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NEDERLANDSE SAMENVATTING

Na infectieziekten sterven wereldwijd de meeste mensen aan kanker. Eén op de 
vijf mannen en één op de zes vrouwen krijgt tijdens zijn of haar leven deze diag-
nose [1]. Een tumor ontstaat wanneer normale cellen ongecontroleerd beginnen te 
delen, met als gevolg ontregelde weefselgroei. Deze ongecontroleerde celdeling 
kan ontstaan door veranderingen in genen die de celcyclus en celgroei reguleren, 
als gevolg van mutaties in of deleties van de zogenoemde oncogenen of tumor 
suppressie genen [2]. Er zijn veel verschillende therapieën om kankerpatiënten te 
behandelen, en met de groeiende medische kennis worden er voortdurend nieuwe 
behandelopties ontwikkelend en geïmplementeerd. Tot deze nieuwe behandelingen 
behoren doelgerichte therapieën en immunotherapie, welke beide erg effectief zijn 
voor specifieke tumor types. Maar ondanks deze ontwikkelingen zijn radiotherapie, 
het operatief verwijderen en/of chemotherapie nog steeds de primaire behandelop-
ties voor de meeste tumoren. Een van de meest gebruikte chemotherapieën voor 
de behandeling van solide en hematologische tumoren zijn moleculen uit de an-
thracycline klasse. [3]. Daunorubicine was de eerste anthracycline die werd ontdekt 
in 1960, waar het werd gevonden en geïsoleerd uit een grondmonster [4, 5]. Dit 
molecuul wordt geproduceerd door de actino-bacterie Streptomyces peucetius en 
wordt gewonnen door middel van fermentatie. Daunorubicine werd in eerste instan-
tie bestudeerd voor zijn antibacteriële werking, maar er werd al snel ontdekt dat 
het ook antitumor activiteit heeft [5]. Kort na de ontdekking van daunorubicine werd 
doxorubicine, een anthracycline met vergelijkbare chemische structuur, geïsoleerd 
uit een andere S. peucetius bacteriestam [6]. Daunorubicine en doxorubicine werk-
en door te interfereren met de katalytische cyclus van topoisomerase IIα (Topo IIα), 
met de formatie van DNA dubbelstrengs breuken tot gevolg [7]. Cellen activeren dan 
hun DNA schade reparatie mechanisme om de breuk te repareren of om celdood te 
initiëren als de schade te groot is [8]. Snel delende cellen, zoals tumor cellen, zijn 
over het algemeen gevoeliger voor DNA schade vergeleken met normale cellen, 
wat zorgt voor een therapeutisch venster [8]. Een tweede antitumor mechanisme 
van anthracyclines is via de verwijdering van histonen uit het chromatine [9, 10]. Dit 
heeft verschillende gevolgen, zoals epigenetische en transscriptionele veranderin-
gen, welke samen worden omschreven als chromatine schade. 
Tegenwoordig worden er ieder jaar meer dan één miljoen patiënten behandeld met 
anthracyclines, ondanks dat het exacte mechanisme waarmee deze medicijnen tu-
morcellen doden nog steeds niet volledig bekend is. Verder geven deze medici-
jnen hevige bijwerkingen, zoals hartfalen, het vormen van nieuwe tumoren en on-
vruchtbaarheid. Inzicht hoe deze zeer effectieve antikanker medicijnen werken en 
wat de hevige bijwerkingen veroorzaakt kan een enorme bijdrage leveren aan de 
behandeling en algehele gezondheid van veel patiënten. Het bestuderen van oude 
medicijnen kan daarom, ook tegenwoordig nog, voor nieuwe kennis en inzichten 
zorgen die een bijdrage leveren aan het verbeteren van de huidige behandelopties 
voor kankerpatiënten. 

Hevige bijwerkingen door doxorubicine: oorzaken en hoe kunnen deze over-
komen worden
Doxorubicine is een zeer effectief medicijn voor de behandeling van kanker, maar 
patiënten worden geteisterd door zware bijwerkingen. Deze bijwerkingen kunnen 
verdeeld worden in twee groepen (i.) acute bijwerkingen zoals misselijkheid, over-
geven, diarree en beenmerg suppressie die over het algemeen tijdelijk zijn, en (ii.) 
