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NEDERLANDSE SAMENVATTING

Borstkanker is de meest voorkomende maligniteit onder vrouwen in de Westerse
wereld en is tevens een van de grootste veroorzakers van kankergerelateerde sterfte ',
De behandeling van borstkanker omvat een multidisciplinaire aanpak, bestaande uit
chirurgie, radiotherapie, en systemische therapie zoals chemotherapie, endocriene
therapie en immunotherapie.

Ruim een decennium geleden werden de zogeheten ‘Hallmarks of Cancer’ gepre-
senteerd. Hannahan en Weinberg suggereerden dat lichaamscellen zes biologisch
verschillende eigenschappen moeten verkrijgen om maligne te ontaarden . Deze veel-
besproken eigenschappen zijn: 1. Autonomie voor groeisignalen, 2. Ongevoeligheid
voor groei-remmende signalen, 3. Invasieve groei en metastasering, 4. Immortaliteit, 5.
Aanhoudende vaatnieuwvorming, en 6. Ongevoeligheid voor geprogrammeerde cel-
dood (apoptose). Recent werden daar twee eigenschappen aan toegevoegd: 7. Re-
programmering van het energiemetabolisme en 8. De mogelijkheid tot ontsnappen aan
herkenning door het immuunsysteem °.

In de huidige klinische setting wordt de keuze voor type operatie en aanvullende be-
handeling grotendeels bepaald door de tumorstadiéring en klassieke tumor- en patiént-
karakteristieken. Echter, klassieke prognostische factoren zoals leeftijd, tumorgrootte,
lymfeklierstatus, histologische graad, hormoonreceptorstatus en Human Epidermal
growth factor Receptor 2 (HER-2) overexpressie resulteren niet in optimale behandeling
van borstkankerpatiénten ®. Tevens moeten de bijwerkingen van adjuvante systemische
therapieén niet onderschat worden. Op basis van deze informatie is het zeer aannemelijk
dat de huidige tumorstadiéring kan resulteren in zowel onderbehandeling als overbe-
handeling van borstkankerpatiénten.

Prognostische factoren informeren omtrent de verwachte klinische uitkomst ten tijde
van de diagnose, waarbij eventuele aanvullende behandeling buiten beschouwing
wordt gelaten. Predictieve factoren doen een uitspraak over de verwachte reactie op
een therapeutische modaliteit ®. Zowel prognostische als predictieve factoren dienen
als leidraad voor klinische beslissingen omtrent behandeling van borstkankerpatiénten.
Om over- en onderbehandeling zoveel mogelijk te beperken is het van cruciaal belang
dat er nieuwe, meer nauwkeurige prognostische en predictieve factoren onderzocht en
geimplementeerd worden in de huidige klinische setting.

Leeftijd is voor het grootste deel van de Westerse vrouwen de grootste risicofactor voor
het verkrijgen van borstkanker. Bijna de helft van de borstkankerpatiénten is 65 jaar of
ouder ten tijde van de diagnose '. Verwacht wordt dat deze groep in de komende decen-
nia verder in omvang zal toenemen door de vergrijzing. Oudere borstkankerpatiénten
vormen een heterogene populatie met een andere tumorbiologie en metabolisme dan
de jongere borstkankerpatiénten. Daarbij is er bij de oudere populatie tevens sprake van
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een grote diversiteit aan comorbiditeiten en vitaliteit °'?, hetgeen besluitvorming rond
de behandeling van borstkanker in deze patiéntengroep verder bemoeilijkt. Ondanks
de hoge incidentie van borstkanker en borstkanker-gerelateerde sterfte in de oudere
populatie, is de huidige kennis omtrent de relatie veroudering en oncogenese, en de op-
timale oncologische behandeling voor de oudere borstkankerpatiént, nog onvoldoende.
De huidige richtlijnen voor de behandeling van borstkanker zijn grotendeels gebaseerd
op onderzoek dat verricht is in relatief jonge of fitte oudere patiénten '*'. Dit maakt dat
de huidige behandelrichtlijnen van ouderen met borstkanker niet evidence-based zijn
en dat de uitdaging in deze specifieke borstkankerpopulatie ligt in het voorspellen van
wie zal sterven met borstkanker en wie zal sterven door borstkanker. Op basis van deze
informatie kan er een weloverwogen besluit genomen worden over wie er op hogere
leeftijd nog baat heeft bij agressieve borstkankerbehandeling.

Het doel van dit proefschrift is vierledig. In Deel I wordt de prognostische waarde van
de moleculaire differentiatie van de tumor, de immunogeniciteit, en de aanhoudende
proliferatieve activiteit en ongevoeligheid voor apoptose onderzocht. Deel Il bestudeert
de prognostische en predictieve waarde van HER-2 en de insulinegroeifactorreceptor-1
(IGF1R) in relatie tot een gerichte behandeling. In Deel Il wordt het effect van verouder-
ing op tumorontwikkeling en de functionele status van de patiént bestudeerd. Tot slot
wordt in Deel IV het gebruik van predictieve en prognostische biomarkers in de kliniek
bestudeerd. Het nut hiervan en de introductie van een op de patiént toegespitste be-
handeling wordt ook in dit deel besproken. Het overkoepelend doel van dit proefschrift
is het verbeteren van risicostratificatie van de (oudere) borstkankerpatiént met daar-
opvolgend de identificatie van de individuele behandelingswinst, waarbij de introductie
van gepersonaliseerde therapie in de oudere borstkankerpopulatie zijn intreding krijgt.

