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NEDERLANDSE SAMENVATTING

Het uveamelanoom (UM) is een relatief zeldzame maligniteit die in tot 50% van de
patiénten een fatale afloop kent." Ondanks verbeteringen in de behandeling van
de primaire tumor in de afgelopen decennia zijn de overlevingskansen van UM
patiénten niet gestegen.” Effectieve behandeling van de primaire tumor voorkomt
mogelijkerwijs enkel uitzaaiingen van kleine tumoren, terwijl patiénten met grote
tumoren al ten tijde van de diagnose van de primaire tumor micro-uitzaaiingen
hebben (Hoofdstuk 1). Het feit dat de prognose van UM patiénten niet is
verbeterd ondanks goede behandeling van de primaire tumor impliceert dat de
overlevingskansen vooral kunnen stijgen door effectieve behandeling van
uitzaaiingen. De continue ontrafeling van de biologie van UM, met name door een
toegenomen begrip van de genetica en moleculaire mechanismen van UM, heeft
bijgedragen aan de ontdekking van nieuwe aangrijpingspunten voor behandeling
(“therapeutische targets”) en in de afgelopen jaren zijn verschillende nieuwe
klinische studies gestart. Het betrouwbaar kunnen bepalen van de prognose van
een patiént is daarom nog belangrijker geworden, omdat aan de meeste klinische
studies enkel hoog-risico patiénten mogen deelnemen. Accurate stratificatie van
patiénten op basis van hun risico op metastasen draagt bij aan een betere
evaluatie van nieuwe behandelingen.

Betrouwbare prognosticering is, naast het belang ervan voor klinische studies, ook
van belang voor het geruststellen van laag-risico patiénten en het bieden van de
mogelijkheid tot levensplanning aan patiénten met een hoog risico op metastasen.
Daarnaast maakt prognosticering het voor clinici mogelijk om de ‘follow-up’ en de
nazorg aan te passen aan het risico op uitzaaiingen: surveillance om uitzaaiingen
vroegtijdig te detecteren kan aangeboden worden aan hoog-risico patiénten,
terwijl kostbare en invasieve onderzoeken laag-risico patiénten bespaard kunnen
blijven. Verscheidene demografische, anatomische, histologische en genetische
parameters hebben bewezen prognostische waarde in UM. Vooral bepaalde
karakteristieke afwijkingen aan de chromosomen 1, 3, 6 en 8 zijn waardevolle
prognostische markers (Hoofdstuk 2). Verlies van chromosoom 1p, monosomie 3
en de aanwezigheid van extra kopieén van chromosoom 8q zijn geassocieerd met
een ongunstige prognose, terwijl een extra chromosoom 6p is gecorreleerd aan
een gunstige klinische uitkomst.>® Het gelijktijdig voorkomen van monosomie 3 en
een extra chromosoom 8q is gerelateerd aan een nog hoger risico op metastasen
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dan wanneer deze afwijkingen apart voorkomen.’

Het uveamelanoom kan op basis van gen expressie profiling (GEP) ingedeeld
worden in twee prognostische klassen: klasse 1 UM met een laag-risico op
uitzaaiingen en klasse 2 met een hoog-risico hierop.® GEP klassen corresponderen
sterk met de chromosoom 3 status.” De ontdekking van afwijkingen in de BAP1,
SF3B1, en EIF1AX genen heeft een nieuwe dimensie toegevoegd aan genetische

1012 |nactiverende mutaties in het BAP1 gen, gelokaliseerd

prognosticering in UM.
op chromosoom 3p, zijn geassocieerd met metastasering en komen zelden voor in
een UM dat niet uitzaait."” Het combineren van chromosoom aberraties en GEP
met genmutaties verfijnt de genetische prognosticering: disomie 3 tumoren met
een wild-type BAP1 gen hebben een 10-voudig lager risico op het ontwikkelen van
metastasen in geval van een gemuteerde E/IF1AX gen, terwijl SF3BI-mutante
disomie 3 tumoren zijn gerelateerd aan een toegenomen risico op metastasen op
de lange termijn.*>**

