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De afgelopen jaren is er veel aandacht besteed aan de vroegtijdige opsporing en
behandeling van het coloncarcinoom. En niet onterecht. Dikkedarmkanker heeft
een belangrijke impact op de volksgezondheid met wereldwijd jaarlijks ruim 1 mil-
joen nieuwe patiénten bij wie de ziekte wordt vastgesteld (1, 2). Daarbij overlijden
er per jaar nog altijd meer dan een half miljoen mensen aan de gevolgen van deze
ziekte. De oorzaak van overlijden is vaak het gevolg van uitzaaiingen op afstand
(metastasen), zoals naar de lever (1).

Dankzij ontwikkelingen in de wetenschap, die hebben geleid tot 0.a. eerdere diag-
nose en betere behandeling, is de overleving van mensen, bij wie deze ziekte de
afgelopen 10 jaar werd vastgesteld, toegenomen. Desondanks valt er nog veel
winst te behalen. De basis van de behandeling van het coloncarcinoom blijft chi-
rurgische resectie van de primaire tumor. Echter, sinds het begin van de jaren ’90
is het duidelijk geworden dat, wanneer er sprake is van uitzaaiing naar lokale lym-
feklieren, er na resectie een belangrijke rol is weggelegd voor nabehandeling met
chemotherapie. Het is op dit moment standaardprotocol om alle stadium Il patién-
ten deze adjuvante therapie aan te bieden. In tabel 1 wordt weergegeven hoe deze
indeling in stadia voor dikkedarmtumoren werkt. Deze nabehandeling, ook wel
adjuvante chemotherapie genoemd, heeft geleid tot een daling van het risico op
terugkeren van de ziekte: voor metastasering op afstand in deze patiéntengroep
tot 30%, en een verlaging van het overlijdensrisico naar 32% (3).

Bij stadium Il patiénten is nabehandeling met chemotherapie controversieel. Voor
een kleine groep stadium Il patiénten is bewezen dat zij een grote kans hebben op
het ontwikkelen van metastasen op afstand (met name naar de lever) wat natuur-
lijk zeer nadelige gevolgen heeft voor de overleving van deze patiénten. Deze
patiénten zouden dus profijt kunnen hebben van een standaard nabehandeling
met chemotherapie (4), ware het niet dat deze behandeling gepaard gaat met een
hoge mate van morbiditeit. De algemene opvatting is dan ook dat het standaard
nabehandelen van alle stadium Il patiénten, waarvan een groot deel zonder behan-
deling nooit uitzaaiing op afstand zou ontwikkelen, niet opweegt tegen de risico’s
van deze, in de meeste gevallen dus onnodige, behandeling (5).

Vanwege de potentiéle overlevingswinst in de selecte groep stadium Il patiénten
die uitzaaiingen ontwikkelt, is er de afgelopen jaren veel aandacht besteed aan het
identificeren van deze patiénten. De American Society of Clinical Oncology (ASCO)
heeft in 2004 een aanbeveling gedaan waarin een aantal criteria zijn opgesteld
die artsen moet helpen deze hoogrisicogroep stadium Il colonkankerpatiénten
te identificeren (6). Het gaat dan om patiénten waarbij bij pathologisch onder-
zoek minder dan 12 lymfeklieren in het resectiepreparaat worden aangetroffen,
patiénten waar bij de tumor reeds tot in de buitenwand van de darm (T4-tumoren
genoemd) is gegroeid of waarbij deze al geperforeerd is door de darmwand heen
bij diagnose, patiénten waarvan de tumor slecht gedifferentieerd is, of patiénten
waarbij de tumor ingroei laat zien in de kleine bloed- en of lymfevaten of rondom
de zenuwbanen bij pathologisch onderzoek. Uit onderzoek binnen een database,
waarin vrijwel alle patiénten zijn geregistreerd, die in 2010 in Nederland aan een
coloncarcinoom werden geopereerd (uitgevoerd door de DSCA , de Dutch Surgical



