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Verbesserte Behandlungsoptionen von NSCLC Patienten #
verlingerte Uberlebenszeit

Spate Diagnos:
Sensitiver und spezifischer Test zur Friihdetektion

Lungentumor:
sehr komplexe Erkrankung, viele unterschiedliche genetische
Alterationen, extrem heterogen

Diagnostische Algorithmen und deren spezifische Wichtung
Einbeziehung biochemischer, genetischer, klinischer und
bildgebender Daten
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Alterationen in Tumorzellen Alterationen in pra-invasiven Lasionen

LOH (3p, 9p21, 13q14, 17p13) LOH (3p, 9p21, 13q14, 17p13)

Vergleichbare Alterationen in histologisch normaler Mucosa von
Rauchern/Exrauchern

Aktueller Stand:

Histologie + Immunhistochemie = Siulen fiir Diagnose/klinische Entscheidungen
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Jain (2007)

Tumormarker = jede messbare spezifische molekulare Alteration
Mutation

Amplifikation

Mikrosatelliteninstabilitat oder Heterozygotieverlust
Alterationen der mitochondrialen DNA

alteriertes Expressionsmuster mRNA/miRNA,

Ideal = nutzlich fur Screening, Fruhdetektion (Pradisposition), Prognose,
Therapieansprechen, Rezidiv

Nicht-invasiv zu gewinnen, geringe Kosten, leicht durchfuhrbar, akkurat und
informativ,
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Geschichte

F. Griffith
The Significance of Pneumococcal Types, 1928, pp. 113-159

O.T. Avery, C.M. MacLeod, M. McCarty

Studies on the chemical nature of the substance inducing
transformation of pneumococcal types—Induction of
transformation by a deoxyribonucleic-acid fraction isolated

from pneumococcus type-III
J. Exp. Med. 79 (1944) 137-158
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Geschichte

P. Mandel, P. Metais

Les Acides Nucleiques Du Plasma Sanguin Chez L'Homme

CR Acad Sci Paris 1948, pp. 241-243.
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Definition
Frei-zirkulierende Nukleinsaure — Plasma und Serum, Lymphe
Extrazellulire Nukleinsduren — Korperflussigkeiten (Liquor,

Ascites, Milch, Bronchial lavage, Urin, Stuhl, zellfreie Uberstinde
in-vitro kultivierter Zellen)
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Nachweis Tumor-assoziierter Alteration im Plasma/Serum

Cervix
Colon

Haut

HNO
Leukimie/Lymphome
Leber
Lunge
Magen
Mamma
Niere
Osophagus
Ovar
Pankreas
Prostata
Schilddriise
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- Necrosis
and/or

- Apoptosis
and/or

- active
release
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-Serum/Plasma
- Lymphatic fluid

- Liquor

- Ascites

- Milk

- Urine

- Stool

- Bronchial lavage

- Cell culture
supernatant

circulating
nucleic acids
(CNAs)

extracellular /
cell free
nucleic acids

Fleischhacker + Schmidt 2007
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Allgemeine/Technische Bemerkungen

Standardisierung der Probenaufbereitung
Verwendung kommerzieller Kits
Plasma vs. Serum
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Atemluftkondensat (EBC) zur Gewinnung zellfreier Nukleinsduren

Lipidperoxidation in EBC + Plasma (Khyshiktyev et al 1994)

pS3 Mutation in EBC von NSCLC Pat. (Gessner et al 2004)

Mikrosatellitenalteration ja, EGFR Mutation nein (Paradiso et al 2008)

Assoziation zw. # von MA und Tabakkonsum Carpagno et al. 2008
Assoziation zwischen Mikrosatellitenalteration + Tabakkonsum bzw. 3p
Alteration + Uberleben (Carpagno 2009)
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DNA Quantifizierung

Sozzi et al. 2003

100 NSCLC Pat. vs. 100 matched Kontrollpat (Alter, Geschlecht, Raucherstatus)
Real-time PCR

Fliche unter ROC Kurve 0.94 neuer nicht-invasiver Ansatz zur

Frihdetektion

Sozzi et al 2009

1035 starke Raucher, Monitoring durch jahrliches CT fur 5 Jahre

Real-time PCR (Untersuchungsbeginn + Zeitpunkt d. Tumordiagnose)
Plasma-DNA Konz. bei Untersuchungsbeginn in beiden Gruppen vergleichbar,

hohere Plasma DNA Konz. assoziiert mit reduziertem 5-Jahres Uberleben
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DNA Quantifizierung

Szpechcinsky et al. 2008
10 NSCLC Pat vor/nach Therapie, PicoGreen Farbung

Kein Unterschied in Plasma DNA Konz. vor/nach Therapie

Paci et al 2009
Plasma DNA Konz. in Lungentumorpat. 12.8 ng/mL vs. Gesunde

Kontrollgruppe (gleiches Alter + Geschlecht) 2.8 ng/mL

Tamkovich et al. 2008
Kein Unterschied in zellfreier DNA in Lungentumorpat. vs. Gesunde
Kontrollgruppe, Konz. von Oberflichen gebundener DNA in Tumorpat.

niedriger als in Kontrollen, Bedeutung???
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DNA Quantifizierung

Zhang et al. 2009

Screening von Lungentumorpat. moglich durch Quantifizierung zellfreier

Plasma-DNA?

