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Na de ontdekking van de
Philadelphia translocatie als
eerste tumorspecifieke DNA-
afwijking en de identificatie
van de betrokken genen

en - op basis daarvan - de
ontwikkeling van de eerste
doelgerichte therapie voor
kanker middels een speci-
fieke inhibitor, zijn van meer
dan 50.000 tumoren de
DNA-afwijkingen in kaart gebracht en zijn de 400
belangrijkste tumorgenen geidentificeerd. Tevens
werden honderden doelgerichte inhibitors ontwik-
keld, waarvan er inmiddels zo'n 85 zijn toegelaten
voor klinisch gebruik. We zijn dus op een punt
aanbeland waarop massale kennis beschikbaar is
over tumorgenen en mogelijke klinische toepassin-
gen. Verwacht wordt dat op basis van deze kennis
het op termijn mogelijk zal zijn om kanker, althans
voor een deel, terug te brengen tot een chronische
aandoening.

Ad Geurts van Kessel studeerde aan de Radboud
Universiteit en promoveerde aan de Erasmus
Universiteit Rotterdam. In 1989 maakte hij de
overstap naar de afdeling Genetica van het
Radboudumc waar hij de leiding kreeg over de
sectie Cytogenetica. In 1993 werd hij benoemd

tot hoogleraar Tumorcelgenetica. Zijn onderzoek
was gericht op de rol van DNA-afwijkingen in het
ontstaan van erfelijke en niet-erfelijke vormen van
kanker. Hij ontving diverse onderzoekprijzen en
was lid van diverse adviescommissies, evaluatie-
commissies en beroepsverenigingen. Hij was
senior editor van het International Human
Genome Project, associate editor van diverse
wetenschappelijke tijdschriften en is editor-
in-chief van het wetenschappelijke tijdschrift
Cellular Oncology.
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TUMORGENEN EN .... GEEN TUMOREN !?

Mijnheer de rector magnificus, zeer gewaardeerde toehoorders, familie, vrienden, collega’s en
ex-collega’s

INLEIDING

Bijna 25 jaar geleden stond ik hier op precies deze plek en mijmerde ik tijdens mijn, toen
inaugurele rede over de rol die tumorgenen mogelijk zouden kunnen gaan spelen in de
diagnostiek en behandeling van kanker. Wie had toen kunnen bevroeden hoe het alle-
maal zou lopen en waar we nu zouden staan. Maar, voordat ik daarop inga wil ik even
met u terug naar de basis. Naar een paar zaken die voor mijn verhaal van belang zijn
(Fig. 1).
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Figuur1

Zoals u weet is ons lichaam is opgebouwd uit vele miljarden cellen (737x10%2). Deze cel-
len bevatten een kern en hierin zitten onze chromosomen. In deze chromosomen zit
ons DNA. Het DNA is opgebouwd uit vier basen, aangeduid met de letters A, T, C en G.
Deze vormen de genetische code die bepaalt wie wij zijn, hoe wij er uitzien en hoe ons
lichaam functioneert.

De cellen in ons lichaam zijn voortdurend aan het delen. Tijdens de komende drie
kwartier dat ik hier sta, maakt ieder van ons miljoenen nieuwe cellen aan, bloedcellen,
huidcellen, darmcellen, etcetera. Na deze celdeling, ook wel proliferatie genoemd, gaan
de cellen hun specifieke functies uitoefenen. Dit noemen we differentiatie. En als de
cellen hun werk gedaan hebben sterven ze weer keurig af. Deze geprogrammeerde cel-
dood heet apoptose.

Deze processen van proliferatie, differentiatie en apoptose zijn in een gezond li-
chaam precies in balans, het aantal aangemaakte nieuwe cellen is gelijk aan het aantal
dat afsterft. Maar, wat gebeurt er als dit proces uit balans raakt? Als we te veel cellen



PROF. DR. AD GEURTS VAN KESSEL

aanmaken of we laten er te weinig afsterven? Dan ontstaan er problemen en die proble-
men kunnen leiden tot kanker.

Ons DNA is erg kwetsbaar en loopt snel schade op. De DNA-streng kan dan bij-
voorbeeld breken of er kunnen stukjes uitvallen. Dit gebeurt als ons DNA wordt bloot-
gesteld aan bijvoorbeeld giftige stoffen zoals die zitten in sigarettenrook, of aan straling
zoals UV-straling tijdens het zonnen. Ook binnen ons lichaam worden voortdurend
stoffen geproduceerd die DNA-schade kunnen veroorzaken. Gelukkig zijn onze cellen
daarop voorbereid. Ze beschikken over een efficiént reparatiesysteem waardoor de opge-
lopen schade in het DNA weer netjes wordt gecorrigeerd. Soms echter faalt dit systeem,
de reparatie wordt niet goed uitgevoerd en daardoor kan blijvende DNA-schade ont-
staan. Dit kan dan weer gevolgen hebben voor het functioneren van de cel, en zoals we
vandaag zullen zien, voor het ontstaan van kanker.

Ik zal vanmiddag als voorbeeld enkele vormen van kanker de revue laten passeren.
Verder zal ik met u een aantal technologische ontwikkelingen bespreken die van groot
belang zijn geweest - en nog steeds zijn - voor het kankeronderzoek en de patiéntenzorg.
Het wordt een reis door de tijd.

CHRONISCHE MYELOIDE LEUKEMIE
Hoe kunnen we DNA-schade herkennen/detecteren? Dat kan bijvoorbeeld met behulp
van microscopie, een techniek die aan de basis heeft gestaan van de tumorgenetica.

