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KERNPUNTEN

» Tumorangiogenese kan worden geremd door doelgericht aangrijpen
op (tumor)bloedvatantigenen, zoals het extra domein B (ED-B) van
fibronectine.

* Om endogene antilichamen tegen lichaamseigen eiwitten te produ-

ceren moet de immuuntolerantie worden doorbroken. Dit kan met

behulp van een fusie-eiwit en een krachtig, voor humaan gebruik
geschikt adjuvans.

Preklinische studies tonen aan dat een vaccin tegen ED-B in de

toekomst ingezet zou kunnen worden bij de behandeling van

kanker.

Antiangiogene therapie bij kanker

De meeste bloedvaten in het lichaam ontstaan de novo tijdens de
ontwikkeling van het vaatstelsel in het embryo, de vasculogenese
[1, 2]. Bloedvaten kunnen zich tevens ontwikkelen vanuit bestaan-
de vaten; dit proces noemt men angiogenese. In een gezonde
volwassene treedt angiogenese alleen op tijdens uitzonderlijke
fysiologische omstandigheden zoals wondheling of de groei van
het endometrium tijdens de vrouwelijke menstruele cyclus [2].
Sommige ziektebeelden worden echter gekenmerkt door overma-
tige of onvoldoende aanmaak van nieuwe bloedvaten. Voorbeel-
den van ziekten met een overmatige angiogenese zijn ontste-
kingsreacties (bijvoorbeeld reumatoide artritis), kanker en
diabetische retinopathie. Bij ischemie daarentegen is er onvol-
doende angiogenese, wat mogelijk is gerelateerd aan het ontstaan
van ulcera en aan infertiliteit [2].

Kanker wordt getypeerd door overmatige angiogenese. De meeste
tumoren volgroeien echter nooit maar blijven ‘slapend’ (grootte
1-2 mm3). In 1971 postuleerde Judah Folkman dat zonder de aanwe-
zigheid van bloedvaten een tumor, wegens het gebrek aan zuur-
stof en voedingsstoffen, slechts tot een bepaalde grootte kan
groeien [3]. Voor tumorprogressie is de zogenaamde angiogene
omslag van groot belang. De oorzaak van deze omslag is tot op
heden onbekend maar men gaat ervan uit dat er in de balans
tussen pro- en antiangiogene factoren een verstoring optreedt in
het voordeel van de proangiogene factoren. Dit kan komen door-
dat de tumor meer proangiogene factoren gaat aanmaken of door-
dat antiangiogene factoren, zoals trombospondine, endostatine of
tumstatine, in het lichaam minder tot expressie komen [4-6].

ABSTRACT

Development of a vaccine targeting tumour angiogenesis

For development of a vaccine targeting tumour angiogenesis a
validated and disease-specific target molecule is required.
Tumour vascular antigens, such as the extra domain B (ED-B) of
fibronectin, are excellent target molecules due to their specific
expression around angiogenic vasculature in many solid
tumours. Additionally, the vaccine needs to overcome tolerance,
since it has to induce antibodies against a self-molecule. This can
be achieved with the help of an effective vaccination technology
and a potent adjuvant safe for human use. Preclinical studies
showed that an ED-B vaccine, consisting of a fusion protein and a
non-toxic and biodegradable adjuvant, was able to induce
antibodies against the self-antigen ED-B in mice and rats.
Moreover, the vaccine inhibited tumour growth, which was
accompanied by an attack of the tumour vasculature by the
immune system. These preclinical data demonstrate that a
vaccine against ED-B is a promising new approach for cancer
treatment.
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Bekende proangiogene groeifactoren zijn de vascular endothelial
growth factor (VEGF), de platelet-derived growth factor (PDGF), de
fibroblast growth factor (FGF) en de placental growth factor (PIGF)
[6-10].

