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Nederlandse samenvatting

Dikke darmkanker (colorectaal carcinoom, CRC) is de op een na meest voorkomende
doodsoorzaak in de westerse wereld. In Nederland worden elk jaar circa 11000 nieuwe
gevallen gediagnosticeerd. Ongeveer de helft zal hieraan overlijden. Voor de algemene
bevolking is het risico om CRC te ontwikkelen gedurende het leven bij benadering 4%,
dus 1:25 personen krijgt darmkanker. Aan de oorzaak van CRC kunnen meerdere fac-
toren ten grondslag liggen, enerzijds erfelijke hoog en laag risico factoren, anderzijds
omgevingsfactoren inclusief de rol van de individuele levensstijl.

DNA is de essentie van erfelijkheid, de opslagplaats van alle informatie die nodig is om
een mens “te bouwen”. Het erfelijk materiaal is verankerd in de chromosomen (elke cel
heeft 46 chromosomen; 23 chromosomen van vader en 23 van moeder). De informatie
voor een kenmerk (bv. oogkleur) die aanwezig is op een chromosoom, wordt gen ge-
noemd. De vorm (bv. blauw) waarin een bepaald gen zich manifesteert in het DNA van
een chromosoom, wordt allel genoemd.

Dikkedarm tumoren zijn het gevolg van een reeks van opeen stapelende DNA fouten
waarbij het normale darmslijmvlies uiteindelijk verandert in een kankerproces.

De tumorontwikkeling bij CRC kan worden verdeeld in twee verschillende richtingen,
te weten; chromosomale instabiliteit (CIN) en microsatelliet instabiliteit (MIN, MSI).
Chromosomale instabiliteit wordt gekenmerkt door variaties in het aantal kopieén van
een chromosoom waaronder chromosoom (arm) vermeerdering, chromosoom (arm)
verlies en zogenaamd kopieneutraal verlies van heterozygositeit. Microsatelliet insta-
biliteit wordt gekenmerkt door kleine DNA deleties en inserties in korte repeterende
DNA-stukjes (bijvoorbeeld CGCGCGCGCGCGCG). Naast CIN en MIN kunnen ook zoge-
naamde epigenetische veranderingen plaatsvinden gedurende de tumorontwikkeling.
Dit proces kenmerkt zich door methyleringsveranderingen, een modificatie van het
DNA in de cellen zonder wijziging in de DNA sequentie volgorde. Deze veranderingen
leiden tot wijzigingen in genfunctie.

Het spectrum van CRC kan in twee klinische groepen worden verdeeld: sporadisch
en familiair CRC. Met sporadisch wordt bedoeld dat er geen andere gevallen van dikke
darmkanker worden gevonden in de familie. De meeste patiénten (65-90%) behoren
tot deze groep. Zij ontwikkelen CRC meestal op oudere leeftijd (gemiddeld 70 jaar). De
tweede groep bestaat uit 10-35% van alle CRC gevallen hierbij zijn er meer CRC patién-
ten binnen de familie. Slechts een klein deel van deze groep kan worden verklaard door
bekende hoog penetrante erfelijke syndromen zoals het Lynch syndroom (eerder HNPCC
genaamd) en familiaire adenomateuze polyposis (FAP). Lynch syndroom betreft een
erfelijke aandoening met vaak rechts in de buik gelegen dikke darmkanker en relatief
weinig dikke darmpoliepen. Het syndroom ontstaat door erfelijke kiembaanmutaties in
de genen MLH1, MSH2, MSH6 of PMS2. FAP-patiénten hebben juist heel veel poliepen
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(adenomen) met een hoge kans dat een of meerdere hiervan zich kwaadaardig ontwik-
kelen. Het ziektebeeld wordt voornamelijk veroorzaakt door kiembaanmutaties in het
APC gen. Het is reeds voldoende om de ziekte te krijgen als deze mutatie van een van
de ouders wordt geérfd (een zogenaamd autosomaal dominant overervings patroon)
dan wel nieuw ontstaan is. Een deel van de patiénten met adenomateuze polyposis
kan verklaard worden door MUTYH-geassocieerde polyposis (MAP). Het onderliggende
lijden wordt verklaard door twee kiembaan mutaties in MUTYH, geérfd van beide ou-
ders (een autosomaal recessief overervings patroon). Voor veel individuen met familiair
darmkanker is de reden nog onverklaard. Het risico van personen uit onverklaarde
darmkankerfamilies om gedurende het leven CRC te ontwikkelen in vergelijking met de
algemene bevolking is > 2 keer verhoogd wanneer een individu een aangedane eerste-
graads verwant heeft. Het risico is > 3 keer verhoogd in vergelijking met de algemene
bevolking wanneer de eerstegraads verwant jonger is dan 50 jaar op het moment van
diagnose. Mogelijk zijn enkele onverklaarde familierisico’s aan nog niet geidentificeerde
erfelijke hoogrisicofactoren toe te schrijven. Een andere optie zou een combinatie van
verschillende erfelijke laagrisicofactoren kunnen zijn. Van omgevingsfactoren, als de
westerse leefstijl; alcohol consumptie, roken, dieet en vetzucht is bekend dat ze in enige
mate bijdragen aan het risico op CRC.

