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Summary 
 

Chronic cellular damage and stress are strongly implicated in various pathologies and diseases. However, 
due to the variety and complexity of stresses and stress responses, it is not fully understood how the fate 
of cells and organisms is determined by specific stresses. In this thesis, we focus on two major aspects of 
disease-relevant chronic stress: cellular senescence & aging and aneuploidy & cancer development. We 
aim to better understand not only their molecular signatures but also their physiological consequences 
using experimental mouse models.  

 

The first part of this thesis, described in chapters 2, 3, 4, 5 and 6, illuminates cellular senescence and its 
properties as outcome of stresses during organismal aging or diseases. Additionally, we investigate cellular 
senescence due to cellular stresses at the end of the cell’s replicative lifespan, during DNA damage, as 
well as due to hyperactive oncogenes.  

Specifically, in chapter 5, we revealed P21 as one of few genes that is commonly epigenetically 
and transcriptionally activated during many of these senescence-inducing stresses in vitro and in vivo. By 
using a combination of bioinformatic approaches, cell culture experiments and generation of new transgenic 
mouse models, we elucidated P21’s previously unrecognized role in promoting a bioactive secretome of 
stressed and senescent cells. This mechanism was dependent on Retinoblastoma protein (RB) and select 
transcription factors of the STAT and SMAD family with which RB interacted to promote their activity. The 
resultant secretome, termed P21-activated secretory phenotype (PASP), recruited immune cells, first and 
foremost macrophages, and eventually lead to target cell elimination by T lymphocytes. We conclude that 
P21 and its non-cell-autonomous function places stressed and senescent cells under immunosurveillance. 
Therefore, P21 not only promotes cell cycle arrest to prevent propagation of stressed, potentially 
preneoplastic cells, but also stimulates immune cell mediated clearance mechanisms to permanently 
neutralize such cells.  

During the last decade, cellular senescence has increasingly emerged as disease-relevant cell fate 
and has drawn attention as potential therapeutic target for many diseases, including Alzheimer’s Disease, 
atherosclerosis, osteoarthritis, liver diseases and others. Our study presents not only novel therapeutic 
opportunities to facilitate immune system mediated cell elimination of senescent cells but also raises caution 
on applying existing senomorphic strategies (approaches to modulate properties of senescent cells) that 
aim to broadly restrain the secretome of senescent cells.  

 

In the second part of this thesis, we focus on the molecular and physiological consequences of aneuploidy-
causing stresses due to perturbation of cell cycle regulators. In the studies described in chapters 6, 7 and 
8, we employ molecular techniques and novel experimental mouse models to decipher the physiological 
impact of BUBR1, CCNE1 and FOXM1 function on aneuploidy and tumorigenesis.  

 In chapter 6, we studied BUBR1 (BUB1B) allelic effects on the type and severity of cancer and 
progeroid phenotypes. We found that BUBR1 protein levels alone did not determine phenotypic severity. 
The type of BUB1B allele mutation also significantly influenced cellular and physiological phenotypes, such 
as aneuploidy rates, type of chromosome segregation errors, characteristics of senescent cells, tumor 
growth, lifespan and health span. Our results help explain the phenotypic heterogeneity of patients with 
mosaic variegated aneuploidy (MVA), a rare human syndrome caused by genetic perturbations in BUB1B, 
CEP57 or TRIP13.  
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 In chapter 7, we revealed that CCNE1 overexpression causes a multitude of cellular phenotypes 
including aneuploidy and provoke tumor development specifically in the liver of mice. In vitro we found that 
overexpression of CCNE1 perturbs cell cycle timing, leads to DNA damage, chromosome missegregation 
and aneuploidy. Chromosome segregation errors and aneuploidy were also detected in some, but not all, 
tissues of CCNE1-overexpressing mice. While liver, lung and kidney contained increased amounts of 
aneuploid cells, the liver additionally exhibited higher levels of oxidative stress, P53 activation and immune 
system changes which may collectively cause development of hepatocellular carcinoma (HCC). 
Importantly, the CCNE1 locus is amplified in various types of human cancers and is activated in HCC 
patients infected with hepatitis B virus or adeno-associated virus type 2 due to integration of the virus near 
the CCNE1 locus. Our studies therefore indicate that CCNE1 overexpression drives aneuploidy and liver 
tumor development.  

