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MYO5B speelt een belangrijke rol bij endosomale homeostase in intestinale
epitheelcellen (1, 2). Gereguleerd endosomaal transport is cruciaal voor de polariteit
van epitheelcellen en de ontwikkeling van darmarchitectuur (3). Mutaties in MYO5B
kunnen microvillusinclusieziekte (MVID) (4-6) en/of progressieve familiale
intrahepatische cholestase (7) veroorzaken. Bovendien is het MYO5B-geassocieerde
recycling-endosomaal systeem betrokken bij het proces van celdeling, waaronder
cytokinese (8, 9) en oriéntatie van de mitotische spoel (10-12). Onlangs is er bewijs
geleverd dat MYO5B gecorreleerd is aan tumorigenese en de prognose van
colorectale kanker (CRC) (13). Het doel van dit proefschrift was om meer inzicht te
verkrijgen in de rol van MYO5B in MVID, celdeling en CRC.

MVID wordt gekenmerkt door ernstige vlokatrofie en de verkeerde lokalisatie van
borstelzoomeiwitten (14, 15, 20). We identificeerden een nieuw element van het
mechanisme waardoor het verlies van myosine Vb functie tot deze defecten leidt en
identificeerden nieuwe leads voor therapeutische interventie. Zo laten we in hoofdstuk
3 zien dat verlies van myosine Vb het laat endolysosomale systeem beinvloedt, zoals
blijkt uit lysosomale ijzeraccumulatie, een door ijzer veroorzaakte overgevoeligheid
voor oxidatieve lysosoomschade en resulterende celdood. Belangrijk is dat
behandeling met antioxidanten en ijzerchelatoren de overgevoeligheid van myosine-
Vb gedepleteerde cellen voor de door oxidatieve stress veroorzaakte celdood in
cellijinsystemen tegenging. Onze resultaten tonen aan dat myosine Vb belangrijk is
voor laat endolysosomale homeostase. Overgevoeligheid van myosine-Vb-
gedepleteerde cellen voor oxidatieve lysosomale membraanpermeabilisatie en
celdood moet als onderdeel van MVID-pathogenese worden beschouwd. We poneren
de stelling dat een dergelijke celdood ten grondslag ligt aan de ernstige viokatrofie in
MVID.

Vlokatrofie wordt ook waargenomen in diermodellen van MVID (21). Daarom werden
in hoofdstuk 4 myoSb-knockout muizen gebruikt om onze hypothese te testen dat
oxidatieve celdood ten grondslag lag aan de ernstige viokatrofie in MVID. Vergelijkbaar
met onze cellijnstudies vonden we dat functieverlies van myosine Vb veranderingen

veroorzaakte in het laat endolysosomale systeem in muizeenterocyten, zoals blijkt uit
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lysosomale ijzerstapeling en overgevoeligheid voor oxidatieve lysosoomschade. We
toonden aan dat behandeling met de antioxidant N-acetylcysteine (NAC) de viokatrofie
- die werd waargenomen na MYOS5B-inactivatie - aanzienlijk verminderde en de
bloedsuikerspiegel herstelde. De NAC-behandeling herstelde tevens gedeeltelijk de
lokalisatie van borstelzoomeiwitten, waaronder ezrin, DPPIV en NHE3. Alles bij elkaar
genomen hebben we een nieuw moleculair mechanisme geidentificeerd dat de
uitgebreide vlokdegeneratie bij MVID verklaart en preklinisch bewijs levert dat
behandeling met antioxidanten een veelbelovende farmacologische therapeutische
optie is voor MVID-patiénten.