U ziet hier een bloeduitstrijkje van
een patiént met leukemie, in dit geval
chronische myeloide leukemie (Fig.
2). Normaal bevat ons bloed heel veel
rode bloedcellen met af en toe een
witte bloedcel. In dit uitstrijkje zien
we relatief veel witte bloedcellen (hier
donker gekleurd), te veel, en ook qua
vorm zien ze anders uit. Ze zijn onrijp,
te weinig gedifferentieerd, waardoor
ze hun normale functie niet of slecht
kunnen uitoefenen. Deze cellen ster-
Chronische Myeloide Leukemie ven ook niet snel af. We zien hier dus
te veel proliferatie, te weinig differen-
tiatie en te weinig apoptose, precies
wat je zou verwachten als een en ander uit balans raakt. Als we nu vervolgens gaan kij-
ken naar de chromosomen in de bloedcellen van deze patiént dan zien we het volgende

(Fig. 3):

Figuur 2
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De Philadelphia translocatie (1973)

Figuur 3
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Op het eerste gezicht een normaal patroon maar met één duidelijke afwijking, een te
kort chromosoom 22 en een te lang chromosoom 9. Een stukje van chromosoom 22 is
uitgewisseld met een stukje van chromosoom 9, een zogenaamde translocatie die we
ook wel aanduiden als t(9;22). Dit is de eerste tumor-specifieke chromosoomafwijking
die ooit werd ontdekt. Dit gebeurde in de stad Philadelphia en daarom staat deze afwij-
king bekend als de Philadelphia translocatie.

Prof. Janet Rowley, een van de pi-
oniers in de tumorgenetica, heeft
deze translocatie voor het eerst
beschreven. Voor haar vele be-
langrijke bijdragen aan de tu-
morgenetica - informatie waar
mijn collega’s in de tumordiag-
nostiek nog dagelijks gebruik van
maken - heeft zij meerdere on-
derscheidingen mogen ontvan-
gen. Hier krijgt ze van president
Obama de hoogste burgerlijke

Amerikaanse onderscheiding, the
Medal of Freedom (Fig. 4).

Janet Rowley
Grondlegger van de tumorgenetica

Figuur 4
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Ik vertel dit verhaal niet alleen omdat de ontdekking van de Philadelphia translo-
catie aan de basis stond van mijn eigen carriére in de tumorgenetica, maar ook omdat
het een mooie illustratie is van de titel van deze rede: ‘tumorgenen en .... geen tumo-
ren’. Als jonge promovendus aan de Erasmus Universiteit in Rotterdam kreeg ik de op-
dracht om de rol van de Philadelphia translocatie in chronische myeloide leukemie op
te helderen. Ik mocht dit onderzoek doen onder leiding van prof. Anne Hagemeijer en
prof. Dick Bootsma. We hebben ons toen gericht op het in kaart brengen van de chro-
mosomale breukpunten. Waar liggen die breuken op de beide chromosomen en wat
wordt er op DNA-niveau uitgewisseld?

BCR-ABL genfusie (proto-oncogen -» oncogen) Wij vonden dat in de breuk-
puntgebieden cruciale genen

9 22 der(9) der(22) liggen: op chromosoom 9 het
M M ABL gen en op chromosoom
22 het BCR gen (Fig. 5). Als

&3 translocatie & E BORAABL gevolg van de translocatie
BCR — fusiegen breken deze twee genen door-

midden en fuseren ze. Op het
afwijkende chromosoom 22
ontstaat zo een BCR-ABL fu-

siegen. Door deze fusie is de
_)!ABL
n normale gebalanceerde regu-

latie van ABL verstoord, het

gen blijft voortdurend aan-
Gerard Grosveld - Annelies de Klein - Nora Heisterkamp - John Groffen staan. ABL staat overigens

voor Abelson. Dit is een zoge-

naamd proto-oncogen dat

door de fusie veranderd is in
een oncogen. Dit verklaart ook het ontstaan van de chronische myeloide leukemie, de
transformatie van een normale cel naar een leukemiecel. Het BCR-ABL fusiegen co-
deert voor een eiwit, een kinase, dat in de cel een aantal processen aanstuurt en dit leidt
tot meer proliferatie, minder differentiatie en minder apoptose, precies wat je zou ver-
wachten (Fig. 6).

Figuur 5
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Moleculaire effecten van BCR-ABL  Dit is een interessante bevinding die veel
verklaart over het ontstaan van de leuke-
mie, maar de volgende vraag was natuur-
lijk: kunnen we deze kennis ook gebrui-
ken richting patiént? Bijvoorbeeld voor
het ontwikkelen van therapie? Het ant-
woord luidt: ‘Yes we can!’. Er werd name-
lijk een klein molecuul ontworpen dat op
een perfecte manier de BCR-ABL activiteit
kan blokkeren. Deze zogenaamde remmer

- meer proliferatie of inhibitor heet imatinib en is onder de
-> minder differentiatie merknaam Gleevec door de farmaceut
-> minder apoptose Novartis op de markt gebracht. Door toe-
Figuur 6 diening van imatinib worden de ontregel-

de processen van proliferatie, differentia-
tie en apoptose weer keurig genormaliseerd: minder proliferatie, meer differentiatie en
meer apoptose. In eerste instantie lukte dit prima op laboratoriumschaal, maar ook al
snel bij de eerste patiénten.

