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SUMMARY 
 

Cholesterol homeostasis is tightly regulated through transcriptional and post-translational 
mechanisms. This thesis elaborates on the post-translational pathways that govern cell surface 
LDLR, which is key determinant of plasma LDL-cholesterol levels. Through genetic, molecular 
and biochemical characterization, we identify novel regulators of LDLR pathway. The initial 
discovery and characterization of the LDLR pathway by Brown and Goldstein laid the foundations 
of our current understanding of cholesterol metabolism, as described in Chapter 1. Briefly, this 
chapter elaborates on the SREBP- and LXR-driven transcriptional pathways that govern 
intracellular sterol concentrations. Beyond these transcriptional pathways, the post-translational 
regulators PCSK9 and IDOL have emerged as key determinates of LDLR protein abundance and 
circulating LDL-cholesterol levels.  
 
Chapter 2 describes quantitative and qualitative methods to assess LDLR protein abundance 
and function. The described methodology can be applied to different cell-based models to 
measure LDL binding, internalization and/or trafficking of ligand-bound LDLR. Moreover, the use 
of the described methodology also allows one to distinguish LDLR protein abundance and 
localization at the plasma membrane. These methods were used in the following chapters to 
elucidate the molecular mechanisms that govern the LDLR pathway, the main research focus of 
this thesis.    
 
Chapter 3 expands our understanding of the endosomal trafficking route of IDOL-mediated 
ubiquitylation of the LDLR.  Genetic-, pharmacological- and functional-based approaches 
revealed that this route is distinct from the “classical”, clathrin-mediated endocytic pathway 
required for lipoprotein uptake by the LDLR and for PCSK9-mediated degradation. This cellular 
route does not require the alternative dynamin-, caveolin-, or macroautophagy-mediated 
internalization pathways. Instead, sorting of the ubiquitylated-receptor to the lysosome requires 
the collaborative actions of the endocytic adaptor Epsin, the ESCRT complex and the 
deubiquitylase USP8.  
 
Chapter 4 identifies NDRG1 as a novel regulator of endosomal trafficking of the LDLR, following 
IDOL-mediated ubiquitylation.  This chapter reports that NDRG1 depletion causes reduced 
cellular uptake of LDL-cholesterol through increased IDOL-mediated ubiquitylation of the LDLR 
at the plasma membrane. However, in the absence of NDRG1, ubiquitylation of the receptor by 
IDOL does not lead to lysosomal degradation. Rather, it leads to enhanced accumulation of the 
ubiquitylated-receptor in modified endosomes/MVBs. Mechanistically, depletion of NDRG1 in 
cells induces formation of ceramide-rich intraluminal vesicles, a reduction of ESCRT components 
and dysregulation of endosomal Rab GTPases. Collectively, these effects impair MVBs 
morphology and LDLR trafficking. As a result, these findings suggest that impaired endocytic 
trafficking is the underlying cause of the demyelinating neuropathy Charcot-Marie-Tooth disease 
4D (CMT4D), a rare disorder in humans linked to loss-of-function mutations in the NDRG1 gene. 
In murine oligodendrocytes, we show that Ndrg1 deficiency impairs LDL uptake and neurite 
outgrowths. High levels of cholesterol are required for myelin formation; therefore, dysregulation 
of the LDLR pathway in myelinating cells, due to may be the underlying pathology of CMT4D. 
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Chapter 5 describes the first loss-of-function IDOL mutation in human individuals with low 
circulating levels of LDL-cholesterol. This variant was identified by sequencing the IDOL coding 
sequence in individuals with extreme LDL phenotypes in a large Dutch cohort. Evaluation of this 
rare missense variant revealed a premature stop codon in IDOL mRNA.  If not subject to 
nonsense-mediated RNA decay, this IDOL variant would encode a truncated protein, IDOLR266X, 
which lacks the RING domain required for its ubiquitylation activity. Functional analysis of this 
truncated IDOL variant showed that it is unable to promote ubiquitylation and degradation of the 
LDLR, or attenuate LDL uptake into cells. Accordingly, this variant was identified in two related 
individuals with low circulating LDL. These findings provide the first evidence that IDOL may 
contribute to variation in circulating levels of LDL-cholesterol in humans, and supports the notion 
that inhibiting IDOL activity may provide a novel therapeutic approach for treating dyslipidemia.  
 
