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Referat

Jéhrlich erkranken iiber 2 Millionen Menschen weltweit neu an einem Bronchialkarzinom. Uber
1,7 Millionen Menschen sterben pro Jahr an dieser Tumorart. Bei den meisten Lungenkrebs-
patienten wird die Erkrankung in einem fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert, welches nicht
mehr kurativ behandelt werden kann. Fiir das Bronchialkarzinom besteht demnach ein groBer
Bedarf nach Screening- und Fritherkennungsmafnahmen. Beim fortgeschrittenen Lungen-
karzinom sowie beim Therapieversagen stellt die Liquid Biopsy bereits ein wichtiges,
diagnostisches Element dar. Fiir die zellfreie DNA (cfDNA), welche einen Bestandteil der
Fliissigbiopsie bildet, wurde das Potenzial als diagnostischer, pradiktiver und therapeutischer
Biomarker fiir eine Vielzahl von Tumorentititen einschlieBlich des Bronchialkarzinoms belegt.
Neben dem Nachweis genetischer und epigenetischer Alterationen eignet sich die cfDNA auch
fiir Konzentrations- und Integrititsmessungen. Bei Tumorpatienten konnten erhohte zellfreie
DNA-Konzentrations- und Integritdtswerte im Vergleich zu Gesunden nachgewiesen werden.
Diese Arbeit beschiftigt sich mit der Eignung von cfDNA-Konzentrations- und Integritéts-
messungen als Biomarker zur Differenzierung von malignen und benignen Lungenerkrankungen.
Hierfiir wurde cfDNA aus Plasmaproben von 227 Patienten isoliert. Die absolute cfDNA-
Konzentration von 3 unterschiedlich langen ERV3-Fragmenten wurde mittels quantitativer Real-
Time-PCR bestimmt. Anhand von 2 Kalkulationsmethoden wurde die DNA-Integritidt der cfDNA
ermittelt.

Es konnten keine relevanten Unterschiede beziiglich der cfDNA-Konzentration und -Integritét
zwischen Lungenkarzinompatienten, Patienten mit einer benignen Lungenerkrankung und
Patienten mit einer anderen Tumorerkrankung als dem Bronchialkarzinom nachgewiesen werden.
Weder Konzentrations- noch Integritdtsmessungen zellfreier DNA waren als diagnostische
Biomarker geeignet. Die geringe diskriminatorische Stirke ist einerseits auf Entziindungs-
reaktionen bei den benignen Lungenkranken zuriickzufiihren, welche erhéhte cfDNA-
Konzentrations- und -Integrititswerte wie bei Tumorerkrankungen bedingen konnen. AuBlerdem
erschwerte die Heterogenitit des Patientenkollektivs dieser Studie die Diskrimination zwischen
malignen und benignen Lungenerkrankungen anhand der cfDNA-Konzentration und -Integritét.
Das Potenzial der Liquid Biopsy einschlieBlich der cfDNA ist insbesondere bei Tumorpatienten
aufgrund der geringen Invasivitit und leichten Wiederholbarkeit unstrittig. Es bedarf allerdings
weiterer Forschung, um die genauen Freisetzungs- und Abbaumechanismen der cfDNA ein-
schlieBlich mdglicher Einflussfaktoren festzustellen. Fiir den klinischen Einsatz der cfDNA ist

die Standardisierung der Methoden essenziell.

Wagner, Julia: Eignung von Konzentrations- und Integritdtsmessungen zellfreier Plasma-DNA
als Biomarker zur Differenzierung von malignen und benignen Lungenerkrankungen, Halle
(Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 80 Seiten, 2021
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Lungenkarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Weltweit erkrankten im Jahr 2018 iiber 2,09 Millionen Menschen neu an Lungenkrebs. Ménner
sind von dieser Erkrankung besonders betroffen: Das Bronchialkarzinom ist die héufigste
Tumorerkrankung bei Mannern weltweit. Lungenkrebs ist zudem weltweit die hdufigste zum Tod
filhrende Tumorerkrankung. 2018 starben 1,76 Millionen Menschen an dieser Erkrankung (Bray
et al., 2018).

Laut dem Robert Koch-Institut erkrankten im Jahr 2016 in Deutschland 57.460 Menschen neu an
Lungenkrebs. Im selben Jahr starben 45.706 Menschen an einer bosartigen Neubildung der
Bronchien und der Lungen. 2016 waren knapp zwei Drittel der am Lungenkrebs erkrankten bzw.
verstorbenen Personen ménnlich, ein Drittel war weiblich. Mit 13,9% stellte das Lungenkarzinom
bei Ménnern die zweithdufigste Krebserkrankung in Deutschland dar, bei Frauen mit 9,2% die
dritthdufigste. AuBBerdem war das Bronchialkarzinom in Deutschland bei Ménnern im Jahr 2016
die héufigste tumorbedingte Todesursache, bei Frauen die zweithdufigste (Robert Koch-Institut,
2019). Im Mittel erkrankten Mainner im Alter von 70 Jahren an Lungenkrebs, Frauen
durchschnittlich mit 69 Jahren. Bei Erstdiagnosen wiesen iiber 75% der Betroffenen ein lokal
fortgeschrittenes Tumorstadium auf (T3- oder T4-Stadium). Die relative 5-Jahres-Uberlebens-
wahrscheinlichkeit lag im Jahr 2016 in Deutschland fiir Ménner bei 15% und fiir Frauen bei 21%
(Robert Koch-Institut, 2019). Der Trend der letzten 20 Jahre fiir Deutschland zeigt, dass die
altersstandardisierten Sterbe- und Neuerkrankungsraten fiir Lungenkrebs bei Ménnern riicklaufig
sind, wihrend sie bei Frauen ansteigen. Diese Entwicklung ldsst sich u.a. durch den gestiegenen

Anteil an Raucherinnen erkldren (Robert Koch-Institut, 2019).

1.1.2 Atiologie und Pathogenese

Rauchen ist der Hauptrisikofaktor fiir das Bronchialkarzinom, insbesondere fiir das Auftreten von
kleinzelligen Bronchialkarzinomen und Plattenepithelkarzinomen. 9 von 10 Erkrankungen
koénnen bei Méannern mit dem Rauchen in Verbindung gebracht werden, bei Frauen sind es 6 von
10 (Robert Koch-Institut, 2019). Der Zusammenhang zwischen dem Auftreten eines Lungen-
karzinoms und dem Rauchen ist bereits seit den 1950er Jahren bekannt (Doll and Hill, 1950). Die
Dauer des Rauchens stellt den wichtigsten Einflussfaktor dar, wobei das Risiko an einem
Lungenkarzinom zu erkranken steigt, je friiher mit dem Rauchen begonnen wird (Hegmann et al.,
1993; International Agency for Research on Cancer, 2004). Daneben steigt das Erkrankungsrisiko
mit der Anzahl der pro Tag gerauchten Zigaretten (International Agency for Research on Cancer,
2004). Um die Rauchdosis von Zigarettenrauchern zu definieren, werden héufig Packungsjahre

angegeben. Diese Einheit berechnet sich als Anzahl der pro Tag gerauchten Zigarettenpackungen
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multipliziert mit der Anzahl der Raucherjahre. Das Risiko, an einem Bronchialkarzinom zu
erkranken, ist 23,9-mal hoher fiir Zigarettenraucher und 7,5-mal hoher fiir ehemalige Raucher im
Vergleich zu Nichtrauchern (Simonato et al., 2001).

Das Passivrauchen stellt einen weiteren relevanten Risikofaktor fiir das Bronchialkarzinom dar.
Insbesondere die passive Exposition gegeniiber Tabakrauch in der Partnerschaft und am
Arbeitsplatz erhohen das Lungenkrebsrisiko (Boffetta et al., 1998).

Die berufliche Exposition gegeniiber Karzinogenen gilt als Ursache fiir 9-15% der
Lungenkarzinome (Robert Koch-Institut, 2019). Das Erkrankungsrisiko fiir das Bronchial-
karzinom steigt signifikant u.a. durch die Exposition gegeniiber folgenden Substanzen: Asbest,

Radon-222, Arsen, Beryllium, Cadmium und Nickel (Cogliano et al., 2011).

1.1.3 Symptome

Ungefahr 90% der Patienten weisen bei Diagnosestellung des Bronchialkarzinoms Symptome auf
(Buccheri and Ferrigno, 2004). Das héufigste Symptom ist dabei Husten, gefolgt von weiteren
respiratorischen Symptomen wie Dyspnoe, Thoraxschmerzen und Himoptysen. Dazu kommen
Allgemeinsymptome wie Schwéche, Gewichtsverlust, Fieber und Nachtschweil3 (Buccheri and
Ferrigno, 2004; Spiro et al., 2007). Durch die intrathorakale Ausbreitung des Tumors konnen
Nerven infiltriert werden, was Heiserkeit (N. reccurens), einen Zwerchfellhochstand (N.
phrenicus) oder eine Armplexuslédsion zur Folge haben kann. Die Invasion der Pleura und der
Thoraxwand kann Thoraxschmerzen auslosen, die Invasion der Vena-cava-superior kann zu einer
oberen Einflussstauung fithren. Ein Drittel der Patienten leidet unter Beschwerden, die durch die
extrathorakale Metastasierung bedingt sind. Dazu gehdren Kopfschmerzen und Ubelkeit bei
Hirnmetastasen, Knochenschmerzen bei Knochenmetastasen, Gewichtsverlust bei Leber-

metastasen und Lymphadenopathien bei Lymphknotenmetastasen (Spiro et al., 2007).

1.1.4 Screening

Bei Erstdiagnose eines Lungenkarzinoms liegt bei einem GroBteil der Patienten bereits ein
fortgeschrittenes Tumorstadium vor, woraus eine reduzierte 5-Jahres-Uberlebenswahr-
scheinlichkeit resultiert (Robert Koch-Institut, 2019). Demzufolge besteht ein groler Bedarf nach
verlasslichen, moglichst wenig invasiven FritherkennungsmafBnahmen. Laut der aktuellen
deutschen S3-Leitlinie eignen sich weder Rontgen Thorax-Untersuchungen noch Bronchoskopie,
Sputumzytologie oder eine Tumormarkerdiagnostik als Screeningmethoden flir das Bronchial-
karzinom bei asymptomatischen Risikopatienten (Leitlinienprogramm Onkologie, 2018).
Bereits in den 1970er Jahren wurde der Einsatz von Rontgen Thorax-Aufnahmen, allein und in
Kombination mit Sputumzytologieuntersuchungen, als Fritherkennungsuntersuchungen fiir das
Lungenkarzinom erforscht (Fontana et al., 1986). In mehreren randomisierten Studien konnte
keine signifikante Reduktion der Lungenkrebssterblichkeit durch die genannten Untersuchungen

nachgewiesen werden (Melamed et al., 1984; Oken et al., 2011).
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Seit einigen Jahren wird die low-dose-Computertomographie zur Lungenkrebs-Fritherkennung
stark diskutiert. Im Rahmen der multizentrischen, randomisiert-kontrollierten Studie NLCT (The
National Lung Cancer Trial) wurde in den USA von 2002 bis 2007 der Einsatz von Niedrigdosis-
CT-Untersuchungen als mogliche Screening-Untersuchung im Vergleich zu konventionellen
Rontgenuntersuchungen des Thorax untersucht. Hierfiir wurden Raucher im Alter von 55 bis 74
Jahren mit tiber 30 Packungsjahren und ehemalige Raucher, welche innerhalb der letzten 15 Jahre
den Nikotinkonsum eingestellt haben, iiber drei Jahre einmal jahrlich mittels low-dose-CT bzw.
konventioneller Rontgenuntersuchung des Thorax untersucht. Es zeigte sich eine relative
Risikoreduktion an einem Lungenkarzinom zu versterben von 20% bei den Probanden, die mittels
Niedrigdosis-CT untersucht wurden, im Vergleich zur Rontgengruppe. Problematisch war
hingegen die hohe Rate an falsch-positiven Screeningbefunden (National Lung Screening Trial
Research Team et al., 2011). Trotz dieser deutlichen Limitation wird die Niedrigdosis-CT in den
USA als Screeningmethode bei Risikopatienten von den fiihrenden Fachgesellschaften seit
mehreren Jahren empfohlen (Wender et al., 2013; Moyer, 2014). Auch in Europa wurden
randomisiert-kontrollierte Studien durchgefiihrt, die den Einsatz der Niedrigdosis-CT als
Screeningmethode fiir das Lungenkarzinom bei Risikopatienten iiberpriiften. Hierzu zéhlen u.a.
der DLCST (Danish Lung Cancer Screening Trial) (Saghir et al., 2012), die DANTE-Studie
(Detection and screening of early lung cancer with novel imaging Technology) (Infante et al.,
2009) und die NELSON-Studie (Nederlands-Leuvens Longkanker Screenings Onderzoek)
(Horeweg et al., 2013). Die NELSON-Studie ist die zweitgrofite Studie dieser Art weltweit und
die groBte europaweit. Die ersten Ergebnisse zeigten, dass der Einsatz der low-dose-CT zu einer
deutlichen Risikoreduktion bei asymptomatischen Hochrisikopatienten fiihrt, an einem
Lungenkarzinom zu versterben (International Association for the Study of Lung Cancer, 2018).
Die vollstdndigen Ergebnisse werden groBen Einfluss auf die europdischen und deutschen
Leitlinien zum Lungenkrebsscreening haben. Laut der deutschen S3-Leitlinie wird der
flichendeckende FEinsatz der Niedrigdosis-CT als Screening-Untersuchung fiir das Lungen-
karzinom noch nicht empfohlen. Allerdings kann eine low-dose-CT als Friiherkennungs-
untersuchung angeboten werden, wenn neben einem gewissen Alter und einer bestimmten
Raucheranamnese weitere Risikofaktoren vorliegen und festgelegte Rahmenbedingungen erfiillt

werden (Leitlinienprogramm Onkologie, 2018).

1.1.5 Histopathologische und klinische Klassifikation

Nach der histologischen Klassifikation der WHO aus dem Jahr 2015 wird das Lungenkarzinom
in das Plattenepithelkarzinom, das Adenokarzinom, das groBzellige Karzinom sowie in
neuroendokrine Tumoren mit jeweils verschiedenen Subtypen unterteilt (Travis et al., 2015).

Im klinischen Alltag wird neben der histologischen Differenzierung zwischen kleinzelligen und

nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen unterschieden: Ca. 80 % der Lungenkarzinome sind nicht-
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kleinzellig, 20 % sind kleinzellig (Kraywinkel und Schonfeld, 2018; Robert Koch-Institut, 2019).
Unter dem Begriff des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms (NSCLC, non-small cell lung
cancer) werden das Plattenepithelkarzinom (ca. 25%), das Adenokarzinom (ca. 50%) sowie das
grofBzellige Karzinom zusammengefasst (Kraywinkel und Schonfeld, 2018; Robert Koch-Institut,
2019). Dem wird das kleinzellige Lungenkarzinom (SCLC, small cell lung cancer)
gegeniibergestellt, welches wie auch die Karzinoide den neuroendokrinen Tumoren zugeordnet
wird (Travis et al., 2015).

Nach Abschluss der Ausbreitungsdiagnostik wird das Lungenkarzinom anhand der 8. TNM-
Klassifikation der International Association for the Study of Lung Cancer (IASLC) eingeteilt
(Rami-Porter, 2016; Wittekind, 2017). Hierbei wird neben der Ausdehnung des Primirtumors
auch die Existenz und Verteilung von Lymphknoten- und Fernmetastasen beurteilt. Auf Basis der
TNM-Klassifikation werden verschiedene Tumorstadien nach der Union internationale contre le
cancer (UICC) klassifiziert, welche fiir die Prognose und Therapie des Lungenkarzinoms von

Bedeutung sind (Rami-Porter, 2016; Wittekind, 2017).

1.1.6 Therapie des NSCLC und SCLC

Die Therapie des NSCLC richtet sich nach der Histologie, dem Tumorstadium sowie nach dem
Allgemeinzustand und den Komorbidititen des Patienten. Als therapeutische Verfahren kommen
laut der aktuellen deutschen S3-Leitlinie die Operation, die adjuvante oder neoadjuvante
Chemotherapie, die lokale adjuvante oder neoadjuvante Radiotherapie, die adjuvante oder
neoadjuvante Radiochemotherapie sowie targeted therapies zum Einsatz (Leitlinienprogramm
Onkologie, 2018). Ein kurativer Therapieansatz wird in den Tumorstadien I und II sowie im
Stadium T3N1MO (IIIA) verfolgt. Das Tumorstadium III ist sehr heterogen. Es wird daher in drei
Subklassen untergliedert, die sich hinsichtlich ihrer Prognose und Wahl der Therapie erheblich
voneinander unterscheiden. Beim oligometastasierten Bronchialkarzinom, daher im
Tumorstadium IVA, ist die Therapieentscheidung interdisziplindr und multimodal zu treffen. Im
multipel metastasierten Tumorstadium [VB wird ein palliativer Behandlungsansatz verfolgt. Alle
palliativ behandelbaren, nichtplattenepithelialen NSCLCs sowie alle Plattepithelkarzinome bei
Patienten, die nie oder nur leicht geraucht haben, sollen molekularpathologisch hinsichtlich
therapierelevanter molekularer Verinderungen untersucht werden. Hierzu gehoéren folgende
Alterationen: ALK- und ROS1-Fusionen, BRAF-V600 Mutationen sowie EGFR-Mutationen in
den Exonen 18-21. Zudem sollen die Tumore der betroffenen Patienten immunhistochemisch auf
ihre PD-L1-Expression gepriift werden. Die Therapie richtet sich nach dem individuellen
Mutationsmuster des Patienten und wird daher auch als targeted therapy (zielgerichtete Therapie)
bezeichnet (Leitlinienprogramm Onkologie, 2018).

Die Therapie des SCLC richtet sich ebenfalls nach der Ausbreitung des Tumors. In Abhéngigkeit

der Durchfiihrbarkeit einer Bestrahlung wird zwischen den Stadien ,,Very Limited Disease® (ca.
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5%), ,,Limited Disease (etwa 25-35%) und ,,Extensive Disease* (60-70%) unterschieden. Bei
dem GrofBteil der Patienten wird das SCLC erst im ,,Extensive Disease* Stadium diagnostiziert
und kann nur palliativ mittels einer Chemotherapie, ggf. in Kombination mit einer

Ganzhirnbestrahlung, therapiert werden (Leitlinienprogramm Onkologie, 2018).

1.2 Biomarker beim Lungenkarzinom

1.2.1 Definition eines Biomarkers

Unter einem biologischen Marker, auch Biomarker genannt, versteht man eine objektiv messbare
und evaluierbare Eigenschaft, die als Indikator fiir einen normalen biologischen Prozess, einen
pathologischen Prozess oder als pharmakologische Antwort auf eine therapeutische Intervention
eingesetzt werden kann (Biomarkers Definitions Working Group, 2001). Dieser sehr weit
gefassten Definition zufolge konnen u.a. DNA, RNA, Proteine, Metaboliten und
Mikroorganismen als Biomarker fungieren (Vargas and Harris, 2016). Verschiedenste Medien
eignen sich zur Bestimmung von Biomarkern wie beispielsweise Blut, Gewebe, Speichel, Stuhl
und Urin (Vargas and Harris, 2016). Ebenso vielfiltig ist die Anwendung von Biomarkern. Sie
konnen als diagnostisches Hilfsmittel zur Identifizierung von Patienten mit einer bestimmten
Krankheit eingesetzt werden. Auch zur Stadienbestimmung oder Klassifizierung der Ausdehnung
einer Krankheit konnen sich Biomarker eignen. Auflerdem kdnnen anhand von Biomarkern
Therapien liberwacht und Voraussagen iiber das Ansprechen auf eine Behandlung gemacht
werden. Zudem konnen sie als Indikatoren fiir die Prognose einer Erkrankung dienen (Biomarkers

Definitions Working Group, 2001).

1.2.2 Klinische Anwendung von Biomarkern

Damit ein Biomarker auch im klinischen Alltag Anwendung findet, miissen bestimmte Kriterien
erflillt werden. Ein Biomarker muss quantifizierbar und reproduzierbar sein sowie in einem
moglichst leicht zugénglichen Medium in kleiner Menge und ohne aufwendige Préparation
kosteneffektiv nachweisbar sein (Srivastava and Gopal-Srivastava, 2002; Hassanein et al., 2012).
Biomarker konnen einzeln oder als Gruppe gemessen werden (Vargas and Harris, 2016). Von
entscheidender Bedeutung fiir den klinischen Einsatz sind die statistischen Giitekriterien. Eine
hohe Sensitivitét und Spezifitit sind essentiell fiir einen diagnostischen Biomarker, damit eine
sichere Identifizierung von Patienten mit und ohne eine Krankheit gewéhrleistet ist (Srivastava
and Gopal-Srivastava, 2002). Dadurch konnen die Raten an falsch-negativen und falsch-positiven
Befunden niedrig gehalten werden. Werden Biomarker zu Screening-Zwecken eingesetzt, ist eine
hohe Spezifitdt mit konsekutiv niedrigen Raten an falsch-positiven Befunden notwendig. So kann
unndtige, teilweise invasive und kostenintensive, weiterfiihrende Diagnostik vermieden werden.
Bei prognostischen Biomarkern oder solchen, die zur Therapieiiberwachung eingesetzt werden,
bedarf es hingegen einer hohen Sensitivitit mit konsekutiv niedrigen Raten an falsch-negativen

Befunden (Srivastava and Gopal-Srivastava, 2002).
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1.2.3 Proteinbasierte und molekulare Biomarker

Seit vielen Jahren wird der Einsatz von proteinbasierten Serummarkern fiir die Fritherkennung,
Diagnose, Prognose und Therapieiiberwachung des Lungenkarzinoms intensiv erforscht. Hierzu
zdhlen u.a. folgende Serummarker: CYFRA 21-1 (Cytokeratin-19-Fragment), die
neuronenspezifische Enoloase (NSE), das carcinoembryonale Antigen (CEA), SCCAg
(squamous cell carcinoma antigen), TPA (tissue popypeptid antigen), CA125 (cancer-antigen
125) (Hatzakis et al., 2002). Ein routineméfBiger Einsatz der zuvor genannten Serummarker,
sowohl einzeln als auch als Panel, ist aufgrund der mangelnden Sensitivitit und Spezifitét laut
der aktuellen deutschen S3-Leitlinie weder fiir die Fritherkennung noch fiir die Primér- und
Rezidivdiagnostik beim Lungenkarzinom geeignet (Leitlinienprogramm Onkologie, 2018).
Dank des stetig wachsenden Versténdnisses liber die Tumorgenetik sind in den letzten Jahren
zunehmend molekulare Biomarker in den Vordergrund getreten. Es wurde eine Reihe von
genetischen Alterationen entdeckt, anhand derer eine Einteilung in verschiedene molekulare
Subgruppen moglich ist. Zu den wichtigsten Alterationen fiir das Lungenkarzinom zdhlen
Mutationen im EGF-Rezeptor, ALK- und ROSI1-Fusionen sowie BRAF-V600-Mutationen
(Buettner und Heydt, 2013; Chan and Hughes, 2015).

Insbesondere die Entdeckung von EGFR-Mutationen hat zu einem Paradigmenwechsel bei der
Therapie des NSCLC gefiihrt (Buettner und Heydt, 2013; Ai et al., 2018). Bei Nachweis
aktivierender EGFR-Mutationen kommen zielgerichtete Therapien, sogenannte ,targeted
therapies”, mit Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI) zum Einsatz. Mittlerweile sind 3 TKI-
Generationen erhiltlich, hierzu zéhlen beispielsweise Gefitinib, Afatinib und Osimertinib (Ai et
al., 2018). Die Anwendung der genannten TKI fiihrt bei Patienten mit einem fortgeschrittenen
NSCLC und Nachweis einer entsprechenden EGFR-Mutation zu einer Verlingerung des
progressionsfreien Uberlebens im Vergleich zu einer Chemotherapie (Wu et al., 2014; Mok et al.,
2017; Wu et al., 2017). EGFR-Mutationen konnen somit als pradiktive Biomarker fiir das
Ansprechen auf eine TKI-Therapie sowie als prognostische Biomarker gewertet werden.