Een ontwikkeling van de laatste decennia bij de behandeling van
kanker is het aangrijpen op de tumorangiogenese met als doel de
bloedtoevoer naar de tumor te stoppen en de tumorgroei te rem-
men. Dat deze strategie tot op zekere hoogte effectief is, blijkt uit
het feit dat enkele succesvolle klinische studies hebben geleid tot
registratie van vijf antiangiogene geneesmiddelen, die allemaal
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FIGUUR 1
Fibronectine en de extracellulaire matrix

a: Model van een extracellulaire matrix, waarin de belangrijkste
matrixmoleculen zijn weergegeven.
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fibronectinemonomeer

b: Structuur van een fibronectinemonomeer (molecuulgewicht
220-250 kDa) met de extra domeinen A en B [29]. leder fibronecti-
nemonomeer bestaat uit drie typen homologe, zich herhalende
domeinen. ED-A en ED-B behoren tot de type Il repeats [40-42].

aangrijpen op het signaalpad van VEGF. Tot de angiogeneserem-
mers behoren onder andere de tyrosinekinaseremmers, waarvan
sorafenib (Nexavar) en sunitinib (Sutent) de bekendste zijn. Het
werkingsmechanisme van deze middelen bestaat in de blokkade
van verschillende tyrosinekinasen (waaronder groeifactorrecepto-
ren zoals VEGF-receptor 2 op bloedvaten) in tumorcellen en tumor-
bloedvaten die betrokken zijn bij tumorgroei en tumorangioge-
nese [1, 11-18].

De afgelopen tien jaar zijn verschillende monoklonale antilicha-
men (monoclonal antibodies, mabs) op de markt gekomen voor de
behandeling van kanker. Een voorbeeld is bevacizumab (Avastin),
een antilichaam dat bindt aan VEGF en zo op de angiogenese aan-
grijpt [19-21]. Monotherapie met bevacizumab is echter ineffectief
gebleken en alleen in combinatie met conventionele chemothera-
pie kan een toename van de totale overleving worden bereikt bij
patiénten met darm-, long- of nierkanker [2, 14, 22-26]. Een verkla-
ring voor dit fenomeen is dat anti-VEGF-therapie de bloedtoevoer
naar de tumor niet stopt maar in plaats daarvan de tumorbloedva-
ten normaliseert. Dit leidt tot een verbeterde afgifte van de che-
motherapeutica aan het tumorweefsel en een groter remmend
effect op de tumorgroei [27, 28].

Therapeutische vaccinatie

Therapeutische vaccinatie is de inductie van een immuunreactie
tegen een lichaamseigen ziektespecifiek antigeen, bijvoorbeeld
een (tumor)bloedvatantigeen. Dit staat in tegenstelling tot regu-
liere vaccins, die vaak preventief worden ingezet en altijd gericht
zijn tegen een lichaamsvreemd molecuul. Aangrijpen op (tumor)-
bloedvatantigenen door middel van vaccinatie onderscheidt zich
van de huidige antiangiogene therapieén, zoals inzet van mono-
klonale antilichamen tegen VEGF, doordat het lichaam ertoe wordt
aangezet zelf de antilichamen tegen het doeleiwit te produceren.
Op deze manier kan het immuunsysteem op de tumorbloedvaten
worden gericht, wat zal leiden tot destructie van de bloedvaten en
resulteert in een remming van de tumorgroei [29]. De productie-
kosten van monoklonale antilichamen zijn aanzienlijk, waardoor
de behandeling duur is. Een voordeel van een vaccin is dat het
lagere doses vergt omdat het lichaam zelf de antilichamen zal
produceren die zich richten tegen het ingespoten eiwit. Het thera-
peutisch effect van een vaccin zal bovendien langer aanhouden,
omdat het lichaam zelf in staat is nieuwe antilichamen aan te
maken. Monoklonale antilichamen daarentegen moeten regelma-
tig worden toegediend (iedere 2-3 weken) vanwege hun halfwaar-
detijd van circa 20 dagen [30]. Bovendien is de door het vaccin
geinduceerde immuunrespons reversibel, wat inhoudt dat er niet
levenslang antilichamen tegen het lichaamseigen antigeen aanwe-
zig zullen zijn [31-33].

Aan welke eisen moet een therapeutisch vaccin voldoen? Ten eer-
ste is er een gevalideerd doelmolecuul nodig en ten tweede moet
de immuuntolerantie worden doorbroken [31, 34]. Immuuntoleran-
tie houdt in dat het lichaam mechanismen heeft ontwikkeld om te
voorkomen dat het immuunsysteem reageert op lichaamseigen
antigenen. Doorbreking hiervan is mogelijk met een effectieve
vaccinatietechnologie en een krachtig adjuvans [32, 35].

