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Addendum

EEN DUBBELZIJDIG ZWAARD

Homologe recombinatie in DNA
onderhoud en kankerbehandeling

Hetmenselijk lichaamis opgebouwd uitbiljarden cellen, welke bijna allemaal DNA bevatten.
DNA kan gezien worden als de bibliotheek met alle genetische informatie die nodig is voor
de vorming van eiwitten, bouwstenen van cellen die de weefsels en organen vormen. DNA
bestaat uit twee om elkaar gedraaide strengen - een dubbele helix - welke in de kern van
cellen als een bolletje wol is opgerold. Onze cellen zijn constant blootgesteld aan factoren
die het DNA kunnen beschadigen, waaronder schadelijke bijproducten van processen in
de cel, maar ook externe factoren zoals chemische stoffen, straling en zonlicht. Cellen
zijn uitgerust met specifieke DNA reparatiemechanismen om deze schade te herstellen
en de cel te beschermen. Elk reparatiemechanisme is gespecialiseerd in het repareren
van een bepaald soort DNA schade. Het minst gevaarlijk zijn de enkelstrengsbreuken
(ofwel 'nicks’), omdat de gegevens gemakkelijk op basis van de andere, nog intacte streng
gekopieerd kunnen worden. Dit wordt gedaan door het zogeheten enkelstrandbreuk
reparatie mechanisme. De meest gevaarlijke vorm van DNA schade is een complete
onderbreking van beide strengen ofwel een dubbelstrengsbreuk. Voor deze breuken
zijn twee belangrijke reparatie routes beschikbaar, namelijk homologe recombinatie
en niet-homologe ‘end-joining. Homologe recombinatie gebruikt tijdens reparatie een
identiek stuk DNA, ook wel de homoloog genoemd, om hiervan de informatie te kopiéren.
Dit homologe stuk DNA is alleen aanwezig als de cel zich aan het vermenigvuldigen is
en het DNA verdubbeld heeft, welke later verdeeld wordt over de twee dochtercellen.
Daardoor is tijdens deze ‘synthese fase’ de reparatie foutloos. Niet-homologe ‘end joining’
is daarentegen een eenvoudigere route die in feite de twee losse uiteinden van de DNA
breuk weer aan elkaar plakt. Hierdoor verlies je vaak kleine fragmenten DNA aan de rand
van de breuk en is deze route dus gevoelig voor fouten. Er is ook een zekere overlap
tussen deze mechanismen, waardoor bij uitval van één van de mechanismen, de reparatie
kan worden overgenomen door de andere.

Toch kan het voorkomen dat DNA niet geheel of correct wordt hersteld, wat leidt
tot fouten in het DNA, zoals mutaties en herverdeling van DNA stukken. In de meeste
gevallen zal de cel hierdoor dood gaan, maar in uitzonderlijke gevallen kan het de cel een
groei voordeel geven wat kan bijdragen aan de ontwikkeling van ziektes zoals kanker. De
reparatie van DNA is dus essentieel voor het behouden van de informatie op het DNA
en het normaal functioneren van cellen. Helaas beschermen de reparatiemechanismen
ook het DNA van kankercellen. Dit is voordelig voor de kankercel, maar nadelig voor het
behandelen van kanker. De meeste klassieke behandelingen van kanker, zoals bestraling en
chemotherapie, zijn er namelijk op gericht om zoveel mogelijk DNA schade te veroorzaken
in kankercellen om deze te elimineren. Het efficiént herstellen van het DNA beschermt
de kankercellen dus tegen de geinduceerde schade. In deze omstandigheden kan het
remmen van de DNA reparatie de werking van kankerbehandelingen sterk verbeteren.

214



Nederlandse samenvatting

SAMENVATTING EN CONCLUSIES

In hoofdstuk 1 geven we een korte introductie van DNA en de reparatie hiervan in normale
situaties en tijdens de ontwikkeling en behandeling van kanker.

In het eerste deel van dit proefschrift is onderzoek gedaan naar de onderliggende
mechanismen van nick reparatie door homologe recombinatie. Dit is een unieke
manier van nick reparatie, omdat homologe recombinatie gezien wordt als een klassiek
dubbelstrengsbreuk reparatiemechanisme. Daarnaast is bestudeerd of dubbelstrengs-
breuk gestimuleerde homologe recombinatie gemeten kan worden in weefsels en
organen van muizen.

