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Nederlandse samenvatting 

Cyclisch adenosine monofosfaat, ofwel cAMP, is een universele second messenger 
die wordt geproduceerd onder invloed van een breed scala aan extracellulaire 
signaalmoleculen en heeft een belangrijke functie in het reguleren van diverse 
cellulaire processen in verschillende celtypen (hoofdstuk 1). De vorming van cAMP 
wordt geïnitieerd door de stimulatie van Gs-eiwit-gekoppelde receptoren (GsPCR), 
zoals de β2-adrenerge receptor, hetgeen leidt tot de activatie van het enzym 
adenylylcyclase. Adenylylcyclase zet adenosine trisfosfaat (ATP) om in cAMP. 
Fosfodiesterases (PDE, phosphodiesterases) daarentegen zijn verantwoordelijk voor 
de afbraak van het cAMP. De specificiteit van de cAMP signaaltransductieroute 
wordt mede bepaald door het clusteren van adenylylcyclases en PDE’s aan de 
celmembraan in zogenaamde lipid rafts en caveolae. Daarnaast wordt de specificiteit 
bepaald door de (co)localisatie van verschillende, door cAMP aangestuurde, 
effectoreiwitten in diverse cellulaire compartimenten. Gezien het belang van cAMP 
in de regulatie van belangrijke cellulaire responsen is modulatie van de 
intracellulaire cAMP concentratie door farmacologische interventie therapeutisch 
effectief bij de behandeling van diverse ziekten, waaronder astma en COPD (chonic 
obstructive pulmonary disease). Beide chronisch obstructieve longziekten worden 
gekarakteriseerd door een ontsteking van de luchtwegen, die verschilt bij astma en 
COPD. Bij astma geeft dit aanleiding tot aanvalsgewijze, grotendeels reversibele 
luchtwegobstructies, terwijl er bij COPD sprake is van een progressief toenemende 
luchtwegobstructie die slechts partieel reversibel is. Daarnaast is er bij beide ziekten 
sprake van luchtweghyperreactiviteit voor diverse omgevingsprikkels en structurele 
veranderingen in de luchtwegen, ook wel ‘luchtwegremodeling’ genoemd 
(hoofdstuk 1). Bij de pathofysiologie en behandeling van astma en COPD speelt de 
luchtweg-gladde spier een centrale rol. Door hun vermogen tot contractie reguleren 
luchtweg-gladde spieren in belangrijke mate de diameter van de luchtwegen en 
spelen ze een grote rol bij bronchusobstructie en luchtweghyperreactiveit. Naast 
contractiele eigenschappen, kunnen luchtweg-gladde spieren ook een synthetische en 
proliferatieve functie bezitten, waardoor ze bijdragen aan ontsteking (door synthese 
van cytokines) en remodeling (door celproliferatie en synthese van bindweefsel) van 
de luchtwegen. Belangrijk hierbij is dat de luchtweg-gladde spiercellen het 
vermogen hebben om reversibel van fenotype te veranderen, waarbij spiercellen van 
een contractiele cel in een synthetisch, proliferatieve cel kunnen overgaan, en 
omgekeerd (hoofdstuk 1).  
Gebaseerd op hun vermogen de luchtweg-gladde spier te relaxeren, vormen 
geïnhaleerde β2-agonisten een van de hoekstenen van de behandeling van zowel 
astma als COPD. Naast hun relaxerende effect op de gladde spier, werd in vitro 
aangetoond dat β2-agonisten tevens de proliferatie van luchtweg-gladde spiercellen 
kunnen remmen en een ontstekingsremmende werking kunnen hebben. Desondanks 
is het in vivo effect van β2-agonisten op de luchtwegontsteking en remodeling gering. 
Hierbij spelen desensitisatie en internalisatie van de β2-adrenerge receptor - en 
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daarmee een verminderd vermogen om cAMP te genereren - mogelijk een rol. 
Vanwege de grote regulerende rol van cAMP in diverse celfuncties in de luchtwegen 
en in de behandeling van chronisch obstructieve longziekten is het van groot 
wetenschappelijk en klinisch belang om meer inzicht te krijgen in de regulatie en 
werkingsmechanismen van deze second messenger. 
Een van de effectoreiwitten in de cel die door cAMP worden geactiveerd is het 
recent ontdekte enzym Epac (exchange protein directly activated by cAMP). Er zijn 
2 isoformen van Epac bekend: Epac1 en Epac2. Epac faciliteert de uitwisseling van 
guanine nucleotiden (GTP voor GDP) aan kleine GTPases zoals Rap1, waardoor 
deze worden geactiveerd (hoofdstuk 2). Via activatie van deze kleine GTPases 
