Universiteit

w4 Leiden
The Netherlands

Pigmentation and prognosis in uveal melanoma
Gelmi, M.C.

Citation
Gelmi, M. C. (2025, January 30). Pigmentation and prognosis in uveal
melanoma. Retrieved from https://hdl.handle.net/1887/4178145

Version: Publisher's Version
Licence agreement concerning inclusion of doctoral
License: thesis in the Institutional Repository of the University
of Leiden

Downloaded from: https://hdl.handle.net/1887/4178145

Note: To cite this publication please use the final published version (if
applicable).


https://hdl.handle.net/1887/license:5
https://hdl.handle.net/1887/license:5
https://hdl.handle.net/1887/license:5
https://hdl.handle.net/1887/4178145

NEDERLANDSE SAMENVATTING EN DISCUSSIE

Het doel van dit proefschrift is te onderzoeken welke rol tumorpigmentatie en oogkleur spelen bij de
prognose van uveamelanoom (UM), een belangrijke oogtumor. Tevens gaat dit proefschrift dieper in
op de complexiteit van het stellen van een prognose bij UM en zoeken wij naar nieuwe therapeutische
doelen. Wij hebben deze onderzoeksdoelen vanuit verschillende invalshoeken aangepakt
(literatuuronderzoek, klinische data-analyse, genetische analyse en cellijnwerk) en onze bevindingen
en observaties samengebracht in dit proefschrift.

Prognose van uveamelanoom: welke factoren moeten we overwegen?

Uveamelanoom is een zeldzame ziekte, maar het geeft een hoog risico op uitzaaiingen. Men probeert
het risico op metastase vorming bij patiénten met UM te voorspellen, met als voornaamste doel om
de patiénten betrouwbare informatie te geven over hun vooruitzichten en de follow-up hierop af te
stemmen. Een extra motivatie vormt het identificeren van patiénten die baat kunnen hebben bij
toekomstige therapieén om metastasen te voorkomen of te behandelen, zelfs als dergelijke
behandelingen op dit moment nog niet beschikbaar zijn. Ten slotte kan het begrijpen van de
pathofysiologie van prognostische factoren helpen bij het ontwikkelen van patiént-specifieke nieuwe
behandelingen.

Op dit moment worden er veel methoden en systemen gebruikt voor het stellen van een prognose,
maar is er geen wereldwijde standaard. Net als bij veel andere soorten kanker is één van de meest
gebruikte systemen het stadiéringssysteem van de American Joint Committee on Cancer (AJCC)*?, dat
periodiek wordt herzien en kijkt naar tumorgrootte (diameter en dikte) en parameters van lokale
invasiviteit (betrokkenheid van het ciliaire lichaam en extraoculaire groei). Meer recent zijn genetische
factoren belangrijk geworden voor de prognose: chromosomale afwijkingen, genetische mutaties en
genexpressie. Verlies van één kopie van chromosoom 3 (monosomie) en winst van de lange arm van
chromosoom 8 zijn sterk geassocieerd met een hoog risico op het ontwikkelen van metastasen®® en
vormen de basis van het genetische prognosesysteem van The Cancer Genome Atlas (TCGA) met 4
groepen: A (disomie 3, normaal 8q), B (disomie 3, 8g-winst), C (monosomie 3, één extra kopie van 8q)
en D (monosomie 3, meerdere extra 8q-kopieén).®”