DEEL I: PROGNOSTISCHE BIOMARKERS IN MAMMACARCINOOM

Met behulp van biomarkers, die betrokken zijn bij de maligne ontaarding van borstcel-
len en tumorprogressie, kan een voorspelling gedaan worden over de prognose van een
patiént na primaire tumorbehandeling. Om dit te onderzoeken hebben we biomarkers
geselecteerd die behoren tot de, zoals hierboven reeds beschreven, ‘Hallmarks of Cancer.

In hoofdstuk 2 hebben we de prognostische waarde van biomarkers die gerelateerd
zijn aan apoptose en proliferatie onderzocht. Een verschuiving van de balans tussen
deze twee cellulaire processen kan bijdragen aan het ontstaan en onderhoud van
tumorgroei *. Eerdere studies laten tegenstrijdige resultaten zien wanneer gekeken
wordt naar de prognostische waarde van apoptose en/of proliferatie in borstkanker %",
Tumorgroei wordt gekarakteriseerd door de verhouding tussen cellulaire proliferatie en
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celdood. Op basis hiervan testen wij in hoofdstuk 2 de hypothese dat de balans tussen
deze twee processen een meer nauwkeurige indicatie geeft van tumoragressiviteit dan
wanneer er naar de processen afzonderlijk gekeken wordt *. In 488 stadium I-lll mamma-
carcinoompatiénten werd de mate van apoptose en proliferatie onderzocht door middel
van immunohistochemische kleuringen voor expressie van respectievelijk p53, actief
caspase-3 en Ki67. Deze studie liet zien dat de patiénten met tumoren waarbij er sprake
was van een sterke mate van proliferatie en apoptose de slechtste overleving hadden.
Bij combinatie van alle drie de onderzochte markers (Ki67, actief caspase-3 en p53) in
een zogeheten apoptotisch-proliferatief tumorsubtype, was er sprake van een signifi-
cante associatie met overleving en tumorrecidief, waarbij patiénten met hoge mate van
proliferatie en apoptose in de tumor, gecombineerd met een gemuteerde p53 status, de
slechtste uitkomst hadden. Interessant was echter dat bij separate analyses naar tumor-
stadium bleek dat de prognostisch voorspellende waarde van het apoptose-proliferatie
tumorsubtype alleen significant bleef in de stadium | mammacarcinoompatiénten. Dit is
met name relevant omdat door de toegenomen bewustwording van borstkanker in de
maatschappij, en door het bevolkingsonderzoek, er een verschuiving heeft opgetreden
naar de detectie van tumoren in een zeer vroeg stadium ', Klinische introductie van
het hierboven beschreven model zou kunnen leiden tot de identificatie van de vroeg
stadium mammacarcinoompatiénten met een ongunstig apoptose-proliferatie tumor-
profiel, met een groter klinisch risico waarbij agressieve antitumor behandeling op zijn
plaats zou kunnen zijn.

In hoofdstuk 3, 4 en 5 hebben we de prognostische waarde van belangrijke biomark-
ers, gerelateerd aan de interacties die er plaatsvinden tussen de borstkankercel en
het immuunsysteem onderzocht. In de afgelopen jaren heeft zich bewijs opgestapeld
waaruit blijkt dat het immuunsysteem in staat is om tumorontwikkeling en progressie
te controleren en te manipuleren '°. Daarentegen is ook beschreven dat tumoren, door
hun intrinsiek genetisch instabiele karakter, eigenschappen kunnen ontwikkelen om te
ontsnappen aan dergelijke immuunherkenning en daaropvolgende eliminatie *. Eén
van de factoren betrokken bij deze continue wisselwerking is Humane-Leukocyte-Antigen
(HLA) klasse I. HLA klasse | bestaat uit 3 typen (A, B en C), welke tumor-geassocieerde-
antigenen kunnen presenteren op het celmembraan van maligne cellen, waardoor
Cytotoxische-T-Lymfocyten (CTL) geactiveerd worden en de tumorcellen opgeruimd
worden. Om aan deze immuunherkenning te ontsnappen kunnen maligne cellen hun
HLA klasse | downreguleren *'. Tumorcellen kunnen, naast verminderde expressie van
HLA klasse | moleculen op het celmembraan, HLA-G tot expressie brengen. HLA-G komt
zelden voor in gezonde weefsels, maar vertoont wel expressie in tumoren **, HLA-E is
daarentegen welaanwezigin verscheidene gezonde weefsels en correleert met expressie

|23

van HLA klasse | ©°. Onderzoek heeft aangetoond dat tumorexpressie van HLA-E en HLA-

G ervoor zorgt dat Natural-Killer (NK) cellen niet geactiveerd kunnen worden, waardoor
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tumorcellen ook langs deze weg kunnen ontsnappen aan het immuunsysteem *?*, Tot
slot kunnen regulatoire-T-cellen (Treg) in de tumoromgeving een immunosuppressief
effect uitvoeren op de CTL "°.