reguleert Epac de functie van diverse eiwitten die betrokken zijn bij belangrijke 
cellulaire processen, waaronder de intracellulaire calciumhomeostase, celdeling, 
gentranscriptie, transport van vesicles, secretie, exocytose, ionentransport en 
neuronale signaaltransductie. Daarnaast is Epac ook betrokken bij diverse 
pathofysiologische processen, waaronder specifieke ontstekingsreacties en cardiale 
hypertrofie (hoofdstuk 2). Epac werkt zelfstandig of in samenwerking met protein 
kinase A (PKA), een ander eiwit dat geactiveerd wordt door cAMP. Verder kan de 
Epac- en PKA-gestuurde signaaltransductie beïnvloed worden door binding van deze 
eiwitten aan zogenaamde A-kinase anchoring proteins (AKAP’s) (hoofdstuk 2). 
Gezien het belang van Epac in de regulatie van diverse cAMP-gemedieerde 
processen, hebben we in dit proefschrift de rol van Epac en zijn interactie met PKA 
in de regulatie van een aantal (patho)fysiologische processen in de long, met name in 
luchtwegen, bestudeerd. In hoofdstuk 3 werden signaalfuncties van Epac 
onderzocht in humane luchtweg-gladde spier- en bronchiale epitheelcellen. In 
hoofdstuk 6 werd de compartimentalisatie van cAMP in de humane luchtweg 
gladde spiercel onderzocht om nader inzicht te krijgen in de regulatie van de 
signaaltransductie van Epac en de interactie met PKA. Beide isoformen van Epac 
worden tot expressie gebracht in de luchtweg-gladde spier van cavia, rund en mens 
(hoofdstuk 3, 7 en 8) en in humaan bronchiaal epitheel (hoofdstuk 3). Onder basale 
omstandigheden is Epac1 alom in de cel aanwezig, echter, na stimulatie door cAMP 
migreert dit eiwit naar de celmembraan en naar de celkern. Daarentegen bevindt 
Epac2 zich voornamelijk in het cytoplasma, zowel onder basale omstandigheden als 
na stimulatie (hoofdstuk 6). Epac1, Rap1 en - in mindere mate - PKA, AKAP79 en 
Epac2 bevinden zich voor een deel in caveolaire structuren in de plasmamembraan, 
welke een belangrijke rol spelen in het fenotype en de functie van de luchtweg-
gladde spier (hoofdstuk 6). Verschillen in de cellulaire localisatie van Epac1, Epac2 
en PKA kunnen verschillende effecten in een en dezelfde cel verklaren. Bovendien 
vonden wij cel-specifieke signaaltransductie door Epac (hoofdstuk 3). Epac 
activatie leidde uitsluitend in de luchtweg-gladde spier tot activatie van Rap1, terwijl 
Epac activatie in zowel de luchtweg-gladde spier als in het bronchiaal epitheel 
resulteerde in een toegenomen activatie van extracellular signal-regulated kinase1/2 
(ERK1/2), c-Jun N-terminal kinase (JNK) en matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) 
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(hoofdstuk 3). Daarnaast stimuleerde Epac in de luchtweg-gladde spier de activatie 
van protein kinase B (PKB/Akt) en fosforylering van transcriptiefactoren en eiwitten 
die geassocieerd worden met veranderingen in het cytoskelet. Epac zou derhalve de 
gentranscriptie en de ordening van het cytoskelet kunnen reguleren (Hoofdstuk 3). 
Sommige signaalmoleculen die door Epac in de luchtweg-gladde spier geactiveerd 
worden, reguleren belangrijke cellulaire processen die een rol spelen in de 
pathofysiologie van zowel astma als COPD. ERK1/2, JNK en fosfoinositide 3-
kinase (PI3-K) spelen een centrale rol in mitogene en ontstekingsbevorderende 
responsen in de luchtweg-gladde spier en zouden daarom mogelijk kunnen bijdragen 
aan de toegenomen luchtweg-gladde spiermassa en luchtwegontsteking bij deze 
ziekten. MMP-9 speelt een belangrijke rol in weefselherstel na longschade, maar ook 
in de ontwikkeling van luchtwegremodeling en chronische ontsteking bij astma en 
COPD. Door de modulatie van het cytoskelet en de activiteit van Rho GTPases zou 
Epac de tonus van de luchtweg-gladde spier kunnen reguleren. Daarom hebben wij 
de regulerende rol van Epac - al dan niet in combinatie met PKA - onderzocht in de 
fenotypische modulatie van de luchtweg-gladde spier, met name met betrekking tot 
functionele processen die een rol spelen bij de pathofysiologie van astma en COPD, 
zoals ontsteking, contractie en proliferatie.  
 