Tabel 1

Indeling van dikkedarmtumoren naar ziektestadium op basis van de TNM 5 criteria uit 1997
Stadium T N

| 1-2 0 0
Il 3-4 0 0
I 1-4 + 0
IV 1-4 + +

Het TNM classificatiesysteem van maligne tumoren is ontwikkeld door de International Union
Against Cancer (UICC) en wordt wereldwijd gebruikt voor de classificatie van dikkedarmtumoren.
De T staat voor tumor en beschrijft de lokale uitbreiding. T1 betekent groei van de tumor tot in de
submucosa, het slijmvlies van de darm, maar er niet doorheen. T2 staat voor tumorgroei tot in de
spierlaag van de darm, de muscularis propria, maar er niet doorheen. De T3 codering wordt gebruikt
als de tumor doorgroeit tot in de buitenlaag van de darm, de subserosa of in het omliggend vet en
een tumor wordt als T4 gecodeerd als deze ingroeit in omgevende organen of door het buikvlies
heen. De N staat voor mate van metastasering naar lymfeklieren. Een NO codering betekent dat er
geen sprake is van kliermetastasen, een N+ codering geeft aan dat dit wel het geval is. De M staat
voor metastase op afstand. De code MO betekent dat er geen sprake is metastasering op afstand,
M+ betekent dat de tumor of afstand gemetastaseerd is bijvoorbeeld naar de lever of long.

Colorectal Audit), blijkt dat 37% van de colonkankerpatiénten werden geopereerd
in verband met een stadium Il tumor (7). Van deze patiénten werd 13% op basis
van de ASCO-criteria ingeschat als hoog risico. Opvallend genoeg werd slechts
18% van deze hoogrisicopatiénten daadwerkelijk nabehandeld met chemotherapie
ondanks dat de criteria van de ASCO op dat moment al als aanbeveling waren
opgenomen in de landelijke richtlijn ‘behandeling van dikkedarmkanker’ welke is
na te lezen op www.oncoline.nl. We kunnen dus concluderen dat de nabehandeling
met chemotherapie van hoogrisico stadium Il patiénten in Nederland nog niet tot
de standaard hoort. Een reden hiervoor zou kunnen zijn dat een groot deel van de
behandelend artsen (0.a. oncologen en chirurgen) de classificatie van hoogrisico-
patiénten op basis van de ASCO-criteria onvoldoende vindt om over te gaan tot
een dergelijke invaliderende nabehandeling. Kortom, de behandelaars van patién-
ten met een coloncarcinoom in Nederland, maar ook in de rest van de wereld zijn
op zoek naar een betrouwbare methode om de hoogrisico stadium Il patiénten te
kunnen identificeren.

De afgelopen jaren is er daarom wereldwijd veel onderzoek gedaan naar betere
identificatie van deze hoogrisico stadium Il patiénten. Er is met name veel winst
behaald door studies naar het gebruik van biomarkers. Biomarkers zijn organi-
sche substanties zoals bijvoorbeeld cellen, eiwitten en genen, die in het bloed of
het tumorweefsel van patiénten in het laboratorium kunnen worden geanalyseerd.
Door de aan- of juist afwezigheid van deze biomarkers te analyseren, bijvoorbeeld
in relatie tot de overleving van patiénten, kan worden bestudeerd of deze voor-
spellend zijn voor de prognose van patiénten.

Ook in dit proefschrift ligt de focus op het gebruik en de ontwikkeling van bio-
markers die informatie kunnen geven over de prognose van een patiént met darm-
kanker. In deel 1 hebben wij gekeken naar een aantal processen die van belang
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zijn voor tumorgroei en -ontwikkeling, zoals gereguleerde celdood (apoptose) en
ongecontroleerde celdeling (proliferatie). In deel 2 hebben wij de interactie tussen
tumoren en het afweersysteem bestudeerd.

