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SUMMARY 





Colorecioi cancer affects a large number of people worldwide, in particular in 
Weskern countries. Like other cancers, concer of the colon and rectum i s  a 
multi-factorial disease. Besides increasing age and a positive family history of 
colorecial cancer, dietary and Yifesiyle factors are likely candidates for 
affecting colorectal cancer risk. A high intake of fat, meat and alcohol as well 
as cigarette smoking are thought to increase 'the risk of developing a colorecta'l 
turnour, whereas vegetable, fibre and possibly fruit consum,ption may decrease 
the risk. However, observed associations are often weak and sometimes 
inconsistent. 

of colorectal carcinomas seem to arise through a series of we,,- 
hisa'o~athological changes, referred to as the a d e n ~ ~ ~ - ~ ~ ~ ~ i ~ ~ ~ ~  

sequence. generally accepted paradigm for the mectr~nism underlying 
cOlorecfd cancer development describes the sequenfial accumulation of 
genetic alterations in the adenomatous polyposis coli (ApC), Kirshn ras EK-ras), 
and k ~ ~ ~ l ~ l r  protein 53 ITP533 genes. In addition to mutations in specific genes, 
most ColorectQl tumours display either chromosomal or microsatellite instability. 
In the majority of colarectal cancers chromosomal instability is observed, A 
~Vnaller fraction (10 to 15%) is marked by microsatellite instability, which in 
approximately 90% of sporadic colorectal turnours is related to defective 
human Mut-l. homologue 'I (hMLHIJ function. These two types of genetic 
instability seem to represent distinct pathways, and possibly reflect differences 
in aetiology. Environmental factors may exert a direct effect on carcinogenesis 
through induction of DNA damage that results in mutations in genes relevant to 
tvmowr formation or may drive the selection of turnours harbouring specific 
mutations. Different molecular pathways in colorectal cancer may therefore 
reflect exposure to various environmental factors. The aims of the studies 
described in this thesis were to investigate the occurrence OF genetic alterations 
thought to be important to the early stages of colorectal cancer development 
and to gain insight in the relation between environmental exposures and 
colorectal cancer as well as these genetic alterations. 

The studies described in this thesis were carried out within the framework of the 
Netherlands Cohort Study on diet and cancer (NLCS) that was iniliated in 
September 1986. At baseline, 120,852 men and women between 55 and 69 
years of age, completed a 150-item 'food Frequency and lifestyle questiolnnaire. 
A subcohart of 3,5010 male and frernale subjects was randomly drawn from the 
cohort and followed-up biennial,ly lo  deterrnin,e accumulated person years. 
Through record linkage of the cohort with the Netherl~onds Cancer ~egirtry and 
PALGA, 929 cases of co\arectal calncer were identified after 7.3 years of fallow- 
UP 01 the cohort ondl excluding the first 2.3 years. From 54 pothology 
loboratories throughout the Netherlands. formah-fixed, paraffin-embedded 
tUmour material of 737 patients could be obtained. which was used for 
subsequent analyses of moleculllar alterations present in fhe~r turnours. 

the study described in chapter 2. the OCCUrrenCe and of mutations in 

the APC gene were studied in 665 patients for whom the mutation c'vster region 
of the APC gene could be andysed completely. wE! ~brerved a large number 

of in total, which was in port due to the occurrence of multipie 
mutations in 40% 01 tumourr. However, despite 72% of t h e  carcinomas 
harbouring one or more mutations, only 37% of patients had carcinoma wi'h 



at !east one mutation that would result in a lruncated and therefore inactivated 
APC protein, whereas 29% .of patients harboured at least one missense 
mutation, but no truncating mutafion and 6% of patients had a silent mutation, 
but no truncating or missense mutation. Rectosigrnoid and rectal turnours 
relatively more frequently harboured C-T point mutations or frameshift 
mutations that wouid result in a truncated APC protein when compared to 
proximal and distal colon tumowrs, suggesting different ae'iiology of colon and 
rectal cancer. 

