Metastaserende en niet-metastaserende
dikke melanomen: clinicopathologische
predictors en moleculaire profilering
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Cutaan melanoom (CM) is de meest agressieve vorm van huidkanker en is verantwoordelijk voor 80% van alle
sterfgevallen door huidkanker. [1]. De krachtigste prognostische marker in CM is de dikte, gemeten volgens
Breslow, die positief correleert met het risico op uitzaaiing. [2]. Toch slaagt deze marker er niet in om de prog-
nose te stratificeren bij patiénten met een hoge Breslow die niet metastaseert. Er is weinig bekend over meer
specifieke klinische, pathologische en moleculaire predictoren van outcome in deze groep van patiénten, maar
men neemt aan dat de oorzakelijke factor(en) in de melanoomcellen liggen. Onderzoek hiernaar is belangrijk
omdat betere kennis van deze subgroep niet alleen leidt tot een betere stratificatie van patiénten m.b.t. prog-

nose en therapie, maar ook dieper inzicht kan geven in de kritische klinische en moleculaire gebeurtenissen

die tot metastase leiden. [3]

ACHTERGROND

Cutaan melanoom is de meest agressieve vorm van huidkan-
ker, waarvan de wereldwijde incidentie snel toeneemt. Vroege
stadia kunnen met succes worden behandeld door chirurgie,
maar zodra metastasering is opgetreden, is de prognose
infaust. De prognose van CM kan worden voorspeld op basis
van het stadium van de patiént en hangt af van een aantal
klinisch-pathologische parameters, waaronder Breslowdikte
(uitgedrukt in mm), ulceratie, mitose, leeftijd, geslacht, sub-
type en locatie van het primaire melanoom. Breslowdikte
van het primaire melanoom is veruit de meest significante
prognostische variabele. Echter, 5-10% van de dikke (22 mm)
melanomen hebben een uitstekend prognose. Er is weinig

bekend over welke factoren bijdragen tot metastasering bij
sommige patiénten met dikke melanomen, of omgekeerd
welke factoren een rol spelen bij patiénten met dikke mela-
nomen die nooit metastatische ziekte ontwikkelen. Bijgevolg
is er enerzijds nood aan biomarkers die de huidige prognos-
tische beoordeling voor deze patiénten kunnen verbeteren.
Anderzijds kan onderzoek naar de biologie van dikke melano-
men met een goede afloop, licht werpen op belangrijke pro-
cessen die tumorprogressie en metastasering aansturen.
Tumorprogressie en metastasering kunnen het gevolg zijn
van veranderingen in de expressie van eiwitten die tumor-
groei, invasie en migratie bevorderen, zoals, bijvoorbeeld, de
expressie van het vasoactieve peptide Endotheline-1 of van

t Department of Dermatology, University Hospitals Leuven, 3000
Leuven, Belgium

2 Department of Imaging and Pathology, Translational Cell and
Tissue Research, University Hospitals Leuven, 3000 Leuven,
Belgium

> Department of Pathology and Laboratory Medicine, Maria
Sklodowska-Curie National Research Institute of Oncology,
02-781 Warsaw, Poland

“ Diagnostic Hematology Department, Institute of Hematology
and Transfusion Medicine, 02-776 Warsaw, Poland

5> Department of Soft Tissue/Bone Sarcoma and Melanoma, Maria
Sklodowska-Curie National Research Institute of Oncology,
02-781 Warsaw, Poland

& Melanoma Institute Australia, The University of Sydney, Sydney,
NSW 2000, Australia

7 Faculty of Medicine and Health, Sydney Medical School, The
University of Sydney, Sydney, NSW 2000, Australia

8 Tissue Pathology and Diagnostic Oncology, Royal Prince Alfred
Hospital, Sydney, NSW 2000, Australia.

% NSW Health Pathology, Sydney, NSW 2000, Australia

10-Charles Perkins Centre, The University of Sydney, Sydney, NSW
2000, Australia

11 Department of Melanoma and Surgical Oncology, Royal Prince
Alfred Hospital, Sydney, NSW 2000, Australia

12 |Institute of Medical Research at St James's, University of Leeds,
Leeds LS2 9T, UK

13- Department of Surgical Oncology, University Hospitals Leuven,
3000 Leuven, Belgium

1 Department of General Medical Oncology, University Hospitals
Leuven, 3000 Leuven, Belgium

15 Department of Microbiology, Immunology and Transplantation,
Rega Institute for Medical Research, Clinical and
Epidemiological Virology, Katholieke Universiteit Leuven, 3000
Leuven, Belgium