DEEL 1BIOMARKERS GERELATEERD AAN APOPTOSE EN PROLI-
FERATIE

Vernieuwing van cellen door celdeling is een proces dat continu plaatsvindt in vrij-
wel alle weefsels in het lichaam, maar met name in weefsels met veel slijmvlies
zoals de darm. Om te voorkomen dat dit resulteert in woekering van cellen en
dus tumorvorming worden oude en/of beschadigde cellen regelmatig afgebro-
ken. Dit resulteert in een balans van aanmaak en afbraak van cellen die ook wel
weefselhomeostase wordt genoemd (8-10). Apoptose, ook wel gereguleerde cel-
dood genaamd, draagt in belangrijke mate bij aan de afbraak van deze oude en
beschadigde cellen (11). Het is een complex proces, dat op meerdere niveaus wordt
gereguleerd. Het proces kan door de cel zelf worden geinitieerd; van binnenuit
(intrinsiek), bijvoorbeeld naar aanleiding van DNA-schade, of door stimuli van bui-
ten af (extrinsiek), bijvoorbeeld door activering van het immuunsysteem (11). Beide
routes leiden tot de activering van een bijzondere groep eiwitten, de caspases (12),
die op basis van hun enzymatische activiteit in staat zijn een cel af te breken.
Eerder onderzoek uit ons laboratorium heeft aangetoond dat de hoeveelheid aan
apoptotische activiteit in het tumorweefsel van patiénten met een endeldarm-
tumor significant gerelateerd is aan de mate van lokale terugkeer van tumor in
deze patiéntenpopulatie (13, 14). In de literatuur is deze relatie (tussen de mate
van tumorcelapoptose en de prognose van patiénten) ook vastgesteld voor dik-
kedarmtumoren (15). Bepaalde eiwitten die onderdeel zijn van het proces leidend
tot apoptose in dikkedarmtumoren zouden daarom kunnen functioneren als bio-
markers. In Hoofdstuk 2 geven we een overzicht van de wetenschappelijk litera-
tuur die op dit moment beschikbaar is op het gebied van biomarkers gerelateerd
aan apoptose. Hierbij hebben wij met name gekeken naar prognostische relevantie
en specifiek ook naar studies waarin deze biomarkers met behulp van immunohis-
tochemie werden bepaald. Immunohistochemie (IHC) is een techniek waarbij de
aanwezigheid van een bepaald eiwit kan worden aangetoond door deze te labe-
len met antilichamen die specifiek binden aan dit eiwit. In de literatuur hebben
we 26 potentiéle biomarkers, gerelateerd aan apoptose en bestudeerd met IHC,
gevonden. De functie van deze biomarkers binnen het proces van apoptose en de
resultaten van de afzonderlijke studies worden in het overzichtsartikel in hoofd-
stuk2 beschreven. De belangrijkste conclusie van dit artikel was dat geen enkele
biomarker op zich zelf, dus als ‘single’ biomarker, significant gerelateerd was aan
de klinische prognose van patiénten. Derhalve zijn deze biomarkers op dit moment
als ‘single’ biomarkers niet bruikbaar in de kliniek voor de identificatie van hoogri-
sico stadium Il patiénten.



Een verklaring voor het uitblijven van prognostische relevantie van deze zoge-
naamde ‘single biomarkers’ kan zijn dat voor het voorkomen van tumorvorming
niet alleen een intact proces van apoptose nodig is, maar ook een goed geregu-
leerde nieuwvorming of proliferatiecyclus. Immers beide dragen bij aan weefsel-
homeostase. Ons literatuuronderzoek toonde dat een combinatie van biomarkers,
zowel gerelateerd aan apoptose als aan proliferatie, betere resultaten geeft voor
wat betreft het voorspellen van de prognose van patiénten. Vanwege deze betere
voorspellende waarde van de combinatie van biomarkers zowel betrokken bij
apoptose als bij proliferatie hebben wij een studie opgezet welke wordt beschre-
ven in Hoofdstuk 3. Hierin kijken we naar een combinatie van biomarkers, ki67
en geactiveerd caspase-3, die respectievelijk betrokken zijn bij celproliferatie en
apoptose. Wij bepaalden deze biomarkers op een zogenaamde ‘tissue micro array’
(TMA) met de eerder genoemde immunohistochemie (IHC) techniek. Het voordeel
van het gebruik van een dergelijke TMA is dat de analyse goedkoper is en met een
minimaal gebruik van weefsel kan worden uitgevoerd. De combinatie van de ki67
en caspase-3 markers werd geanalyseerd op tumorweefselsamples van bijna alle
patiénten die in een periode van 10 jaar (tussen 1990-2000) in het LUMC werden
geopereerd aan een coloncarcinoom. De resultaten van dit onderzoek toonden
aan dat de gecombineerde aanwezigheid van deze markers, verwerkt in de door
ons ontwikkelde CAP (Combined Apoptosis and Proliferation) parameter, zowel
correleerde met prognose, de locatie van de tumor in de dikke darm, als met
tumorstadium.

