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Baarmoederhalskanker, veroorzaakt door het humaan papillomavirus, is wereldwijd de tweede meest
voorkomende vorm van kanker bij vrouwen. Ondanks preventieve screenings- en
vaccinatieprogramma’s worden er jaarlijks nog meer dan 450 000 nieuwe diagnoses vastgesteld. Om
baarmoederhalskanker efficiénter te kunnen opsporen, is men op zoek naar alternatieve
screeningsmethoden, zoals biomerkers analyseren uit het cervicovaginaal vocht. Biomerkers zijn
meestal eiwitten die een indicatie geven over de fysiologische staat van een cel of weefsel. Een
biomerker moet sensitief en specifiek zijn zodat fysiologische veranderingen vroegtijdig gedetecteerd
kunnen worden. Door gebruik te maken van longitudinale stalen waarbij men de virustiter en het
proteoom analyseert, werden er veertien eiwitten uit het cervicovaginale vocht gevonden welke
mogelijks correleren met de virustiter. De literatuur van zeven van deze merkers wordt hier onderzocht
naar hun link met het humaan papillomavirus, het cervixepitheel, baarmoederhalskanker of andere
gynaecologische tumoren. Nadien zal verder onderzoek moeten uitwijzen of deze biomerkers ook
effectief gebruikt kunnen worden bij de screening naar baarmoederhalskanker.

Inleiding

Baarmoederhalskanker (CC) is een gynaecologische kanker (figuur 1) (Kitchener, 1999). Met jaarlijks meer dan 450 000
nieuwe diagnoses en meer dan 275 000 sterfgevallen wereldwijd is het de tweede meest voorkomende kanker bij vrouwen.
Daarnaast is het de vierde grootste doodsoorzaak van kanker bij datzelfde geslacht (Bodily en Laimins, 2011). Door een
toegenomen blootstelling aan het hoog-risico humaan papillomavirus (hrHPV) en door een minder effectieve screening is de
incidentie en het sterfterisico van baarmoederhalskanker groter in ontwikkelingslanden dan in de westerse wereld (Dijkstra et
al., 2014).

Uterus and Uterine tubes

Uterine tube Fundus Uterus

Infundibulum ‘ \
/ - FEndometrium

- Myometrium

‘\
\

Figuur 1. Baarmoederhalskanker is een gynaecologische kanker. Andere gynaecologische tumoren zijn: ovariumcarcinomen
(eierstokcarcinomen), eileidercarcinomen, uteruscarcinomen, vulvacarcinomen en vaginale tumoren. Funduscarcinomen en
endometriumcarcinomen worden mee ingedeeld bij de uteruscarcinomen (baarmoedertumoren). Tumoren van het myometrium worden
leiomyosarcomen genoemd, maar komen niet vaak voor. Folliculaire infundibulumcarcinomen zijn meestal basale celtumoren en behoren tot
de eileidertumoren (www.healthbase.com).
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De overdracht van het humaan papillomavirus (HPV) gebeurt voornamelijk via seksueel contact (Stanley, 2010). Zo zal
wereldwijd 80% van de vrouwen ooit een infectie met HPV doormaken. Toch kan 40-70% van de geinfecteerde vrouwen deze
infectie subklinisch klaren. Dit wil zeggen dat het immuunsysteem de infectie zonder waarneembare symptomen uit het
lichaam verwijdert (Erickson et al., 2013). Als een infectie langer dan 18 maanden aanhoudt, wordt deze persisterend
genoemd. Dit komt bij 10% van de geinfecteerde vrouwen voor (Bodily en Laimins, 2011).

Papillomavirussen zijn kleine DNA-virussen zonder enveloppe die plaveiselepitheel of huidepitheel kunnen infecteren. Er
zijn meer dan 120 verschillende HPV-types, waarvan 33% de genitale tractus als target heeft. De overige 67% heeft
voornamelijk het huidepitheel als target. De groep virussen die de genitale tractus infecteert, kan ingedeeld worden in hoog-
risico HPV-types en laag-risico HPV-types (IrHPV) (Bodily en Laimins, 2011). De IrHPV, voornamelijk HPV6 en HPV11,




zullen genitale wratten veroorzaken terwijl hrHPV potentieel oncogeen is (Stanley, 2010). De twee belangrijkste types hrHPV:
HPV16 en HPV18, zijn in 70% van de gevallen verantwoordelijk voor het ontstaan van een plaveiselcarcinoom in de
baarmoederhals (Dijkstra et al., 2014). Om baarmoederhalskanker te ontwikkelen is er een persisterende hrHPV-infectie nodig,
waarbij het virus voldoende virale oncoproteinen produceert (Cuzick et al., 2008). E6 en E7 zijn hiervan de belangrijkste. E6
interageert met onder andere p53 en E7 met pRb (retinoblastomaproteine). P53 en pRB zijn tumorsupressoreiwitten die
inwerken op de celcyclus en een negatieve invloed uitoefenen op de celdeling (Bodily en Laimins, 2011). Een
tumorsuppressoreiwit is een eiwit dat door in te werken op één van de pathways die leidt tot kanker, ongelimiteerde celdeling
voorkomt. Zo wordt het ontstaan van een tumor verhinderd (Bieging et al., 2014). E6 bindt en inhibeert p53 waardoor de
celcyclus in de S-fase zal stoppen en apoptose vermeden wordt (Deligeoroglou et al., 2013). E7 bindt en inactiveert pRB met
tumorgenese tot gevolg. Bij het proces van baarmoederhalskanker spelen E6 en E7 een rol in de maligne transformatie van het
cervicale epitheel (Higareda-Almaraz et al., 2011).

Als een infectie niet direct geklaard wordt, kunnen er cervicale intra-epitheliale neoplasieén (CIN) ontstaan. Dit is een
potentieel voorstadium van baarmoederhalskanker. Afhankelijk van de ernst van de dysplasie zijn er verschillende graden van
laesie: CIN1, CIN2 en CIN3. Als de laesie voornamelijk in de onderste basale lagen van het epitheel gesitueerd is, spreekt men
van CIN1 of een lage graad squameuze intra-epitheliale laesie (LSIL). Ondanks het relatief normale uitzicht van de cellen is er
hierbij sprake van milde dysplasie. Ongeveer één derde van de cellen in de baarmoederhals zijn abnormaal. CIN1 wordt in
80% van de gevallen nog geklaard door het lichaam (figuur 2) (Martin-Hirsch en Wood, 2011).
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Figuur 2. De infectie kan in alle stadia van het ziekteverloop nog geklaard worden uit het lichaam. HSIL: hoge graad squameuze intra-
epitheliale laesie. LSIL: lage graad squameuze intra-epitheliale laesie (Van de Velde L., niet gepubliceerd).

