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Chapter 10

De introductie van dit proefschrift (hoofdstuk 1) geeft een overzicht van de epide-
miologie, de classificatie, het diagnostisch proces en de standaardbehandelingen van
longkanker. Heden ten dage blijft longkanker een veelvoorkomende ziekte met hoge
morbiditeit en mortaliteit'”. Ondanks de grote impact op de gezondheid van miljoenen
mensen wereldwijd, blijft de prognose voor patiénten met deze dodelijke ziekte somber
en is er weinig progressie op dit vlak, hetgeen duidelijk wordt uit de overlevingscijfers
van het niet-kleincellig longcarcinoom (NSCLC). In de afgelopen twee decennia is in
Nederland de vijfjaarsoverleving van NSCLC (onafhankelijk van het stadium of geslacht)
slechts met 2,6% toegenomen (van 14,8% tot 17,4%)* wat deels voortkomt uit het feit dat
op het moment van detectie van NSCLC de ziekte zich doorgaans in een vergevorderd
stadium bevindt*’. Naast het verbeteren van de primaire preventie en tijdige diagnose
van longkanker, richt het onderzoek in dit veld zich ook op het vinden van nieuwe en
alternatieve behandelvormen van longkanker, waarvan immunotherapie een belangrijk
en actueel voorbeeld is®.

Dit proefschrift gaat over twee belangrijke thema’s op het gebied van NSCLC. In deel
I van dit proefschrift wordt ingegaan op de implementatie en optimalisatie van endo-
echografie in het preoperatieve stadiéring algoritme van NSCLC. In deel Il van dit proef-
schrift wordt het potentieel van immunotherapie besproken, enerzijds als alternatieve
behandeling voor NSCLC en anderzijds als adjuvante behandeling gecombineerd met
standaardbehandelingen voor NSCLC.

DEEL I: ENDO-ECHOGRAFIE VAN LONGKANKER

Endoscopische echografie (EUS) is een procedure waarbij mediastinale structuren
in beeld worden gebracht door plaatsing van een lineaire echo-endoscoop in de
slokdarm’®. Sinds de introductie van deze techniek in de longgeneeskunde toonden
verschillende onderzoeken aan dat het gebruik van EUS bij patiénten met NSCLC niet
alleen een goede sensitiviteit en specificiteit heeft, maar ook leidt tot een sterke daling
van retrospectief onnodige thoractomieén en daarnaast gepaard ging met een laag

aantal complicaties®'?

. Wat deze studies echter kenmerkte was dat er veelal gekozen
werd voor een vaste onderzoeksopzet waarin voornamelijk gekozen werd voor inclusie
van geselecteerde patiénten op basis van vergrote en/of 18F-fluordeoxyglucose (FDG)
avide lymfeklieren op respectievelijk computertomografie (CT) scans en positron emis-
sie tomografie (PET) scans. In hoeverre implementatie van EUS de standaard klinische
praktijk van preoperatieve stadiéring van (niet-geselecteerde) NSCLC-patiénten zou
kunnen beinvloeden, was nog niet geheel bekend. Om deze vraag te beantwoorden
werd een retrospectief onderzoek uitgevoerd, waarvan de resultaten worden besproken

in hoofdstuk 2. In een groot cohort van opeenvolgende en niet-geselecteerde NSCLC-
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patiénten (n = 152) werd aangetoond dat door het gebruik van EUS in 39% van de
patiénten chirurgische procedures worden voorkomen. De sensitiviteit werd bepaald op
74%, de negatieve voorspellende waarde (NPV) op 73% en de diagnostische accuratesse
op 85%. Dit is lager dan verwacht vergeleken met een recente meta-analyse (gepoolde
sensitiviteit 83% en NPV 78%) en review (sensitiviteit van 89%)'>'. Dit kan gedeelte-
lijk worden toegeschreven aan het feit dat dit cohort relatief veel NSCLC-patiénten
bevat met kleine lymfeklieren op CT, terwijl bekend is dat EUS een lagere sensitiviteit
heeft voor deze patiéntengroep. Tevens heeft dit cohort een relatief lage prevalentie
van mediastinale metastasen, hetgeen op zichzelf al een negatief effect heeft op de
NPV, Toch zou de relatief lage sensitiviteit en NPV, die resulteren in een relatief hoog
percentage vals-negatieven, als een juiste reflectie moeten worden beschouwd van
het effect van EUS-FNA op de standaard klinische praktijk van preoperatieve stadiéring
van NSCLC-patiénten. Het feit dat bij patiénten die aanvullend een cervicale mediasti-
noscopie ondergingen, 6 van de 11 mediastinale metastasen (55%) werden gevonden
die werden gemist door EUS, pleit voor het verrichten van aanvullende chirurgische
stadiéring na EUS. Dit werd bevestigd door de verbeterde sensitiviteit (92%), NPV (85%)
en accuratesse (95%) bij patiénten bij wie zowel EUS als aanvullende mediastinoscopie
werd verricht.