Dit proefschrift beschrijft de zoektocht naar analyses in de moleculaire pathologie die
een rol kunnen spelen in het identificeren van individuen met een verhoogd risico op
dikke darmkanker gebaseerd op onderliggende erfelijke oorzaken en die het mogelijk
maken inzicht te verkrijgen in de tumorontwikkeling bij familiair CRC.

Het beschreven werk kan ruwweg worden verdeeld in:

1) Het toepassen van betrouwbare moleculaire analyses in formaline gefixeerd in
paraffine ingebed (FFPE) weefsel. Dit laatste is bijzonder belangrijk omdat het gros van
het tumor weefsel van familiaire dikke darmkanker patiénten alleen beschikbaar is als
FFPE materiaal.

2) Karakterisering van tumor materiaal waardoor richting gegeven kan worden aan
genetische test strategie en klinisch genetische besluitvorming maar tevens wordt ook
inzicht verkregen in de tumorgenese in familiair dikke darmkanker (inclusief Lynch syn-
droom en MUTYH geassocieerde polyposis) en het bestuderen van de rol van de genen;
CHEK2 en PTPRJ.

De CRC tumoren van individuen die voldoen aan een aantal klinische criteria (jonge
leeftijd dan wel meerdere individuen in de familie met CRC) dienen te worden geanaly-
seerd op microsatelliet instabiliteit en eiwitexpressie van de mismatch herstel (MMR) ei-
witten (MLH1, PMS2, MSH2, MSH6). Deze analyses maken het mogelijk om het patiénten
met Lynch syndroom te identificeren en richting te geven aan mogelijke aanvullende
kiembaanmutatie analyses. Wanneer eenmaal een kiembaanmutatie in één van de
MMR genen wordt gevonden, kunnen familieleden op de aanwezigheid van de geiden-
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tificeerde mutatie worden onderzocht. De dragers van de mutatie kunnen vervolgens
worden gescreend op darmslijmvlies afwijkingen zodat deze in een vroeg stadium van
eventuele tumor ontwikkeling kunnen worden verwijderd. In hoofdstuk 2 werd de op-
brengst van microsatelliet instabiliteits (MSI) analyse geévalueerd; enerzijds in families
verdacht voor Lynch syndroom, anderzijds in een groep die niet aan de klinische criteria
voldeden. Uit de resultaten bleek dat het beter is families met drie of meer gevallen
van CRC gediagnostiseerd > 50 jaar oud, in de test schema’s te includeren en de indi-
catie leeftijd voor MSI analyse op te trekken van 45 naar 50 jaar. Daarnaast werden de
resultaten van de immunohistochemische (IHC) kleuringen vergeleken met die van de
MSI analyse en werd de additionele waarde van de PMS2 kleuring bestudeerd. De PMS2
kleuring leidde tot de identificatie van een additionele 23% MLH1 kiembaan mutatie
dragers. Gebaseerd op dit deel van de studie was het advies, de PMS2 kleuring op te
nemen in het panel van MMR antilichamen (MLH1, MSH2, MSH6) voor het identificeren
van families die in aanmerking komen voor mutatie analyse.

