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SUMMARY

Cancer accounts for millions of deaths worldwide each year. After lung and breast cancer,
colorectal cancer (CRC) is the most common cause of death from malignant disease in the
Western world. CRC derives from epithelial cells lining the crypts and develops through a
series of genetic modifications that transforms normal epithelium to an adenoma and then
ultimately adenocarcinoma. Somatic mutations that activate the Wnt/B-catenin signaling
pathway in the intestinal crypt compartment constitute a principle route to tumorigenesis.
Active Wnt signaling is crucial to maintain a proliferating and multipotent pool of intestinal
stem cells (ISCs). CD44 is one of the most prominent Wnt-responsive genes in the intestinal
mucosa and, as a consequence, CD44 protein expression is abundant on ISCs and their transit
amplifying progeny. CD44 comprises a versatile family of transmembrane adhesion receptors
capable of binding extracellular matrix components. The occurrence of variable exons,
mainly involving the extracellular domain, allows for the expression of various isoforms with
presumably both overlapping and unique functions. Importantly, certain CD44 isoforms
function as a coreceptor for growth factors that are present in the ISC microenvironment. It’s
involvement in sensing, integrating and transducing microenvironmental signals makes CD44
a putative factor in regulating ISC fate decisions and in promoting intestinal tumorigenesis.
These concepts are strengthened by the sustained expression of CD44 on colon cancer cells
with stem-cell like properties. Aberrant CD44 expression in invasive CRC is associated with
increased tumorigenic and metastatic potential, indicating a functional role throughout
disease. The elucidation of tumor-specific CD44 isoforms, or signaling pathways affected
by these isoforms, may contribute to the development of targeted treatment strategies.
However, the functional contribution of CD44, and in particular individual splice variants
of CD44, to the onset and progression of intestinal cancer has remained elusive. This thesis
investigates the contribution of CD44 and variant isoforms to intestinal tumorigenesis and
focuses on its role in affecting signaling cascades that regulate cell fate, cancer growth and
progression.

