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Chapter 10

Samenvatting

Borstkanker, de meest gediagnosticeerde kanker bij vrouwen, kent een toename in inci-
dentie terwijl mortaliteit de laatste decennia afneemt, hetgeen voornamelijk kan worden 
toegeschreven aan vroege detectie en effectievere behandeling [1-3]. Intrinsieke of ver-
worven resistentie voor geneesmiddelen is echter één van de belangrijke oorzaken voor 
het mislukken van de behandeling van borstkanker. Ongeveer 70-75% van de borstkankers 
zijn oestrogeenreceptor (ER) en / of progesteronreceptor (PR) -positief en 12-18% zijn tri-
ple-negatieve borstkankers (TNBC), zonder ER-, PR- en HER2-expressie [4]. Endocriene (hor-
moon) therapie gericht tegen deze receptoren vermindert het recidief-risico bij patiënten 
met hormoonreceptor-positieve borstkanker met gelokaliseerde ziekte, en levert bovendien 
klinisch voordeel op bij gemetastaseerde ziekte [5, 6]. Helaas worden deze receptor-posi-
tieve borstkankers veelvuldig resistent tijdens de behandeling,  waardoor endocriene ther-
apie niet meer werkzaam is. Door afwezigheid van effectieve doelgerichte therapie is che-
motherapie de standaard behandeling voor patiënten met TNBC. Deze patiënten reageren 
doorgaans beter dan andere borstkankersubtypen op preoperatieve chemotherapie en leid 
veelvuldig tot een volledige respons (pCR). Echter, chemo-resistentie treed vaak op bij TNBC 
wat leidt tot terugkeer van de kanker [7].

Glioblastoma (GBM) is de meest voorkomende en dodelijke hersentumor en heeft nog altijd 
een zeer slechte prognose met een 5-jaarsoverleving van ongeveer 5% [8]. Standaardbe-
handeling is chirurgie gevolgd door chemo-radiotherapie, welke maar beperkt succes heeft 
vanwege de sterke infiltratieve groei van de tumor en een hoge mate van chemo-radiatie 
resistentie van de GBM-cellen. Helaas zijn er nog geen effectieve doelgerichte therapieën 
gevonden voor GBM, hetgeen wordt toegeschreven aan de hoge mate van cellulaire hetero-
geniteit in GBM [9]. Ook immunotherapie dat succesvol is in andere kankertypes, zijn dusver 
niet effectief bij GBM als gevolg van de immunosuppressieve (‘koude’) eigenschappen van 
deze tumor [10]. In GBM zijn stamcellen geïdentificeerd, genaamd GBM-stamcellen (GSC’s), 
die bijdragen aan heterogeniteit door hun differentiatie mogelijkheden en worden verant-
woordelijk gehouden voor therapieresistentie [9]. GSC’s worden gereguleerd door signalen 
afkomstig van niches en / of de micro-omgeving van de tumor, waarbij GSC’s met een mes-
enchymaal fenotype vooral resistent en agressief zijn.

Het bovenstaande illustreert dat een beter begrip van therapeutische resistentiemechanis-
men in zowel borstkanker als GBM nodig zijn om dit probleem te overwinnen door nieuwe 
verbeterde behandelingsstrategieën te ontwikkelen.

Onderzoek heeft aangetoond dat epitheliale-naar-mesenchymale transitie (EMT) één van 
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de centrale processen is welke leidt tot tumormetastasen [11, 12]. Er zijn verschillende sig-
naalroutes geïdentificeerd die betrokken zijn bij de inductie van EMT, zoals de Notch-route, 
TGFβ-SMAD-signalering, canonieke of niet-canonieke Wnt signalering, groeifactor-receptor 
tyrosine kinases en extra cellulaire matrix (ECM)-integrine routes [13-16]. Een interessant 
bijkomstigheid is dat deze stimuli ook zelfvernieuwing bij kankerstamcellen kunnen regul-
eren en er is een verband aangetoond tussen EMT en kankerstamcel-eigenschappen [17].

Het doel van het werk beschreven in dit proefschrift was het onderzoeken van de betrok-
kenheid van EMT en onderliggende regulatie mechanismen bij het agressieve gedrag van 
borstkanker en GBM zoals therapie-resistentie, groei, invasief gedrag/ mogelijkheid tot me-
tastaseren en stamceleigenschappen.