Chapter 3 presents the results from our study on the occurrence of  mwtaiions in 
the APC, CINNB I, K-ras genes and expression of hMLH I in 656 carcinomas for 
which the analysis of these molecular features could be completed, and in 
which the characreristics of the patients and tumours were campared based 
on these genetic a,berrations. Mutations at the phospho~lation sites of the 
CTNNBI gene encoding p-catenin were a rare occurrence [5$464]. Striking 
differences between hMhH1 deficient tumowrs and turnours harbouring a 
rrulncaling APC a1nd/or activating K-ras gene mutation were observed. Patients 
w~th a hMLMl deficient twmour were older, more often women, their "rmurs 
were more often located in the proximal colon and showed poorer 
differentiation when compared to patients harbouring tumoulrs with an APC 
and /or K-ras mutation. 

Meat has been proposed as a risk factor far colorectal cancer based on its 
animal fat and haem iron content as well as its preparation. Due to varying 
means of preparation, different types of meat may contain heterocyclic 
aromatic amines, polycyclic aromatic hydrocarbons, and N-mitrosamines that 
may caluse specific DNA damage. Thus, constitluents of meat may infruence the 
risk of developing tumours harbouring different genetic alterations, i.e. 
mutotion~s in the APC gene or mismatch repair deficiency. The study on the 
associations between meat and fish consumption? and genetic alterations in 
colon and rectal tumowrs, described in chapter 4, showed no association 
between total fresh meat, poultry or fish consumption and risk of colon or rectal 
cancer overall, nor turnours with or without specific genetic alterations. Meat 
product (processed  neat) consumption, however, showed a positive 
association with colon turnours harbouring a truncating APC mutation 
(incidence risk ratio (RRJ 1 . $ I ,  95% confidence interval [CIJ 0.96-2.71 for highest 
versus lowest qwarlile of intake], whereas beef consumption was associated 
wlth an increased risk o l  colon turnours without a trwncalting APC mutation (RR 
1.58, 95% CI 1.10-2.25 for highest versus lowest qvartile of intake). Nonle of the 
rneul and fish variables were found to be associated with lack of hMLHl 
expressuon, which led us to canclwde that several types of mear may confribiufe 
differently lo t h e  aeriology o l  colon and rectal cancer, depending on APC 
mutation status, but not its hMLH1 expression status. 

Dietary fats may both constitute a risk for developing colorectal cancer or exert 
a protective effect, depending on the type of fat. In chalpter 5,  the study on the 
relation between various dietary fats and molecular aspects of cololrectal 
cancer as detelrmined by the APC and K-ras mutation status and hMLHl 
expression status i s  described. No clear associations were observed for intake of 
total, saturated and mono-unsaturated fat and risk of colon and rectal cancer 
or the different molecular subgroups. Linoleic acid, the main constituent of 



polywnsaturated fatly acid intake, was associated with at7 increased risk of 
colon cancer with only a K-ras rnwtation and no additional truncating APC 
mutation ofr lack of hMLHI expression [RR 6.74, 95% CI 2.36-19.51 for highest 
versus lowest quurfile of intake). L~moleic acid intake was neither associated with 
risk of colon turnours wifhout a n y  of the gene defects, with turnours only Ilacking 
hMLM1 expressing, nor with turnours onliy harbouring APC mutations. Our data 
suggest a unique aetiology of turnours that harbour specific genetic 
aberrations. 