Naarmate de laesie meer in de middelste tot bovenste epitheliale lagen van de cervix voorkomt, spreekt men van CIN2. Hierbij
treedt matige dysplasie op, ongeveer twee derde van de cervixcellen zijn abnormaal. Bij CIN3, wanneer bijna alle cervixcellen
abnormaal zijn, spreekt men van ernstige dysplasie. De cellen hebben een abnormaal uitzicht. Dit is een hoge graad squameuze
intra-epitheliale laesie (HSIL). CIN1 kan bij een persisterende infectie met hrHPV verder ontwikkelen tot CIN2 en CIN3 en
ten slotte tot een maligne cervixcarcinoom (figuur 3). Dit hele ontwikkelingsproces duurt meer dan tien jaar (Martin-Hirsch en
Wood, 2011).
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Figuur 3. De verschillende stadia vanaf een persisterende hrHPV infectie tot een invasief cervixcarcinoom. CIN: cervicale intra-epitheliale
neoplasie. E6 en E7: de belangrijkste virale oncoproteinen. HSIL: hoge graad squameuze intra-epitheliale laesie. LSIL: lage graad squameuze
intra-epitheliale laesie (Lowy en Schiller, 2006).




Door de hoge prevalentie van HPV kunnen vrouwen zich laten screenen op het virus. Dit gebeurt meestal via een cytologisch
uitstrijkje of een PAP-test (Papanicolaou test). Bij een uitstrijkje zoekt men naar afwijkende cellen in het slijmvlies van de
overgangscervix (Baker, 2013). Als het resultaat negatief is, moet er pas na drie jaar een nieuw uitstrijkje afgenomen worden.
Als er toch afwijkende cellen aanwezig zijn (LSIL), wordt er binnen het jaar een nieuw uitstrijkje opgevraagd. Omdat het
lichaam het virus zelf kan klaren zal het tweede uitstrijkje in 80% van de gevallen weer normaal zijn (figuur 2). Als er echter
sprake is van HSIL, zal de patiént direct worden doorverwezen naar een gynaecoloog. Die zal de patiént verder opvolgen door
middel van een colposcopie. Verder zal hij een genotypering van het virus uitvoeren door middel van een PCR-test.
Colposcopie is een gynaecologische onderzoekstechniek waarbij de baarmoedermond wordt onderzocht met een tien tot
twintig maal vergrotende camera. Hierdoor worden ook kleine afwijkingen makkelijk gezien en kan indien nodig het
beschadigde weefsel preventief worden gebiopteerd (Lowy et al., 2008). Door het invoeren van deze screening is er een sterke
daling in het aantal cervixcarcinomen opgetreden. Desondanks zijn vals negatieve resultaten geen uitzondering, waardoor
vrouwen na screening toch nog baarmoederhalskanker kunnen ontwikkelen. Als verklaring wordt de verminderde sensitiviteit
van de PAP-test voor de detectie van CIN2 en CIN3 gegeven. Deze is namelijk maar 53,0% ten opzichte van andere HPV-
DNA-testen met een sensitiviteit van 96,1% (Cuzick et al., 2006).

Voor vrouwen die nog nooit met hrHPV besmet zijn geweest, bestaan er tegenwoordig twee vaccins ter preventie van
baarmoederhalskanker: Gardasil® (Merck) en Cervarix® (GlaxoSmithKline) (Han en Sin, 2013). Deze vaccins hebben een
doeltreffendheid van meer dan 99%, maar zijn enkel behulpzaam als vrouwen, welke nog nooit met HPV zijn geinfecteerd,
worden ingeént. Vandaar dat men het vaccin toedient nog voor hun eerste seksuele contact (Armstrong, 2010). Verder geven
de huidige vaccins enkel bescherming tegen HPV16 en HPV18 en niet tegen andere types. De nood aan alternatieve
screeningsmethoden die een hogere sensitiviteit voor baarmoederhalskanker hebben, blijft dus bestaan. Het gebruik van
biomerkers uit het cervicovaginale vocht (CVV) wordt daarom overwogen als sensitief en gebruiksvriendelijk alternatief voor
het uitstrijkje.

Bekomen biomerkers en hun p-waarde

Biomerkers uit het cervicovaginaal vocht

Biomerkers zijn meestal eiwitten die een indicatie geven over de biofysiologische staat waarin een cel of weefsel verkeerd. Zo
kan er een onderscheid gemaakt worden tussen verschillende fysiologische condities in een bepaald (ziekte)proces (Silberring
en Ciborowski, 2010). Een biomerker moet zeer sensitief en specifiek zijn. Sensitiviteit van een test wil zeggen dat zieke
patiénten door de test ook als ziek worden aangeduid. Het zijn het aantal baarmoederhalskankerpatiénten met een verhoging
van expressie van een merker ten opzichte van alle baarmoederhalskankerpatiénten in de populatie. Specificiteit van een test
wordt verklaard als het aantal niet zieke personen met een negatieve test voor deze merkers ten opzichte van alle gezonde
personen in de populatie. Het zijn dus personen die niet ziek zijn en ook zo door de test worden aangeduid. Verder moet het
aantal vals positieve resultaten in een studie met de merker laag zijn. Vals positieven zijn personen die gezond zijn maar door
de test toch incorrect als ziek worden geidentificeerd (Tambor et al., 2010).

De biomerkers in deze literatuurstudie zijn afkomstig uit het cervicovaginaal vocht dat is verzameld via een lavage tijdens de
colposcopie. Omdat CVV in direct contact staat met het cervixepitheel zal het proteoom specifieker en minder complex zijn
dan bij biomerkers die verkregen zijn via bloedafname. Bovendien is het volume dat via een lavage verkregen wordt kleiner
dan dat van bloedplasma, waardoor de proteinen minder verdund worden. Een nadeel van het gebruik van biomerkers uit het
CVV is wel dat deze onderhevig kunnen zijn aan grote inter- en intra-individuele variabiliteit door infecties, leeftijd,
hormonale veranderingen tijdens de menstruele cyclus of het gebruik van anticonceptiva (Zegels et al., 2009). Het
cervicovaginaal vocht heeft als doel om de genitale tractus te beschermen tegen verschillende micro-organismen. Het CVV
heeft dan ook een rol als eerste natuurlijke verdedigingsbarriére (Cole, 2006).