Nicks kunnen homologe recombinatie activeren

In hoofdstuk 2 geven we een overzicht van alle beschikbare data over nick-gestimuleerde
homologe recombinatie. De eerste modellen laten zien dat nicks betrokken zijn bij het
activeren van homologe recombinatie reparatie, maar in latere modellen is aangenomen
dateen dubbelstrengsbreuk homologe recombinatie activeerd. Recentere data bevestigen
dat nicks inderdaad in staat zijn om homologe recombinatie te activeren. We beschrijven
wat er bekend is over dit mechanisme en welke vraagstukken nog onbeantwoord zijn.
Hoofdstuk 3 is een gedetailleerde handleiding voor het induceren van enkel- en
dubbelstrengsbreuken in een reporter die homologe recombinatie meet, de DR-GFP
reporter. Deze reporter is ingebouwd in cellen en na correcte reparatie van breuken door
homologe recombinatie worden ze lichtgevend groen, wat vervolgens op verschillende
manieren gemeten kan worden. Een speciaal knip-eiwit (Cas9) kan op specifieke
plaatsen in het DNA breuken induceren. Dit eiwit is onderdeel van een oorspronkelijk
bacterieel systeem, het CRISPR/CAS systeem, dat is aangepast om DNA te kunnen
veranderen in menselijke cellen. Wij en anderen maken nu van dit systeem gebruik om
DNA reparatiemechanismen te bestuderen, zoals in hoofdstuk 4. In deze studie is het
onderzoek gericht op het ontrafelen van nick-geinduceerde homologe recombinatie.
We laten zien dat nicks daadwerkelijk homologe recombinatie kunnen induceren en dat
deze niet afhankelijk zijn van belangrijke schade-signalering eiwitten, zoals het geval is
bij dubbelstrengsbreuken. Ook tonen we aan dat een nick niet wordt omgezet in een
dubbelstrengsbreuk, omdat er geen competitie is tussen homologe recombinatie en niet-
homologe ‘end joining'. Als je daarentegen twee nicks vlak bij elkaar aanbrengt in het DNA,
elk in een streng, worden deze wel omgezet in een dubbelstrengsbreuk. Echter, competitie
tussen de reparatiemechanismen vindt alleen plaats in een bepaalde configuratie van
deze nicks, een zogeheten 5-overhang. Dit onderzoek helpt ons verder te begrijpen welke
mechanismen een rol spelen bij nick-geinduceerde homologe recombinatie.

Dubbelstrengsbreuk homologe recombinatie activiteit vermindert tijdens verouderen
Inmiddels is veel bekend over de dubbelstrengsbreuk homologe recombinatie uit
experimenten met gekweekte cellen ('in vitro'), maar zijn we beperkt in onze kennis over
homologe recombinatie in complexe organismen ('in vivo'), zoals de mens. Om hier verder
inzicht in te krijgen, kunnen we gebruik maken van modelorganismen, zoals de muis.
In hoofdstuk 5 is een recentelijk ontwikkeld muismodel, de iDR-GFP muis, gebruikt om
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homologe recombinatie te meten in weefsel en organen. Deze muis heeft in elke cel een
kopie van de DR-GFP reporter en een knip-eiwit, dit keer genaamd I-Scel, die specifieke
dubbelstrengsbreuken kan makenin de reporter. Onder normale condities is het knip-eiwit
uitgeschakeld, maar geef je de muis water en voer met daarin een activator van het knip-
eiwit, dan maakt het eiwit DNA breuken (het systeem staat ‘aan’). Als reparatie van deze
breuken door homologe recombinatie plaatsvindt, worden de cellen lichtgevend groen en
dit hebben wij gemeten. Als eerste laten we zien dat homologe recombinatie actief is in
weefsels en organen, waaronder de huid, het maag-darmstelsel, botten en klieren, welke
allen snel delende cellen bevatten. Vervolgens zijn jonge met oudere (volwassen) muizen
vergeleken en is gebleken dat de activiteit van homologe recombinatie drastisch afneemt
in de oudere muizen groep. Tot slot is de DNA reparatie capaciteit tijdens de ontwikkeling
van kanker onderzocht. Hiervoor hebben we huidkanker als model gekozen in deze
muizen. In dit model bleek geen verandering op te treden in homologe recombinatie
activiteit in een vroeg stadium van tumorontwikkeling ten opzichte van de gezonde huid.
Deze resultaten tonen aan dat de iDR-GFP muis een waardevol model is om onze kennis
van homologe recombinatie in complexe organismen te vergroten.

