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Zusammenfassung

Einleitung:Mehrere klinische Algorithmen fiir die Patientinnenselektion zur sekundar zytoreduktiven
Therapie im rezidivierenden Ovarialkarzinom (rOC) wurden bereits entwickelt. Das gemeinsame Ziel
dieser Kriterien besteht darin, mdglichst alle Patientinnen, welcheros&kpisch tumorfrei und somit
signifikant prognoseverlangernd operiert werden kdnnen, zu identifizieren. Die Suche nach prognosti-
schen Markern zur potenziellen Erweiterung der aktuell glltigen Selektionskriterien stellt daher eine
der herausforderndstenriggestellungen der modernen Gyndkoonkologie dar. Die drei vorliegenden
Studien haben zum Ziel, molekulare sowie klinisathologische Faktoren in ihrer Entwicklung vom
Primér zum multiplen Rezidivstadium zu untersuchen und deren Einfluss auf die Tuln@iausg,

den Therapieerfolg und das Uberleben der Patientinnen darzustellen.

Methodik: Klinischpathologische Informationen sowie gepaarte Tumorproben von Patientinnen mit
OC wurden aus der Primamd mindestens einer Rezidivoperation innerhalb eurogisakreditier-

ter Zentren zusammengefihrt. In den ersten beiden Studien wurden mittels Immunhistochemie Ex-
pressionsmuster der molekularen Marker CD133 sowie ALDH1 und CD31 sowik &EGiert, wah-

rend die Patientinnen in der dritten Studie basierend @erin bestehenden BR@Wutationsstatus un-
terteilt wurden. Anschlie3end wurde die Auswirkung dieser Merkmalsauspragungen auf den klinischen

Krankheitsverlauf, chirurgischen Therapieerfolg und das Uberleben der Patientinnen analysiert.

ErgebnisseDie erstenbeiden Studien analysierten 112 bzw. 111 Patientinnen. Alle Patientinnen mit
CD133-Expression im pOC wurden im Fis@adium Il bzw. IV diagnostiziert (p=0.006) und zeigten
mit 51 vs. 71 Monaten (p=0,02) ein signifikant verkirztes Gesamtiberleben (O8)PFogressions-
freies Intervall (PFI, 9 vs. 17 Monate, p=0,04). Basierend auf derE3{p8dssion wurde die Mikroge-
fakdichte (MVD) der Praparate bestimmt. M¢pbOGGewebeproben zeigten eine signifikant hohere
Expression von CB3p=0,029) und CD8(p=0,013) Lymphozyten und waren mit einem signifikant
langeren OS assoziiert (67 vs. 46 Monate, p=0,019).

Die dritte Studie analysierte insgesamt 190 Patientinnen. BiRGikive (BRCAmut) Patientinnen wa-

ren bei Erstdiagnose durchschnittlich vier Jahre jirjgef,018) und konnten in allen Krankheitssta-
dien haufiger makroskopisch tumorfrei operiert werden. Im rOC konnte der £R@4s in der mul-
tivariaten Analyse als einziger signifikanter prognostischer Marker fur die Komplettresektion bestatigt
werden. BROAut Patientinnen zeigten ein um 24,3 Monate verlangertes OS (p=0,003) gegenuber der

BRCAegativen Vergleichsgruppe.

Schlussfolgerunges konnten mehrere Faktoren ermittelt werden, welche erheblichen Einfluss auf die
Tumorausbreitung, den Krankhererlauf sowie den Therapieerfolg im pOC und rOC zeigten. Insbe-

sondere die Eignung des BR&Wtus als klinischer Parameter sollte bezlglich einer méglichen
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Implikation in bestehende Selektionskriterien fir die chirurgische Therapie im rOC dringend Uberprif

werden.
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Abstract

Introduction: Several models for selection of patients eligible for secondary cytoreductive therapy in
recurrent ovarian cancer (rOC) have been developed in recent years. The cueséstiygg models,
however, are still not able to identify all patients who can be operated macroscopically-foaeoand

thus achieve favorable prognosis. The search for prognostic markers to potentially extend the currently
valid selection criteria is tefore one of the most challenging questions in modern gynecological on-
cology. The three presented studies aim to investigate molecular and clinicopathological factors in
their development from the primary to the multiple recurrence stage and to demorestitair influ-

ence on tumor dissemination, surgical outcome, and patient survival.

Methods: Clinicopathologic information and paired tumor tissue samples from patients with OC were
gathered from primary and at least one recurrent surgery within europeamvoatume centers. In the

first two studies, immunohistochemistry was used to evaluate expression patterns of the molecular
markers CD133, ALDH1, CD31 and W& ®@fhile in the third study, patients were subdivided based on
BRCA mutation status. Subsequenthe impact of these characteristics on the clinical course of the

disease, surgical success and survival of the patients was analyzed.

Results:The first two studies analyzed 112 and 111 patients, respectively. All patients with CD133+
expression in pO@ere diagnosed at FIGO stage Il or IV (p=0.006) and showed significantly shorter
overall survival (OS) and progressioee interval (PFI, 9 vs. 17 months, p=0.04) at 51 vs. 71 months
(p=0.02), respectively. Based on CD31 expression, microvessel dehdny ¢f the preparations was
determined. MVID9"pOC tissue samples showed significantly higher expression of CD3+ (p=0.029) and
CD8+ (p=0.013) lymphocytes and were associated with significantly longer OS (67 vs. 46 months,
p=0.019).

The third study anaBied a total of 190 patients. BR@#sitive (BRCAmut) patients were on average
four years younger at initial diagnosis (p=0.018) and were more likely to undergo macroscopic tumor
free surgery at all disease stages. In rOC, BRCA status was confirmedvariagtanalysis as the
only significant prognostic marker for complete resection. BRCAmut patients showed-a@dt3

prolonged OS (p=0.003) compared to the BREgative comparison group.

ConclusionSeverafactors with significant influence on tumor dissemination, disease progression and
treatment success in pOC and rOC were identified. Especially the suitability of BRCA status as a prog-
nostic parameter should be urgently reviewed in further prospectiveistudith regard to a possible

implication in existing selection criteria for surgical therapy in rOC.



1. Einleitung

Mit 314 000 Neuerkrankungen pro Jahr ist das Ovarialkarzinom (OC) der weltweit achthaufigste Tumor
unter Frauen und fur 4,7% aller Maligneamssoziierten Todesféalle ursachli@j. Mit einer relativen
FuntJahre-Uberlebensrate von 42% in Deutschland stellt es weiterhin die Entitat mit der schlechtes-
ten Prognose unter den malignen gynakologischen TumorefB8iiddistopathologisch kann man zwi-
schen serésem (higtbzw. lowgrade), muzinésem, endometroidem und klarzelligem Subtyp sowie
den malignen Brennertumoren unterscheidgh). Das higkgrade serdse Ovarialkarzinom (HGSOC) re-
prasentiert hierbei mit etwa 70% die haufigste und zugleich aggressusigrupp¢5]. Trotz enormer
Fortschritte in der akologischen Forschung und moderner diagnostischer sowie therapeutischer Me-
thoden werden weiterhin etwa 80% der Patientinnen erst in den fortgeschrittenen Krankheitsstadien
I/IV nach deFédération Internationale de Gynécologie et d'Obstétrifeks0O) ba. American Joint
Committee on CanceAJCCKlassifikation erstmalig diagnostizi¢é:-8]. Dies liegt hauptsachlich an

den in der Regel erst spat auftretenden unspezifischen abdominalen Symptomen wiezikeisbe-
dingten Bauchumfangzunahme oder Obstipati@h In diesen fortgeschrittenen Krankheitsstadien be-
tragt beim HGSOC die FiilghresUberlebensrate nur noch etwa 36,8%, wahrend bei friiher Diagnose

in den Stadien | bzw. Il ein Funfjahrestberleben von 83,7% erreicht werdeflikdnim der Erstlini-
enbehandlung besteht international weitestgehend Konsensu€Empfehlung der radikalen operati-

ven Tumorresektion mit dem Ziel der vollstandigen TumorreseKtidh Der postoperative Tumor-

rests wurde hierbemehrfach als relevantester prognostischer Faktor fur die Vorhersage des Gesamt-
Uberlebens betroffener Patientinnen bestatig2, 13] Nach sattgehabter operativer Therapie sollte

zur Stabilisierung des Therapieergebnisses sowie Verbesserung der Gesamtprognose eine adjuvante
platinhaltige Chemotherapie sowie ggf. eine folgenden Erhaltungstherapie mit Bevacizumab oder ei-
nem poly(ADPribose) Polyrase (PARP) Inhibitor erfolggi].

Selbst bei vollstandiger Tumorréssion nach Erstlinienbehandlung kommt es bei ca. 60% der Patien-

tinnen zu einem Rezid[t5]. Grundsatzlich unterscheidet man zwischen Patientinnen, welche kurzer

als sechs Monate nach Abschluss der Pitint G A 3Sy / KSY2 i KSNF LIAS SAy wSi
aAadSyliaov dzyR RSyeSyadBWEIRKSZESHIANGSNG NBT 3 RS HE S aJ
1992 von Markman und Hoskins postuliert und hat bis heute wesentlichen Einfluss auf die Patientin-
nenselektion und Prognose im rQI®, 17] Im Gegensatz zur Priméartherapie unterliegt die Behand-

lung in der Rezidivsituation einer deutlich komplexeren Entscheidungsfir[d8nd9] Hierbei spielt

eine Vielzahl individueller Faktoren, insbesondere Lokalisation und Zeitpunkt des Rezidivs, Gesund-
heitszustand und Wille der Patientin, sowie Ansprechverhalten auf vorherige Therapien eine zentrale
Rolle[20, 21] Im rezidivierten OC (rQ&@ird die chirurgische Tumorresektion mit anschlie3ender sys-
temischer Therapie nur empfohlen, wenn eine makroskopische Tumorfreiheit erreicht werden kann.

Die Effektivitat der chirurgischen Therapie im rOC wurde bereits 2006 in der ersten DESKTOP Studie
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von Harter et al. bestatigt. In einer grof3en Kohorte von 267 Patientinnen ermittelten sie ein signifikant
verlangertes Gesamtiberleben von 45,2 vs. 19,7 Monaten (p<0,0001), wenn im Rahmen der ersten
Rezidivoperation eine makroskopische Komplettresektioaient werden konntg¢22]. Es folgten wei-

tere bedeutende internationale Studien wie die GO#3, SOECL- und DESKTOP-8tudie, welche

den Vorteil der chirurgischen Therapie im rOC auch in einem prospektiven Studiende segnitnesi-
priften[23-25]. Die drei genannten Studien kamen jedoch zu unterschiedlichen Ergebnissen: wahrend
die DESKTOP-llind SO@-Studie bessere Werte sowohl fur das PFS als auch OS in der Chirurgie
Kohorte verzeichnete, ermittelte die GA@R13 Studie ein verlangeeUberleben in der Chemothe-
rapie-Gruppe[23-25]. Die drei genannten Studien unterschieden sich jedoch erheblich in demnin
Ausschlusskriterien: wahrend die DESKT@#tuUtie nur Patientinnen mit positivem A&gaore und

die SOd-Studie lediglich Patientinnen mit gétigem iIMODEScore einschlossen, hatte die GOG
0213Studie keine vergleichbaren Parameter fur den Studieneinschluss. Betrachtet man jedoch ledig-
lich die Subkohorte der GEG@213-Studie, welche chirurgisch therapiert wurden, konnte dennoch ein
deutlicher Wberlebensvorteil sowohl fur das PFS (22,4 vs. 13,1 Monate; HR 0,51, 95%CT D) 265

auch fur das OS (56 vs. 37,8 Monate; HR 0,61, 95% &1,93)Qugunsten der Patientinnen mit mak-
roskopischer Komplettresektion ermittelt werd¢@3]. Folgerichtig wurde geschlussfolgert, dass die
Selektionskriterien fiir die der @pativen rOETherapie zuganglichen Patientinnen noch optimiert wer-
den musserj24, 26] In der Folge begann die Suche nach Kriterien und Algorithmen, welche die Vor-
hersagbarkeit der makroskopischen Komplettresektion erhéhen und somit eine individuelle Zuord-
nung der jeweils besten Therapieoption fiir jede individuelle Patientin ermdogli@@nAktuell stellt

die Patientinnenselektion und Therapieentscheidung beim rOC jedoch weiterhin eine der gréfdten Her-

ausforderungen der modernen gynékologischen Onkelogr[28].

