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Nederlandse samenvatting

Darmkanker is wereldwijd één van de meest voorkomende soorten van kanker, en neemt 
een tweede plaats in als het gaat om sterfte door kanker in Europa (1). Ongeveer twee derde 
van de colorectale tumoren (dikkedarmkanker) ontstaat in het colon, en een derde in het 
rectosigmoid of  rectum. Colorectale tumoren worden geclassificeerd met behulp van het 
“tumor, nodes and metastasis” (TNM) stageringssysteem (2,3), en vervolgens wordt aan de 
hand van de geldende richtlijnen bepaald hoe de patiënt behandeld wordt. Colorectale tumoren 
worden primair verwijderd door middel van een operatie. Daarnaast wordt aan een deel van de 
patiënten aanvullende behandelingen gegeven in de vorm van chemotherapie en/of  bestraling. 
Met de introductie van pre-operatieve bestraling en de “total mesorectal excision” (TME) 
operatietechniek voor rectale tumoren, is het percentage van patiënten bij wie de tumor lokaal 
terugkeert gereduceerd van 11% naar 5% (4). Dit houdt echter ook in dat een groot deel van 
de patiënten (minimaal 94%) onnodig behandeld wordt met pre-operatieve bestraling, met kans 
op bijwerkingen zoals seksuele dysfunctie of  incontinentie (5,6). De huidige TNM classificatie 
van colorectale tumoren is vooralsnog ontoereikend, aangezien patiënten met tumoren in 
hetzelfde stadium grote verschillen laten zien in overleving en het terugkeren van een tumor (7). 
Er is dus een grote behoefte aan biomarkers die kunnen helpen bij het identificeren van hoog-
risicopatiënten en bij het bepalen van de behandelingsstrategie. Biomarkers zijn biologische 
markers die gemeten kunnen worden in bijvoorbeeld bloed of  tumorweefsel, en die gebruikt 
kunnen worden als indicatoren voor de aanwezigheid en het verloop van pathologische processen 
of  om de respons op therapie te bepalen. Tot op heden is maar een klein aantal biomarkers 
goedgekeurd voor gebruik in de kliniek, waaronder “carcinoembryonic antigen” (CEA) in het 
bloed voor post-operatieve monitoring en KRAS mutaties voor het eventueel toedienen van 
anti-EGFR therapie (8,9). Vele andere biomarkers zijn beschreven, maar er is voor deze markers 
onvoldoende bewijs om deze in de kliniek te gebruiken. Voor het vinden van klinisch relevante 
biomarkers is het begrijpen van de onderliggende tumorbiologie van groot belang. Met deze 
informatie van individuele tumoren kan per patiënt gekeken worden wat het risicoprofiel is 
en kunnen nieuwe therapieën ontwikkeld worden die ingrijpen op de in de tumor verstoorde 
processen.

Doel van dit proefschrift
Het onderzoek beschreven in dit proefschrift richt zich op het vinden van nieuwe prognostische 
biomarkers in colorectale tumoren op het gebied van epigenetische mechanismen, die kunnen 
voorspellen wat het klinisch verloop zal zijn met betrekking tot lokaal terugkeren of  metastasering 
(uitzaaien) van de tumor en overleving van de patiënt. 

Genetische en epigenetische veranderingen in tumoren
Een kankercel ontstaat doordat een serie van opeenvolgende veranderingen plaatsvindt, die 
ervoor zorgen dat de cel zich ongeremd kan vermenigvuldigen, niet dood gaat, en waardoor de 
cel kan metastaseren (uitzaaien) naar andere organen. Deze eigenschappen zijn beschreven door 
Hanahan en Weinberg als de “hallmarks of  cancer” (10,11). De veranderingen die leiden tot 
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tumorvorming kunnen hun oorsprong vinden op genetisch niveau, door bijvoorbeeld mutaties 
in specifieke genen, zoals beschreven in een model voor colorectale tumoren door Vogelstein 
(12). Deze veel voorkomende mutaties zijn in veel tumoren aanwezig, maar verklaren niet het 
ontstaan van alle tumoren.