Metaanalyse, 10 paper, Cutoff 2 — 50 ng/mL,
Sensitivitit 48% - 91%, Spezifitit 47% - 100%
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Nachweis mutierter Onkogene/Tumorsuppressorgene

Colon, Mamma, SCLC, Pankreas
Ovar, GI, NSCLC, Leber
Colon

Melanom
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Onkogene

> 100 Onkogene bekannt
Beteiligung an Cancerogenese der Lunge: ras, c-myc, tyrosin-kinase rezeptor

(EGFR), c-erb-B2 (Her-2/neu)

Castells et al. 1999

Nachweis K-ras Mutation in zellfreier DNA = diagn. + progn. Signifikanz
Pao et al. 2005

Prognostische Bedeutung K-ras Mutation in Adeno-Ca??

Leicht reduziertes Uberleben von Pat. mit K-ras Mut.
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Direct sequencing

405 w0 T TS ~&20
GE A G AC TGl PA. G GQGT TC T
3,240 4,§Eﬁ. 4,280 djl'ﬁﬁ 4330 4,340 4,360 4,380 4,400

405 2101 1 415 420

GCA G AC TG TA GGG T T- C T

4,240 4,260 4,280 4,300 4,320 4,340 4380 4,380 4400

Mutation
for example, APC 1338 C—T

Diehl et al 2008
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Relative fluorescence units

Plasma
|

v v
Real-time PCR BEAMing

L Qi Q2
Wild-type
_—

0 - )
B0 5 8127416182022 242628 30
Cycle

Total DNA
concentration
for example, 11,500 DNA
fragments per sample

Mutant
0
129/Q8 Q4
-394 01¢¢ 1o 104 104
Fluorescence intensity (Cy5)

Percentage mutant DNA
for example, 0.27%

Fluorescence intensity (Cy3)

v
Mutant DNA concentration

for example, 31 mutant DNA
fragments per sample
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wild-type muiant
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Ursache fiir diskordante Ergebnisse

verwendete Detektionsmethode

Detektion im Tumor vs. Plasma
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Onkogene

Camps et al. 2005

Prognostische Bedeutung von K-ras Mutationen im Serum von NSCLC Pat.
Kein signifikanter Unterschied,

Pat. mit K-ras Mutation = 7.3 Monate progression-free survival

Pat. mit K-ras WT = 5.5 Monate progression-free survival

Gautschi et al. 2007
K-ras Mutation im Plasma, 180 NSCLC Pat.

Pat. mit K-ras Mutation = schlechtere Prognose
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Wang et al. 2010

273 NSCLC Pat.

Gewebe 30 K-ras Mutationen (11%), davon 23 im Plasma nachweisbar (77%)
Plasma 35 K-ras Mutationen (12.8%), davon 23 im Plasma nachweisbar (66%o)

120 Pat. Second line EGFR-TKI Therapie,
Response K-ras Mutation in Plasma (5.3%) und Gewebe (7.15)
K-ras WT in Plasma (29.7%) und Gewebe (28.3%)

vergleichbare % Proportionen fiir Progressionsfreies Uberleben

Nicht aufgeschliisselt Pat. mit diskordanten Ergebnissen in Mutationsanalyse
4.4% Mut. nur im Plasma, 2.6% Mut. nur im Gewebe nachweisbar
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EGFR in NSCLC Pat

Lynch et al. 2004,
8/9 NSCLC Pat. mit Mutation in Tyrosinkinase Doméne von EGFR
sprachen auf Gefinitib an, 7 Pat. mit WT Gen = kein Ansprechen

Paez et al. 2004
EGFR Mutation in Lungentumoren = Ansprechen auf Gefinitib
(EGFR Kinaseinhibitor)
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EGFR in NSCLC Pat

Detektion von EGFR Mutation auch im Plasma moglich?

Kimura et al 2007

42 NSCLC Pat.

8 Tumorproben EGFR Mut., 7 Serumproben EGFR Mut., 39/42
gepaarte Proben identisch (92%),

Progressionsfreies Uberleben signifkant linger in Pat. mit EGFR Mut.

(Nachweis im Tumor oder Serum)
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EGFR und K-ras in NSCLC Pat

Linardou et al. 2008
Metaanalyse von NSCLC Pat. mit K-ras Mutation

Nachweis von K-ras Mutation = kein Ansprechen auf TKI (anti-

EGFR monoklonaler Ab)
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EGFR in NSCLC Pat

Detektion von EGFR Mutation auch im Plasma moglich?