Gezien eerdere studies de complexiteit en het belang hebben aangetoond van de
interacties tussen het immuunsysteem en de borstkankercel, werd in hoofdstuk 3 een
samengestelde biomarker gecreéerd, genaamd ‘tumorimmuuunsubtype; op basis van
bovenstaande essentiéle markers *>*’. Voor 293 borstkankerpatiénten in het training-
scohort en 219 borstkankerpatiénten uit het validatie-cohort werd er een statistisch
significante associatie gezien met zowel relatieve overleving als borstkanker recidief.
Patiénten met tumoren die werden beschouwd als laag immunogeen hadden een slech-
tere klinische uitkomst in vergelijking met patiénten waar de tumoren als gemiddeld of
hoog immunogeen werden beschouwd. Hoog immunogene tumoren werden geidenti-
ficeerd als tumoren met ‘HLA klasse | expressie op het celmembraan en CTL positiviteit,
zonder Treg infiltratie in de tumor’ of ‘verlies van HLA klasse |, gecombineerd met verlies
van HLA-E en HLA-G waardoor de NK cellen geactiveerd worden, zonder immunosup-
pressieve Treg infiltratie. Gemiddelde immunogene tumoren werden gekarakteriseerd
door ‘HLA klasse | expressie, zonder CTL aanwezigheid of de aanwezigheid van immu-
nosuppressieve Tregs. Tenslotte werden laag immuun-vatbare tumoren omschreven
als ‘tumoren waarbij er verlies van HLA klasse | is opgetreden, gecombineerd met het
verlies van NK cellen, al dan niet op basis van verhoogde HLA-E en HLA-G expressie
of de aanwezigheid van Tregs' Concluderend kan er gesteld worden dat in bovensta-
ande studie de complexiteit en veelzijdige wisselwerking tussen het immuunsysteem
enerzijds en de tumorcellen anderzijds aangetoond is. De resultaten van dit onderzoek
benadrukken nogmaals het grote belang van de interactie tussen het immuunsysteem
en de kankercel met betrekking tot prognosticatie en eventueel hierop gebaseerde of
hiermee interfererende adjuvante behandeling.

In hoofdstuk 4 hebben we de prognostische waarde van dezelfde biomarkers als in
hoofdstuk 3 onderzocht, waarbij er onderscheid werd gemaakt tussen invasief ductaal
carcinoom (IDC) en invasief lobulair carcinoom (ILC). Er is voldoende bewijs dat ILC, in
vergelijking met IDC, andere eigenschappen bezit. Zo zijn ILC tumoren vaak groter, vaker
hormoonreceptor-positief en hebben ze vaak een minder agressief beloop ***°. Echter,
tot op heden wordt er in de klinische setting weinig onderscheid gemaakt tussen IDC
en ILC. Het doel van deze studie was daarom ook het vergelijken van de relevantie van
de tumorimmuunsubtypes in de twee meest voorkomende histologische borsttumor
soorten: IDC en ILC. Tevens werden de moleculaire intrinsieke borstkankersubtypes
(Luminal A en B, Basal-like en ERBB2) en de mate van apoptose-proliferatie (zoals bes-
chreven in hoofdstuk 2) onderzocht. Er werd aangetoond dat de prognostische waarde
van zowel de tumorimmuunsubtypes, de moleculaire intrinsieke borstkankersubtypes,
als ook de apoptose-proliferatie tumorsubtypes alleen gelden voor de IDC, en niet van
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toepassing zijn op ILC. Verder bleek uit ons onderzoek dat de reeds beschreven tumor-
immuunprofielen alleen van toepassing zijn op de Luminal A tumortypes. Deze uitkomst
strookt met het feit dat Luminal A tumoren ook het grootste deel uitmaken van de IDC.
Op basis van deze uitkomsten kan echter niet gesteld worden dat moleculaire subtypes
en histologische borstkankersubtypes identiek zijn. Hoewel frequent gelijk behandeld,
is er voldoende bewijs om aan te nemen dat IDC en ILC twee verschillende entiteiten
zijn. Om de borstkankerpatiént in de toekomst van de meeste optimale therapie te
voorzien is het van cruciaal belang dat er onderscheid wordt gemaakt tussen deze twee
histologisch verschillende borstkankertypes. Toekomstig onderzoek zal zich moeten
richten op de therapeutische sensitiviteitsverschillen tussen IDC en ILC, waarbij naast
klassieke tumorkarakteristieken ook rekening gehouden moet worden met de immuun-
en moleculair gerelateerde eigenschappen van een tumor.

Doordat eerder onderzoek mogelijk een immuunmodulatoir effect van endocriene

30 werden in hoofdstuk 5 de tumorimmuunkarakteristieken

behandeling liet zien
bestudeerd in relatie tot klinische uitkomst in een groot, hormoonreceptor positief
borstkankercohort, welke met twee verschillende endocriene behandelarmen behan-
deld zijn (TEAM studie). Patiénten van de TEAM studie werden behandeld met eenmaal
daags exemestane 25mg gedurende vijf jaar of sequentiéle therapie, bestaande uit
eenmaal daags tamoxifen 20mg gedurende twee en een half jaar gevolgd door eenmaal
daags exemestane 25mg gedurende twee en een half jaar *'. Uit eerder onderzoek is
gebleken dat tamoxifen een immuun-shift teweegbrengt, waarbij de cellulaire immu-
niteit (T-helper 1) omgezet wordt in humorale immuniteit (T-helper 2) ** wat tevens een
verklaring zou kunnen zijn voor het geobserveerde verschil in behandeleffect tussen
aromataseremmers en tamoxifen ***?, Onze resultaten lieten alleen bij patiénten in de
sequentiéle behandelarm een significante associatie zien tussen een hoge mate van
FoxP3+ en overleving. Dit resultaat werd tevens ondersteund door een significante
interactie tussen FoxP3+ infiltratie en endocriene therapie. Door de kenmerken van de
patiénten van de TEAM studie (post-menopausaal: gaat gepaard met een functionele
toename van ontstekingsparameters; en hormoonreceptor-positiviteit: waardoor ho-
gere oestrogeenconcentraties in en om de tumor aanwezig zijn, welke leidt tot meer
verlies van ontstekingsremmende Adenosine (ADO)), wordt er een voorkeur uitgespro-
ken voor zogeheten ‘Natural Tregs' (in tegenstelling tot de ‘geinduceerde Tregs, welke
de antitumorimmuunmodaulatie beinvioeden), welke zorgdragen voor onderdrukking
van het ontstekingsproces rondom de tumor en hiermee de carcinogenese vertra-
gen ¥, Het ontbreken van deze associatie in de exemestane behandelde patiénten
kan verklaard worden door het verlies van het hoge gehalte van oestrogeen in en om
de tumor. Een vergelijkbaar resultaat werd gezien voor de tumorimmuunsubtypes (laag,
gemiddeld en hoog immuun-gevoelige tumoren) in relatie met de twee endocriene
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behandelarmen. Gedacht wordt dat ook hier Tregs een belangrijke rol spelen in het
verlies van prognostische waarde in de exemestane behandelde patiéntengroep. Reeds
werd aangetoond dat met exemestane behandeling er een significante toename van
de CD8+/Treg ratio optreedt bij patiénten die goed reageren op aromatase remmende
behandeling, en daarnaast werd er ook een afname van FoxP3+ cellen gezien na ex-
emestane behandeling ***’. Voorgesteld wordt dat verlies van zeer prognostische Treg
cellen leidt tot het gelijktrekken van de klinische uitkomsten van de drie (laag, gemid-
deld, hoog) tumorimmuunsubtypes onder exemestane behandeling. Tot de tijd dat dit
bewezen wordt, kan er gespeculeerd worden over het grote belang van Treg cellen bij de
inhibitie van tumorontwikkeling in de postmenopauzale, hormoonreceptor-positieve
borstkankerpatiént.