Nederlands Tijdschrift voor Dermatologie en Venereologie | jaargang 32 | nummer 9 | oktober 2022



matrix metalloproteinase 9 (MMP-9) door de CM-cellen. [4]
Verscheidene signaaltransductieroutes zijn geidentificeerd

als belangrijke regulatoren in de progressie van CM, zoals de
activering van de Ras/MAPK signaalroute door de gemuteerde
BRAF of NRAS genen of wijzigingen in CCND1. Daarnaast zijn
de PI3K/AKT/mTOR signaalroutes (bijvoorbeeld PTEN-verlies
van functie), celcyclus regulatoren (bijv. CDKN2a, CDK4,
CCNDz), P53 (bijv. Tps3, MDM2), en signaalroutes betrokken bij
epigenetische regulatie (bijv. ARID2a) vaak aangetast. [5].
Hoewel vele studies de rol van specifieke genen/eiwitten
betrokken bij de verspreiding van CM hebben onderzocht,
werd het metastaseringsproces zelf nooit bestudeerd vanuit
een globaal, unbiased perspectief door middel van een bulk
sequencing van het transcriptoom in plaats van zich te con-
centreren op de analyse van specifieke pathways. Bovendien
hebben eerdere studies van genexpressie profielen (GEP) in
CM geen groepen patiénten vergeleken die gematcht zijn voor
alle andere prognostische kenmerken die een rol kunnen spe-
len bij het beinvloeden van het metastatisch potentieel. Meer
bepaald, de moleculaire verschillen die aan de basis liggen
van het verschillend klinisch gedrag tussen dikke niet-meta-
staserende en dikke metastaserende melanomen zijn nog niet
volledig opgehelderd. In het kort beoogde deze studie dus de
onderliggende moleculair-genetische mechanismen te bestu-
deren die kunnen verklaren waarom een subset van dikke
melanomen NIET metastaseert. Dit project omvatte zowel een
retrospectieve analyse van klinisch-pathologische gegevens
op reeds bestaande cohorten, als een moleculair-genetische
studie op zowel retrospectieve databases als op een nieuwe
reeks.
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WAT HEBBEN WE JUIST ONDERZOCHT?

Eerst onderzochten we de bruikbaarheid van klassieke prog-
nostische parameters in dikke melanomen om patiénten uit
deze groep beter te kunnen stratificeren voor prognose en
behandeling. Vervolgens hebben we voor het eerst de genex-
pressie profielen van dikke primaire melanomen die niet
metastaseren vergeleken met een gematchte groep van dikke
primaire melanomen die wel metastaseren, met als doel

een gen signatuur te identificeren die geassocieerd is met
niet-metastaserende melanomen.

RESULTATEN

In de afgelopen twee jaar hebben we de klinische, pathologi-
sche en moleculaire verschillen tussen niet-metastaserende
en metastaserende dikke melanomen onderzocht om elemen-
ten te vinden die zouden kunnen helpen hun verschillende
klinische gedrag te verklaren en inzicht te krijgen in mecha-
nismen van metastasering in CM. Een retrospectieve analyse
van de clinicopathologische gegevens van een Leuvense
patiéntencohort (n=140) en follow-up van 5 jaar toonde aan
dat de outcome van deze patiénten niet gecorreleerd was met
één van de gekende klinische of histologische parameters. [6]
Ook in de validatie database van Leeds vonden we gelijkaar-
dige resultaten (n=141). Dit suggereert dat vanaf een bepaalde
Breslowdikte, andere factoren binnen het melanoom de out-
come voorspellen en dat we ons moeten verdiepen in molecu-
laire prognostische markers met behulp van RNA sequencing.
Op basis van deze initiéle data hebben we een internationaal
consortium opgericht, met cohorten van patiénten uit Belgi€,
Australié en Polen, via de EORTC-groep melanoomgroep, om
het aantal patiénten te verhogen dat nodig is voor geavan-
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Figuur 1. TNF-like weak inducer of apoptosis (TWEAK) Pathway in dikke melanoma.

(A): Volcano Plot voor differentiéle genexpressie: rode vakjes zijn genen met hogere expressie in metastaserende dikke melanomen (links), en groene

vakjes zijn genen met hogere expressie in niet-metastaserende dikke melanomen (rechts).