Mehrere Algorithmen flir eine optimierte Patientinnenselektion wurden in den letzten Jahren vorge-
stellt. Der Arbesgemeinschaft Gynakologische Onkologie (AGO) Swestehend aus den drei Para-
meternEastern Cooperative Oncology Group (EG@OEX 0, Aszites < 500 ml und Tumorfreiheit nach
Primaroperationhat sich hierbei in der klinischen Praxis zur Uberprifundsitgmung fir eine chirur-
gische Therapie im rOC durchges¢2f, 2932]. Der gute positiv pradiktive Wert des A&0ores in

der Prognose der makroskopischen Komplettresektion veB8%% wurde hierbei bereits mehrfach in
retrospektiven klinischen Studien bestatj§8-36]. Auch in einer weiteren prospektiven Studie wurde
die Verlasslichkeit der Aussagekraft des A&20res mit eineRate von 75,5% makroskopisch tumor-
frei operierten Patientinnen bereits validief25]. Zugleich wurden jedoch auch einige Limitatione
des aktuellen Klassifikationsmodells ersichtlich. Einerseits konnten je nach Studie zwiscket) 25,5
der AGGScore negativen Patientinnen dennoch makroskopisch tumorfrei operiert werden und ande-
rerseits hat das Ergebnis des Scores keinerlei sigrtidikdtinfluss auf das Uberleben der Patientinnen

[33, 36] Zu den praktischen Kritikpunkten der aktuellen Klassifikationsmodelle z&hlt beispielsweise die
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Tatsache, dass die Expertise der jeweiligen Operateure sowie die technische Ausstattung der behan-
delnden Abteilungen bei der Entscheidungsfindung fir oder getg: operativen Eingriff nicht be-
ricksichtigt wird37]. Diese Faktoren haben jedoch ebenfalls einen groRerukéndiuf den Erfolg der
operativen Therapie im rOC, welche aufgrund ihrer hohen Komplexitat und Komplikationsrate in einem
gynakoeonkologischem Zentrum mit groRer operativer Expertise und stets mit dem Ziel der makrosko-
pischen Komplettresektion durchgefltwierden solltgf38]. Kam eine makroskopische Tumorfreiheit

in der Sekundéaroperation nicht erreicht werden, ergibt sich kein signifikanter Uberlebensvorteil ge-
geniber der alleinigen systemischen Theraftd, 25] Indiesen Fallen steht die mit der Operation
verbundene Morbiditat und konsekutiv reduzierte Lebensqualitat der betroffenen Patientinnen in ei-
nem unginstigen Verhaltnis zum moglicherweise gewonnene Gesamtuberleben, weshalb von der chi-
rurgischen Therapie abgelsen werden sollt¢39]. Aufgrund des noch verbesserungswirdigen negativ
pradiktiven Werts des AGBcores ist die Erforschung weiterer molekularer Faktoren, welche Einfluss
auf den Erfolg der operativefiherapie im rOC haben, dringend notwendig und aktuell Gegenstand
intensiver Forschung0]. Ziel dieser Bemiihungen ist die weitere Verbesserung des Klassifikationsmo-
dells, um zuklnftig moglichst ausschlieZlich diejenigen Patientinnen der Rezidivoperation zuzufiihren,
welcheeine sehr hohe Chance zum Erreichen der Komplettresektion des Tumors haben und somit
einen signifikanten Uberlebensvorteil gegeniiber der alleinigen Systemtherapie erzielen Kdthen
Gleichzeitig sollten diejenigen Patientinnen, bei denen eine makroskopische Totalresektion nicht er-
reicht werden kann, noch zuverlassiger erkamarrden, um die erhdhte, mit der Sekundaroperation

verbundene Morbiditat zu vermeiden und die Lebensqualitat der Patientinnen bestmdglich zu wahren.

Ein Modell zur Erkennung solcher molekularen pradiktiven Marker stellt die cancer steikec@lISC)
Theaie dar, welche erstmalig in Forschungsprojekten zur Entstehung der akuten myeloischen Leuka-
mie vorgestellt wurdd42]. Die CSCs stellen hierbei eine zellulare Subgruppe innerhalb des Tumorge-
webes dar, welche durch erhdhte Kapazitaten der Zellreparatur-différenzierung die Karzinoge-

nese forderr{43]. Die Assoziation von CSCs mit einem aggressiveren Tumorwachstum, ausgepragterer
Metastasierung und Chemoresistenz sowie die daraus resultierende unginstige Prognose wurde hier-
bei bereits mehrfach in anderen Tumorentitaten wie beispielsweise dem Mammage- oder Ko-
lonkarzinom beschriebef4-46]. Im OC wurden hierbei bisher insbesondere die beidenrN:8Ker
AldehydDehydrogenase 1 (ALDH1) sowie CD133 charakterisiert wdfadls mit einer schlechten
Prognose assoziiefd7, 48] Die Auspragung dieser Parameter insbesondere im rOC und die damit
maoglicherweise verbundenen Auswirkungen aus ddinische Ansprechen der Patientinnen auf die
chirurgische Therapie wurden bisher jedoch nur ungentigend erforscht. In der ersten vorliegenden Stu-
die wurde daher an 112 Patientinnen mit gepaarten Tumorproben aus p@dOCOperationen Ex-
pressionsmusteder CS@Aarker ALDH1 sowie CD133 und deren Assoziation mit dem klinischen The-

rapieerfolg sowie dem Uberleben der Patientinnen tiberpriift.



Ein weiterer, die Karzinogese wesentlich beeinflussender Faktor ist die Mikrogefal3architektur. Sie
stellt eine grundlegnde Voraussetzung fiir die Versorgung des Tumors mit Sauerstoff und Nahrstoffen
dar und bedingt somit Tumorwachstum sowie Progression der malignen Erkrai@@]n®ie Angio-
genese wird auch in malignem Gewebe wesentlich durch den Vascular Endothelial GrowthAFactor
(VEGHA) reguliert[50]. Mit Bevacizumab wurde hierbei die erste zielgerichtete Therapie zur Antago-
nisierung von VEGK im OC eingfuihrt, welche zum Ziel hat, die Auspragung der MikrogefaRarchitek-
tur zu storen und somit den Tumorprogress zu verhindgfrj. Obwohl Bevacizumab bereits zum Kkli-
nischen Standard in der Erhaltungstherapie des fortgeschrittenen und rezidivierten OCs gehort, ist der
Uberlebensvortdiinsbesondere im rOC geringer als erhofft bei gleichzeitig hoher Nebenwirkungsrate
[52, 53] Das Verstandnis Uber dieeranderung der GefalRarchitektur sowie angiogefRektoren wie
VEGFA vom pOC zum rOC konnte hierbei wesentlich helfen, zukinftig die Effektivitat in der Patientin-
nenselektion fur eine individualisierte, antiangiogefteerapie deutlich zu stgérn. Aus diesem Grund
wurden in der zweiten vorliegenden Studie an 111 Patientinnen mit gepaarten Tumorproben aus pOC
und rOC die Expressionsmuster von VMBGIRd die Mikrogefal3dicht@nicrovessel density, MVD) ana-

lysiert sowie der Einfluss auf den klstien Verlauf und das Uberleben der Patientinnen untersucht.

Ein zusatzlicher klinisgiathologischer Faktor, welcher als Pradiktor fir den Erfolg der operativen The-
rapie im OC diskutiert wird, ist das Breast Cancer Antigen (BRCA). Hierbei handelt esaitbso-
maldominant vererbte Tumorsuppressorgene, welche in den beiden Varianten BRCAL1 und BRCA2 auf
den Chromosomen 17 bzw. 13 kodiert sidd, 55] Die Genmutationen wurden erstmalig in den
1990er Jahren in Verbindung mit hereditdrem Brustkrebs entdeckt, jedoch bestatigten nachfolgende
Unterauchungen das ebenfalls erhdhte Risiko von Mutationstragerinnen fir weitere Malignome wie
dem Kolon, Pankreasoder Ovarialkarzinonf56-60]. Als wesentliches Element des homologen Re-
kombinationssystems (HR) sind sie flr die Reparatur vorDdyelstrangbriichen und somit fir die
Erhaltung der Genomintegritat vorlegnentarer Bedeutund61]. Eine Mutation dieser Gene flhrt in

der Regel zu einem Aktivitatsverlust, weshalb BRCAmut Tumorzellendeesaanfallig gegentuber
Agentien, die Schaden in den DiS&uktur hervorrufen, sind. Hierzu zahlen insbesondere Rleln

tige Chemotherapeutika oder PAR#ibitoren, welche durch Storung der DiR&plikationsmecha-
nismen eine funktionslose Erbsubstanzywbringen, was wiederrum Apoptosemechanismen inner-

halb der Tumorzellen trigge{62]. Mit der 2014 eingefiihrten européaischen Zulassung von Olaparib

fur die Behandlung des Platgensitiven, BRGutierten rOC wurde auch beim Ovarialkarzinom erst-
malig eine auf dem BR@WAutationsstatus basierende individualisierte Therapieoption eingefthrt,
welche bisher sowohl bei der Erhaltungstherapie im Primabirauch im Rezidivstadium eine bedeut-
same Prognoseverbessmg zeigtd63]. Seither stellt die Analyse des BR&Atus einen wesentlichen

Anteil in der Therapieentscheidungsfindung des OC dar, weshalb eine genetische Testung gemalf der

aktuellen Leitlinie allen Patientinnen mit Neudiagnose eines OC angeboten werden [6dlite
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Hierdurch steigt die Relevanz des BRBIa#tus als Ansatzpunkir eine individualisierte onkologische
Therapie sowie als pradiktiver Marker fur die Vorhersage des Therapieerfolgs im OC d@5ig6&i

Hierbei wurde bei positivem BR@AUtationsstatus bereits das verbesserte Gesamtiberleben, Rezidiv
freie Uberleben sowie das bessere Ansprechen auf die Riasierte Chemotherapie nachgewiesen
[67]. Auch das verbesserte Ansprechen auf die chirurgische Therapie im pOC wurde in einer krzlich
publizierten Studieszon Ataseven et al. bestatif8]. Hierbei wurden 612 Patientinnen mit ermittel-

tem BRCAutationsstatus untersucht. BRCAmut Patientinnen zeigten mit 74,499 %sethe verbes-

serte Rate makroskopischer Komplettresektionen, dieser Unterschied stellte sich jedoch in der statis-
tischen Analyse als nicht signifikant heraus (p=(&8]) Hinsichtlich des Uberlebens zeigte sich jedoch

ein deutlicher Vorteil fur die chirurgisch therapierten BRCARatientinnen: sowohl das PFS mit 31

vs. 22 Monaten (p<0,001) als auch das OS mit 71 vs 53 Monaten (p=0,048) zeigte sich siggrifikant
langert[68].

Im rOCist die Rolle des BR@Autationsstatus als Pradiktor fir den Erfolg der operativen Therapie
und somit fur die Entscheidungsfindung fiir oder gegen die Sekundarresektion bisher jedoch nur unzu-
reichend geklar{69-71]. Aktuelle publizierte Untersuchungen wie die Studie von Yfat et al. deuten
jedoch darauf hin, dass BRCAmatientinnen auch in der Rezidivsituation haufiger chirurgisch thera-
piert werden kdnnerj72]. Anhand der aktell vorliegenden Studien lasst sich jedoch nicht zuverlassig
bestétigen, dass BRCAmut Patientinnen auch besser auf die chirurgische Therapie im rOC ansprechen
[73]. Die dritte mulizentrische Untersuchung hatte daher zum Ziel, den Einfluss desiB®atons-

status auf den chirurgischen Therapierfolg und das Uberleben in einer groRen Kohorte von 190 Pati-
entinnen mit mindestens einem GRezidiv zu ermitteln. Diese Erkenntnisse konhelfien, die prog-
nostischen Eigenschaften des BRMAationsstatus im rOC besser einzuschatzen und somit die po-
tenzielle Eignung zur Implikation in Klassifikationsmodelle wie beispielsweise defBdaGOzukiinf-

tig zu Uberprufen.