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langdurige en onomkeerbare bijwerkingen zoals onvruchtbaarheid, de ontwikkeling 
van nieuwe tumoren als gevolg van de therapie, en cumulatieve hartschade. Juist 
deze laatste categorie bijwerkingen beperkt de behandeling en is erg zwaar voor 
(genezen) patiënten [11, 12]. In de hoop om deze tweede categorie bijwerkingen 
te verzachten is er in het verleden, en wordt er nog steeds, uitvoerig onderzoek 
gedaan naar het onderliggende mechanisme. Ook zijn er doxorubicine varianten 
gemaakt en getest in de hoop dat deze minder bijwerkingen geven. Helaas worden 
slechts een aantal van deze nieuwe anthracycline varianten op dit moment gebruikt 
als behandeling, met vergelijkbare bijwerkingen. In Hoofdstuk 1 wordt een over-
zicht gegeven van de verschillende werkingsmechanismen van doxorubicine, en 
de verschillende mogelijke oorzaken voor de bijwerkingen zoals beschreven in de 
wetenschappelijke literatuur. Verder geven wij ons perspectief op de oorzaak van de 
verschillende bijwerkingen, en geven wij suggesties hoe de bijwerkingen van deze 
type medicijnen kunnen worden verminderd om de gezondheid van de patiënten te 
verbeteren. 

Identificatie van nieuwe factoren voor doxorubicine resistentie
Doxorubicine behandeling gaat niet alleen gepaard met hevige bijwerkingen, maar 
kan ook belemmerd worden doordat er resistentie optreedt. Er is nog veel onbekend 
over hoe tumoren precies resistentie ontwikkelen tegen doxorubicine. Daarom heb-
ben we een genoom-breed mutagenese-experiment uitgevoerd, waarbij gebruik 
wordt gemaakt van een virus om willekeurige genen uit te schakelen, om op deze 
manier mechanisme te identificeren die betrokken zijn bij de ontwikkeling van resist-
entie tegen doxorubicine. In Hoofdstuk 2 beschrijven we de identificatie van drie 
nieuwe factoren (Keap1, het SWI/SNF complex en C9orf82) die onafhankelijk van 
elkaar een rol spelen in doxorubicine resistentie door te interfereren met het DNA-
schade en -reparatiemechanisme. Zowel Keap1 als het SWI/SNF complex hebben 
een effect op het ontstaan van DNA-breuken door doxorubicine via Topo IIα. Keap1 
reguleert de expressie van Topo IIα, terwijl afwezigheid van een functioneel SWI/
SNF complex er voor zorgt dat Topo IIα minder actief is omdat het niet kan binden 
aan het chromatine. In beide gevallen zorgt dit ervoor dat er minder DNA-breuken 
plaatsvinden na behandeling met doxorubicine. Anderzijds remt C9orf82 (ook wel 
bekend als CAAP1) het DNA reparatiemechanisme. Afwezigheid van C9orf82 zorgt  
ervoor dat DNA-schade sneller hersteld wordt. Hierdoor kunnen deze tumorcellen 
beter omgaan met de DNA-breuken die worden veroorzaakt door behandeling met 
doxorubicine of etoposide. Wat we gevonden hebben in het lab is ook relevant voor 
patiënten in de kliniek. Zo laten we zien dat er een correlatie is tussen effectiviteit 
van doxorubicine-behandeling bij borstkankerpatiënten, en de expressie van Keap1 
en SWI/SNF complex subonderdelen SMARCB1 en SMARCA4 in de tumor van 
deze patiënten. Er zijn verschillende mutaties gevonden in subonderdelen van het 
SWI/SNF complex, Keap1 en C9orf82 afhankelijk van het tumortype [13-19], en het 
zou interessant zijn om vooraf te bepalen of patiënten wel baat zullen hebben bij de 
behandeling met Topo IIα remmers zoals doxorubicine of etoposide. Met deze infor-
matie kan dan voorkomen worden dat patiënten onnodig worden behandeld, en kan 
er gezocht worden naar alternatieve behandelmethodes die niet aangrijpen op Topo 
IIα, zoals de topoisomerase I remmer topotecan of andere anthracyclines die alleen 
werken via chromatine schade zoals aclarubicine of diMe-Doxo. 
