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Nederlandse

Samenvatting



Een chemisch biologische benadering om lipide metabolisme te
onderzoeken bij neurologische aandoeningen

Het doel van het onderzoek beschreven in dit proefschrift was het bestuderen van lipide metabolisme bij
neurologische aandoeningen. Hiervoor zijn nieuwe chemische methodes ontwikkeld om lipide
metabolisme te visualiseren in het brein. Deze methodes zijn getest in levende cellen in kweek, in het
muizenbrein en uiteindelijk ook in het mensenbrein. Daarna zijn deze methodes toegepast op
hersenweefsel van mensen met Multiple Sclerose en de ziekte van Alzheimer.

Lipiden (vetten) werden in het verleden voornamelijk gezien als moleculaire bouwstenen voor
structurele componenten van het brein en de energievoorziening. Echter, er is hedendaags veel meer
bekend over hoe dynamisch lipiden worden gereguleerd in het brein en hoe lipiden veel belangrijke
biologische processen kunnen sturen. Veel lipiden in het brein worden speciaal gesynthetiseerd om
signalen over te brengen binnen een cel en ook tussen cellen. Hiervoor bestaan er dan ook
specialistische receptoren om deze lipiden te herkennen en die signalen te ontvangen. Hiermee hebben
lipiden een actieve rol in het functioneren van het brein.

Lipiden als signaalmoleculen verschillen echter sterk van de klassicke signaalmoleculen, zoals
neurotransmitters, voornamelijk op hun moleculaire eigenschappen zoals hun hydrofobe karakter, en
de manier waarop deze moleculen gemaakt en verzonden worden. Klassieke neurotransmitters zoals
glutamaat, gamma-amino boterzuur (GABA) of dopamine, worden opgeslagen in microscopische
blaasjes in de uiteindes van axonen, van waaruit ze vervolgens worden vrijgegeven na een elektrisch
signaal. De dynamiek van neurotransmissie wordt daarmee dus voornamelijk gecontroleerd door
vrijgave- en heropnamemechanismen van deze neurotransmitters. Lipiden worden echter meestal pas
gesynthetiseerd als ze nodig zijn en bovendien worden deze lipiden snel afgebroken waarmee hun
werking wordt beéindigd. Dit betekent dat voor een dergelijke signaaltransductie de metabole
snelheden - samen met transportmechanismen - cruciaal zijn voor de sterkte en duur van deze
signalen. In lijn hiermee worden metabole routes voor lipiden vaak sterk gereguleerd door post-
translationele modificatie van eiwitten, ionen of eiwit interactiepartners, wat het moeilijk maakt om
hun rol in vivo te bestuderen met klassieke technieken zoals immunohistochemie of transcriptie
analyse.

Ondanks deze historische uitdagingen hebben recente ontwikkelingen in de chemische biologie en
beeldvormingstechnieken het lipidenonderzoek sterk veranderd. In hoofdstuk 2 werden chemisch-
biologische technieken beschreven om het metabolisme en de distributie van endocannabinoiden en
andere lipiden te visualiseren en te manipuleren. Activiteit-gebaseerde eiwitprofilering (activity-based
protein profiling: ABPP) is een belangrijke techniek gebleken om de activiteit van enzymen te bepalen
in complexe systemen, zoals in hersenweefsel. ABPP voor serine hydrolases, een centraal thema in veel
van het onderzoek dat in dit proefschrift wordt beschreven, werd oorspronkelijk ontwikkeld door
Cravatt en collega’s'”. Zij hebben chemische probes gesynthetiseerd gebaseerd op de toxische
fluorofosfonaten om de activiteit van serine hydrolases in kaart te brengen. Deze ontwikkelingen
hebben sindsdien de medicijnontwikkeling vooruit geholpen, wat heeft geleid tot meerdere kandidaat
medicijnen*®, evenals moleculen voor de fundamentele studie van lipidemetabolisme®. De chemisch-
biologische strategieén voor het bestuderen van lipide metabolisme, zoals beschreven in hoofdstuk 2,
zijn verder verfijnd en toegepast in de navolgende hoofdstukken van dit proefschrift.
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Hoofdstuk 3 beschreef de synthese en de toepassingen van een serie fluorescente probes gericht op de
monoglyceride metaboliserende enzymen MAGL, ABHD6 en ABHDI12. Drie fluorescente MAGL-
probes (LEI-463-BDP-FL, -TMR en -Cy5) visualiseerde effectief MAGL activiteit in zowel muizen- als
menselijke hersenweefsels, evenals in levende cellen. Deze probes konden ook de remming van cellulaire
MAGL-activiteit onder oxidatieve stress vastleggen?'.