 Chapter 8 reports on the mechanism by which FOXM1 protects against chromosome 
missegregation, aneuploidy and tumor development in mice. Foxm1 deficient mice exhibited increased 
aneuploidy rates and spontaneous tumor development and were susceptible to oncogene-mediated lung 
or colon/small-intestinal tumor formation. Using Foxm1 deficient cells in culture we revealed the molecular 
pathway by which FOXM1 ensures mitotic fidelity and protects against aneuploidy. Foxm1 mutant cells 
exhibited centrosome movement defects, asymmetric spindles, chromosome segregation errors causing 
aneuploidy and chromosomal instability (CIN). We found that FOXM1 protects against these phenotypes 
by binding and constraining ECT2 and thereby restricting RhoA signaling. If FOXM1 levels were low or 
absent, RhoA signaling becames hyperactive causing hyper-nucleation of cortical actin during mitosis and 
consequently asymmetric spindle formation and aneuploidy. Intriguingly, we found that the N-terminus is 
the portion of FOXM1 that mediates ECT2 inhibition, and overexpression of the FOXM1 N-terminus not 
only normalized chromosome missegregation and aneuploidy in cells and tissues of Foxm1 deficient mice 
but also in Foxm1 wildtype mice in the MMTV-PyVT lung and breast tumor model. These results suggest 
that the FOXM1 N-terminus could be useful as broadly applicable, novel anti-cancer peptide to promote 
mitotic fidelity and stabilize aneuploidy levels. 

 

In conclusion, this thesis highlights the complexity of stress responses and resultant cell fates. Many 
stresses can cause cellular senescence, which can have beneficial and detrimental consequences on 
tissues and organs depending on the stressor, cell type and spatio-temporal factors. We provide novel 
insights into the mechanisms by which stressed cells and senescent cells communicate with and are being 
cleared by immune cells. Our studies on P21 suggest that already in the early stages of stress responses 
cells not only adapt cell intrinsic functions (such as induction of cell cycle arrest) to counteract cellular 
transformation, but also induce cell non-autonomous mechanisms to alarm immune cells. P21’s role in cell 
cycle control and immunosurveillance could therefore be leveraged to develop safe, novel senomorphic 
and senotherapeutic strategies. Such avenues could aid in neutralizing detrimental senescent cells that 
arise during aging or drive various age-related diseases. Additionally, our studies present a basis to explore 
experimental therapies to encourage neutralization of stressed, non-senescent cells during early stages of 
relevant disease contexts or even before disease onset. Similarly, our studies on stresses due to 
perturbations in the cell cycle machinery that cause aneuploidy and tumor development, may be useful in 
developing novel avenues to stabilize chromosomal instability. While many questions remain on aneuploidy 
and its physiological consequences, we elucidate how perturbation in specific cell cycle regulators can 
cause aneuploidy and/or tumor or progeroid phenotypes in mice. Importantly, we identify the FOXM1 N-
terminus as an anti-aneuploidy agent that protects against tumor development. Hence, our studies provide 
proof-of-principle that stabilizing CIN is a viable anti-cancer strategy that could be leveraged for treatment 
of a variety of tumors. 
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Nederlandse samenvatting 
 

Chronische cellulaire schade en stress zijn sterk betrokken bij het optreden van ziekte. Vanwege de 
variëteit en complexiteit van stress en stress responsen blijft het echter onduidelijk hoe dit cellen en 
organismen beïnvloedt. Dit proefschrift richt zich op twee belangrijke aspecten van ziekte-gerelateerde 
chronische stress, namelijk cellulaire veroudering alsmede de rol van chromosoominstabiliteit, en in het 
bijzonder aneuploïdie in de ontwikkeling van kanker. Daarbij streeft dit proefschrift zowel bij te dragen 
middels nieuwe inzichten over de moleculaire handtekening alsmede de fysiologische gevolgen van stress.  

 

Het eerste deel van dit proefschrift (hoofdstuk 2-6) richt zich op cellulaire veroudering en zijn specifieke 
eigenschappen ten gevolge van veroudering of ziekte in organismen. Daarnaast bekijkt het ook het effect 
van cellulaire stress aan het einde van de cel zijn levensduur ten gevolge van DNA schade en hyperactieve 
oncogenenen.  

