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Samenvatting

De prognose van patiénten met coloncarcinoom hangt samen met de mate van
tumorinvasie in de darmwand en de aan- of afwezigheid van lymfekliermetastasen en
afstandsmetastasen. Adjuvante chemotherapie is voorbehouden aan patiénten met
kliermetastasen (stadium lll) en enkele patiénten met ongunstige tumorkenmerken uit de
stadium Il groep (zonder kliermetastasen). Derhalve is het van groot belang om een goede
stagering van de lymfeklierstatus te verrichten. Ondanks de gunstige prognose van
patiénten zonder kliermetastasen, zullen toch 20 tot 30% van deze patiénten een recidief
ontwikkelen, zelfs na een schijnbaar curatieve resectie.! In dit proefschrift wordt een poging
gedaan om de huidige lymfeklierstagering bij het coloncarcinoom te verbeteren en de
patiénten met een hoog risico in de huidige stadium Il groep te identificeren, die baat
zouden kunnen hebben bij adjuvante behandeling. Dit wordt gedaan op basis van de
veronderstelling dat er zich een aantal patiénten in de stadium Il groep bevinden, die in
geval van nauwkeuriger onderzoek eigenlijk tot de stadium Ill groep (patiénten met
kliermetastasen) zouden behoren. Met andere woorden, waarschijnlijk wordt een deel van
de kliermetastasen met de huidige onderzoekstechnieken gemist, waardoor patiénten
onterecht als kliernegatief worden geclassificeerd. Enerzijds zou het kunnen zijn dat er te
weinig klieren uit een preparaat worden geidentificeerd en onderzocht waardoor juist de
klieren met metastasen worden gemist. Anderzijds is het mogelijk dat de klieren
onvoldoende nauwkeurig worden onderzocht en dat de kleinere metastasen over het

hoofd gezien worden. Beide hypothesen worden onderzocht in dit proefschrift.

Hoofdstuk 2 start met een onderzoek naar de kwaliteit van de lymfeklierstagering bij
patiénten met een colon carcinoom in Noord-Nederland. Het belangrijkste doel was om de
invloed van het aantal onderzochte klieren op overleving in kaart te brengen. Hiervoor
werden gegevens van 2.281 patiénten met een stadium |, Il of Ill coloncarcinoom
geanalyseerd, waarbij speciale aandacht was voor factoren die gerelateerd waren aan het
aantal onderzochte klieren. Tevens werd gekeken naar het effect van kenmerken van de
primaire tumor en klieraantallen op de klierstatus en overleving. De onderzoeksdata
toonden dat in het merendeel van de de gevallen minder dan de twaalf vereiste klieren
(zoals beschreven in de richtlijn) werden onderzocht.? Het aantal onderzochte klieren was
gerelateerd aan het T-stadium van de tumor, de tumorlokalisatie en de leeftijd van de
patiént. In geval van een toename van het aantal onderzochte klieren nam ook het
percentage patiénten met een klierpositieve status toe. Het overlevingsvoordeel dat
ontstond bij een toename van het aantal onderzochte klieren kon verklaard worden door
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migratie van het tumorstadium. Bij een groter aantal onderzochte klieren worden meer
kliermetastasen gevonden, waardoor de groep patiénten die onterecht als kliernegatief
(stadium 11) is afgegeven, kleiner wordt. Deze patiénten gaan naar de stadium Ill groep,
waar ze een subgroep vormen met een relatief gunstige prognose. Op deze manier
verbetert de prognose in zowel de stadium Il als de stadium Il groep. Bovendien kan dit
uiteindelijk tot een overlevingsvoordeel voor de gehele groep patiénten leiden, aangezien
meer patiénten in aanmerking komen voor adjuvante chemotherapie.

In hoofdstuk 3 werd het effect onderzocht van een andere fixatiemethode, modified
Davidson'’s fixatief (mDF) op het aantal onderzochte klieren en klierstatus bij patiénten met
een coloncarcinoom. Hiervoor werden resultaten van 125 patiénten bij wie het
colonpreparaat gefixeerd werd met mDF, vergeleken met een groep van 117 patiénten bij
wie fixatie op conventionele wijze werd uitgevoerd. Er was speciale aandacht voor het
aantal gedetecteerde klieren en de grootte van de gevonden kliermetastasen. Alle klieren
werden gekleurd met haematoxyline en eosine (H&E). Met mDF werd een mediaan aantal
klieren van 13 gevonden versus 5 bij de conventionele techniek. Er werden kleinere
metastasen gevonden en meer micrometastasen (16% vs 6 %). Het percentage patiénten
met kliermetastasen nam toe van 30 naar 41%. Dit betekent dat er een toename was van

11% in het aantal patiénten dat in aanmerking kwam voor adjuvante chemotherapie.

