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Introductie

Met behulp van moleculair onderzoek is het mogelijk om met een grote mate van nauwkeurigheid 

de prognose van patiënten met een oogmelanoom te bepalen. Ondanks deze vooruitgang is het 

beloop van de ziekte of de duur van de overleving van de patiënt nauwelijks verbeterd, omdat een 

effectieve therapie tegen uitzaaiingen of de mogelijkheid om uitzaaiingen te voorkomen, ontbreekt. 

Om dit te kunnen veranderen is kennis vereist over de manier waarop deze tumoren groeien en hoe ze 

kunnen uitzaaien ofwel metastaseren. Het doel van dit onderzoek was daarom om de mechanismen die 

betrokken zijn bij de ontwikkeling van een oogmelanoom beter te begrijpen.

Moleculaire markers

Monosomie 3, ofwel het verlies van één kopie van chromosoom 3 was de eerste moleculaire voorspeller 

van metastasering (Sisley et al., 1990; Horsthemke et al., 1992; Prescher et al., 1995; White et al., 1998). 

De mogelijkheid om patiënten die een hoog risico lopen om uitzaaiingen te ontwikkelen te selecteren 

voor frequente controle, maakt vroegdetectie van metastasen en eerdere behandeling mogelijk. Voor 

vroegopsporing is echter wel tumormateriaal nodig voor analyse. Voor patiënten die behandelend 

worden door middel van verwijdering van de oogbol is dit geen probleem, maar voor de patiënten 

die behandeld worden met oog-sparende therapie zoals lokale bestraling, is tumormateriaal niet 

voorhanden. Een alternatieve manier om toch tumorweefsel in handen te krijgen en een uitspraak over 

risico of prognose te kunnen doen, is door middel van het nemen van een biopt met een dunne naald 

(FNAB; Fine Needle Aspiration Biopsy). 

Deze aanpak berust op de aanname dat oogmelanomen een genetisch homogene eenheid vormen. 

In hoofdstuk 2 van dit proefschrift hebben we deze aanname onderzocht en aangetoond dat 

oogmelanomen ook heterogeen kunnen zijn wat betreft de verdeling van chromosoom 3: In het ene 

gebied kan een kopie verloren zijn gegaan, terwijl dat in het ander gebied of gedeelte van de tumor niet 

het geval is. Sinds deze bevinding zijn er meerdere studies geweest die deze heterogeniteit bevestigd 

hebben en een follow-up studie heeft laten zien dat de aanwezigheid van cellen met maar één kopie 

van chromosoom 3, hoe beperkt dat aantal ook kan zijn, toch geassocieerd wordt met een slechte 

prognose (Bronkhorst et al., 2011). Dit betekent dat je deze cellen kunt missen en dat een negatieve 

testuitslag van een biopt de aanwezigheid van deze cellen in de tumor, niet uitsluit. Voordat deze 

zogenaamde prognostische biopten in de praktijk kunnen worden aangeboden zullen er eerst goede 

manieren moeten worden gevonden om fouten te minimaliseren (Kivelä et al., 2009).

Methylatie onderzoek

De correlatie tussen monosomie 3 en de beperkte overleving door uitzaaiingen, kan betekenen dat er 

zich op chromosoom 3 een tumor-suppressor gen bevindt (Prescher et al., 1996; Kilic et al., 2005). Twee 

gebieden werden hiervoor aangewezen, maar er werden geen tumor-suppressor genen geïdentificeerd 
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(Tschentscher et al., 2001; Parella et al., 2003). Net naast één van deze gebieden werd recent het Bap1 

(3p21.1) gen ontdekt (Harbour et al., 2010). In ongeveer dezelfde regio identificeerden wij het RASSF1 

gen (Ras association domain family 1), dat uitgeschakeld wordt door middel van methylatie (Maat et 

al., 2007). Hypermethylatie van CpG eilanden in de promotorregio van tumor suppressor genen en 

onderdrukking van expressie heeft zich ontwikkeld tot een belangrijk epigenetisch mechanisme in de 

ontwikkeling van kanker dat ook in oogmelanomen is beschreven (van der Velden et al., 2001; Jones and 

Baylin, 2002; van der Velden et al., 2003; van Dinten et al., 2005). 

Hypermethylatie van CpG eilanden in de promotor regio van een belangrijk alternatief transcript van dit 

gen, RASSF1a, wordt  in verschillende carcinomen gevonden (Spugnardi et al., 2003; Kang et al., 2004; Yeo 

et al., 2005; Fukasawa et al., 2006). In hoofdstuk 3 wordt aangetoond dat een gemethyleerd RASSF1a in 

50% van de primaire tumoren voorkomt en dat dit correleert met de ontwikkeling van uitzaaiingen. Een 

deel van de primaire monsters en een uitgezaaide laesie vertonen tumor heterogeniteit en presenteren 

zowel ongemethyleerd, als gemethyleerd DNA in hetzelfde monster. Er zijn aanwijzingen dat het RASSF1a 

eiwit de celcyclus controleert en dat verlies dientengevolge de celdeling kan bevorderen (Shivakumar 

et al., 2002; Hamilton et al., 2005; Pfeifer and Dammann, 2005; Choi et al., 2006; Calipel et al., 2011). 

