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Nederlandse samenvatting

Zoals besproken in Hoofdstuk 1, blijft volledige chirurgische excisie in een vroeg stadium de enige
curatieve behandeling voor melanomen aangezien er bijna geen beschikbare adjuvante behan-
delopties zijn. Het melanoom is echter een relatief immunogeen tumortype en bijzonder vatbaar
voor immunotherapeutische benaderingen. (1) Een dicht netwerk van cutane Dendritische Cellen
(DC) zou een rol kunnen spelen in de gevonden effectiviteit van huidvaccins en is een aantrekke-
lijk doelwit voor immunotherapie van melanomen. Enkele fenotypisch verschillende DC groepen
zijn te onderscheiden in de huid: o.a. epidermale Langerhans cellen (LC) en dermale DC (dDC). Na
activatie kunnen beide subgroepen efficiént migreren naar de drainerende lymfeklieren (LN) van
het melanoom om daar een T-cel gemedieerde immuunreactie uit te lokken. (2) Helaas wordt de
ontwikkeling van melanomen in een vroeg stadium gekenmerkt door sterke onderdrukking van
het immuunsysteem, welke ongecontroleerde groei en verspreiding van de tumor bevordert. Met
name het gebied rond de primaire tumor en de eerstelijns tumor-drainerende LN, de zogenoemde
Schildwachtklier (SLN), worden de dupe van deze, door het melanoom geinduceerde, immuunon-
derdrukking. Dit zijn precies de plaatsen waar anti-melanoom effector-T-cellen geprikkeld zouden
moeten worden door DC om vroege uitzaaiing te voorkomen. (3-5) Via lokale immunopotentiatie
kan de huid gebruikt worden voor het activeren van DC en voor het versterken van een effectieve
T-cel gemedieerde anti-melanoom immuniteit, zelfs bij deze onderdrukking van het immuunsys-
teem.

Klinische observaties in melanoompatiénten

In Hoofdstuk 2 onderzochten we de invloed op ziektevrije en algehele overleving van het type
diagnostische biopsie en van de aanwezigheid van residuale tumorcellen in het re-excisie prepa-
raat. Na (gedeeltelijke) verwijdering van een gepigmenteerde huidlaesie werd bij 471 patiénten
een stadium I/1l melanoom vastgesteld en ondergingen zij een re-excisie en een SLN biopsie. Alle
patiénten werden prospectief gevolgd tot 5 jaar na de diagnose. Patiénten werden ingedeeld aan
de hand van 1) hun diagnostische biopsietype (wijde excisiebiopsie (n = 279), krappe excisiebiopsie
(109), excisiebiopsie met positieve marges (n = 52) en de incisiebiopsie (n = 31)) en 2) de aanwe-
zigheid van residuale tumorcellen in het re-excisie preparaat (n = 41). De overlevingsanalyse werd
uitgevoerd met behulp van Cox’s proportional hazard model aangepast voor de acht belangrijkste
variabelen gerelateerd aan de overleving van melanoompatiénten. We concludeerden dat noch
het diagnostische biopsietype, noch de aanwezigheid van tumorcellen in het re-excisiepreparaat
invloed hadden op de ziektevrije en totale overleving van melanoompatiénten. Niettemin wordt