De rol van Epac en PKA in luchtweg ontsteking 

Astma en COPD worden gekarakteriseerd door infiltratie en activatie van diverse 
ontstekingscellen in de luchtwegen. De rekrutering van deze ontstekingscellen wordt 
geïnitieerd door de afgifte van diverse cytokines die uitgescheiden worden door 
cellen in de luchtwegwand, waaronder luchtweg-gladde spier- en epitheelcellen. Het 
chemokine interleukine-8 (IL-8) rekruteert neutrofiele en eosinofiele granulocyten, 
die een belangrijke rol spelen in de luchtwegontsteking bij astma en COPD. In 
luchtweg-gladde spiercellen werden de effecten van Epac- en PKA-activatie 
onderzocht op de IL-8 afgifte door diverse mediatoren die een rol spelen bij de 
pathofysiologie van astma en COPD. Stimulatie van de luchtweg-gladde spier door 
bradykinine, dat een rol speelt bij astma, leidde tot verhoogde afgifte van IL-8. 
Activatie van Epac en van PKA veroorzaakte een toename van de IL-8 afgifte 
geïnduceerd door bradykinine. Zowel de Epac- als de PKA-gemedieerde 
potentiëring van de IL-8 afgifte werd onderdrukt door remming van Rap1 en 
ERK1/2, hetgeen suggereert dat de effecten van Epac en PKA door deze enzymen 
worden gemedieerd (hoofdstuk 4). De interactie tussen Epac en PKA speelt hierbij 
bovendien een belangrijke rol (hoofdstuk 4), mogelijk via de vorming van een 
complex met AKAP79 (hoofdstuk 6). Tevens werd in luchtweg-gladde spiercellen 
de rol van Epac en PKA bestudeerd in de IL-8 afgifte door sigarettenrookextract 
(CSE, cigarette smoke extract; hoofdstuk 5). Sigarettenrook is een belangrijke 
riscofactor voor het ontwikkelen van COPD. Stimulatie met CSE induceerde een 
sterke toename van de IL-8 afgifte, die verminderd werd door specifieke activatie 
van Epac en - in sterkere mate - PKA. CSE bevorderde de afgifte van IL-8 door 
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activatie van zowel ERK1/2 als de transcriptiefactor nuclear factor (NF)-κB. De 
activatie van ERK1/2 werd geremd door activatie van PKA, terwijl de activatie van 
NF-κB geremd werd door Epac stimulatie. In tegenstelling tot de eerdere studies met 
bradykinine (hoofdstuk 4) was er nu geen interactie tussen Epac en PKA, hetgeen 
suggereert dat bij verschillende ontstekingsbevorderende stimuli verschillende pools 
van Epac en PKA verantwoordelijk zijn voor de specifieke effecten van cAMP op de 
cytokine-afgifte. Behandeling met CSE verlaagde bovendien de expressie van Epac1 
in de luchtweg-gladde spiercellen. De expressie van Epac1 was tevens verminderd in 
luchtwegbiopten van COPD patiënten, hetgeen mogelijk een rol speelt in de 
pathofysiologie van deze ziekte. Deze bevindingen suggereren dat Epac en PKA 
belangrijke moleculaire targets zijn voor de behandeling van luchtwegontsteking bij 
COPD.  
 