Moran et al 2007
112 NSCLC Pat.
Ansprechen auf Therapie 20% der Pat. mit EGFR Mutation in
Tumor + Serum
4% der Pat. mit EGFR Mutation nur im

Tumor
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EGFR in NSCLC Pat

Detektion von EGFR Mutation auch im Plasma moglich?

Bai et al. 2009
230 NSCLC Pat.
Nachweis EGFR Mutation in Tumor + Plasma

80% Konkordanz

Yung et al. 2009
Quantitativer Nachweis EGFR Mutation in Tumor + Plasma
Menge an mutierter EGFR DNA im Plasma korrelierte mit klin. Ansprechen

Persistenz von EGFR Mut. im Plasma = Tumorprogression
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Mikrosatellitenalterationen

Kurze repetitive und hochpolymorphe Sequenzen, 1-6 Nukleotide (AAAAAA ,
CACACA , GATGATGAT ) mehrere Tausend im humanen Genom,
Majoritit in nicht-kodierenden Bereichen,

Chen et al. 1996
Sanchez-Cespedes et al. 1998
Sozzi et al. 1998

Bruhn et al. 2000

Conzalez et al. 2000

Cuda et al. 2000

Sozzi et al. 2001

Beau-Faller et al. 2003, 2003a
Andriani et al. 2004

Schmidt et al. 2004

Ludovini et al. 2008
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quantitative qualitative
Unterschiede Unterschiede
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Mikrosatellitenalterationen

Ludovini et al. 2008
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Epigenetische Alterationen

Promotor- Transkriptionsfaktor
region des bindet

w Nicht methyliert

Methyliert

binden
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Epigenetische Veranderungen

Hypermethylierung regulativer Bereiche von Tumorsuppressorgenen

Inaktivierung dieser Gene

CAVE: Hypermethylierung ebenfalls im Bronchialsystem von Rauchern

nachweisbar

Hypermethylierung vieler Gene evtl. klinisches Korrelat zu erhohtem Risiko fiir
Lungen-Ca,
Nachweis aberanter Methylierung von p16 und MGMT in Sputum 3 Jahre vor

klinischer Diagnose eines Plattenepithel-Ca moglich (Palmisano et al. 2000),
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Epigenetische Veranderungen

10 Paper zum Nachweis epigenetischer Alterationen im Plasma/Serum, Sputum

oder BL in Pat. mit benignen/malignen Lungenerkrankungen

1 bis 10 untersuchte Gene
pl6INK4a, MGMT, RASSF1, DAPK, GSTP1, RARS, TMS1, APC, 14-3-30¢,

FHIT, p14ARF, E-cadherin, etc.

Anzahl positiver Plasma/Serum/Sputum/BL Proben zwischen 4% und 75%

(einzelne Marker)
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RNA Analysen

Kopreski et al. 2001
5T4, qualitative seminested RT-PCR

Plasma 6/14 Lungentumorpat. positiv

Fleischhacker et al. 2001
Her1/neu, hnRNP-B1, qualitative RT-PCR

Schmidt et al. 2004
8 Gene, qualitative RT-PCR
12% bis 100% pos. Plasmaproben von 25 Lungentumorpat.
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RNA Analysen

Sueoka et al. 2005

hn RNP B1, quantitative real-time PCR

1 pg/g mRNA vs. 0.3 pg/g RNA (Tumor vs. benigne Lungenerkrankung)
Uberexpression auch in Plasma von Pat. mit anderen soliden Tumoren

nachweisbar,
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RNA Analysen

micro-RNA (miRNA)

Kleine (18-25 Nukleotide) nicht-kodierende RNA Molekiile
Teilweise doppelstrangig, viel stabiler als mRNA
Genregulation in allen wichtigen zelluliren Stoffwechselwegen

wirken als Onkogene und/oder Tumorsuppressorgene
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Pri-miRMNA

Pre-miRMNA
(60-110nt)

NUCLEUS
CYTOPLASM

Pre-miRMA
(60-110nt)

Mature mMmiBENA
(~21nt)

A IR

mRMA target

Binding targets —=—W YT YTTY

RISC l

Gene regulation Gene silencing at the level of translation
by either mRNA degradation in plants
or translational repression in animals
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Biologische Bedeutung zirkulierender Nukleinsiuren?
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Kim et al. 2009

Bisher: Zellen des Primartumors = Metastasenbildung (unidirektional)

Jetzt:  Zellen des Priméirtumors =) Metastasenbildung +
zirkulierende Tumorzellen =) Re-Kolonisierung des Primértumors

Mamma Tumor function:

Colon CTC attraction
Melanom

Aggressive CTC (Tropismus fiir Knochen- Lungen-
und ZNS-Metastasen)

Beschleunigung des Tumorwachstums, Angiogenese
und Stroma-Rekrutierung

CTC function:
Tumor infiltration
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Vielen Dank fur lhre
Aufmerksamkeit