Probes gericht op ABHD6 en -12 (LEI-612-BDP-FL en -TMR) visualiseerde selectief deze enzymen in
neuronale- en microglia cellen. In de neuronale cellijn Neuro2a werd aangetoond dat ABHD6-activiteit
toenam tijdens retinoinezuur-geinduceerde differentiatie van deze cellen. Microscopie experimenten
suggereerden dat ABHDG6 betrokken is bij het uitgroeien van neurieten van Neuro2a-cellen. ABHD12-
activiteit werd waargenomen in microglia en gemoduleerd door (anti-)inflammatoire stimuli, zoals
TGEFp (dat de activiteit verhoogde) en IFNy/LPS (dat de activiteit verminderde).

Samengevat legden deze set aan probes enzymactiviteit effectief vast in levende cellen. Dit zijn voor in
de toekomst handige hulpmiddelen zijn voor het bestuderen van het endocannabinoide metabolisme.

Hoofdstuk 4 werd een op activiteit gebaseerde histologieprotocol ontwikkeld voor het in kaart brengen
van enzymactiviteit in vers ingevroren hersenweefsel met behulp van de fluorescente probes die in
hoofdstuk 3 zijn beschreven. Het protocol werd geoptimaliseerd om de weefselintegriteit en
enzymactiviteit te behouden, en een zeer selectieve kleuring van actieve MAGL werd bereikt. In de
hippocampus van muizen was MAGL-activiteit gelokaliseerd in astrocyten en presynaptische
compartimenten, wat in overeenstemming is met eerdere immunohistochemische studies*-**. Het
protocol werd vervolgens ook toegepast naar menselijk weefsel van de hersenschors, waar MAGL-
activiteit selectief gevisualiseerd kon worden en prominent aanwezig was in astrocyten.

Hoofdstuk 5 beschrijft een studie naar multiple sclerose (MS), een neuro-inflammatoire en
demyeliniserende ziekte die wordt gekenmerkt door focale laesies in het centrale zenuwstelsel, wat leidt
tot ernstige en onomkeerbare achteruitgang van hersenfuncties. De moleculaire mechanismen die de
chronische uitbreiding van laesies en daarmee de ziekteprogressie aansturen®?, zijn nog grotendeels
onbekend®. In dit hoofdstuk werd de moleculaire diversiteit van verschillende stadia van witte stof-
laesies in MS onderzocht om moleculaire patronen te ontdekken die associéren met ziekteprogressie.
Histopathologische- en klinische gegevens van MS patiénten bij de Nederlandse Hersenbank toonden
aan dat (gemengd) actieve laesies met vet-stapelende microglia associeerde met een snellere
ziekteprogressie. Vervolgens werd een moleculaire analyse uitgevoerd op 110 menselijke hersenweefsel
van 28 MS-patiénten en 10 controle-donoren. Deze weefsels bevatten actieve, gemengd
actieve/inactieve, inactieve en geremyeliniseerde laesies, naast normaal ogende witte stof, peri-
laesionele witte stof en controle witte stof.

