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De hersenen zijn een zeer complex orgaan, bestaande uit verscheidene
neuronale en niet-neuronale cellen. Elk celtype heeft zijn eigen rol, zo zijn neuronen
gespecialiseerd in snelle communicatie, voorzien oligodendrocyten de hersenen
van het vette myeline, en zijn astrocyten betrokken bij het in stand houden van de
bloed-brein barriere, homeostase van energie en neurotransmitters en modulatie
van neuronale signalen. Daarnaast zijn er ook nog niet-neurale cellen, zoals de
microglia, die het immuunsysteem van het brein vormen.

Dit proefschrift gaat over astrocyten. Astrocyten spelen een belangrijke rol
in de communicatie tussen de verschillende celtypes in het brein en worden wel
beschouwd als integratoren van informatie in het brein, door hun grote oppervlak
en contacten met vele verschillende neuronen en andere cellen. Ook in het zieke of
beschadigde brein zijn deze cellen van belang, doordat de astrocyten dan reactieve
astrocytose ondergaan, een breed omschreven proces van moleculaire, structurele
en functionele veranderingen van de cel. Er zijn verschillende soorten astrocyten
geidentificeerd, en één subtype wordt gevonden in de neurogene niche, waar ze
kenmerken hebben van de stamcellen van het volwassen brein. Er wordt gedacht dat
mutaties in deze cellen aanleiding kan zijn voor het ontwikkelen van hersentumoren
van astrocytorigine.

Een van de eiwitten aan de hand waarvan we astrocyten herkennen en
karakteriseren is het celskeleteiwit Gliaal Fibrilair Zuur Eiwit (GFAP). Dit eiwit
is een lid van de intermediaire filament (IF) familie van eiwitten, waartoe ook
bijvoorbeeld de haar- en huideiwitten keratines toe behoren. Het GFAP gen kan in
de cel door post-transcriptionele veranderingen (mRNA splicing) in ten minste 10
verschillende isovormen voorkomen. Een van deze isovormen, GFAPY, is verrijkt
in de stamcelniches in het menselijke brein, terwijl de standaardvariant GFAP« in
astrocyten in het hele brein voorkomt en in grote hoeveelheden geproduceerd wordt
bij ziekte. Beide isovormen zijn beschreven in astrocytoma tumoren en worden
gerelateerd aan de kwaadaardigheid van de tumor. Dit proefschrift beschrijft
de rol van GFAP in astrocytbiologie van het gezonde en zieke brein vanuit een
celbiologische, moleculair biologische en biofysische invalshoek.

In Hoofdstuk 1 hebben we IFs geintroduceerd, en dan specifiek type III
IFs waaronder GFAP en Vimentine, en hebben we de bekende kennis over de
biologische betekenis en moleculaire interacties van GFAP vergeleken met die van
vimentine. De eiwitten hebben een vergelijkbare structuur en zijn nauw verwant,

ondanks dat het N-terminale hoofd en de C-terminale staart van de twee eiwitten
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juist veel verschillen vertonen. Ondanks de lage overeenkomst in structuur, blijken
de eiwitten wel betrokken te zijn bij vergelijkbare processen in de cel. Op deze
variabele N- en C-terminale domeinen zijn veel serine en threonine aminozuren
aanwezig die gefosforyleerd kunnen worden, en die vaak betrokken zijn bij de
specifieke interacties met andere eiwitten in de cel. Hierdoor is het waarschijnlijk
dat de eiwitten GFAP en Vimentine bij vergelijkbare cellulaire processen een rol

spelen, maar wel door met verschillende betrokken eiwitten interacties aan te gaan.