Hoofdstuk 6 van dit proefschrift beschrijft de prognostische waarde van de moleculair
intrinsieke borstkankersubtypes in de oudere borstkankerpatiént. De afgelopen jaren
heeft de identificatie van de moleculair intrinsieke borstkankersubtypes aangetoond
dat borstkanker een heterogene ziekte is met een variatie in de respons op adjuvante
systemische behandeling. Daarom is het, zeker in deze oudere borstkankerpopulatie,
waar een groot deel van de tumoren hormoonreceptor positief is, met vaak een lage
proliferatiegraad, van grote waarde om het prognostische effect van de moleculaire
borstkankersubtypes te bepalen.

Er zijn vier veelvoorkomende moleculaire borstkankersubtypes beschreven; Lumi-
nal A en B: grotendeels hormoonreceptor positief en met een indolent karakter ***;
De basal-like tumoren: triple negatieve tumoren, gecombineerd met expressie van
genen betrokken bij de basale epitheliale laag, zoals Cytokeratine 5 en 6; en tot slot de
ERBB2 tumorsubtypes, welke veel overeenkomsten tonen met de basal-like subtypes,
maar waarbij er hoge mate van HER-2 expressie op de tumor aanwezig is. Deze laatste
twee moleculaire tumorsubtypes hebben een agressiever karakter met ongunstige
prognose **. In deze studie werden, vanwege het gebrek aan in situ hybridisatie en het
feit dat de oudere borstkankerpatiénten geen significant verschil in klinische uitkomst
toonden in vergelijking met patiénten met HER-2 scores 0 en 1+ (hoofdstuk 8), alle HER-
2 2+ tumoren als HER-2 negatief beschouwd.

Eerder onderzoek toonde aan dat moleculaire borstkankersubtypes, in vergelijking
met de jongere populatie een ander distributiepatroon had in de oudere borstkanker-
populatie *, en dat de prognostisch voorspellende waarde verloren ging. Echter, gezien
de kleine aantallen patiénten van 65 jaar of ouder in voorgaande studie, welke result-
eerde in een klein discriminatief vermogen, waren wij van mening dat het herhalen van
deze studie in een grote oudere borstkankerpopulatie van toegevoegde waarde zou
zijn.

Resultaten van onze studie toonden aan dat de verdeling van moleculaire subtypes
wel van significante prognostische waarde was in de oudere (=65jaar) borstkanker-
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populatie. Zoals verwacht, lieten onze data een hogere mate van ziekte terugkeer zien
in de ERBB2 en de basal-like moleculaire tumorsubtypes. Tevens werd er een slechtere
relatieve overleving gezien voor alle moleculaire borstkankersubtypes wanneer deze
vergeleken werd met de Luminal A subtypes. In vergelijking met de jongere borstkanker-
populatie toonde onze oudere borstkankerpopulatie een hogere prevalentie van de
indolente Luminal A tumoren en een lage prevalentie van de agressievere moleculaire
tumorsubtypes *'. Deze observatie is overeenkomstig met de vaak genoemde mildere
tumorkarakteristieken op oudere leeftijd.

Dit is de eerste studie, uitgevoerd in een omvangrijk ouder borstkankercohort,
welke de significante prognostische waarde van de moleculaire borsttumorsubtypes
aantoont, waarbij er rekening wordt gehouden met het grote risico van concurrerende
doodsoorzaken. Derhalve ondersteunt deze studie het gebruik van de moleculaire borst-
kankersubtypes in de oudere borstkankerpatiént voor prognosticatie en therapiekeuze.
Echter, juist in deze oudere borstkankergroep moet het belang van de functionele status
en de persoonlijke behandelwens niet bedolven raken onder het moleculaire geweld
van de moderne diagnostiek.