Om nieuwe biomerkers voor baarmoederhalskanker te ontdekken wordt gebruik gemaakt van longitudinale stalen van het
CVV. Dit zijn minimaal drie stalen van CVV die van éénzelfde persoon afkomstig zijn, maar gespreid in de tijd worden
afgenomen. De opeenvolgende stalen werden afgenomen bij vijftien vrouwen waarbij een afwijkend gynaecologisch
onderzoek is vastgesteld. De vrouwen werden halfjaarlijks tot jaarlijks opgevolgd door middel van een colposcopie waarbij
telkens een lavage werd uitgevoerd die kan gebruikt worden voor proteoomanalyse. Via deze vorm van staalafname kan men
een verband zoeken tussen de proteine-identificatie enerzijds, en het al dan niet aanwezig zijn van een HPV-infectie, de graad
van de HPV-infectie, het HPV-genotype, de cytologie van het weefsel en de latere klaring of persistentie van de infectie
anderzijds. Door gebruik te maken van longitudinale stalen zal de inter-individuele variatie binnen de stalen uitgesloten
worden. Van elk staal wordt de virustiter door PCR bepaald. Zo kan men op basis van de veranderingen in virustiter een beeld
krijgen van het type en verloop van een HPV-infectie. Uit het onderzoek blijkt dat er zowel multiple- als single infecties met
een al dan niet wisselend HPV-genotype kunnen optreden. Bij patiénten waarbij het eerste staal positief en het laatste staal
negatief is voor een HPV-infectie spreekt men over klaring. Als een infectie met één bepaald genotype over verschillende
opeenvolgende stalen terugkomt, spreekt men bij die patiént over een persisterende infectie van dat genotype. Patiénten met
wisselende infecties van verschillende genotypes en met zeer schommelende virustiters worden transiénte patiénten genoemd.
Buiten de virustiter worden er ook gemiddeld 173 proteinen per patiént geidentificeerd door proteoomanalyse. In de studie
worden in totaal 2419 eiwitanalyses uitgevoerd, waarbij 443 unieke eiwitten gevonden worden. Er wordt een indeling gemaakt
van de patiénten/stalen door te kijken naar het verloop van de HPV-infectie, de aan-/afwezigheid van de infectie, de cytologie
(normaal/LSIL/HSIL/cervixcarcinoom) en de oncogeniciteit van de hrHPV -genotypes. VVerder wordt er gekeken naar het
verloop van de verschillende proteinen in de verschillende stalen: stijgend, dalend of constant aangezien een stijgende of
dalende expressie van een bepaald eiwit zou kunnen correleren met een bepaalde cytologische conditie (Van de Velde L., niet
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gepubliceerd). Van de 443 eiwitten worden deze die bij meer dan één van de vijftien patiénten voorkomen gegroepeerd en
gegevens worden verzameld. Van deze eiwitten wordt, op basis van de iTRAQ-gegevens uit de proteoomanalyse, in elk
longitudinaal staal de relatieve abundantie, in procent, berekend. Dit is de relatieve concentratie van het eiwit op een bepaald
tijdstip. Daarnaast wordt ook bij elke patiént en in elk staal de virale load (viruspartikels per ml) gemeten. De volgende stap
van de analyse is het onderzoeken van het al dan niet aanwezig zijn van een match, op een gemeenschappelijk tijdstip, tussen
de maximale relatieve abundantie van een bepaald eiwit enerzijds en de maximale virale load anderzijds (tabel 1). Als beide op
hetzelfde tijdstip maximaal zijn spreekt men van een match en is er een onderlinge correlatie tussen het eiwit en het virus
(figuur 4) (Van Ostade X., niet gepubliceerd).

Tabel 1. Match tussen virale load en maximale relatieve abundantie bij één bepaald eiwit (PSME1)

ID value gene.short maxABday viralload maxVLday match?
1.(N 1,8 PSME1 t4 454 t4 1
7 () 1 PSME1 to 415,2452 to 1
8 (Y) 1,2 PSME1 t1 100045 t1 1
10(X) | 3,8 PSME1 t4 3479 t5 0
11(Y) 1 PSME1 t0 631 t0 1
13(MM | 3,9 PSME1 t1 110 t1 1
15(M | 48 PSME1 t1 10003 t1 1
nMatch 6

In de tabel worden de gegevens van alle patiénten waarbij PSME1 in het cervicovaginaal vocht is terug gevonden, verzameld. Deze patiénten
worden opgesomd in de kolom ID. De value geeft per patiént de maximale relatieve abundantie weer: value 1 = 100%. Verder wordt er door
de maxABday het tijdstip weergegeven waarop de relatieve abundantie maximaal is. De maxABday wordt uitgedrukt ten opzichte van het
aantal longitudinale stalen per persoon. Tussen de afname van stalen zit gemiddeld een half jaar tijd en het eerste staal wordt weergegeven
als tijdstip nul (t0). De virale load wordt ook weergegeven in partikels/ml. Het tijdstip waarop het aantal viruspartikels het hoogst is, wordt
weergegeven door de maxVLday. Als de virale load enerzijds, en de relatieve abundantie anderzijds, op het zelfde tijdstip maximaal zijn
spreekt men van een match. Match=1. Dit is het geval bij patiénten: 1, 7, 8, 11, 13 en 15. Bij patiént 10 vallen deze tijdstippen niet samen en
is er dus geen sprake van een match. Match=0 (zie ook figuur 4). Voor PSME1 werden er in totaal 6 matchen gevonden bij de patiénten uit de
studie (Bewerking van Van Ostade X., niet gepubliceerd).

Enkel de eiwitten die bij verschillende patiénten een match vertonen, worden verder in het onderzoek meegenomen. Om deze
groep eiwitten nog te reduceren wordt er een tweede statistisch onderzoek uitgevoerd (tabel 2) (Van Ostade X.., niet
gepubliceerd).
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Figuur 4. Als de virale load enerzijds, en de relatieve abundantie anderzijds, op het zelfde tijdstip maximaal zijn spreekt men van een match.
Match=1. Dit is het geval bij patiént Y. Bij patiént X vallen deze tijdstippen niet samen en is er dus geen sprake van een match. Match=0. De
virale load of de virustiter geeft het aantal viruspartikels per ml weer. De relatieve abundantie wordt uitgedrukt in procent en geeft de
eiwitconcentratie op elk tijdstip weer. De longitudinale stalen werden halfjaarlijks afgenomen dus de tijd wordt in maanden uitgedrukt. De
pijlen geven het tijdstip aan waarop de virustiter en de relatieve abundantie maximaal zijn en de blauwe kader geeft het tijdstip aan waarop
de virale load maximaal is (Bewerking van Van Ostade X., niet gepubliceerd).

Berekening van de p-waarde

Maar is het aantal bekomen matchen per eiwit wel hoog genoeg om niet over toeval te spreken? Dit wordt onderzocht via een
statistische analyse. De analyse wordt voor elk van de eiwitten in de gereduceerde groep uitgevoerd. Het aantal longitudinale
stalen per patiént wordt hiervoor ook in rekening gebracht (tabel 2 en tabel 3) (Van Ostade X.., niet gepubliceerd) .




