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Hintergrund

Das Potenzial der sog. Liquid Biopsy, wo-
mit u.a. die Analyse von zirkulierender
Tumor-DNA (ctDNA) sowie zirkulie-
renden Tumorzellen (CTCs) bezeichnet
wird, ist seit Langerem bekannt und in
zahlreichen Ubersichtsarbeiten umfas-
send diskutiert [1-5]. Arbeiten der letz-
ten Jahre haben bewiesen, dass ctDNA
die molekulargenetischen Veridnderun-
gen von Tumoren und deren Metastasen
reflektiert und daher als Surrogatmarker
fir das gesamte Tumorgenom angesehen
werden kann. Die Analyse von ctDNA
erlaubt nicht nur eine kontinuierliche
Uberwachung des Therapieansprechens
tiber den gesamten Krankheitsverlauf,
sondern auch die Identifizierung von
Resistenzmechanismen, neu aufkom-
menden Therapiezielen oder die Detek-
tion einer minimalen Resterkrankung
(MRD, engl. minimal residual disease).
Viele Experten aus unterschiedlichen
Disziplinen sind sich daher einig, dass
die Analyse von ctDNA ein vielverspre-
chendes Werkzeug fiir das Uberwachen
und Management von Krebspatienten
darstellt (B Abb. 1).

Dennoch findet die Analyse von
ctDNA noch keine breite Anwendung
in der klinischen Routine, hauptsich-
lich aufgrund von regulatorischen Hiir-
den sowie des Fehlens von einheitli-
chen Verfahrensanweisungen (SOPs)
fur standardisierte Probengewinnung
und nachfolgende Analysen oder die
Befunderstellung. Diese Problematik
wird an anderer Stelle in dieser Aus-
gabe diskutiert. Auch die Biologie der
ctDNA hinsichtlich ihrer Freisetzung,
Dynamik und Kinetik ist noch nicht
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vollstindig geklart. Unklar ist, inwieweit
ctDNA tatsichlich ein reprisentatives
Portrit der Krebserkrankung darstellt,
oder ob ctDNA nur die am meisten
proliferierenden Klone reflektiert. Au-
Berdem unterscheidet sich die Privalenz
der ctDNA in verschiedenen Tumoren-
titdten und selbst innerhalb einer Entitdt
findet man eine erhebliche Variabilitat
[6]. Die Tatsache, dass zellfreie DNA
(cfDNA) auch bei gesunden Individuen
zu finden ist, spricht dafiir, dass es sich
bei der Freisetzung eigentlich um einen
physiologischen Prozess handelt. Studien
weisen aber darauf hin, dass man in be-
stimmten pathologischen Konditionen
wie dem systemischen Lupus erythema-
todes (SLE), der rheumatoiden Arthritis
und speziell bei Tumorpatienten er-
hohte Mengen an zellfreier DNA findet
[3, 6-13]. cfDNA wird unter physio-
logischen Bedingungen durch im Blut
vorhandene DNAsen rasch abgebaut.
Die Tatsache, dass bei Tumorpatienten
hiufig eine erniedrigte DNAse-Aktivitit
festgestellt wurde, ist eine Erklarung fiir
die erhohten Konzentrationen an cfDNA
[12]. Aufgrund der charakteristischen
Groflenverteilung  der zirkulierenden
DNA-Fragmente von rund 166 bp, die
exakt der Linge der DNA, die um ein
Nukleosom gewickelt ist inklusive der
linker region entspricht, ist es nahelie-
gend anzunehmen, dass die Mehrheit
der Fragmente von apoptotischen Zellen
stammt [14, 15]. Sobald ein Tumor zu
wachsen beginnt, erhéht sich nicht nur
die Tumormasse, es kommt auch gleich-
zeitig zu einem Anstieg des Zellsterbens.
Dadurch kann es zu einer verstirkten
Freisetzung der Tumor-DNA kommen,
woraus ein Ungleichgewicht zwischen

der Ausbreitung und dem Abbau von
cfDNA resultiert [16].

Studien zeigten, dass die cfDNA von
unterschiedlichen Zellen freigesetzt wer-
den kann [17, 18], wobei in der Regel der
Hauptteil der cfDNA auf Zellen aus dem
hidmatopoetischen System zuriickgefiihrt
werden kann. Bei Personen mit Krebser-
krankungen kann jedoch die ctDNA in
unterschiedlichen Prozentsitzen in der
cfDNA prisent sein. Zusétzlich zum zel-
luldren Turnover héingt die Menge der
im Blut vorhandenen ctDNA von einer
Reihe weiterer Faktoren ab, wie beispiels-
weise dem Tumorstadium, der Anzahl
und Lokalisation der Tumorherde, der
Vaskularitit oder dem Therapieanspre-
chen und wahrscheinlich noch anderen,
zurzeit unbekannten Faktoren. All diese
Faktoren kénnen zu einer immensen Va-
riabilitdt der ctDNA beitragen. Sogar im
metastasierten Krebsstadium kann der
Anteil der Tumor-DNA im Plasma we-
niger als 1% bis zu mehr als 90 % aus-
machen [3, 6]. Die Diskriminierung der
Tumor-DNA von DNA-Fragmenten, die
von gesunden Zellen stammen, ist somit
zusammen mit der starken Fragmentie-
rung eine grofle Herausforderung im Be-
reich der ctDNA-Analytik.