Kiembaanmutaties in BAP1 zijn beschreven in circa 20% van de familiaire gevallen
van UM en zijn geassocieerd met grote tumoren en tumoren die gelokaliseerd zijn
in het corpus ciliaire, welke kenmerken zijn geassocieerd met een slechte
prognose.'”*> Bovendien hebben patiénten met een kiembaanmutatie in BAP1
een hoger risico op andere maligniteiten zoals long adenocarcinoom,
niercelcarcinoom, meningeoom en maligne mesothelioom.™

Hoewel 80% van de patiénten die uiteindelijk metastasen ontwikkelen dat doet
binnen 10 jaar na behandeling van de primaire tumor, is er een substantiéle groep
UM patiénten die vele jaren na behandeling van de primaire tumor alsnog
metastasen ontwikkelt." Het moment waarop patiénten gediagnosticeerd worden
met klinische metastasen kan beinvioed worden door de effectiviteit van het
immuunsysteem in de controle van tumorgroei en verschillen in de agressiviteit
van metastaserende tumorcellen. In Hoofdstuk 3 bespreken we verschillen in
demografische karakteristieken en tumorkenmerken tussen patiénten die vroeg
(<drie jaar na enucleatie) overlijden ten gevolge van metastasen en patiénten die
in een later stadium (drie tot vijf jaar en meer dan 5 jaar na enucleatie) komen te
overlijden door gemetastaseerd UM. Daarnaast hebben we ‘competing risk
regression’ analyses uitgevoerd om te evalueren welke factoren van invloed zijn
op het risico op overlijden ten gevolge van UM metastasen in patiénten die meer
dan 5 jaar na behandeling van de primaire tumor nog in leven zijn. We bevestigen
dat patiénten die in een later stadium na enucleatie komen te overlijden vaker
van het vrouwelijk geslacht zijn en jonger ten tijde van de enucleatie dan
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patiénten die in het eerste drie jaar overlijden. Daarnaast hebben deze patiénten
vaker kleine tumoren, met een AJCC stage | klassificering en een spoelcel
morfologie. Monosomie 3 en extra chromosoom 8q werden respectievelijk in 57%
en 67% van de patiénten die later dan 5 jaar na behandeling overlijden door UM
metastasen gedetecteerd. In patiénten die binnen 3 tot 5 jaar na enucleatie
overleden waren deze getallen respectievelijk 68% en 71%, en in patiénten die in
de eerste 3 jaar na behandeling overleden respectievelijk 90% en 80%. Vrouwelijk
geslacht en extra chromosoom 8q waren de enige factoren die in patiénten die
langer dan 5 jaar overleven onafhankelijk waren geassocieerd met dood door
gemetastaseerd UM. Dit gegeven is met name relevant voor de counseling van
patiénten met indolente UM, zoals de GEP klasse 1 tumoren. Daarnaast is het
betrouwbaar identificeren van patiénten die laat overlijden van belang voor het
doelgericht aanbieden van adjuvante therapie, omdat vooral patiénten met
langzaam groeiende metastasen baat kunnen hebben bij deze therapie, in
tegenstelling tot patiénten die vroeg komen te overlijden ten gevolge van
agressieve metastasen. Toekomstige studies die de prognostische waarde van de
combinatie van chromosoom status of GEP en specifieke mutaties in genen zoals
SF3B1 en EIF1AX evalueren, kunnen bijdragen aan een verbeterde identificatie
van patiénten die een risico hebben om laat metastasen te ontwikkelen. Zoals
hierboven genoemd stratificeren deze mutaties het risico op metastasen in
patiénten met indolente UM.

