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3. Status quo – Wo stehen wir in der Biomarker Entwicklung?  

1. Krebs-DNA  Analyse aus dem Blut: Analyte und ihre Herkunft 

2. Wegweisende Arbeiten zur cfDNA und CTC-Analyse  

3. cfDNA-Analytik im Rahmen von klinischen Studien 

4. Die Rolle von Pharma-/Biotech / Technologische Neuentwicklungen 

5. Zusammenfassung und Ausblick 
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Source: E. Dahl, UK Aachen 

cfDNA (ctDNA), CTCs, Exosomen 

1-100 ng freie DNA  

pro ml Blut 

0 – einige 10 CTCs 

pro 10 ml Blut 

cfDNA                                  CTCs                              Exosomen 

Source: http://www.sri.com/blog/fastcell 

ca. 108 Exosomen 

(100 nm) pro ml Blut 

  Die Mengen der diagnostisch relevanten Analyte  

      zur Gewinnung der DNA sind extrem gering 
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Technologischer Quantensprung: 

Absolute Quantifizierung von Genkopien ist möglich 

 Grundlage ist die Digitalisierung des Meßsignals 

Vereinzelung                FACS-Analyse 

Source: Chen et al. Molecular Therapy Nucleic Acids (2013) Source: Illumina.com 

Quelle: bio-rad.com 
Source: http://www.idtdna.com 

00 000 000 00000 0 

1 1 1 1 

      Droplet digital PCR (ddPCR)                                    NGS 

Source: bio-rad.com 

Source: Illumina 
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Potentielle Anwendungsgebiete 

Liquid Biopsy-Diagnostik in der Onkologie 

•  Früherkennung von Tumoren und Diagnose 

 ergänzendes Potential 

• Therapie-Stratifizierung 

 Entstehende Resistenz-Mutationen gegen 

     zielgerichtete Therapien frühzeitig erkennen 

•  Verlaufskontrolle 

  Tumorlast des Patienten nicht-invasiv verfolgen 
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Wegweisende Arbeiten zur cfDNA-Analyse 

(1) Bettegowda et al. (Feb. 2014, STM) 

  Mutationen in der cfDNA bei 640 Patienten mit unterschiedlichen 

      Tumorerkrankungen mittels digitaler PCR analysiert 

•  cfDNA war detektierbar in 75% der Patienten mit Metastasen 

•  in primären Tumoren war die Detektionsrate unter 50% 

•  KRAS Codon 12/13-Mutationsanalyse beim CRC in cfDNA im Vergleich 

 zum Primärtumor (Gold-Standard): Konkordanz: 95% 

 (Sensitivität: 87.2%, Spezifität: 99.2%) 

•  Falsch-negative cfDNA-Ergebnisse waren signifikant mit muzinöser 

 Histologie verknüpft 
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Nachweisbarkeit von cfDNA hängt 

stark von der Tumorentität ab 

Metastasierte Erkrankungen ! 
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Source: Bettegowda et al. Sci Transl Med (2014) 
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Source: Bettegowda et al. Sci Transl Med (2014) 

Anzahl der gemessenen mutierten Fragmente schwankt 

innerhalb einer Tumorentität um den Faktor 100 bis 10.000 
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 Metastasierte Erkrankungen ! 
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 ctDNA: Erworbene Resistenz 

gegenüber Panitumomab / Cetuximab 

Source: Bettegowda et al. Sci Transl Med 2014 

 Polyklonale Resistenz 

  Bedeutung von KRAS/ 

 NRAS Codon 61 Mutationen 

Anwendung: Resistenz-Monitoring nach TKI-Blockade 
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•  erste verblindete prospektive Studie zum Vergleich von KRAS und 

 BRAF-Mutationsstatus beim metastasierten CRC zwischen Tumorgewebe 

 (Gold-Standard) und cfDNA aus Blutplasma (n=95) 

•  Schwankung der Frequenz der mutierten Allele in der cfDNA  

 in dieser Studie „nur“ um den Faktor 100 

•  BRAF V600E Mutation: 100% Konkordanz (100% Sens., 100% Spez.) 