In de volgende drie hoofdstukken worden de resultaten gepresenteerd van het toepassen
van de schildwachtklier (SWK) procedure bij het coloncarcinoom. In hoofdstuk 4 wordt een
kleine pilot studie van 30 patiénten beschreven waarin de toepasbaarheid van het SWK-
concept in vivo wordt getest met de kleurstof Patent Blue. Naast de toepasbaarheid op zich
werd met behulp van immunohistochemie (IHC) en reverse transcriptase-polymerase chain
reaction (RT-PCR) gezocht naar het voorkomen van micrometastasen en tumor RNA in
lymfeklieren, in dit geval ‘upstaging’ genoemd. Hiervoor werd Patent Blue subserosaal
rondom de tumor geinjecteerd. Van elke SWK werden op 3 niveaus coupes onderzocht.
Wanneer bij routine H&E onderzoek geen metastasen werden gevonden, werd IHC op
cytokeratinen en RT-PCR toegepast. De procedure gelukte bij 29 van de 30 patiénten (97%).
Bij tien patiénten werd opwaardering van het tumorstadium gezien: in zeven gevallen door
IHC; drie keer door RT-PCR. Bij 3 patiénten werd aberrante lymfeklierdrainage gezien.
Concluderend kan gesteld worden dat de SWK procedure bij het coloncarcinoom
toepasbaar is en accuraat. De procedure leidt tot upstaging bij 33% van de patiénten

wanneer IHC en RT-PCR gecombineerd worden. De resultaten van deze studie werden
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bevestigd in een grotere multi-center studie in hoofdstuk 5. Zonder RT-PCR, maar met IHC
werd 18% opwaardering van het tumorstadium gezien. Het zou kunnen zijn dat deze
patiénten behoren tot de hoog-risico patiénten in de huidige kliernegatieve groep
(stadium II). Dit zouden patiénten kunnen zijn die misschien baat hebben bij adjuvante
chemotherapie. Echter, de werkelijke betekenis van de opwaardering van tumorstadium
door IHC en RT-PCR uit deze studie kan pas worden vastgesteld, nadat de resultaten van de
follow-up bekend zijn. In hoofdstuk 6 werd de validiteit van het SWK concept onderzocht
door de toepassing van RT-PCR op het carcino-embryonic antigen (CEA) op
tumornegatieve SWK en non-SWK. Bij 9 patiénten met kliernegatieve colontumoren na H&E
en IHC kleuring waren de SWK ook negatief na RT-PCR. Alle bijbehorende non-SWK waren
ook negatief na RT-PCR. Hieruit kon geconcludeerd worden dat kliernegatieve SWK de
tumornegatieve status van de non-SWK goed voorspellen, hetgeen voor de
betrouwbaarheid van het SWK concept bij coloncarcinoom pleit.

Hoofdstuk 7 bestaat uit een review over de toepassing van adjuvante chemotherapie bij
het coloncarcinoom met speciale aandacht voor chemotherapie bij patiénten met een
stadium Il colon tumor. Sinds de eind tachtiger jaren is chemotherapie met daarbij in ieder
geval 5-fluorouracil (5-FU) de standaard adjuvante behandeling bij patiénten met een
stadium Il colon tumor. De rol van deze adjuvante therapie bij patiénten zonder
kliermetastasen is controversieel. Er is echter indirect bewijs voor een gunstig effect van
chemotherapie bij patiénten met een hoog-risico stadium Il colon tumor. Dit hoge risico
kan bestaan uit een T4 tumor, tumorperforatie, darmobstructie en/of een te laag aantal

gerapporteerde klieren in het pathologie verslag.

