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DUTCH SUMMARY / NEDERLANDSE SAMENVATTING

Hoofd- en hals-kanker is de 6% meest voorkomende kanker wereldwijd, met een geschat jaarlijks
aantal aantal nieuwe gevallen van bijna 400.000 (Torre et al., 2015). De meerderheid van deze
patiénten wordt behandeld met radiotherapie al dan niet in combinatie met chemotherapie en
chirurgie. Ondanks het feit dat de radiotherapeutische behandeling van tumoren de kans op
overleving van de patiént significant verbetert, gaat dit vaak gepaard met neveneffecten door het
onvermijdbare bestralen van de normale weefsels die zich rondom de tumor bevinden, zoals onder
andere de speekselklieren. Ernstige hyposalivatie, vermindering van de speeksel afgifte, is een veel
voorkomend onomkeerbaar neveneffect hetgeen resulteert in een verandering van spraak en smaak,
moeilijkheden met kauwen en slikken en een toegenomen risico op het ontwikkelen van infecties in
de mondholte en tandcariés (Vissink et al., 2015). Zelfs met de huidige meest moderne Intensiteit
geModuleerde RadioTherapie (IMRT) zal noch steeds 40% van de patiénten gaan leiden aan
droogheid van de mond, hetgeen de kwaliteit van leven ernstig kan aantasten. Gezien de
onbevredigende resultaten van huidige behandelingsmethoden ter vermindering van
speekselklierschade, is de aandacht verschoven naar de mogelijkheid van bio-therapeutica zoals

stamceltransplantatie.

Straling geinduceerde hyposalivatie is het gevolg van het slecht functioneren van de speekselklier
stamcellen (SKSC) waardoor er onvoldoende volwassen functionele cellen gevormd kunnen worden
(van Luijk et al., 2015). Het verzamelen van SKSC véér bestraling en transplantatie in de klieren na
radiotherapie zou een potentiéle therapie kunnen zijn om de secretoire functie van het aangedane
weefsel te herstellen. De hoeveelheid biopsiemateriaal die veilig kan worden verkregen van een
patiént voorafgaand aan bestraling is echter beperkt. Daarom is een nauwkeurige karakterisering en
gecontroleerde expansie van SKSC cruciaal voor verdere translatie van de methode naar de kliniek.
Hoewel een groot aantal studies het bestaan van SKSC in de speekselklier ondersteunt (Bullard et
al.,, 2008; Lombaert et al., 2008; van Luijk et al., 2015; Xiao et al., 2014) is informatie over de
lokalisatie en moleculaire interacties met de omgeving van de SKSC schaars. Daarom is het

beantwoorden van fundamentele vragen met betrekking tot biologie van de SKSC van groot belang.

Het werk dat beschreven is in dit proefschrift is gericht op het ontrafelen van de identiteit van SKSC
binnen hun locatie in de speekselklier, ook wel micro-omgeving genoemd, en op het bevorderen van
onze kennis over de moleculaire signalen die het in standhouden van de SKSC reguleren. Deze
samenvatting geeft een overzicht van de belangrijkste bevindingen beschreven in dit proefschrift en

zet deze in het juiste perspectief.
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In Hoofdstuk 1 wordt, ter introductie, een overzicht van de beschikbare kennis over somatische
exocriene klier stamcellen verstrekt. De verschillen en overeenkomsten tussen talg, zweet, prostaat,
de melkklieren en speekselklier worden belicht. Vervolgens wordt de potentiéle klinische relevantie
van het kweken en expanderen van specifieke stamcellen uit klierweefsel in het laboratorium
bediscussieerd. De essentiéle technieken die gebruikt kunnen worden ter identificatie de unieke
eigenschappen van klierweefsel stamcellen zoals het traceren van hun nakomelingen tijdens de
ontwikkeling en het in stand houden van volwassen weefsel worden besproken. Ten slotte wordt het
belang van het gebruik van nieuwe kweeksystemen, zoals driedimensionale organoiden aangestipt
en de mogelijke kansen en problemen die kunnen voortkomen uit het vertalen van deze technieken

naar de kliniek worden beschouwd.

In Hoofdstuk 2, was het doel om op basis van een eerder in andere volwassen stamcellen
geidentificeerd panel van stamcel merkers de karakterisering van de speekselklier
stam/voorlopercellen cellen aanwezig in de muizenspeekselklier te verbeteren. Eerst werd de
expressie van diverse met stamcel geassocieerde merkers in homeostatische speekselklier
vastgesteld en bepaald. Er is al eerder gesuggereerd dat cellen die deze merkers dragen, zich in het
ductale compartiment van de klier bevinden. Vervolgens werd een kwantitatieve vergelijking
gemaakt van de fractie van cellen met deze stamcel merkers aanwezig in de speekselklier met uit in
de vitro SKSC kweek afkomstige salisferen. Inderdaad bleek dat de salisferen verrijkt waren met
cellen met stamcel kenmerken. Tenslotte, werd de regeneratieve capaciteit van stamcel merker tot
expressie brengende cellen getest in een in vivo transplantatie model. Het bleek dat verschillende cel
populaties die uiteenlopende stamcelmerker tot expressie brengen instaat zijn om de
speekselklierfunctie te herstellen na bestraling en transplantatie. Echter, het bestaan van de exacte

hiérarchie van het stamcel compartiment vereist echter nog verder onderzoek.