Epigenetische regulatie van RASEF

 Een alternatief voor de analyse van somatische veranderingen in tumoren, is de analyse van het erfelijk 

materiaal in gezinnen die een predispositie voor oogmelanomen hebben. Terwijl in huidmelanomen 

het familiair voorkomen een bekend fenomeen is, is het familiair voorkomen van oogmelanomen 

vrij zeldzaam. Er bestaan echter families waar zowel huid- en oogmelanomen voorkomen, die niet 

in verband staan met het familiair melanoom locus op 9p21. Linkage-analyse in deze oog- en huid-

melanoom families wijzen de 9q21 regio aan als een locus voor een mogelijke tumor suppressor gen dat 

betrokken is bij de ontwikkeling van het erfelijke melanoom. Daarnaast identificeert heterozygotie (LOH) 

analyse in twee oogmelanomen, de 9q21 regio als mogelijke omgeving voor een tumor suppressor gen 

(Jönsson et al., 2005). 

Deze regio herbergt het RASEF-gen, dat mogelijk betrokken is in de RAS-pathway, die prominent 

aanwezig is in de ontwikkeling van melanomen (Padua et al., 1984; Rimoldi et al., 2003). In hoofdstuk 4 

hebben we het RASEF gen onderzocht voor mutaties en in overeenstemming met de bevindingen van 

Jönsson et al., konden wij geen mutaties detecteren in het gen, anders dan een bekend polymorfisme 

(Jönsson et al., 2005;. Sweetser et al., 2005). Epigenetische regulatie was echter aanwezig en cellijnen 

zonder RASEF expressie bleken een gemethyleerd gen te bevatten.

Onze resultaten met tumorweefsel gaven aan dat tumoren vaak heterogeen zijn met betrekking 

tot methylatie van het RASEF gen. Integratie van genetische en epigenetische analyse toonde aan 

dat de combinatie van een homozygoot genotype en een gemethyleerd RASEF gen, geassocieerd 
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was met overlijden als gevolg van uitzaaiingen. Wij hypothetiseren dat in oogmelanomen verlies 

van een allel, in combinatie met methylering, het mechanisme is dat RASEF kan uitschakelen. 

Allelische imbalans op dit locus ondersteunt een tumor-suppressor rol voor RASEF, maar verdere 

analyse van RASEF in zowel proliferatie, overleving en metastasering is nodig om dit te bevestigen. 

 

Mitogen-activated protein kinase (MAPK) route

Een ander kandidaat melanoom-gen op 9q21 is het GNAQ gen, dat in bijna de helft van de oogmelanomen 

gemuteerd is (Van Raamsdonk et al., 2009). GNAQ is onderdeel van een complex eiwit dat mede zorg 

draagt voor intracellulaire signalering. Recent bleek dat ook de homoloog van GNAQ, GNA11 genaamd, 

een mutatie bevat in de oogmelanomen die geen GNAQ mutatie bezitten (van Raamsdonk et al., 2010). 

GNAQ en GNA11 signaleren via Protein-kinase C (PKC) en dit zou kunnen resulteren in activatie van de 

MAPK (mitogen-activated protein kinase) route (Patel et al., 2011). De MAPK route speelt een belangrijke 

rol in de ontwikkeling van vele vormen van kanker en dit geldt ook voor de tumoren die afstammen van 

melanocyten (Davies et al., 2002;. Cohen et al., 2003). 

In melanocyten van de huid vindt activatie van de MAPK route plaats door een verscheidenheid van 

mechanismen, waaronder stimulatie door groeifactoren en mutatie van de N-RAS en B-RAF genen. 

Mutaties in B-RAF die kenmerkend zijn voor huidmelanomen worden slechts zelden aangetroffen in 

oogmelanomen (Calipel et al., 2003; Kiliç et al., 2004;. Zuidervaart et al., 2005; Calipel et al., 2006). Een 

mogelijke verklaring voor het schijnbare gebrek aan B-RAF mutaties is dat oogmelanomen genetisch 

heterogeen zijn en de mutaties waarschijnlijk niet in elke cel aanwezig zijn. Dit is vergelijkbaar met onze 

bevindingen in eerdere onderzoeken naar de heterogene verdeling van monosomie van chromosoom 

3 en methylatie status van het RASSF1a gen (hoofdstuk 2 en hoofdstuk 3). Om te onderzoeken of B-RAF 

mutaties, eventueel in een achtergrond van normaal DNA, inderdaad aanwezig zijn in oogmelanomen 

en om de heterogeniteit van de tumor te onderzoeken, gebruikten we een zeer gevoelige mutatie 

specifieke PCR (pyrophosphorolysis-geactiveerde polymerisatie; PAP). In hoofdstuk 5 concluderen we 

dat B-RAF mutaties, frequenter dan aangenomen, voorkomen in oogmelanomen. Hoewel de klinische 

relevantie van deze B-RAF mutaties in een klein percentage van de tumorcellen nog nader moet worden 

bepaald, lijkt de relatieve schaarste van B-RAF mutatie bevattende cellen, een belangrijke rol voor deze 

mutatie in oogmelanomen uit te sluiten.

