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4. Einleitung

4.1 Das Ovarialkarzinom

4.1.1 Epidemiologische und Atiologie des Ovarialkarzinoms

Das Ovarialkarzinom ist laut Robert-Koch-Institut mit 3,1 % der bdsartigen Tumoren
die achthaufigste Krebserkrankung und die zweithaufigste gynako-onkologische Er-
krankung der Frau (Stand: 2019). Im Jahr 2016 gab es 7.350 Neuerkrankungen (Ta-
belle 1). Fir das Jahr 2020 wird laut Robert-Koch-Institut mit einem Rickgang auf
7.000 Neuerkrankungen gerechnet. Durchschnittlich erkrankt eine von 75 Frauen im
Laufe ihres Lebens an einem Ovarialkarzinom (Kaatsch et al. 2015; Robert-Koch-Insti-
tut und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V.
2019).

Das mittlere Erkrankungsalter von Frauen bei der Diagnosestellung liegt bei 68 Jahren
und die altersspezifische Inzidenz zeigt einen kontinuierlichen Anstieg der Erkran-
kungshaufigkeit ab dem 70. Lebensjahr (Abbildung 1).

Inzidenz 2015 2016 | Prognose fir

2020

Frauen | Frauen Frauen

Neuerkrankungen 7.760 | 7.350 7.000

Rohe Erkrankungsrate 18,7 17,6 16,7

Standardisierte Erkrankungsrate je 100.000 Personen, alters- 11,8 11,1 10,1

standardisiert nach Alter Europabevdlkerung

Mittleres Erkrankungsalter Median 68 68

Tabelle 1: Inzidenz des Ovarialkarzinoms fiir Deutschland von 2015 und 2016 und deren Prognose fiir
2020.
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Abbildung 1 Altersspezifische Erkrankungsraten des Ovarialkarzinoms in Deutschland von 2015-2016
(Kaatsch et al. 2015).

Im weltweiten Vergleich deutet sich eine erhdhte Inzidenz in den Industrielandern im
Vergleich zu den Dritte-Welt-Staaten an. Werden die europaischen Industrielander un-
tereinander betrachtet, befindet sich Deutschland im mittleren Bereich der Inzidenzra-
ten; es liegt ein deutliches Nord-Sud-Gefalle vor.

In den letzten Jahren konnte in Deutschland neben dem Rickgang der Erkrankungs-
rate auch ein Rickgang der Sterberaten verzeichnet werden (Tabelle 1). Trotz dieses
Ruckgangs kam es im Jahr 2017 zu 5.431 Sterbefallen. Das mittlere Sterbealter betrug
75 Jahre (Tabelle 2). Die 5-Jahresuberlebensrate des Ovarialkarzinoms liegt bei 43 %
und die relative 10-Jahresuberlebensrate bei 35 %. Somit ist das Ovarialkarzinom eine
der Krebsarten, die am haufigsten zum Tode fuhren (Abbildung 2, Tabelle 3). Da es
keine hinreichenden Screeningmethoden flr das Ovarialkarzinom gibt, werden die
Karzinome zumeist spat und in einem fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert (76 %
der Patientinnen mit Erstdiagnose befinden sich bereits im FIGO-Stadium I11/1V). Wer-
den die Karzinome in einem friheren Erkrankungsstadium diagnostiziert, so liegt die
relative 5-Jahresuberlebensrate bei 89 % im Stadium | und 77 % im Stadium Il
(Kaatsch et al. 2015; Robert-Koch-Institut und die Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V. 2019).



Mortalit&t 2015 2016 2017

Frauen | Frauen | Frauen

Sterbefalle je 100.000 Personen 5.466 5.354 5.431

Rohe Sterberate 13,3 13,0 13,1

Standardisierte Sterberate je 100.000 Personen, altersstandardisiert 7.1 6,9 6,9
nach Alter Europabevdlkerung

Mittleres Sterbealter 74 74 75

Tabelle 2: Mortalitat des Ovarialkarzinoms in Deutschland 2015, 2016, 2017.

Altersstandardisierte Erkrankungs- und Sterberaten, ICD-10 C56, Deutschland 1999 — 2016/2017,
Prognose (Inzidenz) bis 2020
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Abbildung 2: Altersstandardisierte Erkrankungsrate und Sterberate 1999-2016/17, Prognose (Inzi-
denz) bis 2020 (Kaatsch et al. 2015).

Pravalenz und Uberlebensraten 5 Jahre 10 Jahre

Frauen Frauen

Pravalenz 22.400 35.900
Absolute Uberlebensrate (2015-2016) in Prozent 40 (35-46) 29 (26-37)
Relative Uberlebensrate (2015-2016) in Prozent 43 (38-50) 35 (30-43)

Tabelle 3: Pravalenz und Uberlebensraten des Ovarialkarzinoms in Deutschland fiir 5 beziehungs-

weise 10 Jahre.




4.1.2 Histologische Klassifikationen des Ovarialkarzinoms

Das Ovarialkarzinom kann in unterschiedliche Tumorentitaten unterteilt werden. Un-
terschieden wird hierbei nach dem histologischen Subtyp sowie dem mdglichen Ur-
sprungsgewebe. Ovarialkarzinome lassen sich generell in zwei histologische Gruppen
einteilen, die nicht-epithelialen Tumoren und die epithelialen Tumoren. Der grofte An-
teil der Ovarialkarzinome Iasst sich den epithelialen Tumoren zuordnen (ca. 80-90 %)
(Prat 2017).

4.1.2.1 Nicht-epitheliale Tumoren

Die nicht-epithelialen Tumoren des Ovarialkarzinom lassen sich in finf Untergruppen
unterteilen, die insgesamt 10-20 % der Ovarialkarzinome ausmachen: maligne Keim-
strang-Stroma-Tumoren, maligne Keimzelltumoren, Sarkome ohne weitere Spezifitat,
Metastasen anderer Primartumoren - der bekannteste ist hierbei der Krukenberg Tu-
mor des Magenkarzinoms - sowie maligne Tumoren, die aus lymphatischem oder blut-
bildendem Gewebe entspringen und zu den nicht-epithelialen Tumoren des Ovarial-
karzinoms gehdren (Petru et al. 2014; Ulrich 2013).

41.2.2 Epitheliale Tumoren

80-90 % der Ovarialkarzinome sind epitheliale Tumore. Nach dem derzeitigen WHO
Konsensus werden die epithelialen Karzinome in funf Untergruppen eingeteilt: high-
grade seroses, klarzelliges, endometrioides, low-grade serdses und muzindses Karzi-

nom.
4.1.2.21 High-grade seroses Ovarialkarzinom

In 70 % der Falle handelt es sich bei den epithelialen Tumoren um high-grade serose
Karzinome, welche eine hohe Proliferationsrate haben (Prat 2017; Peres et al. 2019;
Reid et al. 2017). Somit sind sie schnell wachsend und aggressiv. In der histologischen
Aufarbeitung der high-grade serésen Karzinome werden haufig TP53-Mutationen
nachgewiesen (Robert-Koch-Institut und die Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V. 2019; Scottish Intercollegiate Guidelines Network
2013; The Cancer Genome Atlas Research Network 2011). Zu den high-grade serdésen
Karzinomen gehoren ebenso die Karzinosarkome, die sich aus malignen epithelialen

und mesenchymalen Zellen zusammensetzen. Durch die Aggressivitat, das schnelle
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Wachstum und die spate Symptomatik fuhrt diese Erkrankung zu einer hohen Sterbe-
rate (Shih und Kurman 2004). High-grade serdse Ovarialkarzinome zeigen schon in
den frhen Stadien eine Ausdehnung im gesamten Bauchraum sowie eine frihzeitige
Metastasierung, die sich sowohl lymphogen als auch zum Beispiel in die Lunge aus-
dehnt und oftmals durch Pleuraerglsse auffallen (Ulrich 2013). Zu den Vorlauferlasio-
nen des high-grade ser6sen Ovarialkarzinoms zahlt das so genannte STIC (Ser6ses
tubares intraepitheliales Karzinom), das in den Eileitern entsteht. Durch Progress des
STIC kommt es zur weiteren Entartung und in der Folge zum high-grade serdsen Ova-
rialkarzinom (Piek et al. 2001; Medeiros et al. 2006). Diese Entartungen befinden sich
am distalen Ende der Tube sowie an den Fimbrientrichtern. Diese Lasionen konnten
primar bei Patientinnen, die sich einer prophylaktischen Adnexektomie bei positiver
BRCA-Testung unterzogen hatten, vermehrt diagnostiziert werden. Zudem konnte bei
Patientinnen, bei welchen sowohl ein STIC als auch ein high-grade seréses Ovarial-
karzinom nachweisbar gewesen war, die gleiche TP53-Mutation detektiert werden.
Dies ist ein Hinweis dafur, dass STIC Vorlauferzellen high-grade seroser Ovarialkar-
zinome sind (Kuhn et al. 2012). Um STIC verifizieren zu kdnnen, mussen diese durch
morphologische Merkmale und durch immunhistochemische Farbungen belegt wer-
den. Hierzu gibt es ein SEE-FIM Protokoll (Sectioning and Extensively Examining the
FIMbriated End of Fallopian Tube), welches bei einer prophylaktischen Salpingo-Oo-
phorektomie bei Patientinnen mit einer BRCA-Mutation zur histologischen Aufarbei-
tung durchgefuhrt werden soll. Derzeit ist umstritten, ob es sich dabei selbst um eine
frihe Form des high-grade serdsen Ovarialkarzinoms oder um eine nicht-invasive Vor-
lauferlasion handelt. In der Studie u.a. von Schneider et al. (2017) konnte nachgewie-
sen werden, dass es sich bei den STIC um keine Vorlauferlasionen, sondern bereits
um Karzinome handelt, da sie bereits lymphatisch als auch intraperitoneal metastasiert

sein konnen.
4.1.2.2.2 Weitere epitheliale Ovarialkarzinome

Etwa 9,4 % der epithelialen Tumore sind muzindse Karzinome (Peres et al. 2019).
Diese gehen von dem schleimbildenden, differenzierten Gewebe aus und &hneln dabei
der Endozervix. Die muzindsen Karzinome werden in 48 % der Falle bereits im frihen
Tumorstadium diagnostiziert (Peres et al. 2019). In der immunhistochemischen Aufar-
beitung treten BRAF- und KRAS-Mutationen auf (Wagner und Reuf} 2019).
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Zu den weiteren histologischen Untergruppen gehdren u.a. die klarzelligen (9,6 %)
Karzinome, die immer zu den high-grade Karzinomen gerechnet werden. Die endo-
metrioiden (9,9 %) Karzinome (Peres et al. 2019) kdnnen in einer Endometriose die
Ursprungszellen haben. Bei endometrioden Karzinomen konnten haufiger Mutationen
in dem Tumorsupressorgen ARID1A nachgewiesen werden. Diskutiert wird dabei, ob
es sich bei dieser Mutation um eine frihe Veranderung auf dem Weg von einer Endo-
metriose zum Karzinom handelt (Wiegand et al. 2010).

4.1.2.2.3 Low-grade serdse Ovarialkarzinome

Low-grade serdse Karzinome konnen sich durch Mutationen aus serésen Borderlinetu-
moren entwickeln (Wagner und Reuf® 2019). Um die Tumore voneinander zu unter-
scheiden, muss der Borderlinetumor auf Mikroinvasionen (kleine epithelialen Zellen im
Stroma mit eosinophilem Plasma) und Implants (Peritonealldsionen) untersucht wer-
den. Implants, die sich an der Oberflache des Peritoneums befinden, zahlen weiterhin
zu den Borderlinetumoren mit Implants. Die ehemaligen invasiven Implants, die mit
einem Wachstum in die tieferen Gewebeschichten einhergehen, zahlen zu den low-
grade serosen Karzinomen (Bell et al. 2004). In den letzten Jahren hat sich durch mo-
lekularpathologische Studien eine klarere Unterscheidung der low- und high-grade
ser0sen Karzinome herausgestellt. Hierbei zeigte sich, dass bei low-grade serdsen
Karzinomen haufig Mutationen in den BRAF- und KRAS-Genen vorliegen. In den high-
grade Ovarialkarzinomen zeigten sich gehauft BRCA und p53-Mutationen.

Die vorliegende Dissertation fokussiert sich auf high-grade serése Karzinome, unter

anderem auf deren Diagnostik, Therapie und Prognose.
4.2 Diagnostik des Ovarialkarzinoms

4.2.1 Gynakologische Untersuchung und weiterfihrende Bildgebung

Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom haben selten frihe Symptome, sodass dieses
haufig erst im spaten Stadium diagnostiziert wird. Symptome sind vorwiegend Bauch-
umfangszunahme mit Véllegefuhl, Miktionssymptomatik und lleusbeschwerden (Wag-
ner et al. 2013).

Bei diesen Symptomen und einem Alter der Patientin Uber 50 Jahren sollte immer eine
gynakologische Untersuchung durchgefuhrt und gegebenenfalls mit weiteren bildge-

benden Untersuchungen erganzt werden. Hierbei eignet sich die bimanuelle Tastun-
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tersuchung, um die Grolke der Ovarien und gegebenenfalls bestehende Raumforde-
rung in der Beschaffenheit und GroRe besser beurteilen zu konnen. Weitere Faktoren
der Untersuchung sind dabei die Infiltration der Parametrien und des Rektums sowie
die Schmerzhaftigkeit und Beweglichkeit des Tumors. Anhand der digitalrektalen Un-
tersuchung wird das Vorhandensein von Aszites im Douglasraum, Peritonealkarzinose
sowie eine mogliche Infiltration in das Rektum diagnostiziert. In der gynakologischen
Untersuchung ist darUber hinaus der transvaginale Ultraschall der bildgebend erste
und einfachste diagnostische Schritt. Diese Untersuchungsmethode ist preiswert, nicht
invasiv und reproduzierbar. Fur eine bessere Abschatzung der Grol3e eignet sich eine
abdominelle Sonographie. Zur Beurteilung der Dignitat wurden Kriterien von der IOTA
Gruppe aufgestellt, die Befunde besser einstufen kdnnen. In Abbildung 3 werden die
B- und M-Kriterien dargestellt. Kann der Befund den B-Kriterien (benigne) zugeordnet
werden, handelt es sich hdchstwahrscheinlich um einen gutartigen Tumor. Sollten nur
M-Kriterien (maligne) nachgewiesen werden, wird der Tumor als maligne eingestuft.
Erst nach dieser Einstufung nach den IOTA-Kriterien sollte eine Tumormarkerbestim-
mung durchgefuhrt werden (Timmerman et al. 2000).

Mit Hilfe der Schnittbilddiagnostik konnen extraperitoneale Metastasenlokalisationen
zum Beispiel in Leber und Lunge sowie VergroRerung der Lymphknoten nachgewie-
sen werden (Choi et al. 2010). Eine Aussage zur intraperitonealen Tumorausbreitung
und die Moglichkeit der Vorhersage einer Komplettresektion des intraabdominellen Tu-
mors ist nur sehr eingeschrankt moglich (Axtell et al. 2007; Risum et al. 2008; Qayyum
et al. 2005; Meyer et al. 1995).

IOTA Kriterien zur Einschiatzung von Adnextumoren

B-Kriterien M-Kriterien
B1 lokular M1 Irregularer solider Tumor
B2 solide Komponente M2 Aszites vorhanden

<7 mm vorhanden

B3 Schallschatten vorhanden M3 wenigstens 4 papillare
Strukturen
B4 glattwandiger multilokularer | M4 irregularer multilokularer
Tumor <100 mm solider Tumor 2100 mm
BS Kein Blutfluss vorhanden M5 sehr starker Blutfluss
vorhanden

Abbildung 3: IOTA-Kriterien zur sonographischen Einschatzung von Adnextumoren.
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4.2.2 Tumormarker
4221 CA125

Der fur das high-grade serdse Ovarialkarzinom spezifischste Tumormarker ist das
CA125, welches im Serum nachweisbar ist. Hierbei handelt es sich um ein Protein
bestehend aus 22.152 Aminosauren. CA125 ist das Pseudonym des Proteins Mucin-
16, bei dem es sich um ein Transmembran-Glykoprotein handelt. Dieses Glykoprotein
befindet sich meist auf Epithelzellen des weiblichen Genitals, jedoch auch auf dem
Mesothel, zu welchem das Peritoneum zahlt (Streppel et al. 2012). Aufgrund dessen
kann eine CA125-Erhéhung auch bei einer Entzindung des Eierstocks oder bei Endo-
metriose vorhanden sein. Hohe Werte treten ebenfalls wahrend der Menstruation und
in der Schwangerschaft auf. Dies zeigt, dass es sich bei diesem Tumormarker um
einen unspezifischen Marker handelt. Sein Cut-off-Wert liegt bei 35 U/ml. Die Sensiti-
vitat des Tumormarkers zur Detektion eines Ovarialkarzinoms liegt bei 93 %, die Spe-
zifitat bei 63 % (Moore et al. 2008). Normale CA125-Werte kdnnen aul3erdem auch bei
malignen Entartungen der Eierstdcke auftreten und somit eine Erkrankung verschlei-
ern. Der Tumormarker CA125 wird meist als Verlaufskontrolle unter Chemotherapie
oder zur frihzeitigen Detektion eines Rezidives verwendet (Rustin et al. 2010; Wei et
al. 2016; Jacobs und Bast 1989; Jacobs et al. 2016; Jacobs).

4222 HE4

Seit einigen Jahren kann aul3erdem der Tumormarker HE4 zu der Untersuchung auf
Ovarialkarzinome bestimmt werden.
Bei HE4 handelt es sich um ein sogenanntes ,Whey Acidic Four Disulfide Core-Pro-
tein® (WFDC-Protein), welches ein intrazellulares Glykoprotein ist und vorwiegend von
Ovarialkarzinomzellen produziert wird. HE4 ist ein Tumormarker, der im Vergleich zu
CA125 Vorteile hat. Einer dieser Vorteile ist die hdhere Sensitivitat in frihen Erkran-
kungsstadien. Die hohe Spezifitat bei diesem Tumormarker liegt darin begriindet, dass
dieser, sobald es zu einer Entartung des Eierstocks kommt, Uberexpremiert wird.
Durch eine kombinierte Abnahme von CA125 und HE4 bei dem Verdacht eines frihen
Ovarialkarzinoms wird eine Sensitivitat von 76,4 % und eine Spezifitdt von 95 % zur
Detektion erreicht (Jacobs und Bast 1989; Jacobs; Wei et al. 2016). Eine HE4-Erho-
hung kommt nicht nur bei Ovarialkarzinomen vor. Die Tumormarkererhohung kann
auch zum Beispiel bei einer Niereninsuffizienz sowie bei einem Endometrium- als auch
bei einem Lungenkarzinom gegeben sein (van Gorp et al. 2011; Nagy et al. 2012).
14



Referenzwerte bei der pramenopausalen Frau liegen bei bis zu 70 pmol/l, bei der post-

menopausalen Frau bei bis zu 140 pmol/l (Allard et al. 2008; Huy et al. 2018).
4.3 Risikofaktoren fur die Entstehung des Ovarialkarzinoms

431 Risikofaktoren

Faktoren, die mit einem erhéhten Risiko fur Entstehung des Ovarialkarzinoms assozi-
iert werden, sind ein hoheres Alter von Frauen (55. Lebensjahr: 25/100.000 Patientin-
nen, 80. Lebensjahr: 50/100.000 Patientinnen) (Petru et al. 2014) und ein erhdhter
Body-Mass-Index (BMI) (Schouten et al. 2008). In der Meta-Studie von Olsen et al.
(2007) konnte ein Zusammenhang zwischen dem BMI und dem Risiko fur Ovarialkar-
zinome verdeutlicht werden. Es konnte eine Risikoerhohung von 30 % zwischen einem
erhohten BMI 230 kg/m? und einem Ovarialkarzinom nachgewiesen werden. Zudem
konnte in der Studie von Leitzmann et al. (2009) gezeigt werden, dass Patientinnen
mit einem erhohter BMI und gleichzeitiger hormoneller Therapie ein gleich hohes Ri-
siko fur die Entstehung eines Ovarialkarzinoms haben wie Patientinnen ohne hormo-
nelle Therapie. Daraus lasst sich gegebenenfalls schlieRen, dass sowohl Adipositas
als auch die hormonelle Therapie zu ahnlichen Effekten fUhren.