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Chromatine schade als voornaamste antitumor mechanisme van anthracy-
clines
De anthracyclines doxorubicine, daunorubicine, epirubicine en idarubicine zijn Topo 
IIα remmers die DNA-breuken veroorzaken door DNA-Topo IIα-anthracycline com-
plexen te vormen, waarbij de katalytische cyclus van Topo IIα wordt belemmerd [7]. 
Als gevolg van deze DNA-schade wordt het DNA-reparatiemechanisme geactiveerd, 
wordt de celcyclus geremd en wordt celdood geïnduceerd [20]. Lang werd gedacht 
dat het veroorzaken van DNA-breuken door Topo IIα remming het voornaamste 
mechanisme is waarmee deze medicijnen celdood induceren in de tumor. Echter, 
recentelijk is er een tweede werkingsmechanisme ontdekt, namelijk verwijdering van 
histonen met als gevolg chromatine schade [9, 21]. In Hoofdstuk 3 beschrijven we 
onze bevindingen die erop duiden dat juist de chromatine schade het voornaamste 
antitumor mechanisme van anthracyclines is. Hiervoor hebben we de biologische 
activiteit van verschillende anthracyclines bestudeerd; doxorubicine zorgt voor zow-
el DNA- als chromatine schade, terwijl anthracycline amrubicine en de structureel 
ongerelateerde Topo IIα remmer etoposide alleen DNA-schade veroorzaken. Ander-
zijds veroorzaken aclarubicine en de nieuw gesynthetiseerde doxorubicine variant 
,diMe-Doxo, chromatine schade zonder dat ze ook DNA-schade veroorzaken. De 
varianten die enkel chromatine schade veroorzaken (aclarubicine en diMe-Doxo) 
zijn effectief als antikanker medicatie in weefselkweek en muismodellen. Daarnaast 
vinden wij dat juist de combinatie van DNA- én chromatine schade de oorzaak is van 
doxorubicine geïnduceerde hartfalen. De varianten die ofwel alleen DNA-breuken 
veroorzaken (etoposide en amrubicine) ofwel alleen chromatine schade veroorzak-
en (aclarubicine en diMe-Doxo), geen schade aanbrengen aan het hart van muizen. 
Behandeling van menselijke mini-harten met amrubicine (alleen DNA-schade) of 
aclarubicine (alleen chromatine schade) hebben geen effect op het contractievermo-
gen van deze mini-harten. Echter, combinatie van deze twee stoffen zorgt voor een 
afname van de hartfunctie, vergelijkbaar met doxorubicine behandeling. 
Andere langdurige bijwerkingen zoals het ontstaan van nieuwe tumoren als gevolg 
van de therapie, en verminderde vruchtbaarheid zijn ook afwezig of verminderd bij 
behandeling met anthracycline varianten die slechts één van de twee activiteiten 
bezitten. We laten hier zien dat het mogelijk is om de hevige bijwerkingen van doxo-
rubicine te scheiden van de antikanker activiteit. Deze varianten zijn werkzaam als 
antikanker medicijn in verschillende tumor muismodellen, wat impliceert dat deze 
varianten gebruikt zouden kunnen worden voor patiënten die op het moment uitges-
loten worden van behandeling vanwege de cardiovasculaire bijwerkingen, zoals (ou-
dere) patiënten met een zwak hart en/of patiënten die al eerder met anthracyclines 
behandeld zijn.