Tabel 2. Totaal aantal stalen per patiént waarbij de maximale load voor PSME1 wordt weergegeven

Tijdstip | ID1  ID7 ID8 ID10 ID11 1ID13 1ID15 totalcomb

t0 0 1 0 0 1 0 0 22680
t1 0 0 1 0 0 1 1

t2 0 0 0 0 0 0 0

t3 0 0 0 0

t4 1 1 0

t5 0 0

t6 0

De patiénten zijn dezelfde als in tabel 1. Op deze tabel wordt het aantal afgenomen stalen weergegeven. Het minimum aan stalen per persoon
is drie. Door middel van 0/1 wordt het tijdstip waarop de relatieve abundantie van PSME1 maximaal is, weergegeven. Het aantal mogelijke
combinaties tussen tijdstippen van maximale abundantie per patiént wordt aangeduid met de totalcomb. Deze is bekomen door het aantal
longitudinale stalen per patiént te vermenigvuldigen met elkaar. (5x4x3x7x3x3x6= 22680). Dit is het voorbeeld met PSME1, deze analyse
werd ook voor de andere eiwitten uitgevoerd (Bewerking van Van Ostade X., niet gepubliceerd).

Via een daaropvolgende statistische analyse wordt nagekeken hoeveel keer een bepaald aantal matches (0-7) kan voorkomen
bij een willekeurige verdeling van de tijdspunten met hoogste virustiter ten opzichte van de vastgestelde tijdstippen met
hoogste eiwitabundantie. Deze waarden zijn voor elk eiwit verschillend aangezien elk eiwit kan voorkomen in (gedeeltelijk)
andere patiénten die elk op zich ook nog een verschillend aantal tijdstippen hebben waarop de stalen werden gecollecteerd. De
volgende stap is het delen van de kans op het gevonden aantal matches per eiwit door de totalcomb. Dit geeft de p-waarde
(fraction) weer voor dat eiwit. De p-waarde is een maat voor de waarschijnlijkheid dat het gevonden resultaat berust op toeval.
De p-waarde geeft weer of de nulhypothese ten onrechte is verworpen en de resultaten van de gevonden biomerkers dus in
werkelijkheid op toeval gebaseerd zijn. Toch wordt deze p-waarde niet gebruikt in het verdere onderzoek. Men werkt namelijk
met de cumulatieve waarde. Dit is de p-waarde waarbij zowel rekening wordt gehouden met de fraction van het aantal
bekomen matches voor dat eiwit enerzijds en de kans op meer matches voor dat eiwit anderzijds. Door deze berekeningen kan
het aantal gevonden eiwitten nog gereduceerd worden, want enkel eiwitten met een significante cumulatieve p-waarde ( <
0,05) worden verder onderzocht. Aan de hand van hun significantie werden er veertien biomerkers gevonden die hier worden
besproken. Een voorbeeld van een statistische analyse wordt gegeven aan de hand van PSMEL. Dit proces werd voor alle
biomerkers uitgevoerd. De cumulatieve p-waarde wordt steeds vermeld bij de bespreking van de biomerker (tabel 3) (Van
Ostade X.; niet gepubliceerd).

Tabel 3. De (cumulatieve) p-waarde voor PSME1 bij zes matches.

Varl Freq fraction cumul
0 2880 0,1269841 1
1 7056 0,3111111 0,8730159
2 7216 0,3181658 0,5619048
3 3984 0,1756614  0,243739
4 1280 0,0564374 0,0680776
5 239 0,0105379 0,0116402
6 24 0,0010582 0,0011023
7 1 4,409E-05 4,409E-05
Sum 22680

In tabel 1 en 2 werd er al aangetoond dat er voor PSME1 zes matches zijn gevonden en dat er 2880 mogelijkheden zijn om een maximale
relatieve abundantie te verkrijgen. Tabel 3 geeft de relatie tussen voorgaande gegevens weer. Door de kans op een aantal matches (freq) te
delen door de totalcomb wordt de p-waarde (fraction) berekend. PSME1 heeft zes matches dus heeft een fraction van 0,0010582 (24/22680).
Omdat men werkt met de cumulatieve p-waarde wordt de kans op zes of meer matches nog bij de fraction geteld. Als er zeven matches zijn,
zijn er natuurlijk ook zes (Bewerking van Van Ostade X.; niet gepubliceerd).

PSME1 ( cumulatieve p-waarde: 0,001)

Biologische functie

Het proteasoom activator complex 1 (PSME1 of PA28) is opgebouwd uit 3 subunits: a, 3 en y. Het speelt een rol bij de MHC-
klasse-I antigeen aanbieding en zal de snelheid van de hydrolytische reactie van het proteasoom verhogen. Hierdoor komen er
op korte tijd meer epitopen vrij die kunnen worden aangeboden aan de cytotoxische T-cellen (Ossendorp et al., 2005).

PSME1 als kankerbiomerker




Er is nog geen verband tussen PSME1 en baarmoederhalskanker aangetoond, echter wel al tussen PSME1 en eierstokkanker
(OVC). Daar onderdrukt PSME1de detectie van de tumor door het immuunsysteem (El et al., 2010). PSMEL, met name het
terminaal fragment van de a-subunit, kan gebruikt worden als biomerker bij de opsporing van de verschillende fasen van
eierstokkanker. De merker, die geanalyseerd werd via MALDI (een vorm van massaspectrometrie), heeft een prevalentie van
80,5% voor stadium | van OVC (tumor enkel in de eierstok) en een prevalentie van 81,3% voor stadium I1-1V (tumor is
uitgezaaid buiten de pelvis, met mogelijke metastasen op de lever). Bij een herval van de patiént voor OVC is de prevalentie
van PSME1 zelfs 88%. De grootte van de tumor hangt ook samen met de aanwezigheid van de hoeveelheid PSME1 (Spirina et
al., 2010). De merker heeft een epitheliale cellocatie en komt bij maligne cellen vooral voor in het cytoplasma, terwijl het eiwit
bij gezonde cellen terug te vinden is in de kern. Dit kon aangetoond worden via een immunohistochemische kleuring
(Longuespee et al., 2012).

MIF (0,010)

Biologische functie

De macrofaag migratie inhibitie factor (MIF) is een glycoproteine dat voornamelijk geproduceerd wordt door
monocyten/macrofagen. Niet enkel cellen van het immuunsysteem kunnen MIF vrijstellen, ook endotheel-, epitheel- en
endocriene cellen hebben deze capaciteit (Grieb et al., 2010). MIF heeft verschillende functies, zo is het een pro-inflammatoir
cytokine dat betrokken is bij de aangeboren immuunrespons. MIF komt dus vooral tot expressie op de plaats van inflammatie.
Het zal daar de macrofaag sturen in haar functies zoals fagocytose, aanhechting, verspreiding, metabolisatie en productie van
andere cytokines. MIF heeft buiten een immunologische en inflammatoire functie ook nog een rol in de celproliferatie en
differentiatie bij de wondheling. Het is ook betrokken bij de embryonale ontwikkeling (Babu et al., 2012).