In deze patiénten waren de bloedwaarden Remmend effect van Imatinib op
binnen twee weken weer terug op het nor- Chronische Myeloide Leukemie
male niveau en de beenmergwaarden bin-

nen twee maanden (Fig. 7). Een geweldig o

resultaat! Via de identificatie van de <4 & Beenmers
breukpunten op de chromosomen en de
ontdekking van de functie van het BCR-
ABL fusiegen, naar een succesvolle en spe-
cifieke leukemiebehandeling, en dat alles
ook nog eens met weinig bijwerkingen.
Deze doorbraak was vooral te danken aan  Figuur7

dr. Brian Druker, die vast geloofde in het

concept van remming, de inhibitie van kinases. Zonder zijn vasthoudendheid had de
ontwikkeling van dit middel alsnog op de valreep kunnen stranden. In pre-klinische
testen bleek namelijk dat imatinib toxisch is voor honden, en het middel werd daarom
niet toegelaten voor een klinische test. Maar dr. Druker zat met enkele uitbehandelde
patiénten en hij heeft deze - uiteraard met toestemming - toch met imatinib behandeld
én dus met succes. Na dit eerste succes werd een meer uitgebreide studie, een zoge-
naamde trial, uitgevoerd en zie hier het resultaat: allemaal happy (Fig. 8)!
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Inmiddels zijn er wereldwijd - de exacte
getallen zijn niet bekend - maar ik schat
toch zeker enkele tientallen duizenden
patiénten op deze manier met succes
behandeld: tumorgenen en geen tumo-
ren dus. Nu is het wel zo dat bij sommi-
ge van deze patiénten resistentie tegen
deze behandeling kan optreden, maar
daarvoor is inmiddels een tweede gene-
ratie inhibitors ontwikkeld, zoals dasa-
tinib en nilotinib, die deze resistentie
weer teniet kunnen doen.
Figuur 8 Dit onderzoek heeft een belangrij-
ke impact gehad op de wijze waarop wij
zijn gaan denken over kanker, en het heeft onder andere geleid tot het concept dat kan-
ker in beginsel een genetische ziekte is, dat tumorcellen verslaafd kunnen raken aan
oncogene activiteit en dat deze verslaving gebruikt kan worden voor de ontwikkeling
van specifieke en doelgerichte vormen van therapie.

De eerste trial deelnemers .....

SYNOVIAAL SARCOOM

Chromosoom translocaties komen niet alleen voor bij leukemie, maar ook bij andere
vormen van kanker, zoals sarcomen. Een voorbeeld is het synoviaal sarcoom, een zoge-
naamde weke-delen tumor die overal in het lichaam kan voorkomen, maar met name
aangetroffen wordt in armen en benen, in de buurt van de gewrichten. In deze sarco-
men wordt een translocatie aangetroffen tussen het X-chromosoom en chromosoom
18. Wij vonden, samen met een Engelse groep, dat ook hier twee genen fuseren, en wel
het SSX gen op het X-chromosoom en het SS18 gen op chromosoom 18 (Fig. 9).

Het SSX-SS18 fusiegen codeert voor een eiwit dat, Synoviaal sarcoom
anders dan het BCR-ABL eiwit, direct andere ge- t(X;18)
nen aan- of uitschakelt, genen die wederom be-

trokken zijn bij proliferatie, differentiatie en

apoptose. Dit foutief aan- of uitschakelen gebeurt

door het openzetten of vrijmaken van specifieke —

(—
regio’s op het DNA of juist het dichtzetten of af-
schermen van die regio’s. We noemen dit epige-
netische modificatie. i <«

SSX-SS18 genfusie

Bertie de Leeuw - Diederik de Bruijn - Nuno dos Santos

Figuur 9
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Met bepaalde stoffen, in dit geval zogenaamde histon deacetylase (HDAC) inhibitors,
kan het foutieve open- of dichtzetten weer worden teruggedraaid (Fig. 10).

In experimenten op ons laboratorium SSX-SS18 schakelt andere genen aan en uit
met cellen vonden wij dat dit inderdaad (epigenetische modificatie)
werkt. Een Japanse groep heeft vervol-
gens in muizen laten zien dat deze inhi- o )
bitors de groei van synoviaal sarcomen picht A _u:
kunnen remmen. Ook hier geldt dus J[
weer het concept dat basale kennis over
tumorgenen de weg kan wijzen naar be- Open —M_ _aaf E
handeling.

Epigenetische modificaties treden
ook op in veel andere tumoren, en ook
hier kan behandeling met HDAC inhi- Figuur 10
bitors een positief effect hebben. Zo is er
bijvoorbeeld een HDAC inhibitor (panobinostat) geregistreerd voor de behandeling van
multipele myelomen, en lopen er momenteel klinische studies waarin andere HDAC
inhibitors getest worden op hun effectiviteit voor de behandeling van bepaalde vormen
van acute leukemie en enkele solide tumoren. Een nadeel van deze inhibitors is dat ze,
in tegenstelling tot wat we gezien hebben bij imatinib, vooralsnog relatief veel negatieve
bijwerkingen hebben. Het principe werkt dus wel, maar de klinische toepassing vergt
nog enige fine-tuning.

HDAC inhibitors

PAPILLAIR NIERCELCARCINOOM
Een ander voorbeeld van kanker met een specifieke chromosoomafwijking is het papil-
lair niercelcarcinoom, waarin een X;1 translocatie wordt aangetroffen. Het patroon
herhaalt zich. Ook hier treedt een genfusie op, nu tussen het PRCC gen op chromo-
soom 1 en het TFE3 gen op het X-chromosoom (Fig. 11).

