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Microarrays bij bepaling prognose in borstkanker

J.A. FOEKENS

Achtergrond

Klinische en histopathologische eigenschappen van
de borsttumor bepalen voornamelijk de keuze van
therapie. In het huidige beleid wordt bij vrouwen met
primaire borstkanker (tumor in de borst) de therapie-
keuze (al dan niet adjuvante systemische hormonale
en/of chemotherapie en/of immunotherapie) gemaakt
op grond van de leeftijd en menopauzale status van
de patiént, het al of niet aanwezig zijn van tumor-
cellen in de lymfeklieren, en op basis van kenmerken
van de tumor (tumorgrootte, differentiatiegraad, ste-
roidhormoon[ER/PgR]-receptorstatus en, sinds kort,
ook de HER2-neu-status). Voor vrouwen met reeds
aantoonbaar uitgezaaide ziekte wordt voor het geven
van een bepaalde vorm van systemische therapie
voornamelijk rekening gehouden met de klinische
symptomen, locatie van de metastase(n), leeftijd van
de patiént en de ER/PgR/HER2-neu-status van de
tumor. De behandeling is palliatief en de pati€nten
zullen uiteindelijk overlijden ten gevolge van het re-
sistent worden van de metastasen tegen alle vormen
van therapie.

In veruit de meeste gevallen wordt na de chirurgische
verwijdering van de primaire tumor een adjuvante
systemische therapie gegeven om de kans op het later
optreden van metastasen te verminderen. Ook vrou-
wen van wie tijdens de primaire chirurgie de lymfe-
klieren nog niet aangedaan zijn met tumorcellen (NO-
patiénten) en derhalve een relatief goede prognose
hebben, krijgen voor het overgrote deel een adjuvante
systemische therapie. Dit ondanks het feit dat van
deze groep van patiénten met een goede prognose, het
merendeel al genezen is door de regionale behande-
ling met chirurgie, al of niet aangevuld met radio-
therapie. Bovendien is een adjuvante systemische be-
handeling met de bestaande medicijnen nog lang geen
garantie dat de tumor later niet terugkomt. De afgelo-
pen 20 jaar is er daarom veel onderzoek verricht naar
celbiologische factoren die de prognose van de patiént
en de respons op therapie kunnen voorspellen. Dit
type onderzoek is erg bewerkelijk en in de meeste ge-
vallen werden er slechts één of enkele factoren tege-
lijk onderzocht. Het onderzoek naar celbiologische
karakterisering van tumoren maakt op het ogenblik
een stormachtige ontwikkeling door. Dit is in de eerste
plaats te danken aan het ophelderen van de genetische
code aan het eind van de vorige eeuw. Gebaseerd op
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deze informatie zijn technieken ontwikkeld om de
mRNA-expressie van tienduizenden genen tegelijk te
kunnen bestuderen. Aangezien een patiént met een ge-
metastaseerde borstkanker niet meer te genezen is
door het uiteindelijk resistent worden van celklonen
binnen de metastasen tegen alle huidige beschikbare
medicijnen, is het van groot belang om te kunnen be-
grijpen waarom de ene tumor wel kan uitzaaien en de
andere niet. Verder is het van belang om op voorhand
te weten of een tumor zal reageren op een bepaalde
vorm van systemische behandeling. In ons onderzoek
in het Erasmus MC in Rotterdam hebben wij met be-
hulp van genexpressiearrays honderden borsttumoren
onderzocht met betrekking tot het vermogen om uit te
kunnen zaaien en hebben we de effectiviteit bepaald
van specifieke vormen van therapie. Bovendien is een
genprofiel ontwikkeld dat kan voorspelen of een tu-
mor uit zal zaaien naar een bepaald orgaan, met name
naar de bot.