Chemische kenmerken bepalen de biologische activiteit van de anthracyclines
Naar aanleiding van onze bevindingen beschreven in Hoofdstuk 3 onderzochten 
wij of een specifieke deel van de chemische structuur verantwoordelijk is voor de 
DNA-schade activiteit, zonder te interfereren met de chromatine schade activiteit 
om zo bij te dragen aan de ontwikkeling van nieuwe anthracycline varianten met 
minimale bijwerkingen. Om dit te bewerkstelligen hebben we drie sets van anthracy-
cline varianten gesynthetiseerd en getest voor hun activiteiten in weefselkweek. In 
Hoofdstuk 4 evalueren we de DNA- en chromatine schade activiteit van tien doxo-
rubicine/aclarubicine hybride varianten, en of tumorcellen in weefselkweek gevoelig 
zijn voor deze medicijnen. Structureel verschillen de tien varianten op drie punten: 
de anthraquinone aglycon, de lengte van de suikerketen en de modificatie van het 
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amine op de eerste suikergroep. Vergelijking van deze varianten laat een duidelijke 
correlatie zien tussen de efficiëntie van chromatine schade en de cytotoxiciteit in 
weefselkweek, wat overeenkomt met onze bevindingen in Hoofdstuk 3. We vin-
den dat de chromatine schade (en dus de cytotoxiciteit) sterk wordt verbeterd door 
N,N-dimethylering van de eerste suikergroep, dat het anthraquinone aglycon van 
doxorubicine iets effectiever is in het doden van tumorcellen in weefselkweek dan 
het aclarubicine aglycon, en dat de aclarubicine suikerketen beter is dan die van 
doxorubicine. Deze bevindingen resulteren in de identificatie van drie varianten (3, 8 
en 11) (Hoofdstuk 4), die effectief tumorcellen doden in weefselkweek vergeleken 
met doxorubicine. Variant 11 combineert de drie optimale structurele eigenschap-
pen, en is inderdaad de meest cytotoxische variant in dit rijtje. Deze drie (3, 8 en 11) 
varianten veroorzaken geen DNA-breuken, maar doden tumorcellen door het induc-
eren van chromatine schade, wat het argument versterkt dat chromatine schade het 
belangrijkste antikanker mechanisme is van anthracyclines. 
Onze bevindingen hebben ertoe geleid dat we de structuur-activiteit relatie van dox-
orubicine verder hebben onderzocht. Om dit te testen hebben we een tweede set 
met epimeren van de doxorubicine varianten gemaakt en geëvalueerd (Hoofdstuk 
5). Hieruit concluderen we dat zowel de amine modificatie als de stereochemie van 
het 3’-amine essentieel zijn voor de biologische activiteit. De oriëntatie van de 4’-hy-
droxyl groep heeft weinig effect, terwijl varianten met een gedimethyleerd amine in 
de equatoriale positie een verbeterde cellulaire opname vertonen en effectievere 
chromatine schade activiteit hebben, met als gevolg een verbeterde cytotoxiciteit. 
In Hoofdstuk 6 beschrijven we de evaluatie van een derde set doxorubicine vari-
anten die we hebben gesynthetiseerd om meer inzicht te krijgen in de mechanische 
interacties met de 3’-amine groep. Naast diMe-Doxo hebben we drie doxorubicine 
varianten met een niet-basische 3’-amine substitutie en vier doxorubicine varianten 
met een cyclische 3’-amine substitutie bestudeerd. De drie niet-basische doxoru-
bicine varianten bleken allemaal goed te zijn in het veroorzaken van DNA-breuken 
zonder dat ze chromatine schade activiteit hebben, terwijl de vier cyclische doxoru-
bicine varianten juist de tegenovergestelde activiteit vertonen. Ondanks dit verschil 
in werkingsmechanisme hebben deze doxorubicine varianten allen de capaciteit om, 
net als doxorubicine, Topo IIα te herlokaliseren. Door middel van ChIP-sequencing 
van endogeen gelabeld Topo IIα hebben we ontdekt dat de anthracycline (varianten) 
op verschillende locaties in het genoom Topo IIα op het DNA binden. Dit verschil lijkt 
te worden bepaald door de specifieke structuur (modificatie op amino suiker) en de 
biologische activiteit. Daarnaast hebben we een vergelijkbare observatie gedaan 
voor verschillen in de locatie in het genoom waar deze varianten hun chromatine ac-
tiviteit hebben (door middel van ATAC-sequencing); varianten die naast chromatine 
schade ook DNA-breuken veroorzaken doen dit op een andere locatie in het ge-
noom dan de doxorubicine varianten die alleen chromatine schade veroorzaken.
Samenvattend, de modificatie op de 3’ positie van het suiker is bepalend voor de bi-
ologische activiteit en genomische selectiviteit van anthracycline varianten. Het bes-
tuderen van de effectiviteit en toxiciteit in proefdiermodellen van de meest veelbelov-
ende varianten beschreven in Hoofdstuk 3 – 6 zal in de toekomst hopelijk bijdragen 
aan de ontwikkeling van nieuwe behandelingen met verminderde bijwerkingen. 