Cigaretfe smoke contalns numerous carcunogens that through direct or 
systemic contact with the colorecl-al epitl-lsliutm may contribute to an ~ncreased 
risk of developing colorectal cancer. The aim oil the study described in chapter 
6 was to study the contribution of cigarette smoking to sporadic colorec~al 
cancer according Ro molecular alterations ot the turnours and according lo 
genetic susceptibility as determined by the glutathione S-transferase (GST) 
GSTM? and GSS7-I genotypes. In comparison to never-smokers, a high making 
frequency was associated with an increased risk of colorectal cancer (RR 1 .OJ, 
75% CI P .03-1.12 per five cigarettesfday increment) and *this association was 
stronger In turnours without a trwlncating APC mutation (RR 1.1 1 ,  95% 61 
1.05,l .I 7 ) .  Long-term smoking was associated with turnours lacking hMLW I 
expression ERR: 1.17, 95% CI 1.00-1.37 per 110 years increment). No statistically 
significant ~nteractions between smoking and GSSM I or GSnI genotype were 
observed. We concludedl that cigarette smoking is associated \with risk of 
colorectal cancer, and that t h i s  association may depend on molecular 
characteris'tics of the turnour as defined by APC mutation and hMlHl 
expression sfatus 

In chapter 7 the main findings from the studies described in 'this thesis are 
sumrnarised and discussed in the I~ght of rnethodo!og~ical considerations, the 
limited numbelr of other studies that have investigated the relation between 
environmental factors and the genetic aberrations. With lregard to 
methodological c~n~siderations, we can conclude that the quality of the 

> exposure data and the molecular analyses was salisfactory and that the choice 
of molecular endpoints was appropriate w~th regard to their proposed 
relevance to colorect.al tumourigenesis, and d ~ d  not result in important 
misclassification. It seems unlikely that the resulls were subject to exterlsive hias 
due to loss to follow-up of turnour tissue or the success rate of the molecular 
analyses. However, including different molecular endpoints in our analyses 
ineviiably led to rnuiitlple testing and considering that our results are not. always 
in lline with the ver"y'lmited number of publicalions of this kind, they have to be 
treated with some caca tion. lt is impossible to draw firm conclus~ons on the role of 

I dietary and lifestyle factors in the in~tiation or progression of tihe carcinogenic 
process, as the findings are derived from an observa8ional study Overall, our 
results sulpporl. the hypothesis that various environmental exposures contribute 
differently to colorectal cancer risk depending on the genetic alterations that 
are considlered to be important to i ts development. Mole research in this area IS 

warcanfed and should ideally inclwde more than one molecular endpoint as this 
seems to describe the heterogeneity in twmows more accurately than one 
single genetic feature. 





SAMENVATTING 





Coiorectaalkanker treft wereldwij,d een groot aantal mensen, met name in 
westerse landen. Zoals andere vormen van kanker, is kanker van hel colon en 
het rectum een rnuliitact~riële aandoening. Afgezien van een toenemende 
leeftijd en een positieve Familiegeschiedenis van colorectaal kanker, zijn 
voedings- en leefstijlfactoren voor de hand liggende factoren die hel risico op 
colorectaalkanker IcP&inviloeden. Een hoge innalrne van vet, vlees en? alcohol 
alsmede het roken van sigaretten verhogen waarschijnlijk het risico op het 
ankikkelen van een colorectaaltumor, terwijl de consumptie wan groente, 
vezel en mogelijk Fruit het risico zou verkleinen. De gevonden associaties zijn 
echter vaak zwak en soms inconsistent. 

De meerderheid van colorectaal carcinomen ontslaat via een serie gloed 
gedefinieerde histopathologische veranderingen, welke bekend slaat als de 
adenoom-carcinoom sequentie. Het mechanisme dat ten grondslag ligt aan 
de ontwikkeling van colorectaalkanker is het algemeen geaccepteerde 
paradigma van de stagsgewijze accurnu'latie van genetische veranderingen in 
de adenomateuze polyposis coli (PIPC), Kirsten ras (K-ras), en tumawr protein 53 
(TR53) genen. Buiten mutaties in speciiieke geInen, worden de meeste 
colorectaal tumoren gekenmerkt door chromosomale of rnicrosatelliefi 
instabbiliteit. In de meerderheid van de colorectaal tumoren wordt 
chromosomale instabiliteit waargenomen. Een kleiner deel (10 tot Y 5%) wordt 
gekenmerkt door microsatelliet instabiliteit. die in ongeveer ?O% van de 
sporadische colcarectaal tulmoren gerelateerd is aan een defecte hunnan Muf-L 
homologue 1 (hMLH1) functie. Deze twee vormen van genetische ins2abiliSeil 
lijken specifieke ontwikkePiragsroutes te vertegenwoordigen en weerspiegelen 
mogelijk verschillen in etiologie. 

