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Fluorescence-guided imaging for resection margin evaluation in head
and neck cancer patients using cetuximab-800CW: a quantitative 
dose-escalation study 

drs. F.J. Voskuil1, drs. S.J. de Jongh2, dr. S.A.H.J. de Visscher3, dr. K.P. Schepman3, dr. W.B. Nagengast4, 
prof. dr. G.M. van Dam5, dr. M.J.H. Witjes3

Fluorescentiegeleide beeldvorming 
voor snijvlakevaluatie bij hoofd-
halskankerpatiënten gebruikmakend 
van cetuximab-800CW: een 
kwantitatieve dosisescalatiestudie

SAMENVATTING 
Een vrij snijvlak is een belangrijke prognostische factor 
voor locoregionale controle bij chirurgisch behandeld 
plaveiselcelcarcinoom van het hoofd-halsgebied. He-
laas wordt in een relatief hoog aantal gevallen een 
positief snijvlak gemeld. Intra-operatieve fluorescen-
tiebeeldvorming kan de chirurg assisteren om tumor- 
weefsel van aanliggend gezond weefsel te onder-
scheiden. In deze studie wordt de optimale dosis ce-
tuximab-800CW, een fluorescente stof gericht tegen 
de epidermale groeifactorreceptor (EGFR), onderzocht 

bij hoofd-halskankerpatiënten. Deze studie toont aan 
dat fluorescentiebeeldvorming kan assisteren bij intra- 
operatieve visualisatie van tumorweefsel en kan wor-
den gebruikt voor snijvlakbepaling. Het blijkt dat een 
pre-dosis van ongelabelde cetuximab het onderschei- 
dend vermogen van cetuximab-800CW positief beïn- 
vloedt. Deze resultaten hebben aanleiding gegeven 
voor een vervolgstudie, waarbij de positief voorspel-
lende waarde van cetuximab-800CW voor een positief 
snijvlak wordt onderzocht.  
(NED TIJDSCHR ONCOL 2020;17:160-4)
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SUMMARY 
A tumor-negative surgical margin is an important pro- 
gnostic factor for locoregional control in surgical tre-
ated head and neck squamous cell carcinoma (HN-
SCC). Unfortunately, relative high numbers of tumor- 
positive surgical margins are reported. Intra-operative 

fluorescence imaging can assist the attending sur-
geon in discriminating tumor from adjacent non-tumor 
tissue. In this study, the optimal dose cetuximab- 
800CW, a fluorescent imaging agent targeting the 
epidermal growth factor receptor (EGFR), was inves-
tigated in HNSCC patients. This study shows that 
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fluorescence imaging can assist in intra-operative vi- 
sualization of tumor tissue and can be used for margin 
assessment. Cohorts treated with an unlabeled pre- 
dose cetuximab showed enhanced discrimination 

between tumor and adjacent non-tumor tissue. Based 
on these results, a subsequent phase II study has com- 
menced to investigate the positive predictive value of 
cetuximab-800CW for margin assessment.   
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INLEIDING
De primaire behandeling van mondholtetumoren bestaat uit 
chirurgische excisie, met als doel het radicaal verwijderen 
van de tumor, wat lokale tumorcontrole en hogere ziektevrije 
overleving sterk mede bepaald.1 Tumorpositieve snijvlakken 
worden helaas gemeld in een relatief hoog aantal gevallen 
(tot en met 23% van de resecties).2-4 Momenteel is er geen 
betrouwbare techniek voorhanden voor snijvlakbepaling tij-
dens de operatie van mondholtetumoren. Een potentiële tech- 
niek is het preoperatief inspuiten van een fluorescente tracer 
die de tumor doet oplichten.5 Het conjugaat cetuximab-800 
CW, gericht tegen de epidermale groeifactorreceptor (EGFR), 
kan fungeren als een tumorspecifieke optische tracer, aan-
gezien overexpressie van EGFR in meer dan 90% van de 
plaveiselcarcinomen in het hoofd-halsgebied aanwezig is. In 
deze studie wordt de optimale dosis van cetuximab-800CW 
onderzocht door middel van visuele fluorescentiebeeldvor-
ming en kwantificatie van de intrinsieke fluorescentie door 
te corrigeren voor de optische eigenschappen van het weefsel 
zelf door middel van ‘multi-diameter single-fiber reflection/
single-fiber fluorescence’ (MDSFR/SFF)-spectroscopie.6,7 
Daarnaast wordt intra-operatief, direct na excisie, het weefsel 
door middel van fluorescentiebeeldvorming beoordeeld op 
de aanwezigheid van tumorpositieve snijvlakken. 