Chapter 1 gives a general overview of the intestinal tract. Epithelial homeostasis is
maintained by Lgr5-expressing stem cells that reside at the base of intestinal crypts and
that are surrounded by a supportive stem cell niche. Self-renewal and differentiation is
tightly controlled by the concerted action of a multitude of signals, including Wnt signaling.
CD44 is a major Wnt target gene in the intestine. The CD44 gene locus encodes for a variety
of CD44 variant isoforms that are subject to further post-translational modification. CD44
is the major cell receptor for the extracellular glycosaminoglycan hyaluronic acid, but is
also capable of interacting with other ligands. By interacting with cell-surface associated
growth factors, enzymes and cytokines CD44 can stimulate signaling. Notably, CD44 can
serve as a co-receptor for RTKs. The cytoplasmic domain of CD44 plays an essential role
in signal transduction by interacting with cytoplasmic effector proteins. In this way CD44
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can affect signaling cascades that modulate cell proliferation and survival. Expression
of CD44 variant isoforms is associated with the initial stages of intestinal cancer and its
expression on tumor cells is associated with tumor-initiating capacity at distant sites and
worse overall patient survival. Chapter 2 addresses the role of CD44 in intestinal tumor
formation. We show that CD44 is prominently expressed by crypt-base columnar cells,
which are the stem cells in the intestine. Deletion of CD44 in the Apc”™*mouse model for
intestinal tumorigenesis results in a strong decrease in aberrant crypt formation, implying
the involvement of CD44 in intestinal tumor formation. The deletion of CD44 in Apc“*
mice is associated with increased apoptosis in the basal crypt compartment. This chapter
demonstrates that CD44 affects the earliest stages of tumor formation. In chapter 3 we
show that ISCs display a specific set of CD44 variant isoforms, but lack the CD44 standard
isoform. We identify CD44v4-v10 as the largest variant isoform being present on mouse
ISCs and on the dysplastic aberrant crypt foci of familial adenomatous polyposis patients.
This suggest that this isoform is implicated in murine and human intestinal tumorigenesis.
To address the contribution of this specific isoform to tumor formation, mice exclusively
expressing either CD44v4-10 or, as control, CD44s were intercrossed with Apc”™* mice. This
study demonstrates that the variant domains of CD44 are involved in augmenting intestinal
tumor formation, since mice lacking CD44 or mice exclusively expressing the CD44 standard
isoform display a strongly reduced number of microadenomas in the intestinal tract when
compared to mice with either wild type CD44 or mice exclusively expressing CD44v4-v10.
These findings identify CD44v as a component of the ISC program critical for intestinal
tumorigenesis. In chapter 4 we explore the role of MET RTK and CD44v in controlling I1SC
homeostasis, tumorigenesis and epithelial regeneration after injury. We employed in vitro
cultured mouse intestinal crypts, which develop into “mini-guts” under defined growth
conditions, which include EGF stimulation. These experiments demonstrated that HGF/
MET signaling can fully substitute EGFR signals in intestinal organoid cultures. In addition,
deletion of Met impaired HGF-mediated crypt expansion without disrupting EGF-induced
growth. In a similar manner, we show that HGF/MET signaling can stimulate the expansion
of Apc-mutant adenomas in culture. In addition, we demonstrate that CD44v4-10, but not
CD44s, mediates HGF-induced epithelial expansion in both crypt organoids as well as in
cultured Apc-mutant tumor spheroids. These results show that HGF, like EGF, can provide
the RTK signals required for both crypt and adenoma expansion, and that HGF-dependent
growth requires the presence of CD44v. Conditional in vivo disruption of Met in the mouse
intestinal epithelium revealed that MET is dispensable for crypt-cell proliferation, survival
and differentiation under homeostatic conditions, but that MET is involved in intestinal
epithelial regeneration after radiation injury. Met disruption in conditional Apc-mutant
mice revealed a significant reduction in adenoma burden when compared to Met wild-type
mice, demonstrating a functional role of MET in adenoma formation in vivo. Loss of MET
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function in Apc-mutant intestinal adenomas was associated with higher apoptotic rates.
This study sets forth a theoretical model in which CD44v and MET collaborate in the onset
and progression of human CRC. A finding that can be of importance to clinical medicine,
since amplification of MET receptor signaling drives resistance to anti-EGFR therapies in
colorectal cancer. Chapter 5 addresses the relation between Wnt signaling and apoptosis
related gene expression in intestinal epithelial cells. This study demonstrates strongly
elevated apoptotic rates in Apc-mutant adenomas. Apoptotic gene expression analysis
along the murine crypt-villus axis and in adenomas of Apc™™* mice revealed increased
expression of two pro-apoptotic Bcl-2 family members in intestinal adenomas, Bok and Bax.
In addition, we corroborate the restricted expression pattern of Birc5/Survivin, a member
of the inhibitory of apoptosis gene family and a known Wnt target gene in the intestine.
Gene expression analysis along the crypt-to-surface axis and of dysplastic crypts of the
colon of familial adenomatous polyposis patients revealed a similar expression pattern in
the human colonic mucosa. Inhibition of Wnt signaling in a human CRC cell line significantly
decreased BOK and BAX expression, confirming Wnt-dependent regulation. These findings
demonstrate a link between dysregulated Wnt-signaling and the induction of pro-apoptotic
Bcl-2 family members at the early stage of Wnt-driven intestinal tumor formation. A relation
between CD44 and the tumor suppressor protein p53 is investigated in chapter 6. In breast
cancer, CD44 expression is directly repressed by p53. This restrained expression can be
released by loss of p53 function, which unleashes the pro-tumor functions of CD44. Since
inactivating p53 mutations are frequent genetic events in CRC, we hypothesized a similar
correlation between p53 mutational status and CD44 expression in the intestinal mucosa.
Analysis of p53 mutational status and CD44 mRNA expression in a cohort of 90 colorectal
adenocarcinomas revealed that loss of function mutation of p53 is not associated with
elevated CD44 expression. These results were corroborated with immunohistochemistry.
In addition, CD44 was not found to be regulated by DNA damage-induced p53 activation in
both murine crypt-villous organoid cultures and in CRC cells with wild-type p53 and intact
Whnt signaling. This excludes the possibility that wild-type p53 can suppress CD44 expression
upon activation by genotoxic stress. These findings demonstrate a tissue specific difference
between breast and colon in the transcriptional regulation of CD44 by p53.
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NEDERLANDSE SAMENVATTING