In den letzten Jahren hat der techno-
logische Fortschritt viele neue Methoden
gebracht, die die notige analytische Sensi-
tivitat und Spezifitit aufweisen, um auch
eine Detektion von stark unterreprasen-
tierten Allelen in der Zirkulation zu er-
moglichen. Die meisten dieser sog. ,High
Resolution” Methoden sind zielgerichtet,
d.h. sie beschrinken sich auf die Analy-
se von einzelnen oder wenigen bekann-
ten Mutationen oder Hotspots (8 Abb. 2).
In spiteren Stadien verdndern sich die
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Abb. 1 A Die Analyse zirkulierender Tumor-DNA (ctDNA) eréffnet vielerlei Mglichkeiten fiir den Ein-
satzin derKlinik. Fiir die Friiherkennung von Tumoren bzw. Rezidiven sind hochauflésende Methoden
notwendig, da die zu erwartende Menge an ctDNA gering ist. Das Monitoring der Tumorevolution, das
Identifizieren von neuen Therapietargets sowie die Uberwachung des Therapieerfolgs erfordern um-
fassendere Analysen und somit einen hoheren Tumoranteil, da diese Methoden meist eine geringere
analytische Sensitivitat aufweisen. Bekannte Resistenzmechanismen kénnen auch bei einem nied-
rigen Tumoranteil identifiziert werden, unbekannte hingegen erfordern genomweite Analysen, die
bislang nur mit einem hohen Tumoranteil in der Probe mdglich sind

Tumorgenome zunehmend und konti-
nuierlich im Rahmen ihrer Progression
und des selektiven Drucks von Thera-
pien. Hier sind nicht zielgerichtete An-
sitze, die das Genom umfassend analy-
sieren, notwendig, um die Dynamik des
Tumorgeschehens und neu auftretende
Verénderungen im Tumorgenom konti-
nuierlich erfassen zu kénnen (8 Abb. 2).

Ein weiterer Vorteil solcher genomwei-
ten Ansitze ist die Tatsache, dass sie sich
nicht auf rekurrent auftretende Verin-
derungen beschrianken und kein a prio-
ri Wissen iiber die genetische Zusam-
mensetzung des Tumors notwendig ist
[19-21].

Im Folgenden werden nun neue Tech-
nologien und methodische Ansitzen fiir

die Analyse von ctDNA sowie deren
potenzielle Anwendungen diskutiert
(B Tab. 1).

Hochauflosende Methoden zu
Detektion von unterreprasen-
tierten Allelen

In denletzten Jahren konnten in der Ana-
lyse von ctDNA, betreffend die analyti-
sche Sensitivitdt und Spezifitit, erheb-
liche Fortschritte gemacht werden. Die
erhohte Sensitivitit kann man einerseits
auf den Einsatz von modifizierten Poly-
merasen mit einer reduzierten Fehler-
rate sowie auf die Verwendung von di-
gitalen Methoden und ausgefeilten bio-
informatischen Algorithmen zuriickfiih-
ren. Seit den ersten zielgerichteten Mu-
tationsanalysen in Plasma bzw. Serum in
den 1990ern hat der technologische Fort-
schritt eine ganze Reihe von hoch sensiti-
ven Methoden wie beispielsweise ARMS
[22],digitale PCR [23,24] oder BEAMing
[25] mit sich gebracht, mit denen es heute
moglich ist, Mutationen auch weit unter
1% zu detektieren. Mittels ARMS-PCR
und anderer allelspezifischer Ansitze ist
es zum Bespiel moglich, Hotspot-Muta-
tionen in KRAS, BRAF, und EGFR mit
einem Detektionslimit (LOD, engl. limit
of detection) von 0,001-2 % nachzuwei-
sen [22, 26-30].

Die castPCR (competitive allele-spe-
cific TagMan PCR) basiertaufeinem dhn-
lichen Ansatz, bei dem die Wildtyp-Alle-
le blockiert und die Zielmolekiile prife-
renziell amplifiziert werden, und erlaubt
somit eine Detektion vonbiszu 0,1 % mu-
tierter DNA [31]. In einem direkten Ver-
gleich zwischen dem Therascreen ARMS
assay (Qiagen) - einvonder FDA zugelas-
sener diagnostischer Test fiir die Detek-
tion von EGFR- und KRAS-Mutationen
aus FFPE-Material - und der castPCR
(Life Technologies) fiir KRAS, erreichte
die castPCR eine vergleichbar gute Sen-
sitivitdt und Spezifitit [32]. Eine ganze
Reihe von dhnlichen, etwas exotischeren
Anwendungen wurde bereits publiziert,
allerdings hat bisher keine davon eine
breite Anwendung gefunden [33-48].

Trotz der riesigen Auswahl an hoch-
auflésenden Methoden scheinen sich di-
gitale Verfahren durchzusetzen [49, 50].
Die digitale PCR (dPCR) beruht auf ei-
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ner Verdiinnung und Partitionierung der
zu analysierenden Proben in Einzelmole-
kiile, die klonal amplifiziert und separat
detektiert werden. Zwei unterschiedliche
Ansitze fiir die dPCR werden zurzeit an-
geboten: Fluidigm sowie Thermo Fisher
(OpenArray, QuantStudio) partitionie-
ren die individuellen Reaktionen in Mi-
krofluidik Reaktionskammern, wihrend
RainDance Technologies und Biorad die
Molekiile in einer Wasser-in-Ol-Emulsi-
on vereinzeln. Diese Technologien wer-
den hiufig auch als digital droplet PCR
(ddPCR) bezeichnet. Die klonale Ampli-
fikation kann aber auch an magnetischen
Beads erfolgen, wie bei der BEAMing-
Methode (beads, emulsions, amplifica-
tion and magnetics) [23, 25, 51]. Mit
einer dPCR kann man analytische Sensi-
tivitdten von 0,01-0,0005 % erzielen [24,
50, 52, 53]. In diesem Kontext muss er-
wiahnt werden, dass diese Sensitivitdten
nur durch ausreichende Ausgangsmen-
gen an DNA gewihrleistet werden kon-
nen, was in vielen Fllen fiir fDNA nicht
moglich ist.

