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Zusammenfassung

Bis zu zehn Prozent aller malignen Erkrankungen gehen im Verlauf mit einem Befall
der Meningen einher. Dies wird als Meningeosis neoplastica bezeichnet. Die
Diagnostik gestaltet sich allerdings schwierig. Fur die Entwicklung eines
beschwerdelindernden Therapiekonzepts, sind ein frihzeitiges Stellen der Diagnose
und eine molekulargenetische Untersuchung des Tumors entscheidend. Die
Zuganglichkeit zur Tumormasse ist jedoch in vielen Fallen nur begrenzt moglich oder
wurde ein zu groRes OP-Risiko darstellen. Eine potenzielle Losung konnte die Analyse
des Liquor cerebrospinalis liefern, der in direktem Kontakt mit dem Tumor steht und
verhaltnismallig einfach durch eine Lumbalpunktion gewonnen werden kann. Die
Zellzahl im Liquor fallt fur gewohnlich sehr gering aus. Daher ruckt der zellfreien
Uberstand, der Bestandteile wie zellfreie DNA (= cfDNA, cell free DNA) oder
Exosomen mit darin enthaltener exosomaler DNA (= exoDNA) enthalt, zunehmend in
den Fokus. Diese Arbeit hat untersucht, ob es moglich ist, aus dem zellfreien
Uberstand von Liquorproben cfDNA und exoDNA zu isolieren und falls ja, ob die
Qualitat und Menge ausreichend ist, um molekulare Analysen wie die Detektion von
genomischen Kopienzahlaberrationen (CNAs = copy number alterations)
durchzufuhren. Diese gelten als Nachweis fur das Vorliegen von Tumor-DNA. Die
hierfir verwendeten Exosomen sollten einerseits Uber bestimmte Plasmamembran-
Marker (CD9, CD63 und CD81) und andererseits Uber einen neu etablierten Ansatz
zur Isolation tumorspezifischer Exosomen mittels epithelialer (EpCAM) und
neuroektodermaler (MCSP) Marker angereichert werden. Anhand der CNA-Profile
sollte zudem eine Gegenuberstellung der Analyten und Anreicherungsmethoden
erfolgen. Die verwendeten Liquorproben stammen von 29 Patientinnen und Patienten
mit bzw. mit Verdacht auf Meningeosis neoplastica.

In dieser Arbeit gelang es, cfDNA und exoDNA erfolgreich aus dem zellfreien
Uberstand des Liquors zu extrahieren und zu amplifizieren. Die daraus gewonnene
DNA konnte far Analysen wie Fragmentlangenverteilung und
Gesamtgenomsequenzierung verwendet werden. Zudem wurde ein Ansatz zur
Isolation tumorspezifischer Exosomen mittels oben genannter Marker etabliert. Der
Nachweis aberranter Genomprofile legt nahe, dass der zellfreie Uberstand trotz sehr
geringer DNA-Konzentrationen moglicherweise zur Diagnostik maligner Erkrankungen
dienen konnte. Dabei stellte sich heraus, dass die cfDNA die meisten auswertbaren

und aussagekraftigsten Profile erzeugte. Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen,
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welches Potential in den nicht-zellularen Bestandteilen des Liquors steckt. Zukunftig
konnte die Analyse des Liquors frihzeitig Hinweise auf ein malignes Geschehen liefern
und helfen, moglichst viel Uber die genetische Vielfalt eines Tumors zu erfahren.



1. EinfUhrung in die Thematik

1.1. Meningeosis neoplastica - ein Uberblick

Zahlen und Fakten

Metastasieren Tumoren — am haufigsten Mammakarzinome, gefolgt vom
Lungenkarzinom und Melanom - in den Liquor cerebrospinalis und die ihn
umgebenden Hirnhaute, wird dies als Meningeosis neoplastica oder auch als
leptomeningeale Metastasierung bezeichnet. Liegt als Primartumor ein Karzinom vor,
kann in diesem Fall von einer Meningeosis carcinomatosa gesprochen werden. Bis zu
zehn Prozent aller bosartigen Erkrankungen gehen im Krankheitsverlauf mit einem
Befall der Meningen einher, wobei sich dieser meist erst in spateren Stadien
manifestiert. Innerhalb weniger Wochen und Monate verlauft die Meningeosis trotz
Behandlung todlich (Weller, 2014; DeAngelis & Boutros, 2005). Lang andauernde und
unspezifische neurologische Symptome, sowie zum Teil nicht eindeutige radiologische
Befunde, gestalten die Diagnostik der Meningeosis schwierig. Sie wird deshalb oft erst
zu spat oder gar nicht diagnostiziert (Strik & Prommel, 2010). Trotz allem ist die
Inzidenz der Meningeosis-Falle weiter ansteigend. Dies erklart sich zum einen durch
wirksame Chemotherapeutika oder andere moderne Substanzen, die systemisch sehr
gut wirksam sind, die Blut-Hirn-Schranke jedoch nicht Uberwinden konnen. Vermehrt
kommt es dadurch zu Rezidiven im zentralen Nervensystem (ZNS) (Bendell et al.,
2003). Weitere Grunde fur die wachsende Zahl an Meningeosis-Fallen sind die immer
haufiger durchgefiihrten Untersuchungen und das langere Uberleben der Patienten
(Weller, 2014). Interessanterweise ist ein Befall des Subarachnoidalraums bei
primaren ZNS-Tumoren wie beispielsweise dem haufig auftretenden Astrozytom oder
Oligodendrogliom eher selten (Strik & Prommel, 2010).

Klinisches Bild

Da die Aussaat der Tumorzellen entlang des gesamten ZNS erfolgen kann, ist eine
sehr vielseitige Symptomatik moglich. Die Patienten berichten uber Kopf- und/oder
Ruckenschmerzen, Schmerzen aus der Nervenwurzel, sowie Hemiparesen und -
parasthesien, bis hin zu Doppelbildern, Visusverlust, Schluckstorungen,
Horminderung oder Fazialisparesen, die auf Hirnnervenausfalle zurtickzufuhren sind
(Strik & Prommel, 2010; Amboss, 2019). Nicht selten (in 30 % der Falle) kann ein
organisches Psychosyndrom auftreten, welches sich in verlangsamten Denkablaufen,
Storungen der Aufmerksamkeit und des Bewusstseins, Verwirrtheit oder sogar in Form



von motorischen Storungen auldern kann (Weller, 2014; Amboss, 2019). Da all diese
Symptome nicht pathognomonisch fur die Meningeosis neoplastica sind, wird in den
diagnostischen Leitlinien bereits bei geringstem Verdacht eine gro3zlgig indizierte
Abklarung empfohlen. Denn eine frihzeitige Diagnostik und eine molekulargenetische
Untersuchung des Tumors sind entscheidend fur ein beschwerdelinderndes

Therapiekonzept (DeAngelis & Boutros, 2005).

Diagnostik

Besteht der Verdacht auf eine Meningeosis, ist eine Kontrastmittel-gestitzte
Magnetresonanztomografie (MRT) zur Darstellung von Schadel, Hals-, Brust- und
Lendenwirbelsaule der erste Schritt in der Abklarung (Strik & Prommel, 2010).
Andernfalls kdnnen durch eine Biopsie aus dem suspekten Gewebe verschiedene
Zellen fur die Analyse gewonnen werden. Die Zuganglichkeit zur Tumormasse ist
jedoch in vielen Fallen nur begrenzt moglich oder die Enthahme der Stanzbiopsie
wurde ein zu grofles OP-Risiko darstellen. Dartuber hinaus kann die punktuelle
Probenentnahme die Heterogenitat innerhalb des Tumors nicht vollstandig erfassen.
Eine weitere Moglichkeit bietet die Beurteilung der sich im Liquor befindenden
Tumorzellen und deren Zellbestandteile. Der Liquor steht in direktem Kontakt mit dem
Tumorgewebe und enthalt vereinzelt abgeloste Tumorzellen, welche die Diagnose
festigen konnen (Kolmel, 1998; Weller, 2014). Allerdings besteht die Schwierigkeit
darin, bei einer enthommenen Liquormenge von 5-10 ml, die Tumorzellen Uberhaupt
ausfindig zu machen. Deswegen ware es von gro3em Interesse, auch den zellfreien
Uberstand und die darin enthaltenen Analyten fiir diagnostische Zwecke nutzen zu
konnen. Bisher werden alleinig unspezifische Marker (z.B. ein erhdhtes Laktat oder ein
erhohtes Ferritin) zur Fragestellung hinzugezogen. Diese erlauben jedoch nur eine
allgemeine Aussage daruUber, ob gerade ein Krankheitsprozess im ZNS ablauft, aber
nicht welcher (Strik & Prommel, 2010).

Therapie und Prognose

Ohne Behandlung betragt das Gesamtuberleben der Patientinnen und Patienten nur
wenige Wochen. Wird die Meningeosis fruhzeitig erkannt und therapiert, steigt die
mittlere Uberlebensdauer auf 4-6 Monate, in den wenigsten Fallen auf 1 Jahr an. Da
es sich um eine eher seltenere Erkrankung handelt, gibt es nur wenige Daten bezuglich
erfolgreicher und lebensverlangernder Therapiekonzepte (Strik & Prommel, 2010).



Primares Therapieziel der Meningeosis neoplastica bleibt die palliative Versorgung.
Dabei steht die Verbesserung der Lebensqualitat und die Linderung neurologischer
Defizite im Vordergrund (Leal et al., 2011). Letztendlich fuhrt ein Befall bzw. eine
Kompression des Hirnstamms zum Ausfall lebenswichtiger Systeme, welche fur die
Atem- und Kreislaufregulation essenziell verantwortlich sind. Auf3erdem kann ein
Verschluss der Ventrikel zu einer Liquorabflussstorung fuhren, woraus ein
Hydrozephalus und infolgedessen ein erhohter Hirndruck resultieren kann (Strik &
Prommel, 2010).

Nachdem die Diagnose Meningeosis neoplastica gestellt wurde, muss erortert werden,
welche Therapiemdoglichkeiten fur den Patienten in Frage kommen. Nutzen und
Risiken mussen dabei sorgfaltig abgewogen werden. Neben chirurgischer Entfernung
solider Metastasen, stehen Strahlentherapie, sowie systemische oder intrathekale
medikamentose Behandlung zur Verfigung. Die Therapie erfordert ein individuell auf
den Patienten zugeschnittenes Konzept, welches nicht selten aus einer Kombination
oben genannter Mittel besteht (Weller, 2014).

1.2. Liquid Biopsy

Unter einer Liquid Biopsy (,Flussigbiopsie®) versteht man die Entnahme von flussigem
Probematerial - allermeist Blut - welches bei Verdacht oder Vorliegen eines malignen
Geschehens histopathologisch und molekulargenetisch untersucht und flr
Diagnosesicherung, Verlauf und Therapieentscheidungen der Erkrankung
herangezogen werden kann. Dies stellt insofern einen grof3en Vorteil gegenuber einer
gewohnlichen Biopsie dar, da es sich lediglich um einen minimalinvasiven Eingriff
handelt. Bei der Meningeosis neoplastica ist die Zuganglichkeit zu Gewebeproben aus
den Hirnhauten haufig erschwert. Da der Liquor in direktem Kontakt zu dem
neoplastischen Gewebe steht, ruckt dessen Analyse fur Diagnostik,
Therapieentscheidungen, sowie Verlaufskontrollen immer starker in den Vordergrund.
Studien zeigen, dass langst nicht nur disseminierte Tumorzellen zur Molekularanalyse
herangezogen werden konnen, sondern auch die nicht-zellularen Bestandteile des
Liquors wie beispielsweise zellfreie DNA (cfDNA) oder Exosomen (Li et al., 2016;
Pentsova et al., 2016 und Thakur et al., 2014). Da diese Zellprodukte im Blut zum
Grol3teil aus gesunden Zellen (z.B. Immunzellen bis zu 10500 Zellen/pl) stammen, ist
es schwierig, eine Aussage uber die geringen tumorspezifischen Anteile treffen zu

konnen. Die Zellzahl im Liquor hingegen ist normalerweise sehr gering (0-5 Zellen/pul),



wodurch es umso wahrscheinlicher ist, auf analysierbares Material speziell aus

Tumorzellen zu stoRen (Pan et al., 2015; Keller et al., 2020).

1.3. Zellfreie DNA (cfDNA)

Definition

Zellfreie DNA (cfDNA) lasst sich in vielen Korperflissigkeiten des Menschen
nachweisen, z.B. im Blut, Urin, Speichel, Lymphe, Galle, sowie im Fruchtwasser, der
Muttermilch oder im Liquor cerebrospinalis. Es handelt sich dabei um kurze,
vorwiegend doppelstrangige DNA-Fragmente, welche sich auRerhalb der Zelle
befinden (Barbany et al., 2019). Die DNA kann durch Apoptose, Nekrose, aktive
Sezernierung oder andere Mechanismen in den Extrazellularraum gelangen
(Grabuschnig et al., 2020). Zur cfDNA zahlt zum einen die kdrpereigene genomische
und mitochondriale DNA, sowie zum anderen exogene DNA, welche Uber Viren oder
Bakterien in den Korperkreislauf gelangt (Kustanovich et al., 2019).

cfDNA-Freisetzung, Nukleosomen

Stirbt eine Zelle durch Apoptose, wird durch die Aktivierung der endogenen Nuklease
die DNA ,zerschnitten” und aus der Zelle geschleust (Sakahira et al., 1998). Im
Zellkern liegt die DNA nicht frei, sondern um Proteine - sog. Histone - gewickelt vor
(siehe untenstehende Abbildung 2 a). Der Komplex aus Histonen und dem um ihn
herumgewickelten doppelstrangigen DNA-Faden bezeichnet man als Nukleosom,
dessen Lange etwa 146 bp entspricht. Bereiche des DNA-Doppelstrangs, die sich
zwischen zwei Nukleosomen befinden, werden als Linker-Sequenzen bezeichnet.
(Spektrum, Lexikon Biologie). Diese Sequenz kann 20-90 bp umfassen und bei der
Spaltung von Chromatin mit dem Nukleosom assoziiert bleiben (Thierry et al., 2016).
Spaltet die Nuklease wahrend der Apoptose die DNA an den Linker-Sequenzen,
entsteht ein spezifisches Fragmentverteilungsmuster der cfDNA (siehe Abbildung 2 b).
Die Fragmente entsprechen dabei den Multimeren eines Nukleosoms (Mono- und
Oligonukleosomen) (Ma et al., 2017). Die Lange der Fragmente kann zwischen 146
bp (Nukleosom) plus 20-90 bp (Linker-Sequenz) variieren und entspricht somit einer
maximalen Grole von ca. 236 bp bzw. Multiplikanden davon.

Kommt es zu einer nekrotischen Freisetzung der Nukleinsauren, resultieren

hauptsachlich grolere DNA-Fragmente ab 1000 bp, die bei der Karyolyse abgegeben



werden (Jahr et al, 2001; Schwarzenbach, 2013). Diese Form des Zelltods lauft im
Gegensatz zur Apoptose unkontrolliert ab. Es verbleiben grole, degradierte DNA-
Fragmente (Amboss, 2019).

Herkunft der cfDNA

Der Grofteil der zirkulierenden Nukleinsauren im Blutplasma (bis zu 90 %) stammt
beim Gesunden von hamatopoetischen, also blutbildenden Zellen ab (Arthur et al.,
2019; Kustanovich et al., 2019). Da die verschiedenen Blutzellen Uber eine eher
geringe Lebensdauer verfugen, gibt es einen standigen Wechsel zwischen Zelltod und
Erneuerung (Grabuschnig et al., 2020). Einen weiteren, jedoch viel geringeren Anteil
liefern Endothelzellen, Neuronen und Hepatozyten (Kustanovich et al., 2019).
Daruber hinaus konnen Tumorzellen grofe Mengen an cfDNA freisetzen. Da sich
maligne Zellen schnell teilen und Uber einen regen Metabolismus verfugen, ist der
Zellumsatz im und um das Tumorgewebe besonders hoch. Durch das sog.
Microenvironment des Tumors herrschen in der Umgebung hypoxische Bedingungen,
wodurch viele Zellen zu Grunde gehen (Kustanovich et al., 2019).

Zirkulierende Tumorzellen (CTCs) an sich gelten als eine vernachlassigbare Quelle fur
cfDNA im Vergleich zur gesamten cfDNA (Crowley et al., 2013).

cfDNA und ihre Rolle als Biomarker

Wird nachgewiesen, dass es sich bei der cfDNA, um tumorspezifische DNA handelt,
also um DNA, welche direkt aus Tumorzellen abstammt, kann von circulating tumor-
DNA (ctDNA) gesprochen werden. Nach dem Review von Kustanovich et al. aus 2019
ergibt sich ein sehr variabler Anteil der ctDNA an cfDNA von 0.1-89 % abhangig vom
Tumorstadium. Je weiter fortgeschritten die Erkrankung ist, desto hoher kann der
Anteil an ctDNA sein (siehe weiter unten Varianz des cfDNA-Spiegels). Da der Grol3teil
der cfDNA moglicherweise nicht vom Tumor selbst, sondern von gesunden Zellen
abstammt, konnten die molekularen Besonderheiten des Tumors also von der DNA
aus gesunden Zellen Uberdeckt und dadurch gar nicht erst detektiert werden.
Prinzipiell kann die cfDNA jedoch mehr Information uUber die Tumorheterogenitat
liefern, als es die Sammlung einzelner CTCs im Blut bzw. Liquor erlauben wirde. Sie

kann somit als vielversprechender Biomarker gewertet werden.



Abbildung 1 aus Meningeosis neoplastica, Diagnostik und individualisierte Therapie von Strik & Prémmel; der Nervenarzt
2010, © Springer Medizin Verlag 2009: a Die Pfeile deuten auf eine Kontrastmittelanreicherung entlang der Meningen im
Spinalkanal im Sinne einer Meningeosis bei einer Patientin mit gesichertem Mammakarzinom. b Aufféllige Areale mit
Kontrastmittelanreicherung im Bereich der Ventrikel und Meningen im Sinne einer Meningeosis bei einer Patientin mit
anaplastischem Oligodendrogliom.

[Gh) 1 Nukieosom
b ' +Linker-DNA
3004 =
I
i
I
2004
1504
i
y 1004 | ? 2 Nukdeosomen
e | *' + linker-DNA
Z o/ 50+ J "‘ [~} 3 MNukieosomen
| ] % +Linker-DNA 4§ Nukleosomen
. . \ Linker-DNA
Nucleosome “bead 0 &w/ —\..,,.J ~
(8 histone molecules +
2 T T T = m T T
146 base pairs of DNA) 3 100 200 300 400 S0 700 2000 10380 [bp)
Lower Marker Upper Marker

Abbildung 2 a Reproduziert aus Lu et al., Nucleosome Positioning with Fractal Entropy Increment of Diversity in Telemedicine
© 2018 IEEE: Darstellung zweier Histonoktamere und die um sie gewickelte DNA im Zellkern. Der Histonkomplex besteht aus
8 Untereinheiten aus je 2x H2A, H2B, H3 und H4, um die die doppelstringige DNA gewickelt ist. Der Komplex aus
Histonoktamer und DNA-Faden wird als Nukleosom bezeichnet. Die Fragmentlédnge der DNA, welche um ein Histon gewickelt
ist, entspricht 146 bp. Die Linker-Sequenz kann 20-90 bp umfassen. Ist sie mit dem Nukleosom verbunden, wird der Komplex
als Chromatosom bezeichnet. Das Linker-Histon H1 st auf dieser Grafik nicht dargestellt. b Klassisches
Fragmentverteilungsmuster der cfDNA aus zwei Blutplasmaproben dargestellt durch den Bioanalyzer 2100 von Agilent
Technologies. Die x-Achse zeigt die Ldnge der gemessenen Fragmente in Basenpaaren (bp), dabei legen die zwei Marker
(Lower und Upper Marker) die Grenzen fest. Die y-Achse stellt die Floureszenzeinheiten (FU) dar. Jede Farbe (Rot bzw. Blau)
entspricht einer Probe eines gesunden Probanden. Der erste Peak befindet sich bei ca. 220 bp. Diese Fragmentlédnge entspricht
dem DNA-Faden, welcher um einen Histonoktamer gewickelt ist (146 bp), dem durch die Amplifikation anligierten Adapter (in
diesem Fall 46 bp) plus seiner angehdngten Linkersequenz. Werden zwei Nukleosomen durch die Nuklease nicht voneinander
getrennt, verdoppelt sich die Fragmentldnge und der Peak befindet sich bei ca. 400 bp. Somit entsprechen die Fragmentldngen
den Multimeren der Nukleosomen. Aus der Grafik Idsst sich ableiten, dass Mononukleosomen am hdufigsten auftreten.



Varianz des cfDNA-Spiegels

Normalerweise lassen sich im Blutplasma eines Gesunden 0.001-0.01 ng/ul cfDNA
nachweisen. Bei Krebspatienten koénnen Werte im Bereich bis zu 1 ng/ul
(durchschnittlich 0.180 ng/ul) gemessen werden (Barbany et al., 2019). Bereits 1977
wurde durch Leon et al. festgestellt, dass sich mehr cfDNA im Blut von Patienten mit
malignen Erkrankungen detektieren Iasst. Zum Beispiel besitzen Darmkrebs-Patienten
signifikant erhdhte cfDNA-Spiegel im Plasma (Schwarzenbach et al., 2008). Au3erdem
wurde beobachtet, dass sich die cfDNA-Spiegel nach einer erfolgreichen Behandlung
verringerten (Mouliere et al, 2011). Ein hoher Zellumsatz begunstigt die Freisetzung
grolRer Mengen cfDNA. Je grof3er der Tumor bzw. je mehr maligne Zellen er besitzt,
desto hoher ist die Menge an nachgewiesener cfDNA (Thierry et al., 2016). Vor allem
im fortgeschrittenen, metastasierten Stadium lassen sich gro3e Mengen nachweisen
(Bettegowda et al., 2014; Thierry et al., 2016).

Wahrscheinlich ist die Menge an freigesetzter cfDNA auch von der Krebsart abhangig.
Zum Beispiel wurden bei fortgeschrittenen Pankreas-, Mamma-, Leber-, Colorektal-
oder Gastroduodenaltumoren, sowie bei Melanompatienten hohe cfDNA-Werte im Blut
beobachtet. Im Gegensatz dazu waren die cfDNA-Spiegel bei Patienten mit
Primartumoren im Gehirn, Niere oder Schilddrise niedriger (Bettegowda et al, 2014).
Dies konnte sich durch die Blut-Hirn-Schranke oder die Organkapsel um Niere und
Schilddruse erklaren lassen (Khier & Lohan, 2018).

Wie lassen sich nun die erhohten cfDNA-Werte erklaren? Die Halbwertszeit der cfDNA
im Blut betragt in der Regel 16 min bis 2.5 Stunden. Die Eliminierung erfolgt entweder
durch im Plasma zirkulierende Nukleasen, durch die Aufnahme von Makrophagen in
Leber und Milz oder Uber renale Exkretion (Barbany et al., 2019). Normalerweise
werden apoptotische Zellen bzw. Nukleinsauren schnell aufgeraumt und die Spiegel
im Blut bleiben niedrig. Bei pathologischen Prozessen wie beispielsweise einer
Entzindung oder einem Tumorgeschehen, kann es zu massivem Zellzerfall kommen.
Das Gleichgewicht zwischen cfDNA-Freisetzung und -Eliminierung gerat ins Wanken
und die cfDNA akkumuliert (Kustanovich et al., 2019).