In Hoofdstuk 2 hebben we reactive astrocytose in een astrocyt-cellijn
(astrocytoom) en in primaire humane astrocyten geinduceerd door een mechanische
schade aan de cellen toe te brengen. Dit is gedaan door cellen te kweken op een
rekbaar membraan en dit met een luchtdrukpuls kort maar hevig uit te rekken.
Deze benadering bootst het soort mechanische schade na die hersen cellen in
traumatisch hersenletsel zouden ervaren. Daarna zijn de mRNA veranderingen
van het genoom in de cellen in kaart gebracht met een microarray-transcriptoom
platform. Interessant genoeg bleek dat zowel de astrocytoom als de primaire
astrocyten gebruikt in dit model geen grote veranderingen ondergingen op
transcriptioneel niveau. Verschillende oorzaken van dit onverwachte gebrek aan
reactie werden onderzocht door het beschadigingsprotocol aan te passen. Maar in
tegenstelling tot eerder gepubliceerde studies waren wij niet in staat om reactieve
astrocytose te induceren. Dit was af te leiden uit een gebrek aan productie van
mRNAs die veelal als indicatie van reactieve astrocytose worden gebruikt. Deze
resultaten impliceren dat deze gekweekte cellen een groot incasseringsvermogen
hebben van mechanische schade.

In Hoofdstuk 3 hebben we aangetoond dat verschillende GFAP isovormen
een verschillend effect hebben op de dynamische eigenschappen van het IF
netwerk. We hebben waargenomen dat de omzetsnelheid tussen de oplosbare en de
filamenteuze fractie van GFAP? lager is dan die van GFAPa. Wanneer er meer van
een van beide isovormen in de cel werd geintroduceerd, namen de focal adhesions,
eiwitcomplexen waarmee de cel aan het substraat hecht, in grootte toe, al leidde dit
niet tot een verandering in de beweeglijkheid van de cel. Hoge expressie van GFAPd
leidde wel tot een verandering van celvorm en zorgde voor een instorten van het
IF network, maar opmerkelijk was dat dit geen effect had op de beweeglijkheid of

proliferatie van de cel.

In Hoofdstuk 4 hebben we een analyse uitgevoerd op aanwezigheid van GFAP
isovormen in verhouding tot astrocytoma kwaadaardigheid, gebaseerd op de
Kanker Genoom Atlas patiéntendatabase. Deze analyse onthulde dat de GFAPd/«
verhouding toeneemt als de gradatie van de astrocytoom toeneemt. Om vast
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te stellen of deze verhouding genexpressie beinvloedt in astrocytomen, hebben
we GFAP isovormen in een astrocytoom cellijn gemoduleerd door recombinante
expressie of door ‘knockdown’ experimenten, gevolgd door transcriptoom analyse
op een microarray platform. Door de genen die daar uit kwamen te vergelijken met
de genen die in de patiéntendatabase correleerden met de GFAPd/a verhouding,
hebben we 8 genen geidentificeerd die gereguleerd worden door de GFAPd/a

verhouding en die relevant zijn voor tumor biologie en/of prognose.

In Hoofdstuk 5 hebben we de GFAP- en Vimentinefunctie in het gezonde brein
bestudeerd. Hiertoe hebben we de mRNA transcriptie profielen gekarakteriseerd
van astrocyten en microglia die we acuut geisoleerd hebben uit wildtype muizen
(WT), muizen zonder GFAP (GFAPko) of muizen zonder GFAP en Vimentine (VIM-
GFAPko). Vergelijkbaar met bevindingen in Hoofdstuk 4 werd het duidelijk dat zowel
GFAP als Vimentine betrokken zijn bij interacties tussen de cel en zijn omgeving.
Uit een ontologiestudie bleek Vimentine daarnaast ook nog een rol te hebben in
de regulatie van angiogenese gerelateerde genen. In de microglia geisoleerd uit de
GFAPko muis vonden er grote transcriptieveranderingen plaats, geinduceerd door
het verlies van GFAP in de astrocyten aangezien microglia geen GFAP maken. Dit
ondersteunt de bevinding dat GFAP een functie heeft in cel-omgevings interacties.
We hebben genen gegroepeerd gebaseerd op hun expressiepatronen en op die
manier genen geidentificeerd die alleen op GFAP modulatie reageren, die alleen op
Vimentine modulatie reageren of die zowel op GFAP als op Vimentine modulatie
reageren in dezelfde richting (een versterkend effect). Deze benadering onthulde
meerdere mRNA transcripten stroomafwaarts van zowel GFAP en Vimentine,
alsmede transcripten die alleen reageren op de modulatie van één van de twee IF
eiwitten. Dit impliceert zowel unieke als gedeelde routes stroomafwaarts van GFAP

en Vimentine.