Hoofdstuk 1 geeft een algemene inleiding over borstkanker en GBM en de huidige ther-
apeutische uitdagingen, het doel en de hoofdlijnen van dit proefschrift. ER-expressie en 
-functie zijn een voorwaarde voor de gevoeligheid van borstkanker voor hormoontherapie 
en EMT kan deze moduleren. In hoofdstuk 2 hebben we een MCF-7-celmodel gekarakter-
iseerd dat resistent is voor tamoxifen. Deze MCF-7-Tam-R cellen bleken CD146/MCAM tot 
overexpressie te brengen vergeleken met tamoxifen gevoelige MCF-7 cellen. Verhoogde 
CD146 expressie correleerde significant met terugkeer van kanker na behandeling (relapse- 
free survival(RFS)) en de aanwezigheid van op afstand-gelegen metastasen (distant metas-
tasis relapse-free survival (DMFS) bij borstkankerpatiënten, vooral in de groep patiënten 
die alleen een behandeling met tamoxifen kregen. Vergeleken met MCF-7-cellen vertoon-
den MCF-7-Tam-R-cellen veranderingen in morfologische kenmerken en een verhoogde 
motiliteit en invasief gedrag, evenals verhoogde expressie van EMT-merkers. We hebben 
aangetoond dat CD146 tamoxifen-resistentie veroorzaakt, door ERα -expressie te verlagen 
en tegelijkertijd Slug expressie te verhogen hetgeen leidt tot EMT inductie en activatie van 
de AKT-overlevingsroute. In hoofdstuk 3 hebben we een sterke correlatie gevonden tussen 
Notch3 en ERα in borstkankercellijnen en menselijke borstkankerweefsels met een luminaal 
epitheliaal fenotype. Interessant is dat ectopische overexpressie van Notch3 resulteerde 
in activering van ERα in ERα-negatieve borstkankercellijnen, terwijl omgekeerd het verla-
gen van Notch3 expressie door RNA interferentie in ERα-positieve cellen ERα-expressie ver-
laagde. Onderzoek naar het onderliggende regulerende mechanisme toonde aan dat het 
intracellulaire domein van Notch3 (N3ICD) specifiek bindt aan CSL (CBF-1, Su (H), Lag-1) 
-bindingselementen die aanwezig zijn in het ERα-promotorgebied en ERα-expressie acti-
veren, en ook leidt tot remming van EMT, invasief gedrag in vitro en metastatische verspre-
iding in vivo. Verlagen van Notch3 expressie in NOTCH3-positieve borstkankercellen had het 
tegenovergestelde effect, namelijk de inductie van EMT en verlaagde ERα-niveaus. Verder 
bleek uit analyse van een grote klinische microarray-database dat verhoogde Notch3-tran-
scriptniveaus significant geassocieerd zijn met een betere relapse-vrije overleving (RFS) bij 
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gediagnosticeerde borstkankerpatiënten, vooral bij patiënten met ERα-positieve tumoren. 
Deze resultaten suggereren een rol van de Notch3 / ERα-as bij het in stand houden van het 
luminale-subtype en remmen van tumorigenese en metastaseren van borstkanker.

Het onderliggende mechanisme van Notch3-afhankelijke regulatie van ERα werd vervolgens 
in meer detail onderzocht. In hoofdstuk 4 vonden we dat Notch3 een doelwit was van twee 
onco-microRNA’s, microRNA-221 en microRNA-222. MiR-221/222-expressie is omgekeerd 
gecorreleerd met Notch3- en ERα-expressies in de bestudeerde borstkankercellijnen. Ec-
topische expressie van miR-221/222 stimuleerde EMT, terwijl overexpressie van Notch3 
remmer, N3ICD, de oncogene functie van miR-221/222 verlaagde. Na verder onderzoek 
bleek miR-221/222 te binden aan het 3’-niet-getranslateerde gebied van Notch3 mRNA en 
de translatie tot Notch3 eiwit te onderdrukken. In hoofdstuk 5 hebben we aangetoond dat 
de transcriptiefactor GATA3, die essentieel is voor de ontwikkeling van de borstklier van 
de mens en differentiatie van borstkankercellen, een nieuw ‘downstream’ doelwit is van 
Notch3-signalering. Onderzoek naar het regulatiemechanisme van Notch3 en GATA-3 liet 
zien dat beide positief geassocieerd waren met ERα-expressie bij borstkanker. Interessant 
is dat ectopische N3ICD-expressie leidde tot verhoging van GATA-3 expressie in ERα-negati-
eve borstkankercellijnen, terwijl verlaging van Notch3-expressie resulteerde in verlaging 
van GATA-3-expressie in ERα-positieve cellen. Bovendien hebben we met behulp van een 
reporterassay en een chromatin-immune precipitation (ChIP)-assay aangetoond dat Notch3 
kan binden aan CSL-DNA motieven in de GATA-3 promoter, wat suggereert dat N3ICD GA-
TA-3-expressie direct activeert. In vitro en in vivo experimenten hebben verder aangetoond 
dat Notch3 gedeeltelijk EMT remt door transcriptie activatie van GATA-3, hetgeen leidt tot 
verlaging van metastatische verspreiding van borstkankercellen.  De resultaten hierboven 
beschreven vergroten onze kennis over Notch3-signalering bij borstkanker. We hebben ont-
dekt dat miR-221/222 Notch3-expressie direct moduleren en dat Notch3 vervolgens GATA3- 
en ERα-niveaus reguleert die op hun beurt het EMT-proces en de metastase bij borstkanker 
sterk kan bepalen.