Alle dieser Studien beziehen sich auf gemessene Werte im Blut, hingegen rar ist die
Auswahl an Publikationen, welche Uber die cfDNA-Spiegel im Liquor von gesunden
Kontrollgruppen berichtet. Dies ruhrt daher, dass sich aufgrund der moglicherweise
weitreichenderen Risiken nur wenig Probanden fur eine medizinisch nicht indizierte

Lumbalpunktion zur Verfugung stellen. Eine Studie aus Munchen beschreibt eine



durchschnittliche Konzentration von 3 ng/ml (= 0.003 ng/ul) bei gesunden Probanden.
Diese Liquorproben stammen von Patienten, die bei einer elektiven OP eine
Spinalanasthesie erhielten (Takousis et al., 2022). Weitere Daten liefert die
Publikation von Kim et al. aus 2019. Allerdings bestand hier die Kontrollgruppe aus
Patienten mit hamatologischen Neoplasien, bei denen letztlich keine Aussaat in die
Hirnhaute festgestellt wurde. Die nachgewiesenen Konzentrationen reichen von 5.55
ng/ml (= 0,00555 ng/ul) bis 16.19 ng/ml (= 0.01619 ng/ul) (Kim et al., 2019).

Demgegenuber zahlreich sind die Veroffentlichungen tber die cfDNA-Werte im Liquor
von Patienten mit neurologischen Erkrankungen, sowie Neoplasien im ZNS-Bereich.
Einige wenige werden im Folgenden hier aufgefuhrt. Nevel et al. wiesen bei Patienten
mit Meningeosis (Primartumor Lunge) cfDNA-Werte im Bereich von 0.00393 pg/ul bis
0.562 ng/ul nach (Nevel et al., 2020), Wu et al. bei gleichem Krankheitsbild im Median
1.75 ng/ml (= 0.00175 ng/ul) (Wu et al., 2022) und Angus et. al bei Patienten mit
Meningeosis (Primartumor Brust) im Median 0.00517 ng/ul (Angus et al., 2021). Bei
Fitzpatrick et al. zeigten sich Konzentrationen zwischen 0.00398 ng/ul bis 1.363 ng/ul
(Fitzpatrick et al., 2022). Diese Studien zeigen, wie stark die cfDNA-Werte variieren

konnen.

Fragmentierung der cfDNA

Wie bereits erwahnt, betragt die Fragmentgrofe der cfDNA bevorzugt 160-200 bp bzw.
Multimere davon (Mono- und Oligonukleosomen). Diese sind vor allem bei gesunden
Probanden nachweisbar. Im Gegensatz dazu kann cfDNA aus malignen Zellen noch
starker fragmentiert sein. Hier werden haufig Fragmente kleiner als 145 bp
nachgewiesen. Wird die DNA nekrotisch freigesetzt, resultieren daraus grof3e cfDNA-
Fragmente mit einer Lange von uber 1000 bp. Je weiter fortgeschritten und
aggressiver der Krebs ist, desto mehr Zellen gehen nekrotisch zu Grunde und setzen
grolRe Mengen degradierter DNA frei (Kustanovich et al., 2019). Somit kann die
Fragmentgro3e bereits einen ersten Hinweis auf das Vorliegen eines
Tumorgeschehens geben (Thierry et al.; 2010, Mouliere et al., 2011; Snyder et al.,
2016). Schwarzenbach et al., beschreibt sogar verschiedene Fragmentationsmuster
abhangig vom Tumortyp. Somit wurden stark nekrotisierende Tumoren wie
beispielsweise das Mammakarzinom vermehrt groRe DNA-Fragmente freisetzen.
Nicht-Karzinome hingegen wurden verstarkt kleinere Fragmente sezernieren
(Schwarzenbach et al., 2013).
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1.4. Exosomen

Definition und Vorkommen

Exosomen sind membranumhdllte extrazellulare Vesikel (EVs) mit einer Grof3e von
durchschnittlich 100 nm. Sie werden von jeder Zelle sezerniert und erlauben durch den
Transport verschiedener Molekule die Kommunikation der Zellen untereinander. Unter
den transportierten Stoffen befinden sich Lipide, Metabolite, zytosolische Proteine,
Zell-Oberflachenproteine, als auch Nukleinsauren (Kalluri & LeBleu; 2020). Diese Art
der Verstandigung ist essenziell, um als Zelle wachsen oder differenzieren zu konnen.
Sie sind deshalb wichtiger Bestandsteil fur viele biologischen Prozesse.

Exosomen kommen - ebenso wie die cfDNA — in vielen Korperflussigkeiten vor. Man
kann sie im Blut, Urin, Brustmilch, Fruchtwasser, Samenflissigkeit, Speichel, Galle,

sowie im Liquor nachweisen (Raposo & Stoorvogel, 2013).

Die Entstehung der Vesikel und ihre Aufnahme in die Zielzelle

Die Entstehung der Exosomen beginnt mit der endozytotischen Aufnahme
extrazellularen Materials (vergleiche Abbildung 3). Dadurch bildet sich in der Zelle ein
frihes Endosom (EE = early endosome), das sich durch die Wanderung in Richtung
Zellkern zu einem spaten Endosom (LE = /ate endosome) weiterentwickeln kann.
Durch nach Innen gerichtete Invagination der Endosomenmembran entstehen
intraluminale Vesikel (ILV = infraluminal vesicles), die Molekule aus dem Zellinneren
enthalten konnen. Die Endosomen werden nun als multivesikulare Korperchen (MVB
= multivesicular bodies) bezeichnet. Diese wandern zur Zelloberflache, verschmelzen
mit dieser und geben die ILVs in Form von Exosomen frei (Kalluri & LeBleu, 2020).
Fusionieren die Endosomen mit Lysosomen, entstehen Endolysosomen. Diese
enthalten lysosomale Enzyme (Proteasen, Glykosidasen, Nukleasen, Lipasen) zum
Abbau nicht mehr bendtigter Zellsubstanzen (Spektrum, Lexikon Biologie, Artikel
Lysosomen).

In Abgrenzung zu den Exosomen gibt es noch Mikrovesikel. Diese sind gro3er als
Exosomen (100-1000 nm) und entstehen unabhangig von endosomalen Vorstufen
durch Ausstulpungen der Zellmembran (Raposo & Stoorvogel, 2013; Théry et al.,
2002). Die Aufnahme in die Empfangerzelle kann auf verschiedenen Wegen erfolgen.
Die Plasmamembran des Exosoms kann mit der Membran der Empfangerzelle
fusionieren oder das Exosom samt Inhalt wird phagozytotisch aufgenommen (Lin et
al., 2015). Ein weiterer Mechanismus ist die Beeinflussung der Zielzelle durch das
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Andocken an Oberflachenrezeptoren. Dadurch kann eine Signalkaskade ausgeldst
werden (Reiners et al., 2017).

Zusammensetzung der Exosomen

Exosomen besitzen einen hohen Anteil an Lipiden wie Cholesterol, Sphingolipiden,
Phospholipiden und Biphosphaten (Lin et al., 2015). Aufgrund ihrer endosomalen
Genese kénnen sie je nach Ursprungszelle die unterschiedlichsten Proteine aufweisen
(Yafnez-Mé et al.,, 2015). Am haufigsten detektiert werden Membrantransport- und
Fusionsproteine (Szatanek et al.,, 2015). Zudem wurde nachgewiesen, dass
Exosomen zum Transport von Nukleinsauren dienen (Valadi et al., 2007),
insbesondere mRNA, nicht-kodierende RNA, sowie einzel- und doppelstrangige DNA
(Kalluri & LeBleu, 2020).

O Microvesicles

Abbildung 3 Entstehung und Freisetzung extrazelluldrer Vesikel, Darstellung aus Raposo und Stoorvogel, 2013: Die Genese
beginnt mit der endozytotischen Aufnahme von Extrazellularmaterial. Dabeij ist Clathrin (rote Punkte) beteiligt. Aus dem
Clathrin-umhiillten Vesikel (CCV = clathrin coated vesicle) bildet sich ein friihes Endosom (EE = early endosome). Durch nach
Innen gerichtete Invagination der Endosomenmembran entstehen multivesikulére Kérperchen (hier nicht als MVBs, sondern
als MVEs [= multivesicular endosomes] bezeichnet), die intraluminale Vesikel (ILVs) enthalten. Die ILVs werden nach Fusion
der MVEs mit der Zellmembran als Exosomen von der Zelle freigegeben. Die farbigen Drei- und Vierecke stellen
Membranproteine dar. Mikrovesikel entstehen unabhdngig von endosomalen Vorstufen durch Ausstiilpoung aus der
Zellmembran. MVEs kénnen sich auch zu Lysosomen entwickeln.
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Einen weiteren wichtigen Bestandteil stellen die Tetraspanine CD9, CD63, CD81 und
CD82 dar (Szatanek et al., 2015). Es handelt sich um Oberflachenproteine, welche die
Lipiddoppelschicht des Vesikels mit vier Transmembrandomanen durchziehen und an
der Zelladhasion, -migration, sowie Membranfusion und Signalubertragung beteiligt
sind (Jiang et al., 2015; Andreu & Yafez-M6, 2014). Sie dienen als Exosomen-Marker
und nehmen eine wichtige Rolle bei der Isolation von Exosomen ein (Lin et al., 2015;
Yafnez-Mo et al., 2015). Allerdings sind diese Proteine nicht spezifisch fur Exosomen
(Yanez-Mo et al., 2015), da sie ubiquitar in Plasmamembranen vorkommen (Andreu &
Yafnez-Mo, 2014). Durch den endozytotischen Einschluss der Vesikel wahrend ihrer
Genese, werden Tetraspanine an die Exosomen weitergegeben. Dies macht man sich
bei deren Isolation zu Nutze. Nach Abtrennung des Zellpellets weisen nur noch die
extrazellularen Vesikel die Membranproteine auf. Sie konnen nun anhand
unterschiedlicher Methoden gebunden und dann vom Rest der Probe separiert
werden. Allerdings muss bei der Isolation bedacht werden, dass auch Mikrovesikel und
andere EVs Tetraspanine besitzen und sich somit die Extraktion einer reinen
Subpopulation schwierig gestaltet (Yafiez-Mo et al., 2015).

Ferner konnen Exosomen Molekulle aufweisen, die auch auf Tumorzellen zu finden
sind. Bei EpCAM z.B. handelt es sich um ein epitheliales Zelladhasionsmolekul
(Epithelial Cell Adhesion Molecule), welches normalerweise nur auf der Oberflache
von Epithelzellen exprimiert wird. Auch bei Tumoren epithelialen Ursprungs (z.B.
Mamma-, Bronchialkarzinom) kann dieses Molekul nachgewiesen werden (Trzpis et
al., 2007). Exosomen, die von diesen Tumorzellen abstammen, kdnnen dieses Protein
ebenfalls auf ihrer Oberflache exprimieren (Kwizera et al., 2018; Castillo et al., 2018).
Gleiches gilt fur MCSP (Melanoma-associated Chondroitin Sulfate Proteoglycan),
welches von malignen Melanomzellen (Yang et al., 2004) und von ihnen
abstammenden Exosomen exprimiert wird (Kang et al., 2020).

Interzellulare Kommunikation

Exosomen konnen zellulare Bestandteile von einer zur nachsten Zelle transportieren
und sind somit unerlasslich fur deren interzellulare Kommunikation (Lin et al., 2015).
Je nach Ursprungszelltyp variiert ihre Zusammensetzung und somit auch ihr
Aufgabenfeld. Es reicht von der Ausscheidung nicht mehr bendtigter Molekule, Gber

immunregulatorische Funktionen (z.B. bei einer Entzindung oder Allergie), bis hin zur
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Beeinflussung des zentralen Nervensystems (Raposo und Stoorvogel, 2013) und des
Herz-Kreislauf-Systems (Roma-Rodriguez et al., 2014).

Eine vermehrte Sekretion der Exosomen kann durch unterschiedliche Stressoren
ausgelost werden. Sauerstoffmangel, als auch Veranderungen der Temperatur und
des pH-Werts konnen Auswirkungen auf die Exosomenfreisetzung haben. Ebenso
oxidativer Stress, Strahlung, Scherbeanspruchung, sowie die Aktivierung des
Tumorsuppressorgens p53, konnen die Zelle dazu veranlassen, mehr Exosomen zu

sezernieren (Roma-Rodriguez et al., 2014).

Tumorspezifische Exosomen

Auch Krebszellen sezernieren Exosomen. Sie nutzen die Vesikel, um ihre Ausbreitung
voranzutreiben und nehmen daher eine wichtige Rolle fur Proliferation, Angiogenese
und Metastasierung ein (Rak, 2010; Hood et al., 2011).

Werden sie von gesunden Zellen empfangen, beeinflussen sie das sog.
Microenvironment des Tumors, also das unmittelbare Umfeld um den Tumor herum.
Dem Tumor werden dadurch Nahrstoffe und Metabolite fur sein Wachstum
bereitgestellt. Auch die Architektur der extrazellularen Matrix verandert sich zu
Gunsten des Tumors. Nachdem Exosomen die Proteinexpression gesunder Zellen
beeinflussen konnen, werden zum Beispiel vermehrt Metalloproteinasen in das
Gewebe sezerniert. Diese Proteine werden normalerweise bei Entzindungen
freigesetzt, um das Bindegewebe aufzulockern (Psaila & Lyden, 2009). Auch die
Permeabilitat der Gefalle kann hiermit erhoht werden (Peinado et al., 2011).

Es wird spekuliert, ob Exosomen auch in der Lage sind, das Immunsystem zu
beeinflussen (Zhang & Grizzle, 2011; Whiteside, 2017). Tumorspezifische Exosomen
enthalten Molekule, welche die Immunantwort drosseln, indem sie T-Lymphozyten
oder NK-Zellen inaktivieren. Somit bleiben sie vor Angriffen von Immunzellen
geschutzt (Zhang & Grizzle, 2011). Es ist auRerdem ein Feedback-Mechanismus
bekannt, bei dem Exosomen aus Brustkrebszellen die Ausschuttung von Vesikeln aus
Normalzellen inhibieren, sodass der hemmende Effekt Uberwiegt (Riches et al., 2014).
Da die Vesikel ein breites Spektrum an Nukleinsauren und Proteinen besitzen, kdnnen
tumorspezifische  Exosomen  wichtige  Daten zur  molekulargenetischen
Zusammensetzung ihres Tumors liefern. Sie haben deshalb gro3es Potential, als
Biomarker zu dienen und stehen daher im Fokus vieler wissenschaftlicher

Forschungsgruppen.
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1.5. Thematik der Arbeit
Schwerpunkt dieser Arbeit ist die Analyse cfDNA und (tumorspezifischer) exoDNA aus

Liquorproben von Patienten mit bzw. mit Verdacht auf Meningeosis neoplastica.

Folgende Fragestellungen werden in dieser Dissertation behandelt:

Ist es moglich aus den Proben cfDNA und Exosomen zu isolieren und wenn ja,
ist die Qualitat und Menge ausreichend fur molekulare Analysen wie
Gesamtgenomsequenzierung mit geringer Sequenziertiefe?

Koénnen aus den Proben mit Hilfe epithelialer (EpCAM) und neuroektodermaler
(MCSP) Marker auch tumorspezifische Exosomen isoliert werden?

Wie hoch sind die gemessenen Konzentrationen von cfDNA, exoDNA und
tumorspezifischer exoDNA im Liquor?

Liefert bereits die Fragmentgrof3e der extrahierten DNA Hinweise uber deren
Herkunft (maligne vs. gesunde Zelle)?

Gibt uns die Fragmentgrofle etwas Uber den Zelltodmechanismus preis
(apoptotisch vs. nekrotisch)?

Kann durch die Sequenzierung vom Tumor stammende DNA nachgewiesen
werden, welche zur Diagnostik der Meningeosis neoplastica beitragen konnte?
Gibt es Unterschiede in den Ergebnissen der Sequenzierung zwischen den
verschiedenen Analyten? Und lasst sich daraus ableiten, welcher davon fur die

Diagnostik am besten geeignet ist?

Die Arbeit soll zeigen, welches Potential in den nicht-zellularen Bestandteilen des

Liquors steckt. Zumal disseminierte Tumorzellen aufgrund ihrer meist geringen Anzahl

schwer zu isolieren sind, sind cfDNA und exoDNA im Liquor verstarkt vorhanden. Da

sie aus einer Vielzahl von Zellen stammen, liefern sie ein breites Spektrum hinsichtlich

der Heterogenitat eines Tumors.
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2. Material und Methoden

2.1. Liquorproben

Die Proben stammen aus Lumbalpunktionen der neurologischen und
hamatoonkologischen Klinik des Universitatsklinikums Regensburg von Patientinnen
und Patienten mit bzw. mit Verdacht auf Meningeosis neoplastica.

Die Halfte des abgenommenen Liquors wurde an die Neuropathologie des
Universitatsklinikums gebracht, die andere Halfte an den Lehrstuhl fur Experimentelle
Medizin (LEX). Dort wurden die Proben bei 500 g fur 5§ min zentrifugiert, um das
Zellpellet abzutrennen. Fur die Analyse der cfDNA und Exosomen wurde der
Uberstand verwendet. Die Liquorproben wurden bis zu ihrer Verwendung bei - 80 °C
weggefroren. Deren Aliquote umfassen Volumina zwischen 0.6-2 ml. Die
Vorgehensweise nach Probenerhalt wird in Abbildung 5 Arbeitsablauf dargestellt. Eine
Ubersicht (iber das Probenkollektiv sowie die zugehdrigen Patienteninformationen

sind in Tabelle 21 im Anhang zu finden.

2.2. Isolation der cfDNA
Zur Extraktion der cfDNA aus den Liquorproben wurde das QIAmp® Kit Purification of
Circulating Nucleic Acids von Qiagen verwendet. Das Protokoll besteht aus 4

Schritten: Lyse, Bindung der cfDNA an die Saule, Aufreinigung und Elution.

2.2.1. Gerate und Verbrauchsmaterialien
e Pipetten mit sterilen Spitzen
e 50 ml Sammelgefalde
e 2 ml Probengefalle
e Heizblock
e Wasserbad
e Eis
e Zentrifuge

e Vortexer
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2.2.2. Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 1 Chemikalien und Reagenzien fiir die Isolation der cfDNA

Artikel Firma

QIAmp® Circulating Nucleic
Acid Kit

Ethanol (96-100%)

Evtl. PBS-Puffer

Abkiirzungen Tabelle 1: PBS = Phophate-Buffered Saline

Qiagen

2.2.3. Durchfuhrung
Hinweis: alle im folgenden aufgefuhrten Reagenzien sind entweder im Kit enthalten
oder extra in obenstehender Tabelle 1 gelistet.

Vorbereitungen

Fir die Isolation der cfDNA missen die Uberstdnde aus Liquorproben auf
Raumtemperatur gebracht werden. Aufierdem wird ein Wasserbad oder ein Heizblock
mit einer Temperatur von 60 °C bendtigt. Das Protokoll wird fir Proben mit 2 ml
Volumen verwendet. Dazu werden die Aliquote als erstes bis zum vollen ml mit PBS-
Puffer aufgefullt.

Danach muss der Puffer hergestellt werden. Fur eine Liquorprobe mit einem Volumen
von 2 ml werden 1800 pl Buffer ACL und 5.6 pul Carrier-RNA in ein 50 ml Probengefal
pipettiert. Die Carrier-RNA sorgt dafur, dass die Nukleinsauren spater moglichst
vollstandig an die Membran der Saule binden kdnnen.

Lyse

Da die freien Nukleinsduren normalerweise an Proteine oder Vesikel gebunden
vorliegen, ist ein Lyseschritt zu deren Abtrennung notwendig. Hierfir werden in ein
weiteres 50 ml Probengefald 200 ul QIAGEN Proteinase K, 2 ml der Liquorprobe (bzw.
die Liquorprobe + PBS-Puffer), sowie 1600 ul des vorbereiteten ACL Buffers, welcher
bereits die Carrier-RNA enthalt, Uberfuhrt. Anschlielend wird die hergestellte Losung
30 s lang intermittierend gevortext. Danach folgt die Inkubation der Probe bei 60 °C im

Wasserbad oder im Heizblock fur 30 min.
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Bindung und Aufreinigung

Als nachstes wird 1800 ul Buffer ACB zum Lysat gegeben und erneut intermittierend
15-30 s gevortext. AnschlieRend wird die Probe fur 5 min auf Eis gestellt, um die
Reaktion zu beenden.

Um die cfDNA nun von Verunreinigungen zu befreien, sind zunachst mehrere Schritte
zur Bindung der cfDNA an die Silikatmembran des Saulengefal’es notwendig. Hierfur
wurde abweichend von der Anleitung des QIAmp® Kits keine Vakuumpumpe, sondern
eine Zentrifuge verwendet, welche zum selben Ergebnis fuhrt. Dabei erfolgt die
Zentrifugation bei 1000 g fur 2 min. Nachdem in das Saulengefal® nur ca. 700 pl der
Probe passen, muss der Zentrifugationsschritt mit Verwerfen des Uberstands so lange
wiederholt werden, bis keine Probe mehr ubrigbleibt. In diesem Fall 10 Mal. Jetzt liegt
die cfDNA im Saulengefald gebunden an der Silikatmebran vor.

Fur die Aufreinigung wird auf die Saule als erstes 600 ul Buffer ACW1 aufgetragen
und bei 1000 g fiir 2 min zentrifugiert. Der Uberstand kann verworfen werden. Danach
erfolgt ein weiterer analoger Waschschritt mit 750 ul Buffer ACW2.

Um die cfDNA zu trocknen, werden auf die Saule 750 ul Ethanol aufgetragen und ein
weiteres Mal bei 1000 g fiir 2 min zentrifugiert. Der Uberstand kann wieder verworfen
und die Saule in ein neues 2 ml Sammelgefall uberfuhrt werden. Es folgt eine
Zentrifugation mit voller Geschwindigkeit bei 17000 g fur 3 min, um verbliebene
Flussigkeitsreste zu entfernen. Nochmals wird die Saule in ein neues 2 ml
Sammelgefall gegeben und mit offener Kappe bei 56 °C in einen Heizblock fur 10 min

inkubiert. Dadurch soll die cfDNA vollstandig getrocknet werden.

Elution

Zum Schluss wird die Saule in ein sauberes 1.5 ml Elutionsgefal® Uberfuhrt, vorsichtig
20 pl Buffer AVE in die Mitte der Membran pipettiert und 3 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Dadurch 16sen sich die Nukleinsauren von der Membran und die cfDNA
befindet sich in der Pufferlosung. Um die extrahierte DNA in das 1.5 ml Probengefaly
zu befordern, wird ein letztes Mal mit voller Geschwindigkeit bei 17000 g fur 1 min
zentrifugiert. Die isolierte DNA kann bei -20 °C weggefroren werden.
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2.3. Fluorometrische Quantifizierung von DNA-Molekiilen mittels Qubit™

Um festzustellen, ob und wie viele doppelstrangige DNA-Molekule sich nach der
Extraktion im ProbengefaR befinden, wird eine Qubit™-Messung durchgefihrt. Der im
Kit enthaltene DNA-Farbstoff interkaliert sehr schnell in den Doppelstrang der DNA.
Zur Messung wird ein Standard bekannter Konzentration verwendet, durch den die
Konzentrationsbestimmung der Probe erfolgt.

