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Nederlandse Samenvatting

Chondrosarcomen zijn kwaadaardige kraakbeenvormende tumoren, die zich
voornamelijk ontwikkelen in de botten van het bekken, de ribben en de
ledematen. Deze tumoren worden voornamelijk gevonden rond het vijftigste
levensjaar. Chondrosarcomen zijn verantwoordelijk voor 20% van al de
kwaadaardige bottumoren [1] en kunnen onderverdeeld worden in
conventioneel chondrosarcoom (85%), gededifferentieerd chondrosarcoom
(10%) [2], mesenchymaal chondrosarcoom (2%) [3], helder cellig
chondrosarcoom (2%) [4] en periostaal chondrosarcoom (1%) [1]. Het
conventionele chondrosarcoom is verder onderverdeeld in centraal (85%) en
perifeer (15%), op basis van de locatie centraal in het merg (de medulla) of
aan het oppervlak van het bot. De histologische kenmerken van centrale en
perifere chondrosarcomen zijn hetzelfde, maar ze vertonen een andere
genetische achtergrond; centrale chondrosarcomen hebben een mutatie in
IDH 1 of IDHZ2 in circa vijftig procent van de gevallen, terwijl mutaties in EXT1
of EXT2 belangrijk zijn bij het ontstaan van perifere chondrosarcomen.
Conventionele chondrosarcomen kunnen op basis van de histologische
kenmerken worden onderverdeeld in drie verschillende graden (graad I-III).
Graad III chondrosarcomen zijn het meest kwaadaardig en patiénten met
deze tumor hebben een 10 jaars overleving van 26-29% [1, 5-7].
Gededifferentieerd chondrosarcoom is een hooggradige tumor die in circa
vijftig procent van de gevallen een IDHI- of IDH2-mutatie laat zien [§].
Patiénten met gededifferentieerd chondrosarcoom hebben een 10-jaars
overlevingskans van slechts 10-28%, afhankelijk van de aanwezigheid van
metastasen [9]. Mesenchymale chondrosarcomen worden genetisch
gekenmerkt door een HEY1-NCOA2 fusie en overlevingspercentages over 10
jaar worden gerapporteerd tussen 27 en 67% [10, 11]. Het heldercellig
chondrosarcoom is een laaggradige tumor met een sterftecijfer van 15% [12].
Er zijn geen specifieke genetische veranderingen geidentificeerd in dit
subtype. Periostale chondrosarcomen zijn zeer zeldzaam en er zijn weinig
onderzoeken gerapporteerd waarin dit subtype werd onderzocht. IDHI of
IDH2 mutaties zijn geidentificeerd in 15% van de gevallen [13].