Papillair niercelcarcinoom Wij hebben vervolgens laten zien dat dit fu-
t(X;1) siegen een belangrijke rol speelt in het ont-
regelen van de celdeling, met name tijdens
de mitose, de fase waarin chromosomen
worden doorgegeven aan de dochtercellen.
— €Y Tot onze verrassing vonden wij dat het in-
brengen van dit fusiegen in andere niercel-
len niet leidde tot een snellere celdeling.
Integendeel, de cellen stopten juist met de-
len. Ze werden in een soort slaaptoestand
gebracht, een toestand die ook wel wordt
PRCC-TFE3 genfusie

Marian Weterman - Helma van den Hurk - Klaas Medendorp - Linda Brugmans

Figuur n

11
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aangeduid met de term senescence. Inmiddels weten we dat dit verschijnsel vrij alge-
meen is: een beschadigde en daardoor mogelijk gevaarlijke cel wordt op deze manier
door ons lichaam uit roulatie genomen. Zo'n cel kan echter later door een ander sig-
naal weer uit zijn slaap worden gewekt en dan alsnog aanleiding geven tot tumorgroei
(Fig. 12).

Als je maar nauwkeurig genoeg kijkt, met PRCC-TFE3 brengt cellen in slaaptoestand
zeer gevoelige methodes, dan zal blijken dat (Senescence)
sommigen van ons, of misschien wel meer- 7 W
deren van ons, zulke slapende cellen bij zich "\“a
dragen: potentiéle kankertijdbommen dus. 5“ S
En dat is natuurlijk geen prettig idee.
Het fenomeen senescence speelt ook
een rol bij veroudering (Fig. 13). Deze mijn-
heer was jarenlang vrachtwagenchauffeur
en reed als de zon scheen meestal met het
raampje open. Het gevolg: veel DNA-scha-
de door overmatige (in dit geval eenzijdige)
blootstelling aan UV-straling, en daardoor het uit roulatie raken van beschadigde cel-
len.

Alsnog tumorgroei ...........

Figuur 12

Senescence - veroudering Op dit moment wordt veel onderzoek ver-

= richt naar methoden om deze beschadigde
cellen te elimineren en om zo veroude-
ringsverschijnselen tegen te gaan. Bijko-
mend voordeel is dat daarmee ook potenti-
éle kankertijldbommen kunnen worden
verwijderd. Een vorm van kankerpreventie
dus. Dit is een onderzoeksveld dat op dit

DNA-schade - kankertijdbom - kankerpreventie moment volop in beweging is en waarvan
veel wordt verwacht.

Figuur 13

ERFELIJKE KANKER
Kanker kan ook erfelijk zijn. Een aantal jaren geleden werd ik gebeld door een nefroloog
uit Den Bosch. Ze vertelde me dat zij contact had met een familie waarin nierkanker
voorkwam. Ze dacht dat het misschien erfelijk zou kunnen zijn en had uit de literatuur
begrepen dat dit gepaard zou kunnen gaan met een overervende chromosoom translo-
catie. Nou was er op dat moment slechts één zo'n familie beschreven uit de Verenigde
Staten met een t(3;8). De kans dat in de familie hier in Nederland hetzelfde aan de
hand zou zijn leek mij klein. Toch vroeg ik haar om een buisje bloed van een van de
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patiénten op te sturen voor chromosoomonderzoek. En wat schetste mijn verbazing: wij
vonden inderdaad een chromosoomtranslocatie, maar een andere dan die eerder be-
schreven was in de literatuur: t(2;3) (Fig. 14).

Erfelijke niercelkanker Aanleiding genoeg om dit verder te onder-
zoeken. Wij vonden dat dragers van deze

translocatie inderdaad een hoog risico heb-
ben op het krijgen van nierkanker, vaak op
een relatief jonge leeftijd. Het onderliggen-
de mechanisme is het verlies van een zoge-
naamd tumorsuppressorgen (VHL) op
chromosoom 3, maar daar zal ik nu niet in
detail op ingaan. Met twee onafhankelijke
families, beide met een translocatie met
chromosoom 3 en een verhoogd risico op
t(2;3) nierkanker, kwam de gedachte naar voren
of we de vraag misschien ook om zouden
kunnen draaien. In plaats van de vraag:
hebben families met nierkanker een ver-
hoogde kans op een chromosoom 3 translocatie, stelden we de vraag: hebben families
met een chromosoom 3 translocatie een verhoogde kans op nierkanker? Het toeval
wilde dat bij onze afdeling Genetica een aantal families bekend was met zo’n chromo-
soom 3 translocatie. De betreffende families werden benaderd en het bleek dat in som-
mige van deze families inderdaad nierkanker voorkwam met een hoog risico, maar dat
in andere families dit risico juist laag was. Wat uit dit onderzoek dus naar voren kwam
was dat deze vorm van erfelijke nierkanker heterogeen is, en dat de risico’s sterk kun-
nen variéren tussen individuele families. Dit heeft uiteraard voor de betreffende fami-
lies belangrijke klinische consequenties. Het fenomeen heterogeniteit is iets dat we
trouwens vaker zien bij erfelijke kanker. Ik kom hier later nog op terug.

Danielle Bodmer - Marc Eleveld - Anita Bonne

Figuur 14

TECHNISCHE ONTWIKKELINGEN
Ik heb eerder een zwart-witplaatje laten zien van chromosomen met daarin de Phila-
delphia translocatie. Technologische ontwikkelingen hebben geleid tot nieuwe metho-
den om chromosomen en dus ook chromosoomafwijkingen te kunnen identificeren

(Fig. 15).

13
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Chromosome painting

4

9 X\ 10 1

10 12

Philadelphia translocatie

Figuur 15

Hier ziet u een voorbeeld van chromosome
painting waarbij de individuele chromoso-
men een verschillende kleur hebben en
afwijkingen op een simpele en efficiénte
wijze kunnen worden gedetecteerd. Zoals
in dit geval de voor u reeds bekende Phila-
delphia translocatie.