Conclusie en toekomstperspectieven

Dit proefschrift laat zien dat er ruimte is voor verbetering in de stagering van het
coloncarcinoom en daarmee de selectie van patiénten die in aanmerking komen voor
adjuvante chemotherapie. Dit zou kunnen worden bereikt door het onderzoeken van een
groter aantal lymfeklieren en een betere selectie hiervan of door een nauwkeuriger
onderzoek van de al gedetecteerde klieren door de patholoog. In deze paragraaf zullen
beide onderdelen separaat worden belicht. Daarnaast worden alternatieve opties voor

verbetering beschreven.
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Hoewel in internationale richtlijnen een minimum aantal van 12 klieren wordt beschreven
om adequaat te kunnen stageren en behandelen bij het coloncarcinoom, zou een groter
aantal klieren wel eens beter kunnen zijn.2 Met een speciale techniek voor ‘fat-clearance’
werd een mediaan aantal van 50 klieren per preparaat gevonden.? Ook is bekend dat meer
dan 70% van de metastatische klieren kleiner dan 5 mm in diameter zijn en dat meer dan
30 klieren moeten worden onderzocht om met een 85% waarschijnlijkheid de werkelijke
kliernegatieve status te kunnen voorspellen bij het standaard histologisch onderzoek.34
Bovenstaande gegevens suggereren dat de patholoog slechts een steekproef neemt van de
regionale lymfeklieren bij een coloncarcinoom, zelfs wanneer de vereiste twaalf klieren

worden onderzocht.

De kans dat er enkele kliermetastasen worden gemist, lijkt niet gering. Dit geldt zeker
indien bij een substantieel aantal patiénten minder dan twaalf klieren worden
gedetecteerd, zoals beschreven in hoofdstuk 2 van dit proefschrift en andere studies.’
Verschillende studies hebben getracht een aantal klieren te vinden dat het mimimum
aangeeft dat onderzocht moet worden om een adequate stagering uit te voeren. Echter, dit
aantal varieerde van zes tot achtien tot een zo hoog mogelijk aantal klieren in een studie
van Goldstein et al.3¢° Op basis van deze en onze gegevens is het onmogelijk om een
bewijs te vinden voor een minimum aantal klieren dat onderzocht moet worden. Totdat dit
bewijs er is, zal er gestreefd moeten worden om met de huidige technieken zoveel klieren

als mogelijk te onderzoeken.

Naast het idee ‘meer is beter’ bij klierstagering, moet zoals in de inleiding geschreven is,
aandacht gegeven worden aan intensief pathologisch onderzoek van de gedetecteerde
klieren. Enkele auteurs hebben een negatief effect op overleving aangetoond bij patiénten
met nodale micrometastasen bij het coloncarcinoom.'®'2 Liefers et al vonden een duidelijk
onderscheid in overleving in een groep patiénten met stadium Il tumoren, gebaseerd op de

aan- of afwezigheid van tumor RNA in lymfeklieren.?

De technieken om een groot aantal lymfeklieren te detecteren en micrometastasen aan te
tonen zijn tijdrovend, arbeidsintensief en kostbaar. Het gebruik van mDF, zoals beschreven
in hoofdstuk 3, is een goedkoop en eenvoudig alternatief om de klieropbrengst te
verhogen. De SWK procedure met de validatie door middel van RT-PCR zoals beschreven in
de hoofdstukken 4-6, is betrouwbaar in het voorspellen van de aanwezigheid van
micrometastasen, geisoleerde tumorcellen of tumor RNA in de andere, non-SWK-en. Een
tweetal andere studies toonden identieke resultaten met IHC.'*'* Het lijkt voldoende om

arbeidsintensieve, dure ‘ultrastagering’ alleen op de SWK toe te passen, hetgeen ook veel
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tijd bespaart in het pathologisch onderzoek. Een andere functie van de SWK procedure is
het detecteren van aberrante lymfedrainage, hetgeen voorkomt bij 2-9% van de
patiénten.”>"” Deze aberrante drainage zou vooral bij tumoren op de rectosigmoidale
overgang interessant kunnen zijn, omdat deze tumoren zich qua metastasering zowel als
sigmoid- en/of als rectumcarcinoom kunnen gedragen. Binnenkort zullen we een studie

opstarten, waarbij we de SWK procedure juist bij deze tumoren zullen toepassen.