In Nederland krijgen jaarlijks meer dan 14.000 mensen kanker aan hun spijsverteringskanaal.
Het overgrote deel van deze mensen krijgt dikkedarmkanker. Er overlijden ieder jaar
meer dan 5.000 mensen aan darmkanker. Daarmee is dit de derde meest voorkomende
kankersoort in Nederland. Een tumor in de darm ontstaat uit epitheelweefsel. In de gezonde
darm is dit een enkele laag van cilindrische cellen die een selectieve barriére vormt tussen
de darmholte (lumen) en het interne van het lichaam. Darmepitheel laat de opname
van voedingsstoffen toe en beschermt het menselijk lichaam tegen micro-organismen.
Deze epitheliale laag vernieuwd zichzelf continu vanuit vele kleine instulpingen (crypten)
waaruit nieuw gevormde cellen omhoog bewegen. Eenmaal bovenin gekomen sterven de
epitheelcellen af door gecontroleerde celdood en worden de celrestanten afgestoten in
het lumen. Op deze manier wordt de bekleding van de darm iedere paar dagen volledig
vernieuwd. Diep onder in de crypten zitten de darmstamcellen die verantwoordelijk
zijn voor de continue productie van nieuwe epitheliale cellen. Deze relatief kleine cellen
met weinig cytoplasma kunnen herkend worden aan de hand van Lgr5 genexpressie.
lets hoger in de crypt bevinden zich ongedifferentieerde dochter cellen (progenitors) die
nog een aantal celdelingen ondergaan, waarna deze differentiéren tot gespecialiseerde
darmepitheelcellen. Dit zijn onder andere de enterocyten die betrokken zijn bij de opname
en het transport van voedingsstoffen en de slijmbekercellen cellen (goblet cellen) die
beschermende eiwitten maken. Cellen die differentiéren tot antimicrobiéle Paneth cellen
blijven onder in de crypt waar ze mengen met de stamcellen. Een ongedifferentieerde
darmepitheelcel bevat verschillende signaaltransductieroutes die celdeling, differentiatie,
en geprogrammeerde celdood reguleren. Wnt/B-catenine signalering speelt een centrale
rol bij deze regulatie, en bij het ontstaan van kanker in de darm. Het APC eiwit, het product
van het APC-gen, regisseert de Wnt-signaalroute door de hoeveelheid B-catenine in het
cytoplasma te regelen. Het APC eiwit is onderdeel van een “vernietigingscomplex” in de
cel dat er voor zorgt dat B-catenine wordt afgebroken. De detectie van Wnt-signalen aan
de buitenkant van de cel remt deze afbraak waardoor de hoeveelheid B-catenine in het
cytoplasma zal stijgen. Uiteindelijk zal B-catenine de celkern ingaan en daar bepaalde
genen aan- en uitzetten. De Wnt-signalering kan worden ontregeld door een mutatie in
het APC gen. Er ontstaat dan een beschadigd APC eiwit waardoor het vernietigingscomplex
de hoeveelheid B-catenine niet meer kan verminderen. De celkern krijgt dan een grote
hoeveelheid B-catenine wat leidt tot veranderingen in de uitgroei van het darmepitheel en
het ontstaan van een goedaardig gezwel (poliep) in de darm. Een mutatie in het APC-gen
is de eerste stap in 80% van alle gevallen van darmkanker. In de resterende gevallen is er
vaak een mutatie in het gen voor B-catenine. Hoe meer verschillende genen gemuteerd
raken, hoe afwijkender de epitheelcellen groeien. Uiteindelijk kan er een kwaadaardig
gezwel ontstaan dat door de darmwand heen groeit en buiten de darm verder kan groeien.
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De genen die door B-catenine worden gestimuleerd spelen een belangrijke rol bij het
ontstaan en de ontwikkeling van darmkanker. Deze bieden dan ook aanknopingspunten
voor preventie en behandeling. Eén van de genen die aangezet wordt door Wnt-signalering
onder in de crypten codeert voor het CD44 eiwit. CD44 is een familie van transmembraan
eiwitten met verschillende functies. Het CD44-gen bevat een aantal variabele delen
(exonen) in het coderende DNA. Na vertaling van het coderende DNA in preRNA worden
een aantal van deze variabele delen verwijderd door deze er uit te knippen (splicing). Het
mRNA dat op deze manier ontstaat wordt verder vertaald in eiwit. Vanwege alternatieve
splicing kunnen er meerdere eiwitvarianten (isovormen) worden gevormd die verschillen
in de lengte van het extracellulaire domein. De langere varianten worden aangeduid
met CD44v, en de variant van CD44 zonder deze variabele delen wordt aangeduid met
CD44s (CD44 standaard). Het is waarschijnlijk dat de verschillende CD44 eiwitvarianten
zowel overlappende als unieke functies hebben. CD44 is onder andere betrokken bij het
detecteren van signalen aan de buitenkant van de cel en het doorgeven van signalen van
de membraan naar de celkern. Dit maakt het waarschijnlijk dat CD44 betrokken is bij de
regulatie van darmstamcelfunctie en bij het ontstaan van darmkanker. Dit concept wordt
versterkt door de versterkte en aanhoudende expressie van CD44 in de verschillende
stadia van darmkanker wat tevens duidt op een cruciale rol in de progressie. Centraal in
dit proefschrift staat de vraag in hoeverre CD44, en in het bijzonder de langere varianten
van CD44, bijdragen aan het ontstaan van darmkanker en wat de functie is van deze eiwit
varianten. Dit kan leiden tot een beter inzicht in de moleculaire mechanismen die ten
grondslag liggen aan het ontstaan en de progressie van darmkanker en uiteindelijk tot het
ontwikkelen van nieuwe behandelingen gericht op CD44 of de specifieke signaaltransductie
routes die door CD44 worden geactiveerd.