In Hoofdstuk 6 hebben we de bijdrage van GFAPa en GFAPd aan de mechanica
van de cel bestudeerd, een functie die van oudsher aan IFs wordt toegekend.
Door gebruik te maken van een techniek waarbij cellen ontdaan worden van alle
componenten behalve het IF skelet, waren we in staat om de bijdrage van alleen de
verschillende GFAP isovormen aan de mechanica van het IF netwerk te meten. Dit
meten werd uitgevoerd met de meerdere deeltjes-volgen microrheologie methode
en hoewel deze methode niet gevoelig genoeg bleek voor deze nauwkeurige
kwantitatieve metingen, wees het uit dat de IF netwerken stijver werden als er meer

van beide GFAP isovormen in werd gebracht.

Tot slot hebben we in Hoofdstuk 7 nadat we bewijzen hebben gevonden

dat GFAP betrokken is bij de communicatie tussen cellen of tussen cellen en de
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extracellulaire matrix en dat GFAP een bijdrage levert aan de mechanische
eigenschappen van cellen, verschillende uitkomsten op een rijtje gezet en een
laatste analyse uitgevoerd om interessante overeenkomsten te destilleren. Hierbij
vonden we door de vergelijking van transcriptoomanalyses van verschillende
GFAP modulaties in verschillende modellen de eerder genoemde overeenkomsten
van cel-omgevings interacties, maar ook onverwachte overeenkomsten van twee
genen mogelijk betrokken bij het verwerken van glutamaat. Tot slot bediscussieren
we nog aanknopingspunten voor toekomstig onderzoek, waarbij het mechanisme
van regulatie van al deze genen door GFAP en Vimentine een belangrijk doel zal

vormen.
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Nu dat alle puzzelstukjes voor mijn promotie eindelijk op hun plek zijn gekomen,
ga ik een poging wagen enigszins volledig te blijven en iedereen te bedanken die
mijn promotie mogelijk en/of een stuk aangenamer heeft gemaakt. In het bijzonder:

Elly, uiteraard! Dat ik met jou als supervisor en later ook promotor op een project
kon beginnen waar ik vanuit het biologisch oogpunt van de hersenen naar de
mechanica van de cel kon kijken was voor mij een waargeworden droom. Uiteraard
is dat tijdens de promotie niet altijd een droom gebleven en heb ik (en jij misschien
00k) regelmatig met de handen in het (bij mij steeds minder) haar gezeten. Toch
heb ik dit proefschrift kunnen produceren, dankzij jouw diepe interesse in de
fundamentele kennis over GFAP en dankzij de tijd die je nog beschikbaar maakte
nadat ik alweer naar Eindhoven was vertrokken. Je bent altijd erg behulpzaam
geweest om je ervaringen en contacten binnen de wetenschap te delen en dit is een
bron van inspiratie, realisme, volhardendheid en soms ook relativisme geweest.

Dank daarvoor!

Gijsje, als 2e promotor. Bedankt voor de gelegenheid om op het AMOLF
experimenten te doen en cellen en eiwitten vanuit een heel ander perspectief te
bestuderen. Ook zeker bedankt voor de flexibiliteit in het snelle lezen van mn

uiteindelijke manuscript en je kritische blik op de experimenten.

Willem, als copromotor ben je onmisbaar geweest voor het opzetten en uitvoeren
van verscheidene experimenten. Bedankt ook voor alle tekstuele verbeteringen en
nauwkeurige formuleringen van wat ik eigenlijk bedoelde. Daarnaast was je er als
één van de drie achterblijvers voor discussies en gezelligheid toen er steeds minder

astro’s in het NIN rondliepen, ook daarvoor: bedankt!
Daarnaast ook zeker:

Dr.bulls&Dr.balls, PhD, thanks for giving me a standard to live up to, finally I

have earned the right to join your sophisticated club.