In ogenschouw nemend dat ons uiteindelijke doel is de overleving van patiénten met
coloncarcinoom te verbeteren, zal naast verbetering op pathologisch gebied ook gedacht
moeten worden aan een verbetering van de chirurgische techniek. Hier zou een parallel
kunnen worden getrokken aan de invoering van de totale mesorectale excisie bij het
rectumcarcinoom. Het uitvoeren van een adequate resectie met een intact preparaat leidt
tot een significant betere overleving bij het rectumcarcinoom.® Als ondersteuning voor het
belang van een goede chirurg bij colonresecties kan ook aangevoerd worden, dat de lange
termijn resultaten significant beter zijn, wanneer een gespecialiseerde chirurg de operatie
uitvoert in een ziekenhuis met een hoger volume voor colonchirurgie.”®?' Los van de
klieropbrengst is een nette operatietechniek waarschijnlijk van essentieel belang om intra-
abdominale tumorspill door mobilisatie van de tumor te voorkomen. In het kader hiervan is
het van belang om de ‘no-touch’ techniek te bespreken. Bij deze techniek worden eerst de
aanvoerende arterie en afvoerende vene geligeerd, alvorens het te reseceren colondeel te
mobiliseren. Onderdeel van deze techniek is het werken in bestaande anatomische vlakken
en het vermijden van manipulatie van de tumor en bijbehorende lymfebanen. Ook dwingt
het in een vroeg stadium ligeren van aanvoerende arterie en afvoerende vene aan de basis
van het mesenterium tot het verrichten van een ruime klierdissectie. Turnbull et al vonden
een duidelijke verbetering van de ziektevrije overleving na introductie van deze techniek.??
In een prospectief onderzoek werd geen significant overlevingsvoordeel door deze
techniek aangetoond.?* Wel werd een lagere incidentie van levermetastasering gevonden.
Hoewel niet duidelijk is welk onderdeel van de chirurgische techniek nu van belang is, mag
het effect van de chirurg zeker niet verwaarloosd worden wat betreft de prognose van
patiénten met een coloncarcinoom. Inmiddels is door ons een studie opgestart, waarin de
invloed van de individuele chirurg en patholoog op het aantal gerapporteerde lymfeklieren

en overleving wordt onderzocht.

In de nabije toekomst is het waarschijnlijk mogelijk om de pre-operatieve kennis van het

tumorstadium te verbeteren door gebruik te maken van nieuwe beeldvormende
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technieken. Tegenwoordig is bij het rectumcarcinoom MRI, magnetic resonance imaging,
de gouden standaard voor het optimaal in beeld brengen van de relatie van de tumor tot
de endopelviene fascie. MRI kan de circumferentiele resectie marge met een grote
betrouwbaarheid voorspellen, hetgeen de mogelijkheid biedt om pre-operatief de
patiénten te identificeren met een grotere lokale tumor uitbreiding en daarmee de grotere
kans op een lokaal recidief?* Deze patiénten hebben voordeel bij pre-operatieve
(chemo)radiotherapie. Tot voor kort was er geen geschikte beeldvorming voor de
diagnostiek van lymfekliermetastasering. Echter, de laatste jaren wordt MRI met ultra kleine
paramagnetische ijzeroxide deeltjes (USPIO) als contrastmiddel gebruikt voor diagnostiek
van kliermetastasen. Het biedt op dit gebied een grotere diagnostische precisie dan de
conventionele MRI-scan en maakt een combinatie van anatomische en functionele
beeldvormende diagnostiek mogelijk.?> USPIO-MRI is toegepast bij verschillende solide
tumoren en lijkt nuttig in het maken van onderscheid tussen benigne en maligne
lymfeklieren, hetgeen de pre-operatieve kennis wat betreft het tumorstadium kan
verbeteren.?633 Bij colontumoren zou MRI nuttig kunnen zijn, maar het is vooralsnog niet
essentieel wat betreft de pre-operatieve planning van chemo- en radiotherapie. Dit geldt
mede, omdat de lokale situatie bij colontumoren vaak meer ruimte biedt voor een
uitgebreide resectie (indien nodig). Ook is de kans op een lokaal recidief bij het
coloncarcinoom beduidend kleiner dan bij het rectumcarcinoom. Er zijn vooralsnog geen
studies verschenen die aantonen dat er een indicatie is voor pre-operatieve chemotherapie
bij het coloncarcinoom. Totdat die er zijn, lijkt er geen indicatie voor USPIO-MRI bij het
coloncarcinoom. Er is een studie verschenen die gebruik maakte van MRI lymfangiografie
voor de detectie van de SWK3* Echter, naar onze mening is de intra-operatieve SWK
detectie met patent blauw veel goedkoper, sneller en eenvoudiger dan deze techniek en is

er vooralsnog geen plaats voor deze MRI scan bij patiénten met een coloncarcinoom.