Naast veranderingen in het DNA, is er in het wetenschappelijk onderzoek steeds meer aandacht 
voor de regulatie van genexpressie door epigenetische mechanismen. Epigenetica betreft 
de wetenschap die veranderingen in een organisme door modificatie van de genexpressie 
bestudeert, die niet worden veroorzaakt door veranderingen in de onderliggende DNA 
sequentie. De epigenetische mechanismen die in dit proefschrift aan bod komen beïnvloeden 
de genexpressie via regulatie van de lokale structuur van chromatine, het complex van histon 
eiwitten waar het DNA omheen gewikkeld is. In een “open” chromatine structuur kunnen 
transcriptiefactoren binden aan de specifieke genen in het DNA, wat vervolgens resulteert 
in expressie van het betreffende gen. Is de chromatinestructuur echter gesloten, zal er geen 
genexpressie plaatsvinden. De chromatinestructuur wordt gereguleerd door het toevoegen of  
verwijderen van chemische groepen aan het DNA (DNA-methylering) of  aan histon-eiwitten 
(histonmodificaties). Deze modificaties worden hieronder verder besproken. Veranderingen in 
deze epigenetische mechanismen zijn in verschillende typen tumoren beschreven (13,14).

DNA-methylering
De modificatie van DNA door het toevoegen van methylgroepen op Cytosines (DNA-
methylering) vertoont een specifiek patroon voor elk celtype (15,16) en is betrokken bij vele 
functies in de cel, zoals het uitschakelen van één van de twee X-chromosomen bij vrouwen, 
het onderdrukken van repetitieve sequenties en de regulatie van cellulaire differentiatie (17). 
DNA-methylering beschermt tegen het spontaan ontstaan van mutaties (18) en speelt ook een 
belangrijke rol tijdens de embryonale ontwikkeling, waar in de verschillende stadia op het juiste 
moment verschillende sets van genen tot expressie moeten komen (19,20). 

In tumorcellen vinden een aantal veranderingen plaats in DNA-methylering ten opzichte 
van normale cellen. Op globaal niveau neemt de hoeveelheid DNA-methylering af  (21), wat 
resulteert in activatie van sequenties die normaal gesproken onderdrukt worden, zoals repetitieve 
sequenties en oncogenen die celdeling bevorderen en celdood tegengaan (22-25). Daarentegen 
kunnen sequenties die normaal gesproken actief  zijn (geen DNA-methylering aanwezig), 
waaronder tumorsuppressor genen, juist gemethyleerd worden waardoor deze niet meer tot 
expressie komen. De prognostische waarde van DNA-methylering van vele genen is inmiddels 
beschreven in verschillende tumoren (26-29).

In dit proefschrift worden zowel globale als gen-specifieke veranderingen in DNA-methylering 
besproken. In hoofdstuk 2 wordt beschreven dat een lage mate van DNA-methylering in 
rectumtumoren op de repetitieve sequentie “long interspersed element 1” (LINE-1, dat 17% 
van het humane genoom beslaat) gecorreleerd is met kortere overleving en een grotere kans 
op het terugkeren van de tumor bij patiënten met rectumtumoren. LINE-1 sequenties, indien 
geactiveerd door verlies van DNA-methylering, kunnen zichzelf  verplaatsen in het genoom 
en daarmee andere genen verstoren, wat kan leiden tot tumorvorming. Ook kan de DNA-
methylering van omliggende genen worden veranderd door de aan- of  afwezigheid van DNA-
methylering op de LINE-1 sequenties, wat kan leiden tot bijvoorbeeld activatie van oncogenen. 
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DNA-methylering op een andere repetitieve sequentie, Alu (short interspersed elements), was 
niet voorspellend voor overleving en/of  terugkeer van de tumor, wat aangeeft dat de gevonden 
correlatie voor LINE-1 methylering specifiek is voor deze sequentie. Op gen-specifiek niveau 
wordt in hoofdstuk 3 beschreven dat methylering van drie genen betrokken bij apoptose 
(geprogrammeerde celdood), namelijk Apaf1, Bcl2 en p53, in rectumtumoren voorspellend is 
voor de overleving van de patiënt en terugkeer van de tumor. Een combinatie van veel celdood 
maar tegelijkertijd ook veel celdeling was gecorreleerd met de slechtste overleving en de hoogste 
kans op terugkeer van de tumor. 