De introductie van endobronchiale echografie (EBUS)", een procedure waarbij echo-
geleide aspiratie van hilaire, subcarinale en paratracheale lymfeklieren plaatsvindt,
was een belangrijke stap om het aantal EUS vals-negatieven te beperken. EBUS geeft
toegang tot pre- en paratracheale lymfklieren (station 2 en 4), die bij EUS moeilijk te
visualiseren zijn door lucht in de trachea, en is derhalve vergelijkbaar met mediastino-
scopie qua bereik van mediastinale lymfeknopen, en daarmee in theorie complementair
aan EUS. Dit is bevestigd in een recente meta-analyse waarin de combinatie van EUS en
EBUS een hogere sensitiviteit oplevert dan beide procedures apart'®. Een belangrijke
kwestie blijft de vraag in welke gevallen aanvullende chirurgische stadiéring is geindi-
ceerd. In hoofdstuk 3 werd hierop ingegaan door het rapporteren van een studie over
variabelen die EUS en EBUS vals-negatieven kunnen voorspellen. Door middel van een
logistische regressieanalyse van een groot retrospectief cohort (n = 775) werden drie
belangrijke voorspellers gevonden voor vals-negatieve uitkomsten van EUS, EBUS en
gecombineerde EUS/EBUS: centrale ligging van de longtumor, vergrote klieren op CT en
FDG-aviditeit van N2/N3 lymfeklierstations op PET-scans. Wanneer deze voorspellende
variabelen werden gecombineerd, konden verschillende subgroepen worden geidenti-
ficeerd met een lage voorspelde kans op een vals-negatieve uitslag. Deze predictoren
kunnen helpen bij het nemen van klinische beslissingen over wanneer aanvullende
chirurgische stadiéring is geindiceerd om het aantal onnodige thoracotomieén te re-
duceren.
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Chapter 10
DEEL 1l: IMMUNOTHERAPIE VAN LONGKANKER

Ter introductie van het tweede onderwerp van dit proefschrift, namelijk immunothera-
pie bij NSCLC, wordt in hoofdstuk 4 een overzicht gegeven van recent onderzoek op het
gebied van therapeutische peptide-vaccinatie. Er zijn vele klinische studies uitgevoerd
met peptide-vaccins ten behoeve van de behandeling van kankerpatiénten, hoewel het
aantal studies specifiek gericht op NSCLC patiénten beperkt is. Verscheidene fase I/Il
klinische trials zijn erin geslaagd om een vaccin-specifieke immuunrespons bij kanker-
patiénten te induceren, maar slechts weinig studies konden daadwerkelijk een klinisch
effect bewerkstelligen en een duidelijk verband tussen het klinische behandeleffect
en de vaccin-geinduceerde immuunrespons kon zelden worden gelegd. Verschillende
verklaringen voor deze bevindingen worden besproken, zoals de overvloed aan vroege
fase klinische studies uitgevoerd in uitbehandelde kankerpatiénten, tezamen met on-
voldoende kennis van de algemene immunocompetentie van deze patiénten. Een wel-
licht onderschat aspect is het negatieve effect van de tumor micro-omgeving, één van

de “hallmarks of cancer”™

, op immunologische parameters en klinische resultaten van
therapeutische vaccinatie van NSCLC. Dit blijkt uit het feit dat klinische studies zelden, of
helemaal niet, therapeutische vaccins gecombineerd hebben met interventies gericht
op depletie van tumor-geassocieerde macrofagen (TAM), myeloide suppressor cellen
(MDSC) of regulerende T-cellen (Tregs). Twee recente reviews bespreken mogelijkheden
om de tumor micro-omgeving als een doelwit voor kankertherapie te benutten®?',

In hoofdstuk 5 wordt de prognostische impact van tumor infiltratie door CD8+
T-cellen onderzocht in het geval van expressie van klassieke en niet-klassieke HLA-
moleculen. Tumor-infiltratie door CD8+ T-cellen bleek te correleren met klassieke
HLA-klasse | expressie, en een positief effect op de overleving (overall survival, OS) werd
aangetoond voor tumoren met een hoge aanwezigheid van CD8+ T-cellen tezamen met
hoge expressie van klassieke HLA klasse | moleculen (HLA-A en HLA-BC). Een hoge aan-
wezigheid van CD8+ T-cellen in de tumor bleek op zichzelf te zijn geassocieerd met een
verbeterde OS, maar dit effect verdween wanneer tumoren een hoge expressie blekken
te hebben van het niet-klassieke molecuul HLA-E welke in 70% van de tumoren in deze
studie tot expressie kwam.