2. Methodik

2.1. Patientimenkollektiv

Alle drei ausgewahlten Studien schlossen Patientinnen mit mindestens eindRefdiv, welche je-
weils operativ mit dem Ziel der vollstdndigen Tumorresektion gefolgt von einerBkdiarten Che-
motherapie behandelt wurden, eildas Besteheniees Tumorrezidivs wurde mit Hilfe der Response
Evaluation Criteria In Solid Tumors (RECE8Tgilung bestatigf74]. PlatinResistenz wurde als Auf-
treten eines Rezidivs weniger als sechs Monate nach der letztmalig erfolgten Applikation einer Platin

haltigen Chemotherapie definiert. Trat das rOC jedoch langer als sechs Monate nalghatieraligen



Platinhaltigen Chemotherapiezyklus auf, wurde es als Rkdimsitiv eingestuftDie initiale Studien-
kohorte beinhaltete Patientinnen, welche die Einschlusskriterien erfillten und an einem der folgenden
SdzNB LINA A OKSy ¢ dzY 2 KanSey Thdidpyl YR/5D I aihA@d SNRal2yR St a t NBf 2
TIPS) Konsortiums therapiert wurden: Chatitéiversitadtsmedizin Berlin, Medizinische Universitét In-
nsbruck (OsterreichKatholieke Universiteit Leuven (Belgien), Universitatsklinikum HarrBppgn-

dorf und University of Edinburgh (Vereinigtes Kdnigreich). Die ersten beiden Studien untersuchten die
gepaarten Tumorproben mittels immunhistochemischer Farbungen und schlossen hierbei Patientin-
nen, welche zwischen 1985 und 2013 behandelt wurden, ein.i¥ie 8tudie analysierte den Einfluss

des BRGMutationsstatus hinsichtlich des chirurgischen Therapieerfolgs und des Uberlebens und be-
rucksichtigte Patientinnen, welche zwischen 219 therapiert wurden. Eingeschlossen wurden Pa-
tientinnen mit bestéatiger HGSO®Elistologie, quantitativ sowie qualitativ ausreichendend vorhande-
nem gepaartem pOQind rOCTumorgewebe flr die immunhistochemischen Farbungen sowie voll-
standigerklinischoperativer und histopathologischer Dokumentation der gesamten Therapie eAusg
schlossen wurden Patientinnen mit anderen histologischen Tumortypen oder lickenhafter Therapie-
dokumentation, neoadjuvanter Chemotherapie fur die zweite Studie sowie Therapiebeginn vor dem
Jahr 2000 fir die dritte Studie. Fur die dritte Studie erfolgtéitlich eine Unterteilung der Kohorte

in Patientinnen mit bestatigter BR&@Autation (BRCAmut) sowie Patientinnen ohne BR@Ckation

bzw. mit unbekanntem BRERatus (BRCAwt). Die Ermittlung des BRID#ationsstatus erfolgte aus

den vorliegenden Gewebeproheder Operationsresektate. Die Einteilung des klinischen Tumors-
tagings erfolgte basierend auf dEédération Internationale de Gynécologie et d'Obstétrigabs0)

1988 Klassifikation.

2.2. Datendokumentation

Die Informationen zu klinisebperativen sowe histopathologischen Parametern wurden der zentralen
Datenbank des OCTIPS Konsortiums entnommen und bei Bedarf mit fehlenden Daten aus den Patien-
tinnenakten der jeweiligen Kliniken ergénzt. Direkt nach Abschluss der chirurgischen Eingriffe erfolgte
jeweils eine standardisierte Befragung der Operateure zur Evaluation der Tumorausbreitung sowie der
RAINDKISTNKNISY 2LISNF GADSY aldylKYSys St OKS T dzNJ
GAGS al LIWAY3I 2F hBFENRLY /I yOSNKNhS BEAGD aOBNBYyYFald
tiken erfasst wurder75, 76] Neben dem Einverstandnis aller teiinehmenden Patientinnen zur Verof-
fentlichung der Daten wurde vor Studienbeginn Genehmigungen der jeweiligen Ethikkommissionen
eingeholt(EK207/2003, EK260, ML25P6/S1101/16 EK130113).



2.3. Histopathologische Begutachtung und Immunhistochemie

Vor Durchfihrung der studienspezifischen Untersuchungen erfolgte zunéchst die zentrale histopatho-
logische Zweitbegutachtung zur Verifizierung der HGB@gnose sowie Qualitatsbeurtieng des Tu-
morgewebes aus pOC und rOC zur Durchfihrung der immunhistochemischen Farbdiegbai

wurde die World Health Organization (WHO) 2014 Klassifikation zur histopathologischen Charakteri-
sierung der Gewebeproben sowie Einteilung des Tumorgradimggssaandt[77].

Fir die Durchfihmg der immunhistochemischen Farbungen wurden Tissue Microarrays (TMAs) der
pOG und rOGTumorproben mit jeweils zwei Stanzen angefertigt, welche mindestens 90% maligne
Zellen enthalten mussten. Die Schnitte wurden fur finf Minuten in Xylol entparaffiimeginer ab-
steigenden Alkoholreihe rehydriert und anschlie3end fur finf Minuten in einem Dampfdruckkochtopf
in Citrat (fir die ALDHlbzw. CD3Farbungen, pH= 6,0) bzw. EBAUfferldsung (fir die VEG¥ bzw.
CD133Farbungen, pH=9,0) vorbehandelt. Fie dnmunhistochemische Farbung wurden ati-

mane Antikérper von der Maus (fur die ALDidfid CD133darbungen) bzw. vom Kaninchen (fir die
CD31bzw. VEGH-Farbung) verwendet. Anschlieend erfolgte die chromogene Visualisierung des Er-
gebnisses mit Hilfe ¢iS & -Diamino%enzidins (DAB+, Firma DAKO, Glostrup, Danemark) sowie eine
Gegenfarbung mit Hamatoxylin. Die Auswertung der Farbungen erfolgte mit Hilfe semiquantitativer
Verfahren: fur die CD13Barbung wurden die TMAs in CDI¥8}ative (weniger als zet®rozent po-
sitiver Tumorzellen) sowie CD1B8sitive (zehn oder mehr Prozent geféarbte Tumorzellen) Schnitte
unterteilt. Basierend auf der CD&arbung erfolgte die Bestimmung der MVD durch Mittelwertbil-
dung der Z&hlergebnisse dreier Tumorregionen mit dehisten CD3Expression. Hierbei wurde wie-
derrum in Tumoren mit geringer (MVPD, bei< 16,3 GefaRdetektionen) bzw. hoher MikrogefaRdichte
(MVD'™" bei2 16,3 GefaRdetektionen) eingeteilt. Die hierbei verwendetenaftiBereiche wurden
anhand bestehender Beschreibungen aus vorherigen Studien gef@8{80]. Die ALDHlund VEGF
A-Farbungen wurde jeweils mittels eines semiquantitativen immunreaktiven Scores (IRS) basierend
auf der Anzahl positiver Tumorzelle¢  T'cvml M /siam T H T mutipliziért mit deo
Farbeintensitaty S3AF 6A G ' n aOKgl OK I wmT [81 Ri€ Ndrbéi efmit-1 T a il
telten Ergebnisse des IRS reichen von null bis neun, wobei im Falle der-A&DHiig Tumorschnitte

als ALDHhegativ bei einem IRG1 sowie als ALDHdositiv bei einem IRS2 eingestuft wurden. Bei

der VEGFA-Farbung galten Tumorschia als VEF@-negativ im Falle eines IRS sowie al&/EFGA-

positiv bei einem IRS4.

2.4. Statistische Auswertung

Die statische Auswertung der ermittelten Werte erfolgte an der Chdui&ersitatsmedizin Berlin mit
Hilfe von IBM SPSS Statisticssier 22 bzw. 24 (IBM Corporation, Armonk, NY). Hierbei wurden Un-

terschiede in der Expression immunhistologischer Parameter zwischen pOC und rOC mittels des



zweiseitigen{ LIS NI y Qa8 OKSy o061 6d YSyRIftft Oa0KSY whk-y3] 2 NN
VorzeichenRanktests ermittel{82, 83] Fur die Korrelationsermittiung der immunhistologischen Er-

gebnisse sowie des BRGfatus mit den klinisecpathologischen Dat¢ ¢ dzZNRS RSNJ CA 4 KS NI
verwendet. Fiir die Ermittlung der Uberlebensdaten fiir Overall Survival (OS) und ProgFessi@ur-

vival (PFS) wurden Kaplan Meier Kurven erstellt und die Unterschiede mittels dBsihlotests er-

mittelt [1, 82, 83] OS wurde als Zeitraum von Erstdiagnose bis zum Todeszeitpunkt oder Datum des
letzten Kontrolluntersuchung definiert. PFS wurde als Zeitraum von der operativen Therapie bis zum
Tumorprogress oder Todeszeitpunkt definiert. Es wurdéleyte von< 0,05 als statistisch signifikant

gewertet.

3. Ergebnisse
3.1. Klinische Charakteristika der Kohorten

Die erste multizentrische Studie zur Evaluation der CBXd88. ALDHpositiven Stammzellen im pOC
und rOC untersuchte insgesamt 112 Patientinf&j. Alle Patientinnen hatten die histopathologisch
bestéatigte Diagnose eines HGSOC. Ublicherweise wurde die Erkrankung i8t&d@®&a 111 (1,8% FIGO
I, 5,4% FIGO, B3% FIGO lll, 9,8% FIGO IV) bei einem medianen Patientinnalter von 56 Jafiien (33

Jahre) diagnostiziert.

Die zweite multizentrische Studie untersuchte in einer Kohorte von 111 Patientinnen mit histopatho-
logisch bestétigter HGSeTagnose die Mikrogefélichte in pOC und rOB3] Das mediane Patien-
tinnenalter bei Erstdiagnose betrug 56 Jahre-{33Jahre) und die meisten Patientinnen wurden im
FIGGStadium Il (1,8% FIGO 1, 4,5% FIGO 11, 83,8% FIGO Ill, 9,9% FIGO IV) diagnostiziert.

Fur die dritte mulizentrische Studie zur Analyse der Entwicklung klinischer Faktoren im Verlauf des
rezidivierenden OC wurden 190 Patientinnen eingeschlofideias mediane Alter bei Erstdiagnose
betrug 55 Jahre (285 Jahre). Die mediane Nachbeobachtungsdauer nach erfolgter operativer pOC
Therapie betrug 51,7 Monate (667214 Monate). In diesem Zeitraum verstarben 124 (65,3%giuter
geschlossenen Patientinnen. Alle Patientinnen hatten eine bestatigte HEB®{gie und die Mehr-

heit der Patientinnen wurde initial im FIG&adium Il (1,6% FIGO I, 5,3% FIGO Il, 77,9% FIGO lll, 15,3%
FIGO 1V) diagnostiziefie klinischen Charaktistika der Patientinnen der dritten multizentrischen

Studie sind in Tabelle 1 dargestellt.



Tabelle 1 Charakteristika der eingeschlossenen Patientinfign

BRCAwt/unbe-
Gesamt BRCAmut kannt p-Wert

Gesamte Kohorte n (%) 190 (100) 46 (24) 92 (48.2)/52 (27.4)
Zentrum-n (%)

Berlin 145 37 108

Innsbruck 11 2 9

Leuven 29 6 23

Edinburgh 5 1 4
Durchschnittliches Alter Jahre (Bereich) 55 (2075) 53 (3#69) 57 (2675) 0,018
Enddiagnose n (%) 0,220

Ovarialkarzinom 182 (95,8) 42(91,3) 140 (97,2)

Tubenkarzinom 42,1 24,3 21,4

Primares Peritonealkarzinom 42,1 24,3 2(1,4)
Histologie bei Primardiagnosen (%) 0,589

Sers 179 (94,2) 46 (100) 133(92,4)

Endometroid 5 (2,6) 0 (0) 5(3,5)

Weitere 6 (3,16) 0 (0) 6 (4,17)
Grading bei Erstdiagnosen (%)

I 4(2,1) 1(0,5) 3(2,2) 0,760

[ 36 (18,9) 7(152) 29 (20,1)
Il 150 (78,9) 38 (82,6) 112 (77,8)
FIGO Stadiumn (%) 0,610
| 3(1,58) 0(0) 3(2,1)
I 10 (5,26) 2(4,3) 8(5,6)
Il 148 (77,89) 37 (80,4) 111 (77,6)

\Y, 28 (14,74) 7(15,2) 21(14,7)
Primartherapie

Primare Resektion 141 (74,2) 36 (78,3) 105 (72,9) 0,673

IntervallResektion 16 (8,4) 4(8,7) 12 (8,3)

Komplettierungsoperation 33(17,4) 6 (13) 27 (18,8)

3.2 Immunhistochemische Farbungen
3.2.1. CD133und ALDHEXxpression

Die untersuchten gepaarten Tumorproben wiesen edignifikant haufigere CD13&xpression im

pOC verglichen zum rOC auf (49,1% vs. 33,0%, p=0,03). Die immunhistochemische Farbungir CD133
ist beispielhaft in Abbildung 1 dargestellt. In der ALEEfiression hingegen konnten keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen Gewebeproben aus Prmndd Rezidivstadium festgestellt wer-

den (37,5% vs. 36,6%, p=1). Es konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen einer Co

Expression der beiden Parameter in der p@@ rOGSituation ermitteltwerden (p=0,174)32].