MIF als kankerbiomerker

MIF werd reeds gekoppeld aan verschillende soorten kankers zoals deze van de maag, darm, long, prostaat, eileider en
baarmoederhals (Babu et al., 2012). Bij een persoon met baarmoederhalskanker zal MIF een toegenomen expressie vertonen,
terwijl deze expressie bij een gezonde persoon laag tot afwezig zal zijn (figuur 5 links). Met een histochemische kleuring kan
de expressie van MIF in cervicale dysplasie, cervicale intra-epitheliale neoplasie (CIN) en cervicale carcinomen procentueel
worden weergegeven. De expressie van MIF zal toenemen naarmate het ontwikkelingsproces van kanker vordert (figuur 5
rechts) (Krockenberger et al., 2010).
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Figuur 5. Links: MIF-expressie in cervicale dysplasieén, CIN en cervicale carcinomen. Score 0: geen expressie, score 1: zwakke expressie,
score 2: gemiddelde expressie en score 3: sterke MIF expressie (Krockenberger et al., 2010). Rechts: de MIF-expressie vergeleken tussen
baarmoederhalskankerweefsel en normaal baarmoederhalsweefsel. Er is een hogere expressie in het kankerweefsel (Krockenberger et al.,
2010).

MIF heeft verschillende directe en indirecte effecten op een tumor. Zo speelt het een rol bij de interactie met p53 en p21,
tumorgroei, angiogenese en het ontstaan van hypoxie (Babu et al., 2012).

Een eigenschap van een tumor is dat deze ongecontroleerd kan delen. De controle op celdelingen en het induceren van
apoptose gebeurt normaal gezien door p21 en p53. De overexpressie van MIF leidt tot een vermindering in expressie van p21
en p53. Hierdoor zal de apoptose die normaal door p53 wordt geinduceerd niet op gang komen en blijft de
baarmoederhalstumor ongecontroleerd verder delen (Grieb et al., 2010). Bij een overexpressie van MIF zal de tumor dus een
proliferatief voordeel ondervinden (Xiao et al., 2011).

Door de snelle groei van de cervicale tumor zal er hypoxie ontstaan waardoor de transcriptie van hypoxia-inducible factor 1
(HIF-1) zal toenemen. HIF-1 induceert expressie van genen zoals die van erythropoétine (EPO), GLUT-transporters, vasculaire
endotheliale groeifactor (VEGF) en MIF. Door middel van een positief feedbackmechanisme zal overexpressie van MIF op
zijn beurt ook weer een stijging in expressie van HIF-1 induceren. Onder normale omstandigheden heeft p53 als effect dat
HIF-1 wordt gedegradeerd. Echter, omdat MIF de activiteit van p53 zal reduceren, blijft de expressie van HIF-1 toch hoog.
Deze hoge HIF-1- en MIF-expressie beinvloeden ook de angiogenese van de tumor. Beide factoren zullen de transcriptie van




VEGF’en doen stijgen waardoor angiogenese kan ontstaan die de hypoxie in de cervicale tumor zal reduceren (Babu et al.,
2012).

MIF is een goede biomerker voor de diagnose van baarmoederhals- en andere tumoren, omdat MIF in alle grote stadia van
kanker voorkomt. MIF speelt dan ook een belangrijke rol in de groei, proliferatie, angiogenese en metastase van de tumor. Het
zou dus een goed target kunnen zijn bij een kankerbehandeling (Babu et al., 2012).

S100A6 (0,016)
Biologische functie

Bij een gezond persoon zal S100A6 of calcycline functioneren als een calciumsensor en modulator. Calcycline draagt ook bij
in de reorganisatie van het actinecytoskelet van de cel (Lesniak et al., 2009). Het eiwit wordt in hoge concentraties tot
expressie gebracht door epitheliale cellen waarbij veel differentiatie optreedt en die een hoge proliferatieve activiteit hebben
(Nowotny et al., 2000).

S100A6 als kankerbiomerker

Het S100A6-gen heeft een celcyclusafhankelijke expressie. Het gen heeft een maximale expressie tijdens de transitie naar de
GO-fase in de celcyclus (Nowotny et al., 2000). S100A6 heeft een belangrijke functie bij de celgroei, proliferatie en metastase.
Via ELISA, een enzyme immunoassay techniek, werd namelijk aangetoond dat calcycline in competitie kan treden met p300
(Graczyk et al., 2013). p300 reguleert de p53-afhankelijke apoptose na DNA-schade bij kanker. Omdat calcycline de
bindingsplaats voor p300 bezet, zal p53 geinactiveerd worden waardoor de apoptose niet doorgaat (lyer et al., 2004). In
tumorcellen speelt calcycline ook een rol bij de Ca®*-homeostase. Er is al een verband aangetoond met borst-, huid- en
pancreaskanker (Lesniak et al., 2009). Voor baarmoederhalskanker is enkel de locatie van S100A6 in HeLa-cellen al
aangetoond. Calcycline is daar aanwezig in het celcytoplasma, met afnemende mate naar de periferie van de cel. Door
immunofluorescentie werd aangetoond dat er bij stijgende Ca**-concentraties een herlokalisatie van calcycline optreedt naar
vesikelstructuren in het plasmamembraan. Als de Ca**-concentratie daarna terug daalt, zal ook het verspreidingspatroon van
S100A6 weer normaliseren (figuur 6) (Mueller et al., 1999).

Figuur 6. De immunolokalisatie van S100A6 bij Hela cellen. A: normale Ca?*-concentratie. B-D: toegenomen Ca?*-concentratie met
herlokalisatie naar de vesikels bij verschillende vergrotingen. E: negatieve controle met anti-S100A6 serum (Mueller et al., 1999).

LDHA (0,017)

Biologische functie

Lactaat dehydrogenase A (LDHA\) is het enzyme dat de laatste stap van de anaerobe glycolyse verzorgt. Het katalyseert daar
de omzetting van pyruvaat en NADH tot lactaat en NAD", waarna NAD" kan hergebruikt worden (Fan et al., 2011). LDHA
komt voornamelijk voor in skeletspierweefsel, terwijl in hartspierweefsel lactaat dehydrogenase B (LDHB) aanwezig is.
LDHB zet lactaat om in pyruvaat, dat dan verder geoxideerd wordt(Le et al., 2010).