De studies in deze twee hoofdstukken laten zien dat DNA-methylering op zowel genoom-wijd 
als op gen-specifiek niveau prognostische waarde heeft in rectumtumoren. Een goede risico-
inventarisatie voor individuele patiënten zal verkregen kunnen worden door het bepalen van 
DNA-methylering van de beschreven factoren in bijvoorbeeld biopsieweefsels.

Histonmodificaties
Acht histon-eiwitten vormen in vier paren een kern van eiwitten waar het DNA omheen 
gewikkeld is. Het uiteinde van deze histon-eiwitten kan gemodificeerd worden door de 
toevoeging of  verwijdering van onder andere methyl- en acetylgroepen. Histon-acetylering is 
geassocieerd met een open chromatinestructuur en dus activatie van genexpressie. Wat betreft 
methylering van histon-eiwitten bepaalt de specifieke locatie van methylgroepen op de histon-
eiwitten het effect van deze modificatie: 3 methylgroepen op het vierde aminozuur (lysine, K) 
op histon H3 (H3K4me3) zijn bijvoorbeeld activerend, terwijl diezelfde groepen op aminozuur 
27 op histone H3 (H3K27me3) juist geassocieerd zijn met een gesloten chromatinestructuur 
en dus genexpressie tegengaan. Daarbij is het aantal methylgroepen (een, twee of  drie) dat 
wordt toegevoegd ook van belang voor hun specifieke functie in de cel (30). De specifieke 
histonmodificaties worden toegevoegd of  verwijderd door zogenaamde histon-modificerende 
eiwitten, waaronder DNA methyltransferases (DNMTs) die methylgroepen toevoegen aan 
het DNA en histon deacetylases (HDACs) die acetylgroepen verwijderen van histon-eiwitten. 
Veranderingen in expressie van deze modificerende eiwitten, met als gevolg veranderingen in 
de aanwezigheid van bepaalde histonmodificaties, zijn veelvuldig gerapporteerd in verschillende 
tumoren (31,32), en hebben ook prognostische waarde (33-36).

In dit proefschrift zijn een aantal studies beschreven waarin is gekeken naar globale expressie van 
histonmodificaties en de bijbehorende histon-modificerende eiwitten. Hoofdstuk 4 beschrijft 
de prognostische waarde van histon deacetylases SIRT1, HDAC1 en HDAC2 samen met 
histonmodificaties H3K56Ac en H4K16Ac in colorectale tumoren, allen betrokken bij reparatie 
van het DNA en het onderdrukken van onder ander repetitieve sequenties. Hoge expressie 
van de combinatie van de drie histon deacteylases met een van beide histonmodificaties was 
geassocieerd met betere overleving en een kleinere kans op terugkeer van de tumor. In hoofdstuk 
5 wordt de prognostische waarde van Polycomb eiwitten EZH2, BMI1 and SUZ12 samen 
met de geassocieerde histonmodificatie H3K27me3 in colorectale tumoren beschreven. Hoge 
expressie van deze Polycomb eiwitten en H3K27me3 was gecorreleerd met betere overleving 
en een kleinere kans op terugkeer van de tumor. Expressie van histonmodificaties H3K4me3, 
H3K9me3 en H4K20me3, zoals beschreven in hoofdstuk 6, had alleen prognostische waarde in 
stadium I en II colon tumoren. Lage expressie van H3K4me3 en hoge expressie van H3K9me3 
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en H4K20me3 waren geassocieerd met een goede prognose, zowel in individuele marker analyses 
als in gecombineerde analyses.

Histonmodificaties hebben ook op gen-specifiek niveau predictieve waarde. In hoofdstuk 7 
wordt beschreven dat de aanwezigheid van activerende of  onderdrukkende histonmodificaties 
invloed heeft op de genexpressie van apoptose genen en daarmee op de gevoeligheid van 
colorectale cellijnen voor chemotherapie, immuuntherapie of  bestraling. Expressie van apoptose 
genen, door de aanwezigheid van activerende histonmodificaties, was gecorreleerd met een 
goede respons (celdood) op het toedienen van de verschillende therapieën.