Zoals in Hoofdstuk 2 is beschreven en al eerder aangegeven werd door anderen (Denny and Denny,
1999; Man et al., 2001), bevinden de SKSC zich in het ductale compartiment van de speekselklier.
Daarom werd in Hoofdstuk 3 de rol van moleculaire signalen van met name de Wnt/B-catenine
signaal route verkend. Eerste werd EpCAM geidentificeerd als een universele merker van ductale
cellen van de speekselklier. Tegelijkertijd werd voor de expressie van B-catenine als algemene
indicator van activering van de Wnt-route in de speekselklier bepaald. Een belangrijke bevinding was
dat uitsluitend zeldzame cellen in deze afvoergangen nucleaire expressie van PB-catenine, een
kenmerk van actieve Wnt-signaal transductie, lieten zien. Vervolgens werden EpCAM" cellen uit
speekselklieren van gezonde volwassen muizen geisoleerd met behulp van fluorescentie-
geactiveerde celsortering (FACS). Deze werden vervolgens ingebed in een driedimensionale (3D)

basale extracellulaire matrix (Matrigel) en werd in deze cellen de Wnt signaal route gestimuleerd
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door een combinatie van Wnt3a ligand en Rspol toe te voegen bovenop de eerder gebruikte
groeifactoren in het kweekmedium. Onder deze omstandigheden, lieten cellen met veel EpCAM op
hun oppervlak een hoge mate van zelf-vernieuwing en lange termijn expansie van speekselklier
cellen zien. De cellen groeiden als organoiden (of mini-klieren) en behielden hun vermogen tot
generatie van gedifferentieerde speekselklier epitheelcellen. Omgekeerd kon met een panel van
chemische remmers van de Wnt signaal route worden aangetoond dat stimulatie van de Wnt signaal
route essentieel was voor het in stand houden van SKSC kweken. Tenslotte, werd het in vivo
regeneratie potentieel van cellen afkomstig uit speekselklier organoiden aangetoond in ons
transplantatie model, waardoor blijkt dat deze cellen mogelijk gebruikt kunnen worden als
stamceltherapie als behandeling van door straling beschadigde speekselklieren en mogelijk voor

andere aandoeningen van de speekselklier.

Het ontwikkelen van een geoptimaliseerde in vitro organoide kweeksysteem voor de expansie van
SKSCs zoals beschreven in Hoofdstuk 3, heeft geleid tot nieuwe mogelijkheden om kandidaat
stamcellen uit de speekselklier te testen op basis van fenotypische en functionele kenmerken.
Daarom is in Hoofdstuk 4 geprobeerd de SKSCs te identificeren op basis van een andere universele
met stamcel-geassocieerde functionele eigenschap, namelijk het gegeven dat deze cellen vaak in rust
zijn. Een cel stadium onafhankelijke histon H2B-GFP-stimulatie-vervolg systeem werd toegepast om
de mogelijke in rust zijnde SKSC populatie te karakteriseren. De hypothese was dat de meeste
stamcel activiteit optreedt tijdens de embryonale ontwikkeling van de speekselkier waarna
progenitor en gedifferentieerde cellen voornamelijk verantwoordelijk zijn voor het in stand houden
van de postnatale weefselstructuur. Het H2B-GFP label werd geinduceerd in zwangere moeders tot
aan de geboorte van de pups, waarna het verlies van label als gevolg van celdeling werd vervolgd in
de tijd. Op het moment dat de muizen volwassen waren, werden de cellen die het label behouden
hadden (LRCS) voornamelijk in grotere excretie kanalen gevonden en niet in de acini met de
volwassen functionele secreterende cellen. Interessant is dat na fenotypische profilering van de LRCS
met bekende speekselklier merkers, co-lokalisatie werd waargenomen met K8" ductale lumale of
Vimentin® mesenchymale cellen, maar niet met CK5" of CK14" potentiele stamcellen. Vervolgens,
werd de regeneratieve capaciteit van LRCS bepaald door deze cellen in het organoide kweek model
te laten groeien en hun lange termijn zelfvernieuwing en differentiatie potentieel in vitro te testen.
Het bleek dat LRCS niet in staat waren om organoiden te genereren, terwijl een deel van de niet-LRCS
cellen dit juist wel konden. Tezamen suggereren deze gegevens dat tijdens de hele postnatale
ontwikkeling, SKSCs die verantwoordelijk zijn voor het weefsel re-modellering en onderhoud een