Een uitgebreide lipide analyse van 712 lipidesoorten onthulde een unieke lipidesamenstelling in MS-
laesies in vergelijking met gezond weefsel. Myeline-geassocieerde lipiden, zoals cholesterol,
(plasmalogeen)fosfolipiden en sfingolipiden, waren sterk verminderd in alle laesiestadia, terwijl
geoxideerde fosfolipiden verhoogd waren. Actieve en gemengd actieve/inactieve laesies met vet-
stapelende microglia vertoonden verhoogde cholesterol-opslag in lipide druppels, afkomstig van
cholesterol in myeline. Bovendien waren bismonoacylglycerolfosfaten (BMPs) en geoxideerde vetzuren
verhoogd in laesies met vet-stapelende microglia, wat respectievelijk wijst op een verhoogd aantal
lysosomen en een ontstekingsreactie.
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Transcriptoom- en proteoom analyse onthulden een uniek moleculair profiel in laesies met vet-
stapelende microglia, dat het vet-stapelende microglia fenotype kon koppelen aan genen en eiwitten die
betrokken zijn bij lysosomale stress, fagocytose, lipideopslag en -recycling, antivirale respons en
antigeenpresentatie, met hoge GPNMB expressie als een belangrijke moleculair kenmerk. Deze
signatuur werd verder bevestigd door de transcriptoom analyse te integreren met eerder gerapporteerde
transcriptoom analyse op celniveau®, wat hielp om een unieke moleculaire toestand te definiéren van
vet-stapelende microglia ten opzichte van andere microglia. Laesies met vet-stapelende microglia
vertoonden ook verhoogde immunoglobuline (IgG)-niveaus en een toegenomen infiltratie van
plasmacellen, wat suggereert dat lokale IgG-productie bijdraagt aan chronische ontsteking en
fagocytose.

Figuur 1. Een ontstekingscyclus die op chronische laesie-uitbreiding duidt. De moleculaire signatuur van
gemengd actieve/inactieve laesies met schuimende microglia suggereert een voortdurende cyclus tussen B-cellen en
schuimende microglia. Immunoglobulines (IgGs) van plasmacellen stimuleren fagocytose door microglia, wat leidt
tot vet-stapelende cellen die worden gekenmerkt door ophoping van cholesterol in lipidendruppels of als kristallen™.
Dit veroorzaakt lysosomale stress en oxidatieve stress, wat resulteert in verhoogde productie van
ontstekingsbevorderende geoxideerde vetzuren en expressie van componenten van de complementscascade, wat
microglia activatie en fagocytose verder versterkt. Oxylipinen, zoals 15-HETE, PGE2 of 12-HHTYE, kunnen op hun
beurt bijdragen aan het aantrekken van meer adaptieve immuuncellen, B-cel differentiatie en T-cel activatie
bevorderen en IgG-productie verhogen, wat resulteert in ontstekingscyclus die laesie-uitbreiding stimuleert.

Samenvattend wijzen deze moleculaire profielen op een schadelijke zichzelf-versterkende cyclus tussen
vet-stapelende microglia en het adaptieve immuunsysteem, met name lokale antistof-producerende
cellen®*** (Figuur 1). Dit ontstekingsfenotype lijkt onafthankelijk van de instroom van immuuncellen
vanuit de circulatie’*. Dit verklaart waarschijnlijk waarom dergelijke laesies niet worden aangepakt
door therapieén die zich richten op de infiltratie van adaptieve immuuncellen, zoals ocrelizumab
(CD20+ B-celdepletie), natalizumab (blokkering van T-celinfiltratie) en sphingosine-1-
fosfaatmodulatoren zoals fingolimod (blokkering van T-celinfiltratie)*®. Het doorbreken van deze
schadelijke cyclus is een belangrijk aanknopingspunt voor de ontwikkeling van therapieén die
progressieve achteruitgang bij MS voorkomen.

ABPP in deze MS-laesies identificeerde monoacylglycerol lipase (MAGL of MGLL) als een belangrijk
doelwit, met significant verhoogde activiteit in laesies met vet-stapelende microglia. Met behulp van de
fluorescente chemische probes ontwikkeld in hoofdstuk 3 werd MAGL-activiteit aangetoond in de
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randen van gemengd actieve/inactieve laesies in deze vet-stapelende microglia, alsmede in astrocyten.
MAGL is het belangrijkste enzym voor de omzetting van 2-arachidonoylglycerol (2-AG) naar vrij
arachidonzuur (AA) in de hersenen, een belangrijke voorloper van oxylipinen*. Remming van MAGL
activiteit zou de oxylipine-geinduceerde ontsteking kunnen verminderen en herstel kunnen
bevorderen. Het meten van de geoxideerde vetzuren, GPNMB of andere moleculaire kenmerken van
vet-stapelende microglia in het bloed of lumbaalpunctie zou in de toekomst kunnen helpen bij
patiéntenselectie en behandelingsmonitoring, voor een meer gepersonaliseerde behandeling van
MSS7,38.