Overlevingskansen worden echter niet alleen beinvloed door genetische factoren:
het combineren van verschillende typen parameters zou prognosticering in UM
kunnen verbeteren. Damato en co-auteurs hebben een multifactorieel algoritme
ontwikkeld dat gebaseerd op patiéntleeftijd, geslacht, tumorgrootte, histologische
kenmerken en chromosoom 3 status de prognose voor iedere patiént afzonderlijk
bepaalt."” '® Hoewel veel progressie is gemaakt in de genetische typering van UM
en vele genetische kenmerken met prognostische waarde zijn geidentificeerd,
moet de waarde van traditionele prognostische parameters zoals tumorgrootte
voor prognosticering niet genegeerd worden. Twee recente studies hebben
beschreven dat de tumor diameter prognostische informatie biedt die
onafhankelijk is van de GEP klassen." *° In verschillende artikelen is voorgesteld
dat de combinatie van het American Joint Comittee on Cancer (AJCC)
stageringssysteem, welke gebruik maakt van de Tumor-Node-Metastasis (TNM)
klassificering, en genetische kenmerken van UM kan resulteren in een betere

17,18, 21

risicovoorspelling. In 2014 hebben Bagger en co-auteurs in een cohort van
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153 Deense UM patiénten aangetoond dat AJCC stage Ill en chromosoom 3 en 8
aberraties onafhankelijke prognostische factoren zijn.”” In Hoofdstuk 4, hebben
we in een cohort van 522 UM patiénten (275 LUMC patiénten en 247 Deense
patiénten) het effect van de combinatie van de AJCC stagering en informatie over
de chromosoom 3 en 8q status op prognosticering onderzocht. We laten zien dat
de combinatie van deze gegevens een betere risicostratificatie biedt dan wanneer
deze gegevens afzonderlijk in beschouwing worden genomen. De prognostische
waarde van de AJCC stagering, dat een internationaal erkende en gevalideerde
methode voor prognosticering is, neemt toe wanneer informatie over de
chromosoom 3 en 8q status wordt toegevoegd aan het stageringssysteem.
Omgekeerd stratificeert de AJCC stagering het risico op overlijden in patiénten
met monosomie 3 en/of extra chromosoom 8q. Onze bevindingen kunnen
gebruikt worden om het AJCC stageringssysteem, dat in de afgelopen jaren steeds
verfijnder is geworden maar nog geen genetische informatie in ogenschouw
neemt, verder te verbeteren. Daarnaast bevestigt onze studie dat prognosticering
gebaseerd op genetica verbeterd kan worden door niet-genetische prognostische
markers te includeren, zoals voorgesteld in eerdere studies.’”* 0ok de
combinatie van AJCC stagering en GEP zou, zoals Kiveld en Kujala eerder
voorstelden, kunnen resulteren in een verfijndere prognosticering.”* Hoewel
wordt geclaimd dat GEP qua prognostische waarde superieur is aan

23,24

chromosoomafwijkingen, corresponderen de GEP klassen sterk met de

chromosoom aberraties en is aangetoond het combineren van informatie over

meerdere chromosoom alteraties resulteert in een accurate prognosticering.>”*

227 Dit komt deels voort uit de hoge kosten van mRNA expressie analyses; hierom
gebruiken veel oculair-oncologische centra chromosoom analyses voor
prognosticering in UM.

Aangezien de meeste UM heden ten dage worden bestraald, vroegen wij ons af
wat het effect van bestraling (radiotherapie) op chromosoom analyses in UM zou
zijn. In Hoofdstuk 5, hebben we het effect van eerdere bestraling op de
slagingskans van karyotypering en fluorescence in situ hybridization (FISH)
geanalyseerd en geévalueerd of bestraling vooraf aan de enucleatie leidt tot
specifieke chromosoomafwijkingen. We laten zien dat karyotypering en FISH
vaker mislukken in tumoren die eerder bestraald zijn. Karyotypering kon succesvol
uitgevoerd worden in 79% van de niet-bestraalde tumoren (primaire enucleaties)
terwijl het slagingspercentage slechts 25% was in eerder bestraalde tumoren
(secundaire enucleaties). FISH kon succesvol worden uitgevoerd in 83% van de
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primaire enucleaties en 49% van de eerder bestraalde enucleaties. De reden voor
secundaire enucleatie na eerdere bestraling leek van invloed te zijn op de
slagingskansen van karyotypering en FISH. Beide testen konden vaker succesvol
uitgevoerd worden in enucleaties vanwege een tumorrecidief dan in secundaire
enucleaties door het uitblijven van een therapeutisch effect van de bestraling of
als gevolg van aan de bestraling gerelateerde complicaties. De verschillen waren
echter niet significant, hoogstwaarschijnlijk door de te kleine groep patiénten die
we in deze specifieke analyse konden evalueren. We veronderstellen dat het hoge
slagingspercentage in secundaire enucleaties vanwege een tumorrecidief
gerelateerd is aan het feit dat het tumorrecidief niet is aangedaan door de
biologische effecten van de bestralingstherapie die kan resulteren in necrose en