Doelmoleculen

Geschikte doelmoleculen voor therapeutische vaccinatie zijn (tu-
mor)bloedvatantigenen. Dit zijn lichaamseigen eiwitvarianten die
tijdens de (tumor)angiogenese tot expressie komen [36]. Een voor-
deel van aangrijpen op de tumorbloedvaten is dat deze genetisch
stabiel zijn, waardoor ze waarschijnlijk beter door het immuunsy-
steem herkend worden dan tumorcellen [2, 37, 38]. Tumorcellen
zijn namelijk getransformeerd en hebben mechanismen ontwik-
keld om herkenning door het immuunsysteem te voorkomen [39].
Voorbeelden van (tumor)bloedvatantigenen zijn het extra domein
B (ED-B) en het extra domein A (ED-A) van het extracellulairema-
trixeiwit fibronectine (figuur 1). Beide domeinen worden geregu-
leerd door alternatieve splicing van fibronectine-mRNA en komen
tot expressie tijdens de embryogenese en tijdens uitzonderlijke
fysiologische processen zoals wondheling of de groei van het
endometrium tijdens de vrouwelijke menstruele cyclus [40, 43-48].
Bovendien komen deze eiwitdomeinen tot (her)expressie in tumor-
weefsel [49-52]. De expressie van ED-A en ED-B is specifieker dan
die van de VEGFR-2, waarop de tyrosinekinaseremmers aangrijpen.
VEGFR-2 is namelijk aanwezig op alle endotheelcellen in het li-
chaam en is nodig voor bloedvathomeostase [53]. De functie van
ED-A en ED-B is onbekend maar er zijn aanwijzingen dat zij een rol
spelen bij celadhesie en noodzakelijk zijn voor bloedvatmorfoge-
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FIGUUR 2
Vaccinatietechnologie
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a: Overzicht van het vaccinatiemechanisme dat nodig is om de
immuuntolerantie tegen een lichaamseigen antigeen te door-
breken [29, 31]. 1) Antigeenpresenterende cellen (APC’s) nemen het
fusie-eiwit (TRX-EDB) op en presenteren lichaamsvreemde (TRX) en
lichaamseigen (EDB) peptiden. 2) T-cellen (TH) herkennen lichaams-
vreemde peptiden en worden daardoor geactiveerd. Lichaamseigen
peptiden worden niet herkend door T-cellen omdat er geen auto-
reactieve T-cellen in het lichaam aanwezig zijn. 3) Autoreactieve
B-cellen herkennen het lichaamseigen deel (EDB) van het fusie-
eiwit en presenteren peptiden van het lichaamseigen en het
lichaamsvreemde deel. De eerder door het lichaamsvreemde deel
van het fusie-eiwit geactiveerde T-cellen zullen de autoreactieve
B-cellen activeren omdat deze eveneens lichaamsvreemde pepti-
den (TRX) presenteren. 4) De autoreactieve B-cellen prolifereren

en produceren antilichamen tegen het lichaamseigen antigeen
ED-B.

v

fusie-eiwit voor vaccinatie

Y \
(eos

vaccinatie antigeen,
controlemuizen detectie van
antilichamen

b: Schematische weergave van de voor de verschillende doeleinden
gebruikte eiwitten.

non-self: lichaamsvreemd deel; self: lichaamseigen deel; anti-self
Ab: antilichaam tegen een lichaamseigen antigeen; BCR: B-cel-
receptor; EDB: eiwit gebruikt als antigeen ter detectie van anti-
lichamen tegen ED-B in ELISA; MHC-1I + Ag: major histocompatibility
complex class Il + antigeen; TCR: T-celreceptor; TRX: controle-eiwit
ter vaccinatie van controlemuizen (thioredoxine); TRX-EDB: fusie-
eiwit gebruikt voor de vaccinatie.

nese [40, 54-58]. ED-A bestaat uit 90 aminozuren en ED-B uit

91 aminozuren. ED-B is identiek in muis, rat, konijn, hond, aap,
mens en verscheidene andere species [34, 59, 60]. Muizen- en hu-
maan ED-A zijn voor 98% identiek, wat overeenkomt met een ver-
schil van twee aminozuren [40, 57].