ALK- und ROS-1-Fusionen konnen als pradiktive Biomarker fiir das Ansprechen auf Therapie
mit Crizotinib gesehen werden. Das progressionsfreie Uberleben von Patienten mit
fortgeschrittenem NSCLC und ALK- bzw. ROS-1-Fusionsnachweis verldngert sich unter der
Therapie mit Crizotinib. Somit stellt das Vorliegen von ALK- und ROS-1-Fusionen auch einen
prognostischen Biomarker dar (Solomon et al., 2014; Mazicres et al., 2015).

Das Vorliegen einer BRAF-V600-Mutation bei Patienten mit einem fortgeschrittenen NSCLC
stellt einen pradiktiven Biomarker fiir das Ansprechen auf eine Therapie mit Dabrafenib und
Trametinib dar. Die Ansprechrate bei den genannten BRAF-positiven Patienten war deutlich
hoéher. Die Kombinationstherapie der 2 BRAF-Inhibitoren verldngerte das progressionsfreie

Uberleben im Vergleich zu Patienten, die eine Chemotherapie erhielten (Planchard et al., 2017).
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Daraus resultiert, dass auch der Nachweis einer BRAF-V600-Mutation als pradiktiver und

prognostischer Biomarker geeignet ist.

1.2.4 Liquid Biopsy

Laut der deutschen S3-Leitlinie sollen die genannten molekularen und immunhistochemischen
Untersuchungen an Gewebeproben durchgefiihrt werden (Leitlinienprogramm Onkologie, 2018).
Allerdings ist die Gewebebiopsie im klinischen Alltag mit einigen Limitationen konfrontiert.
Prinzipiell stellt die Entnahme von Gewebe immer einen invasiven Eingriff mit potentiellen
Komplikationen dar. Wiederholte Entnahmen zur Evaluierung von Tumordynamiken sind einem
Patienten daher nur in geringem Umfang zuzumuten. Dariiber hinaus liefern Gewebeproben
héufig nicht ausreichend Material und spiegeln nur Ausschnitte eines Tumors wider (Santarpia et
al., 2018).

Eine Erginzung zur Gewebeprobe stellt die Liquid Biopsy dar. Unter dem Begriff werden
verschiedene Verfahren zusammengefasst. Sie verfolgen das Ziel, von einem Tumor stammende
Materialien in unterschiedlichen Medien nachzuweisen (Molina-Vila et al., 2016). Dazu zdhlen
die extrazelluldre, zellfreie DNA (cfDNA) und RNA (cfRNA), zirkulierende Tumorzellen
(CTCs), Exosomen sowie tumor-educated platelets (TEP) (Molina-Vila et al., 2016; Santarpia et
al., 2018). Das vornehmlich verwendete Untersuchungsmedium ist Blut und dessen Bestandteile,
aber auch andere Korperfliissigkeiten wie Urin, Speichel und Bronchialsekret sind geeignet
(Santarpia et al., 2018). Die Liquid Biopsy bietet eine Reihe an Vorteilen im Vergleich zur
Gewebeprobe: Sie ist weniger invasiv, schnell verfiigbar und einfach zu wiederholen (Liang et
al., 2018). Die Liquid Biopsy ist mittlerweile ein fester Bestandteil in der deutschen S3-Leitlinie
des Lungenkarzinoms. Sind Gewebeproben fiir molekulare Untersuchungen nicht ausreichend
oder Re-Biopsien nicht moglich, kann die Liquid Biopsy zum Einsatz kommen. Dariiber hinaus
spielt sie bei erworbenen TKI-Resistenzen eine wichtige Rolle zur Bestimmung von Resistenz-

mechanismen (Leitlinienprogramm Onkologie, 2018).

1.3 Zirkulierende zellfreie DNA

1.3.1 Geschichte der cfDNA

cfDNA in menschlichen Plasmaproben wurde erstmals im Jahr 1948 von Mandel und Métais
entdeckt (Mandel und Métais, 1948). 1966 wurde die Idee von Tan et al. aufgegriffen. Letztere
wiesen cfDNA im Serum von Patienten mit systemischen Lupus erythematodes nach, ebenso wie
bei Patienten mit Lebererkrankungen und bei Lymphompatienten (Tan et al., 1966). Im Jahr 1977
konnten Leon et al. erhdhte Konzentrationen von cfDNA im Serum von Patienten mit
unterschiedlichen Tumorentititen im Gegensatz zu Gesunden nachweisen. Signifikant héhere
Konzentrationen von cfDNA konnten bei metastasierten Tumoren im Gegensatz zu nicht-
metastasierten Tumoren festgestellt werden. Die Untersuchung der cfDNA-Konzentrationen nach

einer Bestrahlung zeigte, dass sinkende cfDNA-Level fiir eine bessere Prognose mit Riickgang
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der TumorgroBe und der Beschwerden sprachen. Im Gegenzug gingen gleichbleibende oder
steigende Konzentrationslevel von cfDNA nach einer Behandlung mit einem geringeren
Therapieansprechen einher (Leon et al., 1977). Mit dem Beweis durch Stroun und Anker im Jahr
1989, dass bei Tumorpatienten ein Teil der cfDNA vom Tumor abstammt, wurde der Grundstein
fiir die Forschung und Entwicklung des heutigen Konzepts der Liquid Biopsy gelegt (Stroun et
al., 1989; Chen et al., 1996; Nawroz et al., 1996).

1.3.2 Definition und allgemeine Charakteristika der cfDNA

Der Begriff ,,zellfreie DNA“ (cfDNA) bezeichnet den Gesamtpool an cfDNA in zirkulierenden
Korperfliissigkeiten wie Blut und Lymphfliissigkeit und in nicht-zirkulierenden Kd&rperfliissig-
keiten wie Stuhl, Urin, Sputum, Liquor oder Bronchiallavage. In der Literatur gibt es bisher
keinen Konsens iiber eine einheitliche Nomenklatur der cfDNA, sodass eine Vielzahl von
Begriffen und Abkiirzungen fiir die unterschiedlichen Typen von cfDNA parallel verwendet wird
(Bronkhorst et al., 2020).

Bei der ¢fDNA handelt es sich um Doppelstrang-DNA, die resistent gegeniiber RNase und
Pronase, jedoch sensibel fiir DNase [ ist (Stroun et al., 1987). Sie weist eine heterogene Verteilung
der DNA-Fragmentlédngen zwischen 0,5 und 21 kb auf (Stroun et al., 1987). Lo et al. konnten fiir
zirkulierende, fetale DNA eine Halbwertszeit von 16 Minuten im Plasma ermitteln (Lo et al.,
1999 a), wihrend Yao et al. in einem in vitro Experiment eine Halbwertszeit von 2,5 Stunden fiir
cfDNA im Serum feststellten (Yao et al., 2016). cfDNA kann in unterschiedlicher Form auftreten
(Thierry et al., 2016). In Form eines Nukleosom liegt sie vor, wenn sie mit Histonen einen
Komplex bildet (Holdenrieder et al., 2001). Alternativ kann ¢cfDNA auch makromolekulare
Komplexe durch Bindung an Serumproteine wie Albumin oder Immunglobuline ausbilden
(Bronkhorst et al., 2019). cfDNA kommt ebenso internalisiert in Vesikeln vor, beispielsweise in
Exosomen oder Apoptosekdrperchen (Halicka et al., 2000; Thakur et al., 2014). AuBBerdem kann
sie an die Oberfliche anderer Zellen wie Lymphozyten oder Erythrozyten gebunden sein

(Laktionov et al., 2004).

1.3.3 Ursprung, Freisetzungs- und Abbaumechanismen der cfDNA

Der Ursprung der cfDNA, ebenso wie die Freisetzungsmechanismen, sind bis heute nicht
vollstindig aufgeklart (Stroun et al., 2001; Aucamp et al., 2018). Es werden 2 verschiedene
Hauptquellen der cfDNA diskutiert: Zum einen werden Mechanismen des Zelluntergangs wie die
Apoptose, Nekrose oder Pyroptosis als Quelle der cfDNA gesehen, zum anderen wird von aktiven
Freisetzungsmechanismen als Ursprung der cfDNA ausgegangen (Aucamp et al., 2018).

Es wird angenommen, dass die cfDNA beim Gesunden hauptséchlich durch Apoptose freigesetzt
wird (Jahr et al., 2001; Suzuki et al., 2008). Beim Zelluntergang durch Apoptose wird das
Chromatin durch Endonukleasen fragmentiert und zu DNA-Fragmenten einer Lange von ca. 180

bp gespalten (Giacona et al., 1998; Nagata, 2000). Der grofite Teil der gefundenen cfDNA-
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Fragmente im Plasma oder Serum weist ebenfalls eine Linge von ca. 180 bp auf, sodass ein
apoptotischer Ursprung naheliegt (Jahr et al., 2001; Suzuki et al., 2008). Beim Gesunden wird
angenommen, dass die cfDNA aus hdmatopoetischen Zellen stammt (Lui et al., 2002). Die
cfDNA-Konzentration im Blut von Gesunden betrdgt zwischen 0 und 100 ng/ml (Schwarzenbach
et al., 2011). Im Mittel liegt sie bei 13 ng/ml (Jahr et al., 2001).

Die cfDNA-Konzentration im Blut von Tumorpatienten betrdgt zwischen 0 und >1000 ng/ml
(Schwarzenbach et al., 2011). Im Durchschnitt wurden Werte von 180 ng/ml gemessen (Jahr et
al., 2001). Bei Tumorpatienten wird vermutet, dass die cfDNA sowohl apoptotischen wie auch
nekrotischen Ursprung ist (Jahr et al., 2001). Die Nekrose fiihrt im Gegensatz zur Apoptose zur
Freisetzung von deutlich lingeren und unterschiedlich langen cfDNA-Fragmenten (Jahr et al.,
2001; Suzuki et al., 2008). Bei Tumorpatienten konnten sowohl kurze als auch lange Fragmente
isoliert werden, was fiir einen Zelltod durch Nekrose und Apoptose spricht (Jahr et al., 2001;
Wang et al., 2003). Es wird angenommen, dass es durch das expansive Tumorwachstum zu
Problemen mit der Vaskularisation innerhalb des Tumorgewebes kommt: Die daraus
resultierende Hypoxie fithrt zur Apoptose und Nekrose umliegender Tumor- und
Nichttumorzellen (Jahr et al., 2001). Jahr et al. gehen davon aus, dass der iiberwiegende Teil der
cfDNA beim Tumorpatienten von normalen, den Tumor umgegebenen Zellen abstammt, die
untergehen. Ein weiterer gewisser Prozentsatz der cfDNA stammt von absterbenden Tumorzellen
selbst ab (Jahr et al., 2001). Dieser direkt vom Tumor ausgehende Teil der cfDNA wird auch als
zirkulierende Tumor-DNA (ctDNA) bezeichnet (Bronkhorst et al., 2020). In Abhingigkeit von
der Tumorentitdt, dem Tumorstadium und der Tumorlast stellt die ctDNA einen Anteil von 0,01
bis 90% der cfDNA dar (Diehl et al., 2005; Bettegowda et al., 2014; Barlebo Ahlborn and Ostrup,
2019). Einen Beleg dafiir, dass mindestens ein Teil der cfDNA vom Tumor selbst abstammt,
legten Stroun et al. bereits im Jahr 1989 vor. Sie zeigten, dass die isolierte cfDNA typische
tumorspezifische Eigenschaften aufwies, in diesem Fall eine reduzierte Strang-Stabilitét (Stroun
et al., 1989). Seitdem wurden in einer Vielzahl von Studien weitere genetische und epigenetische
Alternationen bei der ctDNA gefunden, die mit denen in der Tumor-DNA aus Gewebeproben
tibereinstimmten (Jung et al., 2010).

Als weiterer moglicher Ursprung der cfDNA wird die aktive Freisetzung selbiger diskutiert. Bei
in vitro Experimenten konnten eine aktive Freisetzung bei Froschherzen (Stroun et al., 1977),
Lymphozyten (Anker et al., 1975) und Zelllinien (Stroun et al., 2001) beobachtet werden.

Auch iiber die Abbaumechanismen der cfDNA im Blut ist nur wenig bekannt (Jung et al., 2010).
Der Abbau hingt von der DNase I Aktivitét ab (Tamkovich et al., 2006), von der Aufnahme durch
Leber und Milz mit folgender Phagozytose durch Markrophagen durch DNase I (Gauthier et al.,

1996) sowie von der renalen Exkretion in den Urin (Botezatu et al., 2000).
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1.3.4 cfDNA-Integritiit

Das Konzept der cfDNA-Integritdt basiert auf der Annahme, dass bei Gesunden kiirzere cfDNA-
Fragmente apoptischen Ursprungs und bei Tumorpatienten ldngere Fragmente nekrotischen
Ursprungs im Blut zu finden sind (Jahr et al., 2001). Zur Uberpriifung dieser Hypothese isolierten
Wang et al. im Jahr 2003 cfDNA aus Plasmaproben von Brustkrebspatientinnen und bestimmten
anschliefend den Anteil von kurzen cfDNA-Fragmenten von 100 bp Linge wie auch von
langeren cfDNA-Fragmenten mit 400 bp Lénge. Mittels einer eigens entwickelten Formel
berechneten sie den cfDNA-Integritétsindex, der das Verhéltnis von langen zu kurzen cfDNA-
Fragmenten wiedergab. Wang et al. zeigten, dass der cfDNA-Integrititsindex bei Brustkrebs-
patientinnen signifikant hoher war als der von Patientinnen ohne Neoplasie (Wang et al., 2003).

Umetani et al. entwickelten eine weitere Methode zur Berechnung der cfDNA-Integritét. Sie
isolierten ebenfalls cfDNA und verwendeten 2 verschiedene ALU-Sequenzen mit einer Lénge
von 115 bp und 247 bp, um die Verteilung von kurzen und langen cfDNA-Fragmenten zu
bestimmen. Umetani et al. berechneten den cfDNA-Integrititsindex als Quotienten aus den
langeren zu den kiirzeren DNA-Fragmenten. Auch mit Hilfe dieser Kalkulationsmethode konnten
erhohte Werte der cfDNA-Integritétsindices fiir Brustkrebspatientinnen und Patienten mit einem
kolorektalen Karzinom im Vergleich zu Gesunden gefunden werden. Zusétzlich eignete sich der
cfDNA-Integrititsindex bei Brustkrebspatientinnen als Pradiktor fiir das Auftreten von
Lymphknotenmetastasen (Umetani et al., 2006a und 2006b).

1.3.5 Priaanalytische Bedingungen fiir die cfDNA-Bestimmung

Fiir einen zuverldssigen, validen und effizienten Nachweis von zellfreier DNA miissen bestimmte
praanalytische und analytische Bedingungen erfiillt sein. Aktuell bestehen jedoch weder Konsens
noch standardisierte Vorgehensweisen fiir die Analyse von cfDNA. Die Wahl des
Probenmaterials, die Gewinnung, Sammlung, Verarbeitung und Lagerung der Proben ebenso wie
die Isolations- und Quantifizierungsweise konnen die qualitativen und quantitativen cfDNA-
Messungen beeinflussen (Bronkhorst et al., 2015; Fleischhacker und Schmidt, 2020).

Fiir die Analyse von ¢cfDNA wird die Verwendung von Plasmaproben empfohlen, da diese
weniger anfallig fiir zelluldre Kontamination durch genomische DNA sind (Bronkhorst et al.,
2015). Im Gegensatz zu Plasmaproben enthalten Serumproben bis zu 20-fach hdhere
Konzentrationen an cfDNA, was wiederum auf Gerinnungsprozesse mit konsekutiver Zelllyse
von hdmatopoetischen Zellen im Entnahmerohrchen zuriickzufiihren ist (Lee et al., 2000).

Die Wahl des zu verwendenden Blutentnahmerdhrchens hiangt von der Zeit bis zur Weiter-
verarbeitung der Proben ab. Wird die Plasmaprobe innerhalb weniger Stunden zentrifugiert und
kiihl gelagert, konnen EDTA-RShrchen verwendet werden (Mehrotra et al., 2017; Schmidt et al.,
2017). Bei EDTA-RShrchen kommt es in Abhéngigkeit von der Zeit bis zur Zentrifugation zu

einem Anstieg der cfDNA-Konzentration: Teilweise wurde ein Konzentrationsanstieg nach 2

10
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Stunden entdeckt (Xue et al., 2009), teilweise erst nach 8 Stunden (Jung et al., 2003). Sollen
Blutproben vor der Plasmapriparation gelagert oder verschickt werden, ist die Verwendung
spezieller Entnahmerdhrchen fiir Untersuchungen an zellfreier DNA angeraten (Fleischhacker
und Schmidt, 2020), wie beispielweise cell-free DNA BCT® Rohrchen und PAXgene DNA
Blutentnahmerdhrchen. Diese konnen die cfDNA-Konzentration bei Raumtemperatur fiir bis zu
7 Tagen stabil halten (Toro et al., 2015; Schmidt et al., 2017), indem sie die Kontamination der
cfDNA mit genomischer DNA aus Leukozyten verhindern (Fleischhacker und Schmidt, 2020).
Fiir die Plasmaisolation sollten die Blutproben zunéchst fiir 10 Minuten bei 1200 bis 1600 g und
im Anschluss fiir weitere 10 Minuten bei 16.000 g zentrifugiert werden (Chiu et al., 2001; El
Messaoudi et al., 2013), wobei der zweite Zentrifugationsschritt auch nach dem Auftauen der
Proben erfolgen kann (Swinkels et al., 2003).

In Abhingigkeit von der Zeit verandert sich die cfDNA-Konzentration bei Raumtemperatur in
den zellfreien Plasmen, bei 4°C bleibt sie hingegen fiir bis zu 3 Stunden konstant (El Messaoudi
et al., 2013). Die zellfreien Plasmen sollten daher nach spitestens 3 Stunden Lagerung bei 4°C
weiterverarbeitet werden (El Messaoudi et al., 2013). Alternativ kdnnen die zellfreien Plasmen
bis zu 2 Wochen bei -80°C gelagert werden, ohne dass sich die cfDNA-Konzentration signifikant
verdndert (Chan et al., 2005). Die Datenlage zur langfristigen Lagerung von cfDNA bzw.
zellfreien Plasmen ist sehr beschriankt. Koide et al. konnten fiir zellfreie fetale DNA nachweisen,
dass diese iiber einen Zeitraum von 4 Jahren bei -20°C stabil blieb (Koide et al., 2005). Sato et
al. untersuchten den Nachweis von EGFR-Mutationen in ¢cfDNA und zellfreien Plasmen, welche
7 Jahre lang bei -20°C respektive -80°C gelagert wurden. Nach diesem Zeitraum trat bei der
isolierten ¢fDNA eine Reduktion der genannten Mutation von 25-30% auf, in den zellfreien
Plasmen lag der Riickgang sogar bei 35-40% (Sato et al., 2018). Sozzi et al. ermittelten in einer
vergleichbaren Studie eine jdhrliche Abbaurate von 30,5% bzw. 30,7% bei Lagerung von
isolierter cfDNA bei -20° und von zellfreien Plasmen bei -80°C (Sozzi et al., 2005). Pinzani et al.
fanden eine durchschnittliche Reduktion der absoluten cfDNA-Konzentration von 38% nach 21-
monatiger Lagerung von zellfreien Plasmen bei -80°C (Pinzani et al., 2014). Zellfreie
Plasmaproben konnen bis zu zweimal aufgetaut und wieder eingefroren werden, ohne dass es eine
Anderung der cfDNA-Konzentration und -Integritit nach sich zieht (El Messaoudi et al., 2013).
Fiir die Isolation der cfDNA aus den zellfreien Plasmen stehen unterschiedliche kommerzielle
Kits zur Verfiigung, wobei die liberwiegend angewendeten Kits auf Silicagel-Saulenmatrix oder
magnetischen Beads basieren (Sorber et al., 2017). Ein vielfach fiir die Isolation von cfDNA
angewendetes Kit ist das QIAamp Circulating Nucleic Acid kit (Diefenbach et al., 2018), mit dem
grof3e Ausbeuten an cfDNA erreicht werden konnten (Sorber et al., 2017; Diefenbach et al. 2018;
Markus et al.,, 2018). Eine kostengiinstigere Alternative mit kiirzerer Prozesszeiten stellen
Isolationskits auf Basis magnetischer Beads dar (Diefenbach et al., 2018), wie beispielsweise das

MagMAX cell free DNA Isolation kit (Markus et al., 2018).
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Nach erfolgreicher Extraktion kann die isolierte cfDNA bei -20°C gelagert werden: El Messaoudi
et al. stellten eine leichte Verringerung der cfDNA-Konzentration nach 3-monatiger Lagerung
fest, der Nachweis bestimmten Sequenzen oder Mutationen gelang auch nach 9 Monaten
Lagerung der isolierten cfDNA (El Messaoudi et al., 2013). Isolierte cfDNA kann bis zu dreimal
eingefroren und wieder aufgetaut werden, ohne Einfluss auf die Konzentration und cfDNA-

Integritdt (Chan et al., 2005; El Messaoudi et al., 2013).

1.3.6 Nachweismethoden der cfDNA

Es stehen unterschiedliche Messmethoden zur Quantifizierung zellfreier DNA zur Verfiigung,
wobei die quantitative PCR ebenso wie fluorimetrische Messungen am weitesten verbreitet sind
(Trigg et al., 2018).

Die quantitative Real-Time-PCR stellt eine hoch sensitive Nachweismethode dar.
Unterschiedliche PCR-Ansédtze mit verschiedenen Fluorophoren und Zielgenen konnen zur
Detektion zellfreier DNA eingesetzt werden (Weng et al., 2019). Eine Reihe weiterer PCR-
Methoden kommt bei der Quantifizierung von ¢fDNA zum Einsatz (Weng et al., 2019): Die
direkte quantitative PCR (Umetani et al., 2006b), die Duplex Real-Time PCR (Chen et al., 2017)
und die digitale PCR, die sich durch groBe Genauigkeit und Sensitivitdt auszeichnet (Day et al.,
2013; Weng et al., 2019). Zur digitalen PCR zéhlen die droplet digital PCR (Hindson et al., 2011)
und das BEAMing (Dressman et al., 2003; Diehl et al., 2006).

Im Vergleich zur quantitativen PCR stellt die Fluorometrie ein einfacheres und kostengiinstigeres
Verfahren mit hoher Sensitivitdt dar. Haufig verwendete Farbstoffe sind SYBR Green 1 und
PicoGreen (Weng et al., 2019). Die fluorimetrisch gemessenen und mittels quantitativer PCR
bestimmten cfDNA-Level korrelierten in hohem MaBe miteinander (Spzechcinski et al., 2008;
Ramachandran et al., 2013).

Auch die Spektrophotometrie kann zur quantitativen Bestimmung der cfDNA eingesetzt werden,
wobei diese Methode durch die Art der Probe und die Extraktionsmethode beeinflusst werden
kann (Bronkhorst et al., 2015). Es konnte keine Korrelation zwischen der spektrophotometrisch
gemessenen und der mittels quantitativer PCR bestimmten cfDNA-Konzentration nachgewiesen
werden (Ramachandran et al., 2013).