Myosin Vb is een recycling endosoom-geassocieerd eiwit en betrokken bij celpolariteit.
Recycling door middel van endosomen en daarmee geassocieerde eiwitten, met name
het myosine Vb-bindende eiwit kleine GTPase rab11a, is ook geimpliceerd in
celdelingsprocessen, waaronder de oriéntatie van de mitotische spoel (10-12) en
cytokinese (8, 9). Hoofdstuk 5 beschrijft dat verlies van MYObB-expressie de
cytokinese vertraagde en de oriéntatie van de mitotische spoel veranderde, wat leidde
tot de verkeerde oriéntatie van het celdelingsvlak en de delaminatie van intestinale
epitheelcellen veroorzaakte. We vonden dat de effecten op de oriéntatie van de
mitotische spoel, maar niet op de cytokinese, een direct gevolg was van fysieke hinder
door vergrote late endosomen (hier ook vacuolen genoemd), die werden gevormd als
gevolg van een herverdeling van chloridekanalen van het celoppervlak naar late
endosomen na verlies van MYO5B. Beschikbaarheid van Rab7 werd geidentificeerd
als een beperkende factor voor de ontwikkeling van vergrote late endosomen. In
overeenstemming daarmee werden de misoriéntatie van de mitotische spoel en
celdelaminatie gecorrigeerd na verhoging van de beschikbaarheid van rab7 in de
MYOS5B-knock-outcellen. Resultaten met de laat endosomale vacuole-remmer
bafilomycine A1 en vacuole-inductor wortmannin ondersteunden de relatie tussen de
mitotische spoeloriéntatiedefecten en de aanwezigheid van laat endosomale vacuolen.
Over het algemeen identificeerde dit hoofdstuk een nieuwe rol voor MYOS5B bij de
regulering van de grootte van late- ndosomen, en het onvermogen om de omvang van
late endosomen te beheersen als een onverwacht nieuw mechanisme dat ten

grondslag ligt aan defecten in celdelingsoriéntatie en epitheliale architectuur.

In hoofdstuk 6 hebben we de rol van MYO5B onderzocht bij het reguleren van de

chemosensibilisatie van colorectale kanker (CRC). We hebben aangetoond dat verlies
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van myosine Vb de gevoeligheid van CRC Caco-2-cellen voor cisplatine verhoogde.
Verlies van myosine Vb in Caco-2-cellen beinvioedde de herverdeling van Golgi-
geassocieerd ATP7B naar het plasmamembraan onder omstandigheden van
verhoogde koperconcentraties maar niet van cisplatine. Met behulp van fluorescent
gelabeld cisplatine vonden we dat cisplatine zich ophoopt in lysosomale
compartimenten. Ten slotte hebben we aangetoond dat de overgevoeligheid voor
cisplatine in myosine-Vb-depleteerde Caco-2-cellen wordt veroorzaakt door door
cisplatine geinduceerde reactieve zuurstofsoorten (ROS) die de lysosomale
membraan gevoelig maakten voor permeabilisatie en een daaropvolgende celdood.
Deze studie concludeerde dat het verlies van myosine Vb de gevoeligheid van
colorectale kankercellen voor cisplatine verhoogt door verandering van de lysosomale

membraanintegriteit.

Perspectieven

Uit de studies van MVID in hoofdstuk 3 en hoofdstuk 4 hebben we geleerd dat
veranderingen in het laat endolysosomale systeem en de nadelige gevolgen daarvan
voor aan oxidatieve stress blootgestelde enterocyten deel uitmaken van de
pathogenese van MVID. De behandeling met antioxidanten van MYO5B-knockout-
muizen met NAC verminderde viokatrofie zonder veranderingen in celproliferatie, en
herstelde de darmfunctie gedeeltelijk. Ondersteund door de gerapporteerde
associaties tussen oxidatieve stress, vlokatrofie en intestinale mucosale pathologieén
in dierstudies (22-25), poneren we de stelling dat de overgevoeligheid van myosine-
Vb-gedepleteerde epitheelcellen voor oxidatieve lysosoombeschadiging en daaruit
volgende celdood een plausibele en potentieel klinisch mogelijke oorzaak is van de
ernstige vlokatrofie bij MVID. Deze studie gaf dus aan dat het voorkomen van
oxidatieve dood van vlok-enterocyten onderdeel moet zijn van de behandeling van
MVID-patiénten. Dit biedt een nieuwe therapeutische mogelijkheid voor MVID-
patiénten. Klinische studies moeten worden uitgevoerd om te bepalen of voor de
kliniek goedgekeurde antioxidanten of ijzerchelatoren geschikt zijn om de atrofie van
de darmvlokken en de schadelijke gevolgen daarvan (bijv. malabsorptie, secretoire
diarree) bij MVID-patiénten te verminderen.
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NAC is een door EMA en FDA goedgekeurd, patentvrij medicijn voor de behandeling
van paracetamolintoxicatie bij volwassenen en kinderen. NAC is ook geregistreerd als
een niet-voorgeschreven (‘over the counter’) medicijn voor gebruik bij kinderen (> 2
jaar) als een orale of inhalatie-mucolyticum voor de behandeling van astmatische
longziekte. De humane equivalente dosis NAC die in de dierstudies werd gebruikt, ligt
ruim binnen het dosisbereik dat in de kliniek is voorgeschreven. Alles bij elkaar
genomen lijkt NAC zeer geschikt voor herbestemming voor de behandeling van MVID.
Op basis van de literatuur en onze preklinische gegevens met muizen verwachten we
dat de behandeling van MVID-patiénten met antioxidanten zoals NAC de symptomen

zal verminderen.