actief delende populatie van cellen is.
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Veel ouderen hebben last van een gebrekkig functionerende speekselklier met als gevolg een droge-
mond syndroom (xerostomie), die gewoonlijk resulteert in een verminderde orale gezondheid met,
bijvoorbeeld, een verhoogde kans op aspiratie pneumonie. Het is echter onduidelijk of een aan
veroudering-gerelateerde daling van de speekselklierfunctionaliteit kan worden toegeschreven aan
een verminderde gevoeligheid voor prikkels tot proliferatie van de SKSC. Daarom werden in
Hoofdstuk 5 de eerder ontwikkelde technieken (Hoofdstuk 3 en (Nanduri et al., 2014)) toegepast om
fenotypische en functionele eigenschappen van SGSCs geisoleerd uit jonge en oude muizen te
bestuderen. Aldus werd in oude muizen een verhoogd aantal €D24"/cD29" tot expressie brengende
potentiele SKSCs waargenomen. Na isolatie bleken deze populatie cellen uit oude speekselklieren in
vergelijking met jonge klieren een verminderde functionele potentie te bezitten: ze waren minder
goed in staat om organoiden te vormen. Niettemin bleek na herhaald kweken dat de overgebleven
oude SKSCs een vergelijkbare intrinsieke potentie hadden om te expanderen en een vergelijkbare
regeneratief vermogen hadden na transplantatie als hun jonge collega's. Dus lijkt het erop dat de
leeftijdsafhankelijke daling van het regeneratieve potentieel van de speekselklier zou kunnen worden
veroorzaakt door een leeftijd gerelateerde veranderingen in de micro-omgeving, welke mogelijk

omkeerbaar is wanneer blootgesteld aan de juiste extrinsieke factoren.

In Hoofdstuk 6 is onderzocht of onze eerdere bevindingen met betrekking tot de muizen
speekselklieren vertaald zouden kunnen worden naar een klinische toepassing. Hiertoe werd de
aanwezigheid en het regeneratieve potentieel van humane speekselklier stamcellen (hSKSCs)
geisoleerd uit biopsieén van gezonde patiénten onderzocht. Eerst werd aan de hand van eerder
gepubliceerde kweek methode (Feng et al., 2009) aangetoond dat ook humane salisferen geweekt uit
de biopten, stam- en progenitor-cellen bevatten welke in staat zijn tot in vitro zelfvernieuwing en
differentiatie in verschillende cel types. Vervolgens werd het regeneratieve potentieel van deze
cellen onderzocht na transplantatie in bestraalde immune-onderdrukte muizen. Het bleek dat deze
cellen na xeno-transplantatie inderdaad het vermogen tot proliferatie behielden en functionele
herstel induceerden terwijl ze zich langdurig en functioneel innestelden in een bestraalde
speekselklier. Vooral een klein aantal van c-Kit" subset van cellen verkregen uit humane salisferen
bleken zeer potent in het induceren van functioneel herstel in vergelijking met c-Kit negatieve cellen.
Echter bleek dat in overeenkomst met dat wat werd beschreven in hoofdstuk 5 dat de frequentie van
c-Kit" cellen in primaire kweken afneemt met de leeftijd, hetgeen suggereert dat de kweek methode
voor gecontroleerde expansie van hSKSCs nodig zou zijn voor optimale functionaliteit van hSKSG en
daardoor van grote therapeutische waarde is. Bovendien werd ontdekt dat regeneratieve signalen
geinduceerd door de combinatie van het nestelen van de menselijke cellen en regeneratieve signalen

van de overlevende cellen in de ontvangende muizen speekselklier bijdragen aan het functionele
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herstel. Deze waarneming werd verder onderzocht door het vergelijken van de genomisch mRNA
expressie van speekselklieren na bestraling met en zonder getransplanteerde cellen. Deze expressie
analyse toonde verhogingen aan van mRNA van extracellulaire matrix eiwitten, en op regulatie van
verscheidene stamcel-geassocieerde signaaltransductie routes. Interessant genoeg werd in
overeenstemming met de waargenomen afhankelijkheid van SKSC voor Wnt signaal transductie
route (hoofdstuk 3), werd een rol van het Wnt/B-catenine systeem in het initiéren van functioneel
herstel van speekselklieren door van humane-salisfeer afkomstige cellen gevonden. Samenvattend,
laten de resultaten beschreven in dit proefschrift de grote potentie van adulte stamceltherapie ter

vermindering van straling geinduceerde speekselklier schade zien.
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