Wij hebben deze en verwante me-
thoden gebruikt voor de genetische analy-
se van verschillende tumoren, waaronder
kiemceltumoren. Het onderzoek aan deze
kiemceltumoren werd uitgevoerd in sa-
menwerking met prof. Wolter Oosterhuis,
prof. Bauke de Jong en prof. Leendert
Looijenga. Kiemceltumoren zijn unieke
tumoren in die zin dat het de enige tumo-
ren zijn die ontstaan uit kiemcellen, de
voorlopers van eicellen of zaadcellen. In

de zogenaamde teratomen zijn de processen van ontregelde proliferatie, differentiatie
en apoptose letterlijk zichtbaar in de vorm van allerlei afwijkende weefselstructuren,
inclusief rudimentaire botjes, tanden etcetera. Daarom worden deze tumoren ook wel

monstertumoren genoemd.

Tijdens de ontwikkeling van
deze tumoren ontstaan er steeds
meer kopieén van een stukje
DNA op chromosoom 12 (Fig.
16; weergegeven van links naar
rechts): een proces dat ook wel
DNA-amplificatie of gen-am-
plificatie wordt genoemd. De
genen die op het geamplificeer-
de stukje DNA liggen blijken
verantwoordelijk te zijn voor de
aanmaak van zogenaamde tu-
morstamcellen, cellen die zor-
gen voor een voortdurende aan-
maak van nieuwe tumorcellen Figuur16
en dus voor tumorgroei.

Kiemceltumoren

> > > ->

Gen-amplificatie
Aanmaak tumorstamcellen

Ron Suijkerbuijk - Richard Sinke - Imke Veltman - Martien van Asseldonk - Annet Simons

Degelijke stamcellen komen ook in andere tumoren voor. Ze lijken veel op nor-
male stamcellen in ons lichaam en zijn minder gevoelig voor chemotherapie en radio-
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therapie. Veel kankeronderzoek concentreert zich op dit moment op deze stamcellen

(Fig.17).

Waar met behulp van conventionele the-
rapie de meeste tumorcellen worden ver-
wijderd, kunnen de tumorstamcellen van-
wege hun geringe gevoeligheid overleven
en later hergroei van de tumor veroorza-
ken. Met de nauwkeurige identificatie en
vervolgens eliminatie van de tumorstam-
cellen kan het probleem bij de wortel wor-
den aangepakt, wat dan weer kan leiden
tot tumorregressie en uiteindelijk defini-
tieve genezing.

DE DNA REVOLUTIE

Tumorstamcellen - therapie

Stamcel eliminatie  Tumorregressie oo

S-& -

Q Conventionele  Tumor hergroei
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Figuur 17

Begin jaren negentig werd een groot internationaal project gestart met als doel onze
complete DNA-code in kaart te brengen, het zogenaamde Humane Genoom Project. In
de beginfase was ikzelf ook als editor bij dit project betrokken.

De hele DNA-code ontrafeld

Graig Venter - Francis Collins

Figuur 18

Tien jaar later, in 2000, werd de eerste
fase die zo'n 3 miljard dollar heeft ge-
kost, afgesloten en dat was wereld-
nieuws. Het Acht Uur Journaal opende
met dit beeld: president Clinton geflan-
keerd door de trekkers van het project
Craig Venter en Francis Collins (Fig.
18). Decoding the book of life, a milestone
for humanity. Inderdaad, een mijlpaal.
Een groots opgezet project dat naast ge-
detailleerde informatie over onze DNA-
code en onze genen, ook een grote sti-
mulans is geweest voor de ontwikkeling
van allerlei geavanceerde technieken.
Technieken die een enorme impact heb-
ben gehad op de humane genetica, de

biomedische wetenschappen en ver daarbuiten. Ook in Nijmegen hebben we die nieu-
we technieken omarmd en zijn wij als een van de eersten in Nederland gestart met de
ontwikkeling van zogenaamde DNA-chips voor een nog betere detectie van DNA-afwij-

kingen.
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Detectie van
DNA afwijkingen met
DNA-chips

Joris Veltman - Eric Schoenmakers - Eric Huys - Lisenka Vissers - Jayne Hehir-kwa
Terry Vrijenhoek

Figuur 19

Geen herkenbare chromosomen maar
profielen zoals u hier rechtsboven kunt
zien (Fig 20). In zo'n profiel kun je bij-
voorbeeld heel goed deleties detecteren,
verlies van korte stukjes DNA in een
chromosoom. Dat is hier te zien als een
dip in het profiel. Deze DNA-chiptech-
nologie hebben we gebruikt voor het op-
sporen van nieuwe genen voor kanker,
met name acute lymfatische leukemie,
de meest voorkomende vorm van kan-
ker bij kinderen. Wij vonden bij een
aantal patiéntjes in het DNA van de leu-
kemiecellen een kleine deletie. Op de

- David Koolen

Detectie van een deletie
in het DNA

Wij slaagden er in om deze DNA-
chips te maken, toen nog op glas-
plaatjes (Fig. 19). Ze waren van pri-
ma kwaliteit. We gebruikten ze
veelvuldig voor zowel het funda-
mentele onderzoek alsook voor de
diagnostiek van patiénten. Later
werd dit door bedrijven overgeno-
men, zoals Affymetrix, die de DNA-
chiptechnologie verder hebben ge-
optimaliseerd en geautomatiseerd.
Vanaf dat moment gingen chromo-
soomplaatjes er heel anders uitzien.