Hoofdstuk 5 leverde het eerste bewijs dat een afwijkende grootte van het late
endosoom, vermoedelijk door de fysieke uitlijning van de mitotische spoel fysiek te
belemmeren, de celdelingsoriéntatie en de epitheliale monolaagorganisatie kan
verstoren. Deze bevindingen voegen een onverwachte nieuwe dimensie toe aan de
rol van membraantransport in processen die een goede mitotische progressie en
celdeling garanderen. Toekomstige studies zouden de mogelijke bijdrage van vergrote
endosoom-gerelateerde defecten aan de pathogenese van ziekten bij de mens,
waarbij afwijkende endosomen zijn gerapporteerd, moeten onderzoeken (26),
waaronder neurodegeneratieve ziekten (27, 28), infectieziekten (29), zeldzame
erfelijke aandoeningen ziekten (30-33) en kanker (34, 35), en het potentieel
onderzoeken om de beschikbaarheid van rab7 te moduleren als een therapeutische
benadering. Aangezien de afwijkende expressie van MYOS5B ook nauw verband houdt
met de carcinogenese en progressie van verschillende vormen van kanker (13, 36-40),
is het van belang om de correlaties van endosomen met een afwijkende grootte te
bepalen fenotype (indien aanwezig) met maligniteit en prognose van kanker. Het valt
nog te bezien of en zo ja, hoe deze bevinding kan bijdragen aan MVID-pathogenese.
Eerder werden defecten in de darmviokken van MVID patiénten toegeschreven aan
defecten in celdeling-oriéntatie. Het Par/Cdc42-eiwitcomplex controleert de oriéntatie
van de mitotische spoel en is verkeerd gelokaliseerd in MVID darmweefsel, wat leidt
tot onjuist geplaatste apicale membranen en afwijkende lumenpositionering (43-45).
De vergrote late endolysosomen werden alleen waargenomen in de post-mitotische
enterocyten van de villi en niet in de mitotische enterocyten van de crypten.

Dienovereenkomstig hebben we geen spoeloriéntatiedefecten in de MVID dunne darm
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waargenomen. We achten het daarom onwaarschijnlijk dat spoelloriéntatiedefecten
significant bijdragen aan de architecturale defecten die worden gezien in de viokken
van de MVID-darm.

Zoals beschreven in hoofdstuk 6, kan cisplatine lysosomen sensibiliseren voor
oxidatieve destabilisatie en celdood veroorzaken in myosine-Vb-gedepleteerde cellen.
Dienovereenkomstig poneren we dat de detectie van myosine Vb-expressie in CRC-
weefsels een voorspeller kan zijn van cisplatinegevoeligheid. Aangezien CRC-
patiénten met een lage MYO5B-expressie een kortere algehele en metastasevrije
overleving vertoonden (13), kan cisplatine tijdens een uitgebreide behandeling ook
voor deze patiénten voordelig zijn. Natuurlijk is validatie van het lysosoomfenotype in
weefsels van CRC-patiénten nodig, en dierproeven moeten worden uitgevoerd om het
effect van cisplatinebehandeling in vivo te bepalen. Bovendien wordt het intracellulaire
cisplatine opgeslagen in het lysosoomcompartiment bij kanker, waardoor cellen de
cisplatineconcentratie in het cytosol verlagen en de export buiten de cel door
exocytose kunnen verhogen (46, 47). Als we manieren kunnen vinden om het
lysosomale membraan te beschadigen, waardoor de lysosomale inhoud naar het
cytosol lekt, kunnen lysosomen dienen als 'zelfmoordzakken' door het laten weglekken
van de grote opeenhoping van cisplatine die potentieel schadelijk zijn voor de cellen
(48). Deze studie biedt een aantal nieuwe mogelijke opties voor de behandeling van
kanker door verhogen van de permeabiliteit van lysosomen, bijvoorbeeld gericht op
myosine Vb (MYO5B) of/en recycling van endosomaal tansport om ijzerophoping in

lysosomen te induceren.
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