Eine ebenfalls hoch sensitive und
vor allem auch spezifische Methode
ist die Identifizierung von chromoso-
malen Umbauten, wie beispielsweise
Translokationen, aus dem Priméartumor,
mit einer nachfolgenden Detektion aus
Plasma mithilfe von dPCR [54, 55].
Fusionsbruchpunkte kénnen somit in
der Blutzirkulation bis zu einem LOD
von 0,001 % nachgewiesen werden, wo-
durch sich dieser Ansatz speziell fir
die Identifizierung von MRD und die
Fritherkennung von Rezidiven eignet.
Eine breite Anwendung ist im Moment
aber noch ausgeschlossen, da der Iden-
tifizierung von Bruchpunkten eine Ge-
nomsequenzierung (WGS, engl. whole
genome sequencing) vorausgeht, wel-
che im Moment noch zu kosten- und
zeitintensiv ist.

Next Generation Sequencing
basierte Methoden und
Unterdriickung der Fehlerraten

Der Vorteil von NGS (engl. next gen-
eration sequencing)-basierten Methoden
liegt darin, dass umfassendere Analy-
sen von mehreren Genen oder genomi-
schen Regionen moglich sind. Konven-
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zirkulierender Tumor-DNA

Zusammenfassung

Die Analyse von zirkulierender Tumor-DNA,
zusammen mit der Analyse von zirkulierenden
Tumorzellen auch oft Liquid Biopsy genannt,
ist ein sich rasch entwickelndes Feld in der
medizinischen Forschung. Obwohl es von
der Entdeckung der zellfreien DNA bis hin
zur Erkenntnis, dass sie sich als Biomarker
eignet, Jahrzehnte gedauert hat, wurde der
klinische Nutzen der ctDNA hinsichtlich der
Uberwachung des Therapieansprechens, der
Identifizierung von Resistenzmechanismen
und neu aufkommenden Therapiezielen
sowie der Detektion von minimaler Rester-
krankung mittlerweile in unzahligen Studien
bewiesen.
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Neueste technologische Entwicklungen fiir die Analyse von

Aufgrund der hohen Variabilitat, mit der
ctDNA in der Zirkulation vorkommt, sowie der
starken Fragmentierung, stellt die ctDNA aber
einen schwierigen Analyten dar. In den letzten
Jahren haben erhebliche technologische
Fortschritte dazu beigetragen, dass eine
Routineanwendung der ctDNA-Analysen
tatsachlich realisierbar wird, sofern eine Reihe
von regulatorischen Hiirden tiberwunden
wird.

Schliisselworter

Liquid Biopsy - CtDNA-Analysen - Biomarker -
Surrogatmarker - Tumordiagnostik -
Zirkulierende Tumorzellen

tumor DNA

Abstract

The analysis of circulating tumor DNA (ctDNA)
and circulating tumor cells, often known

as liquid biopsy, is a rapidly developing
field of medical research. Although it has
taken decades since the discovery of cell-
free DNA for it to be recognized as a suitable
biomarker, the clinical benefit of ctDNA with
regard to monitoring therapy response, the
identification of resistance mechanisms,
and novel emerging actionable targets,

in addition to the detection of minimal
residual disease, has recently been proven in
numerous studies.

Latest technological developments in the analysis of circulating

Owing to the great variability of ctDNA in the
circulation, together with the high degree

of fragmentation, ctDNA is a challenging
analyte. However, in recent years technolog-
ical advances have contributed to a variety
of routine applications of ctDNA analysis
becoming a reality, given that a number

of additional regulatory hurdles can be
overcome.

Keywords

Liquid biopsies - CtDNA analysis - Biomarker -
Surrogate marker - Clinical oncology -
Circulating tumor cells

tionelle NGS-Methoden sind allerdings
auf eine Sensitivitit zwischen 1-5 % limi-
tiert, da wihrend Amplifikation und Se-
quenzierung aufgrund mangelnder Ge-
nauigkeit der Polymerasen PCR-Fehler
oder Sequenzierartefakte in die DNA ein-
gefiihrt werden kénnen. Durch die starke
Fragmentierung und die limitierten Aus-
gangsmengen an cfDNA wird die Situati-
onnoch erschwert, dazumeist die Anzahl
der PCR-Zyklen in der Library Prépara-
tion im Vergleich zu genomischen DNA-
Proben erhoht werden muss, was wiede-
rum zu einer Erhohung der Fehlerrate
fahrt.

In den letzten Jahren wurden unter-
schiedliche Ansitze entwickelt, um die
Fehlerrate zu minimieren. Ein Algorith-
mus, entwickelt von Narayan et al., in
dem eine Konsensussequenz nach einer
Paired-End-Sequenzierung iiber den
iiberlappenden Bereich gebildet wird,
konnte die Fehlerrate von 0,31 % pro
Base auf 0,07 % verringern [56]. Mit
demselben Ansatz konnte eine japa-
nische Gruppe LODs von 0,01, 0,01
und 0,05 % fir die Detektion der EGFR
Hotspot Mutationen L858R, L861Q, und
T790M aus Plasma erzielen [57, 58].