Omgevingsfactoren hebben waarschijnlijk een directeeffect op de 
carcinogenese via de inductie van DNA schade die resulteert in mulfaties in 
genen die relevant zijn voor f;umc*rvorming of sturen mogieYijkewijs de selectie 
van tumoren met specifieke mutaties. Verschillende moleculaire routes zouden 
daarom de blcmotstelling aan verschillende omgevingsfactoren kunnen 
weerspiegelen. Het doel van de studies die beschreven zijn in dit proefschrift, 
was om het vaolrkornen van geneTische veranderingen die belangrijk zijin in de 
wroeg~e mlwikkeling van colarectaalkanker te onderzoeken en inzicht l e  
verwerven In de relatie tussen omgevingsfactoren en co!arectaalkanker en 
deze genetische veranderingen. 

De studles beschreven in dit proefschrift werden uitgevoerd binnen de 
Nederlandse Cohort St.udie naar voeding en kanker (MLCS) dle un cepternbcr 
1986 werd gestart. Bij aanvang van de studie vulden 120.852 mannen en 
vrouwen tussen de 55 en 69 jaar een voedselfrequentie- en leefstijlvragenlijst in. 
Een subcohort van 3.500 rnanlmeiijke en vsowwelijke deelnemers werd aselect 
getrokiken uit het cohort en werd 'iweejaarlijks gevolgd om de verzamelde 
persoonstijd vast te stellen. Via koppeling van hek colhort met de Nederlandse 
Kankerregistrotie en het Paikhologisch Anatomisch Landelhjk Geautomatiseerd 
Archief (PALGA) konden na 7,s jaar follow-up van het cohort - en met uitsluiting 
van de eerste 2,3 jaar - 929 gevallen van co/oreclaolkanker worden 
ggidentilceerd Van 737 patiënten kon tumorweefrel worden verzameld, dat 
gebruikt werd voor de analyse van genetische veranderingen in hun tumoren. 



In de ctud~ie die beschreven wordt in hoofdlstwk 2,  werd hel: vóórkomen van en 
hel 'type mutatie in het APC gen bestudeerd in 665 patiënten van wie de 
mutatie cluster regio van het PtPC gen volledig kon worden geanalyseerd. Er 
werd een groot aantal rnuta"iec gewonden, wat gedeeltelijk toe te schrijven is 
aan het vá6rkomen van multipele mutaties ia 401% van de onderzochte 
tumoren. Hoewel in 72% van de carcinomen een of meerdere mutaties werd 
a act gesteld, had slech~ts 37% van de patiënten een liumo~r met tenminste één. 
mutatie d ~ e  zou leiden tot een verkort en daardoor inactief APC eiwit. terwijl 
29% van de patiënten tenminsre 6 th  micsense, maar geen functionele mutatie 
bleek te hebben en 6% had een silent mutatie, maar geen functionele of 
mi~sense mutatie. Tumoren in het recfosigmoid en rectum hadden relatief waker 
een C-T pwntrnutalie of frameshift mutatie die zouden resulteren in een verkort 
eiwit in vergelijking met proximale en distale colontumoren, waf mogelijk duidt 
op een verschil in etiologie tussen het colon en he! rectum. 