Ondanks de positieve uitkomst van de studie in Hoofdstuk 3 is een dergelijke uit-
gebreide vorm van IHC voor toepassing van deze combinatie van biomarkers in de
kliniek niet haalbaar. Alhoewel IHC relatief goedkoop is kost een dergelijke gecom-
bineerde analyse veel tijd (16). Maar een belangrijker nadeel is dat de analyse nog
niet objectief kan worden uitgevoerd. Alle afzonderlijke bepalingen worden door
analisten op het oog gescoord hetgeen kan leiden tot variaties tussen de ver-
schillende beoordelaars; interbeoordelaarsvariatie genoemd (16). Op dit moment
wordt in ons laboratorium gewerkt aan een geautomatiseerde methode waarbij
de analyse van de IHC resultaten door een computer wordt uitgevoerd Deze auto-
matische analysemethode is echter nog niet gevalideerd en voor toepassing op
individuele patiénten relatief kostbaar. Om de klinische toepasbaarheid van onze
parameter te realiseren werd daarom gekozen tot het ontwikkelen van een test
waarbij zowel de mate van apoptose als proliferatie kunnen worden bepaald, op
minimale hoeveelheid materiaal door middel van real-time testing. Het voordeel
hiervan is dat een dergelijke analyse geen gebruik maakt van IHC en daardoor
een gestandaardiseerde uitkomstmaat biedt die niet gevoelig is voor de eerder
genoemde interbeoordelaarsvariatie. Voor het analyseren van de mate van apop-
tose is een dergelijke test al ontwikkeld en in het verleden met succes uitgevoerd in
ons laboratorium (17). In deze test wordt naast de hoeveelheid van het aanwezige
caspase-3 enzym ook de enzymatische activiteit van het eiwit bepaald. Wereldwijd
wordt deze bepaling geaccepteerd als een marker voor de mate van apoptotische
activiteit in tumorweefsel (16).
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Een dergelijke marker, waarbij gebruik wordt gemaakt van enzymatische activiteit,
voor tumorcelproliferatie was nog niet voorhanden voor het coloncarcinoom. In
Hoofdstuk 4 hebben wij daarom een nieuwe marker, ontwikkeld door het Japanse
bedrijf Sysmex, die representatief is voor de hoeveelheid tumorcelproliferatie,
getest voor klinische relevantie in samenwerking met collegae van de techni-
sche universiteit van de Rechts an der Isar Klinikum in Mlnchen. Deze marker is
genaamd CDKISA (‘cyclin dependent kinase 1 specific activity’). Het CDK1 eiwit
is nauw betrokken bij de verschillende fases van celdeling, die in normale cellen
worden doorlopen en functioneert als een poortwachter in de regulatie van dit
proces(18). Een hoge mate van CDK1 activiteit is bewezen gerelateerd te zijn aan
een hoge mate van celproliferatie en eerdere studies uit ons laboratorium hebben
een klinische relevantie van deze marker met betrekking tot prognose in borstkan-
kerpatiénten aangetoond (18-20). Ter analyse van de klinische relevantie van deze
marker met betrekking tot de stadium Il coloncarcinoompatiénten werd materiaal
afkomstig van twee min of meer gelijkwaardige patiéntengroepen uit Duitsland en
Nederland gebruikt. De resultaten van dit onderzoek toonden dat de specifieke
enzymatische activiteit van CDK1 (CDKI1SA), in essentie op dezelfde wijze bepaald
als de enzymatische activiteit van caspase-3, significant gerelateerd is aan de kans
op het ontwikkelen van een metastase op afstand. Opvallend genoeg was er een
sterke relatie met de tumormicrosatellietstatus. Microsatellieten zijn kleine repete-
rende nucleotidensequenties in het DNA. Een toename in de frequentie van deze
repeterende sequenties ontstaat door niet goed functionerend DNA herstelsy-
steem (het MMR, mismatch repair systeem) (21-23). Dit uit zich in instabiliteit van
het genoom wat microsatelliet-instabiliteit (MSI) wordt genoemd. Onder normale
omstandigheden zorgen de eiwitten die het MMR vormen er voor dat fouten, die
tijdens celdeling spontaan kunnen ontstaan en resulteren in de vorming van micro-
satellieten, worden gecorrigeerd. In sommige tumoren kunnen MMR eiwitten hun
functie niet goed uitvoeren doordat er of wel een mutatie optreedt in het gen ver-
antwoordelijk voor de productie van deze MMR eiwitten, of doordat er te weinig
MMR eiwitten worden geproduceerd door hypermethylering van de promotor van
een van de betrokken genen, dit resulteert in MSI. Patiénten met tumoren waarvan
het DNA MSI laat zien hebben over het algemeen een betere prognose (23). Wij
concludeerden dan ook dat als CDKISA wordt geanalyseerd ten einde een uit-
spraak te doen over de prognose van een patiénten, de tumormicrosatellietstatus
ook altijd in overweging dient te worden genomen.