LDHA als kankerbiomerker

Kankercellen verbruiken meer glucose dan normaal. Hierdoor delen ze sneller en zal er hypoxie ontstaan. Omdat de promotors
van de LHDA genen een bindingsplaats hebben voor HIF-1, zal de transcriptie van deze genen onder deze omstandigheden
toenemen (Semenza et al., 1996). Zo wordt de snelheid van de tumorgroei gereguleerd via de NADH/NAD+ balans (Le et al.,
2010). Er is een verhoogde expressie van LDHA bij gynaecologische kankers (Koukourakis et al., 2009). LDHA wordt ook
gebruikt als één van de elf merkers bij de detectie van pelvische lymfekliermetastasen (PLNM) bij baarmoederhalskanker.
Deze detectie gebeurt via gelelektroforese. De elf merkers hebben een accuraatheid van 91%, een sensitiviteit van 90,9% en
een specificiteit van 93,3% voor het voorspellen van metastases. Bij patiénten met een toegenomen concentratie aan deze elf
merkers zal de kans op sterfte ook hoger zijn. Deze resultaten worden weergegeven via een statistische test, de Kaplan-Meier
analyse (figuur 7). De Kaplan-Meier analyse laat de overlevingskans van de patiénten zien, maar houdt er ook rekening mee
dat niet alle patiénten op hetzelfde moment aan de studie zijn begonnen en dat niet alle patiénten de studie hebben afgemaakt.
Dit kan zijn door sterfte van de patiént, of omdat patiénten om welke reden dan ook uit de studie zijn gestapt. Dit wil zeggen
dat de patiénten niet allemaal het gewenste einddoel van de studie bereiken. Het einddoel is in dit geval het krijgen van PLNM
bij baarmoederhalskanker. De Kaplan-Meier analyse wordt ook wel de overlevingsanalyse genoemd (Huang et al., 2011).
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Figuur 7. Baarmoederhalskankerpatiénten met pelvische lymfekliermetastasen (PLNM) waarbij de elf merkers aanwezig zijn (PLNM+),
waaronder LDHA, hebben een verminderde overlevingskans dan patiénten zonder deze merkers (PLNM-). Deze resultaten worden aangetoond
door middel van een Kaplan-Meier analyse (Huang et al., 2011).

S$100A9 (0,023)

Biologische functie

Calgranuline B of S100A9 is een Ca**-bindingseiwit dat een belangrijke rol speelt in de regulatie van inflammatoire processen
en bij de aangeboren immuunrespons. Bij de aangeboren immuunrespons is het eiwit voornamelijk belangrijk voor de
neutrofielen. Het zal de chemotaxis induceren, fagocytose stimuleren en de degranulatie van de neutrofielen regelen. De

inflammatoire taken zijn vooral het aantrekken van leukocyten, cytokineproductie stimuleren en de adhesie van leukocyten
bevorderen (Qin et al., 2010).

S100A9 als negatieve kankerbiomerker

S100A9 komt vooral voor in de nucleus van de cervixcel, maar is ook terug te vinden in het cytoplasma. Via
immunohistochemische kleuring werd aangetoond dat de expressie van S100A9 gradueel afneemt van normaal
baarmoederhalsweefsel naar CIN en naar een carcinoom. Zo bedraagt de expressie van S100A9 bij CIN1 80,0%, bij CIN2
77,4%, bij CIN3 27,3% en bij een cervixcarcinoom nog maar 20,2%. De expressie in normaal baarmoederhalsweefsel bedraagt
100% (Zhu et al., 2013a). Patiénten met een negatieve kleuring voor SI00A9 hebben ook een verminderde vijf jaar
overlevingskans dan patiénten met een positieve kleuring (figuur 8) (Zhu et al., 2013b). S100A9 is dus een negatieve
biomerker voor baarmoederhalskanker, want het hebben van deze merker zorgt voor een positief effect op het verloop van het
ziekteproces.
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Figuur 8. De vijf jaar overlevingskans bij patiénten met baarmoederhalskanker stijgt bij de aanwezigheid van S100A9(S100A9+). Deze
resultaten worden aangetoond door middel van een Kaplan-Meier analyse (Zhu et al., 2013b).

Bij de aanwezigheid van S100A9 is er een verminderde kans op PLNM. Dit komt omdat S100A9 de celmotiliteit gedeeltelijk
onderdrukt waardoor de tumor minder invasief wordt. SI00A9 onderdrukt de werking van matrixmetalloproteases (MMP’s),
eiwitten die betrokken zijn bij de degradatie van het basaal membraan van de cellulaire matrix. Deze degradatie tegengaan, is
een belangrijke stap bij vertraging van infiltratie en metastasering van tumorcellen in het omliggende weefsel. MMP’s zijn ook
belangrijk bij de tumorgroei omdat het de proliferatie van capillaire endotheliale cellen induceert en zo de vorming van
angiogenese stimuleert. De aanwezigheid van S100A9 zorgt dus voor een vermindering in tumorgroei en metastase (Qin et al.,
2010).

ICAL (0,025)
Biologische functie




Calpastatine (ICAL) is een specifieke endogene inhibitor van calpaine | en Il, calcium-afhankelijke cysteine proteases. In de
aanwezigheid van calcium zal ICAL aan een calpaine binden en zijn protease-activiteit inhiberen. Calpaines hebben een
functie bij signaaltransductie, differentiatie en de regulatie van genexpressie (Salehin et al., 2010). Calpastatine, calpaine | en
calpaine Il vormen samen het calpaine systeem. Dit systeem speelt een rol in verschillende processen zoals apoptose, necrose
en ischemie (Salehin et al., 2011).

ICAL als kankerbiomerker

Het verband tussen ICAL en baarmoederhalskanker is nog niet bewezen, maar al wel voor ICAL en endometriumkanker (EC),
eierstokkanker en borstkanker. Via immunohistochemische kleuring werd aangetoond dat het calpaine systeem is gelokaliseerd
in het cytoplasma van de eierstokkankercellen. Toch is er specifiek voor calpastatine een verhoogde nucleaire aankleuring.
Eierstoktumoren vertonen een verhoogde expressie van het calpaine systeem, dus zowel van calpastatine, calpaine I en
calpaine I1. Omwille van resistentie is verhoogde calpaine 11 expressie nadelig voor de behandeling van tumoren door middel
van platinum chemotherapie, de meest gebruikte therapie voor eierstokkanker. Eierstokkankerpatiénten met een hoge expressie
van calpaine Il hebben ook een verminderde overlevingskans (figuur 9). Calpastatine en calpaine I hebben geen invioed op de
overlevingskans (Storr et al., 2012).

A o] C 10
11-‘ 10 H;L
_ 081 \\l\ _osq L _us Tl
S | High il Low
061 06 {‘-».1 0.6 i - .
g : 2 g High ™,
@ 4 Low @ 1
£ o W | g0 AT -
3 High'l~ 3 : 3
02 02+ 02
20| P=0.898 ood P=0.412 00, P=0.006
ot T T T T " g L T T T T T
000 2000 40.00 EW.D 60.00 100.00 E.:;,g 2000 49!00 Ggfg;. gg!-}p lu::.qg 000 2000 40.00 60.00 8000 100.00
Overall survival Overall survival Overall survival

Figuur 9. De rol van calpaine I, calpaine II en calpastatine op de overlevingskans bij patiénten met eierstokkanker. A: een hoge of lage
concentratie calpastatine heeft geen invloed op de overlevingskans. B: een hoge of lage concentratie calpaine I heeft geen invlioed op de
overlevingskans. C: een hoge concentratie aan calpaine II heeft een sterke daling in de overlevingskans tot gevolg. Deze resultaten worden
aangetoond door middel van een Kaplan-Meier analyse (Storr et al., 2012).