DEEL I1: PREDICTIEVE BIOMARKERS IN MAMMACARCINOOM EN GERICHTE
BEHANDELING

Signalering via de Insulin-like Growth Factor type 1 Receptor (IGF1R) speelt een belangrijke
rol in de ontwikkeling van vele soorten tumoren, inclusief borstkanker ***, Aangetoond
is dat IGF1R expressie gecorreleerd is aan de mate van oestrogeenreceptor expressie *,
en dat 17B-Estradiol, hoewel in de mindere mate dan IGF1, zorg kan dragen voor ac-
tivatie van de IGF1R, welke op zijn beurt leidt tot activatie van de Mitogen-Activated
Protein Kinase (MAPK) **°, Deze data leidde tot de hypothese dat patiénten, behandeld
met aromataseremmers, door de complete blokkade van oestrogeenproductie deze ad-
ditionele tumor-groei-stimulerende-pathway verliezen. Daarbij zou metformine, reeds
bekend om het verlagen van de plasma insuline- en insuline groeifactor-concentratie
door het verhogen van de insulinesensitiviteit /, van additionele therapeutische waarde
zijn bij borstkankerbehandeling door de verminderde IGF1 binding op de IGF1R ***,
In hoofdstuk 7 van dit proefschrift, voerden we een substudy analyse uit bij 2.446
Nederlandse patiénten van het TEAM-cohort. Deze studie onderzocht het klinische
effect van exemestane en metformine behandeling op de mate van IGF1R expressie
van de borsttumor in een hormoonreceptor positief borstkankercohort. Resultaten
van deze studie toonden, in vergelijking met sequentieel behandelde patiénten, een
significante verbetering van de ziektevrije overleving aan voor patiénten die behandeld
waren met exemestane monotherapie waarbij de tumoren een hoge mate van IGF1R tot
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expressie brachten. Er werd geen associatie gezien voor patiénten van wie de tumoren
een lage expressie hadden van IGF1R. Het additionele gebruik van metformine, naast
exemestane behandeling, resulteerde in een verdere verbetering van de ziektevrije
overleving en overall overleving in patiénten waarvan de tumoren een hoge mate van
IGF1R tot expressie brachten. Deze interessante bevindingen staan in schril contrast
met de hoofdbevindingen van de TEAM studie, waarbij er geen verschil gezien werd
in overall survival, breast cancer specific survival of disease free survival tussen de twee
behandelarmen *'. Een mogelijke verklaringen voor onze bevinding is het toenemend
bewijs voor de mogelijkheid van oestrogeen om, naast de binding en activatie van
de klassieke oestrogeenreceptoren, tevens de capaciteit te bezitten om IGF1R te fos-
foryleren en activeren *. Onze resultaten, namelijk de sterke interactie tussen de mate
van IGF1R expressie op het tumoroppervlak en de effectiviteit van exemestane, doen
vermoeden dat het effect grotendeels afhankelijk is van de afgenomen oestrogeenpro-
ductie, waardoor de hierboven besproken oestrogeen geinduceerde activatie van de
IGF1R verstoord wordt. Deze hypothese wordt ook ondersteund door de observatie dat
patiénten met hoge mate van IGF1R expressie op hun tumoroppervlak, maar behandeld
werden met tamoxifen, geen klinisch voordeel hadden. Dit laatste berust waarschijnlijk
op het feit dat zij nog circulerend oestrogeen hebben, welke de IGF1R kan activeren en
zo de groei van borstkanker kan stimuleren. Een tweede hypothese-onderbouwende
observatie is het feit dat er geen klinisch voordeel gezien werd voor patiénten behan-
deld met exemestane waarbij de tumoren een lage mate van IGF1R expressie toonden.
Dit laatste zou kunnen berusten op het feit dat de oestrogeen geinduceerde groeistimu-
latie van IGF1R te klein is in deze tumoren. Daarnaast stellen we voor dat het additieve
effect van metformine behandeling geinduceerd wordt door de directe verlaging van
de IGF concentratie. Patiénten met hoge IGF1R expressie op het tumoroppervlak, die
behandeld zijn met zowel exemestane als metformine, hebben een dubbele blokkade
van de ER-IGF1R crosstalk, welke resulteert in een betere klinische uitkomst. Voor de
alledaagse kliniek betekent dit dat door het stratificeren van de patiénten op basis van
de IGF1R tumorexpressie, we patiéntsubgroepen kunnen identificeren die veel voordeel
kunnen hebben van gecombineerde therapie. Deze bevinding is een ondersteuning van
de hedendaagse trend waarbij individualisering van de behandeling, met als doel de
klinische uitkomst te verbeteren, centraal staat in de heterogene borstkankerpopulatie.
Tenslotte is dit een uitkomst, gezien het grote risico op chemotherapie toxiciteit, die
van groot belang zou kunnen zijn voor de oudere borstkankerpatiént ', Daarnaast
zijn ongeveer 80% van de tumoren in de oudere borstkankerpopulatie hormoonre-
ceptorpositief, welke louter met endocriene therapie behandeld worden *°. Gezien
borstkankersterfte toeneemt met de leeftijd, wat toegeschreven kan worden aan zowel
onder- als overbehandeling °', zijn nieuwe behandelstrategieén, bij voorkeur met een
laag toxiciteitsprofiel zoals metformine, zeer gerechtvaardigd.
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In hoofdstuk 8 werd het potentiéle herstel van de klinische interesse voor anti-HER-2
therapie in de oudere borstkankerpatiénten onderzocht. Het is reeds bekend dat HER-2
overexpressie geassocieerd is met een agressiever tumor fenotype *%, met als gevolg
een slechtere klinische uitkomst ****, Behandeling van HER-2 overexpressie op de tumor
verbeterd de klinische uitkomst in zowel lymfeklier negatieve als lymfeklier positieve