In het tweede deel van dit proefschrift is de focus gericht op het verbeteren van
bestaande kanker behandelingen door middel van het lokaal in de tumor verhogen van de
temperatuur tot 41-43 °C, ook wel hyperthermie genoemd. Verhoging van de temperatuur
inactiveert essentiéle eiwitten voor DNA reparatie, waaronder homologe recombinatie.
Hierdoor wordt de efficiéntie van de therapie vergroot, omdat kankercellen minder
efficiént de geinduceerde DNA schade kunnen repareren. Echter, niet alle patiénten zijn
even gevoelig voor hyperthermie. Met behulp van specifieke remmers is onderzocht of de
effecten van hyperthermie kunnen worden versterkt, zodat kankerpatiénten meer baat
kunnen hebben bij deze behandelmethode.

Hyperthermie remt DNA reparatie mechanismen

Hoofdstuk 6 geeft een overzicht van de effecten van hyperthermie op DNA
reparatiemechanismen en gerelateerde processen, inclusief schade signalering. Het meest
bekende voorbeeld is het afbreken van een essentieel eiwit in de homologe recombinatie,
genaamd BRCA2. We concluderen echter dat niet een enkele factor is aan te wijzen die
ten grondslag ligt aan het effect van hyperthermie, maar dat hyperthermie effect heeft op
bijna alle DNA reparatiemechanismen. Deze resultaten tonen aan dat hyperthermie een
veelbelovende behandeling is om kankercellen gevoeliger te maken voor DNA schade-
inducerende middelen, zoals bestraling en chemotherapeutica.

Het therapeutische effect van hyperthermie verbetert na toevoeging van
specifieke remmers

Er zijn verschillende manieren om hyperthermie verder te verbeteren, waarvan er
twee zijn beschreven in dit proefschrift. In hoofdstuk 7 is het effect van een specifieke
remmer van een essentieel nick reparatie eiwit, genaamd PARP1, onderzocht. Het
idee hierachter is dat wanneer de nicks niet gerepareerd worden, ze kunnen leiden tot
gevaarlijke dubbelstrengsbreuken. De reparatie daarvan kan weer door middel van
hyperthermie geremd worden, waarmee de schade zich zal ophopen in de cel en dit

216



Nederlandse samenvatting

leidt tot celdood. In deze studie is het effect van de PARP1 remmer in combinatie met
hyperthermie en het chemotherapeuticum cisplatin (‘de veroorzaker van de breuken’) in
baarmoederhalskankercellen. We laten zien dat de PARP1 remmer slechts een minimaal
additioneel effect heeft, maar dat het toxische cisplatin in veel lagere dosis kan worden
toegediend zonder de effectiviteit van de behandeling te veranderen. Zo kunnen we de
schade door bijwerkingen in gezonde weefsels beperken. Hieruit concluderen we dat
PARP1 remmers behandeling van baarmoederhalskankerpatiénten kunnen verbeteren.
Door het verhogen van de temperatuur raken cellen in een stress situatie, waardoor ze
stress-beschermingseiwitten aanmaken. Een voorbeeld hiervan is de familie van hitte-
gevoelige eiwitten (‘heat-shock’ eiwitten of HSPs). Dit zijn helper eiwitten die voorkomen
dat andere eiwitten afgebroken of geinactiveerd worden, zoals eiwitten die betrokken zijn
bij schade reparatie. Het remmen van heat-shock eiwitten lijkt dus een goede alternatieve
strategie te zijn om kankercellen gevoeliger te maken voor hyperthermie. In hoofdstuk
8 worden de effecten van een specifieke remmer van het heat-shock eiwit HSP90
onderzocht. We laten zien dat een korte blootstelling aan de HSP90 remmer genoeg is
om baarmoederhalskankercellen gevoeliger te maken voor de combinatie behandeling
van hyperthermie en bestraling/chemotherapie. Bovendien heeft de remmer geen effect
op cellen die niet door hyperthermie zijn opgewarmd. Deze resultaten suggereren dan
we door middel van HSP90 remming hyperthermie behandeling in tumoren kunnen
verbeteren zonder noemenswaardige bijwerkingen.

