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SAMENVATTING 
 
Vetweefsel staat centraal in metabool syndroom. Overmatige vetstapeling definieert obesitas 
en is geassocieerd met de progressieve ontwikkeling van insuline resistentie, type 2 diabetes 
(T2D), cardiovasculaire aandoeningen, en kanker. Er bestaat een dringende behoefte om de 
metabole relatie tussen vetweefsel-biologie in obesitas en dit spectrum van ziektebeelden op 
te helderen. De bevindingen die zijn beschreven in dit proefschrift werpen een nieuw licht op 
bekende oorzaken van insuline resistentie in het vetweefsel, namelijk chronische ontsteking 
en mitochondriale dysfunctie. Het centrale thema van dit proefschrift betreft de functionele 
karakterisering van mitochondriale en lysosomale dynamiek en daaraan gerelateerde stress-
routes, met name in het vetweefsel. Verder bespreken we hoe deze dynamische processen 
worden beïnvloed door obesitas en de desastreuze gevolgen voor insuline gevoeligheid.  
 
In Hoofdstuk 1 wordt de relevante achtergrondinformatie gegeven over het vetweefsel en de 
daarin huizende macrofagen, met nadruk op de veranderingen die optreden in obesitas. We 
bespreken een recentelijk ontdekte signalering route van het lysosoom naar de celkern, die 
gecontroleerd wordt door het mTOR kinase complex 1 (mTORC1) en de MiT/TFE familie van 
transcriptie factoren. Daarnaast bespreken we het uitgebreide netwerk van mitochondriale 
dynamiek en kwaliteitscontrole, hetgeen optimale mitochondriale homeostase waarborgt. 
Hoofdstuk 2 beschrijft een mechanistisch verband tussen glutaminolyse en activatie status 
van mTORC1. We tonen aan dat glutamaat dehydrogenase (GLUD1), een cruciaal enzym in 
aminozuur catabolisme, bijdraagt aan het ‘sensen’ van leucine en de regulatie van autofagie. 
Een combinatie van leucine en glutamine (om flux door GLUD1 te maximaliseren) stimuleert 
mTORC1 en remt autofagie in gekweekte HeLa cellen. GLUD1 knockdown zorgt ervoor dat 
cellen ongevoelig zijn voor het remmende effect van leucine op autofagie, deels vanwege het 
onvermogen om mTORC1 te reactiveren. Onze studies suggereren daarnaast dat flux door 
GLUD1 autofagie inductie remt door het verlagen van ROS productie. Deze bevinding wordt 
ondersteund door het feit dat verhoogde autofagie in GLUD1-knockdown cellen gevoelig is 
voor antioxidanten (MitoQ en N-acetylcysteine). We stellen daarom een duaal mechanisme 
voor waarmee GLUD1 autofagie negatief reguleert: zowel door de aminozuur-concentratie 
door te geven aan mTORC1 en door het genereren van reducerende equivalenten die ROS 
onschadelijk maken. 
Hoofdstuk 3 rapporteert de identificatie van het eiwit gpNMB als een nieuwe biomarker voor 
vetweefsel-macrofagen (ATMs) in zowel obese muizen als mensen. De inductie van gpNMB 
in ATMs is het gevolg van obesitas, maar vormt geen onderdeel van een specifiek activatie-
programma (M1/M2) in macrofagen. In vitro studies laten verder zien dat gpNMB expressie 
sterk geïnduceerd wordt door remmers van lysosomale functie en mTORC1, maar ook door 
fysiologische stimuli zoals palmitaat. Tenslotte laten we zien dat shRNA-gemedieerde MITF 
depletie in gekweekte RAW264.7 macrofagen leidt tot verminderde gpNMB expressie. Deze 
bevindingen leggen een direct verband tussen de MIT/TFE familie van transcriptie factoren 
en ATM biologie in obesitas.  