routinematig gebruik van incisiebiopten niet aanbevolen. Incisiebiopten bestaan vaak uit slechts
een klein percentage van de oppervlakte van de gepigmenteerde huidlaesie, waardoor het moeilijk
is een representatief tumorgebied vast te stellen. (6) Bovendien, is het lastig de diepte en mate van
invasie te evalueren in een incisiebiopsie wat kan leiden tot over- of onderschatting van de tumor.
(7, 8) Uiteraard zijn deze problemen minder relevant voor excisiebiopten met positieve marges,
waar de meerderheid van de laesie is verwijderd en alleen de buitenste randen zijn gecompro-
mitteerd. Dit maakt een fout in de steekpoel hoogst onwaarschijnlijk. De incidentiecijfers van het
melanoom blijven stijgen. (9) Vroegtijdige opsporing van melanomen is nog steeds de enige manier
om de overleving van melanoompatiénten te verbeteren. (10) Het is van belang dat alle artsen zich
zeker voelen bij het verwijderen van een voor melanoom verdacht, gepigmenteerde huidlaesie.
Incisiebiopten worden niet aanbevolen, maar er is geen reden tot bezorgdheid wanneer een exci-
siebiopsie positieve marges blijkt te hebben.
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In Hoofdstuk 3 evalueerden we de klinische resultaten van fase I/Il melanoompatiénten die selec-
tieve SLN dissectie ondergingen na een follow-up (FU) van ten minste 10 jaar. We analyseerden
verschillende variabelen van ziektevrije overleving, waaronder de invloed van het aantal bijkomen-
de positieve lymfeklieren na volledige lymfklierdissectie (CLND) en de tumorgrootte in de schild-
wachtklier. Tweehonderdvierentwintig patiénten met een klinisch stadium 1I/ll cutaan melanoom
met een FU van 10 jaar werden geanalyseerd. Drieénveertig patiénten hadden een positieve SLN.
Informatie over de grootte van de lymfkliermetastase was beschikbaar voor alle patiénten. Ziek-
tevrije en totale overleving analyses werden uitgevoerd met behulp van de Kaplan-Meier benade-
ring. Cox’s proportional hazards regression model werd gebruikt om de aan DFS en OS gerelateerd
covariabelen te analyseren. De algemene en de ziektevrije overleving blijven dalen na 5 jaar. Dit
was het meest uitgesproken bij patiénten met bijkomende positieve lymfeklieren na CLND en bij
patiénten met een SLN tumorbelasting van >1,0 mm?. Wij raden aan dat SLN procedures worden
uitgevoerd voor melanomen >0.9 mm Breslow en dat alle patiénten met een tumordikte onder de
1 mm Breslow niet vervolgd hoeven worden, onafhankelijk van hun SLN status. De eerste 5 jaar
blijft de meest kritische periode in het bijzonder voor patiénten met een positieve SLN, ulceratie,
lymfinvasie en zeker voor patiénten met positieve LN bij CLND. Desalniettemin vinden we dat hoog
risico patiénten extra aandacht verdienen en minstens 10 jaar gevolgd moeten worden.