2.3.1. Gerate und Verbrauchsmaterialen
e 0.5 ml ProbengefalRe
e Pipetten mit sterilen Spitzen
e Vortexer
e Lichtundurchlassige Schachtel z.B. aus Metall

e Qubit™ 2.0 Fluorometer von Thermo Fisher

2.3.2. Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2 Chemikalien und Reagenzien fiir die Qubit

Qubit® dsDNA High Sensitive Invitrogen
Assay Kit (fur Messungen im
Mengenbereich 2-100 ng/ul)

2.3.3. Durchfuhrung

Hinweis: alle im folgenden aufgefuhrten Reagenzien sind im Kit enthalten.

Zuerst mussen alle Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht werden. Fir jede
Messung werden zwei Probengefalde fur die Standards bendtigt, welche die obere (#2)
und die untere (#1) messbare Grenze vorgeben, sowie jeweils ein Gefal} je Probe. Da
es sich um einen lichtempfindlichen Farbstoff handelt, muss unter abgedunkelten
Bedingungen gearbeitet werden und die Proben nach dem Pipettieren in einer
lichtundurchlassigen Schachtel verwahrt werden, bis die Messung erfolgt.

Fur die Standards werden jeweils 190 pl Qubit Reagent DMSO in ein 0.5 ml
Probengefal} pipettiert. Von jedem Standard werden jeweils 10 pl hinzugefugt. Far die
Probe werden 199 ul Qubit Reagent DMSO und 1 ul der zu messenden Probe
verwendet. Die Proben werden kurz gevortext und bis zur Messung in der Schachtel

verwahrt. Um das Fluorometer fur die Messung verwenden zu kdnnen, mussen zuerst
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die beiden Standards kalibriert werden. Danach errechnet das Gerat anhand dieser
die Konzentration der Probe. Alle gemessenen Konzentrationen der Versuchsreihe
finden sich in einer gesammelten Tabelle im Anhang (Tabelle 19).

2.4. cfDNA-Amplifikation

Um genugend DNA-Menge fur die Sequenzierung zu erhalten, muss die DNA
zunachst vervielfaltigt werden. Das hier angewendete Protokoll ermoglicht es, geringe
Mengen an cfDNA fur die abschlieiende Analyse von Kopienzahlaberrationen (CNAs)
mittels Ampli1™ [owPass-Sequenzierung vorzubereiten. Verwendete Reagenzien
werden in Tabelle 3 gelistet. Im Prinzip werden als erstes die Enden der bereits
fragmentierten cfDNA so prapariert, dass sie im nachsten Schritt an den zuvor
hergestellten Adapter ligiert werden konnen. Da bei der Amplifikation nur ein einziger,
zur Linker-Sequenz komplementater Primer (Lib7) verwendet wird, bindet dieser an
alle Fragmente mit derselben Spezifitat und ermdglicht dadurch eine weitgehend
gleichmafige Amplifikation. Im Folgenden werden die einzelnen Schritte genauer
erlautert.

2.4.1. Gerate und Verbrauchsmaterialien
e Pipetten mit sterilen Spitzen
e 0.2 mlund 1.5 ml Probengefal3e
e Magnetstander DynaMag™ von Invitrogen fur 0.2 ml Probengefalle

e Thermocycler

2.4.2. Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 3 Chemikalien und Reagenzien fiir die Amplifikation

Artikel Firma

KAPA HyperPrep Kit Roche

Tris-HCI (pH 8)

10x OPA-Buffer (pH 7.5)

Lib1 metabion
PCR-H20 VWR-International
BSA (20 mg/ml) Roche Diagnostics
dNTPs (10 mM) Roche Diagnostics
PolMix (5 U/ul) metabion
Agencourt AMPure XP Beckman Coulter
Beads
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Abkiirzungen Tabelle 3: Tris-HCI = Trishydroxymethylaminomethan Hydrochlorid; OPA =One Phor All; Lib1 = Library Adapter
1; PCR = Polymerase chain reaction; H,O = Diwasserstoffmonoxid, entspricht Wasser; BSA = Bovines Serumalbumin; dNTPs =
Desoxynukleosidtriphosphat

Tabelle 4 Eigenschaften der Oligonukleotide

Oligonukleotid Sequenz (5'>3) Annealing-Temperatur
Lib1 TA AGT GGG ATT CCT GCT GTC AGT 65 °C
ddMse11 TAA CTG ACA G-ddC 65 °C

Abkiirzungen Tabelle 4: A = Adenin; G = Guanin; C = Cytosin; T = Thymin; dd = didesoxy

2.4.3. Durchfuhrung
Vorbereitung der DNA fur die Amplifikation

Da die cfDNA bereits fragmentiert vorliegt, ist bei dieser Amplifikation kein zusatzlicher
Fragmentierungsschritt notwendig. Somit werden als erstes die Enden der cfDNA flr
das Anhangen des Lib1-Adapters kompatibel gemacht. Dafir missen die Enden
repariert und ein Poly(A)-Schwanz angehangt werden. Dies gelingt mit dem im KAPA
Hyper Prep Kit enthaltenen End-Repair and A-Tailing Buffer, sowie den dazugehorigen
Enzymen.

Far die Amplifikation sollte eine cfDNA-Menge von ca. 1.5 - 2 ng verwendet werden.
Durch die vorausgegangene Konzentrations-Bestimmung der Proben durch die
Qubit™-Messung (siehe Punkt 2.3.), kann ausgerechnet werden, wie viel Volumen von
jeder Probe bendétigt wird. Das Protokoll fordert ein Probenvolumen von 25 pl. Da
bereits wenige ul der Probe flr die Amplifikation ausreichend sind, kann der Rest mit
Tris-HCI Puffer aufgefillt werden. Untenstehender Ansatz (Tabelle 5) wird fur 30 min
bei 20 °C und danach 30 min bei 65 °C im Thermocycler inkubiert.

Tabelle 5 Vorbereitung der DNA fiir die Amplifikation

Vorbereitung der DNA Eingesetzte
Menge je Probe

cfDNA X ul
Tris-HCI 25-x ul
End Repair & A-Tailing Buffer 3.5 ul
End Repair & A-Tailing Enzyme 1.5 pl
Gesamt: 30 pl

Herstellung des Lib71-Adapters
Nachdem gerade die Enden der DNA im Thermocycler vorbereitet werden, kann als

nachstes mit der Herstellung des Lib7-Adapters begonnen werden. Dieser besteht aus
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dem Primer selbst und dem Oligonukleotid ddMse11. ddMse11 bindet an den Poly(A)-
Schwanz der cfDNA und ist gleichzeitig komplementar zu Lib1. Es bildet daher eine
Art Bricke zwischen der cfDNA und Lib1. Das didesoxy-C am 3'-Ende von ddMse11
verhindert dessen Verlangerung, das fehlendes Phosphat am 5-Ende beugt einer
Ligation von ddMse11 mit der cfDNA vor. Im ersten PCR-Zyklus denaturiert der
Adapter und ddMse11 spielt fir die weitere Amplifikation keine Rolle mehr.

Fir die Herstellung des Adapters wird nach der in Tabelle 6 gelisteten Reagenzien ein
Mix erstellt, der anschlieRend ebenfalls im Thermocycler mit untenstehendem
Programm (Tabelle 7) inkubiert wird. Dabei wird in 50 Schritten die Temperatur von

65°C langsam um 1 °C/min gesenkt, sodass ein mdglichst reines Produkt entsteht.

Tabelle 6 Reagenzien zur Herstellung des Lib1-Adapters

Lib1-Adapter Eingesetzte
Menge je Probe

Lib1 (100 umol) 0.5 ul
ddMse11 (100 pumol) 0.5 ul
OPA Buffer 0.5 ul
PCR- H20 1.5 ul
Gesamt: 3l

Tabelle 7 Thermocycler-Programm Lib1-Adapter

Zyklen Temperatur Dauer Programm
1. 65 °C 1 min
2. 50c -1°Clc 1 min
3. 4°C forever

A

o

kiirzungen Tabelle 7: ¢ = cycle, Zyklus

Ligation der Lib1-Adapter an die vorbereitete DNA

In diesem Schritt wird der soeben hergestellte Lib1-Adapter an die Enden der
vorbereiteten cfDNA ligiert. Dafur wird untenstehender Ansatz (Tabelle 8) im
Thermocycler Uber Nacht bei 15 °C inkubiert.

Tabelle 8 Reagenzien fiir die Ligation des Lib1-Adapters an die vorbereitete cfDNA

Ligation Lib7-Adapter Eingesetzte
Menge je Probe

End-Repair und A-Tailing Produkt 30 ul

(aus Schritt 1) H

Lib1-Adapter (16 uM)

(aus Schritt 2) 25l

Ligation-Buffer 15 ul
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DNA-Ligase 5 ul
PCR-H20 2.5l
Gesamt: 55 pul

Amplifikation

Am nachsten Tag werden 66 ul AMPure XP Beads (1.2-faches Volumen des Ansatzes
aus Tabelle 8) in jede Probe gegeben, gevortext, abzentrifugiert und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Bei den hier verwendeten AMPure XP Beads handelt es
sich um sog. SPRI Beads (Solid Phase Reversible Immobilization-Beads), welche
Nukleinsauren Uber Carboxylgruppen an paramagnetische Beads binden koénnen.
Werden die Proben im Anschluss fur 2 min in einen Magnetstander gestellt, erfolgt
eine Trennung der Nukleinsduren von den vorher verwendeten Reagenzien. Die
Beads samt Nukleinsauren werden am Gefalirand fixiert. Dies ermoglicht eine
Aufreinigung der DNA, dessen Prinzip in Abbildung 4 a genauer erlautert wird. Dafur
wird zuerst der klare Uberstand vorsichtig abpipettiert (ca. 180 pl), ohne dabei die
Beads zu berUhren. Im Anschluss daran werden fur max. 30 Sekunden 180 pul 80 %-
iger Ethanol zu den Proben gegeben. Der Waschschritt mit Ethanol wird ein weiteres
Mal wiederholt. Nun werden die Proben mit offener Kappe 2 min stehen gelassen, um
letzte Ethanolreste verdampfen zu lassen.

Jetzt konnen in jede Probe 50 pl des aus Tabelle 9 generierten PCR-Amplifikations-
Mix gegeben werden. Um eine gleichmaldig braun getribte Losung zu erhalten,
mussen die Proben kraftig gevortext werden. Es folgt eine PCR im Thermocycler nach
dem Protokoll in Tabelle 10, wobei die Schritte 3-5 17 Zyklen durchlaufen.

Tabelle 9 PCR-Amplifikations-Mix

PCR-Amplifikations-Mix Eingesetzte
Menge je Probe

Buffer 1 (10X) 5ul
Lib1 (10 uM) 5ul
dNTPs (je 10 mM) 1.75 pl
BSA (20 mg/ml) 1.25 pl
PolMix (5 U/ul) 1 ul
PCR-H20 37 ul
Gesamt: 51 pl
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Tabelle 10 Thermocycler-Programm Amplifikation

Zyklen Temperatur Dauer Programm
1. 68 °C 5 min
2. 95 °C 45s
3. 95 °C 15s Denaturierung
4. 17c 60 °C 30s Anlagerung
S. 68 °C 30s Elongation
6. 63 °C 3 min
7. 4°C forever Kihlung

Nach der Amplifikation konnen bei Bedarf ,festgebackene” Beads vorsichtig mit einer
Pipettenspitze vom GefalRboden entfernt und durch kraftiges Vortexen wieder in
Losung gebracht werden. AnschlieRend werden 125 ul PEG-NaCl (Polyethylenglykol-
NaCl) dazu gegeben und die Proben bei Raumtemperatur fur 5 min inkubiert. PEG-
NaCl sorgt dafur, dass sich die DNA fest zusammenknault, sodass die DNA wahrend
des Vorgangs fest an die Beads gebunden vorliegt und sich nicht davon I6st.

Um die Proben ein weiteres Mal mit Ethanol waschen zu kdnnen, missen sie zuerst
fur 2 min in den Magnetstander gestellt werden, sodass sich die DNA, gebunden an
die Beads, wieder am Gefalirand befindet und die Proben erneut mit Ethanol

aufgereinigt werden konnen (siehe oben).

Eluieren der cfDNA

Um zum Schluss die amplifizierte cfDNA von den Beads zu I6sen, werden 20 ul H20
ins Probengefald gegeben und kraftig gevortext. Da Wasser eine grofRere
Ladungsmenge als die Carboxylgruppen der Beads besitzt, trennen sich die
Nukleinsauren davon. Die cfDNA befindet sich nun in Losung. Werden die Proben ein
letztes Mal in den Magnetstander gestellt, werden alleinig die Beads magnetisch an
das ProbengefaR gebunden. Da die Nukleinsduren im Uberstand verbleiben, kann
dieser abpipettiert und in ein neues 0.5 ml Probengefal® Uberfuhrt werden. Inwiefern
sich die DNA-Menge vervielfacht hat, zeigt eine weitere quantitative Messung mit Hilfe
des Qubit™ 2.0 Fluorometers (siehe 2.3.; Ergebnisse siehe Tabelle 21 im Anhang).
Ob es sich bei der extrahierten DNA tatsachlich um cfDNA handelt, zeigt das
Fragmentverteilungsmuster, das durch Analyse mit dem Agilent 2100 Bioanalyzer
erhalten werden kann (siehe 2.5.).
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2.5. Qualitatskontrolle mittels Agilent 2100 Bioanalyzer High Sensitivity

Mit Hilfe des Bioanalyzers kann die Fragmentlangenverteilung der doppelstrangigen
DNA untersucht werden, um eine Aussage bezuglich der Probenqualitat zu erhalten.
Der Bioanalyzer entspricht einer semi-automatisierten Gelelektrophorese, welcher die
durchschnittliche Lange (= average size) der Amplikons misst. Mit Hilfe des High
Sensitivity Chips wird eine Detektion von dsDNA-Fragmenten in einem Grof3enbereich
von 35 bis 10.800 bp ermdglicht.

2.5.1. Gerate und Verbrauchsmaterialien
e Pipetten mit sterilen Spitzen
e Vortexer
e Chip priming station

e Agilent 2100 Bioanalyzer von Agilent Technologies

2.5.2. Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 11 Chemikalien und Reagenzien fiir den Bioanalyzer

Artikel Firma

;I;?h Sensitivity DNA Agilent Technologies
High Sensitivity DNA Agilent Technologies
reagents

PCR-H20 VWR-International

2.5.3. Durchfuhrung

Alle Reagenzien mussen vor Beginn auf Raumtemperatur gebracht werden. Da die
amplifizierte cfDNA eine sehr hohe Ausgangskonzentration von ca. 20-80 ng/ul
aufweist, mussen die Proben fur den Bioanalyzer auf 2 ng/ul verdinnt werden. Fur die
Herstellung der Verdlinnungen kann Wasser verwendet werden. Anschliel3end wird
nach dem Protokoll Bioanalyzer HS Kit verfahren und der Lauf fur die Messung

gestartet.

2.5.4. Auswertung
Nach der Messung werden von der Agilent 2100 Expert Software Diagramme erstellt,
anhand deren die GroRenverteilung der dsDNA-Amplikons ausgelesen werden kann.
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Um die Proben eines Chips auswerten zu konnen, muss vorher sichergestellt werden,
dass alle 15 Peaks des Grolenstandards zwischen dem oberen (Upper Marker bei
10380 bp) und dem unteren Marker (Lower Marker bei 35 bp) liegen.

Die Proben in dieser Arbeit wurden anhand ihres Profils in verschiedene Kategorien
eingeteilt: Wies es ein klassisches nukleosomales Fragmentverteilungsmuster auf,
wurde es direkt fur die Erstellung der DNA-Libraries mit anschliel3ender
Gesamtgenomsequenzierung mit geringer Sequenziertiefe verwendet. Enthielt die
cfDNA auch hohe Anteile an langeren Fragmenten, wurde die Probe vor der
Sequenzierung mit Hilfe von paramagnetischen Beads in zwei Fraktionen (</> 700 bp)

aufgetrennt (2.6.).

2.6. Fragmentauftrennung (</> 700 bp) cfDNA mit Hilfe paramagnetischer SPRI
Beads

Um erganzend zu untersuchen, ob die ctDNA bevorzugt unter den grolReren oder
kleineren Fragmenten zu finden ist, wurde ein Teil der cfDNA-Proben in zwei
Fraktionen (< 700 bp und > 700 bp) aufgetrennt. Hierfir wurden ausschliefl3lich oben
genannte Proben verwendet, welche auch einen erhohten Anteil an langen
Fragmenten aufwiesen.

Die Auftrennung erfolgte ebenfalls mit Hilfe paramagnetischer SPRI-Beads, die zuerst
die groReren und anschlielend die kleineren Fragmente abtrennte. Dies gelang
dadurch, dass unterschiedliche Mengen an Beads verwendet wurden. Im Allgemeinen
gilt: je mehr von der Bead-Suspension verwendet wird, desto mehr und besser werden
kleinere Fragmente gebunden, und umgekehrt (vergleiche Abbildung 4 b). Zum
Beispiel wurden am Anfang nur das 0.5-fache des Probenvolumens an Bead-
Suspension verwendet, dadurch erhielt man die groReren Fragmente > 700 bp. Die
kleineren Fragmente befinden sich dann im Uberstand, welcher abgenommen und in
ein neues Probengefald Uberfuhrt wird. Nach einer Aufreinigung mit Ethanol, wurden
beide Fraktionen erneut mit dem Qubit™ 2.0 Fluorometer quantifiziert und die
Fragmentauftrennung am Agilent 2100 Bioanalyzer auf Erfolg Uberpruft (siehe Beispiel
Abbildung 4 c). Alle Profile sind vor und nach der Fragmentauftrennung im Anhang

gelistet.
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2.6.1. Gerate und Verbrauchsmaterialien
e Pipetten mit sterilen Spitzen
e 0.2 ml ProbengefalRe
o Vortexer
e Tischzentrifuge
e Magnetstander DynaMag™- 96 Side von Invitrogen fur 0.2 ml Probengefalle
e Qubit™ 2.0 oder 3.0 Fluorometer von Thermo Fisher

e Agilent 2100 Bioanalyzer von Agilent Technologies

2.6.2. Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 12 Chemikalien und Reagenzien fiir die Fragmentauftrennung der cfDNA

Artikel Firma

SPRIselect beads Beckman Coulter
NGS-H:0 VWR-
International
dsDNA HSAssay Kit Thermo Fisher
. e . Agilent
High Sensitivity DNA Kit Technologies
Ethanol (80%)

Abkiirzungen Tabelle 12: SPRI = Solid Phase Reversible Immobilization-Beads; NGS = Next Generation Sequencing

2.6.3. Durchfuhrung

Fragmentauftrennung innerhalb eines Probengefalies

Von den aus 2.4. generierten Amplifikaten wird 10 pl Probenvolumen entnommen und
in ein neues 0.2 ml Probengefald uberfuhrt. Um das Volumen zu vergrof3ern, werden
10 pl NGS-H20 hinzugefugt. Anschlielend werden 10 pl (0.5-fache des jetzigen
Probenvolumens) der Bead-Suspension zugegeben. Nach untenstehender Grafik in
Abbildung 4 b werden durch diese gezielt zugesetzte Menge uberwiegend grolere
Fragmente paramagnetisch gebunden. Die entstandene Suspension wird ausreichend
gevortext und danach kurz abzentrifugiert. Daraufhin werden die Proben zuerst 5 min
bei Raumtemperatur in einem normalen Stander und daraufhin 5 min in einem
Magnetstander inkubiert. Jetzt liegen die groReren Fragmente der cfDNA (> 700 bp)
an die Beads gebunden am Rand des Probengefalies vor und die kleineren verbleiben
im Uberstand. Dieser wird abgenommen und in ein neues 0.2 ml Probengefal
uberfihrt.
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Abtrennung und Aufreinigung der Fragmente > 700 bp

In das Probengefal® mit den Beads werden zur Aufreinigung 40 ul 80 %-iger Ethanol
fur 30 s hinzugegeben und wieder abgenommen. Dieser Schritt wird noch einmal
wiederholt und die Proben im Anschluss daran mit offener Kappe fir 2 min stehen
gelassen, um letzte Ethanolreste verdampfen zu lassen. Um die DNA zu eluieren, wird
15 pul NGS-H20 hinzugegeben, die Probe gevortext und kurz abzentrifugiert. Nun
werden die Proben erneut 5 min bei Raumtemperatur und anschlieBend 5 min im
Magnetstander inkubiert. Jetzt befinden sich die aufgereinigten groReren Fragmente
im Uberstand. Dieser kann abgenommen und in ein neues 0.2 ml Probengefal
Uberfuhrt werden.

Aufreinigung der Fragmente < 700 bp

Um die Proben mit den kleineren Fragmenten aus dem anfangs generierten Uberstand
von Ruckstanden zu befreien, werden 36 ul Bead-Suspension zugegeben. Dies
entspricht dem 1.2-fachen des ursprunglichen Probenvolumens aus 10 ul
Ausgangsprobe, 10 ul NGS-H20 und 10 ul Bead-Suspension. Mit dieser Menge an
Beads konnen alle Ubrig gebliebenen DNA-Fragmente gebunden werden.

Die Proben werden im Anschluss gevortext, kurz abzentrifugiert und anschlieRend erst
5 min bei Raumtemperatur und daraufhin & min im Magnetstander inkubiert. Nun
haften die restlichen Fragmente der cfDNA (in diesem Fall die Fragmente < 700 bp)
uber die Beads am Rand des Probengefalies. Jetzt konnen die Proben analog zu den
groReren Fragmenten mit Ethanol gereinigt und zum Schluss in 15 pl NGS-H2O eluiert

werden.

2.6.4. Auswertung

Beide Probengefalle werden wieder mit Hilfe dem Qubit™ 2.0 Fluorometer quantifiziert
und die Fraktionierung am Agilent 2100 Bioanalyzer untersucht. Die Auftrennung war
erfolgreich, wenn sich untenstehendes Profil (Abbildung 4 c) zeigt. Aus den beiden
Fraktionen einer Patientenprobe konnen nun Libraries far die
Gesamtgenomsequenzierung erstellt werden (siehe 2.8.).

Sind die Konzentrationen der Fraktionen aufgrund der Auftrennung zu gering (< 2
ng/ul), konnen diese mit Hilfe des SpeedVac aufkonzentriert und/oder vorher

reamplifiziert (siehe 2.7.) werden.
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2.7. Reamplifikation

Ist die Konzentration der Proben nach Fraktionierung viel zu gering fur die Herstellung
von Sequenzier-Libraries (< 2 ng/ul), kdnnen diese vorher reamplifiziert werden.
Hierfur wird das gleiche Amplifikationsprotokoll, jedoch ohne magnetische SPRIselect
Beads aus 2.4. verwendet. Da die Proben nach der Reamplifikation nicht aufgereinigt
werden, darf fur die Erstellung der Libraries in 2.8. nicht auf Schritt 1 verzichtet werden.