Chapter 6 identifies the deubiquitylase USP2 as an endogenous inhibitor of IDOL-mediated 
ubiquitylation of the LDLR. Through genetic, molecular and biochemical-based approaches, 
USP2 was identified as a novel binding partner of IDOL. This interaction promotes IDOL 
deubiquitylation and subsequent protein stabilization. Paradoxically, this preserves LDLR and 
LDL uptake despite elevated IDOL protein levels with USP2 overexpression. Reciprocally, 
silencing of USP2 in cells leads to increased IDOL-mediated degradation of the LDLR and 
attenuation of LDL uptake. Mechanistically, USP2 interacts with the LDLR in an IDOL-dependent 
manner to deubiquitylate and stabilize both LDLR and IDOL.  
 
Chapter 7 reports that short-term pharmacological pan-inhibition of cellular DUB activity leads to 
a rapid and robust induction of IDOL, mirrored by enhanced IDOL-mediated degradation of the 
LDLR and attenuation of LDL uptake. This inducible expression of IDOL by DUB inhibition occurs 
in a time- and dose-dependent manner in numerous cell lines and in primary human cells.  In 
contrast to the established sterol-dependent transcriptional regulation of IDOL, this process is 
LXR-independent and was mapped to a 70-bp region in the proximal promoter of IDOL. This is 
the first report to demonstrate a sterol-independent mechanism to regulate IDOL expression, and 
will direct future studies towards elucidating the underlying transcriptional mechanism.  
 
Chapter 8 identified (P)RR as a novel regulator of LDL metabolism by controlling SORT1 and 
LDLR protein abundance. Using proteomic- and molecular-based approaches, SORT1 was 
identified as a high-confidence (P)RR-interacting partner. Functional characterization of this 
interaction revealed that silencing of (P)RR in hepatocytes decreased SORT1 and LDLR protein 
abundance without changes in their corresponding transcript level. Subsequently, (P)RR 
depletion severely attenuated LDL uptake, which appeared to be selective, as other clathrin-
mediated endocytosis events were unaffected. Mechanistically, the (P)RR-SORT1 complex does 
not perturb LDLR on the cell surface, but seems to be essential for proper trafficking of the nascent 
LDLR protein towards the plasma membrane.  
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Chapter 9 describes an intricate interplay between the E3 ubiquitin ligases IDOL and MARCH6, 
which together, uncouple cholesterol synthesis from lipoprotein uptake in hepatocytes. In these 
cells, silencing MARCH6 increases the expression of SREBP-2 target genes (i.e. HMGCR, LDLR) 
and flux across the mevalonate pathway. Unexpectedly, this was also associated with an increase 
in LXR signaling and induced expression of the LXR-responsive E3 ligase IDOL. As a result, 
despite enhanced expression of the LDLR, overall LDLR protein and LDL uptake were reduced 
in a MARCH6-dependent manner.  
 
Chapter 10 characterizes the transcriptional response of human macrophages to a 
comprehensive set of endogenous and synthetic LXR ligands. Through this screen, EEPD1 was  
identified as a novel LXR target gene in human and mouse macrophage. As a myristoylated 
protein, anchored to the cytosolic side of the plasma membrane, EEPD1 influences ABCA1 
protein stability. We report that depletion of EEPD1 in LXR-treated macrophages leads to 
decreased ABCA1 protein and subsequently reduced ApoA1-dependent cholesterol efflux. As 
such, EEPD1 seems to act as an LXR-regulated gene that facilitates cholesterol efflux from 
macrophages, likely by regulating stability/trafficking of ABCA1.  
 