Rol van Epac in de regulatie van de luchtweg-gladde spiertonus 

Ontregeling van de luchtweg-gladde spiertonus draagt bij aan het obstructieve 
karakter van astma en COPD en leidt tevens tot luchtweghyperreactiviteit voor 
diverse stimuli. De cAMP-verhogende β2-agonisten zijn effectieve en veelgebruikte 
bronchusverwijders. In hoofdstuk 7 werd de specifieke rol van Epac en PKA in de 
cAMP-gemedieerde relaxatie van de luchtweg-gladde spier bestudeerd met behulp 
van geïsoleerde luchtwegpreparaten afkomstig van cavia en mens. Het relaxerende 
effect van de β2-agonist isoprenaline op met methacholine gecontraheerde 
luchtwegpreparaten bleek sterk ongevoelig te zijn voor PKA remmers, hetgeen 
slechts een marginale rol voor PKA in de β2-agonist-gemedieerde relaxatie aantoont. 
Specifieke activatie van Epac induceerde luchtweg-gladde spierrelaxatie bij zowel 
de cavia als de mens. De contractie van de luchtweg-gladde spier wordt in 
belangrijke mate gereguleerd door fosforylering van het eiwit myosine light chain 
(MLC), wat wordt bevorderd door het kleine GTPase Rho en geremd door het kleine 
GTPase Rac. Behandeling van de luchtweg-gladde spier met de contractiele agonist 
methacholine induceerde een activatie van Rho en een remming van Rac, 
uiteindelijk leidend tot een toegenomen fosforylering van MLC. Specifieke activatie 
van Epac remde de door methacholine geïnduceerde Rho-activatie en MLC-
fosforylering en herstelde de Rac-activiteit. Het belang van Rac in het 
bronchusverwijdende effect van Epac bleek uit het feit dat remming van Rac de 
Epac-gemedieerde relaxatie verminderde. Activatie van Epac vormt dus een nieuwe 
signaaltransductieroute die de luchtweg-gladde spierrelaxatie bevordert en is 
derhalve een nieuw potentieel target voor de behandeling van luchtwegobstructie. 
 