Eine weitere Moglichkeit, die Fehler-
rate zu reduzieren, stellen molekulare



Barcoding Strategien dar. Dabei wird
bei der PCR jedes Ausgangsmolekiil
mit einem sog. Unique Identifier (UID),
einer kurzen degenerierten Sequenz
markiert, die es erlaubt, nach der Se-
quenzierung alle Tochterstringe zu einer
Konsensussequenz zusammenzufassen.
Mutationen miissen demnach in allen
Sequenzen der Tochterstrange vorkom-
men, wihrend Artefakte nur in einem
Teil der Fragmente zu finden sind. Dieser
Ansatz wurde 2011 erstmals von der Vo-
gelstein-Gruppe unter dem Namen Safe-
SeqS publiziert und findet eine immer
breitere Anwendung [59-61]. Kinde etal.
konnten durch diese Strategie die Fehler-
rate fiir einzelne Targets um das 15- bis
24-Fache reduzieren. Mit einer Kombi-
nation von molekularem Barcoding und
ausgefeilten bioinformatischen Algorith-
men (iDES, digital error suppression)
konnten Newman et al. die Fehlerrate
pro Base auf 9 x 10-° verringern [62].
Im Gegensatz zur Safe-SeqS, bei der
UIDs iiber eine PCR angefiigt werden,
werden die Barcodes beim sog. CAPP-
Seq im Rahmen der Library Préparati-
on ligiert. Mittels einer anschlieenden
hybridisierungsbasierten Anreicherung
von Zielregionen ist es moglich, mehrere
Gene gleichzeitig zu analysieren. Die Fir-
ma Guardant Health, Inc. (http://www.
guardanthealth.com/guardant360/) bie-
tet mit dem Digital Sequencing™ eine
ahnliche Methode an, mit der nach Se-
quenzierung von 54 klinisch relevanten
Targets eine Auflosung von 0,1 % mutier-
ter Allelfrequenz bei einer analytischen
Spezifitit von mehr als 99,99 % erreicht
wird [63].

Panel Sequenzierung

Obwohl die zielgerichtete Analyse von
einzelnen oder wenigen Targets eine ho-
he Auflosung erreichen kann, ist in vielen
Szenarien auch eine umfassendere Ana-
lyse von Bedeutung, insbesondere wenn
neue Verdnderungen, die wahrend der
Tumorevolution entstehen konnen, er-
fasst werden sollen. Wenn die zu analy-
sierenden Targetregionen auf eine Gro-
e von einigen hundert Kilobasen be-
schrinktsind, kann eine amplikonbasier-
te Anreicherung eine kostengiinstige Va-
riante darstellen. Fiir groflere Regionen

Hier steht eine Anzeige.

@ Springer
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Abb. 2 A Der Anteil an zirkulierender Tumor-DNA im Vergleich zu zellfreier
DNA aus normalen Zellen ist entscheidend fiir die Auswahl der Analyseme-
thoden. Fiir Proben mit geringen Mengen an Tumor-DNA (<1 %) sind ge-
zielte, hochauflésende Methoden notwendig, um die durch gesunde DNA
verdiinnte Mutation noch nachzuweisen. Wenn ausreichende Mengen an
Tumor-DNA in der Zirkulation vorhanden sind (>5-10 %), kdnnen auch ge-
nomweite Methoden mit geringerer analytischer Sensitivitat angewandt

werden

ist allerdings eine hybridisierungsbasier-
te Anreicherung anzuraten.

Im klinischen Umfeld wird zumeist
die Analyse von bekannten pradikti-
ven bzw. therapierbaren Alterationen
favorisiert. Das National Comprehen-
sive Cancer Network (NCCN) empfiehlt
beispielsweise fiir die Auswahl zwolf
zielgerichteter Therapien fiir nicht klein-
zellige Lungentumoren (NSCLC, engl.
non-small cell lung cancer) die Ana-
lyse von sieben Genen (EGFR, ALK,
ERBB2/HER2, BRAFE, MET, ROSI und
RET) [64]. Eine relativ aktuelle Studie
konnte zeigen, dass nach Analyse von 25
sog. Driver-Genen, also Genen, die an
Initiierung und Progression des Tumors
beteiligt sind, in zehn unterschiedlichen
Tumorentititen zumindest jeweils eine
relevante Mutation detektiert werden
konnte (Sensitivitit 65-77 %) [65]. Ob-
wohl im Bereich der Pathologie eine
ganze Reihe von kommerziell erhaltli-
chen sog. Hotspot Panels in Verwendung
sind (AmpliSeq Cancer Panel, Life Tech;
TruSeq Cancer Amplicon, Illumina; Tru-
Sight 15, Illumina; the ThunderBolts™
Cancer Panel, Raindance), gibt es auf-
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grund technischer Limitationen kaum
Daten fiir cfDNA [66]. In einer kiirzlich
veréffentlichen Studie wurde nach der
Analyse des AmpliSeq Cancer Panel in
Plasma-DNA und korrespondierenden
Tumorproben eine Konkordanzvon 76 %
gezeigt [67]. Eine weitere Studie erzielte
zwar eine hohe Spezifitit (>95 %), aller-
dingslag die Sensitivitit bei Verwendung
desselben Panels nur bei 55 %. Eine sub-
optimale Detektionsrate der Mutation
aufgrund niedriger Ausgangsmengen
in der Plasma DNA, das Vorliegen der
Mutationen mit Allelfrequenzen, die
unter der Nachweisgrenze liegen, sowie
schlechte DNA-Qualitit der Tumorpro-
ben und Tumorheterogenitit wurden als
mogliche Faktoren fiir diese Ergebnis-
se angefithrt [68]. Aus diesem Grund
haben verschiedene Gruppen -eigene
Panels, die besser fir die Analyse von
cfDNA geeignet sind, entwickelt. TAm-
Seq (tagged-amplicon deep sequencing),
etabliert von der Rosenfeld-Gruppe in
Cambridge, vereint beispielsweise eine
Praamplifikation der Zielregionen im
Multiplexansatz mit einer anschlieffen-
den selektiven Amplifikation der Region

in Singleplex, um nicht spezifische PCR-
Produkte zu vermeiden [69, 70]. Da-
bei kann ein LOD von 2% bei einer
Sensitivitit und Spezifitit von >99 %
erreicht werden. Die zu analysieren-
den Zielregionen kénnen einfach und
rasch fir unterschiedliche Tumorenti-
titen angepasst werden, wodurch eine
grofle Flexibilitdt fiir das Design von
personalisierten Assays gegeben ist [69].