METHODE
Patiënten kregen vier dagen preoperatief respectievelijk 10, 
25 of 50 mg cetuximab-800CW toegediend (3x3-design). 
De overige twee cohorten van elk drie patiënten kregen 75 
mg ongelabelde cetuximab toegediend 1 uur voorafgaand 
aan de toediening van 15 of 25 mg cetuximab-800CW. De 
studie was goedgekeurd door de METc van het UMCG (METc 
UMCG 2016/395, NCT NCT03134846). Tijdens chirurgie 
werd voorafgaand aan incisie de tumor afgebeeld door mid-
del van fluorescentiebeeldvorming. Direct na excisie werd 
het wondbed afgebeeld en werd op het excisie-preparaat van 
alle resectievlakken fluorescentiebeeldvorming verricht. In 
geval van zichtbare fluorescentie in het wondbed of op het 
resectievlak kon daar een biopt worden genomen. Fluores-
centiesignalen werden op twee manieren gekwantificeerd. 
Tijdens de histopathologische verwerking van het weefsel 
werden van de weefsellamellen fluorescentieopnames gemaakt 
(PEARL® LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska, VS), waarbij 

de gemiddelde fluorescentie-intensiteit werd gemeten (MFI). 
Tevens werd MDSFR/SFF-spectroscopie verricht van zowel 
tumorweefsel als aanliggend normaal weefsel. Hiermee wordt 
de intrinsieke fluorescentie (Q.µf

a,x[mm-1]) van cetuximab- 
800CW gemeten door te corrigeren voor de optische eigen-
schappen van het weefsel (absorptie en ‘scattering’). Deze 
werden vervolgens gecorreleerd aan standaard histopatholo-
gisch onderzoek dat werd uitgevoerd door een patholoog die 
geblindeerd was voor fluorescentiebeeldvorming. Uit de ver-
schillende metingen werden de ‘tumor-to-background ratio’ 
(TBR) (fluorescentie tumor / fluorescentie normaal) bepaald. 
Een snijvlak werd positief beoordeeld voor fluorescentie indien 
er een TBR >2 aanwezig was op het desbetreffende snijvlak. 

RESULTATEN
Vijftien patiënten gediagnosticeerd met een plaveiselcarci-
noom in de mondholte werden geïncludeerd. Cetuximab- 

FIGUUR 1. Representatief voorbeeld van fluorescentiebeeld- 

vorming direct na excisie van het preparaat. Een duidelijke 

fluorescentielaesie is zichtbaar op het ventrale snijvlak 

van een mondbodemtumorpreparaat. Het tumorpositieve 

snijvlak (rode pijlen) komt overeen met de locatie op het 

preparaat (gele lijnen). Figuur overgenomen en aangepast 

uit Voskuil et al.13

H/E=hematotoxyline/eosinekleuring, EGFR=epidermale 

groeifactorreceptor. 
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800CW werd goed verdragen met vijf mogelijk studiegerela-
teerde reacties (alleen CTCAE-graad 1). Direct na excisie 
werden alle vier tumorpositieve snijvlakken correct beoor-
deeld door middel van fluorescentiebeeldvorming (100%) 
(zie Figuur 1, pagina 161). Fluorescentiebeeldvorming van het 
wondbed toonde geen resterende fluorescente laesies. Dit 
was in lijn met de histologie, aangezien alle tumorpositieve 
snijvlakken een marge van 0,3-1 mm hadden. Eén snijvlak 
werd fout-positief beoordeeld; hier was een tumorvrije mar-
ge van 2 mm aanwezig (91%). Bij één patiënt werd een addi-
tionele laesie in vivo gedetecteerd, gelokaliseerd anterieur van 
de initiële tumorlaesie. Fluorescentiebeeldvorming had geen 
nadelige invloed op de standaardbehandeling en verlengde 
de procedure tot maximaal 10 minuten (zie Figuur 2). 
Om het onderscheidend vermogen van cetuximab-800CW 
te objectiveren werd de TBR door middel van beeldvorming 
berekend op 61 weefsellamellen. Significant hogere fluores-
centie-intensiteiten werden gevonden in tumorweefsel ver-
geleken met gezond aanliggend weefsel (TBR 10 mg: 1,61± 
0,93, p=0,0312; 25 mg: 2,02±0,5, p=0,0078; 50 mg: 
1,81±0,32, p<0,0001; 75 + 15 mg: 3,06±0,43, p=0,0010; 
75 + 25 mg: 3,10±2,53, p=0,0005, zie Figuur 3A), met een 
toenemende TBR in de cohorten die met de pre-dosis cetuxi-
mab kregen toegediend. Om deze resultaten verder te objec-
tiveren werd de intrinsieke fluorescentie berekend op de 
weefsellamellen (n=46), die de bovenstaande bevindingen 