Intrinsieke of verworven resistentie tegen chemotherapie is nog altijd een van de belan-
grijkste redenen voor het falen van de behandeling van borstkankerpatiënten, met name 
bij TNBC. In hoofdstuk 6 hebben we cisplatine-resistente TNBC-cellen gemaakt, MDA-MB-
231-DDPR-cellen genoemd, en vonden dat de expressie van zowel Notch1 en CD146 signif-
icant hoger was in deze cellen dan in controle MDA-MB-231 cellen. In vitro experimenten 
toonden aan dat blootstelling aan een  lage dosis cisplatine (niet-cytotoxisch) leidde tot een 
tijdsafhankelijke toename van Notch1 en CD146 expressie in TNBC-cellen. Bovendien was 
de expressie van de mesenchymale merker Vimentin en van klassieke chemoresistie-geas-
socieerde eiwitten, zoals pAKT, P-gp en MRP1, ook significant verhoogd in MDA-MB-231-
DDPR-cellen. Vervolgens lieten verschillende experimenten, bestaande uit twee-voudige 
fluorescerende reporter assays, ChIP- en electrophorese-mobility-shift-assays (EMSA), zien 
dat Notch 1-ICD direct kan binden aan de CSL-bindingsplaatsen in CD146-promoter en ex-
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pressie kan induceren in TNBC cellen. Remming van Notch1 leidde tot een significante dal-
ing van CD146 expressie, resulterend in reversie van EMT en cisplatine-resistentie in TN-
BC-cellen. Onze resultaten tonen aan dat doelgerichte modulatie van Notch1/CD146-as  een 
mogelijke therapeutische benadering is om het therapeutisch effect van chemotherapie te 
verbeteren bij de behandeling van patiënten met TNBC.

In GBM zijn tumoragressiviteit en therapieresistentie gekoppeld aan een mesenchymaal 
subtype,  of aan een verworven mesenchymaal fenotype. Zoals hierboven beschreven is 
CD146 een unieke EMT-inductor en modulator van tumoragressiviteit en therapeutische 
resistentie bij borstkanker. De mogelijke betrokkenheid en functie van CD146 bij GBM zijn 
echter nog grotendeels onbekend. In hoofdstuk 7 hebben we aangetoond dat CD146 ex-
pressie verhoogd is in GBM in vergelijking met normaal hersenweefsel. Ook verschillen de 
expressieniveaus tussen neurosfeer GBM cellen afkomstig van patiënten.  Bovendien heeft 
eerder onderzoek door anderen laten zien dat Gliomen van klasse III en IV hogere CD146-
niveaus heeft vergeleken met graad I en II gliomen; hoge CD146-expressie correleerde ook 
met kortere ziektevrije overleving (dissease-free survival, DSF) en algemene overleving 
(overall survival, OS) bij GBM-patiënten [18]. Dit suggereert dat CD146 een oncogene func-
tie heeft bij GBM hetgeen we nader hebben onderzocht. Hiervoor hebben we een CRIS-
PR / Cas9 CD146 knockout en een ectopic CD146 / GFP overexpressie-model gemaakt in 
twee verschillende GBM-neurospheres en vervolgens CD146 functie onderzocht. CD146 
bleek pleiotrope effecten te hebben in GBM door zowel mesenchymale transitie (EMT), 
stam cell-potentie als radioresistentie te bevorderen. CD146 bleek ook  p53-accumulatie en 
NF-KB-activering te onderdrukken welke leiden tot verhoging van cel-overleving en resis-
tentie. Interessant is ook dat we een nieuwe functie voor CD146 hebben gevonden, nameli-
jk als een activator van de transcriptiefactor YAP die celgroei en overleving reguleert, wat 
gedeeltelijk via het  remmen van de Hippo-route lijkt te verlopen. Gezamenlijk tonen deze 
resultaten aan dat CD146 van belang is bij het maligne gedrag van GBM cellen en resistentie 
voor therapie. Dit suggereert dat doelgerichte inactivatie van CD146 signalering een nieuwe 
therapeutische benadering kan zijn voor deze dodelijke hersentumor.




	Chapter 10