Ein weiteres Risiko fur das Ovarialkarzinom ist die Infertilitat (Cetin et al. 2008). In einer
Studie von Brinton et al. (2005) wurde herausgestellt, dass die ovulationsausldsenden
Medikamente keine Risikosteigerung fur die Erkrankung ausmachen. Zu den Risiko-
faktoren gehdrt dartber hinaus die Einnahme von Hormonersatzpraparaten (Mgrch et
al. 2009). In einer Studie von Anderson et al. (2003) wurden zwei Gruppen mit und
ohne Ostrogen- und Progesteron-Therapie (iber einen Zeitraum von 5,6 Jahren unter-
sucht. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass eine Hormontherapie in der Meno-
pause das Risiko an einem Ovarialkarzinom zu erkranken um 58 % steigert (Anderson
et al. 2003). Als weitere Risikofaktoren fur die Entstehung des Ovarialkarzinoms sind
unterschiedliche Genmutationen beschrieben. Diese Mutationen werden Uber autoso-
mal-dominante Erbgange weitergegeben. Zu den Hochrisiko-Genen zahlen unter an-
derem BRCA1- und BRCA2- (aber auch RAD51C, RAD51D, ATM, CDH1, CHEK2,
NBN, PALB2, TP53 und Lynch-assoziierte Gene). Bei den BRCA1 (lokalisiert auf
Chromosomen 17) und BRCA2-Genen (lokalisiert auf Chromosom 13) (Couch et al.
2013) handelt es sich um haufige Genmutationen, wobei BRCA Breast Cancer Muta-

tion bedeutet und es sich um ein Tumorsuppressorgen handelt (Wagner et al. 2013).
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In einer Studie von Antoniou et al. (2003) wurden an einer populationsbasierten Ko-
horte die Keimbahnmutationen BRCA 17 und BRCAZ2 untersucht. Lag bei einer Frau eine
BRCA1-Genmutation vor, erkrankten 39 % der Betroffenen bis zum 69. Lebens- jahr
und bei einer BRCA2-Mutation 11-22 % der Betroffenen bis zum 69. Lebensjahr an
einem Ovarialkarzinom. Auch das relative Risiko flir die Entstehung von Brustkrebsist
mit der BRCA1- und BRCAZ2-Mutation assoziiert. Bestand eine BRCA7-Mutation, so
lag das Risiko bis zum 69. Lebensjahr an einem Mammakarzinom zu erkranken bei46-
65 % (Konfidenzintervall 44-78 %). Bei einer BRCAZ2-Mutation lag das Risiko an einem
Mammakarzinom zu erkranken bei 45 % (Konfidenzintervall 31-56 %). Schmutzler
(2017) und Meindl et al. (2010) bestatigten in ihren Arbeiten, dass BRCA71-und BRCA2-
Keimbahnmutationen mit einem erhohten Risiko fur Brust- und Eierstock- krebs
einhergehen. DarlUber hinaus zeigten sie, dass das RAD51C-Gen, welches ein Protein
codiert und wie die BRCA Proteine flr die Reparatur der DNA verantwortlich ist, bei
einer Mutation auch zu einer Entartung fihren kann. In der AGO-TR1-Studie konnte
an einer Patientenkohorte mit primaren Ovarialkarzinomen und platinsensitiven
Ovarialkarzinomrezidiven gezeigt werden, dass bei 20,8 % der Patientinnen eine
Keimbahnmutation in den Genen BRCA1 und BRCAZ2 nachweisbar war. Insgesamt
machten die Hochrisikogenmutationen (BRCA1, BRCA2 und RAD51C) 25,8 % aus
(Harter et al. 2017).

Auch bei Vorliegen eines Lynch-Syndroms (HNPCC) ist das Risiko an einem Ovarial-
karzinomen zu erkranken erhoht (Kast und Arnold 2012; Antoniou et al. 2003; Loukola
et al. 2001; Meindl et al. 2011). In einer Studie von Bonadona et al. (2011) wurde
nachgewiesen, dass das Risiko, an einem Ovarialkarzinom zu erkranken, bei einer
Mutation von MLH1 beziehungsweise MSH2 bis zu einem Alter von 40 Jahren bei 1 %
liegt. Dem gegenuber steht eine Risikoerhohung nach dem 40. bis zum 70. Lebensjahr
bei 20 % bei der MLH1-Mutation und 24 % bei der MSH2-Mutation (Bonadona et al.
2011).

4.3.2 Protektive Faktoren

In einer Arbeit von Beral et al. (2008) wurde dargestellt, dass die Einnahme oraler
Kontrazeptiva mit einer Reduktion der Entstehung von Ovarialkarzinomen einhergeht.
Eine Vermutung ist, dass sich dadurch auch die Senkung der Neuerkrankungen der
Ovarialtumoren in den Industrielandern herleiten lasst. Das relative Risiko, an einem

Ovarialtumor zu erkranken, fihrt durch die Einnahme von Ovulationshemmern Uber
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einen Zeitraum von zehn Jahren zu einer Reduktion von ca. 40 % (Agenzia internazi-
onale per la ricerca sul cancro 1999). Bereits durch eine wenige Jahre (1-4 Jahre)
dauernde Anwendung oraler Kontrazeptiva kann das Risiko, an einem Ovarialkarzi-
nom zu erkranken um 22 % gesenkt werden. Bei einer Uber 15-Jahre andauernden
Einnahme kommt es sogar zu einer Risikoreduktion von 56 % (Moore et al. 2009; Beral
et al. 2008). Zu einer Verringerung der Falle kam es bei allen histologischen Typen bis
auf den des muzinosen Typs des Ovarialkarzinoms. Neben den oben aufgeflhrten
Faktoren werden auch die Paritdt und Laktation als protektive Faktoren gegenuber
dem serdsen Ovarialkarzinom diskutiert. Genauso konnte nachgewiesen werden, dass
es zu einer Verminderung von Ovarialkarzinomen bei Frauen mit hoher Gebur- tenrate
kommt. Es wird angenommen, dass es durch die Reduktion der Ovulationen durch die
Einnahme von Kontrazeptiva zu einer Verringerung der Entstehung von Ova-
rialkarzinomen kommt (Beral et al. 2008).

In einer weiteren Studie wurde ein Zusammenhang zwischen einer Entfernung der
Tuba uterina und einem Eierstockkarzinom mit einer Risikoreduktion von 34 % auf
einen persistierenden Zeitraum von 14 Jahren belegt (Cibula et al. 2011). Gerade bei
Patientinnen mit nachgewiesenen BRCA1- und BRCA2-Mutationen sollte eine beid-
seitige Salpingo-Oophorektomie in Erwagung gezogen werden. Durch diese lasst sich
das Erkrankungsrisiko um tber 80 % reduzieren (Finch et al. 2006; Kauff et al. 2002).
Der richtige Zeitpunkt fur die Adnexektomie kann schwer eingeschatzt werden, jedoch
kann davon ausgegangen werden, dass der beste Zeitraum fur die Operation bei Pa-
tientinnen mit einer BRCA 1-Mutation zwischen dem 35-40. Lebensjahr und bei Pati-
entinnen mit BRCA2-Mutation zwischen dem 40-45. Lebensjahr anzusiedeln ist. (Kauff
et al. 2002; Finch et al. 2006).

4 4 FIGO-Stadien und TNM-Klassifikation

Die FIGO-KIlassifikation ist eine spezielle Einteilung der Stadien von gynakologischen
Tumoren, die von der Fédération Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique
(FIGO) entwickelt wurde (Prat 2015). Die FIGO-Stadien lassen sich beim Ovarialkar-
zinom durch die intraoperativen Befunde und die darauffolgende feingewebliche Un-
tersuchung bestimmen. Grob Iasst sich diese in vier Gruppen einteilen. Im FIGO-Sta-
dium | ist die Erkrankung auf das erkrankte Organ beschrankt, wahrend im FIGO-Sta-
dium Il der Tumor auf das angrenzende Gewebe Ubergeht. Beim FIGO-Stadium Il
kommt es zur Infiltration des Tumors in benachbarte Organe und beim FIGO-Stadium

IV ist eine Ausbreitung des Tumors mit Fernmetastasen vorhanden (Tabelle 4). Das
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FIGO-Stadium fasst verschiedene Aspekte zusammen und beinhaltet auch prognosti-
sche Informationen (Hohn et al. 2014).

Auch wenn die Ausbreitung des Ovarialkarzinoms zumeist nach der FIGO-Klassifika-
tion eingeteilt wird, ist eine ebenso bedeutende Klassifikation die TNM-Klassifikation
der WHO. Die TNM-Klassifikation beschreibt separat die intraperitoneale, retroperi-
toneale und extraperitoneale Aussaat des Tumorgeschehens (Wittekind und Ober-
schmid 2010). T steht in dieser Klassifikation fur die Ausbreitung und Groflie des Tu-
mors, N bedeutet Nodus und klassifiziert damit das Fehlen oder Auftreten von regio-
nalen Lymphknotenmetastasen. M bezeichnet das Auftreten oder Fehlen von Fernme-
tastasen (Tabelle 4) (Sobin et al. 2010).
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FIGO- Beschreibung TNM-
Stadium Klassifikation
FIGO | Tumor auf Ovarien oder Tuben begrenzt T1 NO MO
Tumor auf ein Ovar oder eine Tube begrenzt, Kapsel intakt,
FIGO IA T1a NO MO
Oberflache nicht erreicht und negative Zytologie
Tumor auf beide Ovarien oder Tuben begrenzt, Kapsel intakt,
FIGO IB Oberflache nicht erreicht und negative Zytologie (bei HGSC als T1b NO MO
FIGO IIA zu klassifizieren)
Tumor auf Ovar oder Tube begrenzt und:
C1: intraoperative Ruptur T1c NO MO
FIGO IC 1-3
C2: praoperative Ruptur oder Oberflachenbefall
C3: positiver Aszites/ Spulzytologie
FIGO Il Ovarial-, Tuben- oder Peritoneal-Ca befallt das kleine Be- T2 NO MO
cken
Befall von Uterus, Tuben, Ovarien; beidseitiges HGSC (friiher
FIGO IIA T2a NO MO
FIGO IB); STIC und Ovarialbefall mit HGSC
Befall im kleinen Becken jenseits des inneren Genitals (z.B.
FIGO IIB ) . ) . B T2b NO MO
Sigma/Rektum, Peritoneum; jedoch nicht LK oder Dinndarm)
FIGO Il Ovarial-, Tuben- oder Peritoneal-Ca mit Befall der Abdomi- T3 NO MO
nalhoéhle jenseits des Beckens und /oder LK Metastasen T1/2 N1 MO
Tumor begrenzt auf das Becken, aber positive LK
T1/2 N1 MO
FIGO I1A1 A (i) LK Metastasen bis 10 mm
A (ii) LK Metastasen >10 mm
Mikroskopischer Tumor intraabdominal jenseits des Beckens +/-
FIGO Il1A2 T3a2 NO/1 MO
LK Metastasen
Makroskopischer Tumor intraabdominal jenseits des Beckens
FIGO IlIB T3b NO/1 MO
bis max. 2 cm GréRe +/- LK Metastasen
Makroskopischer Tumor intraabdominal jenseits des Beckens >2
FIGO llIC T3c NO/1 MO
cm +/- LK Metastasen
Fernmetastasen jenseits des Peritoneums oder abdominale
FIGO IV
LK
FIGO IVA Zytologisch positiver Pleuraerguss
T1-3 NO/1 M1
Parenchymmetastasen (inkl. Mucosabefall des Darms) / extra-
FIGO IVB abdominale Metastasen (inkl. Leisten/ prékordiale LK), extraperi-
toneale Bauchdecken-/ Nabelmetastase

Tabelle 4: FIGO-Klassifikationen.

19




4.5 Prognostische Faktoren des Ovarialkarzinoms

451 Generelle Faktoren

Bisher gibt es kein verlassliches Screeningverfahren fur die Friherkennung des Ova-
rialkarzinoms (Jacobs et al. 2016; Buys et al. 2011). Darlber hinaus fehlt es an Fruh-
symptomen, da Symptome wie Bauchumfangszunahme oder abdominelle Schmerzen
erst bei fortgeschrittenen Tumorstadien nachweisbar sind. Dementsprechend wird die
Diagnose ,Ovarialkarzinom® in ca. 76 % der Falle erst in einem weit fortgeschrittenen
Erkrankungsstadium (FIGO-Stadium 1l bis 1V) gestellt. Das Tumorstadium ist der wich-
tigste Prognosefaktor in Bezug auf das Uberleben. Da bei Diagnosestellung eines
Ovarialkarzinom meist ein spateres Krankheitsstadium vorliegt, ist die 5-dJahresuber-
lebensrate im Vergleich zu anderen bdsartigen Tumorerkrankungen mit 40 Monaten
schlecht (Kaatsch et al. 2015; Heintz et al. 2006; Robert-Koch-Institut und die Gesell-
schaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. 2019).

Neben dem FIGO-Stadium sind auch der histologische Typ, die Gro3e des postope-
rativen Tumorrestes, der Allgemeinzustand (ECOG-Status), das Alter, die leitlinien-
gerechte Therapie sowie das Tumorgrading unabhangige Prognosefaktoren (Wagner
et al. 2013). Seros-papillare und endometrioide Tumore gehen mit einer signifikant
besseren Prognose einher als klarzellige und muzindése Karzinome (du Bois et al.
2009).

452 Tumorrest

Der wichtigste vom Arzt zu beeinflussende prognostische Faktor bei der operativen
Therapie des Ovarialkarzinoms ist der postoperative Tumorrest. In einer Metaanalyse
von du Bois et al. (2009) konnte eine signifikant Iangere Uberlebenszeit bei Patientin-
nen ohne Tumorrest im Vergleich zu Patientinnen mit einem Tumorrest von 1-10 mm
gezeigt werden. Das mediane Uberleben der Patientinnen ohne Tumorrest lag bei 99,1
Monaten (95 % KI:83.5 to -) und das Uberleben der Patientinnen mit einem Tumorrest
zwischen 1-10 mm bei 36,2 Monaten (95 % KI:34.6, 39.4). Bei einem Tumorrest von
gréRer 10 mm lag das mediane Uberleben bei 29,6 Monaten (95 % KI:27.4- 32.2).

In den letzten Jahren konnte eine Verbesserung des Uberlebens durch eine Optimie-
rung der Operationen in einigen Zentren erzielt werden (du Bois et al. 2009; Bristow et
al. 2002; Harter et al. 2011a). Diese Optimierung konnte v.a. durch die Resektion von

Tumormanifestationen im Bereich des Oberbauches erreicht werden (Eisenhauer et
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al. 2006; Zivanovic et al. 2008). Hierzu gehdrt die Deperitonealisierung des Zwerch-
fells, die Entfernung kardiophrenischer Lymphknoten, aber auch die Entfernung von
der Milz und Tumoren anderer Lokalisationen (Heitz et al. 2016).

In der Beurteilung des Tumorrestes gibt es jedoch Verzerrungen. Dazu gehort die Ein-
schatzung des Tumorrestes durch den Operateur (Préfontaine et al. 1994)

4.6 Therapie des Ovarialkarzinoms

Die generelle Strategie der Therapie des Ovarialkarzinoms ist die operative Therapie,
gefolgt von einer Chemotherapie (Wagner und Reul 2019). In speziellen Fallen kann
nach der histologischen Sicherung des Ovarialkarzinoms eine primare neoadjuvante
Chemotherapie mit drei Zyklen durchgefuhrt werden, um dann im Intervall zu operieren
und gegebenenfalls hierdurch eine komplette Tumorreduktion zu erhalten. Die Wahr-
scheinlichkeit, wahrend der Intervall-Operation keinen Tumorrest zu belassen, wird
dadurch erhoéht (Burges und Schmalfeldt 2011).

4.6.1 Primartherapie

4.6.1.1  Operative Therapie

Die operative Therapie des high-grade serésen Ovarialkarzinoms richtet sich nach der
intra- und retroperitonealen Ausbreitung. Beim friihen invasiven epithelialen Ovarial-
karzinom (FIGO-Stadien I-1I) wird sowohl der Tumor entfernt als auch ein ausfuhrliches
intraperitoneales und retroperitoneales Staging durchgefuhrt. Dies ist wichtig, da bei
einem mutmallichen Frihstadium in ca. 70-75 % der Falle der Tumor aufRerhalb des
kleinen Beckens gefunden wird und sich damit das Tumorstadium andert und die wei-
tere systemische Therapie angepasst werden muss. Zum optimalen Staging gehort
laut den Leitlinien der Arbeitsgemeinschaft Gynakologische Onkologie (AGO) folgen-

des:

- Mediane Langsschnittlaparotomie

- Inspektion und Palpation des gesamten Abdominalraumes

- Entnahme einer Peritonealzytologie aus dem Douglas-Raum

- Biopsien von auffalligen Stellen (z.B. Peritonealbiopsien)

- Biopsien von unauffalligen Stellen des Peritoneums aus dem Douglasraum,
Blasenperitoneum, Beckenwanden beidseits, parakolischen Rinne beidseits,

Zwerchfellkuppel beidseits
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- Hysterektomie

- Omentektomie (mindestens infrakolisch)

- Appendektomie (bei unklaren/ muzindsen histologischen Typen)
- Adenexexstirpation beidseits

- Beidseitige pelvine und paraaortale Lymphknotenentfernung

In der ACTION-Studie (Trimbos et al. 2003a) konnte gezeigt werden, dass Patientin-
nen im frihen Stadium und mit einer kompletten operativen Staging-Operation ein sig-
nifikant besseres Gesamtlberleben aufwiesen als Patientinnen mit inkomplettem ope-
rativem Staging. Das 5-Jahresgesamtiberleben lag bei Patientinnen mit einem kom-
pletten Staging bei 89 %, im Vergleich dazu bei Patientinnen mit einem inkomplettem
Staging bei 71 % (Trimbos et al. 2003a). Zudem wurde in weiteren Studien dargestellt,
dass durch eine adaquate Staging-Operation weitere Tumorreste entdeckt werden
konnten und somit eine Up-Staging-Rate von 9-60 % vorlag (Stier et al. 1996;
Grabowski et al. 2012a).