In hoofdstuk 3 werden de patronen van genomische abnormaliteiten van microsatel-
liet instabiele (MSI-high) FFPE carcinomen bestudeerd met “genoom omvattende enkel
nucleotide polymorfisme arrays” (SNP arrays). Drie groepen MSI-high carcinomen wer-
den samengesteld, de eerste groep bestond uit carcinomen van dragers van pathogene
kiembaanmutaties in één van de MMR genen. De tweede groep was samengesteld uit
carcinomen van niet geclassificeerde varianten (UVs) in de MMR genen, de derde groep
bevatte carcinomen met sporadische hypermethylering van de MLHT promoter. Wij
identificeerden verschillende chromosomale afwijkingen in de drie MSI-high carcinoma
groepen, hoewel deze verschillen subtiel waren. Interessant was het verhoogde aantal
chromosomale afwijkingen in carcinomen van MMR-UV dragers in vergelijking met
pathogene MMR mutatie dragers. Blijkbaar, ontstond additionele CIN bij de aanwezige
microsatelliet instabiliteit in deze MMR-UVs tijdens tumor ontwikkeling. Dit zou kunnen
suggereren dat dergelijke additionele CIN voor tumorontwikkeling in gevallen met een
a priori zwak mutator effect noodzakelijk is. Om deze bevinding beter te kunnen onder-
bouwen, lijkt het logisch de studie uit te breiden; meerdere carcinomen van patiénten
met eenzelfde UV moeten verzameld worden en de genomische tumor patronen zullen
moeten worden bestudeerd. Afhankelijk van de resultaten zal deze SNP array benade-
ring nuttig kunnen zijn om naast de reeds gebruikte hulpmiddelen (MSl analyse, IHC van
MMR proteinen, segregatie analyse en functionele analyses) inzicht te verschaffen in de
pathogeniciteit van MMR-UVs.

Om MAP families te identificeren die niet aan de klinische criteria voldeden, en dus
niet in aanmerking kwamen voor kiembaan MUTYH onderzoek, bestudeerden wij de
haalbaarheid van het uitvoeren van een onderzoekmethode die een specifieke KRAS2
mutatie (c.34 G> T) analyseert. Deze specifieke KRAS2 mutatie wordt gevonden in 60%
van de carcinomen van MAP patiénten en is zeldzaam in dikke darmcarcinomen van an-
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dere origine. Bij detectie van de KRAS2 mutatie in onze studie werd deze analyse gevolgd
door een mutatie analyse van de drie meest voorkomende MUTYH mutaties in Neder-
land (MUTYH hotspots). In hoofdstuk 4 hebben wij FFPE tumoren getest, van individuen
met <10 adenomen of patiénten met een microsatelliet stabiele dikke darmtumor met
<10 additionele poliepen (adenomen), op somatische DNA-veranderingen in KRAS2 en
op drie Nederlandse hotspot MUTYH kiembaanmutaties (p.Tyr165Cys, p.Gly382Asp en
p.Pro391Leu). Wij waren in staat met deze benadering bi-allelische MUTYH mutatie dra-
gers te identificeren. Daarom adviseren wij om dit onderzoek van tumoren op aanwezig-
heid van de KRAS2 c.34G >T mutatie bij positiviteit te vervolgen met MUTYH hotspot
mutatie analyse en deze combinatie van analyses te implementeren in de moleculaire
diagnostiek voor het opsporen van mogelijk erfelijke vormen van darmkanker. Wanneer
een heterozygote hotspot MUTYH verandering wordt geidentificeerd, moet een volledig
kiembaan MUTYH mutatie onderzoek worden uitgevoerd op DNA uit bloed. Tevens is
de directe hotspot MUTYH mutatie analyse een praktisch alternatief voor patiénten met
>10 adenomen of in gevallen van veelvoudige CRCs in één generatie waarvan slechts
FFPE weefsel beschikbaar is.

Zoals eerder genoemd zijn er in CRC twee klassieke wegen die tot tumorontwikkeling
leiden; CIN en MIN cq MSI. Het proces dat in MUTYH-geassocieerde polyposis (MAP) tot
tumor formatie leidt is nog niet compleet ontrafeld. In hoofdstuk 5 analyseerden wij 26
MAP carcinomen, gebruik makend van SNP arrays. Een hoge frequentie kopienummer
neutraal verlies van heterozygositeit (cnLOH) werd gevonden in deze carcinomen. Dit
betekent dat er verlies heeft plaats gevonden van een paternaal of een maternaal allel.
Het allel dat overbleef is gedupliceerd zodat er weer twee allelen zijn. Dit proces wordt
mitotische recombinatie genoemd. De bevindingen suggereren een relatie tussen mito-
tische recombinatie en deficiéntie van het base excisie herstel mechanisme (BER) waar
het MUTYH gen deel vanuit maakt. Echter verder onderzoek naar deze mogelijke relatie
is belangrijk.