In hoofdstuk 2 laten we zien dat CD44 betrokken is bij het ontstaan van darmkanker in
genetisch gemodificeerde muizen. We laten zien dat het celmembraan van darmstamcellen
relatief veel CD44 eiwit bevat. Bij deze studie zijn muizen gebruikt waarbij één allel van het
Apc-gen gemuteerd is als model voor het spontaan ontstaan van darmtumoren (Apc"™*
muizen). Wanneer deze Apc™* muizen het CD44 eiwit niet meer tot expressie brachten
ontwikkelden deze beduidend minder tumoren in de darm vergeleken met Apc™™* muizen
met CD44. Onder in de crypt van de Apc"™* muizen zonder CD44 eiwit bevonden zich meer
stervende cellen, wat duidt op een relatie tussen CD44 en afremmen van gecontroleerde
celdood.

In hoofdstuk 3 hebben we onderzocht welke varianten van CD44 door darmstamcellen in de
muis tot expressie worden gebracht. Tevens hebben we deze analyse gedaan op menselijke
darmepitheelcellen in het vroegste stadium tumorontwikkeling. Darmstamcellen in de muis
en darmtumorcellen in de mens bleken voornamelijk langere CD44 varianten te bevatten,
terwijl de standaard vorm van CD44 niet te detecteren was. In zowel het menselijke en het
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muizen darmepitheel was CD44 mRNA te vinden met hierin de variabele exonen v4 t.m. v10.
Dit duidt er op dat deze specifieke isovorm betrokken is bij het ontstaan van darmkanker
in zowel de muis als de mens. Dit hebben we onderzocht door muizen met enkel expressie
van één CD44 variant te kruisen met de Apc”™* muizen. Deze studie liet zien dat muizen
die specifiek CD44v4-v10 tot expressie brengen evenveel tumoren ontwikkelden als muizen
met wild-type CD44, terwijl er in de muizen met enkel CD44s of in muizen zonder CD44
beduidend minder darmtumoren waren ontstaan. Deze bevindingen tonen aan dat een
langere stamcel specifieke variant van CD44 betrokken is bij tumorvorming in de darm.

In hoofdstuk 4 hebben wij de rol van de MET-signaleringsroute en CD44 bij het ontstaan
en de groei van darmkanker bestudeerd. Het transmembraan receptor tyrosine kinase
eiwit MET lijkt een belangrijke rol te spelen bij het ontstaan en de uitgroei van darmkanker.
Net als CD44 kan ook de expressie van dit eiwit worden gereguleerd door Wnt-signalering.
Tevens komt MET tot expressie in alle stadia van dikkedarmkanker, wat duidt op
betrokkenheid bij tumorontwikkeling en progressie. MET-signalering wordt geactiveerd
door hepatocyt groeifactor (HGF) en uit eerdere studies is gebleken dat langere varianten
van CD44 hierbij betrokken kunnen zijn. Bij dit onderzoek hebben we gebruik gemaakt van
gekweekte minidarmen die onder bepaalde groeicondities kunnen uitgroeien vanuit één
stamcel uit de muizendarm. Onder normale omstandigheden hebben ongedifferentieerde
darmepitheelcellen de groeifactor EGF nodig om te kunnen uitgroeien tot minidarmen.
Wij hebben hier laten zien dat deze cellen in afwezigheid van EGF als alternatief HGF/
MET-signalering kunnen gebruiken voor uitgroei. Deze HGF-afhankelijke uitgroei is niet
meer mogelijk wanneer het Met-gen wordt verstoord in deze cellen. Bovenal, deze HGF-
geinduceerde groei bleek afhankelijk te zijn van de aanwezigheid van de juiste CD44
isovorm op deze cellen. Gekweekte darmcellen zonder CD44 of met enkel CD44s expressie
vertoonden een sterk verminderde uitgroei na stimulatie met HGF vergeleken met cellen die
wild-type CD44 of specifiek CD44v4-v10 tot expressie brachten. De betrokkenheid van MET-
signalering bij het ontstaan van darmtumoren bleek uit experimenten met muizen waarin
zowel het Apc-gen als het Met-gen verstoord konden worden. Muizen zonder functioneel
MET ontwikkelden beduidend minder tumoren in de darm, wat vergelijkbaar was met het
CD44 muizenmodel uit hoofdstuk 3. De mogelijkheid om uit te groeien met behulp van HGF
in plaats van EGF kan ook worden gebruikt door gekweekte darmtumorcellen uit Apc-mutant
muizendarmen. Net als bij de gezonde darmcellen, bleek bij deze tumorcellen de HGF-
geinduceerde uitgroei afhankelijk van de aanwezigheid van CD44v. Deze resultaten tonen
aan dat HGF-signalering een volledig alternatief is voor EGF-afthankelijke darmepitheelgroei,
mits de juiste CD44 variant aanwezig is op de cellen. Bovendien lijkt het er op dat CD44v/
HGF/MET-signalering de uitgroei van EGF-gestimuleerde cellen versterkt. Dit mechanisme
kan van belang zijn bij herstel na beschadiging van het darmepitheel. Echter, deze versterkte
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signaleringscascade zou ook “misbruikt” kunnen worden tijdens de ontwikkeling en uitgroei
van darmtumoren. Omdat CD44v/HGF/MET-signalering onder normale omstandigheden niet
van belang lijkt voor het onderhouden van gezond epitheelweefsel is deze signaleringsroute
geschikt als nieuw mikpunt voor therapie.