Een ander opmerkelijk aspect van de reviewstudie beschreven in hoofdstuk 4 is dat
tussen 2011 en 2013 slechts één studie werd gepubliceerd waarin NSCLC-patiénten
werden behandeld met een peptide-vaccin gecombineerd met een conventionele be-
handeling tegen kanker?, en sinds 2014 kwamen daar slechts enkele studies bij**?. Dit
kan te maken hebben met de schaarste aan studies die rapporteren over het effect van
standaard NSCLC-therapieén op het menselijk immuunsysteem, hetgeen opmerkelijk is
aangezien kennis over dit onderwerp van cruciaal belang is wanneer wordt overwogen
om actieve T-cel gemedieerde immunotherapie te combineren met standaard NSCLC
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therapieén. In hoofdstuk 6 wordt op dit onderwerp ingegaan door middel van een
studie met laat stadium NSCLC-patiénten waarin het effect van conventionele doublet
chemotherapie en chemoradiatie op het immuunsysteem in kaart wordt gebracht. Daar
waar chemotherapie geen duidelijke functioneel effect had op antigeen-presenterende
cellen (APC) en T-cellen, alsmede op de samenstelling van immuuncellen in het bloed,
was dit wel het geval voor radiotherapie waarbij er een negatief effect werd waargeno-
men ten aanzien van APC en T-cel functie hetgeen samenging met een persisterende
daling in lymfoide cellen. Deze bevindingen zijn strijdig met bevindingen in diermodel-
len en in vitro studies waar voornamelijk positieve effecten van radiotherapie op het
immuunsysteem zijn beschreven®. Echter, de meeste preklinische studies hebben de ef-
fecten van radiotherapie ten aanzien van het immuunsysteem onderzocht onder andere
omstandigheden waarbijvoornamelijk het effect van een enkele hoge dosis straling werd
gemeten. Dit in tegenstelling tot onze klinische studie waar patiénten werden bestraald
met multipele fracties van lage stralingsdoses, waarvan bekend is dat dit een beduidend
ander effect heeft op genexpressie profielen”?®, Het lijkt erop dat een aanpassing van
de dosis en aantal stralingsfracties moet worden overwogen om een synergistisch effect
te bereiken met immunotherapie. In dit licht is het interessant dat stereotactische ra-
diotherapie, dat wordt gebruikt in vroeg stadium NSCLC-patiénten en waarbij een hoge
stralingsdosis wordt toegediend in enkele fracties, inmiddels ook (in studie-verband)
wordt toegepast bij stadium Il en IV NSCLC patiénten®. Toekomstige studies zijn nodig
om de vraag te beantwoorden of het klinisch effect van succesvolle immunotherapieén
zoals PD-1/PD-L1 blokkerende antilichamen (nu voornamelijk gebruikt in laat stadium
NSCLC-patiénten) kan worden versterkt in combinatie met radiotherapie (en zo ja, wat
dan de optimale dosis zou moeten zijn).

Een ander belangrijk aspect op het gebied van immunotherapie van NSCLC is de
identificatie van nieuwe tumor antigenen®**'. Een voorbeeld van een dergelijk tumoran-
tigeen is XAGE-1b, dat behoort tot de zogenaamde “cancer-testis” antigenen en dat bij
NSCLC voornamelijk tot expressie komt in het subtype adenocarcinoom. Een studie van
XAGE-1b specifieke lokale en systemische immuunresponsen bij patiénten met adeno-
carcinoom wordt beschreven in Hoofdstuk 7. XAGE-1b-specifieke T-cellen werden
gevonden in de primaire tumor of drainerende lymfeknopen van 10% van de patiénten,
en een XAGE-1b specifieke humorale respons was aanwezig in 7,5% van de patiénten.
Alle patiénten waarin XAGE-1b specifieke antilichamen werden aangetoond, bleken ook
circulerende XAGE 1b-specifieke T-cellen (CD4+/ CD8+ T-cellen die zowel type | en Il
cytokines) in het bloed te hebben. Dit studiecohort is het eerste Europese cohort van
NSCLC-patiénten waarbij lokale en systemische XAGE-1b specifieke immuunresponsen
zijn aangetoond. Deze studie bevestigt de status van XAGE-1b als een nieuw, tumor-
specifiek en immunogeen antigeen. Deze preklinische data zijn gebruikt ten behoeve
van een klinische fase | studie waarvoor momenteel patiénten met laat stadium (sta-
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dium 11I/1V) NSCLC worden gerekruteerd voor behandeling met een synthetische lange
peptide vaccin gebaseerd op het XAGE-1b eiwit. Veiligheid en immunogeniciteit van dit
XAGE-1b vaccin zal worden onderzocht. Het studieprotocol en de eerste preliminaire
resultaten worden besproken in hoofdstuk 8.
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