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Nederlandse samenvatting

SAMENVATTING

Een van de meest unieke kenmerken van het afweersysteem bestaat uit het ver-
mogen om specifieke doelen te herkennen en deze eventueel te vernietigen. Er is
uitgebreide discussie of tumorcellen een doel vormen voor het afweersysteem en
vervolgens of het afweersysteem gebruikt kan worden om tumorcellen te vernieti-
gen. In dit proefschrift werd de interactie tussen het afweersysteem en dikkedarm- /
rectumkanker onderzocht met als uiteindelijk doel T-cel gemedieerde immuunthera-
pie van colorectale tumoren verder te ontwikkelen.

In hoofdstuk 2 werd de klinische impact van (verminderde) expressie van Humaan
Leukocyten Antigeen (HLA) klasse | onderzocht voor patiénten behandeld aan rec-
tumkanker. HLA klasse | moleculen presenteren antigenen aan cytotoxische T lymfo-
cyten (CTL). Hierdoor kunnen CTL, cellen herkennen die een bedreiging vormen voor
het lichaam om ze daarna eventueel vernietigen. Verminderde expressie van HLA
klasse | op tumorcellen maakt het mogelijk dat tumorcellen kunnen ontsnappen
aan de CTL. Eerdere studies toonden dat verminderde expressie, in het bijzonder
volledige afschakeling van HLA klasse | moleculen in dikkedarm- en rectumkanker
geassocieerd is met een betere overleving van de patiént. Echter, het lijkt erop
dat volledige afschakeling van HLA klasse | expressie in colorectale tumoren voor-
namelijk voorkomt in tumoren met een hoge graad van microsatellietinstabiliteit
(MSI-H). Patiénten met een MSI-H tumor zouden een betere overleving hebben t.o.v.
patiénten met een microsatellietstabiele (MSS) tumor. In eerdere studies naar het
prognostische effect van HLA klasse | afschakeling, werden patiéntcohorten gebruikt
welke bestonden uit patiénten geopereerd aan dikkedarm- of rectumkanker zonder
onderscheid te maken tussen MSS en MSI-H tumoren. Omdat in deze studies niet
gecorrigeerd werd voor de prognostische impact van microsatelliet-instabiliteit,
kunnen de statistische berekeningen dus tot een onzuivere schatting van het
overlevingsvoordeel van patiénten met HLA klasse | afgeschakelde tumoren heb-
ben geleidt. Zoals in hoofdstuk 2 wordt aangetoond, bestaan rectumtumoren bijna
geheel uit MSS tumoren. Onze resultaten tonen dat afschakeling van HLA klasse |
expressie in rectumtumoren is geassocieerd met onafhankelijk slechtere overleving
van rectumkankerpatiénten. Volledige afschakeling van HLA klasse | werd nauwelijks
teruggevonden in rectumtumoren. Deze resultaten suggereren dat afschakeling van
HLA klasse | een manier is voor tumorcellen om aan CTL-gemedieerde immuniteit te
ontsnappen.

In hoofdstuk 3 werd de infiltratie van natural-killer (NK) cellen in dikkedarm-
tumoren bestudeerd. De HLA klasse | negatieve tumorcellen kunnen een doelwit
voor NK cellen vormen omdat NK cellen in staat zijn om cellen met verminderde
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HLA klasse | te elimineren. Onze studie toonde aan dat er relatief weinig NK cellen
dikkedarmtumoren infiltreerden. Dit gold ook voor tumoren zonder HLA klasse |
expressie. NK cellen lijken dus geen rol te spelen in een tumor, maar hypothetisch
kunnen zij wel een rol spelen in het bestrijden van systemische uitzaaiingen van HLA
klasse | negatieve tumorcellen.

Effectieve antitumor T cel immuniteit vereist niet alleen presentatie van anti-
genen aan CTL, een andere voorwaarde is dat T cellen naar de tumor migreren en
contact maken met de tumorcellen. Migratie van leukocyten naar en in de tumor
is een gecompliceerd en slecht begrepen proces waarin chemokines een sleutelrol
vervullen. In hoofdstuk 4 werd gevonden dat lage expressie van een specifiek
chemokine: CXCL5, in een rat-tumormodel, resulteerde in snelle tumorgroei en
toename van het aantal van metastasen, terwijl in vitro geen verschil in o.a. del-
ingssnelheid werd gevonden tussen klonen met hoge of lage expressie van CXCL5.
Hoge expressie van CXCL5 bleek in twee verschillende cohorten van patiénten met
colorectale kanker geassocieerd te zijn met een betere prognose. Daarnaast werd
een positieve correlatie gevonden tussen expressie van CXCL5 en het aantal in de
tumor gelokaliseerde CD8* T cellen. Deze gegevens pleiten ervoor dat tumorcellen
zelf een belangrijke rol kunnen spelen in de migratie van immuuncellen en op deze
wijze de antitumorimmuunreactie beinvloeden.