Hoofdstuk 3 beschrijft de studie naar het voorkomen van mutaties in de PIPC, 
GTNNBJ, K-ras genen en expressie van hMLH1 in 656 carcinomen van welke de 
analyse van deze moleculaire kalrakterislieken volledig geanalyseerd kon 
worden en naar de vergelijking van patiëlnt- en tumorkarakteristieken op basis 
van deze genetische veranderingen. Mutaties in de focforyleringsplaatsen van 
het CTNNBJ gen dat codeert voor p-catsnine waren zeldzaam [5/64á]. 
Opvallende verschillen werden waa,rgeniornen tussen hMLH1 deficl6nte 
tumoren en tvmoren die een Pwn~ctionele APC enlof een activerende K-ras 
mutatie hadden. Patiënten met een hMLH1-deficiënte lumolr waren ouder, 
vaker vrouwen, hun tumoren waren vaker gelokaliseerd in het proximale colon 
en waren slechter gedifferentieerd dan patiënten met een tvmor die een APC 
en/of K-ras mutatie bevatten. 

Vlees zou een risicofactor voor colorectaalkanker kwnnen zijn op basis van het 
gehalte aan dierlijk vet en haemijzer alsook de bereidingswijze. Als gevolg van 
de verschillen in bereidingswijze kunnen de diverse vleessoorten 
heterocyclische aromatische amines, polycycllische aromatische 
koolwaterstoffen en N-nitrosa~rnines bevatte~n, die specifieke DNA-schade 
kunnen veroorzaken. Zodoende roluden bestanddelen in vlees het risico op de 
ontwikkeling van tuinoren met; verschillende genetische veranderingen 
(mutalies in het APC gen O F  mismatch repair deficiëntie) kunnen be"inv1loeden 
De stludie naar- de acsociaties 'tussen vlees- en visconsump7he en genetische 
veranderingen in colon- en rectumtulmoren, zoals beschreven in hoofdstuk 4,  
liet geen associatie zien tussen de conseirnptie van totaal vers vllees, gevogelte 
of vis en heil risico op colon- en rectumkanker op zich, noch met tumoren me? 
of zonder spec~i.fHeke genetische veranderingen. Consumptie van vleeswaren 
liet echier een posit.ief verband zien met colontumoren die een functionele 
APC mutatie hadden (relatief risico (RRJ 1,61, 95% betrouwbaarheidsinterval (El) 
Q.96-271 voo~r het hoogste t.o.v. het laagste kwartiel wan inname], terwijl 
rundvleesconsumptie geassocieerd was met een verhoogd risico op 
colorstumoren zonder sen functionele APC mutatie (RR 1 ,S$, 95% BI 1,110-"E25 
voor het hoogste t.o.v. het laagste kwartiel van inname). Geen van de vlees- of 
visvariabelen bleek geassocieerd te zijn met de afwezigheid van huVi~lH1 
expressie, wal leidde tot de conclusie dal  verscheidene soorten vlees op 
verschillende wijze kunnen bijdragei? aan de etiologie van colonl- en 



recturnkanker. afhankelijk van de ARC mutatiestatus, maar niet de hMLH1 
expressiestatus. 

Voedingrvetten kunnen zowel een risicofactor vormen, voor de oniwil<l<eling 
COlorectaaikanker als een beschermend effect hebben, afhankelijk 

het fgrpe vet. In hoofdstuk 5 wordt de studie naar de relafie tussen diverse 
voedingsvetten en moleculaire aspecten van coloyectaalkanker op basis 
de ARC en K-ras ImutatiestaihLJs en hSw?iilkil expressiestatus beschreven. \Joolr 

verzadigd en mono-Qnve~adigd vet werden geen associaties 
gevonden het rilsico QP coloini- eini rectumkanker. Linolzuur, het belangrijkste 

uit de groep meervoudig onverzadigde vetzuren, was geassocieerd 
met een verhoogd risico op colonkanker met alleen een K-TCJS mutatie en geen 
additionele functionele APC mutatie of hj2rlLkil deflcientie (RR 6,74, 95% 61 2,34- 
19,51 voor hel- hoogste t.o.v. het laagste kwartiel van, inname). De inname van 
Uinolzz~ur was niet geassocieerd met het risico op colon tumoren zonder enige 
genetische afwijking, met tumor die alleen hMLHI deficignt waren, noch met 
tumoren met alleen een APC mutatie. Onze resultaten sug~gereren dat tumoren 
met specifieke genetische afwijkingen een unieke etiologie hebben. 