Primaire borstkanker

De groep van lymfekliernegatieve patiénten beslaat
tegenwoordig ongeveer 60-65% van alle borstkanker-
patiénten die jaarlijks in Nederland geopereerd wor-
den. Omdat deze patiénten een relatief goede prog-
nose hebben, kregen ze in ons land tot voor kort over
het algemeen geen adjuvante systemische therapie.
Echter, indien deze patiénten niet aanvullend worden
behandeld met adjuvante therapie, ontwikkelen er
zich in ongeveer 30-40% van de pati€nten op termijn
één of meerdere metastasen. De bijdrage van adju-
vante systemische therapie in deze groep van patién-
ten varieert van 5 tot 10% absoluut overlevingsvoor-
deel (1, 2). Indien echter al deze patiénten behandeld
zouden worden met adjuvante systemische therapie,
hetgeen het geval is voor ca. 85-90% van de patién-
ten indien de St.-Gallen- (3, 4) of de ‘US National
Institutes of Health’-consensusrichtlijnen (5) gehan-
teerd zouden worden, wordt het merendeel onterecht
met vaak toxische systemische therapie behandeld.
Het is derhalve van belang om de patiénten die geen
aanvullende behandeling nodig hebben omdat ze al
genezen zijn door de regionale behandeling (chirurgie
met of zonder aanvullende radiotherapie) op voor-
hand te kunnen identificeren, om hen de belasting
van vooral chemotherapie niet te hoeven laten onder-
gaan. Patiénten die wel een hoog risico hebben voor
het krijgen van metastasen kunnen, afhankelijk van
het celbiologische fenotype van de tumor (bijvoor-
beeld ER/PgR-status, HER2/neu-status), behandeld
worden met een specifieke vorm van adjuvante syste-
mische therapie.
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Patiénten bij wie meerdere lymfeklieren reeds zijn
aangedaan met tumorcellen ten tijde van de chirurgi-
sche verwijdering van de primaire tumor uit de borst
(Iymfeklierpositieve patiénten) hebben een slechte
prognose. Bij deze patiénten bestaat er, afhankelijk
van het aantal aangedane lymfeklieren, een grote
kans (60-80%) dat de ziekte terugkomt op andere
plaatsen in het lichaam. Deze patiénten, die een hoog
risico hebben om later metastasen te ontwikkelen,
krijgen kort na de operatie bijna allemaal een vorm
van adjuvante systemische therapie. Op deze manier
hoopt men de mogelijk aanwezige micrometastasen
uit te roeien.

Gemetastaseerde ziekte en therapieresistentie
Ongeveer driekwart van de primaire borsttumoren
zijn hormoonreceptor-positief. Patiénten met uitge-
zaaide ziekte zullen op een hormonale behandeling
in 50-60% van de gevallen gunstig reageren met een
complete of parti€le remissie of een langdurige sta-
biele ziekte. Voor patiénten met een ER/PgR-nega-
tieve tumor is dit minder dan 10%. Patiénten met me-
tastasen op afstand reageren over het algemeen (in
50-60% van de gevallen) gunstig op chemotherapie
alvorens de tumor uiteindelijk resistent wordt tegen
systemische therapie. Er is dus een duidelijke klini-
sche behoefte om vast te kunnen stellen welke patién-
ten wel en welke niet gunstig zullen reageren op een
specifieke vorm van therapie.