Martina, “petite moeton”, we zijn de halve wereld afgereisd en hebben samen
veel leuke mensen ontmoet. Dank voor de A2M, de reacties op tandenstokergelen,
het uit de brand helpen bij het last-second vinden van prachtige kadootjes en voor
het zo veel leuker maken van onderzoek doen! Sorry dat je bijna Andrea moest
bellen om te zeggen dat ik op een archeologische site verloren was geraakt.

Carlyn, thank you for being a creative inspiration in so many ways, always

ready to correct my English, to have a coffee in the fresh air (science needs it) and
to provide hugs when they were most needed. Also big thanks for your help on the
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final finishing moments of this thesis.

Eloy, always optimistic and cheerful, you really know how to be a ray of
sunshine in the life of scientists lucky enough to work with you, especially in
thought provoking discussions. Thanks for that.

Regina, thanks for always making sure we have lunch on time and sharing
music with me. Walking through the snowy center of Amsterdam to a performance

of Winterreise was a great experience.

Marie, thanks for sharing and solving troubles in analysing sometimes complex
transcriptomics data, and bringing a Scandinavian wind to the astro lab. I hope I

will have many more conferences and visits to Stockholm in the future!
Ook alle andere sterren van de astro-groep:

Simone en Jinte, bedankt voor het stellen van een voorbeeld om naar op te leven

vroeg in mijn project en voor het introduceren tot de hitchhikers guide.

Paula, bedankt voor alle adviezen van jou als wijze post-doc toen ik als jong aio-
studentje kwam kijken, en dat je na je werk bij de astros pas echt m'n collega werd
door bij FOM te gaan werken.

Lana en Anne, omdat jullie, net zoals ikzelf aan het eind, een beetje diaspora
van Elly waren, zagen we elkaar helaas niet veel vaker dan op de groepsuitjes, maar

bedankt voor alle gezelligheid daar!

Jacqueline, bedankt voor de enorme ervaring die je hebt overgedragen op het
lab, voor het onderscheid tussen noodzaak en bijzaak op moleculair niveau en voor
simpele oplossingen voor problemen die je hebt als je PCRs alleen maar in machines
hebt gedraaid.

Lieneke, bedankt voor al je tips over IHC en microscopie en daaruit volgende
mooie plaatjes, voor de gezelligheid en voor het samen in stand houden van het

astro-gevoel in een lab vol veranderingen.

Miriam, bedankt voor alle wetenschappelijke en niet-wetenschappelijke steun
die je hebt gegeven, we hebben aardig wat lief en leed gedeeld. Voor de toekomst
stel ik voor dat we het leed schrappen en ons alleen maar op het lief richten! Veel

geluk met Paul, Naomi en het aanstormend geluk.

Alle nieuwe leden van de astro-groep in Utrecht, bedankt voor het doorzetten
van de groep.

Alle studenten die ik begeleid heb, Daniel, Astrid, Tim, Andi en Diana bedankt

voor jullie bijdrage aan dit proefschrift en voor alle leerzame momenten aan zowel

jullie als aan mijn zijde.
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Emma, bedankt voor het oppakken van verscheidene uitkomsten van het
onderzoek in dit proefschrift. Ik vond het super om met je op de IF-meeting in de
VS te zijn en hoop dat je het GFAP-virus te pakken hebt en wellicht ook weer door
gaat geven. Superleuk dat je op mn promotie aan m'n zijde staat om daar dit werk

te verdedigen.

De groep van Joost Verhaagen, bedankt voor vele discussies en gezellige
momenten en voor het verwelkomen van mij in de werkbesprekingen op het
moment dat de astrogroep al naar Utrecht was verhuisd. Koen nog in het bijzonder
bedankt voor het introduceren tot de wondere wereld van R, en alle adviezen en

beantwoorde vragen over microarray analyse.

De groep van Inge Huitinga en de Hersenbank, dank voor alle overheerlijke
baksels en de gezelligheid op de vele momenten dat we een kamer deelden. Valeria,
unfortunately the experiments didn’t make it into this thesis, but thank you for your
help with the TBI experiments.

Joop en Joris op het NIN en Marco op het AMOLF, dank voor het mogelijk
maken van alle microscoopexperimenten en het oplossen van alle tegengekomen

problemen.