Ons werk toont aan dat tumoren in TCGA-groep C (monosomie 3, winst van één kopie van 8q) verder
kunnen worden gestratificeerd op basis van hun AJCC-stadium en dat UM met AJCC-klassen Il en Il
een andere prognose hebben op basis van het aantal extra kopieén van het chromosoom 8q (TCGA-
groep D versus C). Deze bevinding is om twee redenen belangrijk. Ten eerste ondersteunt het de
stelling dat het combineren van verschillende prognostische systemen het risico op metastasevorming
nauwkeuriger voorspelt dan elk afzonderlijk systeem.® ® Deze aanpak ligt oa. ten grondslag aan
instrumenten als de Liverpool Uveal Melanoma Prognosticator Online (LUMPQ) 1! en volgt de trend
naar “precision medicine”. Men moet echter zorgvuldig selecteren welke parameters tegelijkertijd
worden overwogen, omdat veel factoren onderling verband houden. Ten tweede tonen onze
bevindingen aan dat, binnen de context van 8qg-winst, de prognose slechter is bij tumoren met een
hoger aantal extra 8g-kopieén. Het is nog niet bekend welk gen op 8q verantwoordelijk is voor de
verslechtering van de prognose, maar uit de literatuur blijkt dat 824 een van de meest relevante
gebieden is.'> * Deze regio bevat het proto/oncogen C-MYC (MYC Proto-Oncogene, BHLH-
transcription factor) op 8G24.1'%%°, DDEF1 (ArfGAP With SH3 Domain, Ankyrin Repeat And PH Domain
1) op 8q24.21%°, PTK2 (Protein Tyrosine Kinase 2) op 8q24.3%' en PTP4A3 (Protein Tyrosine
Phosphatase 4A3), ook op 8q.24.3%2. Uit ons onderzoek blijkt dat PTP4A3 één van de meest
opgereguleerde genen in PRAME-positieve UM is vergeleken met PRAME-negatieve UM.
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Wat is nu PRAME? PRAME is interessant als prognostische marker en als potentieel therapeutisch
doelwit bij veel vormen van kanker, waaronder UM. De expressie van PRAME in UM is de afgelopen
tien jaar door verschillende groepen bestudeerd en wordt nu als een onafhankelijke negatieve
prognostische factor beschouwd.?®>?® Daarom is PRAME-expressie opgenomen in de Collaborative
Ocular Oncology Group 2 (COOG2)-studie, samen met GEP-klasse en BAP1-, SF3B1- en EIF1AX-
mutaties.?” Gene Expression Profiling (GEP) is een test die kijkt naar mRNA ipv DNA, waarbij Klasse 1
overeenkomt met disomie van chromosoom 3 (en een goede prognose) en Klasse 2 met monosomie
van chromosoom 3 (en daarmee een slechte prognose). Het is een test die in de Verenigde Staten
wordt gebruikt.

Is pigmentatie een actieve speler of een omstander?

Tumorpigmentatie is een belangrijk tumor kenmerk dat door de jaren heen door veel auteurs is
bestudeerd, maar de rol ervan in de progressie en prognose van de tumor is nog onduidelijk. Aan de
ene kant hebben verschillende groepen herhaaldelijk aangetoond dat donkere tumorpigmentatie
gerelateerd is aan een kortere overleving van patiénten.?®32 Wij hebben deze associatie bevestigd in
een groot cohort van 1058 patiénten met UM die een enucleatie ondergingen in ons instituut en bij
wie macroscopische tumorpigmentatie in onze database was geregistreerd. Men kan zich afvragen
hoe melanine het gedrag van tumoren kan beinvlioeden. Eén mogelijk mechanisme dat oa in
zebravismodellen is getest betreft ferroptose®: gepigmenteerde melanoomcellen geven meer
metastasen vergeleken met niet-gepigmenteerde melanoomcellen, omdat de aanwezigheid van
melanine de cellen beschermt tegen dood door ferroptose.

Aan de andere kant zou men kunnen beweren dat pigmentatie geen actieve rol speelt in het gedrag
van de tumor, maar slechts een “innocent bystander” is. Deze hypothese komt voort uit de observatie
dat donkere tumoren, met een slechtere prognose, vaak slechte prognostische kenmerken hebben,
zoals een grote doorsnede, een hoog aantal epithelioide cellen en veel macrofagen.?®3! We laten in
dit proefschrift zien dat moleculaire factoren zoals monosomie van chromosoom 3 en extra kopieén
van chromosoom 8q vaker voorkomen bij donkere tumoren en dat, zodra chromosoom 3 en 8q zijn
opgenomen in een regressiemodel, tumorpigmentatie geen onafhankelijke prognostische factor meer
is. Dit kan betekenen dat de aanwezigheid en hoeveelheid melanine in de tumor slechts een
“bystander” is. Statistische significantie en biologie komen echter niet altijd overeen. De aanwezigheid
en hoeveelheid melanine in tumoren kan worden verhoogd dankzij chromosoomafwijkingen, wat de
statistische significantie ervan in een multifactorieel model vermindert, maar dat zegt niet dat
pigmentatie nog steeds betrokken kan zijn bij maligne gedrag. Een ander element dat ervoor pleit dat
tumorpigmentatie een actieve rol speelt bij de prognose is de observatie dat binnenin een cohort van
patiénten met UM die in Leiden een enucleatie ondergingen, monosomie 3 een grotere impact heeft
op de overleving van patiénten met lichte tumoren dan bij patiénten met donkere tumoren.

Oogkleur: meer dan een predisponerende factor?