Prognostisch genexpressieprofiel

Bij het verkrijgen van het Rotterdamse prognostische
profiel hebben wij het RNA van 286 primaire borst-
tumoren geanalyseerd op Affymetrix U133a chips, die
informatie bevatten over 22.000 messenger-RNA’s.
Geen van de patiénten, allen lymfekliernegatief en be-
handeld tussen 1980 en 1995, had enige adjuvante
systemische therapie gekregen. Dit maakte het moge-
lijk om de zuivere prognostische waarde van genex-
pressie te bestuderen, zonder dat de resultaten konden
worden beinvloed door effecten van systemische the-
rapie. Het profiel dat werd ontwikkeld bestaat in totaal
uit 76 genen, 60 voor de ER-positieve tumoren, 16
voor de ER-negatieve tumoren. In de validatiegroep
bleek de sterke prognostische waarde van het profiel
te kunnen worden bevestigd (6). Met een nauwkeurig-
heid van 93% kon het 76-genprofiel voorspellen
welke patiénten wel of niet een uitzaaiing kregen bin-
nen vijf jaar na chirurgie. In de analyse voor me-
tastasevrije overleving bleken patiénten met een hoog-
risico 76-genprofiel een ‘hazard ratio’ (HR) te hebben
van 5,7. Dit betekent dat ze een bijna zes maal zo
grote kans hebben om een afstandsmetastase te krij-
gen vergeleken met patiénten van wie de tumor een
laagrisico 76-genprofiel heeft. De prognostische
waarde van het 76-genprofiel was ook sterk aanwezig
in subgroepen van pre- (HR = 9,6) en postmenopau-
zale patiénten (HR = 4,0). In een aanvullende studie
werd de prognostische waarde van het 76-genprofiel
bevestigd in 180 lymfekliernegatieve patiénten van
vier Europese ziekenhuizen (7). Geen van de patién-
ten in deze multicentrische studie had enige adjuvante
systemische therapie ontvangen. Het RNA werd ge-
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analyseerd op speciaal gefabriceerde Affymetrix-chips
waarop alleen de informatie van de 76-genen uit het
Rotterdamse profiel en een hoeveelheid controlegenen
waren gespot. In deze volledig onafhankelijke vali-
datieset bleek het 76-genprofiel opnieuw een sterke
prognostische factor. De gevonden HR voor meta-
stasevrije overleving was 7,4. Voor pre- en postmeno-
pauzale patiénten werden HR’s gevonden van respec-
tievelijk 4,8 en 9,8. In de multivariate analyse voor
metastasevrije overleving was het 76-genprofiel, idem
als in de vorige studie (6), weer de enige statistisch
significante factor met een HR van 11,4. Deze resulta-
ten bevestigen dat het 76-genprofiel bruikbaar is voor
alle lymfekliernegatieve patiénten, ongeacht leeftijd,
menopauzale status, tumorgrootte en tumorgraad.
Indien het Rotterdamse 76-genprofiel vergeleken
wordt met het eerder gepubliceerde Amsterdamse 70-
genprofiel (8, 9), is het belangrijkste verschil dat het
Rotterdamse profiel ook bruikbaar is bij patiénten ou-
der dan 55 jaar, terwijl het Amsterdamse profiel werd
ontwikkeld voor alleen patiénten jonger dan 55 jaar.
Van het Amsterdamse 70-genprofiel en het Rotter-
damse 76-genprofiel waren maar 3 genen identiek. Dit
is niet echt verrassend te noemen, omdat er van de 70
genen van het Amsterdamse profiel, dat werd verkre-
gen met de Agilent-array, er slechts 48 aanwezig zijn
op de Affymetrix U133a array die werd gebruikt voor
het maken van het Rotterdamse 76-genprofiel. Aan de
andere kant waren er van de 76 genen uit het Rotter-
damse profiel slechts 38 aanwezig op de array die
werd gebruikt voor het maken van het Amsterdamse
70-genprofiel. Een ander belangrijke oorzaak die de
verschillen in de beide profielen kunnen verklaren is
ongetwijfeld gelegen in het feit dat in het Amster-
damse onderzoek geen onderscheid werd gemaakt tus-
sen ER-positieve en ER-negatieve tumoren, terwijl in
het Rotterdamse onderzoek aparte profielen werden
gemaakt voor de ER-positieve subgroep (60 genen) en
de ER-negatieve subgroep van tumoren (16 genen).
Niettegenstaande de verschillen in beide profielen,
zijn er veel overeenkomstige signaalpaden vertegen-
woordigd in beide profielen, maar toch waren er ook
hier duidelijk merkbare verschillen (10).