borstkanker *>*°

. Aberrante activatie van de Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/
AKT pathway door PIK3CA mutaties, welke vaak voorkomt in combinatie met HER-2
overexpressie, resulteert ook in tumorgroei >, en verkleint de mate van response op
HER-2-gerichte therapieén ***°. Een bekende tekortkoming van het huidige klinische
onderzoek naar de waarde van de biologische tumormarkers is dat het grootste deel
van de studies uitgevoerd wordt in een relatief jonge borstkankerpopulatie, wat
extrapolatie naar de oudere borstkankerpatiént bemoeilijkt. De hoge incidentie van
cardiale bijwerkingen van anti-HER-2 behandeling leidt tot de vaak voorkomende angst
voor het voorschrijven van anti-HER-2 behandeling in de oudere borstkankerpatiént.
Echter, tot op heden is er geen wetenschappelijk bewijs voor het achterwege laten van
de anti-HER-2 behandeling in deze specifieke borstkankersubgroep. Gezien het gebrek
aan wetenschappelijke onderbouwing en het gebrek aan klinische richtlijnen, zijn wij
van mening dat onderzocht moet worden of de huidige non-evidence based behandel-
ingsstrategieén met betrekking tot HER-2, bevestigt of weerlegt moeten worden.

Onze studie, bestaande uit 1.698 borstkankerpatiénten van 65 jaar of ouder (FOCUS
cohort), toonde aan dat 5-jaar na diagnose, patiénten met een HER-2 score van 3+ een
significant hoger risico hadden op ziekteterugkeer en een slechtere 10-jaars relatieve
overleving hadden in vergelijking met HER-2 negatieve patiénten, zelfs als er rekening
werd gehouden met een grotere kans op sterfte gezien de oudere leeftijd. Interessant
genoeg, bleek dat patiénten met HER-2 2+ tumoren geen hoger risico hadden op ziekte
terugkeer dan borstkanker patiénten zonder HER-2 overexpressie. PIK3CA mutaties
waren niet van prognostische waarde in deze specifieke borstkankerpopulatie.

Bovenstaand resultaat impliceert dat oudere patiénten met HER-2 3+ tumoren
mogelijk wel baat zouden hebben bij anti-HER-2 behandeling. Bovendien heeft recent
onderzoek bewezen dat de vaak ernstig gevreesde, hoofdzakelijk cardiale bijwerkingen
van anti-HER-2 behandeling in de praktijk minder ernstig en minder vaak voorkomen
dan voorheen gedacht werd ®°'. In de huidige medische setting wordt anti-HER-2
behandeling vaak achterwege gelaten bij de oudere borstkankerpatiént vanwege de
gevreesde bijwerkingen en de vaak reeds beperkte levensverwachting. Echter, gezien
de uitkomst van deze studie zou er gesuggereerd kunnen worden dat anti-HER-2
behandeling wel degelijk van meerwaarde zou kunnen zijn in de fitte, oudere borst-
kankerpatiénten. Daarnaast zou (dubbele) HER-2 blokkade in oudere patiénten, met een
slechtere klinische conditie, of met een sterke voorkeur om chemotherapie achterwege
te laten, een waardevolle optie kunnen zijn. Eén van de kenmerken van de oudere
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kankerpatiénten is de heterogeniteit binnen dezelfde chronologische leeftijd. Onder
de huidige omstandigheden zal, indien er geen verschil gemaakt wordt tussen fitte
en zwakke(re) oudere patiénten, de zorg voor deze fitte populatie tekortschieten, met
uiteindelijk oneerlijke overlevingskansen. Toekomstig onderzoek moet gaan uitwijzen
of het haalbaar is om een effectieve anti-HER-2 behandeling met minimale toxiciteit
voor de oudere borstkankerpatiénten te bewerkstelligen.

DEEL I1l: VEROUDERING IN DE BORSTKANKERPATIENT

Van alle factoren die bijdragen aan de oncogenese brengt veroudering het grootste
risico met zich mee ®. De multi-hit, ook wel de hypothese van Knudson genoemd,
beweert dat kanker vaker voorkomt op oudere leeftijd omdat er tijd nodig is om ge-
netische mutaties op te lopen en cellen over de mutagene drempel heen te duwen ©.
Echter, wat bovenstaande hypothese niet kan verklaren is waarom het risico op kanker
fors verlaagd blijkt bij patiénten die zich aan een caloriebeperkt dieet houden en veel
aan lichamelijke beweging doen *. Tijdens de veroudering wordt er een afname van de
nucleair gelokaliseerde nicotinamide adenine dinucleotide (NAD") gezien, wat result-
eert in een afname van Sirtuin 1 (SIRT1) activiteit in de celkern waardoor Von Hippel-
Lindau (VHL) afneemt en hypoxia-inducible factor-1a (HIF-1a) zich stabiliseert **. Deze
door leeftijd geinduceerde stabilisatie van HIF-1a resulteert in een pseudo-hypoxische
cel-staat, welke verstoring van de oxidatieve fosforylering (OXPHOS) als gevolg heeft,
en hiermee een zogeheten Warburg-effect veroorzaakt. De hieropvolgende toename
van reactieve zuurstofradicalen (ROS) resulteren in een mutageen milieu met als gevolg
carcinogenese. Bovenstaande bevindingen zouden een verklaring kunnen zijn voor
het exponentieel toegenomen risico op kanker op oudere leeftijd ***°. Deze leeftijd
gedreven metabole achteruitgang als een belangrijke oorzaak van tumorgenese wordt
ook wel “geroncogenese” genoemd.