In hoofdstuk 6 werd een tak van een Lynch syndroom familie waarin zowel een MSH6
als twee MUTYH kiembaan mutaties voorkomen bestudeerd. Eén patiént droeg alle drie
de veranderingen en had een uiterst mild klinisch beeld met tot op heden slechts enkele
adenomen. Wij concludeerden dat een defect in zowel MSH6 mismatch herstel en base
excisie herstel wellicht niet goed naast elkaar kan bestaan. Cellen die alle drie de defec-
ten dragen hebben wellicht maar een kleine kans om te overleven.

Het is essentieel dat mogelijke genetische risicofactoren, die leiden tot een hogere
kans op CRC beschreven in de literatuur, in goed gedefinieerde CRC cohorten met con-
trole groepen worden geverifieerd. Wij kozen twee methoden met een hoge doorvoer-
snelheid om beschreven mogelijke genetische risicofactoren te bestuderen (hoofdstuk
7 en hoofdstuk 8). In hoofdstuk 7 onderzochten we de rol van PTPRJ- c.827A>C in fami-
liair CRC met de MassEXTEND LOH analyse. PTPRJ behoort tot de eiwit tyrosine fosfatase
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familie. Deze familie bestaat uit signaal moleculen die verschillende processen in de
cel regelen waaronder celgroei, celdifferentiatie en er is gesuggereerd dat ze mogelijk
functioneren als een tumoronderdrukker in darmkanker. Wij beschreven dat de impact
van de nieuw geidentificeerde PTPRJ- ¢.827A>C beperkt lijkt te zijn in familiaire CRC.
Verder concludeerden wij dat de MassEXTEND LOH analyse (gebruik makend van Se-
guenom MassARRAY software) een sensitieve, kosteneffectieve analyse is met een hoge
doorvoersnelheid om LOH van SNPs te bestuderen in gearchiveerd tumor weefsel.

In hoofdstuk 8 werd de rol van de CHEK*1100delC mutatie bestudeerd. CHEK2 speelt
een rol in DNA herstel, in celdeling en celdood. Een immunohistochemische pre-scree-
ning met een CHEK2 antilichaam werd uitgevoerd op 564 tumoren afkomstig van famili-
aire darmkanker patiénten die op “tissue micro array’s” (TMAs) waren samengevoegd. Wij
identificeerden drie patiénten met een CHEK*1100delC mutatie één van deze patiénten
had twee CHEK*1100delC mutaties, welke niet leidde tot een evident klinisch beeld.
Tevens werd verlies van eiwitexpressie van CHEK2 in familiair CRC in een beperkt deel
door de CHEK*1100delC verklaard, het expressie verlies kon niet worden verklaard door
CHEK2 kiembaan varianten R117G, R137Q, R145W, 1157T, en R180H. IHC pre-screening
van TMAs is een betrouwbare pre-screenings methode voor CHEK*1100delC. Het nadeel
van deze methode met hoge doorvoersnelheid is dat de te onderzoeken mutatie moet
leiden tot afschakeling van het betreffende eiwit en een antilichaam voorhanden moet
zijn wil deze methode bruikbaar zijn.

Hoofdstuk 9 bevat concluderende opmerkingen over het onderzoek zoals beschre-
ven in dit proefschrift en de invloed die het mogelijk in de toekomst zal hebben. De
moleculaire pathologie heeft een hoog potentieel om een actieve rol te spelen in het
identificeren van individuen met een erfelijke belasting op CRC. Tevens kan met mole-
culaire technieken tumorontwikkeling van CRC worden bestudeerd.

Testen zoals; MSI, additionele MMR IHC (hoofdstuk 2) en KRAS2 mutatie analyse (hoofd-
stuk 4) die goed toepasbaar zijn en relatief eenvoudig te implementeren zijn worden nu
intensief gebruikt in de dagelijkse moleculaire diagnostiek op pathologie-afdelingen.

Binnen het wetenschappelijk onderzoek zal de moleculaire pathologie een belang-
rijke schakel zijn bij het bepalen van de biologische rol van de allelen die op dit moment
met associatie studies geidentificeerd worden als veronderstelde ziekte gerelateerde
allelen. Bovendien zijn de onderscheidende tumorprofielen die gevonden werden in de
verschillende tumor groepen(hoofdstuk 3 en 5) overtuigende voorbeelden van het feit
dat benaderingen met moleculaire pathologie cruciaal kunnen zijn in het karakteriseren
en mogelijk oplossen van tot op heden onopgeloste oorzaken van darmkanker.
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