Daarnaast laten we zien dat de verschillende varianten selectiviteit hebben voor 
regio’s in het genoom voor zowel Topo IIα remming als chromatine schade. Echter, 
er is meer kennis nodig over de exacte genoom locatie waar deze varianten werken, 
en wat de biologische gevolgen hiervan zijn. Uiteindelijk kan dergelijke informatie 
helpen bij de selectie van specifieke varianten ten opzichte van andere, voor het 
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verfijnen van de behandeling van bepaalde tumor types.

Spelen DNA-sensoren een rol in het celdood mechanisme ten gevolge van 
chromatine schade?
Chromatine schade als gevolg van de verwijdering van histonen is het voornaamste 
mechanisme waarmee anthracyclines tumorcellen doden [22]. Het is echter nog on-
duidelijk hoe deze chromatine schade precies leidt tot celdood. Onder fysiologische 
omstandigheden is DNA zeer compact opgevouwen in zogenaamde nucleosomen, 
zodat onder andere genexpressie gereguleerd kan worden [23]. Lange stukken met 
eiwitvrij DNA zijn daarom ongebruikelijk in menselijke cellen, en we verwachten dat 
chromatine schade en ontvouwing van het DNA veroorzaakt door anthracyclines 
gedetecteerd kan worden door speciale eiwitten in de celkern, die vervolgens de 
normale situatie kunnen herstellen of celdood initiëren. In Hoofdstuk 7 beschrijven 
we drie DNA sensor eiwitten van de PYHIN family (IFIX, IFI16 en MNDA) die tot 
expressie komen in de celkern, en waarvan bekend is dat ze een rol spelen in de re-
actie op virale infecties [24-26]. We vinden dat de drie DNA-sensoren zich specifiek 
kunnen herlokaliseren in de celkern als gevolg van behandeling met anthracyclines 
die chromatine schade activiteit hebben. Verder vinden we dat binding van IFI16 aan 
DNA verhoogd is na behandeling met doxorubicine (DNA- en chromatine schade) 
of aclarubicine (enkel chromatine schade), maar niet met etoposide (enkel DNA-
schade). Deze data impliceert dat het eiwitvrije DNA als gevolg van de chromatine 
schade kan worden herkend en gebonden door de DNA-sensoren. Met behulp van 
massa spectometrie analyses hebben we een aantal nieuwe interactiepartners van 
de drie DNA-sensoren geïdentificeerd, waarvan twee tot het ubiquitinering systeem 
behoren (deubiquitinerend enzym USP7 en E3-ligase TRIM26), en een ander is 
DNA helicase XRCC6. Alle drie deze eiwitten zijn beschreven in de context van 
virale infecties en celdood [27-29]. Het is echter onbekend of, en hoe, de interactie 
van deze eiwitten met de DNA-sensoren vervolgens leidt tot celdood als gevolg van 
chromatine schade. Johnstone en collega’s hebben aangetoond dat de DNA-sensor 
IFI16 een interactie kan aangaan met p53 om vervolgens de celcyclus en apoptose 
signalering te reguleren [30]. Verder is er beschreven dat deze interactie zorgt voor 
p53-gemedieerde celcyclus regulatie door transcriptie van p21 in U2Os tumorcellen 
[31]. Aangezien bekend is dat zowel IFI16 als USP7 een interactie aan kunnen gaan 
met p53 [30, 32], veronderstellen we dat USP7 naar het histonvrije DNA gerekru-
teerd kan worden via IFI16, om vervolgens p53 te deubiquitineren en een stress 
reactie te initiëren. Een andere mogelijkheid zou kunnen zijn dat herkenning van 
het histonvrije DNA resulteert in activatie van het aangeboren immuunsysteem door 
het rekruteren van TRIM26. Ondanks dat er niet veel bekend is van de functie van 
TRIM26, is er beschreven dat TRIM26 kan binden aan TBK1 om deze vervolgens te 
activeren in de context van RNA-virusinfecties. TBK1 kan dan op zijn beurt IRF3 en 
NK-κB activeren en IFN-β expressie induceren [28]. Activatie van het aangeboren 
immuunsysteem als gevolg van het rekruteren van TRIM26 naar het histonvrije DNA 
zou wellicht een rol kunnen spelen in de antitumor activiteit van anthracyclines in 
vivo. Echter, meer onderzoek is nodig naar het exacte moleculaire mechanisme 
waardoor celdood wordt geïnduceerd na herkenning van het histonvrije DNA door de 
DNA-sensors, en de rol van de interactie van de sensors met USP7 en/of TRIM26. 