Eine Limitation von PCR-basierten
Ansitzen ist die Tatsache, dass man damit
keine komplexen genomischen Altera-
tionen detektieren kann. Ein kosten-
glinstigerer Losungsansatz als ein WGS
ist hierfiir die spezifische Anreicherung
von Regionen, die in chromosomalen
Umbauten involviert sind [21, 71]. In
einer aktuellen Studie, in der eine hy-
bridisierungsbasierte Anreicherung mit
inkludierten molekularen Barcodes von
kodierenden sowie von in Translokatio-
nen involvierten Regionen aus Plasma-
DNA von NSCLC-Patienten durchge-
fithrt wurde, konnte eine diagnostische
Sensitivitdit und Spezifitdit von 100 %
bei einem Detektionslimit fiir mutierte
Sequenzen von 0,4 % erreicht werden
[72]. Eine andere Gruppe machte sich
offentlich zugingliche Sequenzierdaten
von Lungentumoren zunutze, um ein
Panel zu designen, mit dem in mehr
als 90 % der Patienten zumindest eine
Mutation detektiert werden kann [73].
Durch das Hinzuftigen von molekula-
ren Barcodes konnte deren urspriinglich
publizierter CAPP-Seq Ansatz hinsicht-
lich der analytischen Sensitivitit massiv
verbessert werden, wobei eine hypo-
thetische Sensitivitiat von 0,0025 % (2,5
in 10° Molekiilen) angegeben wurde
[62]. Da eine solch hohe Sensitivitat
nur durch die Detektion von mehreren
Mutationen erzielt werden kann, haben
die Autoren das Panel optimiert, sodass
bei zumindest 50 % der Patienten min-
destens acht Mutationen nachgewiesen
werden konnen.

Exome sequencing

Die erste Exomsequenzierung (WES,
whole exome sequencing) aus Plasma-
DNA wurde 2013 berichtet; dabei wurden
Patienten iiber mehrere Therapielinien
verfolgt, wobei jeweils zum Zeitpunkt
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Tab.1 Ausgewahlte Methoden zur Analyse von ctDNA

Methode Vorteile Nachteile LOD (%) Referenzen
ARMS Hohe analytische Sensitivitdt ~ Mutation muss bekannt sein, Bis zu 0,001 [22,26-30]
& Spezifitét, glinstig nur einzelne, wenige Zielregionen
analysierbar
dPCR Hohe analytische Sensitivitit ~ Mutation muss bekannt sein, Bis zu 0,0005  [23, 24, 50-53]
& Spezifitdt nur einzelne, wenige Zielregionen
analysierbar,
spezielles Equipment erforderlich, teuer
BEAMING Hohe analytische Sensitivitdt ~ Mutation muss bekannt sein, 0,001 [25]
& Spezifitdt nur einzelne, wenige Zielregionen
analysierbar,
spezielles Equipment erforderlich, teuer
castPCR Gute analytische Sensitivitdit ~ Mutation muss bekannt sein, 0,10 [31]
& Sperzifitét nur einzelne, wenige Zielregionen
analysierbar
Detektion von Sehr gute Spezifitat Identifizierung der Bruchpunkte 0,001 [54, 55]
Fusionsbruchpunkten mit aufwendig,
dPCR teuer
Bioinformatische Error Verbesserung der Fehlerrate  Limitierte Auflésung 0,01 [56-58]
Suppression nach Sequenzieren
Molekulares Barcoding Verbesserung der Fehlerrate  Verringerte PCR Effizienz, 0,01 [62]
nach Sequenzieren hohe Sequenzierkapazitdt notwendig
Cancer Hotspot Panels Analyse von klinisch Fehlende analytische Sensitivitat 1-5 -
relevanten Targets
TAm-Seq Hohe Flexibilitat fiir Fehlende analytische Sensitivitat 2 [69, 70]
personalisierte Assays
CAPP-Seq Hohe diagnostische Aufwendige Analytik 0,40 [72]
Sensitivity
CAPP-Seq & iDES Hohe analytische und Hohe analytische und diagnostische 0,0025 [62]
diagnostische Sensitivitat Sensitivitat
Whole exome sequencing Umfassende Analyse Fehlende analytische Sensitivitat, 5 [74-76]
keine SCNAs
Array-CGH Umfassende Analyse, Fehlende analytische Sensitivitat, 10 [14]
Bestimmung von SCNA keine Mutationsdaten
SNP-Arrays Umfassende Analyse, Fehlende analytische Sensitivitat, 10 [85]
Bestimmung von SCNA keine Mutationsdaten
Low coverage WGS Umfassende Analyse, Fehlende analytische Sensitivitat, 5-10 [21,75, 86, 87]
Bestimmung von SCNA keine Mutationsdaten
mFAST-Seqgs Umfassende Analyse, Fehlende analytische Sensitivitat, 5-10 [88]
Bestimmung von SCNA keine Mutationsdaten
LOD Detektionslimit (LOD, engl. limit of detection)

der Progression ein WES durchgefiihrt
wurde, wihrend zu den dazwischenlie-
genden Zeitpunkten die identifizierten
Mutationen mit hochauflsenden Me-
thoden gescreent wurden [74]. Mittels
dieser Strategie konnten bei allen Pa-
tienten resistenzassoziierte Mutationen
nachgewiesen werden [74]. Obwohl WES
auch in zwei weiteren Studien angewandt
wurde, ist es aufgrund der Kosten, der
geringen Sensitivitdt bzw. der umfassen-
den Interpretation der Varianten wohl

nicht die geeignetste Methode fiir ein
Therapiemonitoring [75, 76]. Hingegen
erweist sich ein WES aus Tumormaterial
fur die Identifizierung von patienten-
spezifischen Mutationen als niitzlich,
welche dann fiir ein hochauflosendes,
longitudinales Monitoring im Plasma
herangezogen werden kénnen [77, 78].