Hoofdstuk 5 richt zich in het bijzonder op de ontdekking van een nieuw gen dat zowel epigenetisch 
als transcriptioneel geactiveerd kan worden in verouderings-geïnduceerde stress in vitro en in vivo. Dit gen, 
genaamd P21 in staat is een bioactief secretoom te vormen door aan Retinoblasoma eiwit (RB) te binden. 
Dit RB-gebonden secretoom, ook wel P21-geactiveerd secretorisch fenotype (PASP) genoemd, zorgt 
vervolgens voor activatie van het immuunrespons (in het bijzonder macrofagen) en uiteindelijk voor 
doelgerichte cel-uitschakeling door T-lymfocyten. P21 bezit tezamen met zijn niet-cel-autonome functie dus 
over de mogelijkheid om gestreste en verouderde cellen onder immunosurveillance plaatsen. P21 heeft 
hierdoor de mogelijkheid om de celcyclus en voortplanting van gestreste, mogelijke pre-neoplastische, 
cellen te voorkomen, en stimuleert daarnaast het immuun gemedieerde klaringsmechanismen om 
gestreste en verouderde cellen te neutraliseren. Het remmen van cellulaire veroudering heeft het laatste 
decennia in toenemende mate aandacht gekregen, in het bijzonder als potentieel therapeutisch doelwit 
voor ziektes zoals Morbus Alzheimer, atherosclerose, osteoartritis, leverziekten en nog vele andere. Deze 
studie presenteert niet alleen nieuwe therapeutische mogelijkheden om immuun gemedieerde cel 
verwijdering van oude en gestreste cellen te vergemakkelijken, maar toont ook aan dat voorzichtigheid is 
geboden van het toepassen van bestaande senomorfe strategieën (modulatie van eigenschappen van 
verouderde cellen) die aangrijpen op het secretoom van verouderde cellen. 

 

Het tweede deel van dit proefschrift richt zich op de moleculaire en fysiologische gevolgen van de 
aneuploïdie-veroorzaakte stressoren ten gevolge van verstoring van de cel-cyclus. In hoofdstuk 6,7 en 8, 
presenteren wij verscheidende moleculaire technieken en experimentele muismodellen om de 
fysiologische betekenis van BUBR1, CCNE1 en FOXM1 op aneuploïdie en tumorgenesis te ontcijferen.  

In hoofdstuk 6 hebben we effect van allelmutatie van BUBR1 (BUB1B) op de ontwikkeling van type 
en ernst van kanker bestudeerd. Het blijkt dat alleen eiwitniveau van BUBR1 niet bepalend is voor de ernst 
van het fenotype, maar dat ook de soort BUB1B allel mutatie op belangrijke wijze cellulaire en fysiologische 
fenotypes beïnvloedt, zoals mate van aneuploïdie, type chromosoom-segregatiefouten, karakteristieken 
van verouderde cellen, tumorgroei, levensduur en gezonde levensduur. Deze resultaten helpen bij het 
verklaren van de fenotypische heterogeniteit van patiënten met mozaïek-bonte aneuploïdie (MVA), een 
zeldzaam menselijk syndroom veroorzaakt door genetische verstoringen in BUB1B, CEP57 of TRIP13.  

In hoofdstuk 7 hebben we onthuld dat overexpressie van CCNE1 een veelvoud aan cellulaire 
fenotypes veroorzaakt, waaronder aneuploïdie, en dat het betrokken is bij de ontwikkeling van levertumoren 
in muizen. Overexpressie van CCNE1 blijkt in vitro de timing van de celcyclus te verstoren, en leidt tot DNA-
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schade, chromosoom-missegregatie en aneuploïdie. Chromosoom-segregatiefouten en aneuploïdie 
werden ook gedetecteerd in sommige, maar niet alle, weefsels van muizen met CCNE1-overexpressie. 
CCNE-1 overexpressie leidt tot toename van aneuplöide cellen in lever, long en nieren, waarbij de lever 
ook hogere niveaus van oxidatieve stress, P53-activering en veranderingen in het immuunsysteem 
vertoonde die gezamenlijk de ontwikkeling van hepatocellulair carcinoom (HCC) kunnen veroorzaken. Dit 
is van bijzonder belang gezien virale infecties (zoals hepatitus-B en adenogeassocieerd virus type 2) 
kunnen leiden tot virus-integratie nabij de CCNE1-locus om op deze manier bij te dragen tot tumorgroei. 
We concluderen dan ook dat overexpressie van CCNE1 de aneuploïdie en de ontwikkeling van 
levertumoren stimuleert.  