Immunohistochemie van de primaire tumoren en de SLN van stadium I/1l melanoompatiénten

Het cellulaire immuunsysteem speelt een belangrijke rol in de immuunrespons bij melanoompa-
tiénten. (11, 12) In de Hoofdstukken 4 en 5 hebben we gekeken naar de invloed van de tumorin-
filtrerende lymfocyten (TIL) op de SLN status en de overleving. In Hoofdstuk 4 hebben we onder-
zocht of de aanwezigheid van TIL en Natural Killer (NK) cellen gecorreleerd is aan de expressie van
MHC-1 of MHC-II op primaire tumorcellen en/of antigeenpresenterende cellen en of dit gerelateerd
was aan de klinische uitkomst bij klinisch stadium Il melanoompatiénten. Diagnostische primaire
tumormonsters van 35 patiénten met een melanoom zijn onderzocht en geévalueerd op de aan-
wezigheid van Granzym B (GrB), CD8, CD4 en/of CD56 TIL populaties na immunohistochemische
kleuring. Bovendien werd de expressie van MHC-I en -Il op de tumor en/of tumorinfiltrerende
cellen onderzocht. De expressie van PI-9, een GrB remmer, werd in melanoomcellen bepaald en
gecorreleerd aan de overleving. Ziektevrije overleving werd gekozen als klinisch eindpunt. Aanwe-
zigheid van geactiveerde cytotoxische TIL bleek een gunstige prognostische factor, onafhankelijk
van geslacht, Breslow dikte, ulceratie en SLN status. Bovendien was er een significante correlatie
tussen de aanwezigheid van geactiveerde cytotoxische TIL en de expressie van MHC-1 op tumorcel-
len en expressie van MHC-II op intratumorale antigeenpresenterende cellen. De aanwezigheid van
geactiveerde cytotoxische TIL en vermeende intacte antigeenpresentatie in het kader van MHC-I
en MHC-Il in primaire melanomen was een voorspellende factor van een gunstige uitkomst bij kli-
nisch stadium Il melanoompatiénten. Deze gegevens ondersteunen de idee dat een intact cellulaire
immuunreactie een belangrijke factor is bij het voorkomen van (vroege) invasie en verspreiding
van melanoomcellen. In Hoofdstuk 5 werd de mogelijke associatie tussen de aanwezigheid van
geactiveerde en/of onderdrukkende TIL en SLN status bij klinisch stadium I/Il melanoompatién-
ten onderzocht. Diagnostische primaire tumormonsters van 20 patiénten met een SLN metastase
werden vergeleken met melanoommonsters van 20 patiénten met een schone SLN. Er waren geen
verschillen tussen de patiénten wat betreft geslacht, leeftijd en Breslow dikte. Aanwezigheid van
geactiveerde GrB TIL, van onderdrukkende (FoxP3) TIL en MHC klasse l-antigeenexpressie op tu-
morcellen werd geanalyseerd met behulp van immunohistochemie. FoxP3* en MHC-I expressie had
geen directe invloed op de aanwezigheid van melanoomuitzaaiingen in de SLN. Aanwezigheid van
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geactiveerde GrB* TIL in het primaire melanoom had geen voorspellende waarde voor SLN status.
Wel was hun afwezigheid sterk geassocieerd met de aanwezigheid van uitzaaiingen in de SLN. Hoe-
wel GrB* en FoxP3* TIL beiden gevonden konden worden in SLN metastasen, brengt een meerder-
heid van deze uitzaaiingen geen MHC-I tot expressie. Deze gegevens onderschrijven het idee dat
cytotoxische T-cellen een rol spelen in de preventie van vroege uitzaaiing van melanomen naar
de drainerende lymfeklieren en suggereren dat de aanwezigheid van onderdrukkende FoxP3* TILs
verantwoordelijk is voor de verspreiding van melanoomcellen in de aanwezigheid van geactiveerde
effector T-cellen. Deze resultaten komen overeen met eerdere studies waaruit blijkt dat de aan-
wezigheid van lymfocyten in melanoombiopten geassocieerd is met een gunstig klinisch resultaat.
(13-15) Bovendien tonen onze data aan dat melanoominfiltrerende T-lymfocyten bestaan uit CD4*,
CD8* en geactiveerde GrB* cytotoxische T-lymfocyten populaties. Activatie van deze cytotoxische
T-lymfocyten is afhankelijk van de specifieke MHC-I antigen herkenning en de aanwezigheid van
CD4* T-helpercellen die co-stimulerende moleculen tot expressie brengen en cytokines produce-
ren. (16, 17) Omdat we een sterke correlatie vonden tussen de aanwezigheid van TIL en intacte
MHC-I expressie op melanoomcellen, onderschrijven onze gegevens het idee dat het verlies van
MHC-I expressie resulteert in het spaak lopen van een cellulaire anti-melanoom reactie. Daarom is
het verlies van MHC-I expressie een belangrijke manier van de tumor om aan het immuunsysteem
te ontsnappen. (18, 19) Het belang van een cellulaire respons in de primaire tumor kan ook worden
gezien in het feit dat het ontbreken van GrB* TIL in het primair melanoombiopt sterk wordt geas-
socieerd met de aanwezigheid van metastasen in de SLN. Deze gegevens tonen aan dat een actieve
cellulaire immuunreactie belangrijk is voor het voorkomen van uitzaaiingen naar de lymfeklieren.