fibrose.?® %

Onze bevinding dat chromosoomonderzoek moeilijker is bij
bestraalde tumoren ondersteunt het beleid om biopsieén voor genetisch
onderzoek af te nemen voordat tumoren bestraald worden. In overeenstemming
met onze resultaten hebben Horsman en collegae beschreven dat het
slagingspercentage van karyotypering slechts 58% was in bestraalde tumoren.*
Zoals aangetoond door verschillende studiegroepen zijn andere genetische testen
zoals CGH, MLPA, MSA en GEP wellicht succesvoller dan karyotypering en FISH in

bestraalde tumoren.?**

De andere studies zijn echter uitgevoerd in kleine
patiéntenpopulaties. Een andere intrigerende bevinding van onze studie was dat
in eerder bestraalde enucleaties een hogere frequentie van
chromosoomafwijkingen werd gezien en de karyotypes complexer waren. Dit
deed ons afvragen of resultaten van genetische testen verkregen na radiotherapie
wel representatief zijn voor de genetische status van de tumor vooraf aan de
bestraling. Overtuigend bewijs voor de betrouwbaarheid van genetische testen in
bestraalde tumoren ontbreekt en overeenkomstig met die constatering wordt het
gebruik van de DecisionDx-UM GEP test in bestraalde tumoren afgeraden door de
fabrikant van deze veelgebruikte GEP test.** Toekomstige studies die resultaten
van genetische testen voor en na radiotherapie evalueren in grote
patiéntenpopulaties met lange follow-up zijn nodig om de effecten van bestraling
op de betrouwbaarheid van genetische testen te kunnen bepalen.

Hoewel radiotherapie een effectieve oogsparende behandeling voor primair UM
is, is het in een deel van de patiénten niet succesvol. Dit kan komen doordat een
primair UM niet reageert op radiotherapie of er een tumorrecidief ontstaat na
initieel een goede reactie op de bestraling. Hoewel het bewijs niet eenduidig is, is
in verschillende studies gerapporteerd over een mogelijke associatie tussen
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chromosoom 3 status en GEP klassen en de mate van tumorregressie na

338 Omdat radiotherapie zijn therapeutische werking heeft door

radiotherapie.
het veroorzaken van DNA schade, waardoor tumorcellen stoppen te delen en in
apoptose gaan, veronderstellen wij dat DNA herstelmechanismen van invloed zijn
op de gevoeligheid van UM voor radiotherapie. DNA herstel is echter een
onderbelicht onderwerp binnen UM onderzoek en de rol van DNA
herstelmechanismen in de etiologie en progressie van UM is nog onbekend. Naast
een rol in de gevoeligheid van tumoren voor bestralingstherapie, kunnen
afwijkingen in DNA herstel eiwitten ook van invloed zijn op de ontwikkeling van