Fiir den Nachweis von Mutationen in der ctDNA bei Tumorpatienten kommen verschiedene
Methoden wie beispielweise das BEAMing (Bando et al., 2019), das next-generating sequencing
(NGS) (Perets et al., 2018), die digitale PCR (Morikawa et al., 2018) und die allelspezifische
quantitative PCR (Douillard et al., 2014) zum Einsatz. Fiir den Nachweis von
Methylierungsmustern in der ctDNA von Tumorpatienten eignet sich die methylierungs-

spezifische PCR (Nakayama et al., 2002; Dietrich et al., 2012).
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1.3.7 Quantitative Bestimmung von cfDNA beim Gesunden

Erhohte cfDNA-Konzentrationen sind nicht ausschlieBlich mit Erkrankungen assoziiert, sondern
koénnen auch beim Gesunden unter verschiedenen, nicht-pathologischen Umstidnden auftreten.
In einigen Studien konnten bei gesunden Probanden erhohte cfDNA-Level in Abhéngigkeit vom
Alter nachgewiesen werden (Zhong et al., 2007; Jylhava et al., 2011; Omtoft et al., 2021).

Uber interindividuelle Unterschiede hinaus konnten signifikante, intraindividuelle beziiglich der
cfDNA-Konzentration in Abhédngigkeit von der Tageszeit gefunden werden: Im Laufe des Tages
kam es bei gesunden Probanden zu einem signifikanten Abfall der cfDNA-Level (Madsen et al.,
2019).

Erhohte cfDNA-Konzentrationen wurden bei starker korperlicher Belastung nachgewiesen,
beispielsweise bei Sportlern nach einem Halb- oder Ultramarathon (Atamaniuk et al., 2004,
2008), nach dem Gewichtheben (Atamaniuk et al., 2010) und nach Fahrradfahren auf dem
Fahrradergometer (Tug et al., 2017). cfDNA stellt somit auch einen potenziellen Belastungs- und
Leistungsmarker dar (Tug et al., 2017).

Neben korperlichem Stress kann auch psychosozialer Stress eine Erhéhung der cfDNA-
Konzentration bei Gesunden zur Folge haben (Hummel et al., 2018).

Im Plasma und Serum von Schwangeren wurde zirkulierende fetale DNA (cffDNA)
nachgewiesen (Lo et al., 1997), deren Konzentration mit dem Fortschreiten der Schwangerschaft
ansteigt (Lo et al., 1998a). Erhohte cffDNA-Konzentrationen wurden aber auch bei Praeklampsie
(Lo et al., 1999b) und vor einer Frithgeburt nachgewiesen (Leung et al., 1998). Dariiber hinaus
eignet sich die cffDNA fiir qualitative Untersuchungen wie beispielweise den gering invasiven
Prinataltest, der u.a. als Screeningmethode zur Bestimmung des Rhesusfaktors (Lo et al. 1998b)
sowie zur Detektion von Aneuploidien wie der Trisomie 13, Trisomie 18 und Trisomie 21 und

der Monosomie X (Gil et al., 2017) Anwendung findet.

1.3.8 Quantitative Bestimmung von cfDNA bei nicht-neoplastischen Erkrankungen

Bei einer Reihe von nicht-neoplastischen Erkrankungen wurden ebenfalls erhohte cfDNA-
Konzentrationen im Vergleich zu Gesunden gefunden.

Bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen wie dem systemischen Lupus erythematodes
(Bartoloni et al., 2011; Zhang et al., 2014) und dem Sjégren-Syndrom (Bartoloni et al., 2011)
wurden signifikant hohere cfDNA-Konzentrationen als bei der gesunden Kontrollgruppe
nachgewiesen. Gleiches ldsst sich auch bei Patienten mit Viruserkrankungen wie dem Dengue-
Virus (Ha et al.,, 2011) und dem Hantavirus (Yi et al., 2014) feststellen. Bei systemischen
Entziindungsreaktionen wie der Sepsis waren ebenfalls erhdhte cfDNA-Konzentrationslevel
nachweisbar, anhand derer auBerdem Aussagen zur Schwere der Erkrankung und zur

Sterblichkeit moglich waren (Rhodes et al., 2006; Dwivedi et al., 2012).
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Bei Traumapatienten konnten nicht nur hohere cfDNA-Konzentrationen im Vergleich zur
Kontrollgruppe beobachtet werden, es wurde auch eine Korrelation zwischen der cfDNA-
Konzentration und der Schwere des Traumas festgestellt (Lo et al., 2000; Lam et al., 2003).
AuBerdem konnten anhand der Hohe der cfDNA-Level bei Diagnosestellung und im Verlauf
prognostische Aussagen iiber das Auftreten von Organversagen getroffen werden (Lam et al.,
2003). Auch bei Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom (Cui et al., 2013) oder einem
Schlaganfall (Rainer et al., 2003; Vajpeyee et al., 2018) eigneten sich quantitative Bestimmungen
der cfDNA zur Beurteilung der Schwere der Erkrankung und zur Prognoseabschétzung.

Seit dem Nachweis von Spender-spezifischer zellfreier DNA im Blut des Empféngers stellt die
Transplantationsmedizin ein weiteres, gut erforschtes Anwendungsgebiet fiir quantitative
cfDNA-Bestimmungen dar (Lo et al., 1998c). Ein erhdhtes Risiko fiir eine akute
AbstoBungsreaktion des Spenderorgans besteht bei Empfiangern mit einem erhéhten Anteil an
Spender-spezifischer cfDNA an der cfDNA-Gesamtkonzentration nach Leber- oder Lungen-
transplantation (Schiitz et al., 2017; Agbor-Enoh et al., 2019).

1.3.9 Quantitative Bestimmung von cfDNA bei Tumorerkrankungen

Der Nachweis erhdhter cfDNA-Konzentrationen in Plasma und Serum von Tumorpatienten im
Vergleich zu gesunden Probanden konnte in einer Vielzahl von Studien fiir unterschiedliche
Tumorentititen bestétigt werden (Fleischhacker und Schmidt, 2007). Diese Ergebnisse wurden
u.a. bei Patienten mit Darmkrebs (Qi et al., 2013), Nierenzellkarzinom (Hauser et al., 2010,
Skrypkina et al., 2016), hepatozelluldirem Karzinom (Chen et al., 2013) oder Brustkrebs (Gal et
al., 2004; Hashad et al., 2012) erzielt.

In einigen Studien gelang es dariiber hinaus, zwischen Patienten mit malignen und benignen
Erkrankungen anhand der cfDNA-Konzentration zu unterscheiden: Es konnten Patienten mit
benignen und malignen gastrointestinalen Erkrankungen unterschieden werden (Shapiro et al.,
1983; Qi et al.,, 2013). Ebenso konnten Patientinnen mit gutartigen Brusttumoren (z.B.
Fibroadenome) von Patientinnen mit einem malignen Brusttumor differenziert werden (Kohler et
al., 2009; Hashad et al., 2012). Patienten mit einer benignen Prostatahyperplasie divergierten
signifikant von Prostatakarzinompatienten (Khani et al., 2019). Eine Differenzierung von
Patienten mit einer Leberzirrhose und Patienten mit einem hepatozellulirem Karzinom anhand
der cfDNA-Level gelang wiederum nicht (Ren et al., 2006). Signifikante Unterschiede zwischen
den gesunden und benignen erkrankten Kontrollen gab es haufig nicht (Kamat et al., 2010;
Hashad et al., 2012; Qi et al., 2013; Khani et al., 2019).

Dariiber hinaus gelang es einigen Forschungsgruppen, Korrelationen zwischen der cfDNA-
Konzentration und der TumorgroBe (Kohler et al., 2009; Huang et al., 2012) sowie dem
Tumorstadium (Kamat et al., 2010; Agassi et al., 2015) zu belegen. In anderen Untersuchungen

konnte keine Korrelation zwischen der c¢fDNA-Konzentration und klinischen sowie
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demographischen Merkmalen des Patientenkollektivs nachgewiesen werden (Gal et al., 2004;
Huang et al., 2006; Schou et al., 2018).

Priadiktive Aussagen zum Therapieansprechen bzw. -versagen mittels quantitativen cfDNA-
Bestimmungen gelangen beispielsweise bei Patienten mit einem Rektumkarzinom: Bei
Respondern kam es nach Therapieabschluss zu einer signifikanten Reduktion der cfDNA-
Konzentration, wahrend bei Non-Respondern die cfDNA-Level nach Ende der Therapie
anstiegen (Zitt et al., 2008). Hohe praoperative cfDNA-Level galten aulerdem als Pradiktor fiir
das Wiederauftreten von Rektumkarzinomen (Schou et al., 2018) und als unabhéngiger Pradiktor
fiir das krankheitsspezifische Uberleben bei Patientinnen mit Ovarialkarzinom (Kamat et al.,
2010).

Auch  prognostische = Angaben  waren anhand von  quantitativen = cfDNA-
Konzentrationsbestimmungen moglich: Hohe cfDNA-Level gingen mit einem kiirzeren
progressionsfreien Uberleben bei Patientinnen mit metastasiertem Brustkrebs einher (Cheng et
al., 2018), mit einem kiirzeren krankheitsspezifischen Uberleben bei Patienten mit einem
hepatozelluliren Karzinom oder einem Ovarialkarzinom (Ren et al., 2006; Kamat et al., 2010)
sowie mit einem kiirzeren Gesamtiiberleben bei Patienten, die unter einem hepatozelluldren
Karzinom oder einem metastasierten Brustkrebs litten (Ren et al., 2006; Piciocchi et al., 2013;

Cheng et al., 2018).

1.3.10 cfDNA-Integrititsmessungen bei Tumorpatienten

In Studien zu unterschiedlichen Tumorentititen wie u.a. dem Melanom (Pinzani et al., 2011),
Prostatakarzinom (Khani et al., 2019), kolorektalem Karzinom (Hao et al., 2014), Lymphom (Li
et al., 2017; Wu et al., 2019) und der akuten Leukdmie (Gao et al., 2010) wurden signifikant
erhohte cfDNA-Integrititsindices bei Tumorpatienten im Vergleich zu Gesunden nachgewiesen.
Beim Mammakarzinom (Tang et al., 2018b) und beim hepatozelluldren Karzinom (Chen et al.,
2012) wurden erhohte cfDNA-Integrititsindices bei Tumorpatienten im Vergleich zur gesunden
bzw. benigne erkrankten Kontrollgruppe entdeckt. In anderen Studien wurden hingegen héhere
cfDNA-Integrititsindices bei der gesunden bzw. benigne erkrankten Kontrollgruppe im
Vergleich zu Patienten mit Mammakarzinom (Arko-Boham et al, 2019) oder mit
hepatozellulirem Karzinom (Huang et al, 2016) nachgewiesen. Auch bei
Blasenkarzinompatienten wurden héhere cfDNA-Integritétsindices als in der benigne erkrankten
bzw. gesunden Kontrollgruppe gemessen (Hauser et al., 2012).

Teilweise konnten zusétzlich Korrelationen zwischen dem cfDNA-Integrititsindex und der
TumorgroBe (Gang et al., 2010; Chen et al., 2012), dem Tumorstadium (Gang et al., 2010; Chen
et al., 2012; Hao et al., 2014) sowie dem Vorliegen einer Lymphknoten- oder Fernmetastasierung

(Chen et al., 2012; Khani et al., 2019) festgestellt werden. In anderen Untersuchungen konnte

15



Einleitung

keine Korrelation mit klinischen und demographischen Eigenschaften detektiert werden (Hauser
et al., 2012; Huang et al., 2016; Wu et al., 2019).

Eine sichere Differenzierung zwischen maligne und benigne Erkrankten anhand des cfDNA-
Integrititsindex konnte in einigen Studien erzielt werden (Hao et al., 2014; Stotzer et al., 2014;
Khani et al. 2019). Signifikante Unterschiede hinsichtlich der cfDNA-Integritét zwischen benigne
Erkrankten und gesunden Probanden wurden wiederum haufig nicht gefunden (Huang et al.,
2016; Tang et al., 2018b; Khani et al., 2019). Patienten mit malignen Schilddriisenknoten konnten
nicht von Patienten mit benignen Schilddriisenknoten mittels cfDNA-Integritdtsindex-
bestimmung abgegrenzt werden (Thakur et al., 2019).

Uber die diagnostische Anwendung hinaus wurde in einigen Arbeiten die pridiktive und
prognostische Aussagekraft der cfDNA-Integritdtsmessungen untersucht. Umetani et al. zeigten,
dass die cfDNA-Integritét bei Brustkrebspatientinnen als einziger signifikanter, praoperativer
Pradiktor fiir das Auftreten von Lymphknotenmetastasen geeignet war (Umetani et al., 2006a).
Bei Patientinnen mit metastasiertem Brustkrebs gingen erhdhte cfDNA-Integritétsindices sowohl
vor als auch nach dem ersten Zyklus Systemtherapie mit einer langeren progressionsfreien Zeit
und einem lidngeren Gesamtiiberleben einher (Cheng et al., 2018). Im Gegensatz dazu wiesen
Patienten mit einem Nasopharynxkarzinom, bei denen eine Verringerung des cfDNA-
Integrititsindex nach einer Bestrahlung auftrat, eine lingere krankheitsfreie Uberlebenszeit auf
als Patienten, deren cfDNA-Integrititsindex nach Erhalt der Therapie weiterhin erhoht war (Chan

et al., 2008).

1.3.11 Qualitative cfDNA-Bestimmungen bei Tumorpatienten

Bei dem vom Tumor abstammenden Teil der cfDNA, sprich der zirkulierenden Tumor-DNA
(ctDNA), konnen dieselben spezifischen genetischen und epigenetischen Veranderungen wie bei
der Tumor-DNA, die aus Tumorgewebe isoliert wurde, nachgewiesen werden. Hierzu zdhlen
beispielweise Mutationen in Onkogenen und Tumorsupressorgenen, Mikrosatellitenalterationen
und Hypermethylierungen unterschiedlicher Gene (Jung et al., 2010). Durch die Bestimmung
dieser genetischen und epigenetischen Alternationen in der ctDNA von Tumorpatienten sind,
ebenso wie bei den bereits vorgestellten quantitativen cfDNA-Konzentrations- und
Integritdtsmessungen, diagnostische, pradiktive und prognostische Aussagen moglich.

Bei den beiden am héufigsten untersuchten, genetischen Alterationen handelt es sich um
Mutationen im Onkogen KRAS und im Tumorsupressorgen p53 (Jung et al., 2010). KRAS-
Mutationen wurden bereits 1994 in der ctDNA von Pankreastumorpatienten nachgewiesen
(Sorenson et al., 1994) und seitdem in weiteren Tumoren wie dem Ovarialkarzinom (Morikawa
et al., 2018) und dem kolorektalen Karzinom (Thierry et al., 2014; Bando et al., 2019). Die
Konkordanz zwischen dem Mutationsnachweis in der ctDNA und im Gewebe lag bei bis zu 96%

(Thierry et al., 2014). Der Nachweis bestimmter KRAS-Mutationen in der ctDNA konnte bei
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Patientinnen mit einem Klarzellkarzinom des Ovars zum Therapiemonitoring eingesetzt werden
(Morikawa et al., 2018) und war bei diesen sowie bei Pankreaskarzinompatienten mit einer
schlechteren Prognose assoziiert (Chen et al., 2010; Morikawa et al., 2018; Perets et al., 2018).
Mutationen im Tumorsupressorgen p53 waren ebenfalls in der ctDNA unterschiedlicher Tumoren
nachweisbar (Madic et al., 2015; Kim et al., 2019; Treger et al., 2018; Rodriguez et al., 2019;
Takeda et al., 2019;) und dienten zum Therapiemonitoring (Kim et al., 2019). Als weitere
wichtige, therapierelevante Mutationen sind BRAF-Mutationen zu nennen, die u.a. bei
Melanompatienten (Daniotti et al., 2007; Tang et al., 2018a) und Patienten mit kolorektalem
Karzinom (Thierry et al., 2014; Mas et al., 2019) mit hoher Konkordanz im Tumorgewebe und in
der ctDNA zu finden waren.

Die ctDNA dient aulerdem dem Nachweis von Mikrosatellitenalterationen: Mikrosatelliten-
instabilitit und der Verlust der Heterozygotie konnten in der ctDNA von Patienten mit
unterschiedlichen Tumorentititen wie dem Prostatakarzinom (Miiller et al., 2008; Mayrhofer et
al., 2018), dem Mammakarzinom (Schwarzenbach et al., 2012) und dem Melanom (Nakayama et
al., 2000; Ahmed et al., 2003) ausfindig gemacht werden.

Neben genetischen Alternationen bestand auch eine groB3e Konkordanz zwischen epigenetischen
Veranderungen im Tumorgewebe und in der ctDNA. Erstmalig gelang es Wong et al. im Jahr
1999, dieselben Methylierungsanomalien des Tumorsupressorgens pl6 in Tumor-DNA und
ctDNA bei Patienten mit einem hepatozelluldren Karzinom nachzuweisen (Wong et al., 1999).
Hypermethylierungen des p16-Gens wurden seither u.a. auch in der ctDNA bei Patienten mit
kolorektalen Karzinomen (Nakayama et al., 2002) und Mammakarzinomen (Silva et al., 1999)
detektiert. Weitere Beispiele fiir Ubereinstimmungen zwischen dem Methylierungsmuster in der
Tumor-DNA und in der ctDNA sind GSTP-Hypermethylierungen beim Prostatakarzinom
(Ellinger et al., 2008), APC-Hypermethylierungen beim Osophaguskarzinom (Kawakami et al.,
2000) sowie RASSF1A- und RARB2-Hypermethylierungen beim Mammakarzinom (Skvortsova
et al., 2006). Der Nachweis von PCDH10- und RASSF1A-Methylierungen in der ctDNA von
Patienten mit Magenkrebs ging mit einer schlechteren Prognose einher (Pimson et al., 2016),
ebenso wie Methylierungen von RASSF1A und APC in der ctDNA bei Brustkrebspatientinnen
(Miiller et al., 2003).

1.3.12 Quantitative und qualitative cfDNA-Bestimmungen beim Lungenkarzinom

Der Einsatz von quantitativen und qualitativen cfDNA-Bestimmungen als diagnostische,
pradiktive und prognostische Biomarker wurde auch fiir das Bronchialkarzinom ausgiebig
erforscht, wobei sich der iiberwiegende Teil der Studien mit dem NSCLC beschiftigt.
NSCLC-Patienten wiesen signifikant hohere cfDNA-Konzentrationen als gesunde Probanden auf
(Paci et al., 2009; Catarino et al., 2012; Szpechcinski et al., 2015; Szpechcinski et al., 2016;

Soliman et al. 2018). Die Analyse der Grenzwertoptimierungskurve zur Differenzierung der
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genannten Patientengruppen ergab eine AUC zwischen 0,79 (Paci et al., 2009) und 0,9
(Szpechcinski et al., 2015), es konnte eine Sensitivitit von bis zu bis 90% und eine Spezifitit von
80,5% erreicht werden (Szpechcinski et al., 2015).

Signifikante cfDNA-Konzentrationsunterschiede zwischen Patienten mit einem malignen
Lungentumor und Patienten mit einem benignen, pulmonalen Rundherd oder einer chronisch
entziindlichen Lungenerkrankung wie beispielsweise dem Asthma bronchiale, der COPD oder
der Sarkoidose wurden in einigen Studien beobachtet (Szpechcinski et al., 2015; Szpechcinski et
al., 2016; Soliman et al., 2018), in anderen wiederum nicht (Schmidt et al., 2008; Sriram et al.,
2012). Die diagnostische Wertigkeit bei der Differenzierung zwischen maligne und benigne
Erkrankten war geringer als bei der Gegeniiberstellung von maligne Erkrankten und Gesunden:
Die Grenzwertoptimierungskurve zur Differenzierung von malignen und benignen
Lungenkranken erreichte bei einem Cut-off-Wert von 5,25 ng/ml eine Sensitivitit von nur 56%
und eine Spezifitdt von 91% (Szpechcinski et al., 2015). Haufig wurden keine signifikanten
Unterschiede innerhalb der Kontrollgruppen zwischen den benigne Erkrankten und den Gesunden
gefunden (Szpechcinski et al. 2015; Szpechcinski et al. 2016; Soliman et al., 2018).

Einige Studien entdeckten Korrelationen zwischen der cfDNA-Konzentration und dem
Tumorstadium (Gautschi et al., 2004; Soliman et al. 2018; Ma et al., 2019; Mirtavoos-Mahyari et
al., 2019) sowie der TumorgrofBe (Ma et al., 2019). Der andere Teil der Arbeiten konnte keine
Korrelation nachweisen (van der Drift et al., 2010; Catarino et al., 2012; Szpechcinski et al., 2015;
Tissot et al., 2015). Hyun et al. berichteten, dass hohe cfDNA-Konzentrationen mit einer groflen
metabolischen Tumorlast einhergingen (Hyun et al., 2019). Andere Studien fanden keine
Korrelation zwischen cfDNA-Level und metabolischem Tumorvolumen (Nygaard et al., 2014;
Morbelli et al., 2017).

Erhohte pritherapeutische c¢fDNA-Level (Gautschi et al.,, 2004) sowie steigende oder
gleichbleibend hohe cfDNA-Level unter bzw. nach Therapie waren mit einem schlechten
Therapieansprechen bei NSCLC-Patienten verbunden (Gautschi et al., 2004; Pan et al., 2012; Ma
et al., 2019). Andere Forschungsgruppen sahen in der pratherapeutischen cfDNA-Konzentration
keinen Pradiktor fiir das Ansprechen auf eine Systemtherapie (Kumar et al., 2010; Tissot et al.,
2015; Li et al., 2016).

Hohe cfDNA-Konzentrationen bei NSCLC-Patienten waren mit einem kurzen progressionsfreien
Uberleben (Hyun et al., 2017; Hyun et al., 2019) und einem geringeren Gesamtiiberleben
assoziiert (Sirera et al., 2011; Tissot et al., 2015; Hyun et al., 2017; Hyun et al., 2019). In anderen
Studien waren keine prognostischen Aussagen anhand der cfDNA-Konzentration mdglich (Sozzi
etal., 2001; Li et al., 2016).

Im Gegensatz zu den cfDNA-Konzentrationsmessungen beim NSCLC ist die Studienlage zum
Einsatz von cfDNA-Integrititsmessungen als Biomarker sehr begrenzt (Szpechcinski et al.,

2016). Es konnten signifikant héhere cfDNA-Integrititsindices bei NSCLC-Patienten im
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Vergleich zu Gesunden nachgewiesen werden (Szpechcinski et al., 2016; Chudasama et al., 2018;
Soliman et al., 2018). Wahrend die diagnostische Wertigkeit bei Chudasama et al. und Soliman
et al. durch niedrige Sensitivitdt, Spezifitdt und eine geringe AUC von nur -0,61 bzw. 0,65
eingeschriankt war, konnten Szpechcinski et al. bei einem Cut-off-Wert von >2,64 eine
Sensitivitdt von 91% und eine Spezifitit von 68,2% erreichen, die AUC betrug 0,80 (Szpechcinski
et al., 2016; Chudasama et al., 2018; Soliman et al., 2018). Es waren jedoch keine signifikanten
Unterschiede beziiglich des cfDNA-Integrititsindex zwischen Patienten mit einem NSCLC und
Patienten mit benignen pulmonalen Rundherden detektierbar (Szpechcinski et al., 2016).
Teilweise konnten Differenzen zwischen Lungenkrebspatienten und Patienten mit benignen
Lungenerkrankungen nachgewiesen werden (Soliman et al. 2018), teilweise nicht (Schmidt et al.,
2008). Auch Sriram et al. konnten bei der cfDNA-Integrititsmessung von Serumproben keine
Unterschiede zwischen Patienten mit malignen und benignen Lungenerkrankungen feststellen,
bei der Bestimmung des cfDNA-Integritétsindex aus Pleurapunktat zeigten sich wiederum hohere
Werte bei Lungenkrebspatienten als bei benigne Erkrankten (Sriram et al., 2012).