Priming van de SLN van melanoompatiénten met GM-CSF en/or PF-3512676 CpG-B

Gestoorde immuunfuncties in de SLN kunnen zorgen voor vroegtijdige metastasering. Lokale toe-
diening van PF-3512676 (voorheen bekend als CpG 7909) en Granulocyte Macrophage-Colony Sti-
mulating Factor (GM-CSF) heeft in eerdere studies geleid tot immunostimulatoire effecten op zowel
DC als T-cel subgroepen. (20-27) Eerder hebben we twee kleine fase Il studies uitgevoerd om de
effecten van GM-CSF of CpG bij melanoompatiénten te kunnen beoordelen. In de eerste studie kre-
gen 12 stadium | melanoompatiénten dagelijks vier intradermale (i.d.) injecties van GM-CSF (3 pg/
kg) of een zoutoplossing. (28, 29) DC fenotypen in de SLN werden door middel van flowcytometrie
beoordeeld. Daarnaast onderzochten we de frequentie en functionaliteit van CD8* T-cellen middels
hun reactie op melanoom-afgeleide peptiden in een IFNy-Elispot assay. De patiénten die GM-CSF
ontvingen vertoonden een significante toename van het aantal en de activatie van CD1a* Con-
ventionele DC (cDC), wat werd geassocieerd met een meer robuuste melanoom-specifieke CD8*
T-cel respons in de SLN, in vergelijking met patiénten die een zoutoplossing hadden ontvangen.
Daarnaast correleerde de frequentie van melanoomspecifieke T-cellen rechtstreeks met mature
CD83*CD1a* DC-frequenties in de SLN, wat het belang onderstreept van goed geactiveerde DC in
de inductie van een anti-melanoom immuunrespons. In een tweede fase-Il onderzoek kregen 23
stadium I/Il melanoompatiénten een intradermale injectie van 8 mg PF-3512676 of een zoutop-
lossing. (30) PF-3512676 toediening resulteerde in grotere SLN en hogere opbrengsten van geiso-
leerde SLN leukocyten. Ook werd een duidelijke verbetering van zowel plasmacytoide DC (pDC) en
CD1a* cDC maturatie en activering gezien en een significante daling van Treg frequenties in de SLN.
Daarnaast was toediening van PF-3512676 geasssocieerd met de aanwezigheid van een onlangs
geidentificeerde mature CD11c"CD123*CD83*TRAIL* SLN-cDC subgroep en een verhoogde afgifte
van meerdere inflammatoire cytokines.
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In Hoofdstuk 6 zijn we nagegaan of deze immunostimulerende effecten van PF-3512676 zich ook
vertaalden in hogere frequenties van melanoom-specifieke CD8* T-cellen. Hiervoor werden CD8* T-
cellen uit de SLN en uit perifeer bloed getest op reactiviteit op verschillende HLA-A1/A2/A3-gebon-
den epitopen, afgeleid van verschillende Melanoom-geassocieerde antigenen (MAA) met behulp
van een IFN-y ELISPOT test in 21 van 24 geincludeerde patiénten.

De frequentie van NK-cellen en de frequentie en de maturatie van DC subgroepen in de SLN wer-
den bepaald door flowcytometrie. Melanoomspecifieke CD8" T-cel respons tegen meer dan één
MAA-afgeleide epitoop werd gevonden in de SLN-cellen bij 0 van de 11 patiénten die een zoutop-
lossing toegediend kregen tegen 5 van de 10 patiénten in de PF-3512676 toegediende groep. Van
de 5 patiénten die een reactie vertoonden hadden 4 ook een meetbare respons op meer dan één
MAA epitoop in het bloed. Verder is er een duidelijke relatie gevonden tussen de toename van de
frequentie in de SLN van zowel MAA-specifieke CD8" T-cellen of NK-cellen en CpG-geinduceerde
pDC maturatie. Deze gegevens tonen een toename aan van melanoomspecifieke CD8* T-cellen,
evenals een verhoogde concentratie NK effectorcellen na een enkele dosis PF-3512676. Bovendien
wijst de significante correlatie tussen geactiveerd SLN-pDC aan de ene kant en NK-cellen en mela-
noomspecifieke CD8* T-cel reactiviteit in zowel de SLN als de bloedmonsters na behandeling aan de
andere kant, er sterk op dat lokale en systemische bescherming tegen tumoruitzaaiing het gevolg is
van directe PF-3512676-geinduceerde pDC activering in plaats van indirecte (bijvoorbeeld via IFNa)
cDC activering. Al met al suggereren deze gegevens een rol voor lokale toediening van PF-3512676
als adjuvante behandeling in een vroeg stadium bij de bestrijding van melanoomuitzaaiingen.