Figuur 20

plaats van de deletie bleek slechts één gen te liggen, het PAX5 gen. Daarvan was al be-
kend dat het normaalgesproken een belangrijke rol speelt in de proliferatie en differen-
tiatie van lymfatische cellen in het beenmerg. In patiéntjes met een PAX5 deletie is dit
dus ontregeld. Precies waar we naar op zoek waren. Met zo’n zelfde aanpak hebben we
nog een aantal andere genen geidentificeerd, allemaal betrokken bij vergelijkbare pro-

cessen (Fig. 21).
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Genen betrokken bij celproliferatie en Een daarvan, het IKAROS gen, is met
differentiatie in beenmerg .

name interessant omdat we vonden

dat dit gen gebruikt kan worden als

biomarker voor de prognose en behan-

deling van kinderleukemie. Voor che-

motherapie wordt onderscheid ge-
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maakt tussen goede responders en

slechte responders. De goede respon-

ders zijn de patiéntjes waarvoor een

oKt ok e e e e e Yelatief milde therapie afdoende is. De
Figuur 21 slechte responders krijgen een zwaar-

dere therapie die veel nadelige bijwer-
kingen heeft en waarvan ook op latere leeftijd de negatieve effecten hun sporen achter-
laten. Echter tussen de goede en slechte responders zit nog een intermediaire groep
waarvoor niet duidelijk is hoe die het beste behandeld kan worden. Wij vonden dat op
basis van het IKAROS gen deze patiéntjes konden worden ingedeeld in goede en slechte
responders en dit heeft belangrijke implicaties voor de behandeling.

Deze kennis wordt inmiddels gebruikt om de behandeling beter af te stemmen en
op dit moment wordt via aanvullende klinische studies de behandeling nog verder ge-
optimaliseerd. Al met al dus weer een voorbeeld van hoe kennis over tumorgenen heeft
geleid tot een directe klinische toepassing. Waar bij de chronische myeloide leukemie de
tijd tussen de ontdekking van het BCR-ABL fusiegen en de klinische toepassing onge-
veer twintig jaar was, was hier de tijd tussen ontdekking en klinische toepassing slechts
drie jaar! Het gaat dus ook steeds sneller.

ERFELIJKE VORMEN VAN DARMKANKER
Na de DNA-chips ging de technologische revolutie door. De volgende stap was next ge-
neration sequencing (NGS), waarmee in een klap het hele genoom (dat wil zeggen alle
A-tjes, G-tjes, C-tjes en T-tjes) gelezen kan worden: de ultieme resolutie. Waar het Hu-
mane Genoom Project tien jaar in beslag nam en zo’n drie miljard dollar heeft gekost,
is het nu mogelijk om hetzelfde te doen binnen een dag en voor een prijs van slechts
enkele honderden euro’s. Voor kankeronderzoek en kankerdiagnostiek biedt dat gewel-
dige kansen. Wij redeneerden dat next generation sequencing een geschikt platform zou
kunnen zijn om de genetische oorzaak van nog niet opgehelderde vormen van erfelijke
kanker op te sporen.

Eerder noemde ik al het voorbeeld van erfelijke nierkanker. Erfelijke borstkanker
en erfelijke darmkanker zijn andere voorbeelden. In het geval van erfelijke darmkanker
zijn er een paar syndromen bekend zoals het Lynch syndroom en het FAP syndroom,
maar die verklaren lang niet alle voorkomende vormen van erfelijke darmkanker. Het
zit dan wel in de familie maar we weten de oorzaak niet. Wij zijn op zoek gegaan naar
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deze oorzaken. Daarbij maakten wij gebruik van families waarin darmkanker voor-
kwam of van patiénten die darmkanker hadden gekregen op een zeer jonge leeftijd. En
dan maar speuren naar kandidaatgenen. Op een dag kwam promovendus Robbert We-
ren onze kamer binnenwandelen met de mededeling dat hij misschien wel iets interes-
sants had gevonden. Het bleek een schot in de roos (Fig. 22).

Erfelijke darmkanker Hij vond een mutatie, een veran-
dering, in het NTHL1 gen, die
qua overerving precies paste bij
wat we verwacht hadden. Daar-

— m - mee was een nieuwe genetische
oorzaak voor een specifieke
vorm van erfelijke darmkanker
opgehelderd, in dit geval polypo-
sis. Kort na deze ontdekking
kwamen al snel meerdere darm-

NTHL1 genmutatie kankerfamilies met mutaties in
ditzelfde gen boven water, niet
alleen in Nederland maar ook

Figuur 22 elders in de wereld. Resultaat:

een nieuw erfelijk tumorsyn-
droom. Inmiddels is de screening op afwijkingen in dit gen geimplementeerd in de rou-
tine diagnostiek van erfelijke darmkanker. Weer een voorbeeld dus van een snelle verta-
ling van gen naar kliniek.

Naarmate er meer klinische informatie beschikbaar kwam werd ook duidelijk dat
in deze families niet alleen darmkanker voorkwam, maar ook andere vormen van kan-
ker, met name borstkanker bij viouwen, maar ook hersentumoren, huidtumoren etce-
tera. We hebben hier dus te maken met een multi-tumorsyndroom. Via DNA-onder-
zoek werd vervolgens ontdekt dat dit nieuwe syndroom is te herkennen aan hele
specifieke veranderingen in het DNA van de tumoren, zogenaamde transities van C
naar T in een bepaalde context (Fig. 23).

