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De huidige en nog in ontwikkeling zijnde behandelingsmogelijkheden voor de ziekte van
Parkinson zijn er enerzijds op gericht om het dopamine-niveau in het striatum zo goed
mogelijk te herstellen en anderzijds om de degeneratie van dopaminerge neuronen in de
substantia nigra een halt toe te roepen.

Intrastriatale implantatie van jonge dopaminerge neuronen lijkt een zeer beloftevolle
benadering om het eerste doel te bereiken. Door ervoor te zorgen dat er functionele
synaptische verbindingen kunnen ontstaan tussen de geimplanteerde dopaminerge
neuronen en de interneuronen in het striatum, is het zelfs mogelijk om de afgifte van
dopamine door de geimplanteerde neuronen enigszins te reguleren en modificeren. Herstel
van het striatale dopamine-niveau kan leiden tot verbetering van de sturing van fijne
motoriek en tot een vermindering van de motorische problemen karakteristiek voor
Parkinsonpatiénten. Een belangrijke doorbraak in de toepasbaarheid van dopaminerge
celtransplantatie als een therapeutische optie was de mogelijkheid om dopaminerge cel
implantaten te verkrijgen via in-vitro differentiatie van humane embryonale stamcellen in
plaats van isolatie uit het ventrale mesencephalon van geaborteerde foetussen. De
belangwekkende ontdekking van iPS cellen (induced pluripotent stem cells) door Shinya
Yamanaka in 2006 bracht met zich de belofte op een onbeperkte, autologe bron van
dopaminerge neuronen zonder de ethische en praktische bezwaren verbonden aan het
gebruik van uit abortus verkregen foetale cellen of van embryonale stamcellen.

Wat betreft het tweede doel van een Parkinsontherapie, het stopzetten van het
degeneratie-proces in dopaminerge neuronen, is er recentelijk steeds meer aandacht voor
de rol van ontstekingsprocessen in het ontstaan en het ontwikkelen van de ziekte van
Parkinson. Het identificeren van relevante immuuncomponenten die daarbij een rol spelen
kan leiden tot nieuwe therapeutische benaderingen waarmee de degeneratie van
dopaminerge neuronen vertraagd of eventueel geheel gestopt worden.

Het onderzoek beschreven in dit proefschrift betreft met name studies naar de mogelijke
toepassing van uit iPS-cellen verkregen dopaminerge implantaten in de behandeling van de
ziekte van Parkinson. Daarnaast komen een nieuwe immuno-pathogene component voor de
ziekte van Parkinson en een mogelijke virale vector voor gentransfectie van hersencellen aan
de orde.

Na een inleiding over de stand van zaken wat betreft kennis over de pathogenese en
behandelingsopties voor de ziekte van Parkinson in hoofdstuk 1, hebben wij, in de vorm van
een Review artikel, een overzicht gegeven van de studies die gedaan zijn met het implanteren
van dopaminerge neuronen in het 6-OHDA ratmodel voor de ziekte van Parkinson, waarbij
het gedrag en de effecten van primaire dopaminerge neuronen vergeleken werden met die
verkregen uit iPS-cellen (hoofdstuk 2). Humane foetale dopaminerge neuronen geisoleerd
uit het ventrale mesencephalon gelden als de gouden standaard voor de positieve effecten
van intrastriatale cel-implantatie. Verscheidene klinische trials hebben aangetoond dat
Parkinsonpatiénten na transplantatie met deze cellen significant verbeterden in hun
motoriek en minder afhankelijk waren van L-DOPA; postmortem onderzoek op
Parkinsonpatiénten 10 jaar na implantatie liet zien dat de getransplanteerde foetale
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dopaminerge neuronen, duidelijk herkenbaar, geintegreerd waren in het striatale circuit. De
cruciale vraag is of de dopaminerge neuronen verkregen uit iPS-cellen na intrastriatale
implantatie net zo effectief zijn als de primaire foetale dopaminerge neuronen. Zij vertonen
weliswaar dezelfde Kkarakteristieke eigenschappen van dopaminerge neuronen, o.a.
dopamine-productie en release en een karakteristiek spontaan vuurpatroon, en zij brengen
dezelfde marker-eiwitten tot expressie, maar de vraag is of zij op vergelijkbare wijze de
transplantatie procedure overleven, uitgroeien en integreren en stabiel zijn na implantatie.
Vergelijking van hun gedrag en hun effectiviteit met die van primaire humane foetale
dopaminerge neuronen na implantatie in het ratmodel voor de ziekte van Parkinson (met
een unilaterale laesie in de substantia nigra m.b.v. 6-OHDA) kan een antwoord op die vragen
bieden. In het Review, geven wij aan dat zowel de primaire als de uit iPS-cellen afkomstige
dopaminerge neuronen een functionele verbetering geven van het ‘Parkinson’ rotatie-gedrag
van de experimentele ratten. Het blijkt echter dat een veel groter aantal uit iPS-cellen
afkomstige dopaminerge neuronen nodig is om een zelfde rotatie-reductie te verkrijgen als
met primaire foetale dopaminerge neuronen. Hoewel het dopaminerge karakter van de
geimplanteerde, uit iPS-cellen afkomstige neuronen behouden bleef na implantatie in het
striatum, bleek hun uitgroei vele malen beperkter dan die van geimplanteerde primaire
dopaminerge neuronen. Blijkbaar had het iPS-reprogrammeringsproces en het
daaropvolgende differentiatie-proces geleid tot verstoringen in de expressie van genen
betrokken bij de ontwikkeling en uitgroei van de dopaminerge neuronen.