(B): Apoptose module van de TWEAK pathway (Gemaakt met Biorender): Genen overgeéxpresseerd in niet-metastaserende dikke melanomen

(groen) en genen overgeéxpresseerd in metastaserende dikke melanomen (rood), TWEAK/Fni4 interactie kan de degradatie van cIAPs in gang zetten

en vervolgens apoptotische processen versterken via TNFR1(8, 9). De figuur 1B werd aangepast van Bhattacharjee et al. Gemaakt met Biorender.
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ceerde moleculaire en next generation pathologie-analyse en
om de resultaten van de moleculaire analyse te valideren. In
samenwerking met het Melanoma Institute in Australie en
het Maria Sklodowska-Curie Institute of Oncology in Polen
voerden we differentiéle genexpressie- en pathway-analyses
uit (n=24) en toonden aan dat de ‘TNF-like weak inducer of
apoptosis (TWEAK) pathway’ gelipreguleerd was in dikke
niet-metastaserende melanomen. [6] Er werden ook ande-

re pathways geidentificeerd maar we bespreken enkel de
TWEAK pathway in detail, omdat deze ons zeer specifiek lijkt
en het potentieel heeft om bepaalde moleculen die in de
TWEAK pathway aanwezig zijn, zoals TNF-alfa, naar de kliniek
te vertalen. Geisoleerde ledemaatperfusie is een behande-
lingsoptie bij melanoompatiénten met meervoudige in-tran-
sitmetastasen, waarbij gebruik wordt gemaakt van regionale
chemotherapie met een combinatie van melphalan en TNF-
alfa perfusie.

Onze studie bevestigde dus voor de eerste keer dat de apop-
tose module van de TWEAK pathway getipreguleerd was in
niet-metastaserende dikke melanomen en identificeerde een
gen signatuur geassocieerd met niet-metastaserende dikke
melanomen door gebruik te maken van geavanceerde mole-
culaire technieken. Volgens de literatuur speelt de TWEAK/
Fni4 signaleringsroute een sleutelrol bij kanker. Studies
ontdekten dat TWEAK:Fni4 betrokkenheid in kankercellen
de invasieve activiteit positief of negatief kan reguleren,
afhankelijk van de kanker cellijn. [7] Zij toonden aan dat
TWEAK activering van de niet-canonieke NFKB pathway in
prostaatkanker proliferatie en invasie stimuleert, terwijl het
in melanoomecellen het de proliferatie en invasie remt. In

het bijzonder reguleert de Fni4-TRAF-TNEFR as de intracellu-
laire signaaltransductie die doodssignalen in tumorcellen
teweegbrengt via de niet-canonieke NF-B signaalweg. Zoals
beschreven in de onderstaande figuur 1B, na de vorming van
het TRAF2-cIAP1 (BIRC2) complex, ondergaat het cathepsine
B-gemedieerde degradatie. De degradatie van het TRAF2-cIAP1
complex leidt tot de stabilisatie van MAP3K14 (NIK). Dit laat-
ste induceert de autocriene cellulaire apoptose-machine door
activering van het RIPK1-FADDCaspase-8 complex en maakt
tumorcellen gevoelig voor de dood. [8,9] In onze studie iden-
tificeerden wij zes belangrijke gelipreguleerde genen geiden-
tificeerd die betrokken zijn bij de apoptose module van de
TWEAK pathway in niet-metastaserende dikke melanomen,
namelijk MAP3K14 (NIK1), BIRC2 (cIAP1), RIPK1, CASP7, CASPS,
TNF, wat suggereert dat RIPK1-FADDCaspase-8 complex-geme-
dieerde apoptose van melanoom cellen een cruciaal mecha-
nisme in de preventie van metastase in dikke melanomen.
Ook in de validatiedatabase van Leeds vonden we dat apop-
tose module van de TWEAK pathway getipreguleerd was in
niet-metastaserende dikke melanomen.

TOEKOMSTIG ONDERZOEK

Op basis van deze interessante voorlopige gegevens willen
wij in de volgende stappen van dit project de TWEAK path-
way te valideren en de rol van het immuunsysteem in het
metastatische proces onderzoeken. Het is de bedoeling om
deze bevindingen te valideren op eiwitniveau op Tissue micro
array (TMA) met behulp van immunohistochemische tech-

nieken (MILAN methode: Multiple Iterative Labeling through
Antibody Neodeposition), om zo informatie te verschaffen
over de onderliggende mechanismen van dikke melanomen
die niet/wel metastaseren. Een gedetailleerde moleculaire
kennis van de biologie van dikke melanomen zal verder
bijdragen tot de specificatie van nieuwe biomarkers voor
risicostratificatie, wat het klinisch beheer van deze ziekte zal
verbeteren. Bovendien kunnen deze resultaten richting geven
aan toekomstige therapeutische paden door het identificeren
van nieuwe doelwitten voor geneesmiddelen die gebruikt
kunnen worden in secundaire preventie.
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