Aangezien we in hoofdstuk 4 hebben aangetoond een betrouwbare biomarker te
hebben ontwikkeld, representatief voor de mate van tumorproliferatie, hebben wij
in Hoofdstuk 5 gekeken naar de combinatie van deze biomarker met de reeds
bekende biomarker voor de mate van apoptose, het geactiveerd caspase-3. In een
patiéntengroep bestaande uit alleen stadium Il colonkankerpatiénten werden de
resultaten van beide analyses gecombineerd. We waren in staat om in dit cohort
met behulp van onze assay in 87.5% van de stadium Il patiénten met microsatel-
lietstabiele tumoren correct te classificeren als hoogrisicopatiénten.



Kortom, de gecombineerde analyse van biomarkers die zowel betrekking hebben
op de mate van apoptose in tumorweefsel als de mate van proliferatie, kan worden
gebruikt om hoogrisico stadium Il patiénten met colontumoren te identificeren.
In hoofdstuk 5 werd onze classificatie, gebaseerd op gecombineerde biomarkers,
tevens vergeleken met de classificatie in hoog- en laagrisicopatiénten op basis van
de door de ASCO voorgestelde criteria (6). Vooralsnog was onze gecombineerde
analyse even specifiek als sensitief in het identificeren van hoogrisicopatiénten als
wanneer de ASCO criteria werden toegepast. Dit biedt perspectieven voor een
eventuele, gecombineerde toepassing in de toekomst.

DEEL 2 INTERACTIE TUSSEN HET COLONCARCINOOM EN HET
IMMUUNSYSTEEM

Een belangrijke rol in de controle van tumorgroei en de ontwikkeling van metasta-
sen is weggelegd voor het immuunsysteem(24-27). In 2000 werden door Hanahan
en Weinberg een zestal kerneigenschappen van tumorcellen ook wel ‘Hallmarks
of cancer development’ genaamd beschreven (28). Het betreft veranderingen die
normale cellen moeten ondergaan om zich te ontwikkelen tot kwaadaardige kan-
kercellen. Deze kenmerken hebben betrekking op het in stand houden van de pro-
liferatie en onbeperkte celdeling, het vermijden van apoptose, het vermogen tot
invasie van weefsel en het ontwikkelen van metastasen op afstand en het vermogen
tot het aanzetten van bloedvatvorming (29). Voortschrijdend inzicht in het proces
van tumorgroei en ontwikkeling leidde er in 2011 toe dat er een tweetal kenmer-
ken werden toegevoegd aan deze kerneigenschappen. Een daarvan was het ver-
mogen van tumorcellen om vernietiging door het immuunsysteem te voorkomen.
Tijdens het proces van maligne celtransformatie vindt er een belangrijke interactie
plaats tussen de tumorcellen en het omringende weefsel, ook wel genaamd de
tumor-microenvironment genoemd (29). In een belangrijke hypothese genaamd
de ‘tumor immune surveillance hypothesis’ wordt gesteld dat het immuunsysteem
van elk mens in staat is kankercellen te identificeren en te elimineren, nog voor-
dat deze tot een kwaadaardigheid kunnen leiden (30). Deze hypothese vormde
de basis voor de studies die worden gepresenteerd in het tweede deel van het
proefschrift. In hoofdstuk 6 en 7 behandelen wij hoe het immuunsysteem van de
patiént gebruikt zou kunnen worden in de behandeling van kanker met behulp van
zogenaamde tumorvaccins. In hoofdstuk 8 en 9 tonen wij vervolgens hoe deze
interactie tussen de tumorcel en immuunsysteem ook kan worden gebruikt voor
de ontwikkeling van nieuwe biomarkers.