Ten einde verschillen tussen de uit iPS-cellen gedifferentieerde dopaminerge neuronen en
primaire dopaminerge neuronen vast te stellen, hebben wij, in hoofdstuk 3, het expressie-
profiel van beide celpopulaties in detail vergeleken. Daarvoor hebben wij transgene Ptix3-
GFP muizen gebruikt, zodat we met behulp van GFP-FAC-sorting zuivere dopaminerge
neuronen kregen. We hebben de Ptix3-GFP iPS-cellen tot dopaminerge neuronen
gedifferentieerd met behulp van algemeen geaccepteerde protocollen daarvoor. Door middel
van de analyse van de transcriptie van, voor ventrale mesencephalon specifieke,
dopaminerge marker-eiwitten hebben wij de correcte identiteit van deze dopaminerge
neuronen bevestigd. Bovendien voldeden de uit iPS-cellen afkomstige dopaminerge
neuronen aan een aantal meer algemene criteria voor dopaminerge neuronen, zoals de
productie en secretie van dopamine, het typische patroon van spontane
actiepotentiaaltreinen en de reductie van amfetamine-geinduceerd rotatie-gedrag na hun
implantatie in het Parkinson ratmodel met een unilaterale 6-OHDA laesie. Vervolgens
hebben wij genome-wide het expressie-profiel van de uit iPS-cellen verkregen dopaminerge
neuronen in kaart gebracht en vergeleken met dat van primaire dopaminerge neuronen die
geisoleerd waren tijdens verschillende stadia van embryonale en postnatale ontwikkeling.
Vergelijking met dopaminerge neuronen uit verschillende ontwikkelingsstadia is relevant
omdat de uit iPS-cellen verkregen dopaminerge neuronen eigenlijk ook als embryonaal
beschouwd kunnen worden: immers, het proces van iPS-reprogrammering induceert een
volledige re-setting en verjonging van de resulterende dopaminerge neuronen ondanks de
relatief lange kweekduur noodzakelijk voor hun correcte differentiatie en maturatie. Uit de
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uitgebreide gen-analyses bleek dat de expressie van pluripotentie-genen in de uit iPS-cellen
verkregen dopaminerge neuronen, naar verwachting, volledig geremd was, maar ook dat
enkele fibroblastspecifieke genen toch nog tot expressie kwamen. De sterkste gen-expressie
correlatie tussen de uit iPS-cellen verkregen dopaminerge neuronen en de primaire
embryonale dopaminerge neuronen bleek met name aanwezig in de genclusters specifiek
voor ventraal mesencephale dopaminerge neuronen. Opmerkelijk genoeg bleek dat de uit
iPS-cellen verkregen dopaminerge neuronen een afwijkende expressie van genen hadden die
betrokken zijn bij globale transcriptieprogramma’s coderend voor de fundamentele
ontwikkeling van het zenuwstelsel, voor de basale, normale ontwikkeling van neuronen en
nog specifieker voor de differentiatie en neuriet-uitgroei van neuronen. Het is zeer
waarschijnlijk dat deze kleine afwijkingen in gen-expressie verantwoordelijk zijn voor de
geringe neuriet-uitgroei van de uit iPS-cellen verkregen dopaminerge neuronen na
intrastriatale implantatie. Een zeer uitgebreide en ver reikende uitgroei van neurieten is
cruciaal voor een succesvolle implantatie van dopaminerge neuronen en voor de gunstige
effecten op de symptomen van de ziekte van Parkinson in patiénten. Het is mogelijk om, aan
het eind van de in-vitro differentiatie van iPS-cellen tot dopaminerge neuronen, de cellen
zodanig (genetisch) te modificeren dat hun capaciteit tot vorming van uitgebreide
neurietbomen specifiek gestimuleerd wordt. In hoofdstuk 4, beschrijven wij experimenten
waarin wij de (over)expressie van 2 adhesie-factoren, PSA-NCAM (door transfectie van het
gen coderend voor het PSA-transferase STX) en L1CAM, specifiek induceren in uit iPS-cellen
verkregen dopaminerge neuronen. Na verificatie van de geinduceerde over-expressie van
PSA-NCAM en L1CAM, onderzochten wij de effecten op de neurietvorming in deze
dopaminerge neuronen. Het bleek dat de over-expressie van beide adhesie-moleculen
resulteerde in een significante toename in de uitgroei en complexe morfologie van de
neurietbomen in de dopaminerge neuronen, tenminste als ze gekweekt werden op een laag
van astrocyten. Echter, als de PSA-NCAM/L1CAM-getransfecteerde uit iPS-cellen verkregen
dopaminerge neuronen uitgeplaat werden op slices van postnataal muizen striatum kon geen
enkel effect meer op neuriet-uitgroei gedetecteerd worden; slechts een opvallend patroon
van parallel-uitgroeiende neurieten was zichtbaar duidend op een specifieke interactie met
het substraat. Ook na implantatie van de PSA-NCAM/L1CAM-getransfecteerde, uit iPS-cellen
verkregen dopaminerge neuronen in het striatum van ratten met een 6-OHDA laesie in de
substantie nigra, was de neuriet-uitgroei niet opvallend gestimuleerd en vergelijkbaar met
de uitgroei op de striatale slices in-vitro. Daar kwam bij dat het aantal overlevende,
geimplanteerde dopaminerge neuronen uitermate gering was, waarschijnlijk toe te schrijven
aan de sterk verzwakte conditie van de cellen na de lange traumatische procedures van virale
transfectie en van (Pitx3-GFP) FAC-sorting. Het is duidelijk dat voor een succesvolle
genetische modificatie van de uit iPS-cellen verkregen dopaminerge neuronen, de
transfectie/transductie-methodieken geoptimaliseerd moeten worden.