confirmeerde (TBR 10 mg: 2,86±0,29, p=0,0312; 25 mg: 
1,99±1,62, p=0,0078; 50 mg: 1,48±0,52, p<0,0001; 75 + 
15 mg: 2,50±0,19, p=0,0010; 75 + 25 mg: 2,81±1,27, 
p=0,0005, zie Figuur 3B). Een dosisafhankelijke toename in 
achtergrondfluorescentie was zichtbaar in de cohorten be-
handeld met een eenmalige dosering cetuximab-800CW op 
zowel de fluorescentiebeeldvorming (10 mg vs. 25 mg: p= 
0,0006; 25 mg vs. 50 mg: p<0,0001), als tijdens de kwan-
tificatie van de intrinsieke fluorescentie (10 mg vs. 25 mg: 
p<0,0001; 25 mg vs. 50 mg: p<0,0001). Dit werd niet ge-
zien in de cohorten die een pre-dosis cetuximab hebben 
ontvangen (p=0,4320 en p=0,6808 voor respectievelijk 
beeldvorming en kwantificatie van intrinsieke fluorescentie). 
De achtergrondfluorescentie was significant lager in het 75 
+ 25 mg-cohort vergeleken met het 25 mg-cohort (0,0101 
mm-1 vs. 0,0131 mm-1, p=0,0096).

DISCUSSIE EN CONCLUSIE 
Uit deze studie blijkt dat een pre-dosis van 75 mg ongelabel-
de cetuximab gevolgd door 15 mg cetuximab-800CW de 
optimale dosis is voor fluorescentiegeleide beeldvorming 
tijdens chirurgische excisie van het plaveiselcarcinoom in 
het hoofd-halsgebied. Intra-operatieve snijvlakbepaling van 
het vers geëxcideerde weefsel bleek met een sensitiviteit van 
100% zeer nauwkeurig, wat aansluit bij reeds gerapporteer-
de onderzoeken.8-10 Daarnaast heeft het ex vivo bepalen van 
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FIGUUR 2. In vivo intra-operatieve fluorescentiebeeldvorming. A. Representatieve fluorescentiebeeldvorming gebruik- 

makend van een flexibele nasendoscoop gekoppeld aan de fluorescentiecamera van een buccale tumor. B. Representatieve 

fluorescentiebeeldvorming van een tongtumor. Een additionele laesie werd gedetecteerd anterieur van de initiële laesie (gele 

pijlen). Figuur overgenomen en aangepast uit Voskuil et al.13
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de optimale dosis van cetuximab-800CW de voorkeur bo-
ven in-vivo-metingen, aangezien in-vivo-beeldvorming kan 
worden verstoord door omgevingsfactoren zoals strooilicht 
of een wisselende hoek van belichting.11 In de huidige stu-
die zijn de resultaten verkregen door middel van fluores-
centiebeeldvorming die zijn bevestigd door de MDSFR/
SFF-spectroscopiemetingen te corrigeren voor de optische 
eigenschappen van het weefsel zelf.6,7 In dit onderzoek 
laten we zien dat in alle vijf cohorten cetuximab-800CW 
een onderscheidend vermogen heeft voor tumor- versus 
gezond weefsel, echter in de cohorten die een pre-dosis 
ongelabelde cetuximab hebben ontvangen was het con-

trast evident sterker (zie Figuur 3C). Dit kan vooral worden 
toegewijd aan de gereduceerde achtergrondfluorescentie 
door ‘off-target’ receptorbezetting, wat in lijn is met eerdere 
onderzoeken.12 De huidige studie laat zien dat wanneer 
geoptimaliseerde camerasystemen worden gebruikt voor 
IRDye-800CW-detectie, een lagere totale dosis cetuximab 
(90 mg) kan worden gebruikt dan eerder gerapporteerd.5 
Op basis van deze resultaten is reeds een fase 2-interven-
tiestudie gestart in het Universitair Medisch Centrum 
Groningen, waarbij de positief voorspellende waarde van 
cetuximab-800CW voor intra-operatieve snijvlakbepaling 
wordt onderzocht.