Tumorvaccinatie

Onderzoek naar tumorvaccinaties is een veelbelovende stap in de richting van de
ontwikkeling van nieuwe behandelstrategieén van het coloncarcinoom. Eind ver-
leden jaar nog werd immunotherapie als behandeling van kanker verkozen tot de
‘Breakthrough’ van het jaar 2013 door Science Magazine. In het kort wordt bij dit
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soort vaccinaties gebruik gemaakt van tumorspecifieke eiwitten (genaamd anti-
genen) om het immuunsysteem te activeren en zo de tumorcellen te vernietigen.
In Hoofdstuk 6 wordt een overzicht gegeven van de literatuur met betrekking tot
een aantal klinische studies waarin dergelijke vaccins zijn onderzocht. Uit dit over-
zicht blijkt dat er een aantal kerneigenschappen zijn waar een tumorvaccin aan
moet voldoen. Het vaccin moet veilig zijn in gebruik en, zoals al genoemd, gericht
zijn tegen tumorspecifieke eiwitten. Het vaccin moet een reactie van specifieke
T-cellen opwekken welke in staat zijn de tumorcellen te vernietigen en het moet
een dusdanig effect hebben op de tumor-microenvironment dat deze T-cellen hun
werk kunnen doen.

Binnen het LUMC, in een samenwerkingsverband tussen de afdeling Klinische
Oncologie en de afdeling Heelkunde, is de afgelopen jaren gewerkt aan de ontwik-
keling van het zogenoemde p53-SLP® vaccin, een synthetisch gefabriceerd p53
‘long peptide’ vaccin (31). Het eiwit p53 leent zich goed als doelwit voor tumor-
vaccinatie omdat het in bijna de helft van de colontumoren in grote hoeveelhe-
den wordt geproduceerd terwijl de normale variant (het wildtype) van het eiwit in
tumoren nauwelijks voorkomt (32). Eerdere studies hebben aangetoond dat het
vaccin voldoet aan kerneigenschappen van een vaccin: het is veilig in gebruik enin
staat om een specifieke (CD4+) T-celreactie op te wekken (31). Deze CD4+ T-cel-
respons is cruciaal voor de werking van een vaccin. De CD4+ T-cellen zorgen er
namelijk voor dat CD8+ T-cellen, ook wel cytotoxische T cellen genaamd, kunnen
ontstaan die gericht zijn tegen tumorcellen. Daarnaast ondersteunen ze de CD8+
T-cellen in hun functie: het herkennen van de tumorcellen op basis van het antigen
wat verwerkt is in het vaccin en destructie van deze tumorcellen. Daarin spelen
de cytokines interferon-y (IFN- y) en interleukine-2 (IL-2), geproduceerd door de
CD4+ T-cellen, een belangrijke rol.

Helaas lieten de resultaten van de eerste studies met het p53-SLP® vaccin zien dat
de opgewekte CD4+ T-celrespons, ook wel een Type 1 T-helperrespons genaamd,
slechts leidde tot de productie van een zeer kleine hoeveelheid van deze belang-
rijke cytokines. De opgewekte respons was dus niet effectief genoeg. Daarom
is getracht, kijkend naar de kerneigenschappen uit het literatuuronderzoek van
hoofdstuk 6, het p53-SLP® vaccin te optimaliseren. De belangrijkste aanpassing
richtte zich op het verbeteren van de tumor-microenvironment om zo de ontwik-
keling van de CD4+ T-celrespons te stimuleren. Het nieuwe vaccin bevat dan ook
naast het originele p53-SLP® vaccin, interferon-alpha (INF-a). Van deze stof is eer-
der beschreven dat het een positieve uitwerking heeft op het tumor-microenviron-
ment (33).

In Hoofdstuk 7 wordt de studie beschreven waarin het verbeterde vaccin werd
getest op allereerst veiligheid maar natuurlijk ook op de mate waarin het vaccin in
staat was een CD4+ T-celrespons te induceren. In de studie werd het verbeterde
vaccin getest in 11 patiénten, allemaal succesvol behandeld voor gemetastaseerd
coloncarcinoom. De resultaten lieten zien dat het verbeterde vaccin veilig was in
gebruik; de enige bijwerkingen die werden gerapporteerd betroffen kleine zwel-
ling van de huid rondom het geinjecteerde gebied. Daarnaast blijkt uit de data van



de immunologische deelstudies dat alle patiénten een specifieke T-celrespons ont-
wikkelden tegen het vaccin. Maar misschien nog belangrijker, in vergelijking tot het
p53-SLP® vaccin alleen leverde de combinatie van het vaccin met IFN-a significant
meer IFN-y p53-specifieke T-cellen op. Kortom, door toevoeging van IFN-a aan
het bestaande vaccin werd het immunologisch resultaat duidelijk verbeterd. Deze
data scheppen ruimte en mogelijkheden voor verdere ontwikkeling van het vaccin.
Er zal met name nog veel aandacht moeten worden besteed aan het optimaliseren
van het immunologisch resultaat. Het is namelijk nog niet bewezen dat de mate
waarin wij nu een reactie hebben kunnen induceren ook daadwerkelijk een klinisch
significant resultaat oplevert.

