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SAMENVATTING

R E G T ] L E R I N G  V A N  S F I N G O L I P I D E N  T R A N S P O R T  I N  Z O O G D I E R C E L L E N

FIet onderzoek dat in dit  proel 'schnft is beschreven heeft zich gericht op de regulering van

tntracel lulair sÍ ingol ipiden transport in gekr'" 'eekte zoogdrercel len. Sfingol iprden, ook wel

glycosfingol ipiden genoemd als ze suikers bevatten, zi jn een speciale klasse van l ipiden ie

in het Golgi apparaat, rvorden gesynthetiseerd. Ceramide, dat gesynthetiseerd wordt in et

endop lasmat tsch  re t i cu lum.  d ien t  daar toe  a ls  een bas ismolecuu l  ( 'p recursor ' ) .  Na hun

synthese rvorden de sf ingol ipiden van het Golgi appaÍaat naar het celoppervlak getranspor-

teerd. Deze l ipiden bevrnden zich dan ook voornameli jk op het celoppervlak en er wordt

aangenorren dat zi .1 daar specif ieke functies vervul len. Zo spelen ze bi jvoorbeeld een

belangri jke rol in dc overdracht van signalen, aÍkomstig van externe st imuli ,  naar het in-

t race l lu la i re  mi l reu .

In cpitheel ccl len zi jn (glyco)sf ingol ipiden niet gel i jkel i jk over het totale cel

membraan verdeeld. l let celmen.rbraan van deze cel len is nameli jk gepolariseerd. Dat wi l

zeggen dat ze twee verschi l lend.e kanten hebben: de ene kant (apicaal domein) grenst aan

l ichaamsholten, tenri j l  de andere kant (basolateraal domein) aan het onderl iggende weefsel

of de bloedcirculat ie grenst. (Glyco)sf ingol ipiden bevinden zich voornameli jk in het

ap ica le  ce lmembraan van cp i thee l  ce l len ,  waar  z i j  we l l i ch t  ook  een ro l  spe len  in  de  be-

scherming van de cel tegen het extracel lulaire mil ieu. Het feit  dat cel len in staat zi jn om

sfingol ipiden naar (gespecial iseerde delen van) het plasma membraan te transporteren, en

ze daar ook te houden, suggereert dat de cel in staat is deze l ipiden te sorteren en dat hun

intracel lulaire transpoÍt op de één of andere manier is gereguleerd.

Om de legulerrng van de bovenstaande processen te kunnen bestuderen, is gebruik

gemaakt van sf ingol ipide derivaten met een radioactief of f luorescent gelabelde, kortkete-

nige vetzuurstarrt .  Deze l iprde derivaten worden via exogene toevoeging in het membraan

geïncorporeerd. Door de aanrvezigheid van het labe1 kan hun intracel lulair transport

vervolgens u.orden bestudeerd. Uit voorafgaand onderzoek is gebleken dat f luorescente,

NBD-gelabelde sf ingol ipide derivaten goed bruikbare merkers zi jn om het rntracel lulaire

transport van sÍïngol ipiden te bestuderen met behulp van een f luorescentie mrcroscoop. In

een deel van het in dit  proefschrif t  beschreven onderzoek is dan ook gebruik gemaakt van

deze derivaten. Echter, bi. l  gebruik van deze methode is het niet mogeli jk om componenten

ie als gevolg van een rechtstreekse moleculaire interactie betrokken zi ln bty lrpide transport

of sortering, te identi frceren. Om dit soort factoren, en dan met name eiwitten, te identi f i -

ceren, is gebruik gemaakt van een ander type sf ingol ipide derivaten, nameli jk de fotoac-

t iveerbare sf ingol ipide aualogen.

ln hoofdstuk 2 is de synthese van fotoactiveerbare analogen van glucosylceramide

(GlcCer ) ,  s f ingomye l ine  (SM)  en  ceramide beschreven.  Deze ana logen z i jn  ve tzuur -ge la -
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Samenvaf t ing

beled met een radioactieve, fotoreactieve groep, die in het donker chemisch stabiel is,
maar door bel icht ing met UV-stlal ing kan worden omgezet in een sterk reactieve groep die
zich covalent aan nabrjgelegen moleculen kan binden. Het intracel lulaire gedrag van deze
analogen rs gekarakteriseerd in een humane en een hamster tumor cel l i jn. In tegenstel l ing
tot het fotoactiveerbare Glccer 1r25I-N,-Glccer) en het fotoactiveerbare SM (r25I-N,-sM),

welke hoogstwaarschrjnl i jk via een endocytot isch proces door cle cel worden opgenomen,
kan het fotoactiveerbare ceramide 1rrsI-N,-Cer) via monomere dif fusie het intracel lulaire

mil ieu bereiken. '" I-N,-Cer kan bovendien door de cel len gebruikt worden als een sf in-
gol ipide 'precursor' ,  en wordt voornameli jk gemetaboliseerd tot '" I-N.-sM. Dit nieurv
gesynthetiseerde tt ' I -N.-SM rvordt vervolgens door middel van membraan vesrcles naar het
plasma membraan getransporteerd.