De dames van het NIN, Jenneke, Wilma en Tini, dank voor alle gezellige lunches
en de inzichten in het reilen en zeilen van het instituut en Jenneke ook nog voor alle

obscure literatuur die je hebt kunnen vinden.

Everybody at AMOLF and in particular the Biological Soft Matter group of
Gijsje, it was great to be a guest of your institute and group. After spending quite
some time with you I realized I'm more of a biologist than I thought, but still I was

able to enrich my experience with some solid biophysics.

Karin, bedankt voor alle gezelligheid, discussies, hulp en advies bij mijn

experimenten en microscoopge —of ver-bruik.

Marjolein, bedankt voor het mogelijk maken van de kweekexperimenten op het
AMOLF en gezelligheid bij de espressoautomaat. Ik hoop dat we in de toekomst

elkaar nog eens bij een koor/orkestproject tegenkomen!

Everybody of the Mechanobiology consortium, thanks for inspiring meetings
from the most fundamental networking models up to our brain biology. Especially
Hedde and Thomas, thanks for the beautiful micrographs you were able to make

in your lab. I hope to encounter all of you across science or elsewhere in the future.

The Intermediate Filament research community, that I was able to meet every
year of my PhD on the biennial European and Gordon meetings. It was a great
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inspiration to be able to discuss our favourite proteins in this open and friendly

scientific community.
Jan Ruijter, bedankt voor hulp met en discussie over statistische problemen.
Berend Hooijbrink, bedankt voor het uitvoeren van de FACS experimenten.

Carlie de Vries en Vivian de Waard, dank voor de mogelijkheid om mechanische

rekexperimenten uit te voeren met onze hersencellen in jullie vasculaire lab.

Joke, bedankt voor het altijd snel kunnen regelen van werkplekken en oplossen

van andere problemen in Utrecht als ik hulpeloos bij je langs kwam.

Alle mensen met wie ik voor langer, kortere, of flexibele tijd een kamer heb
gedeeld: Joost, Debbie, Nicholas, Roeland, Oscar, en iedereen die ik vergeet te

noemen.

Mijn nieuwe collega’s in Eindhoven: Cecilia, Carlijn, Rob, Nicole, Bart, Mariélle,
Ariane, Noortje en alle andere STBE-ers, dank voor de steun tijdens het schrijven
van dit boekje naast m'n nieuwe project. 180° gedraaid van de hersens naar het hart,

maar net zo'n leuke groep en onderzoek als in dit proefschrift beschreven.

DOT-groepers, Steven, Steven, Joost, Chantal, Ingeborg en Marscha, hoewel we
het in de toekomst waarschijnlijk alleen maar weer drukker gaan krijgen, valt er
met het afronden van dit proefschrift in ieder geval een obstakel weg om elkaar
vaker te zien. Ik ben voor!

Sextet Douce Mémoire, Marleen, Allard, Sander, Sari, jullie hebben alle ups en
downs meegemaakt tijdens repetities en daarna toen het zingen niet meer ging
tijdens gezelligheid. Dank voor het zijn van vrienden in muziek en daarbuiten!

Mannen van het échte-manneneten, Jurriaan, Benjamin, Sander, Allard en
David, dank voor alle discussies over de belangrijke dingen in het leven, zoals op
welke temperatuur je je wollen truien moet wassen

Zangvrienden, spelletjesvrienden, en andere verwaarloosde vrienden: sorry!

Jurriaan en Yasemien, bedankt voor het blijven proberen om af te spreken!
Wellicht moet ik spoedig weer een wat ruimer telefoonabonnement afsluiten als

ik in de trein ineens niet meer hoef te schrijven, maar weer 50 minuten per rit kan

bijpraten.

Martiene, bedankt voor de hulp met layouten van het proefschrift en voor de
tips die me op cruciale momenten weer de organisatie en structuur in m’n project

lieten herkennen.
Iedereen die ik toch vergeten ben: Sorry en bij deze alsnog bedankt!