Doorbreking van immuuntolerantie

Hoe kan het lichaam ertoe aangezet worden antilichamen tegen
een lichaamseigen molecuul te produceren (figuur 2a)? Het principe
van de techniek is een recombinant fusie-eiwit waarbij het li-
chaamseigen deel (bijvoorbeeld ED-B) is gekoppeld aan een
lichaamsvreemd molecuul [29, 31]. Dit fusie-eiwit wordt samen met
een adjuvans subcutaan geinjecteerd, wat leidt tot opname ervan
in antigeenpresenterende cellen (APC’s). Deze breken het eiwit af
en presenteren vervolgens peptiden van zowel het lichaamseigen
deel als het lichaamsvreemde deel via het major histocompatibility
complex class Il (MHC 1I). De lichaamsvreemde peptiden worden
herkend door T-helpercellen, die dan worden geactiveerd en prolife-
reren. De lichaamseigen peptiden, in dit geval dus ED-B, zullen niet
worden herkend door de T-cellen omdat alle autoreactieve T-cellen
worden geélimineerd in de thymus gedurende de ontwikkeling.
Daarentegen zijn er wel autoreactieve B-cellen aanwezig in het
lichaam. Deze veroorzaken normaal gesproken geen schade omdat
zij geen hulp krijgen van (autoreactieve) T-cellen; deze zijn immers
geélimineerd. De autoreactieve B-cellen zullen het lichaamseigen
deel (ED-B) van het fusie-eiwit herkennen via hun B-celreceptor. De
B-cellen nemen het fusie-eiwit op, breken het af en presenteren
vervolgens peptiden van het lichaamseigen deel en het lichaams-
vreemde deel (via MHC I1). De lichaamsvreemde peptiden worden
op hun beurt herkend door de eerder geactiveerde T-cellen en deze
zullen worden misleid om de B-cellen te activeren. Dit leidt tot
proliferatie van de autoreactieve B-cellen en voorts tot productie
van antilichamen tegen het lichaamseigen eiwit, in dit geval dus
tegen ED-B. Een oplosbaar doelmolecuul zal met antilichamen
worden bedekt en worden gefagocyteerd door neutrofielen en
macrofagen [61]. Wanneer echter het doeleiwit matrixgebonden is
(zoals geldt voor ED-B) zullen de macrofagen en neutrofielen niet in
staat zijn het in zich op te nemen, maar in plaats daarvan de toxi-
sche inhoud van de granula afgeven aan hun omgeving. Dit wordt
gefrustreerde fagocytose genoemd en leidt uiteindelijk tot weefsel-
schade [62].

Preklinisch onderzoek met antilichamen tegen ED-B
De beschreven vaccinatietechnologie maakt het mogelijk dat het
lichaam antilichamen produceert tegen het lichaamseigen mole-
cuul ED-B [29]. Dit achtte men onmogelijk en de antilichamen
tegen ED-B die op dit moment worden getest in klinische studies,
zijn dan ook in bacteriofagen (bacterievirussen) geproduceerd via
phage display. De in bacteriofagen geproduceerde monoklonale
antilichamen zijn op zichzelf onvoldoende om een immuunrespons
op te wekken. Om een klinisch effect te verkrijgen moeten hieraan
dan ook effectormoleculen worden gekoppeld zoals interleukine 2
(een cytokine dat natural killer cells en macrofagen aantrekt) of
radioactief jodium (') [63-66]. In tegenstelling hiermee is een
vaccin tegen ED-B in staat het immuunsysteem tegen een lichaam-
seigen antigeen te richten [29].
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FIGUUR 3

Het adjuvans MN720/CpG kan de immuuntolerantie doorbreken [69]
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a: Antilichaamtiters gemeten tegen een lichaamsvreemd antigeen.
Montanide ISA 720 alleen of in combinatie met CpG oligo (een
agonist van toll-like receptor 9), met dsRNA (dubbelstrengs RNA,
bestanddeel van het virale genoom, agonist van toll-like receptor 3)
en met GMDP (muramyldipeptide, bestanddeel van het bacteriéle
peptidoglycaan in de celwand, agonist van receptor NOD2). Gege-
vens zijn vergeleken met Freund’s adjuvans (antilichaamtiters
100%) en weergegeven als gemiddelde + SEM. Alle gescreende
adjuvantia zijn ongeveer even effectief in het induceren van een
immuunrespons tegen een lichaamsvreemd antigeen.
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b: Antilichaamtiters gemeten tegen een lichaamseigen antigeen.
Alleen montanide in combinatie met CpG oligo was net zo effectief
als Freund’s adjuvans in het opwekken van een immuunrespons
tegen een lichaamseigen antigeen (balken gemarkeerd met pijlen).