Net zoals bij OVC is er ook bij endometriumkanker een verband gevonden met de expressie van calpastatine. Via een
immunohistochemische kleuring werd een verhoogde expressie van calpastatine aangetoond ten opzichte van het benigne
endometriumweefsel. De verhoogde expressie is niet gecorreleerd met het stadium waarin de tumor zich bevindt. Calpaine | en
11 hebben geen invloed op het ontwikkelen van endometriumkanker. Toch zal hun expressie evenredig verlopen met de
expressie van calpastatine (Salehin et al., 2010).

CYTB (0,036)

Biologische functie

Cystatine B (CYTB) is een cysteine protease-inhibitor (Lee et al., 2008). CYTB zal zo het lekken van intracellulaire
cysteineproteases uit de lysosomen tegengaan (Gashenko et al., 2013).

CYTB als kankerbiomerker

Tumorcellen secreteren zowel proteases als hun inhibitoren om zichzelf te beschermen tegen proteolyse. CYTB wordt
gecontroleerd door het cytokinetransforming growth factor-p (TGF- B). Onder normale omstandigheden heeft dit eiwit anti-
proliferatieve eigenschappen, omdat TGF- synthese van p21 veroorzaakt. Hierdoor stopt de celcyclus in de G1-fase en zo ook
de celproliferatie. Echter, wanneer een cel muteert tot een kankercel, zal een deel van de TGF-f signaalpathway worden
getransformeerd. Dit heeft als gevolg dat de controle van TGF-p op de celcyclus wegvalt, er meer proliferatie zal optreden en
de tumor meer invasief wordt. De getransformeerde TGF-3 signaalpathway zal ook zijn controle op het CYTB verliezen.
Hierdoor kan CYTB metastasebevorderend optreden omdat de proteases de afbraak van de extracellulaire matrix zullen
stimuleren. Zo beinvloeden cystatines de tumorgroei en metastasevorming. Bij eierstokkanker is er ook een mutatie in TGF-p
gevonden (Wang et al., 2014). Er is nog geen verband gevonden tussen CYTB en baarmoederhalskanker zelf, maar dus wel
tussen CYTB en ovariumkanker. Bij ovariumkanker is de cystatine B concentratie namelijk 1,7 keer toegenomen ten opzichte
van de afwezige, normale concentratie in gewoon eierstokweefsel (Gashenko et al., 2013). Door middel van een
immunohistochemische kleuring wordt duidelijk dat er een overexpressie van cystatine B is bij kwaadaardige
ovariumcarcinomen. Bij benigne ovariumcarcinomen is de aankleuring zwakker en bij normaal ovariumweefsel is deze
negatief. De kleuring is niet gecorreleerd met de tumorgrootte, lymfekliermetastasen, of stadia waarin de tumor zich bevindt
(Wang et al., 2014).




Conclusie en perspectieven

Zijn deze zeven biomerkers bruikbaar als alternatieve screeningsmethode voor baarmoederhalskanker? De aanwezigheid van
sommige van deze biomerkers kan al verklaard worden, maar voor andere ligt dit nog moeilijk. Dit komt omdat het
moleculaire proces van baarmoederhalskanker nog niet volledig wordt begrepen. Toch kunnen de besproken biomerkers hierbij
helpen. De biomerkers worden nu besproken in functie van het ontwikkelingsproces van baarmoederhalskanker.

PSMEL1.: dit eiwit zorgt voor een verhoogde hydrolytische reactie van het proteasoom van een cel. Hierdoor zullen er op korte
tijd meer epitopen op het celoppervlak geéxpresseerd kunnen worden. Deze epitopen kunnen dan via MHC-klasse-1 antigeen
aanbieding aan de cytotoxische T-cellen worden aangeboden (Ossendorp et al., 2005). Omdat MHC-Kklasse-I niet tot expressie
komt bij gezonde cellen, is PSME1 een goede biomerker voor de verhoogde activatie van het immuunsysteem ten gevolge van
de infectie met het humaan papillomavirus (Kumai et al., 2014). Dit eiwit wordt dus geinduceerd door de cel als afweer tegen
het virus. Er zal nog onderzoek nodig zijn, omdat deze biomerker in theorie enkel aan eierstokkanker is gelinkt.

MIF: MIF wordt voornamelijk geproduceerd door macrofagen en speelt een rol bij de aangeboren immuunrespons. Omdat
het virus een verhoogde expressie van MIF induceert, zal de activatie van macrofagen, en dus de immuunrespons tegen het
virus, verhinderd worden (Babu et al., 2012). Het eiwit wordt dus geinduceerd door het virus omdat het helpt bij de
virusoverleving. Verder heeft de overexpressie van MIF tot gevolg dat er een verminderde expressie van p53 zal zijn. Hierdoor
komt de apoptose die normaal door p53 wordt geinduceerd niet op gang en blijft de baarmoederhalskankertumor
ongecontroleerd delen (Grieb et al., 2010). MIF is dus een goede biomerker voor baarmoederhalskanker.

S100AG6: calcycline wordt in hoge concentraties geéxpresseerd door epitheliale cellen die een hoge proliferatieve activiteit
hebben of bij cellen waarbij veel differentiatie optreedt (Nowotny et al., 2000). S100A6 heeft een belangrijke functie bij de
celgroei, proliferatie en metastase. Calcycline zal indirect p53 inactiveren waardoor apoptose na DNA-schade niet doorgaat en
een tumor ongecontroleerd blijft verder delen (lyer et al., 2004). Calcycline komt tot expressie als gevolg van een secundaire
mutatie, want dit eiwit speelt geen rol bij de virus- of celoverleving gekoppeld aan het immuunsysteem. Deze biomerker kan
enkel gebruikt worden als het cervixweefsel al in matige tot vergevorderde dysplasie verkeert.

LDHA: lactaat dehydrogenase A is het enzyme dat voorkomt bij de laatste stap van de glycolyse (Fan et al., 2011). Omdat
kankercellen sneller delen dan normaal, zal er ook meer glucoseverbruik optreden. Als de nood aan glucose in de tumor hoger
is dan het aanbod, zal er hypoxie ontstaan. Onder deze omstandigheden zal de expressie van HIF-1 toenemen, omdat de
promotoren van de LHDA-genen hiervoor een bindingsplaats hebben (Semenza et al., 1996). LHDA kan dus gebruikt worden
als biomerker voor het cervixcarcinoom, maar wordt nu al gebruikt bij de detectie van pelvische lymfekliermetastase bij
baarmoederhalskanker. Daarvoor heeft de merker al een accuraatheid van 91%, een sensitiviteit van 90,9% en een specificiteit
van 93,3% (Huang et al., 2011).Verder heeft LDHA een rol in het immuunsysteem, bij het maturatieproces van thymocyten.
Op het celoppervlak van immature thymocyten wordt immatuur thymocyt antigen-1 (IMT-1) geéxpresseerd. Mature
thymocyten verliezen deze expressie. IMT-1 zal het ontwikkelingsproces tot mature T-cellen sturen (Kishi et al., 1998). De
expressie van IMT-1 moet in een co-expressie met LDHA gebeuren. Er werd aangetoond dat 81% van de IMT-1 positieve
thymocyten ook LDHA expresseren op hun celoppervlak (figuur 10) (Fujishiro et al., 2000). Omdat LDHA het
maturatieproces van thymocyten versterkt, kan het dus ook geinduceerd worden door de cel als afweer tegen HPV.
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Figuur 10. Er is een co-expressie van LDHA en IMT-1 bij immature thymocyten aanwezig. De thymocyten werden aangekleurd met anti-LDHA

ab en met anti-IMT-1. Immature thymocyten zijn dus zowel positief voor LDHA en IMT-1. De resultaten werden uitgezet aan de hand van een
dotplot (Fujishiro et al., 2000).