Hoofdstuk 8 beschrijft het mechanisme waarmee FOXM1 beschermt tegen chromosoom 
missegregatie, aneuploïdie en tumorontwikkeling in muizen. Foxm1-deficiënte muizen vertonen verhoogde 
aneuploïdie en spontane tumorontwikkeling en zijn vatbaar voor toegenomen oncogen-gemedieerde long- 
of colon/dunne-intestinale tumorvorming. Op moleculair niveau blijkt FOXM1 belangrijk in bescherming van 
mitose en beschermt het tegen aneuploïdie. Foxm1-mutante cellen vertonen toegenomen aneuploïdie en 
chromosomale instabiliteit (CIN) ten gevolge van centrosoombewegingsdefecten, asymmetrische spindels 
en chromosoomsegregatiefouten. FOXM1 beschermt tegen deze fenotypes door binding van ECT2, dat 
leidt tot beperkte RhoA-signalering. Verminderding of afwezigheid van FOXM1-niveaus resulteert in 
toegenomen RhoA-signalering met hypernucleatie van corticaal actine tijdens mitose en daardoor 
asymmetrische spilvorming en aneuploïdie. Intrigerend genoeg blijkt de N-terminus het bepalende deel van 
FOXM1 is in ECT2-remming: overexpressie van de FOXM1 N-terminus normaliseert niet alleen 
chromosoommisegregatie en aneuploïdie in cellen en weefsels van Foxm1-deficiënte muizen, maar 
reduceert dit ook in cellen en weefsels van Foxm1-wildtype-muizen in het MMTV-PyVT-long- en 
borsttumormodel. Dit suggereert dat in FOXM1 N-terminus een mogelijk nieuwe en breed toepasbare 
antikanker peptide schuilt om mitotische betrouwbaarheid te bevorderen en aneuploïdie te stabiliseren.  

 

Al met al benadrukt dit proefschrift de complexiteit van stressreacties en het daaruit voortvloeiende 
lot van cellen. Vele stressoren kunnen cellulaire veroudering veroorzaken, met zowel gunstige als nadelige 
gevolgen voor weefsels en organen, afhankelijk van stressfactor, celtype en spatio-temporele factoren. Dit 
proefschrift biedt nieuwe inzichten in de interactie mechanismen tussen immuuncellen en gestreste en 
verouderde cellen. Onze studies over P21 suggereren dat cellen al in de vroege stadia van stressreacties 
hun intrinsieke functies van cellen aanpassen (zoals inductie van celcyclusstop) om cellulaire transformatie 
tegen te gaan, maar dat ze daarnaast ook niet-autonome mechanismen van cellen activeren om 
immuuncellen te alarmeren. De rol van P21 in celcycluscontrole en immunosurveillance zou daarom 
kunnen worden gebruikt om veilige, nieuwe senomorfe en senotherapeutische strategieën te ontwikkelen. 
Dergelijke wegen zouden kunnen helpen bij het neutraliseren van schadelijke verouderde cellen of in 
leeftijd-gemedieerde ziekte. Daarnaast bieden onze studies een basis om experimentele therapieën te 
onderzoeken om de neutralisatie van gestreste, niet-verouderde cellen aan te moedigen tijdens vroege 
stadia van ziekte of zelfs vóór het begin van de ziekte. Evenzo kunnen onze onderzoeken naar aneuploïdie 
en tumorontwikkeling die het gevolg zijn van verstoring in de celcyclusmachine, nuttig zijn bij het 
ontwikkelen van nieuwe manieren om chromosomale instabiliteit te stabiliseren. Hoewel er nog veel vragen 
zijn over aneuploïdie en de fysiologische gevolgen ervan, leggen we in dit proefschrift uit hoe verstoring in 
specifieke celcyclusregelaars aneuploïdie en/of tumor- of progeroïde fenotypes bij muizen kan 
veroorzaken. Belangrijk is dat we de FOXM1 N-terminus identificeren als een anti-aneuploïdie middel dat 
beschermt tegen tumorontwikkeling. Daarom leveren onze studies het bewijs van het principe dat het 
stabiliseren van CIN een levensvatbare antikankerstrategie is die kan worden gebruikt voor de behandeling 
van een verscheidenheid aan tumoren.  
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