Een veelbelovende richting voor verder onderzoek is de rol van p53-gestuurde acti-
vatie van het apoptose mechanisme als gevolg van complex formatie van de DNA-
sensors met USP7, TRIM26 of nog onbekende interactiepartners.
Het is bekend dat de expressie van eiwitten in de PYHIN family in hematopoëtische 
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cellen positief gereguleerd wordt door type I en/of type II interferon stimulatie [33]. 
Wij laten zien dat stimulatie van MelJuSo cellen met IFNβ of IFNγ ook zorgt voor een 
verhoogde expressie van IFI16, en dat IFNβ stimulatie deze cellen gevoeliger maakt 
voor de behandeling met anthracyclines. Wellicht steelt IFI16 een rol in de reactie 
op DNA-stress in het algemeen, want Fijiuchi en collega’s laten zien dat verhoogde 
expressie van IFI16 in MCF-7 cellen zorgt voor meer celdood door ioniserende be-
straling [34]. 

‘Small molecules’ geneesmiddelen voor de verbetering van kanker immuno-
therapie
Terwijl chemotherapie al enkele decennia gebruikt wordt voor de behandeling van 
kanker, is juist kanker immunotherapie een relatief nieuwe behandelmethode [35, 
36]. Kanker immunotherapie behoord tot de zogeheten doelgerichte therapieën, en 
werk door een systemische CD8+ T-cel reactie op te wekken tegen de tumorcel-
len, welke in het gunstigste geval ook uitzaaiingen aanvalt [37]. Er zijn verschil-
lende immuuntherapie strategieën, maar vooral monoklonale antilichaam therapie 
gericht tegen CTLA-4, PD-1 of PD-L1 heeft recentelijk gezorgd voor een doorbraak 
in het veld. Deze zogeheten ‘checkpoint blokkade’ therapieën vertonen indrukwek-
kende prestaties, maar zijn slechts succesvol bij een deel van de patiënten [36]. Dit 
wordt over het algemeen veroorzaakt doordat specifieke cellen of andere remmende 
mechanisme het effect van de T-cellen op de tumor remmen. Om deze remmende 
mechanismen tegen te gaan zijn verschillende combinatietherapieën getest, waar-
bij met name combinatietherapieën met ‘small molecules’ veelbelovend zijn in het 
verhogen van de effectiviteit van kanker immunotherapie. Een overzicht van deze 
nieuwe small molecule combinatietherapieën wordt beschreven in Hoofdstuk 8. 

Concluderend beschrijft dit proefschrift dat de combinatie van DNA- en chromatine 
schade de oorzaak is van de hevige bijwerkingen die gepaard gaan met de meeste 
anthracycline behandelingen, zoals doxorubicine. Verder laten we zien dat niet het 
maken van DNA-schade, maar juist de chromatine schade via het verwijderen van 
de histonen het voornaamste antitumor mechanisme is van deze anthracyclines. 
Door verschillende varianten te synthetiseren en te testen hebben we chemische 
eigenschappen kunnen identificeren die verantwoordelijk zijn voor de biologische 
activiteit van deze medicijnen. Daarnaast hebben we nieuwe varianten ontwikkeld 
met een verbeterde cytotoxiciteit in weefselkweek en in muismodellen. Het exacte 
moleculaire mechanisme waardoor chromatine schade zorgt voor tumor celdood is 
nog niet volledig bekend, maar wij veronderstellen dat DNA-sensoren hier een rol 
in spelen. De data beschreven in dit proefschrift illustreert dat het bestuderen van 
bestaande antikanker medicijnen met behulp van nieuwe inzichten en technieken 
nog onbetreden wegen kan openen ter verbetering van de huidige kankertherapieën.
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