Epac en fenotypische modulatie van de luchtweg-gladde spier 
Een toegenomen luchtweg-gladde spiermassa draagt bij aan verdikking van de 
luchtwegwand, luchtweghyperreactiviteit en verminderde longfunctie in patiënten 
met astma. De toename in luchtweg-gladde spiermassa wordt mede veroorzaakt door 
groeifactoren, zoals PDGF (platelet derived growth factor). Groeifactoren zijn in 
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staat om het fenotype en de functie van de luchtweg-gladde spier te veranderen. 
Onder invloed van groeifactoren - zoals PDGF - switchen gladde spieren in vitro van 
een contractiel fenotype, gekenmerkt door een relatief hoge expressie van 
contractiele eiwitten, naar een proliferatief fenotype, gekenmerkt door een 
toegenomen celdeling en een afgenomen expressie van contractiele eiwitten en 
contractiliteit. Dit proces wordt ook wel fenotypische modulatie genoemd. Na het 
onttrekken van de proliferatieve stimuli kunnen luchtweg-gladde spiercellen weer 
terug switchen naar het contractiele fenotype of – in aanwezigheid van andere 
mediatoren zoals het cytokine TGF-β - naar een hypercontractiel fenotype. Dit 
laatste proces wordt maturatie genoemd. Deze fenotypische plasticiteit van de 
luchtweg-gladde spiercellen zou in belangrijke mate bij kunnen dragen aan 
luchtwegobstructie bij astma en COPD. In hoofdstuk 8 en 9 is de rol van cAMP en 
diens effectoren Epac en PKA in groeifactor-geïnduceerde fenotypische modulatie 
van luchtweg-gladde spiercellen bestudeerd. Hiertoe werden runder (hoofdstuk 8) 
en humane (hoofdstuk 9) luchtweg-gladde spierstrips en –cellen gestimuleerd met 
de groeifactor PDGF in aan- en afwezigheid van het cAMP verhogende 
prostaglandine E2 (PGE2) of activatoren van Epac en PKA. PDGF stimuleerde de 
celgroei van runder luchtweg-gladde spiercellen en verlaagde tevens de 
contractiliteit en de expressie van de contractiele eiwitten in luchtweg-gladde 
spierstrips. Al deze PDGF-geïnduceerde veranderingen werden voorkomen door co-
stimulatie met PGE2 alsmede door specifieke activatie van Epac en PKA. Activatie 
van Epac en PKA remde tevens de PDGF-geïnduceerde activatie ERK1/2, belangrijk 
voor celproliferatie. Daarnaast werd de PDGF-geïnduceerde activatie van p70s6 
kinase geremd door specifieke activatie van PKA, maar niet van Epac. Deze 
resultaten geven aan dat cAMP via activatie van Epac en PKA het “normale” 
contractiele fenotype van luchtweg-gladde spiercellen stabiliseert en groeifactor-
geïnduceerde fenotypische modulatie remt via het remmen van groeifactor-
geïnduceerde activatie van p70s6 kinase en/of ERK1/2 (hoofdstuk 8). De PDGF-
geïnduceerde fenotypishe modulatie in humane luchtweg-gladde spiercellen werd 
ook voorkomen door activatie van Epac en PKA (hoofdstuk 9). Activatie van Epac 
of PKA verminderde de PDGF-geïnduceerde celproliferatie en voorkwam de afname 
in contractiliteit en expressie van contractiele eiwitten. In humane luchtweg-gladde 
spierpreparaten was het effect van Epac-stimulatie sterker dan dat van PKA-
stimulatie. Naast het acuut verminderen van bronchoconstrictie, zou specifieke 
activatie van Epac de ontwikkeling van structurele veranderingen (remodeling) in de 
luchtwegen kunnen voorkomen.  
 
Conclusies 

In dit proefschrift werd aangetoond dat Epac een sleutelrol speelt in de regulatie van 
het fenotype en de functie van de luchtweg-gladde spier. Epac wordt tot expressie 
gebracht in zowel de gladde spieren als in het epitheel van de luchtwegen en speelt 
een belangrijke rol in de cAMP signaaltransductie (hoofdstuk 3). Epac moduleert 
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belangrijke cellulaire processen die betrokken zijn bij de pathofysiologie van astma 
en COPD, zoals de afgifte van inflammatoire cytokines (hoofdstuk 4 en 5), 
contractie (hoofdstuk 7) en proliferatie (hoofdstuk 8 en 9). Veel van deze cellulaire 
responsen worden ook gemoduleerd door PKA, hoewel de onderliggende 
moleculaire mechanismen in een aantal gevallen verschillen. Hoewel er bij sommige 
processen sprake is van een wederzijdse interactie tussen Epac en PKA, werken deze 
cAMP effectoren ook onafhankelijk van elkaar. De interactie tussen deze twee 
effectoreiwitten en het effect daarvan op de cellulaire respons wordt mogelijk mede 
bepaald door cellulaire compartimentalisatie van deze processen (hoofdstuk 6). 
Specifieke activatie van met name Epac zou een interessante nieuwe therapeutische 
mogelijkheid kunnen zijn voor de behandeling van chronisch obstructieve 
longziekten zoals astma en COPD, vanwege de belangrijke regulerende rol die deze 
cAMP effector speelt bij sleutelprocessen in de pathofysiologie van deze ziekten. 
 