2.7.1. Gerate und Verbrauchsmaterialien
e Pipetten mit sterilen Spitzen
e 0.2 mlund 1.5 ml Probengefal3e

e Thermocycler

a { Ampure XP { Binding Separation Ethanol Wash Elution Buffer Transfer
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Abbildung 4 a aus Instructions for Use, Agencourt AMPure XP — PCR Purification von © Beckman Coulter, 2016.: Aufreinigung
der cfDNA mit Hilfe der AMPure XP Beads von Beckman Coulter. Die Beads binden spezifisch die Nukleinséuren in der Probe
(2). Werden die Proben in den Magnetstdnder gestellt, erfolgt die Trennung der Nukleinséduren von den restlichen Reagenzien
aus den vorherigen Schritten. Nachdem nun die ¢cfDNA paramagnetisch am Rand des Probengefdfses haftet, kann der
Uberstand, welcher die Verunreinigungen enthilt, einfach abpipettiert werden (3). Nach einem Waschschritt mit Ethanol (4),
erfolgt die Elution der Nukleinsduren von den Beads mit Hilfe von Wasser. Werden die mit Wasser versetzen Proben nun erneut
in den Magnetsténder gestellt, haften alleinig die Beads (5). Der Uberstand enthiilt jetzt die aufgereinigte cfDNA und kann in
ein neues Probengefdfs liberfiihrt werden (6). b Size Selection aus SPRIselect User Guide von © Beckman Coulter; Oktober
2012. Je mehr von der Bead-Suspension verwendet wird, desto mehr kleinere Fragmente werden paramagnetisch gebunden
und umgekehrt. Wird z.B. nur 0.5-fache des Probenvolumens an Beads hinzugegeben, erhdlt man hauptscdichlich Nukleinséuren
mit einer Fragmentliénge > 700 bp. c Beispiel fiir die erfolgreiche Auftrennung der gréf3eren Fragmente (Blau) von den kleineren
(Rot). Grafik erstellt durch den 2100 Agilent Bioanalyzer High Sensitive Assay von Agilent Technologies.Die x-Achse gibt die
Fragmentldnge in bp an. Die y-Achse, die vom Bioanalyzer gemessene Spannung in Floureszenzeinheiten (FU). Die zwei Marker
(Lower und Upper Marker) legen die untere (bei 35 bp) und die obere (bei 10380 bp) messbare Grenze fest.
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2.7.2. Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 13 Chemikalien und Reagenzien fiir die Reamplifikation

Artikel Firma

Buffer 1 (10X)

Lib1 (10 uM) metabion
NGS-H20 VWR-International
BSA (20 mg/ml) Roche Diagnostics
dNTPs (10 mM) Roche Diagnostics
PolMix (5 U/ul) metabion

2.7.3. Durchfuhrung

Als erstes wird nach untenstehender Tabelle ein Mix fiir die Reamplifikation hergestellt.
Fir jede Probe werden 14 ul des Gemisches in ein 0.2 ml Probengefal’ tUberfihrt.
Insgesamt ist fur die Amplifikation eine DNA-Menge von 1.5-2 ng erforderlich. Somit
wird von jeder Probe unterschiedlich viel Probenvolumen eingesetzt. Die zugegebene
Menge an Wasser fir jede Probe berechnet sich individuell aus 37 ul minus dem
verwendeten Probenvolumen. Nach Vortexen und Abzentrifugieren koénnen die
Proben im Thermocycler mit demselben Protokoll inkubiert werden, welches auch fir
die Amplifikation in Schritt 2.4. verwendet wurde (siehe Tabelle 10). Die Proben

kénnen nun erneut mit dem Qubit™ 2.0 Fluorometer quantifiziert werden.

Tabelle 14 Amplifikationsmix fiir die Reamplifikation

PCR-Amplifikations-Mix Eingesetzte
Menge je Probe

Buffer 1 (10X) 5ul
Lib1 (10 uM) 5ul
dNTPs (je 10 mM) 1.75 ul
BSA (20 mg/ml) 1.25 ul
PolMix (5 U/ul) 1 ul
Gesamt: 14 pl

2.8. Vorbereitung der Libraries fur die Gesamtgenomsequenzierung mit geringer
Sequenziertiefe (low pass-Sequenzierung)

Eine low pass-Sequenzierung ermdglicht es, die Kopienzahlaberrationen (CNAs =
copy number alterations) des kompletten Genoms zu analysieren. Sie gibt Auskunft
Uber Gains (Kopien-Zugewinne) und Losses (Kopien-Verluste) von
Chromosenabschnitten oder sogar ganzen Chromosomen. Treten solche
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Kopienzahlaberrationen auf, ist dies ein Hinweis fur das Vorliegen von Tumor-DNA,
da gesunde Zellen einen diploiden Chromosomensatz besitzen (siehe weiter unten).

Bevor eine Sequenzierung durchgefuhrt werden kann, mussen aus den Amplifikaten
(aus Schritt 2.4.) sogenannte Libraries erstellt werden. Dabei wird jedes Amplifikat mit
einer bestimmten Kombination aus Indexprimern versehen. Dieser Schritt ist
notwendig, da vor dem Sequenziervorgang mehrere Proben in einem Gefal} vereinigt
(gepoolt) und bei der Auswertung wieder zur Probe zugeordnet werden mussen. Fur
die Erstellung der Libraries wurde das Ampli1® LowPass Kit fur lllumina® von Menarini

Silicon Biosystems S.p.A. verwendet.

2.8.1. Gerate und Verbrauchsmaterialien
e Pipetten mit sterilen Spitzen
e 0.2 mlund 1.5 ml Probengefal3e
o Vortexer
e Tischzentrifuge
e Thermocycler
e Magnetstander DynaMag™- 96 Side von Invitrogen fur 0.2 ml Probengefalle
e Qubit™ 2.0 oder 3.0 Fluorometer von Thermo Fisher
e Agilent 2100 Bioanalyzer von Agilent Technologies
e Real-Time qPCR Instrument Lightcycler 480 Il von Roche

e MiSeq™-System von lllumina®.

2.8.2. Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 15 Chemikalien und Reagenzien fiir die Erstellung der Sequenzier-Libraries

Artikel Firma

Ampli1® LowPass Kit (Box1) Menarini

Bestehend aus zwei Sets (Set A und B), Silicon

wovon jedes 48 individuelle Primerpaare .

beinhaltet. Biosystems
Menarini

PEG NaCl Lésung (Box2) Silicon
Biosystems

dsDNA HS Assay Kit Thermo Fisher

High Sensitivity DNA Kit Agilent
Technologies

SPRIselect beads Beckman
Coulter

LowTE Buffer (10 mM Tris-HCI, pH .

8.0, 0.1 mM EDTA) Thermo Fisher
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gPCR-basierender Library-
Quantifikationsassay
Ethanol 96-100%

NaOH

Nuklease-freies Wasser
Abkiirzungen Tabelle 15: NaOH = Natriumhydroxid, Natronlauge; EDTA = Ethylendiamintetraessigséure

llumina®

2.8.3. Durchfuhrung und Auswertung

Far die Durchfuhrung wird auf die im Kit enthaltene Gebrauchsanweisung (Version 4)
verwiesen, welche den Titel Whole Genome Library preparation for NGS lllumina®
platforms tragt. Nachdem die Proben nach der Amplifikation bereits aufgereinigt
wurden, kann auf Schritt 1 in der Gebrauchsanweisung verzichtet werden (mit
Ausnahme der reamplifizierten Proben). Die Sequenzierung erfolgt mit dem MiSeq™-
System von lllumina®.

Von jeder Probe werden fur die Erstellung der Library insgesamt mindestens 15 ng an
DNA bendtigt. Da die Amplifikation bei allen Proben erfolgreich war (vergleiche Tabelle
21 im Anhang), sind die verwendeten 3 pl Probenvolumen in Schritt 2 flir die DNA-
Library ausreichend. Nach dem Sequenzierlauf erfolgt die bioinformatische
Auswertung. Dabei werden Genom-Profile sowie eine Tabelle mit statistischen
Kennwerten generiert (statistics-file). Kriterien fur die Wertbarkeit der erhaltenen
Genom-Profile sind die Anzahl der Reads (Counts) von > 200 000, sowie ein R50-
Wert > 30 und einen Derivative Log Ratio Spread (= DLRS) < 0.35. Der R50-Wert gibt
Auskunft Uber die Komplexitat der erstellten Library, der DLRS-Wert ist ein Mal} fur die
Streuung der Werte.

2.9. Isolation der Exosomen

Fiar die Isolation der Exosomen wird das Exosome Isolation Kit Pan, human von
Miltenyi Biotec verwendet. Durch magnetische MicroBeads, welche spezifisch gegen
exosomale Oberflachenproteine gerichtet sind (CD9, CD63 und CD81), kdnnen diese
mit Hilfe eines Magnetfeldes von den restlichen Liquorbestandteilen abgetrennt
werden. Da an der Vesikeloberflache cfDNA gebunden sein konnte, wird in einem
extra Schritt ein DNase-Verdau durchgefuhrt.

2.9.1. Gerate und Verbrauchsmaterialien

e Pipetten mit sterilen Spitzen

e 1.5 mlund 2 ml Probengefalle
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e Vortexer

e Tischzentrifuge

e Thermomixer

¢ Rollenmischer

o uUMACS™ Separator von Miltenyi Biotec

e uColumns mit Kolben von Miltenyi Biotec

2.9.2. Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 16 Chemikalien und Reagenzien fiir die Isolation der Exosomen

Artikel Firma

II;:xosome Isolation Kit Pan, Miltenyi Biotec
uman

DNase |, RNase-free 1 U/ul

mit dazugehdérigem 10X Thermo Scientific
Reaction Buffer mit MgClz

Abkiirzungen Tabelle 16: MgCl> = Magnesiumchlorid

2.9.3. Durchfuhrung
Hinweis: alle im folgenden aufgefuhrten Reagenzien sind im Kit enthalten oder in
obiger Tabelle gelistet.

Um ein bestmogliches Ergebnis zu erlangen, wird die Probe (max. 2 ml) zu gleichen
Anteilen auf 2x 1.5 ml Probengefalie aufgeteilt. In jedes Probengefal® werden 25 pl
der MicroBeads hinzugefugt, die Proben gevortext und auf einem Rollenmischer Uber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Da sich im Liquor nur sehr wenige Exosomen befinden, wird
anstatt der im Protokoll angegebenen 1 h, Uber Nacht inkubiert. Dadurch haben die
MicroBeads langer Zeit, an die Exosomen zu binden.

Am nachsten Tag mussen die Puffer (Equilibration und Isolation Buffer) vor deren
Verwendung auf Raumtemperatur gebracht werden, um Schaumbildung der Losungen
zu vermeiden. Bilden sich dennoch Blaschen auf der Saule, sollten diese mit Hilfe einer
Pipettenspitze entfernt werden. Die yColumn wird in das Magnetfeld des y/MACS™
Separators gestellt und darunter ein Auffanggefal® (z.B. ein 2.0 ml Probengefal3)
platziert. Zur Reinigung der Saule werden als erstes 100 ul Equilibration Buffer auf die
Saule aufgetragen. Allgemein gilt: Bevor das nachste Reagenz auf die Saule
aufgetragen werden darf, muss die Saule leer sein. Anschlielend folgen 3x je 100 pl
Isolation Buffer und danach die Probe. Die Exosomen-bindenden MicroBeads werden
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durch das Magnetfeld fixiert und kdénnen von den restlichen Liquorbestandteilen
abgetrennt werden. Zur Aufreinigung werden 4x je 200 ul Isolation Buffer auf die Saule
aufgetragen. Um die separierten Exosomen von der Saule zu eluieren, wird die Saule
aus dem Magnetfeld genommen und in ein 1.5 ml Probengefal® gesteckt. Nach Zugabe
von 89 yl Isolation Buffer, wird der Kolben zugig und gleichmafig nach unten gedruckt.
Die an die MicroBeads gebundenen Exosomen werden nun in das 1.5 ml Probengefaly
gepresst. Da in diesem Protokoll alleinig die exosomale DNA von Interesse ist, muss
die extravesikular gebundene cfDNA entfernt werden. Dies gelingt durch einen
DNase I-Verdau. Daflur wird zuerst ein Mix aus 10 pl 10x Reaction Buffer und 1 pl
DNase | hergestellt, welcher unmittelbar danach zu dem Eluat hinzugeflgt wird.
Nachdem das Gemisch gevortext und kurz abzentrifugiert wurde, kann es im
Thermomixer ohne Schutteln bei 37 °C fur 15 min inkubiert werden. Die DNA, welche
sich wahrenddessen in den Exosomen befindet, wird dabei nicht zerstort, da sie durch
die Vesikelmembran geschutzt ist. Die isolierten MicroBead-Exosomen-Komplexe
befinden sich nun in den 100 ul des 1.5 ml Probengefalies.

2.10. Isolation tumorspezifischer Exosomen

Fur die Isolation tumorspezifischer Exosomen werden MicroBeads verwendet, welche
gegen EpCAM bzw. MCSP gerichtet sind. Proben von Karzinompatienten (z.B.
Bronchial-, Mamma-, oder Kolonkarzinom) wurden mit EpCAM-spezifischen , Proben
von Melanompatienten mit MCSP-spezifischen MicroBeads versetzt. Bei
unbekanntem Primartumor wurde ebenfalls EpCAM verwendet, da Karzinome
haufiger auftreten.

Somit entspricht das Protokoll unter Verwendung der untenstehenden MicroBeads
demselben wie in Punkt 2.9. Fur eine maximale Ausbeute an Exosomen wurden statt

der ursprunglichen 50 pl MicroBeads je Probe, 70 pl verwendet.

Tabelle 17 Chemikalien und Reagenzien fiir die Isolation tumorspezifischer Exosomen

Artikel Firma
I?D326 (EpCAM) MicroBeads, Miltenyi Biotec
uman

Anti-Melanoma (MCSP)
MicroBeads, human

Miltenyi Biotec
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2.11. Extraktion der DNA aus den Exosomen

Nachdem die Exosomen in 2.9. bzw. 2.10. aus dem Liquor isoliert und somit von den
restlichen Liquorbestandteilen abgetrennt wurden, muss die exosomale DNA aus den
Vesikeln extrahiert werden. Hierfur wurde das QIAmp® DNA Micro Kit von Qiagen und
das Protokoll /solation of Genomic DNA from small volumes of blood verwendet.

2.11.1. Gerate und Verbrauchsmaterialien
e Pipetten mit sterilen Spitzen
e \Vortexer

e Zentrifuge

2.11.2. Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 18 Chemikalien und Reagenzien fiir die Extraktion der DNA aus den Exosomen

Artikel Firma

QIAmp DNA Micro Kit Qiagen
Ethanol (96-100%)

2.11.3. Durchfuhrung
Hinweis: alle im folgenden aufgefluhrten Reagenzien, sowie Probengefale sind im Kit
enthalten oder in obiger Tabelle gelistet.

Die Proben mit den Exosomen aus Schritt (2.9. bzw. 2.10.) werden bei 1000 g fur 1
min kurz abzentrifugiert. Als nachstes muss der Lyse-Puffer vorbereitet werden. Daflr
wird ein Mix aus 100 pl Buffer AL und 1 ul Carrier-RNA hergestellt, welcher zusammen
mit 10 pl Proteinase K zur Probe gegeben wird. Die Carrier-RNA wird benotigt, um die
Effizienz der DNA-Prazipitation zu erhéhen. Durch einen Verdau mit Proteinase K,
werden die Nukleinsauren aus dem Vesikel freigesetzt. Der Ansatz wird 15 s gevortext
und far 10 min bei 56 °C im Thermomixer schuttelnd inkubiert. Anschlielend werden
50 ul Ethanol dazu gegeben und wieder 15 s gevortext. Die Probe wird nun 3 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Bevor das Lysat auf die QIAmp Mini Elute Saule
aufgetragen werden kann, sollte die Probe erneut bei 1000 g 1 min abzentrifugiert
werden. Nach dem Auftragen wird die Saule mit der Probe bei 6000 g fur 1 min
zentrifugiert. Dadurch werden die MicroBeads von der exosomalen DNA abgetrennt.
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Dieser Durchfluss kann verworfen werden. Die Saule wird in ein neues 2 ml
Sammelgefall Uberfuhrt und 500 pl Buffer AW1 hinzugegeben. Es folgt eine
Zentrifugation bei 6000 g fur 1 min. Der Durchfluss darf wieder verworfen werden.
Derselbe Schritt wird mit 500 pl Buffer AW2 wiederholt. Um die Membran zu trocknen,
wird die Probe bei 17000 g fur 3 min zentrifugiert und der Durchfluss wird wieder
verworfen. Die Saule wird nun in ein neues 1.5 ml Probengefal® gesetzt und vorsichtig
20 ul Buffer AE ins Membranzentrum pipettiert, ohne dabei die Membran zu berthren.
Um die DNA moglichst vollstandig zu eluieren, wird die Kappe des Probengefalles
geschlossen und die Probe 5 min anstatt 1 min bei RT inkubiert. Durch eine
Zentrifugation bei 17000 g fur 1 min wird das Eluat, welches die DNA aus den
Exosomen enthalt, in das Sammelgefald tberfuhrt.

Die Amplifikation, sowie die Qualitatskontrolle, Erstellung der Libraries und die
Sequenzierung erfolgte analog der cfDNA-Protokolle.
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3. Arbeitsablauf nach Probenempfang

Abb. von

Pentesova et
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Abbildung 5 Arbeitsablauf nach Probenerhalt: Bei ausreichendem Liquorvolumen konnten aus dem Uberstand bestenfalls
alle drei Analyten (cfDNA, Exosomen und tumorspezifische Exosomen) fiir die Gesamtgenom-Sequenzierung verwendet
werden. Dargestellt ist jeweils die Handhabung der untersuchten Analyten.
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4. Ergebnisse und Auswertung

Fur die Analyse der nicht-zellularer Bestandteile (cfDNA und Exosomen) des Liquors
standen Proben von insgesamt 29 Patientinnen und Patienten zur Verfugung. Es
wurden auch Patienten  eingeschlossen, bei denen aufgrund der
Symptomkonstellation der Verdacht auf eine Meningeosis neoplastica bestand
(insgesamt 16 Patienten). Hier war vor allem interessant, ob die Analyse des zellfeien
Uberstandes durch den Nachweis von Genomaberrationen zur Diagnosesicherung
beitragen konnte. Bei den restlichen 13 Patienten war die Diagnose bereits
histopathologisch oder mittels MRT gesichert worden, somit wurde auf eine
Bestatigung durch die Sequenzierung geachtet. Das Kollektiv umfasst Melanom- und
Karzinompatienten, sowie Patienten mit unbekanntem Primartumor (siehe Tabelle 19).
Von allen 29 Patienten wurde zunachst die cfDNA auf Kopienzahlveranderungen
uberpruft. Stand von einem Patienten mehr Probenvolumen zur Verfugung, konnte
zusatzlich die exoDNA, bestenfalls — bei ausreichender Liquormenge - die
tumorspezifische exoDNA mituntersucht werden. Fiur eine Gegenuberstellung aller
Analyten (cfDNA vs. exoDNA vs. tumorspezifische exoDNA) standen insgesamt
sieben Patienten zur Verfugung.

4.1. cfDNA des Liquor

Gemessene cfDNA-Konzentrationen im Liquor

Bei allen 29 Patienten wurde aus den Liquoruberstanden die cfDNA isoliert und deren
Konzentration bestimmt. Sie liegt bei den messbaren Proben (20 von 29) in einem
Bereich von 0.092 ng/ul bis 1.525 ng/ul. Nachdem Volumina zwischen 0.6 ml bis 2.0
ml zur Extraktion verwendet wurden, bezieht sich die angegebene Konzentration auf
das ursprungliche Probenvolumen. Fur die Ubrigen neun cfDNA-Proben (9 von 29)
existiert kein valider Messwert, da sie unterhalb der Messgrenze des Qubit™-
Fluorometers (< 0.05 ng/ul) liegen.

Der errechnete Durchschnittswert aller messbaren Proben betragt in diesem Kollektiv
0.351 ng/ul. Hochstwerte befinden sich bei 0.681 ng/ul, 0.744 ng/ul oder sogar 1.525
ng/ul (vergleiche Abbildung 6 und Tabelle 19). Wird nun dberpruft, ob ein
Zusammenhang zwischen hohen cfDNA-Konzentrationen und einer gesicherten
Diagnose besteht, zeigt sich, dass auch Patienten mit Meningeosis niedrige cfDNA-
Werte besitzen kdnnen. Ein Beispiel hierfur ist Patient Nr. 58, der trotz einer cfDNA-
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Konzentration von 0.092 ng/ul von einer leptomeningealen Metastasierung betroffen
ist. Es gibt sogar einige Patienten mit gesicherter Diagnose, bei denen die
Konzentration so gering ausfallt, dass sie unterhalb der Messgrenze des Qubit™-
Fluorometers liegt (Patient Nr. 14, 16, 17, 18, 21 und 24).

Umgekehrt gibt es Patienten, die zwar hohe cfDNA-Werte aufweisen, jedoch kein
histopathologisches oder radiologisches Korrelat dazu zeigen (z.B. Patient Nr. 47 mit
0.681 ng/ul oder Patient Nr. 62 mit 0.468 ng/ul. Bei dem Patienten mit der ausgepragt
hohen cfDNA Konzentration (Patient Nr. 65 mit 1.525 ng/ul) konnte eine Meningeosis
bestatigt werden. Zu berutcksichtigen ist, dass in allen Fallen auch die Moglichkeit einer
falsch-negativen bzw. falsch-positiven Diagnostik besteht. Aus diesen Ergebnissen
geht hervor, dass allein die Hohe der gemessenen cfDNA-Konzentrationen keinen
Ruckschluss auf das Vorhandensein leptomeningealer Metastasen zulasst.