Abbildung 1.Immunhistochemische Farbung zur Darstellung der CEEKpBession in pOC: (a) CD133
und (b) CD133owie rOC: (c) CD1338nd (d) CD13382]

3.2.2. Angiogen&xpressionen (VE@¥und Mikrogefal3dichte)

Obwohl bei Primardiagnose in einem hdheren Prozentsatz der Tumorproben eine hohe Mikroge-
faldichte verglicen zum Rezidiv nachgewiesen werden konnte (75,7% vs. 51,4%), war der Unterschied
zwischen den gepaarten pohd rOCGGewebeproben nicht signifikant (p=0,94). Die immunhistoche-
mische Farbung von CD3ur Bestimmung der MVD ist beispielhaft in Abbildung&ydstellt. Wah-

rend in der Primarsituation MVB'-Gewebeproben eine signifikant hohere Infiltration mit CD3
(p=0,029) sowie CD®= 0,013) ILymphozyten zeigten, konnte dieser Zusammenhang im rOC nicht

mehr nachgewiesen werden.

1C



Abbildung 2.Immunhistochemische Farbung zur Darstellung der CB2firession und Berechnung

der MikrogefaRdichte in pOC: (a) MWund (b) MVDY sowie rOC: (c) MV und (d) MV [83]

Es wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen pOC und rOC bedaghdBGHA-Expression
ermittelt (p=1). Konkret betrug die Anzahl der VE&gbositiven Tumorproben in pOC und rOC jeweils
20,7% und jeweils 79,3% der Tumorproben wurden als \Et&igativ bewertet. Die VEGYExpres-
sion zeigte keine statistisch signifikantBusammenhange mit derZelHnfiltration (p=0,257 fur CD3
p=0,204 fur CD$.

3.3. BRGStatus

Die Ermittlung des BREGHatus erfolgte ebenfalls aus den vorliegenden Gewebeproben. Hierbei hat-
ten bis Ende des Nachbeobachtungszeitraums 72,6% der Patientinnen einen verifizierteBtBiREA

mit folgender Verteilung: 15,8% BRCA1mut, 10% BRCA2mut uktd BRCAWL]. Bei den restlichen
27,4% der Patientinnen war der BRS#tus nicht bekannt und sie wurden fleditatistische Auswer-

tung in eine Gruppe mit den BRCARdtientinnen zusammengefiihrt. Die BRCAJRatientinnen wa-

ren zum Zeitpunkt der OErstdiagnose durchschnittlich vier Jahre jinger verglichen zur BRCAwt Ko-
horte (53 vs. 57 Jahre, p=0,018).
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3.3.1. Zusammenhang zwischen BRBT#tus und Tumorausbreitung sowie chirurgischem Therapieer-

gebnis

Bei Primardiagnose befanden sich mit 80,4% der BRCAmut Patientinnen und 77,6% der BRCAwt Pati-
entinnen jeweils der Grof3teil der jeweiligen Kohorten im F&&@ium Ill, was keinen signifikanten
Unterschied darstellte (p=0,610). Gleichzeitig war bei den BRCAmut Patientinnen im pOC ein signifi-
kant hoherer Befall des Mittelbauchs entsprechend WYel 2 feststellbar (91,7% vs. 75%, p=0,034).

Im rOC konnten keingignifikanten Unterschiede im Tumorbefallsmuster annotiert werden. Trotz der
aggressiveren Tumorausbreitung bei BRCARattentinnen unterschied sich das Ausmalf der notwen-
digen chirurgischen MalRBhahmen gemal} SCS zwischen beiden Gruppen weder im pOCami6redi
Punkten (p=0,407) noch im rOC mit median 3,0 Punkten fur die BR&mmpe sowie 2,0 fur die
BRCAwKohorte (p=0,089) Gruppen signifikant. In der Primarsituation konnten BRCAmut Patientinnen
haufiger makroskopisch tumorfrei operiert werden (82,680 ¥5,7%), wobei der Unterschied nicht
signifikant war (p=0,329). Im rOC jedoch verfestigten sich diese Unterschiede und ergaben mit 82,1%
vs. 56,4% (p=0,004) im ersten Rezidiv und 75% vs. 26.8% (p=0,005) im zweiten bzw. dritten Rezidiv
einen signifikant Bheren Anteil an makroskopisch tumorfrei operierten BRCAmut Patientinnen. Eine
nachfolgend durchgefiihrte multivariate Analyse der beiden Kohorten ergab, dass lediglich das Patien-
tinnenalter bei Erstdiagnose einen signifikanten pradiktiven Wert fur dascEeme einer makroskopi-

schen Komplettresektion darstellt (OR 1,062; Cl 95% 1101116; p=0.016). Im rOC hingegen war der
BRCAStatus signifikant mit der vollstandigen Tumorresektion korrelierend (OR 0,214; Cl 95% 0,078
0,587; p=0,003), wahrend das Patiemtznalter keinen signifikanten prognostischen Einfluss mehr

vorweisen konnte (OR 0,972; Cl 95% 0,93®7; p=0,115).

Die préoperativ gemessenen CAidarkerlevel waren bei BRCAmut Patientinnen mit 731 vs. 199
U/ml (p=0,021) im pOC und 241 vs. 96 U/mI0(066) im ersten Rezidiv signifikant gegentber den
BRCAwt Patientinnen erhoht. In den weiteren Rezidiven lieRen sich keine signifikanten Unterschiede
mehr feststellen (210 vs. 156 U/ml; p=0,749). Bezlglich weiterer klinischer Parameter wie Aszites-
menge, Linphknotenbefall oder Fernmetastasierung liel3en sich zwischen den beiden Gruppen weder
im pOC noch im rOC signifikante Unterschiede feststellen. Die Korrelation desSBER@GAMIt den

klinischpathologischen Faktoren ist in Tabelle 2 im Anhang zusammesyjefa

3.3.2. Zusammenhang zwischen BFEBI#fus und den immunhistochemischen Parametern sowie Aus-

wirkung auf das Uberleben der Patientinnen

BRCAmut Patientinnen zeigten ein signifikant verlangertes OS verglichen zur ERRGgmwppe mit
80,6 vs. 56,3 Monate(p=0,003; Abbildung 3). Das PFS war in allen Phasen der Erkrankung unter den
BRCAmut Patientinnen verlangert, zeigte jedoch nur im ersten Rezidiv mit 22 vs. 15 Monaten einen

signifikanten Unterschied (p=0,025; Abbildung 4).
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Abbildung 3:Darstellung de Gesamtuberlebens in Abh&angigkeit vom BRID#ationsstatug[1]
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Cumulative survival
Cumulative survival
Cumulative survival
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®
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Abbildung 4:Darstellung des Progressioefieien Uberlebens der Patientinnen (a) nach Primérdiag-

nose, (b) nach dem ersten Rezidiv und (c) nach dem zweiten bzw. dritten REzidiv

In der BRCAmut Kohorte war bei Primérdiagnose signifikant haufiger eineAME@Fession bzw.
VEGFA/MVD"9"Koexpression zu verzeichnen (p=0.019). Wurde eine Y&EBression (76 vs. 52
Monate, p=0,036), MVI"Status (67 vs. 46 Monate, p=0,019) oder Koexpression beider Faktoren (76
vs. 52 Monate, p=0,021) im pOC festgestellt, so ergab dies jeweils eirfikargaiVerlangerung des

OS der Patientinnen. Dieser Zusammenhang ist grafisch in Abbildung 5 dargestellt. Fir das PFS konnten
keine signifikanten Korrelationen zwischen den genannten Faktoren nachgewiesen werden (p=0,318

fur VEGFA-Expression; p=0,114 fiVD""-Status und p=0,643 fur VEBFMVD""-Koexpression).
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VECGF neg | no co-expression

MVD low MVDhigh /VEGFpos co-expression

MVD high _ VELS pos

P=0.019 P=0.036 .. P=0.021

Abbildung 5:Zusammenhang zwischen (a) M¥EStatus, (b) VEG&Expression oder (c) Koexpres-
sion beider Faktoren im pOC mit dem Gesamtiiberleben der Patientinr&oh@é: Monate; “Achse:

Uberlebenswahrscheinlichkeif$3]

Es konnte keine signifikante Korrelation zwischen BRCAmut Status und der Expression von CD133
ALDH1 oder der Koexpression beider Faktoren in pOC und rOC festgestellt werden (p=0,769 fir
CD133, p=0,575 fur ALDH1; p=6,bfir CD133 ALDH1Koexpression). Der Nachweis einer CD133
Expression im pOC verkirzte das OS der Patientinnen mit 51 vs. 71 Monaten signifikant (p=0,02) und
auch das Progressionsfreie Intervall (PFI) wurde hierdurch mit 9 vs. 17 Monaten signifilkéinztver
(p=0,04). Im Hinblick auf das PFS im rOC lieRen sich jedoch keine signifikanten Unterschiede mit Hin-
blick auf die CD13&Expression nachweisen (p=0,868). Der Zusammenhang zwischen der-E133
pression im pOC und dem Uberleben der Patientinnen i8bisildung 6 dargestellt.

a 100 MCD133 (+) cd CD133 (=) c 0 CD133 (-)
N CD133 (+) b CD133 (+) . CD133 (+)

Cumulative OS rate
Cumulative PFl rate
Cumulative PFS rate

P=0.868
P=0.020 N P=0.040

1% 130 200 250 . - N
months months months

Abbildung 6:Zusammenhang der CDI3xpression im pOC und (a) dem Gesamtiberleben, (b) dem

Progessiondreien Intervall sowie (c) dem Progressidrsien Uberleben der Patientinng82]

Die ALDHEXxpression hatte keinen signifikanten Einfluss auf das OS oder PFI der Patientinnen. Konkret
betrug das mediane OS der ALBptEitiven und ALDHdegativen Patientinnen 52 vs. 64 Monate
(p=0,402) und das PFI betrug 9 ¢8. Monate (p=0,199). Patientinnen mit einer CD18BDH1
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Koexpression zeigten ebenfalls ein signifikant verkiirztes Uberleben. In dieser Subgruppe betrug das
OS gegenuber Patientinnen ohne Koexpression 46 vs. 68 Monate (p=0,019) und das PFI 9 vs. 17 Monate
(p=0,015), wahrend sich beziiglich des PFS keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen
feststellen lieRen (p=0,898). In einer nachfolgend durchgeflhrten multivariaten Analyse unter Bertck-
sichtigung des Patientinnenalters, des H&@diums, depostoperativen Tumorrests und der Platin
Sensitivitat konnte die CD13BLDHKoexpression als signifikanter prognostischer Marker fur ein
verkurztes OS (HR 1,707; 95% CI 10&81; p=0,045) sowie PFl (HR 1,638; 95% CI-2,698;

p=0,036) identifizigrwerden.