In de beschreven studies naar histonmodificaties zijn verschillende prognostische factoren 
geïdentificeerd in colorectale tumoren. Deze studies onderstrepen het combineren van meerdere 
markers en dus op signaleringsroute-gerichte benaderingen (pathways) om de onderliggende 
tumorbiologie te kunnen ontrafelen. Vervolgstudies zullen zich dus ook moeten richten op 
het combineren van meerdere (epigenetische) therapieën om een beter behandelingseffect 
te verkrijgen. De bepaling van de aanwezigheid van histonmodificaties in biopsieweefsel kan 
belangrijke informatie opleveren wat betreft de keuze voor therapie voor individuele patiënten. 
Kennis van de regulatie van specifieke genen, zoals beschreven in het laatste hoofdstuk, zal in de 
toekomst hopelijk leiden tot het ontwikkelen van meer specifieke epigenetische therapieën, die 
gericht zijn op het behandelen van individuele tumoren.

Toekomstperspectieven
Vanwege de dynamische eigenschappen van epigenetische modificaties, die op elk moment 
toegevoegd of  verwijderd kunnen worden afhankelijk van de behoeften van de cel, zijn 
epigenetische mechanismen aantrekkelijke kandidaten voor het ontwikkelen van nieuwe 
therapieën. Epigenetische therapieën gericht op DNA-methylering (37,38) of  histon deacetylases 
(39,40) worden momenteel getest in klinische trials. Tot op heden zijn deze therapieën echter 
voornamelijk effectief  in hematologische ziekten (leukemieën), maar beduidend minder in 
solide (waaronder colorectale) tumoren. Voor het ontwikkelen van effectievere therapieën voor 
individuele patiënten met colorectale tumoren, is kennis van de onderliggende tumorbiologie 
essentieel. Ook zullen signaleringsroute-gerichte benaderingen belangrijk zijn in het identificeren 
van prognostische en predictieve biomarkers in colorectale tumoren. Multidisciplinair onderzoek, 
waarbij clinici en onderzoekers nauw samenwerken, is hierbij van groot belang, om kennis uit 
het wetenschappelijk onderzoek te kunnen toepassen en potentieel nieuwe behandelingen te 
testen in klinische studies. Klinisch relevante biomarkers zullen moeten worden toegevoegd 
aan de classificatiesystemen die momenteel in de kliniek gebruikt worden, zoals het TNM 
classificatiesysteem. Identificatie en toepassing van nieuwe biomarkers in de kliniek zal bijdragen 
aan betere classificatie van patiënten en daarmee een kans op gerichte behandeling van individuele 
patiënten.

Samenvattend onderstrepen de verschillende studies gepresenteerd in dit proefschrift dat 
epigenetische mechanismen een belangrijke rol spelen in het proces van tumorvorming. Er is de 
afgelopen decennia veel onderzoek gedaan naar genetische mutaties in tumoren, maar het wordt 
steeds duidelijker dat andere factoren zoals epigenetische mechanismen hierbij ook een grote rol 
spelen. Genmutaties kunnen bijvoorbeeld leiden tot verhoogde of  juist verlaagde expressie van 
het betreffende gen, waar dus ook veranderingen in de epigenetische regulatie van deze genen bij 
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betrokken zijn. Aangezien de expressie van een gen nooit op zichzelf  staat en altijd is verbonden 
met andere genen in dezelfde signaleringsroute, zal ook de epigenetische regulatie van deze 
andere genen worden beïnvloed door mutaties of  veranderingen in de epigenetische status van 
een individueel gen. Mutaties in epigenetische factoren zelf  zullen uiteraard ook grote gevolgen 
hebben voor de epigenetische regulatie van individuele genen en daarmee signaleringsroutes, 
en beïnvloeden daarmee het proces van tumorvorming. Epigenetische mechanismen zijn dus 
onbetwistbaar betrokken bij het proces van tumorvorming en moeten worden beschouwd als 
een grote bron van informatie, niet alleen voor het identificeren van prognostische en predictieve 
biomarkers, maar ook voor de ontwikkeling van nieuwe, mogelijk tumor- en daardoor patiënt-
specifieke, tumortherapieën.
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