Adjuvans

Om de vaccinatiestrategie in de kliniek toe te kunnen passen, is
tevens een krachtig en voor humaan gebruik geschikt adjuvans
nodig. De huidige gouden standaard in de preklinische ontwikke-
ling is Freund’s adjuvans, een combinatie van minerale olie en
Mycobacterium tuberculosis [67, 68]. Dit adjuvans is echter vanwege
zijn toxiciteit niet geregistreerd voor klinisch gebruik. In een pre-
klinische studie zijn daarom verschillende adjuvantia die zijn
gebaseerd op het van squaleen afgeleide, biologisch afbreekbare
en niet-toxische adjuvans montanide ISA 720 (MN720) [68], bij
ratten gescreend tegen zowel lichaamseigen als lichaamsvreemde
antigenen [69].

Het volgens GMP geproduceerde MN720 bleek even effectief als
Freund’s adjuvans in het induceren van een immuunrespons tegen
een lichaamsvreemd antigeen (figuur 3a) [69]. De meeste adjuvan-

tia zijn echter niet krachtig genoeg om een immuunrespons tegen
een lichaamseigen antigeen op te wekken (ofwel de immuuntole-
rantie te doorbreken). MN720 alleen was dan ook matig effectief.
In combinatie met CpG oligo (repetitief ongemethyleerd CG-DNA
van bacterién en virussen; humaan DNA is gemethyleerd), een
agonist van de toll-like receptor 9 (TLR9) [61, 70-73], was het echter
sterk genoeg om bij ratten en muizen een immuunrespons te
induceren tegen een lichaamseigen antigeen (figuur 3b) [69, 74].
MN720+CpG gaf tevens een langer aanhoudende immuunrespons
(gemiddeld vijf maanden langer) tegen het lichaamseigen antigeen
ED-B dan Freund’s adjuvans. De antilichamen tegen ED-B blijven
niet levenslang aanwezig en afhankelijk van het gebruikte adju-
vans waren de antilichamen gemiddeld tot twaalf maanden na de
laatste immunisatie aantoonbaar [74].
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FIGUUR 4

Antilichamen tegen ED-B remmen de tumorgroei in een muismodel [29]
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a: Met TRX-EDB gevaccineerde muizen hadden significant kleinere tumoren dan de controlemuizen in twee onafhankelijke studies:
studie 1, P = 0,0007; studie 2, P = 0,0188. ledere punt geeft het tumorvolume per muis aan. De balken geven het gemiddelde + SEM aan.
De muis zonder antilichamen tegen ED-B is gekenmerkt met een hekje (#; zie ook b, studie 2).
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controle EDB

b: Antilichamen tegen ED-B gemeten in serum van controlemuizen en met TRX-EDB gevaccineerde muizen (EDB). ledere balk geeft
de antilichaamtiters per muis weer. De muis zonder meetbare antilichamen tegen ED-B is gekenmerkt met een hekje (i).

Vaccinatie in een muismodel

In een preklinische studie naar het effect van vaccinatie tegen
ED-B zijn drie eiwitten gemaakt (figuur 2b): TRX-EDB, TRX en EDB.
TRX-EDB is gebruikt voor de vaccinatie. In dit fusie-eiwit is het
lichaamseigen ED-B gekoppeld aan een lichaamsvreemd deel, het
bacteriéle thioredoxine (TRX). Beide delen zijn tevens afzonderlijk
geproduceerd: TRX als controle-eiwit ter vaccinatie van controle-
muizen en ED-B om antilichamen tegen ED-B te meten met enzy-
me-linked immunosorbent assay (ELISA) [29]. Alle muizen werden
drie keer geimmuniseerd met het fusie-eiwit en het adjuvans om
de productie van antilichamen te induceren. Hierna werden subcu-
taan T241-fibrosarcoomcellen geinjecteerd, een tumortype dat
ED-B tot expressie brengt; drie weken later werd de studie beéin-