Konzentration in ng/pl
1,6
Abbildung 6 Graphische Darstellung aller gemessener

15 Konzentrationen  bezogen auf  das  urspriingliche
Liquorvolumen. Jeder gelbe Punkt steht fiir einen Patienten,
1,4 aufBer unterhalb der Nachweisgrenze, hier steht der rote Punkt
fiir mehrere nicht messbare Proben (angegeben in Rot). Zum
13 Beispiel liegen von den insgesamt 29 cfDNA-Proben, 9

unterhalb der Nachweisgrenze. Es zeigt einen AusreifSer bei
1.525 ng/ul. Die meisten Werte der cfDNA wurden im Bereich
zwischen 0.1 und 0.4 ng/ul gemessen. Eine Auflistung der
genauen Messwerte zeigt nachfolgende Tabelle 19.
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Tabelle 19 Untersuchtes Probenkollektiv mit laufender Patienten-Nummer (1. Spalte) und deren Proben-ID (2. Spalte).
Abkiirzungen in der Patienten-ID stehen fiir den jeweiligen Primdrtumor siehe Spalte 3. In der 4. Spalte findet sich der M-Status
(MO = keine Metastasen; M1 = bereits metastasiert) und in der 5. Spalte die anhand von Bildgebung und Histologie bestdtigten
Meningeosis-Félle. Die letzten drei Spalten geben die Aufteilung der mittels Qubit™-Fluorometer gemessenen DNA-
Konzentrationen in ng/ul bezogen auf das urspriingliche Probenvolumen (cfDNA, exoDNA oder tumorspezifischer exoDNA)
wieder. Insgesamt besteht das Kollektiv aus 29 Patienten. Aus jeder Liquorprobe wurde cfDNA isoliert. Falls mehr
Probenvolumen von einem Patienten zur Verfiigung stand, wurde zusétzlich aus einem weiteren Aliquot die exoDNA und falls
mdglich, die tumorspezifische exoDNA extrahiert. Die Konzentrationen nach Amplifikation mit sind in Klammern angegeben.
Die Konzentrationen, welche vom Qubit™-Fluorometer nicht gemessen werden konnten, sind in Rot dargestellt. Die Tabelle
zeigt, dass die Amplifikation bei allen Proben erfolgreich war. Es ist nun geniigend DNA fiir die Sequenzierung vorhanden.

laufende Nr. Proben-ID Primédrtumor M-Status Meningeosis cfDNA in exoDNAin tumorspez.
radiologisch ng/Kl ng/Ml exoDNA in
oder histologisch ng/Kl
bestétigt
14 MC17-256 Liq Mamma-Ca M1 ja <0.05(26.1) <0.05(4.1)
15 ISCLC18-0013 Liq Bronchial-Ca MO nein < 0.05 (17.9) < 0.05 (8.8))
16 MC18-0019 Liq Mamma-Ca M1 ja < 0.05 (47.9)
17 MC18-0087 Liq Mamma-Ca M1 ja < 0.05 (31.8)
18 MC18-0123 Liq Mamma-Ca M1 ja < 0.05 (34.7)
21 MC18-201 Liq Mamma-Ca M1 ja < 0.05 (29.5)
22 ICUP18-210 Liq unbekannt M1 nein < 0.05 (38.3)
24 CC19-027 Liq Kolon-Ca M1 ja < 0.05 (25.4)
25 MM19-285-Liq Malignes Melanom M1 nein 0.295 (6.6)
28 MC19-339-Liq Mamma-Ca M1 nein 0.316 (16.6) | <0.05(14.2)
29 MC19-355-Liq Mamma-Ca MO nein 0.171 (7.4)
31 [SCLC19-370 Liq Bronchial-Ca M1 nein 0.375(26.0) | <0.05(15.9)
34 CUP20-047 Lig unbekannt M1 nein 0.331(50.9) | 0.106(10.3) | 0.238(1.8)
35 MC20-056 Liq Mamma-Ca MO nein 0.105 (31.0) 0.081(7.1) < 0.05 (5.8)
38 MM20-076 Liq Malignes Melanom M1 ja 0.143 (45.8) <0.05 (2.9) <0.05 (1.9)
39 lCUP20-080 Liq unbekannt MO ja 0.235 (45.1) | <0.05(15.9) | <0.05 (3.3)
46 MC20-250 Liq Mamma-Ca MO nein 0.256 (2.4) < 0.05 (3.5)
a7 BC20-273 Liq Bronchial-Ca MO nein 0.681 (6.2) < 0.05 (18.3)
48 BC20-279 Liq Bronchial-Ca M1 nein 0.130 (24.6) | <0.05(25.4)
49 MM20-301 Liq Malignes Melanom MO0 nein <0.05 (1.4) < 0.05 (1.6) <0.05 (4.7)
53 MM20-327 Liq Malignes Melanom M1 nein 0.313 (6.6) <0.05(1.4)
55 MC20-028 Liq Mamma-Ca M1 ja 0.140 (6.3)
56 MA20-334 Liq Magen-Ca MO ja 0.744 (21.5) < 0.05(11.6)
57 BC20-335 Liq Bronchial-Ca M1 nein 0.286 (12.5) < 0.05 (1.6)
58 MM20-337 Liq Malignes Melanom M1 ja 0.092 (18.7)
62 BC21-352 Liq Bronchial-Ca M1 nein 0.468 (61.2) <0.05 (6.1)
64 MC21-362 Liq Mamma-Ca M1 ja 0.254 (133.6) <0.05 (2.1)
65 MM21-367 Liq Malignes Melanom M1 ja 1.525(13.4) | <0.05(19.3) | <0.05(22.8)
66 BC21-395 Liq Bronchial-Ca M1 nein 0.157 (6.7) 0.369 (7.0) < 0.05 (7.4)
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cfDNA wurde vorzugsweise Uber Apoptose freigesetzt

Um herauszufinden, ob die cfDNA apoptotisch oder nekrotisch freigesetzt wurde,
wurde die Fragmentlangenverteilung der extrahierten cfDNA nach deren Amplifikation
mit dem 2100 Agilent Bioanalyzer bestimmt. Dabei deutet ein Nukleosomen-typisches
Muster auf den programmierten Zelltod hin, wahrenddessen lange, unspezifische
DNA-Fragmente eher aus einer durch Nekrose abgestorbenen Zelle stammen.

Von den insgesamt 29 Proben weisen 27 (93 %) ein Nukleosomen-typisches Muster
auf, bei denen sich der Hauptpeak entweder bei 200 oder 400 bp befindet. Dies
entspricht der Lange von ein bzw. zwei Nukleosomen plus die Adaptersequenz und
die zugehorigen Linker-Sequenzen. Weitere kleinere Peaks finden sich bei 600 bp,
800 bp usw. Ab 2000 bp werden keine weiteren DNA-Fragmente mehr detektiert. Dies
liegt daran, dass der hier verwendete Ansatz keine groReren Fragmente amplifiziert.
Bitte vergleiche dazu die Auflistung aller cfDNA-Bioanalyzer-Profile im Anhang, sowie
untenstehende Abbildung 7 a.

Nur in zwei der 29 Proben (7 %) lasst sich kein Nukleosomen-typisches Muster
erkennen. Eine Probe besteht aus einem einzelnen Peak bei ca. 250 bp (Probe Nr.
16) und die andere besitzt eine gleichmalige Verteilung von Fragmenten
unterschiedlicher Lange ohne erkennbaren Peak (Probe Nr. 62). Nachdem fast alle
Proben ein klassisches Fragmentverteilungsmuster mit Peaks bei Nukleosomen und
deren Multimeren aufzeigen, kann davon ausgegangen werden, dass in diesem

Kollektiv die cfDNA hauptsachlich Uber Apoptose freigesetzt wurde.

Praferenz von ctDNA in kurzen bzw. langen cfDNA-Fragmenten nicht
ermittelbar

Durch Beobachtung der Profile fiel auf, dass einige Proben des Kollektivs (10 von 29;
34 %) auch eine vermehrte Anzahl an groReren DNA-Fragmenten mit einer Lange
uber 500 bp enthalten (exemplarisch in Abbildung 7 b). Jene Proben (Probe Nr. 25,
28, 29, 35, 46, 47, 55, 57, 62 und 66) wurden vor der Sequenzierung mit dem Protokoll
aus 2.6. in zwei Fraktionen (</> 700 bp) aufgetrennt, um festzustellen, ob die DNA
aus Tumorzellen sich moglicherweise bevorzugt in einer bestimmten FragmentgrofRe
aufhalt. Nachdem durch den Bioanalyzer kontrolliert wurde, ob eine Auftrennung
erfolgreich verlief (vergleiche Abbildung 17 im Anhang), wurden die beiden Fraktionen
separat voneinander sequenziert. Bis auf drei Proben, konnten alle Profile der
kirzeren Fragmente (< 700 bp) ausgewertet werden. Die Erstellung von
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Genomprofilen langerer Fragmente (> 700 bp) gestaltete sich auf3erst schwierig, da
die Konzentrationen - im Vergleich zu den kurzeren Fragmenten - nach der
Auftrennung viel geringer ausfielen. Hier konnte aus nur drei Proben ein verwertbares
Profil generiert werden.

Interessanterweise zeigen alle auswertbaren Proben ein balanciertes Genomprofil.
Allerdings stellte sich im Nachhinein heraus, dass sich nur bei einem Patienten der
Verdacht einer Meningeosis radiologisch bestatigte. Dies konnte ein Grund fur den
ausbleibenden Nachweis von Tumor-DNA gewesen sein.
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Abbildung 7 a und b Beispiele verschiedener Bioanalyzer-Profile, erstellt durch den Bioanalyzer 2100 High Sensitive Assay von
Agilent Technologies. Die x-Achse gibt die Fragmentlénge in bp an. Die y-Achse, die vom Bioanalyzer gemessene Spannung in
Floureszenzeinheiten (FU). Je héher der Peak, desto héher die Konzentration der Fragmente. Die zwei Marker (Lower und
Upper Marker) legen die untere (bei 35 bp) und die obere (bei 10380 bp) messbare Grenze fest. Jede Farbe steht fiir eine
andere Patientenprobe. Eine vollsténdige Auflistung aller Graphen mit zugehérigen Patientendaten findet sich im Anhang. a
Uberlappung mehrerer Profile mit einem klassischen Fragmentverteilungsmuster. Der Hauptpeak befindet sich bei 200 bp, der
zweithdchste Peak bei 400 bp. b Mehrere cfDNA Profile mit einer hohen Anzahl an Fragmenten (iber 500 bp. Diese wurden mit
dem Protokoll aus 2.6 in zwei Fraktionen aufgeteilt. Es kann auch hier ein Nukleosomen-typisches Muster nachgewiesen
werden.

cfDNA aus Liquor stammt nicht ausschlie3lich aus maligen Zellen

Ob nun die isolierte cfDNA aus Tumorzellen abstammt, kann erst durch die
Sequenzierung geklart werden. Nachdem die cfDNA von gesunden, als auch von
malignen Zellen hervorgehen kann, erhalt man unterschiedliche Arten von
Genomprofilen. Stammt die DNA Uberwiegend aus nicht-malignen Zellen, entspricht
sie in ihrer Kopienzahl einem diploiden Chromosomensatz. Die Kopienzahl (copy
number) liegt dann bei zwei und man erhalt ein balanciertes Profil (Abbildung 8 b).
Wurde die DNA hauptsachlich von Tumorzellen freigesetzt, deren Genome haufig
chromosomale oder subchromosomale Kopienzahlveranderungen aufweisen, ist dies
im Profil in Form von Gewinnen und Verlusten erkennbar. Man spricht von einem Gain
(dargestellt in Rot), wenn mehr Kopien von einem ganzen Chromosom oder

Chromosomenabschnitt vorhanden sind, und von einem Loss (dargestellt in Blau),
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wenn Kopien verloren gegangen sind. In diesem Fall spricht man von einem
aberranten Genomprofil. Zum Beispiel gibt es in Abbildung 8 a eindeutig Kopien-
Zugewinne, welche das komplette Chromosom betreffen (wie auf Chromosomen 7)
oder nur abschnittsweise (wie auf den Chromosomen 4, 6, 12, 17 und 22) auftreten
konnen. Kopien-Verluste finden sich auf den Chromosomen 6, 10, 11, 12 und 18. Die
Probe stammt von einem mannlichen Patienten, da das X-Chromosom in einfacher
Ausfuhrung vorliegt.

Zu berticksichtigen ist, dass es sich bei allen Profilen um eine Uberlagerung von DNA
aus mehreren Zellen handelt. Das Profil kann sich aus cfDNA gesunder und maligner
Zellen zusammensetzen, wodurch die Kopienzahl auch zwischen den Ploidien liegen
kann (Beispiel siehe Aberrationen in Abbildung 8 a).

Die erstellten Genomprofile kdnnen in unterschiedliche Kategorien eingeordnet
werden. Dabei gilt ein Profil als auswertbar, wenn die Mindestanzahl an Counts erfullt
ist (> 200 000), der R50-Wert uber 50 und die Streuung unter 0.35 liegt. Diese
Rohdaten sind essenziell fur die objektive Beurteilung der Proben.

Sieben der insgesamt 29 (24 %) cfDNA-Proben weisen ein aberrantes Profil auf, 13
(45 %) ein balanciertes und neun Proben (31 %) sind aufgrund zuvor genannter
Kriterien nicht auswertbar. Allerdings gibt es auch Profile, bei denen trotz der geringen
Count-Anzahl ein klarer Trend in Richtung aberrant beobachtet werden kann. Beispiele
fur die verschiedenen Profil-Arten finden sich in Abbildung 8, die vollstandige
Auflistung aller Profile findet sich im Anhang.

Durch den Nachweis aberranter Profile lasst sich schlussfolgern, dass in fast einem
Viertel der Falle (24 %) erfolgreich DNA aus Tumorzellen isoliert und analysiert werden
konnte. Die balancierten Profile zeigen, dass hier ein groRer Teil der untersuchten
cfDNA Uberwiegend oder ganzlich von normalen, gesunden Zellen abstammt (45 %).
Da der Anteil an ctDNA in der cfDNA stark variieren kann, ist es moglich, dass ein
geringer Anteil an Tumor-DNA von DNA aus gesunden Zellen uberdeckt wird. Trotz
einiger nicht auswertbarer Profile (9 von 29; 31 %) scheint es, als konnte sich die
cfDNA gut als Biomarker eignen. Immerhin konnten mithilfe der hier durchgefuhrten
Probenprozessierung trotz der sehr geringen Mengen an cfDNA im Liquor in gut 2/3
der Proben (69 %) auswertbare Genomprofile generiert werden.

Werden nun die cfDNA-Profile der gesicherten Meningeosis-Falle betrachtet, weisen
lediglich funf der insgesamt 13 (5 von 13; 39%) Proben ein aberrantes Profil auf. Die

restlichen Proben sind entweder nicht auswertbar (6 von 13; 46 %) oder sogar
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balanciert (2 von 13; 15%). Nachdem auch balancierte Profile von Patienten mit
a

bestatigter Diagnose stammen, liefert uns die cfDNA allein keinen zuverlassigen

Hinweis auf das Vorliegen einer Meningeosis.
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2) Chromosomensatz. Es entsteht ein balanciertes Profil. ¢ Beispiel fiir ein nicht auswertbares Profil
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durch zu grof3e Streuung. Der Spread/DLRS liegt (iber 0.35. d Genomprofil mit formal zu wenig Counts (< 100 000), jedoch mit

um eine Uberlagerung von DNA aus gesunden und malignen Zellen handelt. b cfDNA aus gesunden Zellen besitzen einen

Abbildung 8 Genomprofile verschiedener cfDNA-Proben. Die x-Achse verweist auf den Chromosomenabschnitt, die y-Achse
auf die Copy Number des Genoms. a Stammt die cfDNA aus Tumorzellen, kann das Genom an Kopien gewinnen (Gains in Rot)
oder verlieren (Losses in Blau). Es resultiert ein aberrantes Profil. Die Kopienzahl kann zwischen den Ploidien liegen, da es sich
einem klaren Trend in Richtung aberrant. Bei solch einer geringen Count-Anzahl kénnen keine statistischen Daten generiert
werden.

diploidien (Copy Number



Fragmente < 145 bp liefern keinen Hinweis fur aberrantes Genomprofil

Laut Literatur kdnnen bei Patienten mit malignen Erkrankungen verstarkt kleinere
cfDNA-Fragmente (< 145 bp) nachgewiesen werden (Thierry et al.; 2010, Mouliere et
al., 2011; Snyder et al., 2016). Dies konnte als erster Hinweis auf das Vorliegen von
DNA aus Tumorzellen dienen. Um diesen Zusammenhang zu prufen, wurden die
Genomprofile von Proben mit kleineren DNA-Fragmenten (insgesamt 14) hinsichtlich
Aberrationen untersucht. Hierflr dienten die cfDNA-Proben von Patient Nr. 25, 28, 29,
31, 34, 35, 46, 47, 49, 55, 56, 57, 62 und 66 (vergleiche alle Blau umkreisten Profile in
Abbildung 16 im Anhang). Es stellte sich jedoch heraus, dass die Mehrzahl der Proben,
bei denen eine starkere Fragmentierung nachgewiesen wurde, ein balanciertes
Genomprofil besitzen (9 von 14; 64 %; Probe Nr. 25, 28, 29, 31, 35, 47, 49, 57, 62). In
keiner dieser Proben konnte eine leptomeningeale Metastasierung radiologisch oder
histopathologisch bestatigt werden. Nur eine der Proben mit kleineren Fragmenten
zeigt ein aberrantes Profil (1 von 14; 7 %; Probe Nr. 34). Die Ubrigen Profile (4 von 14;
29 %) konnten nicht ausgewertet werden. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass der
Nachweis von kurzen cfDNA-Fragmenten (< 145 bp) im Bioanalyzer-Profil kein Garant
fur den Erhalt eines aberranten Genomprofils darstellt.

Kein Muster zwischen Bioanalyzer- und Genomprofilen der cfDNA erkennbar
Kann das Bioanalyzer-Profil bereits Hinweise auf das Vorliegen eines aberranten
Profils geben? Fur diese Fragestellung wurden die verschiedenen Bioanalyzer- mit
den zugehorigen Genomprofilen der cfDNA-Proben verglichen. Grob kann eine
Einteilung in zwei Gruppen vorgenommen werden: Proben mit klassischer
Fragmentverteilung mit Peaks bei 200 oder 400 bp (insgesamt 18 von 29; 62 %) oder
Proben mit einer hohen Anzahl an groReren Fragmenten uber 500 bp (insgesamt 10
von 29; 35 %; Probe Nr. 25, 28, 29, 35, 46, 47, 55, 57, 62 und 66.) (vergleiche
Abbildung 9 a). Eine Probe (1 von 29; 3 %, Probe Nr. 16) kann keiner dieser Gruppen
zugeordnet werden, sie besitzt einen einzigen Peak bei 250 bp (siehe Auflistung aller
Bioanalyzer-Profile im Anhang).

Sieben der 18 Profile (39 %) mit einem Hauptpeak bei 200 oder 400 bp sind aberrant,
sechs balanciert (6 von 18; 33 %) und funf nicht auswertbar (5 von 18; 28 %). Es
scheint, als wurde das Bioanalyzer-Profil keinen Hinweis liefern, ob es sich nach der
Sequenzierung um ein aberrantes oder balanciertes Genomprofil handelt. Angemerkt
werden sollte, dass aus Proben, welche eine hohe Anzahl an gro3en Fragmenten >
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500 bp besitzen, einzig balancierte Profile (7 von 10; drei sind nicht auswertbar)
resultieren. Dies lag vermutlich daran, dass sich in diesen Patientenproben letztlich
keine ctDNA befand und eine Meningeosis radiologisch oder mittels Liquoranalyse
ausgeschlossen wurde.

Die Probe, welche keiner Gruppe zuzuordnen ist, hat kein auswertbares Genomprofil
generiert. Alle aberranten Genomprofile in diesem Kollektiv hatten jedoch ein
klassisches Fragmentverteilungsmuster, ohne dass gleichzeitig groRere Fragmente
vorlagen. Eine Ubersicht dazu soll Abbildung 9 a liefern.

a  Auswertung Bioanalyzer-Profile cfDNA b Auswertung Bioanalyzer-Profile exoDNA
20 14
18 n=18 n=12
davon 4 mit 12
16 bestétigter
Meningeosis davon 2 mit

10

14 bestatigter
Meningeosis
12 8
davon 2 mit
10 ::St",’“gte'_ davon KEINE
s eningeosis mit bestitigter 6 davon 1 mit
Meningeosis bestatigter
6 Meningeosis
4 davon KEINE
4 davon 5 mit davon 1 mit mit bestatigter n=2 .
bestatigter bestatigter 2 Meningeosis davon 1 mit
2 Meningeosis Meningeosis bestatigter
Meningeosis
0 0
klassische Fragmentverteilung mit Fragmente > 500 bp Hauptpeak bei 150 bp 2 Peaks mit einem bei 200 bp und
Hauptpeak bei 200 bp oder 400 bp dem anderen bei 700 bp
maberrant mbalanciert mnicht auswertbar maberrant mbalanciert m nicht auswertbar

Abbildung 9 Gruppeneinteilung der Bioanalyzer-Ergebnisse der cfDNA und unspezifischer exoDNA a Die zwei Séulen stellen
die Einteilung der cfDNA-Bioanalyzer-Profile in Kategorien dar. Bei den meisten Proben der cfDNA findet sich eine klassische
Fragmentverteilung mit einem Hauptpeak bei 200 bzw. 400 bp (1.Sdule). Dieser Gruppe kénnen insgesamt 18 Proben
zugeordnet werden. Weitere zehn Profile besitzen eine hohe Anzahl an grofen Fragmenten ab 500 bp (2. Sdule). Nur eine
Probe (Probe Nr. 16) konnte keiner dieser Gruppen zugeteilt werden und ist somit aus der Grafik ausgeschlossen. Zusétzlich
finden sich in den Sdulen noch die Anteile, welche Art von Genomprofil aus den jeweiligen Bioanalyzer-Profilen generiert
wurde. Zum Beispiel besitzen knapp mehr als die Hdlfte der Proben mit klassischer Fragmentverteilung (1. Séule) aberrante
Profile (dargestellt in Rot), sechs balancierte (in Blau) und fiinf nicht auswertbare Profile (in Grau). Interessant ist, dass fast
alle (7 von 10) Proben aus der 2.5dule balancierte Profile (Blau) aufweisen und aberrante Profile nur bei Proben mit klassischer
Fragmentverteilung aufzufinden sind. b Diese zwei Sdulen stellen die Einteilung der unspezifischen exoDNA-Bioanalyzer-Profile
in ihre Kategorien dar. In der ersten Sdule finden sich alle Proben mit einem Hauptpeak bei 150 bp. In der zweiten Séule
befinden sich alle Proben mit zwei Hauptpeaks, einem bei 200 bp und den anderen bei 700 bp. Vier Proben (Probe Nr. 47, 48,
56 und 62) konnten keiner dieser Gruppen zugeordnet werden. Aus dieser Abbildung geht hervor, die exoDNA kein aberrantes
Profil generierte.