3940 Het gebrek aan kennis

tumoren en een mogelijke ‘target’ voor therapie zijn.
en inzicht over de rol van DNA herstelmechanismen in UM hindert de
ontwikkeling van dergelijke doelgerichte therapieén. In Hoofdstuk 6, beschrijven
we de resultaten van onze studie naar de expressie van genen betrokken bij DNA
herstel in UM. We veronderstellen dat deze genen significant verschillend tot
expressie komen tussen UM met een goede prognose en UM met een ongunstige
prognose. Om deze hypothese te testen hebben we op basis van de literatuur 121
genen die betrokken zijn bij DNA herstelmechanismen geidentificeerd. De
expressie van een groep van 44 genen, die in de Illumina gen expressie analyses
van 64 UM een acceptable variatie toonden (standaard deviatie > 0.3), werd
vergeleken tussen disomie 3 en monosomie 3 tumoren. Na validatie in 110
tumoren uit Genua en Parijs en in 80 tumoren van het ‘The Cancer Genome Atlas’
(TCGA) project, identificeerden we 4 genen die herhaaldelijk een significant
verschillende expressie toonden tussen UM met een goede en slechte prognose.
Een lage expressie van WDR48, XPC en BAP1 was geassocieerd met een
ongunstige klinische uitkomst, terwijl dit het geval was voor een hoge expressie
van PRKDC. Aangezien de WDR48, XPC en BAP1 genen gelokaliseerd zijn op
chromosoom 3p, welke vaak verloren gaat in UM met een slechte prognose,
vinden wij het aannemelijk dat ontoereikend DNA herstel een van de gevolgen
zou kunnen zijn van het verlies van een kopie van chromosoom 3. Inadequate
DNA herstelmechanismen zouden mogelijk kunnen bijdragen aan de opstapeling
van genmutaties en chromosoomafwijkingen die tumorgroei en maligne
ontaarding stimuleren. Het PRKDC gen ligt op chromosoom 8¢, wat frequent
geamplificeerd is in UM met een ongunstige prognose. Het is intrigerend dat het
DNA-PKcs eiwit, waar het PRKDC gen voor codeert, de migratie en metastasering
van tumorcellen in prostaatkanker lijkt te stimuleren en hoog tot expressie komt

41,42

in hepatocellulair carcinoom met een slechte prognose. Kotula en collegae
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hebben aangetoond dat DNA-PKcs de invasie en migratie van tumorcellen
bevordert.”® In onze studie resulteerde inhibitie van DNA-PKcs in een remming
van de groei in UM cellijnen. Daarnaast laten wij zien dat DNA-PKcs inhibitie de
expressie van SNAIL1, dat betrokken is bij invasie van UM cellen, remt.* Gezien
de metastasering-stimulerende functies van DNA-PKcs en de lokalisering op
chromosoom 8¢, is het aannemelijk dat dit eiwit een rol speelt in de
metastasering van UM en het zou daarom onderzocht moeten worden als een
mogelijke target voor therapie.

Epigenetica is een ander vakgebied dat recent uitgebreid onder de aandacht is
komen te staan in kankeronderzoek, maar waarover weinig bekend is in UM.
Epigenetica is de studie van erfelijke veranderingen die zijn ontstaan zonder
wijzigingen aan de nucleotide volgorde.* Epigenetische modificaties, meestal
door DNA methylatie en histon modificatie, resulteren in een verandering van de
expressie van genen. Er wordt steeds meer bewijs geleverd voor de relevantie van
epigenetica in de pathogenese van UM. Verschillende genen, zoals het RASSFl1a
tumorsuppressorgen op chromosoom 3p en het p/INK4a gen dat een rol speelt in
celcyclus regulatie, zijn door promotor DNA methylatie uitgeschakeld in UM.*® %
Recent is hypomethylatie van PRAME gerapporteerd.*® Het TCGA project heeft
aangetoond dat het methylatie patroon in UM is geassocieerd met de
chromosoom 3/BAP1 status.*® Naast promotor methylatie speelt histon
modificatie een rol in UM ontwikkeling en progressie. Het BAP1 gen, waarvan het
verlies in UM is geassocieerd met metastasering, codeert voor een deubiquitinase
dat histonen modificeert.” Verlies van BAP1 is gerelateerd aan hyperubiquitinatie
van histon 2A.*° Aangezien epigenetische regulatoren van belang blijken te zijn
voor de ontwikkeling en progressie van UM, vroegen wij ons af welke
epigenetische regulatoren een rol spelen in UM. In Hoofdstuk 7 hebben we de
expressie van 59 epigenetische regulatoren vergeleken tussen disomie 3 en
monosomie 3 tumoren. We vonden een algehele downregulatie van
epigenetische regulatoren in monosomie 3/GEP klasse 2 tumoren. Na analyses in
een validatie set vonden we een significant lagere expressie van de epigenetische
regulatorgenen KAT2B, HDAC11, KMT1C, KDM4B, KDM6B en BMI-1 in monosomie
3/GEP klasse 2 tumoren. In deze studie vonden we een lage expressie van
epigenetische regulatoren in UM met een ongunstige prognose en bevestigden
we de associatie van epigenetische dysregulatie met UM ontwikkeling en
progressie.
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CONCLUSIES EN TOEKOMSTPERSPECTIEVEN