Biomarkers en de interactie tussen colontumoren en het immuunsysteem

In hoofdstuk 8 en 9 wordt, zoals eerder genoemd, aandacht geschonken aan de
tumor, zijn omgeving op celniveau en de interactie die hier plaatsvindt tussen
tumorcellen en het immuunsysteem. Het doel; het identificeren van biomarkers
gerelateerd aan deze interactie welke van prognostische waarde zijn. In dit proef-
schrift wordt met name gefocussed op biomarkers van invloed op de identificatie
van de hoogrisicopopulatie binnen het cohort van de stadium Il colonkankerpa-
tiénten. Het verworven immuunsysteem, ook wel het adaptieve immuunsysteem
genaamd, bestaat uit meerdere typen cellen. De belangrijkste, met betrekking
tot tumorgroei en -ontwikkeling, zijn de al eerder genoemde CD8+ cytotoxische
T-cellen (CTLs) die tumorcellen kunnen herkennen en afbreken (25). Tijdens de
maligne transformatie kan het uiterlijk (het fenotype) van een cel dusdanig gewij-
zigd worden dat de tumorcel feitelijk onherkenbaar wordt voor het immuunsy-
steem. Dit gebeurt door veranderde expressie van bepaalde eiwitten, humaan
leucocytenantigen (HLA) genaamd, die voor een belangrijk deel de interactie met
het immuunsysteem reguleren (26, 27). Van het HLA bestaan verschillende groe-
pen of klassen bestaan. HLA klasse type | zorgt voor de interactie met de CTLs.
Door verminderde expressie van de HLA klasse type | eiwitten zorgen tumorcel-
len er dus in feite voor dat ze onherkenbaar worden voor CTLs en zo ontsnappen
aan destructie door het immuunsysteem, ook wel ‘immune surveillance’ genaamd
(34, 35). Een andere manier om aan immune surveillance te ontkomen is onder-
drukking van de interactie tussen tumorcellen en het immuunsysteem. Cellen die
deze uitwerking hebben op het immuunsysteem zijn regulatoire T cellen, ook wel
‘regulatory T cells’ of Foxp3+ T-cellen genaamd (36-38). Door het aantrekken van
deze cellen in de omgeving van de tumor wordt de aanval van het immuunsy-
steem op de tumor als het ware onderdrukt. In Hoofdstuk 8 wordt bestudeerd of
de aanwezigheid van CTLs, regulatoire T-cellen en de mate waarin het fenotype
van een tumor op HLA klasse | niveau is veranderd, van invloed is op de prognose
van colonkankerpatiénten. Omdat de CTLs en regulatoire T-cellen elkaar feitelijk
tegenwerken hebben we ook gekeken naar de ratio tussen de aanwezige cellen
van beide groepen. En inderdaad, relatief meer aanwezigheid CD8+ T-cellen dan
regulatoire T-cellen had een positief effect op de prognose van deze patiénten met
betrekking tot de duur van overleving zonder afstandsmetastasen. Ook in deze
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studie werden meerdere factoren, zoals MSI-status, mogelijk van invloed op de
prognose van patiénten meegenomen in de analyse. De belangrijkste conclusie
van deze studie was dat de interactie tussen het immuunsysteem, de tumor en
de tumoromgeving uit zoveel facetten bestaat dat ook op dit gebied meerdere
biomarkers nodig zijn om het effect van de uitkomst van deze interactie op de
overleving van patiénten te beschrijven.

In de studie beschreven in Hoofdstuk 9 proberen we deze ingewikkelde interac-
tie tussen tumorcel en immuunsysteem vast te leggen in aantal patronen waarin
de verschillende markers werden gecombineerd en deze te relateren aan de kli-
nische prognose van de patiént. Er werd gekeken naar HLA-expressie, de aan- of
afwezigheid van Foxp3+ cellen en de tumormicrosatellietstabiliteitstatus. Daarbij
werd uitgebreider dan in hoofdstuk 8 gekeken naar het HLA-fenotype met meer-
dere markers zoals de klassieke HLA type | markers, HLA-A,-B en -C, maar ook
niet-klassieke markers als HLA-E en -G. Op basis van de kwantitatieve IHC data
van deze markers konden we 3 patronen onderscheiden. Een zogenaamd hoog,
gemiddeld of laag immuunreactief tumorpatroon welke significant gerelateerd
waren aan de prognose van patiénten. In de toekomst zal moeten worden gevali-
deerd in onafhankelijke patiéntenpopulaties of de door ons geidentificeerde patro-
nen inderdaad van klinisch prognostische waarde zijn.