4. Diskussion

4.1. Klinische Relevanz der untersuchten Fragestellungen

Obwohl im pOC dieadikale operative Tumorresektion mit nachfolgender platinhaltiger Chemothera-
pie sowie ggf. einer folgenden Erhaltungstherapie mit Bevacizumab oder einerditAB®r bereits

zum internationalen TherapiKonsensus gehort, ist die Frage nach der richtigeerapieentschei-

dung im rOC weiterhin Thema einer belebten Diskussion. Mit der durch zunehmende Modernisierung
operativer Verfahren und den erfolgreichen Einzug individualisierter Behandlungsansétze wie PARP
Inhibitoren verbundenen Erweiterung des therapischen Spektrums kénnen nun auch Patientinnen

in fortgeschrittenen Krankheitsstadien effektiv und lebensverlangernd behandelt werden. Um auch
weiterhin das Ziel der personalisierten Tumortherapie zu verfolgen, gehort es zu den Hauptaufgaben
aktueller Foschungsvorhaben, die Tumorbiologie des HGSOC und deren Verbindung mit dem chirur-
gischen Therapieergebnis in moéglichst allen Krankheitsstadien zu verstehen. Dies ermdglicht einerseits
den Zugang zu neuen molekularen Therapieansatzen und erweitert andésestedig das Konzept zur
Entscheidungsfindung in komplexen und fortgeschrittenen Krankheitsstadien bei der Frage, welche

Patientinnen einer erfolgreichen chirurgischen Therapie im rOC zugefuhrt werden kénnen.

4.2 Interpretation der Ergebnisse und Einoudg in den aktuellen Stand der Forschung

Mit Hilfe der drei prasentierten Studien ist es gelungeesentliche Erkenntnisse tiber den Krankheits-
verlauf sowie neue prognostische Faktoren fur die Therapie des rezidivierenden Ovarialkarzinoms zu
gewinnen. In einem der bisher gréf3ten publizierten Kollektive mit gepaarten Gewebeproben von pOC
und rOGOperatbnen wurde bestatigt, dass die CDIEXkpression im Verlauf der é¥ekrankung ab-
nimmt, wahrend die ALDHHExpression keiner signifikanten Veradnderung unterlauft. Gleichzeitig
wurde festgestellt, dass die erhohte CDX:EXpression im pOC mit einem signifikeerkiirzten Uber-

leben einhergeht. Diese Erkenntnisse sind teilweise in Einklang mit der existierenden Literatur. In einer

von Zhou et al. veroffentlichten Metaanalyse mit insgesamt 1051 Patientinnen wurde ebenfalls die
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statistisch signifikante Beziehungigchen erhdhter CD13&Expression mit fortgeschrittenem FIGSO
Stadium sowie verringertem OS verifiziert, obgleich auch andererliGiten abgesehen vom HGSOC
bertcksichtigt wurdef84]. Obwohl dé erhdhte ALDHEXxpression bei gynakologischen Tumorentita-

ten wie dem Mammakarzinom aber auch weiteren Malignomen wie dem Luragka kolorektalen
Karzinom mit einer signifikant verschlechterten Prognose assoziiert wurde, konnten diese Ergebnisse

in der \orliegenden Studie am HGSOC nicht bestétigt wefden46, 84]

In einer grof3en Metaanalyse mit insgesamt 1111 Patientinnen berichteten Yu et al. von einer statisti-
schen Korrelation der VE@&ewebeexpression im pOC mit verkirztem PFS un8%)DieseErgeb-

nisse konnten in der zweiten Studie nicht bestétigt werden. Dies kénnte einerseits an der kleineren
Kohorte liegen, allerdings wurden in der genannten Studie samtlich8ub€/pen und lediglich im

pOC eingeschlossen. Daraus lasst sich schlieBenyE&S im HGSOC zumindest nicht den wesentli-
chen Faktor fir die molekulare Entwicklung im rOC zu sein scheint, sondern als supportiver Tumorpro-
gressionsfaktor betrachtet werden solfi@3]. Interessanterweise waren Patientinnen mit hoher VEGF
A-Expressionbzw. VEGR-/ MVD'""“Koexpression in unserer Kohorte am haufigsten ebenfalls
BRCAmut. In dieser Konstellation liel3 sich ebenfalls ein signifikant verlangertes OS feststellen. Yin et
al. bestatigten diesen Zusammenhang zwischen BRG&tatis und erhdhteWEGFGensignatur im
OCJ[86]. Obder Uberlebensvorteil jedoch nicht hauptsachlich durch den BRGSmatits, welcher
ebenfalls als prognostisch giinstiger Faktor in unserer Untersuchung validiert wurde, verursacht wird,

sollte durch weitere dezidierte Studien tberprift werden.

Insbesonderalie dritte Studie konnte weitreichende Einflisse des BRIOfationsstatus auf die Kili-
nische Ausbreitung, den chirurgischen Therapieerfolg und das Uberleben der Patientinnen tiber groR-
tenteils mehrere O@Rezidive hinweg darstellen. Es wurde bestatigt, @8€Amut Patientinnen ein

um 24,3 Monate verlangertes Gesamtiiberleben sowie ein in jedem Krankheitsstadium verlangertes
progressionsfreies Uberleben gegeniiber BRCAwt Patientinnen zeigen, wenn sie chirurgisch behandelt
werden. Diese Erkenntnis ist ein Eimidanit anderen internationalen Studien und wurde durch eine
grol3 angelegte Metaanalyse von Wang et al. bestétigt, welche insgesamt 61 Artikel untef8u¢hte

In einer weiteren, kirzlich publizierten Studie von Baum et al. wurden klinische Charakteristika, welche
mit dem Langzeitiiberleben von Patientinnen mit HGSOC -{&mg survivors, LTS), definiert als OS
Uber acht Jahre, asziiert sind, untersucht. In einer groRen multizentrischen Kohorte von 131 LTS und
einer Kontrollgruppe, welche aus 145 Patientinnen mit einem OS unter funf Jahren bestand, wurde
ebenfalls ein sehr hoher Anteil von BRCAmut Patientinnen von 46,3% inQl€olhdrte festgestellt.

Diese Pravalenzrate von BRCAmut Patientinnen liegt deutlich tGiber den tblicherweise berichteten Mu-
tationsraten von 1680% in ausgewogenen @®horten anderer Studief88-90]. In einer weiteren

Studie von CandiddosReis et al. wurden insgesamt 6556 Patientinnen mit OC hinsichtlich des Ein-
flusses des BREMutationsstatus auf das Langzeitiberleben untersudBi]. Wahrend das
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FunfjahresOS mit 45% fir BRCAInd 54% fur BRCAQutationstragerinnen vs. 42% fir die BRCAwt
Subkohorte noch vorteilhaft ausfiel, wendete sich die Statistik im Zehnjafeegeich. Hier betrug

das OS noch 25% fir BRE&#d 35% fur BRCAZutationstragerinnen vs. 30% fiur die BRCAwt Pati-
entinnen[91]. Eine mdgliche Erklarung fir dieses Phanomen sind Resistenzmechanismen, welche ver-
mehrt unter BRCAmuPatientinnen mit einer verlangerten Exposition gegenlber platinhaltigen
Chemotherapeutika nachgewiesen werden konnfeg]. Eine der Haupthypothes fur die Entste-

hung dieser Resistenzen beruht auf sekundéaren Mutationen in einer Subpopulation von Tumorzellen,
welche die urspriingliche Funktion des BRI@#norsuppressorgens zurtickerlangen und somit resis-
tent gegentber der medikamentdsen Systemtherapierden konnen[93, 94] In einer Studie von
Norquist et al. wurde aus Tumorzellen von 64 pQ@l 46 rO@roben mittels Lasermikrodissektion
DNA gewonnen und mit Hinblick auf den BFRE&AuUs sequenzierf95]. Sie stellten in 13 der 46 rOC
Proben sekundéare BRCAINitationen fest, welche die ursprungliche Gaktivitat wiederherstell-

ten [95]. In dieser Subkohorte zeigten 12 ein Pla#sistentes Rezidi®5]. Ahnliche Beobachtungen
wurden in der Entstehung von Resistenzen gegeniber der Therapie mitl#iBidren beschrieben

[61]. In einer Studie von Lin et al. wurde hierzu aus Blutplasma von 112 BRCAmut Patientinnen, welche
mit dem PARMhibitor Rucaparib therapiert wurden, zirkulierende zellfreie DNA gewonnen und se-
guenziert[96]. Sie stellten in 18% der Platiefraktaren und 13% der Platiesistenten Patientinnen

eine sekundare Reversiga-wild-TypeMutation fest, wahrend lediglicB% der Platirsensitiven Pa-
tientinnen eine derartige Veranderung der Genexpression vorweisen kofiggdnWeiterhin zeigten
diejenigen Patientinnen, welche pratherapeutisch keine sekundéare Mutation aufwiesen, mit 9,0 vs. 1,8
Monaten ein signifikant verbessertes PFS (p<0,0001) unter Rucdpaibpie gegeniber der Gruppe

mit nachgewiesener sekundarer Mutatig@6]. Basierend auf der Reversitorwild-TypeMutations-
theorie ist anzunehmen, dass diejenigen Tumorzellen mit sekundarer Mutation derB&@&pres-

sion einen Selektionsvorteil vorweisen und aufgrund ihrer Resistenzmechanismen gegenuber der ap-
plizieten Systemtherapeutika nicht effektiv bekdmpft werden sondern weiter proliferieren kdnnen
[97]. Unter Berticksichtigung der Erkenntnisse aus der dritten prasentierten Studie, welche deutliche
bessere chirurgische Resektionsraten in der BRCAmlbrte auch im mehaichen rOC bestéatigte,
sprechen diese Erkenntnisse flr die Implementierung des BRC3tauis als befliirwortendes Argu-
ment zur chirurgischen Therapie auch im fortgeschrittenen Krankheitsverlauf. Mit Hilfe der gezielten
chirurgischen Zellreduktion kdnnen hiei resistente Tumorzellklone eliminiert werden, was die Ef-
fektivitat der postoperativen medikamentdsen Erhaltungstherapie steigert und gleichzeitig den Lang-
zeiterfolg des multimodalen Therapiekonzepts durch Unterdriickung von Resistenzentwicklungen er-
hoht.

Obwohl BRCAmut Patientinnen durchschnittlich vier Jahre friher erkranken und bereits in der pOC

Situation einen aggressivere Tumorausbreitung vorwiesen, konnte in diesen Fallen haufiger eine
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makroskopische Komplettresektion des Tumors erreicht werden,daas/erbesserte Gesamtiberle-

ben der rOC Patientinnen erkléaren kdnnte. Hierbei stellt sich die Frage, ob die h6heren Resektionsraten
allein auf das jlngere Alter der Patientinnen mit konsekutiv erweiterten Méglichkeiten einer radikalen
operativen Therapi@ufgrund des durchschnittlich besseren allgemeinen Gesundheitszustandes zu-
rickzufiihren sind. Diesbezlglich untersuchte Hyman et al. eine Kohorte von 3&7ap@©@innen

mit bekanntem BRGAtatus und analysierte das Uberleben und das Ergebnis der chithegihera-

pie [98]. Gleichermaf3en wurde festgestellt, dass BRCAmut Patientinnen mit einem verbessertem OS
(60 vs. 40,3 Monate, p<0,001) und héherem Anteil der makroskopischen Komplettresektion (84,1% vs.
70,1%, p=0,02) einherging¢®8]. In da multivariaten Analyse der Studie verlor der BRSI#tus je-

doch seine statistische Signifikanz und lediglich das Patientinnenalter stellte einen signifikanten Pré-
diktor fur die Komplettresektion dar. Diese Erkenntnisse wurden in der vorliegenden Stsittdidte
allerdings wurden die Patientinnen zusétzlich Gber mehrfache Rezidive hinweg analysiert. Interessan-
terweise konnten die BRCAmut Patientinnen im rOC signifikant h&ufiger tumorfrei operiert werden
und der Effekt des geringeren Patientinnenalters niaht mehr feststellbar. In der multivariaten Ana-

lyse im rOC stellte sich der BREtAtus als einziger unabhangiger Faktor fiir eine statistisch signifikante
Korrelation mit der makroskopischen Komplettresektion des Tumors heraus. Diese Erkenntnis wurde
in einer klrzlich publizierten Studie von Estati et al. bestatigt: sie ermittelten in ihrer Kohorte von 127
Patientinnen im ersten ORezidiv eine Rate von 89,5% makroskopischer Komplettresektion in der
BRCAmutund 65,2% in der BRCAwt Gruppe, was vergleichbt den Erkenntnissen aus der dritten
Studie isf73].