46



4.2. Exosomen im Liquor

Stand von einem Patienten ausreichend Probematerial zur Verfugung, konnte ein
weiterer nicht-zellularer Bestandteil des Liquors analysiert werden: die exosomale
DNA. Hierfur kamen 19 Patienten in Frage. Bei sieben von ihnen lag genugend
Material vor, um eine zusatzliche Untersuchung tumorspezifischer Exosomen
durchzufuhren (vergleiche Tabelle 19. Zur Darstellung erster Unterschiede wurden die
Konzentrationen der extrahierten cfDNA und die der exoDNA miteinander verglichen.
Das Material der Probe Nr. 64 ging bei einem Waschvorgang fur die Erstellung der
Sequenzier — Libraries verloren. Somit ergaben sich insgesamt 25 Proben fur die

Analyse (18 unspezifische + 7 tumorspezifische exoDNA-Proben).

exoDNA-Konzentrationen im Liquor viel geringer als die der cfDNA

Von den insgesamt 26 exoDNA-Proben (darunter auch die der tumorspezifischen
exoDNA), konnten lediglich vier (4 von 26; 15 %) vom Qubit™-Messgerat erfasst
werden. Die gemessenen Konzentrationen reichen von 0.081 ng/ul bis 0.369 ng/ul
gerechnet auf das ursprungliche Liquorvolumen. Die der restlichen Proben (22 von 26;
85 %) liegen in einem Bereich unter 0.05 ng/ul und kdnnen somit nicht zur Wertung
hinzugezogen werden (vergleiche Abbildung 6 und Tabelle 19). Bei der cfDNA
hingegen konnte immerhin der Grol3teil der Konzentrationen (20 von 29; 69 %) nach
deren Extraktion ermittelt werden. Dieses Experiment zeigt, dass bei gleichem Liquor-
Probenvolumen geringere Mengen an exoDNA im Vergleich zur cfDNA vorhanden ist.
Jedoch war es stets moglich, die exoDNA mit Hilfe einer Amplifikation (vergleiche
Kapitel 2.7.) fir eine Sequenzierung anzureichern. Ein Zusammenhang zwischen
messbaren exoDNA-Konzentrationen und bestatigter Diagnose Meningeosis lasst sich
auch hier nicht erkennen, da es Patienten gibt, die trotz gesicherter Diagnose keine
messbaren exoDNA-Werte besitzen - und vice versa.

exoDNA liefert weniger auswertbare Genomprofile als cfDNA

Eine Folge der geringen Konzentration an exoDNA im Liquor, kdnnte die verminderte
Auswertbarkeit der Genomprofile sein. Unter den insgesamt 18 Profilen exosomaler
DNA (siehe Tabelle 20) sind null aberrant und funf balanciert (28 %). Die tbrigen 13
Proben sind nicht auswertbar (72 %), also weitaus mehr im Vergleich zur cfDNA (31
%). Bei der tumorspezifischen exoDNA konnten immerhin aus drei von sieben

Patientenproben (43 %) auswertbare Profile generiert werden (siehe Tabelle 21).
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Tabelle 20 Auflistung aller Patientenproben, bei denen geniigend Material fiir die Untersuchung unspezifischer Exosomen zur
Verfiigung stand. Die Tabelle zeigt, welchen Primdrtumor der Patient besitzt, ob die Generierung eines Genomprofils
erfolgreich war (n.a. steht hier fiir ,nicht auswertbar’) und ob eine Meningeosis radiologisch oder mit Hilfe von

histomorphologischer Untersuchung des Liquors bestdtigt wurde.

laufende Nr. Patienten-ID Primartumor lgeneriertes Genomprofil  |bestdtigte Diagnose
Meningeosis

14 MC17-256 Liq Mamma-Ca n.a. ja

15 SCLC18-0013 Liq Small Cell Lung Cancer balanciert nein
28 MC19-339-Liq Mamma-Ca balanciert nein
31 SCLC19-370 Liq Small Cell Lung Cancer n.a. nein
34 CUP20-047 Liq unbekannt n.a. nein
35 MC20-056 Liq Mamma-Ca n.a. nein
38 MM20-076 Liq Malignes Melanom n.a. ja

39 CUP20-080 Lig unbekannt balanciert ja

46 IMC20-250 Lig Mamma-Ca n.a. nein
47 BC20-273 Liq Bronchial-Ca n.a. nein
48 BC20-279 Liq Bronchial-Ca n.a. nein
49 MM20-301 Liq Malignes Melanom n.a. nein
53 MM20-327 Liq Malignes Melanom n.a. nein
56 MA20-334 Liq Magen-Ca n.a. ja

57 BC20-335 Liq Bronchial-Ca balanciert nein
62 BC21-352 Liq Bronchial-Ca n.a. nein
65 MM21-367 Liq Malignes Melanom n.a. ja

66 BC21-395 Liq Bronchial-Ca balanciert nein

Zusammenfassend zeigt sich, dass die cfDNA mehr auswertbare Genomprofile
erzeugt als die exoDNA. Grund dafiir kdnnten die hdheren Konzentrationen an cfDNA
im Liquor sein. Aus der exoDNA ging kein aberrantes Profil hervor, aus der
tumorspezifischen exoDNA hingegen schon (vergleiche Abbildung 10).

n=29 n=18 n=7

Abbildung 10 Grafische Auswertung aller Genomprofile fiir jeweils cfDNA, exoDNA und tumorspezifische exoDNA. Rot steht
fiir den aberranten Anteil, Blau fiir die balancierten Profile und Grau fiir die nicht auswertbaren. n gibt die Anzahl der
analysierten Patientenproben wieder. Die Darstellung zeigt, dass die exoDNA unspezifischer Exosomen einen sehr grofien
Anteil an nicht auswertbaren Profilen besitzt und kein aberrantes Profil enthdlt. Den h6chsten Anteil an auswertbaren Profilen
liefert die cfDNA.
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Erfolgreicher Nachweis tumorspezifischer Exosomen

Neben der Isolation von Exosomen mittels gangiger Exosomenmarker, konnte ein
neues Protokoll zur Isolation tumorspezifischer Exosomen etabliert werden. Hierfur
dienten Oberflachenantigene, welche normalerweise auf der Zellmembran epithelialer
(EpCAM) bzw. neuroektodermaler (MCSP) Zellen exprimiert werden. Tumorzellen
epithelialen bzw. neuroektodermalen Ursprungs, sowie deren Exosomen, weisen
ebenfalls diese Antigene auf. Diese Uberlegung diente als Ansatz mutmaflich
tumorspezifische Exosomen zu extrahieren (vergleiche 2.10.).

Sieben der 29 Patienten erlaubten aufgrund ausreichender Liquormenge eine
zusatzliche Untersuchung auf Exosomen aus maligner Herkunft. Davon wurden — je
nach Primartumor — vier mittels EpCAM-, und drei mittels MCSP-MicroBeads isoliert
(siehe Tabelle 21).

Tabelle 21 Auflistung aller Patientenproben, bei denen geniigend Material fiir die Untersuchung tumorspezifischer Exosomen
zur Verfligung stand. Die Tabelle zeigt, welches Oberfldchenantigen als Marker zur Isolation verwendet wurde, welchen
Primdrtumor der Patient besitzt, ob die Generierung eines Genomprofils erfolgreich war (n.a. steht hier fiir ,nicht auswertbar’)
und ob eine Meningeosis radiologisch oder mit Hilfe von zytologischer Untersuchung des Liquors bestdtigt wurde. Die
Sequenzierergebnisse sind in Abbildung 11 aufgelistet.

laufende Nr. Patienten-ID Primdrtumor \verwendetes }generiertes bestitigte Diagnose

Oberflichenantigen Genomprofil Meningeosis

34 CUP20-047 Liq unbekannt EpCAM aberrant nein

35 MC20-056 Lig Mamma-Ca EpCAM n.a. nein

38 MM20-076 Liq Malignes Melanom MCSP n.a. ja

39 CUP20-080 Liq unbekannt EpCAM aberrant ja

49 MM20-301 Liq Malignes Melanom MCSP n.a. nein

65 MM21-367 Liq Malignes Melanom MCSP n.a. ja

66 BC21-395 Liq Bronchial-Ca EpCAM balanciert nein

Als Bestatigung fur das Vorliegen von exoDNA aus Tumorzellen dienen aberrante
Genomprofile. Zwei der sieben Profile (2 von 7; 29 %) stellen sich aberrant dar. Weitere
vier (4 von 7; 57 %) sind aufgrund zu grof3er Streuung oder zu wenig gemessener
Counts nicht auswertbar. Ein Genomprofil liegt (1 von 7; 14 %) balanciert vor. Eine
Auflistung der Profile findet sich in Abbildung 11.

Nachdem Karzinome im Gegensatz zu anderen Tumorarten am haufigsten auftreten,
wurde bei Patienten mit unbekanntem Primartumor (Patient Nr. 34 und 39) EpCAM zur
Isolation tumorspezifischer Exosomen verwendet. In beiden zeigen sich aberrante
Profile. Dies deutet darauf hin, dass es sich bei beiden CUPs (Cancer of Unkown

Primary) um Karzinome handeln konnte.
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Auffallend ist, dass nur EpCAM-Exosomen auswertbare aberrante Profile generiert

haben. Hingegen ist von den drei MCSP-Exosomen kein Genomprofil anhand der

Kriterien beurteilbar.

Bei zwei Proben aus der Gruppe der nicht auswertbaren Profile (Probe Nr. 38 und 65)

konnen erst in der Zusammenschau ihrer zugehorigen cfDNA und unspezifischer

exoDNA dieselben Aberrationen erahnt werden. Die Proben selbst gelten jedoch

aufgrund der zu groflen Streuung bzw. zu wenig gemessener Counts als nicht

auswertbar (siehe Abschnitt 4.3.).
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Patient: 66-BC21-395Liq; Meningeosis per MRT/Histopathologisch nicht bestétigt

Abbildung 11 Dargestellt sind alle generierten Genomprofile der tumorspezifischen Exosomen. Jedes Profil steht fiir einen
anderen Patienten. Zur Erklérung der Profile vergleiche Abbildung 8.



4.3. Analyten im Vergleich

Unspezifische exoDNA starker fragmentiert als cfDNA

Um weitere Unterschiede zwischen cfDNA und unspezifischer exoDNA zu
identifizieren, wurden die Bioanalyzer-Profile der beiden Analyten gegenubergestellt.
Neben geringeren Konzentrationen im Liquor, zeigen die Bioanalyzer-Profile
exosomaler DNA zudem eine starkere Fragmentierung im Vergleich zur cfDNA.
Insgesamt konnte aus 18 der 29 Patienten zusatzlich exoDNA gewonnen werden.
Feststellen Iasst sich bei einem Grolteil dieser Proben (12 von 18; 67 %; Probe Nr.
14, 15, 28, 31, 34, 35, 38, 46, 53, 57, 65, 66) ein Hauptpeak bei ca. 150 bp. Also im
Durchschnitt etwas kurzere Fragmente verglichen mit der cfDNA bei ca. 200 bp. Zwei
der 18 Exosomen-Proben (2 von 18; 11 %; Probe Nr. 39 und 49) besitzen ihre Peaks
bei ca. 200 bp und > 700 bp. Die verbliebenen vier Proben (4 von 18; 22 %; Probe Nr.
47, 48, 56, 62) zeigen viele Fragmente unterschiedlicher Grolke, ohne eindeutigen
Peak. Eine Auflistung aller Bioanalyzer-Profile findet sich in Abbildung 12. Eine
Ubersicht, welche Probe in welche Gruppe eingeteilt wird, zeigt Tabelle 22.

Ebenfalls kein Muster zwischen Bioanalyzer- und Genomprofilen bei der
exoDNA erkennbar

Es scheint, als wurde es auch hier keinen Zusammenhang zwischen Bioanalyzer- und
resultierendem Genomprofil geben. In der grofdten Gruppe mit einem Hauptpeak bei
ca. 150 bp (Probe Nr. 14, 15, 28, 31, 34, 35, 38, 46, 53, 57, 65, 66), gibt es vier
balancierte, null aberrante und acht nicht auswertbare Profile. Aus der Gruppe mit dem
Hauptpeak bei 200 und 700 bp (Probe Nr. 39 und 49) ergibt sich ein balanciertes und
ein nicht auswertbares Profil. In der Gruppe mit den Fragmenten unterschiedlicher
Lange (Probe Nr. 47, 48, 56, 62) konnte kein Profil ausgewertet werden. Eine
Schlussfolgerung lasst sich aufgrund der willkurlichen Verteilung nicht vornehmen
(vergleiche Abbildung 9 b und Tabelle 22).
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Abbildung 12 Profile erstellt durch den Bioanalyzer 2100 High Sensitive Assay von Agilent Technologies. Die x-Achse gibt die
Fragmentldnge in bp an. Die y-Achse, die vom Bioanalyzer gemessene Spannung. Je héher der Peak, desto héher die
Konzentration der Fragmente. Die zwei Marker (Lower und Upper Marker) legen die untere (35 bp) und die obere (10380 bp)
Grenze fest. Von den insgesamt 18 exoDNA Proben besitzen 12 einen Hauptpeak bei 150 bp (Probe Nr. 14, 15, 28, 31, 34, 35,

38, 46, 53, 57, 65, 66), 2 besitzen einen Hauptpeak bei 200 und 700 bp (Probe Nr. 39 und 49) und 4 Proben besitzen Fragmente
mit ganz unterschiedlicher Lédnge (Probe Nr. 47, 48, 56, 62).
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Tabelle 22 Auflistung aller exoDNA-Proben und die Einteilung anhand der Fragmentldngen mit Hilfe der Ergebnisse durch den
Bioanlayzer. Es gibt eine Gruppe mit einem Hauptpeak bei 150 bp, eine Gruppe mit zwei Hauptpeaks (einem bei 200 und einem

bei 700 bp), sowie eine Gruppe, in der kein Peak ersichtlich ist.

laufende |Patienten-ID Primartumor Bioanalyzer-Profil lgeneriertes bestdtigte
Nr. Genomprofil Diagnose
Meningeosis

14 MC17-256 Liq Mamma-Ca Hauptpeak bei 150 bp n.a. ja
15 SCLC18-0013 Liq Small Cell Lung Cancer Hauptpeak bei 150 bp balanciert nein
28 MC19-339-Liq Mamma-Ca Hauptpeak bei 150 bp balanciert nein
31 SCLC19-370 Liq Small Cell Lung Cancer Hauptpeak bei 150 bp n.a. nein
34 ICUP20-047 Liq unbekannt Hauptpeak bei 150 bp n.a. nein
35 MC20-056 Liq Mamma-Ca Hauptpeak bei 150 bp n.a. nein
38 MM20-076 Liq Malignes Melanom Hauptpeak bei 150 bp n.a. ja
39 ICUP20-080 Liq unbekannt balanciert ja
46 MC20-250 Liq Mamma-Ca Hauptpeak bei 150 bp n.a. nein
47  [BC20-273 Liq Bronchial-Ca kein eindeutiger Peak n.a. nein
48  [BC20-279 Liq Bronchial-Ca kein eindeutiger Peak n.a. nein
49 MM?20-301 Liq Malignes Melanom n.a. nein
53 MM20-327 Liq Malignes Melanom Hauptpeak bei 150 bp n.a. nein
56 |[MA20-334 Liq Magen-Ca kein eindeutiger Peak n.a. ja
57  [BC20-335 Liq Bronchial-Ca Hauptpeak bei 150 bp balanciert nein
62 [BC21-352 Liq Bronchial-Ca kein eindeutiger Peak n.a. nein
65 MM21-367 Liq Malignes Melanom Hauptpeak bei 150 bp n.a. ja
66 BC21-395 Liq Bronchial-Ca Hauptpeak bei 150 bp balanciert nein
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Bioanalyzer-Profile (tumorspezifischer) exoDNA sind patientenspezifisch

Wird die Fragmentlangenverteilung der DNA aus tumor- und unspezifischen
Exosomen im Bioanalyzer-Profil betrachtet, Iasst sich fur jeden Patienten trotz der
unterschiedlichen Anreicherungsprotokolle jeweils ein individuelles Muster erkennen
(siehe Abbildung 13). Das Schema der tumorspezifischen Exosomen spiegelt das der
unspezifischen wider. Dieses Phanomen zeigt sich bei allen sieben Patienten, aus
denen tumor- und unspezifische exoDNA isoliert werden konnte. Aul3erdem belegt die
Darstellung von DNA-Fragmenten EpCAM/MCSP-positiven Exosomen erneut, dass

die Isolation tumorspezifischer Exosomen und deren DNA funktioniert hat.

=~ 35 exoDNA vs. EpCAM-exoDNA 5. 38 exoDNA vs. MCSP-exoDNA o 49 exoDNA vs. MCSP-exoDNA

35 100 200 300 400 500 700 2000 10380 [be] sl e e 600 1000 3000 10380 [bp] 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 ]

35 exoDNA vs. EpCAM-exoDNA

35 100 200 300 400 600 1000 3000 10380 [be)

7 66 exoDNA vs. EpCAM-exoDNA

Abbildung 13 Profile erstellt durch den Bioanalyzer 2100 High Sensitive Assay von Agilent Technologies. Die x-Achse gibt die
Fragmentldnge in bp an. Die y-Achse, die vom Bioanalyzer gemessene Spannung. Je héher der Peak, desto héher die
Konzentration der Fragmente. Die zwei Marker (Lower und Upper Marker) legen die untere (35 bp) und die obere (10380 bp)
Grenze fest. Dargestellt sind alle sieben Patienten, bei denen die DNA aus unspezifischen (jeweils in Rot) und mutmaflich
tumorspezifischen (jeweils in Blau) Exosomen isoliert wurden. Jeder Patient weist ein eigenes Exosomen-spezifisches Muster

auf.
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Analyten eines Patienten im Vergleich

Insgesamt stehen sieben Patienten zur Verfugung, von denen cfDNA, exoDNA und
tumorspezifische exoDNA untersucht werden konnte. Funf cfDNA-, zwei exoDNA- und
drei tumorspezifische exoDNA-Profile von diesen sieben Patienten sind auswertbar.
Patient Nr. 39 zeigt Aberrationen in der cfDNA und tumorspezifischen exoDNA
(vergleiche Abbildung 14 a). Die DNA aus unspezifischen Exosomen liefert ein
balanciertes Profil. Dies lasst sich vermutlich dadurch erklaren, dass der Grofteil der
exoDNA aus gesunden Zellen stammt und somit die DNA aus den Tumorzellen
uberlagert wird. Dieses Beispiel zeigt zum einen, dass die Isolation und Analyse von
tumorspezifischer exoDNA erfolgreich war und zum anderen, dass die cfDNA aus dem
gleichen Probenvolumen Uber das starkste und aussagekraftigste Profil verfugt.
AuRerdem durfte es sich bei dem CUP um ein Karzinom als Primartumor handeln, da
die Exosomen mittels EpCAM-spezifischer Antikorper isoliert wurden. In der
tumorspezifischen exoDNA zeigen sich dieselben Aberrationen wie in der cfDNA (mit
Pfeilen gekennzeichnet), jedoch weniger ausgepragt. Der Nachweis an aberranten
Profilen stimmt mit der mittels MRT gesicherten Diagnose Meningeosis Uberein.

Ein weiteres Beispiel fur eine erfolgreiche Isolation tumorspezifischer exoDNA liefert
Patient Nr. 34 (vergleiche Abbildung 14 b). Auch hier liegt sehr wahrscheinlich ein
Karzinom als Primartumor vor. Es werden dieselben Aberrationen wie in der cfDNA
detektiert. Die exoDNA besitzt nur ein sehr schwaches Profil, womit es aufgrund der
sehr geringen Count-Anzahl als nicht auswertbar gilt. Dennoch lassen sich angedeutet
dieselben aberranten Zuge wie in den anderen beiden Profilen erkennen (siehe rote
Pfeile). Nachdem laut Angaben die Diagnose eine Meningeosis fraglich war, konnte
dieser Nachweis an Tumor-DNA die Diagnostik weiter voran bringen.

Patient Nr. 35 besitzt ein balanciertes cfDNA-Profil. Die exoDNA, sowie die
tumorspezifischen exoDNA konnen aufgrund der zu groflen Streuung nicht
ausgewertet werden (siehe Abbildung 14 c). Bei diesem Patienten existieren zwei
cfDNA-Profile, da die Probe vor der Sequenzierung in kleinere (< 700 bp;
gekennzeichnet mit ,K*) und groRere (> 700 bp; gekennzeichnet mit ,G*) Fragmente
aufgetrennt wurde, um herauszufinden, ob die zirkulierende DNA aus Tumorzellen
gegebenenfalls in einer bevorzugten FragmentgroRe aufzufinden ist. Hier konnte in
keiner Fraktion ctDNA nachgewiesen werden. Auch histopathologisch und
radiologisch konnten keine Anhaltspunkte fur eine Meningeosis gefunden werden.
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34-CUP20-047Liq; Meningeosis per MRT/Histopathologisch hochverdachtig, aber nicht bewiesen
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Counts =1017 717; DLRS = 0.215560818555; R50-Wert = 49 cfDNA K - balanciert
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Chromosome

Counts =377 884, DLRS =0.510379821369; R50-Wert = 100 exoDNA — nicht auswertbar
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Chromosome

Patient: 35-MC20-056Liq; Meningeosis per MRT/Histopathologisch nicht bestatigt

Bei Patient Nr. 38 besitzt die tumorspezifische exoDNA eine sehr breite Streuung und
kann somit nicht in die Auswertung einflieRen. Wird sie jedoch mit der cfDNA
verglichen, lassen sich angedeutet mehrere Uberschneidungen in den Aberrationen
feststellen (siehe Pfeile). Dennoch liefert die cfDNA das deutlichste Ergebnis. Auch die
exoDNA generiert aufgrund der zu gro3en Streuung kein auswertbares Profil
(vergleiche Abbildung 14 d). Hier stimmen die Ergebnisse mit dem Vorliegen einer
Meningeosis neoplastica Uberein.

Patient Nr. 49 besitzt ein balanciertes cfDNA-Profil. Die tumor- und unspezifische
exoDNA kann aufgrund der zu grof3en Streuung nicht ausgewertet werden (Abbildung
14 e). Bei diesem Patienten gibt es zum Zeitpunkt der Probenentnahme kein
radiologisches oder histopathologisches Korrelat fur das Vorliegen einer Meningeosis.
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Patient: 38-MM20-076Liq; Meningeosis per MRT/Histopathologisch bestatigt
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Patient: 49-MM20-301Lig; Meningeosis per MRT/Histopathologisch nicht bestétigt
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cfDNA — nicht auswertbar
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Patient: 65-MM21-367Liq; Meningeosis per MRT/Histopathologisch bestatigt
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Patient: 66-BC21-395Liq; Meningeosis per MRT/Histopathologisch nicht bestatigt
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Abbildung 14 a-g Gegeniiberstellung aller generierten Genomprofile eines Patienten von cfDNA, exoDNA und
tumorspezifischer exoDNA. Falls eine cfDNA-Probe in kiirzere und léngere Fragmente aufgetrennt wurde, wurde dies mit den
Kiirzeln K’ fiir ,kurze Fragmente‘< 700 bp und ,G’ fiir ,grofSe Fragmente’> 700 bp versehen. Die zugehérige Patienten-ID findet
sich unter den Genomprofilen. Zur Erkldrung der Profile vergleiche Abbildung 8.

Eine Patientenprobe (Nr. 65) liefert aufgrund der viel zu geringen Count-Anzahl bei
keinem Analyten ein Ergebnis (vergleiche Abbildung 14 f), obwohl zum Beispiel bei
der cfDNA beste Voraussetzungen mit einer Konzentration von 1.525 ng/ul gegeben
waren. Somit versprechen hohe DNA-Konzentrationen nach Extraktion nicht
automatisch aussagekraftige Genomprofile. Bei Patient Nr. 65 bestatigte sich die
Diagnose Meningeosis neoplastica.

Patient Nr. 66 zeigt kein auswertbares cfDNA-Profil, jedoch balancierte Profile fur
tumor- und unspezifische exoDNA (vergleiche Abbildung 14 g). Wie es zu einem
balancierten Profil aus tumorspezifischer exoDNA kommen konnte, ist fraglich.
Moglicherweise finden sich zu einem geringen Anteil Exosomen aus EpCAM-positiven
Zellen nicht-maligner Herkunft (z.B. Hautzellen des Plattenepithels) im Liquor. Diese
Verschleppung der Zellen kdnnte sich bei der Punktion ereignet haben. Dabei handelt
es sich jedoch um reine Spekulation. Die balancierten Profile stehen jedoch mit der
Tatsache im Einklang, dass auch die Verdachtsdiagnose einer Meningeosis weder
radiologisch noch histopathologisch bestatigt wurde.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass von den sieben Liquorproben, aus denen
sowohl cfDNA als auch exoDNA und tumorspezifische exoDNA gewonnen werden
konnten, aus der cfDNA die aussagekraftigsten Profile hervorgehen. Auch die
tumorspezifischen exoDNA erwies sich in zwei Falle aufschlussreich. Hingegen zeigte
sich die unspezifische exoDNA als Marker mit der geringsten diagnostischen
Aussagekraft.