Das Ziel der Operation eines fortgeschrittenen Ovarialkarzinoms FIGO llI-IV ist die
Komplettresektion. Die Operation wird Uber eine mediane Langslaparotomie von der
Symphyse bis zum Xyphoid durchgefuhrt. Intraoperativ werden alle tumorbefallenen
Strukturen entfernt, das tumorbefallene Blasen- als auch Douglasperitoneum, bei Be-
fall des Rektums/Sigmas wird zusatzlich das Colon sigmoideum entnommen. Hierbei
ist die Entfernung des Uterus, der Adnexe beidseits und der Tuba uterina beidseits
notwendig. Da bei mehr als 50 % der Patientinnen auch der Darm von dem Ovarial-
karzinom befallen ist, wird meist eine Darmoperation zusatzlich durchgefihrt. Der in-
fragastrische Teil des Omentum majus mit Ligamentum gastrocolicum wird reseziert.
Teilweise wird in diesem Zuge auch das Omentum minus entfernt. Um keinen Tumor-
rest zu belassen, wird haufig das parietale, teilweise auch das viszerale Peritoneum
- vor allem das des Mesenteriums - sowie das Zwerchfellperitoneum reseziert. Bei Be-
fallen wird ebenfalls auch die Resektion der Milz oder von Leberkapselmetastasen
durchgefuhrt. In etwa 66 % der Falle wird die Tumorfreiheit durch den Ort des Tumor-
befalls eingeschrankt. Dies ist der Fall bei einem Tumorbefall der Mesenterialwurzel
sowie der Dinndarmserosa. Sollte es jedoch mdglich sein, eine Tumorfreiheit durch
eine Darmresektion zu erlangen, sollte diese Operation durchgefuhrt werden (Wagner
und Reuf 2019). Eine Appendektomie ist nicht zwingend notwendig, jedoch sollte ins-

besondere bei muzinbsen oder unklaren Tumoren diese mit durchgefuhrt werden
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(Wagner und Reuf® 2019). In einer Arbeit von Heitz et al. (2016) wurden die Operati-
onsschritte, welche in einem spezialisiertem gynakologisch-onkologischen Zentrum
(Horst-Schmidt Klinik und Klinik Essen Mitte) bei Patientinnen mit einem fortgeschrit-
tenen Ovarialkarzinom durchgeflihrt wurden, dokumentiert (Tabelle 5). Bei Patientin-
nen mit einem fortgeschrittenem Ovarialkarzinom wird eine systematische Lymphono-
dektomie nicht mehr empfohlen. Zwar konnte in retrospektiven Studien gezeigt wer-
den, dass das mediane Uberleben von Patientinnen mit Komplettresektion und mit
systematischer Lymphonodektomie bei 103 Monaten und bei Patientinnen mit Kom-
plettresektion und ohne systematische Lymphonodektomie bei 84 Monaten lag
(p=0,0166) (du Bois et al. 2010). Allerdings konnte in der prospektiven, internationalen,
randomisierten LION-Studie (Harter et al. 2019) bei Patientinnen mit fortgeschrittenem
Ovarialkarzinom, die makroskopisch tumorfrei waren, kein Vorteil der systematischen
pelvinen und paraaortalen Lymphonodektomie im progressionsfreien Gesamtuberle-
ben nachgewiesen werden. Vielmehr zeigte sich eine erhdhte postoperative Kompli-
kationsrate bei Patientinnen mit einer systematischen Lymphonodektomie (Harter et
al. 2019).
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Prozedur Gesamt TRO TR1-10mm TR>10mm
N=573 N=382 N=144 N=47
(100 %) (66,8 %) (25,1 %) (8,2 %)
Becken
Hysterektomie 548 (95,6) 382 (100) 140 (97,2) 26 (55,1)
Einseitige Adnexektomie 17 (3,0) 1(0,3) 1(0,7) 11 (23)
Beidseitige Adnexektomie 556(97) 381 (99,7) 143 (99,3) 32 (66)
Deperitonealisierung
Unteres Abdomen/Becken 542 (94,6) 379 (99,2) 139 (96,5) 24 (51,1)
Mittleres Abdomen/ Para- 550 (96,0) 380 (99,5) 139 (96,5) 31 (66,0)
kolische Rinne
Zwerchfell-Deperitoneali- 498 (86,9) 356 (93,2) 118 (81,2) 21 (44,7)
sierung
Full Thickness Resektion 60 (10,6) 42 (11) 15 (10,7) 3(7)
Partielle Resektion der Pa- 75(13.1) 53 (13,9) 19 (13,2) 3(6,4)
rietal Pleura
Lymphadenektomie
Becken 381 (66,5) 331 (86,6) 46 (31,9) 4(8,5)
Para-Aortal 471 (72,8) 341 (89,3) 69 (47,9) 7 (14,9)
Darmchirurgie
Diinn- und Dickdarm 72 (12,6) 52 (13,6) 20 (13,9) 0
Nur Dickdarm 353 (61,6) 247 (64,7) 93 (64,6) 13 (27,7)
Nur Dinndarm 9(1,6) 3(0,8) 5(3,5) 1(2,1)
Teilweise- oder Komplettresek-
tion anderer Organe
Omentum majus 567 (98,5) 381 (99,7) 144 (100) 42 (89,4)
Milz 201 (35) 147 (38,5) 50 (34,7) 4 (8,5)
Blase/ Harnleiter 20 (3,5) 16(4,2) 3(2,1) 1(2,1)
Pankreasteilresektion 13(2,3) 8(2,1) 5(3,5) 0
Omentum minus 163 (28,4) 105 (27,5) 56 (38,9) 2 (4,3)
Magen 24 (4,2) 16 (4,2) 8 (5,6) 0
Leber 140 (24,4) 121 (31,7) 15 (10,4) 4(8,5)

Tabelle 5: Operationsschritte bei Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom, welche tumorfrei
oder mit verbleibendem Tumor operiert wurden, in Bezug auf den Tumorrest in der Horst-Schmidt-Kli-
nik und den Kliniken Essen Mitte (Heitz et al. 2016).
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46.1.2 Systemische Therapie

Der Umfang der primaren Systemtherapie des Ovarialkarzinoms ist abhangig vom Tu-
morstadium. Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom, die nach einer kompletten ope-
rativen Staging-Operation in ein FIGO-Stadium IA G1 eingruppiert werden, bendtigen
keine Systemtherapie. Bei Patientinnen mit den FIGO-Stadien IC oder IA/B und G3
sollte die platinhaltige Chemotherapie Uber sechs Zyklen durchgefihrt werden. Die
systemische Standardtherapie bei diesem frihen Ovarialkarzinomen bis FIGO-Sta-
dium IlIA ist die Gabe von Carboplatin AUC5; q21 (du Bois et al. 1999).

In einer Studie von Trimbos et al. (2003a) konnte bei Patientinnen, die ein Ovarialkar-
zinom in den FIGO-Stadien I-IIA hatten und mit einer platinhaltigen Chemotherapie
behandelt wurden, im Vergleich zu den Patientinnen ohne platinhaltige Chemotherapie
sowohl eine bessere Jahresuberlebensrate (75 % vs. 82 %) als auch ein langeres 5-
Jahres progressionsfreies Uberleben (65 % vs. 76 %) festgestellt werden (Trimbos et
al. 2003b).

Patientinnen, bei denen ein fortgeschrittenes Ovarialkarzinom in den FIGO-Stadien
[IB-IV diagnostiziert wurde, sollten laut der evidenzbasierten Empfehlung der S3-Leit-
linie eine Primartherapie mit sechs Zyklen Carboplatin AUCS und Paclitaxel 175 mg/m?
KOF alle drei Wochen erhalten (du Bois et al. 2003; Wagner und Reul3 2019).

In der GOG0218-Studie (Burger et al. 2011) konnte gezeigt werden, dass durch die
Hinzugabe von Bevacizumab (15 mg/kg Kérpergewicht), einem Angiogenesehemmer,
welcher die Neubildung von GefalRen hemmt- das progressionsfreie Uberleben signi-
fikant verlangert wurde. Bei Applikation wahrend (ab dem 2. Zyklus) beziehungsweise
nach der Chemotherapie als Erhaltungstherapie (fur insgesamt 15 Monate) konnte das
mediane progressionsfreie Uberleben der Patientinnen von zwélf auf fliinfzehn Monate
verlangert werden (Burger et al. 2011). In der ICON7-Studie (Perren et al. 2011) er-
hielten Patientinnen sechs Zyklen Chemotherapie und 7,5 mg Bevacizumab alle drei
Wochen fiir 12 Monate. In der Analyse wurde das mediane progressionsfreie Uberle-
ben von 22,4 Monaten auf 24,1 Monate gesteigert (Perren et al. 2011). Dabei ist zu
beachten, dass es durch die Einnahme von Bevacizumab zu vermehrten hypertensi-
ven Entgleisungen, thromboembolischen Ereignissen, Wundheilungsstérungen und
spontanen Darmperforationen kommen kann (Tewari et al. 2017; Kato et al. 2018;
Hambleton et al. 2004).
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Daneben wurde unlangst in der SOLO-1 Studie (Moore et al. 2018) gezeigt, dass Pa-
tientinnen mit einer BRCA-Mutation einen Vorteil durch die Einnahme des PARP-Inhi-
bitors Olaparib (zweimal taglich 300mg) nach Beendigung der Erstlinientherapie einer
platinhaltigen Chemotherapie (angesetzt mit sechs bis neun Zyklen, jedoch mindes-
tens vier Zyklen bei Abbruch der Therapie bei Nebenwirkungen) im Vergleich zu einer
Placeboeinnahme hatten. Ausgeschlossen wurden Patientinnen, die bereits PARP-In-
hibitoren eingenommen hatten oder Patientinnen, die zusatzlich zur platinhaltigen Erst-
linienchemotherapie Bevacizumab erhielten. Hierbei zeigte sich, dass durch die Ein-
nahme von Olaparib das progressionsfreie Uberleben in den ersten drei Jahren bei
60 % (Olaparib) gegenuber 27 % (Placebo) lag (HR:0.30; 95 % KI:0.23 bis 0.41;
p<0,001) (Moore et al. 2018).

46.1.3 Nachsorge

In der Nachsorge der Patientin mit Ovarialkarzinom wird eine klinische Untersuchung
und Beratung zur Symptomminimierung durchgeflhrt. So wird in den ersten drei Jah-
ren eine vierteljahrliche, in den darauffolgenden drei Jahren eine halbjahrliche allge-
meine gynakologische Untersuchung mit Vaginalultraschall empfohlen. In der Nach-
sorge des Ovarialkarzinoms spielt der Tumormarker CA125 oft eine besondere Rolle,
da ein Verlauf der Erkrankung und ein Rezidiv durch den Anstieg des Tumormarkers
vorauszusehen sind. In einer Studie von Rustin et al. (2010) konnte festgestellt wer-
den, dass Patientinnen nach einer CA125-Bestimmung und einer Therapie mittels
Komplettremission keine Verbesserung der Lebensqualitat und keine Verlangerung
der Uberlebenszeit hatten. Auch zeigte sich kein Nutzen fiir einen friihzeitigen Thera-
piebeginn bei hoch-normalen Werten. Durch den friihen Therapieeinsatz konnte das
Uberleben der Patientinnen nicht verlangert werden (25,7 Monate vs. 27,1 Monate
HR:0,98; 95 % KI:0,80- 1,20, p=0.85), sondern es wurde nur die Therapiezeit verlan-
gert. Dennoch ist die Bestimmung des Tumormarkers fur viele Patientinnen nach Pri-
mar- und Rezidivtherapie ein wichtiger Faktor, um ihnen Sicherheit zu geben (Rustin
et al. 2010). Aus diesem Grund empfiehlt die S3-Leitline die Aufklarung der Patientin
hinsichtlich des Tumormarkers sowie das Fehlen von Uberlebenszeitvorteilen. Diese
Bestimmung sollte nur auf Wunsch der Patientinnen durchgefihrt werden (Wagner und
Reul 2019). Jedoch dient die CA125-Untersuchung zur Beurteilung des Anspre-chens
einer Therapie. Daher wird die CA125-Bestimmung sowohl zu jedem Zyklus der
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primaren Chemotherapie, als auch bei further-line-Therapien, die zu einem frihzeiti-
gen Umstellen oder einem Abbruch der Therapie fihren kénnen, durchgefihrt (Wag-
ner und Reul® 2019).

4.6.2 Rezidivtherapie

Das Wort ,Rezidiv* bedeutet das Wiederauftreten einer Erkrankung. Im Bereich der
Onkologie bedeutet dies, dass es einen Nachweis eines erneuten Auftretens des sel-
bigen Tumors gibt. Besteht nach der Erstdiagnose des Ovarialkarzinoms die begrun-
dete Chance auf eine Heilung, ist bei Auftreten eines Rezidivs das Ovarialkarzinom
nicht mehr heilbar. Bis zum Jahre 2017 wurde die Rezidivsituation beim Ovarialkarzi-
nom in zwei Stadien unterteilt. Das eine war das Fruhrezidiv, welches bereits wahrend
der Therapie oder innerhalb der ersten sechs Monate nach Beendigung der platinhal-
tigen Therapie aufgetreten ist. Hierbei handelte es sich um platinrefraktare oder -resis-
tente Rezidive. Die andere Gruppe waren die Spatrezidive, welche als platinsensibel
klassifiziert wurden. Diese entstehen erst nach erfolgreicher Therapie durch platinhal-
tige Chemotherapeutika und einem friihesten Auftreten von sechs Monaten, nachdem
die Chemotherapie beendet wurde (Friedlander et al. 2011). Derzeit wird dartber dis-
kutiert, dass diese Einteilung nach platinsensibel und -resistent aufgegeben wird (Wil-
son et al. 2017).

4.6.2.1 Operative Therapie im Rezidiv

Damit bei einer Rezidivoperation eine prognostische Verbesserung erzielt werden
kann, muss eine makroskopische Tumorfreiheit herbeigefuhrt werden (Harter et al.
2011b; Harter et al. 2006). Eine rezidivfreie Zeit von mehr als sechs Monaten nach
dem Ende der primaren Therapie sollte vor einer erneuten Operation vergangen sein.
Durch den AGO-Score kann die Operabilitat eingeschatzt werden. Der positive AGO-
Score setzt sich zusammen aus dem ECOG-Stadium 0 der Patientin, der Tumorfreiheit
in der Primaroperation und dadurch, dass sich kein Aszites (<500 ml) im Abdomen
zum Zeitpunkt des Rezidivs befindet (Harter et al. 2011b). Bei der AGO DESKTOP
IH/ENGOT ov20 Studie handelt es sich um eine prospektive randomisierte Studie, in
der Patientinnen mit einem Rezidiv nach mehr als sechs Monaten und einem positiven
AGO-Score eingeschlossen wurden. Die eine Gruppe der Patientinnen erhielt aus-
schlieBlich eine Zweitlinienchemotherapie, die andere Gruppe eine Rezidivoperation
gefolgt von einer platinhaltigen kombinierten Chemotherapie. Es konnte gezeigt wer-

den, dass bei Patientinnen, die operiert wurden, in 74,2 % der Falle makroskopische
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Tumorfreiheit erzielt werden konnte. Das mediane progressionsfreie Uberleben der
Patientinnen, die operiert wurden, lag bei 19,6 Monaten, das mediane progressions-
freie Uberleben bei den Patientinnen, die nicht operiert wurden, bei 14,0 Monaten
(HR:0,66, 95 % KI:0,52-0,83, p<0,001). DarUber hinaus zeigte sich ein signifikant ver-
langertes Gesamtlberleben von 53,7 Monaten bei Patientinnen, die operiert wurden,
im Vergleich zu 46,0 Monaten, bei Patientinnen, die nicht operiert wurden (HR:0,75,
95 % KI:0,58-0,96, p=0.03) (du Bois et al. 2020). Aufgrund dieser Daten sollten alle
Patientinnen mit einem ersten Ovarialkarzinomrezidiv danach untersucht werden, ob
eine Rezidivoperation mdglich und sinnvoll ist. Auf eine Rezidivoperation muss eine

systemische Therapie folgen.
46.2.2 Systemische Therapie

Als aktuelle Standardtherapie bei Rezidiven, bei denen eine platinhaltige Therapie
keine Option ist (ehemalige platinresistente Rezidive), ist ein Monotherapeutikum ein-
zusetzen. Zu diesen gehoren folgende Chemotherapeutika: Pegyliertes liposomales
Doxorubicin, Topotecan, Gemcitabin und Paclitaxel.

Bei Patientinnen mit Rezidiven, bei denen eine platinhaltige Therapie eine Option ist
(ehemalige platinsensitive Rezidive), wird mit platinhaltigen Kombinationschemothera-

pien therapiert. Dazu gehoren folgende Zytostatika:

Carboplatin/ Gemcitabin/ Bevacizumab

Carboplatin/ Paclitaxel/ Bevacizumab

Carboplatin/ Pegyliertes liposomales Doxorubicin

Carboplatin/ Gemcitabin

Die Kombinationstherapien mit Carboplatin/ Paclitaxel (Parmar et al. 2003)
beziehungsweise Carboplatin/ Gemcitabin (Pfisterer et al. 2006) zeigten ein besseres
Ergebnis im Vergleich zu der Monotherapie mit platinhaltigen Zytostatika.

In den letzten Jahren werden zusatzlich immer mehr PARP-Inhibitoren zur Erhaltungs-
therapie nach Ansprechen des Karzinoms auf die platinhaltigen Rezidivtherapien ein-
gesetzt.

In der Study 19 wurde das progressionsfreie Gesamtuberleben bei Patientinnen mit
einer BRCA-Mutation und bereits zwei oder mehr vorangegangenen platinhaltigen
Chemotherapien unter Einnahme von Olaparib (800mg taglich) im Vergleich zur Pla-
ceboeinnahme untersucht. Das Gesamtuberleben unter Einnahme von Olaparib lag
bei 8,4 Monaten im Vergleich zu 4,8 Monaten mit der Placeboeinnahme (HR 0,35, 95
% KI: 0,25-0,49, p<0,001) (Ledermann et al. 2012).
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In der SOLO2-Studie (Pujade-Lauraine et al. 2017), welche Patientinnen mit BRCA1/2-
Mutation und high-grade serésen und endometrioiden Ovarialkarzinom eingeschlos-
sen hatte, wurde gezeigt, dass die Einnahme von Olaparib 600mg (aufgeteilt in zwei
Gaben a 300 mg taglich) das progressionsfreie Uberleben im Vergleich zu der Ein-
nahme von Placebos von 5,5 Monaten auf 19,1 Monate verlangert. Weiterhin wurde in
der Studie dokumentiert, dass die Einnahme von Olaparib meist nur zu niedriggradigen
Nebenwirkungen flhrte wie Anamie (19 % vs. 2 %), Fatigue (4 % vs. 2 %) oder einer
Neutropenie (5 % vs. 4 %). In der PAOLA-Studie von Ray-Coquard et al. (2019) konnte
nachgewiesen werden, dass Patientinnen mit einem fortgeschrittenen Ovarialkarzi-
nom (high-grade serdses oder endometrioides Ovarialkarzinom mit einem FIGO-Sta-
dium Il und IV) unter Erstlinientherapie mittels Bevacizumab und anschlieRender Er-
haltungstherapie mittels Olaparib ein erhéhtes progressionsfreies Uberleben hatten,
als Patientinnen, die Bevacizumab und ein Placebo erhielten. Die Studiendauer verlief
uber 24 Monate und die Patientinnen erhielten 600 mg Olaparib (aufgeteilt in zwei
Gaben a 300 mg taglich). Auch bei Patientinnen ohne eine BRCA-Keimbahnmutation
war das progressionsfreie Uberleben erhéht (medianes progressionsfreies Uberleben
unter Einnahme von Bevacizumab plus Olaparib vs. Bevacizumab plus Placebo: mit
BRCA: 37,2 vs. 17,7 Monate; ohne BRCA: 28,1 vs. 16,6 Monate).

Auch Niraparib ist ein PARP-Inhibitor, der nach platinhaltigen Rezidivtherapien bei ei-
nem high-grade serdsen Ovarialkarzinom gegeben wird. In der ENGOT-OV16/NOVA
von Mirza et al. (2016) konnte eine Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens
zwischen Patientinnen mit Niraparibeinnahme (einmal taglich 300 mg) versus Place-
boeinnahme nachgewiesen werden. In der Studie wurden sowohl Patientinnen mit ei-
nem high-grade serésen Ovarialkarzinom, die eine BRCA-Keimbahnmutation als auch
keine Keimbahnmutation hatten, eingeschlossen. Dabei wurde nachgewiesen, dass
es zu einem signifikant besseren progressionsfreien Uberleben mit Einnahme von
Niraparib im Vergleich zu den Patientinnen mit Placeboeinnahme von 21,0 gegen 5,5
Monate in der Gruppe von Patientinnen mit BRCA-Mutation und 12,9 vs. 3,8 Monate
in der Kohorte ohne Keimbahnmutation kam. Die Nebenwirkung wahrend der Ein-
nahme von Niraparib waren Thrombozytopenie (33,8 %), Anamie (25,3 %) und eine
Neutropenie (19,6 %). Auch in der Studie von Gonzalez-Martin et al. (2019) konnte bei
Patientinnen mit einem neu aufgetretenen high-grade serésen oder endometrioiden
Ovarialkarzinom mit einem FIGO-Stadium |l und IV und einer Erstlinientherapie mittels
Carboplatin gezeigt werden, dass es zu einem signifikant langeren progressionsfreien

Uberleben bei Patientinnen unter einer Erhaltungstherapie mittels Niraparib (& 300 mg
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taglich, bei Patientinnen mit einem Koérpergewicht von 77 kg a 200 mg taglich) kam.
Sowohl bei Patientinnen mit einer BRCA-Mutation als auch ohne diese Mutation kam
es zu einem langeren progressionsfreien Uberleben (medianes progressionsfreies
Uberleben unter Einnahme von Niraparib vs. Placebo: mit BRCA: 21,9 vs. 10,4 Mo-
nate; ohne BRCA: 13,8 vs. 8,2 Monate).
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5 Fragestellung der Dissertation

Der postoperative Tumorrest nach der Primaroperation ist neben dem Tumorstadium
der wichtigste Prognosefaktor. Die Gynecological Cancer InterGroup (GCIG) kam zu
dem Konsens, dass bei der Operation die hdochste Prioritat auf der vollstandigen Ent-
fernung des Tumors liegt (du Bois et al. 2005).