Experimenten die er op gericht waren om eiwitten te identi f iceren die betrokken

zi ln bi j  de sortering en/of het transport van het nieuw gesynthetiseerde ' t t I-N,-sM, zi.1n

vervolgens uitgevoerd in een humane lever tumor cel l i jn (HepG2). Een groot deel van

deze cel len zi jn gepolariseerd en vormen in kweek een grote vacuole tussen twee tegen

elkaar aan l iggende cel len. I- Iet deel van het plasma membraan dat deze vacuole omsluit  is

analoog aan het galcanaliculaire (apicale) membraan van de lever. Uit drt en eerder

onderzoek is naar voren gekomen dat zowel in humane levercel len als in HepG2 cel len,

nieuw gesynthetiseerde sf ingol ipiden vanaf het Golgi apparaat naar dit  galcanaliculaire

membraan domein worden getransporteerd. In hoofdstuk 3 wordt beschreven dat ook in

deze cel len, het r25I-N,-cer voornamehjk wordt omgezet in r25I-N,-SN,Í.  
wanneer HepG2

ce l len  met ' t ' I -N , -Cer  werden ge ïncubeerd  en  vervo lgens  werden bes t raa id  met  UV,

resulteerde dit ,  dool act ivat ie van het '" I-N,-cer en het nieuw gevormde '"I-N,-SM, in de

radtoactieve label ing van een aantai eiwitten. Echter, wanneer dit  experiment werd her-
haald in de aan'nvezighcid van een remmer van de synthese van tt ' I -N.-sM, 

dan bleek de
label ing van een specif iek eiwit van 60 kD sterk verminderd Íe zi jn ten opzichte van de
label ing die werd verkregen wanneel deze remmer niet."vas toegevoegd. Dit suggereert dat
dit  eiwit een interactie aangaat met het nieuw gevormde r2sI-N,-sM, maar niet met trr l-N,-

Cer. Of dit  ei i .vi t  van 60 kD een specif ieke, functionele ro1 speelt in de regulering van SM
transport,  is op dit  moment nog niet duidel i .1k. Er zi ln echter aanwijzingen gevonden die
suggeÍeren dat één of meer van de eiwitten die een interactie aangaan met de fotoac-
t iveerbare sf ingol ipide analogcn, inderdaad een ro1 spelen bi j  het intracel lulaire transport
van sf ingol iprden. Hct bleek name1i.1k dat de, door UV geïnduceerde, eiwit- l ipide inter-
acties, het transport van Í luorescente NBD-lrpiden naar het galcanaliculaire membraan kon
remmen.

Het transport van sf ingol ipiden naar het apicale membraan domein van HepG2
cellen is verder onderzocht met behulp van f luorescente NBD-sfingol ipide analogen
(hoofdstuk 4-6). Vastgesteld rverd dat sf ingol iprden via trvee verschi l lende routes naar dit
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Samenva l t ing

membraan domein kunnen worden getransporteerd. E,én route transporteert de nieuw
gesynthetiseerde sf ingol iprden GlcCer en SM vanaf het Golgi apparaat naar het apicale
membraan. Deze transport route is hier aangegeven met de directe route. Echter, GlcCer
en SM kunnen ook vanaf het basolaterale membraan naar het apicale membraan getrans-
porteerd rvorden. Transport via deze route wordt trat lsc)) lose genoemd. De gevoeligheid
van beide transport routes voor drverse effectoren van intracel lulair (eiwit) transport is
onderzocht. Op deze manicr is aangetoond dat de beide transport routes een verschi l lende
gevoeligheid hebben voor stoffen die de integri teit  van componenten van het cytoskelet
(act ine en microtubul i)  aantasten. Ook is aangetoond dat verschi l lende proteïne kinases,
zoals proteÏne kinasc C en proteïne kinase A, het sf ingol ipide transport naar het apicale
domein kunnen reguleren. Deze kinases hebben een tegenovergesteld effect. Proteïne
kinase C remt het lransport,  terwij l  act ivat ie van proteïne kinase A het sf ingol ipide trans-
port st imuleert.  Een intcressante observatie was dat de effecten van de kinases op het
sf ingol ipide transport corrcleerden met morfologische veranderingen van het apicale
metnbraan domein. Flet bleek dat een remming van het sf ingol ipide transport door proteïne

kinase C gepaard ging met een verdwijning van het apicale domein in HepG2 cel len. Aan

de andere kant ging de st irnulat ie van het sf ingol ipide transport door proteïne kinase A
juist gepaard met een vergroting van het oppervlakte van het apicale membraan.

Samenvattend kan geconcludeerd worden dat een aantal factoren die het in-

tracel lulaire sf ingoi ipiden transport beïnvloeden zi jn geïdenti f iceerd. Verder onderzoek kan
uitwi jzen wat het precieze mechanisme is waarmee deze factoren het sf ingol ipide transport

reguleren. In dit  opzicht rs r.net name de regulering van het l ipide transport door proteïne

kinase C en proteïne kinase A interessant, gegeven de correlat ie tussen veranderingen in
transport en de morfologie van het apicale cel membraan. Het is zeer waarschi. lnl i jk dat de
intracel lulaire regulering van de genoemde kinases door exteme st imuli  gestuurd wordt.

De kennis van intracel lulaire ' targets'  van deze kinases, zoals die uit  dit  onderzoek naar
voren is gekomen, zal zeker een bi jdrage kunnen leveren aan de identi f icat ie van externe
stimuli  (en de membraan receptoren. waarop zrj  aangnjpen) als regulatoÍen van intracel lu-
lair sf ingol ipiden transport.
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