Niedrige cfDNA-Integrititswerte waren mit einem besseren Uberleben assoziiert (Soliman et al.,
2018). Chudasama et al. zeigten, dass cfDNA-Integritidtswerte von tiber 0,5 mit einem signifikant

schlechteren Gesamtiiberleben assoziiert waren (Chudasama et al., 2018).

Wihrend DNA-Konzentrations- und Integritdtsbestimmungen von cfDNA bei Lungenkarzinom-
patienten im klinischen Alltag bislang nicht zum Einsatz kommen, kann unter gewissen
Umstédnden ctDNA zum Nachweis bestimmter, therapierelevanter Mutationen bei Patienten mit
fortgeschrittenem NSCLC dienen.

EGFR-Mutationen konnten mit groer Konkordanz von bis zu 94% in der Tumor-DNA aus
Tumorgewebe und in der ctDNA von NSCLC-Patienten gefunden werden (Douillard et al., 2014,
Reck et al., 2016; Arriola et al.,, 2018). Sie eigneten sich als pradiktiver Marker fiir das
Ansprechen auf eine TKI-Therapie und waren mit einem langeren progressionsfreien Intervall
verbunden (Kimura et al., 2007; Bai et al., 2009). EGFR T790M Mutationen sind die haufigste
Ursache fiir eine akquirierte Resistenz gegen Erst- und Zweitlinien-TKI (Yu et al., 2013). Auch
diese Mutationen konnen mittels ctDNA-Untersuchungen festgestellt werden (Jenkins et al.,
2017). Sie dienen weiterhin als Priadiktor fiir das Ansprechen auf eine Therapie mit Osimertinib,
einem TKI der dritten Generation (Mok et al., 2017). Auch der Nachweis von ALK-Fusionen in
der ctDNA von NSCLC-Pateinten war moglich, jedoch mit geringerer Sensitivitdt und Spezifitit
im Vergleich zu EGFR-Mutationen (Wang et al., 2016; Kunimasa et al., 2019). Gleiches gilt fiir
weitere therapierelevante Mutationen, die in der Tumor-DNA und in der ctDNA von Patienten
mit NSCLC zu finden waren, wie BRAF-V600-Mutationen (Guibert et al., 2016; Yang et al.,
2017), ROS1-Fusionen (Paweletz et al., 2016) und KRAS-Mutationen (Sacher et al., 2016).
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Mikrosatellitenalterationen konnten ebenfalls in der ctDNA von Lungenkrebspatienten
nachgewiesen werden (Bruhn et al., 2000; Cuda et al., 2000), allerdings bisher ohne klinische
Relevanz.

Auch epigenetische Verdnderungen in der c¢tDNA von Lungenkrebspatienten kommen als
diagnostische und prognostische Biomarker im klinischen Alltag bislang nicht zum Einsatz. In
praklinischen Studien wurde das Potenzial der Bestimmung des Methylierungsstatus von
Tumorsupressorgenen wie pl6, RASSF1A, APC, RARB2, DAPK, CDH12 und MGMT in der
ctDNA zum Screening und zur Detektion von NSCLCs bereits nachgewiesen (Zhang et al., 2011;
Wang et al., 2017). Der Nachweis der Methylierung einzelner Gene wie p16 und RASSF1A im
Blut von NSCLC-Patienten war dariiber hinaus mit einer schlechteren Prognose assoziiert (Wang
et al., 2011; Lou-Qian et al., 2013). Hohe Methylierungsraten von SHOX2 und TIX2 hingegen
galten als Pridiktor fiir progressionsfreies Uberleben (Dietrich et al., 2012).
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2 Zielstellung

Das Lungenkarzinom ist nicht nur die héufigste Tumorerkrankung weltweit, sondern auch die am
héufigsten zum Tod fithrende Tumorerkrankung (Bray et al., 2018). Bei einem Grofteil der
Patienten wird das Lungenkarzinom in einem fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert, fiir das
héufig keine kurativen Therapiemdglichkeiten mehr zur Verfiigung stehen. Daraus resultiert eine
sehr geringe 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir die betroffenen Patienten: Wihrend das
relative 5-Jahres-Uberleben im Stadium I nach UICC bei Frauen bei 75% und bei Ménnern bei
58% liegt, betrdgt es im Stadium IV nach UICC nur noch 5% bei Frauen und 3% bei Ménnern
(Robert Koch-Institut, 2019). Es existiert demnach ein groer Bedarf nach Mdglichkeiten zur
Friitherkennung von Lungenkarzinomen.

Die Eignung der Niedrigdosis-CT zur Fritherkennung von Lungenkrebs bei Risikopatienten wird
seit Jahren intensiv erforscht (Infante et al., 2009; Saghir et al., 2012; Horeweg et al., 2013).
Neben bildgebenden Verfahren wird auch der Einsatz der Liquid Biopsy als diagnostisches
Verfahren vielfach untersucht: Der Nachweis von extrazelluldren Nukleinsduren, insbesondere
von ctDNA und zirkulierenden Tumorzellen, aus dem Blut oder anderen Korperfliissigkeiten
konnte als diagnostischer, pridiktiver und prognostischer Biomarker bei verschiedenen
Tumorentitdten dienen. Dank der wenig invasiven Probengewinnung der Liquid Biopsy sind
genetische Untersuchungen des Tumors auch bei multimorbiden Patienten realisierbar, bei denen
die Entnahme einer Gewebeprobe oder eine Re-Biopsie nicht moglich sind (Liang et al., 2018).
Bei Patienten mit einem fortgeschrittenen Lungenkarzinom hat sich die Liquid Biopsy
mittlerweile unter bestimmten Voraussetzungen als Alternative zur Gewebeprobe etabliert:
Anhand von zellfreier Tumor-DNA konnen bestimmte therapierelevante Mutationen und
Resistenzmechanismen nachgewiesen werden (Leitlinienprogramm Onkologie, 2018).

Neben qualitativen Untersuchungen konnten auch quantitative cfDNA-Konzentrations-
bestimmungen und cfDNA-Integritdtsmessungen als Biomarker zum Einsatz kommen. Bei
unterschiedlichen Tumorentititen wurden erhohte cfDNA-Konzentrationen und cfDNA-
Integrititsindices bei Tumorpatienten im Vergleich zu Gesunden und benigne Erkrankten

nachgewiesen (Fleischhacker und Schmidt, 2007).

Die vorliegende Arbeit untersucht Konzentrations- und Integrititsmessungen von zellfreier DNA
im Hinblick auf ihre mogliche Anwendung als diagnostische Biomarker zur Unterscheidung von
Lungenkrebspatienten und Patienten mit einer benignen Lungenerkrankung. Dazu werden 58
unbehandelte Lungenkrebspatienten, 58 Lungenkarzinompatienten wihrend oder nach Therapie,
69 Patienten mit benignen Lungenerkrankungen sowie 42 Patienten mit einer anderen

Tumorerkrankung als dem Lungenkarzinom wie folgt untersucht:
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1)

2)

3)

4)

5)

Aus Plasmaproben der 4 verschiedenen Patientengruppen wird cfDNA isoliert. Mittels
einer quantitativen Real-Time-PCR werden 3 verschieden lange cfDNA-Fragmente

amplifiziert und quantifiziert.

Im Anschluss wird untersucht, ob sich die absoluten cfDNA-Konzentrationen zwischen
den einzelnen Patientengruppen und demnach in Abhéngigkeit von der Diagnose
unterscheiden. Zusétzlich wird gepriift, ob Zusammenhénge zwischen der cfDNA-
Konzentration und klinischen sowie demographischen Eigenschaften des

Patientenkollektivs vorliegen.

Anhand der absoluten cfDNA-Konzentrationen wird die cfDNA-Integritit nach den

Kalkulationsmethoden von Wang et al. und Umetani et al. berechnet.

Es wird iiberpriift, ob sich die cfDNA-Integrititsindices zwischen den Patientengruppen
und damit den verschiedenen Diagnosen voneinander unterscheiden. Auflerdem wird
erforscht, ob Zusammenhinge zwischen den cfDNA-Integrititsindices und klinischen

sowie demographischen Eigenschaften des Patientenkollektivs bestehen.

Um die diagnostische Wertigkeit der cfDNA-Integrititsindices und der cfDNA-
Konzentrationen bei der Diskriminierung von Lungenkarzinompatienten und Patienten
mit einer benignen Lungenerkrankung beurteilen zu konnen, werden ROC-Kurven

erstellt. Anhand derer werden die AUCs sowie die Sensitivitit und Spezifitit ermittelt.
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3 Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Geriite

Tabelle 1 Gerdte mit Herstellerangabe
Geriit

Allegra X-15R Tischzentrifuge
Einkanalpipetten (0,1-10 pl, 2-20 pl,
2-100 pl, 20-200 pl, 50-1000 pl
QIAvac 24 Plus

Wasserbad

Thermomixer compact

MS3 Basic Vortex Mixer
Vortex Genie 2

Microfuge 16 mit Rotor
Heraeus Multifuge 3 S-R
VacSafe 15 Pumpe

Nanodrop ND1000
Spektrophotometer

7500 Real-Time PCR System
Stuart SRT6 Rollenmischer

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Hersteller
Beckman Coulter, Brea, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Qiagen N.V., Hilden, Deutschland

Grant Instruments, Shepreth, Grofbritannien
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

IKA GmbH, Staufen im Breisgau, Deutschland
Scientific Industries, Bohemia, New York, USA
Beckman Coulter, Brea, USA

Kendro Laboratory Products, Hanau, Deutschland
Labogene, Lillerad, Ddnemark

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA

Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien, USA
Stuart Equipement, Staffordshire, GroBbritannien

Tabelle 2 Verbrauchsmaterialien mit Herstellerangabe

Material

S-Monovette EDTA 9 ml
Safety-Multifly-Kaniile

Konisches Zentrifugationsrohrchen 15 ml
Konisches Zentrifugationsrohrchen 50 ml

Safe-lock-Tubes (1,5 ml, 2 ml)

Pipettenspitzen mit Filter (0,1-10 ul, 2-20 ul,

2-100 ul, 20-200 ul, 50-1000 ul)
QIAamp Mini column
VacConnector

Tube Extender, 20 ml

MicroAmp Fast Optical 96-Well Reaction

Plate

MicroAmp Optical adhesive Film

Hersteller

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Greiner Bio One, Kremsmiinster, Osterreich
Greiner Bio One, Kremsmiinster, Osterreich
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Qiagen N.V., Hilden, Deutschland

Qiagen N.V., Hilden, Deutschland

Qiagen N.V., Hilden, Deutschland

Applied Biosystems, Foster City,
Kalifornien, USA

Applied Biosystems, Foster City,
Kalifornien, USA
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3.1.3 Kits

Tabelle 3 Kits mit Herstellerangabe

Kits Hersteller
Qiagen QIAmp Circulating Nucleic Acid Kit

*  Elutionspuffer AVE

*= ACB-Puffer . .
»  Waschpuffer ACW1 Qiagen N.V., Hilden, Deutschland

= Waschpuffer ACW2
=  ACL-Puffer
=  Proteinase K

3.1.4 Reagenzien

Tabelle 4 Reagenzien mit Herstellerangabe

Reagenz Hersteller

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Invitrogen Platinum Taq DNA Polymerase

Invitrogen Taq DNA Polymerase Puffer

ROX 50 uM Massachusetts, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
>0 mM MgCl, Massachusetts, USA
Ethanol 70% Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Ethanol 100% Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Tris, pH 7,4 Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Lysepuffer Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
PBS PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

3.1.5 Primer
Tabelle 5 Primer mit Herstellerangabe
Gen Primer 5°3’-Sequenz Hersteller

ERV3 S sense TGC CCC AAG ATA ATTTCA CACTAAC

ER\7/93 R- antisense | GGT TTT TAA GAA CCA GAT GCT CTG AC .
ERV3 R- . Tib
297 antisense = AGG TAT TTG GAG CTT CAA GTT GGT A Molb}ol,
Berlin,
ERI\?I R- antisense = AGT GTC TCG TTG TAA TAT TGT TGT CC Deutschland
ERV3 TaqMan 6FAM-TCT TCC CTC GAA CCT GCA CCA TCA
Sonde A--TMR

24



Material und Methoden

3.1.6 Software

Tabelle 6 Software mit Herstellerangabe

Software Hersteller
Microsoft Excel fir Mac Microsoft, Redmond, Washington, USA
Microsoft Word fiir Mac Microsoft, Redmond, Washington, USA
IBM SPSS Statistics, Version 22.0 IBM, Armonk, New York, USA
EndNote X9 Clarivate Analytics, Philadelphia, USA
7500 Real-Time PCR System Software Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien,
Version 2.0.6 USA

3.2 Methoden

3.2.1 Patientenkollektiv

Fiir die Studie wurden insgesamt 246 Patienten untersucht. Alle Patienten stellten sich im Rahmen
einer Bronchoskopie in der Pneumologie der Charité Berlin Campus Mitte vor. Die Studie wurde
am 10.12.2001 vom ortlichen Ethikkomitee genehmigt (Titel des Ethikantrags: ,,Frithdiagnostik
des Bronchialkarzinoms - Molekulare Tumormarker in der Bronchiallavage und bronchoalveo-
laren Lavage (BAL)“). Alle Patienten wurden schriftlich tiber das Studienvorhaben aufgeklért
und erkldrten per Unterschrift ihr Einverstindnis vor Studienbeginn. Die Volljdhrigkeit aller
Patienten wurde tiberpriift.

Den Patienten wurden im Zeitraum vom 14.05.2004 bis zum 02.04.2008 vor Durchfiihrung der
Bronchoskopie 2 EDTA-R6hrchen a 9 ml Blut abgenommen. Bei den Patienten handelte es sich
zum einen um Tumorpatienten, zum anderen um Patienten mit einer benignen Lungenerkrankung.
Es wurden nur Patienten mit einer gesicherten Diagnose eingeschlossen. Im Fall der
Tumorpatienten wurde die Diagnose histopathologisch gesichert, bei den benignen
Lungenerkrankungen fand eine klinische, histopathologische oder rontgenologische Befund-
sicherung in Abhéngigkeit der spezifischen Diagnose statt. Anhand der entsprechend gesicherten
Diagnose der Patienten erfolgte eine Unterteilung in 4 verschiedene Patientengruppen (siche
Tabelle 7). Der grofite Anteil der untersuchten Tumorpatienten litt an einem Bronchialkarzinom,
entweder an einem NSCLC oder einem SCLC. Ein Teil der Lungenkrebspatienten war
therapienaiv. Diese Patienten wurden der Patientengruppe 1 zugeordnet. Der andere Teil der
Lungenkrebspatienten befand sich zum Erhebungszeitpunkt in Therapie oder wurde bereits
mittels OP, Chemotherapie oder Bestrahlung behandelt. Zeitpunkt der Therapie, Therapieform
wie auch der Therapieerfolg wurden nicht erhoben. Diese Lungenkarzinompatienten wurden in
der Patientengruppe 2 zusammengefasst. Darliber hinaus wurden in die Studie Patienten mit einer
gutartigen Lungenerkrankung in die Patientengruppe 3 eingeschlossen. Diese Patienten litten
unter folgenden Erkrankungen: COPD, Asthma bronchiale, Sarkoidose, Pneumonie. Des
Weiteren wurden Patienten mit einer anderen Tumorerkrankung als dem Bronchialkarzinom

untersucht, beispielsweise Patienten mit einem Nierenzellkarzinom oder Blasenkarzinom. Die
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spezifische Tumorentitdt wurde vermerkt. Diese Tumorpatienten wurden in der Patientengruppe

4 zusammengefasst.

Bei allen Patienten wurde die Indikation zur Bronchoskopie gestellt, groftenteils aus
diagnostischen Absichten, aber auch zu therapeutischen Zwecken. Als rechtfertigende
Indikationen wurden abklarungsbediirftige radiologische Befunde (beispielsweise Rundherde,
Lymphadenopathien) gewertet, ebenso wie abkldrungsbediirftige bzw. therapiebediirftige
klinische Befunde (z.B. langanhaltender Husten, Haimoptysen).

Neben der Diagnose wurden bei den untersuchten Patienten weitere klinische und
demographische Merkmale erhoben. Hierzu zdhlen das Alter, das Geschlecht sowie der
Raucherstatus. Beim Raucherstatus wurden 2 Kategorien definiert: Zum einen Patienten, die zum
Zeitpunkt der Studie rauchten oder in der Vergangenheit geraucht haben, und zum anderen

Patienten, die laut eigenen Angaben nie geraucht haben.

Tabelle 7 Hdiufigkeitstabelle des Patientenkollektivs

Patientengruppe Diagnose Hiufigkeit Prozent
1 Lungenkarzinom ohne Therapie 58 25,6
2 Lungenkarzinom unter/nach Therapie 58 25,6
3 Benigne Lungenerkrankungen 69 30,4
4 Andere maligne Tumore 42 18,5
X227 2100

Zusitzlich wurden 10 gesunde Blutspender der Universitétsklinik Halle (Saale) in die Studie
eingeschlossen. Thnen wurden ebenfalls 2 EDTA-R6hrchen a 9 ml Blut abgenommen. Dieses
wurde zur Extraktion von DNA aus Leukozyten verwendet, welche im weiteren Verlauf zur
Erstellung von Standardkurven und als Positivkontrollen eingesetzt wurde. Dieses
Forschungsvorhaben wurde von der ortlichen Ethikkommission bewilligt (Bearbeitungsnummer:
201 3-59; Aufbau einer Biobank im Rahmen des interdisziplindren Forschungsvorhaben zur

molekurbiologischen Charakterisierung maligner Lungenerkrankungen).

3.2.2 Gewinnung von Blutplasma

Den Blutspendern der Universitétsklinik Halle (Saale) wie auch den Patienten an der Charité
wurden jeweils 2 Rohrchen a 9 ml EDTA-Blut abgenommen. Die Blutproben wurden bei
Raumtemperatur gelagert und innerhalb von maximal 4 Stunden bei 1500 rpm fiir 10 Minuten bei
4°C zentrifugiert. Der so gewonnene Plasmaiiberstand wurde anschlieBend in ein 15 ml Tube
tiberfiihrt und fiir weitere 15 Minuten bei 3500 rpm bei 4°C zentrifugiert. Abschlieend wurden
die Plasmen aliquotiert, in 2 ml Eppendorf-Geféfie transferiert und bei -80°C gelagert.

Alle folgenden Arbeitsschritte wurden von der Doktorandin durchgefiihrt.
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3.2.3 Erythrozytenlyse

Nach Abnahme des Plasmas wurde das Zellsediment der Blutspender in den EDTA-R6hrchen
mit Lysepuffer aufgefiillt und sorgféltig gemischt. Im Anschluss wurde die erhaltene Losung in
ein mit 25 ml Lysepuffer gefiilltes 50 ml Zentrifugationsréhrchen gegeben und bis zur
vollstdndigen Lyse der Erythrozyten fiir 3 bis 10 Minuten auf Eis gelagert. Es folgte eine 10-
miniitige Zentrifugation bei 1500 rpm. Nach Abnahme des Uberstands wurden dem Zellpellet
erneut 20 ml Lysepuffer zugegeben. Daran schloss sich eine weitere 10-miniitige Zentrifugation
bei 1500 rpm und 4°C an. Der Uberstand wurde wieder abgenommen. Danach wurden die
verbliebenen Zellen in 800 pl PBS resuspendiert und in ein 1,5 ml Tube transferiert. Dieses wurde
fiir weitere 3 Minuten bei 2700 rpm zentrifugiert. Nach letztmaliger Abnahme des Uberstands
wurde das trockene Zellpellet bei -80°C gelagert.

3.2.4 Phenolfreie DNA-Extraktion aus Leukozyten

Das Zellpellet wurde in 5 ml 1 x SE-Puffer vollstindig resuspendiert. Nach Zugabe von 100 ul
Pronase (20 mg/ml) und 125 pl 20 % SDS wurde die Losung gut gemischt und anschlieend iiber
Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Am Folgetag wurden zur Losung 1,5 ml gesittigte, sterile
NaCl Losung (6M) gegeben und mittels eines Vortexmischers fiir 15 Sekunden vermengt. Im
Anschluss wurde bei Raumtemperatur eine 15-miniitige Zentrifugation bei 14.000 U/min
durchgefiihrt. Der Uberstand wurde in ein neues Rohrchen transferiert und mit 2 Volumina 100%-
igem Ethanol versetzt. Unter langsamem Drehen wurde die DNA ausgefillt. Mittels eines
Glashakens wurde die DNA entnommen, mit 70%-igem Ethanol kurz gewaschen und zum
Trocknen in ein neues Tube iiberfiihrt. SchlieBlich wurde die DNA in 300 pl sterilem Bidest
geldst und bei 4°C iiber Nacht auf dem Rollenmischer gelagert. Zuletzt wurden 500 pl TE-Puffer
zugegeben. Die Konzentration und Reinheit der DNA wurden abschliefend photometrisch

bestimmt. Bis zur weiteren Verwendung wurde die DNA bei -20°C gelagert.

3.2.5 Isolation zellfreier DNA aus den Plasmen der Patienten

Die Isolation der ¢fDNA wurde mithilfe des Qiagen QIAmp Circulating Nucleic Acid Kits
entsprechend der Herstelleranleitung durchgefiihrt. Die bei -80°C gelagerten Plasmaproben
wurden hierflir zunédchst bei Raumtemperatur aufgetaut. AnschlieBend wurden jeweils 2 ml
Plasma in ein 50 ml Zentrifugationsrohrchen pipettiert. 200 pl Proteinkinase K sowie 1,6 ml
ACL-Puffer wurden zum Plasma hinzugefiigt und mittels eines Vortexmischers fiir 30 Sekunden
griindlich vermischt. Es folgte eine Inkubation bei 60°C fiir 30 Minuten. Nach Zugabe von 3,6
ml ACB-Puffer wurden die Proben erneut fiir 30 Sekunden mit dem Vortexer gemischt und
danach fiir 5 Minuten auf Eis gelagert. Im Anschluss wurde der QIAvac 24 Plus Behélter mit der
VacSafe 15 Vakuumpumpe aufgebaut: Hierfiir wurden VacConnectors in die vorgesehenen
Vakuumventile eingesteckt und mit QIAmp Mini Sdulen sowie Tube Extenders verbunden. Nach

dem Einfiillen der gekiihlten Losungen wurde ein Vakuum angelegt bis das Lysat die Sdulen
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passiert hatte. Daraufthin erfolgten zwei Waschschritte mit 600 ul ACW 1 Puffer und 750 pl
ACW?2 Puffer sowie mit 750 ul 100%-igem Ethanol. Nachfolgend wurden die Siulen aus der
Vakuumpumpe entfernt und in neues 2 ml Tube iiberfiihrt. Es wurde eine 3-miniitige
Zentrifugation bei 14.000 rpm durchgefiihrt. Die Séulen wurden in ein neues 2 ml Réhrchen
transferiert und bei gedffnetem Deckel bei 56°C fiir 10 Minuten zum Trocknen der Membran
inkubiert. Diese Inkubation diente auBBerdem der Verdunstung des noch vorhandenen Alkohols,
um eine Inhibition bei sich anschlieBenden, enzymatischen Reaktionen zu verhindern. Um die
gebundene cfDNA zu 16sen, wurden die Saulen in ein neues 1,5 ml Tube tiberfiihrt und nach
Zugabe von 68 ul Elutionspuffer AVE fiir weitere 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Abschlielend fand eine Zentrifugation bei 14.000 rpm fiir 1 Minute statt. Das so gewonnene
cfDNA-Eluat wurde bei -20°C bis zur Weiterverarbeitung gelagert.