In Hoofdstuk 7 onderzochten we de gecombineerde effecten van een lage dosis GM-CSF en PF-
3512676 CpG-B op cDC en pDC subgroep in de SLN, in een poging de reactie van het immuunsys-
teem tegen uitzaaiingen te versterken. GM-CSF werkt met name op CD1a* cDC en CpG-B op pDC
en niet-klassieke CD1a'CD11c" cDC. Door een combinatie van beiden te gebruiken hoopten we een
maximale DC subgroep activering te verkrijgen. Om vast te stellen wat de toegevoegde waarde
van GM-CSF bij het gebruik van CpG monotherapie is, hebben we een 3-armige fase |l studie uit
gevoerd waarin 28 stadium I-lll melanoompatiénten werden gerandomiseerd om intradermale in-
jecties zoutoplossing of een lage dosis CpG-B (1 mg PF-3512676) rond de locatie van de excisie van
de primaire tumor te ontvangen. CpG-B werd alleen of in combinatie met een lage dosis GM-CSF
(100 pg), 7 en 2 dagen voor de SLN procedure gegeven. SLN cellen en PBMC werden geanalyseerd
door middel van flowcytometrie. Er werd aanzienlijk verhoogde maturatie van alle identificeerbare
cDC en pDC subgroepen waargenomen in de SLN na gecombineerde toediening van CpG en GM-
CSF, evenals de rekrutering van twee CD1a'CD11c" cDC subgroepen (een CD14 en de ander CD14").
De laatste brachten beide BDCA3/CD141 tot expressie, wat duidt op een cross-primend vermogen.
(31) Activering van de cDC, pDC en monocyten werd ook waargenomen in het perifere bloed. Cor-
relatie en in vitro analyses toonden aan dat CpG-B en GM-CSF BDCA3/CD141* cDC activeren en uit
het bloed rekruteren naar de SLN. We concluderen dat gecombineerd CpG/GM-CSF toediening
resulteert in een sterkere en bredere DC subgroep activering in SLN en bloed, dan welke wordt
bereikt door CpG toediening alleen. De onderling afgestemde activering van pDC en cDC subgroe-
pen, evenals de rekrutering van BDCA3/CD141* cDC subgroepen met een vermeend cross-primend
vermogen versterkt de beschermende anti-melanoom immuniteit.
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In de meeste preklinische modellen, en in sommige klinische studies zijn CD8* cytotoxische T-cellen
erkend als de belangrijkste voorwaarden voor tumorregressie (32-36), de meeste immunomoni-
toringprogramma’s richten zich dan ook op deze cellen. (37-39) Ondanks de recente vooruitgang,
blijft nauwkeurig meten van vaccin specifieke en/of tumor specifieke T-cel reacties moeilijk als ge-
volg van extreem lage frequenties van tumor specifieke T-cellen. (40-43) Dit maakt het noodzakelijk
voorafgaand aan de functionele testen polyclonale expansies te verrichten. (44) Verschillende pro-
tocollen zijn beschikbaar voor polyclonale T-celexpansie, maar deze zijn niet vergelijkbaar als het
gaat om de subgroep of differentiatiestatus van de geéxpandeerde T-cellen. In Hoofdstuk 8 hebben
we gekeken naar een nieuwe op 4-1BBL antigeenpresenterende cellen (aAPC) gebaseerde metho-
de (45-47) en deze vergeleken met de klassieke op CD3/CD28 antilichaam gebaseerde methoden
(48, 49) voor de expansie van de functionele MAA-specifieke CD8" effector-T-cellen uit SLN.

Het ging om lymfkliercellen van vroeg stadium melanoompatiénten die deelnamen aan onze klini-
sche fase |l studie, waarbij ze intradermale lage dosis CpG-B ODN PF-3512676 (zie hoofdstuk 7) of
zoutoplossing ontvingen. T-cellen van SLN monsters werden geéxpandeerd met behulp van plaat-
gebonden anti-CD3/CD28 antilichamen, anti-CD3/CD28 gecoate beads (beide gecombineerd met
IL-2) of K32/4-1BB aAPC. Dit zijn bestraalde K562 cellen die zijn getransfecteerd met het humane
Fcy-receptor CD32 (geladen met anti-CD3 OKT3 monoclonaal antilichaam) en het co-stimulatoire
molecuul 4-1BBL (gecombineerd met IL-15). Geéxpandeerde T-cellen werden geanalyseerd op de
aanwezigheid van memory/effector CD8* subgroepen en daarnaast op het herkennen van en rea-
geren op, bekende antigenen- of MAA-afgeleide epitopen met behulp van verschillende onderzoe-
ken. Onze gegevens tonen aan dat K32/4-1BBL aAPC veel beter zijn dan plaat- en bead-gebonden
anti-CD3/CD28 antilichamen in het expanderen van functionele effector-memory CD8* T-cellen uit
immuun gemoduleerde SLN. Dit werd aangetoond door gecombineerde analyse van tetrameer
binding, IFNa/CD107a-opperviake expressie en cytokine productie. Wij concluderen dat 4-1BB-
gemedieerde expansie van de in vivo geprimede effector-memory CD8* T cellen door middel van
aAPC de gevoelige monitoring van functionele anti-tumor immuniteit vergemakkelijkt, met name
in kleine monsters verkregen van tumor-drainerende LN.
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