Chapter 11 summarizes the findings presented in this thesis on novel mechanisms to regulate 
the plasma membrane abundance of key cell surface receptors and transporters in cholesterol 
metabolism. Further, in this chapter future directions related to these findings are discussed.  
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SAMENVATTING 
 

Cholesterolhomeostase is onderhevig aan zeer precieze regulatie door zowel 
transcriptionele als post-transcriptionele mechanismen. Dit proefschrift wijdt uit over post-
transcriptionele netwerken die de hoeveelheid LDLR aan het celoppervlak reguleren; een 
belangrijke determinant van cholesterolniveaus in het bloed. Door middel van genetische, 
moleculaire en functionele karakterisering hebben wij nieuwe regulators van het LDLR-
netwerk weten te identificeren. De ontdekking en initiële beschrijving van het LDLR-netwerk 
door Brown en Goldstein liggen ten grondslag aan het huidige wetenschappelijke onderzoek 
naar cholesterolhomeostase, zoals staat beschreven in Hoofdstuk 1. In het kort beschrijft 
dit hoofdstuk de SREBP- en LXR-gedreven transcriptionele netwerken die intracellulaire 
sterolniveaus bepalen. Naast deze transcriptionele regulatie zijn de post-translationele 
regelaars PCSK9 en IDOL aan het licht gekomen als essentiële regulatoren van LDLR 
hoeveelheden en de niveaus van circulatoir LDL-cholesterol.     
 
Hoofdstuk 2 beschrijft kwantitatieve en kwalitatieve methoden om LDLR-eiwit 
hoeveelheden en functie vast te stellen. De beschreven methodologie kan toegepast worden 
op verscheidende cel-gebaseerde modellen om LDL-binding, internalisatie en/of transport 
van ligandgebonden LDLR te meten. Bovendien maakt het gebruik van deze methoden het 
mogelijk om LDLR eiwithoeveelheid en lokalisatie op het plasmamembraan aan te tonen. In 
de resterende hoofdstukken worden deze methoden toegepast om de moleculaire 
mechanismen die het LDLR-netwerk reguleren te onthullen: het primaire onderzoeksdoel 
van dit proefschrift.  
 
Hoofdstuk 3 vergroot ons begrip over het endosomale transport wat volgt na de IDOL-
gemedieerde ubiquitinilering van de LDLR. Genetische-, farmacologische- en functionele 
strategieën hebben aan het licht gebracht dat deze transportroute separaat functioneert van 
“klassieke” clathrine-gemedieerde endocytose, wat nodig is voor de opname van 
lipoproteïnes door de LDLR, alsmede voor haar PCSK9-gemedieerde degradatie. Evenmin 
vereist deze cellulaire route alternatieve dynamine-, caveoline, of macroautofagie-
gemedieerde internalisatiewegen. In plaats daarvan toont IDOL lipid-raft gelokaliseerde 
LDLR aan op het plasmamembraan. Vervolgens vereist het vervoer van de 
geübiquitinileerde receptor naar de lysosomen de synergistische werking van de 
endocytotische adapter Epsin, het ESCRT-complex en de deubiquitinase USP8.  
 
