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APPENDICES
Nederlandse Samenvatting

Epigenetische modificaties zoals histon-modificaties en DNA-methylering zijn gecorreleerd met genex-
pressie. Naast genetische mutaties zijn afwijkende epigenetische modificaties (zogenaamde epigene-
tische mutaties) vaak geassocieerd met aandoeningen, zoals kanker. Aangezien epigenetische factoren
omkeerbaar zijn, bieden ze aantrekkelijke doelstellingen voor nieuwe therapeutische benaderingen.
Bovendien zijn deze epigenetische markeringen na omzetting mogelijk stabiel en kunnen ze worden
doorgegeven aan dochtercellen. Er zijn veel initiatieven gelanceerd om epigenetische enzymen te rem-
men, maar deze aanpak kent verschillende beperkingen, met inbegrip van hun genoom-breed effect. De
bezorgdheid om de modulatie van expressie van onbedoelde genen, heeft ons ertoe gebracht gen-spe-
cifieke targeting te ontwikkelen om genexpressie te moduleren. Het doel van dit proefschrift was om
epigenetische modificaties op doelgenen te herschrijven met behulp van zogenaamde Epigenetische
Editing en zo hun expressie permanent te moduleren.

Na een algemene inleiding in hoofdstuk 1, behandelt het eerste deel van het proefschrift de algemene
instrumenten om Epigenetische Editing te gebruiken. In hoofdstuk 2 hebben we vervolgens de meest
recente vooruitgang beschreven die geboekt is bij het targeten van epigenetische effectordomeinen
naar verschillende regio's in het genoom, om de genexpressie te veranderen. Inderdaad, verschillende
onderzoekers hebben kunnen aantonen dat gen-gerichte Epigenetische Editing een krachtig instrument
is om verschillende vragen op het gebied van epigenetica aan te pakken. Er zijn verschillende targeting
domeinen ontwikkeld om epigenetische enzymen naar verschillende gebieden in het genoom te leiden.
De eerste domeinen die werden gebruikt waren zink vinger eiwitten, afgeleid van zoogdiertranscriptie-
factoren. Vervolgens vergrootte de ontdekking van Transcriptie Activator-achtige Effectors (TALEs) de
mogelijkheden van targeting. Ten slotte, met de introductie van het innovatieve CRISPR-Cas-systeem,
is het veld gegroeid tot een van de meest veelbelovende in het afgelopen decennium. In hoofdstuk 3
beschrijven we een laboratorium-protocol om met behulp van een TET2-enzyme gefuseerd aan een
zink vinger gen-gericht DNA-demethylering te induceren. Tenslotte in hoofdstuk 4 hebben we de beper-
kingen in gerichte activatie van epigenetisch geinactiveerde endogene genen met verschillende platfor-
ms beoordeeld door de complexiteit van het epigenoom in acht te nemen. Inderdaad lijkt de chromatin
micro-omgeving een van de beperkingen in targeting, met de nucleosomen als de hoofdspeler.

Het tweede deel van dit proefschrift toont de kracht van Epigenetische Editing om genexpressie bij ziek-
ten te moduleren. In hoofdstuk 5 willen wij de dubbele rol van het RASSF1 gen in kanker onderzoeken.
Het gen heeft namelijk twee promoters die twee verschillende transcripten (A en C) produceren. De
eerste promoter produceert RASSF1A transcripten die een tumoronderdrukkende activiteit vertonen.
De tweede promotor produceert een kleinere transcript (RASSF1C), die lijkt te zijn betrokken bij ongedi-
fferentieerdheid. Door een van beide promoters aan- of uit te zetten kunnen we de genregulatie en zijn
functies onderzoeken. In hoofdstuk 6 beschrijven we de identificatie van een nieuw gen dat overactief
is in verschillende soorten kankers. Met behulp van Epigenetische Editing kunnen we aantonen dat dit
gen oncogene eigenschappen heeft, en dat dit een nieuw therapeutisch doelwit biedt.

Ten slotte behandelt het laatste deel van dit proefschrift de mogelijkheid van Epigenetische Editing om
duurzame genexpressie-modulatie te bereiken. In hoofdstuk 7 gebruiken we deze techniek om langdu-
ringe remming van een kandidaatgen dat een rol speelt bij chronische obstructieve longaandoeningen
(COPD) te bereiken. We hebben hiertoe de expressie-remmer Super Krab Domain (SKD) en verschi-
llende epigenetische enzymen getest. We hebben aangetoond dat een H3K9 methyleringsenzyme zijn
effect van repressie kan doorgeven over celdelingen. Hoofdstuk 8 toont de mogelijkheid van het schri-
jven van H3K4me3 op een inactief gen om genexpressie te induceren. Dit effect is echter afhankelijk
van de chromatine micro-omgeving. We hebben enkele voorwaarden beschreven die moeten worden
bereikt om stabiele genexpressie van gehypermethyleerde genen te bewerkstelligen.

144n hoofdstuk 9 wordt een algemene discussie gegeven over het onderzoek in dit proefschrift en we bes-
chrijven ook enkele belangrijke factoren die de effectiviteit van de technologie beinvioeden.
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