Uit de literatuur is bekend dat een lichte iriskleur geassocieerd is met een verhoogd risico op het
ontwikkelen van UM. Oogmelanoom komt inderdaad vaker voor in populaties met een hoge incidentie
van een lichte huid en ogen (voornamelijk Noord- en West-Europa en Oceanié) en bij mensen met een
blauwe of groene iris dan bij mensen met donkere ogen.3*3® We besloten de rol van de oogkleur
diepgaander te onderzoeken en onderzochten of deze mogelijk niet alleen een rol speelt bij de
ontwikkeling van tumoren, maar ook bij het gedrag van tumoren. Eerst analyseerden we de klinische
of zelfgerapporteerde iriskleur in een cohort van 412 patiénten uit het LUMC en bevestigden onze
resultaten in een tweede cohort van 934 patiénten die werden behandeld in het Wills Eye Hospital.
We vonden dat de klinische oogkleur op zichzelf geen voorspellende waarde heeft voor de overleving,
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maar dat monosomie 3 en 8q winst bij patiénten met lichte ogen een grote impact hadden op de
prognose, terwijl deze factoren een veel kleinere impact hadden bij patiénten met bruine ogen.

Omdat de oogkleur grotendeels genetisch bepaald is***!, hebben we ons verdiept in dit onderwerp
en de single nucleotide polymorphisms (SNPs) gerelateerd aan oog-, huid- en haarkleur bepaald in een
cohort van 394 patiénten met UM. We gebruikten de SNP-array van het Hlirisplex-S-systeem*?*, welke
SNPs bevat die zijn gekoppeld aan oog-, huid- en haarkleur in eerdere analyses van genoom-brede
associatie studies (GWAS). Dit systeem kan worden gebruikt om het pigmentatie fenotype (de
oogkleur) te voorspellen, uitgaande van de SNPs. Onze gegevens laten zien dat de SNP die het meest
voorspellend is voor de oogkleur, rs12913832 (HERC2), geassocieerd is met de prognose: patiénten
met het G/G-genotype (lichte iris) hadden een kortere overleving dan patiénten met het A/G- of A/A-
genotype (donkere iris) genotype. Bovendien kwam monosomie 3 vaker voor bij het G/G-genotype
dan bij de A/G + A/A-genotypegroep, hetgeen de bevindingen lijkt te verklaren.

Deze resultaten suggereren dat de genetische opmaak van een patiént sommige tumorkenmerken of
de gevoeligheid van tumoren kan beinvioeden om bepaalde kenmerken te ontwikkelen. Men kan
veronderstellen dat populaties met verschillende pigmentatiekenmerken verschillen in hun
gevoeligheid voor de welbekende prognostische factoren, die zijn ontdekt in studies uitgevoerd in
populaties met een hoog risico op het ontwikkelen van UM (d.w.z. populaties met veel mensen met
een lichte huid en lichte ogen).

Nieuwe therapeutische doelen

De behandeling van een primair UM is zeer succesvol in het beheersen van de tumor in het oog. De
belangrijkste uitdagingen bij deze ziekte zijn de hoge metastasegraad en het gebrek aan effectieve
preventieve behandelingen en behandelingsopties voor de gemetastaseerde ziekte. Daarom is de
gemeenschap voortdurend op zoek naar potentiéle nieuwe doelwitten. Een nieuwe behandeling
betreft Tebentafusp**“°, een bispecifiek molecuul dat bestaat uit een anti-CD3-antilichaamfragment
met enkele keten en een monoklonale T-celreceptor met hoge affiniteit (TCR) gericht op het
tumorantigeen gpl100. Tebentafusp is geclassificeerd als een Imm -TAC (immune-mobilizing
monoclonal T-cell receptors against cancer) en kan worden gebruikt bij patiénten met HLA-A*2:01. Dit
betekent dat slechts een deel van de patiénten hiermee behandeld kan worden. Verder geeft dit
medicijn geen genezing, alleen een vertraging van het ziekteproces. We hebben ons daarom verdiept
in twee nieuwe potentiéle behandel doelwitten: MITF en PRAME.