digd en werden de tumorvolumes vergeleken. De met TRX-EDB
gevaccineerde muizen hadden significant kleinere tumoren (P =
0,0007; figuur 4a, studie 1) dan de controlemuizen [29]. In een
tweede, onafhankelijke studie kon de verminderde tumorgroei in
met TRX-EDB gevaccineerde muizen worden bevestigd (P = 0,0188;
figuur 4a, studie 2) [29]. Tevens konden in beide experimenten
antilichamen tegen ED-B worden aangetoond bij de met TRX-EDB
gevaccineerde muizen (figuur 4b). Interessant is dat de muis die
(om welke reden dan ook) geen antilichamen tegen ED-B heeft
aangemaakt (figuur 4b, studie 2, #) de grootste tumor ontwik-
kelde in de TRX-EDB-groep (figuur 4a, studie 2, #). De tumoren
waren gemiddeld 70% kleiner wanneer antilichamen tegen ED-B
aantoonbaar waren [29].
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In de tumoren van muizen met antilichamen tegen ED-B (ED-B-
tumoren) konden met behulp van immunofluorescentiemicrosco-
pie meer infiltrerende neutrofielen worden gemeten dan in de
controletumoren. Bovendien toonde kleuring van endotheelcellen
en fibrinogeen aan dat vanuit de bloedvaten in de ED-B-tumoren
een verhoogde lekkage van fibrinogeen optrad, wat duidt op een
beschadiging van de tumorbloedvaten. Onder de elektronenmi-
croscoop konden in de ED-B-tumoren macrofagen worden gezien
die de bloedvaten probeerden te fagocyteren, en zagen de bloedva-
ten er anders uit dan in de controletumoren [29]. De veranderingen
in het tumorweefsel duiden op een verminderde functie van de
bloedvaten in de tumoren van de met het ED-B-vaccin behandelde
muizen. Er is dus een duidelijk antiangiogeen effect te zien, dat
hoogstwaarschijnlijk wordt veroorzaakt door aangrijpen van het
immuunsysteem op de tumorbloedvaten.

Beschouwing

De angiogenese in een tumor blijkt gevoelig voor remming met
een vaccin dat een immuunrespons oproept tegen antigenen die
zich bevinden op of rond tumorbloedvaten. Voor een succesvolle
toepassing is een ziektespecifiek doelmolecuul nodig en moet de
immuuntolerantie worden doorbroken met behulp van een fusie-
eiwit en een krachtig adjuvans dat geschikt is voor humaan ge-
bruik.

Met een vaccin bestaande uit een fusie-eiwit en een adjuvans op
basis van MN720, konden preklinisch bij muizen en ratten anti-
lichamen worden geinduceerd tegen het lichaamseigen (tumor)-
bloedvatantigeen ED-B. Het vaccin remde de tumorgroei in een
muismodel doordat het immuunsysteem werd geprikkeld om aan
te grijpen op de tumorbloedvaten.

Mogelijk kan een vaccin tegen ED-B in de toekomst als antitumor-
therapie worden toegepast of ter preventie van (micro)metastasen
na resectie van de primaire tumor. Tot dusver is de methode van
vaccinatie tegen (tumor)bloedvatantigenen een nieuwe methode
die nog niet op mensen is getest. Om deze stap te kunnen nemen
is uitgebreider preklinisch onderzoek nodig.

Dit artikel is gebaseerd op promotieonderzoek van E.J.M. Huijbers in de on-
derzoeksgroep van dr. Anna-Karin Olsson aan het Department of Medical
Biochemistry and Microbiology, Universiteit van Uppsala, Zweden. Het on-
derzoek is mogelijk gemaakt door The Swedish Research Council, The Swedish
Cancer Society, The Swedish Society of Medicine, Jeansson’s Foundation en de
Ake Wiberg Foundation. Dank is verschuldigd aan dr. Elise Langenkamp en aan

Jacqueline Huijbers voor commentaren en opmerkingen/kritisch lezen van de

tekst.
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