In der S3-Leitlinie wird empfohlen, die definitive operative Therapie des Ovarialkarzi-
noms von einem gynakologischen Onkologen durchfiihren zu lassen. Hierzu fuhrten
Rochon und du Bois (2011) eine Qualitatsstudie durch. In dieser wurden die Tumor-
reste der Patientinnen nach Debulking-Operationen in Studienzentren und in Nicht-
Studienzentren miteinander verglichen. Ein Tumorrest groRer 1 cm war in Nicht-Studi-
enzentren bei 46 % der behandelten Patientinnen nachweisbar. Im Vergleich dazu war
in den Studienzentren in 34 % der Falle ein Tumorrest groRer als 1 cm vorhanden.
Daruber hinaus wurde belegt, dass die Durchfuhrung der optimalen Operation (TR=0
oder TR<1cm) haufiger in zertifizierten Studienzentren durchgefuhrt wurde (OR=1,63,
95 % KI: 1.05- 2.53; p=0,032) (Rochon und du Bois 2011). In Zentren mit einer Spezi-
alisierung auf die operative Behandlung von Ovarialkarzinomen kann eine Komplett-
resektionsraten von bis zu 70 % nachgewiesen werden (Heitz et al. 2016; Bristow et
al. 2002). Allerdings wurde in einer Umfrage unter gynakologischen Onkologen in
Australien und Neuseeland bei 24 % der Befragten ein mangelndes Wissen uber die
Durchflihrung einer radikalen Debulking-Operation nachgewiesen (Brand 2011). Auch
in den Vereinigten Staaten berichteten 1,4 % der Spezialisten, dass ihnen die Opera-
tionsschritte nicht ausreichend bekannt sind (Eisenkop und Spirtos 2001). Rodriguez
et al. (2013) beschrieben in einem Artikel, dass das Erreichen der optimalen Tumorre-
duktion zumeist an der mangelnden Entfernung des Tumorgewebes am Zwerchfell
scheitert. Durch die Weiterentwicklung der operativen Schritte kann es zu einer Ver-
besserung der Qualitat der Operation und damit einhergehend zu einem Anstieg der
Uberlebensrate kommen (Harter et al. 2011a).

Zur Zertifizierung als ,Gynakologisches Krebszentrum® durch die DKG (Deutsche
Krebsgesellschaft) missen zwar die Anzahl von Patientinnen mit verschiedenen Kar-
zinomen angegeben und zusatzlich eine Datenbank zur Auswertung des Uberlebens
der Patientinnen nachgehalten werden, allerdings werden der prozentuale Tumorrest

und das Uberleben als Qualitatsparameter fiir das Ergebnis nicht als obligater und
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entscheidender Zertifizierungsmarker bendtigt. Im Gegensatz dazu hat die ESGO (Eu-

ropean Society of Gynaecological Oncology) eine ,Certification for Advanced Ovarian

Cancer Surgery“ etabliert, bei dem nur Zentren dieses Zertifikat erhalten, die eine Min-

destanzahl von fortgeschrittenen Ovarialkarzinomen behandeln und bei denen die

Komplettresektionsrate bei >50 % liegt.

Hierbei sei betont, dass die Bestimmung des postoperativen Tumorrestes am Ende

der Operation durch den Operateur festgelegt wird und eine extern validierbare Me-

thode zur Uberpriifung des tatsdchlich verbliebenen Tumorrestes nicht gegeben ist.

In der vorliegenden Arbeit soll deshalb die Fragestellung nach einer moglichen Vali-

dierung der Tumorreste bei Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom unter-

sucht werden.

Dafur werden folgende Analysen durchgeflhrt:

5.1 Retrospektive Evaluation der Hohe des CA125-Wertes vor Beginn der Chemothe-
rapie nach Primar-Operation zur Diskriminierung zwischen Patientinnen mit und
ohne Tumorrest in zwei hoch spezialisierten gynako-onkologischen Zentren in
Deutschland

5.2Validierung des diskriminierenden CA125-Cut-off zwischen Patientinnen mit und
ohne Tumorrest nach Primar-Operation beim fortgeschrittenen Ovarialkarzinom in
zwei spezialisierten gynako-onkologischen Zentren

5.3 Prospektive Evaluation der postoperativen Serum CA125- und HE4-Werte zur in-
dividuellen Beurteilung des Tumorrestes nach Primar-Operation beim fortgeschrit-
tenen Ovarialkarzinom

5.4 Prospektive Evaluation der postoperativen Aszites CA125- und HE4-Werte zur in-
dividuellen Beurteilung des Tumorrestes nach Primar-Operation beim fortgeschrit-
tenen Ovarialkarzinom

5.5Prospektive Evaluation einer cfDNA Mutationsanalyse vor und nach Primar-Ope-
ration bei Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom und Komplettresek-

tion vs. inkompletter Resektion
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6 Material und Methodik

6.1 KEM/HSK/Charité, Einschlusskriterien, statistische Methoden zu Fragestellungen
3.1und 3.2

In dem retrospektiven Teil der vorliegenden Promotionsarbeit wurde der postoperative
beziehungsweise prachemotherapeutisch bestimmte Tumormarker CA125 als Para-
meter zur objektiv unabhangigen Evaluation des Tumorrests nach einer Debulking-
Operation beim Ovarialkarzinom untersucht.

Fir die retrospektive Untersuchung wurden Daten von 466 Patientinnen, die sich an
der Klinik fur Gynakologie und gynakologische Onkologie in den Evangelischen Kiini-
ken Essen-Mitte gGmbH (KEM), der Klinik fur Gynakologie und gynakologische Onko-
logie der Dr. Horst-Schmidt-Kliniken in Wiesbaden (HSK) sowie an der Klinik fir Gy-
nakologie mit Zentrum fur onkologische Chirurgie und Klinik fur Gynakologie an der
Berliner Charité Benjamin Franklin (Charité) der Primaroperation unterzogen haben,
erhoben. Eingeschlossen wurden Patientinnen, die zwischen 2000 und 2018 in einer
der Kliniken behandelt wurden.

Folgende Einschlusskriterien wurden definiert: Primare Debulking-Operation mit nach-
folgender first-line Chemotherapie in einem der oben genannten Zentren. Zu den wei-
teren Kriterien gehorten: ein epitheliales Ovarial-, Tuben- oder Peritonealkarzinom,
FIGO-IIl und -1V, ein bekannter und erhéhter CA125-Wert (>35 U/ml) vor der Operation
sowie 14 Tage vor oder nach Beginn der first-line Chemotherapie. Folgende Parame-
ter wurde des Weiteren erhoben: pT-Stadium, pN-Stadium, die Anzahl entfernter
Lymphknoten, Tumorbefall des Peritoneums und des Zwerchfells, Tumorrest, ECOG-
Status, die intraoperative Menge des Aszites (<500 ml/ >500 ml) und Pleuraerguss vor
der Operation. Die Operationsdauer, der Blutverlust und eine Revisionsoperation
(ja/nein) wurden ebenso in die Datenbank aufgenommen. Folgende Ausschlusspara-
meter wurden definiert: Nicht-epitheliale Karzinome, nicht-invasive Tumore, Intervall-
Operationen, Notfall-Operationen und Falle, in denen kein praoperativer und pra-

chemotherapeutischer CA125-Wert vorlagen.
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6.2 Evaluation und Validierung des diskriminierenden CA125-Cut-off zwischen Patien-
tinnen mit und ohne Tumorrest nach Primaroperation beim fortgeschrittenen Ova-

rialkarzinom in zwei spezialisierten gynako-onkologischen Zentren
6.2.1 Statistik

Um eine adaquate Beurteilung und Vergleichbarkeit der nicht normal verteilten CA125-
Werte, die vor der Operation und vor der ersten Chemotherapie abgenommen wurden,
zu erlangen, wurden die CA125-Werte dekadisch logarithmiert. Der Tumormarker
CA125 ist nicht nur von der Tumorlast abhangig, sondern wird auch von anderen Fak-
toren beeinflusst (Jacobs; van Gorp et al. 2011; Moore et al. 2009). Deswegen wurde
zur Evaluation der Assoziation von klinisch-pathologischen Faktoren mit dem praope-
rativen und prachemotherapeutischen CA125 primar ein univarianter Fisher’s-exact-
Test durchgefuhrt, im Anschluss ein multivariates Regressionsmodell erstellt. Mit Hilfe
dieses logistischen Regressionsmodells konnte ein CA125-Cut-off Wert (CA125 vor
Beginn der Chemotherapie) bestimmt werden, der zwischen Patientinnen unterschei-
det, bei welchen eine Komplettresektion (TR=0) und bei welchen keine Komplettresek-
tion (TR>0) erreicht wurde.
Der Datensatz aus den KEM und der HSK (n=330) wurde als Trainings- und der Da-
tensatz der Charité (n=136) als Validierungskohorte verwendet.
Die abhangige Variable , Tumorrest (TR)“ wurde in der Regressionsgleichung wie folgt
definiert:

TR = Regressionskonstante + Regressionskoef fiezent C1 * Einflussfaktorl

+ Regressionskoef fizent B2 * Einflussfaktor 2 ...

Mittels der Regressionsgleichung aus der Trainingskohorte der KEM und der HSK
konnte eine vorhergesagte Wahrscheinlichkeit ermittelt werden. Die vorhergesagten
Werte wurden mit den tatsachlichen Werten aus der zweiten Stichprobe (Charité) ver-
glichen und mit Hilfe einer einfachen Regression wurde das Bestimmtheitsmall R? be-
rechnet. Im zweiten Schritt wurden die Daten der beiden Stichproben umgekehrt. Es
wurde erneut eine Kreuzvalidierung mittels multipler Regression durchgefluhrt. Die Be-

rechnung erfolgte mit der oben genannten Regressionsgleichung.
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6.3 Durchfuhrung der prospektiven Analyse zu den Fragestellungen 3.3 bis 3.5

6.3.1 Studienprotokoll, Einschlusskriterien

Die Tumormarker CA125 und HE4 sind etablierte Tumormarker im Bereich der Nach-
sorge und Differentialdiagnose des Ovarialkarzinoms. Die Wertigkeit des CA125 zur
objektiven Bestimmung des Tumorrestes nach einer Debulking-Operation wurde im
ersten retrospektiven Teil der vorliegenden Arbeit untersucht. Aufgrund der einge-
schrankten Sensitivitat und Spezifitat des CA125 aus dem Serum als objektives Mal}
fur die Bestimmung des Tumorrestes wurden in dem hier beschriebenen prospektiven
Teil der Studie neben dem CA125 auch das HE4 untersucht, beides sowohl im Serum
als auch im Aszites der eingeschlossenen Patientinnen. Au3erdem wurde untersucht,
ob es genauere Quantifizierungen hinsichtlich der Zuverlassigkeit zur Bestimmung des
Tumorrestes gibt. Hierzu wurde die liquid biopsy-Methode hinzugenommen. Ziel der
vorliegenden proof-of-concept Studie war, 20 Patientinnen mit fortgeschrittenen high-
grade serosen Karzinomen, die in den KEM operiert wurden, aufzunehmen. 10 Pati-
entinnen sollten keinen Tumorrest aufweisen und bei 10 Patientinnen sollte Tumorrest
verblieben sein. Schlussendlich erfolgte sowohl eine longitudinale Evaluation der Tu-
mormarker als auch der liquid biopsy im perioperativen Verlauf. Dadurch sollte deter-
miniert werden, ob es einen Unterschied in den Tumormarkerverlaufen als auch in der
liquid biopsy zwischen Patientinnen mit und ohne Tumorrest gab.

Folgende Einschlusskriterien mussten erflllt sein: Patientinnen, die bei V.a. ein primar
fortgeschrittenes high-grade serdses oder bereits gesichertes Ovarialkarzinom ope-
riert wurden, unterschriebene Patienteneinwilligung und Patientin = 18. Lebensjahr.
Folgende Ausschlusskriterien galten: Patientinnen nicht einwilligungsfahig, Incompli-
ance der Patientin. Im Zeitraum zwischen Februar bis Oktober 2016 wurden 31 Pati-
entinnen nach schriftlicher Einverstandniserklarung in die Studie aufgenommen. Se-
kundar wurden aufgrund der erst postoperativ determinierten histologischen Diagnose,
elf Patientinnen ausgeschlossen- acht Patientinnen aufgrund der nicht high-grade
serdsen Histologie des Tumors beziehungsweise deren Entitaten und zwei Patientin-
nen aufgrund eines Frihstadiums der Erkrankung. Eine weitere Patientin widerrief am
Tag 4 die Einwilligung zu der Untersuchung. In Abbildung 4 wird verdeutlicht, dass am
Tag 10 bereits funf der 31 Patientinnen entlassen worden waren, wobei drei dieser
Patientinnen ein high-grade serdses Ovarialkarzinom hatten. Au3erdem konnte bei
zwolf der Patientinnen die liquid biopsy vor der Chemotherapie analysiert werden.

Nach der Chemotherapie wurden zwei liquid biopsies untersucht. Ein weiterer Fall
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wurde nicht weiter analysiert, da die FFPE-Genotypisierung Mutationen in ARID1A und
RADS0 ergab. Diese Gene waren nicht in dem Gen-Panel fur die liquid biopsy enthal-

ten, weshalb diese Mutationen in der cfDNA nicht weiter untersucht werden konnten.
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Abbildung 4: Zeitplan, Arbeitsablauf und Anzahl der zu jedem Zeitpunkt verfiigbaren Proben. Schluss-
endlich waren 10 Patientinnen mit vollstdndiger Resektion und 10 Patientinnen mit Resterkrankung
eingeschlossen. CTX= Chemotherapie (6 Patientinnen mussten zu folgenden Zeitpunkten aus folgen-
den Griinden ausgeschlossen werden: 1 Endometrioides Ovarialkarzinom, 5 gutartige Erkrankungen,
1 Patientin zog die Studienteilnahme zuriick).

6.3.2 Ethikvotum

Zur Durchfihrung dieser prospektiven Studie wurde ein Ethikvotum der Ethikkommis-
sion der Landesarztekammer Nordrhein eingeholt. Die Studie wurde nach den Richtli-
nien der Deklaration von Helsinki aus dem Jahre 1964 ausgefihrt und durch das po-
sitive Votum der Ethikkommission der Landesarztekammer Nordrhein, Deutschland,
unterstutzt (Nr.:2015377).

6.3.3 Untersuchungszeitpunkte/ Untersuchungsmaterialien

Bei den in der Studie eingeschlossenen Patientinnen wurden am Tag der Operation
oder einen Tag vorher sowie an den postoperativen Tagen 4 und 10 sowohl Blut als

auch Aszites untersucht. An den Tagen 1 und 7 wurde nur Aszites entnommen. Es
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wurden Blutentnahmen sowohl am ersten als auch am letzten Tag der Chemotherapie
durchgefuhrt, um dieses Blut nach den Tumormarkern (CA125 und HE4) und auch
nach der frei zirkulierenden Tumor-DNA zu untersuchen (Abbildung 5).

Die Untersuchung der Tumormarker wurde uber die Abnahme der herkdmmlichen
Standard-Serumrohrchen (Sarstedt, S-Monovette®, Bestell-Nr.: 01.1602) durchge-
fuhrt. Fur die weitere Diagnostik des Tumormarkes HE4 wurden die Proben an das
Labor Eberhard & Partner in Dortmund versandt, welche die Tumormarker durch das
Verfahren nach Roche verifizierten.

Fir die liquid biopsy wurde den Patientinnen jeweils eine 18-20 ml Spritze mit Blut
entnommen. Das Blut wurde in zwei der eigens daflr vorgefertigten Vakuumroéhrchen
(je 9-10 ml) befullt (Streck Cell-Free DNA BCT CE 10ml, Katalog-Nr.:218997). Diese
wurden am selben Tag spatestens jedoch am Folgetag an das Labor NEW Oncology
GmbH in Koln, welches die Diagnostik GUbernommen hat, versandt. Die Rohrchen wur-
den bei Raumtemperatur gelagert und verschickt. Bis zur histo-pathologischen Diag-
nosestellung eines high-grade serésen Karzinoms wurde die DNA asserviert. Daruber
hinaus wurde Tumorgewebe bei der Debulking-Operation gesammelt, in Formalin fi-
xiert und in Paraffin eingebettet. Abbildung 4 zeigt die Zeitleiste der Probesammlung.
Aufgrund der signifikanten Anzahl von Patientinnen, die in der Nachuntersuchung ver-
loren gingen, und des Fehlens von Messungen fir Serummarker am ersten und letzten

Tag der Chemotherapie, wurden diese Proben von den Analysen ausgeschlossen.
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Projekt: Cai25 als pridiktiver Marker fiir post-gpperativen Tumorrest Namensaufkleber

Patientinnennummer: __ _
Datum der Primér-Op:
Post OP-Tag Drainagemenge
OP-Tag
(e e ] )
1 D
| ) Blutig: O Ja O i
4
S ) Blutig O Ja O Nei
T ————————————
[ —— ) Blutig: O Ja O
10 -
| Blutig: O Ja O

Chemotherapie bei uns O ja O nein, wenn nein:

Wo?: Telefonnummer:
1.Chemotag
| I
Intubationszeit:
Schnitt:
Studienprobe: Entnahmezeit:
Erozenzeit:

Abbildung 5: Zeitablauf; hellblau: Abnahmetage der einzelnen Parameter.

6.3.4 Tumormarkeranalyse

6.3.4.1 Zentrale CA125-Analyse

Die CA125-Analyse wurde in der Routinediagnostik des klinikinternen Labors mit Hilfe
des von Roche hergestellten Elecsys CA125-Tests durchgefuhrt. Dies ist ein Elektro-
chemilumineszenz-Immunassay (ECLIA). Die Ergebnisse werden je nach Labor in
U/ml, U/l oder kU/I angezeigt. Fur diese Untersuchungen wurde die Einheit U/ml ge-
nutzt. Der Messbereich dieses Nachweisverfahrens liegt bei 0,6-5.000 U/ml. Der Re-
ferenzwert fur den Tumormarker CA125 befindet sich bei 35 U/ml (Roche 2016a).

6.3.4.2 Zentrale HE4-Analyse

Die HE4-Analyse wurde in der Routinediagnostik des klinikinternen Labors mit Hilfe
des von Roche hergestellten Elecsys HE4-Tests durchgefuhrt, der ebenfalls ein ECLIA
ist. Der Tumormarker HE4 ist ein Protein mit dem Namen Humanes Epididymis Protein
4, das zu Familie der whey-acidic-four-difsulfide-core (WFDC)-Proteine gehort. Dieses
Protein hat Ahnlichkeiten zu Trypsininhibitoren und eine Gesamtgrofe in glykosylierter

Form von 20-25 kDa, welches aus Peptidketten mit jeweils zwei der WFDC-Bereiche
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besteht. Die Ergebnisse der Tumormarkerproben wurde in pmol/L angegeben (Roche
2016b).

6.4 Prospektive Evaluation einer cfDNA Mutationsanalyse vor und nach Primar-Ope-
ration bei Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom und Komplettresek-

tion oder inkompletter Resektion

Sicherung der Diagnose des high-grade serésen Ovarialkarzinoms

Die histo-pathologische Diagnose eines high-grade serésen Ovarialkarzinoms wurde
durch die Untersuchung im Rahmen der konventionellen histopathologischen Aufar-
beitung gestellt. Die Expression von p53 wurde immunhistochemisch determiniert. Die
Antikorperreaktion wurde mit dem UltraView DAB-Kit (Ventana) durchgefuhrt. Die Im-
munreaktionen der Antikorper p53 (DO-7), WT-1 (6F-H2), p-16 (E6H4), CK7 (SP52)
und PAX-8 (MRQ-50) (alle von Roche Diagnostics bezogen) wurden semi-quantitativ

analysiert.
6.4.1 Probenvorbereitung der cfDNA Mutationsanalyse

Die cfDNA wurde aus den Proben (100ul Plasma) mittels eines DNA-Extractor SP-Kit
(Wako cat #296-60501) isoliert. Fur diese Isolation der cfDNA wurden mehrere En-
zymreaktionslosungen, Proteinverdauungslosungen, Wasser, Alkohol- und Waschlo-
sungen bendtigt. Durch mehrmalige Inkubation, Zentrifugation und Entfernung von
Uberstanden konnte die cfDNA aus dem Plasma gel6st werden. Die cfDNA wurde mit
ultrareinem Wasser verdunnt und mit dem NanoDrop 2000C (Thermo Scientific) und
dem Promega Quantifluor ONE dsDNA Fluoreszenz Assay (Promega) quantifiziert.
Um die Qualitat der Aussagekraft der cf-DNA zu beurteilen, wurde korrespondierende
Tumor-DNA isoliert und untersucht. Der Anspruch an das gefrorene Tumorgewebe war
eine Schichtdicke von 20 um, ein durchschnittliches Gewicht von 75 pg sowie eine
Oberflache von 1,15 cm? Um die DNA aus dem Tumorgewebe zu isolieren, wurde das
USB-PrepEase Geomic DNA-Isolation Kit (Affymetrix) gemaR dem Herstellerprotokoll
verwendet. Dies erfolgte mittels mehrerer Puffer- und unterschiedlicher Alkohollésun-
gen. Unter Zentrifugation und Inkubation konnte die DNA aus dem Tumorgewebe ge-
waschen werden.