En tot slot nog de familie die mij zo gesteund heeft:
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Heleen, jou moet ik voor zoveel bedanken! Niet alleen heb je regelmatig op Sef
opgepast om het Andrea en mij mogelijk te maken met onze studieprojecten bezig
te blijven, maar ook zorgde je af en toe voor wat ontspanning voor Andrea. Hoe je
de omslag van het boekje na wat losse-flodderideeén van mij ontworpen hebt als
waar kunstwerk was een enorme inspiratie om het geheel weer met hernieuwde

moed af te schrijven.

Mijn schoonfamilie, Evert en Anneke, bedankt voor de flexibiliteit met het
oppassen op Sef en Anna, het steeds vaker verrassen met onverwachte gezonde

maaltijden en het op de wereld zetten van Andrea (kom ik zo nog op terug)

Miriam, Lourens, Jeroen, Bart, Sanne en Chantal bedankt voor de gezelligheid,

interesse en het steeds verder uitbreiden van de Tanges.

Al m'n zussen, Renée, Jeanine, Paula en Carola, jullie onafgebroken steun en
luisterend oor zorgde ervoor dat ik regelmatig weer met hernieuwde energie en
met georganiseerde gedachten door kon gaan. Jullie zijn de beste Sister Act die
ik me maar kan wensen. Jeanine nog in het bijzonder bedankt voor het bijstaan
bij de verdediging als paranimf, kan je toch nog even proberen hoe het is om een

proefschrift te verdedigen.

Pap en mam, bedankt voor alle interesse, steun, trots en onwrikbaar vertrouwen
in mijn vermogen om dit proefschrift af te ronden. En bedankt dat jullie tijdens
mijn veel te enthousiaste reactie op het verzoek om iets meer over m'n promotie uit
te leggen (>2 uur huiskamercollege) wakker zijn gebleven en ook daarna me nog
steunden!

Andrea, mijn dank voor jou is moeilijk hier te verwoorden, want op elke dag
van deze hele periode kan ik je voor minstens tien verschillende dingen bedanken
(zo'm slordige 20.000 bedankjes). Maar om een tipje van de sluier te lichten: dank
voor alle flexibiliteit, dank voor de muziek, dank voor het steunen in de moeilijkste
momenten, dank voor het functionerend houden van ons gezin, waarvan onze
reusachtige, vrolijke en lieve Anna en Sef het springlevende bewijs zijn, en ondanks

dat het onze natuur is, bovenal dank voor de liefde.
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Oscar Stassen is geboren op dinsdag 26 maart 1985 te Venlo. Hij behaalde

zijn diploma aan het Sint Willibrord Gymnasium te Deurne in 2003. In
datzelfde jaar begon hij met zijn studie Life Science & Technology aan
de Universiteit Leiden en de Technische Universiteit Delft. Hij behaalde
zijn Bachelor of Science in 2008. Hiervoor deed hij stageonderzoek naar
interacties tussen DNA Ligase I en Replicatie Factor C in het Leiden Institute
for Chemistry onder begeleiding van Dr. Gregg Siegal en Dr. Hendrie de
Groote. In de Master specialiseerde hij zich in de richting van Functional
Genomics. In het kader hiervan nam hij deel aan het eerste team van de
TUDelft in de international Genetically Engineered Machine competitie
(iGEM). Daarna liep hij stage op de moleculaire celbiologie afdeling van het
Leids Universitair Medisch Centrum, onder begeleiding van Prof. Dr. Rob
Hoeben en Dr. Jeroen de Vrij, waar hij de mogelijke functies en toepassingen
van proteine IX in adenovirale vectoren bestudeerde. Hiermee behaalde hij
in 2010 zijn ingenieurstitel. Daarna kon hij aan zijn promotie beginnen bij
Prof. Dr. Elly Hol in de Astrocytebiologie en Neurodegeneratie groep op het
Nederlands Instituut voor Neurowetenschappen, binnen het Nederlands
Mechanobiologie programma. Het resultaat van dat werk vindt u in dit
proefschrift.

Momenteel zet hij met veel plezier zijn onderzoek voort in de Soft Tissue
Biomechanics & Engineering groep bij Prof. Dr. Carlijn Bouten en Prof. Dr.
Cecilia Sahlgren aan de Technische Universiteit Eindhoven.