Hoofdstuk 4 identificeert NDRG1 als een nieuwe regelaar van het endosomaal transport 
van de LDLR na IDOL-gemedieerde ubiquitinilering. Dit hoofdstuk beschrijft hoe depletie van 
NDRG1 zorgt voor verminderde cellulaire opname van LDL-cholesterol. Het onderliggende 
mechanisme hiervan is verhoogde IDOL-gemedieerde ubiquitinilering van de LDLR op het 
celmembraan. Echter, in afwezigheid van NDRG1 leidt de ubiquitinilering van de receptor 
door IDOL niet tot afbraak in het lysosoom, maar tot verhoogde ophoping van de 
geübiquitinileerde receptor in gemodificeerde endosomen/MVBs. De depletie van NDRG1 
zorgt in cellen voor de vorming van ceramiderijke intraluminale blaasjes, de reductie van 
ESCRT-componenten en ontregeling van endosomale Rab GTPasen. Samengenomen 
verhinderen deze effecten MVB-morfologie en het transport van de LDLR. Deze bevindingen 
suggereren dat verhinderd endocytotisch vervoer de onderliggende oorzaak is van 
demyelinerende neuropathie, Charcot-Marie-Tooth Disease 4D (CMT4D), een zeldzame 
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menselijke aandoening gelinkt aan mutaties in het NDRG1 gen. In een experiment met 
muis-oligodendrocyten tonen wij aan dat NDRG1 deficiëntie LDL-opname verhindert, 
alsmede de uitgroei van neurieten. Hoge cholesterolniveaus zijn nodig voor myelineformatie. 
Hierdoor is het aannemelijk dat de onderliggende pathologie van CMT4D gemedieerd is 
door ontregeling van het LDLR-netwerk in myelinerende cellen.  
 
Hoofdstuk 5 beschrijft de eerste IDOL-mutatie, die leidt tot functie verlies van het eiwit, in 
mensen met een laag circulatoir LDL-cholesterolniveau. Deze variant was geïdentificeerd 
door de sequentie te bepalen van het coderende deel van het IDOL-gen, in individuen uit 
een Nederlandse cohortstudie met een extreem laag LDL-gehalte. Analyse van deze 
zeldzame missense-variant onthulde een prematuur stopcodon in het IDOL mRNA. Zolang 
dit mRNA niet onderhevig is aan nonsens-gemedieerde degradatie zou deze variant een 
korter eiwit opleveren: IDOLR266X, welke het RING-domein mist wat noodzakelijk is voor de 
ubiquitinileringsactiviteit. Functionele analyse van deze ingekorte IDOL-variant liet zien dat 
deze niet in staat is om de LDLR te ubiquitinileren en te degraderen, noch om LDL opname 
in cellen te verbeteren. Daarnaast is deze variant gevonden in twee verwante individuen met 
een laag LDL-plasma gehalte. Deze bevindingen omvatten het eerste bewijs dat IDOL bij 
kan dragen aan variatie in circulatoire LDL-niveaus in mensen, en ondersteunt het idee dat 
het remmen van IDOL-activiteit een nieuwe therapeutische strategie kan verschaffen voor 
de behandeling van dyslipidemie.  
 
Hoofdstuk 6 identificeert de de-ubiquitinilase USP2 als een endogene remmer van IDOL-
gemedieerde ubiquitinilatie van de LDLR. Door middel van genetische, moleculaire en 
biochemische technieken is USP2 geïdentificeerd als een nieuwe bindingspartner van IDOL. 
Deze interactie stimuleert IDOL-deubiquitinilering met als gevolg stabilisatie van het eiwit. 
Schijnbaar tegenstrijdig behoudt dit LDLR-niveaus en LDL-opname, ondanks de verhoogde 
aanwezigheid van IDOL-eiwit door USP2 overexpressie. Aan de andere kant leidt het 
inactiveren van USP2 tot een verhoogde IDOL-gemedieerde degradatie van de LDLR en 
verminderde LDL-opname. USP2 gaat een IDOL-afhankelijke interactie aan met de LDLR 
om de LDLR en IDOL beiden te deubiquitinileren en te stabiliseren.  
 