In einer weiteren Studie von Marchetti et al. wurden 126 #@24@ientinnen, darunter 76 (60%) BRCAwt

und 50 (40%) BRCAmut, hinsichtlich des Erfolgs der chirurgischen Therapie arj@Bjsies wurde
festgestellt, dass BRCAmut r®@@&tientinnen signifikant h&ufiger chirurgisch therapiert dem (66%

vs. 49%, p=0,04). Erfolgte eine chirurgische Therapie im rOC, so hatte dies sowohl fii-r BR@Awl
BRCAmuPatientinnen einen gunstigen prognostischen Einfluss. Mit einglahBesUberleben nach

dem ersten Rezidiv von 78% vs. 54% schienenatdndie BRCAmRatientinnen noch deutlich mehr

von der operativen Therapie im rOC zu profitief@8]. Diese Ergebnisse sprechen dafir, dass die bes-
seren Therapieergebnisse nicht nur auf das jungere Alter der Patientinnenzaltéitkzufiihren sind,
sondern der BRCAm&tatus selbst einen Pradiktor fiir die gute Zuganglichkeit zur operativen Thera-
pie im rOC zu sein schefi2].

In der Patientinnenselektion im rGt sich bisher im deutschsprachigen Raum der S6@e etab-

liert und gute Ergebnisse erzigk2, 32] Gleichzeitig z&hlt der noch verbesserungswiirdige negativ
pradiktive Wert vord8,566,7% der rO®atientinnen, welche trotz negativem A&SBore dennoch
makroskopisch tumorfrei operiert werden kénnen, zu den Hauptkritikpunkten der aktuellen Klassifika-

tion [33, 36, 37] In einer kirzlich publizierten Studie von Bogani et al. wurden diese Ergebnisse mit
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einer Rate von 63,4% Kompietsektion im rOC in einer groRen Kohorte von 194 Patientinnen zuletzt
bestétigt[40]. Folgerichtig wurde geschlussfolgert, dass der negativ pradiktive Wert desS&a€s

nur durch die Erforschung und Einfihrung weiterer Kriterien zuktinftig verbessert w&eden[40].

In einer weiteren aktuellen Untersuchung von Gallotta et al. wurden 34 Patientinnen mit fortgeschrit-
tenem rOC untersucht: sechs Patientinnen zeiggimgulare Lebermetastasen und die verblieben wie-

sen zusatzliche extrapelvine r@&@sionen auf70]. In derstatistischen Analyse wurde der BREtAtus
ebenfalls als einziger signifikanter Faktor fir das Erreichen eines vorteilhaften PFS bestatigt: wéahrend
die BRCAmdPatientinnen ein DrelahresPFS von 81% erreichen konnten, betrug dieses in der
BRCAwt Kohortéediglich 15.2%70]. Gemeinsam mit den Ergebnissen zur signifikant héheren Rate
makroskopischer Komplettrekgonen selbst im mehrfachen rOC sprechen diese Ergebnisse dafir,
dass BRCAmut Patientinnen eine veranderte Tumorbiologie vorweisen, welche selbst im weit fortge-
schrittenen und rezidivierten Stadium dennoch sehr gut auf die operative Therapie anspritiitt. So
konnte der BRCAmut Status als potenziell begtinstigenden Faktor bei der Therapieentscheidung fur die

chirurgische Therapie selbst im fortgeschrittenen rOC bestatigt werden.

4.3. Starken und Schwachen der Studien

Zu den Starken der dargestellten Arlegitzahlt, dass in einer der grofdten bisher existierenden Kohorte
gepaarter Tumorproben aus pOC und rOC, welche alle dem histologischen Tumortyp HGSOC zuzuord-
nen sind, die Evolution angiogemn immunologischer sowie klinisgathologischer Faktoren iikdrank-
heitsverlauf vom Primarzum Rezidivstadium des OC untersucht werden konnte. Insbesondere die
dritte prasentierte Studie untersuchte Patientinnen, welche gréfitenteils mehrfachB&{dlive ent-
wickelten, und lieferte somit wertvolle Daten, welche déimischen Verlauf der Erkrankung realistisch
widerspiegeln. Durch das multizentrische Studiendesign aller drei Studien konnte eine sehr hetero-
gene Studienkohorte zusammengestellt werden, wodurch die Authentizitat der erzielten Ergebnisse

deutlich gesteige werden konnte.

Zu den Limitationen aller drei Studien zahlt einerseits, dass es sich um retrospektive Analysen handelt
und andererseits, dass samtliche eingeschlossenen Patientinnen im Psonde insbesondere auch

im Rezidivstadium chirurgisch the@iarbar waren. Dies bedeutet, dass die Erkenntnisse Uber Veran-
derungen der beschriebenen Parameter im Verlauf defBtiEankung nicht ohne weiteres auf die
Gesamtheit aller Patientinnen Ubertragbar ist. Als weitere Limitation muss genannt werden, dass in
der dritten prasentierten Studie bei 52 Patientinnen (27,4%) aufgrund von zu geringer Qualitat oder
Quantitat der verbliebenen Gewebeproben der BR@Aationsstatus nicht ermittelt werden konnte.

Diese Patientinnen wurden jedoch in der statistischen Andlgsaisst der BRCAwt Kohorte zugefihrt,
wodurch der tatsachliche Einfluss des BRCAmut Status definitiv nich{ gbrdern allenfalls leicht

unterschéatzt wird. Dies liegt daran, dass in einem kleinen Anteil der Patientinnen mit unbekanntem
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BRCAStatus aufgund der statistischen Pravalenz Mutationstragerinnen vorlagen, welche jedoch letzt-

endlich fur die statische Analyse der BRCAwt Kohorte zugeordnet wurden.

5. Schlussfolgerungen

Aus den drei durchgefiihrten Studien lasst sich schlussfolgern, dass mehtelautace und klinisch
pathologische Parameter Einfluss auf die Tumorausbreitung, den Erfolg der chirurgischen Therapie und
konsekutiv das Uberleben von Patientinnen im rOC nehmen. Basierend auf den aktuell vorliegenden
Studiendaten bringt die chirurgischiéherapie unter der Bedingung, dass eine vollstandige Tumorre-
sektion gelingt, auch im fortgeschrittenen und mehrfach rezidiviertem OC den deutlichsten Uberle-
bensvorteil. Kann die vollstandige Tumorresektion jedoch nicht erreicht werden, steht die miteler Op
ration verbundene Morbiditat der betroffenen Patientinnen in einem unginstigen Verhaltnis zur mog-
licherweise erreichten Prognoseverlangerung gegeniber der alleinigen systemischen Therapie und
sollte daher vermieden werden. Mit der zunehmenden Tendenz,deasgenannten Griunden auch

das fortgeschrittene, rezidivierte OC primar kurathirurgisch zu therapieren, gehort die Frage nach
den optimalen Selektionskriterien, insbesondere im rOC, noch zu den aktuellen Herausforderungen im
klinischen Alltag und erfifet zahlreiche weitere Forschungsfragen. Klinisch etablierte Klassifikations-
systeme wie der AGOcore sind aktuell trotz des groRen Fortschritts in der Patientinnenselektion noch
nicht in der Lage, die tatsachliche Gesamtheit derjenigen Patientinnemitiedn, welche der erfolg-
reichen chirurgischen Therapie mit dem Ziel der makroskopischen Komplettresektion zugefiihrt wer-
den kénnen. Diesbeziiglich hat sich in den dargestellten Untersuchungen insbesondere ddiiBRCA
tationsstatus als vielversprechender Bareter fir ein ginstiges Ansprechen auf die operative Thera-
pie selbst im rOC gezeigt. Obwohl BRCAmut Patientinnen von einem aggressivieren Krankheitsverlauf
mit friherer Erstdiagnose und ausgedehnterem Tumorwachstum gekennzeichnet sind, zeigen sie in
allen Krankheitsstadien ein positiveres Ansprechen auf die operative Therapie als die BREZAwt
gleichsgruppe. Durch die gezielte chirurgische Tumorzellreduktion kénnen zusatzlich Resistenzent-
wicklungen, welche insbesondere im rOC als Folge vermehrten Expagtieniber medikamentdser
Systemtherapien zunehmen, effektiv reduziert werden. Die Eignung des&@#onsstatus als Kri-
terium fur die potenzielle Implikation in ein Klassifikationsmodell zur Beurteilung der Indikation der
chirurgischen Therapie im rG0llten daher in weiteren prospektiven Studien dringend gepruft wer-

den, um die Frage der prognostischen Wertigkeit abschlie3end beantworten zu kénnen.
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Molecular Diagnostics

Characterisation of tumour microvessel density during
progression of high-grade serous ovarian cancer: clinico-
pathological impact (an OCTIPS Consortium study).

llary Ruscito'?, Dan Cacsire Castillo-Tong®, Ignace Vergote®, lulia Ignat', Mandy Stanske®, Adriaan Vanderstichele®, Jacek Glajzer',
Hagen Kulbe', Fabian Trillsch®”, Alexander Mustea®, Caroline Kreuzinger®, Pierluigi Benedetti Panici®, Charlie Gourleyw,
Hani Gabra'"'?, Marianna Nuti?, Eliane T. Taube®, Mirjana Kessler'?, Jalid Sehouli', Silvia Darb-Esfahani® and Elena loana Braicu'

BACKGROUND: High-grade serous ovarian cancer (HGSOC) intratumoural vasculature evolution remains unknown. The study
investigated changes in tumour microvessel density (MVD) in a large cohort of paired primary and recurrent HGSOC tissue samples
and its impact on patients’ clinico-pathological outcome.

METHODS: A total of 222 primary (pOC) and recurrent (rOC) intra-patient paired HGSOC were assessed for immunohistochemical
expression of angiogenesis-associated biomarkers (CD31, to evaluate MVD, and VEGF-A). Expression profiles were compared
between pOCs and rOCs and correlated with patients' data.

RESULTS: High intratumoural MVD and VEGF-A expression were observed in 75.7% (84/111) and 20.7% (23/111) pOCs, respectively.
MVD"9" and VEGF™" samples were detected in 51.4% (57/111) and 20.7% (23/111) rOCs, respectively. MVD"9" VEGF*) co-
expression was found in 19.8% (22/111) and 8.1% (9/111) of pOCs and rOCs, respectively (p = 0.02). Pairwise analysis showed no
significant change in MVD (p = 0.935) and VEGF-A (p = 0.121) levels from pOCs to rOCs. MVD"9" pOCs were associated with higher
CD3™ (p =0.029) and CD8™ (p = 0.013) intratumoural effector TILs, while VEGF" samples were most frequently encountered
among BRCA-mutated tumours (p = 0.019). Multivariate analysis showed VEGF and MVD were not independent prognostic factors
for OS.

CONCLUSIONS: HGSOC intratumoural vasculature did not undergo significant changes during disease progression. High
concentration of CD31¢" vessels seems to promote recruitment of effector TILs. The study also provides preliminary evidence of the
correlation between VEGF-positivity and BRCA status.

British Journal of Cancer (2018) 119:330-338; https://doi.org/10.1038/5s41416-018-0157-z

INTRODUCTION

High-grade serous ovarian carcinoma (HGSOC) still accounts for
the highest mortality rate among all ovarian cancer (OC)
histotypes, with almost 80% of all new deaths from OC being
caused by this distinct subgroup of ovarian tumours."™ Interna-
tional groups of opinion leaders have recognised the designing of
new translational studies on recurrent and end-stage HGS tumour
tissue samples as a key 'unmet need' in the understanding of

In this scenario, analysis of the evolution process affecting
intratumoural vasculature during HGSOC progression is a pivotal
issue to be still elucidated.

After decades of paralysis in primary OC first-line chemotherapy
treatment, indeed, incorporation of bevacizumab in the upfront
regimen for advanced newly diagnosed disease® has changed the
'standard of care paradigm' of advanced primary OC, although
characterised by less survival impact than expected.>® Thus,

HGSOC biology and clonal evolution.* understanding changes in the vasculature or identification of
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prognostic biomarkers of response to vasculature targeting is
needed. Unfortunately, there are currently no predictive biomar-
kers to tailor bevacizumab treatment in OC patients.

A full knowledge of molecular changes involving intratumoural
vasculature from primary to recurrent HGSOC is still lacking and
may provide new opportunities to: (1) tailor treatment with
currently available anti-angiogenetic agents, (2) shed light on
acquired resistance mechanisms, and (3) develop new targeted
therapies.

The aim of this study was to identify changes occurring from
primary to recurrent HGSOC in tumour tissue expression of the
angiogenesis-associated biomarkers CD31, applied for detecting
microvessels density (MVD),”~"" and VEGF-A,'? by analysing a large
cohort of paired primary and recurrent HGSOC tissue samples.
Secondary endpoints included the correlation of biomarkers
expression with patients’ clinico-pathological characteristics and
survival data.