Sigarettenrook bevat veel carcinogene stoffen die via direct of systemisch 
coritact met het coloreclale epitheel een bijdrage zouden kunnen leveren aan 
de orrtwikkeliing van coiorectaalkanker. Heil doel van de studie beschreven in 
hooádstuk 6 was de bijdrage van het roken van sigaretten aan sporadische 
colorectaalkanker te onderzoeken, waarbij rekening werd gehouden met 
moleculaire veranderingen van de tumoren en de glutathion S-transferase 
[GST] GSTM I en GSVI genotypen. In vergelijking met mensen die nooit gelrookt 
hebben verhoogde een hoge rookfrequentie het risico op colorectaalkanker 
(RR 1,07, 95% BI 1,103-1,12 per toename van vijf sigaretten per dag] en dit 
verband was sterker voor tumoren zonder een functionele APC mutatie [ R R  
1 , l  1 ,  95% B1 1 .Os-1 , l  73. Langdurig roken was geassocieerd mel. tumoren zonder 
hMLM 1 expressie (RR 1.1 7, 95% B1 1,00-137 per toename van 10 jam]. Er werden 
geen statistisch significante interacties gevonden tussen roken en GSTM I en 
GSJJI genNotype. Wilj concludeerden dat het roken van sigaretten geassocieerd 
is met het risico op colosectacnlkanker en dat deze associalie afhulnkelijk sou 
kunnen rijn van de moleculaire karakteristieken van de tumor op bosis van de 
APC mutatie en hMLH 1 expressie status. 

In hoofdstuk I worden de belangrijkste resultaten van de studies diie 
beschreven zijn in dit proefschrift samengevat en bediscucsiesrd het licht van 
methodologische afwegingen en het beperkt aan'ral andere studies dat de 
relatie tulssen omgevingsfactoren en genetische afwijkingen heeft cmderz~cht. 
Met betrekking fot de methodologische aspecten kunnen we concluderen dal- 
de kwaliteit van de expositiedata en de rnolecu/aire analyses goed was en dat 
de keuze voor de geanalyseerde eindpunten geschikt was betrekking 
hun relevantie in de carcinogeneSe van het colon en rectum en niet geleid 
heeft tot belangrijke misclassificatie. Hel lijkt onwaarschiinl~jk daf onze resultafen 

vertekend zijn door selectie door i n~omp lde  van de 
tumiormateiiaal of het succes van de mol@c~llQire analyses. Wet apart 
beschouwen van de venchillende rnalec~laire eindpunten heeft echter wel 
geleid tot het doen van multipel,e onabyiei. Daarnaast kwamen onze resu'tofen 

nilet overeen met de resultaten uit de beperkfe vergelijkbare literatuur. 



Daarom is het van belang onze resultaten met enige lerughoudenidheiid te 
beschouwen. Over de rol van voedings- en leefstijlfactoren in de initiatie 
danwel progressie van het carcinogene praces kunnen geen definitieve 
con~clwsjes worden getrokken, aangezien onze bevindingen afkomstig zijn uit 
obri~8rvationeel onderzoek. In het algemeen andersteu~neri onze resultaten de 
hypoihece dat blootstelling aan verschillende orngevingsfactoren verschillend 
bijdraagt alan het risiclo op ~alorecffaalkaniker, afha~nkelijk van de genetische 
veranderingen die belangrijk worden geacht voor de ontwikkeling ervan. Mees 
onderzoek op dit gebied is geboden en zou bij voorkeur meer duln &&n 
moleculair eindpunlt beschouwen, aangezien dit de heterogeniteit van 
tumoren nauwkeuriger /ijlkt te beschrijven dan één enkele genetische 
component 
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