Diese Tumor-DNA wurde ebenfalls mit ultrareinem Wasser verdinnt und mit Nano-
Drop 2000c (Thermo Scientific) und Promega Quantifluor ONE dsDNA Fluorescence
Assay (Promega) quantifiziert.
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6.4.2 Liquid biopsy

Die Blutabnahme zur liquid biopsy wurde an den KEM durchgefuhrt und bei der NEO
Oncology GmbH Koln weiter analysiert. Die genomische DNA wurde aus dem FFPE-
Material extrahiert, geschert (Covaris) und einer Hybrid-Capture-basierten Sequenzie-
rung der nachsten Generation unterzogen. Ziel war es, Punktmutationen, kleine Inse-
rtionen und Deletionen, Anderungen der Kopiezahl und genomische Translokationen
in einem Assay (NEOplus-Assay) nachzuweisen (Tabelle 6).

Das Vollblut (je 18 ml) wurde in Streck-Rdhrchen (Cell-Free DNA BCT, Streck, Ref.
218997) gesammelt. Auch die cfDNA wurde einer Hybrid-Capture-basierten Sequen-
zierung der nachsten Generation unterzogen, um auch hier Punktmutationen, kleine
Insertionen und Deletionen, Anderungen der Kopiezahl und genomische Translokati-
onen in einem Assay (NEOIiquid Assay V2) (beide NEO New Oncology GmbH, Koln,
Deutschland) nachzuweisen (Tabelle 7). Nach der cfDNA-Extraktion wurden die Adap-
ter ligiert und einzelne interessierende Genomregionen unter Verwendung komple-
mentarer Sequenzen (Hybrid-Capture) angereichert. Die ausgewahlten Sequenzen
gewahrleisteten eine optimale Abdeckung aller relevanten Genomregionen. Nach der
Anreicherung wurden Zielfragmente amplifiziert (klonale Amplifikation) und bei hoher
Sequenzierungstiefe parallel sequenziert. Die weitere Aufschlisselung wurde mit ei-
nem von NEO New Oncology entwickelten Programm fur die Analyse der Computer-
biologie durchgefuhrt, um relevante genomische Veranderungen quantitativ zu erfas-
sen. Da die Hauptaufgabe der Studie in der Untersuchung des Vorhandenseins und
der Dynamik von Krebsgenotypen im Blut bestand, wurden nur genomische Verande-
rungen bewertet, die sowohl in dem NEOIliquid-Panel als auch zum Teil in den NE-
Oplus-Gen-Panels aufgefuhrt waren. Somatische Mutationen, einschlief3lich kleiner In-
dels (Zusammenfuhrungen von Insertion und Deletionen), wurden schrittweise identi-
fiziert. Es wurden die Varianten als exonische Einzelnukleotid-Polymorpismen (SNPs)
ausgeschlossen, wenn sie in den Genomdatenbanken dbSNP, ESP6500 und 1K vor-
handen waren. Zusatzliche Varianten der Keimbahn wurden herausgefiltert, indem die
MAF (geringe Allelfrequenz) in den FFPE und in den entsprechenden liquid biopsy
Proben verglichen wurden. Die Varianten mit MAF im Bereich von 50 % oder 100 % in
den liquid biopsy Proben hatten hochstwahrscheinlich keinen somatischen Ursprung
und wurden daher ausgeschlossen. In allen Fallen unterschieden sich die MAF solcher

Varianten deutlich von krebsbedingten Mutationen.
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ABL1 BRCA2 CTNNB1 GNAI2 MAP2K2 PDGFRB ROS1
AKT1 BRD4 DDR2 GNAQ MDM2 PIK3CA RPTOR
ALK BRIP1 EGFR GNAS MET PIK3R1 SMO
APC CCND1 EMLA GNAT2 MTOR POLD1 STK11
AR CCNE1 ERBB2 HRAS MYC POLE TERT
ARAF CD274 ERBB3 IDH1 MYCL1 PRKDC TP53
ARID1A Ch74 ESR1 IDH2 MYCN PTCH1 TP53BP1
ARID1B CDH1 FBXW7 JAK2 NF1 PTEN TSC1
ATM CDK4 FGFR1 KDR NFE2L2 RADS0 TSC2
ATR CDK6 FGFR2 KEAP1 NRAS RAD51 VHL
B2M CDKN2A FGFR3 KIF5B NRG1 RAF1
BCL6 CDKN2B FGFR4 KIT NTRK1 RB1
BRAF CHEK1 GNA11 KRAS PALB2 RET
BRCA1 CHEK2 GNA13 MAP2K1 | PDGFRA RICTOR

Tabelle 6: Gene, die in dem NEOplus Panel fur Gewebe DNA-Analyse (FFPE) inkludiert sind.

ALK CDKN2A FGFR3 MDM2 RB1

ARAF CDKN2B HRAS MET RET

ATM CTNNB1 IDH1 MTOR ROS1

ATR DDR2 IDH2 NFE2L2 STK11
BRAF EGFR KEAP1 NRAS TP53
BRCAl ERBB2 KIT PDGFRA TSC1
BRCA2 FGFR1 KRAS PIK3CA TSC2
CDK4 FGFR2 MAP2K1 PTEN

Tabelle 7: Gene, die in dem NEOIliquid Panel fur cfDNA-Analyse inkludiert sind.
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6.4.3 Statistik

Die statistische Analyse erfolgte mit dem Programm R (Version 3.4). Die Messung der
wiederholten Varianzanalyse wurde mittels ANOVA durchgefuhrt. Zur Berechnung der
chirurgisch-dynamischen Reaktion wurden Veranderungen der Biomarker (TP53 MAF
und Serum/Aszites von CA125 und HE4) uber den Untersuchungszeitraum bewertet.
In dieser Untersuchung wurde jeweils eine liquid biopsy Probe pro Patientin (zu Stu-
dienbeginn und an den postoperativen Tagen 1, 4 und 10) auf die MAF analysiert und
jede Messung einmal wiederholt. Die Operation wurde als Interventionsverfahren de-
finiert und als eine chirurgisch-dynamische Reaktion (SDR = surgery dynamic
response) analog zu einer pharmako-dynamischen Reaktion (PD = pharmacodynamic
response) auf der Patientenebene durchgeflihrt, wie von Murgo, Rubinstein und Kol-
legen vorgeschlagen (DeSantis et al. 2014; Chi et al. 2007). Aufgrund von Einzelpro-
ben-Tests zu Studienbeginn wurde die naturliche Variation fur den Test anhand der
Inter-Patienten Varianz der Baselinewerte angenommen. Nach der naturlichen Loga-
rithmustransformation (In) der Daten wurde die Inter-Patienten Grundlinienvarianz zwi-
schen den Patientinnen berechnet. Die Baseline-Standardabweichung (SD) war die
Quadratwurzel dieser Varianz. Der gemessene longitudinale Biomarkerspiegel nach
der Operation (an den postoperativen Tagen 1, 4 und 10) wurde von den Werten der
Inter-Patienten Grundlinienvarianz abgezogen. Eine statistisch signifikante Verringe-
rung der Biomarkeraktivitat wurde bei einem einseitigen Signifikanzniveau von 0,1 und
0,05 angenommen, wenn die Anderung gegenlber dem Ausgangswert fiir jede Pati-
entin das 1,8-fache beziehungsweise das 2,3-fache der Baseline-Standardabwei-
chung Uberschritt. Bei der Untersuchung wurden keine weiteren Relevanzkriterien ver-
wendet (Murgo et al. 2008; Rubinstein et al. 2010).
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7 Ergebnisse

7.1 Retrospektive Evaluation von klinischen Einflussfaktoren auf die Hohe des CA125-

Wertes vor der Operation und vor Beginn der Chemotherapie

Ziel dieser Analyse war zu klaren, inwiefern es maoglich ist, mit Hilfe des routinemafig
bestimmten CA125-Wertes vor Beginn der Chemotherapie den wahrend der Operation
erzielten Debulking-Status (Tumorrest=0, oder Tumorrest>0) zu objektivieren. Hierzu
wurden die Analysen der Daten aus der KEM/HSK und der Charité herangezogen.

In Tabelle 8 sind die Patientencharakteristika der eingeschlossenen Patientinnen auf-
gefuhrt. Aus der Charité konnten 136 Patientinnen in die Analyse eingeschlossen wer-
den. Aus den KEM und HSK waren es 330 Patientinnen, sodass fur die Untersuchung
insgesamt 466 Patientinnen eingeschlossen wurden. Im Vergleich der Patientencha-
rakteristika zwischen den beiden Kliniken zeigte sich, dass das Alter der Patientinnen
in beiden Kliniken gleich hoch war, im Mittelwert bei 58 Jahren und im Median bei 59
Jahren. Die histologischen Subgruppen sowie die Aszitesmenge vor der Operation
zeigten in beiden Kohorten keinen Signifikanzunterschied (Histologie: p=0,680; As-
zitesmenge: p=0,738). 81,6 % der eingeschlossenen Patientinnen aus der Charité wa-
ren im FIGO-Stadium Il und 18,4 % im FIGO-Stadium IV diagnostiziert worden. In den
KEM/HSK war die Verteilung der FIGO-Stadien annahernd ausgeglichen (FIGOIIl 56,1
%, FIGOIV 43,9 %), sodass diesbezlglich ein bedeutsamer Unterschied zwischen den
beiden Zentren vorlag (p<0,001). Der CA125-Mittelwert der Patientinnen aus der Cha-
rité vor der Operation lag bei 1.416 U/ml, der CA125-Median bei 518 U/ml und der
logarithmierte CA125-Wert bei 2,7. In den KEM/HSK lag der CA125-Mittelwert vor der
Operation bei 1.426 U/ml, der Median bei 543 U/ml und der logarithmierte Wert bei 2,7.
In der Summe ergab sich kein statistisch bedeutsamer Unterschied des praope- rativen
CA125 zwischen Charité und HSK/KEM (p=0,356) (Abbildung 6). Postoperativkam es
in der Charité zu einem Abfall des CA125-Mittelwertes auf 635 U/ml (CA125- Median:
153 U/ml; logarithmierter CA125-Wert: 2,1). Im Vergleich fiel der postopera- tive
CA125-Mittelwert in den KEM/HSK auf 420 U/ml (CA125-Median: auf 135 U/ml;
logarithmierter CA125: 2,1). Auch fand sich hier in der Summe kein statistisch bedeut-
samer Unterschied der postoperativen CA125-Werte zwischen Charité und HSK/KEM
(p=0,372) (Abbildung 7). Die Hohe des Tumormarkers CA125 ist nicht nur von der

Tumormasse abhangig, sondern auch von weiteren klinisch-pathologischen Faktoren.
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Um die Wertigkeit der Tumormasse auf die Hohe des CA125 von der Wertigkeit wei-
terer klinisch-pathologischer Parameter zu differenzieren, wurde ein univariater Fis-
hers exact Test, zum einen an dem praoperativen und zum anderen an dem pra-
chemotherapeutischen CA125, durchgefuhrt. Folgende Parameter waren bedeutsam
mit der Hohe des praoperativen CA125 assoziiert: FIGO-Stadium, pT-Stadium, pN-
Stadium, Histologie, Aszites (Tabelle 9).

Auch die Hohe des prachemotherapeutischen CA125 war bedeutsam mit folgenden

klinisch-pathologischen Parametern assoziiert:

FIGO-Stadien, T-Stadium, pN-Stadium, der Histologie, Aszites und dem Tumorrest.

Alter MW(SD); 58 (11); 59 (12); 58,5 (12); 0,296
Median(range) 59 (29-84) 59 (18-86) 59 (18-86)
FIGO <0,001
i 211 (81,6) 185 (56,1) 296 (63,5)
v 25 (18,4) 145 (43,9) 170 (36,5)
pT 0,183
1-3a 15 (11) 26 (7,9) 41 (8,8)
3b 14 (10,3) 53 (16,1) 67 (14,4)
3c 107 (78,7) 251 (76,1) 358 (76,8)
pN 0,674
0 33 (24,3) 71 (21,5) 104 (22,3)
1 76 (55,9) 199 (60,3) 275 (59)
X 27 (19,9) 60 (18,2) 87 (18,7)
Histologie 0,680
HGS 111 (81,6) 283 (85,8) 394 (84,5)
LGS 6 (4,4) 17 (5,2) 23 (4,9)
HGE 8(5,9) 12 (3,6) 20 (4,3)
Mischtyp 2(1,5) 5(1,5) 7 (1,5)
Klarzellig 2(1,5) 4(1,2) 6 (1,3)
Sonstige 7 (5,1) 9(2,7) 16 (3,4)
Aszites ml 0,738
<500 81 (59,6) 191 (57,9) 272 (58,4)
=500 55 (40,4) 139 (42,1) 194 (41,6)
Peritoneum <0,001
Nein 40 (29,4) 19 (5,8) 59 (12,7)
Ja 96 (70,6) 311 (94,2) 407 (87,3)
Zwerchfell <0,001
Nein 104 (76,5) 144 (43,6) 248 (53,2)
Ja 32 (23,5) 186 (56,4) 218 (46,8)
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TR 0,472
0 92 (67,6) 206 (62,4) 298 (63,9)
1-10 mm 31 (22,8) 81 (24,5) 81 (24,5)
>10 mm 13 (9,6) 43 (13) 43 (13)
CA125 vor Operation nativ 0,356
MW(SD) 1416 (2037) 1426 (3058) 1423 (2797)
Median(range) 518 (8-11098) 543 (2-31626) 537 (2-31626)
Log10 2,7 (0,6) 2,7 (0,7) 2,7 (0,7) 0,247
CA125 nach Operation nativ 0,372
MW(SD) 635 (4201) 420 (1318) 483 (2522)
Median(range) 153 (6-49077) 135 (5-16400) 142 (549077)
Log10 2,1 (0,5) 2,1(0,5) 2,1(0,5) 0,571

Tabelle 8: Charakteristika von Patientinnen mit entsprechenden Einschlusskriterien (HGS= High-grade
serds, LGS= Low-grade serés, HGE= High-grade endometrioide, MW: Mittelwert, SD: Standardabwei-

chung).

CA125 Log10

CA125vor OP

Abbildung 6: Verhalinis des logarithmierten CA125 vor der Operation im Vergleich zwischen den bei-
den spezialisierten Zentren der HSK/KEM (K) und Charité Universitat Berlin (B).
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CA125 Log10

CA125vor CT

Abbildung 7: Verhaltnis des logarithmierten CA125 nach der Operation im Vergleich zwischen den bei-
den spezialisierten Zentren der HSK/KEM (K) und Charité Universitat Berlin (B).
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Variable CA125Log10PraOP | P § CA125Log10PraCT | PJ
N=466 N=466
Alter (Jahre) 0,475 0,956
<60 2,65 (0,71) 2,16 (0,57)
=60 2,70 (0,66) 2,16 (0,57)
FIGO 0,008 0,007
I 2,61 (0,73) 2,21 (0,54)
v 2,79 (0,59) 2,25 (0,59)
T-Stadium <0,001 <0,001
1-3a 2,36 (0,81) 1,93 (0,59)
3b 2,35(0,79) 1,99 (0,43)
3c 2,77 (0,62) 2,21 (0,57)
N-Status <0,001 <0,001
0 2.44 (0,65) 1,96 (0,47)
1 2.71(0,70) 2,16 (0,56)
X 2.85 (0,59) 2,35(0,62)
Histologie <0,001 0,028
HGS 2,73 (0,68) 2,18 (0,56)
sonstige 2,39 (0,67) 2,02 (0,59)
Aszites <0,001 <0,001
<500 2,43 (0,56) 2,07 (0,53)
>500 3,02 (0,66) 2,28 (0,60)
TR mm <0,001 <0,001
TRO 2,56 (0,71) 2,03 (0,51)
TR 1-10 2,88 (0,58) 2,26 (0,56)
TR>10 2,88 (0,61) 2,59 (0,61)
Peritoneum 0,776 0,151
Nein 2,65 (0,68) 2,25 (0,60)
Ja 2,68 (0,69) 2,14 (0,56)
Zwerchfell-Operation 0,001 0,986
Nein 2,58 (0,72) 2,15(0,58)
Ja 2,79 (0,63) 2,15 (0,55)
Operations-Dauer (Minuten) 0,072 0,234
<325 2,57 (0,70) 2,18 (0,57)
>325 2,72 (0,71) 2,11 (0,58)
Revision 0,306 0,215
Nein 2,64 (0,71) 2,16 (0,56)
Ja 2,77 (0,58) 2,03 (0,67)

Tabelle 9: Einflussfaktoren auf den praoperativen und prachemotherapeutischen CA125-Wert be-
stimmt durch den Fisher’s exact Test (CA125 logarithmiert) (Pra-OP = Praoperativ, Pra-CT = Vor der
Chemotherapie, HGS= High-grade serds)
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7.2Evaluation und Validierung eines diskriminierenden CA125-Cut-offs zwischen
Patientinnen mit und ohne Tumorrest nach Primar-Operation beim fort-
geschrittenen Ovarialkarzinom in zwei spezialisierten gynako-onkologischen Zen-

tren

In 5.1 wurden klinisch-pathologische Faktoren bestimmt, die neben dem Tumorrest
Einfluss auf den prachemotherapeutischen Tumormarker CA125 haben. In der Folge
wurde nun die Evaluation eines prachemotherapie-CA125-Cut-Off Werts, welcher zwi-
schen Patientinnen mit und ohne Tumorrest unterscheiden soll (unter der Vorausset-
zung, dass auch weitere klinisch-pathologische Parameter die Hohe des CA125-Wer-
tes beeinflussen), durchgefuhrt. Dazu wurde ein multiples Regressionsmodell erstellt.
Als zusatzlich beeinflussender klinisch-pathologischer Parameter wurden die unter 5.1
bestimmten Faktoren eingeflgt. Da sowohl das pT- als auch das pN-Stadium im FIGO
Stadium abgebildet sind, wurden diese beiden Parameter nicht in das Modell mit auf-
genommen. Daruber hinaus wurde das Modell in einem Trainingsset evaluiert (Kollek-
tiv der HSK/KEM) und in dem Kollektiv der Charité validiert.

Trainingsset KEM/HSK:

Der prachemotherapie CA125-Cut-Off Wert mit der signifikantesten Trennung zwi-
schen Patientinnen mit und ohne Tumorrest lag bei 2,6 (logarithmiert) (nativ CA125
~400 U/ml) im Trainingsset KEM/HSK. Der CA125-Cut-off Wert vor Beginn der Che-
motherapie war auch in dem Regressionsmodell signifikant mit dem Tumorrest
(p<0,001), dem histologischen Typ des high-grade serésen Karzinoms (p=0,041, Re-
gressionskoeffizient=0,837), einer Aszitesmenge tber 500 ml (p=0,001, Regressions-
koeffizient=1,308) sowie dem FIGO Stadium (p=0,01, Regressionskoeffizient=0,649)

assoziiert (Tabelle 10).

48



Regressionskoef- Sig. | OR 95 % Ki
fizient B Unterer Oberer
Wert Wert
Schritt HGS (1) ,837 | ,041 | 2,310 1,036 5,150
1a Aszites (1) 1,308 | ,000 | 3,698 2,253 6,071
FIGO_Auswert ,649 | ,010 | 1,914 1,164 3,147
(1)
CA125 1,287 | ,000 | 3,622 1,887 6,953
=>2.6(400)
Konstante -2,376 | ,000 ,093

Tabelle 10: Kreuzvalidierung der Trainingssets der CA125-Cut-off Wertes mittels multipler Regression
in Bezug auf die Variable Tumorrest an den Kliniken Essen Mitte (OR= Odds Ratio, KI= Konfidenzin-

tervall, HGS= High-grade seros).

In der ROC-Kurve wurde der CA125-Cut-off Wert mit der Sensitivitat und 1-Spezifitat
aufgetragen. Der CA125-Cut-off Wert von 2,6 vor Beginn der Chemotherapie definierte
damit eine Area under the curve (AUC) von 0,75 mit einem Standardfehler von 0,028
(Abbildung 8, Tabelle 11).
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Abbildung 8: ROC-Kurve fiir den CA125-Cut-off Wert 2,6 an den Kliniken Essen Mitte.
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Flache Standardfehler? Asymptotische Asymptotisches 95 % KI
Signifikanz® Untergrenze Obergrenze
,750 ,028 ,000 ,696 ,804

Tabelle 11: Berechnung der AUC fiir den CA125-Cut-off-Wert 2,6 an den Kliniken Essen Mitte.