3.2.6 Quantititsbestimmung der Leukozyten-DNA der Blutspender

Die Konzentration der isolierten Leukozyten-DNA der Blutspender wurde photometrisch mithilfe
des NanoDrop 1000 Spektrophotometers bei 260 nm bestimmt. Es wurde eine Verdiinnungsreihe
mit 5 Verdiinnungsschritten (1:1, 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10.000) hergestellt. Die Ausgangs-DNA-

Konzentration betrug 60 ng/ul.

3.2.7 Quantitative Real-Time-PCR

Die quantitative Real-Time (qPCR) stellt eine Weiterentwickelung der klassischen Endpoint PCR
dar. Sie bietet iiber die Amplifikation hinaus die Mdglichkeit zur Quantifizierung der eingesetzten
DNA (Holland et al., 1991). Die Quantifizierung der PCR-Produkte erfolgt anhand von
Fluoreszenzmessungen, die in Echtzeit wdhrend bzw. nach jedem Amplifikationszyklus
stattfinden (Heid et al., 1996). Die Detektion der DNA kann entweder sequenzunspezifisch durch
den Einsatz fluoreszierender Farbstoffe oder sequenzspezifisch mittels fluoreszenzmarkierter
Hybridisierungssonden erfolgen (Higuchi et al., 1992; Lee et al., 1993).

Beim Einsatz fluoreszierender Farbstoffe wie SYBR Green lagert sich der Fluorophor an die
Doppelstrang-DNA und erzeugt damit eine Fluoreszenzemission. Die Intensitét der Fluoreszenz
ist proportional zur Menge der amplifizierten DNA (Higuchi et al., 1993). Die Bindung des
Farbstoffs erfolgt unspezifisch an jede Doppelstrang-DNA.

Im Gegensatz dazu lagern sich fluorogene Sonden wie die Tagman Sonde spezifisch,
komplementdr an die gesuchte DNA-Sequenz an. Bei der Tagman Sonde handelt es sich um ein
Oligonukleotid, an dessen 5’ Ende ein Reporterfarbstoff gebunden ist und bei dem sich am 3’
Ende ein Akzeptorfarbstoffmolekiil, auch Quencher genannt, befindet. Bei intakter Sonde liegen
Reporterfarbstoff und Quencher eng benachbart voneinander. Die Fluoreszenz des Reporter-
farbstoffes wird durch den Quencher unterdriickt (Gibson et al., 1996; Heid et al., 1996). Dieser
Energietransfer wird auch als Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) bezeichnet

(Cardullo et al., 1998). Erfolgt nun die Hybridisierung der Sonde, werden Reporterfarbstoff und
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Quencher durch die 5°3’Nuklease-Aktivitit der Taqg-Polymerase getrennt. Der Quencher
unterdriickt die Fluoreszenz nicht ldnger, wodurch die Emission proportional zur amplifizierten
DNA-Menge zunimmt (Gibson et al., 1996; Heid et al., 1996).

Die anhand der Fluoreszenzmessungen ermittelten Werte werden graphisch in Form einer
Amplifikationskurve dargestellt, wobei die Zahl der Amplifikationszyklen auf der Abszisse
dargestellt wird und die Fluoreszenz auf der Ordinate. Erst ab einem gewissen Schwellenwert
(Threshold) kann ein eindeutiges Fluoreszenzsignal abgeleitet werden. Der Cycle-Threshold (Ct-
Wert) gibt den Zyklus an, an dem die Fluoreszenz zum ersten Mal signifikant tiber die
Hintergrundfluoreszenz hinaus ansteigt. Er entspricht dem Schnittpunkt zwischen
Amplikationskurve und der Schwellenwertlinie (Gibson et al., 1996; Heid et al., 1996).

Um aus den ermittelten Ct-Werten die absolute DNA-Menge der untersuchten Probe ermitteln zu
konnen, ist ein externer Standard notwendig. Hierbei handelt es sich um eine Probe mit bekannter
Ausgangskonzentration, aus der eine Verdiinnungsreihe erstellt und amplifiziert wird. Die
erhaltenen Ct-Werte des Standards werden gegen ihre logarithmische Konzentration aufgetragen.
Anhand der Geradengleichung kann nun die Konzentration der Probe berechnet werden, da sich
der Ct-Wert umgekehrt proportional zum Logarithmus der DNA-Menge verhélt: Je hoher der Ct-

Wert, desto niedriger die Konzentration.

Die qPCR dieser Arbeit wurde mit dem 7500 Real-Time PCR System von Applied Science
durchgefiihrt. Es wurde eine Tagman-Sonde eingesetzt, deren 5’Ende mit dem fluoreszierenden
Reporterfarbstoff FAM markiert war. Am 3’Ende der Tagman-Sonde befand sich TAMRA als
Quencher. Zur Normalisierung des Reporterfarbstoffs FAM wurde ROX benutzt. Als Zielgen
wurde die Sequenz von ERV3 verwendet. ERV3 gehdrt zu den humanen endogenen Retroviren,
die ca. 8% des menschlichen Genoms ausmachen (Griffiths, 2001). ERV3 wurde als drittes
humanes endogenes Retrovirus in der Mitte der 1980er Jahre entdeckt. Es handelt sich um ein
single-copy-Gen von 9,9 kb Linge, welches auf dem Chromosom 7q11.21 lokalisiert ist und von
seinem strukturellen Aufbau Typ C Retroviren gleicht (O’Connell et al., 1984).

Die PCR wurde so konfiguriert, dass die Probe und der Vorwérts-Primer fiir alle drei Fragmente
identisch waren und sich nur im Riickwirts-Primer unterschieden. Die drei ERV3-Fragmente
hatten eine Lange von 79 bp, 181 bp und 297 bp.

Zunéchst wurden Standardkurven erstellt. Dafiir wurde die Leukozyten-DNA der Blutspender
eingesetzt, deren Konzentration zuvor spektrophotometrisch bestimmt wurde. Die
Zusammensetzung des PCR-Ansatzes einschlieBlich der Endkonzentrationen sind dem in Tabelle

8 dargestellten Pipettierschema zu entnehmen.
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Tabelle 8 PCR-Ansatz

Reagenzien mit Ausgangskonzentration Elngese.tzte Menge End- .
in pl konzentration
Platinum Taq DNA Polymerase PCR Puffer 10X 2,5 1x
50 mM MgCl, 2,5 5 mM
10 nM dNTP Mix 0,24 96 uM
Sense Primer (50 pmol/ul) 0,2 10 pM
Antisense-Primer (50 pmol/pl) 0,2 10 pM
ERV3-Sonde (50 pmol/pl) 0,1 200 nM
Platinum Taq DNA Polymerase (0,2ul =1 U) 0,2
Rox (1:2) 0,1
DNA 5,0
Acqua dest. 13,96
2 25ul

Der Reaktionsansatz wurde nun in Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen aufgetragen. Jede Probe
wurde dreifach bestimmt. Zusétzlich wurde fiir jedes Fragment eine Negativkontrolle gemessen,
welche Wasser anstelle von DNA enthielt.

Nachfolgend wurde der Cycler programmiert. Fiir 7 Minuten wurde die Tag-Polymerase bei 95°C
aktiviert. Im Anschluss erfolgte die Amplifikation der cfDNA iiber 50 Zyklen. Jeder Zyklus
bestand aus 30 Sekunden Denaturierung bei 95°C und 40 Sekunden Annealing der Primer und
Elongation bei 61°C. AbschlieBend wurden die PCR-Produkte fiir 5 Minuten auf 15°C
runtergekiihlt.

Die Software des Thermocyclers ermittelte nun die Ct-Werte der einzelnen Verdiinnungsstufen.
Die Ct-Werte wurden dann auf der Ordinate gegen den Logarithmus der DNA-Konzentration auf
der Abszisse aufgetragen. Im Anschluss wurden Standardkurven fiir die 3 Fragmente berechnet.
Die Steigung, der Schnittpunkt mit der y-Achse sowie die Effizienz wurden ermittelt. Die
Effizienz der Standardkurve fiir ERV3-79 lag bei 101%, fiir ERV3-181 bei 98% und fiir ERV3-
297 bei 95%.

Die PCR der isolierten cfDNA der Patienten erfolgte nach dem gleichen Schema. Jede Patienten-
probe wurde als Triplikat in einer 96er Mikrotiterplatte gemessen. Es wurde eine Negativkontrolle
fiir jedes Fragment erstellt, welche Wasser anstelle von cfDNA enthielt. In jeder Mikrotiterplatte
wurde auBlerdem ein Standard mitgefiihrt, dessen Konzentration bekannt war. Hierbei handelte es
sich um die bei der Erstellung der Standardkurven eingesetzte Leukozyten-DNA der Blutspender.
Im Anschluss erfolgte die PCR entsprechend des bereits fiir die Standardkurven vorgestellten
PCR-Programms. AbschlieBend erstellte die Software des Cyclers Amplifikationskurven und
berechnete die Ct-Werte der einzelnen Proben.

Um die absoluten cfDNA-Konzentrationen der einzelnen Proben kalkulieren zu kénnen, wurden
zundchst Mittelwerte aus den erhaltenen Ct-Werten der Triplikate der Proben gebildet. Mit Hilfe
der zuvor berechneten Standardkurven konnten nun dank der Geradengleichung die absoluten

cfDNA-Konzentrationen der einzelnen Proben berechnet werden.
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3.2.8 Berechnungen der cfDNA-Integrititsindices

Die cfDNA-Integritét in dieser Arbeit wurde mithilfe von 2 Kalkulationsmethoden nach Wang et
al. und Umetani et al. berechnet (Wang et al., 2003; Umetani et al., 2006 a, 2006b).
Entsprechend der Berechnung von Umetani et al. wurden die zuvor berechneten cfDNA-
Konzentrationen der 3 unterschiedlich langen Fragmente miteinander ins Verhiltnis gesetzt. Zum
einen wurde der Quotient der cfDNA-Konzentration von ERV3-297 und ERV3-79 gebildet, in
der weiteren Arbeit als cfDNA-Integritdtsindex Ul benannt. Auflerdem wurde der Quotient der
cfDNA-Konzentration von ERV3-181 und ERV3-79 berechnet, im weiteren Verlauf der Arbeit
als cfDNA-Integrititsindex U2 bezeichnet.

Laut der Berechnungsmethode von Wang et al. muss zunéchst fiir jedes Fragment die Differenz
aus dem Ct-Wert eines Standards (basierend auf genomischer DNA) und dem Ct-Wert der
jeweiligen Probe gebildet werden, um A Ct zu erhalten. Danach sollen die A Ct-Werte des
langeren Fragments vom kiirzeren Fragment subtrahiert werden. Die errechnete Differenz wird
AA Ct genannt. Der Integritdtsindex wird anschlieBend mittels folgender Formel berechnet:

e(-AA CtxIn@2)) (Wang et al., 2003).

Analog zur Berechnungsmethode nach Wang wurden Differenzen aus den Ct-Werten der
einzelnen Proben sowie dem aus Leukozyten-DNA der Blutspender stammenden Standard,
welcher bei jedem Lauf mitaufgetragen wurden, gebildet. Im Anschluss wurden die A Ct-Werte
des lingsten ERV3-Fragments (ERV3-297) vom kiirzesten Fragment (ERV3-79) subtrahiert.
Ebenso erfolgte die Subtraktion der A Ct-Werte des mittleren ERV3-Fragments (ERV3-181) vom
kiirzesten Fragment (ERV3-79). Die erhaltenen AA Ct-Werte wurden in die oben genannte
Formel integriert. Der Integrititsindex, welcher das Verhéltnis von ERV3-297 zu ERV3-79
ausdriickt, wird im weiteren Verlauf als cfDNA-Integrititsindex W1 bezeichnet. Der
Integritdtsindex, der das Verhédltnis von ERV3-181 zu ERV3-79 widerspiegelt, wird im
Folgenden cfDNA-Integritétsindex W2 genannt.

3.2.9 Statistische Auswertung

Fiir die cfDNA-Konzentration der 3 ERV3-Fragmente sowie fiir die cfDNA-Integritétsindices
wurden die Median- und Mittelwerte mit Standardabweichung, die Minimal- und Maximalwerte
sowie die Spannweite und die Interquartilsabstinde berechnet und in Tabellenform darstellt.
Zusitzlich erfolgte eine graphische Darstellung der Ergebnisse der cfDNA-Konzentrationen und
der cfDNA-Integritétsindices in Form von Boxplots. Bei den Boxplots wird der Medianwert
durch die zentrale Linie reprasentiert, die Begrenzungen der Box stellen die Interquartilabstinde
zwischen dem 1. und 3. Quartil dar. Die Whisker geben Aufschluss iiber die Spannweite der
Werte zwischen dem 5. und 95. Perzentil. Ausreiller wurden mit einem Kreis markiert,

Extremwerte mit einem Stern.
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Zum Nachweis signifikanter Unterschiede zwischen den untersuchten Patientengruppen in Bezug
auf die cfDNA-Konzentration der 3 ERV3-Fragmente sowie auf die cfDNA-Integritdtsindices
wurde der Kruskal-Wallis-Test angewendet. Um zu {iberpriifen, ob ein Zusammenhang zwischen
der cfDNA-Konzentration bzw. der cfDNA-Integritit und den untersuchten, demographischen
und klinischen Merkmalen ,,Geschlecht™ und ,,Raucherstatus® des Patientenkollektivs bestand,
kam der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test zum Einsatz. Das Vorliegen einer Assoziazion zwischen
dem Patientenalter und der cfDNA-Konzentration bzw. den cfDNA-Integrititsindices wurde
durch die Berechnung des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman gepriift.

Es wurden ROC-Kurven erstellt, um das Potenzial der ¢fDNA-Konzentration der 3 ERV3-
Fragmente und der cfDNA-Integrititsindices als diagnostische Biomarker beurteilen zu kdnnen.
Es wurden die Fldchen unterhalb der Kurven sowie die Sensitivitdt und Spezifitéit der einzelnen
cfDNA-Konzentrationen und der cfDNA-Integritétsindices einschlieBlich der entsprechenden
Cut-off-Werte ermittelt. Diese geben Aufschluss iiber die diskriminatorische Stirke der cfDNA-
Konzentrationen respektive der cfDNA-Integrititindices, zwischen therapienaiven Lungen-

karzinompatienten und Patienten mit einer benignen Lungenerkrankung zu unterscheiden.
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4 Ergebnisse

Fir die Studie wurden insgesamt 246 Patienten untersucht, wovon 227 Patienten in die
Auswertung eingeschlossen werden konnten. 15 Patienten mussten aufgrund einer
unvollstindigen Datenlage ausgeschlossen werden, da die Diagnose unklar war. Bei 4 Patienten
konnte lediglich das mittlere DNA-Fragment (ERV3-181) nachgewiesen werden, sodass keine
Berechnung eines cfDNA-Integrititsindex moglich war. Diese Patienten wurden daher auch nicht
in die Auswertung aufgenommen.

In allen zellfreien Plasmen der eingeschlossenen Patienten konnten das ERV3-79-Fragment und
das ERV3-181-Fragment nachgewiesen werden. Daraus resultiert, dass fiir alle Patienten die
DNA-Konzentrationen von ERV3-79 und ERV3-181 bestimmt und konsekutiv auch die cfDNA-
Integrititsindices U2 sowie W2 berechnet werden konnten. Bei insgesamt 46 Patienten konnte
das ERV3-297-Fragment nicht ausgewertet werden: Davon gelang bei 18 Probanden die Ampli-
fikation des ERV3-297-Fragments nicht und bei 28 Patienten wichen die Ct-Werte zwischen den
Triplikaten derselben Probe um mehr als 10% voneinander ab. Bei diesen Proben wurde auf die
Errechnung der cfDNA-Konzentration des ERV3-297-Fragments verzichtet. Daraus ergibt sich,
dass bei 181 Patienten cfDNA-Integrititsindices U1 und W1 berechnet werden konnten.

4.1 Deskriptive Statistik
4.1.1 Geschlechterverteilung

Tabelle 9 Geschlechterverteilung des Patientenkollektivs

Hiiufigkeit Prozent
Minner 141 62,1
Frauen 86 37,9
Gesamt 227 100

Fiir die Studie wurden 141 Ménner und 86 Frauen untersucht. Damit waren knapp zwei Drittel

der untersuchten Patienten ménnlich.

4.1.2 Altersverteilung

Tabelle 10 Altersverteilung des Patientenkollektivs

Minimum Maximum Mittelwert  Standardabweichung
Patientenalter 23 82 60,7 11,3

Der jiingste Patient der Studie war zum Zeitpunkt der Untersuchung 23 Jahre alt, der élteste
Patient war 82 Jahre alt. Das Durchschnittsalter lag bei 60 Jahren. Durchschnittlich waren die
Patienten mit einer benignen Lungenerkrankung (Patientengruppe 3) mit 57 Jahren am jiingsten,
wiahrend die Lungenkrebspatienten der ersten beiden Patientengruppen mit durchschnittlich

knapp 62 Jahren am éltesten waren.
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4.1.3 Raucherstatus

Tabelle 11 Raucherstatus des Patientenkollektivs

Hiiufigkeit Prozent
Raucher und ehemalige Raucher 161 70,9
Nichtraucher 66 29,1
Gesamt 227 100

Zum Zeitpunkt der Untersuchung waren 161 Patienten Raucher bzw. haben in der Vergangenheit
geraucht, 66 Patienten waren laut eigener Angabe Nichtraucher. Der Anteil der Raucher und Ex-
Raucher am gesamten Patientenkollektiv ist damit mehr als doppelt so gro3 wie der Anteil der
Patienten, die nie in ihrem Leben geraucht haben.

Der Anteil an Rauchern und ehemaligen Rauchern war unter den Lungenkrebspatienten
(Patientengruppe 1 und 2) mit knapp 85% am hdchsten. Bei den Patienten mit einer benignen

Lungenerkrankung war der Anteil von Rauchern und Nichtrauchern nahezu ausgeglichen.

4.1.4 cfDNA-Konzentrationen

Tabelle 12 Konzentration der einzelnen cfDNA-Fragmente

cfDNA-
Standard-
Konzentration N Minimum Maximum Mittelwert Median
abweichung
in ng/ul
ERV3-79 227 0,33 60,05 5,01 2,53 8,01
ERV3-181 227 0,09 20,18 1,01 0,57 1,79
ERV3-297 181 0,06 10,23 0,66 0,41 1,00

Fiir 227 Patienten konnten die cfDNA-Konzentrationen von ERV3-79 und ERV3-181 berechnet
werden, allerdings nur bei 181 Patienten fiir ERV3-297. Bei allen 3 Fragmenten zeigten sich eine
grofle Spannweite und Streuung der gemessenen cfDNA-Konzentrationen. Die groite Streuung
bestand bei der cfDNA-Konzentration von ERV3-79, mit zunehmender Amplikonldnge nahm die
Streuung ab. Aufgrund der groflen Streuung der Werte wurde zusétzlich zum Mittelwert auch der
Median bestimmt. Der Vergleich der cfDNA-Konzentrationen zwischen den einzelnen
Fragmenten zeigt, dass die gemessenen Konzentrationswerte in Abhéngigkeit der Fragmentlénge

abnahm.
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4.1.5 cfDNA-Integrititsindices
Tabelle 13 cfDNA-Integritdtsindices

cfDNA-
Standard-
Integritits- N  Minimum Maximum Mittelwert Median
abweichung
index
U1 181 0,01 0,67 0,18 0,16 0,11
U2 227 0,03 0,69 0,24 0,22 0,10
W1 181 0,01 0,59 0,16 0,14 0,10
W2 227 0,03 0,63 0,21 0,19 0,09

Fiir 227 Patienten konnten die cfDNA-Integritdtsindices U2 und W2 berechnet werden, bei 181
Patienten die cfDNA-Integritétsindices Ul und W1. Die berechneten cfDNA-Integritétsindices
wiesen alle eine grofe Spannweite, die Streuung war bei allen 4 cfDNA-Integritétsindices
vergleichbar. Die cfDNA-Integrititsindices Ul und W1 sowie U2 und W2 zeigten grof3e

Ubereinstimmungen in Bezug auf die Minimal- und Maximalwerte, Mittelwerte und den Median.

4.2 cfDNA-Konzentrationen und cfDNA-Integrititsindices als diagnostische Biomarker
4.2.1 Assoziation zwischen cfDNA-Konzentrationen und Diagnose

Die folgenden Tabellen 14 bis 16 und die dazugehorigen graphischen Darstellungen als Boxplots
(Abbildungen 1 bis 3) stellen die cfDNA-Konzentration von ERV3-79, ERV3-181 und ERV3-
297 in Abhéngigkeit von der Patientengruppe, sprich der damit verbundenen Diagnose, dar. Bei
den Boxplots wurde fiir die cfDNA-Konzentration eine logarithmische Skala gewéhlt. Mittels des
Kruskal-Wallis-Tests wurde gepriift, ob relevante Unterschiede hinsichtlich der cfDNA-

Konzentration des jeweiligen ERV3-Fragments zwischen den Patientengruppen bestanden.

Tabelle 14 cfDNA-Konzentration von ERV3-79 der Patientengruppen

cfDNA-Konzentration von ERV3-79 in ng/pl

Patientengruppe  Minimum Maximum Median I“tf)'gg:‘c';“s' Spannweite
1 Lungenkar.zmom 0,66 58.56 327 4,34 57,90
ohne Therapie
2 Lungenkarzmom. 0,42 60,05 2,57 4,71 59,63
unter/nach Therapie
3 Benigne Lungen- 0,59 18,85 227 2,69 18,26
erkrankungen
4 Andere maligne 0.33 33,95 2,48 4,82 33,62
Tumore
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Abbildung 1 Darstellung der cfDNA-Konzentration von ERV3-79 der Patientengruppen als Boxplots

Bei den Minimalwerten als auch im Besonderen bei den Maximalwerten der cfDNA-
Konzentration von ERV3-79 gab es ausgeprigte Unterschiede zwischen den Patientengruppen.
Bei den Lungenkrebspatienten (Patientengruppe 1 und 2) gab es eine sehr groe Spannweite
hinsichtlich der cfDNA-Konzentration des kiirzesten ERV3-Fragments, was auf einzelne
Ausrei3er zurlickzufiihren ist. Auch bei den Patientengruppen 3 und 4 traten Ausreifler auf, jedoch
war die Spannweite deutlich geringer als bei den Patientengruppen 1 und 2. Insgesamt trat bei
allen untersuchten Tumorpatienten (Patientengruppen 1, 2 und 4) eine erhebliche Streuung auf,
was an den groBeren Interquartilsabstinden im Vergleich zu den Patienten mit einer benignen
Lungenerkrankung deutlich wird. Letztere wiesen den niedrigsten Medianwert der cfDNA-
Konzentration von ERV3-79 auf, wihrend bei den unbehandelten Lungenkarzinompatienten der
hdchste Medianwert verzeichnet werden konnte. Die cfDNA-Konzentrationen von ERV3-79 der
Patientengruppen 2 und 4 lagen in der Mitte: Sie waren hoher als die der benigne Lungenkranken,
aber geringer als die der unbehandelten Lungenkrebspatienten. Deutliche cfDNA-
Konzentrationsunterschiede von ERV3-79 bestanden zwischen allen 4 Patientengruppen nicht (p

=0,38).
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Tabelle 15 cfDNA-Konzentration von ERV3-181 der Patientengruppen

cfDNA-Konzentration von ERV3-181 in ng/pl

Interquartils-

Patientengruppe Minimum Maximum Median bereich Spannweite
1 Lungenkar.zmom 0,18 20,18 0,67 0,92 20,00
ohne Therapie
2 Lungenkarzinom 0.09 4.5 0.58 0.68 4.43
unter/nach Therapie ’ ’ ’ ' j
3 Benigne Lungen- 0,10 9,82 0,56 0,48 9,72
erkrankungen
4 Andere maligne 0,14 9,41 0,56 0,44 9,28
Tumore

10 * *

c¢fDNA-Konzentration ERV3-181 in ng/pl
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Therapie unter/nach Therapie  Lungenerkrankungen Tumore
Patientengruppe

Abbildung 2 Darstellung der cfDNA-Konzentration von ERV3-181 der Patientengruppen als Boxplots

Die cfDNA-Konzentration von ERV3-181 war bei allen Patientengruppen deutlich niedriger als
die von ERV3-79. Die niedrigeren Maximalwerte der cfDNA-Konzentration von ERV3-181
hatten eine geringere Spannweite der Werte bei allen Patientengruppen zur Folge. Die
Interquartilsabstdnde und damit die Streuung waren flir die cfDNA-Konzentration des
mittellangen Fragments ebenfalls deutlich kleiner. Auch fiir die cfDNA-Konzentration von
ERV3-181 wiesen die unbehandelten Lungenkarzinompatienten den hochsten Medianwert auf,
wiahrend der geringste Medianwert erneut bei den unter einer benignen Lungenerkrankung
leidenden Patienten zu finden war. Die cfDNA-Konzentrationen von ERV3-181 der
Patientengruppen 2 und 4 lagen ebenfalls in der Mitte zwischen den unbehandelten

Lungenkrebspatienten und den benigne Lungenkranken. Ein Zusammenhang zwischen der
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cfDNA-Konzentration von ERV3-181 und der Patientengruppe und damit der Diagnose der

untersuchten Patienten konnte nicht nachgewiesen werden (p = 0,34).