Botmetastaseprofiel

Het bot is de meest frequente plaats waar de tumor
naar uitzaait in o.a. patiénten met borstkanker. Borst-
kanker kan resulteren in osteolytische botlaesies en
het is aannemelijk dat het micromilieu in het bot er-
voor zorgt dat de circulerende kankercellen kunnen
hechten en uitgroeien tot macrometastasen. Het is van
belang om te kunnen voorspellen of de tumor uit zal
zaaien naar het bot of andere organen, om een even-
tuele extra adjuvante therapie te geven die specifiek
de ‘homing’ en uitgroei van de uitzaaiingen in be-
treffende organen kan voorkomen. In dit kader zouden
bisfosfonaten mogelijk botmetastasen kunnen voorko-
men (11). Van de 107 patiénten van wie de locatie van
de metastasen bekend was uit onze genexpressiestudie
(6), werd onderzocht of een genprofiel kon voorspel-
len dat de tumor naar de bot zou gaan uitzaaien. Een
panel van 69 genen bleek differentieel tot expressie te
komen tussen tumoren die wel en die niet naar de bot-
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ten uitzaaiden (12). De twee meest discriminerende
genen waren ‘trefoil” factor-1 (TFF1) en TFF3. TFF1
is een oude bekende die voorheen beschreven werd
als het oestrogeengereguleerde pS2-eiwit dat een gun-
stige prognostische en predictieve waarde bleek te
hebben (13-16). Bovendien bleek dat het fibroblast-
groeifactor-signaalpad is betrokken bij uitzaaiing van
borstkankercellen naar de botten. Een 31-genprofiel
dat vervolgens werd ontwikkeld in de trainingset,
toonde bij validatie een sensitiviteit van 100% en een
specificiteit van 50%. Met andere woorden, met het
31-genprofiel konden alle patiénten die een uitzaaiing
naar het bot kregen geidentificeerd worden, terwijl tu-
moren die niet naar de botten uitzaaiden in de helft
van de gevallen toch een positief 31-genprofiel bleken
te hebben (12). Indien deze resultaten kunnen worden
bevestigd in een grotere en onafhankelijke groep van
patiénten, zou kunnen worden overwogen om borst-
kankerpatiénten met een positief 31-genprofiel van de
primaire tumor een extra behandeling te geven bo-
venop de reeds geindiceerde adjuvante systemische
therapie voor de hoogrisicopatiénten.

Therapieresistentie genexpressieprofielen

Met betrekking tot de effectiviteit van tamoxifen-
behandeling voor ER-positieve patiénten hebben we
de expressie van het RNA van 112 ER-positieve pri-
maire tumoren bestudeerd van patiénten van wie be-
kend was dat ze later metastasen hadden ontwikkeld
en hiervoor waren behandeld met tamoxifen als eer-
stelijns-enkelvoudige therapie. In een trainingsset van
46 tumoren kwamen 81 genen differentieel tot expres-
sie tussen tumoren die wel en die niet resistent waren
tegen de hormonale therapie. De genen waren voor-
namelijk betrokken bij oestrogeenwerking, apoptose,
extracellulaire matrixaanmaak en immuunrespons.
Uitgaande van deze 81 genen werd een 44-genprofiel
gemaakt dat bij validatie op een onathankelijke groep
van 66 tumoren een sterke predictieve waarde te zien
gaf. Het 44-genprofiel voorspelde beter welke patiént
een tamoxifenresistente tumor had dan de combinatie
van de traditionele factoren inclusief leeftijd en meno-
pauzale status, ziektevrij interval, hoeveelheid ER en
PgR, en de plaats van de uitzaaiing (17).

Onlangs hebben we ook een genexpressieprofiel ont-
wikkeld dat kan voorspellen welke tumoren niet zul-
len reageren op conventionele chemotherapie. Hier-
voor werden primaire tumoren onderzocht van 156
patiénten die chemotherapie (103x FAC, 53x CMF)
hadden ontvangen als eerstelijnsbehandeling voor uit-
gezaaide ziekte. Van de chemotherapieresistentiepro-
fielen die voor alle patiénten, en apart ook voor de
ER-positieve en ER-negatieve subgroepen werden
ontwikkeld, was alleen een 31-genprofiel voor de
ER-negatieve subgroep voldoende robuust dat het
kon worden bevestigd in een onafhankelijke testset.
Met een gevoeligheid van 91% en een specificiteit
van 56% kon het 31-genprofiel voorspellen welke pa-
tiénten niet op chemotherapie zullen reageren (18).