Validationsset Charité:

Dieselbe Auswertung wurde im Validationsset der Kohorte der Charité Berlin durchge-
fuhrt. Der CA125-Cut-off Wert vor Beginn der Chemotherapie konnte in dem multiva-
rianten logistischen Regressionsmodell der Validierungskohorte mit einer weiterhin be-
stehenden signifikanten Assoziation zum Tumorrest gezeigt werden. Anders als in der
Trainingskohorte gab es hierbei jedoch keine Assoziation zum Histotyp (p=0,066, Re-
gressionskoeffizient=1,129), der Aszitesmenge Uber 500ml (p=0,079, Regressionsko-
effizient=0,711) und dem FIGO Stadium (p=0,164, Regressionskoeffizienten=0,689)
(Tabelle 12).

Regressionsko- Sig. Exp 95 % Ki
effizientB (B) Unterer Oberer
Wert Wert

Schritt HGS(1) 1,129 | ,066 3,091 ,929 10,288
1a Aszites(1) ,711 | ,079 2,037 ,921 4,505

FIGO_Aus- ,689 | ,164 1,992 , 754 5,259

wert(1)

CA125_ 1,397 | ,004 4,045 1,564 10,462

CUT_OFF2_6(1)

Konstante -2,454 | ,000 ,086

Tabelle 12: Kreuzvalidierung des Validationssets der CA125-Cut-off Wertes mittels multipler Regres-
sion in Bezug auf die Variable Tumorrest an der Charité Berlin.

Kreuzvalidierung 1: KEM und Charité Kohorten als Trainings- und Validationsset

Zur Evaluation der Konsistenz des prachemotherapie CA125-Cut-Off Wertes als ob-
jektivem Marker zur Bestimmung des Tumorrestes wurde eine Kreuzvalidierung durch-
gefuhrt. Hierzu wurde zunachst ein Vorhersagewert durch das KEM Modell an der Ber-

liner Stichprobe durchgefuhrt.
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Vorhersagewert vom KEM Modell an der Berliner Stichprobe (prognostiziert)
= —2,376 + 0,837 * HSG + 0,649 * FIGO + 1,308 * Aszites + 1,287 *
CA125 2.6376+0,837*HSG+0,649*FIGO+1,308*Aszites+1,287*CA125 2.6

Vorhersagewert Berlin (ist)
—-2,454 4+ 0,837 * HSG + 1,129 * FIGO + 0,711 * Aszites + 1,397 *
CA125 2.6 44+0,837*HSG+1,129*FIGO+0,711*Aszites+1,397*CA125 2.6

Durch das Bestimmtheitsmal® R? kann eine abhangige Variable, deren Varianz und
eine unabhangige Variable dazu erklart werden. In diesem Fall war R? linear = 0,904
und y=0,33+1,08*x. Hierdurch konnte gezeigt werden, dass das Gutemal’ R? bei 90,4
% lag und damit ein linearer Zusammenhang zwischen den beiden Gruppen bestand
(Abbildung 9, Tabelle 13).
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4,00

3,00 o

< o

2,00 y=-0,33+1,08%
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Abbildung 9: Regression R? im Vergleich der Stichproben aus den Kliniken Essen Mitte gegeniber der
Charité Berlin.

Modellzusammenfassung

Modell R R-Quadrat Korrigiertes R-Quadrat Standardfehler des Schatzers

1 ,9512 ,904 ,904 , 30979

Tabelle 13: Modellzusammenfassung im Vergleich der Stichprobe aus den Kliniken Essen Mitte ge-
genuber der Charité Berlin.
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In dem nachsten Schritt wurde der Vergleich der beiden Zentren umgekehrt. Es wurde
der Vergleich zwischen der Charité Berlin gegentber den KEM durchgefuhrt. In die-
sem Fall war R? linear = 0,900 und y=-0,45+0,84*x. Hierdurch konnte gezeigt werden,
dass das Gutemal® R? bei 90,0 % lag und damit auch in umgekehrter Richtung ein
linearer Zusammenhang zwischen den beiden Gruppen bestand (Abbildung 10, Ta-
belle 14).

R Linear = 0,900
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Abbildung 10: Regression R?im Vergleich der Stichproben aus der Charité Berlin gegeniiber den Kii-
niken Essen Mitte.

Modellzusammenfassung

Modell R R-Quadrat Korrigiertes R-Quadrat Standardfehler des Schatzers
1 ,9482 ,900 ,899 ,27436

Tabelle 14: Modellzusammenfassung im Vergleich der Stichprobe aus der Charité Berlin gegenliber
den Kliniken Essen Mitte.
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Kreuzvalidierung 2: Zufallige Zuordnung aller Patientinnen in Trainings- oder Validie-

rungskohorte

Der Trainingskohorte wurden 236 Patientinnen und der Validierungskohorte 230 Pati-
entinnen zugeordnet. Es erfolgte zunachst ein multivariantes logistisches Regressi-
onsmodell der Trainingskohorte. Hierbei zeigte sich ein Zusammenhang zwischen
dem CA125-Cut-off Wert und dem high-grade serésen Ovarialkarzinom (p=0,001, Re-
gressionskoeffizient=1,637), der FIGO-Klassifikation (p=0,002, Regressionskoeffi-

zient=1,003) und dem Aszites (p=0,001, Regressionskoeffizient=1,493) (Tabelle 15).
Die Quantifizierung erfolgte Uber eine Regressionsgleichung fur die Trainingskohorte
und die Validierungskohorte zum besseren Vergleich der beiden Stichproben. Hierzu

wurde zunachst ein Vorhersagewert fur die beiden Kohorten berechnet.

Regressionskoef- Sig. Exp 95 % fiir EXP(B)
fizientB (B) Unterer Oberer
Wert Wert

Schritt HGS(1) 1,637 | ,001 | 5,141 1,900 13,907
1a FIGO_Aus- 1,003 | ,002 | 2,727 1,462 5,084

wert(1)

Aszites(1) 1,493 | ,000 | 4,450 2,420 8,182

CA125_ 1,086 | ,005 | 2,961 1,383 6,339

CUT_OFF2_6(1)

Konstante -3,191 ,000 ,041

Tabelle 15: Kreuzvalidierung des Validationssets der CA125-Cut-off Wertes der Trainingskohorte von
zwei zufalligen Stichproben (50:50) der Kliniken Essen Mitte und der Charité Berlin.

Vorhersagewert der Trainingskohorte mit der Validierungskohorte (prognostiziert)
= —3.191 4+ 1.637 * HSG + 1.003 * FIGO + 1.493 * Aszites + 1.086 *
CA1252.6191+1.637*HSG+1.003*FIGO+1.493*Aszites+1.086*CA125 2.6

Vorhersagewert Validierungskohorte (ist)
= —1,824 + 0,352 * HSG + 0.457 * FIGO + 0,834 * Aszites + 1,541 *
CA125 2.6824+40,352*HSG+0.457*FIGO+0,834*Aszites+1,541*CA125 2.6

Daraufhin wurde ein multivariantes logistisches Regressionsmodell der Validierungs-
kohorte durchgefuihrt. Hierbei zeigte sich nur noch ein Zusammenhang zwischen dem
CA125-Cut-off Wert und einer Aszitesmenge Uber 500 ml (p=0,008, Regressionskoef-
fizient=0,834). Die weiteren Parameter stellten keinen Zusammenhang mit dem
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CA125-Cut-off Wert dar. Dies waren die Parameter des high-grade serésen Ovarial-
karzinoms (p=0,461, Regressionskoeffizient=0,352) und FIGO-Stadiums (p=0,142,
Regressionskoeffizient=0,457) (Tabelle 16).

Regressionsko- Sig. Exp 95 % fiir EXP(B)
effizientB (B) Unterer Oberer
Wert Wert

Schritt HGS(1) ,352 | ,461 1,422 ,558 3,619
1a FIGO_Aus- A57 | 142 1,579 ,859 2,903

wert(1)

Aszites(1) ,834 | ,008 2,303 1,246 4,254

CA125_ 1,541 | ,000 4,669 2,161 10,087

CUT_OFF2_6(1)

Konstante -1,824 | ,000 ,161

Tabelle 16: Kreuzvalidierung des Validationssets der CA125-Cut-off Wertes der Validierungskohorte
von zwei zufalligen Stichproben (50:50) der Kliniken Essen Mitte und der Charité Berlin.

Es erfolgte die Berechnung des Bestimmtheitsmalles R? durch den Vergleich der Trai-
ningskohorte gegen die Validierungskohorte. In diesem Fall war R? linear= 0,797 und
y=0,27+1,22*x. Hierdurch konnte gezeigt werden, dass das Gutemal} R? bei 79,7 %
lag und damit ein linearer Zusammenhang zwischen den beiden zufalligen Stichproben
bestand (Abbildung 11, Tabelle 17).
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Abbildung 11: Regression R?im Vergleich der Trainingskohorte gegeniiber der Validierungskohorte

von zwei zufalligen Stichproben (50:50).

Modellzusammenfassung

Modell

R

R-Quadrat

Korrigiertes R-Quadrat

Standardfehler des Schatzers

1

,8932

197

,796

,53237

Tabelle 17: Modellzusammenfassung im Vergleich der zufélligen Stichproben aus der Trainings- und

Validierungskohorte.

Im weiteren Verlauf erfolgte die Berechnung der Guteparameter flir den prachemothe-
rapie-CA125-Cut-Off Wert. (Tabelle 18)

Testergebnis T Wirklichkeit W

TR>0 TRO Summe
CA125> 400 54 29 83
CA125< 400 114 269 383
Summe 168 298 466

Tabelle 18: Testergebnisse T und Wirklichkeit W des CA125-Wertes >400 U/l und <400 U/l im Serum,

sowie des Tumorrestes.
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Sensitivitat: P(T=+/W =+4) =54/168 = 0,32
Spezifitat: P(T=—-/W =—-)=269 /298 = 0,90
Positiver pradiktiver Wert: P(W = +/T = +) = 54/83=0,65

Durch den positiven pradiktiven Wert von 0,65 lief3 sich bei 65 % der Patientinnen mit

einem positiven Test (CA125 >400 U/ml) auch tatsachlich ein Tumorrest >0 nachwei-

sen.
Negativer pradiktiver Wert: P(W =—/T =-)=269/383=0,95
Falsch positiver Wert: P{W =-=}n{T =+}) = 29/466 = 0,06
Falsch negativer Wert: P{W =+}n{T =-}) =114/466 = 0,24

Diese Berechnung soll nachfolgend durch ein klinisches Beispiel naher erlautert wer-

den:

e Bei einer Patientin wurde angegeben, dass eine Komplettresektion erfolgt ist.
Der prachemotherapie CA125-Wert bei der Patientin lag tber 400 U/ml. In dem
Fall ist anzunehmen, dass bei 35 % der Falle wirklich eine Komplettresektion
und in 65 % der Falle keine Komplettresektion des Tumors erfolgt ist.

e Bei einer anderen Patientin wurde angegeben, dass eine Komplettresektion er-
folgt ist. Der pra-Chemotherapie-CA125-Wert war kleiner als 400 U/ml. In dem
Fall ist anzunehmen, dass bei 70 % wirklich eine Komplettresektion durchge-

fuhrt wurde und in 30 % keine Komplettresektion.

Es erfolgte die Berechnung der Parameter der diagnostischen Testverfahren fur

CA125 im Aszites bei pT3c und einem high-grade serdsen Karzinom (Tabelle 19).

Testergebnis T Wirklichkeit W

TR>0 TRO Summe
CA125> 400 34 8 42
CA125< 400 57 58 115
Summe 91 66 157

Tabelle 19: Testergebnisse T und Wirklichkeit W des CA125-Wertes >400 U/l und <400 U/l im Aszites
beim pT3c und high-grade serdsen Karzinom, sowie des Tumorrestes.
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Sensitivitat: P(T = +/W = +) = 34/91 = 0,37
Spezifitat: P(T = —/W = —) = 58 /66 = 0,88
Positiver pradiktiver Wert: P(W =+/T =+) =34/42=10,81

Durch den positiven pradiktiven Wert von 0,81 lief3 sich bei 81 % der Patientinnen mit
einem positiven Test (CA125-Wert im Aszites uber 400 U/ml) auch tatsachlich ein Tu-

morrest >0 darstellen.

Negativer pradiktiver Wert: P(W=—-/T=-)=58/151=0,50
Falsch positiver Wert: P{W =-}n{T =+}) =8/157 = 0,05
Falsch negativer Wert: P{W =+}n{T =-}) =57/157 = 0,36

Dies soll nachfolgend an Hand eines Beispiels verdeutlicht werden.

e Bei einer Patientin mit FIGO-Stadium IlIC, high-grade serésem Karzinom und
praoperativem Aszites wurde angegeben, dass eine Komplettresektion erfolgt
ist. Der prachemotherapie CA125-Wert bei der Patientin lag bei Uber 400 U/ml.
In dem Fall ist anzunehmen, dass bei 19 % der Falle wirklich eine Komplettre-
sektion und in 81 % der Falle keine Komplettresektion des Tumors erfolgt ist.

e Bei einer anderen Patientin mit FIGO-IIIC, high-grade serésem Karzinom und
praoperativem Aszites wurde angegeben, dass eine Komplettresektion erfolgt
ist. Der prachemotherapie CA125-Wert war kleiner als 400 U/ml. In dem Fall ist
anzunehmen, dass bei 50 % wirklich eine Komplettresektion und in 50 % keine

Komplettresektion durchgefuhrt wurde.
7.3 Einschlusskriterien der prospektiven Analyse

Von den 20 eingeschlossenen und auswertbaren Patientinnen wurde bei zehn Patien-
tinnen eine komplette Tumorresektion (TR=0) durchgeflihrt, wohingegen bei zehn Pa-
tientinnen eine makroskopische Resterkrankung (TR>1) verblieb. Tabelle 20 zeigt die
klinisch-pathologischen Merkmale der eingeschlossenen Patientinnen. In zwei Fallen
wurde zusatzlich zum Ovarialkarzinom ein simultanes Endometriumkarzinom diagnos-

tiziert.
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PatNo. | TR | FIGO pathological details Ascites (ml)
KEM-002 | O IVB |pT3c, pN1 (3/74), pL1, pVO, pM1b (CPLN) 500
KEM-008 | O IVB |pT3c, pN1(17/68), pL1, pVO, pM1b (CPLN) 1.800
KEM-013| O IVB |pT3c, pNO (0/23), pL1, pVO, pM1b (LSK) 600
KEM-015| O INC |pT3c, pNO (0/83), pLO, pVO 100

. pT3c, pN1b (13/92) pL1, pVO, pM1b (LSK, CPLN)
KEM-016%| 0 VB |Uterine carcinoma pT1a, G1 600
KEM-021| O NC |pT3c, pN1 (4/78), pL1, pVO 6.000
KEM-023 | 0 IVB |pT3c, pN1 (4/99), pL1, pVO, pM1b (CPLN) 1.000
KEM-025| O IVB |pT3c, pN1 (1/31), pL1, pVO, pM1b (CPLN) 2.000
DR* pT3c, pN1 (7/51), pL1, pVO, pM1b (CPLN)
KEM-026 0 VB Uterine carcinoma pT1a, G3, pLO, pV0 4.000
KEM-031| O IVB |pT3c, pN1 (4/77), pL1, pV1, pM1b (LSK) 20
KEM-001 1 IVB |pT3c, pNX, pL1, pVO, pM1 (Sister Mary Joseph) 4.000
KEM-006 | 1 IVB |pT3b, pNx, pLO, pVO0, pM1 (LSK) no
KEM-014 | 1 IVB |pT3c, pN1b (1/1), pL1, pVO, pM1b (spleen) 3000
KEM-018 | 1 IVB |pT3c, pNx, pM1 (CPLN) 50
KEM-019 | 1 IVB |pT3c, pN1b (4/8), pL1, pVO, pPn0, pM1b (HEP; Spleen) no
KEM-020 | 1 IVB |pT3c, pNO (0/3), pL1 pVO, pM1b (LSK/Pleura) 1.000
KEM-022 | 1 IVA  |pT3c, pNO (0/2), pL1, pVO, pM1a (Pleura) 6.000
KEM-027 | 1 IVB |pT3c, pN1b (5/5), pL1, pVO, pM1b (breast) 3.500
KEM-028 | 1 C |pT3c, pN1 (35/40), pL1, pVO 2.500
KEM-029 | 1 IVB |pT3c, pNx, pL1, pV0, pM1 (LSK) no

Tabelle 20: Patientencharakteristika; RT= residual disease; * simultanes endometrioides Karzinom;
alle Proben waren positiv auf eine WT-1 Immunhistochemie; FIGO: Fédération Internationale de
Gynécologie et d' Obstétrique; TR=Tumorrest nach der Operation; CPLN: Kardiophrenische Lymph-
knoten; LSK: Abdominale Metastasen nach einer vorangegangenen Laparoskopie.

7.4 Prospektive Evaluation der postoperativen Serum CA125- und HE4-Werte zur
individuellen Beurteilung des Tumorrestes nach Primar-Operation beim fortge-

schrittenen Ovarialkarzinom

In allen untersuchten Baselinewerten der Patientinnen konnte ein erhdhter CA125- und
HE4-Spiegel nachgewiesen werden. Zum Vergleich der nicht-normalverteilten CA125-
und HE4-Werte wurden diese logarithmiert. Die Unterschiede der logarithmierten

CA125-Spiegel im Serum waren sowohl zwischen dem Baselinewert als auch dem
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postoperativen Tag 4 bei Patientinnen ohne Tumorrest signifikant unterschiedlich
(p=0,036), jedoch zeigte sich bei Patientinnen mit Tumorrest kein signifikanter Unter-
schied. In der Untersuchung zwischen der Baseline und dem postoperativen Tag 10
bei Patientinnen mit Tumorrest konnte eine Signifikanz von p=0,0088 nachgewiesen
werden. In der Abbildung 12A sind die Differenzen (A) der logarithmischen Werte zwi-
schen der Baseline und dem postoperativen Wert der Tage 4 und 10 der Serum-
CA125-Spiegel in einem Boxplot-Diagramm dargestellt. Das A der logarithmierten
Werte fur die Serum-HE4-Spiegel unterschied sich nicht zwischen der Baseline und
dem postoperativen Tag 4 (p=0,0001) und dem postoperativen Tag 10 (p=0,004) zwi-
schen Patientinnen mit und ohne Tumorrest (Abbildung 12B). Bei der individuellen ab-
soluten Veranderung des Serum-CA125-Spiegels und des Serum-HE4-Spiegels
wurde bei fast allen Patientinnen - selbst bei denen mit Tumorrest - ein Ruckgang
dieser Werte nach der Operation dokumentiert (Abbildung 13A/B). Unter der Verwen-
dung der chirurgisch-dynamischen Resektion (SDR) flir den Serum-CA125-Spiegel
waren bei drei von sechs Patientinnen (50 %), die eine komplette Tumorresektion, und
zwei von neun Patientinnen (22 %), bei welchen Tumorrest verbleiben musste, eine
Reaktion bei einem Signifikanzniveau von 0,1 nachweisbar (Abbildung 14). Die SDR
fur den Serum-HE4-Spiegel ergab bei funf von zehn Patientinnen ohne und bei null
von zehn Patientinnen mit Tumorrest eine Reaktion bei einem Signifikanzniveau von
0,05 (Abbildung 15). Gezeigt werden konnte dabei, dass bei Patientinnen ohne Tu-
morrest bei beiden Tumormarker-Spiegeln eine Verminderung des Spiegels erfolgte.