Hyperthermie heeft de potentie om de meest therapie-resistente kankercellen te
elimineren

Het komt vaak voor dat kankercellen ongevoelig worden voor antikanker therapieén of dat
na een succesvolle behandeling kanker terug keert. Dit wordt waarschijnlijk veroorzaakt
door het resistent worden en overleven van specifieke kankercellen in de tumor, de
kankerstamcellen. Deze cellen zijn in staat om zich te verschuilen voor het afweersysteem,
kunnen leven in een zuurstofarme omgeving en hebben een verhoogde DNA reparatie
capaciteit. Dit zijn allemaal eigenschappen die voordelig zijn voor de kankerstamcellen
om antikanker therapieén te omzeilen. Het is daarom van groot belang om nieuwe
strategieén te ontwikkelen die deze populatie cellen kan bestrijden. In hoofdstuk 9 wordt
hyperthermie als potentiéle kandidaat hiervoor bediscussieerd. We beargumenteren dat
hyperthermie de genoemde eigenschappen van kankerstamcellen kan remmen waardoor
deze weer gevoeliger wordt voor standaardtherapie, zoals bestraling en chemotherapie.
Er moet echter nog veel onderzoek verricht worden om deze hypothese te testen.

Samengevat, worden in dit proefschrift twee kanten van homologe recombinatie
bestudeerd. Aan de ene kant, het belang van homologe recombinatie in het intact houden
van het DNA in cellen en aan de andere kant hoe we deze informatie kunnen gebruiken
om de behandeling van kanker te verbeteren.
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Daar zijn we dan, vier jaar geleden had ik niet kunnen bedenken hoe snel de tijd zou gaan.
Het lijkt heel lang, maar aan het einde kom je altijd tijd tekort. Mijn PhD begon met een
speciale start in één van de gaafste steden ter wereld, New York. Een ervaring die ik nooit
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volgende wereldstad, Amsterdam. Nog meer experimenten, meetings en leuke avonturen.
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onze samenwerking genoten. Przemek, na de aanbeveling van Ron en ons Skype gesprek
durfde jij het aan om mij aan te nemen. Onze eerste ontmoeting was pas toen ik in New
York aankwam. Direct vanaf dat moment hebben we bijna altijd samen op het lab gestaan
en hebben we onze ups en downs gekend, maar we waren een echt onderzoeksteam. Jouw
hoofd zit constant vol met nieuwe ideeén en dit is geweldig voor het onderzoek. Ik heb er
dus ook vol vertrouwen in dat de Krawczyk groep groot gaat worden, veel succes. Je hebt
mij in de afgelopen jaren in ieder geval enorm veel geleerd, bedankt.

Ik wil de leden van mijn promotiecommissie bedanken voor hun deelname in mijn
commissie, voor hetverdiepen in mijn onderwerp envoor het beoordelen van mijn proefschrift

| could not have done part of my research without the kindness of Maria Jasin to
welcome me in her group. Maria, thank you for this great opportunity, all the discussions
and feedback on my work. | never learned so much in such a short period of time. | want
to thank the whole Jasin lab for making my stay unforgettable and with your help my
research became a succes. Also, thank you for the great time during holiday parties, drinks
and outings. Liz, my lab roommate, | enjoyed our conversations and discussions about
everything during our days in the lab. Francesca, next to being a nice colleague in the lab,
we became really good friends and we had some great adventures around the world. |
hope we will have a lot more in the future.

Jan, toen ik net kwam kijken op de afdeling heb jij mij wegwijs gemaaktin hetlab enje hebt
mij veel nieuwe technieken geleerd. Je bent een enorm geduldige en goede leraar en ik denk
dat ik voor meer mensen kan spreken. Ron, het is niet te tellen hoe vaak ik bij jou ben langs
geweest. Regelmatig voor problemen met de microscopen, maar ik had ook veel frustraties
door problemen met mijn computer. Jij wist het vaak voor mij op te lossen, bedankt. Jacob,
bedankt voor je kritische en waardevolle commentaar op mijn manuscripten. Kuba and
Emilie, you both are a great addition to the Krawczyk group, good luck with the future
research. Nicole, Anita, Henk en de ‘oude’ garde, bedankt voor de gezellige lunchmomenten.
Daisy, jij stond altijd klaar bij alle bestel- en lab technische problemen, bedankt. Gelukkig
konden we er achteraf altijd om lachen. Marcel, altijd even een praatje maken als de baas
kwijt was. De ‘Oogjes’ en Reits groep bedankt voor alle feedback op mijn onderzoek tijdens
de werkbesprekingen, deze waren heel waardevol. Mike en Fleur, ik had mij geen betere
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studenten kunnen wensen, bedankt voor de bijdrage aan het onderzoek. En natuurlijk wil ik
ook de rest van de afdeling bedanken voor alle hulp en gezelligheid.