Hoofdstuk 5 gaat dieper in op de relatie tussen Wnt-signalering en gecontroleerde celdood
in het darmepitheel. Deze studie heeft laten zien dat verlies van functioneel APC in
darmepitheel leidt tot een sterke activatie van gecontroleerde celdood. We hebben gezocht
naar de betrokken eiwitten door genexpressie profielen te vergelijken van ongedifferentieerd,
gedifferentieerd en APC-mutant epitheelweefsel. Deze experimenten toonden aan dat
ongedifferentieerde cryptcellen een relatief sterke expressie hebben van een aantal genen
die coderen voor eiwitten die betrokken zijn bij het reguleren van gecontroleerde celdood.
Deze resultaten wijzen erop dat natuurlijke celdood een belangrijke functie heeft in het
proces van epitheliale vernieuwing vanuit het stamcelcompartiment. Twee specifieke genen
die nauw betrokken zijn bij de uitvoering van gecontroleerde celdood, Bok en Bax, bleken
versterkt tot expressie te komen in het vroegste stadium van tumorontwikkeling. De Wnt-
afhankelijke regulatie van deze genen hebben we bevestigd in menselijke darmkankercellen.
Dit onderzoek bevestigd een relatie tussen verstoorde Wnt-signalering en de activatie van
gecontroleerde celdood in het vroegste stadium van tumorontwikkeling. Dit biedt verdere
aanknopingspunten om ongebreidelde celgroei in darmtumoren tegen te gaan.

Uit eerder onderzoek op borstkankercellen is gebleken dat het tumoronderdrukkend eiwit
p53 in staat is om CD44 genexpressie te beteugelen. Het p53 eiwit kan dit doen om zo de
tumor stimulerende effecten van CD44 tegen te gaan. Omdat p53 inactiverende mutaties
vaak voorkomen bij darmkankerpatiénten hebben wij in hoofdstuk 6 onderzocht of er een
vergelijkbare correlatie is tussen p53-functie en CD44-expressie in darmepitheelcellen.
Analyse van p53-mutatiestatus en CD44-mRNA-expressie in een cohort van darmcarcinomen
toonde aan dat verlies van p53 functie niet geassocieerd is met verhoogde CD44-
genexpressie. Deze resultaten hebben we bevestigd door eiwitkleuringen uit te voeren op
patiéntmateriaal. Bovendien bleek CD44-genexpressie in muizendarm onafhankelijk van
de activatie van p53. Deze bevindingen hebben uitgesloten dat wild-type p53 de CD44-
genexpressie kan onderdrukken in de darm en wijzen op weefselspecifieke verschillen in
CD44 genregulatie.

De resultaten beschreven in dit proefschrift tonen aan dat stamcel geassocieerde CD44v
varianten nauw betrokken zijn bij het ontstaan en de uitgroei van darmtumoren. Eén van
de meest waarschijnlijke functies van CD44v op darmepitheelcellen is de regulatie van MET-
signalering. Deze signaaltransductieroute is nauw betrokken bij tumorgroei en de overleving
van cellen. Deze studies impliceren dat CD44v een belangrijke rol speelt in het ontstaan
en de ontwikkeling van darmkanker. Hierom lijkt CD44v, evenals een onderliggende
signaaltransductieroute, geschikt als mikpunt voor therapie.
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