Hoofdstuk 6 beschrijft een onderzoek naar lipidenmetabolisme bij de ziekte van Alzheimer (AD) door
lipide compositie en enzymactiviteit te analyseren met behulp van ABPP. Het opnemen van een groep
resilient donoren - individuen met ernstige AD-pathologie maar zonder cognitieve achteruitgang - was
cruciaal om processen te onderscheiden die direct gerelateerd zijn aan cognitieve achteruitgang van die
gerelateerd aan AD-pathologie. Geoxideerde w6-vetzuren waren significant verhoogd bij AD-donoren,
wat duidt op neuro-inflammatie®. Triglyceriden (TAGs), met name die met een hoge mate van
onverzadiging, waren verminderd bij weerbare donoren in vergelijking met AD-patiénten, wat wijst op
verschillen in de vorming van lipide druppels. Oil Red O-kleuring bevestigde dat er minder lipide
druppels zijn in de cellen van resilient donoren, wat wijst op een minder pro-inflammatoire microglia
toestand bij resilience tegen de ziekte van Alzheimer***..

ABPP benadrukte veranderingen in lipide metaboliserende enzymen, zoals een afname van actieve
ABHDE als reactie op AD-pathologie. Verrassend genoeg was deze afname onathankelijk van ABHD6-
expressie, wat suggereert dat er post-translationele processen zijn die de activiteit van ABHD6
reguleren. De toegevoegde waarde van ABPP wordt hier duidelijk, omdat veranderingen in ABHD6-
activiteit niet zouden zijn gedetecteerd met klassieke technieken zoals transcriptoom analyse.

Integratie van lipide-, enzymactiviteits- en transcriptie data identificeerde een moleculair profiel dat
gekoppeld is aan Amyloid B-plaquebelasting. Dit profiel correleerde met verhoogde inflammatoire
geoxideerde w6-vetzuren, gliose en verlies van interneuronen bij zowel AD- als resilient donoren.
Samenvattend laat deze studie zien dat veel moleculaire veranderingen in de frontale cortex bij AD ook
voorkomen bij resilient donoren, die cognitief intact zijn. Echter, triglyceriden en lipide druppels waren
de enige moleculaire kenmerken die verschilden tussen AD-patiénten en resilient donoren. Daarmee
zijn lipide druppels interessant om verder te onderzoeken in de context van cognitieve achteruitgang.

Afsluitende woorden

Dit proefschrift beschrijft een chemisch-biologische benadering om lipide metabolisme bij
neurologische aandoeningen in kaart te brengen. Nieuwe chemie-gebaseerde methodes werden
ontwikkeld en toegepast op zowel muizen- als menselijk hersenweefsel om lipide metabolisme te
visualiseren. Hiermee werden potentiéle aanknopingspunten geidentificeerd die kunnen worden benut
voor de ontwikkeling van nieuwe medicijnen voor neuro-inflammatoire ziekten zoals multiple sclerose
en de ziekte van Alzheimer. De combinatie van chemisch-biologische technieken zoals activiteit-
gebaseerde eiwitprofilering (ABPP) en bio-orthogonale chemie, massa spectrometrie gebaseerde lipide-
en eiwit analyse, met traditionele technieken zoals transcriptoom analyse en immunohistochemie was
essentieel om goed begrip te verkrijgen van het lipide metabolisme in deze complexe neurologische
ziekten. De samenwerking tussen neurowetenschappers en chemici, zoals beschreven in dit
proefschrift, zal noodzakelijk blijven om nieuwe medicijnen te ontwikkelen voor hersenziektes en om
een fundamenteel begrip van het menselijk brein te verkrijgen.
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