Het is van cruciaal belang om inzicht te krijgen in de factoren die een rol spelen in de
degeneratie en sterfte van dopaminerge neuronen in het brein van Parkinsonpatiénten;
immers deze factoren kunnen uiteindelijk ook de nieuwe geimplanteerde dopaminerge
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neuronen weer gaan aantasten. Een interessante nieuwe factor is perforin, een uitermate
krachtige cytotoxische component van het immuunsysteem: perforin kan pores vormen in
de celmembraan en granzymes uitstoten, die direct leiden tot cellysis of apoptosis. In
hoofdstuk 5 laten we zien dat intoxicatie van muizen met MPTP, een veel gebruikte methode
om in muizen specifieke degeneratie van dopaminerge neuronen en ‘Parkinson-pathologie’
na te bootsen, resulteerde in een toename in het serumniveau van perforin. Met behulp van
transgene perforin-knockout (Pfp-/-) muizen hebben we de rol van perforin in de (MPTP-
geinduceerde) pathogenese van de ziekte van Parkinson onderzocht. Wij vonden dat de
acute effecten van MPTP op het dopamine-niveau in het striatum van Pfp-/- muizen
significant minder waren dan in de wild-type muizen; ook was het aantal dopaminerge
neuronen in de substantia nigra na MPTP-behandeling, in schrille tegenstelling tot de wild-
type muizen, niet significant gereduceerd in de Pfp-/- muizen. Daarbij bleek dat de microglia-
activatie in het striatum van MPTP-behandelde Pfp-/- muizen veel minder was dan in de
MPTP-behandelde wild-type muizen. Onze studies laten voor het eerst zien dat perforin-
deficiéntie, MPTP-geinduceerde toxiciteit aan het nigrostriatale systeem voorkomt. Deze
resultaten suggereren dat perforin een rol speelt in de directe of indirecte beschadiging van
dopaminerge neuronen tijdens de pathogenese van de ziekte van Parkinson. Perforin wordt
met name geproduceerd in specifieke cytotoxische lymfocytensubpopulaties waarvan is
aangetoond dat ze Parkinsonhersenen infiltreren en het is dan ook waarschijnlijk dat deze
cellen betrokken zijn bij de perforin-effecten op de dopaminerge neuronen. Jammer genoeg
zijn we tot nu toe niet in staat geweest om de aanwezigheid van perforin-positieve
lymfocyten in de substantia nigra van MPTP-behandelde muizen onomstotelijk aan te tonen.
Daarnaast is in andere aandoeningen aangetoond dat perforin de bloed-hersen-barriére kan
aantasten en wellicht speelt perforin ook een indirecte rol in Parkinsonpathogenese doordat
het zo het binnendringen van cytotoxische lymfocyten faciliteert. Het lijkt zeer de moeite
waard om de therapeutische mogelijkheden van (anti-)perforin voor de ziekte van Parkinson
verder te onderzoeken.