 

Tyrosine kinase-activiteit 

In vergelijking met het huidmelanoom is er vrij weinig bekend over de moleculaire pathogenese van 

oogmelanomen. Ook met de detectie van GNAQ en GNA11 mutaties, blijft het de vraag hoe deze 

mutaties de proliferatie precies stimuleren. Activatie van de klassieke MAPK route is te zien in vele 

soorten van kanker en activatie van deze route is vermoedelijk van essentieel belang bij de stimulatie 

van de celdeling in het oogmelanoom (Rimoldi et al., 2003; Weber et al., 2003; Zuidervaart et al., 

2005). Remming van de MAPK route met farmacologische en genetische middelen resulteerde in een 
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verminderde proliferatie van oogmelanoom-cellijnen (Levefre et al., 2004; Calipel et al., 2006). Dit geeft 

aan dat, hoewel mutaties in deze route afwezig zijn, MAPK signalering essentieel is voor groei van het 

oogmelanoom en suggereert tevens dat een in de route hoger gelegen factor betrokken is bij de 

proliferatie van deze tumoren.

In hoofdstuk 6 analyseerden we het mechanisme dat betrokken is bij MAPK-activering in oogmelanoom 

cellijnen. We vergeleken een oogmelanoom-cellijn verkregen uit een primair oogmelanoom met 

twee cellijnen afkomstig van twee uitzaaiingen van dezelfde patiënt. In vergelijking met de primaire 

oogmelanoom-cellijn, vertoonden de twee gemetastaseerde cellijnen een verminderde MAPK activiteit. 

We waren in staat om Src te identificeren als een cruciale hoger gelegen tyrosine kinase betrokken bij 

MAPK activatie in het primaire oogmelanoom. Om de bevindingen te valideren, pasten we genetische 

remming (siRNA) en farmaceutische remming van Src toe. Een sterke vermindering van MAPK activatie 

en celgroei werden waargenomen en bevestigden daarmee de rol van Src in oogmelanomen. 

 

Verminderde MAPK activatie in gemetastaseerde cellijnen en in verse levermetastasen duidt op een 

verlies van MAPK activatie bij de progressie van het oogmelanoom. Dit laatste is onverwacht, omdat 

MAPK activatie over het algemeen geassocieerd is met het maligne karakter van tumorcellen. Echter, in 

sommige tumoren zoals endometrium-en borstkanker, wordt MAPK activatie ook in verband gebracht 

met een goede prognose (Milde-Langosch et al., 2005; Mizumoto et al., 2007). Een mogelijke verklaring 

wordt geleverd door de observatie dat de MAPK route betrokken is bij oncogen en stress-geïnduceerde 

cel-inactivatie (senescence) (Serrano et al., 1997; Stott et al., 1998). De gedachte is, dat dit mechanisme 

een belangrijk verdedigingsmechanisme is voor cellen die risico lopen om te ontaarden, dat omzeild 

moet worden door de tumorcellen om te kunnen vermenigvuldigen. Verlies van een geactiveerde 

MAPK route in metastasecellen zoals in dit proefschrift beschreven, kan daardoor ook voordelen voor de 

tumorcel opleveren en uiteindelijk metastasering bevorderen.

 

Toekomst

De identificatie van de moleculaire pathways die betrokken zijn bij de ontwikkeling van het 

oogmelanoom, kunnen in de toekomst leiden tot effectieve therapieën voor het gemetastaseerde 

oogmelanoom. De identificatie van mutaties, zoals GNAQ en GNA11, die invloed hebben op de groei van 

de tumor en het ontrafelen van de moleculaire basis van het verband tussen het verlies van chromosoom 

3 en metastasering, kan helpen bij de zoektocht naar nieuwe geneesmiddelen. Zoals weergegeven 

in dit proefschrift, zijn tumoren vaak heterogeen en zullen niet alle cellen van de tumor op dezelfde 

manier reageren. Zo kunnen cellen in metastasen een subkloon zijn van de primaire tumor en daarom 

verschillende karakteristieken hebben. Onderzoek met behulp van materiaal van de primaire tumor 

van patiënt en diens metastasen zal essentieel zijn om nieuwe therapieën te ontwikkelen, hetgeen kan 

leiden tot individueel gerichte therapie om lange-termijn overleving mogelijk te verbeteren.
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