Bei den elf Patienten bei denen nur zwei Analyten (cfDNA vs. unspezifische exoDNA)
zur Verfugung standen, zeigte sich die exoDNA erneut als der am wenigsten hilfreiche
Parameter. Nur drei exoDNA-Proben (3 von 11; 27 %; Probe Nr. 15, 28, 57)
generierten ein auswertbares Genomprofil - allesamt balanciert. Die restlichen
exoDNA-Proben (8 von 11; 73 %; Probe Nr. 14, 28, 31, 46, 47, 48, 53, 56, 62) konnten
aufgrund zu grol3er Streuung oder einer zu geringen Count-Anzahl nicht ausgewertet
werden. Bei den Proben 46, 47 und 48 war die Ausgangsmenge an Material so gering,
dass weder eine Analyse noch die Generierung eines verwertbaren Datensatzes
moglich war. Somit steht zum Abgleich kein exoDNA Genomprofil zur Verfigung.
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In nur einem Fall (Probe Nr. 15) konnte die exoDNA ein auswertbares Profil liefern, die
cfDNA hingegen nicht (siehe Abbildung 15 a). Bei Patient Nr. 56 lasst sich sowohl in
der cfDNA als auch in der exoDNA ein aberrantes Muster erahnen, allerdings zahlt die
Probe aufgrund ihrer geringen Count-Anzahl zu den nicht auswertbaren Profilen (siehe
Abbildung 15 b). Bei allen Patienten, bei denen mindestens ein auswertbarer Analyt
vorlag (alle bis auf Probe Nr. 46 und 56), stimmt die Diagnose mit den erstellten
Genomprofilen Uberein. Eine vollstandige Auflistung aller Profile findet sich im Anhang.
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Patient: 56-MA20-334; Meningeosis per MRT/Histopathologisch bestatigt

Abbildung 15 Gegeniiberstellung der Genomprofile von cfDNA und exoDNA der Patienten mit laufender Nr. 15 und 56. a Bei
Patient Nr. 15 liefert die exoDNA ein auswertbares Profil, die cfDNA hingegen nicht, was in diesem Kollektiv die Ausnahme
bildet. b Die Profile von Patient 56 sind aufgrund der zu geringen Countanzahl nicht auswertbar, es lassen sich jedoch Gains
und Losses an denselben Stellen erahnen. Zur Erklédrung der Profile vergleiche Abbildung 8.

62



Groldteil der Ergebnisse stimmt mit den Angaben zur Diagnose Meningeosis
neoplastica Uberein

Nachdem sich in diesem Kollektiv auch Patienten befinden, bei denen allein der
Verdacht auf eine Meningeosis fur die Lumbalpunktion ausreichte, sollte mittels
Liquoranalyse Uberpruft werden, ob die hier generierten Ergebnisse mit der
Verdachtsdiagnose ubereinstimmen. Dafur wurde untersucht, ob mindestens einer der
Analyten eines Patienten (cfDNA, exoDNA oder tumorspezifische exoDNA)
genomische Kopienzahl-Aberrationen aufweist und gleichzeitig eine
histopathologische oder radiologische Sicherung der Diagnose vorliegt. Sich
deckende Resultate von bestatigter Meningeosis und Nachweis aberranter Profile
bzw. nicht bestatigter Diagnose und balancierten Profilen, liefert die Mehrheit der
Proben mit mindestens einem auswertbaren Analyten (18 von 29; 62 %; Probe Nr. 14,
15, 18, 24, 25, 28, 29, 31, 35, 38, 39, 47, 48, 49, 53, 57, 62 und 66).

Wiurden die objektiven Bewertungskriterien fur die CNA-Profile als zweitrangig
betrachtet, konnten drei (3 von 29; 10 %) weitere dieser Gruppe zugeordnet werden.
Bei diesen drei Patientenproben lassen sich aberrante Profile erahnen. Lediglich die
geringe Count-Anzahl war hier limitierender Faktor (Proben-Nr. 56, 58, 65).

Bei einer weiteren Patientenprobe (Probe Nr. 34) war der Verdacht hochgradig, jedoch
konnte weder die Bildgebung noch die Liquordiagnostik (Nachweis maligner Zellen)
die Diagnose sichern. Bei der Analyse des zellfreien Uberstandes konnten jedoch in
der cfDNA, exoDNA und der tumorspezifischen exoDNA Kopienzahl-Aberrationen
nachgewiesen werden. Dies unterstutzt den Verdacht, dass es sich dabei tatsachlich
um eine Meningeosis neoplastica handelt.

Bei lediglich vier Patienten (4 von 29; 14 %) stimmen die Angaben nicht mit den hier
ermittelten Ergebnissen Uberein. Patient Nr. 17, sowie Patient Nr. 21 und 55 besitzen
ein balanciertes cfDNA-Profil, obwohl die Diagnose Meningeosis letztlich bestatigt
wurde. Hier kdnnte wieder die Uberlagerung der ctDNA durch den weitaus gréReren
Anteil an DNA aus gesunden Zellen eine mogliche Erklarung liefern. Bei Patient Nr. 22
hingegen weist die cfDNA eindeutig ein aberrantes Profil auf, der Verdacht auf eine
Meningeosis konnte allerdings zum Zeitpunkt der Probenentnahme weder radiologisch
noch histopathologisch bestatigt werden. Mutmalilich war die Erkrankung noch nicht
weit genug fortgeschritten. Dies ist ein gutes Beispiel daflr, dass die Analyse der nicht-
zellularen Bestandteile des Liquors als erganzendes Verfahren zur Absicherung der
Diagnose dienen konnten.
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Die ubrigen drei Patienten (3 von 29; 10 %; Probe Nr. 16, 46, 64) generierten weder
auswertbare cfDNA- noch exoDNA-Genomprofile und koénnen somit fur diese
Gegenuberstellung nicht bertcksichtigt werden.
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laufende Nr.  Patienten-ID Prim G ofil || Meningeosis bestitigt
R e - enjn: ::se: Nein Tabelle 23 Vollstindige Auflistung aller

untersuchter  Patientenproben  mit
MC17-256 Liq Mamma-Ca aberrant h . S . b .
MC17-256 Liq M: Ca exoDNA nicht auswertbar zugenorigem equenzierergebnis

(aberrant vs. balanciert vs. nicht

15 SCLC18-0013 Li icht rtb NEIN ; ; H
q Small Cell Lung Cancer nicht auswertbar auswertbar. Die 1. Spalte glbt die
SCLC18-0013 Lig Small Cell Lung Cancer exoDNA balanciert ) )
laufende Nummer, die 2. Spalte die
16 MC18-0019 Liq Mamma-Ca nicht auswertbar JA Patienten-ID an. In der 3. Spalte ist der
17 MC18-0087 Liq Mamma-Ca balanciert JA Primdrtumor angeeren- Die 4. Spalte
zeigt, welche Analyten pro Patient zur
18 MC18-0123 Liq Mamma-Ca aberrant JA -
Verfiigung  standen und  welches
21 MC18-201 Lig Mamma-Ca balanciert A Genomprofil daraus resultierte (5.
22 CUP18-210 Liq Cancer of Unkown Prima aberrant NEIN Spalte) In der letzten S.palte erd
ersichtlich, ob letztlich eine
24 CC19-027 Liq Cancer of Unkown Primary aberrant JA Diagnosesicherung I"GdiOlOgiSCh oder
2 MM19-285liq  Malignes Melanom balanciert NEIN histomorphologisch gelang. Konnten im
MM19-285-Liq Malignes Melanom nicht auswertbar Bioana/yzer—Profil der CfDNA auch
28 MC19-339-Liq Mamma-Ca balanciert grojEere Fragmente ausgemacht
MC19-339-Liq Mamma-Ca nicht auswertbar NEIN Werden, wurden diese mit dem Protokoll
MC19-339-Liq Mamma-Ca exoDNA balanciert . .
aus 2.6. in kleinere Fragmente (< 700 bp)
29 MC19-355-Liq Mamma-Ca balanciert NEIN und gréjgere Fragmente (> 700 bp )
MC19-355-Liq Ca balanciert
aufgetrennt.
31 SCLC19-370 Liq Small Cell Lung Cancer balanciert NEIN
SCLC19-370 Liq Small Cell Lung Cancer exoDNA nicht auswertbar
34 CUP20-047 Lig Cancer of Unkown Primary H aberrant
CUP20-047 Liq Cancer of Unkown Primary exoDNA nicht auswertbar NEIN
CUP20-047 Lig Cancer of Unkown Primary | EpCAM exoDNA aberrant
35 MC20-056 Liq Mamma-Ca balanciert
MC20-056 Liq Mamma-Ca balanciert NEIN
MC20-056 Liq Mamma-Ca exoDNA nicht auswertbar
MC20-056 Liq Ca EpCAM exoDNA | nicht auswertbar
38 MM20-076 Liq Malignes Melanom _ aberrant
MM20-076 Liq Malignes Melanom exoDNA nicht auswertbar JA
MM20-076 Liq Iif | MCSP exoDNA | nicht auswertbar
39 CUP20-080 Liq Cancer of Unkown Primary _ aberrant
CUP20-080 Liq Cancer of Unkown Primary exoDNA balanciert JA
CUP20-080 Liq Cancer of Unkown Primary | EPCAM exoDNA aberrant
46 MC20-250 Liq Malignes Melanom nicht auswertbar NEIN
MC20-250 Liq Iif | exoDNA nicht auswertbar
47 BC20-273 Liq Bronchial-Ca balanciert NEIN
BC20-273 Liq Bronchial-Ca exoDNA nicht auswertbar
48 BC20-279 Liq Bronchial-Ca balanciert NEIN
BC20-279 Liq Bronchial-Ca exoDNA nicht auswertbar
49 MM20-301 Liq Malignes Melanom balanciert
MM20-301 Liq Malignes Melanom exoDNA nicht auswertbar NEIN
MM20-301 Liq Mali I MCSP exoDNA | nicht auswertbar
53 MM20-327 Liq Malignes Melanom balanciert NEIN
MM20-327 Liq Mali | exoDNA nicht auswertbar
55 MC20-028 Liq Mamma-Ca nicht auswertbar JA
MC20-028 Liq M Ca balanciert
56 MA20-334 Liq Magen-Ca nicht auswertbar JA
MA20-334 Liq Magen-Ca exoDNA nicht auswertbar
57 BC20-335 Liq Bronchial-Ca balanciert
BC20-335 Liq Bronchial-Ca nicht auswertbar NEIN
BC20-335 Liq Bronchial-Ca exoDNA balanciert
58 MM20-337-Liq Mali | nicht auswertbar JA
62 BC21-352 Liq Bronchial-Ca balanciert
BC21-352 Liq Bronchial-Ca nicht auswertbar NEIN
BC21-352 Liq Bronchial-Ca exoDNA nicht auswertbar
64 MC21-362 Liq Mamma-Ca nicht auswertbar JA
MC21-362 Liq Ca DNA Probe verloren
65 MM21-367 Liq Malignes Melanom nicht auswertbar
MM21-367 Liq Malignes Melanom exoDNA nicht auswertbar JA
MM21-367 Liq Malij | MCSP exoDNA | nicht auswertbar
66 BC21-395 Liq Bronchial-Ca nicht auswertbar
BC21-395 Liq Bronchial-Ca nicht auswertbar NEIN
BC21-395 Liq Bronchial-Ca exoDNA balanciert
BC21-395 Liq Bronchial-Ca EpCAM exoDNA balanciert
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5. Diskussion

5.1. Einflussfaktoren auf die gemessenen cfDNA-Konzentrationen

Der Durchschnittswert, der gemessenen cfDNA-Konzentrationen, lag bei 0.351 ng/ul
mit Hochstwerten von 0.744 ng/ul und 1.525 ng/ul bezogen auf das ursprungliche
Probenvolumen (vergleiche Tabelle 19). Das ist fast doppelt so hoch als die
angegebenen Referenzwerte der Blutplasmaproben Krebskranker von Barbany et al.
mit durchschnittlich 0.180 ng/ul (Barbany et al., 2019). Rein spekulativ mussten die
Werte im Liquor eigentlich niedriger als im Blut liegen, da dort fur gewohnlich viel
weniger Zellen als in der Blutbahn vorhanden sind.

Hiervon berichten auch Arbeiten wie beispielsweise Pan et al. Dabei wurden die
cfDNA-Konzentrationen im Liquor und im Blutplasma von insgesamt zehn Patienten
(Sieben mit soliden ZNS-Tumoren und drei mit Meningeosis) untersucht. Es stellte sich
heraus, dass die durchschnittlichen cfDNA-Konzentrationen im Liquor geringer als die
im Blutplasma ausfielen, jedoch war die Detektion von Mutationen aus den
Liquorproben am aussagekraftigsten (Pan et al., 2015). Auch Fitzpatrick et al. wies im
Lumbalpunktat von Brustkrebspatientinnen mit Meningeosis carcinomatosa geringere
cfDNA-Spiegel als in den Plasmaproben nach. Jedoch wurden Werte mit einer
ausgepragten Varianz zwischen 0.00398 ng/ul bis 1.363 ng/ul verzeichnet (Fitzpatrick
et al., 2022), in dessen Bereich sich auch die Ergebnisse dieser Arbeit einordnen
lassen. Hingegen berichten Angus et al. sowie Wu et al. Uber weitaus geringere
Konzentrationen (Median 0.00517 ng/ul bei Angus et al., 2021; 0.00175 ng/ul bei Wu
etal., 2022). Bei allen Patientinnen und Patienten lag eine Meningeosis carcinomatosa
vor. Diese Beispiele zeigen, wie variabel die Werte der cfDNA im Liquor sein kdnnen.
Fur eine vergleichende Analyse bezuglich der cfDNA-Konzentrationen im Blutplasma
stand fur diese Arbeit kein Material zur Verfugung.

Ein Grund fur die angestiegenen cfDNA-Konzentrationen im Liquor kdnnte das bereits
fortgeschrittene Krankheitsgeschehen sein. Maligne bzw. entzindliche Prozesse
lassen die Zellzahl dort rasch in die Hohe schnellen. Dadurch lie3en sich auch die
erhohten Werte der Patienten ohne radiologisch oder histopathologisch
nachgewiesene leptomeningeale Metastasierung erklaren. Schlie3lich wird nicht nur
Tumor-DNA, sondern die Gesamt-cfDNA (z.B. in Folge einer Aktivierung des

Immunsystems bei einer Entzindung) isoliert.
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Ferner fallt auf, dass neun cfDNA-Proben in diesem Kollektiv nach deren Extraktion
keine messbaren Konzentrationen aufweisen (vergleiche Tabelle 19). Bei den sehr
geringen Mengen an cfDNA im Liquor reichen bereits kleine Abweichungen bei der
Bearbeitung der Proben aus, um die Qualitat und Aussagekraft der Ergebnisse
malfdgeblich zu beeintrachtigen. Es muss also an eine herabgesetzte Reliabilitat bei
der cfDNA-Extraktion gedacht werden. Letztendlich konnten jedoch alle cfDNA-Proben

nach der Amplifikation fur die Sequenzierung verwendet werden.

5.2. Nicht-zellulare Bestandteile des Liquors als erganzendes Diagnostikum
Wie eingangs erwahnt, ist die Diagnostik einer Meningeosis schwierig. Durch unklare
MRT-Befunde und unspezifische Symptomatik kann sie auch Ubersehen werden. Dies
konnte die von den Angaben abweichenden CNA-Profile erklaren, da es Patienten
gibt, die trotz nicht nachgewiesener Diagnose aberrante Profile besitzen. Womaoglich
war die Erkrankung zu diesem Zeitpunkt noch nicht weit genug fortgeschritten, um in
einer Bildgebung oder als Tumorzellen im Liquor den entscheidenden Hinweis zu
liefern. Selbst die balancierten Profile konnten als Hilfestellung zum Ausschluss einer
Meningeosis dienen.

Diese Arbeit hat gezeigt, dass sich die Untersuchung der nicht-zellularen Bestandteile
des Liquors als erganzendes diagnostisches Verfahren einer Meningeosis eignen
kann. Insbesondere die cfDNA-Analyse stellt eine sehr sensitive Methode dar, die
bereits bei geringen Probenvolumina vielversprechende Ergebnisse erzielt. Sicherlich
konnen damit nicht alle Patienten identifiziert werden, allerdings wurde die Sensitivitat
und Spezifitat durch eine Kombination aus MRT, Histopathologie und Lumbalpunktion
deutlich gesteigert werden. Fitzpatrick et al. ordnet die cfDNA-Analyse sogar als
Diagnostikum mit der hochsten Sensitivitat verglichen mit MRT (76-86 %) oder Liquor-
Zytologie (45-67 % bei der ersten, 80-89 % nach wiederholten Punktionen) ein. Der
Nachweis von malignen Zellen im Liquor hat zwar eine Spezifitat von 100 %, geht
jedoch mit einer hohen Rate an falsch-negativen Ergebnissen einher. Durch die
cfDNA-Analyse konnten auch alle Meningeosis-negativen Patientinnen und Patienten
korrekt identifiziert werden (Fitzpatrick et al., 2022).

Im Gegensatz dazu weist die unspezifische exoDNA in diesem Kollektiv aufgrund der
unzureichenden Datenqualitat die geringste diagnostische Aussagekraft auf. Die
Analyse der tumorspezifischen Exosomen zeigt vielversprechendes Potential, setzt
jedoch die vorherige Optimierung der Isolationsmethode voraus (vergleiche Abschnitt
5.7.).
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5.3. Schwierige Einordnung von Genomprofilen

Grundsatzlich gibt es objektive Bewertungskriterien, ob ein Profil allgemein als
auswertbar gilt oder nicht. Hierbei sind die Grenzen klar definiert (Count-Anzahl > 200
000, R50-Wert > 50, Spread/DLRS < 0.35). Allerdings liegen in diesem Kollektiv
mehrere Profile vor, bei denen die Kriterien formal nicht erfullt sind, aber dennoch eine
Tendenz in eine Richtung erkennen lassen. Somit konnten Profile wie z.B. von Patient
Nr. 56 (Abbildung 8 d) trotzdem als aberrant eingeordnet werden, obwohl zu wenig
Counts gezahlt werden. Manchmal erlaubt erst die Zusammenschau mehrerer
Analyten eines Patienten eine Aussage daruber, ob es sich um DNA aus malignen
Zellen handeln konnte. Ein Beispiel hierfur zeigt Patient Nr. 65 (Abbildung 14 f). Alle
drei Profile kbnnen aufgrund der viel zu niedrigen Count-Anzahl eigentlich nicht
ausgewertet werden, jedoch weisen alle dieselbe Aberration auf Chromosom 8 auf. Es
ist nur ein vager Verdacht, dass es sich hierbei um ein aberrantes Profil und folglich
um eine Meningeosis handeln konnte. Die Aussagekraft ist jedoch stark eingeschrankt
und erlaubt keinesfalls eine Sicherung der Diagnose.

Ein weiterer Grenzfall ist das Vorliegen unebener Profile wie z.B. von Patient Nr. 31
(Anhang). Dieses weist Zuge eines aberranten, als auch balancierten Profils auf und
kann somit nicht einfach einer Gruppe zugeordnet werden. Es muss also jedes Profil
individuell analysiert und bewertet werden. Die Erfahrung des Betrachters spielt dabei
eine wesentliche Rolle. Diese Beispiele zeigen, wie uneindeutig die einzelnen Profile
erscheinen konnen und wie komplex ihre objektive Beurteilung trotz vorliegender

Bewertungskriterien ist.

5.4. Mogliche Griinde fur die hohe Anzahl an balancierten Profilen

Nachdem bei den Patienten bereits der Verdacht auf eine Meningeosis fur eine
Liquorpunktion genugte, befinden sich auch Proben in diesem Kollektiv, die zum
Zeitpunkt der Entnahme keine gesicherte Diagnose aufwiesen. Dies konnte eine
Erklarung fur die hohe Anzahl an balancierten CNA-Profilen abgeben. Von den
insgesamt 29 Patienten konnte bei knapp der Halfte (16 von 29; 55 %) letztlich keine
Meningeosis radiologisch oder histopathologisch gesichert werden (vergleiche hierfur
Tabelle 19). Daruber hinaus ist es moglich, dass das Tumorwachstum bzw. die
Metastasierung und damit die Freisetzung von ctDNA bei einigen Patienten noch nicht
genug ausgepragt war. Damit ware der Anteil an ctDNA im Genomprofil von cfDNA
aus gesunden Zellen einfach Uberdeckt worden. Wie bereits in der Einfuhrung

erwahnt, befinden sich im Liquor normalerweise - im Gegensatz zu Blut - relativ wenige

68



Zellen. Hiermit sollte sich der Effekt an ,storenden®, gesunden Zellen, welche die
Analyse der ctDNA Uberlagert, minimieren. Allerdings muss bedacht werden, dass es
sich bei den entnhommenen Proben nicht um Liquor von Gesunden, sondern um
Proben von Patienten mit Pathologien handelt. Dies konnte dazu fuhren, dass sich
vermehrt Zellen (z.B. Immunzellen) im Liquor befinden, die ebenfalls cfDNA freisetzen
und somit die Analyse der Tumor-DNA erschweren. Bisher gibt es keine Studien, die
diesen Effekt im Liquor beschreiben, im Blutplasma hingegen schon. Anhand von
Methylierungsmustern wurde von Fox-Fisher et al. die Dynamik der cfDNA-Spiegel aus
Immunzellen im Blutplasma untersucht. Es konnte eine Erhohung der freigesetzten
cfDNA aus Immunzellen bei bestimmten immunologischen Prozessen im Korper wie
z.B. nach einer Influenza-Impfung oder wahrend einer akuten Entzindung der

Speiserohre beobachtet werden (Fox-Fisher et al., 2021).