Roland Kuiper - Nicoline Hoogerbrugge - Marjolijn Ligtenberg - Richarda de Voer
Ram Venkatachalam - Robbert Weren - Marc Hahn - Ingrid Vogelaar - Junxiao Zhou - Judith Grolleman

Zo'n specifieke verandering wordt ook wel De tumoren hebben een
een DNA-mutatie vingerafdruk (signature) DNA-mutatie ‘vingerafdruk’
genoemd, in dit geval is het vingerafdruk #
30. Er zijn steeds meer aanwijzingen dat zo-
wel erfelijke als niet-erfelijke tumoren zo'n ., .= ||..||,,|| ||.| -
herkenbare DNA vingerafdruk hebben. Ze
kunnen gebruikt worden als biomarker voor Vingerafdruk # 30
het bepalen van de meest geschikte therapie.

A o6 o1 A e 6

Herkenning - kankerpreventie

Figuur 23
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De eerste klinische toepassingen hiervan zijn al gerapporteerd. Daarnaast kunnen deze
DNA-vingerafdrukken gebruikt worden voor het herkennen van erfelijke tumorsyndro-
men. Als in een tumor een bepaalde vingerafdruk gevonden wordt die wijst op een erfe-
lijk syndroom, dan kunnen familieleden van de patiént nader onderzocht worden en
kan de vraag beantwoord worden ‘of het in de familie zit’, wie een verhoogd risico heeft
en hoe via regelmatige screening kanker kan worden voorkomen. Deze benadering is
een mooi voorbeeld van hoe we via herkenning kunnen komen tot kankerpreventie.
Deze benadering zal naar verwachting steeds vaker in de praktijk worden toegepast.

DE LAATSTE ONTWIKKELINGEN
En nog steeds staan de technische ontwikkelingen niet stil.

Modern kanker genoomonderzoek Hier (Fig. 24) laat mijn collega Alex
Hoischen mij zien dat met een nog meer
geavanceerd systeem bijna alle DNA-
afwijkingen zoals die de revue zijn
gepasseerd, in één klap in kaart kunnen
worden gebracht: een alles-in-een
systeem. Het plaatje ziet er dan weer
anders uit: een cirkeldiagram met de
chromosomen in de buitenste ring en
daarbinnen de translocaties, deleties,
amplificaties en mutaties. Een gevolg
hiervan is dat we ook steeds meer gaan

Alles in één ....

Figuur 24

Als we bijvoorbeeld longkanker nemen, dan
kan het zomaar zijn dat we zo'n duizend of
meer DNA-afwijkingen detecteren. Maar
niet al deze afwijkingen zijn even relevant
en dragen dus ook niet bij aan het proces
van tumorvorming. We noemen deze afwij-
kingen ook wel passengers (meelifters). De
grote uitdaging is om de afwijkingen eruit
te vissen die wél relevant zijn, de zogenaam-
de drivers. Deze drivers kunnen namelijk de
weg wijzen naar behandeling op maat. Zo'n
benadering wordt ook wel personalised me-

zien (Fig. 25).

Modern kanker genoomonderzoek

mutaties

3 :
2.3 X ~‘ translocaties
21 -

2

18, ?
3
i A A/ deleties
160y 3

Longkanker: S ‘Passengers’

ey . amplificaties P H
~1000 afwijkingen Drivers'
Figuur 25

dicine genoemd, een term die we steeds vaker zullen gaan tegenkomen.
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Bij een subgroep van longkankerpatiénten bijvoorbeeld komt via genfusie een af-
wijking voor in het ALK gen, een driver. Specifiek voor deze patiénten is een inhibitor
ontwikkeld: crizotinib. Het resultaat van de behandeling dat u hier ziet is verbluffend
(Fig. 26).

Effect van crizotinib op longkanker met  Helaas kunnen ook in dit geval de tumor-
ALK genfusie cellen resistentie ontwikkelen tegen de be-
handeling, waardoor het positieve effect
uiteindelijk weer teniet wordt gedaan. De
aanpak werkt dus, maar er is ook nog werk
aan de winkel.
Een kleine tien jaar geleden voorzag een
vooraanstaand tumorgenoomonderzoeker,
Mike Stratton, dat het rond het jaar 2020
Figuur 26 (en daar zijn we nu bijna aanbeland) moge-
lijk zou zijn om op grote schaal tumorgeno-
men in kaart te brengen en deze informatie te gebruiken voor klinische toepassingen.
Kort daarvoor waren enkele grote projecten van start gegaan waaronder het Cancer Ge-
nome Atlas project en het International Cancer Genome Consortium project (Fig. 27).

En inderdaad, via deze projecten zijn in- The Cancer Genome Atlas

middels meer dan 50.000 genomen in The International Cancer Genome Consortium
kaart gebracht van zowel veelvoorko-
mende als zeldzame tumortypes en zijn
de vierhonderd belangrijkste tumorge-
nen (drivers) geidentificeerd. Niet al-
leen werden de tumorgenomen in kaart
gebracht, er werd ook gekeken naar
welke genen aan- en uitstaan in de tu- veel voorkomende en zeldzame tumortypes
moren, welke eiwitten er in de betref-
fende cellen voorkomen en in welke
netwerken deze opereren. Tevens wer-
den epigenetische modificaties in kaart
gebracht en werden uitgebreide klinische gegevens verzameld. Een schat aan informatie
dus, en alles is openbaar en vrij beschikbaar. Iedere onderzoeker kan dus voor haar of
zijn onderzoeksthema de relevantie informatie opzoeken en gebruiken.