Tabelle 16 cfDNA-Konzentration von ERV3-297 der Patientengruppen

cfDNA-Konzentration von ERV3-297 in ng/pl

Patientengruppe  Minimum Maximum Median Intg:?_:?cl:ﬂs_ Spannweite
1 Lungenkarzinom 0,06 2,41 0,53 0,70 2,35
ohne Therapie ’ ’ ’ ’ ’
2 Lungenkarzinom 0,08 3,07 0.42 0,59 2,99
unter/nach Therapie ’ ’ ’ ’ ’
3 Benigne Lungen- 0,10 10,23 0,36 0,48 10,13
erkrankungen
4 Andere maligne 0,08 4,32 0,39 0,42 424
Tumore
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Abbildung 3 Darstellung der cfDNA-Konzentration von ERV3-297 der Patientengruppen als Boxplots

Die cfDNA-Konzentration von ERV3-297 war im Vergleich zu den anderen beiden ERV3-
Fragmenten in allen Patientengruppen am geringsten. Entsprechend waren auch die Medianwerte
der cfDNA-Konzentration des ldngsten ERV3-Fragements am niedrigsten. Auch die Streuung der
cfDNA-Konzentration des lingsten ERV3-Fragments war von allen untersuchten Fragmenten am
wenigsten ausgepragt, was aus den geringeren Interquartilsabstinden und den kleineren
Spannweiten zu schlieBen war. Wie schon bei der cfDNA-Konzentration der anderen beiden
ERV3-Fragmente wiesen ebenfalls die unbehandelten Lungenkrebspatienten den hochsten und

die benigne Lungenkranken den niedrigsten Medianwert der cfDNA-Konzentrationen von ERV3-
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297 auf. Auch bei den cfDNA-Konzentrationen des ldngsten ERV3-Fragments lagen die
Patientengruppen 2 und 4 im mittleren Bereich. Fiir die cfDNA-Konzentrationen des ERV3-297-
Fragments waren keine relevanten cfDNA-Konzentrationsunterschiede zwischen den 4

Patientengruppen erkennbar (p = 0,31).

Aus der Analyse der Tabellen 14 bis 16 und der Abbildungen 1 bis 3 wird deutlich, dass die
cfDNA-Konzentration in Abhéngigkeit von der Fragmentlinge in allen Patientengruppen
abnahm. Daraus resultiert, dass die cfDNA-Konzentration von ERV3-79 in allen
Patientengruppen am hochsten war, absteigend folgten die cfDNA-Konzentration von ERV3-181
und ERV3-297. Es zeigte sich weiterhin, dass die Spannbreite und die Interquartilsabstdnde der
cfDNA-Konzentration bei dem kiirzesten ERV3-Fragment am grofBten und beim ldngsten ERV3-
Fragment am geringsten waren. Unabhéngig von der Patientengruppe waren fiir alle 3 Fragmente
Ausreifler nachweisbar. Fiir alle ERV3-Fragmente wiesen die unter einer benignen Lungen-
erkrankungen leidenden Patienten die niedrigsten und die unbehandelten Lungenkarzinom-
patienten die hochsten Medianwerte der cfDNA-Konzentration auf. Dennoch waren fiir alle
untersuchten ERV3-Fragmente keine starken cfDNA-Konzentrationsunterschiede zwischen den
Patientengruppen ersichtlich. Ein Zusammenhang zwischen der jeweiligen Patientengruppe und
der damit verbundenen Diagnose und der cfDNA-Konzentration fiir die 3 genannten ERV3-
Fragmente konnte nicht nachgewiesen werden (p fiir ERV3-79 = 0,38; p fiir ERV3-181=0,34; p
fiir ERV3-297 =0,31).

4.2.2 Assoziation zwischen cfDNA-Konzentrationen und Charakteristika des
Patientenkollektivs

Ferner wurde gepriift, ob ein Zusammenhang zwischen der cfDNA-Konzentration der 3 ERV3-
Fragmente mit den anderen erhobenen, klinischen und demographischen Merkmalen des
untersuchten Patientenkollektivs bestand. Fiir alle 3 untersuchten Fragmente konnten keine
relevanten cfDNA-Konzentrationsunterschiede in Abhingigkeit vom Geschlecht, Raucherstatus

und vom Alter ermittelt werden.

Tabelle 17 Assoziation von cfDNA-Konzentrationen und Charakteristika des Patientenkollektivs

p-Werte
Geschlecht Raucherstatus Alter
ERV3-79 0,58 0,44 0,09
ERV3-181 0,93 0,52 0,23
ERV3-297 0,96 0,83 0,59

4.2.3 Assoziation zwischen cfDNA-Integritiitsindices und Diagnose
Analog zu den cfDNA-Konzentrationen stellen die Tabellen 18 bis 21 und die dazugehdrigen
graphischen Darstellungen in Form von Boxplots (Abbildungen 4 bis 7) die cfDNA-
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Integrititsindices fiir die einzelnen Patientengruppen dar. Mittels des Kruskal-Wallis-Tests wurde
gepriift, ob sich die cfDNA-Integrititsindices in den einzelnen Patientengruppen deutlich

voneinander unterscheiden.

Tabelle 18 cfDNA-Integrititsindex Ul der Patientengruppen

cfDNA-Integrititsindex Ul

Patientengruppe  Minimum Maximum Median Intg:(ll‘:?cl:ﬂs_ Spannweite
! Lungenkarzinom 0,01 0,52 0,17 0,17 0,51
ohne Therapie ’ ’ ’ ’ ’
2 Lungenkarzinom 0,02 0,38 0,15 0,08 0,36
unter/nach Therapie ’ ’ ’ ’ ’
3 Benigne Lungen- 0,02 0,57 0,18 0,12 0,54
erkrankungen
4 Andere maligne 0,04 0,67 0,15 0,12 0,63
Tumoren
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Abbildung 4 Darstellung des cfDNA-Integritdtsindex Ul der Patientengruppen als Boxplots
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Tabelle 19 cfDNA-Integrititsindex U2 der Patientengruppen

cfDNA-Integrititsindex U2

Interquartils-

Patientengruppe  Minimum Maximum Median bereich Spannweite
! Lungenkarzinom 0,05 0,57 0,23 0,09 0,53
ohne Therapie ’ ’ ’ ’ ’
2 Lungenkarzinom 0,03 0,54 0,23 0,12 0,50
unter/nach Therapie ’ ’ ’ ’ ’
3 Benigne Lungen- 0,07 0,55 0,23 0,10 0,47
erkrankungen
4 Andere maligne 0,09 0,69 0,21 0,11 0,60
Tumoren
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Abbildung 5 Darstellung des cfDNA-Integritdtsindex U2 der Patientengruppen als Boxplots
Tabelle 20 cfDNA-Integritditsindex W1 der Patientengruppen
cfDNA-Integrititsindex W1
Patientengruppe  Minimum Maximum Median Intg:?_:?;:ﬂs_ Spannweite

1 Lungenkarzinom 0,01 0,47 0,15 0,15 0.46
ohne Therapie ’ ’ ’ ’ ’
2 Lungenkarzinom 0,02 0,34 0,13 0,07 0,33
unter/nach Therapie ’ ’ ’ ’ ’
3 Benigne Lungen- 0,02 0,54 0,16 0,12 0,52
erkrankungen
4 Andere maligne 0,03 0,59 0,13 0,11 0,56
Tumoren
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Abbildung 6 Darstellung des cfDNA-Integritdtsindex W1 der Patientengruppen als Boxplots

Tabelle 21 cfDNA-Integritditsindex W2 der Patientengruppen

cfDNA-Integrititsindex W2

Interquartils-

Patientengruppe Minimum Maximum Median bereich Spannweite
1 Lungenkarzinom 0.04 0.53 0.20 0,08 0,49
ohne Therapie ’ ’ ’ ’ ’
2 Lungenkarzinom
unter/nach Therapie 0,03 0.48 0.19 010 -
3 Benigne Lungen- 0,06 0,49 0,20 0,09 0,43
erkrankungen
4 Andere maligne 0,08 0,63 0,18 0,09 0,55
Tumoren
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Abbildung 7 Darstellung des cfDNA-Integritdtsindex W2 der Patientengruppen als Boxplots

Die nach Umetani und Wang berechneten cfDNA-Integrititsindices wiesen in allen
Patientengruppen grof3e Spannweiten auf, was auf eine Reihe von Ausreilern und Extremwerten
zuriickzufiihren war.

Die Minimalwerte der cfDNA-Integritdtsindices Ul und W1 in den einzelnen Patientengruppen
unterschieden sich nur unwesentlich voneinander. Gleiches war fiir das 1. Quartil festzustellen.
Unterschiede zwischen den Patientengruppen bei den cfDNA-Integritdtsindices Ul und W1
zeigten sich beim 3. Quartil: Es war in der Patientengruppe 2 am niedrigsten, aufsteigend folgten
die Patientengruppe 4, 3 und 1. Daraus ergaben sich weiterhin Unterschiede zwischen den
Patientengruppen in Bezug auf die Interquartilsabstinde. Die Gruppe der unbehandelten
Lungenkarzinompatienten wies den grofiten Interquartilsabstand und damit die grofite Streuung
auf. Die Interquartilsabstéinde der Patientengruppen 3 und 4 fiir die cfDNA-Integritatsindices Ul
und W1 waren geringer, die geringste Streuung trat in der Gruppe der benignen
Lungenerkrankungen auf. Der Median der cfDNA-Integritétsindices Ul und W1 unterschied sich
nicht wesentlich in den einzelnen Patientengruppen.

Bei der Auswertung der cfDNA-Integritétsindices U2 und W2 werden noch kleinere Unterschiede
zwischen den Patientengruppen deutlich. Auch hier differierten die Minimalwerte und das 1.
Quartil zwischen den Patientengruppen nur wenig. Im Gegensatz zu den cfDNA-
Integrititsindices Ul und W1 waren bei den cfDNA-Integritéitsindices U2 und W2 bei allen
Patientengruppe das 3. Quartil und damit auch die Interquartilsabstéinde anndhernd gleich. Auch
in Bezug auf die Medianwerte der cfDNA-Integritétsindices U2 und W2 konnten keine deutlichen

Unterschiede zwischen den einzelnen Patientengruppen ausgemacht werden.
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Bei der Gegeniiberstellung der Boxplots der cfDNA-Integritdtsindices Ul und W1 sowie der
cfDNA-Integrititsindices U2 und W2 zeigt sich, dass es keine starken Unterschiede zwischen den

Berechnungsmethoden nach Umetani und Wang vorliegen.

Die cfDNA-Integrititsindices der einzelnen Patientengruppen unterschieden sich nur minimal
voneinander. Ein Zusammenhang zwischen der jeweiligen Patientengruppe und der damit
verbundenen Diagnose und den cfDNA-Integritétsindices konnte nicht nachgewiesen werden (p
fiir cfDNA-Integrititsindex Ul = 0,10; p fiir cfDNA-Integritétsindex U2 = 0,87; p fiir cfDNA-
Integritdtsindex W1 = 0,11; p fiir cfDNA-Integrititsindex W2 = 0,87)

4.2.4 Assoziation zwischen cfDNA-Integrititsindices und Charakteristika des
Patientenkollektivs

Auch fiir die cfDNA-Integritétsindices wurde untersucht, ob ein Zusammenhang mit den anderen
erhobenen, klinischen und demographischen Merkmalen des untersuchten Patientenkollektivs
vorlag. Wie bereits fiir die cfDNA-Konzentrationen der 3 Fragmente, konnten auch fiir die
cfDNA-Integrititsindices keine relevanten Unterschiede in Abhéngigkeit vom Geschlecht,

Raucherstatus und vom Alter ermittelt werden.

Tabelle 22 Assoziation von cfDNA-Integritdtsindices und Charakteristika des Patientenkollektivs

p-Werte
Geschlecht Raucherstatus Alter
cfDNA-Integrititsindex Ul 0,37 0,39 0,25
cfDNA-Integrititsindex U2 0,84 091 0,09
cfDNA-Integrititsindex W1 0,39 0,39 0,25
cfDNA-Integrititsindex W2 0,80 0,93 0,09
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4.2.5 Potenzial der cfDNA-Konzentrationen als diagnostische Biomarker
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Abbildung 8 Darstellung der cfDNA-Konzentrationen als ROC-Kurven

Fir die Erstellung der ROC-Kurven wurden die unbehandelten Lungenkrebspatienten
(Patientengruppen 1) den Patienten mit einer benignen Lungenerkrankung (Patientengruppe 3)
gegeniibergestellt. Die ROC-Kurven der cfDNA-Konzentrationen der ERV3-Fragmente zeigen
anschaulich die sehr geringen Area under the curves (AUC). Die AUC war fiir die cfDNA-
Konzentration von ERV3-297 mit 0,61 (95%-KI; 0,50-0,72) am gréBten. Die Flachen unter der
Kurve des ERV3-181- und des ERV3-297 Fragments betrugen 0,60 (95%-KI; 0,50-0,71). Aus
den niedrigen Flidchen unter der Kurve kann abgeleitet werden, dass eine Differenzierung von
unbehandelten Lungenkrebspatienten und benignen Lungenkranken anhand der cfDNA-

Konzentrationen der untersuchten ERV3-Fragmente nicht moglich war.

Anhand der cfDNA-Konzentration von ERV3-79 konnten bei einem Cut-off-Wert von 2,28 ng/ul
unbehandelte Lungenkarzinompatienten mit einer Sensitivitit von 62,5% und einer Spezifitit von
53,3% von Patienten mit einer benignen Lungenerkrankung abgegrenzt werden. Die
Differenzierung der genannten Patientengruppen mittels der cfDNA-Konzentration von ERV3-
181 gelang mit einer Sensitivitit und Spezifitit von 58,3% bei einem Cut-off-Wert von 0,59 ng/pl.
Die cfDNA-Konzentration von ERV3-297 erlaubte die Klassifizierung in benigne bzw.
therapienaive, maligne lungenkranke Patienten mit einer Sensitivitdt von 62,5% und einer

Spezifitdt von 56,7% bei einem Cut-off-Wert von 0,39 ng/pl.
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4.2.6 Potenzial der cfDNA-Integritiitsindices als diagnostische Biomarker
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Abbildung 9 Darstellung der cfDNA-Integritdtsindices Ul und U2 als ROC-Kurven
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Abbildung 10 Darstellung der cfDNA-Integritdtsindices W1 und W2 als ROC-Kurven

Analog zu den cfDNA-Konzentrationen wurden auch fiir die Erstellung der ROC-Kurven der
cfDNA-Integrititsindices die unbehandelten Lungenkrebspatienten (Patientengruppen 1) den
unter einer benignen Lungenerkrankung leidenden Patienten (Patientengruppe 3)
gegeniibergestellt. Bei den ROC-Kurven der cfDNA-Integrititsindices zeigt sich ein
vergleichbares Bild: Sie wiesen ebenfalls nur sehr geringe AUCs auf. Bei den cfDNA-
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Integritétsindices Ul und W1 lag die AUC bei 0,47 (95%-KI; 0,36-0,57), bei den cfDNA-
Integritétsindices U2 und W2 betrug die AUC lediglich 0,46 (95%-KI; 0,35-0,57). Aus den
niedrigen Fliachen unter der Kurve kann abgeleitet werden, dass eine Differenzierung von
unbehandelten Lungenkrebspatienten und Patienten mit einer benignen Lungenerkrankung

anhand der cfDNA-Integrititsindices U1, U2, W1 und W2 nicht mdglich war.

Anhand des cfDNA-Integritéitsindex Ul konnten bei einem Cut-off-Wert von 0,16 unbehandelte
Lungenkarzinompatienten mit einer Sensitivitit von 56,3% und einer Spezifitdt von 41,7% von
Patienten mit einer benignen Lungenerkrankung abgegrenzt werden. Die Differenzierung der
genannten Patientengruppen mittels des cfDNA-Integrititsindex U2 gelang mit einer Sensitivitit

von 58,3% und einer Spezifitit bei 41,7% bei einem Cut-off-Wert von 0,22.

Der cfDNA-Integrititsindex W1 erlaubte die Einordnung in therapienaive Lungenkarzinom-
patienten und Patienten mit einer benignen Lungenerkrankung mit einer Sensitivitit von 54,2%
und einer Spezifitit von 43,3% bei einem Cut-off-Wert von 0,15. Die Differenzierung der
genannten Patientengruppen mittels des cfDNA-Integrititsindex W2 war mit einer Sensitivitit

von 56,3% und einer Spezifitdt von 48,3% bei einem Cut-off-Wert von 0,19 moglich.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion von Material und Methoden

5.1.1 Das Patientenkollektiv

Von den 246 in diese Studie eingeschlossenen Patienten konnten die Daten von 227 Patienten
ausgewertet werden. Das Patientenkollektiv wurde in 4 Patientengruppen aufgeteilt: Die
Patientengruppe 1 beinhaltete 58 Patienten mit einem unbehandelten Lungenkarzinom. Die
Patientengruppe 2 umfasste 58 Patienten, die bereits therapiert wurden oder noch in Behandlung
waren. Der Patientengruppe 3 gehorten 69 Patienten mit einer benignen Lungenerkrankung an.
Die Patientengruppe 4 schloss 42 Patienten mit anderen Tumorentitéiten als dem Lungenkarzinom
ein. Ziel dieser Arbeit war es, die genannten Patientengruppen auf Unterschiede hinsichtlich ihrer
cfDNA-Konzentration und -Integritit zu untersuchen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden mehr
Patienten untersucht als in den meisten Studien, die sich mit cfDNA-Konzentrationsmessungen
und cfDNA-Integrititsbestimmungen bei Lungenkarzinompatienten beschéftigten (Szpechcinski
et al., 2016; Chudasama et al., 2018; Wei et al. 2018). Das Patientenkollektiv dieser Arbeit
zeichnete sich durch die Vielfiltigkeit der untersuchten Krankheitsbilder, Tumor- und
Therapiestadien aus, was dem Patientenaufkommen im klinischen Alltag sehr nahekommt.

Als Einschlusskriterien dieser Arbeit wurden die Indikation zur Bronchoskopie, der
Diagnosenachweis sowie die Angabe von Alter, Geschlecht und Raucherstatus definiert. Eine
Randomisierung nach Diagnose, Alter, Geschlecht oder Raucherstatus fand nicht statt. Die
Indikation zur Bronchoskopie wurde aufgrund einer abkldrungsbediirftigen Klinik oder
Bildgebung gestellt. Bei der Diagnose wurde zwischen Lungenkarzinom (NSCLC oder SCLC),
benigner Lungenerkrankung und anderen Tumorentititen als dem Lungenkarzinom
unterschieden. Auflerdem wurde von allen Patienten das Alter, Geschlecht und der Raucherstatus
aufgenommen, um mdgliche Zusammenhénge zwischen den klinischen und demographischen
Patientenmerkmalen und der cfDNA-Konzentration und cfDNA-Integritit nachweisen zu
konnen. Folgende Ausschlusskriterien wurden fir diese Studie festgelegt: Unvollstindige
Patientendaten, Differenzen von iiber 10% zwischen den Triplikaten bei der qPCR sowie

Patientenproben, die keine Kalkulation der cfDNA-Integritit ermdglichten.

Bei den Lungenkarzinompatienten der Patientengruppen 1 und 2 wurden NSCLC- als auch
SCLC-Patienten zusammengefasst. Auf eine separate Betrachtung der NSCLC- und SCLC-
Patienten wurde aufgrund der geringen Anzahl von Patienten mit kleinzelligen
Lungenkarzinomen verzichtet. Der Grofteil vergleichbarer Studien befasste sich ausschliefSlich
mit NSCLC-Patienten, nur in einzelnen Arbeiten wurden gemischte Patientenkollektive aus
NSCLC- und SCLC-Patienten untersucht (Fournié et al., 1995; Schmidt et al., 2008). Es

existieren nur vereinzelte Daten zur cfDNA-Konzentration und cfDNA-Integritét bei Patienten
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mit einem kleinzelligen Bronchialkarzinom (Board et al., 2008; Almodovar et al., 2018). Studien,
die die cfDNA-Konzentration und cfDNA-Integritit von NSCLC- und SCLC-Patienten
vergleichen, existieren nicht. Durch die hohere Teilungs- und Wachstumsrate sowie durch die
frithzeitige Metastasierung im Vergleich zu NSCLCs (Almodovar et al., 2018; Mohan et al.,
2019) konnten hohere cfDNA-Konzentrationen und cfDNA-Integritétsindices bei Patienten mit
kleinzelligen Lungenkarzinomen resultieren. Ob und inwieweit die Zusammenfassung von
NSCLC- und SCLC-Patienten die Ergebnisse dieser Studie beeinflusst hat, kann infolge der
begrenzten Studienlage nicht evaluiert werden.

Neben therapienaiven Lungenkrebspatienten der Patientengruppe 1 befand sich ein Teil der
Lungenkrebspatienten dieser Studie (Patientengruppe 2) zum Zeitpunkt der Untersuchung noch
in Therapie. Die weiteren Lungenkrebspatienten der Patientengruppe 2 hatten zum
Erhebungszeitpunkt der Studie bereits eine Therapie erhalten. Es wurde jedoch nicht erhoben,
wann die einzelnen Therapien stattgefunden haben und ob die BehandlungsmafBnahmen
erfolgreich waren. Sowohl eine Radiatio, Chemotherapie als auch eine Operation kdnnen durch
Tumorabbau, Tumorlyse oder begleitende Entziindungsreaktionen zu einer Erhohung der
cfDNA-Konzentration fiihren (Pan et al., 2012; Kageyama et al., 2018; Ma et al., 2019). Es ist
demzufolge moglich, dass die Lungenkrebspatienten unter Therapie in dieser Arbeit gleich hohe
oder sogar hohere cfDNA-Konzentrationen und cfDNA-Integrititsindices aufwiesen als die
unbehandelten Lungenkarzinompatienten. Bei den bereits behandelten Lungenkarzinompatienten
der Patientengruppe 2 konnten demnach sowohl erhohte als auch erniedrigte cfDNA-
Konzentrationen und -Integrititsindices auftreten.