Hoofdstuk 7 beschrijft de observatie dat farmacologische pan-inhibitie van cellulaire DUB-
activiteit op korte termijn leidt tot een snelle en forse inductie van IDOL, met in parallel 
verhoogde IDOL-gemedieerde degradatie van de LDLR en verminderde LDL opname. In 
verscheidende cellijnen en primaire humane cellijnen vindt deze geïnduceerde expressie 
van IDOL door middel van de remming van DUBs plaats in een tijd- en 
doseringsafhankelijke wijze. Dit proces is LXR-onafhankelijk en is gerelateerd aan een 70-
bp groot gebied in de proximale promotor van het IDOL gen, wat in contrast staat tot de 
bekende sterol-afhankelijke transcriptionele regulatie van IDOL. Dit is de eerste keer dat een 
sterol-onafhankelijk mechanisme gedemonstreerd wordt waarmee IDOL-expressie is 
gereguleerd. Toekomstige studies kunnen hierop voortbouwen om het onderliggende 
transcriptionele mechanisme te ontrafelen.  
 
In Hoofdstuk 8 is (P)RR geïdentificeerd als een nieuwe regelaar van LDL-metabolisme via 
de regulatie van SORT1 en LDLR eiwithoeveelheid. Door het gebruik van proteomics en 
moleculaire technieken is SORT1 geïmpliceerd als een significante interactiepartner van 
(P)RR. Functionele analyse van deze interactie heeft onthuld dat het onderdrukken van 
(P)RR in hepatocieten SORT1 en LDLR eiwithoeveelheden vermindert, zonder een 



229

Appendices

A
pp
en
di
ce
s

corresponderende reductie in hun transcriptniveaus. Bovendien vermindert (P)RR-depletie 
LDL opname selectief, aangezien andere clathrin-gemedieerde endocytose onaangetast 
bleef. Het (P)RR-SORT1 complex lijkt essentieel te zijn voor geschikt vervoer van nieuw 
aangemaakt LDLR-eiwit naar het plasmamembraan en  heeft geen mechanistisch effect bij 
het cel membraan zelf.  
 
Hoofdstuk 9 beschrijft het ingewikkelde samenspel tussen de E3 ubiquitin ligasen IDOL en 
MARCH6. Deze ligasen ontkoppelen samen cholesterolsynthese en lipoproteine-opname in 
hepatocieten. In deze cellen zorgt een vermindering van March6 expressie tot verhoogde 
expressie van SREBP-2 gereguleerde genen (bijvoorbeeld HMGCR, LDLR) en flux door het 
mevalonaat productie procces. Onverwachts bleek dit ook geassocieerd met een verhoogde 
LXR-signaaltransductie en geïnduceerde expressie van de door LXR gereguleerde E3 
ligase IDOL. Als resultaat was algehele LDLR-eiwit en LDL-opname verminderd ondanks 
verhoogde expressie van de LDLR.  Dit effect was March6 specifiek. 
 
Hoofdstuk 10 karakteriseert de transcriptionele respons van humane macrofagen op een 
set endogene en synthetische LXR-liganden. Door middel van deze screen is EEPD1 
geïdentificeerd als een nieuw LXR-target gen in de macrofagen van mensen en muizen. 
EEPD1 functioneert als een gemyristoileerd eiwit wat ingebed is aan de cytosolische kant 
van het plasmamembraan, en beïnvloedt ABCA1 eiwitstabiliteit. In dit hoofdstuk wordt 
beschreven dat depletie van EEPD1 in LXR-geinduceerde macrofagen leidt tot een 
verminderde hoeveelheid ABCA1 eiwit en verminderde ApoA1-afhankelijke export van 
cholesterol. EEPD1 lijkt aldus te functioneren als een LXR-gereguleerd gen dat de export 
van cholesterol uit macrofagen medieert, waarschijnlijk door de stabiliteit en/of het vervoer 
van ABCA1 te beïnvloeden.   
 
Hoofdstuk 11 vat de bevindingen van dit proefschrift samen over nieuwe mechanismen om 
celmembraanhoeveelheid van essentiële receptoren en transporteurs in 
cholesterolmetabolisme te reguleren. Verder zal dit hoofdstuk toekomstige onderzoekslijnen 
bediscussiëren gerelateerd aan deze bevindingen.   
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‘I don’t know where I’m going from here, but I promise it won’t be boring,’ 

-David Bowie
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