Omdat donkere pigmentatie geassocieerd is met een slechte prognose, waren we geinteresseerd in
de regulatie van de melaninesynthese. Aangezien MITF de voornaamste regulator is van de
melaninesynthese en belangrijk is voor de ontwikkeling van melanocyten, was de verwachting dat
MITF-expressie hoger is in donkere tumoren in vergelijking met lichte. Tot onze verbazing bleek echter
dat het tegenovergestelde waar was toen we keken naar het Leidse cohort van 64 patiénten. We
merkten dat MITF mogelijk niet alleen betrokken is bij de synthese en pigmentatie van melanine, maar
ook andere functies kan hebben die verband houden met de overleving en het gedrag van
(tumor)cellen. Om de situatie nog complexer te maken, is het bewijs over de rol van MITF in cutaan-
en uveamelanoom niet eenduidig. Aan de ene kant bevordert MITF de overleving en proliferatie van
50-57die nodig zijn voor lokale tumorgroei®®*’” en aan de andere kant remt het de invasie, de epitheel-
naar-mesenchym transitie®®®® en de-differentiatie®® %, die nodig zijn voor het vormen van
uitzaaiingen. Dit maakt het moeilijk om te voorspellen wat er zal gebeuren als de MITF geblokkeerd
wordt.
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Daarnaast hebben we ons gericht op een veelbelovender doel: PRAME. Het feit dat PRAME sterk tot
expressie komt in tumoren en in de testes maar geen/zeer lage expressie heeft in andere gezonde
weefsels, maakt het een aantrekkelijk therapeutisch doelwit.%> Er worden immuuntherapieén
ontwikkeld die zich richten op PRAME, alleen of in combinatie met andere antigenen.%7° T-
celtherapie is een veelbelovende optie, en Gezgin et al. toonden aan dat T-cellen UM-cellen met
PRAME expressie kunnen herkennen.?* PRAME wordt specifiek tot expressie gebracht op UM met
een slechte prognose en op metastasen. Twee verschillende benaderingen zijn mogelijk: uitbreiding
van reeds bestaande PRAME-specifieke T-cellen’’”” en genetisch gemodificeerde TCR-
getransduceerde T-cellen die zich tegen PRAME richten’® 7°. De negatieve selectie van hoge-affiniteit
T-cellen tegen zelf-antigenen in de thymus kan de laatste optie haalbaarder maken. Op dit moment
worden PRAME-specifieke TCR-getransduceerde T-cellen getest bij patiénten met recidiverende of
terugkerende gevorderde of metastatische solide tumoren, waaronder UM (NCT03686124 en
NCT04262466).

De zoektocht naar nieuwe therapeutische doelwitten begint meestal met in vitro studies, waarbij
cellijnen worden gebruikt om ziektemechanismen te bestuderen en potenti€le therapeutische
middelen te testen. Het is daarom uiterst belangrijk om cellijnen te gebruiken die werkelijk
representatief zijn voor de onderzochte ziekte. Twee van de UM-cellijnen (Mel285 en Mel290) die veel
gebruikt worden in UM-onderzoek missen de typische UM-mutaties in GNAQ en GNA11.5 8 We
besloten deze twee cellijnen diepgaander te bestuderen en bevestigden dat ze ook geen andere UM-
gerelateerde mutaties hebben (CYSLTR2 of PLCB4). Daarnaast hebben ze een extreem lage expressie
van melanocyt- en melanoommarkers, wat twijfel doet rijzen over hun identiteit als UM-cellijnen.
Hoewel we geen alternatieve oorsprong of specifieke bron van contaminatie konden identificeren,
kunnen we stellen dat ze geen typische UM-celkweeklijnen zijn en mogelijk geen representatieve
modellen zijn om potentiéle therapeutische doelen voor UM te testen. De belangrijkste expressie
verschillen in het proteoom en genoom tussen twaalf andere cellijnen werden verklaard door
mutaties in het BAP1-gen, één van de belangrijkste determinanten van prognose.

Conclusies en toekomstperspectieven

Uveamelanoom is nog steeds onderwerp van onderzoek voor veel groepen over de hele wereld,
omdat er nog steeds verschillende vragen openstaan en er veel ruimte is voor verbetering in de
behandeling van metastasen.

In de loop van de tijd hebben we een beter inzicht in de ziekte gekregen en hebben we onze
diagnostische en prognostische nauwkeurigheid verbeterd. Er zijn meerdere geldige prognose-
instrumenten beschikbaar en hoewel er geen gouden standaard bestaat, wordt het steeds duidelijker
dat het combineren van verschillende onderzoekstechnieken (histopathologische, patiént
gerelateerde en moleculaire prognostische markers) een nauwkeurigere voorspelling van het
metastatische risico mogelijk maakt. De meeste onderzoeken worden echter uitgevoerd bij populaties
met een hoog risico op UM, die ook een hoge incidentie van een blanke huid en blauwe ogen hebben.
Op basis van onze gegevens kunnen we veronderstellen dat verschillende populaties een verschillende
gevoeligheid kunnen vertonen voor het ontwikkelen van UM en uveamelanoommetastasen en
mogelijk verschillende prognose-algoritmen nodig hebben.

Wat betreft de behandeling: lokale tumoren kunnen effectief worden gecontroleerd, maar het is met
de huidige therapeutische opties nog niet mogelijk om metastasen te voorkomen of te behandelen.
Niettemin gaan de inspanningen om nieuwe therapeutische doelen te vinden door en wordt er
vooruitgang geboekt, vooral op het gebied van gerichte therapie. Wij zijn van mening dat we moeten
blijven zoeken naar therapeutische doelen en dat T-celtherapie een veelbelovende strategie is,
waarbij PRAME moet worden overwogen als een onderzoekswaardig doel.
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