5.5. Anreicherung von ctDNA in klirzeren oder langeren cfDNA-Fragmenten?

Es wird angenommen, dass es bei Karzinomen durch den hohen Zellumsatz vermehrt
zu Nekrosen kommt (Kustanovich et al., 2019; Schwarzenbach et al., 2013), aber
verhalt es sich auch so mit deren Metastasen? Falls ja, ware - rein hypothetisch - im
Liquor eine hohe Menge nekrotischer Tumor-DNA zu erwarten, die sich als lange DNA-
Fragmente nachweisen lie3en. Auch die Lokalisation der zugrunde gehenden Zellen
im Tumor kann Einfluss auf das Vorkommen der ctDNA haben. Laut Majno et al.
sterben Zellen am Tumorrand eher an Apoptose und Zellen im Inneren des Tumors
eher an Nekrose (Majno et al., 1995). Womoglich konnten sich auch Zellen aus dem
Liquor - insbesondere Tumorzellen — &hnlich verhalten. All diese Uberlegungen
sprachen dafur, auch unter den langeren Fragmenten nach Tumor-DNA zu suchen, so
dass ein Kollektiv mit den zehn Proben, die eine erhdhte Anzahl an Fragmenten > 700
bp enthielt, erstellt wurde (Probe Nr. 25, 28, 29, 35, 46, 47, 55, 57, 62 und 66). Bei 9
der 10 analysierten Proben handelte es sich um Liquor von Karzinompatienten
(Mamma- und Bronchial-Ca), jedoch wurde letztlich nur bei einem Patienten die
Diagnose einer Meningeosis neoplastica per MRT oder histopathologisch bestatigt.
Damit Iasst sich offenbar erklaren, weshalb sich weder in den groReren noch in den
kleineren Fragmenten Tumor-DNA nachweisen lieR. Alle ausgewerteten Profile
stellten sich balanciert dar (vergleiche Tabelle 23). Allerdings wurden mit dem hier
angewendeten Protokoll kaum Fragmente > 1000 bp amplifiziert, da die
Elongationszeit nur sehr kurz (30 s) ist. Die DNA aus Tumorzellen konnte sich
demnach - rein spekulativ - weiterhin in den hier nicht amplifizierten Abschnitten
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aufhalten. Vielleicht wirde eine Verlangerung der Elongationszeit die Detektionsrate
an ctDNA erhdhen. Eine weitere Herausforderung fur die Auswertung dieses
Experiments bilden die z.T. sehr niedrigen DNA-Konzentrationen nach der
Fragmentauftrennung. Vorwiegend in der Fraktion mit den langen DNA-Abschnitten
konnte bei vielen kein verwertbares Genomprofil generiert werden.
Zusammenfassend war dieses Konzept der Fragmentauftrennung noch nicht weit
genug ausgereift, um eine finale Schlussfolgerung daraus abzuleiten. Es ware sinnvoll
gewesen, Patienten mit gesicherter Diagnose Meningeosis neoplastica
heranzuziehen. Diese Daten lagen zu Beginn des Experiments noch nicht vor. Das
hier gewahlte Patientenkollektiv erlaubt somit keine Beantwortung der oben
aufgefuhrten Fragestellung.

5.6. Aspekte, die bei der Auswertung mitberticksichtigt werden mussen

Laut einer Arbeit von Fernando et al. aus 2017 ist ein Grof3teil der cfDNA (bis zu 90%)
mit Exosomen assoziiert. Entweder haftend an deren Oberflache oder frei im
Vesikellumen (Fernando et al., 2017). Lie3e man den Schritt des DNase-Verdaus nach
der Exosomen-Extraktion weg, wurde auch die an Vesikel-gebundene DNA fur die
Sequenzierung erhalten bleiben und die DNA-Ausbeute konnte weiter erhoht werden.
Das heildt jedoch auch umgekehrt, dass bei der Analyse von cfDNA eigentlich
gleichzeitig exoDNA mitanalysiert wird, da im ersten Schritt des Extraktionsprotokolls
eine Lyse von Proteinen und Lipiden stattfindet. Hiermit wird die Membran der Vesikel
geoffnet und die darin enthaltene exoDNA freigesetzt. Zumal die exoDNA einen sehr
geringen, meist nicht messbaren Teil ausmacht, wurde dies fur die Beurteilung der
cfDNA weitestgehend vernachlassigt. Das Bioanalyzer-Profil der cfDNA stellt also
eigentlich eine Uberlagerung aus cfDNA und exoDNA dar.

5.7. Hinweise zu den Oberflachenantigenen, welche zur Exosomen-Isolation
dienten

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass jeder Patient ein individuelles Bioanalyzer-Profil
der (tumorspezifischen) exoDNA besitzt. Dies liegt vermutlich daran, dass bei der
Isolation unspezifischer Exosomen durch die Verwendung von Membranmarkern
automatisch auch tumorspezifische abgetrennt und mitanalysiert wurden.

Dennoch ist fraglich, wie es bei der EpCAM-exoDNA eines Patienten (Nr. 66) zu einem
balancierten Genomprofil kommen konnte. Moglicherweise kam es bei der Punktion
zu einer Verschleppung der auf3ersten Hautzellen in den Liquor. Diese sind ebenfalls
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epithelialen Ursprungs und tragen EpCAM auf ihrer Oberflache. Um zu beweisen,
dass es sich tatsachlich um isoliete Exosomen handelt, ware eine
elektronenmikroskopische Aufnahme aufschlussreich gewesen, sowie bei Ruhen et al.
oder Lee at al. (Ruhen et al., 2020; Lee at al., 2018). Noch besser ware eine Methode,
welche rein tumorspezifischen Oberflachenproteine auf den Exosomen darstellt, um
zu zeigen, dass es sich auch wirklich um Exosomen aus Tumorzellen handelt. Dies
lasst sich jedoch wahrscheinlich kaum umsetzen, da auch viele gesunde Zellen diese
Proteine exprimieren und es bei Krebszellen lediglich zu einer Uberexpression kommt
(Hanahan & Weinberg, 2011). Somit darf streng genommen auch nicht von
tumorspezifischen, sondern eher von tumorassoziierten Proteinen gesprochen werden
(MSD Manuals, 2024).

5.8. Weitere Methoden zur Exosomen-Isolation

Einige Arbeitsgruppen, die sich ebenfalls mit der Isolation von Exosomen befassen,
setzen auf eine Isolierung mit Hilfe von Ultrazentrifugation. Zuerst werden Zellpellet
und -debris bei niedriger Geschwindigkeit abgetrennt, dann erfolgt die Aufreinigung
der Vesikel bei unterschiedlich starker Zentrifugation. Je hoher die Geschwindigkeit,
desto kleiner der Durchmesser der erworbenen Vesikel (100 000 - 120 000 g fur
Exosomen; 10 000 - 20 000 g fur Mikrovesikel und Oncosomen). Allerdings erweist
sich diese Methode als leicht storanfallig und nicht sehr effizient, um eine bestimmte
Subgruppe an Vesikeln zu extrahieren (Minciacchi et al., 2015). Ferner gelangen bei
zu langer Zentrifugation auch viele Proteine in das Pellet, weshalb sich unreine
Exosomen-Isolate ergeben konnen (Cvjetkovic et al., 2014). Aulderdem kdnnen die
Vesikel durch die hohen Geschwindigkeiten bei der Zentrifugation auch beschadigt
werden (Sidhom et al., 2020).

Lange Zeit stellte die Ultrazentrifugation den Goldstandard in der Exosomen-Isolation
dar. Bis 2015 wurde sie in uber 80 % aller Isolationen verwendet. Danach etablierten
sich modernere Methoden wie beispielsweise die Dichtegradientenzentrifugation,
Grollenausschluss-Chromatographie (SEC = Size-exclusion-Chromatography) oder
die Isolation mit Hilfe von Antikorpern, welche sich gegen Oberflachenproteine der
Exosomen richten (Sidhom et al., 2020). Laut dem Review von Sidhom et al.
reprasentiert die SEC die beste Methode zur Exosomen-Isolation. Im Prinzip werden
die Vesikel ihrer GroRe nach durch unterschiedlich gro3e Poren in einer Saule
abgetrennt. Dabei werden zuerst die grof3eren Partikel eluiert, gefolgt von immer
kleiner werdenden Vesikeln und letztendlich nicht-gebundenen Proteinen. GrolRer
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Vorteil dieser Methode ist, dass nur sehr wenig Probenvolumen bendtigt wird. Bei
Liquor reichen bereits 100 ul aus. AuRerdem werden die Exosomen bei der Extraktion
nicht beschadigt und die isolierte Fraktion ist Uberwiegend frei von stérenden Proteinen
(Sidhom et al., 2020). Nachdem viele exoDNA-Proben in diesem Kollektiv aufgrund
von zu geringer Konzentration und/oder mangelnder Probenreinheit nicht zur Wertung
hinzugezogen werden konnten, wurde dies eine alternative Methode zur Exosomen-
Isolation darstellen. Allerdings konnen durch diese Methode keine tumorspezifischen
Exosomen isoliert werden, da lediglich eine Auftrennung nach GroR3e erfolgt.

Vagner et al. fanden heraus, dass sich die Mehrheit der Tumor-DNA in groRen
Vesikeln (L-EVs = large extracellular vesicles) aufhalt (Vagner et al., 2018). Diese
sogenannten Oncosomen besitzen einen Durchmesser von 1-10 um (10 bis 100-fach
groler als normale Exosomen) und kommen beim Gesunden praktisch nicht vor
(Minciacchi et al., 2015; Vagner et al., 2018). Rein spekulativ konnte die Isolation von
Exosomen anhand ihrer Grof3e auch die Analyse von tumorspezifischen Exosomen in
Blutproben vorantreiben, nicht nur die Extraktion anhand bestimmter
Oberflachenmarker.

Ein Beispiel fur die erfolgreiche Isolation von Exosomen maligner Herkunft mittels
Antikorper zeigt ein Versuch von Greening et al. Hierbei wurden tumorspezifische
Exosomen mit Hilfe von magnetisch markierten EpCAM-Antikorpern in einem
Zellmodel aus der Kolonkarzinom-Zelllinie LIM1863 extrahiert. Die Antikdrper richteten
sich gegen das Oberflachenprotein EpCAM auf den Exosomen. Im Vergleich zur
Ultrazentrifugation und Dichtegradientenzentrifugation erzielte diese Methode die
besten Ergebnisse hinsichtlich Reinheit des Exosomen-Isolats und Nachweis der
Proteinzusammensetzung in den Vesikeln (Greening et al., 2015).

In dieser Arbeit konnte nach ahnlichem Prinzip wie bei Greening et al.
tumorspezifische Exosomen aus Liquorproben von Patienten gewonnen werden.
Durch die Generierung von aberranten Genomprofilen wurde sogar bestatigt, dass es
sich tatsachlich um die DNA aus tumorspezifischen Exosomen handelt.

5.9. cfDNA als Verlaufsparameter einer Erkrankung

Der Nutzen des zellfreien Uberstandes aus Liquor wird derzeit noch nicht voll
ausgeschopft. Er Dbesitzt zweifellos den Charakter eines aufstrebenden
Diagnostikums, welches sogar Aussagen hinsichtlich des Verlaufs einer Erkrankung

ermoglichen konnte.
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Li et al. untersuchten in ihrer Studie, inwiefern sich der Anteil an mutierter DNA unter
laufender Therapie mit einem BRAF-Inhibitor und Bestrahlung bei einem Melanom-
Patienten mit Meningeosis auswirkt (BRAF V600E-Mutation). Hierfir wurden Uber
einen Zeitraum von sechs Monaten, neun Liquorproben entnommen. In den ersten
sechs konnte eine deutliche Reduktion der ctDNA beobachtet werden (von anfangs 53
% auf 0 %). Nach drei Monaten waren erneut Symptome zu verzeichnen, vereinbar
mit einem Anstieg an ctDNA (Li et al., 2016). Zu diesem Ergebnis kommen auch Bobillo
et al. Hier wurden die Konzentrationen der ctDNA in Lumbal- und Plasmaproben bei
Patienten mit ZNS-Lymphomen verglichen. Interessanterweise wies die ctDNA aus
dem Liquor auf einen Zusammenhang zwischen Erkrankungsfortschritt und ctDNA-
Spiegel hin, wohingegen in den Plasmaproben aufgrund der bereits anfangs zu
geringen ctDNA-Konzentrationen keine relevanten Anderungen detektiert werden
konnten (Bobillo et al., 2021).

Ein Beispiel dafur, dass auch Plasmaproben bei bestimmten Tumorentitaten zum
Monitoring hinzugezogen werden konnen, liefert Sanmamed et al. Hierbei handelte es
sich um 20 fortgeschrittene Melanom-Patienten, bei denen die Konzentrationen von
BRAF V600E-ctDNA zu unterschiedlichen Zeitpunkten unter Behandlung mit BRAF-
Inhibitoren analysiert wurde. Wahrend den ersten Therapiemonaten zeigte sich auch
hier ein Ruckgang der ctDNA-Spiegel, welche sich bei Fortschreiten der Erkrankung
wieder erhohten. Aullerdem wiesen niedrige ctDNA-Spiegel auf ein langeres
progressionsfreies Uberleben hin (27.7 Monate im Vergleich zu 8.6 Monaten bei hohen
ctDNA-Konzentrationen) (Sanmamed et al., 2015).

Diese Beispiele zeigen, dass mit Hilfe von minimalinvasiven Methoden wie einer
Lumbalpunktion oder Blutprobe fruhzeitig Treibermutationen detektiert und ggf.
rechtzeitig Therapiednderungen vorgenommen werden konnen. Zudem gewahrt die
cfDNA bzw. deren Konzentration an Tumor-DNA einen Ausblick Uber die Prognose

der Patientinnen und Patienten.

5.10. Wer ist nun der bessere Biomarker? - Eine Gegenuberstellung der
verschiedenen Analyten

Werden cfDNA, exoDNA und tumorspezifische exoDNA miteinander verglichen, ergibt
sich folgende Schlussfolgerung: Die Mehrheit an auswertbaren Genomprofilen geht
aus der cfDNA hervor. Sie verspricht auch bei geringen Probenvolumina uberwiegend
aussagekraftige Profile und scheint deshalb die CTC-Diagnostik gut erganzen zu
konnen. Hingegen scheint zu jetzigem Zeitpunkt die Analyse der DNA aus
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unspezifischen Exosomen nicht sehr vielversprechend zu sein. Mehr als die Halfte der
Profile sind mit der hier verwendeten Herangehensweise nicht auswertbar (vergleiche
Abbildung 10).

In einer Studie von Ruhen et al. aus 2020 wurden cfDNA und exoDNA einer
Mammakarzinom-Patientin genauer untersucht. Dafur wurden Blutproben Uber einen
Zeitraum von 7 Monaten gesammelt und analysiert, um zu beobachten, wie sich die
CNAs im Verlauf der Erkrankung entwickeln. Es zeigte sich bei beiden Analyten eine
Zunahme der Aberrationen mit Progress des Tumors, jedoch vordringlich bei der
cfDNA. Auch hier besitzt sie eine hohere Sensitivitat als die DNA aus Exosomen. Die
im Durchschnitt viel niedrigeren exoDNA-Konzentrationen konnten eine mogliche
Erklarung hierfur liefern (Ruhen et al., 2020), denn eigentlich gelten Exosomen
gleichermal3en als aufstrebende Biomarker und Alternative zur cfDNA. Die darin
enthaltene DNA ist durch die Vesikelmembran vor Umwelteinflissen und vorzeitigem
Nukleaseabbau besser geschutzt und somit langer stabil (Jin et al., 2016; Ruhen et
al., 2020). Sie sind in der Lage, das Immunsystem zu ihren Gunsten zu drosseln
(Zhang & Grizzle, 2011) und konnen das komplette Genom ihrer Ursprungszelle
abbilden. Es wurden doppelstrangige DNA-Fragmenten mit bis zu 10 000 bp
nachgewiesen, welche Mutationen des Tumors enthalten (Vagner et al., 2018). Um
also an mehr genetische Information zu gelangen, missen zum einen die Methoden
zur Exosomen-lsolation optimiert und zum anderen die Elongationszeit der
Amplifikation verlangert werden.

In einer Arbeit von Lee et al. wurde im Urin von neun Patienten mit Urothelkarzinom
exoDNA und cfDNA nachgewiesen. Obwohl die Konzentrationen an exoDNA geringer
ausfielen, zeigten beide Analyten fast deckungsgleich dieselben CNVs wie sie auch
im Tumor gefunden wurden. In dieser Studie wird die exoDNA aufgrund der Instabilitat
der cfDNA als geeigneterer Marker gewertet (Lee et al., 2018).

Schlussendlich ware die Analyse der nicht-zellularen Bestandteile des Liquors am
erfolgversprechendsten, wenn diese nicht einzeln, sondern kombiniert stattfinden
wurden. Um das Potential exosomaler DNA weiter auszuschopfen, konnten in Zukunft
gepoolte Marker (z.B. EpCAM plus CD9, CD63 und CD81) zur Exosomen-Isolation
verwendet werden, da zu jetzigem Zeitpunkt ein Marker allein nicht ausreicht.
Aulerdem konnte der anschlieliende DNase I-Verdau eingespart werden, um aus dem
Uberstand die restliche cfDNA zu isolieren, welche primar frei und nicht an Vesikel
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gebunden vorliegt. Durch diesen Ansatz lieBe sich auch bei begrenztem

Probevolumen ein maximaler Ertrag erzielen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass sich eine Lumbalpunktion und die Analyse dessen
nicht-zellularer Bestandteile erganzend — aber nicht alleinig - zur Diagnostik einer
Meningeosis neoplastica eignet. Es gibt Falle, bei denen die Diagnose bereits als
bestatigt galt, mit der Analyse des zellfreien Uberstands jedoch nur balancierte Profile
erzeugt wurden. Wenn moglich, sollten immer mehrere Analyten zur Fragestellung
hinzugezogen werden, da es Falle gibt, bei denen entweder nur die cfDNA oder die
(tumorspezifische) exoDNA Hinweise auf Aberrationen gibt. Optimal ware eine
gepoolte Analyse der verschiedenen Analyten.
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Schlussfolgerung und Ausblick

Um den hochsten Informationsgewinn uber die Heterogenitat eines Tumors zu
erhalten, sollte eine gemeinsame Analyse von cfDNA und exoDNA aus gepoolten
Markern erfolgen. Damit lassen sich gegebenenfalls frihzeitig — z.B. im Sinne eines
Screenings - Hinweise auf ein bosartiges Geschehen erkennen und eine rechtzeitige
Diagnosestellung vorantreiben. Dies konnte den Patientinnen und Patienten bessere
Aussichten auf Therapieerfolge gewahren. Denn wird die Meningeosis zeitnah
erkannt, ist ein schnellstmoglicher Therapiebeginn der wichtigste Faktor zur
Verhinderung eines rasch voranschreitenden neurologischen Defizits. Die komplexe
histopathologische und radiologische Diagnosesicherung wurde damit erganzt
werden.

Die Analyse der nicht-zellularen Bestandteile steht noch am Anfang, sie besitzt jedoch
das Potenzial sehr breit in vielen Bereichen der Medizin eingesetzt zu werden und die
Prognose Erkrankter maldgeblich zu verbessern.
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7. Anhang

7.1. Bioanalyzer-Profile

Auflistung aller generierten Bioanalyzer-Profile durch den Bioanalyzer 2100 High
Sensitive Assay von Agilent Technologies. Die x-Achse gibt die Fragmentlange in bp
an. Die y-Achse, die vom Bioanalyzer gemessene Spannung. Je hoher der Peak,
desto hoher die Konzentration der Fragmente. Die zwei Marker (Lower und Upper
Marker) legen die untere (35 bp) und die obere (10380 bp) Grenze fest.

7.1.1. cfDNA-Bioanalyzer-Profile

Fast alle cfDNA-Proben (27 von 29) besitzen ein Nukleosomen-typisches Muster, bei
denen sich der Hauptpeak entweder bei 200 oder 400 bp befindet. Nur zwei (2 von 29)
Proben zeigen kein Nukleosomen-typisches Muster. Eine Probe besteht aus einem
einzelnen Peak bei ca. 250 bp (Probe Nr. 16) und die andere besitzt eine gleichmallige
Verteilung von Fragmenten unterschiedlicher Lange ohne erkennbaren Peak (Probe
Nr. 62). Alle Proben, die eine erhohte Anzahl an grofieren DNA-Stucken mit einer
Lange von uber 500 bp enthalten (10 von 29), wurden Rot umkreist. Diese wurden vor
der Sequenzierung in zwei Fraktionen </> 700 bp aufgetrennt (Probe Nr. 25, 28, 29,
35, 46, 47, 55, 57, 62, 66). Alle Proben, welche eine erhohte Anzahl an Fragmenten <
150 bp zeigen, wurden Blau umkreist (Probe Nr. 25, 28, 29, 31, 34, 35, 46, 47, 49, 55,
56, 57, 62 und 66).
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Abbildung 16 Abbildung aller cfDNA BA-Profile
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7.1.2. cfDNA-Bioanalyzer-Profile nach Fragmentauftrennung

Alle cfDNA-Bioanalyzer-Profile nach Auftrennung in kiirzere (< 700 bp) und gréRere (>
700 bp) Fragmente.
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Abbildung 17 Auflistung aller BA-Profile nach Fragmentauftrennung
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7.1.3. exoDNA Bioanalyzer-Profile

Von den 18 Profilen haben 12 ihren Hauptpeak bei 150 bp, davon haben drei ein
Nukleosomen-typisches Muster (Proben Nr. 34, 53, 65); 2 ihren Hauptpeak bei 200
und 700 bp (Proben 39, 49) und 4 Proben mit Fragmenten unterschiedlicher Lange
(Proben Nr. 47, 48, 56, 62)

14

)

15

28

s - &
=
=0 %0
— —
20 e e &
150 & 150
m
100 h 8 100 el
'
50 2,
s e s
N e "
, Sae . s g S Seenes® & W
— = —| T —
» - b b .- . - - ™ 3 100 200 300 400 500 700 2000 10380  (bp) 3 100 200 300 400 500 700 2000 10380 [b0)
. 31 ] o M o 35 & —
- 34 K
300 bt »
20 — — = —|
& &
0 .
. 0 B
Ed o
w o
# o N 50
Sapaany o A &
o Sy g 100
5 — s —
35 100 200 300 400 500 700 2000 10380 [bo) s 100 2200 300 400 500 00 2000 10380 (o)
w
o 38 & ) 46 ]
%o
.
20 —| - |
w| % R -,
™ - .
150- 44
0
o
50 ® S 50 e ’p”“%i,w &
. B e £ L \ . 9 $
% —
B N S e E3 2000 oot % w0  w % s A0 me | om
5 47 ) 48 [ 49
o
250- - 300-
200 = 25
150- & f
. 2
o e .
10 o A 150 k P
o OIS & S
o 8 o, & w & e,
S & N S T ?@;\@ g
o & # 2 g Siwe m - #
.
50- 0
35 100 200 300 400 500 700 2000 10380 ) 35 100 200 300 400 500 700 2000 o) 3 100 200 300 00 500 700 2000 10380 o)
) 53 & N
¢ w 56 2 57 &
b 20 ~ N
00- 0
x0
10 -
100- 150- i 4 @
©
oI
o ¥ S¢ . ‘,,W ) 100 4
Sy,
50 * s 50 e “ e
1 ) o -~ Fias
150- g
¥ 0 - bl 0 50 i . b L2l 3 100 200 300 400 500 700 2000 10380 vp) 35 100 200 300 400 500 700 2000 10380 p)
o
w
62 % 65 o 66
.
= -
0 -
-
’ N %o
150 B ®
#p 2o . e
- B 50
50 & *@@ | 100 »\,ﬁ» N -
P 3 * - e -
¢ 4 o = o P &
: " 4
50 - -50- — o
3 100 200 300 400 500 700 2000 10380 o) 3 100 200 300 00 500 00 2000 (b0
R w0 w0 %o @0 i |  wkomml

Abbildung 18 Auflistung aller BA-Profile der exoDNA
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7.1.3. tumorspezifische exoDNA Bioanalyzer-Profile

Dargestellt sind jeweils Uberlappend die exoDNA und die tumorspezifische exoDNA

eines Patienten. Es lasst sich bei allen ein Patienten-spezifisches Muster erkennen.
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Abbildung 19 Auflistung aller BA-Profile der tumorspezifischen und unspezifischen exoDNA
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7.2. Genomprofile
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