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In Hoofdstuk 4 maken we gebruik van gpNMB als “verklikker” van lyso-stress in gekweekte 
RAW264.7 macrofagen. Dit leidt tot de identificatie van HEPES, een veelgebruikte buffer in 
eukaryote celkweekmodellen, als een potente lysosomale stress factor. Een combinatie van 
immunolokalisatie studies en globale transcriptoom-analyse bevestigt verhoogde translocatie 
van MiT/TFE eiwitten--MITF TFE3, en TFEB--van het cytosol naar de celkern en inductie van 
een globaal programma van lysosomale-autofagosomale en immuun-genen in aanwezigheid 
van HEPES. Functionele studies bevestigen dat de transcriptionele veranderingen een grote 
impact hebben op een breed scala van metabole processen, o.a. lysosomale pH en activiteit, 
autofagosomale flux, en inflammatoire signalering. Deze effecten van HEPES zijn afhankelijk 
van actieve opname via endocytose en opstapeling in het lysosoom, hetgeen resulteert in de 
activatie van MiT/TFE eiwitten. Onze bevindingen versterken het idee dat het lysosoom een 
belangrijke rol speelt in de integratie van metabole-inflammatoire processen, en roepen op 
tot voorzichtigheid in het gebruik van buffers in kweekmedia vanwege potentieel verstorende 
effecten op experimentele resultaten.  
Hoofdstuk 5 beschrijft de identificatie en functionele karakterisering van een nieuwe PPARy-
Bnip3 as in het vetweefsel. Een combinatie van in silico, in vitro, en in vivo studies definiëren 
Bnip3 als een PPARy-gereguleerd gen dat mitochondriale netwerk fragmentatie beheert. We 
laten zien dat Bnip3 expressie sterk verlaagd is in het witte vetweefsel van zowel genetische 
als dieet-geïnduceerde muismodellen voor obesitas. Daarnaast wordt Bnip3 transcriptie sterk 
geïnduceerd door antidiabetische drugs van de TZD klasse. Lentivirale shRNA-gemedieerde 
Bnip3 depletie in gekweekte adipocyten verschuift het evenwicht in mitochondriale dynamiek 
naar elongatie, wat leidt tot verstoorde respiratoire capaciteit, verhoogde oxidatieve schade, 
insuline resistentie, en verminderde triacylglycerol opslag. Vergelijkbare bevindingen worden 
gerapporteerd na behandeling met een fragmentatie/Drp1-remmer Mdivi-1. Tenslotte, Bnip3 
deficiënte muizen ontwikkelen verhoogde insuline resistentie na consumptie van een vetrijk 
dieet. Onze studies onthullen een sterk verband tussen mitochondriale netwerk fragmentatie 
in vetcellen en insuline gevoeligheid. Daarnaast suggereren we dat regulatie van fusie-fissie 
dynamiek een nieuw mechanisme omvat om vetzuuroxidatie-afhankelijke radicaal formatie te 
beperken. 
In Hoofdstuk 6 rapporteren we dat mitochondriale stress in vetcellen, met name verhoogde 
radicaal formatie, leidt tot verhoogde secretie van FABP4, een belangrijk adipokine waarvan 
eerder beschreven is dat het gluconeogenese in de lever reguleert. Nabootsen van obesitas-
gerelateerde stress condities in gekweekte adipocyten, zoals hypoxie (2% O2), inflammatoire 
ontstekingsfactoren (TNFα), en mitochondriale dysfunctie (Antimycine), leiden tot verhoogde 
FABP4 secretie. Tenslotte rapporteren we dat TNFα- en Antimycin A-geïnduceerde FABP4 
secretie geremd is in aanwezigheid van antioxidanten. 
Hoofdstuk 7 bediscussieert de belangrijkste bevindingen in dit proefschrift, en beschrijft hoe 
de verworven inzichten bijdragen aan de kennis over het ontstaan van obesitas-gerelateerde 
insuline resistentie in adipocyten. Tenslotte bespreken we nieuwe richtingen voor toekomstig 
onderzoek naar lysosomale en/of mitochondriale dynamiek, en potentiële toepassingen van 
de verkregen kennis in (on)gerelateerde onderzoeksvelden. 
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