De afgelopen decennia is veel vooruitgang geboekt in de prognosticering in UM.
Dit werd met name aangedreven door de ontdekking van genetische afwijkingen
met prognostische waarde. Eerst werden prognostisch relevante
chromosoomafwijkingen zoals monosomie 3, extra chromosoom 6p en extra
chromosoom 8¢ geidentificeerd. Dit werd gevolgd door de bevinding dat UM op
basis van het genexpressie profiel verdeeld kan worden in twee prognostische
klassen. Recent zijn mutaties in specifieke genen (BAP1, SF3B1, EIF1AX) ontdekt
die additionele stratificatie van de overlevingskansen mogelijk maken. Deze
ontdekkingen leiden niet alleen tot een betere prognosticering, maar resulteren
ook in een toegenomen begrip van de pathogenese van UM en hebben
bijgedragen aan de identificatie van nieuwe targets voor doelgerichte therapie.

In dit proefschrift hebben we onderzocht hoe we de genetische prognosticering in
UM kunnen verbeteren, geévalueerd wat het effect van voorafgaande
radiotherapie is op chromosoom testen en bekeken wat de relatie is van DNA
herstelgenen en epigenetische regulatoren en de prognose in UM. We tonen aan
dat monosomie 3, extra chromosoom 8q en histologische kenmerken die
karakteristiek zijn voor een hoge maligniteitsgraad minder vaak voorkomen in
tumoren van patiénten die meer dan 5 jaar na enucleatie overlijden ten gevolge
van UM metastasen en wij laten zien dat geslacht en chromosoom 8q status de
enige factoren zijn die meer dan 5 jaar na enucleatie onafhankelijk van invloed
zijn op de overlevingskansen. Deze bevinding is van belang voor de counseling van
patiénten met indolente UM, zoals bijvoorbeeld patiénten met een GEP klasse 1
tumor die vele jaren na de diagnose metastasen ontwikkelen. We bewijzen dat
het combineren van de AJCC stagering en informatie over de chromosoom 3 en 8q
status de prognostische waarde van beide prognostische systemen verhoogt. De
recent gepubliceerde 8°° editie van de AJCC stagering neemt genetische
informatie nog niet in beschouwing en zou, zoals aangetoond door onze studie,
verbeterd kunnen worden door in de volgende editie de anatomische stagering en
genetische informatie te combineren. Verder toont ons onderzoek aan dat,
ondanks toegenomen begrip van de genetica van UM, de conventionele manieren
van stagering additionele stratificatie mogelijk maken en samen met de genetica
in ogenschouw genomen moeten worden voor accuratere prognosticering in UM.
We leveren bewijs voor het nemen van biopsieén vooraf aan radiotherapie,
omdat chromosoom testen mogelijk vaker mislukken in bestraalde tumoren of
niet representatief zijn voor de primaire genetische status van de tumor. Studies
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die pre- en post-radiotherapie genetische testen evalueren in grote groepen
patiénten met lange follow-up zijn nodig om het gebruik van genetische testen in
bestraalde tumor samples te valideren.

Onze onderzoeken laten zien dat de expressie van bepaalde DNA herstelgenen en
epigenetische regulatoren is geassocieerd met prognose. Nieuwe studies dienen
uitgevoerd te worden om de rol van deze DNA herstelgenen en epigenetische
regulatoren in de pathogenese van UM te begrijpen en hun rol als mogelijke
target voor doelgerichte therapie te evalueren.
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