De belangrijkste conclusies van dit proefschrift zijn: 

- Beide isoformen van Epac worden tot expressie gebracht in de luchtweg-
gladde spier van cavia, rund, en mens en in humaan bronchiaal epitheel 
(hoofdstuk 3,7,8). Onder basale omstandigheden is Epac1 alom in de cel 
aanwezig. Na activatie door cAMP translokeert Epac naar de celmembraan 
en de celkern. Epac2 bevindt zich daarentegen voornamelijk in het 
cytoplasma, zowel onder basale als onder gestimuleerde condities 
(hoofdstuk 4 en 6). 

- Epac activeert in luchtweg-gladde spiercellen en epitheelcellen diverse 
effectoreiwitten, waaronder Rap1 en ERK1/2, (hoofdstuk 3-5). In luchtweg-
gladde spiercellen zorgt Epac voor de fosforylering van peptiden die 
geassocieerd zijn met de ontwikkeling van ontsteking, proliferatie en 
contractie. Epac is derhalve een belangrijke regulator van luchtweg-gladde 
spierfuncties (hoofdstuk 3). 

- Epac1, Epac2, Rap1, PKA en AKAP79 komen gezamenlijk voor in caveolae 
in de luchtweg-gladde spier en spelen een belangrijke interactieve rol in 
bradykinine-geïnduceerde IL-8 afgifte (hoofdstuk 6) 

- Epac en PKA potentiëren de bradykinine-geïnduceerde IL-8 afgifte uit 
luchtweg-gladde spiercellen via een toename in de Rap1-gemedieerde 
ERK1/2 activatie (hoofdstuk 4). Hierbij is interactie tussen beide cAMP 
effectoren van belang, waarbij binding aan AKAPs een belangrijke rol speelt 
(hoofdstuk 4 en 6). Dit potentiërend effect Epac en PKA op de IL-8 afgifte 
zou de ontstekingsremmende werking van β2-agonisten in astma kunnen 
limiteren.  

- Specifieke activatie van Epac en PKA leidt daarentegen tot remming van de 
IL-8 afgifte door luchtweg-gladde spiercellen geïnduceerd door 
sigarettenrook. Epac remt hierbij de activatie van NF-κB, terwijl PKA de 
ERK1/2 activatie remt (hoofdstuk 5). 
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- Sigarettenrook verlaagt de expressie van Epac1 in de luchtweg-gladde spier, 
maar heeft geen invloed op de expressie van Epac2 of PKA. De expressie 
van Epac 1 is ook verlaagd in luchtwegbiopten van COPD patiënten. Dit zou 
kunnen resulteren in een verschillende ontstekingsremmende effectiviteit 
van Epac en PKA bij luchtwegaandoeningen die veroorzaakt worden door 
roken, zoals COPD (hoofdstuk 5).  

- Epac relaxeert de luchtweg-gladde spier en vermindert hierbij de MLC 
fosforylering door de balans tussen Rho en Rac1 te verschuiven ten faveure 
van Rac1. Deze bevindingen suggereren een belangrijke rol voor Epac in de 
behandeling van luchtwegobstructie bij astma en COPD (hoofdstuk 7). 

- Zowel Epac als PKA voorkomen de PDGF-geïnduceerde fenotypische 
modulatie van de luchtweg-gladde spier door remming van groeifactor-
geïnduceerde activatie van ERK1/2 (Epac en PKA) en p70s6 kinase (PKA) 
(hoofdstuk 8 en 9). 

 
 
 
 
 
 