Umfassende genomweite
Ansatze

Speziell in spdten Stadien unterliegen Tu-
morgenome einer immensen Dynamik.
Die genetische Landschaft von Tumoren
und/oder Metastasen kann sich rasch,
und in manchen Fillen gravierend,
verdndern, sodass nicht zielgerichtete,
genomweite Ansitze notwendig sind, um
diese Anderung zu erfassen [19, 21, 79,
80]. Auflerdem erlauben solche Metho-
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den unter anderem eine genomweite Be-
stimmung von somatischen Kopienzahl-
veranderungen (SCNA, engl. somatic
copy number alteration), die kennzeich-
nend fiir 90 % der soliden bzw. 50 % der
hématologischen Malignitéten sind [81].
Zudem sind Onkogene hiufig von An-
derungen der Kopienzahl betroffen und
eine erhohte Anzahl an SCNAs ist mit
einer schlechteren Prognose assoziiert
[82-84]. Kopienzahlanalysen, die tradi-
tionell mittels Array-CGH oder SNP-
Arrays bestimmt wurden, werden seit
Einfihrung des NGS mehr und mehr
durch WGS abgelost [14, 85]. Dabei
wird das Genom virtuell in definierte
Abschnitte unterteilt, in denen dann
die generierten Sequenzinformationen
gezdhlt und mit einem Erwartungswert
bzw. einer Kontrollpopulation verglichen
werden. Die Etablierung von SCNAs aus
Plasma anhand von low-coverage WGS,
wie beispielsweise die von uns etablierte
plasma-Seq Technologie, hat sich als
eine duflerst effektive Methode erwie-
sen, um rasch und kostengiinstig die
Plastizitat und Evolution von Tumoren
zu erfassen [21, 75, 86, 87]. Das erste
WGS aus Plasma wurde 2012 publiziert
[55]. In den folgenden Jahren wurden
dann weitere Ansitze, hauptsichlich
von uns und der Gruppe um Dennis Lo,
etabliert [19, 21, 75, 79, 86, 87]. Mittels
einer kombinierten Analyse von SCNAs
und Hypomethylierung konnte die Lo-
Gruppe eine diagnostische Sensitivitét
und Sperzifitit von 74 % bzw. 94 % im
Vergleich zu den korrespondierenden
Tumorproben erzielen [79].

Wie auch bei der WES ist die feh-
lende analytische Sensitivitit bei diesen
Analysen die grofite Limitation [3].
Mit unserer plasma-Seq Methode ist es
moglich, SCNAs mit einer Sensitivitit
und Spezifitit von 80 % zu detektieren,
wenn 5-10% der cfDNA im Plasma
vom Tumor stammt. Allerdings kann es
sogar bei hochmetastasierten Patienten
aufgrund der im ersten Abschnitt dar-
gelegten Parameter vorkommen, dass
dieser Cut-Off nicht erreicht wird [6, 21,
55, 75] und bei rund 20-30 % der Patien-
ten konnen mit diesen Methoden keine
informativen Ergebnisse erzielt werden.
Um jene Patienten vorab zu identifizie-
ren, bei denen ausreichend Tumor-DNA
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fir genomweite Analysen in der Zirku-
lation vorhanden ist, haben wir kiirzlich
eine pre-screening Methode entwickelt
[88]. Das sog. mFAST-SeqS basiert
auf einer selektiven Amplifikation von
LINE]I-Sequenzen, die im gesamten Ge-
nom verteilt vorliegen. [88]. Ahnlich wie
bei der genomweiten Kopienzahlanalyse
werden die generierten LINEI-Sequen-
zen gegen das Genom kartiert und pro
Chromosomenarm gezahlt. Das Ausmaf3
einer moglichen Abweichung wird durch
den Vergleich mit Kontrollproben in ei-
nem z-Score zum Ausdruck gebracht.
Die Summe aller chromosomenarm-
spezifischen z-Scores ist ein generelles
Maf fiir Aneuploidie und reflektiert den
Anteil der tumorspezifischen DNA in
der Probe [88].

Potenzielle klinische Anwen-
dungen von hochauflosenden
Methoden

Die gezielte Analyse von bekannten pra-
diktiven Targets sowie die frithzeitige
Identifizierung von Resistenzmechanis-
men aus Plasma ist zur Zeit die Anwen-
dung, die am ehesten jhre Verwendung
in der Klinik findet. Allerdings bedarf es
hier hochauflosender Methoden, damit
etwaige Resistenzmutationen frithzeitig
auch bei geringen Tumorfraktionen im
Plasma detektiert werden konnen.
Speziell bei Kolon- und Lungenkar-
zinomen bekommt die molekulargeneti-
sche Charakterisierung der Tumore im-
mer mehr Bedeutung, um beispielswei-
se das Ansprechen auf EGFR-gerichtete
Therapien vorherzusagen [89]. Lungen-
tumore, die aktivierende Mutationen im
EGFR-Gen tragen, sprechen in der Re-
gel gut auf eine Klasse von Tyrosinkina-
seinhibitoren (TKI) an [90]. Allerdings
kommt es bei fast allen Patienten nach
einem initial guten Ansprechen inner-
halb von zwoélf Monaten zur Resistenz
[91]. Die Resistenz ist in den meisten
Fillen (~60 %) auf das Auftreten einer se-
kundiren EGFR-Mutation (T790M) zu-
riickzufithren. Da mittlerweile eine zwei-
te Generation von TKIs auf dem Markt
ist, die auch bei Vorhandensein der Re-
sistenzmutation zu einer EGFR-Blockade
fihren, ist die frithzeitige Identifizierung
der Resistenzmutation von groflem klini-