Dies war bei Patientinnen mit Tumorrest nicht zu sehen.
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Abbildung 12: A-Boxplotdiagramm von der Differenz der logarithmischen Werte zwischen der Baseline
(d0) und den postoperativen Tagen 4 (d4), 10 (d10) des Serum-CA125 Wertes. A-Boxplotdiagramm
von der Differenz der logarithmischen Werte zwischen der Baseline (d0) und den postoperativen Ta-
gen 4 (d4), 10 (d10) des Serum-CA125 Wertes. B-Boxplotdiagramm von der Differenz der logarithmi-
schen Werte zwischen der Baseline (d0) und den postoperativen Tagen 4 (d4), 10 (d10) des Serum-
HE4 Wertes; C-Boxplotdiagramm von der Differenz der logarithmischen Werte zwischen der Baseline
(d0) und den postoperativen Tagen 4 (d4), 10 (d10) des CA125-Spiegels im Aszites; D-Boxplotdia-
gramm von der Differenz der logarithmischen Werte zwischen der Baseline (d0) und den postoperati-
ven Tagen 4 (d4), 10 (d10) des HE4-Spiegels im Aszites; Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test.
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Abbildung 13: Individuelle absolute Veranderung des CA125-Spiegels und HE4-Spiegels im Serum
und Aszites zwischen allen Patientinnen mit (TR0) und ohne komplette Resektion (TR>0) zwischen
der Baseline (d0) und Tag 4 (d4) und Tag 10 (d10).
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Reaktion von CA125 im Serum in Bezug auf die Baseline
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Abbildung 14: Chirurgisch-dynamische Reaktion (SDR) des Serum-CA125-Spiegels bei Patientinnen

mit kompletter Resektion (TR=0) und Patientinnen mit Tumorrest (TR>0).
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Reaktion von HE4 im Serum in Bezug auf die Baseline
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Abbildung 15: Chirurgisch-dynamische Reaktion (SDR) des Serum-HE4-Spiegels bei Patientinnen mit
kompletter Resektion (TR=0) und Patientinnen mit Tumorrest (TR>0).

7.5Prospektive Evaluation der postoperativen Aszites CA125- und HE4-Werte zur
individuellen Beurteilung des Tumorrestes nach Primar-Operation beim fortge-

schrittenen Ovarialkarzinom

In Abbildung 12C ist ein Boxplot Diagramm der Differenzen der logarithmischen Werte
der CA125-Spiegel im Aszites sowohl zwischen dem Ausgangswert und dem posto-
perativen Tag 4 als auch zwischen dem Baselinewert und dem postoperativen Tag 10
dargestellt. Bei den Patientinnen mit vollstandiger Tumorresektion waren die logarith-
mierten CA125-Spiegel zwischen der Baseline am Tag 4 (p<0,001) und Tag 10
(p<0,01) im Vergleich zu den Patientinnen mit Tumorrest signifikant niedriger. Das-
selbe galt fur die A der logarithmierten HE4-Asziteswerte (Baseline zu Tag 4: p<0,001;
Baseline zu Tag 10: p<0,001) (Abbildung 12D). Die einzelnen absoluten Veranderun-
gen der CA125- und HE4-Spiegel im Aszites wiesen einen homogenen und deutlichen
Ruckgang bei Patientinnen ohne Tumorrest auf. Dies konnte bei Patientinnen mit mak-
roskopischem Tumorrest nicht dokumentiert werden (Abbildung 12C/D, Abbildung 13).
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Unter Verwendung der SDR fir den CA125-Spiegel im Aszites stellte sich bei neun
von neun Patientinnen, die eine komplette Resektion hatten, und vier von neun Pati-
entinnen ohne eine komplette Tumorresektion, eine Reaktion bei einem 0,1-Signifi-
kanzniveau dar (Abbildung 16). Unter Verwendung der SDR fur den HE4-Spiegel im
Aszites zeigte sich bei sieben von neun Patientinnen ohne und bei null von neun Pati-

entinnen mit Resterkrankung eine Reaktion bei einem Signifikanzniveau von 0,05 (Ab-
bildung 17).

Reaktion von CA125 im Aszites in Bezug auf die Baseline
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Abbildung 16: Chirurgisch-dynamische Reaktion (SDR) des Aszites-CA125-Spiegels bei Patientinnen
mit kompletter Resektion (TR=0) und Patientinnen mit Tumorrest (TR>0).
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Reaktion von HE4 im Aszites in Bezug auf die Baseline
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Abbildung 17: Chirurgisch-dynamische Reaktion (SDR) des Aszites-HE4-Spiegels bei Patientinnen mit
kompletter Resektion (TR=0) und Patientinnen mit Tumorrest (TR>0).

7.6 Prospektive Evaluation einer cfDNA Mutationsanalyse vor und nach Primar-Ope-
ration bei Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom und Komplettresek-

tion vs. inkompletter Resektion

7.6.1 Vergleich der FFPE und liquid biopsy Genotypen und madglicher Marker zur

Qualitatssicherung des Tumorrestes

Die Sequenzierung konnte bei allen eingeschlossenen (N=20) Patientinnen erfolgreich
mittels NEOPIlus Panel fur FFPE und mit dem NEOLiquid Panel fur die cfDNA-Proben
durchgefuhrt werden. Um die Ergebnisse der Proben aus der cfDNA und dem FFPE
besser vergleichen zu kdnnen, wurden nur die Gene, die sowohl in den NEOLiquid
Panel und in dem NEOPIus Panels enthalten waren, untersucht. Nachdem bioinforma-
tisch SNPs und Keimbahnvarianten ausgeschlossen wurden, waren 41 nicht-syno-
nyme somatische Mutationen in elf Genen nachweisbar. Von diesen waren 30 Mutati-

onen sowohl im Tumorgewebe als auch in der korrespondierenden liquid biopsy-Probe

65



mindestens einmal enthalten, wahrend vier beziehungsweise sieben Mutationen ent-
weder nur fur die Gewebe- oder nur fur die Plasma-DNA spezifisch waren (Tabelle 21).
In der Gruppe der 34 nachgewiesenen Mutationen in dem FFPE-Tumorgewebe
wurden nur 23 im Gewebe und 25 im Plasma wiedergefunden. 19 Mutationen wurden
noch an Tag 4 unter den 19 Proben identifiziert, zwoIf Mutationen waren in den 16
verfugbaren Proben von Tag 10 noch nachweisbar. Der Verlauf der perioperativen
MAFs aller bis Tag 10 identifizierten Mutationen wurde fur jede Patientin aufgezeich-
net, um zu verdeutlichen, inwiefern somatische Mutationen als Marker zur Detektion
des Tumorrestes dienen kdnnen (Abbildung 18). Diese Grafik zeigte, dass die MAFs
von Mutationen, die zwischen den FFPE und der liquid biopsy geteilt wurden, unidirek-
tionale MAF-Anderungen in der cfDNA aufwiesen. Basierend auf dieser Beobachtung
wurde die MAF der TP53-Mutation als Marker fur den Tumorrest gewahlt. Alle 20 Pa-
tientinnen und deren Proben (einschlielich der Patientin mit unterschiedlichen TP53-
Mutationen in zwei Eierstock- und Endometriumkarzinomen) enthielten je eine TP53-
Mutation, was 19 Sequenzierungsvarianten entspricht. Zwei zusatzliche Mutationen
waren nur in der liquid biopsy, nicht jedoch in den FFPEs, zu detektieren. Sechs TP53-
Mutationen von funf Fallen (N=4 TRO und N=1 TR>1) blieben an Tag 0 im Plasma
unentdeckt. Mit einer Ausnahme traten die TP53-Mutationen an Tag 1 auf. Weitere
Informationen zu den TP53-Mutationen, einschlie3lich dem Genotyp, den Proben von

der Baseline sowie den darauffolgenden Tagen ergeben sich aus Abbildung 19.
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KEM ID
KEM-001
KEM-001
KEM-001
KEM-002
KEM-002
KEM-002
KEM-002
KEM-002
KEM-006
KEM-006
KEM-008
KEM-008
KEM-008
KEM-008
KEM-008
KEM-013
KEM-013
KEM-013
KEM-013
KEM-013
KEM-013
KEM-013
KEM-013
KEM-013
KEM-013
KEM-013
KEM-013
KEM-014
KEM-014
KEM-014
KEM-014
KEM-014
KEM-014
KEM-014
KEM-014
KEM-014
KEM-014
KEM-015
KEM-015
KEM-015
KEM-016
KEM-016
KEM-016
KEM-016
KEM-016
KEM-016
KEM-016
KEM-018
KEM-018
KEM-018
KEM-019
KEM-019
KEM-019
KEM-020
KEM-020
KEM-020
KEM-020
KEM-021
KEM-021
KEM-021
KEM-021
KEM-021
KEM-021
KEM-022
KEM-022
KEM-023
KEM-023
KEM-023
KEM-023
KEM-023
KEM-025
KEM-025
KEM-025
KEM-025
KEM-026
KEM-026
KEM-026
KEM-026
KEM-027
KEM-027
KEM-027
KEM-027
KEM-028
KEM-028
KEM-028
KEM-028
KEM-029
KEM-029
KEM-029
KEM-031
KEM-031
KEM-031
KEM-031
KEM-031
KEM-031

tissue gene
TP53
FGFR3
FGFR4
TP53
RB1
EML4
KDR
POLE
TP53
BCL6
TP53
TSC2
ERBB2
KRAS
MYCN
TP53
PDGFRA
STK11
TSC2
PRKDC

tissue DNA protein change
c.815delT  p.v272fs

¢.329G>C  p.R110P

c.893_894ins p.P298fs

c.2927A>G p.D976G

C.2743A>G  p.1915V

¢.2030C>T p.P677L

c.658T>C  p.Y220H

c549C>G  p.S183R

c.824G>T  p.C275F

c.4524_4526¢ p.P1508_F1509delinsP
c.3496A>G p.T1166A

c.1015G>A
c.797G>A
c.199T>A
c.97G>A

p.V339M
p.G266E
p.S67T
p.E33K

RAF1 - ANKRD28
EXOSC10- MTOR

FBXW7
MDM2
MYCL1
NF1
NRG1
TP53
ATR
DDR2
BRCA2
TSC2
TSC1-TSC1
AR
NF1
RB1
VHL
TP53
FGFR4
RB1
TP53
BRCA1
ERBB2
PIK3CA
TP53
FGFR3
FGFR4
P53
TSC2
RB1
TP53
BRCA2
PALB2
P53
BRCA2
TsC1
ABL1
TP53
ERBB2
DDR2
NF1 - intragenic
PRKDC
SMO
P53

TP53

RB1

ATR

ERBB3

NF1 - intragenic
TP53

¢.586C>T

€.4093G>C
c.1936A>G
c.4553delA
c.4237G>A

p.R196*
p.D1365H
p.T646A
p.E1518fs
p.E1413K

c.1642_splice splice

c.3G>A
€.988delC

p.M1l
p.L330fs

¢.683_686del p.D228fs
¢.5329_5330i p.Q1777fs
c.929C>T  p.S310F
c.1625A>C p.E542A
¢.1029delG p.E343fs

c.817C>T p.R273C
c.1641_1659dp.E547fs

c.730G>T  p.G244C

©.3464_3466¢ p.T1155_S1156delinsT
c.83A>G p.Y28C

c.817C>T p.R273C

c.7757G>A p.W2586*
c.2332C>T p.Q778*

¢.3358C>G p.P1120A
c.743G>A  p.R248Q
€.3683C>T p.P1228L
c.1848G>C p.K616N

c.11554T>G
c.1921C>G
¢.586C>T

p.L3852V
p.P641A
p.R196*

c.701A>G

¢.1359T>G
€.6460G>A
c.1538G>A

p.Y234C
p.Y453
p.D2154N
p.G513D

c.542G>C  p.R181P

KEAP1 - intergenic

AR

ARAF

TP53 c.672_splice splice
BRCA1 c.5434G>T p.V1812L
JAK2

RICTOR c.3545A>G p.D1182G
TP53 c.734G>A  p.G245D
ERBB2 €.2650_splicesplice
ABL1 €.2146C>T  p.R716C
JAK2

TP53 ©.365_366del p.V122fs
PIK3CA ©.337_338ins p.L113_N114insIL
CCNE1

TP53 c472C>G  p.R158G
TSC2 ¢.2640_splicesplice
PRKDC c.5428C>T p.P1810S
TP53 ¢.737_741del p.M246fs
BRCA1 ©.3700_3704c p.V1234fs
TSC1 ©.2406_2419c p.D802fs
ERBB2 c.2446C>T p.R816C
ATM

RB1

type of alteration
CN change
CN change
somatic mut
somatic mut
somatic mut
somatic mut
somatic mut
somatic mut
somatic mut
somatic mut
somatic mut
SNP

SNP

CN change
somatic mut
somatic mut
somatic mut
somatic mut
CN change
CN change
translocation
translocation
CN change
CN change
CN change
CN change
CN change
somatic mut
somatic mut
somatic mut
SNP
somatic mut
translocation
CN change
somatic mut
CN change
somatic mut
somatic mut
CN change
CN change
somatic mut
SNP
somatic mut
somatic mut
somatic mut
CN change
CN change
somatic mut
somatic mut
CN change
somatic mut
SNP
somatic mut
somatic mut
somatic mut
somatic mut
somatic mut
somatic mut
somatic mut
SNP
translocation
somatic mut
somatic mut
somatic mut

somatic mut
somatic mut
SNP
somatic mut
translocation
somatic mut
translocation
CN change
CN change
somatic mut
SNP

CN change
somatic mut
somatic mut
somatic mut
somatic mut
CN change
somatic mut
somatic mut
CN change

somatic mut
somatic mut
somatic mut
somatic mut
SNP
somatic mut
somatic mut
CN change
CN change

ressource
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
endometial only
ovarian and endometrial
endometial only
endometial only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian and endometrial
ovarian and endometrial
ovarian only
ovarian and endometrial
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only
ovarian only

cf DNA gene
TP53

TP53
RB1

TP53

TP53
TSC2
ERBB2

TP53
PDGFRA
STK11

TP53

ATR

DDR2
BRCA2
T7SC2
TSC1-TSC1

TP53

TP53
BRCA1
ERBB2
PIK3CA
TP53

TP53
TSC2

TP53
BRCA2

TP53
BRCA2
TSC1

TP53
ERBB2
DDR2

TP53
TP53
TP53
RB1
ATR

TP53
KEAP1 - intergenic

TP53
BRCA1

TP53
ERBB2

TP53
PIK3CA

TP53
TP53
TSC2

TP53
BRCA1
TSC1
ERBB2

cfDNA protein change
c.815delT p.V272fs
¢.329G>C p.R110P
c.893_894insT  p.P298fs
¢.658T>C p.Y220H
©.824G>T p.C275F
©.4524_4526delCT p.P1508_F1509delins
¢.3496A>G p.T1166A
c.797G>A p.G266E
c.199T>A p.S67T
c.97G>A p.E33K
c.586C>T p.R196*
¢.4093G>C p.D1365H
¢.1936A>G p.T646A
c.4553delA p.E1518fs
c.4237G>A p.E1413K
©.988delC p.L330fs
¢.683_686delCTG p.D228fs
©.5329_5330insC p.Q1777fs
€.929C>T p.S310F
c.1625A>C p.E542A
¢.1029delG p.E343fs
c.817C>T p.R273C

¢.1641_1659delAA p.E547fs

¢.730G>T

p.G244C

©.3464_3466delCT p.T1155_S1156delins

c.817C>T p.R273C
C.7757G>A p.W2586*
©.2332C>T p.Q778*
C.743G>A p.R248Q
€.3683C>T p.P1228L
c.1848G>C p.K616N
¢.586C>T p.R196*
C.743G>A p.R248Q
c.701A>G p.Y234C
¢.1359T>G p.Y453*
C.6460G>A p.D2154N
¢.542G>C p.R181P
c.672_splice splice
¢.5434G>T p.V1812L
C.734G>A p.G245D
€.2650_splice splice
¢.365_366deLTG p.V122fs

€.337_338insTGA,

p.L113_N114insIL

c.715A>G p-N239D
c.472C>G p.R158G
€.2640_splice splice

©.737_741delTGA/ p.M246fs
©.3700_3704delGT p.V1234fs
©.2406_2419delCT p.D802fs

©.2446C>T

p.R816C

Tabelle 21: Mutationen, welche in Tumorgewebe und der korrespondierenden cfDNA gefunden wur-

den.
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Abbildung 18: MAF-Variationen in aufeinanderfolgenden Blutproben, griine Sternchen zeigen Mutatio-
nen in TP53 an. Waren mehrere Mutationen in einer einzelnen Probe vorhanden, waren die Verande-
rungen der MAF meistens unidirektional. Interessanterweise zeigten Mutationen, die nur in cfDNA
nachgewiesen wurden, haufig entgegengesetzte MAF-Trends im Vergleich zu Mutationen, die zwi-
schen Gewebe- und Blutproben geteilt wurden. Der deutliche Unterschied in den MAFs im Fall KEM-
029 (TP53- und TSC2-Splive-Site Mutation) kann die Klonmischung in FFPE widerspiegeln (MAF
TP53 vs. TSC2 in FFPE: 43,22 % vs. 2,15 %). Insgesamt nahmen die MAFs mit der Zeit nach der
Operation ab, aber einige Mutationen zeigten einen voriibergehenden Anstieg bei Tag 1 und Tag 4. In
den Fallen mit vollstandiger Resektion und mehr als einer Genmutation in der cfDNA konnte gezeigt
werden, dass alle Mutationen entweder signifikant in der MAF, im Vergleich vom Ausgangswert zu
den postoperativen Tagen 1, 4 und 10, abnahmen oder einen sehr geringen Anstieg hatten (KEM-031,
PIK3CA). Im Vergleich hatten Patientinnen mit Tumorrest in den meisten Mutationen (9 von 19) einen
Anstieg des MAF vom Ausgangswertes zu den postoperativen Tagen 1,4,10. Nur wenige Mutationen
(7 von 21) hatten einen konsistenten Riickgang des MAF vom Ausgangswert bis zum postoperativen
Tag. Zwei Patientinnen, (KEM-001: TP53; KEM-027: ERBB2) bei welchen postoperativ ein Tumorrest
verblieb, zeigten eine Schwankung des MAF von der Baseline bis zu den folgenden Tagen. Zunachst
nahm sie am postoperativen Tag 1 ab, am postoperativen Tag 4 zu und zum postoperativen Tag 10
wieder ab. Von 13 Patientinnen mit mindestens zwei Mutationen in getrennten Genen zeigte sich bei
acht Patientinnen ein Trend, der der Mutation in TP53 sehr ahnlich war, die anderen vier Gene waren
vollstandig anders: KEM-016 hatte am postoperativen Tag 1 (TP53) nur eine nachweisbare Mutation
in der liquid biopsy, die andere Mutation wurde nur im Gewebe nachgewiesen. Fiir KEM-031 wurden
zwei Mutationen nur im Gewebe und eine in der liquid biopsy zu Studienbeginn detektiert. Bei den bei-
den anderen Patientinnen (KEM-027, KEM-028) waren alle Mutationen zumindest im Ausgangswert in
der liquid biopsy vorhanden.
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day

Case TR status Mutation (gene protein) FFPEO 1 4 10
16 0 ERBB2 p.S310F yes -
16 0 PIK3CA p.E542A yes -
16 0 TP53 p.D228fs yes -
16 0 TP53 p.E343fs yes !
21 0 TP53 p.R248Q yes l
21 0 ERBB2 p.P1228L yes !
23 0 RB1 p.Y453* yes !
23 0 TP53 p.Y234C yes l
15 0 TP53 p.L330fs yes l
25 0 TP53 p.R181P yes !
26 0 TP53 splice yes l
31 0 TSC1 p.D802fs yes l
31 0 TP53 p.M246fs yes !
31 0 ERBB2 p.R816C no 1
2 0 TP53 p.R110P yes !
2 0 RB1 p.P298fs no l
22 1 TP53 p.R196* yes !
22 1 TP53 p.R248Q no 1
18 1 TSC2 p.E547fs yes 1
18 1 TP53 p.R273C yes 1
28 1 TP53 p.N239D yes 1
28 1 PIK3CA p.L113_N114insIL yes !
28 1 TP53 p.V122fs yes !
1 1 TP53 p.V272fs yes l
19 1 TP53 p.G244C yes !
20 1 TP53 p.R273C yes l
20 1 TSC1 p.Q778* yes !
20 1 BRCA2 p.W2586* yes !
27 1 TP53 p.G245D yes !
27 1 ERBB2 splice no il
29 1 TSC2 splice yes il
29 1 TP53 p.R158G yes l

Abbildung 19: Auswertung der liquid biopsy. Nur Falle mit vollstandig erhobenen Daten wurden ange-
zeigt. Griine Zellen bezeichnen das Vorhandensein, braune Zellen das Fehlen von Mutationen zu ei-
nem bestimmten Zeitpunkt. Pfeile geben die Unterschiede in der MAF im Vergleich zur Baseline oder
Tag 1 an, wenn keine Baselinemessung verfugbar war. Die drei Falle mit entgegengesetzten MAF-
Trends am Tag 10 wurden fett markiert. Alle drei Falle betrafen eine Mutation, die im untersuchten
FFPE nicht vorhanden war.