FIGUUR 3. A. Tumorweefsel toont significant hogere fluorescentie-intensiteiten dan aanliggend normaal weefsel op de 

fluorescentiebeeldvorming van de lamellen. B. De intrinsieke fluorescentie van tumorweefsel is significant hoger dan aanlig-

gend normaal weefsel. C. Representatieve weefsellamellen die zowel tumor- als aanliggend normaal weefsel bevatten per 

dosiscohort. Histologisch bewezen tumorweefsel is omlijnd. Een verbeterde, scherpomlijnde differentiatie tussen tumor- en 

aanliggend weefsel is zichtbaar in de pre-dosiscohorten. Fluorescentie is geschaald van minimaal naar maximaal. *75 mg 

cetuximab is één uur voorafgaand aan cetuximab-800CW toegediend. Stippen tonen de mediane waarde per meetlocatie. 

Figuur overgenomen en aangepast uit Voskuil et al.13
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de leverfunctie periodiek te worden gecontroleerd. Afhankelijk van de ernst van de verhoging van 
de transaminasen kan het nodig zijn de dosis te verlagen, of de behandeling te onderbreken of te 
stoppen. Voordat de behandeling gestart wordt moet het ECG beoordeeld worden. Kisqali mag alleen 
gestart worden bij patiënten met een QTcF-waarde die lager is dan 450 msec. Gebruik van Kisqali dient 
te worden vermeden bij patiënten die al een verlengde QTc-tijd hebben of bij patiënten die hier een 
aanzienlijk risico op lopen. Tijdens de behandeling dient de QTcF waarde regelmatig gecontroleerd te 
worden. Voor de start van en tijdens de behandeling moeten de serumelektrolyten gecontroleerd en 
indien nodig gecorrigeerd worden. Afhankelijk van de waargenomen verlenging van de QT-tijd tijdens 
de behandeling kan het nodig zijn de dosis te verlagen, of de behandeling te onderbreken of te staken. 
Gelijktijdig gebruik van Kisqali met geneesmiddelen die de QTc-tijd verlengen en/of met sterke CYP3A4 
remmers dient te worden vermeden. Kisqali wordt niet aanbevolen voor gebruik in combinatie met 
tamoxifen. Ribociclib is een sterke CYP3A4-remmer. Voorzichtigheid is geboden in geval van gelijktijdig 
gebruik met CYP3A4-substraten met een smalle therapeutische breedte. Gelijktijdig gebruik van 
Kisqali met sterke CYP3A4-remmers dient te worden vermeden; Als behandeling met een sterke 
CYP3A4-remmer niet kan worden vermeden, moet de dosis worden aangepast. Toxische epidermale 
necrolyse werd gemeld bij behandeling met Kisqali. Als verschijnselen of klachten optreden die wijzen 
op ernstige huidreacties moet de behandeling onmiddellijk gestaakt worden. Vrouwen die zwanger 
kunnen worden, moeten gedurende de behandeling en tot ten minste 21 dagen na de laatste dosis 
een effectieve methode van anticonceptie toepassen. Bijwerkingen Zeer vaak infecties, neutropenie, 
leukopenie, anemie, verminderde eetlust, hoofdpijn, duizeligheid, dyspneu, hoest, misselijkheid, 
diarree, braken, constipatie, stomatitis, buikpijn, alopecia, huiduitslag, pruritus, rugpijn, vermoeidheid, 
perifeer oedeem, asthenie, pyrexie, afwijkende leverfunctietesten Vaak lymfopenie, trombopenie, 
febriele neutropenie, hypocalciëmie, hypokaliëmie, hypofosfatemie, vertigo, verhoogde traanvorming, 
droge ogen, syncope, dysgeusie, dyspepsie, hepatotoxiciteit, erytheem, droge huid, vitiligo, droge 
mond, orofaryngeale pijn, verhoogd bloedcreatinine, verlengde QT-tijd in het elektrocardiogram. 
Afleverstatus UR Verpakking en prijs Zie Z-index Vergoeding Financiering verloopt via add-on 
Registratiehouder Novartis Europharm Limited Lokale vertegenwoordiger Novartis Pharma B.V., 
Haaksbergweg 16, 1101 BX Amsterdam. Meer informatie Voor meer informatie kunt u bellen met   
088-0452555. De volledige productinformatie kunt u raadplegen via www.novartis.nl/medicijnen. 
Datering verkorte productinformatie februari 2020.
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