Hoewel hypoxie toxisch is voor een cel, kunnen kankercellen zich aanpassen door
middel van genetische modificatie en hiermee de overleving en proliferatietendens
beinvloeden onder deze stressvolle omstandigheden. Een reeds bekend cellulair ad-
aptatie mechanisme in geval van (pseudo) hypoxie in de weefsels is opregulatie van
HIF-1. Bij (pseudo)hypoxie, bindt HIF-1 zich aan zogeheten hypoxie-respons elementen
(HREs), welke op hun beurt de expressie van verscheidene hypoxische respons genen
beinvloeden ¢. Bekende HIF-1 target genen zijn betrokken bij celproliferatie, angiogen-
ese, inflammatie, metabolisme, apoptose, immortalisatie en migratie **®, In hoofdstuk
9 laten we, in vergelijking met normaal borstweefsel, een toename zien van de HIF-1a
MRNA expressie en zijn target genen in het borstkankerweefsel. Deze observatie gold
echter alleen voor patiénten van 65 jaar of ouder, ongeacht de overeenkomsten op het
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gebied van pathologisch tumorstadium, tumorgraad en tumormorfologie tussen de
leeftijdsgroepen (<65jr of =65jr). Opvallend was dat voor de jongere patiéntengroep
wel dezelfde trend te zien was voor de mate van expressie van HIF-1a en de beschreven
targets als voor de oudere borstkankerpopulatie. Dit doet vermoeden dat HIF-1a en bi-
jbehorende targets waarschijnlijk wel een rol spelen bij de tumorgenese van de jongere
borstkankerpatiént maar dat deze van minder belang zijn dan in de patiéntengroep
van 65 jaar of ouder. Een mogelijke verklaring hiervoor werd beschreven door Gomes
et al. In deze publicatie wordt gepleit voor een zogenaamde ‘priming’ van de gezonde
cellen op oudere leeftijd met als resultaat hoge mate van expressie van HIF-1a door de
zogeheten leeftijd-geinduceerde HIF-1a stabilisatie door de pseudo-hypoxische staat ®°.
Tumorontwikkeling, bekend vanwege de hoge mate van HIF-1a expressie %, in een
milieu met reeds verhoogde HIF-1a waarden, resulteert in een exponentiéle toename
van HIF-1a in de tumor. Voorgesteld wordt dat deze significant verhoogde mate van
HIF-1a expressie in de borsttumoren van de oudere patiénten een belangrijke rol speelt
in het agressievere, en minder therapiegevoelige karakter van de mammatumor van de
oudere patiént *'. Therapeutische blokkade van HIF, door middel van antisense HIF-1a”°,
of opregulatie van het VHL gen ”', zou kunnen leiden tot een afname van de tumorgroei
middels verstoring van de neovascularisatie en metabole reprogrammering, met als
doel de klinische uitkomst verbeteren. Indien succesvol, zou dit een veelbelovende
nieuwe farmacologische behandeltechniek zijn welke, gezien de resultaten van onze
studie, van groot belang zou zijn voor de oudere borstkankerpatiént.

Bovengenoemde metabole verandering waarbij oxidatieve fosforylering wordt ver-
vangen door aerobe glycolyse is grotendeels afhankelijk van het glycolytisch enzyme
pyruvate kinase (PK) 2. Gezonde lichaamscellen brengen overwegend de pyruvate
kinase M1 isoform (PKM1) tot expressie, terwijl tumorcellen hoofdzakelijk de M2 isoform
(PKM2) tot expressie brengen.

PKM2 katalyseert de laatste stap van de glycolyse en reprogrammeert de glycoly-
tische flux wat van groot belang is voor prolifererende cellen 2. Het laatste decennium
trekt PKM2 steeds meer de aandacht als veelbelovende therapeutische target voor
kankerbehandeling, en zou het tevens ook een prominente rol kunnen aannemen in
anti-verouderingsbehandeling.

In hoofdstuk 10 onderzochten we het verschil in de mate van expressie van HIF-1a
en de geassocieerde target genen, waaronder PKM1 en 2, in patiénten tussen de 65 en
80 jaar en patiénten van ouder dan 80 jaar, in zowel gezond borstweefsel als tumor-
weefsel. Daarnaast onderzochten we of de mate van expressie, oftewel metabole repro-
grammering, geassocieerd is met klinische kenmerken van veroudering en uitkomst.
Onze resultaten toonden aan dat HIF1-a significant hoger tot expressie komt in het
normale borstweefsel van de oudere patiént, en dat de mate van HIF1-a expressie in
het normale borstweefsel geassocieerd is met een hogere tumorgraad in de patiént.
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Verder was PKM2 significant geassocieerd met surrogaatmarkers voor functionaliteit
zoals polyfarmacie en moeite met lopen, waarbij hoge mate van PKM2 expressie in het
normale borstweefsel vaker geassocieerd is met slechte functionele uitkomsten, met
een potentieel negatief effect op overleving.

Bovenstaande bevindingen ondersteunen de hypothese dat ontregeling van de
HIF1-a metabole pathway, leidend tot een toename van ROS, een belangrijke rol speelt
bij de hoge kankerincidentie van de oudere populatie.

Daarentegen toonde onze studie aan dat hoge mate van PKM2 eiwitexpressie in de
borsttumoren geassocieerd was met een significant betere ziektevrije overleving en
werd er een statische trend gezien voor minder ziekteterugkeer dan in patiénten met
weinig PKM2 eiwitexpressie in de tumor. Deze uitkomst komt overeen met de resultaten
van een eerdere studie, waarbij aangetoond werd dat activatie van PKM2 het oncogene
metabolisme in vitro veranderde welke leidde tot vertraagde xenograft tumorgroei .
Een mogelijke verklaring hiervoor is het tekort aan precursors voor de synthese van
bouwblokken, begunstigd door dimerisch PKM2, noodzakelijk in hoog proliferatieve
cellulaire omstandigheden. Activatie van PKM2 in tetramere vorm leidt tot inhibitie van

de cellulaire proliferatie 7*7*

, welke resulteertin minder kankerontwikkeling en -versprei-
ding. Op basis van bovenstaande bevindingen pleiten sommigen voor PKM2-activatie
als een veelbelovende adjuvante behandelingsmodaliteit. Echter, de aanwezigheid van
PKM2, en de rol die het vervult in het verouderingsproces moet niet onderschat worden
en zou de antikanker therapeutische effectiviteit kunnen verstoren.