CONCLUSIES EN EEN BLIK OP TOEKOMST

In dit proefschrift wordt op vele, uiteenlopende manieren getracht biomarkers te
ontwikkelen welke mogelijk in de toekomst in een klinische setting op eenvoudige
wijze toegepast kunnen worden ten einde de hoogrisico stadium Il darmkanker-
patiénten te identificeren. In alle studies werd een strategie gevolgd waarbij deze
biomarkers werden opgespoord door te kijken naar de biologie van tumorgroei
en -ontwikkeling en enkele van de belangrijkste processen zoals apoptose, proli-
feratie en interactie met het immuunsysteem te bestuderen. Deze studies hebben
geleid tot een biochemische test waarin zowel apoptose als proliferatie gelijktijdig
kunnen worden geanalyseerd, maar ook tot de ontwikkeling van tumor-immuun-
reactieve patronen met prognostische implicaties. De kennis verkregen in deze
studies zal ons in de toekomst tevens helpen met de verdere ontwikkeling van de
toepassing van therapeutische tumorvaccinatiestrategieén.

Alhoewel de resultaten veelbelovend zijn, zijn de door ons ontwikkelde biomarker-
profielen nog niet geschikt voor klinische toepassing. In hoofdstuk 2 wordt een vijf-
stappenplan beschreven, ontwikkeld door Pepe et al., dat kan worden gebruikt als
leidraad voor de klinische introductie van een dergelijk biomarkerprofiel (39). Op
dit moment bevinden wij ons wat betreft onze biomarkerprofielen pas in stappen 1
en 2 van dit plan, de zogenaamde pre-klinische ‘exploratory’ fase en de klinische
toetsing en validatiefase. Er zijn verschillende problemen die nog aangepakt die-
nen te worden voor daadwerkelijk klinische introductie. De rol van tumormicrosa-
tellietstatus bijvoorbeeld. Zoals al beschreven is duidelijk dat deze van invioed is



op prognose. Ook onze biomarkers lieten een evidente relatie zien met de tumor-
microsatellietstatus, maar hoe deze interactie precies plaatsvindt blijft onduidelijk.
Voor eventuele klinische introductie dient deze interactie te worden verhelderd.
Er wordt gesuggereerd dat het mogelijk niet de microsatellietstatus op zich zelf
is die de prognostische relatie beinvloedt, maar de locatie van de tumor en de
daarmee samenhangende embryologische oorsprong van het weefsel waaruit de
tumor ontstaat, dan wel mate van mutaties die samenhangen met de microsatel-
lietstatus (22, 23, 40, 41).

De resultaten van onze studies laten in ieder geval zien dat voor de ontwikkeling
van prognostische biomarkers uitermate belangrijk is de biologische context van
tumorgroei en -ontwikkeling als uitgangspunt te nemen. We hebben laten zien dat
dit een gecompliceerd, uit meerdere stappen bestaand en op meerdere niveaus
gereguleerd proces is. Door biomarkers te analyseren representatief voor een
aantal van deze stappen zoals tumorcelapoptose, -proliferatie en interactie met
het immuunsysteem binnen de tumoromgeving, kunnen tumorfenotypes worden
ontwikkeld. Deze fenotypes zijn derhalve, meer dan de veelvoudig bestudeerde
single markers, representatief voor de mate van tumoragressiviteit en daarom
beter geschikt voor introductie als klinisch prognostische biomarkers. Op basis
van dit proefschrift kan dan ook met vertrouwen worden gesteld dat de ontwikke-
ling van op biomarkers gebaseerde tumorfenotypen van grote klinische waarde is.
Op basis van dergelijke fenotypen zal in de toekomst zeer accuraat het klinische
gedrag van colontumoren kunnen worden voorspeld op basis waarvan uitspraken
kunnen worden gedaan over de individuele prognose van patiénten. Derhalve zijn
dergelijke fenotypen van grote klinische waarde en zullen in de toekomst veel bij-
dragen aan het bepalen van een optimale behandelstrategie, wat met name van
groot belang is voor stadium Il colonkankerpatiénten.
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