Modificatie van de micro-omgeving van specifieke cellen door middel van de geforceerde
expressie van relevante extracellulaire matrixcomponenten kan inflammatie reduceren en
neuroprotectie en neuroregeneratie stimuleren. Met het oog op deze toepassing, hebben we
in hoofdstuk 6 onderzocht wat de meest geschikte manier is om bepaalde genen tot
expressie te brengen in een beschadigde regio van het centraal zenuwstelsel. Een probleem
daarbij is dat door glia-littekenvorming en necrose een rigide barriere is ontstaan die
verspreiding van virale transfectievectoren belemmert. Een geschikt experimenteel
diermodel om de afgifte van genen via transfectie in de vijandige omgeving van het
beschadigde zenuwstelsel te bestuderen, is het muismodel met een gestandaardiseerde
geinduceerde ruggenmerg-beschadiging. Het adeno-associated virus (AAV) is veelvuldig
getest in klinische trials, maar de efficiéntie van verschillende serotypes is zeer variabel en
weefselspecifiek. Met GFP als reportergen, hebben wij de efficiéntie van verschillende
serotypes van AAV’s (d.w.z. verschillende capsides met het zelfde genoom) onderzocht in
muizen met een beschadigd ruggenmerg. In vergelijking met het in de kliniek gebruikte
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AAV2, bleek het AAVS5 zich veel verder te verspreiden van de injectie-plek in het beschadigde
ruggenmerg. Meer cellen waren getransduceerd door AAV5 dan door AAV2 en de totale
transgen-expressie was veel hoger in het AAV5-getransduceerde ruggenmerg.

CONCLUSIES

Gezien de aard van de ziekte van Parkinson zou een optimale therapie moeten bestaan uit
een combinatie van dopaminerge neuronvervanging en een blokkering van het verdere
verlies van nog resterende dopaminerge neuronen.

Met de ontdekking van iPS-cellen in 2006, is er een onuitputtelijke bron van autologe
dopaminerge neuronen voor celtransplantatie beschikbaar gekomen. Met een aanzienlijke
toename in het begrip van onderliggende reprogrammeringsmechanismes, zijn in recente
jaren tal van verbeteringen in de iPS-protocollen doorgevoerd, met name met het oog op een
veilige Kklinische toepassing, die in de nabije toekomst onafwendbaar lijkt. Ons onderzoek
laat zien dat de in-vitro processen van iPS-reprogrammering en daaropvolgende
differentiatie leidt tot kleine afwijkingen in het (epi)genoom van de resulterende
dopaminerge neuronen die met name consequenties hebben voor hun neuriet-uitgroei na
transplantatie; verdere optimalisatie van het reprogrammeringsprotocol en toepassing van
additionele genetische modulatie zou hierin een verbetering kunnen brengen.

Wat betreft het stoppen of beperken van het verdergaande verlies van dopaminerge
neuronen bij Parkinsonpatiénten, kan immuunmodificatie-therapie in de toekomst wellicht
nieuwe mogelijkheden bieden, b.v. door schadelijke lymfocyten uit te schakelen en/of
protectieve lymfocyten selectief te stimuleren. Zo bleek passieve immunisatie van muizen
met anti-a-synucleine antilichamen degradatie van a-synucleine-aggregaten te bevorderen
en dopaminerge neuronen te redden. De transfer van T-lymfocyten, geisoleerd uit een muis
die behandeld was met copaxone, bleek neuroprotectief in MPTP-behandelde muizen.
Copaxone is in staat cytotoxische T-lymfocyten te veranderen in een meer anti-inflammatoir
phenotype. Ook de transfer van een specifieke T-lymfocytsubpopulatie, de regulatoire T-
cellen of Tregs, leidde tot een verminderde neurodegeneratie in MPTP-muizen waarschijnlijk
doordat ze de overreactiviteit van T-lymfocyten onderdrukken.
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down moments. Dr. Yu, thanks for sharing your experience as a PhD in Japan. Xuanjun and
Peizhi, it was not easy to take care of everything and everyone in the lab as a secretary and
at the same time take care of the mice in the animal center. But you both did a wonderful job!
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can talk about everything in our life, and benefit from the talks. Jinfei, good luck with your
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were always willing to help everyone around you. Wish you and Xuanjun lots of happiness.
Wang Yan, you were a guy of few words. But every conversation with you was an interesting
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one among us to start a family, wish you good luck and lots of happiness. Fang Ping, Xie Lin,
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