Das Tumorstadium, die TumorgroBe sowie der Status der Lymphknoten- und Fernmetastasierung
wurden in dieser Arbeit nicht beriicksichtigt. Mogliche Korrelationen zwischen Tumorstadium,
TumorgroBe und Metastasierungsstatus und der cfDNA-Konzentration sowie dem cfDNA-
Integrititsindex, wie sie bereits in anderen Studien nachgewiesen wurden (Soliman et al., 2018;
Ma et al., 2019; Mirtavoos-Mahyari et al., 2019), konnten demzufolge nicht untersucht werden.
Fiir die beiden ersten Patientengruppen kann abschlielend eine groBe Heterogenitét der Patienten
in Bezug auf Tumorart (NSCLC/SCLC) und Therapiestadium (unbehandelt, unter Therapie, nach
Therapie) festgestellt werden.

Der Patientengruppe 3 wurden Patienten mit verschiedenen benignen Lungenerkrankungen wie
dem Asthma bronchiale, der COPD, der Sarkoidose oder der Pneumonie zugeordnet.
Szpechcinski et al. konnten bei der gesonderten Gegeniiberstellung von Patienten mit COPD und
gesunden Probanden signifikante Unterschiede in Bezug auf die cfDNA-Konzentration zeigen,
wiahrend die Gegeniiberstellung von Patienten mit Sarkoidose oder Asthma bronchiale und
Gesunden keine signifikanten Unterschiede aufdeckte (Szpechcinski et al., 2015). Daraus kann
abgeleitet werden, dass die cfDNA-Konzentration von der jeweiligen benignen

Lungenerkrankung abhéngig ist. Die ermittelten cfDNA-Konzentrationen und -Integritétsindices
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der Patientengruppe 3 konnen somit durch die Haufigkeit einzelner benigner
Lungenerkrankungen wie der COPD beeinflusst sein.

Alle Tumorpatienten, die an einem anderen Tumor als dem NSCLC oder dem SCLC litten,
wurden in der Patientengruppe 4 vereint. Die spezifische Tumorentitit der Patienten wurde
erhoben. Aufgrund der Vielzahl an verschiedenen Tumorarten wurde jedoch auf eine separate
Darstellung und Auswertung der einzelnen Tumore verzichtet. Eine gesonderte Untersuchung der
einzelnen Tumorentititen war folglich nicht durchfiihrbar. Mit der Patientengruppe 4 sollte
gepriift werden, ob sich die cfDNA-Konzentration und cfDNA-Integritit von Lungenkarzinom-
patienten deutlich von Patienten mit anderen Tumorerkrankungen unterscheidet.

Die Geschlechterverteilung dieser Arbeit mit 141 untersuchten Méannern und 86 untersuchten
Frauen entsprach der Geschlechterverteilung, die auch bei den Lungenkrebsneuerkrankungen
weltweit zu beobachten ist: Zwei Drittel der neu am Lungenkarzinom erkrankten Personen sind
Mainner, ein Drittel der Neuerkrankten sind Frauen (Bray et al., 2018). Auch in anderen Studien
zum Thema cfDNA-Konzentration oder cfDNA-Integritit beim Lungenkarzinom war eine
dhnliche Geschlechterverteilung bei den Patienten zu beobachten (Hyun et al., 2017; Soliman et
al., 2018).

Das Durchschnittsalter der in diese Studie eingeschlossenen Patienten lag bei 60 Jahren, wobei
die Lungenkrebspatienten der Patientengruppen 1 und 2 im Mittel fast 62 Jahre alt waren. Damit
lag das mittlere Patientenalter deutlich unter dem durchschnittlichen Erkrankungsalter bei
Erstdiagnose eines Lungenkarzinoms, welches in Deutschland bei Ménnern bei 70 Jahren und bei
Frauen bei 69 Jahren liegt (Robert Koch-Institut, 2019). Auch in anderen Arbeiten zum selben
Thema konnte ein vergleichbares, mittleres Patientenalter wie in dieser Studie festgestellt werden
(Chudasama et al., 2018; Mirtavoos-Mahyari et al., 2019).

Bei der Erhebung des Raucherstatus in dieser Arbeit wurde zwischen Nichtrauchern, die
anamnestisch in ihrem Leben nie geraucht haben, sowie Rauchern und ehemaligen Rauchern, die
laut eigenen Angaben zum Zeitpunkt der Untersuchung rauchten oder in der Vergangenheit
geraucht haben, unterschieden. In anderen Studien wurden Raucher und ehemalige Raucher
separat voneinander betrachtet (van der Drift et al., 2010; Morbelli et al., 2017). Mehr als 70%
der untersuchten Probanden dieser Studie waren Raucher oder ehemalige Raucher. Der Anteil an
Rauchern und ehemaligen Rauchern war bei den Lungenkrebspatienten in den Patientengruppen
1 und 2 mit knapp 85% noch deutlich hoher, wiahrend der {iberwiegende Teil der Nichtraucher
bei den Patienten mit einer benignen Lungenerkrankung zu verorten war. In Deutschland kdnnen
90% der Lungenkarzinome bei Ménnern mit Nikotinkonsum in Zusammenhang gebracht werden,
bei Frauen sind es 60% (Robert Koch-Institut, 2019). Damit gleicht die Verteilung des
Raucherstatus dieser Arbeit der deutschlandweiten Verteilung ebenso wie der anderer,

vergleichbarer Studien (Soliman et al., 2018).
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5.1.2 Prianalytische und analytische Bedingungen fiir die cfDNA-Bestimmungen

In dieser Arbeit wurden Plasmaproben verwendet, da diese weniger anfillig fiir zellulére
Kontamination durch genomische DNA sind als Serumproben und damit trotz ihrer geringeren
cfDNA-Konzentration eine bessere Vergleichbarkeit ermoglichen (Lee et al., 2000; Bronkhorst
et al., 2015). In anderen vergleichbaren Studien wurde hingegen mit Serumproben gearbeitet,
wodurch ein Vergleich mit den in dieser Arbeit gemessenen cfDNA-Konzentrationen kaum
moglich ist.

Fir die Blutentnahme wurden EDTA-ROhrchen verwendet, in aktuelleren Studien wurden
hingegen héufig spezielle Blutabnahmerdhrchen fiir zellfreie DNA verwendet (Morikawa et al.,
2018; Rodriguez et al., 2019). Durch die zeitnahe Weiterverarbeitung der Blutproben wurde
verhindert, dass die cfDNA-Konzentration nachtriglich durch die Lyse von Leukozyten
verfalscht wurde (Mehrotra et al., 2017; Schmidt et al., 2017).

Die durch eine 2-schrittige Zentrifugation erhaltenen zellfreien Plasmen wurden anschlie3end bei
-80°C gelagert, die Zeit bis zur Isolation der cfDNA betrug zwischen 8 und 9 Jahren. Welchen
Einfluss die langfristige Lagerung der zellfreien Plasmen auf die cfDNA-Konzentration und
cfDNA-Integritdt hat, ist nur wenig erforscht. Sato et al. stellten in zellfreien Plasmen von
Patienten mit einem fortgeschrittenen NSCLC eine Reduktion des Nachweises von EGFR-
Mutationen von 35-40% nach 7-jdhriger Lagerung der zellfreien Plasmen bei -80°C fest (Sato et
al., 2018). Sozzi et al. berichteten iiber eine jahrliche Abbaurate von 30,7% bei Lagerung
zellfreier Plasmen bei -80°C (Sozzi et al., 2005). Pinzani et al. stellten einen Riickgang der
absoluten cfDNA-Konzentration von 38% nach 21-monatiger Lagerung von zellfreien Plasmen
bei -80°C fest. Haufig wird in anderen Studien der Zeitraum von der Lagerung der zellfreien
Plasmen bis zur cfDNA-Isolation nicht angegeben, was die Vergleichbarkeit der Studien
zusétzlich beschrénkt.

Fiir die Isolation der cfDNA aus den Plasmen wurde das QIAmp Circulating Nucleic Acid Kit
verwendet. Dieses Kit auf Silicagelbasis wurde in einer Vielzahl von Studien fiir die cfDNA-
Isolation verwendet, es konnten damit groe cfDNA-Ausbeuten erreicht werden (Sorber et al.,
2017; Diefenbach et al., 2018). In anderen Studien wurden hiufig auch Isolationskits auf Basis
magnetischer beads benutzt, die eine effiziente Alternative zum QIAmp Circulating Nucleic Acid
Kit darstellen (Markus et al., 2018; Sorber et al., 2018). Die Wahl des Isolationskits kann die
gemessenen cfDNA-Konzentrationen beeinflussen (Fleischhacker et al., 2011). Unterschiedliche
Studienergebnisse konnten demnach auch auf die Verwendung unterschiedlicher Isolationskits
zuriickgefiihrt werden.

Die isolierte cfDNA dieser Arbeit wurde teilweise bei -20°C fiir einige Tage gelagert, teilweise
wurde die cfDNA unverziiglich bei der quantitativen PCR eingesetzt. Eine Anderung der cfDNA-
Konzentration durch die kurzfristige Lagerung der isolierten cfDNA bei -20°C ist nicht zu
erwarten (El Messaoudi et al., 2013).
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Die Quantifizierung der cfDNA-Konzentration erfolgte mittels quantitativer Real-Time-PCR,
welche als hochsensitive Nachweismethode in vielen anderen Studien verwendet wurde.
Spektralfluorimetrische Messungen zur Quantifizierung der cfDNA kamen nur in wenigen
Studien zum Einsatz (Agassi et al., 2015). Fiir die qPCR wurde die Sequenz von ERV3 gewihlt,
welche bereits in anderen Studien fiir die Quantifizierung von cfDNA Anwendung fand (Schmidt
et al., 2005; Schmidt et al., 2008; Fleischhacker et al., 2011). Fiir die Quantifizierung von cfDNA
eignen sich unterschiedliche Zielgene wie beispielsweise B-Aktin, B-Globin und GAPDH
(Fleischhacker et al., 2011). Viele Studien arbeiteten auBerdem mit 2 verschieden langen ALU-
Sequenzen (Umetani et al., 2016a, 2016b; Stotzer et al., 2014; Soliman et al., 2018). Die Wahl
des Zielgens fiir die Quantifizierung der cfDNA kann zu signifikant unterschiedlichen
Ergebnissen fithren: Mit B-Globin als Zielgen konnte deutlich mehr cfDNA nachgewiesen werden
als mit ERV3, B-Aktin oder GAPDH (Fleischhacker et al., 2011). Daraus ergibt sich einerseits,
dass die Ergebnisse dieser Studie durch die Wahl von ERV3 als Zielgen beeinflusst sein kdnnen.
Andererseits bedeutet es, dass die Ergebnisse von Studien mit unterschiedlichen Zielgenen nur
bedingt einen Vergleich zulassen.

Es wurden 3 verschiedene DNA-Fragmente mit einer Ldnge von 79, 181 und 297 bp gewihlt. Die
ERV3-79- und ERV3-181-Fragmente wurden ausgesucht, um cfDNA apoptotischen Ursprungs
nachweisen zu kénnen. Das ERV3-297-Fragment diente {iberwiegend dem Nachweis ldngerer
cfDNA-Fragmente, die unter anderem durch Nekrose und andere Arten des Zelltods freigesetzt
wurden.

Die cfDNA-Integrititsindices in dieser Arbeit wurden anhand der Formeln von Wang et al. und
Umetani et al. berechnet (Wang et al., 2003; Umetani et al., 2006 a, 2006b). Am haufigsten wurde
die Kalkulationsmethode nach Umetani et al. verwendet, Stotzer et al. hingegen berechneten die
cfDNA-Integritit wie in dieser Arbeit anhand beider Kalkulationsmethoden (Stotzer et al., 2014).
Fiir die Berechnung der cfDNA-Integritét bei Lungenkarzinompatienten wendeten Schmidt et al.
sowie Szpechcisnki et al. eine weitere Berechnungsmethode an, bei der die Differenz zwischen
der cfDNA-Konzentration des langen und des kurzen Fragments gebildet wird (Schmidt et al.,
2008; Szpechcisnki et al., 2016). Die bereits limitierte Studienlage zur cfDNA-Integritit bei
Lungenkarzinompatienten wurde durch die Anwendung dieser alternativen Kalkulation der
cfDNA-Integritit noch weiter begrenzt: Ein wirklicher Vergleich mit den Ergebnissen dieser

Arbeit ist kaum moglich.

5.2 Diskussion der Ergebnisse
5.2.1 cfDNA-Konzentrationen
Die cfDNA-Konzentrationen der 3 untersuchten Fragmente zeigten eine grofle Spannweite. Die
Tumorpatienten wiesen eine besonders groBe Spannweite im Vergleich zu den benignen

Erkrankten auf. Vergleichbare Ergebnisse wurden sowohl fiir Lungenkarzinompatienten
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(Szpechcinski et al., 2016; Hyun et al.,, 2019) als auch fiir Patienten mit anderen
Tumorerkrankungen nachgewiesen (Hashad et al., 2012; Qi et al., 2013; Skrypkina et al., 2016).
Der Medianwert der cfDNA-Konzentration war bei allen ERV3-Fragmenten bei den Patienten
mit einer benignen Lungenerkrankung am niedrigsten, wihrend die unbehandelten
Lungenkarzinompatienten fiir alle 3 Fragmente die hochsten Medianwerte aufwiesen. Die
cfDNA-Konzentrationen der Lungenkrebspatienten unter bzw. nach Therapie (Patientengruppe
2) und der Patienten mit anderen malignen Tumorerkrankungen (Patientengruppe 4) lagen im
mittleren Bereich: Sie waren geringfligig niedriger als die der unbehandelten Lungenkarzinom-
patienten, aber grofer als die der unter einer benignen Lungenerkrankung leidenden Patienten.
Insgesamt waren die Unterschiede zwischen den einzelnen Patientengruppen allerdings nur
schwach ausgeprigt. Eine Reihe von Faktoren konnte zu diesen Ergebnissen gefiihrt haben. Eine
mogliche Ursache stellt die Heterogenitdt des Patientenkollektivs dar. Die geringen cfDNA-
Konzentrationsunterschiede zwischen den Lungenkrebspatienten der ersten beiden
Patientengruppen kdnnten sich unter anderem darauf zuriickfiihren lassen, dass beide Gruppen
sowohl NSCLC- als auch SCLC-Patienten mit Anfangsstadien wie auch fortgeschrittenen
Tumorstadien, unterschiedlichen Tumorgréfen und Metastasierungsgraden beinhalteten. Dazu
kommt, dass Lungenkarzinompatienten wéhrend und nach Therapie zu einer Patientengruppe
zusammengefasst wurden. Hierdurch konnten mdgliche Unterschiede zwischen therapienaiven
und bereits therapierten Lungenkrebspatienten nicht abgeleitet werden. Die Heterogenitit der
Tumorarten sowie der Tumor- und Therapiestadien konnte eine Erklarung dafiir sein, dass keine
deutlichen cfDNA-Konzentrationsunterschiede zwischen den Lungenkarzinompatienten
auszumachen waren.

Die geringfiigigen Unterschiede bei der cfDNA-Konzentration zwischen den Lungenkrebs-
patienten (Patientengruppen 1 und 2) und den Patienten mit einer anderen malignen
Tumorerkrankung (Patientengruppe 4) kdnnten sich damit erklédren lassen, dass es sich bei allen
Probanden dieser Gruppen um Tumorpatienten handelte. Eine Erhohung der cfDNA-
Konzentration ist nicht spezifisch fiir eine bestimmte Tumorentitit, sondern konnte bei einer
Vielzahl verschiedener Tumore nachgewiesen werden (Hashad et al., 2012; Chen et al., 2013; Qi
et al., 2013; Skrypkina et al., 2016). Diese Aussage wird durch die fehlenden, relevanten cfDNA-
Konzentrationsunterschiede zwischen den Tumorpatienten dieser Arbeit bekriftigt.

Zuletzt stellt sich die Frage, warum die unter einer benignen Lungenerkrankung leidenden
Patienten nicht deutlich geringere cfDNA-Konzentrationen aufwiesen als Tumorpatienten,
insbesondere als Lungenkarzinompatienten. Ein Teil der benignen Lungenkranken dieser Studie
litt unter einer entziindlichen Lungenerkrankung wie der COPD oder der Pneumonie.
Entziindungsreaktionen konnen erhohte cfDNA-Level zur Folge haben (Gormally et al., 2004;

Frank 2016; van der Meer et al., 2019). Dies konnte eine weitere mogliche Ursache fiir die
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geringfiigigen  cfDNA-Konzentrationsunterschiede  zwischen benigne und maligne
Lungenkranken darstellen.

In dieser Arbeit konnten erhohte cfDNA-Konzentrationen bei Lungenkarzinompatienten im
Vergleich zu Patienten mit benignen Lungenerkrankungen festgestellt werden, wobei diese
Unterschiede nicht stark ausgepréigt waren. In anderen Studien konnten deutlichere Differenzen
zwischen den genannten Gruppen nachgewiesen werden (Szpechcisnki et al., 2015; Szpechcisnki
et al., 2016; Soliman et al., 2018). Die Einordnung der Ergebnisse dieser Arbeit war dadurch
erschwert, dass sich bislang nur eine sehr geringe Anzahl von Studien mit dem Vergleich der
cfDNA-Konzentration von Lungenkrebspatienten und benigne Lungenerkrankten beschiftigt hat.
Der tiberwiegende Teil der Studien verglich hingegen die cfDNA-Konzentration von Lungen-
krebspatienten und gesunden Probanden (Wei et al., 2018; Ma et al., 2019; Ye et al., 2019). Fiir
diese Arbeit wurde hingegen von einem klinischen Standpunkt ausgegangen. Es wurde bewusst
auf eine gesunde Kontrollgruppe verzichtet, da im klinischen Alltag die Differenzierung von
benignen und malignen Erkrankten im Vordergrund steht (Fleischhacker und Schmidt, 2020).
Bei einer Vielzahl von weiteren, nicht-neoplastischen Erkrankungen konnten ebenfalls erhohte
cfDNA-Konzentrationen ermittelt werden. Hierzu zéhlen beispielweise Autoimmun- (Bartoloni
et al., 2011), Virus- (Ha et al., 2011; Yi et al., 2014) und Herzkreislauferkrankungen (Cui et al.,
2013). In dieser Arbeit ist vor dem Hintergrund des hohen Durchschnittsalters der Patienten, dem
hohen Anteil an Rauchern und der Schwere der untersuchten Tumorerkrankungen davon
auszugehen, dass viele der eingeschlossenen Patienten zusitzlich unter Begleiterkrankungen
gelitten haben. Es ist anzunehmen, dass die cfDNA-Konzentrationen dieser Studie durch die
Komorbiditéiten der Patienten beeinflusst wurden (Drntoft et al., 2021).

Dariiber hinaus wurde bei Gesunden fiir eine Reihe weiterer EinflussgrofSen ohne jeglichen
Krankheitswert nachgewiesen, dass diese ebenfalls eine Steigerung der cfDNA-Konzentration
bedingen konnen. Hierzu zédhlen u.a. das Alter (Jyhava et al., 2001; Zhong et al., 2007; Omtoft et
al., 2021), korperliche Betdtigungen (Atamaniuk et al, 2004, 2008, 2010), psychische
Belastungen (Hummel et al., 2018), Schwangerschaft und Menstruation (Fleischhacker und
Schmidt, 2020). Auch die Tageszeit der Blutentnahme kann sich auf die cfDNA-Konzentration
auswirken (Madsen et al., 2019). Es ist anzunehmen, dass die ermittelten cfDNA-
Konzentrationen dieser Arbeit auch durch die genannten Faktoren beeinflusst wurden. Solange
die genauen Freisetzungsmechanismen der ¢fDNA unklar sind, ist von weiteren, bisher nicht
erforschten Einflussfaktoren fiir die cfDNA-Konzentration auszugehen.

Auch prianalytische und analytische Bedingungen miissen als Ursache fiir die geringen cfDNA-
Konzentrationsunterschiede zwischen den einzelnen Patientengruppen in Betracht gezogen
werden. Welchen Einfluss die Lagerung der zellfreien Plasmen bei -80°C iiber mehrere Jahre fiir
die Ergebnisse hatte, kann aufgrund der geringen Datenlage nur schwer abgeschétzt werden.

Basierend auf den Ergebnissen von Sozzi et al. und Pinzani et al. kann allerdings angenommen
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werden, dass sich die cfDNA-Konzentration mit den Jahren der Lagerung deutlich reduziert hat
(Sozzi et al., 2005; Pinzani et al., 2014). Die Lagerungseffekte sollten wiederum fiir die
untersuchten Patientengruppen identisch sein, da alle Proben dieser Arbeit iiber einen

vergleichbaren Zeitraum und unter denselben Bedingungen gelagert wurden.

5.2.2 ¢cfDNA-Konzentrationen und Charakteristika des Patientenkollektivs

Als mogliche Einflussfaktoren fiir die cfDNA-Konzentrationen wurden in dieser Studie das
Patientenalter, der Raucherstatus sowie das Geschlecht gepriift. Fiir die cfDNA-Konzentrationen
der einzelnen Fragmente konnte kein Zusammenhang zwischen den untersuchten klinischen und
demographischen Merkmalen des Patientenkollektivs nachgewiesen werden. Das entspricht auch
den Ergebnissen anderer Studien, die ebenfalls keine entsprechenden Assoziationen zwischen der
cfDNA-Konzentration und dem Alter, dem Geschlecht oder dem Raucherstatus der Patienten

detektieren konnten (Pan et al., 2012; Mirtavoos-Mahyari et al., 2019).

5.2.3 cfDNA-Konzentrationen als Biomarker

Mit dieser Arbeit wurde auBBerdem das Ziel verfolgt, die diagnostische Wertigkeit der cfDNA-
Konzentration zu beurteilen. Hierfiir wurden ROC-Kurven erstellt, um die diskriminatorische
Starke der cfDNA-Konzentration der verwendeten ERV3-Fragmente zu bewerten, zwischen
unbehandelten Lungenkrebspatienten (Patientengruppe 1) und Patienten mit einer benignen
Lungenerkrankung (Patientengruppe 3) zu unterscheiden. Die errechneten Flachen unter der
Kurve betrugen zwischen 0,60 (95%-KI; 0,50-0,71) und 0,61 (95% KI; 0,50-0,72), wobei die
AUC des lingsten ERV3-Fragments am groBten war. Die niedrigen AUCs in dieser Arbeit
konnten auf die geringen Konzentrationsunterschiede zwischen den einzelnen Patientengruppen
zuriickzufilhren sein. Fiir diese Studie ldsst sich daraus ableiten, dass eine sichere
Diskriminierung von Lungenkrebspatienten und Patienten mit einer benignen Lungenerkrankung
nicht moglich war. Als diagnostische Biomarker waren die cfDNA-Konzentrationen der
quantifizierten ERV3-Fragmente aufgrund der geringen Sensitivitit und Spezifitdt zwischen
53,3% und 62,5% ungeeignet. Schmidt et al. kamen in einer Pilotstudie mit 60 Patienten zum
selben Ereignis (Schmidt et al., 2008).