Toekomstverwachting
Genprofielen zijn veelbelovend bij het vaststellen van
de prognose van patiénten met primaire en gemetasta-
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seerde borstkanker. Echter, geen van de huidig be-
schikbare expressieprofielen zijn zodanig gevalideerd
dat ze in de praktijk kunnen worden toegepast. Deson-
danks zijn er al twee prognostische testen commer-
cieel beschikbaar. Agendia verkoopt een test voor het
bepalen van het Amsterdamse prognostische 70-gen-
profiel en Genomic Health verkoopt een test voor het
bepalen van een prognostisch 21-genprofiel. Dit laat-
ste genprofiel werd ontwikkeld voor patiénten die
adjuvante hormonale therapie krijgen (19). In deze
studie werd gebruik gemaakt van 21 (inclusief 5 con-
trolegenen) vooraf sterk geselecteerde genen, die door
de onderzoekers echter niet waren verkregen door een
genoomwijde screening zoals wij in het NKI (8) en
Erasmus MC (6) wel hebben gedaan. De Amerikaanse
onderzoekers vermelden echter niet hoe de selectie
van de genen heeft plaatsgevonden. Bovendien is er
nog geen onathankelijke validatiestudie gepubliceerd.
Het ligt in de lijn der verwachting dat genprofielen
binnen afzienbare tijd gaan worden ingepast in con-
sensus aangaande diagnose en behandeling van borst-
kanker. Het is nog niet duidelijk welk detectieplat-
form het uiteindelijk zal gaan worden. Een alternatief
voor microarrays is om voor elke klinische vraag-
stelling een multiple kwantitatieve PCR-assay te ge-
bruiken, zoals onlangs ontwikkeld voor patiénten die
adjuvante hormonale therapie krijgen (19). Het voor-
deel van een multiplex PCR-assay is dat deze kan
worden uitgevoerd op paraffinemateriaal, waardoor
de logistiek een stuk gemakkelijker is.
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Interpretatie van tumormarkers door de clinicus

Th. WOBBES

De clinicus laat zich bij de behandeling van de pa-
tient met kanker leiden door een reeks factoren,
idealiter op een zodanige wijze dat, gegeven de uit-
gangssituatie, de patiént er uiteindelijk het meest bij
is gebaat. In de praktijk komt dit neer op een juiste
stadiéring van de ziekte en een behandeling die bij
het stadium van die ziekte past. Vaak wordt de ziekte
van de patiént letterlijk in beeld gebracht met allerlei
diagnostiek. Het bloedonderzoek speelt in de stadié-
ringsfase slechts bij een beperkt aantal tumoren een
rol, vooral in de fase dat we nog met een primaire tu-
mor te maken hebben zonder metastasen op afstand.
En met het bloedonderzoek wordt in dit geval het on-
derzoek in ruime zin bedoeld. Een tumor is een li-
chaamseigen groeisel, dat zich meestal pas in het
bloed manifesteert indien er organen worden aange-
tast die specifieke pathologische parameters geven,
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zoals bijvoorbeeld in geval van metastasering in de
lever. Toch is er een aantal tumoren die de eigenschap
hebben zogenaamde merkstoffen in het serum tot ex-
pressie te brengen om van hun aanwezigheid blijk te
geven, ook al in een relatief vroeg stadium van de
ziekte. De vraag is wat de clinicus met deze tumor-
merkstoffen in de dagelijkse praktijk kan. In tabel 1 is
overzichtelijk weergegeven wat idealiter de betekenis
zou kunnen zijn.

De klinische toepassing op dit moment van in het se-
rum aanwezige tumormerkstoffen is sterk afhankelijk
van het type tumor. Voor het vaststellen van de kans
op de ontwikkeling van ziekte hebben tumormerk-
stoffen in serum geen betekenis. Als screeningspara-
meter zou het prostaatspecifiek antigeen (PSA) van
betekenis kunnen zijn. Het PSA wordt al bijna 20 jaar
bepaald maar heeft door de beperkte specificiteit ook
negatieve kanten, die vaak uit het oog worden verlo-
ren. De merkstof is populair, in die zin dat het op een
bepaalde leeftijd naast de cholesterolspiegel en het
ECG in het standaardpakket van screening lijkt thuis
te horen.
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