MATERIALS AND METHODS

Sample Collection

Paired cancer tissue samples belonging to HGSOC patients were
collected during primary and secondary cytoreduction. Patients
were treated with primary debulking surgery followed by
platinum-based chemotherapy between 1985 and 2013, and were
retrospectively and consecutively selected from OCTIPS (Ovarian
Cancer Therapy-Innovative Models Prolong Survival, Agreement
No0.279113-2) Consortium database. Included patients underwent
both primary (pOC) and recurrent (rOC) surgery in one of the
European Gynaecologic Oncology referral Centers of the following
Institutions: Charité Universitatsmedizin Berlin, Germany; Catholic
University of Leuven, Belgium; Imperial College, London, UK;
University of Edinburgh, UK; University Medical Center Hamburg-
Eppendorf, Germany.

Inclusion criteria were: availability of paired primary and
recurrent cancer tissue samples from HGSOC patient together
with clinical annotation. Exclusion criterion was: neoadjuvant
chemotherapy treatment, due to the need to analyse primary
chemo-naive tumours. Approval from each local ethics committee
was obtained (EK207/2003, ML2524, 05/Q0406/178, EK130113, 06/
$1101/16). All included samples underwent central histopatholo-
gical assessment to confirm HGSOC histology and ensure tumour
tissue content and quality.

Immunohistochemistry

Tissue microarrays (TMA) were constructed for immunohisto-
chemical staining. Each primary and recurrent tumour tissue
sample was represented within the TMA by two tumour cores,
each containing at least 90% of cancer cells.

Sections from TMA were deparaffinised in xylol, rehydrated in
graded alcohol, and boiled in pressure cooker for 5minutes in
citrate buffer (pH = 6), for CD31 staining, or in EDTA (pH =9), for
VEGF staining. Rabbit anti-human CD31 antibody (clone ab32457;
Abcam, Cambridge, MA, USA) and rabbit anti-human VEGF-A
antibody (clone A-20; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA)
were diluted 1:20 and 1:250, respectively, and incubated on slides
for 60 minutes at room temperature. Bound antibodies were
visualised using DAKO Real Detection System and DAB + (3,3-
diaminobenzidine; DAKO, Glostrup,Denmark) as a chromogen.
Finally, the slides were co-stained with hematoxylin.

CD31 stained samples were assessed in terms of MVD. MVD was
determined by averaging the number of vessels from three
distinct areas of tumour with highest vessels density examined at
%200 magnification.'>™'

Samples were further classified into 'MVDM9M (216.3 vessels) or
'MVD"™ (<16.3 vessels), establishing the cut-off level of MVD
count for dichotomisation at first quartile (primary samples), being

Microvessel density evolution in ovarian cancer
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Table 1. Patient characteristics

Patients n 1m
Age
Median (range)
FIGO Stage (%)
| 2 (1.8%)
] 5 (4.5%)
1] 93 (83.8%)
\% 11 (9.9%)
Residual tumour after PDS:

56y (33y-77y)

No Residual Tumour 89 (80.2%)

Any Residual Tumour 22 (19.8%)
Type of first-line CHT

With bevacizumab 2 (1.8%)
Without bevacizumab 109 (98.2%)
Type of second-line CHT

With bevacizumab 8 (7.2%)
Without bevacizumab 103 (92.8%)

Platinum response after primary treatment

Platinum sensitive 90 (81.1%)
Platinum resistant 18 (16.2%)
Unknown 3 (2.7%)

Platinum response after treatment for disease relapse
Platinum sensitive 59 (53.2%)

Platinum resistant 12 (10.8%)

Missing 40 (36%)
Somatic-BRCA status

BRCA wt 31 (27.9%)

BRCA 1/2 mutation 21 (18.9%)

Unknown 59 (53.2%)
Maximum follow-up time 214 months
Median OS 63 months

CHT Chemotherapy, OS Overall survival, PDS Primary debulking surgery, wt
wild type

the value able to maximise difference in OS hazard ratio'>'>'¢

(Table S1).

For VEGF staining evaluation, the number of stained tumour
cells within the whole TMA cores (0% = 0; 1-10% = 1; 11-50% =
2; >50% =3) was multiplied with the intensity of staining
(negative = 0; weak = 1; moderate = 2; strong = 3),'” resulting in
a semiquantitive immunoreactivity score (IRS) ranging from 0 to 9.
Samples were classified as 'VEGF, for VEGF-high tumour
expression (IRS=4-9), or as 'VEGF™, for absent/weak focal
staining (IRS =0-3).

As positive control for IHC were used human liver sections.
Samples staining was assessed independently by two co-authors
(IR and SDE).

Patients’ clinico-pathological data

Patients’ clinico-pathological data, including somatic-BRCA status
from 52 included patients, were retrieved from OCTIPS Con-
sortium database.'® GCIG criteria were applied to define platinum-
resistance and platinum-sensitivity.'® RECIST Criteria were applied
during patients’ follow-up to define HGSOC relapse.?® No residual
tumour was defined intraoperatively by the surgeon in case no
macroscopic tumour could be detected at the end of
cytoreduction.
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In order to investigate any association between different
tumour vasculature profiles and intratumoural immune infiltrate
in both pOCs and rOCs, MVD and/or VEGF profiles were matched
with previous OCTIPS data on tumour infiltrating lymphocytes

(TILs), assessed through the immunohistochemical expression of
CD3, CD4, and CD8 biomarkers, as previously reported.?'
Furthermore, immunosuppressive TILs were evaluated through
the expression of T-regulatory cells-specific biomarker FoxP3,
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using the mouse anti-human FOXP3 antibody (clone ab20034;
Abcam, Cambridge, MA, USA, 1:200, 1.5 h at room temperature).
The count of stained FoxP3-positive TILs was then performed
automatically with the VM Scope Quantifier, as previously
reported.?’

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using SPSS version 22.0 (SPSS
Inc,Chicago,IL,USA). Difference in biomarker expression between
pOCs and rOCs was assessed through the correlation test
(Spearman coefficient, 2-tailed) and 'Wilcoxon signed rank' non-
parametric test for related samples. Fisher's exact test was applied
to correlate MVD and/or VEGF tumour expression with patients’
clinico-pathological categorical data. Patients’ progression-free
interval (PFl), progression-free survival (PFS), and overall survival
(0S) were identified through Kaplan-Meier analysis (Log-Rank
test). PFI was defined as the time interval from the last adjuvant
chemotherapy to relapse, whereas progression-free survival (PFS)
was established as the time interval between first recurrence
diagnosis and tumour progression. Univariate and multivariate
survival analyses were performed applying Cox-regression model.
Multivariable models were obtained among variables reporting a
p-value < 0.1 in univariate analysis. p-values < 0.05 were evaluated
statistically significant.

RESULTS

A total of 222 intra-patient paired primary and recurrent HGSOC
tissue samples derived from 111 patients were included. Patients’
characteristics are listed in Table 1. To note, only 2/111 (1.8%)
patients received bevacizumab in front-line chemotherapy, thus
the staining of recurrent samples have not been influenced by
first-line administration of anti-angiogenetic compounds.

MVD staining

Myphigh staining was detected in 75.7% (84/111) of pOC and in
51.4% (57/111) of rOC, whereas MVD'"®" staining was found in
243% (27/111) and in 48.6% (54/111) of pOC and rOC,
respectively. MvD'W staining was twice as prevalent in relapsed
tumours compared to primary disease (p =0.0003, Fisher's exact
test, Fig. 1a-d). Nevertheless, globally, pairwise analysis revealed

Microvessel density evolution in ovarian cancer
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no tendency towards a change in MVD to higher or lower levels in
recurrent samples (p = 0.935, Wilcoxon test; Fig. 1e), as well as no
significant correlation between pOCs and rOCs in MVD was
reported (Spearman correlation, p = 0.920; Spearman coefficient:
0.01).

VEGF-A expression

VEGF IRS distribution in both pOCs and rOCs is shown in Fig. 2a, d.
The same percentage of VEGF™ (20.7%, 23/111) and VEGF"’
(79.3%, 88/111) tumour samples was found between pOCs and
rOCs, respectively, (p =1, Fisher's exact test, Fig. 2b, ¢, e, f),
although no significant correlation between pOCs and rOCs VEGF
IRS values could be observed (p=0.505, Spearman coefficient
0.06). Furthermore, pairwise analysis confirmed no tendency
towards a change in VEGF IRS levels at tumour relapse (p=
0.121, Wilcoxon test; Fig. 2g).

MVDM9" and VEGF™ co-expression in pOCs vs rOCs.

MVD"9" and VEGF™ co-expression was more frequent in pOCs
group (22/111, 19.8%) compared to rOCs (9/111, 8.1%) (p = 0.02,
Fisher's exact test, Fig. S1).

Relationship between MVD and/or VEGF-A expression with TILs.
Results showed that MVDM" levels in pOCs samples were
associated with higher CD3™” (p=0.029, Mann-Whitney test)
and CD8™ (p = 0.013) effector TILs, but not with a higher FoxP3"
(p =0.443) T-regulatory cells infiltrate. To note, the correlation
between MVD and CD37/CD8™ TiLs disappeared at tumour
recurrence. No significance between pOCs or rOCs VEGF expres-
sion or MVDM" + VEGF™" co-staining with TILs was reported
(Fig. S2, Table S2).

MVD and/or VEGF-A profiles and patients’ clinico-pathological
factors

Analysis on the correlation between MVD and/or VEGF expression
in pOCs with patients’ clinico-pathological characteristics is shown
in Table 2. In particular, VEGF™") primary HGSOCs and MvDM9"/
VEGF™ primary samples were most frequently encountered
among somatic-BRCA-mutated tumours compared to somatic-
BRCA wild-type cases (p=0.019, Fisher's exact test). No further
significant  associations  between  different intratumoural

Table 2. Association of MVD and/or VEGF expression with patients’ clinico-pathological characteristics (pOCs)
Clinico-pathological factors Total N MVD (pOC) VEGF (pOC) MVD high + VEGF pos co-
expression (pOC)
High Low High Low P Yes No P
Patients’ Age
<56y 53 39 14 0.663 13 40 0.360 13 40 0.246
256y 58 45 13 10 48 9 49
FIGO Stage
7] 7 4 3 0.358 2 5 0.633 2 5 0.624
/v 104 80 24 21 83 20 84
Residual tumour after first cytoreductive surgery
No residual 89 67 22 18 71 0.775 17 72 0.767
Any residual 22 17 5 5 17 5 17
Platinum-sensitivity status after primary treatment
Platinum sensitive 90 71 19 0.133 18 72 0.530 17 73 0.521
Platinum resistant 18 1" 7 5 13 5 13
Somatic-BRCA status
BRCA-WT 31 26 5 0.105 3 28 0.019 3 28 0.019
mBRCA1/2 21 13 8 8 13 8 13
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Fig. 3 MVD and/or VEGF status and progression-free survival after primary (PFI (a), (b), (c)) and recurrent (PFS, (d), (e), (f) disease. g-i MVD
and/or VEGF status at primary disease and overall survival. 'x-axis': months, 'y-axis": survival probability

vasculature profiles and patients’ age at diagnosis, FIGO stage,
residual tumour after primary debulking or first-line platinum
response was identified.

Decrease of VEGF expression in rOCs was observed only in
BRCA-mutated patients (p = 0.053, Wilcoxon test), although this
association did not reach statistical significance (Fig. S3).

Survival

Patients, whose pOCs resulted MVDM9", VEGF* or co-stained for
both biomarkers, were found to have a significantly improved OS
compared to patients without these intratumoural profiles at
primary disease (Fig. 3g—i). In particular, median OS for MyD"9"

and MVD'" patients was 67 and 46 months, respectively (p =
0.019), median OS for VEGF* and VEGF patients resulted 76 vs
52 months, respectively (p = 0.036), while median OS for patients
with co-stained pOCs was 76 months, compared to 52 months in
women without co-expression (p = 0.021).

On the contrary, no influence of pOCs or rOCs MVD and/or VEGF
expression on patients’ time to progression after primary (PFI) or
first recurrent disease (PFS) was reported (Fig. 3a—f).