Der iiberwiegende Teil der Studien zu diesem Thema untersuchte die Fahigkeit der cfDNA-
Konzentration, zwischen Lungenkrebspatienten und gesunden Probanden zu unterscheiden.
Hierbei bewies die cfDNA-Konzentration eine sehr gute diskriminatorische Stirke, es konnten
AUCs von bis zu 0,9 erreicht werden sowie Sensitivitits- und Spezifititswerte von 90%
respektive von 80,5% bei einem Cutoff-Wert von 2,8 ng/ml (Szpechcinski et al., 2015).

Im Gegensatz dazu beschéftigten sich deutlich weniger Studien mit der diagnostischen Wertigkeit
der cfDNA-Konzentrationen bei Patienten mit Lungenkarzinom und benignen Lungen-
erkrankungen. Trotz signifikanter cfDNA-Konzentrationsunterschiede zwischen diesen beiden

Patientengruppen (Szpechcinski et al., 2015; Soliman et al., 2018) waren bei einem Cutoff-Wert
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von >5,25 ng/ml die AUC mit 0,76, die Sensitivitdt von 56% und Spezifitit von 91% deutlich
niedriger als bei der Gegeniiberstellung von Lungenkrebspatienten und Gesunden (Spzechcinski
et al., 2015). Die geringe diskriminatorische Stirke der cfDNA-Konzentration, zwischen
Lungenkarzinompatienten und Patienten mit einer benignen Lungenerkrankung unterscheiden zu
konnten, konnte darauf zuriickzufilhren sein, dass Patienten mit einer benignen
Lungenerkrankung héhere cfDNA-Konzentrationen als Gesunde aufweisen (Schmidt et al., 2008;
Spzechcinski et al., 2015). Die Uberlappung der cfDNA-Level von unter einer benignen
Lungenerkrankung leidenden Patienten und Lungenkrebspatienten ist demnach deutlich groBer
als bei Lungenkarzinompatienten und Gesunden, was die Diskrimination erschwert bzw.

unmoglich macht (Chudasama et al., 2018).

5.2.4 cfDNA-Integritiitsindices

Auch die cfDNA-Integrititsindices der verwendeten Proben wiesen eine grofle Spannweite auf.
Als Ursache hierfir kann die ebenfalls groBe Spannweite der cfDNA-Konzentrationen
angenommen werden, auf denen die Berechnungen der cfDNA-Integritdt basierten.
Vergleichbare Ergebnisse wurden auch in anderen Studien zur cfDNA-Integritdt nachgewiesen
(Chudasama et al., 2018; Soliman et al., 2018).

Die cfDNA-Integrititsindices U1 und U2 sowie W1 und W2, die anhand der beiden Berechnungs-
methoden erhalten wurden, korrelierten in hohem Mall miteinander und wiesen keine deutlichen
Unterschiede auf. Diese starke Korrelation zwischen den cfDNA-Indices bekriftigt, dass cfDNA-
Integrititsmessungen unabhingig von ihrer Berechnungsmethode nicht zur Differenzierung
zwischen benignen und malignen Lungenkranken geeignet sind. Auch Stotzer et al. konnten
belegen, dass die cfDNA-Integrititsindices bei Brustkrebspatientinnen unabhingig von der
Berechnungsmethode nach Wang oder Umetani nahezu iibereinstimmten (Stotzer et al., 2014).
Bei allen cfDNA-Integritétsindices dieser Studie lieBen sich nur minimale Unterschiede zwischen
den einzelnen Patientengruppen feststellen. Insbesondere waren keine relevanten Unterschiede
zwischen den Patienten mit einer benignen Lungenerkrankung und Lungentumorpatienten bzw.
anderen Tumorerkrankten erkennbar. Wie schon bei der cfDNA-Konzentration konnten auch fiir
die cfDNA-Integritit die geringen Differenzen zwischen den Lungenkrebspatienten der ersten
beiden Patientengruppen u.a. auf die Heterogenitit der Patienten hinsichtlich Tumorart, Therapie-
und Tumorstadium zuriickzufiihren sein. Die geringfiigigen Unterschiede zwischen den
Tumorpatienten der Patientengruppen 1, 2 und 4 bekriftigen, dass weder die Erhohung der
cfDNA-Integritit noch die die Steigerung der cfDNA-Konzentration spezifisch fiir eine
Tumorerkrankung sind (Yu et al., 2014).

Auch bei nicht-neoplastischen, benignen Erkrankungen konnen vermehrt Zelluntergénge durch
Nekrose auftreten (Holdenrieder et al., 2008), was zu einer Erhohung der cfDNA-Integritét fithren

kann (Chudasama et al., 2018). Daraus resultiert eine groBe Uberlappung zwischen der cfDNA-
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Integritdt von Patienten mit benignen und malignen Erkrankungen (Chudasama et al., 2018;
Holdenrieder et al., 2008). Diese Uberlappung sowie die Heterogenitit der Patienten konnten
erkliren, weshalb eine sichere Abgrenzung von Patienten mit benignen Lungenerkrankungen und
von Tumorpatienten, speziell von Lungenkrebspatienten, anhand der cfDNA-Integritét in dieser
Arbeit nicht moglich war.

In einigen wenigen Studien konnten signifikante Unterschiede in Bezug auf die cfDNA-Integritét
zwischen Patienten mit benignen Lungenerkrankungen bzw. benignen pulmonalen
Raumforderungen und Lungenkrebspatienten nachgewiesen werden (Chudasama et al., 2018;
Soliman et al., 2018), in anderen Arbeiten wiederum nicht (Schmidt et al., 2008; Szpechcinski et
al., 2016). Insgesamt war der Vergleich der Ergebnisse dieser Untersuchung durch die geringe
Anzahl von Studien, die sich mit der Gegeniiberstellung der cfDNA-Integritit von
Lungenkrebspatienten und benigne Lungenerkrankten beschiftigt haben, begrenzt.

Der Vergleich mit Studien, die Unterschiede bei der cfDNA-Integritét von benignen Erkrankten
und Patienten mit anderen Tumorentitdten als dem Lungenkarzinom untersucht haben, ist nur
eingeschriankt moglich. Nicht alle benignen Erkrankungen gehen mit Entziindungsreaktionen und
vermehrten Zelluntergdngen einher wie es bei der COPD oder der Pneumonie moglich ist. Es
erscheint daher plausibel, dass bei Patienten mit Tumorarten wie dem Prostatakarzinom deutliche
cfDNA-Integritdtsunterschiede zwischen maligne und benigne Erkrankten nachweisbar waren
(Khani et al., 2019), wiahrend bei Patienten mit anderen Tumorerkrankungen wie dem Mamma-
und dem Lungenkarzinom geringe bis keine Differenzen gefunden werden konnten (Schmidt et
al., 2008; Stotzer et al., 2014).

Analog zur cfDNA-Konzentration kdnnten auch préanalytische und analytische Bedingungen wie
die Probenlagerung sowie die Gen- und Fragmentauswahl ursdchlich fiir die geringfiigigen

cfDNA-Integrititsunterschiede zwischen den untersuchten Patientengruppen sein.

5.2.5 cfDNA-Integritiitsindices und Charakteristika des Patientenkollektivs

Diese Arbeit verfolgte auBerdem das Ziel, mogliche Zusammenhénge zwischen der cfDNA-
Integritit und klinischen sowie demographischen Merkmalen des Patientenkollektivs
aufzudecken. Es konnte Zuasammenhang zwischen den errechneten cfDNA-Integritdtsindices
und dem Alter, Geschlecht oder dem Raucherstatus der untersuchten Patienten nachgewiesen
werden. Damit schliefen sich die Ergebnisse dhnlichen Arbeiten an (Schmidt et al., 2008;

Soliman et al., 2018)

5.2.6 cfDNA-Integritit als Biomarker

Mit dieser Arbeit wurde beabsichtigt, die diagnostische Wertigkeit der cfDNA-Integritit zu
beurteilen. Analog zur cfDNA-Konzentration wurden hierfiir die unbehandelten
Lungenkrebspatienten (Patientengruppe 1) den benignen Lungenkranken (Patientengruppe 3)

gegeniibergestellt. Es wurden ebenfalls ROC-Kurven erstellt, um die diskriminatorische Stérke
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der cfDNA-Integritét zu bewerten, zwischen therapienaiven Lungenkrebspatienten und Patienten
mit einer benignen Lungenerkrankung zu unterscheiden. Die ermittelten AUCs lagen zwischen
0,46 (95%-KI; 0,36-0,57) und 0,47 (95%-KI; 0,35-0,57). Daraus ergibt sich, dass in dieser Arbeit
keine suffiziente Diskriminierung von unbehandelten Lungenkarzinompatienten und Patienten
mit einer benignen Lungenerkrankung anhand der cfDNA-Integritidt moglich war. Die cfDNA-
Integritdt erwies sich aufgrund der geringen Sensitivitits- und Spezifitdtswerte von 41,7% bis
58,3% in dieser Studie ungeeignet als diagnostischer Biomarker. Die Ergebnisse kamen durch die
geringen Unterschiede hinsichtlich der cfDNA-Integrititsindices zwischen den einzelnen
Patientengruppen zustande. Diese geringen Differenzen konnten wiederum auf die Heterogenitit
der Patienten und der Uberlappung der cfDNA-Integritit zwischen maligne und benigne
Erkrankten zuriickzufiihren sein (Holdenrieder et al., 2008; Chudasama et al., 2018). Auch
Schmidt et al. kamen zu dem Ergebnis, dass die cfDNA-Integritét nicht zur Differenzierung von
Patienten mit Lungenkrebs und Patienten mit gutartigen Lungenerkrankungen geeignet war
(Schmidt et al., 2008).

Obwohl es in anderen Studien gelang, signifikante Unterschiede in Bezug auf die cfDNA-
Integritdt zwischen Patienten mit Lungenkrebs und benignen Lungenerkrankungen
nachzuweisen, waren die gemessen AUCs mit 0,61 (Chudasama et al., 2018) und 0,65 (Soliman
et al., 2018) nur unwesentlich grofer als in dieser Arbeit. Diese Ergebnisse waren ebenfalls auf
die Uberlappung der cfDNA-Integritit zwischen maligne und benigne Lungenkranken
zuriickzufiihren (Chudasama et al., 2018). Im Gegensatz dazu konnten Szpechcinski et al. fiir die
cfDNA-Integritit eine grofe diskriminatorische Stirke bei der Differenzierung von
Lungenkrebspatienten und Patienten mit einem solitdren Lungenrundherd belegen und erzielten
AUC-Werte von 0,8 (Szpechcinski et al. 2016). Bei 80% dieser solitiren Lungenrundherde
handelt sich um Granulome, bei 10% um Hamartome (Szpechcinski et al. 2016). Diese solitiren
Lungenrundherde sind hdufig auch noch Monate bis Jahre nach einer Infektion nachweisbar, ohne
dass eine relevante Entziindungsreaktion fortbesteht. Diese fehlende Entziindungsaktivitét bei
Patienten mit einem solitdren Lungenrundherd konnte die Ursache dafiir sein, dass diese Patienten
besser von Lungenkarzinompatienten differenziert werden kdnnen als beispielsweise COPD-

Patienten.

Bei der Gegeniiberstellung der AUCs sowie der Sensitivitits- und Spezifititswerte der cfDNA-
Konzentrationen und der cfDNA-Integrititsindices zeigte sich, dass die Konzentrations-
messungen von cfDNA in dieser Arbeit eine hohere diagnostische Wertigkeit als die cfDNA-
Integritdtsmessungen aufwiesen. Gleichwohl erwiesen sich beide cfDNA-Messungen in dieser

Arbeit als ungeeignete Biomarker fiir den klinischen Einsatz.
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5.3 Ausblick

Das Potenzial der cfDNA als Biomarker wird seit Jahren ausgiebig erforscht und wurde bereits
in unzéhligen Studien nachgewiesen. Dank des grof3en technischen Fortschritts hat die cfDNA
als Teil der Liquid Biopsy mittlerweile auch Einzug in den klinischen Alltag erhalten. Durch ihre
geringe Invasivitit, ihre schnelle Verfligbarkeit und unkomplizierte Wiederholbarkeit stellt die
Liquid Biopsy eine vielversprechende, komplementire Methode zur Gewebeprobe dar,
insbesondere bei multimorbiden Patienten.

Es bleibt dennoch fraglich, inwieweit cfDNA-Konzentrations- und Integritdtsmessungen als
Biomarker in der Klinik Anwendung finden konnten. Erhohte cfDNA-Konzentrationslevel und
-Integritétsindices wurden bei einer Vielzahl unterschiedlicher Tumorentitdten nachgewiesen.
Eine Erhohung der cfDNA-Konzentration wie auch der cfDNA-Integritét ist demnach nicht
tumorspezifisch, was den klinischen Einsatz als diagnostische Biomarker erheblich beschrénkt.
Dazu kommt, dass auch nicht-neoplastische Erkrankungen wie Autoimmun-, Virus- und
Herzkreislauferkrankungen eine Steigerung der cfDNA-Konzentration zur Folge haben kdnnen.
Diese Erkrankungen treten héufig als Komorbidititen bei Tumorpatienten auf, wodurch die
klinische Anwendung von quantitativen cfDNA-Messungen als Biomarker weiter erschwert wird.
Des Weiteren wurde bereits fiir eine Reihe weiterer Faktoren ohne Krankheitswert nachgewiesen,
dass diese bei Gesunden ebenfalls zu einer Erh6hung der cfDNA-Konzentration fithren kénnen:
Alter, korperliche Betitigung, psychische Belastungen, Schwangerschaft und Menstruation sind
nur einige Beispiele hierfiir. Solange die genauen Freisetzungs- und Abbaumechanismen der
cfDNA bzw. der ctDNA einschlieBlich deren EinflussgroBen nicht ndher untersucht wurden,
erscheint der Einsatz von cfDNA-Konzentrations- und Integrititsmessungen als Biomarker,
insbesondere im klinischen Alltag, ungeeignet. Ferner bedarf es weiterer Forschung zu
qualitativen Untersuchungen von ctDNA: Als Teil der cfDNA stellt die ctDNA ein
vielversprechendes Instrument zum Nachweis tumorassoziierter genetischer und epigenetischer
Alterationen dar.

Dariiber hinaus wird der klinische Einsatz der cfDNA und ctDNA durch die fehlende
Standardisierung von praanalytischen und analytischen Bedingungen aktuell stark limitiert. Es
bedarf standardisierter Prozeduren, die die Wahl des Untersuchungsmediums, die Gewinnung,
Sammlung, Verarbeitung und Lagerung der Proben regulieren sowie einheitliche Isolations- und
Quantifizierungsmethoden schaffen. Grofe randomisiert-kontrollierte Studien konnen dabei
helfen, einen internationalen Konsens iiber die optimalen prianalytischen und analytischen
Konditionen fiir die Bestimmung von ¢fDNA zu finden. Nur so kann die cfDNA als Teil der
Liquid Biopsy ein verldsslicher Biomarker werden und einen festen Stellenwert im klinischen

Alltag erlangen.
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6 Zusammenfassung

Mit jahrlich tiber 2 Millionen Neuerkrankten und iiber 1,7 Millionen Verstorbenen ist das
Bronchialkarzinom sowohl die verbreitetste Tumorerkrankung als auch die am haufigsten zum
Tod fiihrende Tumorentitdt weltweit. Bei dem iiberwiegenden Teil der Patienten wird das
Lungenkarzinom erst in einem fortgeschrittenen Stadium entdeckt, in dem héufig kein kurativer
Therapieansatz mehr verfolgt werden kann. Demnach besteht fiir Bronchialkarzinompatienten ein
groBer Bedarf nach verlédsslichen Screening- und Fritherkennungsuntersuchungen. Hierbei wird
insbesondere der Einsatz der Niedrigdosis-CT als mdgliche Reihenuntersuchung fiir Hochrisiko-
patienten diskutiert. In den letzten Jahren hat die Liquid Biopsy als komplementires
Untersuchungsmedium zur Gewebeprobe Einzug in den klinischen Alltag erhalten. Durch ihre
geringe Invasivitit, ihre schnelle Verfligbarkeit und unkomplizierte Wiederholbarkeit stellt die
Liquid Biopsy insbesondere bei multimorbiden Tumorpatienten eine vielversprechende
Untersuchungsmethode dar. Bei Patienten mit einem fortgeschrittenen Bronchialkarzinom kann
die ctDNA als Bestandteil der Fliissigbiopsie zum qualitativen Nachweis therapierelevanter
genetischer und epigenetischer Alterationen dienen. Dariiber hinaus kdnnten auch quantitative
Bestimmungen der cfDNA sowie cfDNA-Integrititsmessungen als Biomarker bei
unterschiedlichen Tumorarten wie auch bei nicht-neoplastischen Erkrankungen geeignet sein. Die
cfDNA-Integritit gibt das Verhéltnis von langeren zu kiirzeren DNA-Fragmenten wieder.
Anhand der Lénge der zellfreien DNA-Fragmente konnen wiederum Riickschliisse auf die
Entstehung und Freisetzung der cfDNA gezogen werden: Durch Apoptose entstehen vornehmlich
zellfreie DNA-Fragmente einer Lange von ca. 180 bp, hingegen treten bei der Nekrose deutlich
langere Fragmente auf. Wiahrend bei Gesunden der Zelluntergang vorwiegend via Apoptose
stattfindet, sind bei Tumorpatienten zusétzlich Nekrosen zu beobachten. Fiir eine Reihe von
Tumorentitéten einschlieBlich des Bronchialkarzinoms konnten erhdhte cfDNA-Konzentrationen
wie auch gesteigerte cfDNA-Integrititsindices im Blut von Tumorpatienten im Vergleich zu
Gesunden nachgewiesen werden.

Diese Arbeit ging von einer klinischen Fragestellung aus, wobei die Diskriminierung von
Patienten mit benignen und malignen Lungenkranken im Vordergrund stand. Es wurde das
Potenzial von Konzentrations- und Integrititsmessungen zellfreier DNA im Plasma als
Biomarker zur Differenzierung von Lungenkrebspatienten und Patienten mit einer benignen
Lungenerkrankung untersucht. Hierfiir erfolgte die Isolation von cfDNA aus Plasmaproben von
insgesamt 227 Patienten. Das Patientenkollektiv untergliederte sich in Abhéngigkeit der
vorliegenden Diagnose in 4 Patientengruppen. Die untersuchten Patienten litten unter einem
Lungenkarzinom, einer benignen Lungenerkrankung oder einer anderen Tumorerkrankung als
dem Bronchialkarzinom. Die Konzentration von 3 unterschiedlich langen cfDNA-Fragmenten

wurde durch eine quantitative Real-Time-PCR mit dem Zielgen ERV3 bestimmt. Ausgehend von
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den Konzentrationen der cfDNA wurde mithilfe von 2 Kalkulationsmethoden die cfDNA-
Integritit berechnet.

Es waren keine relevanten Unterschiede hinsichtlich der cfDNA-Konzentration und -Integritét
zwischen den Patientengruppen nachweisbar. Des Weiteren konnten keine Zusammenhénge
zwischen dem Alter, Geschlecht und dem Raucherstatus des untersuchten Patientenkollektivs mit
der cfDNA-Konzentration und -Integritit nachgewiesen werden. Weder fiir die Konzentrations-
noch fiir die Integritdtsmessungen der cfDNA konnten suffiziente AUCs, Sensitivitits- und
Spezifititswerte erzielt werden. Eine hinreichende Diskriminierung von therapienaiven
Lungenkrebspatienten und Patienten mit einer benignen Lungenerkrankung anhand der cfDNA-
Konzentrationen oder -Integritéit war nicht moglich. Beide cfDNA-Messungen erwiesen sich als
ungeeignete, diagnostische Biomarker. Unter Umstédnden konnten sich ¢fDNA-Konzentrations-
und Integritdtsmessungen als Biomarker zum Therapiemonitoring bzw. -ansprechen eignen.

Die geringen Unterschiede zwischen malignen und benignen Lungenkranken in Bezug auf die
cfDNA-Konzentration und cfDNA-Integritit konnten u.a. auf eine vermehrte Freisetzung
zellfreier DNA via Apoptose als auch via Nekrose bei allen Patienten zuriickzufiihren sein. Als
mogliche Ursache fiir die erhohten cfDNA-Konzentrations- und Integrititswerte bei den
Lungenkarzinompatienten und den anderen Tumorpatienten kommt ein vermehrter Tumorstoft-
wechsel im Rahmen des Tumorwachstums mit konsekutiven Zelluntergéngen durch Nekrose und
Apoptose in Betracht. Bei den Patienten mit einer benignen Lungenerkrankung wiederum
konnten die erhohten cfDNA-Konzentrations- und Integrititslevel durch Entziindungsreaktionen
mit einhergehenden, vermehrten apoptotischen und nekrotischen Zelluntergéingen bedingt sein.
Die geringe diskriminatorische Stirke der cfDNA-Konzentration und -Integritét in dieser Studie
konnte auBerdem durch die ausgepridgte Heterogenitit innerhalb des Patientenkollektivs
begriindet sein. Es wurden sowohl Patienten mit einem NSCLC als auch mit einem SCLC in
unterschiedlichen Tumor- und Therapiestadien sowie Patienten mit verschiedenen benignen
Lungenerkrankungen eingeschlossen, um das Patientenaufkommen im klinischen Alltag
widerzuspiegeln. Auch priaanalytische und analytische Bedingungen bei der cfDNA-Bestimmung
konnten die Resultate dieser Arbeit bedingt haben.

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstreichen den dringenden Bedarf nach grundlegender
Forschung zum Ursprung sowie zu den Freisetzungs- und Abbaumechanismen der cfDNA
einschlieBlich moglicher Einflussfaktoren. Der Vergleich mit anderen Studien hebt den
zwingenden Bedarf nach Standardisierung im Umgang mit der cfDNA hervor. Die Regulierung
ist essenziell, um einen Einsatz der cfDNA im klinischen Alltag zu ermdglichen. Unabhingig von
den Ergebnissen dieser Studie stellt die cfDNA einschlieflich der ctDNA als Teil der Liquid
Biopsy ein vielversprechendes Untersuchungsmedium dar. Besonders bei Tumorpatienten
erweist sich die Fliissigbiopsie durch ihre geringere Invasivitit und problemlose

Wiederholbarkeit zunehmend als komplementéres Verfahren zur Gewebeprobe.
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Thesen

8 Thesen

L.

Eine ununterbrochene Lagerung von zellfreien Plasmaproben bei -80°C ermoglicht die

Isolation von geniigend cfDNA fiir eine Analyse mittels Real-Time-PCR.

Mithilfe einer quantitativen Real-Time PCR kann die cfDNA-Konzentration von 3

unterschiedlich langen ERV3-Fragmenten in Plasmaproben bestimmt werden.

Die cfDNA-Konzentration von Lungenkrebspatienten ist hoher als die von Patienten mit

einer benignen Lungenerkrankung.

Die cfDNA-Integritdt von Lungenkrebspatienten und Patienten mit einer benignen

Lungenerkrankung unterscheiden sich nicht wesentlich voneinander.

Die cfDNA-Konzentration bei malignen und benignen Lungenkranken ist unabhéngig

von Alter, Geschlecht oder Raucherstatus.

Die cfDNA-Integritdt bei malignen und benignen Lungenkranken ist unabhingig von
Alter, Geschlecht oder Raucherstatus.

Die cfDNA-Konzentration eignet sich nicht als diagnostischer Biomarker zur
Differenzierung von unbehandelten Lungenkrebspatienten und Patienten mit einer

benignen Lungenerkrankung.

Die cfDNA-Integritét eignet sich nicht als diagnostischer Biomarker zur Differenzierung
von therapienaiven Lungenkrebspatienten und Patienten mit einer benignen

Lungenerkrankung.

Die cfDNA-Konzentration und -Integritit von Lungenkarzinompatienten unterscheiden

sich nicht von denen anderer Tumorpatienten.
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