7.6.2 Objektivierung des Tumorrestes anhand der liquid biopsy durch tumorgenomi-

sche Marker

Die mittlere MAF von TP53-Mutationen bei Patientinnen ohne Tumorrest nahm zwi-
schen Tag 0 und Tag 10 signifikant ab, wahrend dies bei Patientinnen mit Tumorrest
nicht der Fall war. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen
wurden zu allen Zeitpunkten mit Ausnahme der Baseline beobachtet. Dies kann auf
die postoperative Veranderung des Tumorrestes hinweisen (Abbildung 20). Der Un-

terschied war an Tag 10 starker ausgepragt, an welchem alle Patientinnen mit TRO
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keinen Hinweis auf eine TP53-Mutation zeigten. In sieben von acht Fallen mit Tumor-
rest waren die TP53-MAFs im Bereich knapp unter dem Nachweisniveau von bis zu
3,26 % detektierbar (p=0,008) (Abbildung 20). Um die mdgliche Verwendung der liquid
biopsy als qualitativen diagnostischen Test zur Vorhersage des Tumorrestes bei Pati-
entinnen mit high-grade serésem Ovarialkarzinom zu untersuchen, wurden die Sensi-
tivitat, Spezifitat, der positive pradiktive Wert und der negative pradiktive Wert fur die
TP53-Daten festgelegt. Diese konnten zu allen verfugbaren perioperativen Zeitpunk-
ten im Gewebe bestatigt werden. Auch das Vorhandensein von TP53-Mutationen
(MAF mindestens 0,1 %) als Marker fur eine unvollstandige Zytoreduktion (TR>0)
konnte gezeigt werden. In Tabelle 22 ist dokumentiert, dass sich die diagnostische
Genauigkeit kontinuierlich von der Baseline zum Tag 10 verbesserte. Interessanter-
weise manifestierte sich bei zwei Patientinnen ohne Tumorrest keine nachweisbare
TP53-Mutation an Tag 10, jedoch wurden andere Mutationen zu diesem Zeitpunkt
nachgewiesen. Es war in der entsprechenden FFPE-Probe keine dieser Mutationen
vorhanden (Abbildung 19). Unter Verwendung der chirurgisch-dynamischen Resektion
(SDR) waren bei drei von sechs Patientinnen, die sich einer vollstandigen Tumorre-
sektion unterzogen haben und einer von zehn Patientinnen, die sich einer unvollstan-
digen Resektion unterzogen haben, eine Reaktion auf dem 0,1-Signifikanzniveau
nachweisbar (Abbildung 21).
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Abbildung 20: Auswertung der MAF in Bezug auf den Tumorrest zu unterschiedlichen Studienzeit-
punkten. Blauer Balken = TR>0, Roter Balken= TRO; zu Studienbeginn (d0) unterschied sich TP53
MAF nicht zwischen den nicht makroskopischen und makroskopischen Tumorresterkrankungen mit
einem mittleren MAF= 1,91 gegeniiber 1,73 (p=0,86). TP53-MAFs waren bei Patientinnen mit vollstan-
diger Resektion des Tumorrestes signifikant niedriger als bei Patientinnen mit Resttumor am postope-
rativen Tag 1 (Mittlere MAF=0,06 gegeniiber 2,06; p=0,002), 4 (mittlere MAF=0,07 gegenuber 1,8;
p=0,04) und 10 (mittlere MAF=0 gegenuber 1,04; p=0,008).

MAF TP53 MAF TP53 MAF TP53
MAF TP53 d10 d4 d1 do
Sensitivitat 0.87 0.9 1 0.9
Spezifitat 1 0.67 0.3 04
Positiver pradiktiver Wert 1 0.75 0.6 0.6
Negativer pradiktiver Wert 0.9 0.85 1 0.8

Tabelle 22: Sensitivitat und Spezifitdt der TP53-Minor-Allelfrequenz (MAF) in der cfDNA zur Unter-
scheidung zwischen vollstandiger Resektion und unvollstandiger Resektion an den jeweiligen posto-
perativen Tagen (d).
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Reaktion von TP53 MAF in Bezug auf die Baseline
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Abbildung 21: Chirurgisch-dynamisches Respons (SDR) der TP53-MAF in der cfDNA bei Patientinnen
mit kompletter Resektion (TR=0) und Patientinnen mit Tumorrest (TR>0).
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Diskussion

Das Ziel der Debulking-Operation bei Patientinnen mit primar fortgeschrittenem Ova-
rialkarzinom ist die makroskopische Komplettresektion. Wenn eine Komplettresektion
erreicht werden kann, Uberleben Patientinnen im Median 99 Monate, im Vergleich zu
den Patientinnen, bei welchen keine Komplettresektion erreicht werden kann, welche
im Median 36,2 Monate (Tumorrest 1- 10 mm) bzw. 29,6 Monate (Tumorrest >10mm)
uberleben (du Bois et al. 2009). Die makroskopische Komplettresektion ist einer der
wenigen Faktoren, welche die Prognose der Erkrankung determinieren, die von Arz-
tinnen und Arzten beeinflusst werden kann. Neben tumorbiologischen Griinden (z.B.
familiare Karzinose auf dem Darm, viszerale Metastasen in Lunge oder Leber) spielen
der Allgemein- und Ernahrungszustand der Patientin und Komorbiditaten eine ent-
scheidende Rolle, warum nicht radikal operiert werden kann. Dartber hinaus ist die
operative Expertise von groRer Bedeutung. Wird in Deutschland landesweit bei ca. 40
% aller behandelten Patientinnen eine Komplettresektion erreicht, liegt die Rate in
Spitzenzentren bei gut 67 % (Bristow et al. 2002; Harter et al. 2011a). Dementspre-
chend gibt die Europaische Gesellschaft flr gynakologische Onkologie (ESGO) als
Qualitatsindikator fir die operative Behandlung des fortgeschrittenen Ovarialkarzi-
noms das optimale Ziel einer Komplettresektionsrate von 65 % an. Als minimale Rate
sollten =250 % erreicht werden (Querleu et al. 2016). Die GroRe des postoperativen
Tumorrestes wird durch den Operateur am Ende der Operation bestimmt, woraus je-
doch eine (subjektive) Verzerrung entstehen kann (Préfontaine et al. 1994).

Um diese mdgliche Verzerrung des wichtigsten von behandelnden Arztinnen und Arz-
ten zu beeinflussenden Prognoseparameters objektiv bestimmen zu kénnen, wurden
in der vorliegenden Arbeit zwei Untersuchungsansatze evaluiert.

In einer retrospektiven Auswertung von routinemafig prachemotherapeutisch be-
stimmten CA125 Werten von 466 Patientinnen aus zwei, auf Ovarialkarzinom-Thera-
pie spezialisierten Zentren, wurde ein cut-off Wert bestimmt, welcher zwischen Pati-
entinnen mit und ohne Tumorrest unterscheiden sollte. In einer prospektiven proof-of-
principle Studie wurden bei 10 Patientinnen mit und 10 Patientinnen ohne Tumorrest
perioperativ die Tumormarker CA125 und HE4 aus Serum und Aszites bestimmt sowie
eine ,liquid biopsy* zu verschiedenen Zeitpunkten abgenommen.

Der CA125 cut-off Wert, welcher zur Unterscheidung von Patientinnen mit und ohne
Tumorrest zuerst evaluiert und dann mit Hilfe verschiedenen Testverfahren validiert

wurde, lag bei 400 U/ml.
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Mit Hilfe dieses cut-off Wertes wurde ein positiv pradiktiver Wert von 0,65 erreicht,
was bedeutet, dass bei einem positiven Test (CA125 >400 U/ml) bei 65 % der Patien-
tinnen wahrend der Operation ein Tumorrest >0 zurlckgeblieben war. Die Spezifitat
dieses cut-off Wertes lag bei 90 %, die Sensitivitat allerdings nur bei 32 %. In dem
zweiten prospektiv geplanten und durchgeflihrten Teil der vorliegenden Arbeit wurde
neben der- im unteren Teil weiter diskutierten- Evaluation der liquid biopsy als Test zur
Objektivierung des Tumorrestes auch nochmals CA125 im Serum, aber auch CA125
im Aszites und HE4 im Serum und Aszites im perioperativen Verlauf bestimmt. In den
entsprechenden Analysen konnte gezeigt werden- in der retrospektiven Erhebung des
Serum CA125, aber auch des Serum HE4, dass eine Trennung von Patientinnen mit
und ohne Tumorrest nicht gut moglich ist. Dies liegt v.a. an der starken Abnahme des
CA125 und HE4 auch bei den Patientinnen, bei welchen Tumorrest verbleiben musste.
Die niedrige Sensitivitat des CA125-cut-off Wertes, aber auch der fehlende selektive
Abfall des CA125 und HE4 bei Patientinnen mit Komplettresektion lasst sich durch die
verschiedenen Faktoren erklaren, welche Einfluss auf den CA125-Wert haben. Neben
den klinisch-pathologischen Faktoren (FIGO; T-Stadium, N-Stadium, Aszites, Tumor-
rest), die die HOhe des CA125-Wertes beeinflussen, kdnnen diese Werte auch in wie-
derholten Analysen im gleichen Labor variabel sein (Variabilitat 1,5-2,5 %) (Tso et al.
2006). Verschiedene CA125 Assays kénnen zu unterschiedlichen Ergebnissen fuhren
(Koper et al. 1997). DarUber hinaus haben auch der Body-Mass Index und die ethni-
sche Herkunft einen Einfluss auf die Hohe der CA125 (Babic et al. 2017). Einer der
entscheidenden Grunde fur das Abfallen der Tumormarker CA125 und HE4 im Serum
der Patientinnen, die in die prospektive Untersuchung aufgenommen wurden, kénnte
in der generellen Verringerung des Aszites durch die operative Intervention liegen
(Edula et al. 2018). Daruber hinaus kann durch das im Serum langlebige CA125 (Halb-
wertzeit ca. 168h) (Bidart et al. 1999) und HE4 (Halbwertzeit ca. 4h) (Thompson et al.
2018) der Tumorrest auch direkt postoperativ nicht reproduzierbar bestimmt werden.
Die Untersuchung der logarithmierten CA125-Werte im Aszites zeigte bei Patientinnen
mit einer vollstandigen Tumorresektion einen signifikanten Unterschied der Baseline-
werte im Vergleich zu den postoperativen Tagen. Dieser Unterschied war bei Patien-
tinnen mit Tumorrest nicht gegeben. Ebenso verhielt es sich mit den HE4-Werten. Da-
mit konnte verdeutlicht werden, dass sich die absoluten Veranderungen der Tumor-
markerspiegel im Aszites mittels eines deutlichen Rickgangs der Tumorlast auswirk-
ten. Gezeigt werden konnte, dass durch die Verwendung der SDR fir den CA125-
Spiegel im Aszites bei 100 % der Patientinnen mit Komplettresektion und bei etwa 44
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% ohne Komplettresektion eine Reaktion bei einem 0,1-Signifikanzniveau liegt. Bei
Verwendung der SDR fur den HE4-Spiegel im Aszites konnte gezeigt werden, dass
bei etwa 78 % der Patientinnen mit Komplettresektion und bei 0 % ohne Komplettre-
sektion eine Reaktion bei einem Signifikanzniveau von 0,5 liegt. Aufgrund der einge-
schrankten Testglte scheint der prachemotherapeutische CA125-cut-off Wert, aber
auch der postoperativ bestimmte Serum CA125- und HE4-Wert keine bedeutsame
Wertigkeit in der individuellen Bewertung und Objektivierung des operativen Ergebnis-
ses aufzuweisen. Mdoglicherweise konnte dieser Wert allerdings als Parameter zur
Konsistenzbestimmung der angegebenen Komplettresektionsraten eines Zentrums im
Rahmen von Zertifizierungsprozessen genutzt und damit zur Uberpriifung der opera-
tiven Qualitat einer Klinik herangezogen werden. Um eine individuelle, objektive Aus-
sage Uber das Operationsergebnis zu erlangen, wurde eine weitere -prospektive- Ana-
lyse in Zusammenarbeit mit der Firma NewOncology in dieser Arbeit durchgefuhrt. Es
wurden die Tumormarker CA125 und HE4 sowie die liquid biopsy in Bezug auf den
Tumorrest untersucht. Die wichtigsten Punkte zu der Bestimmung der CA125- und
HE4-Werte wurden bereits im oberen Abschnitt besprochen.

FUr diese prospektive Untersuchung wurden ausschlie3lich Patientinnen mit high-
grade serdsen Ovarialkarzinomen eingeschlossen. In diesen Tumoren liegt fast immer
eine pathologische TP53-Mutation vor (The Cancer Genome Atlas Research Network
2011), welche prinzipiell auch als cell-free DNA (cfDNA) im Plasma von Patientinnen
mit Ovarialkarzinom nachgewiesen werden kann (Ahmed et al. 2010; Parkinson et al.
2016). Eben dies konnte auch bei allen eingeschlossenen Patientinnen sowohl immun-
histochemisch als auch in der Panel-Sequenzierung der Tumorproben nachwiesen
werden. Im Vergleich der Patientinnen mit und ohne Tumorrest konnte bei 8 und 9
Patientinnen in der baseline cfDNA Probe eine TP53-Mutation nachgewiesen werden.
In Bezug zur sequentiellen perioperativen Analyse zeigte sich bei 10 von 10 Patientin-
nen ohne Tumorrest eine signifikante Reduktion der mittleren TP53-Mutationen MAF.
Im Vergleich dazu konnte bei Patientinnen mit Tumorrest eine signifikante Reduktion
der TP53-Mutationen MAF bei 1 von 10 Patientinnen nicht gezeigt werden. Zwischen
den beiden Gruppen (mit und ohne Tumorrest) war wahrend beider postoperativen
Zeitpunkte der Untersuchung ein signifikanter Unterschied nachweisbar. Auch wenn
die Anzahl der Patientinnen, die in die prospektive proof-of principle Studie einge-
schlossen wurden, klein ist, scheint die vollstandige Reduktion der TP53 MAF in der
cfDNA, bei Patientinnen mit Komplettresektion regelgerecht nachweisbar zu sein. Im

Gegensatz dazu war nur bei einer Patientin mit Tumorrest die TP53 MAF bis unter die
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Nachweisgrenze gesunken. Somit konnte die Bestimmung der TP53-Mutation in der
cfDNA ein mogliches Instrument zur objektivierbaren Bestimmung der Tumoraktivitat
im perioperativen Verlauf sein. Neben der héheren Sensitivitat der MAF der TP53-
Mutation hat die cfDNA im Plasma eine Halbwertszeit von zwei Stunden (Khier und
Lohan 2018) und ist dadurch bessergeeigneter Parameter zur Bestimmung zeitkri-
tisch-dynamischer Prozesse, wie in der hier vorliegenden Studie, welche bis zum 10.
postoperativen Tag dauerte.

Der CA125-cut-off Wert - aus dem retrospektiven Teil der vorliegenden Arbeit zur Un-
terscheidung von Patientinnen mit und ohne Tumorrest war von den Testgutekriterien
nicht hinreichend, um individuelle Aussagen in Bezug zu dem Resektionsstatus der
Patientinnen machen zu kénnen. Im Gegensatz dazu scheint die Untersuchung der
TP53 MAF in der cfDNA genau dafir geeignet zu sein. Ein gut validierter Test zur
objektiven Bestimmung des Tumorrestes von Patientinnen mit fortgeschrittenem Ova-
rialkarzinom konnte dazu beitragen, als zuverlassiger und unabhangiger Marker fur
das Ergebnis der chirurgischen Intervention in jedem Zentrum verwendet zu werden.
Dazu beitragen kdnnten zeitnahe Veroéffentlichungen, dass die Zentren eine optimierte
chirurgische Intervention durchfuhren (Brand et al. 2017). Neben der infrastrukturellen
Verbesserung der Qualitat des Zentrums durch die objektive Bestimmung des Tumor-
restes kdnnten auch einzelne Patientinnen von der objektiven Bestimmung profitieren.
Patientinnen mit Gbereinstimmenden Ergebnissen (Chirurg und cfDNA-Test bestatigen
vollstandige Resektion) hatten die optimale chirurgische Intervention erhalten. Sollte
es keine Ubereinstimmung der beiden Parameter geben, kdnnten damit Patientinnen
genauer Uberwacht werden und optimalere Behandlungsentscheidungen getroffen
werden (Grabowski et al. 2012b). AuRerdem konnte die cfDNA-Bestimmung kurz vor
und nach der Chemotherapie dazu beitragen, weitere prognostische und sogar pradik-
tive Mal3nahmen zu beginnen. In einer retrospektiven Analyse von 51 Patientinnen mit
einem Rezidiv des Ovarialkarzinoms wurde gezeigt, dass die TP53-Mutationniveaus
in der cfDNA vor der Behandlung und eine Abnahme der TP53-MFA >60 % zwischen
dem Ausgangswert und einer Blutabnahme nach dem ersten Zyklus der Chemothera-
pie mit einer langeren Zeit bis zum Progress assoziiert waren (Parkinson et al. 2016).
Sollte es bei Patientinnen keine ausreichende Reduktion der TP53-MAF geben, konnte
die Chemotherapie frihzeitig abgebrochen oder spezifische Studien zur weiteren Be-
wertung neuer Behandlungsstrategien durchgefihrt werden.

Diese proof-of-principle Studie hat einige Limitationen. Die Ergebnisse mussen an ei-

nem grofReren Kollektiv von Patientinnen validiert werden. DarUber hinaus kdnnen mit
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dem vorliegenden Ansatz, bei welchem die TP53-Mutation in der cfDNA verfolgt wird,
nur bei Tumoren durchgefuhrt werden, bei welchen auch eine TP53-Mutation im Tu-
mor vorhanden ist. Dies gilt zwar fir alle high-grade serésen Tumoren, welche ca. 80
% aller epithelialen Tumoren ausmachen (Ahmed et al. 2010). Die anderen ca. 20 %
der epithelialen Ovarialkarzinome enthalten andere Mutationen (z.B. KRAS, ARID1A),
fur welche ein ahnliches Muster, wie in der hier vorliegenden Studie nun fur die high-
grade serdsen Karzinome gezeigt, nachgewiesen werden musste. Dartber hinaus ist
die Sensitivitat des vorliegenden Assays nicht ganz optimal. Bei 25 % aller Falle konnte
zur Basline Untersuchung keine TP53-Mutation in der cfDNA entdeckt werden Dartber
hinaus war bei allen Patientinnen, bei welchen eine Komplettresektion erfolgt war, an
Tag 10 der untere Grenzwert der TP53 MAF erreicht. Nichtsdestoweniger ist bekannt,
dass auch bei diesen Patientinnen eine ,minimal-residual disease” vorliegt und die Pa-
tientinnen eine Chemotherapie im Anschluss bendtigen. Um die o.g. interventionellen
Malnahmen bei Patientinnen mit ,minimal-residual disease“ durchfihren zu konnen,
muss die Nachweisgrenze der TP53 MAF weiter gesenkt werden. Dennoch weist die
Studie verschiedene Starken auf. Dazu gehort, dass es nach derzeitigem Kenntnis-
stand die erste prospektive Studie ist, die zu einem analytisch gultigen Test zur objek-
tiven Bestimmung des Tumorrestes nach einer Debulking-Operation von Patientinnen

mit einem fortgeschrittenem Ovarialkarzinom fuhrt.
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8 Zusammenfassung

In der hier vorliegenden Dissertationsschrift wurden verschiedene Methoden zur ob-
jektiven Evaluation des postoperativen Tumorrestes analysiert. Zum einen wurden die
bekannten Tumormarker CA125 und HE4, zum anderen aber auch die liquid biopsy
verwendet. Die bereits etablierten Tumormarker CA125 und HE4 scheinen sich zur
individuellen Bestimmung des postoperativen Tumorrestes aufgrund einer niedrigen
Sensitivitat und Spezifitat nicht zu eignen. Allerdings kdnnten diese ggf. im Rahmen
von Zertifizierungen zur objektiven Evaluation angegebener Komplettresektionsraten
hinzugezogen werden. Mit Hilfe der liquid biopsy und der damit verbundenen Analyse
von tumoreigenen Mutationen, wie in der hier vorliegenden Studie der TP53-Mutation,
kann auch eine individuelle Aussage Uber den postoperativen Tumorrest gemacht wer-
den. Um die Validitat dieser Untersuchung zu untermauern, missen grofRere Kollektive
von Patientinnen untersucht werden. DarUber hinaus mussen gerade auch fur Patien-
tinnen, deren Tumoren keine TP53-Mutation enthalten, andere Mutationen identifiziert

werden, die auch in der cfDNA verfolgt werden kdnnen.
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