schen Interesse [92, 93], wobei die Ana-
lyse von ctDNA aus Plasma hier immen-
ses Potenzial zeigt. In einer bereits 2011
veréffentlichten Studie konnte mit der
BEAMing-Methode bei 43 % der resis-
tenten Patienten die T790M-Mutationim
Plasma nachgewiesen werden [94]. Eine
aktuelle Studie erzielte unter Verwen-
dung von ddPCR einen positiven pradik-
tiven Wert von 100 % fiir zwei aktivie-
rende EGFR-Mutationen (19 del, L858R)
sowie 74 % fiir die Detektion von T790M
[95].

Ein tiberaus wichtiger Punkt ist zu-
dem, dass Resistenzmutationen im Plas-
ma auch dann nachgewiesen werden
konnen, wenn eine zeitgleiche Biopsie
nicht méglich ist oder ein negatives Er-
gebnis liefert [96, 97]. Der Nachweis der
T790M-Mutation aus Plasma kann so-
mit in vielen Fillen ein Therapieversagen
vorhersagen, lange bevor eine klinische
Progression evident ist, worauthin die
Therapie frithzeitig adaptiert werden
kann.

Da Mutationen in KRAS ebenfalls
anerkannte Resistenzmechanismen auf
eine EGFR-Blockade darstellen, und
rund 40% der Kolontumore KRAS-
Mutationen aufweisen, ist KRAS ein ne-
gativer Pradiktor fiir eine Anti-EGFR-
Therapie. Daher wird bei Kolontumo-
ren routinemdflig eine Bestimmung des
KRAS-Mutationsstatus  durchgefiihrt.
Ahnlich wie bei Lungenkarzinomen ist
die Ansprechrate von Patienten mit Ko-
lorektalkarzinomen mit KRAS-Wildtyp-
Tumoren anfangs sehr gut, allerdings
kommt es auch hier in dem meisten
Fillen nach sechs Monaten zur Progres-
sion. Wie bei den Lungenkrebspatienten
konnen auch hier Resistenzmechanis-
men aufgrund von KRAS-Mutation oder
Amplifikationen frithzeitig im Plasma
detektiert werden [98, 99].

Mittlerweile gibt es auch Studien,
welche die Verwendung von ctDNA
zur Detektion von MRD bzw. Friither-
kennung von Rezidiven belegen, wofiir
sich aufgrund der hohen Sensitivitdt
und Spezifitit speziell der Nachweis
von tumorspezifischen chromosomalen
Umbauten eignet. Garcia-Murillas et al.
konnten bei Patientinnen mit lokali-
siertem Brustkrebs nach neoadjuvanter
Therapie und Operation mit kurativer



Intention mittels dPCR aus dem Tu-
mor etablierte Fusionsbruchpunkte im
Schnitt acht Monate vor dem Auftreten
eines Rezidivs im Plasma nachweisen.
Im Gegensatz dazu konnten bei Patien-
tinnen mit Mammakarzinom und einem
Langzeit-progressionsfreien Uberleben
keine tumorspezifischen Verinderun-
gen im Plasma detektiert werden [100].
Eine schwedische Gruppe lieferte dhn-
liche Ergebnisse: Das Vorhandensein
von ctDNA, ebenfalls gemessen anhand
spezifischer Fusionsbruchpunkte mit
dPCR, erlaubte die Diskriminierung
von Patientinnen mit Rezidiven und
jenen mit Langzeit-progressionsfreiem
Uberleben, wobei das Auftreten der Re-
zidive bis zu zehn Monate vorhergesagt
werden konnte [101].

Klinischer Nutzen von um-
fassenden Mutationsanalysen

In vielen Tumorentitdten, beispielsweise
bei Brustkrebs gibt es, im Gegensatz

zu Kolon- und Lungentumoren oder
auch dem Melanom, keine rekurrent

Hier steht eine Anzeige.
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auftretenden aktivierenden oder resis-
tenzverleihenden Mutationen. Daher
wird fiir ein effektives Therapiemonito-
ring solcher Entititen eine umfassende-
re Analyse benétigt. Die Verwendung
von Genpanels kann einerseits zu einer
nicht invasiven Identifizierung von neu
aufkommenden Therapiezielen beitra-
gen, andererseits ermdglicht eine breite
Genanalyse auch Einblicke in die He-
terogenitit und Evolution der Tumore
[102]. In einer Proof-of-Principle Stu-
die haben De Mattos-Arrunda et al.
300 Gene bei einer Brustkrebspatientin
(ER+/Her2) im Tumor, einer Leber-
metastase sowie in der Plasma-DNA
sequenziert [103]. Obwohl in der Me-
tastase Mutationen gefunden wurden,
die im Primirtumor nicht nachgewiesen
werden konnten, reflektierte die ctDNA
Aberrationen aus beiden Tumorgewe-
ben [103]. Butler et al., konnten nach
WES mehr Gemeinsambkeiten zwischen
einer Lebermetastase und der ctDNA
als mit dem Primirtumor finden, was
fiir eine klonale Selektion unter der ver-
abreichten Anastrozol Therapie spricht.