Naast de behoefte aan voldoende lymfeklieren voor een betrouwbare TNM stagering en
technieken voor ultrastagering, zullen we in de toekomst bij de selectie van patiénten voor
adjuvante therapie waarschijnlijk meer gebruik gaan maken van de genetische en
biologische eigenschappen van tumoren. Moleculair biologische factoren kunnen helpen
bij de selectie van patiénten met een stadium Il of Il coloncarcinoom die kans hebben op
een tumorrecidief na operatie en die baat hebben bij adjuvante chemotherapie gebaseerd
op 5-fluorouracil. Dit is uitgebreid in kaart gebracht bij het mammacarcinoom.?>3” Ook bij
het coloncarcinoom hebben enkele studies laten zien dat het mogelijk is om de prognose
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van stadium |l patiénten te voorspellen door middel van gen-expressie profielen van de
primaire tumor.383° Het is nog niet bekend of de patiénten die met deze techniek herkend
worden als potentiéle hoog-risico patiént, baat hebben bij adjuvante therapie. De
resultaten van follow-up studies moeten hiervoor afgewacht worden. Naast het
identificeren van patiénten met een risico op recidief tumor, kan gen-expressie helpen bij
het identificeren van patiénten die voordeel hebben bij het toepassen van adjuvante
chemotherapie. Een voorbeeld hiervan zijn patiénten met een hoog thymidylate synthase
expressieniveau die baat hebben bij 5-fluorouracil, terwijl patiénten met lage
expressieniveaus een slechtere uitkomst hebben wanneer ze behandeld worden met
adjuvante therapie’® Een andere mogelijkheid betreft het geven van een therapie
gebaseerd op biologische eigenschappen van een tumor. Hierbij kan gedacht worden aan
signaal transductie inhibitie, zoals toegepast bij patiénten met een stadium IV
coloncarcinoom met middelen als bevacizumab (anti-VEGF) en cetuximab (anti-EGFR).4142
Deze therapie moet nog onderzocht worden in een klinische setting bij patiénten met

stadium Il of lll coloncarcinoom.

Niet alle patiénten die adjuvant behandeld worden, hebben baat bij de therapie. Sommige
patiénten ontwikkelen ondanks de adjuvante therapie hoe dan ook metastasen, terwijl
anderen, zowel met als zonder therapie, ziektevrij zullen blijven.** Aan de andere kant is het
mogelijk dat de 20-30% patiénten met een stadium Il tumor die een recidief ontwikkelen,
baat hebben bij adjuvante chemotherapie, terwijl daar volgens de huidige richtlijnen geen
strikte indicatie voor is. Het ontwikkelen van betere selectiecriteria voor adjuvante therapie
bij het coloncarcinoom is de uitdaging voor de toekomst. Door betere selectiecriteria moet
zowel de groep patiénten met kliermetastasen die geen baat heeft bij chemotherapie en
dus onterecht adjuvant behandeld wordt, als de groep patiénten zonder kliermetastasen
die wel voordeel heeft bij chemotherapie, geidentificeerd worden. Hiermee kan veel
onnodige behandeling worden voorkomen. Vooralsnog is klierstatus het best beschikbare
criterium voor het voorspellen van het verloop van de ziekte postoperatief. Met de huidige
vooruitgang in genetica en proteomics is het waarschijnlijk dat binnen enkele jaren de
mogelijkheid bestaat om met behulp van het geno- en fenotype van de primaire tumor de
prognose van patiénten te voorspellen.** Deze gegevens zijn mogelijk veel informatiever
dan lymfeklierstatus, en adjuvante therapie kan misschien wel gebaseerd worden op de
resultaten van moleculaire tumor diagnostiek. Echter, vooralsnog is het moment nog niet
aangebroken voor enkel en alleen moleculaire diagnostiek bij het coloncarcinoom. En tot
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die tijd is het voor zowel chirurgen als pathologen van het grootste belang om een
adequate klierstagering uit te voeren waarin zoveel mogelijk klieren op een nauwkeurige
wijze worden onderzocht.
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