S100A9: dit eiwit wordt in de literatuur beschreven als een negatieve biomerker voor baarmoederhalskanker. Dit wil zeggen
dat de aanwezigheid van deze merker in relatie staat met een gestegen vijf jaar overlevingskans bij baarmoederhalskanker.
Toch werd er in het onderzoek van de onderzoeksgroep van prof. Dr. Xaveer Van Ostade gevonden dat dit een positieve
biomerker is voor baarmoederhalskanker. Deze schijnbare tegenstrijdigheid kan verklaard worden doordat het programma dat
de identificaties uit de spectra van de massaspectrometer haalt, zich vergist heeft in eiwit. De eiwitidentificaties gebeuren
namelijk op basis van een aantal peptiden, afkomstig van het eiwit, die gevonden worden in het staal. Maar S100A9 behoort tot
een grote groep van S100-eiwitten. Binnen deze S100-groep zijn er een aantal proteinen die een sterke gelijkenis (een
aminozuursequentie homologie) vertonen met SI00A9. S100A12 is hier zo één van. Dit eiwit is voor 47% identiek aan
S100A9 (Yang et al., 2001). Aangezien het hier gaat om Kleine eiwitten, zijn er weinig peptiden waarop het programma zich
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kan baseren, dus mogelijk baseert het zijn identificatie op 1 of 2 peptiden die ook in SI00A12 voorkomen (Van Ostade X., niet
gepubliceerd).

S100A12 of calgranuline C is een calcium-, zink- en koper-bindingseiwit. Het speelt een belangrijke rol in de regulatie van
inflammatoire processen en bij de immuunrespons. De pro-inflammatoire activiteit van het eiwit bestaat uit het aantrekken van
leukocyten, stimulatie van cytokineproductie en het regelen van de leukocytenmigratie en adhesie (Ji et al., 2004). Het heeft
maar een zwakke inwerking op neutrofielen en lymfocyten (Yang et al., 2001).

Verder onderzoek naar beide merkers, SLI00A9 en S100A12, is noodzakelijk. Als S100A9 het correcte eiwit is, dan wordt dit
eiwit geinduceerd door het virus omdat de concentratie aan het eiwit daalt naarmate het proces van baarmoederhalskanker
vordert. Aangezien het eiwit wordt geproduceerd in neutrofielen, zal het aantal neutrofielen ook dalen waardoor de HPV-
infectie zich kan blijven manifesteren (Gebhardt et al., 2006). Als het eiwit uit de analyse toch SI00A12 moest zijn, dan speelt
dit eiwit een rol in de afweer van de cel tegen de HPV-infectie door in te werken op de leukocytenmigratie.

ICAL: calpastatine is een specifieke endogene inhibitor van calpaine | en 1, calcium-afhankelijke cysteine proteases. In de
aanwezigheid van calcium zal ICAL aan een calpaine binden en zijn protease-activiteit inhiberen. Calpastatine, calpaine | en
calpaine Il vormen samen het calpaine systeem. Dit systeem speelt een rol bij apoptose (Salehin et al., 2011). Er is al geweten
dat calpaine | en calpastatine ook voor apoptose bij neutrofielen zullen zorgen. Als calpastatine daarbij onderdrukt wordt, zal
apoptose geinduceerd worden. Aangezien er in deze studie werd aangetoond dat er een verhoogde expressie van calpastatine
aanwezig is, zal het proces van apoptose bij de neutrofielen vertraagd worden. Dit zorgt ervoor dat de neutrofielen hun functie
langer kunnen uitvoeren en het lichaam beter beschermd wordt tegen de HPV-infectie (Squier et al., 1999). Calpastatine wordt
dus geinduceerd door de cel als afweersysteem. Verder onderzoek is toch noodzakelijk want over deze biomerker is nog maar
weinig geweten, ook qua functie.

CYTB:cystatine B wordt gecontroleerd door TGF-B. Wanneer een cel muteert tot een kankercel zal een deel van de TGF-f
signaalpathway worden getransformeerd. Dit heeft als gevolg dat de controle van TGF-B op de celcyclus wegvalt, er meer
proliferatie zal optreden, apoptose niet geinduceerd wordt en de tumor meer invasief wordt. Om deze reden spelen cystatines
een belangrijke rol bij tumorgroei en metastases. Het eiwit wordt geiduceerd als secundaire mutatie ten gevolge van de pre-
cancereuze staat waarin de cellen zich bevinden. CYTB is daarom mogelijk een goede biomerker voor baarmoederhalskanker,
al zal er nog onderzoek moeten gebeuren, omdat er enkel een link is gemaakt met ovariumkanker.

Tabel 4. Samenvattende tabel biomerkers

Merker Virus | Cel ' Tumor ' Onderzochtin | Opmerking

; ; . deze studie |
PSME1 PoX | ovc v/

: : : . Aanwezigheid ook al aangetoond
MIF X o CC, ovVC ! bij andere kankers: long, darm,

i maag, prostaat

t t t : Aanwezigheid ook al aangetoond
S100A6 X CcC » bij andere kankers: borst, huid en

: i i ' pancreas

+ Wordt al gebruikt bij de detectie
LDHA ! X ! ! CcC ' van PLNM bij

1 baarmoederhalskanker
S100A9 X cC Mogelijk foute analyse door

: : ; © massaspectrometer
(S100A12 ) X / Mogelijk foute analyse door

' ' ' ' massaspectrometer

' ' ' . Wordt al gebruikt bij de platinum
i i X : : 2€,; e i chemotherapie bij OVC
CYTB : X oVvC /

De merkers kunnen ofwel door het virus worden geinduceerd omdat dit eiwit helpt bij de virusoverleving. Dit is het geval bij MIF en S100A9.
De merker kan ook in het proces van baarmoederhalskanker worden geplaatst als eiwit dat door de cel wordt geinduceerd en helpt als afweer
tegen de HPV-infectie. Dit is het geval bij PSME1, LDHA, (S100A12) en ICAL. De laatste groep merkers zijn eiwitten die pas geéxpresseerd
worden als secundaire mutatie ten gevolge van het onstabiele tumorweefsel. Dit is het geval bij S100A6 en CYTB. CC: cervixcarcinoom. EC:
endometriumcarcinoom. OVC: eierstokcarcinoom
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