beinvloeden opent nieuwe wegen naar de ontwikkeling van farmacologische
middelen gericht tegen SIRT1.

Er zijn literatuuraanwijzingen dat fosfolipiden behalve deacetylatie ook andere
epigenetische processen kunnen beinvloeden. Deze staan beschreven in hoofdstuk 3, met
daarin de nieuwste inzichten in de rol van fosfolipiden in processen in de celkern (chromatine
en gen transcriptie).

Hoofdstuk 4 is een vervolg op de ontdekkingen beschreven in hoofdstuk 2. Daarin
observeerden we o.a. dat PIP4K expressie de activiteit van SIRT1 kon moduleren. Dit leidde tot
de vraag of deze kinases zelf (en niet alleen het substraat PI(5)P) een rol in SIRT1 functie kunnen
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vervullen. Hoofdstuk 4 verkent niet alleen de posttranslationele modificaties op PIP4AKR maar
beschrijft ook de interactie met SIRTI. Een interactie van SIRT1 met PIP4KP suggereert dat
PIP4Kp kan worden gemodificeerd door (de)acetylering. Door middel van massa spectroscopie
identificeerden wij acht verschillende lysine residuen, waarvan lysine-239 gevoelig bleek voor
de SIRT1 remmer nicotinamide. Ook zagen we dat lysine-239 wordt geacetyleerd door wild-type
SIRTT maar niet door de inactieve SIRT1(K239R) mutant. Gezien de resultaten beschreven in
hoofdstuk 2, suggereren we een mechanisme waarin de PI(5)P afhankelijke stimulatie van SIRT1
activiteit kan worden geregeld door PIP4KR (de)acetylatie. In hoeverre PIP4KB (de)acetylatie de
lokale concentraties van PI(5)P kan veranderen, en hoe acetylatie PIP4Kp activiteit beinvloedt
dient nader onderzocht te worden.

De fysiologische betekenis van de drie PIP4K isovormen is nog onduidelijk. Om dit te
onderzoeken in de embryonale ontwikkeling, hebben we gebruik gemaakt van de een
modelorganisme, namelijk de zebravis (Danio Rerio). De zebravis wordt veel gebruikt om beter
inzicht te krijgen in de complexiteit van de embryonale ontwikkeling. De zebravis biedt vele
voordelen : ze leggen meer dan 300 eieren, en de embryonale ontwikkeling verloopt zeer snel.
Bovendien vindt de embryonale ontwikkeling plaats buiten de moeder en zijn de embryo’s
doorzichtig, zodat het ontwikkelingsproces goed kan worden gevolgd.

In Hoofdstuk 5 identificeren we de zebravis ortholoog (zPIP4Ka) van humaan PIP4Ka en
analyseren we de rol in de embryonale ontwikkeling. Zebravis embryo’s waarin de expressie
van zPIP4Ka is onderdrukt door specifieke morfolino’s (MO’s) vertonen afwijkingen in de
ontwikkeling van het oog, het hart en het middenstuk van romp tot staart. De katalytische
activiteit van zPIP4Ka is geconserveerdin zebravis en zoogdieren. De morfologische afwijkingen
konden grotendeels worden hersteld door re-expressie van actief PIP4Ka. Onze resultaten zijn
de eerste beschrijving dat PIP4Ka expressie en activiteit invloed heeft op ontwikkeling van
vertebraten.

Deresultatenbeschrevenindit proefschriftvergrotenonsinzichtinhetwerkingsmechanisme
van PIP4Ks en het signaalmolecuul PI(5)P. Dergelijke studies kunnen helpen de (patho-)
fysiologische functies te ontrafelen van PIP4K’s in het algemeen, en van PI(5)P in het bijzonder.
Hopelijk kan de nieuwe kennis in de toekomst vertaald worden in therapeutische toepassingen.
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