Wihrend im Primértumor eine PIK3CA
Hotspot Mutation detektiert wurde, die
im Plasma und der Metastase nicht
nachgewiesen werden konnte, trat dort
eine neue ESRI-Mutation auf, die mit
grofer Wahrscheinlichkeit fiir das The-
rapieversagen verantwortlich war [76].
Dieselbe Gruppe, die erstmalig WES aus
Plasma publizierte, hat kiirzlich einen
Case Report veroffentlicht, indem sie bei
einer metastasierten Brustkrebspatientin
extensive Vergleiche der Mutationen in
multiplen Biopsien und Plasmaproben
anstellte. Die Ergebnisse zeigten, dass
Plasma-DNA die Grofle und Aktivitit
von unterschiedlichen Subklonen wi-
derspiegelt und sogar ein differenzielles
Therapieansprechen unterschiedlicher
Metastasen reflektiert.

Bedeutung von genomweiten
Analysen

Wihrend die Entstehung und Progressi-
on einer Reihe von Tumoren eher von
Mutationen in bestimmten onkogenen
Pathways getrieben ist, findet man bei
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anderen Entititen keine rekurrent mu-
tierten Gene und auch insgesamt eine
geringere Mutationslast. In diesen Tumo-
ren findet sich haufig eine genomische
Instabilitdt und daraus resultierend eine
Reihe von SCNAs [104]. Daher ist hier
eine Analyse von SCNAs fiir die Identifi-
zierung von Resistenzmechanismen oder
Therapiezielen von grof3er Bedeutung.
Bei Patienten mit Prostatakarzinom
unter Hormontherapie konnte anhand
von ctDNA-Analysen eine Assoziation
zwischen dem Vorliegen von bestimm-
ten SCNAs und dem klinischen Outcome
gezeigt werden [105]. Die vermehrte Ent-
stehung von fokalen Amplifikationen in
fortgeschrittenen Stadien, was auf eine
hohe Plastizitit der Tumore hindeutet,
konnte von uns kiirzlich aus dem Plas-
ma nachgewiesen werden [80]. Zudem
konnten wir auch umfassende klonale
Verdnderungen in der Plasma-DNA be-
obachten, welche hochstwahrscheinlich
auch mit einer Diversifizierung des Tu-
mors einhergehen. Ahnliche Daten zei-
gen Carreiera et al., die im Tumorgewebe
sowie in der Zirkulation mehrere unab-
hingige Klone detektieren konnten, die
zu Therapieresistenzen beitragen [106].
Auch in anderen Entititen unterlie-
gen viele Resistenzmechanismen Kopi-
enzahlverdnderungen. Neben Mutatio-
nen in den Genen KRAS oder EGFR
zeigen sich unter anderem auch foka-
le Amplifikationen von KRAS und MET
bei progredienten Patienten unter An-
ti-EGFR-Therapie, die aus dem Plasma
nachgewiesen werden konnen [86]. Die-
se und viele weitere Daten weisen auf
eine duflerst komplexe Dynamik von Tu-
moren hin und unterstreichen die Not-
wendigkeit von kontinuierlich erfassten,
genetischen Follow-up-Daten.

Zusammenfassung und Ausblick

Der technologische Fortschritt auf dem
Gebiet der ctDNA Analytik hat eine
breite Implementierung in die Klinik

in greifbare Nahe gebracht. Das Poten-
zial von ctDNA als Biomarker ist unbe-
stritten, da in unzahligen Studien der
klinische Nutzen fiir ein verbessertes
Therapiemanagement von Krebspati-
enten belegt wurde. Mittels genom-
weiter Analysen erlaubt die Analyse
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der ctDNA, insbesondere in fortge-
schrittenen Stadien, ein umfassendes
Therapiemonitoring, das es den behan-
delnden Arzten erlaubt, méglichst rasch
auf Veranderungen im Tumor zu rea-
gieren und somit ihren Patienten teure
Behandlungen mit teils sehr toxischen
Medikamenten ab dem Augenblick zu
ersparen, in dem diese ohnehin nicht
mehr wirksam waren. AuBBerdem kon-
nen neue Therapieziele, die im Laufe
der Erkrankung auftreten, identifiziert
werden und so dem Patienten zu neu-
en Therapiemdéglichkeiten verhelfen.
ctDNA bietet auBerdem eine einzigarti-
ge Gelegenheit, mehr iiber Metastasie-
rungsprozesse und die damit verbunde-
nen Signalwege zu erfahren.

Anhand von hochauflésenden Metho-
den ist es moglich, ctDNA-Analysen
auch schon in frithen Stadien, in denen
der Anteil der Tumor-DNA in der Zirku-
lation oft nur sehr gering ist, durchzu-
fithren und so friihzeitig das Auftreten
eines Rezidivs vorherzusagen. Trotz

all dieser methodischen Maglichkei-
ten fehlt es aber im Moment noch an
etablierten internationalen Qualitats-
standards, wie und in welchem Umfang
ctDNA-Analysen durchgefiihrt werden
sollen. Die Notwendigkeit fiir einen
Konsens iiber die praanalytischen und
analytischen Strategien sowie die nach-
folgende Befundung, Interpretation
und Konsequenzen fiir Betroffene ist
offensichtlich und entsprechende Kon-
sortien wie beispielsweise das Cancer-
ID (http://www.cancer-id.eu/) befassen
sich mit entsprechenden Anforderun-
gen, um eine erfolgreiche Implemen-
tierung der Liquid Biopsy als validen
klinischen Test voranzutreiben.
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