Przemek en ik zijn ook ‘parttime’ opgenomen in de LEXOR groep voor o.a. werk-
besprekingen. Jan-Paul, bedankt hiervoor, ik heb mij altijd welkom gevoeld en heb veel
geleerd. Daarnaast wil ik de hele LEXOR groep bedanken voor de tips en het nuttige
commentaar tijdens deze meetings. In het onderzoek zijn goede samenwerkingen
onmisbaar. Klaas, Arlene, Bregje, Hans en Roos jullie groep was voor mij als een tweede
thuis binnen het AMC. Voor de hyperthermie vragen kwamen wij naar beneden en voor
homologe recombinatie vragen kwamen jullie boven, een goede balans. Klaas, wat een
ontspannen en straightforward onderzoeker ben je, heerlijk om mee te werken. Treinreisjes
naar Rotterdam hoorden er ook bij. Roland, Nathalie en de Kanaar groep, bedankt voor de
kritische kijk op mijn hyperthermie onderzoeken en voor de hulp met de western blots.
Barbara en Jurgen, bedankt voor jullie hulp met de kleuringen.

Irene en Venkat, wat een gezelligheid altijd op onze kamer. Vaste thee momentjes,
‘treats’ en leren van elkaars cultuur. De verrassingsfeestjes voor onze verjaardagen zijn
inmiddels een bekend fenomeen op de M3 gangen. Stiekem alles regelen, ballonnen blazen
en slingers ophangen, wat zal ik dat missen. Venkat, nu ben ik bijna een echte Dr. Doc. Irene,
samen even het lab ontvluchten en ontspannen in de sauna, daar heb ik van genoten. Ivo en
Anne-Eva, wat een groot succes waren de CBH-borrels met als hoogtepunt de kerstedities.
Het werkoverleg en de 'test' borrel op de locaties was altijd erg gezellig en ik hoop dat we dit
kunnen voorzetten. Ook kon ik altijd even bij jullie uitrazen als een experiment was mislukt.
Ivo, jij wist mij altijd weer rustig te krijgen. Anne-Eva, ik ben blij dat je straks naast mij staat.
Jullie komen nu zelf ook in de buurt van je eigen promotie, succes met de laatste loodjes!

Arlene, jij bent niet alleen collega, maar ook een goede vriendin en niet voor niets mijn
paranimf. Samen het promotietraject doorlopen met leuke momenten en ook frustraties,
maar je stond altijd klaar om te helpen, bedankt! Straks ga jij het grote avontuur in de
USA aan, succes en geniet ervan. Nu eerst nog even samen een groot feest maken van
onze promoties!

Tijdens de vier jaar heb ik veel kunnen delen met vrienden en familie, zij hebben mij
gesteund als ik er even doorheen zat. Sarah, wat leuk dat wij elkaar weer in New York hebben
gevonden, dat maakte mijn tijd daar extra speciaal. Yolanda, Lieke, Maartje, Wina, Marieke en
Annemieke, studiemaatjes, we zijn na onze studies ieder een andere kant op gegaan, maar
praatten nog veel over onderzoeken. Toch wel fijn om te horen dat ik niet de enige was met
af en toe een dipje tijdens het promotietraject. Manon, wat ben ik blij met jou als vriendin.
Leonie, Eva, Irene, Ira en Rikkert, ik geniet van jullie gezelligheid, vaak onder genot van goede
muziek natuurlijk! Na het weekend kon ik altijd weer met nieuwe energie verder gaan.

Lief nichtje, zonder jouw creativiteit was het boekje nooit zo mooi geworden,
bedankt. Wij hebben er heel wat uren ingestoken, maar het resultaat mag er zijn en we
kunnen samen trots zijn. Pap, mam, Bianca, Tijmen en Richard, ik weet niet of jullie alles
van mijn onderzoek begrepen, maar jullie hebben altijd geinteresseerd en aandachtig
geluisterd. Als ik thuis ben, kom ik altijd weer even tot rust. Mam, je weet mij dan altijd
te verwennen, alles te relativeren en zet mij met beide voeten weer op de grond. Pap, jij
hebt mij altijd aangemoedigd om te doen wat ik leuk vindt, waar dat ook mocht zijn, dit
waardeer ik heel erg.

En nu is het klaar, dit zijn de laatste woorden die ik schrijf. Op naar de volgende uitdaging!
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