Er zal meer onderzoek moeten geschieden om de precieze rol, functie en bijdrage van
HIF1-a en PKM2 op het verouderingsproces en de mogelijke invloed op tumorigenese
te achterhalen.

Als metabole verandering inderdaad een belangrijke ‘driver’ blijkt van veroudering en
geroncogenese, zullen moleculen die metabole veroudering voorkomen, afremmen of
terugdraaien een belangrijke rol gaan innemen in anti-veroudering en anti-kankerbe-
handeling. Veelbelovende ontwikkelingen hebben reeds plaatsgevonden met betrek-
king tot HIF1-a inhibitors, SIRT activators, en zowel PKM2 inhiberende, waarbij hnRNPA1,
hnRNPA2 en PTB getarget worden, als PKM2 activerende behandeling *”’. Op basis van
de huidige kennis is het aannemelijk dat behandeling welke leidt tot vertragen of terug-
draaien van veroudering en leeftijd gerelateerde aandoeningen zoals kanker, een snelle
ontwikkeling zal doormaken, met grote klinische consequenties in de komende jaren.

DEEL IV: GEPERSONALISEERDE KANKERBEHANDELING

Hedendaagse classificatie middels de TNM-stadiéring, waarbij rekening gehouden
wordt met de tumor (T), de betrokken lymfeklieren (N), en de metastasering op afstand
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(M), blijkt geen ideaal handvat te zijn voor clinici om een behandelingsstrategie te bep-
alen. Om deze reden is het van groot belang om additionele biomarkers te onderzoeken
die de huidige tumorstadiéring kunnen verbeteren. Met de introductie van de aanvul-
lende biomarkers naast de huidige tumorstadiéring zou de prognose van een patiént
beter kunnen worden ingeschat en kan de multidisciplinair bepaalde behandeling per
individu worden geoptimaliseerd. Het uiteindelijke doel is om voor deze gepersonali-
seerde benadering de moleculaire, (epi)genetische en klinische tumoreigenschappen
met patiéntkarakteristieken te integreren, om zo betere preventieve, diagnostische en
therapeutische methoden te ontwikkelen.

Eén van de ontwikkelingen die het afgelopen decennium een grote vliucht heeft
genomen is de zogeheten 'genome-wide-approach’. Hierbij worden RNA-expressie
profielen met prognostische en predictieve waarde per tumortype ontwikkeld. De twee
bekendste profielen, die reeds hun intrede op de diagnostische markt hebben gemaakt
zijn Oncotype DX (Genomic Health Inc., Redwood City, CA, USA) en de MammaPrint
(Agendia BV, Amsterdam, Nederland).

De laatste jaren heeft bovenstaande ontwikkeling een belangrijke voet aan de grond
gekregen voor de behandeling van mammacarcinoom en colorectaalcarcinoom.

Alhoewel de toegevoegde waarde van genotypering voor het bepalen van system-
ische therapie duidelijk lijkt, is de impact op chirurgisch vlak onduidelijk. In hoofdstuk
11 wordt de rol van genotypering in de chirurgische besluitvorming bediscussieerd.
Behoudens enkele afzonderlijke genetische mutaties die een directe invlioed hebben op
chirurgisch ingrijpen, zoals BRCA mutaties in borstkanker waarvoor een profylactische
bilaterale mastectomie wordt geadviseerd, is er tot op heden geen directe relatie tussen
genotypering en chirurgische besluitvorming. Indirect is er voor genotypering wel een
chirurgische besluitvormingsrol weggelegd. Zo kan het genotype van een preoperatief
biopt leiden tot een gerichte neo-adjuvante therapie, leidend tot optimale tumorre-
gressie, met als gevolg dat de timing en uitgebreidheid van de operatie kan worden
beinvloed. Indien door gerichte neo-adjuvante therapie complete remissie optreedt,
zou zelfs een ‘wait-and-see' benadering tot de mogelijkheden behoren. Om uitein-
delijk de veelbelovende gepersonaliseerde behandeling met behulp van biomarkers
en genotypering van kankerpatiénten te bereiken, moeten er nog belangrijke stappen
worden genomen. Ten eerste is het voor de ontwikkeling en validatie van biomarkers en
genotyperingsprofielen belangrijk om gestandaardiseerde methoden en vergelijkbare
pati€ntcohorten te gebruiken, waarmee de klinische integratie verbeterd kan worden.
Ten tweede is het, gezien de vergrijzing van onze populatie, niet onbelangrijk om het
fenotype van een patiént voor ogen te houden, waarbij zowel de comorbiditeiten als de
effecten van deze comorbiditeiten op de tumorontwikkeling en de behandeling moeten
worden meegewogen in het bepalen van de patiéntgerichte behandelingsstrategie. Ten
slotte is het van cruciaal belang dat alle medische specialisten die betrokken zijn bij
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de kankerbehandeling hun krachten bundelen in een multidisciplinair oncogeriatrisch-
front, waardoor iedere individuele patiént de meest efficiénte en draaglijke behandeling
krijgt en de kankerbehandeling naar een hoger niveau getild kan worden.
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