•  KRAS Codon 12,13:  96% Konkordanz (92% Sensitivität, 98% Spezifität) 

Wegweisende Arbeiten zur cfDNA-Analyse 

(2) Thierry et al. (Feb. 2014, Nature Medicine) 

Diese Studie zeigt, dass Liquid Biopsy durch cfDNA   

die Tumorschnitt-basierte Analyse ersetzen kann … 

•  Verwendete Technologie: IntPlex PCR 

  Allel-spezifische qPCR mit PCR-Fragmenten von ca. 60 bp 
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CTC: ALK+ NSCLC 

CellSearch 
 

FISH 

Wegweisende Arbeit zur CTC-Analyse 

Pailler et al. (2013, JCO) 

100% Sensitivität  

100% Spezifität     ! 

Source: Pailler E et al. J Clin. 

Oncol. 2013 
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cfDNA-Analytik im Rahmen von BioCAST/IFCT-1002 

Couraud et al. (Jul. 2014, CCR) 

•  BIOCAST/IFCT ist eine französische Lungenkrebsstudie 

 bei Niemals-Rauchern 

 (100 fortlaufende Fälle eingeschlossen  „Real world study“) 

•  selbstentwickelter NGS multiplex-PCR Assay zur Analyse der  

 Hotspot-Regionen von EGFR, KRAS, BRAF, HER2 und PIK3CA 

 Plattform: Ion Torrent PGM Sequencer 

•  Vergleich der Mutationen für 68 Fälle mit gepaarter tDNA und cfDNA 

 Coverage: 1000x für Tumore,  10.000x für Plasma 
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•  tDNA wies in 50/68 Fällen (ca. 74%) eine Treibermutation auf 

 (davon waren 5 nicht über die Sanger-Sequenzierung gefunden wurden) 

•  in der cfDNA wurden vom IT Variant Caller lediglich 7/50 (14%) der Mutationen gefunden 

•  Eigener Filter: (i) mind. 5 Reads mit der Mutation; (ii) Variant Allel Frequenz >0.2% 

  damit konnten 28/50 (56%) der Mutationen in der cfDNA wiedergefunden werden 

„Real-world“ Studie ergibt „Real-world“ Ergebnisse 

•  über alle Amplikons betrug die Konkordanz zwischen tDNA und cfDNA 

 in dieser Studie lediglich 68% 

Source: Couraud S et al; 

BioCAST/IFCT-1002 investigators. 

Clin. Cancer Res. 2014 
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Die Analyse weniger Gene kann bessere Werte 

für Sensitivität und Konkordanz ergeben 

Source: Couraud S et al; BioCAST/IFCT-1002 

investigators. Clin. Cancer Res. 2014 
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Pharma- und Biotech-Firmen positionieren 

sich im Bereich Liquid-Biopsy Diagnostik 

Sept 24, 2013 Source: http://www.sysmex.co.jp/en/news/press/2013/130924.html 

Source: http://www.prnewswire.co.uk/news-releases/merck-to-collaborate-with-sysmex-inostics 

-on-a-blood-based-ras-biomarker-test-261394471.html 
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Source: www.epicsciences.com 

Neue Technologien: Beispiel Epic Sciences 
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Großer Markt für “Point of Care” Monitoring erwartet 

Source: http://tissuepathology.com/2014/02/15/1-dollar-liquid-based-

biopsy-device-offers-way-to-monitor-cancer-patients/#axzz3MLNiof6M 
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Zusammenfassung und Ausblick 

• Neue hoch-sensitiver DNA-Analysetechniken erlauben den Vorstoß 

in neue Grenzbereiche der Analytik  

• Bezug der cfDNA/CTCs zur pathologisch klassifizierten Erkrankung 

und dem Krankheitsverlauf ist noch kaum verstanden 

• Biobanken können über ihr hochqualitatives Biomaterial einen wichtigen 

Beitrag zur Weiterentwicklung der Liquid Biopsy Diagnostik leisten 

• Das Potential der Liquid Biopsy Diagnostik liegt vor allem in der 

Analyse der cfDNA/CTC-Veränderung über die Zeit / unter Therapie 