In het laatste deel van het proefschrift wordt de versterking van de tumorspecifieke
T cel reactie m.b.v. vaccinatie tegen vooraf gedefinieerde antigenen beschreven.
Voor colorectale tumoren moet onderscheid worden gemaakt tussen MSI-H- en
MSS tumoren voor immuuntherapeutische doeleinden. MSI-H tumoren hebben
als unieke eigenschap dat zij vele nieuwe antigenen tot expressie brengen die als
lichaamsvreemd door het immuunsysteem kunnen worden gezien. De afweerreactie
tegen MSS tumoren berust veel meer op het herkennen van lichaamseigen antigenen
waarvoor het afweersysteem mogelijk tolerant is. Tot nu toe is T cel-gemedieerde
immuuntherapie geen standaardbehandeling voor colorectale kankerpatiénten.
Slechts in enkele subanalyses van studies zijn er aanwijzingen dat immuunthera-
peutische strategieén een klinische impact kunnen hebben voor colorectale kanker-
patiénten. Notabene de meeste van deze studies zijn uitgevoerd als fase | en/of fase
Il. Deze studies tonen wel aan dat vaccins goed in staat zijn een tegen het vaccin
gerichte afweerreactie te kunnen induceren.

In hoofdstuk 5 werd een methode beschreven om het afweeractiverende vermo-
gen van frameshiftgemuteerde eiwitten, zoals die voorkomen in MSI-H tumoren, te
voorspellen. MSI-H tumoren brengen, door mutaties in frameshifts, unieke tumor-
specifieke antigenen tot expressie die als lichaamsvreemd door het immuunsysteem
worden aangemerkt. Helaas is relatief weinig bekend over de capaciteit om een
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afweerreactie op te wekken voor de meeste van de frameshift gemuteerde eiwitten.
Wij ontwikkelden daarom een selectiemethode voor de identificatie van frameshift
gemuteerde eiwitten die van belang kunnen zijn voor immuuntherapeutische
doeleinden. Deze methode is gebaseerd op accumulatie van eiwitten en Major His-
tocompatibility Complex (MHC) klasse | presentatie. Onze gegevens tonen dat 8 van
de 15 frameshiftgemuteerde eiwitten onderzocht in onze studie, verder bestudeerd
moeten worden. In het bijzonder 4 antigenen die zeer sterk tot expressie komen
en goed gepresenteerd worden in MHC klasse |, lijken zeer relevant te zijn voor
immuuntherapie van kanker. Hoewel MSI-H tumoren slechts ongeveer 15% van alle
colorectale tumoren omvatten, zijn patiénten met een MSI-H tumor zeer interes-
sante vaccinatiekandidaten omdat: 1) een sterke effectieve afweerreactie wordt
verwacht na vaccinatie met lichaamsvreemde antigenen; 2) colorectale kanker
één van de meest voorkomende kankersoorten in de westerse wereld is; en 3) vele
families met genetische belasting voor het Lynchsyndroom, die bijna allemaal MSI-H
tumoren krijgen, zijn geidentificeerd. De laatstgenoemde groep zou profylactisch
gevaccineerd kunnen worden om uitgroei van MSI-H tumoren te voorkomen.

In hoofdstuk 6 werd van een p53 synthetische lange peptide (p53-SLP®) vaccin
de veiligheid en de capaciteit om een afweerreactie op te roepen onderzocht bij
patiénten behandeld aan gemetastaseerd colorectaal kanker. Het vaccin bleek veilig
en zeer immunogeen te zijn. Voornamelijk p53-specifieke CD4* T cellen werden
geactiveerd m.b.v. het vaccin. Het ontbreken van p53-specifieke CD8* T cellen, lijkt
resultaten van eerdere studies te bevestigen die suggereren dat het p53-specifieke
CD8* T cel repertoire ernstig verstoord is door tolerantie van het afweersysteem voor
lichaamseigen eiwitten. IFN-y producerende CD4* Th1 cellen spelen een belangrijke
rol in het codérdineren en ondersteunen van de lokale afweerreactie door CD8* CTL
en andere immuuncellen. Helaas blijkt de totale productie van cytokinen zoals IFN-y
door de p53-SLP® vaccin geactiveerde T cel populatie in onze studie erg klein te
zijn. In hoofdstuk 7 werd daarom bestudeerd of het combineren van p53-SLP® vac-
cin met Interferon-alfa (IFN-a) injecties tot een verbetering van de p53-specifieke
IFN-y productie kon leiden. Deze studie illustreert duidelijk dat toevoeging van een
adjuvans zoals IFN-a injectie aan een vaccin veilig is. Tevens bleek dat toevoeging
van IFN-a aan het p53-SLP® vaccin de IFN-y geassocieerde p53-specifieke T cel reactie
verbeterde.

TOT BESLUIT

Er is een duidelijke (toekomstige) rol voor tumorspecifieke T cel therapie in de
behandeling van colorectale kankerpatiénten. Dit proefschrift doet verslag over de
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relatie tussen het immuunsysteem en colorectale kanker op basis van zowel observa-
tionele - als interventiestudies. Het is niet waarschijnlijk dat alleen het gebruik van
vaccins voor de behandeling van colorectale kanker tot het gewenste klinische effect
zullen leiden. Meer waarschijnlijk is dat zij gecombineerd zullen moeten worden met
immuunmodulerende modaliteiten om een effectieve antitumorreactie in vivo te
genereren. Belangrijk hierbij zal zijn om de resultaten van observationele studies te
gebruiken voor het ontwerpen van nieuwe interventiestudies met uiteindelijk doel
de kracht van het immuunsysteem te controleren en in te zetten tegen colorectale

tumorcellen.
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