Multivariate analysis for OS and PFI was carried out on the
whole patients’ population (n=111) and also on the subgroup of
patients (n=52) with known tumour somatic-BRCA status.
Table 3a, b shows that VEGF-A was not found to be an
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Table 3. Multivariate analysis for OS

HR (95% Cl) P
a: Whole population (n=111)
Overall survival
Age (256 vs <56Y) 1.155 (0.683-1.953) 0.590
FIGO stage (llI/IV vs I/11) 2.507 (0.621-10.127) 0.197
Residual tumour (any residual vs no residual) 1.610 (0.875-2.962) 0.126
MVD (high vs low) 0.818 (0.417-1.604) 0.558
VEGF (positive vs negative) 0.420 (0.178-0.991) 0.048
FoxP3 mean number 0.963 (0.778-1.191) 0.727
CD3 mean number 1.000 (0.998-1.002) 0.786
CD4 mean number 1.000 (0.999-1.001) 0.925
CD8 mean number 1.000 (0.998-1.002) 0.846
Platinum response (Plat. Sens. vs Plat. Resist) 0.229 (0.104-0.506) <0.001
b: Only somatic-BRCA-tested population (n = 52)
Overall survival
Age (256 vs <56Y) 1.017 (0.410-2.524) 0.971
FIGO stage (lll/IV vs I/11) 1.506 (0.091-24.829) 0.775
Residual tumour (any residual vs no residual) 1.417 (0.259-7.755) 0.687
MVD (high vs low) 0.747 (0.243-2.291) 0.609
VEGF (positive vs negative) 0.440 (0.127-1.526) 0.196
FoxP3 mean number 0.683 (0.439-1.061) 0.090
CD3 mean number 0.998 (0.994-1.001) 0.132
CD4 mean number 0.997 (0.995-1.000) 0.038
CD8 mean number 0.998 (0.994-0.997) 0.438
Somatic-BRCA status (BRCA-mut vs BRCA wt) 0.354 (0.133-0.994) 0.038
Platinum response (Plat. Sens. vs Plat. Resist) 0.216 (0.051-0.991) 0.037
c: Whole population (n=111)
Progression-free interval
Age (256y vs <56) 1.067 (0.692-1.644) 0.770
FIGO stage (lll/IV vs I/11) 2.447 (0.892-6.711) 0.082
Residual tumour (any residual vs no residual) 1.009 (0.568-1.794) 0.974
MVD (high vs low) 1.445 (0.832-2.511) 0.191
VEGF (positive vs negative) 0.945 (0.541-1.652) 0.843
FoxP3 mean number 0.984 (0.832-1.162) 0.845
CD3 mean number 1.000 (0.999-1.001) 0.835
CD4 mean number 1.000 (0.999-1.001) 0.698
CD8 mean number 1.000 (0.998-1.002) 0.845
d: Only somatic-BRCA-tested population (n = 52)
Progression-free interval
Age (256 vs < 56Y) 1.121 (0.542-2.318) 0.759
FIGO stage (lll/IV vs I/11) 18.261 (1.282-260.172) 0.032
Residual tumour (any residual vs no residual) 1.391 (0.280-6.918) 0.687
MVD (high vs low) 0.884 (0.375-2.081) 0.777
VEGF (positive vs negative) 0.916 (0.400-2.095) 0.834
FoxP3 mean number 0.868 (0.659-1.145) 0.317
CD3 mean number 0.998 (0.995-1.001) 0.159
CD4 mean number 0.996 (0.993-0.998) 0.001
CD8 mean number 0.999 (0.995-1.003) 0.719
Somatic-BRCA status (BRCA-mut vs BRCA wt) 0.982 (0.462-2.087) 0.962

Multivariate analysis for OS carried out on (a) the whole patients’ population (n = 111), (b) only somatic-BRCA-tested population (n = 52) and multivariate analysis
for PFI carried out on (c) the whole patients’ population (n = 111), (d) only somatic-BRCA-tested population (n = 52). Bold values indicate significant p values (<0.05)

335

49



Microvessel density evolution in ovarian cancer
| Ruscito et al.

336

independent prognostic factor for OS anymore when considering
also somatic-BRCA mutational status. Only somatic-BRCA mutation
(HR: 0.354, Cl 95%: 0.133-0.994; p = 0.038), high CD4™ TILs (HR:
0.997, ClI 95%: 0.995-1.000; p=0.038) and first-line platinum
response (HR: 0.216, Cl 95%: 0.051-0.991; p = 0.037) were found to
independently improve HGSOC patients’ OS.

When analysing the PFl in patients with or without BRCA
somatic mutations, advanced FIGO stage (HR: 18.261, Cl 95%:
1.28-260.17; p=0.032) and low CD4"") TILs (HR: 0.996, Cl 95%:
0.993-0.998; p=0.001) were the only independent poor prog-
nostic factors (Table 3¢, d).

DISCUSSION

In the last decade, 'omics' sciences provided fundamental insight
into the understanding of HGSOC biology,> showing as one
distinct malignancy with its own characteristic phenotype,
aetiology and progression profile.?> Although known for its
aggressive behaviour, HGSOC has a higher change to show
durable response after first-line chemotherapy, compared to other
OC histologies,? as well as its common platinum-sensitivity allows
it to access a more varied panel of experimental second-line
combinations.>* Unfortunately, progression from HGSOC is often
rapid and chemo-resistance develops.*

In this context, understanding the biological changes occurring
to HGSOC during disease progression is an essential issue through
which new identified biomolecular signatures, marking the
HGSOC clinical evolution, could help developing new tailored
treatment strategies.

In this study, OCTIPS Consortium aimed to identify modifica-
tions involving HGSOC intratumoural vasculature from primary to
recurrent disease, by assessing the evolution of cancer MVD and
VEGF-A expression. Results showed that: (1) MVD and/or VEGF
levels did not undergo significant changes from pOC to rOC
(being in line with already available clinical findings, as
bevacizumab is showing mild improvement in PFS, in both
primary and relapsed situation);””® (2) High MVD levels in pOC
seems to sustain the intratumoural recruitment of effector TILs
and were associated with better OS in HGSOC patients; (3) VEGF'")
HGSOCs were most frequently encountered among somatic-
BRCA-mutated tumours and VEGF-positivity correlates with better
OS in this HGSOC cohort; (4) MVD and VEGF were not
independent prognostic factor for OS when taking into account
the BRCA mutational status and TILs profile.

The definition of 'intratumoural microvessel density' has been
coined in the middle of 90’s to objectivise the entity of blood
supply available within the tumour mass to sustain cancer
growth.?® Intratumoural vessels are usually characterised by
impaired vascular maturation, poor functionality and defects in
endothelial architecture. Immaturity of the new generated
tumour-associated vasculature results in excessive permeability,
poor perfusion and imperfect blood flow.?

During the last 20 years, different studies recognised 'high' MVD
a poor prognostic factor for cancer patients,?”~%° including women
affected by OC3° Different biomarkers have been adopted to
assess MVD in OC, including Von Willebrand Factor, CD105, CD34
and CD31, being CD34 the most used MVD detector and the
biomarker associated with the poorest HR for OS (HR: 1.67, Cl 95%:
1.36-2.35) compared to other MVD detectors (HR: 1.32, Cl 95%:
0.82-1.82).%°

CD31, also known as 'platelet endothelial cell adhesion
molecule-1" (PECAM-1) is a transmembrane glycoprotein
expressed on endothelial cells, platelets, neutrophils and T-
cells. It is a key factor to maintain the integrity of endothelial
cells permeability barrier and to promote the controlled
activation of T-cells and their survival,'"*'*? thus being
expression of a normalised endothelium able to sustain the

correct trafficking of T-cells into the tumour. In line with CD31
biological role, we observed that MVDM" levels in pOCs
samples correlated with higher CD3) and CD8™ TILs, but
not with a higher FoxP3™ T-lymphocytes infiltrate, thus
suggesting that a high concentration of intratumoural CD317)
vessels might be able to promote the intratumoural recruitment
of effector T-cell populations, thus ultimately improving
patients’ survival.>> Recently, Bais et al.'® identified CD31-
dependent MVD as a predictive biomarker for bevacizumab
response in first-line treated OC patients. This finding might be
consequence of intratumoural endothelial maturity, represented
by high CD31-dependent MVD levels, able to ensure a normal-
ised blood flow, which is pivotal for intratumoural drug delivery
and efficacy.?®

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) is a key angiogenetic
cytokine that regulates cell mitosis and endothelial cells perme-
ability.>* Overexpression of VEGF has been found to correlate with
cancer relapse and decreased survival in patients affected by
different solid tumours, including OC.>* Despite previous studies,
absence of significant changes in MVD and VEGF profile following
disease progression of this unique cohort, indicates that these
markers are not major drivers of molecular cancer evolution
in vivo, but rather remain supportive factors.

One of the most intriguing outcomes of our study is that VEGF-
A overexpression in pOC has been most frequently found among
patients with a cancer somatic mutation of BRCA1/2 genes. This
finding is in line with two other previously published papers. In
2013, Danza>® observed that BRCA-mutated breast cancer patients
reported higher levels of VEGF mRNA (P =0.04) compared with
those without BRCA mutations. In 2016, another study revealed
that a VEGF-dependent gene signature (VDGs) was overexpressed
in OC BRCA mutation carriers®” An interesting hypothesis
explaining the linking between BRCA1 mutation and VEGF
overexpression in HGSOC has been recently proposed: in 2015
Desai A and Colleagues®® pointed out that wild-type BRCA1 binds
to Ubc9, which induces Caveolin-1 expression, downregulates
VEGF and regulates endothelial function in normal ovaries and
fallopian tubes. In HGSOC with BRCA1 dysfunction, Ubc9 is not
binded and this inhibits Caveolin-1 expression causing increased
VEGF levels, loss of endothelial function and accumulation of
ascites. Compared to these previous studies, we also confirmed in
our cohort the positive influence of BRCA mutations on OC
patients’ survival*®*° as well as the significant association
between BRCA mutation and VEGF-positivity determined VEGF-
positivity a good prognostic factor in our HGSOC series. This result
may also reflect the highly selection of the sample analysed, which
only included HGSOC patients, who can also undergo secondary
cytoreductive surgery for recurrence. These patients have usually
good performance status and low tumour burden, so there is a
selection of patients with a better clinical outcome.*' Furthermore,
patients have been treated in high volume centres, with high
experience in surgical treatment of ovarian cancer. Most Centers
have been also approved and allowed to participate in the LION
(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00712218), DESKTOP IIl (Clinical-
Trials.gov Identifier: NCT01166737) and TRUST (ClinicalTrials.gov
Identifier: NCT02828618) studies, based on the high quality of the
tumour debulking.

Nevertheless, further studies aiming to assess the association
between BRCA mutation and VEGF overexpression would provide
new instrument to personalise treatment with anti-angiogenetic
agents among BRCA-mutated and BRCA wild-type OC patients.*?
In this scenario, the randomised phase Ill clinical trial ENGOT-ov25/
PAOLA-1 (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02477644), which com-
bines in advanced OC patients bevacizumab-based first-line
treatment with or without the PARP-Inhibitor olaparib, could be
able to add evidence concerning functional impact of VEGF
expression in tumours with impaired homologous DNA repair
mechanism.
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To our knowledge, this is the first study analysing the changes
occurring in intratumoural vasculature during disease progres-
sion in the largest cohort of paired primary and recurrent
HGSOC samples. It firstly demonstrated that the vascular
architecture within the tumour mass, in absence of anti-
angiogenic agents administration, is maintained relatively stable
during the natural course of the disease. Furthermore, the
subanalysis on patients with known somatic-BRCA status
increases the value of findings by taking into account the
impact of BRCA status on patients’ survival***® and provides
preliminary evidence of the correlation between VEGF-positivity
and BRCA mutation.

The main limitation of the study is its retrospective nature. One
of the strengths of this analysis is the large sample size of paired
primary and recurrent tumour tissue samples belonging to the
same cancer subtype (n = 222), the high quality of specimens and
the systematisation of multicentric patients’ clinico-pathological
data. Furthermore, inclusion of patients not subjected to the
bevacizumab-based first-line chemotherapy, increase the relia-
bility of the results in comparing intratumoural vasculature profiles
from primary to recurrent disease.

Future study on a larger population with known BRCA status,
who has been subjected to bevacizumab-based first-line che-
motherapy, is warranted to clarify the role of MVD and VEGF in
predicting bevacizumab response in both BRCA-wt and BRCA-
mutated HGSOC patients.
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