In dit proefschrift worden experimenten beschreven waarbij siRNA en
compound screens zijn gebruikt om nieuwe therapeutische opties te vinden
voor het behandelen van chondrosarcomen. Verder wordt de rol van
apoptose eiwitten van de Bcl-2 familie beschreven en een studie waarbij
gekeken is naar radioresistentie mechanismen in chondrosarcoom cellijnen
en patiént weefsel. In Hoofdstuk 2 wordt een overzicht gegeven van
genetische en andere belangrijke veranderingen die zijn gevonden in de
verschillende subtypen van het chondrosarcoom. Dit illustreert de
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complexiteit en heterogeniteit van de verschillende chondrosarcoom
subtypen. Hoofdstuk 3 beschrijft de karakterisatie van een nieuwe
mesenchymale chondrosarcoom celliin MCS170; de eerste cellijn
beschreven van dit zeldzame chondrosarcoom subtype. We bevestigden de
aanwezigheid van de karakteristieke HEY1-NCAO2 fusie en detecteerden
een hoge expressie van apoptose eiwitten Bcl-2 en vooral Bcel-xl. Remmen
van deze Bcl-2 familie eiwitten met ABT-737 zorgde er voor dat de cellen veel
gevoeliger werden voor chemotherapie, zoals ook al eerder werd aangetoond
voor het conventionele en gededifferentieerd chondrosarcoom [14, 15].
Hoofdstuk 4 gaat dieper in op de rol van Bcl-2-familie eiwitten in het
chondrosarcoom en resistentie tegen conventionele chemotherapie. We
onderzochten de remming van Bcl-2 en Bcl-xl specifiek in chondrosarcoom
celliinen en in een rat chondrosarcoom model. Uit deze experimenten
konden we concluderen dat niet Bcl-2, maar Bcel-x1 het belangrijkst is voor
de overleving van chondrosarcoom cellen zowel in vitro als in vivo. Een
subset van cellijnen vertoonde een synergistische respons wanneer Bcl-xl
werd geremd in combinatie met chemotherapie, wat aangeeft dat de
betrokkenheid van Bcl-xl bij chemotherapieresistentie heterogeen is in dit
panel van chondrosarcoom cellijnen. Dit toont aan dat verder onderzoek, en
mogelijk ook een gepersonaliseerde benadering, nodig is om te beoordelen
of de combinatie van Bcl-xl remmers en chemotherapie toepasbaar is bij
patiénten met een chondrosarcoom. Hoofdstuk 5 beschrijft de identificatie
van survivin als een essentiéle regulator in chondrosarcoom cellen. Een
siRNA-screen gericht op 51 apoptose gerelateerde genen identificeerde
BIRCS5, coderend voor het survivin eiwit, als essentieel voor de overleving
van chondrosarcoom cellijnen. Survivin heeft meerdere functies, afhankelijk
van de locatie in de cel [16]. Survivin in de kern speelt een rol in de celcyclus,
terwijl cytoplasmatisch survivin betrokken is bij apoptose. In onze studie
tonen we aan dat expressie van survivin in zowel de kern als het cytoplasma
gecorreleerd waren met een hogere histologische graad en dus met
toegenomen agressiviteit van de tumor. Bovendien was survivin expressie in
de kern gecorreleerd met P53 expressie. Vooral TP53 gemuteerde
chondrosarcoom cellijnen waren gevoelig voor het remmen van Survivin. Dit
resulteerde niet in apoptose, maar wel verstoring van de celcyclus. Dit toont
aan dat het remmen van Survivin een mogelijke therapeutische optie kan
zijn voor patiénten met TP53 gemuteerd chondrosarcoom. In Hoofdstuk 6
wordt de ontdekking van celcyclus eiwitten als mogelijke therapeutische
optie voor patiénten met een chondrosarcoom beschreven. Door het
uitvoeren van een specifiek op kinases gerichte siRNA (n = 779) en drug
screen (n = 273) werden PLK1, CHK1 en AURKA ontdekt als cruciale eiwitten
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voor de overleving van chondrosarcoom cellen. Kinaseremmers die zich
richten op deze drie eiwitten werden gevalideerd in een panel van
chondrosarcoom cellijnen waarbij de vitaliteit van de cellen afnam bij
toename van de dosis. Tevens werd een verhoogde gevoeligheid voor
conventionele chemotherapie na CHK1 remming gezien. Expressie van
AURKA en CHKI1, maar niet van PLK1, werd waargenomen in
chondrosarcoom tumor weefsel, wat vraagtekens zet bij het belang van het
remmen van PLK1 als behandelingsmethode voor chondrosarcoom
patiénten. CHK1 expressie was gecorreleerd met een slechtere algehele
overleving. Hoewel verder onderzoek nodig is om deze bevindingen te
valideren, lijkt CHK1 de meest veelbelovende kinase om te remmen in
patiénten met een niet operabel of gemetastaseerd chondrosarcoom.
Hoofdstuk 7 richt zich op het chondrosarcoom metabolisme en hoe deze
eventueel te gebruiken als therapeutische optie. Een drug screen met 39
metabole drugs, gericht tegen verschillende metabole cellulaire systemen
werd uitgevoerd in chondrosarcoom cellijnen. Na een aantal selectieronden
werd mTORC1 en mTORC2 remmer sapanisertib geidentificeerd als meest
veelbelovende hit. Behandeling met sapanisertib zorgde voor een
vermindering van zowel het glycolytische als oxidatieve metabolisme en een
afname van de vitaliteit in chondrosarcoom cellen, bij een toenemende dosis.
Bovendien werd de groei van de tumor vertraagd in een chondrosarcoom
muismodel, wat aangeeft dat het remmen van mTOR als enkele of
gecombineerde behandeling een mogelijke optie voor chondrosarcoom
behandeling zou kunnen zijn. Hoofdstuk 8 toont een mogelijke rol voor de
RB1 signaaltransductie route in de ongevoeligheid voor radiotherapie die
word gezien bij chondrosarcomen. Chondrosarcoom cellijnen vertonen een
wisselde gevoeligheid voor y-straling. In tegenstelling tot eerdere resultaten
[17], vertoonden chondrosarcoom cellijnen behandeld met IDH1-remmer
AGI-5198 geen verlaagde gevoeligheid voor y-straling en ook geen verschil in
glutathion levels. Chondrosarcoom tumorweefsels van patiénten, ex vivo
behandeld met y-straling, vertoonden een variabele respons, zoals gemeten
met y-H2Ax foci kwantificatie. Onze resultaten lieten zien dat tumoren die
minder foci ontwikkelden na bestraling, en dus als meer radioresistent
werden  beschouwd, genetische  veranderingen in  de RB1
signaaltransductieroute vertoonden. Tumoren die meer foci ontwikkelden
na bestraling lieten deze veranderingen niet zien. Of selectie voor
radiotherapie kan worden gebaseerd op een intacte RB1 signaaltransductie
route moet nader worden onderzocht.

Concluderend beschrijft dit proefschrift de identificatie van verschillende
eiwitten die belangrijk zijn voor de overleving en chemo- en radioresistentie
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van chondrosarcoom cellen. Toekomstig onderzoek naar deze eiwitten moet
uitwijzen of deze geschikt zijn als therapeutische aangrijpingspunten.
Nieuwe opkomende technieken, zoals CRISPR-screening en 3D-modellen die
meer op de patiénten situatie lijken, zullen de selectie van relevante targets
verbeteren en leiden tot een betere vertaling van preklinisch onderzoek naar
de klinische praktijk.
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