> 50.000 genomen in kaart gebracht

400 belangrijkste tumorgenen (drivers) geidentificeerd

Figuur 27

In dezelfde periode werden ook nog eens honderden doelgerichte inhibitors ontwik-
keld, waarvan er inmiddels zo’n 85 zijn toegelaten voor klinisch gebruik (Fig. 28). Een
deel hiervan wordt inderdaad met succes in de dagelijkse praktijk toegepast, ik heb al
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een paar voorbeelden genoemd. Een ander deel wordt op dit moment in klinische stu-
dies getest op hun effectiviteit. We zijn nu dus op een punt aanbeland waar massale
kennis beschikbaar is over tumorgenen, tumorspecifieke DNA-vingerafdrukken en mo-
gelijke klinische toepassingen. Zonder twijfel zullen we in de nabije toekomst hier nog
héél veel over gaan horen. Er wordt nu al door sommigen gesteld dat - wanneer we alle
drivers in beeld hebben en alle routes die leiden tot resistentie kennen - we op termijn
in staat zullen zijn om het fenomeen kanker terug te brengen tot een chronische aan-
doening. Een vooruitzicht waar ik ook wel optimistisch over ben. De vraag of dit ook
echt voor alle vormen van kanker gaat lukken heb ik de afgelopen jaren steeds vaker
neergelegd bij mijn studenten. Zij vormen de volgende generatie onderzoekers die wat
mij betreft het stokje moeten overnemen en deze uitdaging aan moeten gaan.

Doelgerichte inhibitors Wel is het duidelijk dat we vragen als:
waarom heb ik kanker, wat is het risico
voor mijn naasten en wat is de beste spe-
cifiek op mij toegesneden therapie? steeds
vaker en steeds beter zullen kunnen be-
antwoorden.

EPILOOG
Judith Grolleman, toen ik jou als jonge
100en specifieke inhibitors ontwikkeld Promovendus vertelde dat ik in de loop
der jaren mijn onderzoeksresultaten heb
kunnen publiceren in mooie weten-
schappelijke tijdschriften, behalve in het
Figuur 28 tijdschrift Cell, zei jij: ‘Dan gaan we daar
toch wat aan doen.’ Begin dit jaar kwam
inderdaad een prachtig artikel uit met jou als eerste auteur over het multi-tumor syn-
droom en de daarbij behorende DNA-vingerafdruk in het tijdschrift Cancer Cell. Daar-
mee, zou je kunnen zeggen, is de cirkel rond en kan ik nu met een gerust hart met
pensioen gaan. Het is echter zo dat ik jarenlang een krantenknipsel naast mijn compu-
terscherm had hangen met daarop de tekst: ‘Het beste argument om niet te stoppen
met werken zijn de Rolling Stones’. Als Stones-fan ben ik daar natuurlijk wel gevoelig
voor. Tk ben dan ook blij dat de afdeling Genetica mij de ruimte heeft gegeven om ook
na het bereiken van mijn pensioengerechtigde leeftijd actief te blijven, en dat geldt ook
voor na vandaag. Ik ga dus nog wel even door, en daar heb ik veel zin in.

85 toegelaten voor klinisch gebruik
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DANKWOORD

Ik heb in de afgelopen dertig jaar met veel plezier gewerkt binnen het Radboudumc en
specifiek de afdeling Genetica, met alle mogelijkheden en kansen die mij zijn geboden.
Mijn dank hiervoor gaat uit naar de raad van bestuur en de professoren Hilger Ropers
en Han Brunner, voormalig en huidig hoofd van de afdeling Genetica. Ik heb die jaren
als zeer inspirerend ervaren. Han, naast onze inhoudelijke samenwerking kijk ik met
veel plezier terug naar de duetjes die wij samen hebben gezongen en de sketches die wij
hebben opgevoerd.

Verder dank ik alle medewerkers van de sectie Cytogenetica (en later Genoomdi-
agnostiek) voor een fantastische tijd. Met name dank ik Dominique, ik heb het vaker
gezegd: ‘Omdat jij deed wat jij deed, kon ik doen wat ik dacht dat ik moest doen’, en
verder Jan, Joep, Arie, Brigitte, Nicole, Rolph, Daniel, Marian, Annet en de medewer-
kers van de werkgroep tumorcytogenetica, later het LTG: het was een waar genoegen om
met jullie te mogen werken. Ook dank ik alle medewerkers van de researchgroep Tu-
morcelgenetica, ook allen die ik nog niet heb vermeld: Anke, Ellen, Eugene, Eveline,
Irene, Jan, Jose, Lilian, Lisette, Marga, Mathé en Simon, voor jullie niet aflatende en
enthousiaste inzet, fantastisch! Zonder jullie waren we zeker niet zover gekomen. Ik
dank ook de collega’s van de secties Genoomresearch en Klinische Genetica voor de
prettige samenwerking op vele fronten. Verder dank ik de bio-informaticagroep voor de
zeer prettige samenwerking en jullie o zo belangrijke bijdragen zowel op het gebied van
onderzoek als diagnostiek. Ook dank ik de leden van het kwaliteitsteam en de leden van
de diverse secretariaten: wat zou de afdeling zijn zonder jullie? In dit rijtje hoort natuur-
lijk ook het MT-Genetica in zijn diverse samenstellingen door de jaren heen en het
onderwijsmanagement team van de afdeling Genetica. Ik heb het als zeer stimulerend
ervaren dat ik samen met jullie de verschillende onderwijscurricula mede vorm heb
mogen geven.

Tenslotte dank ik ieder van u hier aanwezig, familie, vrienden, collega’s en ex-
collega’s voor de getoonde belangstelling en last but not least, uiteraard Francine, want
jij hebt mij door de jaren heen werkelijk in alles gesteund, zelfs met het voorbereiden
van dit verhaal.

Ik heb gezegd.
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